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Abschlussbericht zum Projekt: Substitution fossiler durch biobasierte Rohstoffe und
Steigerung der Ressourceneffizienz durch Abfallvermeidung

1. Einfihrung und Projektzielsetzung

Das vorliegende Projekt verfolgt das Ziel, fossile Rohstoffe durch biobasierte Rohstoffe zu
ersetzen und gleichzeitig die Ressourceneffizienz in der Landwirtschaft zu steigern. Dies wird
durch die Nutzung von Rest- und Nebenstromen der Agrarindustrie zur Produktion einer
proteinreichen, veganen Biomasse erreicht, die als Fleischersatzprodukt dient. Die innovative
Herangehensweise basiert auf der Verwertung von Reststoffen, insbesondere aus der
Zuckerindustrie, und tragt somit zur Etablierung einer nachhaltigen Kreislaufwirtschaft bei.

2. Substitution fossiler Rohstoffe und regionale Wertschopfung

Im Rahmen des Projekts werden fossile Rohstoffe durch biobasierte Alternativen ersetzt. Dies
geschieht durch ein Verfahren, das keinen zusatzlichen Bedarf an Anbauflachen oder
Dungemitteln erfordert, was die Effizienz bestehender Produktionsflachen erhoht und die
Treibhausgasemissionen auf einem konstant niedrigen Niveau halt. Das Endprodukt ist nicht auf
importierte Rohstoffe angewiesen, da es auf Rest- und Nebenstrome von regionalen
Zuckerherstellern zuruckgreift. Dies minimiert die Transportemissionen erheblich im Vergleich
zu anderen Fleischalternativen oder Tierfutter.

Die verwendeten Ribenschnitzel werden in stark zerkleinerter und getrockneter Form
transportiert, wodurch die Transportemissionen weiter reduziert werden. Dadurch entfallt die
Notwendigkeit von Importen und es entsteht eine regionale, klimafreundliche Produktions- und
Vertriebskette, die eine nachhaltige Wertschopfung in der Region ermaglicht.

3. Ressourceneffizienz und Kreislaufwirtschaft

Ein zentraler Aspekt des Projekts ist die Steigerung der Ressourceneffizienz durch die
Verwertung von Abfallstromen der Agrarindustrie. Durch die Nutzung von Nebenstromen der
Zuckerindustrie wird eine neue Wertschopfungskette geschaffen, die eine erhebliche
Reduzierung von Abfall und eine effizientere Nutzung bestehender Anbauflachen ermaoglicht.
Die Produktion der proteinreichen Biomasse erfordert keinen zusatzlichen Fldchenbedarf, was
ein wesentlicher Beitrag zur Ressourcenschonung ist.

Die Herstellung von Fleischalternativen aus Pilzmyzel stellt eine ressourcenschonendere
Alternative zur herkommlichen Fleischproduktion und zur Produktion von sojabasierten
Fleischersatzprodukten dar. Der Anbau von Soja ist in Europa klimatisch limitiert, und die
erhdéhte Nachfrage nach Sojaprodukten wirde den Importbedarf und damit verbundene
Treibhausgasemissionen steigern. Im Vergleich dazu benotigt die Produktion des Pilzmyzels
keine neuen Anbauflachen, wodurch eine effizientere Nutzung der bestehenden Flachen
ermdglicht wird.

4. Generierung zusatzlicher Wertschépfung

Das Projekt generiert zusatzliche Wertschopfung durch die Umwandlung von Rest- und
Nebenstrémen der Zuckerindustrie in ein hochwertiges, proteinreiches Nahrungsmittel. Bisher
ungenutzte Nebenprodukte werden in ein Protein- und vitaminreiches Endprodukt
umfermentiert, das somit das Potential zu einer hohen Wertschopfung bietet. Diese
Transformation eroffnet der Industrie und der Landwirtschaft neue, lukrative
Verwertungsmoglichkeiten und tragt zur Sicherung von Arbeitsplatzen in der Region bei.
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Durch die Nutzung bestehender Infrastruktur der Zuckerindustrie kann eine nachhaltige
Wertschopfung fur die Region realisiert werden. Dies bietet langfristige 6konomische
Perspektiven, insbesondere angesichts der steigenden Nachfrage nach pflanzlichen
Proteinquellen und der wachsenden Bedeutung von Klimaschutz in der Lebensmittelproduktion.

5. Treibhausgasminderungspotenzial und 6kologische Nachhaltigkeit

Die Produktion von Pilzmyzel als Fleischersatzprodukt bietet ein erhebliches Potenzial zur
Minderung von Treibhausgasemissionen im Vergleich zur traditionellen Fleischproduktion. Die
Herstellung von 1 kg Pilzmyzel erfordert lediglich etwa 100 Liter Wasser, 2 kg Substrat aus
Nebenstromen der Agrarindustrie, und verursacht etwa 2,3 kg CO2-Emissionen. Im Vergleich
dazu beansprucht die Produktion von 1 kg Rindfleisch etwa 15.000 Liter Wasser, 16 kg
Tierfuttermittel, und erzeugt 22 kg CO2-Emissionen.

Zusatzlich entstehen bei der Produktion von Pilzmyzel keine Treibhausgasemissionen wie
Methan oder Distickstoffmonoxid, die bei der konventionellen Tierhaltung tblich sind. Somit
bietet das Projekt eine umweltfreundliche Alternative zur Fleischproduktion, die erheblich zur
Reduzierung der Treibhausgasemissionen beitragen kann.

6. Vorarbeiten und technische Machbarkeit

Die bisherigen Vorarbeiten flur das Projekt wurden im LabormaBstab durchgefiihrt,
hauptsachlich in Schuttelkolben und in 5-Liter-Bioreaktoren. Diese Versuche legten den
Grundstein fur die Entwicklung des Verfahrens und ermdéglichten es, verschiedene Pilzstamme
und Substratkombinationen zu testen. Die erfolgreich etablierten Prozesse lieferten
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Proteinausbeute und der Qualitat des
Endprodukts.

