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Aus der Forschungsstelle von Sengbusch, Hamburg

Neues Verfahren der industriellen und
nicht industriellen Brutherstellung fiir die
Produktion von Speisepilzen auf

der Basis von fermentiertem Substrat

von W.Huhnke, R.v.Sengbusch, F. Zadrazil

Die heute iibliche Methode der Brut-
herstellung fiir die Produktion von
Speisepilzen, speziell Agaricus bispo-
rus, hat LEMKE 1972 eingehend be-
schrieben. Wir wiederholen daher hier
nur die wesentlichen Grundprinzipien
des bekannten Verfahrens. Es werden
die Nachteile und Gefahren dieses
Verfahrens beschrieben und anschlie-
Bend unser neues Verfahren der Brut-
herstellung vorgestellt.

Das klassische Verfahren der Bruther-
stellung beginnt mit der Keimung von
Sporen des Kulturpilzes oder der My-
celerzeugung aus steril entnommenen
~Gewebestiicken” von Fruchtkérpern.
Die ersten Entwicklungsstadien fithren
iiber Wasser- oder Agarkulturen in
Reagenzglasern oder Petrischalen zu
Mikrokulturen auf Getreidek&rnern in
Kolben oder Flaschen. Der gesamte
Vorgang vollzieht sich nach den Grund-
sdtzen der modernen mikrobiologi-
schen Technologie.

Das Produkt ist die Basisbrut.

In der anschlieBenden Phase wird dar-
aus die Gebrauchs- oder Produktions-
brut hergestellt:

1. Als Brut- oder Nihrsubstrat werden
Getreidekdrner verschiedener Arten
benutzt.

2. Die Kérner werden in Wasser kurz
gekocht oder gequollen.

3. Sie werden ,oberflachlich® getrock-
net und es wird Kalk (CaCO;) und
Gips hinzugefiigt.

4. Das Material wird 'im Autoklaven,
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bei mindestens 121° C = 1 atii sterili-
liert.

5. AnschlieBend wird es auf Impftem-
peratur unter 30° C abgekiihit

6. und mit ,steriler Basisbrut (siehe
oben) beimpft. :

7. Nach dem Beimpfen durchspinnt das
Mycel das Niahrsubstrat im Brutraum
bei geeigneten, kontrollierten Klima-
verhiltnissen.

8. Die vollig durchsponnene Brut wird
bis zum Versand und zur Verwendung
bei etwa 0° C kiih] gelagert.

Ab Punkt 4, der Sterilisierung, bis ein-
schlieBlich Punkt 8, der Lagerung, bis
zur Verwendung der Brut diirfen keine
Fremdinfektionen erfolgen. Fiur den
Anbau-Erfolg ist es weiterhin wichtig,
daB vom Durchspinnnen iiber den
Transport bis zur Verwendung als
Spickmaterial alle schidlichen - Ein-
flisse, zum Beispiel hohe Temperatu-
ren, Verletzung der Umhiillung und an-
dere mehr, streng vermieden werden.

Die Phase der Produktionsbrut-Her-
stellung erfordert einen erheblichen
Aufwand an Apparaten, steril beliifte-
ten und klimatisierten Riumen und
stellt hohe Anspriiche an mikrobiolo- -
gisch-technisch ausgebildetes Perso-
nal; das heifit, die Anforderungen, die
sich bei der Herstellung der Basis-
brut noch in kleineren Dimensionen
halten, vergréBern sich auf das Viel-
fache und wachsen ins Uberdimen-
sionale, wenn groBe Mengen Produk-
tionsbrut (zum Beispiel 1 bis 10 Mil-
lionen kg) hergestelit werden sollen.



Man kann schitzen, daB Betriebe, die
1 Million kg Brut erzeugen, mehr als
3 Millionen DM investieren miissen.

