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1. Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt des Forschungsprojektes MyBioFac steht die Untersuchung des biosynthetischen Potenzials
des Bioorganismus Miesmuschel (Mytilus edulis trossulus-Komplex) als nachhaltige und umweltfreundliche
Ressource fir mal3geschneiderte Verbindungen. Die Ergebnisse bieten wertvolle Informationen fiir die Nut-
zung der Miesmuschel als Biofabrik zur Produktion funktioneller Verbindungen mit hohem Verwertungspo-

tenzial im Food- und Non-Food-Bereich.
Ziele dieses Projektes sind (Abb. 1):

¢ die Untersuchung genetischer Varianten, Zuchtbedingungen und Interventionen mit Stressfakto-

ren in Bezug auf die Biozusammensetzung

o umfassende Analyse sowie spezifische Isolierungs-, und Fraktionierungsstrategien aller Verbin-

dungsklassen (Proteine, Lipide und hydrophile Verbindungen)

o die Identifizierung neuer Verbindungen und Funktionen durch eine systematische Charakterisie-

rung physikalisch-chemischer und technologischer Eigenschaften

o die Entwicklung neuer Verwertungsstrategien fur die aus der Bioraffination von Muscheln gewon-
nenen Verbindungen zur innovativen Anwendung im Food- und Non-Food-Bereich.




Ziele der verschiedenen Arbeitspakete, um das Gesamtziel des Projekts zu erreichen
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Abb. 1: Ziele des Projektes
2. Wissenschatftlicher und technischer Stand

Biomasse aus dem Meer gewinnt zunehmend an Aufmerksamkeit, da sie eine Ressource fur erneuerbare
Stoffe ist. Die Aquakultur wurde von der FAO als nachhaltige Methode zur Proteinproduktion hervorgehoben
(FAO, 2016). Unter den marinen Organismen sind Muscheln sehr einzigartig. Wéahrend ihres Lebens durch-
laufen sie enorme Veranderungen, die zu starken Schwankungen im Stoffwechsel des Organismus fihren.
Nach ihrem planktonischen Stadium verwandeln sich die Organismen in eine festsitzende Muschel und
wachsen innerhalb der ersten Monate enorm, bis die Muscheln in den kéalteren Wintermonaten eine Pla-
teauphase erreichen und sich auf die Vermehrung im nachsten Frihjahr vorbereiten und von ihren gespei-
cherten Lipiden und Proteinen zehren (Okumus et al. 1998). Die Muschel (Mytilus edulis trossulus complex),
die Schliisselart im Okosystem Ostsee, stellt eine der wichtigsten Arten von Aquakulturschalentieren dar
(Larsson et al. 2017). Obwohl ihre Popularitat als Meeresfrichte in den letzten Jahren aufgrund ihres Geh-
altes an Protein, omega-3-Fettsauren (LC-PUFA) und Jod zugenommen hat (Grienke et al. 2014; Mickel-
borough et al. 2013), wurde ihr Potenzial als Quelle fiir mal3geschneiderte Bioinhaltsstoffe, insbesondere
funktionelle Proteine, nur selten untersucht. Gleichzeitig dominieren Miesmuscheln auch die Abfallproduk-
tion im Muschelsektor, da nur intakte Muscheln eines bestimmten Alters und einer bestimmten GréRRe kom-
merziell als Meeresfriichte vermarktet werden (Fernandez et al. 2015). Muscheln mit Schalen, die unterdi-
mensioniert oder gebrochen sind sowie Muscheln, die fur wasserwirtschaftliche Zwecke verwendet werden,
werden entsorgt oder als Tierfutter oder Diingemittel verwendet. Neue Verwertungsstrategien fur Miesmu-
scheln, einschliellich ihrer Nebenprodukte und der Umwandlung in hochwertige funktionelle Inhaltsstoffe,
sind von grofRer Bedeutung (Harnedy et al. 2012). Dies erfordert systematische und detaillierte Einblicke in
das biosynthetische Potenzial und die Faktoren, die die Menge und Qualitat von Bioverbindungen beein-
flussen. Als sessile Bioorganismen haben Muscheln verschiedene Schutz- und Abwehrmechanismen ent-
wickelt, wie z.B. die Produktion bioaktiver Molekiile, da sie stédndig Raubtieren, Krankheitserregern und
einer abwechselnden und rauen Umgebung ausgesetzt sind (Kim et al. 2010). Darlber hinaus unterliegt
der Stoffwechsel des Organismus externen Faktoren wie saisonalen Veranderungen, Futterquelle und Was-
sertiefe (Okumus et al. 1998; Fernandez et al. 2015).

