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Zusammenfassung

Naturliche Aromastoffe sind fiir die Industrie ebenso wie fiir den Verbraucher von enormem Interesse.
Biotechnologische Prozesse bieten dabei eine Alternative zur kostenintensiven Pflanzenextraktion. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Bildung natirlicher Aromastoffe mittels Basidiomyceten untersucht. Aro-
mastoffe wurden mit Hilfe von Prakursoren, Elicitoren oder Induktoren angereichert und bei deren Bildung
beteiligte Enzyme ermittelt.

Zunachst wurden Effekte verschiedener Nahrmedien auf die Aromaprofile von Auriporia aurulenta, Heri-
cium erinaceus, Postia floriformis und Wolfiporia cocos in Emers- und Submerskulturen bestimmt. Im
Aromaextrakt von A. aurulenta wurden verschiedene Zimtsaurederivate als Abbauprodukte von L-Phe-
nylalanin identifiziert. AuBerdem wurde in Abhangigkeit des verwendeten Hefeextrakts die Aromaproduk-
tion von A. aurulenta verandert. In Kulturen von W. cocos wurde 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
(Furaneol®) identifiziert sowie eine Korrelation des Anteils an Hefeextrakt mit der Furaneol®-Konzentra-
tion festgestellt. Durch Supplementierungsversuche wurden sowohl L-(+)-Rhamnose als auch D-Fruc-
tose-1,6-bisphosphat als mégliche Vorstufen ausgeschlossen. Ebenfalls wurde mittels Methyljasmonat
keine Elicitierung der Furaneol®-Bildung in W. cocos-Kulturen bewirkt. Eine Kultivierung von W. cocos
mit raffiniertem Rapsdl oder Rapspresskuchen flhrte dagegen zu einer Veranderung des Aromaprofils
in Abh&ngigkeit der weiteren Mediumzusammensetzung. So wurden in Aromaextrakten von W. cocos in
Minimalmedium mit Rapsél S-lonon und B-Caryophyllen identifiziert.

Ferner setzten in einem Stammscreening nach Substratinduktion zwei von 18 Basidiomyceten sowohl
trans-Anethol zu para-Anisaldehyd als auch Piperin zu Piperonal um. Fir Pleurotus sapidus wurden zwei
intrazellulare Enzyme mit einer solchen alkenspaltenden Aktivitat identifiziert. Eine Lipoxygenase kataly-
sierte die oben genannte Umsetzung in Anwesenheit von Linolsdure. AuBBerdem fliihrte die Anwendung
von verschiedenen chromatografischen Methoden zur Teilreinigung eines weiteren alkenspaltenden En-
zyms. Mittels spezifischer Aktivitatstests und Proteinsequenzierung wurde eine Peroxidase fir diese al-
kenspaltende Aktivitat verantwortlich gemacht.

Des Weiteren wurden fiir die Aufklarung der Biogenese von (5 E, 7 E/Z)-Deca-5,7,9-trien-2-on (Decatri-
enon) in Piptoporus betulinus verschiedene Bildungswege sowie Prékursoren evaluiert. Der Einsatz von
Glucosinolaten, Linol- und Linolensaure, Lichtinduktion sowie méglicher Polyketidsynthese-Starter (Ma-
lonat, Pyruvat oder Acetat) fihrte zu keiner Anreicherung von Decatrienon. Mittels GC-MS wurden jedoch
vier E/Z-Isomere als potenzielle Préakursoren identifiziert, die mit Decatrienon nahezu identische Massen-
spektren aufwiesen. Die mdglichen Prakursoren waren silylierbar und sauer hydrolysierbar. Eine Kulti-
vierung mit einem Ethylacetat-Extrakt des WeiBBkohls flhrte schlieBlich zu einer Erh6hung sowohl der
Prakursor- als auch der Decatrienonkonzentration.

Insgesamt wurden mit der vorliegenden Arbeit mehrere Wege zur natirlichen Herstellung von Aromastof-
fen aufgezeigt sowie einige Prakursoren fir Aromastoffe identifiziert. Die erzielten Ergebnisse kdnnen
somit als Grundlage fur Applikationen im Bereich der Aromaindustrie dienen.
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Abstract

Natural flavour compounds are important for both food industry and consumers. Microbial methods for
their production represent an alternative to plant-based processes. In this work the generation of natural
flavour compounds via basidiomycetes was investigated. Flavours were enriched by means of precur-
sors, elicitors or inductors and enzymes involved in their formation were determined.

