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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Infolge des Riickgangs des Pro-Kopf-Verbrauches von Bier ist es fir die Brauereien
von grofer Bedeutung, neuartige Getranke anbieten zu kdnnen. In Vorarbeiten
wurde herausgefunden, dass einige Basidiomyceten in der Bierwilrze
vielversprechende Aromen produzieren koénnen. Besonders der Pilz Lentinula
edodes hat in kirzeren Fermentationszeiten ein frisches, fruchtiges, sufliches,
pflaumendhnliches und leicht sauerliches Aromaprofil entwickelt. Um einen
effizienten Prozess zur Herstellung von alkoholfreien Getranken mit Hilfe von
Basidiomyceten zu entwickeln, sind grundlegende Untersuchungen zu ihrer
Kultivierung notwendig. Hierbei sind vor allem Untersuchungen fir die lagerfahige
Starterkultur und die Aromaproduktion erforderlich. Der Fokus liegt vor allem auf der
Sauerstoffversorgung der Basidiomycetenzellen sowie den hydromechanischen
Scherkréften und deren Einflissen auf die Biomasse- und Aromaproduktion.
Besonders die Sauerstofflimitierung in Pellets ist fiir die Aromaproduktion von
grolem Interesse. Zudem soll auch der Einfluss der Temperatur und der

Biomassemenge auf die Aromaproduktion betrachtet werden.

Mithilfe eines Mikro-Sauerstoffsensors wurde gezeigt, dass Lentinula edodes-(LED)-
Pellets ab einem Durchmesser von 0,2 cm sauerstofflimitiert sind. Aulerdem wurden
mittels einer mathematischen Modellierung die Sauerstoffgradienten in LED-Pellets
berechnet und dargestellt. Auch die Berechnung der Sauerstoffgradienten anderer
Basidiomyceten-Pellets — Tyromyces chioneus (TCH) und Trametes versicolor (TVE)
— ist auf Grundlage dieses Modells erfolgt. Um die Sauerstoffversorgung der Pellets
zu verbessern und damit héhere Biomassemengen im Vergleich zur Kultivierung auf
einem orbitalen Schuttler zu erzielen, wurden die Basidiomyceten LED, TCH und
TVE mit der ,Akustischen Resonanz-Mischtechnik* (RAMbio®-System) kultiviert. Nur
beim Basidiomyceten TVE wurde eine deutliche Erhéhung der Biomassemenge
beobachtet. Bei der Kultivierung von TCH im RAMbio®-System wurde hingegen eine
Verminderung der Biomassemenge festgestellt. Ferner wurde festgestellt, dass bei
der Biomasseproduktion von LED keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kultivierungssystemen aufgetreten sind. Allerdings konnte die Morphologie von
Basidiomyceten mit dieser Mischtechnik signifikant beeinflusst werden. Auch durch
die Erhéhung der Schiittelgeschwindigkeit bei der Kultivierung des Basidiomyceten

LED in Schuttelkolben auf einem orbitalen Schittler konnte die Biomassemenge
\



Zusammenfassung

nicht erhéht werden. Zudem wurde herausgefunden, dass sich die
hydromechanischen Scherkréfte in dem untersuchten Bereich nicht negativ auf das
Wachstum von LED auswirken. Wie bei der Kultivierung von LED im RAMbio®-
System wurden auch hier signifikante Unterschiede in der Morphologie durch die

Erhéhung der Scherkrafte beobachtet.

AnschlieBend sind die Prozessparameter, die die Aromaproduktion im
Rihrkesselbioreaktor beeinflussen kénnen, untersucht worden. Die Erhéhung der
Temperatur hat die Produktion des mafRgeblichen Aromastoffs des Getrénkes, 2-
Methylbuttersduremethylester (2-MBME), vermindert und auch das Wachstum von
LED verringert. Eine weitere Untersuchung hat die Fluchtigkeit von 2-MBME bei
héheren Temperaturen aufgezeigt. Durch die Erhéhung des volumetrischen
Leistungseintrags von 1,7 auf 5,7 W/m® konnte die Produktion des fruchtigen Esters
2-MBME signifikant gesteigert werden. Eine weitere Erhéhung des volumetrischen
Leistungseintrages auf 26,2 W/m?® hat sich allerdings nicht positiv auf die Produktion
von 2-MBME ausgewirkt. Zudem wurde nachgewiesen, dass die Produktion von 2-
MBME sauerstoffabhangig ist und die PelletgréRe keinen Einfluss auf die Produktion
von 2-MBME hat. Die Produktion von 2-MBME konnte auch durch die Erh6hung der
Inokulumkonzentration erhéht werden. Zudem ist hier gezeigt worden, dass sowohl
der volumetrische Leistungseintrag als auch die Inokulumkonzentration die
Morphologie von LED beeinflussen. In der folgenden Untersuchung ist der
volumetrische Leistungseintrag weiter erhéht und die Interaktion zwischen diesen
Faktoren herausgestellt worden. Der Basidiomycet LED hat die hdchste
Konzentration von 2-MBME beim niedrigsten volumetrischen Leistungseintrag (5,7
W/m®) bei der héchsten Inokulumkonzentration produziert. Mit dieser Untersuchung
ist bewiesen worden, dass der hdéhere mechanische Scherstress sowohl die

Morphologie als auch die Aromaproduktion von LED beeintrachtigt.

