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1 Zusammenfassung und Abstract

1.1 Zusammenfassung
Aufgrund des steigenden industriellen Bedarfs an natiirlichen Aromastoffen besteht Interesse an
neuartigen Bildungswegen. Das pflanzennahe biochemische Potenzial von Basidiomyceten
(Stinderpilzen) bietet Maéglichkeiten, aus geeigneten Prikursoren natiirliche Aromen zu
gewinnen. Die Kultivierung von 32 Pilzstimmen unter Verwendung des industriellen
Nebenstroms Rapspresskuchen als Substrat fiihrte zur Bildung einer Vielzahl natiirlicher
Aromastoffgemische. Besonders vielversprechend waren die folgenden Organismen:

o Paecilomyces farinosus: gerducherter Schinken, Nelkenbliite sowie

o Fomiropsis rosea: fruchtig, blumig, breites Aromaspektrum.
Als Hauptaromakomponente der Kultur mit P. farinosus konnte 4-Vinylguajacol identifiziert
werden. Die Aromabildung erfolgte durch Decarboxylierung von Ferulasiure. Die Reaktion
wurde durch eine intrazellulire Decarboxylase katalysiert, deren Aktivitit nicht von einem
Cofaktor abhing. Das Enzym hat eine native molekulare Grofle von 29 kDa und ecinen pl von
5,2. Fir eine weitere Aufreinigung wurden Ausgangsbedingungen geschaffen. Da bisher
ausschliellich prokaryotische Ferulasiuredecarboxylasen charakterisiert wurden, verspricht das
Enzym aus P. farinosus neuartige Eigenschaften, die fir die kalte Produktion von Raucharoma
genutzt werden konnten. Im  Gegensatz zu konventionellem Raucharoma wire dieses

herstellungsbedingt frei von kanzerogenen polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen.

Eine Aromaverdiinnungsanalyse des Extraktes einer F. rosea-Kultur ergab, dass Octansiure-
methylester, 1-Hexanol, 1-Octen-3-ol und 1-Octen-3-on die Hauptkomponenten des Aromas
sind. Da die beiden letztgenannten Verbindungen fiir ihr pilziges Aroma geldufig sind und keine
der Substanzen dem Aromacindruck der Kultur dhnelt, kann angenommen werden, dass das
Aroma durch weitere Bestandteile geprigt wird. Als weitere Komponenten wurden z. B.

Acetophenon, 4-Methylbenzaldehyd und Methyl-3-methylbutanoat identifiziert.

Fiir eine vergleichende Maf$stabsvergrofferung in einem neuartigen Festbett-Bioreaktor und
einem herkommlichen Riihrkessel-Bioreaktor wurden biotechnologische Grundlagen erarbeitet.
Der Vergleich von vier verschiedenen Enzymproduzenten ergab in allen Fillen deutlich héhere
Enzymaktivititen mit dem Riihrkessel-Bioreaktor. Untersucht wurden verschiedene Oxidasen
und Hydrolasen aus Flammulina velutipes, Ganoderma applanatum, Hirneola auricula-judae und
Pleurotus pulmonarius. Ein Bioreaktorvergleich mit F. rosea ergab dagegen, dass die Ausbeute
ciniger Aromastoffe, wie Methyl-3-methylbutanoat, im Festbett bis zu zehn Mal hoher ausfiel als
im Riithrkessel. Der verminderte Scherstress im Festbett-Bioreaktor scheint daher der
Enzymproduktion mit den gewihlten Stimmen keinen Vorteil zu verschaffen, kénnte aber fiir
die Aromaproduktion und die Kultur besonders scherkraftsensiver Stimme eine Alternative zu

klassischen Kulturmethoden darstellen.

Schlagworte: Basidiomycet, Aromastoff, Enzym



1.2 Abstract

Novel production procedures of natural flavours and fragrances are required to meet their
increasing industrial demand. The plant-like metabolism of basidiomycota (higher fungi)
promises the feasibility to generate natural flavours out of appropriate precursor compounds.
Cultivation of 32 fungal strains on rapeseed oil cake, an industrial by-product, resulted in the

formation of a variety of natural flavour mixtures. The most promising strains were:

o Paecilomyces farinosus: smoked ham, carnation, and

o Fomitopsis rosea: fruity, flowery, broad flavour spectrum.

4-vinyl guaiacol was identified as the main flavour compound in P. farinosus cultures. The
substance was generated by decarboxylation of ferulic acid. This reaction was catalyzed by an
intracellular enzyme which was independent from any cofactor. The decarboxlase had a native
molecular size of 29 kDa and a pl of 5.2. The starting conditions for further enzyme purification
are available. So far solely prokaryotic ferulic acid decarboxylases have been characterized. A
fungal enzyme may have superior properties for a cold production of smoke flavourings. In
contrast to conventional smoke flavourings, such enzymatic product is absent of polycyclic

aromatic hydrocarbons (PAH).

Aroma extract dilution analysis of an extract of F. rosea culture broth resulted in octanoic acid
methyl ester, 1-hexanol, 1-octen-3-ol and 1-octen-3-one as most potent odourants. Since the two
latter compounds are known for fungal flavour and none of the odourants resembles the F. rosea
extract, the flavour composition is expected to be more complex. Further determined components

are acetophenone, 4-methylbenzaldehyde and methyl 3-methylbutanoate.

In a scale-up, a novel fixed bed bioreactor and a common stirred tank bioreactor were compared
using four different enzyme producing strains. Hydrolases and oxidases from Flammulina
velutipes, Ganoderma applanatum, Hirneola auricula-judae and  Pleurotus pulmonarius were
examined. In all examples the enzyme production was more efficient in the stirred tank
bioreactor. However, comparison with the flavour producing strain F. rosea in both bioreactor
types reveals an up to ten times higher amount of some compounds, as methyl 3-
methylbutanoate, with the fixed bed bioreactor. Hence, the decreased shear stress in fixed bed
cultivation did not stimulate the enzyme production of the tested strains, but may be of

advantage for flavour production or cultivation of particularly sensitive organisms.

Key words: basidiomycete, flavour, enzyme



2 Grundlagen

Die breitgeficherten Stoffwechselmoglichkeiten von Pilzen (Fungi) werden seit Anbeginn der
Biotechnologie genutzt, um Metabolite zu gewinnen und Lebensmittel zu veredeln. Girprozesse
mit Hefen beherrscht man seit Jahrtausenden. Geldufig sind die Produktion von organischen
Sduren mit Aspergillus niger oder die Herstellung von Penicillin mit Penicillium chrysogenum. Auf
dem Marke sind auch Aminosiuren, Antibiotika, Aromen, Brennstoffe (Biogas, Ethanol),
Einzellerprotein, Herbizide, Kise, Konservierungsmittel, Lebensmittel-Farbstofte, Pestizide, Pilz-
Fruchtkorper, Soja-Sof§e und Vitamine. Des Weiteren werden Peptidasen, Pektinasen, Amylasen,
Lipasen, Cellulasen und zahlreiche andere Enzyme im industriellen Maf3stab mittels Pilzen

hergestellt (Lambert (1983); Wainwright (1992); Charaya ez al. (1999)).

Die wirtschaftliche Nutzung von Pilzen erforderte meist aufwindige Vorarbeiten, um die
Produktausbeute zu maximieren und die Kulturdauer zu reduzieren. So untersuchten
beispielsweise Mehrotra ez al. (1966) 897 Aspergillus-Stimme, um einen geeigneten Amylase-
Bildner zu identifizieren. Im Labor werden Genom-Rekombinationen mittels Stammkreuzungen,
parasexuellen Mechanismen oder Protoplastenfusion erreicht. Dariiber hinaus werden zur
Stammoptimierung Kombinationen aus induzierten Mutationen und Selektionsschritten
eingesetzt. Fiir eine zunechmende Zahl an Arten erméglichen molekularbiologische Methoden die
homo- und heterologe Expression von Proteinen. Auf diese Weise kann nicht nur der Ertrag an
Enzymen oder Metaboliten gesteigert werden — mit transformierten Pilzen steht auflerdem eine
Maglichkeit zur preiswerten Erzeugung von z. B. Sdugerproteinen zur Verfiigung (Nevalainen e#
al. (2001)). Neben der Verbesserung von Produktionsstimmen spielt die Optimierung der
Prozessfithrung eine entscheidende Rolle: Medium, Bioreaktor-System und Betriebsparameter
beeinflussen die Produktbildung grundlegend. Das Leistungsvermdgen all dieser Methoden und
das der Mikroorganismen wird deutlich, wenn man bedenkt, dass die Penicillin-Produktion von
urspriinglich 2 U ml” (Fleming's original Isolat; 1 U = 0.6 pg) auf tiber 70.000 U ml" gesteigert

wurde (Penalva et al. (1998)).

Betrachtet man die Produktvielfalt im ersten Abschnitt dieses Kapitels, so fillt auf, dass nahezu
alle Erzeugnisse mittels Arten des Stammes Ascomycota (Schlauchpilze) gewonnen werden.
Lediglich bei der Produktion von Fruchtkérpern dominieren Basidiomycota, die auch als

Basidiomyceten oder Stinderpilze bezeichnet werden. In den Anfingen der Biotechnologie
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wurden die omniprisenten Ascomycota aufgrund ihrer ecinfachen Handhabung und des
schnelleren Wachstums bevorzugt. In den vergangenen Jahrzehnten riickten Basidiomycota, die
den Ascomycota sehr nahe stehen (vgl. Abbildung 2-1), vermehrt in den Fokus von

Biotechnologen und Wirkstoffchemikern.

Domaéne: Eukaryota
|
Reich: Fungi
|
Unterreich: Dikarya
Stamm: Basidiomycota Ascomycola
Unterstamm: Pucciniomycotina Ustilaginomycolina Agaricomycotina
Klasse: Agaricomyceles Basidiomycetes Dacrymyceles
Unterklasse: Agaricomycetidae Phailomycelidae
Ordnung: Agaricales Boletales Atheliales
Familie: Marasmiaceae Pleurotaceae
|
Gattung: Pleurotus
1
Art: ostreatus
|
Wissenschaftlicher Name: Pleurotus ostreatus

Abbildung 2-1: Taxonomie am Beispiel von Pleurotus ostreatus (Austernseitling). Der besseren Ubersicht
halber wird nur eine Auswahl an verwandten Taxa dargestellt.

Nach Raven ez al. (2006); Sayers et al. (2009).

2.1 Biotechnologisches Potential von Basidiomyceten

Gegeniiber anderen Mikroorganismen haben Basidiomyceten den Vorteil, dass die Pathogenitit
zahlreicher Arten gut untersucht ist. Die gezielte Auswahl von Speisepilzen stellt daher nicht nur
die Vertriglichkeit von Produkten sicher, sondern hat als vertrautes Lebensmittel auch eine hohe
Akzeptanz beim Verbraucher zur Folge (Lomascolo ez al. (1999)). Basidiomycota machen mit
geschitzten 30.000 Arten etwa 30 % aller Pilze aus (Bresinsky ez /. (2008)), von denen allein in

China etwa 980 Arten, iiberwiegend Agaricomycotina, als essbar bekannt sind (Chang (2005)).
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Daneben werden diese Organismen aufgrund ihres breiten Spektrums an Sekundirmetaboliten

und Enzymen beforscht.

2.1.1 Enzyme

Die Lebensweise saprophytischer wie parasitirer Basidiomyceten basiert auf dem Abbau von
Biopolymeren. Hierfiir sekretieren sie eine einzigartige Vielfalt an Enzymen, die es ihnen erlaubrt,
sich an eine Fiille von Substraten anzupassen. Besonders bedeutend ist der Abbau von Lignin,
einer hoch polydispersen Gruppe von phenolischen Makromolekiilen. Lignin wird bei der
Verholzung von Pflanzenzellwinden in ein Strukturgeriist aus Cellulose und Hemicellulose
cingelagert und trigt mafgeblich zur Festigkeit von Lignocellulose bei. Die komplexe Vernetzung
und dichte Struktur von Lignin behindern einen enzymatischen Abbau erheblich. Weiflfiulepilze,
eine taxonomisch heterologe Gruppe hoherer Pilze, sind die effizientesten (Kirk ez 2/ (1998)) und
vermutlich wichtigsten Organismen des natiirlichen Lignocellulose-Kreislaufes (Hatakka (2001)).
Basidiomyceten depolymerisieren Lignin mittels einer Reihe an Exoenzymen (siche Tabelle 2-1).
Bakterielle Lignin-Destruenten sind hingegen kaum erforscht — Sequenz-Homologie-Analysen
mit bekannten Enzymen, wie einer DypB Peroxidase des Actinobacteriums Rbodococcus jostii,

lassen jedoch eine hohe Diversitit erwarten (Bugg er al. (2011)).

Tabelle 2-1: Lignolytische Enzyme und ihre Hauptreaktionen (modifiziert nach Hatakka (2001))

Enzym

Cofaktor oder Substrat,
Mediator

Wichtigste Reaktionen

Lignin-Peroxidase

H,O,, Veratrylalkohol

Aromatischer Ring wird zu
Kation-Radikal oxidiert

Mangan-Peroxidase

H,O,, Mn, organische Sdure als
Chelator,

Thiole, ungesittigte Fettsiuren

Mn(II) wird zu Mn(III) oxidiert,
komplexiertes Mn(I1I) oxidiert
Phenol-Verbindungen zu
Radikalen; andere Reaktionen in

Abhingigkeit von Mediatoren

Laccase (Monophenoloxidase)

O,; Mediatoren, z. B.
4-Hydroxybenzoesiure

oder 3-Hydroxyanthranilsiure

Phenole werden zu Radikalen
oxidiert; andere Reaktionen in

Abhingigkeit von Mediatoren

Glyoxal-Oxidase

Glyoxal, Methylglyoxal

H,O,-Bildung

Pyranose-2-Oxidase

Glucose, Sorbose

H,O,-Bildung

Arylalkohol-Oxidase

Aromatische Alkohole (Anisyl-,
Veratrylalkohol)

H,O,-Bildung



Enzyme des Lignin-Abbaus finden bei diversen biotechnologischen Verfahren Verwendung.
Laccasen beispielsweise sind nicht substratspezifisch und oxidieren o- und p-Diphenole,
Aminophenole, Polyphenole, Polyamine, Methoxyphenole, Aryldiamine und einige anorganische
Ionen (Yaropolov et al. (1994); Solomon et al. (1996); Morozova et al. (2007); Sakurai (1992);
Gianfreda ef al. (1999)). Sie sind tiber einen weiten pH- und Temperaturbereich aktiv. Stabilitdt
und Aktivitit kann durch eine zusitzliche Untereinheit erhoht werden (Faraco et al. (2008)).
Durch den Einsatz von Mediatoren kann der Anwendungsbereich von Laccasen noch erweitert
werden (Morozova et al. (2007)). So wird z. B. Indigo mit DenilLite® (Novozyme, Dinemark),
einem Priparat aus Laccase und Mediator, bei der Herstellung von Jeans mit used look geblichen.
Lignolytische Enzyme werden in der Papier-, Zellstoff- und Textilindustrie eingesetzt. Sie konnen
fur organische Synthesen, Polymerisationen, Entfirbung, bei der Bioethanol- und Biogas-
Produktion, zur Sanierung von Bdden und Abwissern sowie fiir Biosensoren und
Brennstoffzellen verwendet werden. Auch die Lebensmittelverarbeitung kann von diesen
Enzymen profitieren: Wein- und Bierstabilisation, Fruchtsaftherstellung, Back- und
Gelierprozesse sowie die Verbesserung sensorischer Eigenschaften werden erforscht (Brijwani ez
al. (2010); Shraddha ez 4/ (2011)). Unter dem Namen Maxibright™ (DSM, Niederlande) wird

beispielsweise eine Peroxidase zum Entfirben von Molke vertrieben (Zorn et al. (2006)).

Auch Hydrolasen aus Basidiomyceten sind vielseitig cinsetzbar. Beschrieben werden etwa
Amylasen, Chitinasen, Cellulasen, Esterasen, Glycosidasen, Lipasen, pektinabbauende Enzyme,
Phytasen oder Xylanasen. Extrazellulire Peptidasen sind aufgrund ihrer breiten Substratspezifitit
und hoher Stabilitit unter extremen Bedingungen (Kudryavtseva er al (2008)) fir
Proteinhydrolyse und Speisewiirze-Produktion interessant. Die Diversitit an Peptidasen aus
Basidiomyceten wurde bisher selten thematisiert (Zorn et al. (2005); Wymelenberg ez al. (2006);
Sabotic e al. (2007)). Grimrath ez al. (2011) zogen 28 Arten auf unterschiedlichen Substraten.
Dabei zeigte sich, dass Flammulina velutipes wegen hoher proteolytischer Aktivitit, kurzer
Kulturdauer und der Fihigkeit, Gluten zu hydrolysieren, ein geeigneter Organismus fiir weitere
Untersuchungen ist. Dieser Speisepilz wurde bereits als Peptidaseproduzent beschrieben (Kawai ez
al. (1972); Fedorova et al. (1974)). Zwei Metallopeptidasen wurden niher untersucht (Shin ez /.

(1998); Park et al. (2007)). Aus dem Uberstand von F. velutipes wurde auflerdem eine neue
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Asparaginase isoliert, die keine signifikante Homologie zu bekannten Asparaginasen aufweist

(Eisele ez al. (2011)).

Meist produzieren Basidiomyceten fiir eine industrielle Verwendung keine ausreichenden
Enzymmengen. Neben Ansitzen zur Produktions- und Stammoptimierung verspricht die
heterologe Expression von Enzymen eine deutliche Verringerung der Produktionskosten. Als
Expressionssysteme werden vor allem Ascomyceten wie Aspergillus niger eingesetzt. Eine
Ubersicht iiber rekombinanter Laccasen findet sich z. B. in Desai ez 4l (2011). Aufgrund
unterschiedlicher post-translationaler Modifikationen kann es bei diesen Ansitzen zu instabilen
oder inaktiven Enzymen kommen (Conesa ¢t 2/ (2002)). Deshalb wurden Laccasen (Riihl et 4/

(2007)) und Peroxidasen (Tsukihara ez /. (2006)) homolog exprimiert.

Neben der extrazelluliren Proteinvielfalt bilden Basidiomyceten auch neuartige intrazellulire
Enzyme. So wurde beispielsweise eine Oxygenase aus Pleurotus sapidus isoliert, die Valencen
selektiv zum begehrten Nootkaton umwandelt, welches ecine natiirliche Komponente des
Grapefruitaromas ist (Kriigener ez a/. (2010)). Basidiomyceten bilden zahlreiche Metabolite, deren
Verwendung als Wirkstoff moglich ist. Enzyme, die die Synthese dieser Metabolite katalysieren,

bieten das Potenzial einer biotechnologischen Wirkstoffproduktion.

2.1.2 Metabolite

Fruchtkérper von Basidiomyceten werden seit Jahrtausenden als Heilpilze verwendet. Bereits der
Eismensch Otzi trug vor 5300 Jahren einen Birkenporling (Piptoporus betulinus) mit sich —
vermutlich wegen seiner antibiotischen Wirkung (Fowler (2001)). Basidiomyceten bilden
Wirkstoffe mit antioxidativen, antitumoralen, immunmodulierenden, cholesterolsenkenden,
antiviralen, antibakteriellen oder antiparasitiren Eigenschaften (Wasser ez al. (1999)). Der
Sekundirstoffwechsel von Basidiomyceten bildet vor allem Terpene und Polyacetylene (Erkel ez
al. (1997)). Viele dieser Strukturen sind bisher nur von Basidiomyceten bekannt, wohingegen
andere pflanzlichen Metaboliten gleichen (Fraga (1990)). Neben pharmakologisch wirksamen
Metaboliten werden Fungizide, Herbizide, Insektizide, Aromen und Farbstoffe erforscht. Eine

Auswahl findet sich in Tabelle 2-2.

Zahlreiche Polysaccharide (z. B. f-Glucane) und Polysaccharid-Proteinkomplexe werden unter

anderem aufgrund ihrer immunmodulierenden Wirkung untersucht. Lentinan (Lentinus edodes),
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Schizophyllan (Schizophyllum commune) sowie Fraktionen von Grifola frondosa und Trametes
versicolor werden aufgrund vielversprechender klinischer Studien vor allem in Japan und China in
Kombination mit herkommlichen Krebstherapien eingesetzt (Lindequist ez al. (2005)). Die
verwendeten Extrakte werden vor allem aus Fruchtkdrpern gewonnen. Exopolymere aus
submersen Kulturen kénnten jedoch iiber eine vergleichbare Wirkung verfigen (Kim er al.

(2001)) und werden als Nahrungserginzungsmittel diskutiert.

Tabelle 2-2: Metabolite aus Basidiomyceten und ihre Wirkung

Substanz Produzent (Bsp.) Wirkung Literatur
Ergosterol (sehr verbreitet) Cyclooxygenase-Hemmer, Zhang er al. (2003)
Antioxidans
Hyphodontal Hyphodontia spec. antiviral Erkel ez al. (1994)
[ludine Clitocybe illudens cytostatisch, antitumoral Shinozawa et al. (1979)
Lentinacin Lentinus edodes hypocholesterolemisch Chibata et al. (1969)
Muscimol Amantia spec. Insektizid, Halluzinogen Bresinsky ez al. (1985)
Mycenon Mycena spec. Herbizid Hautzel et a/. (1990)
Pleuromutilin Pleurotus mutilus Antibiotikum Kavanagh ez al. (1951)
Clitopilus passeckerianus Knauseder ez /. (1976)

Strobilurine Strobilurus tenacellus Fungizid Anke et al. (1977)
2.1.3 Aromen

Aromen sind eine besondere Klasse der Wirkstoffe: Thre Wirkung ist eine Sinneswahrnehmung,.
Die Fihigkeit von Basidiomyceten, Aromen zu erzeugen, kann bereits dem Art-Epitheton vieler
Spezies wie alliaceus, balsameus, fragrans, hyacinthinus, melliolens, odorata, odoratissimum,
pelargonium, putrefaciens, sambuceus und suaveolens entnommen werden. Neben artspezifischen
Komponenten sind typische Bestandteile des Aromas roher Pilze 1-Octen-3-ol, 1-Octen-3-on,
3-Octenon, 1-Octanol, 2-Octen-1-ol und Benzaldehyd sowie die geschmacksverstirkenden
Verbindungen Guanosin-5‘-monophosphat und Glutaminsdure. Die sensorische Qualitit von
submers kultiviertem Myzel unterscheidet sich meist deutlich von Fruchtkérpern. Vor allem
Morcheln kénnten fir die submerse Produktion von Pilzaroma geeignet sein (Eyal (1991)). Zu
den nicht-pilzigen Aromastoffen zihlen Alkohole, Carbonyle, Terpene, Lactone, Benzoate,
Phenylacetate und andere Derivate von Phenylpropanoiden. Eine Ubersicht iiber de novo-

synthetisierte und mittels Biotransformation gebildete Aromastoffe aus Basidiomyceten findet



sich z. B. in Jong er al. (1993), Krings et al. (1998), Lomascolo ez al. (1999) und Chiron ez al.
(2005).

Fliichtige Verbindungen aus Fruchtkérpern locken Insekten an und kénnen damit zu einer
besseren Verbreitung von Sporen beitragen (z. B. Fildt ez 4l (1999)). Bei den Ascomyceten
Penicillium spp. und Aspergillus spp. wurde eine vermehrte Bildung an fliichtigen organischen
Stoffen mit dem Zeitpunkt der Sporulation in Zusammenhang gebracht (Boerjesson ez al.

(1993)).

Die Aroma-Synthese einzelner Verbindungen kann durch Supplementierung mit Prikursoren
gesteigert werden. So kann z. B. Benzaldehyd aus Phenylalanin gewonnen werden (Krings ez 4.
(1996)). Durch gezielte Umsetzung von preiswerten Prikursoren kénnen hochwertige, Pilz-
untypische Aromastoffe wie Vanillin (Krings ez 2/ (2001)) oder Himbeerketon (Zorn ez al.

(2003a)) produziert werden.

Obwohl die biotechnologische Produktion von Aromen als unwirtschaftlich gilt (Chmiel (2005)),
werden inzwischen mehr als 100 solcher Produkte vermarktet (Schrader (2007)). Dies ist auch
damit zu begriinden, dass natiirliche Lebensmittelinhaltsstoffe vom Konsumenten bevorzugt
werden. Die resultierende Nachfrage, die durch pflanzliche Rohstoffquellen allein nicht mehr
ausreichend gedeckt werden kann, fiithrt zu einem Mehrwert natiirlicher Aromastoffe. Als solche
diirfen im Sinne der EG-Aromenverordnung 1334/2008 auch mit mikrobiologischen Verfahren
hergestellte Aromen bezeichnet werden. Ausgangstoffe konnen pflanzlicher, tierischer oder

mikrobiologischer Herkunft sein.

Im Vergleich mit anderen biotechnologischen Verfahren stellt bei der Produktion von Aromen
neben der Produktinhibierung vor allem die Produktgewinnung eine Hiirde dar. Auch cine
cytotoxische Wirkung von Edukt oder Produkt kann den Prozess behindern. Sequentielle
Eduktzugabe oder in situ Produktgewinnung sind in solchen Fillen mégliche Vorgehensweisen.
Produktgewinnung kann durch Adsorption aus dem Medium, mittels szripping oder Adsorption
aus der Abluft, durch Extraktion (Zweiphasenprozess) oder mittels Pervaporation erfolgen.

Anwendungsbeispiele wurden von Schrader (2007) zusammengefasst.



2.1.4 Weitere Anwendungen

Allein in China verzehrt man die Fruchtkdrper von etwa 980 Pilzarten — davon werden etwa 50
kommerziell kultiviert (Chang (2005)). Sicht man von einigen Ascomyceten wie Zuber spp. (Echte
Triffeln) und Morchella spp. (Morcheln) ab, so sind alle Speisepilze Basidiomyceten. Neben
deren Fruchtkorpern kann das Myzel als Lebensmittel verwendet werden. Dieses Myzel konnte
mit preiswerten Substraten produziert werden und als Protein- und Lipidquelle dienen (Eyal
(1991)). Auch eine Verwendung als funktionelles Lebensmittel (,Nutraceutical®) ist aufgrund der
enthaltenen Nihr- und Wirkstoffe denkbar (Cheung (2008)). Hierfiir kénnte man den Nutzeffeke
durch eine gezielte Anreicherung an Wirkstoffen steigern. Beispielsweise kann durch UV-B-

Bestrahlung Vitamin D, aus Ergosterol gebildet werden (Ko ez /. (2008)).

Aufgrund ihrer lignolytischen Enzyme cignen sich Basidiomyeten gut fir die biologische
Sanierung. Untersucht wurden etwa die Entfirbung industrieller Abwisser, der Abbau
persistenter organischer Verbindungen im Erdreich, die Sorption von Schwermetallen und der
Abbau von chlorierten  Verbindungen, Pestiziden oder polycyclischen —aromatischen
Kohlenwasserstoffen. Solche Anwendungen werden aus meist mit lebenden Kulturen anstelle von

Enzympriparaten realisiert.
2.2 Zellkultur mit Basidiomyceten

2.2.1 Wachstum und Vermehrung von Pilzen

Die meisten biotechnologisch interessanten Basidiomyceten sind Saprobionten, die im
Waldboden, in Holz oder Laubresten gefunden werden. Daneben spielen in der Natur vor allem
Mykorrhiza-Pilze eine Rolle, die in Symbiose mit Pflanzen wachsen. Auflerdem gibt es zahlreiche,
auch okonomisch bedeutsame pflanzen- (Rost- und Brandpilze) und humanpathogene Arten

(z. B. Cryprococcus ssp.).

Basidiomyceten sind nahe mit Ascomyceten verwandt. Zusammen bilden beide Stimme das
Unterreich der Dikarya (Hibbett er al. (2007)), deren synapomorphes Merkmal ist, dass sie
innerhalb ihres Lebenszyklus tiber ein Stadium mit zwei monoploiden Zellkernen pro Zelle
(Dikaryon) verfiigen (z. B. Moore-Landecker (1996); Sadava er al. (2011)). Unterschieden werden
beide Stimme durch die Form der Meiosporen-Bildung: bei Ascomyceten erfolgt diese als

schlauchférmige Aneinanderreihung von Sporen (Ascus, daher der Name Schlauchpilz), bei
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Basidiomyceten hingegen erfolgt die Sporenbildung auf einer stinderartigen Zelle (Basidium,
daher der Name Stinderpilz). Ascomyceten und Basidiomyceten wachsen meist in Form von
fadenformigen Zellen (Hyphen), deren Zusammenschluss als Myzel bezeichnet wird. Daneben
existieren auch einzellige Formen (Hefen), die sich teilweise unter bestimmten Bedingungen in
Hyphen tberfithren lassen (z. B. Saccharomyces cerevisiae, Raven et al. (2006)) oder ein
Entwicklungsstadium ausmachen (z. B. Brandpilze). In beiden Stimmen gibt es Arten, die
Fruchtkorper zur besseren Verteilung der Sporen bilden. Bei vielen Arten erfolgt die Bildung der
Meiosporen ohne Fruchtkorperbildung; einige kommen ohne eine Befruchtungs-Phase aus
(Fungi  imperfecti). Auflerdem unterscheidet man verschiedene Formen von Mitosporen
(Konidien), die der asexuellen Vermehrung dienen: bei Basidiomyceten sind dies vor allem
Blastosporen, Chlamydosporen und Oidien (Webster ez /. (2007)). Konidienbildung kann durch
mono- und dikaryotisches Myzel erfolgen. Bei einigen Arten ist die Plasmogamie von haploiden
Oidien und kompatiblen, monokaryotischen Hyphen Teil des Lebenszyklus. Da die gezielte
Sporenbildung und -keimung vieler Basidiomycetenarten mit erheblichem Aufwand verbunden

ist, werden Laborstimme meist vegetativ vermehrt.

2.2.2 Stammbhaltung und -veredelung

Die Bewahrung von lebensfihigen Zellen ohne morphologische, physiologische oder genetische
Abweichung tiber lange Zeitriume ist nicht nur die Grundlage jeder Forschungsarbeit, sondern
auch fir industrielle Anwendungen unerlisslich. Die zur Erhaltung von Stimmen verwendeten
Verfahren kénnen prinzipiell in Dauerpriparate (Trocknung, Tiefkiihlen) und Methoden, bei
denen der Organismus seriell auf frisches Medium iibertragen wird, eingeteilt werden. Zu
letzteren zihlen auch Ol- und Wasser-Priparate, die zwar langlebig sind, aber aufgrund des
vorhandenen Wachstums zu Selektion fithren kénnen. Selektion kann auch bei Methoden mit
hoherer Wachstumsrate nicht ausgeschlossen werden. Erschwerend kommt hinzu, dass einige
Stimme bei anhaltender Kultur auf dem gleichen Medium verkiimmern, so dass das Medium
regelmiflig gewechselt werden sollte (Smith ez 4l (1996)). Um reproduzierbare Eigenschaften
sicherzustellen, sollte in regelmifligen Abstinden auf den urspriinglichen Stamm zuriickgegriffen
werden, da es kaum moglich zu sein scheint, einen Stamm {iber lingere Zeit ohne genetische und
physiologische Abweichungen zu bewahren (Ohga ez /. (1997)). Dikaryotische Zellen verfiigen

{iber verschiedene Mechanismen zur somatischen Rekombination (Anderson et 4l (2007)), die
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diese Instabilitit mit begriinden konnten. Methoden der Stammhaltung von Pilzen wurden zum
Beispiel von Onions et al (1994), Smith et al (1996) und Nakasone ez al (2004)

zusammengefasst.

Die Auswahl cines geeigneten Organismus fiir ein biotechnologisches Projekt erfolgt durch
Selektion geeigneter Stimme. Beim Aufbau eines solchen screenings liegt ein besonderes
Augenmerk auf dem Detektionsverfahren geeigneter Kandidaten. Dieses sollte durch minimalen
Aufwand eine hohe Durchsatzrate erméglichen, dabei aber méglichst wenige falsch-positive oder
-negative Ergebnisse liefern. Daneben ist zu beachten, dass der mikrobielle Metabolismus von den
Kulturbedingungen abhingt. Die Wahl geeigneter Kulturparameter, Medien, Induktoren und
der Zeitpunkt der Probenahme sollten daher auf die Fragestellung angepasst werden. Die
positiven Treffer der ersten Selektion kdnnen einer weiteren Auswahl mit strengeren Kriterien

unterzogen Werden.