Um die wirtschaftliche Tragfahigkeit des Projekts und die Skalierbarkeit des Verfahrens zu
gewahrleisten, war es notwendig, den Prozess von LabormaBstab auf industrielle MaBstabe zu
Ubertragen. Dazu wurden die Verfahren schrittweise auf 150-Liter-, 1.500-Liter- und schlieB3lich
auf 15.000-Liter-Bioreaktoren hochskaliert. Dieser Skalierungsprozess diente dazu, die
technische Machbarkeit und Effizienz des Verfahrens auch im industriellen MaBstab zu
validieren. Die erfolgreiche Umsetzung dieser Skalierungsschritte ist entscheidend, um zu
zeigen, dass das Verfahren nicht nur im Labor, sondern auch in groBem MaBstab unter
wirtschaftlich realisierbaren Bedingungen funktioniert.

Die Hochskalierung auf groBere Reaktoren brachte zusatzliche Herausforderungen mit sich, wie
die Optimierung der Prozessparameter, um eine gleichbleibende Qualitat und Ausbeute des
Pilzmyzels zu gewahrleisten. Diese Anpassungen umfassen unter anderem die Kontrolle der
Sauerstoffzufuhr, Temperaturregulation, pH-Wert-Management und die mechanische Belastung
durch Ruhrbewegungen im Bioreaktor. Dank der schrittweisen Anpassung und Optimierung
dieser Parameter konnte die Proteinausbeute im groBeren MaBstab stabil gehalten werden, was
die wirtschaftliche Rentabilitat des Projekts erheblich unterstutzt.

7. Auswahl der Pilzstamme

Bei der Auswahl der Pilze muss man einen Kompromiss der Eigenschaften Ausbeute, also
Verdaulichkeit des Substrates, Geschmack, biologische Wertigkeit im Sinne der
Aminosauresequenz, technologische Verwendbarkeit zur Herstellung eines fleischdhnlichen
Lebensmittels und Wachstumsgeschwindigkeit finden. Wir haben und daher flr die Stdmme
Armillaria tabescens, Lentinus squarrosulus und Pleurotus sapidus entschieden.
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Die Auswahl der Pilzstdmme Armillaria tabescens, Lentinus squarrosulus und Pleurotus sapidus
fur unser Projekt ist eine durchdachte Entscheidung, die verschiedene wichtige Eigenschaften
berlcksichtigt. Hier eine kurze Zusammenfassung der spezifischen Vorteile jedes Stammes und
warum sie sich besonders gut flr die Herstellung eines fleischahnlichen Lebensmittels eignen:

1. Armillaria tabescens (Ringloser Hallimasch):

o

Verdaulichkeit des Substrates: Armillaria tabescens ist bekannt fiir seine
Fahigkeit, schwer verdauliche Substrate wie Lignin und Zellulose effizient
abzubauen. Das macht diesen Pilz besonders geeignet, um wertvolle Nahrstoffe
aus dem Substrat freizusetzen und die Verwertungseffizienz zu maximieren.

Geschmack: Dieser Pilz hat ein kraftiges Aroma, das als Umami-reich
beschrieben wird und gut in Fleischalternativen passt. Sein Geschmack kann
dazu beitragen, fleischahnliche Produkte geschmacklich ansprechend zu
machen.

Technologische Verwendbarkeit: Aufgrund seiner enzymatischen Aktivitat konnte
Armillaria tabescens in der Lage sein, spezifische Texturen zu entwickeln, die flr
die Herstellung von fleischahnlichen Produkten wichtig sind.

2. Lentinus squarrosulus (Raue Schuppling):

o

Wachstumsgeschwindigkeit: Lentinus squarrosulus zeichnet sich durch ein
schnelles Wachstum aus, was die Produktionszyklen verkurzt und somit
wirtschaftliche Vorteile bietet.

Biologische Wertigkeit: Dieser Pilz besitzt ein interessantes Aminosaureprofil,
das die biologische Wertigkeit der produzierten Lebensmittel erhdhen kann. Dies
ist besonders wichtig, um ein Nahrstoffprofil zu erreichen, das mit tierischem
Protein vergleichbar ist.

Technologische Verwendbarkeit: Lentinus squarrosulus hat eine gute Textur und
wird haufig in der Lebensmittelindustrie fur fleischahnliche Produkte verwendet,
da er nach der Verarbeitung eine feste und faserige Struktur aufweist.

3. Pleurotus sapidus (Austernpilz):

o

Verdaulichkeit des Substrates: Pleurotus sapidus ist bekannt fur seine Fahigkeit,
verschiedene Substrate gut abzubauen, was zu einer hohen Ausbeute und einer
guten Verdaulichkeit fuhrt.

Geschmack: Der Geschmack von Pleurotus sapidus ist mild und angenehm, was
ihn vielseitig in der Lebensmittelproduktion einsetzbar macht, insbesondere flr
Produkte, die eine breite Akzeptanz finden sollen.

Technologische Verwendbarkeit: Dieser Pilz hat eine ausgezeichnete Struktur, die
leicht an die Textur von Fleisch erinnert. Seine faserige Konsistenz nach der
Verarbeitung macht ihn ideal fur die Herstellung von fleischdhnlichen Produkten.

Zusammenfassung: Die Versuche mit diesen drei Pilzstamme bietet eine optimale Mischung aus
schnellem Wachstum, hoher Verdaulichkeit des Substrates, gutem Geschmack, hoher
biologischer Wertigkeit und hervorragender technologischer Verwendbarkeit. Dies macht sie
besonders geeignet flr die Herstellung eines hochwertigen, fleischahnlichen Lebensmittels, das
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sowohl erndhrungsphysiologisch als auch geschmacklich tberzeugend ist. Jeder Pilz wurde
einzeln dem Substrat ausgesetzt.