Daher gewinnen neue Verwertungsstrategien fur Miesmuscheln, einschlief3lich ihrer Nebenprodukte und
der Umwandlung in hochwertige funktionelle Inhaltsstoffe, zunehmend an Bedeutung. Es besteht ein grol3es
Potenzial fur funktionelle Anwendungen von Muschelproteine in traditionellen Verfahren, die auf der Ver-
wendung tiersicher Proteinquellen beruhen. Die Gewinnung von LC-PUFA ist eine der jingsten Verwer-
tungsstrategien fur Muscheln als ressourceneffiziente Alternative zu Fischél im Hinblick auf tUberfischte
Fischbestande. Auch die Schale der Miesmuschel ist eine Ressource fiir Biomineralien, die aus zwei poly-
morphen Formen von CaCOg, Calcit und Aragonit (Perlmutt) besteht. In erhitzten Schalen wird CaCOs in
CaO umgewandelt, das antibakterielle Eigenschaften aufweist. Andere Anwendungen in der Kosmetik als
Peelingkérper oder Pigmente sind noch nicht erforscht.



3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Fur dieses Projekt erfolgt die nachhaltige Zucht von Muscheln in der Kieler Meeresfarm in Hangeleinenkultur
(Abb. 2). Dabei werden die unterschiedlichen Altersgruppen identifiziert und sorgfaltig ausgewahlt. Au3er-
dem werden Muscheln in drei verschiedenen Tiefen (3, 6 und 9 Meter) angebaut, um potenzielle Einflisse
verschiedener Tiefen auf die Zusammensetzung der Muschel zu beobachten. Beim Experiment "Trocken-
fallen" wird zudem die natirliche Uberlebensfahigkeit der Muscheln beim Trockenfallen durch Niedrigwas-
ser genutzt. Dazu werden die Muscheln fur definierte Zeitraume aus dem Wasser enthommen, um Stress-
bedingungen unter kontrollierten Bedingungen zu simulieren. AuRerdem werden Muscheln aus diversen
Regionen der Ostsee in Stichprobenkampagnen durch die Kieler Meeresfarm bereitgestellt, um die Auswir-
kungen der bestehenden genetischen Unterschiede und Herkunft zu erforschen. Die Untersuchung der ge-
netischen Variation erfolgt in Zusammenarbeit mit dem Forschungsinstitut GEOMAR. Grundlegende Infor-
mationen zur Zusammensetzung der Muscheln werden mittels gezielter sowie nicht-gezielter Analysen ge-
wonnen. Es wird ein Uberblick iiber potenziell interessante Verbindungen, einschlieRlich Proteine und Lip-
ide, erstellt. Es erfolgt eine detaillierte Analyse der physikalisch-chemischen und technologischen Eigen-
schaften der Proteinfraktionen in Zusammenarbeit mit der Wageningen University & Research, um die viel-
faltigen Funktionen von Muscheln in der Lebensmittelindustrie gezielt nutzen zu kdnnen. Alle Resultate
werden systematisch dahingehend evaluiert, ob sich die gewonnenen Proteine, Lipide und Schalenfraktio-
nen verwerten lassen und in welchen Bereichen sie zukinftig zum Einsatz kommen kdnnen — sowohl im
Food- als auch im Non-Food-Bereich. Informationen zum Projekt werden in verschiedenen Outreach-MalR-
nahmen genutzt, u.a. fir Versuche zur Muschel im Schulerlabor food:lab der Forschungswerkstatt Kiel.

Abb. 2: Ablauf des Experiments zum Einfluss der Anbautiefe an der Kieler Meeresfarm. Oben (von links nach
rechts 1. -5.): 1. Vorbereitung der Wachstumsstreifen; 2.Bestimmung des Abstands zwischen den drei Tiefen
(3, 6 und 9 Metern); 3. Fertigstellung der Wachstumsstreifen; 4. Kontrolle vor dem Einbringen ins Wasser; 5.
Befestigung an der Tragleine; unten (von links nach rechts 6. - 9.): 6. Einbringen der Wachstumsstreifen; 7.
AbschlieBend Kontrolle; 8. und 9. Probennahme im Labor der Lebensmitteltechnologie (CAU)

4. Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Fir die Analysen der Biowirkstoffzusammensetzung und die Untersuchung der physikalisch-chemischen
und technologischen Funktionen von Proteinen haben wir eine breite Palette von Methoden implementiert.