Initially, effects of different media on the aroma profiles of Auriporia aurulenta, Hericium erinaceus, Postia
floriformis and Wolfiporia cocos in emerse or submerse cultures were studied. Various cinnamic acid
derivatives were identified in the flavour extract of A. aurulenta as metabolites of L-phenylalanine. In ad-
dition, the flavour production of A. aurulenta changed depending on the used yeast extract. In cultures of
W. cocos 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (furaneol®) was detected and a correlation between the
share of yeast extract and the furaneol® concentration was established. Supplementation with L-(+)-rham-
nose or D-fructose 1,6-bisphosphate as possible precursors did not increase the furaneol® concentration.
Furthermore, methyl jasmonate did not elicit the formation of furaneol in cultures of W. cocos. Contrarily,
the cultivation of W. cocos with refined rape seed oil or rape seed oil cake caused a change of the fla-
vourprofile depending on the composition of the media. Thus, B-ionone and B-caryophyllene were identi-
fied in flavour extracts of cultures of W. cocos in minimal medium supplemented with rape seed oil.

Moreover, after substrate induction, two of 18 basidiomycetes were able to convert frans-anethole to
para-anisaldehyde as well as piperine to piperonal. Two intracellular enzymes possessing such an alkene
cleavage activity were identified in Pleurotus sapidus. In presence of linoleic acid a lipoxygenase cata-
lysed the transformation. Besides, the use of different chromatographic methods led to a partial purifica-
tion of another alkene cleavage enzyme. Via specific activity assays and protein sequencing a peroxidase
was shown to be responsible for the alkene cleavage activity.

Additionally, different precursors and pathways for the biogenesis of (5 E, 7 E/Z)-deca-5,7,9-trien-2-one
(decatrienone) in Piptoporus betulinus were evaluated. Apart from cabbage, the concentration of deca-
trienone was not increased by glucosinolates, linoleic or linolenic acid, light induction or possible starter
units of the polyketide synthesis (malonate, pyruvate or acetate). Via gas chromatography coupled to
mass spectrometric detection four E/Z isomers were postulated to be precursors. Their mass spectra
were almost identical to the one of decatrienone. The possible precursors were silylated and hydrolysed
in acid solutions. A cultivation with an ethyl acetate extract of white cabbage led to an increase of both
the precursor and the decatrienone concentration.

Altogether this work shows several methods for the natural production of flavour compounds as well as
precursors of flavour compounds. The results provide a reliable basis for applications of these processes
in the area of flavour industries.
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Natiirliche Aromastoffe riickten in den letzten Jahren immer starker in den Fokus der Offentlich-
keit. Der Rechtsstreit zwischen Stiftung Warentest und Ritter-Sport in den Jahren 2013/2014
offenbarte die Sensibilitdt der Medien fir dieses Thema (Roth, 2015). Dabei ging es um die
Behauptung von Stiftung Warentest, den ,chemisch hergestellten Aromastoff Piperonal® in einer
Schokolade von Ritter-Sport nachgewiesen zu haben. Das Interesse der Medien spiegelt wider,
wie wichtig dem Verbraucher heutzutage der Einsatz natirlicher Rohstoffe und die Transparenz
bei Lebensmitteldeklarationen sind.

1.1  Produktion natuirlicher Aromastoffe

Urspringlich wurden Aromen durch Extraktion aus Pflanzen gewonnen. Diese Methode ist al-
lerdings mit Hindernissen wie hohen Kosten und limitierten Ressourcen verbunden. Deshalb
ging man in der Vergangenheit dazu tber, Schlisselaromastoffe fiir bestimmte Geruchseindri-
cke zu identifizieren und diese auf chemischem Wege zu synthetisieren. Intensive Forschungs-
bemUhungen flhrten zu rentablen Ausbeuten bei niedrigen Produktionskosten. Jedoch erfor-
dern chemische Synthesen meist harsche Bedingungen wie hohe Dricke und Temperaturen
und/oder toxische Katalysatoren. Weiterhin fihrt eine fehlende Regio- und Enantioselektivitat
meist zu Produktgemischen.