Ein naturnaher Stamm kann fir Untersuchungen im Labor ausreichende Produktmengen
produzieren, schopft aber selten das Potenzial des Mikroorganismus vollstindig aus. Fiir
wirtschaftliche Anwendungen kann der Stamm den Produktionsbedingungen angepasst und die
Leistung des Stammes verbessert werden. Dieser Vorgang wird als Stammoptimierung bezeichnet.
Dabei wird die Produktausbeute durch eine Maximierung der Syntheseleistung und durch das
Einschrinken von produktzersetzenden Mechanismen erhoht. Eine Begrenzung von
Nebenprodukten fithrt nicht nur zu einer effizienteren Ausnutzung der Nihrstoffe, sondern
reduziert auch den Aufwand der Produktaufreinigung. Da in den meisten Fillen die
Produktbildung mit der Wachstumsgeschwindigkeit bzw. der vorhandenen Biomasse korreliert,
wird diese oft gezielt erhoht. Bei einigen kontinuierlich produzierenden Anwendungen versucht
man hingegen, das Wachstum zu begrenzen, um die zu entsorgende Biomasse zu verringern und
lange Standzeiten zu ermoglichen. Um den wirtschaftlichen Nutzen zu erhéhen, wird eine hohe
Produkttoleranz sowie eine Anpassung an preiswerte Medien (z. B. Nebenstrome, Bulk-
Chemikalien) und an die angestrebten Kulturbedingungen (z. B. Riihrkessel- oder Festbett-
Kultur) anvisiert. Produktabbau wird moglichst unterbunden. Ein weiteres Ziel kann es sein,
unerwiinschte Eigenschaften wie Pathogenitit oder, vor allem bei Speisepilzen, Sporenbildung zu
minimieren. Der erlangte Hochleistungsstamm muss {ber stabile Eigenschaften fir eine

langfristig planbare Produktion verfiigen. Neben der Stammoptimierung steigert die Wahl einer

12



geeigneten Betriebsweise (batch, fed-batch, kontinuierlich) und die Strategie der Medien- und

Substratzugabe die Effizienz.

Die Arbeitsweisen der Stammoptimierung von Basidiomyceten wurden in erster Linie zur
Verbesserung von Zuchtstimmen zur Fruchtkdrpererzeugung entwickelt und ihneln teilweise
botanischen Zuchtverfahren, teils auch mit Ascomyceten etablierten mikrobiologischen
Methoden. Ziel dieser Verfahren sind im Allgemeinen ein Stamm mit maximierter oder
regelmifligerer Fruchtkorperbildung, verkiirztem Anbauzyklus, qualitativ hochwertigeren
Fruchtkorpern (Aroma, Erscheinungsbild, Textur, Haltbarkeit, Nihrwert), Resistenzen,
vereinfachten Kulturparametern, Adaption an neue Substrate oder Reduktion der Sporulation

zum Arbeitsschutz.

Traditionell wurden neue Zuchtformen durch Selektion nach spontaner Mutation gewonnen
(Miles er al. (1997)) — ein langwieriges Verfahren, welches durch den Einsatz von Mutagenen
(z. B. UV-Licht, Hydroxylamin) beschleunigt werden kann. Daneben sind vor allem
Zuchtmethoden verbreitet, die auf Kreuzung basieren. Hierfiir werden mit vorselektierten
Stimmen Fruchtkérper generiert und Sporen gewonnen. Bei monoploiden Stimmen muss dem
eine Plasmogamie mit einem zweiten Stamm vorausgehen. Die Sporen werden gegebenenfalls
aktiviert (Miles (1992)), auf geeigneten Agarplatten angezogen und die neu generierten Stimme
vereinzelt. Es folgt eine Selektion geeigneter Kandidaten, aus denen unter Umstinden durch eine

erneute Kreuzung ein neuer, dikaryotischer Stamm gewonnen wird.

Bei homothallischen Arten, zu denen ca. 10 % aller Basidiomyceten (Raper (1966)) zihlen, muss
bei der Kreuzung nicht auf Paarungstypen geachtet werden. Bei heterothallischen Arten hingegen
bestehen Selbstinkompatibilitits-Mechanismen, die verhindern, dass sich genetisch gleichartiges
monokaryotisches Myzel paart. Arten des bipolaren Kreuzungstyps verfiigen tiber einen einzigen
Kreuzungsfaktor, von dem zwei unterschiedliche Allele fiir die Plasmogamie erforderlich sind.
Tetrapolare Arten besitzen zwei unabhingige Kreuzungsfaktoren (A und B). Eine dikaryotische
Zelle dieses Typs weist demnach fiir jeden der Faktoren zwei Allele auf (AiB; + A;B»). Bei der
Sporenbildung ergeben sich folglich vier Kombinationsméglichkeiten der Allele — zwei vom
parentalen Typ (AiBi, A;B>) und zwei Rekombinationen (AiB,, A;B1). Das Myzel dieser vier

Sporentypen kann miteinander nur dann ein neues, fruchtbares Dikaryon bilden, wenn die
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zusammentreffenden Zellen unterschiedliche Allele fiir beide Faktoren haben. Da dies nur bei
25% der denkbaren Maglichkeiten der Fall ist, wird im Vergleich zu homothalischen (100 %)
und bipolaren Typen (509%) das Inzucht-Risiko reduziert. Die Zahl verschiedener Allele pro
Kreuzungsfaktor variiert je nach Art. Bei Coprinopsis cinerea schitzt man 160 A- und 79 B-Typen.
Ihre Kombination ergibt 12640 Kreuzungstypen, und andere Arten sollen diese Zahl noch
tibertreffen (Casselton (2002)). Damit erklirt sich, wieso Sporen unterschiedlicher Herkunft meist

100 % Paarungserfolg haben.

Obwohl Stammverbesserung mittels Kreuzung viel Aufmerksamkeit gewidmet wurde, wird der
Erfolg dieser Methode durch eine Reihe an Griinden begrenzt (Miles ez al. (1997)). Selektion ist
meist aufwendig und zielfiihrende Mutationen bzw. Rekombinationen treten selten auf.
Physiologische ~Eigenschaften werden oft durch mehrere Gene beeinflusst, was die
Wahrscheinlichkeit einer vorteilhaften Anderung mindert. Das Keimen von Sporen kann
Schwierigkeiten bereiten, und auch kompatible Monokaryoten paaren sich nicht unbedingt

korrekt. Beispielsweise bilden nicht alle resultierenden dikaryotischen Stimme Fruchtkérper.

Neben der klassischen sexuellen Rekombination wurden fiir Basidiomyceten weitere
Mechanismen beschrieben, die eine inter- oder intra-chromosomale Rekombination zur Folge
haben. Unter parasexueller Rekombination versteht man Formen der genetischen
Neuanordnung, denen keine Meiose vorangeht. Prinzipiell erfolgt dabei durch Zellfusion der
Transfer des genetischen Materials zweier Zellen in eine, Verschmelzung der Kerne und crossing
over, sowie anschliefende Haploidisierung der Kerne. Parasexualitit kann auch zwischen
inkompatiblen Paarungstypen erfolgen. Bei Basidiomyceten findet sie hidufiger als bei
Ascomyceten statt (Miles ez al. (1997)). Das Buller-Phinomen (Buller (1931)) beschreibt die
Entstehung cines neuen dikaryotischen Stammes aus einem Monokaryon und einem Dikaryon.
Auch wenn dabei Kreuzungsfaktoren beriicksichtigt werden, kénnen dikaryotische Zellen mit
inkompatiblen Faktoren entstchen (Webster e @l (2007)). Dikaryotische Zellen verfiigen tiber
verschiedene Mechanismen zur somatischen Rekombination, die parasexuellen Mechanismen
oder Meiose dhneln, aber auch spezifischen Gentransfer umfassen kénnen (Anderson ez al.
(2007)). Parasexuelle Mechanismen spielten vor allem bei der Verbesserung industriell relevanter
Anamorphe, wie dem Ascomyceten Penicillium chrysogenum, eine Rolle (Singh ez al. (1999)). Dass

bei solchen Verfahren ein Heterokaryon entsteht, ist jedoch eine Einschrinkung. Dieses Problem
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wurde mit der Entwicklung der Protoplasten-Fusion umgangen. Diese in vitro-Verschmelzung
wurde fiir die Anwendung mit Basidiomyceten angepasst und spielt bei der Stammentwicklung
von Speisepilzen eine bedeutende Rolle (Peberdy er 4l (1993)). Protoplasten-Fusion ermdglicht
auch interspezifische Rekombinationen. So erhielten Dhitaphichit e /. (2005) durch die Fusion
von Pleurotus ostreatus und P. djamor eine Hybride, die Eigenschaften beider parentalen Arten

aufwies und schneller als diese wuchs.

Erfolgreiche gentechnologische Modifikationen von Basidiomyceten werden regelmiflig
beschrieben, beispielsweise von Coprinopsis cinerea (Binninger et al. (1987); Ogawa et al. (1998)),
Pleurotus ostreatus (Peng et al. (1992)), Agrocybe aegerita (Noel et al. (1994)), Agaricus bisporus (van
de Rhee er al. (1996)), Lentinus edodes (Sato et al. (1998)) und Flammulina velutipes (Cho et al.
(2006); siche auch S. 7). Die alltigliche Anwendung scheitert aber meist an einem Mangel an
Effizienz der Methoden (Meyer (2008)). Die Entwicklung neuer Transformations- und
Genmanipulations-Techniken, die steigende Zahl sequenzierter Genome sowie das bessere
Verstindnis von Genfunktionen und molekularer Zellbiologie férdern jedoch Fortschritte in
dieser Disziplin. So wurden etwa fir den meistproduzierten Speisepilz A. bisporus neue
Transformationssysteme (Romaine ez a/. (2002); Romaine ez /. (2011)) und Promotorsequenzen
(Shi er al. (2012)) patentiert. Diese kdénnten nicht nur eine Veredlung von Zuchtstimmen,
sondern auch die Produktion transgener Produkte fir pharmazeutische Anwendungen
ermoglichen. Gegeniiber Tierzell-Systemen wachsen Speisepilze nicht nur schneller, sondern
haben eine geringe Anfilligkeit gegen Verunreinigungen mit Humanpathogenen (Romaine
(2005)). Gegeniiber anderen Mikroorganismen heben sich Basidiomyceten durch ihr
Glycosylierungsmuster ab, was fiir die Produktion von Therapeutika Vorziige verspricht (Berends

et al. (2009)).

Molekularbiologische Methoden tragen auch dazu bei, klassische Zuchtansitze zu beschleunigen.
So kann nicht nur die Bestimmung des Paarungstyps, sondern auch die Zuordnung von
Zicleigenschaften mit spezifischen molekularbiologischen Markern erfolgen (Ramirez ez al.

(2000)).

Stammverbesserung von Basidiomyceten wurde bisher selten auflerhalb der Fruchtkérper-

produzierenden Industrie angewendet. Da eine verbesserte Verwertung von Lignocellulose, einem

15



Substratbestandteil der meisten Substrate zur Fruchtkdrperproduktion, eine Effizienzsteigerung
zur Folge haben kdnnte (Ohga et al. (1997)), gibt es Schnittmengen mit enzymtechnologischen
Anwendungen, die auf Neuentwicklungen hoffen lassen. Homolka e 2/. (1995) untersuchten die
Variabilitit der Produktion verschiedener Oxidasen mit Pleurotus ostreatus und Lentinus tigrinus
nach UV-Bestrahlung von Protoplasten. Die Varianz der Enzymaktivititen war allerdings bei
Stimmen, die aus Basidiosporen von Pleurotus ostreatus generiert wurden, hoher als die Varianz
nach Mutagenese (Eichlerovd-Voldkovd er al. (1997)). Eichlerovd ez al. (1999) untersuchten
Laccase- und Peroxidaseaktivitit sowie Wachstumseigenschaften von solchen monokaryotischen
Stimmen und aus diesen gekreuzten Dikaryen. Neu gekreuzte Dikaryen bildeten bis zu zehn Mal
mehr Laccase und hatten eine héhere Wachstumsrate. Mit einem vergleichbaren Ansatz
vervierfachten del Vecchio et al. (2012) die Laccase-Produktion von Pleurotus ostreatus. Hiscox et
al. (2010) verglichen Wachstum und Enzymaktivititen von homo- und heterokaryotischen
Trametes versicolor-Stimmen. Die Varianz innerhalb beider Gruppen unterschied sich nicht von
der zwischen den Gruppen. Neue Kreuzungen iibernahmen meist eine Mischung der
Eigenschaften der elterlichen Homokaryen, verfiigten aber selten tiber hohere Enzymaktivititen
als diese. Da ferner Clark ez al. (2004) zeigten, dass Homokaryen von Schizophyllum commune 18
Monate mit gleichbleibender Geschwindigkeit wuchsen, wogegen sich Dikaryen an die
Bedingungen anpassten, kdnnten homokaryotische Stimme fiir biotechnologische Anwendungen
cine Alternative darstellen. Allerdings wire es auch maglich, dass die erwihnte Anpassung, eine

beschleunigtes Wachstum, Vorteile bietet.

2.2.3 Medien und Kulturparameter

Die Substratanforderungen der meisten Pilze sind verhiltnismif3ig niedrig. Als Kohlenstoffquelle
kommen diverse Mono- und Polysaccharide, organische Sduren, Alkohole, Aminosiduren und
teilweise Lignin infrage. In universellen Medien wird iiberwiegend Glucose eingesetzt. Als
Stickstoffquellen eignen sich anorganische Salze und organische Quellen. Letztere werden von
vielen Arten besser umgesetzt. Wichtig sind auflerdem Sulfat (einige Spezies bevorzugen
reduzierte ~ Schwefelverbindungen), Phosphat, Natrium und Magnesium sowie die
Spurenelemente Eisen, Zink, Mangan, Kupfer und Molybdin. Der Bedarf an einzelnen
Komponenten ist nicht nur stammabhingig, sondern wird auch durch andere Kulturparameter

becinflusst. So steigt z. B. die optimale Molybdidn-Konzentration durch den Gebrauch von Nitrat
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als Stickstoffquelle, da Molybdin Bestandteil der Nitratreduktase ist (Miles ez 2l (1997)). Im
verbreiteten Universalmedium nach Sprecher (1959) ist hingegen kein Molybdin enthalten.
Maoglicherweise besteht aufgrund der organischen Stickstoffquelle Asparagin kein Bedarf an

Molybdin, oder es reicht der Eintrag durch Fremdbestandteile anderer Komponenten.

Zahlreiche Pilzarten sind aufgrund ihrer Spezialisierung auf nihrstoffreiche 6kologische Nischen
auxotroph. Verbreitet ist vor allem ein Defizit an Thiamin (Vitamin B1), wobei oft nur Mangel
an einer Untereinheit — Thiazol- oder Pyrimidin-Ring — herrscht. Auch Biotin (Vitamin B;) muss
einigen Stimmen supplementiert werden. Seltener sind laut Miles ez a/. (1997) ein Mangel an
Nicotinsdure (Vitamin B;), Pantothensdure (Vitamin Bs) und p-Aminobenzoesiure (Baustein von
Folsdure). In einigen Fillen ist eine Supplementierung aufgrund einer geringen Eigensynthese

nicht zwingend erforderlich, beschleunigt aber das Wachstum erheblich.

Vollmedien sind einem schnellen Wachstum dienlich, wihrend Minimalmedien gezielt
selektieren, physiologische Effekte auslosen oder Sporulation foérdern. Man unterscheidet
grundsitzlich zwischen definierten Medien, die aus genau abzugrenzenden Reinstoffen bestehen
(z. B. Sprecher (1959)), und Komplexmedien, die Bestandteile wechselnder Qualitit wie
Hefeextrakt  oder Pepton enthalten. Erstere erhohen die Reproduzierbarkeit und
Riickverfolgbarkeit von Ergebnissen, letztere sind universeller und preiswerter. Niahrmedium
dient nicht nur als Wachstumsgrundlage, sondern beeinflusst Morphologie und Physiologie. So
konnte z. B. durch die Wahl der Stickstoffquelle nicht nur Wachstumsgeschwindigkeit und
proteolytische ~ Aktivitit von  Rhizoctonia solani  gesteigert werden, sondern mittels
substratspezifischer Induktion einzelne Peptidase-Typen vermehrt erhalten werden (Kudryavtseva
et al. (2010)). Ubersichten gingiger Medien finden sich etwa in Kirk et 2/. (2008). Eyal (1991) fasst
den Einfluss von Substratkomponenten auf die Myzel- und Pilzaromabildung wie folgt

zusammen:

 Eine hohe Konzentration an Kohlenhydraten ist fiir eine hohe Biomasseausbeute nétig;
eine zu hohe Glucose-Konzentration kann jedoch das Wachstum einiger Arten hemmen.

« Das Kohlenstoff-Stickstoff-Verhilnis (C:N) beeinflusst Geschwindigkeit und Ausbeute der
Biomassebildung sowie den Lipid- und Proteingehalt der Zellen.

« Die Biomasse-Konzentration fillt in synthetischen Medien geringer aus als in komplexen.
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« Die Effizienz der Protein- und Aromabildung hingt von der C- und N-Quelle ab.

o Die Verwertung von Nebenstromen kann den Zusatz einer Stickstoffquelle und
Spurenelementen erfordern.

« Medienkomponenten, wie z. B. Spurenelemente, beeinflussen Gehalt und die Verteilung
von Aromen und Aminosiuren.

o Zusatz von nichtionischen Tensiden, Fettsiuren und Lipiden kann die Wachstumsrate

stimulieren (z. B. Wardle ez 2/. (1969), Yang ez al. (2000), Bolla ez al. (2011)).

Letzteres konnte durch eine verinderte Morphologie, einem wichtigen Parameter bei der Kultur
filamentoser Pilze (Grimm et al. (2005); Tepwong et al. (2012)), erklirt werden. So fiihren
filamentose Wachstumsformen, wie sie auch durch den Zusatz von Polyacrylsiure erzielt werden,
mit verschiedenen Basidiomyceten zu einer erhohten Wachstumsgeschwindigkeit und Biomasse-
Ausbeute (Jones et al. (1988)). Auch Ascomyceten wurden diesbeziiglich untersucht. Einige
Polymerzusitze (Natriumalginat, Dextran, Polyacrylsiure) fihren zu einem disperserem
Wachstum (Elamayerhi ez al. (1973a); Elamayerhi e al. (1973b); Elamayerhi (1975); Wang ez al.
(2005)). Allerdings wurde durch den Zusatz von Natrium-Carboxymethycellulose die Pelletgrof3e
erhoht (Metz et al. (1977)). Auch ein Effeke nichtionischer Tenside wurde fiir Ascomyceten
beschrieben. Eine erhohte Cellulase-Produktion mit Nectria catalinensis (Pardo (1996)) oder
Aspergillus terreus (Shahriarinour et al. (2011)) durch Zusatz von nichtionischen Tensiden oder
Polyethylenglycol kénnte mit einer Interaktion an der Zellwand begriindbar sein, die zu erhohter
Permeabilitit der Membran oder Freisetzung zellgebundener Enzyme fithrt (Rege er a/. (2002);
Shahriarinour e a/. (2011)). Ein enzymstabilisierender Effekt ist ebenfalls denkbar (Reese (1980)).
Der Zusatz nichtionischer Tenside reduziert den Sauerstoffeintrag. Daher konnte eine vermehrte
Enzymproduktion durch metabolische Regulation zu erkliren sein (Hulme er al (1970)).
Mikropartikel beeinflussten ebenfalls die Wachstumsform von Pilzen (Kaup ef 4/. (2008); Driouch
et al. (2012)). Phospholipide steigerten die Peroxidase-Sekretion von Phanerochaete chrysosporium.
Dies korrelierte mit einer gesteigerten Zahl an endoplasmischen Retikula und Mitochondrien

(Capdevila ez al. (1990)).

Die genannten Substanzklassen werden auch als Hilfsmittel, wie beispiclsweise als
Antischaummittel oder zur Emulsion von Substraten, eingesetzt. Ihr Einfluss auf die

Enzymproduktion mit Basidiomyceten-Kulturen ist bekannt. Beispielsweise wurde bei Arbeiten
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von Bettin et al. (2009) mit Pleurotus sajor-caju durch Polypropylengylcol eine verminderte

Laccase-Aktivitit, aber eine gesteigerte Aktivitdt von Peroxidasen festgestellt.

Der oben erwihnte Einfluss der Morphologie auf die Produktbildung kann auch zu Mess- und
Regelungszwecken genutzt werden (Znidarsic e 4l (2001)). Diese hingt mit einfach
bestimmbaren rheologischen Eigenschaften zusammen (Stanbury (1995)), die ihrerseits
verschiedene Effekte haben: beeinflusst werden Stoff- und Temperaturaustausch, Scherstress und
Mischunggseffizienz (Olsvik ez al. (1992)). Umgekehrt wird die Morphologie neben den
aufgezihlten auch von Standardparametern (Medium, pH, Durchmischung) beeinflusst (Panda ez

al. (2009)). Zu diesen zihlt auch die Sauerstoffversorgung (Fazenda ez 4/. (2010)).

Vor allem fiir die Produktion von Speisepilzen (Vorkultur), aber auch fiir andere Anwendungen
wurden Medien angepasst (Tabelle 2-3). Nicht nur das Optimieren von Nihrmedien spielt fiir
den 6konomischen Erfolg eines biotechnologischen Projektes eine bedeutende Rolle. Wahl und
Konzentration von Induktoren haben ebenfalls bedeutenden Einfluss. Methoden fiir die

Medienoptimierung wurden z. B. kiirzlich von Link ez /. (2011) verglichen.

Tabelle 2-3: Auswahl an optimierten Medien fiir verschiedene Basidiomyceten

Art Produkt Literatur

Flammulina velutipes Biomasse Song et al. (1995)
Lentinus edodes Biomasse Spaether (2000)
Ganoderma australe Biomasse, f-Glucan Papaspyridi ez al. (2011)
Grifola frondosa Biomasse, Exopolymer Cui et al. (2006)
Pleurotus ostreatus Laccase Tinoco et al. (2011)
Trametes multicolor Laccase Hess et al. (2002)
Trametes versicolor Laccase Tavares et al. (2006)

Eine gewisse Sonderstellung unter den Medien nimmt die Verwendung von Nebenstromen der
Lebensmittelindustrie als Substrat ein. Dabei handelt es sich meist um Riickstinde von
Verarbeitungsprozessen wie Reinigungsschritten, Extraktionen oder Fermentationen. Biertreber,
Karottenschalen, Melasse, Molke, Gluten oder Kaffeesatz sind geldufige Beispiele. Der Grof3teil
der Nebenstrome wird als Futter- und Diingemittel oder thermisch verwertet. Sie stehen daher

preiswert zur Verfigung, unterliegen aber chargenabhingigen Schwankungen. Thre
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Zusammensetzung ist meist heterogen und kann Mikroorganismen ohne weitere
Supplementierung ausreichendes Wachstum erméglichen. Ein Zusatz von Spurenelementen oder
Stickstoff kann, in Abhingigkeit vom Organismus, die Produktausbeute erhohen (Elisashvili ez a/.

(2008)).

Des Weiteren wird die Produktivitit eines Ansatzes von den Kulturbedingungen beeinflusst, die
teilweise methodenabhingig sind. Je nach Kulturtyp gibt es verschiedene Ansitze, den
Sauerstoffeintrag zu verbessern. Diese Ansitze stehen jedoch oft im Gegensatz zu den
physiologischen Anforderungen des Produktionsstammes, so dass ein Kompromiss eingegangen
werden muss (siche Abschnitt 2.3.2). Optimale Einstellung von Temperatur- und pH-Wert sind
nicht nur stamm-, sondern gegebenenfalls auch produktabhingig. Standardmedien sind meist gar
nicht oder schwach gepuffert, so dass Organismen den pH-Wert leicht beeinflussen kénnen —
eine genauere Steuerung kann jedoch mittels geeigneter Puffer erreicht werden (Child er al.
(1973)). Der pH-Wert lenkt das Wachstum nicht nur iiber den Einfluss auf Enzymaktivititen,
sondern auch {iber die Loslichkeit von Nihrstoffen und die Permeabilitit der Zellwand.
Mikroorganismen beecinflussen den pH-Wert durch die Aufnahme von Nihrstoffen (Siure-
Aufnahme: Erhohung des pH-Werts, NHs"-Aufnahme: Verringerung des pH-Werts) und durch
Konversion neutraler Komponenten (aus Glucose: Bernsteinsiure, Brenztraubensiure,
Gluconsiure, Oxalsiure, Zitronensiure). Pilze kénnen in einem vergleichsweise breiten pH-
Bereich wachsen, der in Abhingigkeit der Verfiigbarkeit verschiedener Substrate mehrere Optima
haben kann. Natiirlich findet man auch hier eine breite Streuung: Neben zahlreichen
siuretoleranten Arten sind auch alkalitolerante Arten bekannt (ammonia fungi, Sagara (1975)). Da
Ascomyceten sich an den Umgebungs-pH-Wert durch Expression geeigneter Proteine anpassen
(Penalva er al. (2002)), ist ein vergleichbarer Mechanismus bei Basidiomyceten zu erwarten.
Besseres Wachstum und héhere Produktausbeute konnten durch pH-Kontrolle auch mit
Basidiomyceten erreicht werden (z. B. Lee ez al. (1999), Janusz et al. (2006), Tavares et al. (2006),

Zou et al. (2009), Zhu et al. (2011)).

Die mogliche Einwirkung von Licht iberrascht vielleicht bei nicht-photosynthetischen
Organismen, wurde aber mit zahlreichen Beispielen belegt. Vor allem die Entwicklung von
Fruchtkorpern wird durch Licht gesteuert. So wichst Lentinula edodes (Shiitake) im dunkeln
besser (Miles er al. (1997)) — seine Fruchtkorperbildung ist jedoch durch die Wahl einer
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geeigneten Wellenlinge beeinflussbar (Leatham er al. (1987)). Bei der Fruchtkorperbildung von
Coprinopsis cinerea werden Gewebeentwicklung, Karyogamie, Meiose und Sporenbildung durch
einen Tag/Nacht-Rhythmus kontrolliert (Chaisaena (2009)). Licht kann auch zu physiologischen
Anderungen fihren. So ist bei Nidula niveo-tomentosa die Synthese von Himbeerketon, der
character impact-Verbindung von Himbeeraroma, durch UV-A Licht induzierbar (Taupp ez al.

(2008)).

Die Wirtschaftlichkeit eines biotechnologischen Prozesses kann weiterhin gesteigert werden,
indem die Prozesssicherheit gegeniiber Kontaminationen erhoht wird. Dies kann durch den
Zusatz von Antibiotika, einen niedrigen pH-Wert oder — bei Festphasen-Fermentation — durch
cine geringe Wasseraktivitdt erreicht werden. Vermutlich tragen Basidiomyceten durch die

Produktion von Siuren und antibiotischen Metaboliten hierzu bei.

2.2.4 Kultur im Labormaf3stab

Zellkultur-Methoden mit Basidiomyceten lassen sich nach verschiedenen Kiriterien einteilen.
Kulturen mit direktem Luftkontakt der Zellen werden als emers bezeichnet, Kulturen innerhalb
einer wissrigen Phase als submers. Unterschieden wird nach Aggregatszustand des Substrates und

einem moglichen Energieeintrag zur Durchmischung.

Das Animpfen von Basidiomyceten-Kulturen birgt Hiirden, die in anderen Bereichen der
Mikrobiologie selten sind. Wird das Inokulum aus einer vorangegangenen Kultur gewonnen, so
ist es aufgrund des pelletosen Wachstums und der Inhomogenitit nicht méglich, mittels
optischen Verfahren die Zellzahl zu bestimmen. Auch das Bestimmen der Feucht- oder
Biotrockenmasse ist nicht zweckdienlich, da wegen der Inhomogenitit der Pellets kein
Riickschluss auf die vitale Zellzahl getroffen werden kann. Wegen Grofle, Inhomogenitit und
Dichte der Pellets konnen Zihlkammern nicht verwendet werden. Verwendet man zur
Inokulation eine Agar-Platte, so ergeben sich dhnliche Schwierigkeiten. Hinzu kommt, dass der
Ausschnitt aus der Platte schlecht normierbar ist (Plattendicke, variierende Bewuchsdichte,

Gradienten). Das Homogenisieren des Ausschnitts birgt eine zusitzliche Varianz.

Sporen werden im Allgemeinen als Alternative zum Animpfen von Kulturen hyphaler
Organismen geschen. Viele Basidiomyceten-Arten bilden im Laufe ihres normalen Lebenszyklus

jedoch keine asexuellen Sporen. Meiosporen werden meist nur in Fruchtkérpern gebildet, die
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teils aufwindig zu induzieren sind. Die dabei erfolgende Gen-Rekombination birgt neue
Schwierigkeiten. Entsprechend ist reproduzierbares Arbeiten auf Basis von Sporen ebenfalls
problematisch (Riihl (2011)). Um dennoch reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, miissen alle

Teilschritte der Kulturfithrung exakt vereinheitlicht werden.

Die wohl hiufigste Form ist die Kultur auf mit Agar gefestigtem Medium in Petrischalen oder als
Schrigagar. Diese sind schnell anzusetzen und leicht handhabbar. Sie eignen sich nicht nur zu
Stammbhaltung, Sporen- und Biomasseproduktion, sondern auch zur Bestimmung der
Wachstumsgeschwindigkeit, fiir Selektionen, direkte Enzymaktivititsassays und die Umsetzung
von im Substrat eingegossenen Edukten. Da Zellwachstum von der Grenzfliche Medium/Luft
abhingt und die Schichtdicke begrenzt ist, ist das Verfahren nicht sehr effizient. Die einzige

Maglichkeit, groflere Ansitze durchzufithren, besteht im gleichzeitigen Ansatz zahlreicher Platten.

Die Morphologie von Basidiomyceten auf Agar-Platten dhnelt der anderer Pilze. Hyphales
Wachstum beginnt radial um den Punkt der anfinglichen Inokulation. Auffillig sind
morphologische Anderungen einiger Arten, die in Form von Ringen sichtbar werden. Sie lassen
auf einen Wandel schlieffen, der fiir nachfolgend angeimpfte Kulturen bedeutsam sein kénnte.

Stiicke von Agar-Platten dienen meist als Inokulum fiir andere Kulturen.

Kulturen mit festen, pordsen Substraten konnen in beliebigen Gefiflen durchgefithrt werden,
solange eine ausreichende Luftzufuhr besteht. Basidiomyceten konnen auf Holzspinen,
Pflanzenfasern, Nebenstromen der Lebensmittelindustrie und anderen naturnahen Substraten
kultiviert werden. Daneben werden auch Agarperlen und inerte Substrate, die mit fliissigen
Medien angereichert wurden, verwendet. Auf diese sogenannte Festphasen-Kultivierung, die der

natiirlichen Umgebung von Basidiomyceten dhnelt, wird in Abschnitt 2.3.1 niher eingegangen.