Trotz der zweifellos sehr sorgfiltigen
Arbeit der Bruthersteller haben wir
wiederholt feststellen miissen, dafB die
im Handel befindliche Brut nicht im-
mer den an sie zu stellenden Quali-
tatsanforderungen entspricht. (Seng-
busch, R. v. 1973.) Wir fanden in Brut-
lieferungen mehr oder weniger hiufig
Unsterilitdten. Im Einzelfall waren bis
zu 50 % der Einheiten einer Sendung
mit Blauschimmel befallen.

Aufgrund der auBerordentlich hohen
Anspriiche, welche die modernen Ver-
fahren der industriellen oder halbindu-
striellen Bruterzeugung an die Tech-
nik, an die apparative Ausriistung, so-
wie an die Beherrschung der mikro-
biologischen Techniken durch das Per-
sonal, einschlieBlich der notwendigen
KontrollmaBnahmen, stellen, kann man
nicht unbedingt mit einem absolut feh-
lerfreien Produktionsablauf rechnen.

Die mit den heute iiblichen Methoden
hergestellte Brut ist, bedingt durch
den groflen Aufwand, relativ teuer. In
der Pilzproduktion ist man bestrebt,
die anfallenden Brutkosten zu senken.
Insbesondere GroBbetriebe sind inter-
essiert an einer Verringerung der Pro-
duktionskosten durch niedrige Brut-
kosten.

Bei der Einfithrung des TILL-Verfah-
rens (Till, O., 1962) haben wir selbst
die Eigenerzeugung der Brut aufneh-
men miissen, weil bei diesem voll ste-
ril arbeitenden Verfahren die im Han-
del befindliche Brut wegen hiufiger
Unsterilitidt nicht zu verwenden war.

Wir beschiftigen uns heute mit der
Frage, ob es méglich ist, Verfahren zu
entwickeln, welche die Nachteile der
heutigen Brutherstellung nicht be-
sitzen:

1, Hohe Ausriistungskosten und be-
sonders qualifiziertes Personal,
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2. dadurch bedingte teure Herstel-
lungskosten der Pilze (rund 5 bis 10 %
des Bruttogeldertrages der Pilzernte),

3. gelegentliche Unsterilititen,
4. relativ langsames Mycelwachstum.

Um zu verstehen, wie wir zu unserem
neuen Verfahren der Brutherstellung
gekommen sind, geben wir einen kur-
zen Uberblick liber diejenigen unserer
Champignon-Forschungsarbeiten, wel-
che direkt oder indirekt die Proble-
matik der Bruthersteliung beriihren.

Bei Beginn unserer Versuche, welche
die Verbesserung des klassischen An-
bauverfahrens, sowohl auf der Basis
von Pferdemist als auch auf der von
synthetischem Kompost auf Strohba-
sis, zum Ziel hatten, wurde die Bedeu-
tung der Erhéhung der Impfstellenzahl
erkannt. Diese Erkenntnis fiihrte zur
Entwicklung des Aktivmycel-Spickver-
fahrens (Huhnke, W., u. Sengbusch,
R.v., 1960). Das Prinzip dieses Ver-
fahrens besteht darin, daB steril her-
gestellte Brut auf geeignetem Substrat
(Kompost oder TILL-Substrat) zwi-
schenvermehrt wird und danach mit
einer etwa 10fach groBeren, nun un-
sterilen, Brutmenge gegeniiber normal
zum Spicken des Substrats fiir die
Pilzproduktion benutzt wird. Das Er-
gebnis sind schnellere, héhere und
sichere Ertrige als bei der iiblichen
Beimpfung mit relativ geringen Men-
gen normaler klassischer Kérnerbrut
(Huhnke, W., 1961).

Aber weder die Verbesserung der
klassischen Substratherstellung noch
die Anwendung des Aktivmycel-Spick-
verfahrens fiihrten zu einer Revolutio-
nierung des Anbausystems oder zu
wesentlichen Ertragssteigerungen.