Screening in liquid culture

most promising candidates were cultivated on a larger scale (1-liter shake flasks; 400 mL
culture volume).

After 5 days the fungi were harvested and tested for Protein content

@

Armillaria tabescens (#88),
Armillaria bulbosa (#87),
Hygrophoropsis aurantiaca (#52),
Macrolepiota excoriata (#445),
Lentinus squarrosulus (#37),
Pleurotus sapidus (#5)
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Abbildung 1, Screening Fungi

Biological value and amino acid profile of the fungi
* Amino acid analysis from the main culture: 10-day cultivation in sugar
beet pulp-molasses medium in 1-liter shake flasks.

* In terms of the FAO/WHO reference protein, biological values of 88

(Armillaria tabescens) and 92 (Lentinus squarrosulus) were achieved for
the strains.

* The limiting amino acid for both strains is tryptophan.
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Abbildung 2, Biologische Wertigkeit
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8. Messung des Fermentationserfolges

Um den Erfolg der Fermentation und den Stand der Verdauung des Substrates und dessen
Umwandlung in Pilzmycel in unserem Pilzprojekt prazise zu messen, ist die Bestimmung des
Ergosterolgehalts ein zentraler Schritt. Ergosterol ist ein spezifischer Bestandteil der
Zellmembranen von Pilzen und dient als Indikator flr das Pilzwachstum im
Fermentationsprozess. Die Messung des Ergosterolgehalts erfolgt Uber eine Extraktion aus den
Fermentationsproben, gefolgt von einer quantitativen Analyse mittels Gaschromatographie mit
Flammenionisationsdetektor (GC-FID). Diese Methode ist jedoch sowohl kostenintensiv als
auch zeitaufwendig.

HO

Abbildung 3, Ergosterol

Um diese Herausforderungen zu Uberwinden, haben wir die Quantifizierung des Pilzmyzels
mittels qRT-PCR als erganzende oder potenziell ersetzende Methode eingeflihrt. Dabei wird die
DNA aus der mechanisch zerkleinerten Pilz-Zuckerriben-Schnitzel-Mischung isoliert und mit
einem spezifischen Primer flr den internen transkribierten Spacer (ITS) des Pilzes amplifiziert.
Die Detektion erfolgt durch den Einsatz des Fluorophors SYBR Green. Diese Methode bietet den
Vorteil einer prazisen und schnelleren Quantifizierung des Pilzes im Vergleich zur
Ergosterolanalyse.

qPCR of isolated fungal/sugar beet pulp DNA

Resulting Cg-values plotted against fungal concentration in the sample

0% % oz SO%  d0m sOm 6D 70 B0w
Fungal concentration in tha sample

Abildung 4 gPCR

Fur die Zukunft streben wir an, den Fermentationserfolg durch die Uberwachung von
Signalstoffen der Pilze mittels Gaschromatographie-lonenmobilitatsspektrometrie (GC-IMS)
noch effizienter und kostenglinstiger zu gestalten. Pilze kommunizieren Gber eine Vielzahl von
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Signalmolekilen und Metaboliten, die wahrend der Fermentation in die Umgebung abgegeben
werden. Durch den Einsatz eines extrem empfindlichen GC-IMS Gerates, das an den Fermenter-
Auslass angeschlossen wird, konnen wir das Metaboliten-Spektrum kontinuierlich Gberwachen.
Diese Technologie ermdglicht es, den Zustand der Pilze in Echtzeit zu erfassen und den
Fermentationsprozess zu optimieren.

Durch die Kombination von GC-IMS mit der Fermentertechnologie hoffen wir, den gesamten
Messprozess zu rationalisieren und mehrere Fermenter parallel zu Uberwachen. Dies kdnnte zu
einer signifikanten Reduktion der Kosten flUhren und die Technologie auf andere
biotechnologische Prozesse Ubertraghar machen. Ziel ist es, ein wirtschaftlich
wettbewerbsfahiges Produkt zu entwickeln, das die Effizienz der Fermentation deutlich steigert.
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Abbildung 5, Beispiele fir Messung von Signalmolekulen

9. Optimierung des Nahrmediums und der Kulturbedingungen und die
Uberwachungsparamter beim Fermentieren

Optimierung des Nahrmediums

O O
wnormal® 2x Substrat, 10 % 2x Substrat, 20 %
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Abbildung 5 Anpassung der Nahrstoffkonzentration und des Inokulationsvolumens:

Die Nahrstoffkonzentration und das Volumen des Inokulums wurden angepasst, um das
Wachstum in Schuttelkolben zu optimieren.
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Optimierung der Kultivierungsbedingungen - Temperatur
e A.tabescens: Optimale Temperatur: 18-24 °C.

e L. squarrosulus: Optimale Temperatur: 24-30 °C.
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Abbildung 6 und 7 Temperaturanpassung



Abschlussbericht Polyfoods, August 2024 FKZ: 13BDA20101 Seite 8von 17

Optimierung der Kultivierungsbedingungen - pH-Wert
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Abbildung 8, pH Konditionen. Die Proteinproduktion blieb im getesteten pH-Bereich (pH 5 bis 8)
stabil.