Oberflichenkulturen auf fliissigem Nihrmedium (,Stand-Kulturen®) weisen Charakteristika von
Festphasen- und Fliissigkulturen auf. Basidiomyceten wachsen, vergleichbar mit Agar-Platten, an
der Oberfliche und bilden emerses Luftmyzel aus. Daneben wachsen Zellen submers. Dabei
wachsen sie, vermutlich aufgrund von Sauerstofflimitierung, nicht beliebig tief. Entsprechend
kann durch eine geringe Schichtdicke die Verdiinnung der Produkte reduziert werden. Zwar
kann dieses Verfahren die Produktaufarbeitung vereinfachen — sonst gelten aber ihnliche

Einschrinkungen wie bei der Kultivierung auf Agar-Platten.
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Basidiomyceten mit ausreichender Scherkraft-Toleranz kénnen in Schiittelkultur gehalten
werden. Dies wurde vermutlich erstmals von Humfeld (1948) beschrieben. In Schiittelkultur
variiert die morphologische Form der Pilze von dispersen Hyphen (freie Filamente) bis zu Pellets.
Letztere Form fihrt aufgrund des begrenzten, diffusiven Transports in die Aggregate (van
Suijdam ez al (1981)) zu ecinem inhomogenen Myzel. Wittier et 4l (1986) haben an
Zellaggregaten von Penicillium chrysogenum gezeigt, dass ca. 150 pm unter der Oberfliche kein
Sauerstoff messbar war. Die Anzahl und Groéflenverteilung von Pellets beeinflusst also
Wachstumsrate und Produktivitit, da grof3e Pellets tiber weniger aktive Oberfliche pro Volumen
verfiigen. Die Zahl und Grofe der Pellets wird durch das Inokulum beeinflusst: Besteht es aus
Pellets, so vergrofern diese sich radial und begriinden mit Bruchstiicken wenige neue Pellets.
Wird das Inokulum dagegen homogenisiert, so stehen deutlich mehr Bruchstiicke als Keime fiir
neue Pellets zur Verfiigung — dies kann langfristig zu einer Wachstumsbeschleunigung fithren.
Homogenisieren ist jedoch schlecht normierbar und kann aufgrund von Stress- und
Anpassungsprozessen eine lingere /zg-Phase der angeimpften Kultur verursachen. Der Einfluss
von Kulturbedingungen auf die DPelletgrofle und damit auf die Produktbildung bei
Basidiomyceten ist bekannt: Neben Kolbenform, Fiillhéhe, Inokulum und Medium spielt die
Drehzahl und die Auslenkung des Schiittlers eine entscheidende Rolle (Kim ez 2. (2009)). Auch
Ascomyceten wurden diesbeziiglich untersucht (Grimm ez 4/ (2005)). Medienzusitze, wie
Tenside, Mikropartikel oder Polymere, kénnen sich ebenfalls auf die Morphologie und damit auf
die Produktivitit auswirken (siehe S. 7). Die Wachstumsform beeinflusst auch die Viskositit und
damit den Stofftransport im Medium: Ein hoher Anteil freier Hyphen fiihrt zu einer erhdhten

dynamischen Viskositit und nicht-newtonscher Rheologie.

2.3 Basidiomyceten in Bioreaktoren

Im Gegensatz zu vielen Ascomyceten, die meist in herkommlichen Riihrkessel-Bioreaktoren
kultiviert werden kénnen, sind die meisten Basidiomyceten in solchen Systemen schwer zu
handhaben. Thre Scherkraftempfindlichkeit sowie das pelletose und adhirente Wachstum
erfordern angepasste Bioreaktoren. Da Basidiomyceten {iber einzigartige Fahigkeiten der
Biokonversion verfiigen und das Klonen eukaryotischer, extrazellulirer Enzyme problematisch ist,
besteht fiir wissenschaftliche wie industrielle Anwendungen Bedarf an grofivolumigen Bioreaktor-

Systemen.
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2.3.1 Feststoff-Bioreaktor

Moderne Feststoff-Bioreaktoren arbeiten meist mit perforierten Tabletts, auf denen sich eine
Schicht von maximal 4 cm Substrat befindet. Zum besseren Luftaustausch werden diese geneigt
in einem Reaktorraum unter definierten Bedingungen (Temperatur, Luftfeuchte, Ventilation)
positioniert. Feststoff-Bioreaktoren sind kompliziert zu standardisieren und kontrollieren; eine
homogene und sterile Probenahme ist kaum realisierbar. Besonders aufgrund von
unzureichendem Temperatur- und Stoffaustausch ist eine Maf3stabsvergroflerung anspruchsvoll
(Krishna (2005)). In Abhingigkeit der Schichtdicke des Substrates kann es infolge mangelnder
Ventilation zu Sauerstofflimitierung sowie zu tiberschiissigem CO, kommen. Temperatur-
gradienten kénnen zum Austrockenen und zu irreversiblen Zellschiden fiihren. Daher erfolgt
cine Maf$stabsvergroflerung meist lediglich durch den Einsatz von gréfleren Tabletts. Die

Schichtdicke kann durch den Einsatz von Fiillkérpern erhht werden.

Den genannten Hiirden stehen diverse Vorteile gegeniiber: Die im Vergleich zu submersen
Verfahren oft hohe Zelldichte bedingt eine hohe Produktkonzentration und verringert damit den
Aufwand des downstream processings. Die gute Sauerstoffzirkulation in optimierten Systemen
fordert die Kapazitit zusitzlich. Als Substrate konnen meist glinstige Nebenstrome verwendet
werden, die dem natiirlichen Lebensraum vieler Mikroorganismen dhneln und daher optimale
Ausgangsbedingungen bieten. Hiervon profitieren vor allem scherkraftsensitive Organismen. Da
die Bioreaktoren technisch vergleichsweise einfach konzipiert sind, fallen geringere Betriebskosten

an; operative Probleme sind vergleichsweise selten (Couto ez a/. (2006)).

Die Kultur auf Tabletts wird im industriellen MafSstab seit Jahrzenten in vollautomatisierte
Anlagen eingesetzt. Um die Kapazititsrate zu verbessern, haben sich daneben andere Systeme
bewihrt. So gibt es Anlagen mit hoherer Schichtdicke, wie beispielsweise Turmreaktoren. Dabei
wird Substratumwilzung zur Kapazititserhdhung eingesetzt; diese kann aber zu einer
Wachstumsverzogerung fiithren. Beispiele hierfiir sind Trommelreaktoren, in denen meist eine
kontinuierliche Durchmischung erfolgt, und Turmreaktoren mit Rithrwerk, welches auch in
Intervallen ecigesetzt werden kann (Durand (2003)). Eine kontinuierliche Betriebsweise erhoht

ebenfalls die Kapazitit (Khanahmadi ez 2/ (2006)).
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In einer Modifikation des Feststoff-Bioreaktors, dem Rieselbett-Bioreaktor, wird das Substrat mit
Wasser oder Medium bespritht. Auf diese Art konnen extrazellulire Enzyme kontinuierlich
ausgewaschen werden. Bei Verwendung inerter Triger ermdglicht die Nahrstoffzufuhr tiber das
Medium eine bessere Prozesskontrolle. Im Vergleich mit submersen Verfahren konnten mit
einem Rieselbett-Bioreaktor deutlich hohere Laccase- (Pleurotus  ostreatus) und Lipase-

Konzentrationen (Newurospora intermedia) erzielt werden (Lenz ez al. (2004)).

Die iiberwiegend statischen Bedingungen in Feststoff-Bioreaktoren begiinstigen filamentdses
Wachstum. Daher werden vor allem mit jenen Pilzen mit Feststoff-Bioreaktoren bessere
Ausbeuten als mit submersen Verfahren erzielt, deren natiirlichem Habitat das feste Substrat nahe
kommt. Im industriellen Maf3stab werden inzwischen mittels diversen Organismen Enzyme wie
Cellulasen, Hemicellulasen, Pektinasen, Amylasen, a- und p-Glucosidasen, Tannasen und
Peptidasen mit dieser Methode gewonnen (Singh ez 4l (2008)). Auch Metabolite, wie z. B.
Aromastoffe, kénnen wirtschaftlich auf festen Substraten produziert werden. So stellte das
britische Unternehmen Szafford Speciality Ingredients ein Verfahren vor, bei dem Aspergillus niger
aus Kokosnussol eine Mischung an Methylketonen mit einer Ausbeute von 40 % bildete

(Humphrey ez al. (1990), Janssens et al. (1992)).

Alle traditionellen biotechnologischen Prozesse, die bislang mit filamentdsen Pilzen durchgefiihrt
wurden, basierten auf Feststoff-Prozessen. Geldufig sind die Kdji-Fermentation mit Aspergillus
oryzae, mit der unter anderem Sojasauce herstellt wird, oder die Erzeugung von Fruchtkdrpern als
Speisepilze. Dennoch wurden die ersten industriellen Prozesse zur Enzymproduktion mit
Ascomyceten wie A. niger und A. oryzae submers durchgefithrt (Hjort (2007)). Trotz der Vorteile
von Feststoff-Bioreaktoren, die beispielsweise von Holker e al. (2004) zusammengefasst wurden,
wird diese Kulturform bestechende Methoden kaum ablésen: Die Investition in neue Systeme zur
Ablésung bereits vorhandener ist selten rentabel. Hinzu kommt der Aufwand durch die
Prozessumstellung. Gleichwohl ist zu erwarten, dass mit zunehmender technischer Entwicklung
immer mehr neue Prozesse auf Basis von Feststoff-Bioreaktoren etabliert werden (Pandey ez al.

(2008)).
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2.3.2 Riihrkessel-Bioreaktor

Obwohl andere Bioreaktortypen beziiglich Bau- und Unterhaltskosten 6konomischer sind
(Wainwright (1995)) und die Produktausbeute mit anderen Systemen héher sein kann (z. B.
Zhang er al. (2010)), ist der klassische Rithrkessel der am weitesten verbreitete Bioreaktortyp. Sein
wesentlicher Vorteil ist die Eignung fiir alle technische Mafistibe sowie seine flexiblen

Einsatzmdglichkeiten (Storhas (2000)).

Bei einem Riihrkessel-Bioreaktor handelt es sich um einen aufrecht stechenden Zylinder mit
cingebautem Rithrwerk und gegebenenfalls Strombrecher, in dem Nihrmedium, Biomasse und
Luft durchmischt werden. Unter den diversen Rithrern ist aufgrund seines hohen
Wirkungsgrades der Sechsblatt-Scheibenturbinenriihrer, kombiniert mit Strombrechern, am
geldufigsten. Temperiert wird iber einen Doppelmantel, eine Heizmanschette oder

Tauchsonden, bei grofieren Ausfithrungen auch iiber Halb- oder Vollrohrschlangen.

Scherkraftempfindliche Organismen wie Basidiomyceten konnen im Riihrkessel-Bioreaktor nur
mit niedrigen Drehzahlen des Rithrwerkes kultiviert werden. Zur weiteren Reduktion der
Scherkrifte setzt man meist grofSe Propellerrithrer ein und verzichtet auf Kosten von
Wirbelbildung auf stromungsbrechende Einbauten. Da Basidiomyceten adhirent wachsen,
erfolgt der Lufteintrag nicht mittels einer Fritte, sondern tiber einen Ringbegaser. Erschwerend
kommt bei filamentdsen Pilzen hinzu, dass diese sich in stromungsarmen Bereichen ansammeln,
festsetzen und grofle Agglomerate bilden. Dadurch entstehen nicht nur unterversorgte Bereiche —
ist eine Sonde betroffen, so fillc die Regelung des Bioreaktors aus. Entsprechende
Einschrinkungen kann es mit der Armatur zur Probeentnahme geben. Germerdonk ez a/. (1987)
schlagen als Losung dieser Problematik von oben bis unten durchgehende Wendelriihrer vor, die
vom Wellenschaft bis zur Fermenterwand reichen. Mit Stufen, Lochern oder einem Leitrohr
verschen ermdglichen solche Rithrer nicht nur einen gleichmifligen Energieeintrag, sondern

erhohen auch die Verweilzeit von Luftblasen und damit den Sauerstoffeintrag.

Trotz dieser Modifikationen ist Rithrkessel-Kultivierung fiir adhirente Zellen oder scherkraft-
empfindliche Pilze nur begrenzt einsetzbar (Couto e al. (2005)). Viele Basidiomyceten-Arten
wachsen im Riihrkessel schlecht oder gar nicht. Andere wachsen zwar, aber verindern ihre

Morphologie nachteilig. Viele Autoren setzen daher auf Feststoff-Bioreaktoren (siche Abschnitt

26



2.3.1). Bisher wurde kaum Beispiele beschrieben, bei denen Basidiomyceten im Riihrkessel

héhere Enzymaktivititen produzierten als in Feststoff-Bioreaktoren (Téllez-T¢éllez ez al. (2008)).

Wie bei Schiittelkulturen (siehe Abschnitt 2.2.4) wird die Produktivitit von Pilzen im Riihrkessel
durch die Morphologie beeinflusst. Die Ausbildung von Pellets wird hier zusitzlich durch die
Beliiftungsrate und die Umdrehungszahl des Rithrwerks beeinflusst — fiir ausgeprigte
Pelletbildung muss meist beides niedrig gewihlt werden (Eyal (1991)). Beide Parameter
beeinflussen zudem den Sauerstoffeintrag und den zelluliren Stress durch Scherkrafteintrag. Es
muss also ein auf das Produkt abgestimmter Kompromiss gefunden werden. Erschwerend kommt
hinzu, dass sich mit der Morphologie auch die rheologischen Eigenschaften der Kulturbrithe
dndern. Diese Zusammenhinge wurden vor allem fiir Ascomyceten niher untersucht (z. B. Pavko

(2001); Wucherpfennig et al. (2010)).

2.3.3 Festbett-Bioreaktor

Riihrkessel- und Feststoff-Bioreaktor sind die geldufigsten Kultursysteme, um filamentose Pilze zu
kultivieren. Beide Kulturformen haben ihre Vorziige, aber bei gewissen Anwendungen auch
schwerwiegende Nachteile (vgl. Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2). Da er Vorziige von Riihrkessel- und
Feststoff-Systemen vereint, konnte der Festbett-Bioreaktor eine alternative Prozessform fiir die
Kultivierung von  Basidiomyceten darstellen.  Festbett-Bioreaktoren wurden in  der

Sdugerzellkultur als scherkraftarme Methode etabliert (Fassnacht (2001)).

In einem Festbett-Bioreaktor wachsen Zellen immobilisiert auf einem Triger, durch den mit
Sauerstoff angereichertes Medium gepumpt wird (Abbildung 2-2). Das Trigergefif§ befindet sich
aus praktischen Griinden meist im Inneren des Konditionierungs-Behilters, in dem das Medium
beliiftet, temperiert, der pH reguliert und ggf. Medium ausgetauscht wird. Dieses Prinzip
ermdglicht den Transfer vieler Vorziige submerser Kulturformen, bietet aber gleichzeitig eine

scherkraftarme Umgebung.

Kennzeichnend fiir Festbett-Bioreaktoren ist demnach, dass adhirenten Zellen in makropordsen
Trigermaterialien eine Oberfliche zum Besiedeln geboten wird. Dabei kann eine ausreichende
Sauerstoffversorgung gewihrleistet werden, ohne Zellen durch direkte Begasung zu schidigen.
Die Betriebsweise ermoglicht nicht nur eine scherkraftarme Umgebung, sondern ist aufgrund der

Zell-Riickhaltung gut fir kontinuierliche Arbeiten iiber lange Standzeiten geeignet. Mit
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Sdugerzellen wird zudem aufgrund der hohen Zelldichte im Vergleich zu herkémmlichen

Suspensionsreaktoren eine deutlich hohere Produktausbeute erreicht (Bohmann ez a/. (19952)).
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Abbildung 2-2: Prinzip eines Festbett-Bioreaktors der Firma medorex mit radialer Anordnung.
1: Probeentnahme-Armatur, 2: Ansaugrohr, 3: Medienkreislauf mit peristaltischer Pumpe, 4: Zuluft-
armatur mit Sterilfilter, 5: Abluftkondensator, 6: Zelltriger, 7: Medienauslass in das Festbett,
8: Gitterkifig als Behdltnis des Zelltragers, 9: Ringbegaser. Die Tauchsonden fiir die Temperatur-
Regulierung, pH- und O,-Messung sind nicht abgebildet. (Abbildung modifiziert nach medorex e. K.)

Prinzipiell unterscheidet man zwei Formen an Festbett-Bioreaktoren. In der einfacheren Bauweise
wird das Festbett linear durchstromt. Dies ermdglicht beispielsweise die genaue Bestimmung des
Sauerstoffverbrauchs und lisst damit Riickschliisse auf Zellzahl und Stoffwechselaktivitit zu.
Daher ist diese Form, auch aufgrund einer einfachen Parallelisierung mehrerer Reaktoren,
besonders gut fiir das Optimieren von Betriebsparametern geeignet. Limitierend ist jedoch, dass
mit zunehmender Linge des Bettes die Sauerstoff- und Substratkonzentration des Mediums sinkt
sowie die von Metaboliten steigt. Eine Maf$stabsvergrofferung wird daher durchgefiihrt, indem
der Zelltriger um ein zentrales Rohr angeordnet wird (Bohmann ez al. (1995b), Portner et al.
(2007)). Durch dieses wird Medium gepumpt, welches den Triger radial durchstrome (Abbildung

2-2). Bei dieser Bauweise kann die Linge des Festbettes variiert werden - lediglich der Radius ist
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aufgrund des Sauerstoffverbrauchs limitiert. Da sich das Medium, welches aus dem Festbett in
das Konditionierungsgefifd fliefft, mit frisch begastem Medium mischt, ist bei dieser Anordnung
eine direkte Uberwachung des Sauerstoffverbrauches nicht méoglich. Im Handel finden sich
Biorektoren mit einem maximalen Festbett-Volumen von 6,5 L — ein Modell zeigte aber am
Beispiel eines Systems mit 84,5 L Festbett-Volumen, dass Kulturen im technischen Maf3stab

moglich sind (Fassnacht (2001)).

Bisher beschrinkte sich die Anwendung von Festbett-Bioreaktoren im Wesentlichen auf
verschiedene Siugerzelllinien. Produkte waren beispielsweise Antikorper, Enzyme, Impfstoffe und
Viren. Daneben wurden transgene Insektenzelllinien (Kwon ez al (2005)) eingesetzt. Des
Weiteren wurden auch anaerobe Anwendungen mit Bakterien beschrieben. Beispielsweise wurde
Abwasseraufbereitung von zahlreichen Autoren thematisiert (z. B. Lemmer ez al. (1997)). Die
Kultur von Lactococcus lactis in Festbett-Bioreaktoren ist eine vielversprechende Alternative zu

herkdmmlichen Riihrkessel-Verfahren (Portner et 2l (2004)).

Neben dem oben beschriebenen Prinzip cines Festbett-Bioreaktors gibt es auch zahlreiche
Modifikationen, in denen meist eine direkte Beliiftung in den Trigerraum erfolgt. Diese wird oft
mit einer deutlich geringeren Flussrate ohne Kreislauf kombiniert, um die Verweilzeit von
Edukten im zellnahen Raum zu erhéhen und damit den Umsatz zu steigern. Nachteilig bei
solchen Systemen ist der Scherkrafteintrag durch die direkte Beliiftung sowie das Ausbilden von
Kanilen und stark unterversorgten Bereichen. Siulenreaktoren dieses Typs wurden auch mit
Basidiomyceten verwendet. Jaeger ez al. (1990), Feijoo et al. (1995) und Moreira ez al. (1998)
produzierten so Ligninperoxidasen mit Phanerochaete chrysosporium. Den gleichen Organismus
setzten Lewandowski ez a/. (1990) zum Abbau von 2-Chlorophenol und Zhang ez al. (1999) zum
Entfirben eines Azofarbstoffes ein. Enayatzamir et /. (2009) nutzten den Laccase-Produzenten
Trametes pubescens zum Entfirben eines Diazofarbstoffs. Bjerkandera adustra konnte von Anastasi
et al. (2010) unter unsterilen Bedingungen 70 Tage lang zur Sanierung von Abwasser aus der
Textilindustrie eingesetzt werden. Keiner der Autoren verglich sein System bisher direkt mit

einem herkémmlichen Riithrkessel-Bioreaktor.
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2.3.4 Weitere Bioreaktor-Systeme
Neben den beschriebenen Bioreaktor-Systemen gibt es zahlreiche weitere technische Losungen,
von denen viele zur Kultur von Basidiomyceten verwendet wurden. Eine Auswahl wird im

Folgenden wiedergegeben.

Die wohl einfachste Form eines submersen Bioreaktors ist der Turm- bzw. Blasensiulenreaktor.
Dabei handelt es sich um ecin zylinderférmiges Kulturgefif, in dem die Luftzufuhr am Boden
erfolgt. Die aufsteigenden Gasblasenfithren zu einer Durchmischung. In Airlift- oder Schlaufen-
Bioreaktoren wird der Fluss durch ein internes oder externes Leitrohr kreisformig gefithrt, um
eine bessere Durchmischung zu erzielen. Im Vergleich mit einem Rithrkessel konnten Song e al.
(1987) in einem solchen System ecine fuinffache Steigerung der Wachstumsrate von Lentinula
edodes erzielen. Schlaufenreaktoren werden fiir die Produktion von Zitronensiure und
Einzellerprotein eingesetzt. Fiir die Abwasseraufbereitung werden deep shafi-Reaktoren eingesetzt,

die eine Tiefe von bis zu 150 m erreichen (Prive et al. (1994)).

In Hohlfaser-Bioreaktoren konnen Zellen auf Membranen immobilisiert wachsen. Erfolgt dabei
die Versorgung mit Nihrstoffen durch die Membran und die mit Sauerstoff von der Auflenseite,
so fithren die entgegengesetzten Gradienten zu unterschiedlich versorgten Bereichen, die denen
des Habitats von Basidiomyceten dhneln. Dieses Prinzip ermoglichte mit Phanerochaete
chrysosporium die Produktion von Mangan-Peroxidase iiber lingere Zeitriume (Sheldon er al.

(2005); Govender et al. (2010)).

Einweg-Beutelreaktoren (Singh (1999)) haben sich vor allem bei der Kultur von Siuger-,
Pflanzen- und Insektenzellen bewihrt. Bei diesem Bioreaktor werden in einen zur Hilfte gefiillten
Polyethylen-Beutel mittels einer Wippbewegung Wellen induziert. Dieses Agitationsprinzip
ermdglicht eine scherkraftarme Durchmischung, wie sie auch fiir Basidiomyceten erforderlich ist.
Der Sauerstoffeintrag erfolgt blasenfrei {iber die stindig erneuerte Oberfliche und ist daher
begrenzt. Da die Sauerstofftransferrate auch bei scherkraftminimierten Rithrkessel-Bioreaktoren
gering ist, konnten Beutelreaktoren eine Alternative fiir die Kultur von Basidiomyceten
darstellen. Der gleichmiflige Energiecintrag durch Wellen konnte fiir filamentdse Organismen

giinstiger als ein Rithrwerk sein.
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3 Zielsetzung

Die Bedeutung von biotechnologisch erzeugten Feinchemikalien wie Aromastoffen stieg in den
letzten Jahrzenten stetig. Grund dafiir sind nicht nur die Vorteile stereo- und regioselektiver
Synthesen und umweltfreundlicherer Prozesse, sondern auch das Interesse von Verbrauchern an
ynatiirlichen® und ,biologischen® Produkten (Serra ez a/. (2005)). Im Gegensatz zu Prokaryoten,
die hauptsichlich Fermentationsaromen wie einfache Alkohole und Ester generieren,
synthetisieren Eukaryoten, insbesondere Plantae, das ganze Spektrum an Aromastoffen. Ein
pflanzenihnlicher Aroma-Metabolismus wird auch fir hohere Pilze, insbesondere fiir

Basidiomycota beschrieben.

Die Projektidee besteht in der Ubertragung der fermentativen Stoffbildung der klassischen
Lebensmittelbiotechnologie auf submers kultivierte, biochemisch komplexe Speisepilze
(Basidiomycota). Ausgewihlte Stimme sollten im Rahmen dieser Arbeit auf Reststromen der
Lebensmittelindustrie, die reich an potentiellen Prikursor-Verbindungen sind, kultiviert werden.
Dabei sollten neue Stamm/ Substrat-Kombinationen fiir die Produktion natiirlicher Aromastoff-

Gemische gemify dem EU-Recht identifiziert werden.

Als  weiteres Ziel dieses Projektes waren bioprozesstechnische Grundlagen fir eine
Maf3stabsvergroflerung  der Pilzkulturen zu schaffen. Zu diesem Zweck sollten fir die
Aromaproduktion bedeutsame Enzymbildner in einem herkdmmlichen Riihrkessel-Bioreaktor
und einem neuartigen Festbett-Bioreaktor kultiviert werden. Letzterer zeichnet sich durch die
Kombination der Vorziige von Riihrkessel- und Festphasen-Kultivierung aus und ist vor allem fiir
scherkraftminimierte Prozesse etabliert (Portner ez 2/ (2007)). Auf Basis dieser Vorarbeiten sollte
cine MafSstabsvergrofSerung ciner Stamm/ Substrat-Kombination zur Aromastoffproduktion

durchgefiihrt werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Gerite und Chemikalien

4.1.1 Allgemeine Gerite

Gerit
Autoklav
Autoklav

Autoklav

Gefriertrocknungsanlage

IEF-Flachbettsystem

Inkubator
Inkubator
Magnetrithrer
Magnetrithrer

Multistepper

Microtiter-Placten-Lesegerit

Multipette
pH-Meter
pH-Meter
Photometer
Pipetten
Schiittler
SDS-PAGE
Sterile Werkbank
Sterile Werkbank
Thermoschiittler

Thermoschiittler

Typ

Varioklav 75S
5075 ELV

V-150

VaCo2

Multiphor 11
Multidrive XL

Certomat

BE 500

MR 3001
Variomag®
Handystep®

Synergy 2
Transferpette®-8
UB-5 Denver
GPHR 1400
Genesis 10S UV-Vis
Transferpette
Multitron
Minigel-Twin System
Safeflow 1.2

Clean Air CARE 4

Thermomixer comfort

Hersteller

H+P Labortechnik (OberschleifSheim)

Systec (Wettenberg)

Systec (Wettenberg)

Zirbus technology GmbH

(Bad Grund / Harz)

Pharmacia LKB (Schweden)

HK B. Braun (Melsungen)

Memmert (Schwabach)

Heidolph (Kelheim)

H+P Labortechnik (OberschleifSheim)

Brand (Wertheim)

BioTek (Bad Friedrichshall)

Brand (Wertheim)

Instruments (Denver, USA)

NeoLab (Heidelberg)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Brand (Wertheim)
Infors (Einsbach)
Biometra (Gottingen)
Nunc (Wiesbaden)
Clean Air (Hilden)
Schutron (Quedlinburg)

Eppendorf (Hamburg)



Thermoschiittler
Uleraschallbad
Ultraturrax
Vortex

Waage

Waage
Wasseraufbereiter
Wasserbad
Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

Zentrifuge

4.1.2 Chemikalien
Chemikalie

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese

Agar-Agar

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

L-Asparagin Monohydrat
Azocasein

Bromphenolblau

fS-Carotin

Coomassie Brillant Blue G 250
Dichlormethan

Dithiothreitol (DTT)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Eisen(I1I)-chlorid Hexahydrat
Ethanol

Essigsdure

MHR 13

RK 100 H
TP-18/10 IKA
Genie 2

EMB 600-2
SI-234
GenPure UC-TOC/UF
SW22

Sorval RT7-Plus
Biofuge fresco
Mikro R200 R

Rotina R380 R

Qualitit

Gel 40

>98%

>99%

f. Elektrophorese

>97%

pure

> 99 %

> 99 %

absolut

99,5 %

HLC Biotech (Bovenden)

Bandelin electronic (Berlin)
Labortechnik (Staufen)

Scientific Industries (New York, USA)
Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern)
Denver Instruments (Denver, USA)
TKA (Niederelbert)

Julabo (Seelbach)

Kendro (Langenselbold)

Heraeus (Osterode)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttingen)

Hersteller

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma

Carl Roth (Karlsruhe)

Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Serva (Heidelberg)

Merck

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)



Ferulasdure

D-(+)-Glucose Monohydrat
Glycin

Glycerin

Hefeextrake
Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
Kupfer(II)sulfat Pentahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Natriumacetat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Dinatriumtartrat Dihydrat
Natriumthiosulfat Pentahydrat
p-Nitrophenylbutanoat
Precision Plus Protein Standard (All Blue)
Salzsiure

Serin

Silbernitrat

Tego Antischaum

Tegosoft

TEMED

Tenax TA

Trichloressigsaure

Tris base

puriss
f. d. Mikrobiologie

>98%

f. d. Mikrobiologie
> 99,5 %
> 99 %
99 %
rein

> 99 %
> 99 %
p. a

> 98 %
> 99 %
> 99 %

purum

98 %

32%

f. d. Elektrophorese

> 99 %

Aldrich/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Riedel-de Haén/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Riedel-de Haén/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Riedel-de Haén/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Sigma/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

BioRad (Miinchen)

Fisher (Schwerte)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Evonik Industries AG (Essen)

Evonik Industries AG (Essen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
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Triton X-100

Tween 80

Zink(IT)sulfat Heptahydrat

4.1.3 Verbrauchsmaterial

Artikel
Halbmikrokiivetten
Handschuhe
Handschuhe

Inserts fiir Vial
Mikrotest-Platten
Pasteurpipetten
Petrischalen
Pipettenspitzen
Pumpen-Schlauch
ReaktionsgefifSe
Sterilfilter
Sterilfilter
Zentrifugalkonzentratoren

Zentrifugenrohre

4.2 Medien

>99 %

Typ

Rotiprotect Nitrilhandschuhe
Rotiprotect-Latexhandschuhe
250 pl-Glaseinsitze

PS F-Profil

mit Nocken

diverse

Santoprene LEZ-SAN 65

0,2/ 0,5/ 1,5/ 2 mL

Fileropur 0,2 Spritzenfilter PES
Millex -PTFE-Filtereinheiten 0,22 pm
10.000 MWCO PES, Vivaspin 500

Schraubréhre 15/ 50 mL (Falcon)

4.2.1 Standardnihrlésung (SNL)

Modifiziert nach Sprecher (1959):

D-(+)-Glucose Monohydrat 30,0 g
L-Asparagin Monohydrat 45g
Hefeextrake 30g
KH2PO4 15g

Sigma/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Riedel-de Haén/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Hersteller

Sarstedt (Niimbrecht)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Omnilab (Bremen)

Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
LAT GmbH (Garbsen)
Omnilab, LAT, Sarstedt
Lézaud & Co GmbH (Marpingen)
Sarstedt (Niimbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)
Carl Roth (Karlsruhe)
Sartorius AG

Sarstedt (Niimbrecht)
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MgSOs4 - 7 H20 05¢g
Spurenelementlésung 1 mL
H2O ad1L

Einstellung mit 1 M NaOH auf pH 6,0.

Spurenelementldsung:
FeCls- 6 H20 0,08 ¢
ZnSO4- 7 H20 0,09 g
MnSOs4- H20 0,03 g
CuSO4- 5 H20 0,005 g
Titriplex III (EDTA) 04g
H20 ad1L

4.2.2 Minimalmedium

D-(+)-Glucose Monohydrat 30g
KH2PO4 I5¢g
MgSO4 -7 H20 0,5¢g
Spurenelementldsung (s. 4.2.1) 1 mL
H20 ad1L

Einstellung mit 1 M NaOH auf pH 6,0.

4.2.3 SNL-Agar
10-15 g L1 Agar-Agar wurden SNL-Medium zugegeben und nach Sterilisation in Petrischalen

gegossen.

4.2.4 SNL mit Hanfextrakt
Hanfextrakt wurde durch Auskochen (20 min, 121 °C, 2 bar) von 20 g Hanffasern (Hock
GmbH & Co. KG, Nordlingen) je Liter Wasser erstellt. Dieses Extrakt wurde anstelle von

Wasser zur Herstellung von SNL gemif$ 4.2.1 verwendet.
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42.5 HAj-Medium
Um bei der Kultur von Hirneola auricula-judae (HAj) eine DyP-artige Peroxidase zu induzieren,

wurde folgendes Medium eingesetzt (Schmidt (2012)):

D-(+)-Glucose Monohydrat 150 g
L-Asparagin Monohydrat 45¢g
Hefeextrakt 30g
KH2PO4 I5¢g
MgSO4 -7 H20 0,5¢g
Spurenelementlésung (s. 4.2.1) I mL
H20 ad1L

Einstellung mit 1 M NaOH auf pH 6,0.