Der steigende Wettbewerb, Veranderungen in der Lebensmittelkennzeichnung sowie ein ge-
wandeltes Verbraucherverhalten haben in den vergangenen Jahren bei der Industrie ein erhéh-
tes Interesse an der kostenglnstigen Produktion von natlrlichen Aromastoffen ausgelést (siehe
Abbildung 1). Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, nutzt die Aromaindustrie vermehrt
biotechnologische Prozesse. Diese vereinen die Vorteile der meist hochselektiven enzymati-
schen Reaktionen (Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat) mit denen der Verwendung von na-
tarlichen Rohstoffen. Aus der Nutzung von Nebenstrémen der Lebensmittelindustrie wie bei-
spielsweise Rapspresskuchen resultieren umweltfreundliche und nachhaltige Prozesse. Im
Laufe der Evolution wurden existierende biologische Systeme hinsichtlich der Metabolisierung
von organischen Molekilen optimiert. Diese werden in biotechnologischen Prozessen zur ef-
fektiven Synthese von Aromastoffen genutzt. In der Regel werden Geruchsintensitat und -qua-
litdt von der Stereochemie beeinflusst (Nérenberg et al., 2013). Deshalb ist ein durch enzyma-
tische Reaktionen entstehendes isomerenreines Produkt von groBer Bedeutung (Bicas et al.,
2016).

Die weiBBe Biotechnologie wird derzeit intensiv beforscht. Die heutige Biotechnologie umfasst
Md&glichkeiten der molekularen Biologie mit innovativen Technologien wie functional genomics,
proteomics sowie protein- und metabolic engineering. Durch das Exprimieren von Enzymen in
modernen Wirtsystemen kénnen Aromastoffe kostengtinstig in groBen MaBstédben produziert
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werden. Auch in der Bioprozesstechnik werden immer weitere Strategien beispielsweise zur in-
situ-Produktabtrennung entwickelt, was fir einen Fortschritt der biotechnologischen Erzeugung
von Aromastoffen von grof3er Bedeutung sein wird.

Market pull Market push

» steigende Verbrauchernachfrage nach * hohe Chemo-, Regio- und
"bio", "organisch”, "gesund", "natdrlich" Stereoselektivitat von

 unerwiinschte/begrenzte Rohmaterialien DRI ISEEn SYBmE

+ Suche nach natirlichen ° MEHTENTS EeprerOsss

Schliisselaromastoffen * verbesserte Biokatalyse durch

» Suche nach nattrlichen Aromastoffen mit enzyme und metabolic engineering

zusatzlichen funktionellen Eigenschaften * verbessertes downstream
z. B. antimikrobielle Eigenschaften processing, besonders Techniken
zur in-situ-Produktabtrennung

Abbildung 1: Treibende Kréfte fir den Einsatz von biotechnologischen Methoden nach Schrader (2007).

Natlrliche Aromastoffe sind in der Europaischen Union rechtlich geregelt. Nach der Verordnung
(EG) Nr. 1334/2008 missen natlrliche Aromastoffe ,[...] natlrlich vorkommen und in der Natur
nachgewiesen [...]* worden sein. Sie mussen ,[...] durch geeignete physikalische, enzymati-
sche oder mikrobiologische Verfahren aus pflanzlichen, tierischen oder mikrobiologischen Aus-
gangsstoffen gewonnen [...]* worden sein. Die zugelassenen Verfahren sind in Anhang Il der
Verordnung aufgelistet (siehe Tabelle 1). Da sich darunter auch mikrobiologische Prozesse be-
finden, bietet sich hier eine Option fir eine kostengiinstigere, umweltschonendere und nachhal-
tigere Produktion natlrlicher Aromastoffe. Diese kénnen, wie in der der vorliegenden Arbeit,
mittels Basidiomyceten oder anderen Mikroorganismen aus natirlichen Ausgangsstoffen her-
gestellt werden.