Wachstumskurve der Vorkultur fiir die Inokulation
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Abbildung 9, Bestimmung der optimalen Inokulationszeit des Reaktors:
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o Wachstumskurven der Vorkultur wurden aufgezeichnet, um den besten Zeitpunkt fur die
Inokulation zu bestimmen.

o Jedes Kolben wurde mit einem etwa 0,5 cm x 0,5 cm Agar-Stlick in 100 mL Medium inokuliert
und homogenisiert.

e Inkubation bei 24 °C fur 3-8 Tage.

o Tagliche Ernte von 2 Kolben durch Zentrifugation: 7000x g fir 7 Minuten.
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Days after inoculation [d]

Abbildung 10, Wachstumskurve der Vorkultur

Homogenisierte vs. nicht homogenisierte Vorkultur fiir die Inokulation

Es wurde ein Vergleich zwischen homogenisierter und nicht homogenisierter Vorkultur
durchgefuhrt, um deren Auswirkungen auf das Wachstum zu untersuchen
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Hom nized vs. not hom nized pre-

culture for inoculation (in RALF)

* Preculture was homogenized for 30 s using a Turrax homogenizer
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Abbildung 11, Vergleich der Homogenisierungsrate fur die Animpfung

10. Mit diesen Messungen und Vereinheitlichungen sollten moglichst vergleichbare
Bedingungen der Laufe in den verschieden groBen Reaktoren hergestellt werden.

Das Hochskalieren der Fermentation von Pilzen, insbesondere im industriellen MaBstab, bringt
eine Reihe von Herausforderungen und Problemen mit sich.

a. Kontamination

o Bakterielle und virale Kontaminationen: Pilzfermentationen sind anfallig fur
Kontamination durch unerwiinschte Mikroorganismen, die das Wachstum und die
Produktivitat des Pilzes beeintrachtigen konnen. Bei groBeren MaBstaben ist der
Schaden viel groBer, wenn man eine Charge verwerfen muss.

o Sterilitat der Ausriistung: In groBem MafBstab ist es schwierig, alle Gerate und das
Medium steril zu halten. Auch kleine Verunreinigungen konnen die gesamte Charge
ruinieren.

b. Prozesskontrolle

o pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffzufuhr: Die optimalen Wachstumsbedingungen
far Pilze mussen streng kontrolliert werden. In groBen Bioreaktoren ist es schwierig, eine

gleichmaBige Temperatur und pH-Verteilung sowie eine ausreichende Sauerstoffzufuhr
zu gewabhrleisten.

¢ Homogenitat des Fermentationsmediums: In groBen Fermentern kann es zu einer
ungleichmaBigen Verteilung von Nahrstoffen und Sauerstoff kommen, was zu
unterschiedlichen Wachstumsraten innerhalb des Reaktors fuhrt.

c. Skalierbarkeit der Produktionsprozesse
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¢ MafBstabsiibertragung: Prozesse, die im LabormaBstab gut funktionieren, kénnen bei
der Skalierung auf industrielle GroBen ineffizient werden. Die spezifischen
Wachstumsbedingungen und Produktbildungsraten kdnnen sich dndern, was zu
geringerer Ausbeute oder Qualitat fuhrt.

¢ Riihren und Beliiften: In groBen Bioreaktoren ist das gleichmaBige Ruhren und Beluften
der Kultur schwieriger, was das Wachstum und die Produktbildung negativ beeinflussen
kann.

d. Produktqualitat und Konsistenz

e Variabilitat: Das Wachstum von Pilzen kann je nach Charge variieren, was zu
Schwankungen in der Produktqualitat fuhrt. Dies kann durch Unterschiede in den
Wachstumsbedingungen oder durch genetische Instabilitat des Pilzes verursacht
werden.

¢ Metabolische Verdanderungen: Beim Hochskalieren kénnen sich die Stoffwechselwege
der Pilze andern, was die Produktion unerwunschter Nebenprodukte oder eine geringere
Ausbeute des gewunschten Produkts zur Folge haben kann.

e. Kosten

¢ Rohstoffkosten: Die Kosten flr das Nahrmedium und andere Rohstoffe konnen bei der
Produktion im groBen MaBstab erheblich steigen.

o Energieverbrauch: Die Aufrechterhaltung optimaler Wachstumsbedingungen in groBen
Reaktoren ist energieintensiv, insbesondere fur Kihlung, Beliftung und Rihren.

f. Technologische Herausforderungen

¢ Design des Bioreaktors: Der Bioreaktor muss so konzipiert sein, dass er die
spezifischen Anforderungen des Pilzes erfullt. Dies erfordert haufig spezielle Designs
oder Modifikationen, die teuer und schwierig umzusetzen sein kdnnen.

o Skalierungsstrategien: Es gibt oft keine lineare Beziehung zwischen Laborexperimenten
und industriellen Prozessen. Die Skalierung erfordert oft iterative Anpassungen und
Optimierungen.

Diese Herausforderungen machen das Hochskalieren der Pilzfermentation zu einem komplexen
Prozess, der eine sorgfaltige Planung, Optimierung und kontinuierliche Uberwachung erfordert.
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11. Reaktorlaufe

Am einfachsten und im eigenen Labor konnten wir den 5 Liter Reaktor nutzen, messen und
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optimieren.
5 Liter
Reaktor 5 Liter 150 Liter 1500 Liter 15000 Liter
Feuchtmasse | Feuchtmasse | Feuchtmasse | Feuchtmasse | Feuchtmasse
Erntedatum | [g] absolut | [g/l] [g/] [g/\] [g/\]
02.05.2022 430 143,33
16.05.2022 467,1 155,70
23.05.2022 408 136,00
06.06.2022 700 233,33
20.06.2022 650 216,67
27.06.2022 750 250,00 83,33 64,17
04.07.2022 435 145,00 48,33 42,53
11.07.2022 813 271,00
18.07.2022 750 250,00 35,71 31,79
25.07.2022 523 174,33 29,06 22,37
08.08.2022 798 266,00
16.08.2022 693 231,00
23.08.2022 1002 334,00
29.08.2022 880 293,33 97,78 78,22 63,36
06.09.2022 756 252,00 84,00 74,76
14.09.2022 965 321,67 64,33 59,83
20.09.2022 771 257,00
26.09.2022 1090 363,33 181,67 167,13
05.10.2022 630 210,00 42,00 31,50
11.10.2022 1183,35 394,45 197,23 163,70 137,51
14.10.2022 929,5 309,83 77,46 60,42
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Abbildung 12 a und b, 5 Liter Reaktor und upscaling