Zum Schluss konnte eine Methode zur Lagerung der Starterkulturen etabliert werden,
die bei der Aromaproduktion zur Herstellung eines alkoholfreien Getrankes als
Biomasse benutzt werden konnte. Erstmalig wurde gezeigt, dass die
Basidiomyceten-Pellets sowohl in SNL-H-Medium als auch in destilliertem Wasser

erfolgreich gelagert und wieder fiir die Aromaproduktion verwendet werden kénnen.

Vil



Abstract

Abstract

Due to the decreasing consumption of beer, it is crucial for breweries to produce new
beverages. Previous researches with basidimycetes have shown that they can
produce very interesting flavors in beer wort. Especially, the basidiomycete Lentinula
edodes produced a fresh, fruity, sweet, plum-like and slightly sour flavor profile in a
very short fermentation time. To develop an efficient process for the production of
non-alcoholic beverages with the help of basidiomycetes, fundamental studies on
their cultivation are required. In this context, investigations for storable starter
cultures and flavor production should be carried out. The main focus of this study is
on the oxygen supply of basidiomycete cells as well as hydromechanical shear forces
and their effects on biomass and flavor production. In particular, the oxygen limitation
in pellets is a very important aspect for the flavor production. Furthermore, the effect
of temperature and biomass concentration on the flavor production should be

considered.

The measurement with a micro-oxygen sensor showed that Lentinula edodes (LED)
pellets, which are bigger than 0,2 cm, are oxygen-limited. In addition, a mathematical
model was used to calculate and show the oxygen profiles in LED pellets. Also, the
oxygen profiles in Tyromyces chioneus (TCH) und Trametes versicolor (TVE) pellets
were calculated with this model. In order to improve the oxygenation of the pellets
and thus to achieve higher biomass quantities compared to cultivation on an orbital
shaker, the basidiomycetes LED, TCH and TVE were cultivated with the acoustic
resonance mixing technology (RAMbio®-System). An increase of biomass
concentration with the RAMbio®-System was only achieved in the cultivation of the
basidiomycete TVE. In contrast, the biomass concentration was decreased when the
basidiomycete TCH was cultivated with the acoustic resonance mixing technology. It
was also found that there were no significant differences in the biomass production of
LED between the cultivation systems. However, the morphology of the
basidiomycetes was influenced significantly with this mixing technology. Also, it was
shown that the biomass amount of LED could not be increased by increasing the
shaking rate in shake flask cultivations on an orbital shaker. In addition, it has been
found that the hydromechanical shear forces in the investigated range do not
adversely affect the growth of LED. But it was also observed that the morphology of

LED was significantly influenced by the increase of shear forces.

Vil



Abstract

Subsequently, the process parameters that can influence the flavor production in the
stirred tank bioreactor have been investigated. The increase in temperature reduced
the most important flavor compound of the beverage (2-MBME) and also decreased
the growth of LED. A further investigation showed the volatility of 2-MBME at higher
temperatures. This study also found that the production of 2-MBME was increased
significantly when the volumetric power input was increased from 1,7 to 5,7 W/m®.
However, a further increase in volumetric power input to 26,2 W/m? did not have a
positive effect on the production of 2-MBME. In addition, it was proven that the
production of 2-MBME is oxgen dependent and can not be influenced by pellet size.
The production of 2-MBME could also be increased by increasing the inoculum
concentration. Furthermore, it was shown that the morphology of LED can be
influenced by volumetric power input and inoculum concentration. In the following
investigation, the volumetic power input was increased further and the interaction
between these factors was shown. The basidiomycete produced the highest
concentration of 2-MBME at the lowest volumetric input (5,7 W/m®) and at the highest
inoculum concentration. This investigation proved that higher mechanical shear

stress affects both, the morphology and flavor production of LED.

Finally, a method for the storage of starter cultures, which are used as biomass to
produce non-alcoholic beverages, could be established. For the first time, it was
shown that the basidiomycete pellets can be successfully stored in both, SNL-H

medium and distilled water, and can be used again for the flavor production.
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