Derzeit sind 2.544 Aromastoffe in der Positivliste im Anhang | (Stand: Mai 2016) der Verordnung
(EG) Nr. 1334/2008 gelistet. Die Risikobewertung der Aromastoffe unterliegt der Zusténdigkeit
des Panel on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings and Processing Aids (CEF) der
Europaischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority, EFSA).
Chemisch ahnliche Stoffe werden in Gruppen eingeteilt (Flavouring Group Evaluations). Diese
werden hinsichtlich der Aufnahmemengen, der Absorption, der Metabolisierung und der Toxizi-
tat der einzelnen Stoffe bewertet. Die EFSA beurteilt bei Bedarf auch die Unbedenklichkeit ein-
zelner Aromastoffe, wie es fir Campher und Cumarin umgesetzt wurde (EFSA-Meinungen,
2008).
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Tabelle 1: Liste herkbmmlicher Lebensmittelzubereitungsverfahren (Anhang Il der Verordnung (EG)
Nr. 1334/2008).

Zerhacken Uberziehen

Erhitzen, Kochen, Backen, Braten (bis 240 °C bei Kuhlen
atmospharischem Druck) und Druckkochen (bis 120 °C)

Schneiden Destillation/Rektifikation
Trocknen Emulgieren

Verdampfen Extraktion, einschlie3lich Lésemittelextrak- Vergéaren
tion geman der Richtlinie 88/344/EWG

Filtern Zermahlen
AufgieBen Mazeration
mikrobiologische Prozesse Mischen

Schélen Perkolation
Auspressen EinkUhlen/Einfrieren
Résten/Grillen Ausdricken
Einweichen

Die EFSA bewertet, wie zuvor erlautert, zum einen Aromastoffe, welche sich bereits auf dem
Markt befinden. Zum anderen erfolgen Prifungen von Antrédgen auf die Zulassung neuer Aro-
men durch die EFSA. Welche Daten flr eine Unbedenklichkeitsprifung vorzulegen sind, wurde
in Leitlinien festgelegt. Sie umfassen Informationen zur Identitat der Ausgangsstoffe, zum Her-
stellungsverfahren sowie eine Abschéatzung der erndhrungsbedingten Exposition und toxikolo-
gische Daten.

1.2 Alkenspaltung zur Bildung von Aromastoffen

Die Gewinnung von flichtigen, aromaaktiven Substanzen erfolgt wie beschrieben nicht nur
durch die traditionelle Pflanzenextraktion, sondern auch durch chemische Synthesen oder bio-
technologische Prozesse. Bei den Aromastoffen handelt es sich meist um Alkohole, Aldehyde,
Ketone, Ester oder Aromaten, welche durch verschiedenste Reaktionen generiert werden kdn-
nen. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf die Alkenspaltung gelegt.
Diese oxidative Spaltung von C=C-Doppelbindungen ist eine haufig eingesetzte Methode in der
organischen Chemie. Das Besondere dabei ist, dass sowohl die m-Bindung als auch die o-
Bindung gebrochen werden muss. Durch Alkenspaltungen kénnen Oxyfunktionen in Molekdle
eingefiihrt und komplexe Substrate gespalten werden. Ein Uberblick (iber den aktuellen Stand
der chemischen und enzymatischen Methoden wird nachfolgend dargestellt.
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1.2.1 Chemische Methoden zur Alkenspaltung

