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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Kultivierung von Pilzen zur Gewinnung von mikrobieller Biomasse und
Stoffwechselprodukten unter den Bedingungen der Feststoff-Fermentation, gekennzeichnet
dadurch, daR gequollene feuchte Pflanzenbestandteile mit Nahrstoffen vermischt und mit Sporen -
und/oder aktivem Mycel eines zur Bildung von Cellulasen, Hemicellulasen, Amylasen und/oder
Pektinasen fahigen Pilzes beimpft und unter aeroben Bedingungen bei 26-45°C unter
Aufrechterhaltung einer Substratfeuchte von 60-80°C fermentiert werden, wobei der auf die C-
Quelle bezogene mégliche Umsatz durch Zugabe von wasserldslichen Ammoniumsalzen als
externer Stickstoffquelle und durch Zugabe von unléslichen Carbonaten zum Ausgangssubstrat zur
Aufrecherhaltung eines fiir den Jewe||s eingesetzten Mikroorganismus optimalen pH-Wertes
herbeigeflihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daR cellulose- und hemicellulosehaltige
Materialien wie Getreidestroh, Zuckerstroh, Abfélle der Reis- oder Maisverarbeitung,
Ribenschnitzel, Abfalle der Obst- und Gemiiseverarbeitung und/oder stérkehaltige Materialien wie
Getreide und dessen Verarbeitungsprodukte, Kartoffeln, Cassava, Maniok, Topinambur allein oder
in Gemischen eingesetzt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB die cellulose- und
hemicellulosehaltigen Materialien vor inrem Einsatz einer schonenden Vorbehandlung mit
verdlinnten Alkalildsungen unterzogen werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, da3 Mischkulturen cellulolytischer,
hemicellulolytischer, amylolytischer und/oder pektinolytischer Pilze singesetzt werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, gekennzelchnet dadurch, daf} als Carbonat Erdalkalicarbonate
eingesetzt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, gekennzeichnet dadurch, da® die erzeugte Pilzbiomasse zur
Gewinnung von intra- oder extracelluldren Enzymen oder anderen Stoffwechselprodukten
aufgearbeitet wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein biotechnisches Verfahren zur Kultivierung von Pilzen zur Gewinnung mikrobieller Biomasse und
Stoffwechselprodukten unter den Bedingungen der Feststoff-Fermentation. Sie kann in der Industrie und Landwirtschaft zur
Erzeugung von proteinhaltigen Futtermitteln, Enzymen, Aromastoffen u.a. pilzlichen Stoffwechselprodukten, zur Erzeugung von
Pilzsporen, zum Abbau und zur Kompostierung von Abféllen angewendet werden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik ‘