Einen bedeutenden Fortschritt brachte
die Entwicklung des TILL-Verfahrens
(Huhnke, W., Lemke, G., und Seng-
busch, R. v., 1967). Bei diesem Verfah-
ren wird das Substrat stefil hergestellt,
und das anschlieBende Beimpfen und
Durchwachsen des Mycels bis zum
Decken erfolgen unter absolut sterilen

3



Bedingungen. Dieses ,Steril-Anbau-
verfahren® brachte mit 40 % und mehr
Pilzausbeute vom  Substratgewicht
einen beachtlichen Fortschritt in der
Ertragsleistung gegeniiber allen bis-
herigen Anbauverfahren; dazu die Un-
abhingigkeit vom Pferdemist als
Grundlage fiir das Ndhrsubstrat.

Fir die Anwendung in der Praxis er-
wies sich das Verfahren aber als zu
aufwendig, sowoh! in den Kosten als
auch in den hohen Anforderungen der
sterilen Arbeitstechnik. Die absolute
Sterilitat ist nur unter den gleichen
Schwierigkeiten zu erreichen, wie wir
diese bei der Brutherstellung sehen.

Einen neuen Weg zeigte das Fermen-
tations-Anbauverfahren nach HUHNKE
(Huhnke, W., 1972). Dabei wird TILL-
Substrat auf etwa 100° C erhitzt (par-
tielle Sterilisierung), danach mit spe-
zifischen thermophilen Mikroorganis-
men beimpft und mittels des sich an-
schlieBenden kontrollierten Fermenta-
tionsprozesses im Substrat ein antibio-
tischer Effekt gegeniiber den Kon-
kurrenzorganismen des Champignons
bewirkt. Das fermentierte Substrat
kann nun in offener unsteriler Technik
weiter behandelt werden. AuBSerdem
wird das Wachstum des eingeimpften
Champignonmycels in fermentiertem
Substrat deutlich geférdert.

Das Fermentationsverfahren liefert Er-
trage von 25 bis iiber 30 % des Sub-
stratgewichts. Weitere Vorteile unter
anderem: Zeitgewinn durch den Fort-
fall der Kompostierung und zuséatzliche
Kulturzeitverkiirzung bei Anwendung
des Aktivmycelspickverfahrens, wobei
Spicken und Decken in einem Arbeits-
gang erfolgen.

Das Verfahren der Fermentation des
Substrats nach HUHNKE wurde zum
Modell und gab den AnstoB, nach des-
sen Prinzipien ein neues Verfahren fiir
die Brutherstellung zu entwickeln. Zu-
néchst studierten wir die verschiede-
nen Wirkungen der Fermentation auf
. das Brutsubstrat und stellten fest, daB§
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1. auch bei Brutsubstrat eine anaerobe
Fermentation mit thermophilen ,Mikro-'
organismen® im AnschluB an eine
oSterilisierung® die Ausschaltung der
konkurrierenden Pilzflora zur Folge
hat,

2. nach der Sterilisation und anschlie-
Benden Fermentierung im fermentier-
ten Getreide-Kérnermaterial vorhan-
denes Mycel von Konkurrenzpilzen ab-

getotet ist und vorhandene Pilzsporen

praktisch am Keimen gehindert wer-
den,

3. auf autoklaviertem Kérnermaterial
Pilzsporen tiberleben und keimen kon-
nen,

4. nach dem Autoklavieren aufge-
brachte Sporen keimen und Pilzmycel
sich entwickelt,

5. bei Beimpfung von autoklavierten
als auch von fermentierten Kérnern
mit Pilzmycel dieses auf beiden Sub-
straten wichst,

6. die erhohte Geschwindigkeit des
Mycelwachstums auf fermentierten
Kérnern eine gute Beliiftung erfordert,
7. wihrend des Wachsens des Pilz-
mycels das Wachsen bzw. die Vermeh-
rung von Bakterien gehemmt sein
kann,

8. je schneller sich das Kulturpilz-
mycel entwickelt, das Bakterienwachs-
tum um so eher aufhért,