Zur Herstellung von natlrlichen Aromastoffen nach VO (EG) Nr. 1334/2008 kommen chemische
Methoden zur Alkenspaltung nicht in Frage. Sie sollen daher an dieser Stelle lediglich kurz be-
schrieben werden. Fir die chemische Alkenspaltung sind zahlreiche Methoden bekannt. Klas-
sischer Weise wird mittels Ozonolyse die C=C-Doppelbindung gespalten, um Aldehyde oder
Ketone zu erzielen (Criegee, 1975; Van Ornum et al., 2006). Dabei wird im ersten Schritt Ozon
an das Alkan addiert, wodurch das instabile Molozonid entsteht (siehe Abbildung 2, oben). Die-
ses reagiert sofort zum stabileren Ozonid weiter. Unter reduktiven Bedingungen wie mit Zink
oder Dimethylsulfid entstehen Ketone oder Aldehyde. Durch die alternative Spaltung mit Was-
serstoffperoxid entstehen dagegen Ketone oder Carbonséauren, da resultierende Aldehyde so-
fort zur Carbonsaure weiteroxidiert werden. Dieser Syntheseweg stellt jedoch aufgrund der ex-
plosiven Intermediate ein erhdhtes Sicherheitsrisiko dar. Des Weiteren kann eine Alkenspaltung
durch Dihydroxylierung und nachfolgender oxidativer Glycolspaltung verwirklicht werden. Dies
erfordert allerdings meist entweder umweltschadliche Oxidationsmittel oder toxische Metallka-
talysatoren. Mittels Kaliumpermanganat werden Alkene beispielsweise beim Erhitzen oder in
saurer Lésung zu den entsprechenden Ketonen und Carbonsauren gespalten (Lai und Lee,
2001). Hierbei wird ein zyklischer Manganester gebildet, welcher unter diesen Bedingungen
instabil ist, weshalb die Spaltung der C-C-Bindung erfolgt (siehe Abbildung 2, Mitte). Alternativ
kénnen Alkene mit Hilfe von RuO2 oder RuCl; als Katalysatoren und einem Oxidationsmittel wie
Oxon oder NalO4 gespalten werden (Okumoto et al., 2007; Yang und Zhang, 2001). Durch in-
situ generiertes RuCly erfolgt die cis-Hydroxylierung der Doppelbindung, wobei nach der Bin-
dungsspaltung eine Oxidation des Aldehyden zur Carbonsaure durch geeignete Reaktionsbe-
dingungen verhindert werden kann. Weitere Alkenspaltungen sind mittels Osmiumtetroxid, Ti-
tanzeolith, Palladium oder Gold mdéglich (Adam et al., 1996; Pappo et al., 1956; Travis et al.,
2002; Wang et al., 2007; Xing et al., 2006). Mittels Osmiumtetroxid kann die C=C-Doppelbin-
dung dihydroxyliert werden (siehe Abbildung 2, unten). NalO4 oxidiert Os(VI) wieder zu Os(VIII)
und spaltet das Glycol zu den entsprechenden Aldehyden beziehungsweise Ketonen. Aufgrund
zahlreicher Nebenprodukte sind die erzielten Ausbeuten allerdings oftmals nur gering (Yu et al.,
2004).



5 Einleitung

Ozonolyse: Ry R3
- \’\3\7-5 o + [}
O (o} oger ©
R Rs ah ¥ o R 0—0 1/
o o] [¢] (0] 3 R, R,
3
— - = — \ + Y — R174 )<R3
Ry Ry CHoCly, 78°C Ry R3 Ry Ry Ry o Ry m HO f
R, R4 Ry Risy o *+ o
R = Alkyl-, Aryl-, H Molozonid Ozonid
R, R4
Permanganat: o\ /OH
R4 R3 /\Mn\ R4 R3
KMnOy4 (o} o > —o0 + o0—=< +  HMnO,
H0* '—‘
R, Ry 30 R1\\\\\\\ ”"”Rs R, Ry
R, Ry
Osmiumtetroxid:
105~ 104~
0, o H,0s0, — > 0s0
\OS/ 2 4 HZO 3
//v\o o\ /O
[e]
R, /’RS \05/ HO OH 104- 103 R, Rs
o Do H,0
—_— —_— o (0] + (o]
- RO "Ry
R, Ry R g, R, Ry R Re
R, Ry

Abbildung 2: Beispiele fir chemische Methoden der Alkenspaltung.

1.2.2 Enzymatische Methoden zur Alkenspaltung

Wie im ersten Teil dieses Kapitels dargelegt, gehen mit der chemischen Alkenspaltung Prob-
leme wie die Bildung explosiver Intermediate oder die Verwendung toxischer Katalysatoren ein-
her. Weiterhin fUhrte die steigende Nachfrage nach natirlich synthetisierten Produkten zu einer
verstarkten Forschung hinsichtlich enzymatischer Methoden zur Alkenspaltung. Biotechnologi-
sche Prozesse haben den Vorteil, dass sie meist unter sicheren und milderen Reaktionsbedin-
gungen ablaufen. Oftmals kénnen komplexe Substrate zur Umsetzung zuganglich gemacht
werden. Ferner weisen enzymatische Umsetzungen meist Chemo-, Regio- und Stereospezifitat
auf. Enzyme besitzen auBerdem die Fahigkeit, molekularen Sauerstoff zu aktivieren und die
Alkenspaltung bei Raumtemperatur und atmospharischem Druck in wassrigen Systemen durch-
zufUhren. Dabei wird der Sauerstoff je nach Enzym nach einem unterschiedlichen Mechanis-
mus in das Molekil eingeflhrt. In der Literatur wurden bisher Oxygenasen, Peroxidasen und
eine Peptidase mit alkenspaltenden Aktivitaten beschrieben.