Nach dem Autoklavieren wurden 40 mL L' Ethanol und 300 pM CuSOs x 5 HyO steril

zugegeben.

4.3 Puffer
Natriumphosphat Puffer 100 mM

Natriumdihydrogenphosphat 12 g

Der pH-Wert wurde mit konz. HCl bzw. NaOH auf 6,5 bis 8,0 cingestellt und ad 1 L mit

Wasser aufgefiillt.
Tartratpuffer 200 mM pH 4,5
Dinatriumtartrat 46,016 g

VE Wasser ad 1 L auf

Der pH wurde auf 4,5 eingestellt; der Puffer ist max. 4 Wochen haltbar.
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4.4 Kulturfithrung

4.4.1 Kultivierung auf SNL-Agar in Petrischalen

Zur eigenen Stammbhaltung wurden die Organismen auf SNL-Agar Arbeitsplatten gehalten. Diese
wurden regelmiflig aus der Stammsammlung neu angezogen. Daftir wurde Myzel aus der
Stammsammlung oder ein 1 cm? Ausschnitt einer bewachsenen Platte auf eine neue Agarplatte
inokuliert. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C im Dunkeln. Nachdem das Myzel ca. % der Platte
bedeckte, wurde diese ggf. bei 4 °C gelagert — dies wurde jedoch auflerhalb des screenings

vermieden.

4.4.2 SNL-Vorkultur

Schikane-freie Erlenmeyerkolben wurden zur Hilfte mit SNL gefiillt und autoklaviert (20 min,
121 °C, 2 bar). Ein 1 cm® Ausschnitt einer bewachsenen Agarplatte wurde in den Kolben
iberfithrt und mit einem Ultra-Turrax Stab zerkleinert. Anschlieffend wurden die Kulturen bei
24 °C und 150 rpm inkubiert. Vorkulturen wurden i. d. R. 7 d gefiihrt, bis ein ausreichender

Bewuchs vorhanden war.

4.4.3 Hauptkultur

Schikane-freie Erlenmeyerkolben wurden zu 45 % des Nennvolumens mit Medium gefiillt und
autoklaviert (20 min, 121 °C, 2 bar). Inokuliert wurde mit 10 % des Medienendvolumens, so
dass das Gesamtvolumen der Kultur der Hilfte des Kolbenvolumens entsprach. Das Inokulum

wurde der SNL-Vorkultur entnommen und ggf. mit einem Ultra-Turrax Stab zerkleinert.

4.4.4 Schiittelkultur mit Sauerstoffbestimmung

Der Sauerstoffverbrauch wihrend einer Schiittelkultur wurde in drei unabhingigen Versuchen
mit F. velutipes untersucht. Die Kulturen wurden analog zu 4.4.3 angesetzt. Als Kolben dienten
Schikane-freie 500 mL Einweg-Erlenmeyerkolben mit integriertem O,-Sensor (PreSens,
Regensburg). Kalibrierung erfolgte nach Herstellerangaben. Kultiviert wurde mit einem Shake
Flask Reader (PreSens, Regensburg) auf einem CERTOMAT® Tischschiittler (Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Géttingen) bei Raumtemperatur. In regelmifligen Abstinden wurden Proben
zur Glucosebestimmung entnommen.

Kulturen zur Sauerstoffbestimmung in Schiittelkultur wurden von Herrn Jérg Schmide-Hager am

Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitit Hannover durchgefiihrt.

38



4.4.5 Screening
Zur Durchfithrung des screenings wurden hauptsichlich essbare Basidiomyceten ausgewihlt (siche
Tabelle 4-1), welche Biokonversions- und Biotransformationspotential besitzen oder als

Aromastoff-Bildner bereits in der Literatur bekannt sind.

Als Substrat wurde Rapspresskuchen (Teutoburger Olmiihle GmbH & Co. KG, Ibbenbiihren,

Deutschland) verwendet. Der Nebenstrome wurde vorbereitend gesiebt und lyophilisiert.

Die ausgewihlten Basidiomyceten wurden in Submerskultur (150 rpm, 24 °C) auf SNL
vorkultiviert (siche Abschnitt 4.4.2). Aus dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur in
Minimalmedium (siche Abschnitt 4.2.2) unter Supplementierung (2 %) mit gefriergetrocknetem
Nebenstrom angesetzt. Es wurden eine biologische (Organismus in Minimalmedium) und eine
chemische Kontrolle (Nebenstrom in Minimalmedium) mitgefithrt, die de novo vom Pilz

gebildete oder genuin im Nebenstrom vorhandene Aromastoffe anzeigten.

Die Aromaproduktion wurde tiber einen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet; Probenahme und
olfaktorische Evaluierung aus dem Kulturiiberstand erfolgte am vierten, zehnten (je 7 mL) und
vierzehnten (50 mL) Tag der Kultivierung. Weiterhin wurden ausgewihlte Kulturen bei einer
Versuchswiederholung zum Zeitpunkt des maximal wahrgenommenen Geruchs, der anhand des
vorrangegangenen Experimentes abgeschitzt wurde, komplett geerntet. Die geruchsaktiven

Substanzen wurden entsprechend fiir die GC-Analytik extrahiert und aufgearbeitet (siche

Abschnitt 4.5).
4.4.6 Bioreaktor-Kultivierung

4.4.6.1 Vorbereitung und Animpfen

Bei parallelem Betrieb mehrerer Systeme wurde das Medium aller Bioreaktoren in einem Ansatz
hergestellt und anschlieflend aufgeteilt. Die Bioreaktoren wurden mit 4,5 L Medium gefiillt, 0,1
mL Antischaummittel je Liter Endvolumen zugegeben und autoklaviert (20 min, 121 °C, 2 bar).
AnschliefSend kiihlten die Bioreaktoren iiber Nacht ab, um Kontaminationen beim Aufbau
auszuschliefen. Ggf. erfolgte die Zugabe temperatursensitiver Medienbestandteile {iber

Sterilfilter.
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Vorkulturen (10 % des Endvolumens, siche Abschnitt 4.4.2) wurden bei paralleler Kulturfithrung
vermischt, homogenisiert und auf Animpf-Flaschen verteilt. In diesen wurde ggf. Medium
vorgelegt, um das Uberfithren viskoser Kulturen in den Bioreaktor zu erleichtern. Das

Inokulieren erfolgte tiber Luer-Lock Schlauchverbinder.

Flammulina velutipes wurde zur Peptidase-Induktion in SNL mit Hanfextrakt (siche Abschnitt
4.2.4) kultiviert, Hirneola auricula-judae in einem induzierenden Medium (siche Abschnitt
4.2.5). Die Produktion von Aromen erfolgte analog zum screening (siche Abschnitt 4.4.5). Alle

anderen Kulturen wurden in SNL durchgefiihrt.

4.4.6.2 Betrieb

Beide Gerite arbeiteten bei 24 °C mit 0,5 — 5,0 L Luft min™. Aus praktischen Griinden wurde,
soweit nicht anders angegeben, ecine Beliiftungsrate von 2,5 L Luft min” gewihlt. Der
Riihrkessel-Bioreaktor wurde mit 120 U min" betrieben. Beim Festbett-Bioreaktor wurde die
Pumpleistung je nach Versuch variiert (0,5 — 2 L min™). Standard war 1 L min".In regelmifligen

Abstinden wurden 10 — 25 mL Probe entnommen und aliquotiert.

Bei den Abluft-Probenahmen wurden die fliichtigen Komponenten der Abluft auf einem
Adsorbens gebunden. Hierfiir wurden 30 NL Abluft mittels eines Gasprobennehmers (Desaga
GS 312) tber ein Tenaxrohr (Gerstel) gepumpt, welches sich bei dhnlichen Anwendungen
bewihrt hat (Tiffner er a4/ (2011)). Das Tenaxrohr diente der Analytik mittels
Thermodesorption-Gaschromatographie (TDS-GC/FID, siche Abschnitt 4.5.2).

4.4.6.3 Verwendete Bioreaktoren

Fiir vergleichende Experimente wurden folgende Bioreaktoren eingesetzt:

Riihrkessel-Bioreaktor (RK): ISF-100 (Infors HT, Bottmingen, Schweiz)

5 L Kulturvolumen, Propellerriihrer, ohne Leitrohr

Festbett-Bioreaktor (FB): medorex e.K. (N6rten-Hardenberg, Deutschland)

5 L Kulturvolumen, 1 L Festbett

Daneben fanden folgende Riihrkessel-Bioreaktoren Verwendung:
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medorex e.K. (N6rten-Hardenberg, Deutschland):

5 L Kulturvolumen, Propellerrithrer, mit Leitrohr

medorex e.K. (N6rten-Hardenberg, Deutschland):

2,5 L Kulturvolumen, Propellerriihrer, ohne Leitrohr

Abluft-Kithlung und Temperierung erfolgte mit folgenden Thermostat-Kombinationen von

Julabo Labortechnik GmbH (Seelbach):
Kiltethermostat F10 mit Wirmethermostat VL

Kiltethermostat F12 mit Wirmethermostat ED

4.4.6.4 Sonden

Gerit Typ Hersteller

DO-Elektrode OxyProbe Broadley-James Corp. (Irvine, USA)
DO-Elektrode TruDO Finesse (San Jose, USA)

DO Sensor spot  OXY-4 mini PreSens Precision Sensing GmbH (Regensburg)
pH-Elektrode FermProbe Broadley-James Corp. (Irvine, USA)
pH-Elektrode TrupH EFP Finesse (San Jose, USA)

4.4.7 Verwendete Organismen
Tabelle 4-1: Verwendete Basidiomyceten-Arten im screening (vgl. 4.4.5). DSMZ: Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures,

Baarn, Niederlande; E: essbar; H: Heilpilz; U: ungeniefibar; n.b.: nicht bekannt.

Stamm-

Organismus Trivialname Herkunft Nr. Einteilung
Agaricus arvensis Weifler Anischampignon DSMZ 8327 E
Agrocybe aegerita Sidlicher Ackerling K E

E (nach
Armillaria mellea Hallimasch CBS 100.12 Erhitzen)
Auriporia aurea CBS 294.71 n.b.
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Bjerkandera adusta Angebrannter Rauchporling ~ DSMZ 3375 U, H
Flammulina velutipes ¥ Samtfuf$riibling, Enokitake DSMZ 1658 E
Fomitopsis pinicola Fichtenporling DSMZ 4957 U (zih)
Fomitopsis rosea > Rosenroter Baumschwamm CBS 313.36 n.b.
Gloeophyllum odoratum ? Fenchelporling CBS 444.61 U
Grifola frondosa ¥ Maitake, Klapperschwamm CBS 480.63 E,H
Hericium erinaceus Igel-Stachelbart CBS 260.74 E.H
Schwarzgebinderter
Ischnoderma benzoinum Harzporling CBS 311.29 U (zih)
Kuehneromyces mutabilis Stockschwimmchen DSMZ 1684 E
Laetiporus sulphureus Schwefelporling DSMZ 11211 E
Lentinula edodes Shiitake CBS 225.51 E.H
Marasmius cohortalis DSMZ 8257 n.b.
Echter Knoblauch-
Marasmius scorodonius Schwindling CBS 850.87 E, Wiirzpilz
Nidula niveo-tomentosa CBS 380.80 n.b.
Paecilomyces farinosus 29 CBS 481.73 n.b.
Phlebia radiata Orangefarbener Kammpilz DSMZ 5111 U
Pleurotus eryngii Kriuterseitling CBS 613.91 E
Pleurotus floridanus ? g E
Pleurotus ostreatus Austernseitling DSMZ 1020 E,H
Pleurotus pulmonarius ? DSMZ 5331 E
Pleurotus sapicus ? DSMZ 8266 E
Polyporus betulinus ¥ Birkenporling 2 E (bitter)
Pycnoporus cinnabarinus ¥ Zinnobertramete CBS 353.63 n.b.
Anis- /" Wohlriechende
Trametes suaveolens Tramete DSMZ 5237 U (zih)
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Tyromyces floriformis Rosetten-Saftporling CBS 232.53 U

Tyromyces sambuceus ? Weichporling CBS 492.76 U
Wolfiporia cocos ? Lu Fing, Indian bread CBS 279.55 E.H
Xerula radicata Grubiger Wurzelriibling DSMZ 4830 E

1) Abteilung fir Molekulare Holzbiotechnologie und technische Mykologie, Georg-August-
Universitdt Gottingen

2)  Art mittels ITS-Sequenzierung bestdtige

3) Vormals Nigroporus durus

4)  Vormals Phanerochaete chrysosporium

5) Eigenisolat aus Niedersachsen

6) Ascomycet

Tabelle 4-2: Im Bioreaktor eingesetzte Arten. DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Niederlande; E: essbar;

H: Heilpilz; n.b.: nicht bekannt.

Organismus Trivialname Herkunft Sta;;:m- Einteilung
Flammulina velutipes V Samtfuf§riibling, Enokitake DSMZ 1658 E
Fomitopsis rosea V2 Rosenroter Baumschwamm CBS 313.36 n.b.
Ganoderma applanatum ” Flacher Lackporling CBS 250.61 H
Hirneola auricula-judae ” Judasohr, Mu-Err DSMZ 11326 E
Pleurotus pulmonarius DSMZ 5331 E

1)  Art mittels ITS-Sequenzierung bestitigt

2) Vormals Nigroporus durus
4.5 Gaschromatographie

4.5.1 Probenvorbereitung

Durch Zentrifugieren der Probe wurden Pellets und Nebenstrom abgetrennt. Zur Aroma-
Aufklirung wurde der Kulturiiberstand 3 x mit einer entsprechenden Menge Pentan/Diethylether

(1:1,12; v/v) im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Alternativ wurde kontinuierliche Fliissig/Fliissig-
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Extraktion eingesetzt. Die organische Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet und mittels
Vigreux-Kolonne bei 40 °C auf ca. 1 mL eingeengt. Als externer Standard wurde Cyclopentanol
(615 mg L") zugegeben. Interner Standard zur Ermittlung der Wiederfindung war Cyclohexanol
(63,5 mg ).

Die Beprobung der Bioreaktoransitze fiir die AEVA wurde wie folgt durchgefiihrt: tiglich
wurden 20 mL Medium (Zentrifugat) mit 1 mL Tegosoft TC (synthetisches C8/C10-
Triglycerid; Evonik) extrahiert. Ein Aliquot des Extraktes wurde mittels Thermodesorption-
Gaschromatographie (TDS-GC/FID, siche Abschnitt 4.5.2) analysiert. Im Anschluss wurden die
einzelnen Olextrakte zusammengefiigt und einer Hochvakuumdestillation unterzogen (siche

Abschnitt 4.5.3). Das Destillat wurde ebenfalls gaschromatographisch untersucht.

4.5.2 Instrumentelle Methodik

GC-FID:
Gerdit: TRACE 2000
Siule: Varian CP Wax 52 CB (30 m/ 0,23 mm/ 0,25 pm)
HP-Innowax (30 m/ 0,23 mm/ 0,25 pm)
Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), 230 °C
Trigergas: Wasserstoff, 2 mL min™
Injektion: on column

Temperaturprogramm: 40 °C /3 min //3 °C/ min //230 °C/ 10 min

GC-O:
Gerit: Agilent 7890A
Siule: Varian CP Wax 52 CB (30 m/ 0,23 mm/ 0,25 um)
Detektor: Gerstel ODP 3 / FID
Trigergas: Wasserstoff, 2 mL min
Injektion: on column

Temperaturprogramm: 40 °C /3 min //3 °C / min //230 °C / 10 min
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GC-FID/FPD:

GC-MS:

Gerit:
Siule:
Detektor:
Trigergas:

Injektion:

Temperaturprogramm:

GC:

Saule:
MS-System:
Ionisation:
Tragergas:
Injektion:

Temperaturprogramm:

TDS-GC-FID:

GC:
Siule:

Injektion:

Detektor:

Agilent 7890A

Varian CP Wax 52 CB (30 m/ 0,23 mm/ 0,25 pm)
FPD / FID

Wasserstoff, 2 mL min’!

on column

40°C /3 min //3°C/ min //230 °C / 10 min

Fisons GC 8000

J&W scientific DB-Wax (30 m/ 0,32 mm/ 0,25 pm)
Fisons Md800

EIL 70 eV

Helium

on column

40 °C/ 3 min //3 °C / min //230 °C / 20 min

Agilent 6890

J&W Scientific DB-Wax (30 m/ 0,32 mm/ 0,25 pm)
TDS-System 2, KAS 4 (Gerstel, Miihlheim)

TDS: 20 °C //60 °C min™//150 °C / 2 min

KAS: -10°C // 12 °C min™ //230 °C / 2 min

splitless

FID, 250°C
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Trigergas: Wasserstoff, 2 mL min

Temperaturprogramm: 40 °C /3 min //3 °C min™ //230 °C / 10 min

TDS-GC-MS:
GC: Agilent 6890
Siule: J&W Scientific DB-Wax (30m/ 0,32 mm/ 0,25 pm)
Injektion: TDS-System 2, KAS 4 (Gerstel, Miihlheim)
TDS: 20 °C //60 °C min//150 °C / 2 min
KAS: -10°C // 12 °C min™ //230 °C / 2 min
splitless
MS-System: QuASAR, (AMD, Harpstedt)
Ionisation: EI 70 eV
Trigergas: Helium, 1 mL min™

Temperaturprogramm: 40 °C/ 3 min //3 °C min™ //230 °C / 10 min

4.5.3 Thin Layer High Vacuum Distillation (TLHVD)

Zur Rickgewinnung von extrahierten Aromakomponenten aus dem synthetischen Triglycerid
Tegosoft CT (siche Abschnitt 4.5.1) wurde dieses einer TLHVD unterzogen (Krings ez al.
(2003)). Das erhaltene Destillat wurde mit Pentan/Diethylether quantitativ aus den Kiihlfallen
gewaschen, anschliefend mittels einer Vigreux-Kolonne eingeengt und gaschromatographisch

analysiert.

4.5.4 Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA)

Die AEVA wurde mit dem Destillat der TLHVD (siche Abschnitt 4.5.3) durchgefiihre. Die
Probe wurde so lange 1+1 (v/v) mit Pentan/Diethylether (1:1,12; v/v) verdiinnt, bis kein Geruch
mehr am GC-O nachgewiesen werden konnte (o7 column). Der FD-Faktor (flavour dilution)

wurde bestimmt und gegen den Kovats-Index aufgetragen.
Arbeiten fiir die AEVA, GC-MS-Untersuchungen sowie Teile der TDS-GC-Analytik erfolgten
durch Frau Silke Schimanski.
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4.6 Fliissigchromatographie

4.6.1 Gel-Permeations-Chromatographie

Fiir die Proteinseparation wurde ein Biologic Duoflow System verwendet. Als mobile Phase diente
50 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 6) bei einem Fluss von 0,5 mL min™. Als Sdule wurde eine
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) eingesetzt. Fraktionen wurden gesammelt und auf
Aktivitit (siche Abschnitt 4.10.4) getestet. Fiir eine Kalibrierung wurde das LMW Gel Filtration

Calibration Kit von Amersham Biosciences verwendet.
4.6.2 Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC)
Gerit: Hewlet Packard Ti-Series 1050

Detektor: Hewlet Packard Ti-Series 1050
280 nm, 263 nm, 325 nm

Siule: Chromolith Performance

RP-18e; 100-4,6 mm (Merck)
Injektionsvolumen: 20 xL
Flussrate: 1,5 mL min™!

Die Bestimmung von Ferulasiure und 4-Vinylguajacol erfolgte mit folgendem Gradienten-

Programm:

Zeit [min] Wasser [%] Acetonitril [%]
(0,15 % Ameisensiure)
0.00 90 10
6.00 42 58
7.00 0 100
10.00 0 100
13.00 90 10
14.00 90 10

4.7 Glucose
Eine Dreifachbestimmung erfolgte gemify den Herstellervorgaben am Glucose und Lactat

Analysator (YSI 2300 STAT Plus).
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4.8 Biotrockenmasse-Bestimmung

Vorbereitend wurden 50 mL Falcon mubes gewogen. 50 mL Probe wurden im Falcon #ube
abzentrifugiert, ggf. ein Aliquot des Mediums entnommen und der Rest des Zentrifugats
verworfen. Das Myzel wurde drei Mal mit H,O gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz

lyophilisiert.

4.9 Aufarbeitung von Paecilomyces farinosus

Fir die Aufarbeitung von P. farinosus wurden 3 g Myzel unter Zugabe von 2 mL 50 mM
Kaliumphosphat-Puffer (pH 6) in einer Precellys 24 (bertin technologies) homogenisiert und
anschlieend zentrifugiert. Der enzymhaltige Uberstand wurde separiert, das Pellet nochmals mit
50 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 6) gewaschen. Waschlosung und Uberstand wurden
vereinigt, griindlich abzentrifugiert, filtriert und mit Zentrifugalkonzentratoren konzentriert. Das

Konzentrat wurde fiir weitere Arbeitsschritte aliquotiert und eingefroren.
4.10 Bestimmung von Enzymaktivititen

4.10.1 Laccase- und Peroxidaseaktivitit

Die Laccase-Aktivititsbestimmung wurde analog zu Eggert ez al. (1996) aus dem Kulturiiberstand
durchgefiihrt, indem die Bildung des Radikal-Kations von 0,5 mM 2,2'-Azino-bis(3-
ethylthiazoline-6-sulfonat) (ABTS) bei 420 nm fir 10 min aufgezeichnet wurde. Die
Summenaktivitit von Laccase und Peroxidase wurde bestimmt, indem 266 uM H,O, zugegeben
wurden. Die Bestimmung wurde bei 30 °C in 0.1 M Natriumtartrat-Puffer (pH 4,5) im
Microtiter-Platten-Lesegerit durchgefithre. Aktivititen wurden in international units (1 U = 1

umol min™) angegeben.
4.10.2 Peptidase-Aktivitit

4.10.2.1 Azocasein-Assay

Der Azocasein-Assay ist eine photometrische Endpunkt-Methode (Iversen ez al. (1995)). 25 pL
Zentrifugat der Probe wurde mit 200 puL Azocaseinldsung (2,5 %, in 0,1 M Kalium-phosphat-
Puffer, pH 6) und 275 pL Kaliumphosphat-Puffer (0,1 M, pH 6) 20 min bei 43 °C inkubiert.
Nach Zugabe von 1 mL Trichloressigsiure wurde das Gemisch 10 min auf Eis aufbewahrt und
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 366 nm vermessen. Eine Einheit (aU) entspricht der

Enzymaktivitdt, die eine Extinktions-Zunahme von 0,01 katalysiert.
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4.10.2.2 AAPF-Assay

Fir diesen Assay wurde das synthetische Peptid N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilid
(AAPF) als Substrat fiir Subtilisinpeptidasen eingesetzt. Die Messungen erfolgten in 96-Well
Mikrotiterplatten mit einem Synergy 2™ Mikrotiterplattenlesegerit und der Software Gen5 (Bio

Tek, Winooski, Vermont, USA).

Bei diesem Assay wurden 20 pL Enzymldsung mit 7,5 pL Substrat (2 mM in DMSO) und
122,5 uL Puffer (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM CaCl,, pH 7) versetzt und fiir 30-60 min
bei 37 °C inkubiert. Wihrend dessen wurde die Zunahme der Extinktion durch die Freisetzung

von p-Nitroanilin bei 405 nm gemessen und daraus die Maximalgeschwindigkeit Vi

[mAbs-min™] berechnet.

Anhand der Messung wurde die Peptidaseaktivitit wie folgt berechnet:

Vv

) ges
max
&V

Enzym

E,=V

Vet Gesamtvolumen im Well [pL]
&: Extinktionskoeffizient von p-Nitroanilin (5392,7 pL-pmol-1 bei 150 pL Gesamtvolumen)
VEnym: Volumen der Enzymprobe [mL]

Daraus ergibt sich, dass eine Unit peptidolytischer Aktivitit der Enzymmenge entspricht, die
notwendig ist um 1 pmol p-Nitroanilid pro Minute umzusetzen.

Die Bestimmung der Aktivitit von Subtilisinpeptidasen erfolgte durch Frau Laura Petersen.

4.10.3 f~Carotin-abbauende Aktivitit

Der Assay zur Bestimmung der f-Carotin-abbauenden Aktivitit (Ben Aziz ez al. (1971)) wurde
gemifl Zorn et al. (2003b) modifiziert und der Verwendung von Mikrotiterplatten angepasst.
Kulturiiberstand in 0,1 M Natriumtartrat-Puffer (pH 4,5) wurde mit 10 pL f-Carotin-Emulsion
(0,5 mg mL* p-Carotin, 50 mg mL" Tween 80 in H,O) vermischt. Die zeitliche Abnahme der
Absorption wurde bei 450 nm und 30 °C tiber 30 min gemessen und abziiglich des Leerwertes
ohne Enzym angegeben. Eine Einheit (aU) entspricht der Absorptions-Abnahme (-mOD min™),

die 1 mL Probe in einer Minute katalysiert.

49



p-Carotin-Losung

e 10 mgf -Carotin + 1 g Tween 80 mit 20 mL Dichlormethan in Rundkolben fiillen
e Losen mittels Schiitteln/ Ultraschall

e Mit Alufolie umwickeln

e Bis zur Trockene abrotieren (40°C, 800 mbar)

e In 30 mL Wasser aufnehmen, ggf. bei 200 mbar restliches Losungsmittel entfernen
e Mit Wasser in Messkolben auf 50 mL auffiillen

® Durch 0,45 um Spritzenfilter (orange) in Kolben filtrieren

e Im Kiihlschrank lagern, vor Licht schiitzen

4.10.4 Ferulasiuredecarboxylase
Proben wurden mittels eines Schnelltests (Endpunktbestimmung) auf Ferulasiuredecarboxylase-

Aktivitdt getestet. Hierfuir diente folgender Ansatz:

99 uL 50 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 6)
50 uL  Probe
1 uL 250 mM Ferulasiure (in EcOH)

Es wurde max. 16 h bei 26°C und 500 U min"' im Thermomixer inkubiert. Aktivitit konnte

olfaktorisch oder mittels HPLC (siche Abschnitt 4.6.2) bestimmt werden.

4.10.5 Esterase-Aktivitit

Die Bestimmung der Esterase-Aktivitit erfolgte durch die Aufnahme der Kinetik des Abbaus von
1,25 mM Butansiure-p-nitrophenylester (pNPB) in 50 mM Natriumphasphat-Puffer (pH 7,
enthilt 0,1 % Triton X-100 und 50 mM NaCl) bei 37 °C und 410 nm {iber 20 min im
Microtiter-Platten Reader. Aktivititen wurden in international units (1 U = 1 pmol min™)

angegeben.

4.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Durchfiithrung

Genutzt wurden das Mini Twin System (Biometra) oder das Miniprotean TetraCell System

(BioRad). Proben wurden im Verhiltnis 1:1 mit Ladepuffer gemischt. Bei denaturierender SDS-
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PAGE folgte fiir 10 min ein Erhitzungsschritt bei 95 °C und anschlieflendes Abkiihlen auf 4 °C.
Bei semi-nativer SDS-PAGE wurde Ladepuffer ohne DTT verwendet; es folgte dann kein
Erhitzungsschritt. Durch das im Laufpuffer enthaltene SDS ist diese Elektrophorese dennoch

nicht vollstindig nativ und wird daher als semi-nativ bezeichnet.

Die Gele wurden im Kammersystem installiert und dieses mit 1x Laufpuffer blasenfrei gefiillt. Je
nach Taschengrofle und Konzentration der Probe wurden 10 — 20 1 L in eine Geltasche geladen.

Vom Protein-Standard-Marker (Biorad) wurden 5 1 L verwendet.

Die Elektrophorese wurde bei 20 mA pro Gel durchgefithrt. Bei semi-nativer Durchfithrung
erfolgte die Elektrophorese bei 4 °C und mit 10 mA pro Gel. Nachdem das Bromphenolblau des
Ladepuffers aus dem Gel eluierte, wurde die Elektrophorese beendet. Die Gele wurden von den

Glasplatten geldst und gefirbt.

SDS-PAGE Laufpuffer 10x

Tris base 30,2 g
Glycin 1442 g
SDS 10,0 g
VE-Wasser ad1L

Der Puffer wurde 1:10 verdiinnt und eingesetzt.

SDS-PAGE 2x Single Gel Puffer
Tris Base (76 mM) 9,21 ¢g
Serin (100 mM) 10,51 g
Glycin (100 mM) 7,51 g
Asparagin (100 mM) 15,01 g

VE-Wasser ad 0,5L
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Der Puffer wurde auf pH 7,4 eingestellt und mit einem 0,22 pum Filter sterilfiltiert. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C. Eventuell auftretende Kristallisation wurde vor Verwendung durch

kurzzeitiges Erhitzen in der Mikrowelle beseitigt.

SDS-PAGE Ladepuffer
1,5 M Tris/HCI-Puffer pH 6,8 2 mL
1 M DTT-Stocklésung 4 mL
40 % Glycerin/8 % SDS/ Bromphenolblau (50 mg L) 10 mL
VE-Wasser ad 20 mL
Der Puffer wurde in Aliquots bei -20 °C gelagert. Die Herstellung nativen Puffers erfolgte ohne
Zugabe der DTT-Lésung.
APS-Lésung

Ammoniumperoxodisulfat 400 mg mL"
Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Single-Gele 12 %
dest. H20 1,4 mL
2 x Puffer 3,5mL
AA/BAA 37,5:1 2,1 mL
APS-Lsg. 7,5 1L
TEMED 35 ul

4.11.1 Coomassie-Farbung
Durchfiihrung

Vor der Firbung wurde das Gel dreimal mit je 20 mL VE-Wasser gewaschen, um stérendes SDS
zu entfernen. Dazu wurden das Gel samt Wasser jeweils 30 s in der Mikrowelle (600 W) erhitzt
und anschlieffend 5 min leicht geschwenkt. Danach wurde das Gel mit CBB-Lésung (Coomassie-

Brillant-Blau) bedeckt, fiir 10 s in der Mikrowelle erhitzt und zur Firbung mindestens 10 min
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leicht geschwenkt. Zum Entfirben des Hintergrunds wurde das Gel bei Bedarf mit warmem VE-

Wasser gewaschen.

CBB-Lé6sung

Coomassie Brilliant Blue G-250 60 — 80 mg
VE-Wasser ad 1L

2 — 3 h rithren bei Raumtemperatur mit anschlieffender Zugabe von ca. 3 mL HCIL Die

Aufbewahrung der Firbelsung erfolgte im Dunkeln.

4.11.2 Zymographie

Diese Methode diente zur Visualisierung peptidolytischer Aktivitit in nativen Polyacrylamidgelen
und erfolgte nach Rosenberg (2001) und Yim ez /. (2002). In ein SDS-Gel wurden 0,33 g geloste
Gelatine je 1 mL Gel einpolymerisiert. Probenvorbereitung und Durchfiihrung der Elektro-

phorese erfolgte wie in 4.11 beschrieben.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele in einer Renaturierungslésung (2,5 % Triton X-100)
gewaschen, danach in Phosphatpuffer (0,1 M, pHO6) fir 1 bis 24 Stunden inkubiert und
schliefSlich mit CBB (4.11.1) gefirbt. Banden heben sich als farblose Bereiche vom Hintergrund
ab, da nur intakte Gelatine gefirbt wird. Dementsprechend werden durch diese Negativfirbung

ausschliefSlich gelatineabbauende Peptidasen visualisiert.