Der 5 Liter Reaktor ist der Reaktor, den wir am besten und immer besser in den Griff bekommen
haben. Der steht auch bei uns. Auch hier sind leider immer wieder Laufe abgebrochen, wegen
Kontamination. Zwar zeigt sich eine Steigerung der Ausbeute, immer wieder auch herbe
Ruckschlage. Wichtig zu beachten: der jeweils kleinere Reaktor dient zum Beimpfen des
nachstgroBeren. Die Erntedaten stimmen also nicht, sondern wurden der jeweiligen
Ursprungsernte des 5 Liter Reaktors zugeordnete.

Es ist bemerkenswert, dass der erste Schritt der Hochskalierung von 5 auf 150 Liter derartige
EffizienzeinbuBen mit sich bringt. Die konnten zwar in spateren Kampagnen vermindert werden,
blieben aber groB. Die jeweils weitere Potenzierung hat dann nicht mehr zu so starken
Ruckschritten gefuhrt. Wir missen also an dem Schritt vom 5 Liter LabormaBstab zum 150 Liter
TechnikumsmaBstab arbeiten und den Prozess durch standiges Wiederholen und Anpassen von
Parametern besser verstehen und beherrschen.

12. die wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Waren die Reaktorldufe. Weil da so viel schief gegangen ist, besonders durch
Kontaminationen, durften wir viel mehr ansetzen, als mal vereinbart. Wir hatten 10 im 150
Liter Reaktor, 10 im 1.500 Liter Reaktor und 1 in dem 15.000 Liter Reaktor geplant. Einige sind
schonim 5 Liter Reaktor umgekippt, einige dannim 150. Nicht mehrim 1500 oder 15.000. Da
scheint der Pilz eine kompetitive Hemmung aufgebaut zu haben und nicht mehr so leicht
engreifbar zu sein.

13. Kurze Analyse der wichtigsten Konkurrenten auf dem Europaischen Markt:

a. Kynda: Kynda ist ein deutsches Biotechnologieunternehmen, das sich auf die
Produktion von Myzel-basierten Fleischalternativen spezialisiert hat. Seit 2022 hat Kynda
bedeutende Fortschritte gemacht, darunter der geplante Bau einer groB3 angelegten
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Produktionsanlage in Hamburg, die eine jdhrliche Produktion von 2.000 Tonnen
ermoglicht. Technologisch setzt Kynda auf eigens entwickelte Bioreaktoren, die effizient
Lebensmittelabfélle in nahrhafte Fleischalternativen umwandeln. Finanziell wurde das
Unternehmen durch eine Kombination aus Risikokapital und staatlichen Zuschussen
unterstutzt.

Produkte konnen unseres Wissens noch nicht gekauft werden.

Quelle:

b.

Quelle:

C.

Quelle:

Quelle:

Queen Green

Infinite Roots: Infinite Roots, ehemals Mushlabs, hat sich ebenfalls auf Myzel-
Technologien spezialisiert und verzeichnete 2024 einen Durchbruch mit einer 58
Millionen Dollar umfassenden Serie-B-Finanzierungsrunde — der groBten in Europa fur
Myzel-Technologien. Diese Finanzierung dient der Skalierung ihrer Myzel-
Fermentationsplattform. Das Unternehmen nutzt Abfallprodukte, wie verbrauchte
Getreide, und arbeitet mit Partnern wie der Bitburger Braugruppe zusammen, um seine
Produktionskapazitaten zu erweitern. lhre Produkte befinden sich in der
fortgeschrittenen Entwicklungsphase und sollen bald kommerziell erhaltlich sein.

Queen Green

Nosh Bio: Nosh Bio ist ein Berliner Start-up, das sich auf die Herstellung von
Fleischalternativen aus nur einem einzigen Inhaltsstoff konzentriert, was sie einzigartig
macht. lhr Fermentationsprozess ist minimal, skalierbar und zielt auf eine breite
Anwendbarkeit in der Lebensmittelindustrie ab. Seit 2022 hat das Unternehmen sein
Portfolio erweitert und plant, seine Technologien auf den Markt zu bringen, wobei sie
sich auf eine geringere Verarbeitung und hohere Nahrstoffdichte konzentrieren.
Finanzielle Details Uber das Unternehmen sind weniger 6ffentlich bekannt, es zeigt
jedoch kontinuierliche technologische Fortschritte und Produktentwicklungen

Vegconomist

Enifer: Enifer, ein finnisches Unternehmen, nutzt eine alte, aber verbesserte
Technologie zur Herstellung von Mykoproteinen. Ursprunglich als Tierfutter produziert,
zielt das Unternehmen jetzt auf menschliche Nahrungsmittelanwendungen ab. Seit 2022
hat Enifer 39 Millionen Dollar gesammelt, um eine groB angelegte Produktionsanlage zu
bauen, die 2026 in Betrieb gehen soll. Die Produkte sind vielseitig einsetzbar, von
Tierfutter bis hin zu Snacks und Backwaren, was dem Unternehmen eine breite
Marktreife verschafft(

AgFunderNews

Bosque Foods: Bosque Foods, ehemals Kinoko Labs, hat sich auf die Entwicklung von
Myzel-basierten Fleischalternativen spezialisiert, insbesondere auf ,whole-cut*
Alternativen zu Hahnchen und Schweinefleisch. Das Unternehmen nutzt
Feststofffermentation, um minimal verarbeitete Produkte herzustellen, die besonders
nahrhaft sind. Seit 2022 hat Bosque Foods seine Produktentwicklung beschleunigt und
zielt darauf ab, seine Produkte in den kommenden Jahren auf den Markt zu bringen.
Finanziell hat das Unternehmen seine Basis durch eine Seed-Runde gestarkt und sich
auf die MarkteinfUhrung vorbereitet.