1.2.2.1 Alkenspaltung durch Oxygenasen

Oxygenasen sind eine heterogene Enzymklasse, welche verschiedene Reaktionen katalysie-
ren. Die bisher identifizierten Mono- und Dioxygenasen katalysieren eine Alkenspaltung nur mit
schlechten Ausbeuten und weisen eine sehr hohe Substratspezifitat auf (Sono et al., 1996).
Durch hohe Substratspezifitaten wird das Anwendungsgebiet stark eingeschrankt. Es sind sub-
stratspezifische Enzyme wie die Ham-abhangige Tryptophan-2,3-dioxygenase publiziert (Sono



Einleitung 6

et al.,, 1996). Sie katalysiert die Spaltung an der C=C-Doppelbindung des Pyrrolrings des L-
Tryptophans. Durch Einfihrung beider Sauerstoffatome des molekularen Sauerstoffs resultiert
N-Formyl-L-kynurenin. Ahnlich erfolgt die Katalyse durch die Indolamin-2,3-dioxygenase. Es
wurden verschiedene Reaktionsmechanismen postuliert, von denen die zwei plausibelsten in
Abbildung 3 aufgezeigt werden. Dabei erfolgt nach dem historischen Mechanismus (oben) eine
elektrophile Addition einer aktivierten Eisen(ll)-dioxo-Spezies an das C 3 des Indolrings (2),
worauf eine Criegee-Umlagerung oder eine intermediare Bildung von Dioxetan erfolgt
(Chauhan et al., 2009). Nach neueren Studien von Lewis-Ballester et al. (2009) erfolgt dagegen
eine direkte radikalische Addition an C 2 des Indolrings (4), gefolgt von einer homolytischen O-
O-Spaltung (unten). Nach Bildung des 2,3-Epoxides (5) und Ringdffnung schlieBt sich ein er-
neuter Angriff an C 2 des Indolrings an. Durch intramolekulare Umlagerungen kommt es
schlieBlich zur Spaltung (3).

X ® Djy,
5 X
Hém- o N Intey Stan
dioxygenase med/ét

X-——N\/ (X =H, Me)

(e}
~ 7N
¥ P o
—Fell— —Fe”— X
1 R 0]
/ 3
Cc2 Angrlf‘f
> Ccoy
© /o /
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Abbildung 3: Alkenspaltung mittels Tryptophan-2,3-dioxygenase. Oben: Mechanismus nach Chauhan
et al. (2009), unten: Mechanismus nach Lewis-Ballester et al. (2009).

Catecholdioxygenasen katalysieren die oxidative Spaltung von (substituierten) Catecholen, was
bei Bakterien eine wichtige Rolle beim Abbau von aromatischen Substanzen spielt (Bugg und
Winfield, 1998). Dabei spalten Intradioldioxygenasen die C=C-Doppelbindungen zwischen den
phenolischen Hydroxylgruppen, wéahrend Extradioldioxygenasen die C=C-Doppelbindung ne-
ben einer phenolischen Hydroxylgruppe spalten. In beiden Fallen resultiert eine Offnung des
aromatischen Rings.

Die weit verbreiteten Carotinoid-spaltenden Oxygenasen katalysieren die Spaltung der C=C-
Doppelbindung von Carotinoiden zu Apocarotinoiden (Auldridge et al., 2006; Kloer und Schulz,
2006). Die Spaltung findet entweder an der zentralen C=C-Doppelbindung oder weiter auBBen
statt. Bislang ist nicht eindeutig belegt, ob es sich um Monooxygenasen oder Dioxygenasen
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handelt (Harrison und Bugg, 2014; Leuenberger et al., 2001). Leuenberger et al. (2001) postu-
lierten far die Spaltung an C 15-C 15° einen Monooxygenase-Mechanismus, bei dem zunachst
die zentrale Doppelbindung epoxidiert wird. Eine unspezifische Ringspaltung durch Wasser und
anschlieBende Diolspaltung resultiert in den entsprechenden Aldehyden (siehe Abbildung 4).
Bei der Spaltung von Carotinoiden beziehungsweise Apocarotinoiden entstehen viele fiir die
Aromaindustrie interessante aromaaktive Produkte, weshalb dieses Gebiet intensiv beforscht
wird. Bisher wurden allerdings zu geringe Ausbeuten fur industrielle Applikationen erzielt.