9. die Wuchsgeschwindigkeit des
Mycels der verschiedenen Pilzarten
sehr unterschiedlich ist,

10. wenn das zum Beimpfen benutzte
Pilzmycel, zum Beispiel vom relativ
langsam wachsenden Agaricus bispo-
rus, mit Mycel anderer schnellspinnen-
der ,Unkraut®- bzw. ,Konkurrenz®-
Pilze, wie zum Beispiel Schimmel,
verunreinigt ist, die Konkurrenzpilze
die Oberhand gewinnen kénnen,

11. auf nur autoklaviertem Brutsub-
strat sich neben dem Mycel des zu

-kultivierenden Pilzes sowohl Sporen

als auch Mycel von Konkurrenzpilzen
entwickeln kénnen, das heifit, ,auto-



klavierte® Brut muB vor der Verwen-
dung auf Freiheit von Konkurrenz-
organismen gepriift sein,

12. bei der Brutherstellung nach der
sFermentationsmethode” der appara-
tive und personelle Aufwand sehr viel
geringer ist als bei der ,Autoklavier-
methode®, )

13. fermentierte Brut, die urspriinglich
mit autoklavierter Brut beimpft wurde
und bei der Priiffung ,unkrautfrei® ist,
noch einige Male auf fermentiertem
Kérnersubstrat vermehrt werden kann,

14. es sich empfiehlt, die Beimpfung
mit einem prozentual héheren Anteil
von Brut vorzunehmen, wenn die Pilz-
arten langsameres Mycelwachstum als
normal haben,

15. wenn das Kérnerbrutsubstrat voll-
kommen vom Mycel durchwachsen ist,
die Bakterien der ,Fermentierbrut®
nicht als Konkurrenzorganismen anzu-
sehen sind,

16. fermentierte Brut, aufgrund der
geringeren  Infektionsgefahr  durch
Konkurrenzorganismen, in groBeren
Einheiten erzeugt werden kann (auto-
klavierte Brut wird wegen der Infek-
tionsgefahr immer noch in kleinen Ein-
heiten beimpft und hergestellt).

Diese Ergebnisse unserer Versuche
ergeben die Grundlage fiir ein neues
Verfahren der Bruterzeugung auf Ge-
treidekérnern und gegebenenfalls auch
auf anderen Substraten.

Es beginnt damit, daB Getreidekorner
oder andere geeignete Substrate nach
der ublichen Zugabe von Kalk und
Gips + etwa 100 % Wasser, entweder
mit 121 °C autoklaviert oder mit 100°C
gekocht oder erhitzt werden.

Nach dieser Vorbehandlung werden
dem Substrat thermophile Mikroorga-
nismen zugemischt. In einfacher Weise
durch Zugabe von zerkleinertem Stroh
oder Heu (diese Materialien sind na-
tirliche Tragerstoffe von Mikroorga-
nismen, aus denen die thermophilen
Mikroorganismen wihrend des Fer-
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mentationsprozesses heraus selektiert
werden) oder in fortgeschrittener Tech-
nik durch Zugabe von spezifischem
Impfmaterial, welches bei optimalen
Fermentationsbedingungen vorselek-
tiert worden ist und in aktiven Kul-
turen oder konserviert im Lager bereit
gehalten werden kann.

Nach der Beimpfung wird die semi-
anaerobe Fermentation bei kontrol-
lierten, gesteuerten Temperaturen,
etwa 55 bis 60°C, in geschlossenen
Behiltern (GefdBle, Beutel oder der-
gleichen) fiir mehrere Tage, im Opti-
mum vier Tage, durchgefiihrt. Ab-
schlieBend wird das fermentierte Sub-
strat auf unter 30°C abgekiihlt und’
mit Pilzmycel des Kulturpilzes beimpft,
wobei dieses Mycel nach dem klassi-
schen Verfahren ,steril® oder auch
nach dem neuen Fermentationsverfah-
ren sauber hergestellt sein kann.