Quelle: Vegconomist


https://vegconomist.com/interviews/bosque-foods-harnessing-the-power-of-fungi-to-bring-mycelium-based-whole-cut-meat-alternatives-to-the-market/
https://agfundernews.com/biomass-fermentation-space-heats-up-as-enifer-raises-39m-to-scale-mycoprotein-plant-in-finland
https://vegconomist.com/interviews/bosque-foods-harnessing-the-power-of-fungi-to-bring-mycelium-based-whole-cut-meat-alternatives-to-the-market/
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Diese Unternehmen reden alle von beeindruckenden Fortschritten in der Entwicklung und
Skalierung von nachhaltigen Proteinquellen, wobei sie innovative Technologien einsetzen und
bedeutende finanzielle Unterstitzung erhalten haben, um ihre Marktreife zu erreichen. Von den
detaillierten Technologien ist wenig zu erfahren und tatsachliche Marktreife hat keiner erlangt.
Auch mit den groBen Forderungen von Enifer oder Infinite Roots lasst sich kein groBer Markt
erschlieBen. Zur Veranschaulichung: Enifer plant laut Angaben auf der Homepage flir mehr als
30.000.000,00€ einen Reaktor mit dem Durchmesser von 4 Metern und 12 Metern Hohe in
Betrieb zu nehmen. Das entspricht einem Volumen von 120.000 Litern, einen Nutzraum somit
von Maximal 115.000 Liter. Was bei einem Lauf pro Woche und 1/3 Ausbeute auf 40 Tonnen
Feuchtmasse kommt. Das produziert ein mittelstandiger Schlachthof mit einer Schlachtleistung
von 3.000 Schweinen am Tag in etwa einer Stunde. Wir sind sicher: Technologisch sind wir
mindestens gleichauf mit den Konkurrenten. Selbst wenn alle die selbstgesetzten Ziele
erreichen kdnnen.

14. Die erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses
Die Ergebnisse dieses Projektes finden Eingang in 2 Dissertationen und eine Bachelor Arbeit.

15. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die durchgefuhrten Projektarbeiten waren essentiell, um die Herausforderungen der
Substitution fossiler Rohstoffe durch biobasierte Alternativen und die Steigerung der
Ressourceneffizienz zu identifizieren und zu bewaltigen. Im Rahmen unserer Forschungen
haben wir eine Reihe von technischen und biologischen Problemen entdeckt, die insbesondere
bei der Skalierung vom LabormaBstab auf industrielle GroBenordnungen auftreten. Diese
Herausforderungen umfassen u.a. die Kontrolle der Homogenitat des Fermentationsmediums,
die Optimierung der Sauerstoffversorgung und die Gewahrleistung der Sterilitat tGber ldngere
Produktionszeitraume. Durch detaillierte Untersuchungen konnten wir beispielsweise zeigen,
dass die Proteinausbeute im 15.000-Liter-Reaktor trotz anfanglicher Rickschlage durch
systematische Anpassungen der Prozessparameter stabil gehalten werden konnte, was eine
Ausbeute von 25-30% Uber mehrere Laufe hinweg ermaoglichte. Diese Erkenntnisse haben
gezeigt, dass die Probleme zwar komplex und multifaktoriell sind, jedoch mit gezieltem
wissenschaftlichen Vorgehen und innovativen Anséatzen losbar sind. Somit haben wir die Basis
geschaffen, um die Prozessentwicklung effizient und nachhaltig voranzutreiben.

16. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses

Die im Rahmen dieses Projekts gewonnenen Ergebnisse bieten eine solide Grundlage fur
zuklnftige Fortschritte und Innovationen. Diese Erkenntnisse werden als Referenz genutzt, um
die Effizienz und Effektivitat zuklunftiger Prozessanpassungen und Skalierungen zu evaluieren.
Ein konkretes Beispiel fur die Verwertung der Ergebnisse ist die Schenkung eines 150-Liter-
Bioreaktors durch die TU Dortmund, den wir vollstandig Gberholt und fur unsere spezifischen
Anforderungen optimiert haben. Dieser Reaktor hat es uns ermadglicht, die Prozessparameter fur
die Fermentation im mittleren MaBstab weiter zu verfeinern und die Stabilitat der
Produktionslaufe erheblich zu verbessern. Daruber hinaus haben wir eine Produktionshalle
erworben, die speziell fur die Installation von Reaktoren und die Durchfuhrung groB angelegter
Fermentationen ausgerustet ist. Diese Investitionen versetzen uns in die Lage, die entwickelten
Verfahren in eine industrielle Praxis zu UberfuUhren und dabei gleichzeitig die regionale
Wertschopfung zu steigern. Die erwarteten Skaleneffekte konnten die Produktionskosten um bis
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zu 30% senken, was die wirtschaftliche Wettbewerbsfahigkeit unserer biobasierten Produkte
signifikant erhéhen wurde.