4.12 Isoelektrische Fokussierung

Die Trennung erfolgte mittels Gelen von Serva (Servalyt precotes 3-10 und 4-6) mit 2000 V,
6 mA und 12 W. Je 10 pl Probe wurden in Silikontaschen aufgetragen. Die Zuordnung der
isoelektrischen Punkte basierte auf einer Standardproteinmischung von Serva (pI 3,5-10,7). Zur

Identifizierung des Enzyms wurde das Gel in Streifen geschnitten und diese auf Aktivitit getestet

(siche Abschnitt 4.10.4).
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4.13 Entsorgungshinweise

Biologisches Material

Pilzkulturen und Nihrldsungen wurden vor der Entsorgung durch Autoklavieren (121 °C,
40 min, 2 bar) sterilisiert. Das sterilisierte Nihrmedium und feste Bestandteile wurden als

Laborabfall entsorgt.
Lésungsmittel und Chemikalien

Nicht wieder verwendbare Loésungsmittelreste wurden getrennt nach folgenden Gruppen

gesammelt:

- nichthalogenierte wassermischbare Losungsmittel

- nichthalogenierte nicht wassermischbare Losungsmittel
- halogenierte Losungsmittel

Trichloressigsdurehaltige und silberhaltige Abfille wurden getrennt gesammelt. Die gesammelten
Losungsmittel wurden ebenso wie andere Sonderabfille (schwermetallhaltig o. 4.) der Zentralen

Betriebseinheit Entsorgung der Leibniz Universitit Hannover zugefthrt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Um cine Basis fiir spitere Anwendungen im Bioreaktor zu schaffen, wurden grundlegende
Verfahren auf die Kultur von Basidiomyceten adaptiert und damit praktikablere Méglichkeiten
zur Bestimmung von Zellwachstum und Gelostsauerstoffkonzentration geschaffen. Dies
ermdglichte ein besseres Verstindnis der vergleichenden Kultur in einem Festbett- und einem
Riihrkessel-Bioreaktor. Hierbei wurde neben vier ausgewihlten Enzymproduzenten eine aroma-

bildende Art untersucht, die zuvor in einem screening selektiert wurde.

5.1 Grundlegende Versuche

Etablierte Standardverfahren zur Kultivierung von Mikroorganismen lassen sich aufgrund der
Morphologie von Basidiomyceten nur beschrinkt tibertragen (siche Abschnitt 2.2). Wihrend die
Kultur in Schiittelkolben weitestgehend ohne Prozessanalytik auskommt, sind Einsatz und
Vergleich von Bioreaktoren ohne Kenntnis grundlegender Parameter nicht zweckmiflig. Daher
wurde mit der Bestimmung des Glucoseabbaus eine alternative Methode zur Bestimmung der
Biomassebildung auf Basidiomyceten iibertragen. Diese Methode wurde auch fiir die
Untersuchung des Einflusses der Vorkultur auf die Reproduzierbarkeit von Kulturansitzen
verwendet. Da die Bestimmung des Glucoseabbaus in Schiittelkolben und Bioreaktoren ein
teilweise lineares Wachstum ergab, bestand die Maglichkeit einer Stoffwechsellimitierung. Um
eine Mangelversorgung mit Sauerstoff zu demonstrieren, wurde mit der optischen Sensor-
technologie ein neuartiges, widerstandsfihigeres Verfahren zur Bestimmung der Gelstsauerstoff-

konzentration auf die Kultur von Basidiomyceten {ibertragen.

5.1.1 Abschitzung der Biomasse einer Kultur

Die direkte Bestimmung der gebildeten Biomasse mittels optischer Dichte (OD), wie sie mit den
meisten Mikroorganismen Standard ist, kann mit pelletbildenden Organismen aufgrund der
inhomogenen Verteilung nicht durchgefithrt werden. Gleiches gilt fiir den Einsatz gingiger
Zihlverfahren. Die Bestimmung des Nass- oder Trockengewichts der Zellen ist nur mit
ausreichend groflem Probenvolumen und bei homogener Probennahme moglich. Letzteres wird
nicht nur durch das pelletose Wachstum, sondern vor allem durch den hiufigen Bewuchs von
ohnehin eng ausgelegten Probeentnahme-Armaturen in einigen Bioreaktoren erschwert. Die
Zellriickhaltung im Festbett-Bioreaktor schliefft nicht nur die direkte Biomassebestimmung,

sondern den Einsatz von online-Bestimmungsmethoden, wie Sonden zur Ermittlung des
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kapazitiven Widerstands, aus. Die Ermittlung der Wachstumskinetik erfordert jedoch die
Kenntnis der Biomassekonzentration. Bei Festphasen-Kulturen haben sich indirekte Methoden
wie die Bestimmung von Glucosamin, Ergosterol, RNA, DNA oder Protein bewihrt (Rodriguez-
Leon ez al. (2008)). Fiir das Quantifizieren von Zellkomponenten sind allerdings biomassehaltige
Proben erforderlich — diese konnen dem Festbett-Bioreaktor nicht wihrend des Betriebs

entnommen werden.

Da der Verbrauch von Nihrstoffen mit der Biomassebildung korreliert, kann die
Konzentrationsabnahme von Substrat als Kenngrofle fir die Biomassezunahme verwendet
werden. Glucose, die Hauptkohlenstoffquelle des SNL-Mediums, ist einfach enzymatisch
bestimmbar und besonders fiir zeitnahe ex situ-Uberwachung geeignet. Zahlreiche Arbeitsfelder
bedienen sich der Glucosebestimmung als prozessbegleitende Methode. Um sicherzustellen, dass
das Verfahren mit Basidiomyceten einsetzbar ist, wurde die Korrelation des Glucoseabbaus mit
der Biotrockenmasse untersucht. Die Experimente wurden in Schiittelkolben durchgefithrt. Zur
besseren Reproduzierbarkeit wurden innerhalb einer Versuchsreihe alle Kolben aus der gleichen
homogenisierten Vorkultur angeimpft. Fir jeden Messpunkt wurde mindestens eine eigene
Kultur verwendet. Wie in Abbildung 5-1 erkennbar ist, steigt die Biotrockenmasse bis Kulturtag
sechs an, um anschlieflend langsam abzunehmen. Letzteres kann als stationire Phase gedeutet
werden, bei der der Organismus von gespeicherten Nihrstoffen lebt. Maglich ist auch, dass
abgestorbene Zellen nicht vollstindig lysieren und daher bei der Biotrockenmassebestimmung
miterfasst werden. Mit Verbrauch der Glucose kénnen makroskopische Verinderungen wie ein
Zerfall der Pellets in der Kultur wahrgenommen werden. Erkennbar ist in Abbildung 5-1 auch,
dass eine Glucosekonzentration am siebten Kulturtag (0,6 g L) nicht fiir eine Biomassezunahme
ausreicht. Tag sechs (2,9g L' Glucose) konnte ebenfalls auflerhalb der exponentiellen
Wachstumsphase liegen. Diese Vermutung miisste jedoch durch mehr Messpunkte validiert
werden. Des Weiteren wird aus dem Versuchsverlauf deutlich, dass aus einer Vorkultur angesetzte
Kulturen einem einheitlichen Kulturverlauf folgen und untereinander vergleichbare Ergebnisse

hinsichtlich der betrachteten Parameter liefern.

Die Wachstumsrate sank ab dem zweiten Kulturtag von 0,05 h''auf 0,01 h™' ab. Damit ist sie mit

der Wachstumsgeschwindigkeit von humanen Melanoma-Zellen (0,03 h') vergleichbar

56



(Sonnleitner ez al. (2005)). Das Absinken
hindeuten (siche Abschnitt 5.1.3).

der Wachstumsrate konnte auf eine Limitierung
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Abbildung 5-1: Biotrockenmasse und Glucosekonzentration parallel gefithrter Schiittelkulturen

(F. velutipes in 50 mL SNL)

Die Entwicklung von Glucoseverbrauch und Biotrockenmasse (Abbildung 5-2) ergab bei allen

durchgefiihrten Versuchsreihen eine lineare

Korrelation. Diese wird durch die abnehmende

Wachstumsgeschwindigkeit bei niedriger Glucosekonzentration im Medium (Monod-Kinetik)

nicht wesentlich beeinflusst. Die Steigung der Graden entspricht dem Anteil an Glucose, der in

Biotrockenmasse umgewandelt wird (Ausbeutekoeffizient).
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Abbildung 5-2: Korrelation von Biotrockenmassezunahme und Glucoseverbrauch

(F. velutipes in 50 mL SNL)
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Die Korrelation zwischen Biomassebildung und Glucoseabbau wurde in drei unabhingigen
Versuchen bestitigt. Die Ausbeutekoeffizienten (Tabelle 5-1) der beiden ersten Versuche, 0,49
bzw. 0,48, sind vergleichbar. Die Biomasse des Inokulums, die methodenbedingt variiert (siche
Abschnitt 2.2.4 und 4.4.3), hat darauf erwartungsgemif$ keinen Einfluss. Literaturwerte fiir den
Ausbeutekoeftizient von Saccaromyces cerevisiae betragen unter aeroben Bedingungen 0,56 — 0,8
(Hass er al. (2011)). Der Ausbeutekoeffizient des dritten Versuchs fille mit 0,35 allerdings
deutlich geringer aus (Tabelle 5-1) — er liegt 29 % unter dem hochsten gemessenen Wert. Dieser
Versuch erfolgte zwar mit dem gleichen Stamm unter den gleichen Bedingungen, aber fast zwei
Jahre vor den anderen. Mégliche zellbasierte Griinde solcher Varianzen finden sich in Abschnitt
2.2.2. Denkbar ist auch ein Einfluss des Nihrmediums, da das verwendete Komplexmedium
Hefeextrakt enthilt. Chargenabhingige Qualititsunterschiede sowie ein Herstellerwechsel

konnen sich z. B. auf den Vitamingehalt auswirken und daher physiologische Folgen haben.

Eine Varianz des Ausbeutekoeffizienten bedeutet, dass bei unabhingigen Kulturen
unterschiedliche Biomasseausbeuten erreicht werden. Die Streuung der Biomasse in den Inokula
(Tabelle 5-1) kann eine unterschiedlich lange /zg-Phase oder uneinheitliche Ausgangs-
bedingungen fiir das exponentielle Wachstum zur Folge haben. All dies kann trotz einheitlichen

Kulturbedingungen die Produktausbeute beeinflussen.

Tabelle 5-1: Ausbeutckoeffizient und Biomasse des Inokulums bei drei unabhingigen Versuchen mit

F. velutipes in 50 mL SNL

Nr. Ausbeutekoeffizient fiir Biotrockenmasse des
Biotrockenmasse aus Glucose Inokulums
1 0,49 210 mg L
0,48 518 mg L
0,35 790 mg L

Da die Korrelation von Glucoseverbrauch und Biomassebildung ohnehin stamm-, medien- und
verfahrensspezifisch ist, konnen die gezeigten Daten nicht zur Berechnung der gebildeten
Biomasse in Bioreaktoren verwendet werden. So fiihrt beispielsweise der Einsatz verschiedener
Schiittlerradien zu unterschiedlichen Pelletgréflen und damit zu einer variierenden Morphologie
(Abbildung 5-3). Ungeachtet dieser Einfliisse kann der Glucoseverbrauch als Marker fiir den

Kulturverlauf verwendet werden. Da der Glucosegehalt der verwendeten Medien variiert und
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aufgrund der Restglucose des Inokulums auch bei gleicher Kulturweise geringfiigigen
Schwankungen unterliegt, wird die Glucosekonzentration im Folgenden in Prozent der

Startkonzentration angegeben.

Abbildung 5-3: Der Einsatz von unterschiedlichen Radien der Schiittler fithrt bei parallel gefiihrten

Kulturen von F. velutipes zu unterschiedlich grofen Pellets (Auslenkung links 50 mm, rechts 25 mm).
5.1.2 Animpfen der Kulturen
Das Inokulum bildet den Ausgangspunket fiir eine schnelle und reproduzierbare Zellkultur.
Basidiomycetenkulturen werden meist von einer Agarplatte angeimpft (siche Abschnitt 2.2.4).
Das Verfahren birgt Schwierigkeiten fiir die quantitative Reproduzierbarkeit von Ergebnissen,
denen mit sorgfiltiger Vereinheitlichung aller Arbeitsschritte  begegnet wird.  Diese
Vorsichtsmafinahme reicht allerdings nicht immer aus: Abbildung 5-4 zeigt zwei von derselben
Agarplatte parallel angesetzte Vorkulturen mit unterschiedlicher Zelldichte. Diese ist bereits
makroskopisch erkennbar. Es liegt daher auf der Hand, als Grundlage fiir vergleichbare
Experimente zunichst den Einfluss der Vorkultur zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde das

Wachstum unterschiedlich angeimpfter Kulturen verfolgt.

Als Marker fir das Zellwachstum eignet sich die Abnahme der Glucosekonzentration, wie in
Abschnitt 5.1.1 gezeigt wurde. Diese wurde fiir die folgenden Versuche anstelle einer
Biomassebestimmung verwendet. Der Einsatz ciner doppelten Menge an Inokulum hat
erwartungsgemifl einen schnelleren Abbau der Glucose zur Folge. Wihrend der linearen
Wachstumsphase ist der durchschnittliche Glucoseverbrauch der doppelt inokulierten Kultur mit

3,9 g etwa 19 % hoher als der der nach herkommlicher Methodik angeimpften Kultur (3,3 g). Da
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am ersten Kulturtag die Glucosekonzentration der doppelt inokulierten Kultur bereits gesunken
ist, die der Vergleichskultur jedoch nicht, konnte die hohere Zelldichte zusitzlich zu einer

verkiirzten /ag-Phase gefiithre haben.

Abbildung 5-4: Unterschiedliche Biomassebildung in zwei identisch angesetzten Vorkulturen
(F. velutipes in 250 mL SNL nach 5 Kulturtagen)

Die Glucose wurde in der doppelt inokulierten Kultur nach zehn Kulturtagen verbraucht, in der
Vergleichskultur nach 14 Tagen (Abbildung 5-5). Damit hat die eingesetzte Menge an Inokulum
bezichungsweise die Zahl der darin enthaltenen vitalen Zellen einen erheblichen Einfluss auf die
Kulturdauer. Die gewihlten Bedingungen dieses Vergleiches mogen extrem wirken. Zieht man
jedoch in Betracht, dass eine Vorkultur, sofern sie, wie es standardmiflig durchgefiihrt wird,
ausschlieflich nach Kulturdauer gefithrt wird, extremen Schwankungen unterliegt (vgl.
Abbildung 5-4), so ist der Vergleich durchaus realistisch. Das subjektive Einschitzen der Dichte
einer Vorkultur, wie es manchmal praktiziert wird, kann die Auswirkung der variierenden

Wachstumsgeschwindigkeit in Vorkulturen vermindern, nicht aber nivellieren.

Da die Bestimmung der OD keine Aussagekraft hat und die Biotrockenmassebestimmung
diversere Nachteile aufweist (siche Abschnitt 2.2.4), besteht Bedarf an einer alternativen
Methode, mit der die Biomassebildung bezichungsweise der Biomassegehalt und das
Kulturstadium von Vorkulturen detektierbar sind. Als solche kommt analog zur Hauptkultur die
Bestimmung des Glucoseabbaus in Vorkulturen in Frage. Davon ausgehend, dass die Biomasse
des Inokulums vernachlissigt werden kann, ist eine Korrelation zwischen der gebildeten Biomasse
in der Vorkultur und dem Glucoseverbrauch anzunehmen (vergleiche Abschnitt 5.1.1). Beim
Animpfen von Hauptkulturen aus Vorkulturen, die eine definierte Menge der Kohlenstoffquelle

verbraucht haben, kénnte daher eine annihernd reproduzierbare Zellmasse tiberfiihrt werden.
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Auflerdem wiirde ein solches Verfahren sicherstellen, dass vor Erreichen der stationiren Phase

inokuliert wird. Dies ist mit der bisherigen Methodik nicht gewihrleistet.
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Abbildung 5-5: Vergleich des Glucosegehalts parallel gefiihrter F. velutipes Kulturen in 100 mL SNL mit

unterschiedlicher Menge an Vorkultur

Um diesen Ansatz auf seine Zweckmifligkeit zu testen, wurden zwei Vorkulturen angesetzt. Fiir
eine wurde eine frische Kulturplatte verwendet (N), fiir die andere eine iltere (A). Auf diese
Weise entstand unterschiedliches Wachstum in beiden Vorkulturen. Aus beiden Vorkulturen
wurden je zwei Hauptkulturen angeimpft: eine gemif§ der herkommlichen Methode nach sieben
Vorkulturtagen und eine, nachdem %5 der Glucose abgebaut war. Der Glucoseabbau dieser vier
Kulturen ist in Abbildung 5-6 dargestellt. Die am siebten Vorkulturtag angeimpfte Kultur auf
Basis der frischen Kulturplatte (N-7) verbrauchte die Glucose deutlich schneller als die ebenfalls
an Tag sieben angeimpfte Kultur auf Basis der dlteren Kulturplatte (A-7). Die unterschiedliche
Wachstumsgeschwindigkeit war visuell erkennbar. Die beiden Kulturen, fir deren
Inokulationszeitpunkt die  Glucosekonzentration als Richtwert diente, zeigten einen
vergleichbaren Glucoseabbau (N-9 und A-13). Die Methode konnte somit dazu geeignet sein, die

Variation von unabhingigen Kulturen zu verringern.

Morphologische und physiologische Varianzen sowie der Einfluss des Homogenisierens werden
mit diesem Verfahren vernachlissigt. Beides konnte die Pelletgrofle und damit Wachstum und

Produktbildung beeinflussen (siche Abschnitt 2.2.4) und daher die vergleichsweise geringe
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Abweichung des Glucoseabbaus von N-9 und A-13 begriinden (Abbildung 5-6). Die

Leistungsfihigkeit der Methode durch diese Vereinfachung begrenzt. Erginzend kann die

Morphologie durch automatische Bildanalyse untersucht werden (Riihl ez 2/ (2009)). Da eine

minutidése Kulturplanung jedoch einfacher realisierbar ist, kdnnte diese intensiviert und mit dem

vorgeschlagenen Verfahren verglichen bzw. kombiniert werden. Der Nutzen des beschriebenen

Verfahrens miisste in grofSer angelegten Versuchen belegt werden. Sollte sich die Methode dabei

bewihren, so wiirde sie einen Beitrag zum Erzielen von reproduzierbareren Ergebnissen mit

bisher schwer handhabbaren Organismen leisten.
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Abbildung 5-6: Glucoseverbrauch von zu unterschiedlichen Zeitpunkten angeimpften F. velutipes

Kulturen in 100 mL SNL. N: Vorkultur aus frischer Kulturplatte, A: Vorkultur aus dlterer Kulturplatte,

Zahl: Alter der Vorkultur in Tagen.

5.1.3 Sauerstoffversorgung der Kulturen

Der Einfluss der Sauerstoffversorgung auf Basidiomycetenkulturen
wurde bisher vernachlissigt (Fazenda et al. (2010)). Dies liegt zum
einen an der schwer realisierbaren Bestimmung. Myzel kann sich an die
Sonde heften (Abbildung 5-7) und dadurch Messwerte verfélschen.
Zum anderen wurde angenommen, dass das verhiltnismif3ig langsame
Wachstum  dieser ~ Organismen  eine  geringe  zelluldre

Sauerstoffaufnahme zur Folge hat. Sauerstoff ist in wissriger Losung

schlecht l6slich: bei 24 °C wird in Wasser die Sittigung mit 8,3 mg L™

Abbildung 5-7: Mit
Myzel bewachsene
Sauerstoffelektrode



O, erreicht (nach Weiss (1970)). Dieser Wert wird durch geldste Medienbestandteile verringert.
Eine aktive Kultur verbraucht diese Menge binnen kurzer Zeit. Dieser Verbrauch muss durch
eine ausreichend effektive Begasung ausgeglichen werden. Bei Kultursystemen, die auf
scherkraftempfindliche Zellen angepasst  wurden, sind der  volumenbezogene
Stoffiibergangskoeffizient (kia-Wert) und die Sauerstofftransportrate (OTR) jedoch aus
verfahrenstechnischen Griinden niedrig. Dass die Beliftung der Kultur von adhirenten
Basidiomyceten iiber einen Ringbegaser anstelle der sonst iblichen Fritte erfolgen muss,
verringert den Sauerstoffeintrag zusitzlich. Auch eine hohe Viskositit fortgeschrittener Kulturen,
die auf einen hohen Anteil freier Hyphen sowie auf Exopolymere zuriickzuftihren ist, mindert
den Wirkungsgrad der Begasung. Dem relativ geringen Sauerstoffverbrauch einer
Basidiomycetenkultur steht demnach eine geringe OTR entgegen — eine Sauerstofflimitierung ist

somit nicht auszuschliefSen.

Der mogliche Bewuchs von Clark-Sauerstoffelektroden (Abbildung 5-7) ist vom verwendeten
Stamm und der Strémung des Mediums abhingig. Heften sich Zellen an die Membran, so
breiten sich diese langsam aus und senken dadurch den gemessenen Sauerstoffgehalt proportional
zur Membranbedeckung. Der gemessene Konzentrationsriickgang fiithrt bei automatisierter
Begasung zu einer Gegenregelung am Bioreaktor (Steigern der Begasungsrate und der Drehzahl),
die die Wachstumsbedingungen vorzeitig dndert und dem Myzel schaden kann. Da der Bewuchs

der Sonde durch das triibe Medium nicht sichtbar ist, wird der Ausfall der Sonde verspitet

deutlich.

Optische Sensortechnologie erlaubt die Bestimmung der Gelostsauerstoftkonzentration mittels
ciner planaren Sensorfolie, die auf die innere Oberfliche des Bioreaktors geklebt wird. Dadurch
wird das Anheften von Zellen beschrinkt. Das Messsignal wird durch die gliserne Reaktorwand
mittels Lichtleitern ausgelesen. Ein méglicher Bewuchs der Sensorfolie kann auf diese Weise
zeitnah erkannt werden. Im Vergleich mit einer herkdmmlichen Clark-Elektrode wird deutlich,
dass die Messwerte beider Sensoren wihrend der drei anfinglichen Kulturtage vergleichbar sind
(Abbildung 5-8). Die darauf folgende Abweichung ist cin Indiz fiir den beginnenden Bewuchs
der Clark-Elektrode. Der Messwert der Elektrode nahm mit zunehmendem Bewuchs ab,
wohingegen das optische System eine Sauerstoffkonzentration von fast 90 % ermittelte. Dieser

Vergleich wurde im Festbett-Bioreaktor durchgefithrt, da das zellfreie Medium gute
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Sichtbedingungen auf die Sonden erlaubt und die geringe Strémung das Anheften von Zellen an

Sonden begiinstigt.

100 ey
90 N\MW
80 : -

0, [%]

—OXY-4

30 Clark

Kulturtag [d]

Abbildung 5-8: Vergleich der Bestimmung des Sauerstoffgehaltes mit einer Clark-Elektrode und einem
optischen Sensor (Oxy-4, PreSens - Precision Sensing GmbH, Regensburg)
in einer Kultur von G. applanatum im Festbett-Bioreaktor

(SNL; Pumpgeschwindigkeit: 1 L min™'; Begasung: 0,5 vvm)

Im Festbett-Bioreaktor, bei dem Medium aus dem Konditionierungsgefif§ durch den Zelltriger
gepumpt wird (siche Abschnitt 2.3.3), hat ein Sauerstoffgehalt von fast 90% im
Konditionierungsbereich nicht zwangsliufig eine ausreichende Versorgung des Organismus zur
Folge. Hierfiir miisste der Sauerstoffgehalt des Mediums bestimmt werden, welches den Triger
durchstromt hat, denn nur bei hinreichender Flussrate besteht eine gute Sauerstoffversorgung. Da
cine direkte Bestimmung des Sauerstoffverbrauches in einem radial durchstrémten Festbett nicht
moglich ist, wurde in Vorversuchen mit Flammulina velutipes die Durchflussrate wihrend einer
Kultivierung erhoht. Bei einer Sauerstofflimitierung wire durch die bessere Versorgung ein
schnelleres Wachstum und damit ein schnellerer Glucoseabbau zu erwarten. Da der
Glucoseabbau durch eine erhéhte Pumpleistung allerdings nicht gesteigert wurde, bestand unter
den gewihlten Kulturbedingungen eine hinreichend gute Sauerstoffversorgung im Festbett. Diese
Methode trigt jedoch dem Sauerstoffbedarf mit zunchmender Zellzahl keine Rechnung. Auch

der Effeke eines hohen Anteils an diffusiver Versorgung bleibt unberiicksichtigt.
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Im Riihrkessel-Bioreaktor wurde die optische Sensortechnologie zur Sauerstoffmessung ebenfalls
erfolgreich eingesetzt. Im Gegensatz zu Clark-Sonden, die bei vorangegangenen Arbeiten
regelmiflig ausfielen, waren die Sensorfolien auch iiber lange Kulturzeitriume einsetzbar.
Versuche mit Flammulina velutipes, Ganoderma applanatum und Hirneola auricula-judae
(Abbildung 5-9) ergaben ein starkes Absinken des Sauerstoffgehalts nach dem Einsetzen der
Wachstumsphase. Die Erhohung der Begasungsrate (in Abbildung 5-9: an Tag vier und fiinf) lief§
den Sauerstoffgehalt nur kurzzeitig ansteigen. Auch eine Begasungsrate von 1 vvm reichte nicht
aus, um den Sauerstoffgehalt des Mediums zu erhohen. Demzufolge lag eine

Sauerstofflimitierung vor.
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Abbildung 5-9: Sauerstoffgehalt des Mediums im Riihrkessel-Bioreaktor (G. applanatum; SNL;

120 U min™'; Begasung: 0,1 vvm bis Tag vier; 0,5 vvm bis Tag fiinf; danach 1 vvm)

Der kia-Wert von 16 h' verdeutlicht den geringen Sauerstoffeintrag des verwendeten Rithrkessel-
Bioreaktors. Er liegt damit im Bereich von Bioreaktoren fiir Siugerzellkulturen
(kra-Wert: 2-20 h') und deutlich unter dem von Bioreaktoren fiir bakterielle Kulturen (kia-
Werte bis 1600 h™'; Marjanovic (2007)). Die Verwendung eines Ringbegasers und die niedrige
Drehzahl des Rihrwerks fithren zu groflen Gasblasen mit geringer Verweilzeit, der
Sauerstoffeintrag ist entsprechend gering. Da ecine Erhdhung der Begasungsrate zu sichtbar
grofleren Luftblasen fithrte, ist der Effekt dieser Maf$nahme gering. Eine hohe Begasungsrate bei

geringer Rithrerdrehzahl kann sogar einen Riickgang des Sauerstoffeintrags zur Folge haben
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(Doran (1995); Hass er al. (2011)). Bei der Produktion fliichtiger Produkte ist aufSerdem eine
niedrige Begasungsrate wiinschenswert. Eine Erhohung der Rithrerdrehzahl war aufgrund der
hoheren mechanischen Belastung der Zellen nicht moglich. Prinzipiell wiirden ein hoherer
Innendruck des Bioreaktors, eine effizientere Art der Durchmischung (Dispersion,
Riickvermischung), eine Beliiftung mit feinerer Blasenbildung oder die Zufuhr von O, zu einer
besseren Sauerstoffversorgung fithren. Der vorhandene Bioreaktor lief§ jedoch keine dieser

MafSnahmen zu.

Untersuchungen von Henzler ez al (1991) ergaben fir Schiittelkolben ohne Schikane in
Abhingigkeit von Fiillvolumen und Schiittelgeschwindigkeit einen kia-Wert von mindestens
50 h' (Auslenkung des Schiittlers: 5 cm) bzw. 35 h'' (Auslenkung: 2,5 cm). Das Verhaltnis des
Fillvolumens zum Kolbenvolumen betrug dabei nicht mehr als 0,4; bei der vorliegenden Arbeit
jedoch 0,5. Bedenkt man auflerdem, dass die hohe Viskositit vieler Basidiomycetenkulturen die
Durchmischung verschlechtert und damit den Sauerstoffeintrag verringert, so scheint eine

Sauerstofflimitierung auch in Schiittelkulturen mit Basidiomyceten moglich.

Drei unabhingig durchgefithrte Kultivierungen von F. velutipes in Schiittelkultur mit optischer
Sensortechnologie ergaben ein Absinken des Sauerstoffgehalts nach drei Kulturtagen auf 8-10 %
(Abbildung 5-10). Diese Konzentration blieb iiber einige Tage stationidr bezichungsweise stieg
leicht an. Da in dieser Zeit die Glucose linear abgebaut wurde und Wachstum makroskopisch
erkennbar war, ist fir diese Phase lineares Wachstum anzunehmen. Weil keine
Sauerstofflimitierung vorlag, konnte eine weitere Limitierung durch einen anderen Nihrstoff wie
beispielsweise Thiamin (siche Abschnitt 2.2.3) bestanden haben. Zeitgleich mit dem Verbrauch
der Glucose im Medium stieg die O,-Konzentration an Kulturtag acht stark an. Fiir eine
regelmiflige Probenahme, die der Glucosebestimmung diente, wurde die Kultivierung kurzzeitig
unterbrochen. Dies wirkte sich auf die Gelostsauerstoftkonzentration durch temporire

Schwankungen aus, wie in Abbildung 5-10 ersichdlich ist.

Eine Sauerstoffkonzentration von 10 % im Medium limitiert das Wachstum normalerweise nicht.
Da andere Basidiomyceten schneller als F. velutipes wachsen und moglicherweise keiner
anderweitigen Limitierung unterliegen, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in

Schiittelkulturen eine Sauerstofflimitierung auftritt. Diese wiirde die Leistungsfihigkeit der
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Schiittelkultur und die Maf3stabsiibertragung auf Bioreaktoren beeintrichtigen. Auch bei einer
Medienoptimierung sollte dieser Aspekt beriicksichtigt  werden. Durch Variation des
Fillvolumens der Kulturkolben konnte der Einfluss der Beliiftung im Einzelfall untersucht
werden. Ein besserer Sauerstoffeintrag wire auflerdem durch die Wahl eines Kolbens mit weitem
Hals und gut gasdurchlissiger Stopfen sowie durch Steigerung von Drehzahl und Auslenkung des
Schiittlers erreichbar. Schikanekolben bieten zwar einen wesentlich besseren Sauerstoffeintrag,
schidigen durch die erhohte Scherbelastung jedoch die Hyphen. Mboglicherweise stellen
hochfrequente Formen des Energiceintrags, wie sie z. B. der Resonance Accoustic Mixer (Applikon
Biotechnology B. V., Schiedam, Niederlande) bietet, eine Alternative zu herkdmmlichen
Orbitalschiittlern dar. Der Hersteller beschreibt vor allem in viskosen Medien einen erhéhten

Sauerstoffeintrag, auf den Scherkrafteintrag geht er jedoch nicht ein.
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Abbildung 5-10: Gelostsauerstoff und Glucosekonzentration im Medium einer Schiittelkultur mit

F. velutipes in 250 mL SNL

Die Wahl einer zweckdienlichen Sauerstoffversorgung hingt nicht nur von Stamm und Produkt
ab, sondern auch vom Kultursystem. Autoren, die mit Basidiomyceten in Bioreaktoren arbeiten,
gehen unterschiedlich mit der offenbar problematischen Sauerstoffversorgung um. Einige
arbeiten ohne Sauerstoffsonde oder nehmen einen Sauerstoffgehalt nahe 0% in Kauf (z. B. Cui ez
al. (2006)). Andere halten eine untere Grenze von z. B. 10 % ecin (Papaspyridi ez al. (2011)).
Anhand von Kulturen mit Ganoderma lucidum konnte gezeigt werden, dass ein geregelter

Sauerstoffeintrag zu einer doppelten Biomasseausbeute fithrte (Fazenda er al (2010)). Eine
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ungeregelte Begasung und damit eine lingere Phase der Sauerstofflimitierung fithrten hingegen zu
ciner zweifach erhéhten Exopolymerproduktion. Einen vergleichbaren Zusammenhang zeigten
Rau et al. (1992) mit Schizophyllum commune und Sclerotium glucanicum. Exopolymer kann ein
begehrtes Produkt darstellen, aber auch das downstream processing anderer Produkte stéren.
Fazenda et al. (2010) dokumentierten zudem einen Einfluss des Sauerstoffeintrags auf die die
Zellmorphologie und damit auf die rheologischen Eigenschaften der Kulturbrithe. Neben
verfahrenstechnischen Ansitzen kann eine Fiitterungsstrategie fir die Regelung des

Sauerstoffgehaltes im Medium geeignet sein (Bodizs ez a/. (2007)).