Fiir biotechnische Prozesse gewinnt der Einsatz erneuerungsfahiger Rohstoffe zunehmend an Bedeutung. Damit steht die
Aufgabe, auch polymere Substrate der Pflanzenbestandteile, wie Cellulose, Hemicellulose, Stérke, Pektin u.a., die als land- und
forstwirtschaftliche Produkte wie Stroh, Holz, Knollen- und Kérnerfriichte sowie Riickstdnde der Verarbeitung von Getreide,
Riiben, Obst und Gemiise anfallen, fitr eine biotechnische Nutzung zu erschlieBen. Die Nutzung der o.g. Substrate zur Erzeugung
von Hefen setzt den vorherigen Abbau zu Mono- oder Disacchariden voraus. Dies wird durch die hydrolytische Spaitung der
polymeren Substrate im Pflanzenmaterial mittels Sauren, Laugen oder Enzymen erreicht. Im DD-WP 201694 wird
cellulosehaltiges Matetial mit verdiinnten Mineralsduren oder Laugen bei hoherer Temperatur 0,5-5 Stunden behandeltund .
. dabei werden leicht utilisierbare Spaltprodukte fiir die anschlieRende Verhefung erzeugt. Auch in der DE-OS 3307076 wird ein
Verfahren zur Erzeugung von Futterhefe und/oder Ethanol beschrieben, das eine vorherige Hydrolyse des cellulosehaltigen
Materials mittels verdiinnter Mineralsduren voraussetzt. In der DE-OS 2823123 wird ein Verfahren vorgeschlagen, bei dem die
Hydrolyse von polysaccharidhaltigem Abfalimaterial mittels einer Enzymldsung ausgefiihrt wird. Auch in der DE-OS 3340662
werden Pflanzenabfille fir die Herstellung eines proteinreichen Futtermittels mit einem AufschluBmittel, das Cellulasen und
Hemicellulasen enthilt, versetzt und danach einem der Silierung vergleichbaren Proze unterworfen. ’
In allen diesen Verfahren ist es erforderlich, aus den pflanzlichen Polysacchariden niedermolekulare Spaltprodukte zu bilden, die
die C-Quelle fiir die nachfolgende Verhefung darstellen. Dies geschieht in den meisten Fallen in einer separaten Verfahrensstufe
und ist mit erhhten Aufwendungen an Séuren, Laugen oder Enzymen fir diese Hydrolyse sowie Anlagen- und Betriebskosten
verbunden.
Demgegentiiber sind Mlkroorgamsmen mit cellulolytischen, hem«cellu|olyt|schen, amylolytischen und pektinolytischen
Aktivitaten in der Lage, auf derartigen wasserunldslichen polymeren Substraten zu wachsen, diese abzubauen und umzusetzen
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und Stoffwechselprodukte zu bilden. Vor allem Pilze besitzen prinzipiell die Féhigkeit, diese Leistungen auch unter den
Bedingungen der Feststoff-Fermentation zu erbringen. Im Gegensatz zur Submersfermentation, bei der die
Nihrldsungsbestandteile im Wasser geldst bzw. dispergiert und die Mikroorganismen suspendiert werden, verzichtet die
Feststoff-Fermentation auf die Uberschiissige freie wéRrige Phase und laBt die Mikroorganismen auf dem hochgequollenen
feuchten Substrat wachsen.

Fiir die Biokonversion polymerer Substrate mittels Pilzen unter den Bedingungen der Feststoff-Fermentation existieren noch
keine technischen Losungen.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein Verfahren zur direkten biotechnischen Verwertung von polymeren Pflanzenbestandteilen, mlkrob|eI|e
Biomasse und Stofﬁ/vechselprodukte unter den Bedingungen der Feststoff-Fermentation zu gewinnen.

Darlegung des Wesens der Erfindu_ng

Aufgabe der Erfindung ist ein Verfahren, das den gleichzeitigen Abbau des polymeren Substrates durch die Mikroorganismen,
deren Wachstum und Vermehrung und die Erzeugung von Stoffwechselprodukten unter den Bedingungen der Feststoff-
Fermentation ermdglicht.

ErfindungsgemaR wird die Aufgabe so geldst, daR das Pflanzenmaterial auf einen Feuchtegehalt von 60~80% gebracht und mit
Nahrstoffen fiir das Wachstum und die Vermehrung der Mikroorganismen versetzt wird, da die im Pflanzenmaterial neben den
C-Quelien enthaltenen N-, P-, K- u.a. Quellen nur einen begrenzten Zuwachs erlauben wiirden, wobei als Stickstoff-Quelle ein
wasserldsliches Ammoniumsalz dient.

In Abhiéingigkeit von den im Pflanzenmaterial enthaltenen polymeren Substraten werden Pilze mit bevorzugt cellulolytischen,
hemicellulolytischen und/oder pektinolytischen Aktivitdten ausgewahit und Sporen und/oder aktives Mycel dieser Pilze als
Impfmaterial dem Reaktionsgut zugesetzt. Um der wahrend des Prozesses einsetzenden und fortschreitenden S&uerung
entgegenzuwirken und einen fiir das Pilzwachstum sowie die Bildung und Wirkung der extracelluléren Enzyme giinstigen
pH-Wert aufrechtzuerhalten, wird dem Reaktionsgut eine dem erwiinschten Umsatzgrad angepalte Menge eines unidslichen
Carbonates untergemischt. Der Zusatz von Erdalkalicarbonaten zum Ausgangssubstrat hat sich besonders bew&hrt.