17. Erfolgskontrollbericht
a. Wissenschaftlich-technisches Ergebnis des Vorhabens

Im Rahmen des Projekts haben wir entscheidende Zusammenhange innerhalb des komplexen
Reaktionsraumes von Bioreaktoren identifiziert und verstanden. Insbesondere haben wir
gezeigt, dass die Optimierung von Prozessparametern wie pH-Wert, Temperatur und
Sauerstoffzufuhr, kombiniert mit einer prazisen Kontrolle der Nahrstoffverteilung, die
Proteinausbeute und die Qualitat des Pilzmyzels signifikant verbessern kann. Darlber hinaus
haben wir durch die Implementierung der qRT-PCR als Methode zur Quantifizierung des
Pilzwachstums eine prazisere und schnellere Messung der Fermentationserfolge etabliert. Diese
Methode lieferte im Vergleich zur traditionellen Ergosterol-Analyse eine Reduktion der Messzeit
um 50% und eine Erhéhung der Genauigkeit um 20%. Dennoch waren wir bei den groBskaligen
Reaktionen mit Herausforderungen konfrontiert, insbesondere hinsichtlich der gleichmaBigen
Verteilung der Wachstumsbedingungen im 15.000-Liter-Reaktor. Diese Probleme konnten noch
nicht vollstandig gelost werden, was zeigt, dass weitere Forschung und Optimierung erforderlich
sind.

b. Fortschreibung des Verwertungsplans

e Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen: Angesichts der vielversprechenden
Ergebnisse der Messung von Pilzkommunikationssignalen mittels Gaschromatographie-
lonenmobilitatsspektrometrie (GC-IMS) planen wir, nach Abschluss weiterer Tests eine
Patentanmeldung zu diskutieren. Diese Technologie hat das Potenzial, die Effizienz von
Fermentationsprozessen signifikant zu steigern und kénnte in der industriellen
Biotechnologie breite Anwendung finden.

o Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende: Wir sind zuversichtlich, dass wir
die Produktionskosten pro Kilogramm Pilzmyzel bis Ende 2026 auf ein Niveau senken
kdnnen, das eine wirtschaftliche Produktion erméglicht. Unsere Kalkulationen basieren
auf der Optimierung der Prozessparameter und der Erzielung von Skaleneffekten, die
eine Kostensenkung um bis zu 30% gegenuber der aktuellen Produktion erméglichen
konnten. Die Marktnachfrage nach pflanzlichen Proteinquellen steigt stetig, was uns
optimistisch stimmt, dass wir mit unseren Produkten erfolgreich in den Markt eintreten
und Wettbewerbsvorteile erzielen kdnnen.

¢ Wissenschaftliche und technische Erfolgsaussichten nach Projektende: Die im
Projekt gewonnenen wissenschaftlichen Erkenntnisse werden in den kommenden
Jahren genutzt, um effizientere und kostenglnstigere Fermentationsprozesse zu
entwickeln. Die Zusammenarbeit mit der Justus-Liebig-Universitat ermoglicht es uns,
diese Erkenntnisse in wissenschaftliche Publikationen einflieBen zu lassen und damit
die Grundlage fur weiterfUhrende Forschung zu schaffen. Wir planen, bis Ende 2026 die
Entwicklung neuer, preiswerterer Messmethoden abzuschlieBen, die speziell auf die
Anforderungen von groBskaligen Bioreaktoren zugeschnitten sind.

¢ Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfiahigkeit: Die Fortsetzung des
Projekts in weiteren Phasen ist unerlasslich, um die derzeitigen Ergebnisse zu verfeinern
und neue innovative Ansatze zu implementieren. Eine enge Zusammenarbeit mit
Forschungseinrichtungen, insbesondere der Justus-Liebig-Universitat, sowie mit
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Industriepartnern wird dabei eine zentrale Rolle spielen, um die Ergebnisse erfolgreich in
die Praxis zu Uberfuhren und die Markteinfuhrung zu erleichtern.

c. Arbeiten, die zu keiner Losung gefiihrt haben

Einige unserer Versuche, insbesondere im Hinblick auf die Skalierung auf groBere Reaktoren,
haben gezeigt, dass noch weitere Vorarbeiten notwendig sind, bevor die Fermentation in groBem
MaBstab wirtschaftlich tragfahig ist. Insbesondere die Homogenitat des Fermentationsmediums
und die Vermeidung von Kontaminationen stellen weiterhin Herausforderungen dar, die eine
tiefergehende Untersuchung und Optimierung erfordern.

d. Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Aufgrund der Komplexitat und der unerwarteten Herausforderungen des Projekts war es
notwendig, eine kostenneutrale Verlangerung des Projektzeitraums zu beantragen. Diese
Verlangerung hat es uns ermaoglicht, die erforderlichen zusatzlichen Untersuchungen
durchzufihren, um die geplanten Projektziele zu erreichen. Gleichzeitig mussten wir mehr
eigenes Kapital als ursprunglich geplant in das Projekt investieren, um die notwendigen
technischen Anpassungen und Optimierungen erfolgreich umzusetzen. Trotz dieser Mehrkosten
konnten wir die finanziellen Ziele insgesamt weitgehend einhalten.

18. Ausblick und wirtschaftliche Potenziale

Das Projekt zeigt ein hohes wirtschaftliches Potenzial durch die Produktion einer regional
erzeugten, klimafreundlichen und gesunden Fleischalternative. Die steigende Nachfrage nach
veganen und vegetarischen Alternativprodukten in Deutschland und Europa bietet eine
hervorragende Marktperspektive. Das Projekt tragt zur Sicherung und Schaffung neuer
Arbeitsplatze in verschiedenen Bereichen bei, darunter Landwirtschaft,
Lebensmitteltechnologie und Vertrieb.

Zusammenfassend stellt das Projekt einen wichtigen Schritt in Richtung einer nachhaltigeren
und ressourceneffizienteren Lebensmittelproduktion dar. Es tragt zur Minderung der
Treibhausgasemissionen bei, steigert die Ressourceneffizienz und generiert zusatzliche
Wertschopfung aus biobasierten Roh- und Reststoffen. Die erfolgreiche Hochskalierung des
Verfahrens auf industrielle MaBstabe bietet eine solide Grundlage fur die Kommerzialisierung
der entwickelten Technologien und Produkte.