Im Rahmen der Untersuchungen konnten insgesamt mehr als 4.300 verschiedene Metaboliten im Muschel-
fleischgewebe mit der Metabolomics Plattform (FT-ICR-MS) identifiziert werden. Die Anzahl der identifizier-
ten hydrophilen Verbindungen belduft sich auf etwa 1.800, wahrend die der lipophilen Verbindungen bei
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rund 2.500 liegt. Eine Verlangerung der Zeit des Trockenfallens flihrte zu einer Intensivierung des Pro-
teinabbaus, welche durch einen Anstieg von Metaboliten des Proteinabbaus nachweisbar war.

Aus Muschelfleisch wurden sarkoplasmatische, myofibrillare und Matrix-Fraktionen gewonnen und aufge-
reinigt. Deren Profil wurde mittels SDS-PAGE-Gelelektrophorese und Gréfienausschlusschromatographie
bestimmt. Bei Proteinen in der sarkoplasmatischen Fraktion handelt es sich in erster Linie um Enzyme und
regulatorische Proteine mit geringeren Molekulargewichten zwischen 10 und 50 kDa. Proteine in der myo-
fibrillaren Fraktion hingegen wiesen héhere Molekulargewichte von bis zu 150 kDa auf. Das Proteinprofil
der myofibrillaren Fraktionen wies einen hohen Anteil an typischen Proteinarten auf, darunter Myosin, Aktin,
Tropomyosin und Paramyosin. Das Profil der unldslichen Matrixproteine variierte in Abhéngigkeit der lonen-
konzentration der Extraktionslésungen.

Die physico-chemischen und funktionellen Eigenschaften der Proteinfraktion wurden mit einem breiten Me-
thodenspektrum untersucht. Das zeta-Potential und die Loslichkeit in wasseriger Losung wurde in Abhén-
gigkeit vom pH-Wert und lonenkonzentration gemessen. Die niedrigste Netto-Ladung ging mit geringster
Léslichkeit bei einem pH-Wert um 4 (isoelektrischer Punkt) einher. Bei héheren und niedrigeren pH-Werten
nahm die Nettoladung deutlich zu und die Léslichkeit stieg auf Gber 90 % bei einem pH-Wert von 12,0. Die
hochste Loslichkeit der myofibrillaren Proteinfratkion mit ~35% wurde bei einer NaCl-Konzentration von
0,8 M gemessen. Die technologischen Eigenschaften wurden fur die wichtigsten dispersen Lebensmittel-
mittelsysteme untersucht. Z. B. bildeten sarkoplasmatische Fraktionen Gele und Schaume mit einer gerin-
gen Stabilitat aus als myofibrillare Fraktionen, erzeugten aber stabilere Emulsionen.

In Bezug auf den Einfluss der Wachstumstiefe wurde ein niedrigerer Proteingehalt in den sarkoplasmati-
schen Fraktionen der Muscheln bei einer Tiefe von 9 Metern im Vergleich zu einer Tiefe von 3 Metern
festgestellt. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die myofibrillaren Fraktionen in den Muscheln,
welche in einer Tiefe von 3 Metern wuchsen, am héchsten und in den Muscheln, welche in einer Tiefe von
6 Metern wuchsen, am niedrigsten waren. Auch der Lipidgehalt wies in den Muscheln bei einer Anbautiefe
von 3 Metern den hochsten und bei einer Anbautiefe von 9 Metern den niedrigsten Wert auf.

In Bezug auf das Lipidprofil wurde festgestellt, dass Eicosapentaensaure (23%) die dominierende Fettsdure
im Muschelfleisch war, gefolgt von Docosahexaensaure (19 %), Palmitinsaure (17 %) und Palmitoleinsdure
(13 %). Aus Muscheln, die in einer Anbautiefe von 9 Metern wuchsen, wurden weniger Lipide extrahiert (9,3
% i.d. Trockenmasse) als aus Muscheln, in 3 und 6 Metern Tiefe (11,9 % i.d. Trockenmasse) wuchsen.

Im Hinblick auf die Verwertung wurde eine Strategie zur Verarbeitung des Muschelfleischs zu einem Homo-
genat entwickelt. Dieses zeichnet sich durch einen unauffalligen Geschmack, Aroma und eine helle Farbe
aus, wobei gleichzeitig eine hohe Natdrlichkeit (Nativitéat) der funktionellen Proteine gewahrleistet ist. Die
Eignung des Muschel-Homogenats flir die Weiterverarbeitung zu Lebensmittelprodukten konnte durch die
Entwicklung zweier Prototypen bestatigt werden, welche durch unterschiedliche Herstellungsverfahren er-
Zzeugt wurden.

Des Weiteren wurden aus der Muschelschale Peeling- und Putzpartikel unterschiedlicher TeilchengréRen
und -morphologien gewonnen, welche sich als funktionelle Fraktionen beispielsweise in kosmetischen Pro-
dukten anwenden lassen.
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