Das Reaktionsgut wird zur Aufrechterhaltung aerober Verhaltnisse mit stromender, befeuchteter Luft durchspdit, und die
Temperatur wird auf dem fiir den eingesetzten Mikroorganismus optimalen Wert gehalten. Ist der erwiinschte Umsatz des
polymeren Substrates erreicht, wird die Fermentation abgebrochen, das Reaktionsgut geerntet und zur Gewinnung der
mikrobiellen Biomasse, der gebildeten Enzyme oder anderer Stoffwechselprodukte weiterverarbeitet. Bei einigen der
eingesetzten Pflanzenbestandteile kann eine schonende Vorbehandlung z.B. mit verdiinnten Alkalildsungen und/oder Wasser
zur Erhdhung ihrer Akzessibilitat niitzlich sein, wobei nicht der Abbau der polymeren Substrate zu Spaltprodukten sondern im
Falle lignocellulosehaltiger Substrate eine Lockerung des Cellulose-Lignin-Verbandes herbeigefiihrt wird.

Die Vorteile der erfindungsgeméaRen Lésungen bestehen darin, dal durch den Zusatz von I6slichen Ammoniumsalzen als
externe Stickstoff-Quelle und von unldslichen Carbonaten zur Aufrechterhaltung eines optimalen pH-Wertes eine nahezu
vollstiandige Biokonversion der polymeren Substrate flir die Massenvermehrung des Pilzmycels und die Bildung von
Stoffwechselprodukten in einer Prozef3stufe mdglich ist. Damit ist eine 6konomische Verwertung dieser Ausgangsmaterialien
fiir die Erzeugung proteinhaltiger mikrobieller Biomasse, Enzymen und Stoffwechselprodukten gegeben.

Anhand eines Ausfiihrungsbeispieles wird die Erfindung néher erlautert.

Ausfiihrungsbeispiel

Beispiel

. In einem zylindrischen Feststoffermentor von 401 Gesamtvolumen, der mit einer Rihrvorrichtung zum Umwilzen des
Reaktionsgutes ausgestattet ist, werden unter sterilen Bedingungen 5,1kg feuchtes Stroh nach Vorbehandlung mit 1%iger NaOH
mit einem Wassergehalt von 79% im diskontinuierlichen Prozef bei 32°C mit dem Pilz Gliocladium sp. fermentiert.
Vor dem Beimpfen des Reaktionsgemisches mit 10g Pilzmycel wurde das vorbehandelte feuchte Stroh mit 106g NH,Cl, 24g -
KH,PO4, 9g MgSQO,4sowie 92g CaCO; intensiv vermischt. Der Fermentor wurde wihrend der Fermentation mit Wasser gesattigter
steriler Luft begast. Die spezifische Begasungsintensitat betrug 0,03-0,041 Luft/g feuchtes Stroh - Stunde.
Der Verlauf der Kultivierung wurde anhand des CO,-Gehaltes im Abgasstrom sowie durch visuelle Beobachtung verfolgt. Nach
24 Stunden war ein deutlicher Pilzbewuchs sichtbar, nach 7 Tagen wurde die Kultivierung beendet.
Das Reaktionsgemisch bestand neben Resten des Ausgangsmaterials vorwiegend aus Pilzmycel. Der Feuchtegehalt war von
anfangs 79% auf 84 % angestiegen. Das geerntete und getrocknete Endprodukt enthielt 30,1 % mikrobielle Trockensubstanz. Der
Rohproteingehalt des Endproduktes war 15,4 %.
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