Mafinahmen zur Optimierung des Sauerstoffeintrags eines Kultursystems beeinflussen auch
dessen COs-Konzentration. Der COr-Austrag kann daher neben dem O,-Eintrag die
Produktivitit und eine Maf3stabsvergrofierung beeinflussen. CO, reguliert die Expression
verschiedener Gene in Pilzen (Stretton er al. (1998)). Eine geringfigice Erh6hung des CO»-
Gehaltes in Kulturhiusern kann das vegetative Wachstum einiger Pilzarten steigern und
beeinflusst die Fruchtkorperbildung (Miles e al. (1997)). CO, stimuliert das Wachstum von
Gigaspora margarita (Becard et al. (1989)). Die Substanz beeinflusst den Abbau von
Lignocellulose durch Phanerochaete chrysosporium (Puniya et al. (1994)) und Pleurotus sajor-caju

(Zadrazil et al. (1994)).

5.2 Vergleichende Kultivierung ausgewihlter Enzym-Produzenten mittels
Riihrkessel- und Festbett-Bioreaktor

Als Alternative zu konventionellen Riihrkessel-Bioreaktoren, die fiir die Kultur scherkraft-
empfindlicher Basidiomyceten nur begrenzt geeignet sind, wurde ein Festbett-Bioreaktor (siche
Abschnitt 2.3.3) getestet. Fiir einen Vergleich wurden ein 5 L Festbett-Bioreaktor und ein auf
scherkraftminimiertes Arbeiten angepasster 5 L Riihrkessel-Bioreaktor parallel angesetzt. Die
Verwendung einer Vorkultur fiir beide Bioreaktoren stellte sicher, dass unterschiedliche
Ergebnisse nicht auf die Vorkultur zuriickzufithren sind (siche Abschnitt 5.1.1). Fiir den
Vergleich wurden mehrere Enzymproduzenten ausgewihlt, die teils in fritheren Arbeiten

aufgrund ihrer scherkraftsensitiven Physiologie auffielen.
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5.2.1 Produktion von Peptidasen mit Flammulina velutipes

5.2.1.1 Vergleichende Kultivierung in Riibrkessel- und Festbett-Bioreaktor

Als Modellorganismus fiir den Vergleich der Bioreaktoren wurde zunichst der Speisepilz
F. velutipes (Samtfuflriibling, Enokitake) ausgewihlt. Dieser Organismus zeigte bei fritheren
Arbeiten auf festen Substraten, wie z. B. Gluten, eine hohe Peptidaseaktivitit (Grimrath ez al.
(2011)). Bei diesen Versuchen wurden in der Festphasenkultur deutlich héhere Aktivititen
erreicht als in supplementierten Schiittelkulturen. Daher kénnte der Festbett-Bioreaktor, bei dem
der Organismus gebunden auf einem Triger wichst, eine grofivolumige Alternative zur

Enzymproduktion bieten.

Weil Gluten Versuche in Bioreaktoren sowie das downstream processing erschwert, wurde in
Vorversuchen ein alternativer Enzyminduktor gesucht. Da die Kultur auf Hanffasern ebenfalls zu
hohen Peptidaseaktivititen fithrte (Grimrath er 4/ (2011)), wurde wissriger Hanfextrake als
zweckdienliche Alternative gewihlt. Dieser wurde daher als Grundlage fiir das SNL-Medium der

Bioreaktorversuche eingesetzt.

Die Peptidaseaktivitit wurde mit dem Azocasein-Assay bestimmt. Diese Methode erméglicht die
gleichzeitige Detektion aller Enzyme, welche Azocasein abbauen konnen. Peptidasen, die dieses

Substrat nicht hydrolysieren, wurden nicht erfasst.
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Abbildung 5-11: Peptidaseaktivitit in Rithrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB) mit F. velutipes. Die
Kultur erfolgte unter Standardbedingungen in Hanf-SNL.
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Bei allen Versuchen wurde im Riihrkessel-Bioreaktor schneller das Aktivititsmaximum erreicht
(Tabelle 5-2). Ungefihr zwei Tage nach dem Maximum lief§ die Peptidaseaktivitit nach
(Abbildung 5-11). Dass der Zeitpunkt des Aktivititsriickgangs im Rithrkessel mit dem Zeitpunkt
des Verbrauchs der Glucose ungefihr zusammenfiel (Tabelle 5-3), spricht fir ecinen

Zusammenhang von Wachstum (Tropophase) und Enzymbildung.

Im Gegensatz dazu stieg die Peptidaseaktivitit im Festbett-Bioreaktor langsamer und erreichte im
untersuchten Zeitraum kein Maximum, lag aber immer unter der Aktivitit im Rithrkessel. Im
Festbett-Bioreaktor nahm die azocaseinabbauende Aktivitit auch nach dem Abbau der Glucose
weiter zu bzw. blieb konstant — ein Aktivitdtsriickgang blieb aus. Es wire daher moglich, dass die
Zelllyse, die im Rithrkessel nach dem Glucoseverbrauch gut sichtbar einsetzte, mit der Abnahme
der Enzymaktivitit zusammenhing. Méglicherweise trug das Rithrwerk zu einer Zerstérung von
Zellen bei, wodurch diese nicht mehr produzierten oder proteolytische Enzyme freisetzten. Diese
intrazelluldren Peptidasen konnten zu einer beschleunigten Degradation des Produktes beitragen.
Im Festbett-Bioreaktor waren hingegen weder Lyse noch Aktivititsabnahme erkennbar. Diese
Tatsache unterstreicht die scherkraftarmen Bedingungen im Festbett und physiologische

Unterschiede, die aus den beiden Kultursystemen resultieren.

Tabelle 5-2: Maximale Peptidaseaktivititen (Max. Akt.) der Bioreaktorvergleiche mit F. velutipes sowie

der Tag der maximalen Aktivitit und das Verhiltnis der Aktivititen in beiden Systemen zueinander

Verhiltnis der max.
Riihrkessel-Bioreaktor Festbett-Bioreaktor Aktivitit im Festbett zu der
im Riihrkessel
Max. Akt. | Kulturzeit | Max. Akt. Kulturzeit (%]
[aU mL"] [d] [aU mL"] [d] ?
(am Ende der
1. Vergleich 7085 6 4000 56,5
Kultur)
5, danach
2. Vergleich 9240 4 5796 62,7
konstant
(am Ende der
3. Vergleich 4670 5 2492 53,4
Kultur)

Die Varianz der Maximalwerte (Tabelle 5-2) der einzelnen Vergleiche zueinander kdnnte an

unterschiedlichen Chargen der Hanffasern liegen, deren Extrakte zur Enzyminduktion eingesetzt
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wurden. Als Naturprodukt unterliegen diese starken Schwankungen. Auch Vorkultur und
Animpfen konnten cine Rolle spielen (siche Abschnitte 2.2.3 und 5.1.2). Ungeachtet dieser
Schwankungen war das Verhiltnis zwischen der Enzymaktivitit in beiden Kultursystemen bei
allen Versuchen ihnlich (Tabelle 5-2). Die maximalen Aktivititen waren im Riihrkessel-
Bioreaktor deutlich hoher als im Festbett-Bioreaktor. Dies kédnnte mit dem Wachstumsverhalten
in den unterschiedlichen Bioreaktortypen zusammenhingen. Die Hauptkohlenstoffquelle
Glucose war im Riihrkessel-Bioreaktor bei allen Versuchen nach sieben Tagen aufgebraucht
(Tabelle 5-3). Da der Ausbeutekoeftizienten (Glucose/ Biomasse) variieren kann (siche Abschnitt
5.1.1), konnte die unterschiedlichen Produktausbeute mit unterschiedlichen Zelldichten

begriindet werden.

Tabelle 5-3: Tag des vollstindigen Glucoseverbrauchs

Festbett- Riihrkessel-

Bioreaktor [d] | Bioreaktor
1. Vergleich 10 7
2. Vergleich 9 7
3. Vergleich 9 7

Im Riihrkessel-Bioreaktor wurde im Vergleich zum Festbett-Bioreaktor in allen Versuchen die
Glucose zwei bis drei Tage frither verstoffwechselt. Da der Glucoseabbau mit der
Biomassebildung korrelierte (siche Abschnitt 5.1.1), ist dies ein Indiz dafiir, dass Biomasse im
Festbett-Bioreaktor langsamer generiert wurde. Dies kdnnte auch mit einer lingeren /zg-Phase
zusammenhingen, zumal der Glucoseabbau im Festbett-Bioreaktor spiter einsetzte (Abbildung
5-12). Da die Bioreaktoren aus Schiittelkulturen angeimpft wurden, konnte die Adaption des

Organismus auf die Bedingungen im Festbett linger dauern als im Riihrkessel-Bioreaktor.
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Abbildung 5-12: Glucoseabbau in Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB)
beim 3. Bioreaktorvergleich mit F. velutipes. Die Kultur erfolgte unter

Standardbedingungen in Hanf-SNL.

Die geringere Steigung wihrend des linearen Glucoseabbaus im Festbett-Bioreaktor ist ein Indiz
fiir geringere Stoffwechselaktivitit und langsameres Wachstum. Da eine Anderung der
Flussgeschwindigkeit des Mediums im Festbett nicht zu einem schnelleren Glucoseabbau fiihrte
(siche Abschnitt 5.1.3), kann angenommen werden, dass das langsamere Wachstum nicht durch
diesen Betriebsparameter zu begriinden ist. Moglicherweise fiihrt das rdumlich begrenzte
Wachstum oder ein hoherer Anteil diffusiv versorgter Zellen zu diesem Ergebnis. Andere
Detektionsmethoden stehen in einem radial durchstréomten Festbett-Bioreaktor nicht zur
Verfiigung (siche Abschnitt 2.3.3). Der lineare Glucoseabbau in beiden Kultursystemen spricht
fir eine Limitierung des Wachstums, die durch Sauerstoff- oder Vitaminmangel begriindet sein
konnte. Der Sauerstoffeintrag im Rithrkessel-Bioreaktor ist fir die Kultivierung von
Basidiomyceten nicht immer ausreichend, kann jedoch aufgrund der Scherkraftsensitivitdt unter

den gegebenen Bedingungen nicht verbessert werden (siche Abschnitt 5.1.3).
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Abbildung 5-13: Gelatinezymographie von F. velutipes-Uberstinden. Peptidasen sind als weifle Banden
sichtbar. 1: Marker; 2: Festbett-Bioreaktor, Tag 5; 3: Festbett-Bioreaktor, Tag 12 (maximale Aktivitit); 3:

Riihrkessel-Bioreaktor, verdiinnt 1:2, Tag 5 (maximale Aktivitit)

Da F. velutipes mehrere Peptidasen bildet (Shin ez al. (1998); Park er al. (2007); Grimrath ez al.
(2011)), die zur azocascinabbauenden Aktivitit beitragen koénnten, wurde mittels
Gelatinezymographie untersucht, ob in beiden Kultursystemen die gleichen Peptidasen
exprimiert wurden. Der Vergleich von Proben der Tage mit maximaler Enzymaktivitit ergab
dieselbe Anzahl an Enzymbanden (Abbildung 5-13). Auch die Intensitit der Banden einzelner
Enzyme war zwischen beiden Kultursystemen vergleichbar. Demnach wurde das

Expressionsmuster der Peptidasen nicht durch die verwendeten Bioreaktoren beeinflusst.

Die maximale Peptidaseaktivitit von 9.240 aU mL" wurde im Riihrkessel-Bioreaktor erreicht
und war im Vergleich zur Akdvitit einer Festphasen-Kultur auf Gluten von iiber
160.000 aU mL" gering (Grimrath e /. (2011)). Die Festphasen-Kultur ist jedoch langwierig
und ergibt nur wenige mL Produkt pro Ansatz, die aufgrund der Verunreinigung mit
Glutenhydrolysat nur mit groflem Verlust aufzureinigen sind. Wegen des hohen Ansatzvolumens
stellt die Produktion im Riihrkessel-Bioreaktor eine Alternative dar, um fiir Anwendungen im

Labormaf3stab ausreichende Peptidasemengen zu produzieren.

5.2.1.2 Ansiitze zur Ausbeuteerhohung
Um die Ausbeute der Riithrkesselkultivierung zu steigern, wurde nach wirkungsvolleren
Induktoren gesucht, die das downstream processing nicht erschweren. Getestet wurden in erster

Linie Proteinquellen, da Gluten bisher am effizientesten war. Als Vergleich dienten
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unterschiedliche Konzentrationen an Gluten sowie Hanfextrakt. Gelatine, Pepton, Casein-
hydrolysat, BSA, gemahlene Hanffasern und Holzextrake fithrten nicht zu ausreichend hoher
azocaseinabbauender Aktivitdit. Milchpulver und eine erhohte Konzentration des Medien-
bestandteils Hefeextrakt hingegen steigerten die Peptidasebildung im Vergleich zu Hanfextrake
und Gluten erheblich. Eine mogliche Expression unterschiedlicher Peptidasemuster konnte

mittels Gelatine-Zymographie fiir keinen der Zusitze nachgewiesen werden.

Da Hefeextrakt ohnehin Bestandteil des SNL-Mediums ist (3 g L") und folglich keine Bedenken
hinsichtlich des downstream processings bestanden, wurde dieses fiir weitere Untersuchungen
ausgewihlt. In diesem Zusammenhang wurden zusitzlich weitere Bestandteile des SNL-Mediums
auf cine mogliche akrtivitdtssteigernde Wirkung getestet. Asparagin zeigte keine Wirkung,
hingegen erhdhte eine Dosierung der Spurenelementlosung die Peptidaseaktivitit. Daher wurde
die Spurenelementlésung in weitere Versuche mit einbezogen. Abbildung 5-14 zeigt, dass die
Aktivitdtssteigerung durch eine vermehrte Zugabe von Hefeextrake hoher ist als durch eine
erhohte Spurenelementkonzentration. Zusammen eingesetzt fithren beide Additive zu einer
weiteren Aktivitdtssteigerung, die durch eine Konzentrationserhthung maximiert werden kann.
Zwischen der Zugabe der vierfachen Menge zum SNL und einer neunfachen Zugabe war
allerdings nur noch ein minimaler Unterschied erkennbar (nicht abgebildet). Das eingesetzte
Hefeextrakt von Merck war wirksamer als das von Invitrogen. Da Hefeextrakt ein komplexer
Medienbestandteil ist und Herstellerangaben sehr weit gefasst sind, sind neben

herstellerspezifischen Unterschieden auch chargenabhingige Schwankungen zu erwarten.

Weil die azocaseinabbauende Aktivitit durch eine vermehrte Gabe von Hefeextrake
konzentrationsabhingig gesteigert werden konnte, kdnnte es sich anstelle einer Induktion der
Enzymbildung um eine Wachstumssteigerung des Organismus handeln. Eine hohere
Wachstumsrate hitte eine vermehrte Zellzahl zur Folge, die in der Tropophase zu einer erhéhten
Produktion primirer Metabolite fithren wiirde. Dass mit den Daten eines Rithrkesselversuchs ein
Model erstellt werden konnte, welches unter Berticksichtigung einer Sauerstofflimitierung einen
Zusammenhang zwischen Wachstumsphase und Produktbildung nahelegte (nicht abgebildet),
stittzt diese Annahme. Die Untersuchung kénnte mittels weiteren Experimenten im Bioreaktor,

die auf die Erstellung eines Modells ausgelegt sind, vertieft werden.
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Abbildung 5-14: Vergleich der azocaseinabbauenden Aktivitit von F. velutipes in SNL mit verschiedenen
Zusitzen. Zugesetzt wurde die zwei- oder vierfache Menge an Hefeextrakt (HE) oder

Spurenelementésung (SE) der urspriinglichen Konzentration von SNL.

Eine Steigerung des Zellwachstums durch Hefeextrakt konnte beispielsweise durch den Gehalt an
Vitaminen im Medienbestandteil erklirt werden. So wurde das urspriingliche SNL-Medium
nicht mit Hefeextrakt, sondern dem hitzelabilen Vitamin Thiamin (2 mg L") hergestellt
(Sprecher (1959)). Thiamin limitiert das Wachstum vieler Basidiomyceten (siche S. 9) und ist
Bestandteil von optimierten Medien fiir F. velutipes (Song et al. (1995); Du et al. (1997)). Der
Einsatz von Hefeextrakt mit unbekannter Vitaminkonzentration sowie das Autoklavieren des
vollstindigen Mediums (inkl. Glucose) haben moglicherweise eine Vitaminlimitierung von F.
velutipes: zur  Folge. Die DPeptidaseproduktion konnte daher durch eine weitere
Medienoptimierung, nach Méglichkeit mittels statistischer Versuchsplanung, gesteigert werden.

Auch bereits verdffentlichte, auf Wachstum optimierte Medien kénnten getestet werden.

Auf Basis des mit Hefeextrake versetzten SNL-Mediums wurden weitere Bioreaktorversuche
durchgefiihrt. Hierbei wurde getestet, ob durch die Ernte von 90 % einer Kultur und dem
Einsatz der verbliecbenen 10% im Bioreaktor als Vorkultur fiir die Folgekultur eine
Effizienzsteigerung erreichbar ist. Neben der Zeitersparnis, die aus dem dauerhaften Betrieb des
Kultursystems resultiert, wire eine Anpassung des Organismus an die Kulturbedingungen
moglich. Die Enzymaktivitit wurde mit dem AAPF-Assay bestimmt und ist daher nicht mit den
bisherigen Angaben in dieser Arbeit vergleichbar, die mittels Azocasein-Assay bestimmt wurden.
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Bei dem Versuch wurde die Medienzusammensetzung aus praktischen Griinden geringfiigig
varifert (Petersen (2011)). Fiir die folgende Auslegung wird diese Modifikation als

vernachlissigbar betrachtet.
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Abbildung 5-15: Kultur von F. velutipes unter Standardbedingungen im Riihrkessel-Bioreaktor mit
modifiziertem SNL (siche S. 75). An Kulturtag 6 und 10 wurden 90 % des Mediums geerntet und der

Bioreaktor mit frischem Medium gefiillt.

Die Subtilisinpeptidaseaktivitit des ersten Kulturansatzes war an Tag vier mit 6,7 U L' maximal
(Abbildung 5-15). Die Ernte von 90 % und erneute Befiillung des Bioreaktors mit Medium an
den Kulturtagen sechs und zehn fithrte zwar zu einer erneuten Enzymproduktion. Die maximale
Aktivitit der zwei folgenden Ansitze betrug jedoch weniger als die Hilfte der ersten Kultur.
Somit hat die gewihlte Vorgehensweise einen Verlust an Produktivitit zur Folge, der durch den
Zeitgewinn nicht ausgeglichen werden kann. Maéglicherweise fithrte die Verwendung von Myzel

aus Bioreaktorkulturen zum Animpfen zu einer Adaption zu Ungunsten der Subtilisinpeptidasen.

5.2.2 Produktion eines f-Carotin-abbauenden Enzyms mit Pleurotus pulmonarius

Aufgrund ihrer f-Carotin-abbauenden Aktivitit werden einige Basidiomyceten erforscht. Die
oxidative Degradation von Carotinoiden kann neben der Entfirbung (Zorn ez a/. (2006)) auch
der Produktion wirtschaftlich relevanten Aromen wie den Ci3-Norisoprenoiden f-Damascenon
und f-Ionon dienen (Winterhalter e# /. (2002)). Der Lungenscitling (P. pulmonarius), ein

Verwandter des als Speisepilz beliebten Austernseitlings, fiel im Rahmen eines screenings aufgrund
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seiner Fihigkeit auf, f-Carotin ohne Zugabe von H,O, abzubauen (Karrasch (2009)). Da seine
p-Carotin-abbauende Aktivitit nicht mit seiner Laccase-Aktivitit korrelierte, konnte dieser Assay
nicht zur Aktivititsbestimmung eingesetzt werden. Ein einzelnes Produkt, welches sich fiir einen
Aktivitdtsassay eignen konnte, wurde nicht identifiziert. Auch fiir Peroxidasen des echten
Knoblauchschwindlings (Marasmius scorodonius) wurde beschrieben, dass sie ein breites
Produktspektrum bilden (Zelena ez /. (2009)). Sie stehen damit im Gegensatz zu hochselektiven,
pflanzlichen Peroxidasen. Da ecin quantitativer Nachweis des Edukts oder eines Produkts
problematisch ist, wird fiirr die Abschitzung der Enzymaktivitit bei hohem Probenaufkommen
gewohnlich ein semiquantitativer Assay eingesetzt. Dieser basiert auf einem Agarboden, der mit
P-Carotin-Emulsion versetzt wird. In diesen Agar werden Locher gestochen und diese mit Proben
gefiille (Abbildung 5-16). Eine Abschitzung des Ausmafles der Entfirbung nach 24 Stunden
ermdglicht eine vergleichende Einordnung von Aktivititen. Dieses Verfahren erméglicht nur
einen sehr groben Aktivitdtsvergleich. Auflerdem ist der pH-Wert, der sich auf die Enzymaktivitit
auswirkt, kaum kontrollierbar. Daher sollte fiir die vergleichende Bestimmung der f-Carotin-
abbauenden Aktivitit aus unterschiedlichen Kultursystemen eine alternative Methode entwickelt

werden.

Abbildung 5-16: Beispiel ciner f-Carotin-Agarplatte zur Bestimmung der

p-Carotin-abbauenden Aktivitit

Der zur quantitativen Bestimmung der f-Carotin-abbauenden Aktivitit etablierte Assay basiert
auf der Umsetzung einer f-Carotin-Emulsion als Substrat in Kiivetten (Scheibner ez /. (2008)).

Der Durchsatz dieses Verfahrens ist durch die lange Aufnahmezeit der Abbaukinetik und die
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Verwendung von Kiivetten begrenzt. Erschwerend kommen ein enger linearer Bereich und die
Verwendung der f-Carotin-Emulsion hinzu, deren Herstellung schlecht reproduzierbar ist. Da
fur die vorliegende Arbeit nur ein direkter Vergleich von Proben notwendig war, konnten diese

Einschrinkungen jedoch vernachlissigt werden.

Aus den oben genannten Griinden wurde zur Aktivitidtsbestimmung eine f-Carotin-Emulsion als
Substrat verwendet und der hierfiir etablierte Assay auf Mikrotiterplatten {ibertragen. Das
Verfahren ermdoglichte im Vergleich zur Methode in Kiivetten eine bessere Vergleichbarkeit
zwischen den Proben ecinzelner Kulturtage, sofern diese gleichzeitig analysiert wurden. Nachteil
dieses Assays ist die schlechte Reproduzierbarkeit durch die Streuung in der f-Carotin-Emulsion.
Auflerdem verhilt sich die Methode wie ihr Pendant in KiivettenmafSstab in weiten Bereichen
nichtlinear zur Enzymaktivitit. Diese Einschrinkung konnte durch Verdiinnung bis zum Erhalt
einer definierten Standardaktivitdit (innerhalb eines engen, linearen Bereiches) ausgeglichen
werden, war aber fir den im Rahmen dieser Arbeit erwiinschten direkten Vergleich nicht
erforderlich. Verglichen mit dem Assay auf f-Carotin-Agarplatten wurde ein wesentlich héherer
Probendurchsatz und eine bessere Vergleichbarkeit erzielt. Die Verwendung von geeigneten
Puffersystemen ermdglichte zudem die Bestimmung von Enzymaktivititen aus Proben, welche

bisher nicht detektierbar waren.

Die p-Carotin-abbauenden Aktivitit im Festbett-Bioreaktor lag bei zwei unabhingigen
Bioreaktor-Vergleichen deutlich unter der Enzymaktivitit im Rithrkessel (Abbildung 5-17, A und
B). Beide Versuche unterschieden sich beziiglich der maximal erreichten Enzymaktivitit und der
Aktivititsverliufe. So stieg in Versuch A die Aktivitit im Riihrkessel bis zum Kulturende,
wohingegen Versuch B zu Beginn ein Maximum erreichte. Die unterschiedlichen
Aktivitdtsverliufe der beiden Versuche konnten neben den genannten Einfliissen des Assays auch
durch die Varianz der Vorkultur begriindet werden (siche Abschnitt 2.2.4). Aktivitidts-

schwankungen zwischen den Kulturtagen wurden durch vergleichende Messungen bestitigt.
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Abbildung 5-17: f-Carotin-abbauende Aktivitit von P. pulmonarius in Rithrkessel- (RK)
und Festbett-Bioreaktor (FB) zweier unabhingiger Bioreaktorvergleiche. Die Kultur erfolgte unter

Standardbedingungen in SNL.

Der Glucoseabbau, der als Marker fiir die Biomassebildung dient (siche Abschnitt 5.1.1), verlief
in den verglichenen Kultursystemen unterschiedlich (Abbildung 5-18). Im Riihrkessel-Bioreaktor
nahm die Konzentration ab Kulturtag zwei linear ab und war an Tag zehn nahezu verbraucht.
Damit dhnelt der Kulturverlauf im Riihrkessel dem von F. velutipes, wenngleich die geringere
Abbaurate ein langsameres Wachstum von P. pulmonarius indiziert. Im Festbett-Bioreaktor war
dagegen erst ab Tag sechs eine Abnahme der Glucosekonzentration erkennbar. Die Abbaurate lag

mit max. 1,2 g d” deutlich unter der im Rithrkessel-Bioreaktor (max. 4,8 g d™).

Da der Abbau von Glucose im Festbett moglicherweise durch eine unzureichende
Medienversorgung vermindert wurde, konnte die vergleichsweise geringe Abbaurate an einer
falsch eingestellten Schlauchpumpe oder einem verstopften Festbett gelegen haben. Beides wurde
beim zweiten Ansatz ausgeschlossen. Trotzdem ist die Abnahme der Glucosekonzentration des
zweiten Bioreaktorvergleichs mit P. pulmonarius mit den dargestellten Ergebnissen vergleichbar.
Des Weiteren kdnnten durch unregelmifSigen Bewuchs des Trigermaterials im Festbett Kanile
entstanden sein, die die Stromung des Mediums um den Organismus herumfiihrten. Die Folge
wire eine Mangelversorgung weiter Bereiche des Festbetts gewesen. Da mit F. velutipes keine

vergleichbaren Beobachtungen gemacht wurden, kénnte eine Kanalbildung durch eine andere
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Morphologie des Myzels von P. pulmonarius begriindbar sein. Mit dem vorhandenen

Kultursystem ist die Verteilung bei der Besiedelung des Trigermaterials nicht messbar.
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Abbildung 5-18: Glucoseabbau in Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB) beim ersten

Bioreaktorvergleich mit P. pulmonarius. Die Kultur erfolgte unter Standardbedingungen in SNL.

Die Kulturbedingungen des Festbett-Bioreaktors waren fiir die Kultur von P. pulmonarius im
Vergleich zum Riihrkessel-Bioreaktor weniger gut geeignet. Um den Betrieb und das
Trigermaterial des Festbett-Bioreaktors auf den vorliegenden Organismus anzupassen, wiren
grundlegende Versuche in parallel gefiihrten Kultursystemen notwendig. Hierfiir wire der Einsatz
linearer Festbettsysteme empfehlenswert, da diese mehr analytische Méglichkeiten bieten und

miniaturisierbar sind.

Die geringe Glucoseaufnahme und das daraus gefolgerte langsamere Wachstum im Festbett-
Bioreaktor konnten die geringere Enzymaktivitit in diesem Kultursystem begriinden. Dariiber
hinaus war kein Zusammenhang zwischen dem Glucoseverbrauch und der Produktbildung

erkennbar.

5.2.3 p-Carotin-abbauende Aktivitit und Esterasen aus Ganoderma applanatum

Ganoderma applanatum (Flacher Lackporling) ist wie P. pulmonarius (vgl. Abschnitt 5.2.2)
aufgrund seiner Fihigkeit, f-Carotin ohne Zugabe von H,O, abzubauen, interessant. Analog zu
Arbeiten mit P. pulmonarius wurde daher die Produktion solcher Enzyme im Rithrkessel- und

Festbett-Bioreaktor untersucht.
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An den ersten zwolf Kulturtagen wurde im Riihrkessel-Bioreaktor eine héhere f-Carotin-
abbauende Aktivitit als im Festbett-Bioreaktor nachgewiesen (Abbildung 5-19). Ab Tag 13 stieg
die Enzymaktivitit des Festbett-Systems und tibertraf bis Tag 16 die des Rithrkessels. An Tag 20
wurde im Rithrkessel-Bioreaktor mit 12,7 aU die héchste Aktivitit gemessen. Ein Messfehler

wurde ausgeschlossen.
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Abbildung 5-19: S-Carotin-abbauende Aktivitit von G. applanatum in Riihrkessel- (RK)
und Festbett-Bioreaktor (FB). Die Kultur erfolgte unter Standardbedingungen in SNL.

Da die Glucose bereits am 17. Kulturtag nahezu verbraucht war (Abbildung 5-20), bestand
zwischen dem Abbau der Kohlenstoffquelle und dem Aktivititsmaximum im Riihrkessel-
Bioreaktor kein direkter Zusammenhang. Es kénnte sich jedoch um eine Folge des
Nihrstoffmangels gehandelt haben. In beiden Bioreaktoren fiel die Zunahme der S-Carotin-
abbauenden Aktivitit mit dem Beginn des linearen Glucoseabbaus — und damit dem Beginn der
Wachstumsphase — zusammen. Diese begann im Festbett acht Kulturtage spiter als im
Riihrkessel-Bioreaktor. Auch bei diesem Versuch wurde die Glucose im Riihrkessel-Bioreaktor
deutlich schneller abgebaut als im Festbett-Bioreaktor. Es kann daher auf bessere Wachstums-

bedingungen im Riihrkessel-Bioreaktor geschlossen werden.
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Abbildung 5-20: Glucoseabbau in Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB) beim

Bioreaktorvergleich mit G. applanatum. Die Kultur erfolgte unter Standardbedingungen in SNL.

Neben p-Carotin-abbauenden Enzymen bildet G. applanatum Carboxylesterasen, die durch
Hydrolyse zum Abbau von natiirlichen Substraten beitragen und Prikursoren fur die
Aromabiosynthese freisetzen kénnten. Fiir die Bestimmung der Esteraseaktivitit wurde die
Hydrolyse von Butansiure-p-nitrophenylester (PNPB) photometrisch aufgenommen. PNPB wird
von nahezu allen Esterasen und Lipasen hydrolysiert (Doolittle ez a/. (1998)). Wie aus Abbildung
5-21 ersichtlich wird, stieg die Esterase-Aktivitit im Riihrkessel ab Tag 14 und erreichte an Tag
17 mit 1,06 U L' ihr Maximum. An diesem Kulturtag war die Kohlenstoffquelle Glucose
aufgebraucht. Im Festbett-Bioreaktor wurde hingegen die eingetragene Aktivitit der Vorkultur
von 0,03 U L in 26 Kulturtagen nicht iiberschritten. Die héhere Aktivitdit im Rithrkessel-
Bioreaktor wire neben den unterschiedlichen Kulturbedingungen der Bioreaktor-Systeme
beispielsweise durch das Freisetzen intrazellulirer Enzyme erklirbar, welche durch das Rithrwerk

geférdert werden kénnte.
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Abbildung 5-21: Carboxylesterase-Aktivitit von G. applanatum in Rithrkessel- (RK,
linke y-Achse) und Festbett-Bioreaktor (FB, rechte y-Achse). Die Kultur erfolgte unter
Standardbedingungen in SNL.

5.2.4 Produktion einer dye decolorizing Peroxidase mit Hirneola auricula-judae

Das Judasohr (Hirneola auricula-judae), welches unter dem Namen Mu-Err in China als
Speisepilz geschitzt wird, ist fir biotechnologische Anwendungen wegen der Produktion einer
Laccase und einer dye decolorizing Peroxidase (DyP) interessant (Liers ez @/ (2010); Schmidt
(2012)). Vor allem die DyP konnte zum Entfirben sowie zum Quervernetzen phenolischer
Substrate eingesetzt werden. Da H. awricula-judae in Schiittelkultur = stressinduzierten
Morphologieinderungen durch Scherkraftbelastung zeigte, bot sich eine Kultivierung im
Festbett-Bioreaktor an. Zur Enzyminduktion wurde ein Ethanol- und Cu*-haltiges Medium

eingesetzt (Schmidt (2012)).