N O G

NN P N

N XN xR X +H AN AN AN AN

)

Abbildung 4: Postulierter Mechanismus fiir die Spaltung von B-Carotin nach Leuenberger et al. (2001).

Als weitere alkenspaltende Oxygenasen sind die Stilben-a-8-Oxygenase und die Isoeugenol-
Oxygenase bekannt. Die Stilben-a-B-Oxygenase bendtigt Substrate in trans-Konfiguration und
eine Hydroxylgruppe in para-Position am aromatischen Ring. Dementsprechend besitzt sie ein
enges Substratspektrum. Fir die Isoeugenol-Oxigenase wurde ein Monooxygenase-Mechanis-
mus postuliert (Yamada et al., 2007).

Weiterhin ist eine zweistufige Spaltung von ungesattigten Fettsduren mittels Lipoxygenase und
Hydroperoxidlyase mdglich. In einem ersten Schritt wird dabei molekularer Sauerstoff durch
eine Lipoxygenase (aus Soja) aktiviert und der Angriff an der Doppelbindung ermdglicht. An-
schlieBend wird das Hydroperoxid-Intermediat durch eine Fettsdurehydroperoxidlyase (aus
Paprika) gespalten und es werden die entsprechende Aldehyde freigesetzt (Bourel et al., 2004).
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1.2.2.2 Alkenspaltung durch Peroxidasen

Peroxidasen sind in Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren zu finden und besitzen meist ein
Eisen-Protoporphyrin IX als prosthetische Gruppe. Des Weiteren existieren Peroxidasen mit
anderen Cofaktoren wie zum Beispiel Selen (Glutathion-Peroxidase (Flohe et al., 1979)) oder
Mangan (Manganperoxidase). Allgemein katalysieren Peroxidasen die Oxidation von Substan-
zen mittels Peroxiden. Dabei sind diverse chemische Reaktionen wie Peroxidase-, Per-
oxygenase- und Oxidasereaktionen mdglich. Weiterhin besitzen Peroxidasen ein breites Sub-
stratspektrum (darunter Phenole, aromatische und Alkylamine, NAD(P)H, H20, Thioether, Al-
dehyde). Die Alkenspaltung ist jedoch meist nur eine Seitenaktivitat (Adam et al., 1999).

Eine Chloroperoxidase (CPO) aus Caldariomyces fumago katalysiert die Oxidation von konju-
gierten Dienestern. Dabei findet die Alkenspaltung als Seitenreaktion in Anwesenheit von tert-
Butylhydrogenperoxid und Sauerstoff statt. In Abhangigkeit der Stereochemie kann die Alken-
spaltung gegeniber der allylischen Oxidation bevorzugt ablaufen. Als Mechanismus (siehe Ab-
bildung 5) wurde die Bildung eines intermediaren Radikalkations postuliert (2), welches durch
direkten Elektronentransfer von Methyl-(2 Z,4 Z)-hexadienoat (1) auf das Ham-Eisen (Eisen-V-
Oxoverbindung) der Peroxidase entsteht. Durch Reaktion mit Sauerstoff bildet sich ein Dioxetan
(3), woraus sich das Spaltprodukt (4) bildet (Bougioukou und Smonou, 2002; Mutti, 2012).

0, — _

\_/_\_ ? \_/_\— e Spaltung
= Co,Me ——>

— COo,Me - CO,Me 2 © CO.Me
2

1 3 4

Abbildung 5: Hypothetischer Mechanismus fir die aerobe Alkenspaltung durch eine CPO (Bougioukou
und Smonou, 2002).