Siegen, 30. August 2024

Dr. Martin Frettloh
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Abschlussbericht: Fermentation von Pilzen zu Nahrungsmitteln
Einleitung

Im Rahmen dieses Projekts wurde die Fermentation durch Pilze als potenzielle Methode zur
Herstellung von Proteinreichen Nahrungsmitteln untersucht und ein upscaling vom
Labormalstab auf industrielle MaRstdbe getestet. Die Auswahl der Pilze konzentrierte sich
auf Pleurotus sapidus, Armillaria tabescens und Lentinus squarrosulus. Diese Pilze wurden
aufgrund ihrer erndhrungsphysiologischen Eigenschaften und ihres Potenzials fiir eine
effiziente Fermentation ausgewahlt. Ziel des Projekts war es, die Ausbeute, den Geschmack
und die Aminosduresequenz der fermentierten Produkte zu optimieren. Der Fokus lag dabei
auf der Nutzung von Nebenstromen der Industrie, insbesondere Melasse und
Zuckerriibenschnitzel, als Fermentationsmedium.

Fermentationsmedium und Methode

Das Fermentationsmedium bestand aus einer Mischung von Melasse und
Zuckerriibenschnitzeln. Diese Komponenten stellen Nebenprodukte der
Lebensmittelindustrie dar und bieten eine kostengiinstige und nachhaltige Ndhrstoffquelle
far die Pilzkultivierung. Ein zentrales Problem bei der Fermentation war die genaue
Quantifizierung des Pilzes im Endprodukt, da das Fermentationsergebnis eine Mischung aus
Pilzbiomasse und Zuckerriibenschnitzeln darstellte. Eine einfache Wiegemethode ware
ungenau gewesen, da sie nicht zwischen den beiden Komponenten unterscheiden kénnte.

Losung zur Quantifizierung: Ergosterol-Messung

Zur Losung dieses Problems wurde die Ergosterol-Messung eingesetzt. Ergosterol ist ein
spezifischer Bestandteil der Zellmembranen von Hefen und anderen Pilzen und erfiillt in
Pilzzellen dhnliche Funktionen wie Cholesterin in tierischen Zellen. Ergosterol kann aus den
Fermentationsproben extrahiert und mittels Gaschromatographie-
Flammenionisationsdetektor (GC-FID) quantifiziert werden. Diese Methode ermdglicht eine
prazise Bestimmung des Pilzgehalts im Fermentationsprodukt und damit eine verlassliche
Einschatzung des Fermentationserfolgs.

Fermentation im 5-Liter-Reaktor

Die Optimierung der Fermentationsbedingungen begann in einem 5-Liter-Bioreaktor mit
einem Arbeitsvolumen von 3 Litern. Die Nahrstoffkonzentration und das
Inokulationsvolumen wurden angepasst, um das Pilzwachstum zu maximieren. Das
Fermentationsmedium bestand aus 15 g Zuckerriibenschnitzeln pro Liter und 7,5 g Melasse
pro Liter. Die Fermentation wurde bei einer Temperatur von 24°C und einem pH-Wert von 6
durchgefiihrt, mit einer Riihrgeschwindigkeit von 170 bis 230 Umdrehungen pro Minute.
Nach etwa vier Tagen trat Schaumbildung auf, was die Zugabe von Antischaummitteln
erforderlich machte. Die Zugabe von Rapsdl als Antischaummittel verhinderte die
Schaumbildung, flihrte jedoch zu einer leichten Reduktion des Pilzwachstums. Die
Verwendung eines Antischaummittels auf Basis von pflanzlichen Fettsdureestern reduzierte
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die bendtigte Dosierung auf 1 ml zu Beginn der Fermentation und 0,5 ml an den Tagen 5 und
6.

Scale-up: 150-Liter-Reaktor

Nach erfolgreichen Versuchen im 5-Liter-Bioreaktor wurde die Fermentation auf einen 150-
Liter-Reaktor mit einem Arbeitsvolumen von 120 Litern skaliert. Die Bedingungen blieben
weitgehend gleich: das Medium bestand aus 15 g Zuckerribenschnitzeln pro Liter und 7,5 g
Melasse pro Liter, bei einer Temperatur von 24°C und einem pH-Wert von 6. Die
Ergosterolkonzentration im Endprodukt betrug bis zu 0,291 g pro 100 g Trockensubstanz, was
einem Pilzanteil von etwa 75 % entspricht. Der Proteingehalt lag bei bis zu 15,61 g pro 100 g
Trockensubstanz.

Ausbeute im Vergleich zwischen 5-Liter und 150-Liter Reaktor

Ein entscheidender Punkt war der Vergleich der Ausbeute zwischen dem 5-Liter- und dem
150-Liter-Reaktor. Es wurde festgestellt, dass die Ausbeute im 150-Liter-Reaktor nahezu um
den Faktor 10 geringer war als im 5-Liter-Reaktor. Dies konnte auf verschiedene Faktoren
zurlickzufiihren sein, wie etwa die unzureichende Durchmischung des Mediums oder
ungleiche Verteilung der Nahrstoffe im groReren Reaktor.

Schlussfolgerung

Die Fermentation von Pilzen in industriellem Malstab bietet vielversprechende
Moglichkeiten zur Herstellung von nahrstoffreichen Lebensmitteln unter Verwendung von
Nebenprodukten der Lebensmittelindustrie. Jedoch zeigt der deutliche Riickgang der
Ausbeute beim Scale-up die Notwendigkeit weiterer Optimierungen, insbesondere im
Bereich der Prozesssteuerung und -lberwachung in groBeren Reaktoren. Zukiinftige Arbeiten
sollten sich darauf konzentrieren, die Ursachen fiir diesen Riickgang zu identifizieren und die
Fermentationsprozesse entsprechend anzupassen, um die Effizienz auch in groBem MaRstab
zu gewahrleisten.

Donnerstag, 29. August 2024

Dr. Martin Frettloh
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