Die Beimpfung selbst sollte in einem
»Reinluftraum® vorgenommen werden,
so daB verhindert wird, daB Konkur-
renzorganismen mit auf das fermen-
tierte Brutsubstrat gelangen.

Das anschlieBende Durchwachsen des
Substrats vom Mycel kann bei kleinen
Einheiten bei passiver Beliiftung er-
folgen, groBe Einheiten solite man
aktiv beltiften. Die Filterung der Luft
ist selbstverstéandlich.

Gelegentliches Schiitteln des wachsen-
den Substrats kann das Anwachsen
beschleunigen und zu einer lockeren
Struktur  beitragen. Das schnelle
Durchwachsen des Mycels auf fermen-
tiertem Substrat erlaubt es, in kurzer
Zeit den gleichen Vermehrungsproze
zu wiederholen und dadurch schneller
und gréBere Brutmengen als bisher
beim klassischen Verfahren zu gewin-
nen.

Unsere bisherigen Versuchsergebnisse
deuten an, daB die Brutherstellung
nach dem neuen Fermentationsverfah-
ren gegeniiber dem bisher iiblichen
sterilen Verfahren bedeutsame Vor-

teile aufweist. Dies betrifft vor allem



die Maéglichkeit, die Gebrauchs- oder
Produktionsbrut anstelle der heute ge-
wohnten Kleinstmengen von 1 bis 3
kg-Einheiten in recht groBen Einheiten
herzustellen.

Weiter besteht die berechtigte Hoff-
nung, daB die Brut in Zukunft in kon-
tinuierlichem Verfahren erzeugt wer-
den kann. Die kontinuierliche Arbeits-
weise wird dadurch moglich, da8 es
unter gewissen Voraussetzungen nicht
notwendig ist, die Diskontinuitit, wel-
che sich beim Autoklavieren des Brut-
substrats mit 121 °C und Uberdruck
zwangsldufig ergibt, in Kauf zu neh-
men, sondern es geniigt die Erhitzung
“auf etwa 100°C drucklos; denn die
Aufgabe des Erhitzens ist nicht so
sehr die totale Abtdtung aller Sporen,
sondern in erster Linie die Abtétung
des Mycels konkurrierender Pilze. Die
restlichen Sporen werden durch das
wirksame Prinzip der anschlieBenden
Fermentation an der Keimung gehin-
dert.

Der FermentationsprozeB, mit seinen
spezifischen Anspriichen, 148t sich in
rotierenden Trommeln mit Flissigkeits-
mantel wirkungsvoll steuern. Die an-
schlieBende Anwuchsphase kann in
weiteren rotierenden Trommeln den
Temperatur- und Beliiftungsansprii-
chen des wachsenden Mycels optimal
angepaBt erfolgen.

Die insgesamt verbesserten technolo-
gischen Méglichkeiten der Brutherstel-
lung nach der neuen Fermentations-
methode kénnten zur Rationalisierung
und damit gréBeren Wirtschaftlichkeit
der Bruterzeugung gegeniiber dem
klassischen Verfahren entscheidend
beitragen und miiten sich letzten
Endes in einer Verbilligung der Brut
fiir den Anbauer auswirken.

Bei der Entwicklung des neuen Ver-
fahrens wurden die Versuche zur Brut-
erzeugung, mit dem relativ. langsam
spinnenden und beziiglich Nahrstof-
fen anspruchsvollen Champignon (Aga-
ricus bisporus) und dem schnell spin-
nenden,
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relativ anspruchslosen Pilz -

Pleurotus, Typ Florida FovoSe ® (Za-
drazil, F., u. Schneidereit, M., 1972),
durchgefiihrt. Das Verfahren erwies
sich sowohl fiir den langsam spinnen-
den, anspruchsvollen Champignon, als
auch fiir den schnellspinnenden Pleu-
rotus als geeignet. Bei dem letzteren
ist der Myceldurchwuchs nach der
neuen Methode, je nach Anwuchstem-
peratur, bereits in drei bis sechs Ta-
gen abgeschlossen und als Produk-
tionsbrut gebrauchsfertig.