Vergleichbar mit Versuchen in Schiittelkultur (Schmidt (2012)) stieg die Peroxidaseaktivitit im
Rithrkessel-Bioreaktor zu Beginn schnell an und erreichte an Kulturtag drei das
Aktivitditsmaximum (Abbildung 5-22). Zu diesem Zeitpunkt war die Konzentration des
Induktors Ethanol auf ein Minimum gesunken (Abbildung 5-23) und blieb anschliefend
konstant (Abbildung 5-23). Méglicherweise reichte die Restkonzentration von 1,5 g L' Ethanol

nicht fiir eine weitere Induktion der Peroxidasebildung aus.
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Um cine mogliche Degradation der Peroxidasen durch eine Bildung von Peptidasen zu

demonstrieren, wurde eine Peptidase-Zymographie durchgefithrt. Es konnte jedoch keine

Verinderung des Peptidasemusters detektiert werden. Peptidasen sind daher nicht an der

Aktivititsabnahme nach dem vierten Kulturtag beteiligt.
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Abbildung 5-22: Laccase- und Peroxidase-Aktivitit von H. auricula-judae in Rithrkessel- (RK) und

Festbett-Bioreaktor (FB). Die Kultur erfolgte unter Standardbedingungen in Haj-Medium.

Im Festbett-Bioreaktor stieg die Peroxidaseaktivitit weniger, blieb aber iiber einen lingeren

Zeitraum erhalten und stieg auch nach Kulturtag vier langsam an, obwohl die

Ethanolkonzentration analog zum Riihrkessel-Bioreaktor zuriickging. Auch die Aktivitdt des

Nebenprodukts Laccase war bei allen Versuchen im Rithrkessel hoher als im Festbett-Bioreaktor.

Tabelle 5-4: Maximale Peroxidase-Aktivitit von H. auricula-judae in Riihrkessel- (RK) und Festbett-

Bioreaktor (FB)
Maximale Peroxidase-Aktivitit
(UL
RK FB
1. Vergleich 155 101
2. Vergleich 253 188
3. Vergleich 550 180
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Bei drei vergleichenden Versuchen wurde im Riihrkessel eine hohere DyP-Aktividit als im
Festbett-Bioreaktor erzielt (Tabelle 5-4). Die maximale Aktivitit unterlag ciner starken Varianz.
Bei Versuchen von Schmidt (2012) im Riihrkessel-Bioreaktor wurde eine Aktivitit von
2600 U L' erreicht. Der Organismus stellte jedoch im Rahmen dieser Studie mehrfach die
Enzymexpression vollstindig ein und musste erneut aus der Stammsammlung angezogen werden.
So kam es trotz vorheriger Positivkontrolle im Schiittelkolben vor, dass bei einem Bioreaktor-

vergleich keine Peroxidase gebildet wurde.
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Abbildung 5-23: Konzentration des Induktors Ethanol in Rithrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB)
beim dritten Bioreaktorvergleich mit H. auricula-judae. Die Kultur erfolgte

unter Standardbedingungen in Haj-Medium.

Der Glucoseabbau, der als Wachstumsindikator dienen kann (siche Abschnitt 5.1.1), fand in
beiden Bioreaktoren wihrend der ersten vier Tage kaum statt (Abbildung 5-24). Der Induktor
Ethanol kénnte zu einer Wachstumshemmung fithren. Denkbar wire auch ein Abbau von
Ethanol, der die Aussage der Glucosekonzentration beeinflussen wiirde. Méglicherweise korreliert
die Glucosekonzentration daher nicht mit dem Wachstum von H. awuricula-judae. Da die
Ethanolkonzentration am vierten Kulturtag auf ein Minimum von 1,5 g L'! gesunken ist und ab
dann etwa konstant blieb (Abbildung 5-23), und da der Verlust an Ethanol vermutlich
hauptsichlich durch Austragen mit der Beliftung und nicht durch Metabolisierung zu erkliren
ist, sollte der Verbrauch der Hauptkohlenstoffquelle trotzdem mit dem Wachstum

zusammenhingen.
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Zeitgleich mit dem Beginn des Glucoseabbaus nahm im Riihrkessel die Laccaseaktivitit zu. Die
Abbaurate der Kohlenstoffquelle lag mit max. 3,8 gL' in der Groflenordnung anderer
Basidiomyceten, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Im Festbett-Bioreaktor begann
der lineare Glucoseabbau deutlich spiter, und die Glucoseabbaurate war mit max. 1,2 gL
wesentlich geringer als im Rihrkessel-Bioreaktor. H. auricula-judae wuchs daher im Festbett-
Bioreaktor deutlich langsamer als im Riithrkessel. Da die Enzymaktivitdt bereits zu Beginn der
Kultur induziert wurde und eine lingere Kulturdauer keinen Peroxidase-Gewinn brachte, ist das

Wachstum fiir das vorliegende Experiment jedoch nicht von Bedeutung.
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Abbildung 5-24: Glucoseabbau in Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB)
beim ersten Bioreaktorvergleich mit 71. auricula-judae. Die Kultur erfolgte unter

Standardbedingungen in Haj-Medium.

Da die Produktion von Peroxidasen mit H. awuricula-judae induzierbar ist und die maximale
Enzymaktivitit nach vergleichsweise kurzer Kulturdauer erreicht wurde, sollte mit diesem
Organismus das Potential einer semikontinuierlichen Enzymproduktion in den Bioreaktor-
Systemen untersucht werden. Dass die Peroxidaseaktivitit im Festbett nicht nachlief3, konnte fiir
ein stabiles Produktionssystem ebenfalls vorteilhaft sein (Abbildung 5-22). Das Medium des
Festbett-Bioreaktors wurde vier Mal geerntet und durch frisches ersetzt, um mit der
immobilisierten Biomasse einen neuen Produktionsansatz durchzufithren. Auf diese Weise
wurden fiinf Ernten gewonnen. Der Induktor Ethanol wurde tiglich nachdosiert, da sich dieses

Vorgehen bei Vorversuchen in Schiittelkulturversuchen als forderlich erwies.
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Am dritten Kulturtag, dem Zeitpunkt der ersten Ernte, erreichte der anfangs parallel gefiihrte
Rithrkessel-Bioreaktor cine deutlich héhere Aktivitit (Abbildung 5-25). Die Enzymaktivitit der
folgenden zwei Ansitze im Festbett-Bioreaktor ergaben Aktivititen in derselben Gréflenordnung
wie im Riithrkessel-Bioreaktor an Kulturtag vier. Die Ernte erfolgte im Festbett-Bioreaktor jedoch
am dritten Kulturtag, da das Verhiltnis von Produktbildung und Kulturdauer auf diese Weise
ginstiger ausfiel. Der dritte Ansatz (Tag 6-9) erreichte die hochste Aktivitdt. Gleichzeitig war zu
beobachten, dass am dufleren Bereich des Festbetts Myzel wuchs. Vermutlich war das Bett zu
dieser Zeit vollstindig bewachsen. Eine Zunahme der Biomasse wiirde die Tatsache erkliren, dass
der zweite und dritte Ansatz eine hohere Aktivitit ergaben als der erste Ansatz. In Schiittelkultur
wurde gezeigt, dass durch den Einsatz eines grofleren Inokulums eine hohere Ausbeute erzielt
werden kann. Dies sollte auch auf die Bioreaktoren iibertragbar sein. Die sinkende Aktivitit des
vierten und fiinften Ansatzes konnte damit begriindet werden, dass das Bett voll bewachsen war
und zur Enzymproduktion méglicherweise Wachstum erforderlich ist. Auch eine limitierte

Nihrstoffversorgung konnte mit zunehmender Biomasse im Festbett auftreten.
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Abbildung 5-25: Kultur von H. auricula-judae im Festbett-Bioreaktor (FB) sowie eine vergleichende
Kultur im Rithrkessel-Bioreaktor (RK) unter Standardbedingungen. Im Festbett-Bioreaktor wurde an den

Kulturtagen 3, 6, 9 und 13 das Haj-Medium gewechselt.

Um die Leistungsfihigkeit beider Kultursysteme zu vergleichen, wurde die Enzymaktivitit aller

funf Ernten des Festbett-Bioreaktors summiert. Diese Summe wurde mit der Aktivitdt des parallel
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gefithrten  Rithrkessel-Bioreaktors  verglichen. Um  die Produktivitit einer moglichen
Wiederholung der Riihrkessel-Kultur darzustellen, wurde diese fiir jede Ernte mit sich selbst
addiert (Abbildung 5-26). Da die maximale Aktivitit der Kultur von H. awuricula-judae nicht
reproduzierbar ist (Tabelle 5-4), wurde mit dieser hypothetischen Wiederholung die
Vergleichbarkeit zur Festbett-Kultur gewahrt. Die effizientere Produktion im Riihrkessel-
Bioreaktor wird aus der beschriebenen Summierung deutlich (Abbildung 5-25). Da im Vergleich
zu vorangegangenen Versuchen im Riihrkessel-Bioreaktor (Abbildung 5-22) bei diesem
Experiment die Aktivitdt erst gegen Ende stieg (Abbildung 5-25), kann im Riihrkessel prinzipiell
eine noch schnellere Peroxidaseproduktion erreicht werden. Eine hohere Produktivitit konnte

auch durch den Einsatz eines grofleren Inokulums erzielt werden.
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Abbildung 5-26: Vergleich der Summierung der Peroxidase-Aktivititen einer semikontinuierlichen
Kultur mit A. auricula-judae im Festbett-Bioreaktor (FB) mit der entsprechenden Summe einer

Riihrkesselkultur (RK)

5.2.5 Resultat des Bioreaktorvergleichs mit ausgewihlten Enzym-Produzenten

Der Vergleich von vier verschiedenen Enzymproduzenten in Festbett- und Rithrkessel-Bioreaktor
ergab durchgehend eine héhere Produktbildung im Riihrkessel. Lediglich im Falle des einzigen
induzierten Produktionsansatzes, der Bildung einer dye decolorizing Peroxidase mit H. auricula-
judae, ist die Produktivitit des Festbett-Bioreaktors annihernd mit der des Riihrkessel-

Bioreaktors vergleichbar. Die /Jag-Phase, die anhand der Konzentrationsabnahme der
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Kohlenstoffquelle Glucose abgeschitzt wurde, war im Festbett-Bioreaktor mit allen untersuchten
Organismen linger als im Riihrkessel-Bioreaktor. Die Glucoseabbaurate war ebenfalls in allen
Fillen im Riihrkessel-Bioreaktor héher. Hieraus kann auf eine hohere Stoffwechselaktivitit und
eine vermehrte Biomassebildung geschlossen werden (siche Abschnitt 5.1.1). Demzufolge sind die
Wachstumsbedingungen im Riithrkessel-Bioreaktor fiir die untersuchten Organismen bei den

gewihlten Kulturbedingungen besser.

Weil die ausgewidhlten Stimme in Schiittelkultur gut kultivierbar sind, kann ecine gewisse
Scherkrafttoleranz angenommen werden. Die Vorkulturen, die als Inokulum fiir beide
Kultursysteme dienten, wurden als Schiittelkultur generiert. Da die Unterschiede der
Kulturbedingungen der Vorkultur und des Rithrkessels weniger ausgeprigt sein diirften, als die
Differenzen zwischen Schiittelkultur und Festbett-Bioreaktor, kdnnte die unterschiedlich lange
lag-Phase durch die Vorkultur bedingt sein. Weil Schiittelkulturen die gingige Arbeitsweise
darstellen und andere Kulturformen beziiglich Reproduzierbarkeit, Biomassebildung und der

Animpfmethode gravierende Nachteile aufweisen, wurde dieses Verfahren beibehalten.

Das langsamere Wachstum im Festbett-Bioreaktor kénnte durch einen Mangel an aktiver
Oberfliche begriindbar sein. Wihrend Hyphen sich im Riihrkessel radial zu Pellets vergrofern
konnen und diese durch Zerteilung regelmiflig an zusidtzlicher Oberfliche gewinnen, ist der
Raum fiir einzelne Wachstumszonen im Festbett durch das Trigermaterial und benachbarte
Zellen schnell begrenzt. Da sich das Volumen des Festbetts mit einem Liter deutlich unter dem
des Riihrkessels von finf Litern befindet, ist eine hohere Zelldichte naheliegend. Ab einer

gewissen Zelldichte ist aufgrund raumlicher Begrenzung eine reduzierte Teilungsrate zu erwarten.

Ein Vergleich des Festbettvolumens (1 L) mit dem Volumen des Rithrkessels (5 L) wiirde in
Bezug auf die produzierte Enzymaktivitit pro Reaktionsvolumen im Falle von F. welutipes
(Peptidasen) und H. auricula-judae (dye decolorizing Peroxidase) zugunsten des Festbett-
Bioreaktors ausgelegt. Diese Form der Gegeniiberstellung ldsst jedoch aufSer Acht, dass fiir eine
wirtschaftliche Einordnung einzig die Dimension einer Anlage gewichtet wird. Auflerdem stechen
dem Organismus im Festbett Nihrstoffe von 5 L Medium zur Verfiigung. Selbiges gilt fiir die
Verdiinnung méglicher Edukte und Produkte. Die Folge dieser Verdiinnung konnte eine

verlangsamte Umsetzung und damit eine erhohte Produkestabilitdt sein. Prinzipiell konnte die
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Leistungsfihigkeit des Festbett-Bioreaktors gesteigert werden, indem das Festbett im Verhiltnis

zum Reaktionsgefif§ moglichst grofd konstruiert wird.

Wenn das Medium das bewachsene Trigermaterial des Festbetts gleichmiflig durchstrémt, so
wiren — im Gegensatz zu Pellets ciner bewegten Kultur — alle Bereiche gleichmiflig versorgt.
Damit wiirde im Durchschnitt eine verbesserte Versorgung und folglich ein hoherer Ertrag vor
allem von nicht-wachstumskorrelierenden Produkten erzielt. Ungleichmiflige Bewuchsdichten
konnten jedoch dazu fithren, dass das Nahrmedium den Zelltriger kanalisiert durchstromt. Folge
wire eine diffusive Nihrstoffversorgung weiter Bereiche und damit eine verminderte
Stoffwechselaktivitit. Das Pumpen von Wasser durch das bewachsene Festbett nach Abschluss
von Kultivierungen fithrte zum Austreten der Hauptfliissigkeitsmengen an einigen Punkten,
nicht zu einem gleichmifligen Ausstromen. Dies ist ein Hinweis fiir die beschriebene

Kanalbildung.

Aus den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen darf nicht auf eine generell bessere
Eignung des Riithrkessel-Bioreaktors geschlossen werden. Fiir andere Anwendungen, wie der
Kultur besonders empfindlicher Organismen, konnte der Festbett-Bioreaktor vorteilhaft sein.
Solche Organismen wurden jedoch durch die Selektion mittels screenings in Schiittelkulturen
ausgeschlossen. Auch die Vorteile einer Zellimmobilisierung sind vor allem fiir kontinuierliche

Arbeiten vielversprechend.

Prinzipiell ist der eingesetzte Festbett-Bioreaktor nicht fiir den Betrieb mit den verwendeten
Organismen entwickelt worden. Konstruktion und Betriebsweise sind auf die Kultur von
Sdugerzellen ausgelegt. Diese werden meist auf porosem Trigermaterial kultiviert, welches im
Festbett von Medium umstromt wird. Da Siugerzellen nur diinne Filme bilden und sich nicht
auf beliebige Oberflichen ausbreiten, sind die Anspriiche an das Kultursystem nicht mit denen
von Pilzen vergleichbar. Daher sollten als Basis fiir weitere Arbeiten mit Basidiomyceten im
Festbett-Bioreaktor zunichst Grundlagen wie Dimensionierung, Trigermaterial und Betriebs-
parameter untersucht und optimiert werden. Aufgrund der Einschrinkungen beziiglich
reproduzierbarer Ansitze bedarf es hierfiir mehrerer, parallel gefiihrter Festbett-Systeme. Analog

zu Ansitzen der Siugerzellkultur wiirden sich hierfiir gut parallelisierbare, lineare Festbett-
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Bioreaktoren anbieten. Diese bieten zudem stromungsmechanische Vorteile und wiirden die

Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs im Festbett erlauben.

5.3 Biotechnologische Erzeugung von hochwertigen Aromastoffen aus
Nebenstromen der Lebensmittelindustrie

Mit dem Ziel, neue Organismen fir die Produktion natiirlicher Aromastoff-Gemische zu

identifizieren, wurden 32 Pilzstimme mit Rapspresskuchen kultiviert. Zwei Stimme wurden zur

niheren Untersuchung selektiert und deren Produkte identifizierc. Mit F. rosea wurde eine

Maf3stabsvergroflerung in Festbett- und Rithrkessel-Bioreaktor durchgefiihre.

5.3.1 Selektion von aromagenerierenden Basidiomyceten

In ecinem screening wurden Schiittelkulturen von 32 Pilzstimmen (Tabelle 4-1) mit
Rapspresskuchen, einem Nebenstrom der Rapsolgewinnung, in Minimalmedium durchgefiihrt.
Innerhalb von 2 Wochen wurden dreimal eine Probe entnommen und olfaktorisch
charakterisiert. In Tabelle 5-5 werden die zehn interessantesten Geruchseindriicke

zusammengefasst.

Ausgewihlte Proben wurden einer genaueren Charakterisierung mittels Gaschromatographie
(GC-FID, GC-O und GC-MS) unterzogen. So konnten besonders interessante
Aromaproduzenten identifiziert werden. Der Vergleich mit parallel gefiihrten Kulturen ohne
Zugabe des Nebenstroms zum Nihrmedium erlaubte eine Differenzierung von genuin gebildeten
Aromen. Da Kulturen mit Nebenstrom mehr Substrat zur Verfiigung stand als den
Kontrollansitzen, wurden in ersteren teils hohere Konzentrationen an gebildeten Verbindungen
detektiert. Daraus resultierte nicht nur ein intensiveres, sondern unter Umstinden auch ein
verindertes Duftbild. Auch dieser Effekt konnte ggf. mittels gaschromatographischen Methoden

nachgewiesen WCI‘dCI’l.

So bildete Tyromyces sambuceus auf Rapspresskuchen einen Geruch von Kokosnuss und Pfirsich
(Tabelle 5-5, Nr. 10). Dieser war in der Kontrolle nur schwach wahrnehmbar. Der Geruch ist auf
y-Decalacton zuriickzufithren, welches durch 7. sambuceus gebildet wird (Berger er al. (1986b);
Kapfer et al. (1989)). Durch Supplementierung mit Ricinolsiure, die in groflen Mengen aus

Rizinusél gewonnen werden kann, wurden hohe Lacton-Konzentrationen erreicht. Dieses
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Verfahren ist jedoch mit Hefen wie Yarrowia lipolytica ergiebiger (Pagot er al. (1998); Rabenhorst

et al. (2000); Gomes ez 2l (2012)).

Auch von Auriporia aurea (Tabelle 5-5, Nr. 1; frither als Poria aurea bezeichnet) wurde die

Bildung von Lactonen beschrieben. Berger ez al (1986b) beschreiben ein Maximum nach 35

Kulturtagen.
Tabelle 5-5: Ausgewihlte Geruchseindriicke der Kombination verschiedener
Basidiomyceten mit Rapspresskuchen in Minimalmedium.
Kulturtag der Probenahme [d]
Nr. Spezies 4 10 14
Melone, fruchtig,
siifflich, frisch, clone, Tuchtly ]
1 Auriporia aurea , unangenehm fruchtig
fermentiert )
rauchig
marzipanartig,
2 Fomitopsis pinicola Pilz : Z.Pa e sif$lich, muffig
Zitrone
3 Gloeophyllum odorarum siifs, Birne siif$, Birne strohig, pflanzlich
4 Ischnoderma benzoinum marzipanartig marzipanartig marzipanartig
(intensiv) (intensiv) (wenig)
] "Aromacocktail ", "Aromacockreail",
o fruchtig, griin,
5 Fomitopsis rosea “Rlich Karamell, fruchtig, | Karamell, fruchtig,
i
e siiflich siilich
Nelke, Rauch, Stroh, weniger
6 Paecilomyces farinosus © ? ¢ WC. & blumig
blumig blumig
7 Pleurotus pulmonarius siifllich, Anis etwas siif8lich Pilz, muffig
fermentierte
fermentierte Frucht,
8 Polyporus betulinus Frucht (wenig), ) ] sii8lich, fermentiert
] aromatisch, siifllich
siifflich, Holz
' ‘ L _ griin, Melone,
9 Tyromyces floriformis stif8lich, frisch -
Gurke
Kokosnuss, Kokosnuss
10 Tyromyces sambuceus ) ] ] ) alte Frucht
Pfirsich (intensiv), Pfirsich
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Fliichtige Verbindungen aus Gloeaphyllum odoratum, dessen aromagenerierendes Potential bereits
im Namen deutlich wird, wurden etwa von Hanssen et /. (1987) und Résecke et 2l (2000a)
charakeerisiert. Auf Rapspresskuchen wurden jedoch nur schwach wahrnehmbare Aromen
gebildet (Tabelle 5-5, Nr. 3). Bedenkt man, dass Hanssen ez al. (1987) 42 Tage kultivierten, so
reichten 14 Tage moglicherweise nicht fiir eine ausreichende Bildung der beschriebenen Terpene
und Phenylpropanoide aus. Da die Wirtschaftlichkeit industrieller Anwendungen von der Dauer
der Bioreaktion abhingt, waren lange Kulturzeiten im Rahmen des durchgefiihrten Projektes zu
vermeiden. Aus diesem Grund wurde auch Tyromyces floriformis (Tabelle 5-5, Nr. 9) nicht
vertiefend untersucht. Der Geruchseindruck auf Rapspresskuchen war auflerdem weder intensiv
noch auffillig. Abraham ez al. (1994) bestimmten fliichtige Verbindungen aus 7. floriformis

ebenfalls erst nach 20 Kulturtagen.

Aus Fruchtkorpern von Fomitopsis pinicola identifizierten Rosecke et al. (2000b) 30 Terpene.
Darunter befand sich Limonen, welches den Zitrusduft der Kultur auf Rapspresskuchen erkliren
konnte (Tabelle 5-5, Nr. 2). Die Autoren identifizierten auflerdem Benzaldehyd, welches bei
zahlreichen Pilzen einen marzipanartigen Geruch verursacht. So schlagen Krings ez 2/. (1996) fiir

Ischnoderma benzoinum (Tabelle 5-5, Nr. 4) eine von Phenylalanin ausgehende Synthese fiir

Benzaldehyd vor.

Pleurotus pulmonarius roch auf Rapspresskuchen siifflich und nach Anis (Tabelle 5-5, Nr. 7).
Gutierrez et al. (1994) beschrieben die Synthese von Anisaldehyd durch P. pulmonarius. Da die
Verbindung auch ohne Zugabe von Pflanzenmaterial gebildet wurde, gehen die Autoren von
ciner Eigensynthese aus. Das pilzige Aroma, welches nach 14 Tagen dominierte, spricht fiir die
Bildung von pilztypischen Cs-Verbindungen wie 1-Octen-3-ol. Die Biosynthese dieser
Verbindungen durch P. pulmonarius wurde bereits untersucht (Belinky ez al. (1994); Assaf et al.
(1995)). Die Fruchtkérperproduktion von P. pulmonarius wurde von Silva er al. (2002) auf

verschiedenen Reststromen untersucht.

Der Birkenporling Polyporus betulinus (Tabelle 5-5, Nr. 8), der auch als Piproporus betulinus
bezeichnet wird, ist vor allem als Heilpilz untersucht worden. Beschriebene Geriiche umfassen
fruchtige Noten, Apfel, Cerealien, Kaffee, cinen stechenden Geruch (Jong ez al. (1993)) sowie
cinen Duft nach Ananas, der von Medium und Kulturform abhingt (Gallois ez 4/ (1990)).
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Identifiziert wurden neben pilztypischen Cg-Verbindungen blumig duftende Anissiure- und
Benzoesiureesterderivate (Gallois ez 2/ (1990)) und Terpene wie Linalool (Résecke er al.

(2000b)).

Paecilomyces farinosus (Tabelle 5-5, Nr. 6) wurde bisher nicht auf sein Aromabildungspotential
untersucht. Er erzeugte auf dem Nebenstrom bereits nach vier Kulturtagen einen intensiv
rauchigen und blumigen Duft. Auch der "Aromacocktail”, den Fomitopsis rosea nach zehn Tagen
bildete (Tabelle 5-5, Nr. 5), war intensiv und vielversprechend. Wegen der verhiltnismifSig
kurzen Kulturzeit und den besonderen Geruchseindriicken wurden diese beiden Stimme fiir

weiterfithrende Arbeiten ausgewihlt.

5.3.2 Aromabildung mit Paecilomyces farinosus

P. farinosus wird auch als Isaria farinosa bezeichnet und ist die anamorphe Form des Ascomyceten
Cordyceps memorabilis (Pacioni et al. (1978)). Es handelt sich um ein weltweit verbreitetes,
opportunistisches Entomopathogen, welches als biologisches Pflanzenschutzmittel getestet wurde
(Zimmermann (2008)). Untersucht wurden auch Hydrolasen (Harney (1989); Tribak ez 4l.
(2002)) und Oxidasen, die zur Entgiftung von Boden und Abfillen eingesetzt werden kdnnen

(Sampedro ez al. (2009); Romero ez al. (2010)).

Auf Rapspresskuchen fiel P. farinosus nach vier Kulturtagen durch ein rauchiges, nelkenbliiten-
artiges Aroma auf. Mittels GC- FID/O und GC-MS konnte dieser Geruch 4-Vinylguajacol
(4-Ethenyl-2-methoxyphenol, 4-VG) zugeordnet werden. Diese Verbindung wird als Aroma mit
Noten von Nelke und Rauch verwendet. Auflerdem kann 4-VG zu biologisch abbaubaren
Polymeren verarbeitet werden (Hatakeyama et 4l (1977)). Von Natur aus kommt 4-VG
unter anderem in Kaffee, Bier und gekochtem Apfel vor (Belitz ez al. (2001)). Es entsteht bei der

Pyrolyse von Lignin (Brebu ez /. (2010)) und ist daher Bestandteil von Raucharomen.

Enzymatisch entsteht 4-VG meist durch Decarboxylierung von Ferulasdure (Abbildung 5-27).
Diese Reaktion wird von Hefen (z. B. Huang et a/. (1993); Donaghy et a/. (1999)) und Bakterien
(z. B. Zago et al. (1995); Adamu er al. (2012)) beschrieben. Auch Ascomyceten wie Aspergillus
niger (Baqueiro-Pena er al. (2010)), Fusarium solani (Nazareth er al. (1986)) oder P. variotii
(Rahouti et /. (1989)) bilden diese Substanz. Beim Abbau von Ferulasiure durch Basidiomyceten

wie Pycnoporous cinnabarinus konnte ebenfalls 4-VG nachgewiesen werden (Krings ez /. (2001)).
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Viele Autoren gehen jedoch davon aus, dass Basidiomyceten Ferulasiure analog zur fOxidation
abbauen. Da mikrobiell erzeugtes 4-VG meist weiter degradiert wird, eignen sich manche

Organismen nicht fiir synthetische Anwendungen.

HO

\ "

HO O—CH, HO O—CH,

FA 4-VG

Abbildung 5-27: Decarboxylierung von Ferulasiure (FA) zu 4-Vinylguajacol (4-VG)

Durch Kultivierung von P. farinosus unter Zugabe von Ferulasiure konnte nachgewiesen werden,
dass diese als Prikursor fiir 4-VG dient. P. farinosus bildet demzufolge cine Ferulasiure-
decarboxylase. Aus Rapspresskuchen kann Ferulasiure beispielsweise durch den Abbau von
Lignin (Theander ez al. (1977)) freigesetzt werden. Auch eine Esterhydrolyse ist maglich.
Letzteres konnte durch das Enzym Ferulasiureesterase erfolgen (Vuorela er 4l (2003)).
Ferulasiureesterasen wurden unter anderem aus A. niger (Faulds ez al. (1994)) und Penicillium
pinophilum (Castanares et al. (1992)) isoliert. Beide Organismen zihlen, wie P. farinosus, zur

Familie der Trichocomaceae.

Um die Ferulasiuredecarboxylase aus P. farinosus zu charakterisieren, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ein Aktivititsassay entwickelt. Als geeigneter Puffer erwies sich
Kaliumphosphat-Puffer mit pH 6 — in diesem Puffer war das Enzym auflerdem gefrierstabil.
Enzymatische Aktivicdit wurde olfaktorisch oder mittels HPLC detektiert. Durch
Aktivitdtsvergleich von Kulturiiberstand und Zellhomogenat wurde nachgewiesen, dass das
Enzym zellbasiert vorliegt. Es konnte durch Waschen des Homogenats gewonnen werden.
Ultrafiltration diente zum Konzentrieren des Proteins und Abtrennen kleiner Molekiile. Da das
Enzym vor und nach diesem Schritt iiber vergleichbare Aktivitit verfigte, war fiir die Umsetzung

kein Cofaktor erforderlich. Das Konzentrat diente fiir weitere Reinigungsschritte.
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Mittels  Gel-Permeations-Chromatographie  (Gréflenausschlusschromatographie, SEC) und
anschlieBendem Aktivititsassay mit den gesammelten Fraktionen konnte eine ungefihre
molekulare Grofe von 29 kDa bestimmt werden. Die Reinheit des Proteins nach der SEC reichte
jedoch nicht fiir eine Sequenzierung aus. Dafiir miissten der SEC Vorreinigungen mit hoherer

Kapazitéit vorausgehen.

Da kein selektiver Enzymassay fiir gelbasierte Methoden zu Verfigung stand, wurde bei der
isoelektrischen Fokussierung (IEF) das Gel in Streifen geschnitten und nach Einstellen des pH-
Wertes fiir den oben genannten Aktivitdtsassay eingesetzt. Dies ergab einen pl von etwa 5,2.
Dieser kann als Ausgangswert fiir eine Ionenaustauschchromatographie (IEX) mit pH-Gradient
dienen. Bei einer NaCl-Konzentration von 33 mM nahm die Aktivitit der Ferulasiure-
decarboxylase deutlich ab, hohere Konzentrationen haben die Reaktion vollstindig inaktiviert.
Durch Entsalzung konnte das Enzym reaktiviert werden. Als weitere Proteinreinigungsschritte
kommen daher hydrophobe Interaktionschromatographie und IEX mit NaCl-Gradient in Frage.

Auflerdem konnte priparative IEF zur Aufreinigung des Enzyms beitragen.

Neben anderen Phenolsiuredecarboxylasen wurden in der Literatur Ferulasiuredecarboxylasen
aus folgenden Bakterien heterolog exprimiert:

o Bacillus subtilis (Cavin et al. (1998))

®  Bacillus pumilus (Zago et al. (1995))

o Lactobacillus brevis (Landete et al. (2010))

o Lactobacillus plantarum (Cavin et al. (1997); Rodriguez ez al. (2008))

o Pediococcus pentosaceus (Barthelmebs er al. (2000)).

In Pilzen wurde noch keine Sequenz einer Ferulasiuredecarboxylase zugeordnet. Aufgrund der
fernen Verwandtschaft von Pilzen und Bakterien konnte die Ferulasiuredecarboxylase aus
P. farinosus tiber andere Eigenschaften als bisher bekannte Enzyme verfiigen. Der direkte Einsatz
von P. farinosus zum Umsatz von Ferulasiure zur Aromaproduktion erscheint dagegen wenig
interessant, da Milchsiurebakterien und A. #niger bei der Nahrungsmittelverarbeitung etabliert

sind.

Da das Produkt 4-Vinylguajacol 25-30 Mal mehr Wert ist als das Edukt Ferulasiure, ist die

beschriebene Biokonversion von wirtschaftlichem Interesse (Mathew ez /. (2006)). Bedenkt man

96



auflerdem, dass mikrobiell erzeugtes 4-VG als natiirliches Aroma gekennzeichnet werden darf
(siche S. 9), so kann von eciner hdheren Wertschdpfung ausgegangen werden. Das Produke
konnte als kalt erzeugtes Raucharoma Verwendung finden, welches herstellungsbedingt im
Gegensatz zu konventionellem Raucharoma frei von kanzerogenen polycyclischen aromatischen

Kohlenwasserstoffen (PAK) ist.

5.3.3 Aromabildung mit Fomitopsis rosea

Mit Rapspresskuchen kultiviert bildete £ rosea einen angenehm fruchtig blumigen Geruch. Um
charakteristische Aromen zu identifizieren, wurde Kulturiiberstand zur weiteren Analyse
extrahiert und konzentriert. Hierfiir erwies sich die klassische Extraktion mit Pentan/
Diethylether als ungeeignet, da die im Nebenstrom enthaltenen Lipide nachfolgende
Arbeitsschritte behinderten. Daher wurde das Medium mit dem synthetischen Ol Tegosoft
ausgeschiittelt. Dieses kann mittels Thermodesorption direke fiir die gaschromatographische
Analyse eingesetzt werden (Schimanski ez 2/. (2012)). Fiir die Aromaextrakt-Verdiinnungsanalyse
(AEVA), die der Identifikation von Schliisselverbindungen des Gesamtaromas dient, wurden die
Extrakte aller Kulturtage vereinigt. Dadurch wurden die Beriicksichtigung aller Aromastoffe des
gesamten Kulturzeitraumes ermdglicht (Abraham ez 4/ (1993)). Das kombinierte Extrakt wurde
mittels Diinnschicht-Hochvakuumdestillation (TLHVD) konzentriert (Krings ez al. (2003)). Bei
der AEVA wurde die Probe gaschromatographisch getrennt und abgerochen. Durch schrittweise
Verdiinnung mit Lésungsmittel und anschliefende Untersuchung waren die Geruchsintensititen
einzelner Komponenten vergleichbar. Dieses Verfahren wurde wiederholt, bis kein Aromastoff
mehr  wahrnehmbar  war. Aus der Anzahl der Verdiinnungsschritte ergab sich der
Verdiinnungsfaktor (flavour dilution (FD) factor) fir jede Verbindung. Der FD-Faktor gibt an,
mit welchem Anteil Lsungsmittel das Extrakt maximal verdiinnt werden konnte, so dass das

Aroma bei der Analyse noch wahrnehmbar blieb (Belitz ez 2/. (2001)).

Laut AEVA prigten vier Substanzen den Geruchseindruck der Kultur von F. rosea mit Raps-
presskuchen (Abbildung 5-28). Diese wurden mittels Kovats-Retentionsindex, Geruchseindruck
und GC-MS identifiziert (Tabelle 5-6). 1-Hexanol (B) wird neben seiner griinen Note als
stechend, etherisch, alkoholisch, fruchtig und siifllich beschrieben (Mosciano (1993)). Die
Verbindung wurde bereits von Berger ez a/. (1986a) und Abraham ez a/. (1994) in Medium des
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selben Stammes' nachgewiesen. Da 1-Hexanol auch von Raps gebildet wird (Blight ez a/. (1995)),

ist eine zusitzliche Freisetzung aus dem Substrat denkbar.
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Abbildung 5-28: Aromaextrakt-Verdiinnungsanalyse des TLHVD-Konzentrats einer Riihrkessel-
Bioreaktorkultur mit F. rosea und Rapspresskuchen. Darstellung der Aromaverdiinnungs-Faktoren (FD)

einzelner Aromen mit Geruchseindruck und der Kovéts-Retentionsindizes (DB-WAX).

A-D: sieche Tabelle 5-6.

Abraham er al. (1994) wiesen in Schiittelkulturen mit F. rosea 1-Octen-3-ol (D) nach und
beschrieben dieses als siiflich pilzig. 1-Octen-3-on (A) riecht erdig, pilzig und metallisch
(Mosciano (2001)). Die Hauptkomponente Octansduremethylester (C) wird mit fruchtig, griin,
zitrusartig, fettig und wachsartig beschrieben (Mosciano (1994)). Beide Substanzen wurden

bisher nicht fiir F. rosea beschrieben.

! Der Stamm CBS 313.36 wurde frither als Polyporus durus, dann als Nigroporus durus bezeichnet. Die Zuordnung als

Fomitopsis rosea erfolgte mittels ITS-Sequenzierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit.
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Octansiuremethylester findet sich unter anderem in Ananas, Erdbeere und schwarzem Tee und
dient der Formulierung solcher Aromen. 1-Hexanol kommt in zahlreichen Friichten wie Guave,
Pflaume, Sternfrucht oder Bitterorange sowie in verschiedenen alkoholischen Getrinken vor und

wird als Bestandteil von 51 Aromen und Diiften genannt (TheGoodScentsCompany (2012)).

Tabelle 5-6: Retentionsindizes, FD-Faktoren, Geruchseindriicke sowie Strukturformeln der
Hauptaromakomponenten des TLHVD-Konzentrats einer Riihrkessel-Bioreaktorkultur mit £, rosez und
Rapspresskuchen. (a) Cullere ez al. (2004), (b) Varming et al. (2004), (c) Valim ez al. (2003)
Kovits RI (DB-WAX)

Geruchs-

Struktur GC/FID Lit::earttur- F fl?t;)r e(lg((llr-l(l;;(
1-Octen-3-on (A) 1290 1305 (a) 64 pilzig
1-Hexanol (B) 1369 1350 (a) 64 griin

frisch, Minze,
Octansiduremethylester (C) 1384 1389 (b) 128

Krauter
1-Octen-3-ol (D) 1451 1438 (¢) 64 pilzig
@]
(A) (B)
<|3 OH
/\/\/\/L o~ W
©) (D)

Als Bildungsweg von 1-Octen-3-ol in Pilzen schlugen Tressl ez al. (1982) sowie Wurzenberger ez
al. (1984) ecine enzymatische Oxidation von Linolsiure (Lipoxygenase) zum 13- bzw.
10-Hydroperoxid vor. Durch anschliefende Spaltung des 13-Hydroperoxids (Hydroperoxid-
Lyase) wiirde 1-Octen-3-on gebildet, welches zum Alkohol reduziert werden kann. Die Spaltung
des 10-Hydroperoxids wiirde direkt zu 1-Octen-3-ol fithren. Bisher wurde weder untersucht, ob
Linolsdure fur die Oxidation frei oder verestert vorliegen muss, noch wurde ecine

10-Hydroperoxid-spezifische Lyase in Pilzen identifiziert (Combet ez al. (2000)).

Untersuchungen an Pleurotus pulmonarius legten nahe, dass zwei unterschiedliche Lipoxygenasen

zum 13- bzw. 10- Hydroperoxid fithren (Assaf e# al. (1995); Assaf et al. (1997)). Die Autoren
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gehen davon aus, dass 1-Octen-3-ol gemif§ der Hypothese von Wurzenberger er al. (1984) vor
allem aus dem nicht-konjugierten 10-Hydroperoxid der Linolsiure gebildet wird. 1-Octen-3-on
entsteht moglicherweise durch Oxidation von 1-Octen-3-ol (Belitz ¢ 4/ (2001)). Das Substrat

Linolsiure ist eine der meistvorkommenden Fettsiduren in Pilzen (Prostenik ez 2/ (1978)).

Die Supplementierung mit Rapspresskuchen, welcher Reste des linolsiurereichen Rapséls enthilt,
konnte die Bildung von 1-Octen-3-ol und 1-Octen-3-on zusitzlich férdern. Beide Verbindungen
riechen pilztypisch und haben niedrige Geruchsschwellwerte (1-Octen-3-ol: 10 ppb, 1-Octen-3-
on: 4 ppb; Manning (1986)).

Die Geruchseindriicke der GC-O-Analytik der vier Hauptaromakomponenten waren im
Vergleich zum Geruch des Aromaextrakts weniger angenehm. Eine pilzige Note, die bei der
AEVA mit 1-Octen-3-ol und 1-Octen-3-on hervortrat, war in Medium und Gesamtextrakt nicht
wahrnehmbar. Auch der griine Duft von 1-Hexanol war dem Gesamtextrakt nicht zu entnehmen.
Lediglich die geruchsintensivste Komponente, Octansiuremethylester, roch ansprechend und ist
als Teil des Gesamteindrucks des Aromaextrakts vorstellbar. Diese Verbindung roch jedoch nur
entfernt wie das Aromaextrakt, welches als fruchtig blumig beschrieben werden kann. Es ist
denkbar, dass durch das Vereinigen der Fraktionen aller Kulturtage eine Verdiinnung temporir
gebildeter Aromen zugunsten von omniprisenten Metaboliten stattfand und die AEVA daher in
ihrer Gewichtung verschoben wurde. Auflerdem kénnten sich die fliichtigen Komponenten des
Kopfraums der Proben von der Zusammensetzung des Extraktes unterscheiden und dadurch
aromaaktive Verbindungen diskriminiert werden. Der Verlust labiler Substanzen ist ebenfalls
moglich. Auch synergistische oder antagonistische Wirkungen der Aromastoffe konnten zu einer

Minderung des pilzigen Geruches gefithrt haben.

Zusitzlich wurde das Gesamtaroma neben den vier Hauptkomponenten von zahlreichen anderen
Verbindungen beeinflusst, die jede fiir sich zwar wenig intensiv rochen, in ihrer Gesamtheit aber

das Aromaprofil verindern kénnten. Der Einfluss niedrig dosierter Aromen wurde durch die

AEVA methodenbedingt nicht beriicksichtigt.
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Tabelle 5-7: Auswahl an Riechstoffen einer F. rosea Kultur mit Rapspresskuchen, die mittels

GC-FID/O und GC-MS charakterisiert wurden

Kovdts RI Geruchseindruck | Intensitit | Substanz

(DB-WAX)

1003 siifflich 2 unbekannt

1061 stif8lich, fruchtig 3 2-Ethylhexenal

1105 dumpf 1 Ethylbenzen

1185 Gemiise 2 Methylhexanoat

1250 griin, Gemiise 2 3-Octanon

1292 pilzig 3 1-Octen-3-on

1325 Plastik 1 4-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon

1372 Geranie 4 1-Hexanol

1384 frisch, Minze 3 Methyloctanoat

1453 pilzig 3 1-Octen-3-ol

1484 muffig, pilzig 2 2-Octenal

1558 frisch, Zitrus, Minze |2 1-Octanol
Acetophenon (E)

1601 Wintergriin, fruchtig | 3 { 4-Methylbenzaldehyd (F)
2-Octen-1-ol

(E) (F)

Mittels GC-O wurden je nach Kulturtag bis zu 104 Geruchsstoffe detektiert, von denen viele nur
in Spuren enthalten waren. Tabelle 5-7 gibt eine Auswahl dieser Riechstoffe wieder. Auffillig war
vor allem ein Peak bei RI 1601. Dieser kam mit seinem Geruchseindruck dem Extrakt besonders
nahe. Die Auswertung des GC-MS ergab, dass der Peak sich aus drei Verbindungen
zusammensetzte: Acetophenon (E), 4-Methylbenzaldehyd (F) und 2-Octen-1-ol. Der Vergleich
der RI mit Literaturwerten bestitigte diese Zuordnung (Acetophenon: 1650, Fukami ez al.
(2002); 4-Methylbenzaldehyd: 1642, Alasalvar ez al. (2003)). Acetophenon wird als siif$lich,
mandel-, weifldorn- und akazienartig beschrieben; 4-Methylbenzaldehyd als phenolisch, fruchtig
und kirschihnlich (TheGoodScentsCompany (2012)).

Obwohl Abraham ez al. (1994) bei einer Kultur von F. rosea auf Komplexmedium nach 20 Tagen
zwolf geruchsaktive Lactone identifizierten, von denen drei eine Konzentration von iiber 1 mg L™

erreichten, wurden mit dem lipidreichen Rapspresskuchen keine Lactone produziert.
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Maoglicherweise reichte die Kulturdauer von 14 Tagen nicht aus, oder das Substrat war fiir die
Lactonbildung ungecignet. Auch Berger er al (1986a) beschriecben Lactonbildung bei
Supplementierung von F. rosea-Schiittelkulturen mit dem kurzkettigen Triglycerid Miglyol,

konnten diese mit anderen Lipiden jedoch nicht erzielen.

5.3.4 Maflstabsvergroflerung mit Fomitopsis rosea

Um das biotechnologische Potenzial fiir weiterfithrende Anwendungen abzuschitzen, wurde eine
vergleichende MafstabsvergrofSerung des vielversprechendsten Organismus des Aroma-screeninsgs,
F. rosea, im Riihrkessel- und Festbett-Bioreaktor durchgefiihrt. Als Medium wurde analog zum

screening Minimalmedium (siche Abschnitt 4.2.2) mit 2 % Rapspresskuchen verwendet.

Der Geruchseindruck aus den Versuchen in Schiittelkulturen blieb bei der MafSstabs-
vergroflerung auf 5 L Bioreaktoren erhalten. Die hochste Komplexitit und Intensitit der Aromen
konnte in der Abluft des Riihrkessel-Bioreaktors vom vierten bis sechsten Kulturtag verzeichnet
werden, beim Festbett-Bioreaktor trat das olfaktorische Maximum einen Tag verzogert auf.
Weiterhin war zu erkennen, dass sich ab dem dritten Kulturtag, an dem die Glucose im Medium

abgebaut war (Abbildung 5-35), das Aromaspektrum verinderte.

Da die aktive Beliiftung die fliichtigen Komponenten aus dem Medium austrieb, roch das
Medium erwartungsgemif$ weniger intensiv als bei Schiittelkulturen. Dem wurde durch tigliche
on-line Probenahme aus der Abluft mittels Tenax® TA, porésem Poly(2,6-diphenyl-p-
phenylenoxid), begegnet. Die adsorbierten Verbindungen wurden durch Thermodesorption

(TDS) desorbiert und gaschromatographisch analysiert (TDS-GC-O/FID).

Die Chromatogramme der Proben einzelner Kulturtage (Abbildung 5-29) lassen erkennen, dass
Medienbestandteile abgebaut wurden (z. B. Peak nach 24 Minuten), cinzelne Verbindungen ein
temporires Bildungsmaximum hatten (z. B. Peak nach neun Minuten) und andere gegen Ende
der Kulturfithrung, zu welchem cine sichtbare Zelllyse cinsetzte, vermehrt gebildet wurden (z. B.
Peak nach 26,5 Minuten). Die meisten groffen Peaks stammen von nicht geruchsaktiven

Verbindungen.
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Abbildung 5-29: TDS-GC-FID-Chromatogramme einzelner Kulturtage [d] von F. rosea mit

Rapspresskuchen in Minimalmedium unter Standardbedingungen im Riihrkessel-Bioreaktor. LW: vor

dem Animpfen der Kultur.

Eine Bildungskinetik in beiden Kultursystemen konnte fiir vier aromaaktive Substanzen erstellt
werden (Tabelle 5-8). Die Zuordnung der Peaks erfolgte mittels Geruchseindruck, RI und TDS-
GC-MS. Aufgrund von Uberschneidung der Peaks zahlreicher Verbindungen und der Unschirfe,
die sich aus dem Vergleich von Chromatogrammen verschiedener Gerite mit unterschiedlichen
Detektoren ergibt, konnten nur wenige Verbindungen der tiglich gemessenen TDS-GC-FID-
Chromatogramme mit ausreichender Sicherheit identifiziert werden. Wegen der nicht-selektiven
Detektion des FIDs konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die identifizierten Peaks im Laufe

der Kultur mit anderen Verbindungen coeluierten.

Tabelle 5-8: Identifizierte Verbindungen fiir die Erstellung einer Bildungskinetik

Kovat
Struktur Geruchseindruck (;:Ia s Kovits RI (Literatur)

Methyl-3-methylbutanoat  fruchtig, Apfel, etherisch 1024 1015 Sanz er al. (2001)

3-Methylbutan-1-ol oder siilich 1227 1230  Ferreira et al. (2001)

1-Pentanol 1244  Umano ez al. (2002)
3-Butenylisothiocyanat frisch, zitrus 1454 -

Methylbenzoat Mandel, Wintergriin 1615 1635  Ferreira et al. (2001)

Ein Pentylalkohol, 3-Methylbutan-1-0ol oder 1-Pentanol, konnte mittel MS, RI und

Geruchseindruck nicht eindeutig identifiziert werden. Beide Substanzen sind Bestandteil von
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preiswerten Fuseldlen (van der Schaft (2007)) und wurden von Abraham er al (1994) in
Schiittelkulturen mit F. rosea nachgewiesen. Da die Substanz nicht im Blindwert enthalten war,
wurde sie mit der Vorkultur die Bioreaktoren eingebracht (Tag 0, Abbildung 5-30). Bis zum
dritten Kulturtag, an dem die Glucose verbraucht war (Abbildung 5-35), nahm die
Konzentration in beiden Kultursystemen vergleichbar schnell zu. Danach sank die Bildung im
Riihrkessel, wogegen sie im Festbett-Bioreaktor stieg. Moglicherweise war die Bildungsrate im

Rithrkessel-Bioreaktor  geringer, oder es erfolgte eine  weitere  Metabolisierung.
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Abbildung 5-30: C;sH;,O (3-Methylbutan-1-ol (G) oder 1-Pentanol (H)) in der Abluft von

Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB). Kultur von £. 7osea mit Rapspresskuchen in

Minimalmedium unter Standardbedingungen.

Methyl-3-methylbutanoat wurde im Riihrkessel-Bioreaktor vergleichsweise wenig gebildet
(Abbildung 5-31). Dies kénnte aus unterschiedlichen Physiologien in den Bioreaktor-Systemen
resultieren. Im  Festbett-Bioreaktor wurde am dritten Kulturtag (Glucose aufgebraucht,
Abbildung 5-35) ein erstes Bildungsmaximum erreicht. Die Stoffwechselumstellung konnte eine
verringerte Produktion an Tag vier verursacht haben, der nach zwei Kulturtagen ein zweites,
niedrigeres Maximum folgte. Die Verbindung wurde noch nicht in Kulturen mit F. rosea

nachgewiesen.

Methylbenzoat (Niobedl) wurde ebenfalls hauptsichlich im Festbett-Bioreaktor gebildet. Die

Synthese begann am dritten Kulturtag mit dem Verbrauch der Glucose und nahm beinahe linear
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zu (Abbildung 5-32). Im Riihrkessel-Bioreaktor hingegen stieg die Produktion kaum an.
Maglicherweise wurde durch die Kultur im Festbett cine Esterase oder Alkoholacyltranferase
vermehrt exprimiert. Methylbenzoat wurde von Abraham e /. (1994) in Schiittelkulturen mit £

rosea nachgewiesen.
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Abbildung 5-31: Methyl-3-methylbutanoat (I) in der Abluft von Rithrkessel- (RK)
und Festbett-Bioreaktor (FB). Kultur von F. rosea mit Rapspresskuchen in Minimalmedium

unter Standardbedingungen.

3-Butenylisothiocyanat wurde mittel MS und Geruch identifiziert. Literaturwerte fiir eine
vergleichbare Kapillarsiule liegen nicht vor. Die Substanz entsteht durch Abbau des
Senfélglycosids Gluconapin (Frank et al. (2010)), welches in Raps enthalten ist (Velasco e /.
(2008)). Die unterschiedlich hohe Konzentration des Thiocyanats vor dem Animfen (Tag -1,
Abbildung 5-33) kénnte mit mechanischem Aufschluss oder dem direkten Luftkontakt im
Rithrkessel begriindet werden. Der erneute Konzentrationsanstieg ab dem dritten Kulturtag, dem
Zeitpunkt des vollstindigen Glucoseverbrauchs, hing vermutlich mit der Bildung von Hydrolasen
zusammen. Da im Festbett zu Beginn der Kulturfithrung kaum 3-Butenylisothiocyanat freigesetzt
wurde, war die Konzentration des Senfolglycosids méglicherweise an Tag drei im Festbett hoher
als im Riihrkessel. Dies wiirde die Tatsache erkliren, dass die Konzentration von

3-Butenylisothiocyanat in der Festbett-Bioreaktorabluft gegen Kulturende hoher war als beim

Rithrkessel.
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Abbildung 5-32: Methylbenzoat (J) in der Abluft von Rithrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB).
Kultur von F. rosea mit Rapspresskuchen in Minimalmedium

unter Standardbedingungen.

Die Betrachtung der Gesamtfliichtigen (Abbildung 5-34) — ein Summenparameter, der alle aus
der Abluft adsorbierten Substanzen auf den Standard Cyclopentanol normiert — zeigte, dass im
Rithrkessel-Bioreaktor an den Kulturtagen drei und vier ein temporires Maximum erreicht
wurde. An Tag drei wurde Glucose vollstindig abgebaut (Abbildung 5-35). Die Dauer des
temporiren Maximums bis Tag vier konnte dadurch begriindet werden, dass Basidiomyceten
Polysaccharide und organische Siuren in das Medium abgaben. Diese dienten vermutlich als
Substrat, nachdem die Glucose aufgebraucht war, und verzégerten so eine grundlegende
Umstellung des Stoffwechsels. Die Zunahme der Gesamtfliichtigen im Riihrkessel-Bioreaktor an

Tag neun hingt wahrscheinlich mit der cinsetzenden Zelllyse zusammen.

Im Festbett-Bioreaktor unterschied sich die Menge der Gesamtfliichtigen zu keinem Zeitpunke
der Kulturfithrung deutlich vom Leerwert (Abbildung 5-34, dargestellt als Tag -1). Hierfiir sind
verschiedene Begriindungen denkbar. Das Ausbleiben von Scherstress minimierte die Zahl der
zerstorten Zellen, wodurch entweder weniger fliichtige Verbindungen oder weniger Enzyme
freigesetzt wurden, die aus Medienbestandteilen fliichtige Stoffe bildeten. Méglich ist auch, dass
eine Unterversorgung der Zellen zu einer Mangelsituation fiithrte und daher weniger fliichtige

Substanzen gebildet wurden. Dagegen spricht jedoch, dass Glucose im Festbett-Bioreaktor
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dhnlich schnell wie im Riihrkessel-Bioreaktor abgebaut wurde (vgl. Abbildung 5-35). Trotzdem
konnte zu einem spiteren Zeitpunkt ein Nihrstoffmangel eingetreten sein, da die unlslichen
Bestandteile des Reststroms im Festbett immobilisiert waren und daher nur angrenzenden Zellen

zur Verfigung standen.
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Abbildung 5-33: 3-Butenylisothiocyanat (K) in der Abluft von Rithrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor
(EFB). Tag -1 stellt die Abluftprobe vor dem Animpfen dar. Kultur von F. rosea mit Rapspresskuchen in

Minimalmedium unter Standardbedingungen.

Mit zunehmendem Bewuchs des Festbetts ist auflerdem die Ausbildung von Kanilen fiir das
zirkulierende Medium denkbar. Dies hitte diffusiv versorgte Bereiche zur Folge, die
substratlimitiert sein konnten (vgl. Abschnitt 5.2.5). Letztlich kann auch angenommen werden,
dass die verinderten Kulturbedingungen der Festbettkultivierung zu einem verinderten
Metabolismus fiihrten, der ein anderes Enzymspektrum mit sich bringt. Der Riihrkessel-
Bioreaktor bildet zwar insgesamt mehr fliichtige Substanzen — die quantifizierten, aromaaktiven

Substanzen iiberwiegen jedoch im Festbett-Bioreaktor.

Unter der Annahme, dass die Bildung der Gesamtfliichtigen innerhalb von 24 Stunden keinen
groflen Schwankungen unterlag und alle Substanzen adsorbiert wurden, kann die Produktion
fliichtiger Verbindungen {iber den gesamten Kulturverlauf berechnet werden. Demnach wurden
im Rithrkessel ungefihr 71,5 mg Fliichtige produziert, im Festbett 22,5 mg (bezogen auf den
Standard Cyclopentanol). Von den adsorbierten Verbindungen war nur ein Teil geruchsaktiv. Es
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muss berticksichtigt werden, dass polare und schwerer fliichtige Verbindungen nur anteilig mit

der Abluft aus dem Medium getragen wurden und die tatsichlich gebildeten Konzentrationen

einiger Aromastoffe somit héher gewesen sein diirften. Der Abbau von nicht ausgetragenen

Substanzen ist naheliegend.
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Abbildung 5-34: Gesamtfliichtige als Summenparameter in Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor

(FB). Tag -1 gibt den Gehalt vor dem Animpfen an. Kultur von F. rosea mit Rapspresskuchen in

Minimalmedium unter Standardbedingungen.

Analog zur Berechnung der Gesamtfliichtigen wurde die gesamte Menge der quantifizierten

Substanzen, die mit der Abluft ausgetragen wurden, berechnet (Tabelle 5-9). Es wird deutlich,

dass die Ausbeute an Metaboliten von F. rosea im Festbett-Bioreaktor tiberwiegt. So wurde in

diesem Kultursystem nahezu die zehnfache Menge an Methyl-3-methylbutanoat produziert.

Dagegen wurde das aus dem Substrat freigesetzte 3-Butenylisothiocyanat vor allem aus dem

Riihrkessel ausgetragen (siche auch Abbildung 5-33).

Tabelle 5-9: Abgabe verschiedener Substanzen mit der Abluft aus Rithrkessel- (RK) und Festbett-

Bioreaktor (FB) iiber den gesamten Kulturzeitraum

Methyl-3-methylbutanoat
CsH.,O

Methylbenzoat
3-Butenylisothiocyanat

Produktbildung [mg]
RK FB
0.05 0.46
1.51 2.57
0.22 1.70
0.65 0.34

Als Wachstums- und Stoffwechselindikatoren wurden der Glucoseverbrauch (Abbildung 5-35)
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sowie der pH-Wert bestimmt. Glucose war am dritten Kulturtag in beiden Bioreaktoren
verbraucht — dieser Zeitpunkt fiel mit Verinderungen im Aromaprofil zusammen. Erkennbar war
aulerdem, dass im Riithrkessel-Bioreaktor am zweiten Kulturtag mehr Glucose verbraucht wurde
als im Festbett-Bioreaktor. Dies lisst darauf schliefSen, dass F. 7osea im Riihrkessel-Bioreaktor

unter den Anfangsbedingungen schneller wuchs.
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Abbildung 5-35: Glucoseabbau in Riihrkessel- (RK) und Festbett-Bioreaktor (FB). Kultur von F. rosea

mit Rapspresskuchen in Minimalmedium unter Standardbedingungen.

Der pH-Wert (Abbildung 5-36) sank in beiden Fermentern auf 2,9. Steigt der pH-Wert wieder,
ist dies ein Indiz dafiir, dass der Abbau von organischen Siuren stattfindet. Der pH-Anstieg fiel
im Riihrkessel mit einer makroskopisch sichtbaren Zelllyse zusammen. Es war auffillig, dass F.
rosea zwar im Riithrkessel Glucose schneller verbrauchte, im Festbett-Bioreaktor aber schneller das
Medium ansiuerte. Dies konnte ein Hinweis auf eine Sauerstofflimitierung sein. Da der pH in
beiden Kultursystemen auf den gleichen Wert sank, ist davon auszugehen, dass unterschiedliche
Syntheseleistungen nicht auf einen pH-Effekt zuriick zu fithren waren. Ein niedriger pH-Wert
wurde von Berger er al. (1986a) als Voraussetzung fiir die Bildung von Lactonen mit F. rosea

beschrieben.
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Abbildung 5-36: pH-Wert bei der Kultur von F. 7osea mit Rapspresskuchen in Minimalmedium unter
Standardbedingungen

Betrachtet man den Glucoseverbrauch und die Bildung der Gesamtfliichtigen, so verlduft die
Kultur von F. rosea im Riihrkessel-Bioreaktor schneller als im Festbett. Dies wurde auch bei der
Untersuchung verschiedener Enzymproduzenten festgestellt (siche Abschnitt 5.2). Die Bildung
einzelner Aromastoffe, wie Methylbenzoat, CsH1,O (3-Methylbutan-1-ol oder 1-Pentanol) und
Methyl-3-methylbutanoat, iiberwiegt jedoch im Festbett-Bioreaktor. Dies demonstriert das

Potential des neuartigen Kultursystems, das Produktspektrum von Basidiomyceten zu prigen.

6 Ausblick

Die Fihigkeit zahlreicher Basidiomyceten, auf dem industriellen Nebenstrom Rapspresskuchen
Aromastoffgemische zu generieren, wurde im Rahmen cines screenings mit 32 Pilzstimmen
demonstriert. Durch die Auswahl weiterer Nebenstréme und Pilzstimme konnte das
Produktspektrum vergrofert werden. Eine MafSstabsvergroferung mit . rosea ergab im Vergleich
zu Schiittelkulturen ein olfaktorisch unverindertes Aromaspektrum. Die Quantifizierung
ausgewihlter Verbindungen, die aus der Bioreaktorabluft adsorbiert wurden, erméglichte das
Erstellen einer Bildungskinetik und bietet damit eine Basis fiir eine Ausbeuteoptimierung sowie
das Verstindnis des Aromametabolismus. Der Einsatz eines TDS-GC-MS fiir die Bestimmung
der Bildungskinetik kénnte das Potential der Aromaanalytik aus der Abluft erweitern. Auch eine
Losungsmittelelution der Adorbens wire maoglich (Kaiser (2010)). Dieser kénnten gingige

analytische und priparative Verfahren folgen.
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Da die Konzentration der untersuchten Verbindungen im unteren Milligrammbereich lag,
besteht Bedarf einer Ausbeuteerhéhung fiir die Aromaproduktion mit . resea. Die Dauer ciner
Kultivierung miisste verkiirzt werden, um eine wirtschaftliche Anwendung zu erleichtern. Dazu
konnte der Einfluss grundlegender Betriebsparameter und Medienbestandteile untersucht
werden, um das Verfahren anschlieffend mittels statistischer Versuchsplanung zu optimieren.
Auflerdem bietet das Identifizieren von Prikursoren und eine Supplementierung ebensolcher das
Potential, die Produktbildung zu steigern. Die Verwendung eciner hoheren Nebenstrom-
konzentration scheint ebenfalls vielversprechend. Hierfiir kdnnte auch ein Feststoff-Bioreaktor in
Frage kommen. Die Produktgewinnung, die eine Hiirde bei der Produktion von Aromen
darstellt, kénnte auf potentielle Zielkomponenten angepasst werden. Denkbar wire die
Kombination von 77 situ-Verfahren zur Extraktion aus dem Medium und eine Adsorption aus der
Abluft. Eine gesteigerte Wertschdpfung wire zusitzlich durch die Verwendung mehrerer
Produkte eines Kulturansatzes vorstellbar. So konnten etwa parallel Aromastoffe, Enzyme,

Zellprotein und Exopolymer verwertet werden.

Mit P. farinosus wurde 4-Vinylguajacol, ein Bestandteil von Raucharomen, produziert. Fiir eine
weitere Aufreinigung wurden Ausgangsbedingungen geschaffen. Da bisher ausschliefSlich
prokaryotische Ferulasiuredecarboxylasen charakterisiert wurden, verspricht das Enzym aus
P. farinosus neuartige Eigenschaften, die fur die kalte Produktion von Raucharoma genutzt

werden kénnten.

Der Vergleich von vier verschiedenen Enzymproduzenten in Festbett- und Rithrkessel-Bioreaktor
ergab durchgehend eine hohere Produktbildung im Riihrkessel. Da die ausgewihlten Stimme in
Schiittelkultur gut kultivierbar sind, verfiigen sie {iber eine gewisse Scherkrafttoleranz. Ein
screening, welches auf die Anspriiche scherkraftsensitivere Organismen ausgelegt wurde, wiirde
eine Basis fir die Verwendung bisher wenig beachteter Arten schaffen. Fiir die Kultur solcher
Organismen wire der Festbett-Bioreaktor aussichtsreich. Auch eine Anpassung der Kultur-
bedingungen im Festbett-Bioreaktor auf die Bildung ausgewihlter Aromastoffe scheint
vielversprechend, wie durch die hhere Ausbeute einiger Produkte bei der Kultur von F. rosea

deutlich wurde.
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