Um die praktische Brauchbarkeit der
sfermentierten® Brut im Anbau unter
Beweis zu stellen, haben wir einen
Versuchsanbau zwecks Ertragsvergleich
zwischen ,autoklavierter® steriler Brut
und ,fermentierter” Brut von Agaricus
bisporus durchgefiihrt. Fiir diesen Ver-
such wurde der eigene blonde Stamm
»X1% (Zuchtung FRITSCHE, Max-
Planck-Institut), benutzt. Zur Erzeu-
gung der Versuchsbrut diente steril
angezogenes Impfmaterial - dieses
Stammes, einheitlich fiir beide Brut-
herstellungsverfahren. Der Anbau er-
folgte auf nach dem HUHNKE-Fer-
mentationsverfahrén hergestellten
Substrat in 2 X 15 Kisten mit je 0,5
Quadratmeter Erntefliche und 25 kg
(= 50kg/m?) Substratfiillung.

Der Myceldurchwuchs wihrend der
zwei Wochen Anwuchszeit verlief fiir
beide Brutherstellungsarten véllig
normal, ohne sichtbare Unterschiede.
Auch die erste Erntewelle brachte mit
8,561 kg/m? fiir die ,steril* erzeugte
Brut und 8,639 kg/m? fiir die ,fermen-
tierte“ Brut praktisch keine Ertrags-
differenzen. Im weiteren Ernteverlauf
lagen die Ertragskurven stets parallel
und auf gleicher Hohe (Tabelle 1).

Nach den heute allgemein Ublichen
sechs Erntewochen betrug das Ergeb-
nis:

ysterile® Brut = 15,8kg*/m? = 31,6%
vom Substratgewicht

sfermentierte® Brut = 156 kg*/m? =
31,2 % vom Substratgewicht

(* = abgeschnittene Pilze)
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Ertragsvergleich zwischen ,autoklavierter® und ,fermentierter’ Brut

Beide Brutarten desselben Zucht-
stammes haben also praktisch den
gleichen Pilzertrag erbracht. Die
Brauchbarkeit von ,fermentierter” Brut
wurde damit bestitigt.

Der absolut gesunde Kulturzustand
des Versuchs nach sechs Erntewochen,
bei beiden Brutarten, erlaubte es, den
Versuch bis zu 12 Erntewochen fort-
zusetzen. Durch die zeitliche Ausdeh-
nung des Versuchs sollte gepriift wer-
den, ob gegebenenfalls in der ,fer-
mentierten“ Brut doch noch latent vor-
handene Konkurrenzorganismen sich
allmghlich entwickeln und ertragsschi-
digend auswirken koénnten. Bis zum
Versuchsende folgte die ,fermentierte®
Brut der Vergleichsbrut auf gleicher
Ertragshshe (Tabelle 1). Bei Versuchs-
schluB, nach zwélf Wochen, waren die
Kulturen beider Brutarten noch gleich-
wertig gesund. Das Endergebnis nach
zwolf Wochen betrug:

Jsterile® Brut = 19,4 kg*/m2 = 88,8 %
vom Substratgewicht

sfermentierte® Brut 19,4 kg*/m? =
38,8 % vom Substratgewicht.

Auch das Endergebnis bestatigt, daB
die nach dem neuen ,Fermentations-
verfahren® hergestelite Produktions-
brut die in der praktischen Pilzerzeu-
gung zu fordernden Ertragsleistungen
voll erfiillt.

Methodisch wird man an dem neuen
Verfahren noch weiterarbeiten miissen,
besonders wenn man ,fermentierte®
Brut in gréerem Umfang verwenden
will.

*

Wir danken Frau Schneidereit fiir die
technische Betreuung bei der Entwick-
lung dieses neuen Brutherstellungs-
verfahrens.
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