Ling und Sayre (2005) beobachteten die Spaltung von 3-Methylindol und 3-Ethylindol durch die
Meerrettichperoxidase (HRP) zu den entsprechenden ortho-Acylformaniliden und Oxindolen in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und Sauerstoff. Es wurde im ersten Schritt eine Abstrak-
tion eines Wasserstoffatoms durch die HRP postuliert (siehe Abbildung 6). Auf die Bildung eines
Hydroperoxides (9) durch Sauerstoff folgt die Spaltung zu den entsprechenden Carbonylen
(10). Die Spaltung von trans-Anethol mittels HRP wurde ebenfalls publiziert (Mutti et al., 2010),
wobei neben para-Anisaldehyd als Seitenprodukt auch das vicinale Diol entstand. Weitere Sub-
strate wurden nur mit geringen Produktausbeuten umgesetzt.
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Abbildung 6. Postulierter Mechanismus flr die aerobe Spaltung von Indolen durch HRP nach Ling und
Sayre (2005). R = Methyl- oder Ethylrest.

Des Weiteren sind eine Myeloperoxidase und eine Peroxidase aus Coprinus cinereus in der
Lage, Styrol-Derivate zu substituierten Benzaldehyden zu spalten. Allerdings wurden ebenfalls
nur niedrige Ausbeuten erzielt (Tuynman et al., 2000).

Hajnal et al. (2015) publizierten ein manganabhangiges Enzym mit alkenspaltender Aktivitat
aus Thermotoga maritima. Es handelte sich dabei um ein Metalloprotein mit Cupin-Faltung. Die
Cupin-Superfamilie umfasst eine Gruppe von Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen, wel-
che eine charakteristische, hochkonservierte B-barrel Doméne besitzen. Das Gen flr dieses
Protein wurde in Escherichia coli exprimiert. Auf diese Weise wurde 76 % Umsetzung von 4-
Chlor-a-methylstyren zu 4-Chloracetophenon in einem Zweiphasensystem und in Anwesenheit
von tert-Butylhydroperoxid und Sauerstoff erzielt. Ein Mechanismus der Alkenspaltung ist bis-
lang nicht veréffentlicht worden.

1.2.2.3 Alkenspaltung mittels einer Peptidase aus Trametes hirsuta

Aus dem Basidiomycet Trametes hirsuta wurde eine Mn3+*-abhangige Peptidase (Acession
KC905051.1) mit der Fahigkeit, Alkene zu spalten, identifiziert (Rajagopalan et al., 2013a). Das
Enzym (412 Aminosauren, 44639 Da) ist in der Lage, in Anwesenheit von molekularem Sauer-
stoff und Mn3* die aliphatische Doppelbindung von trans-Anethol und anderen Vinylaromaten
zu spalten. Bei Aspartat-Peptidasen sind normalerweise zwei Asparaginsaure-Reste im kataly-
tischen Zentrum flr deren Funktionalitat von Bedeutung. Daneben postulierten Rajagopalan et
al. (2013a) eine zusatzliche Beteiligung von Threonin an der Komplexierung von Mn3*, welche
fr die Alkenspaltung notwendig ist. Ein detaillierter Mechanismus der Sauerstoff-Aktivierung
wurde bislang nicht veréffentlicht.
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1.3 Prakursoren, Induktoren und Elicitoren zur Anreicherung von
Aromastoffen

Die biotechnologische Bildung von Aromastoffen geht oft mit geringen Produktkonzentrationen
einher. Dies kann beispielsweise durch Substratlimitierung, Produktinhibierung oder durch Re-
gulationsmechanismen des Organismus verursacht werden. Eine Identifizierung von Substra-
ten beziehungsweise Prakursoren ist demnach die Grundlage zur Erzielung héhere Produkt-
konzentrationen. Durch gezielte Supplementierung kann dann genliigend Substrat zur Verfi-
gung gestellt werden. Eine Inhibierung kann durch in-situ-Abtrennung der Produkte verhindert
werden. Ferner werden Mikroorganismen wie Pflanzen und Tiere durch eine Vielzahl von Re-
gulationsmechanismen gesteuert. Dabei spielen Induktoren und Elicitoren eine wichtige Rolle.

Unter Induktoren versteht man Substanzen, welche die Transkription von regulierten Genen
steigern. Die Expression vieler katabolischer Enzyme wird beispielsweise erst bei Anwesenheit
des entsprechenden Substrats induziert. Bei Pilzen sind verschiedene Induktoren bekannt. So
ist die Induktion von Laccasen in Basidiomyceten durch Kupfer oder phenolische Substanzen
maoglich (Elisashvili et al., 2010; Valle et al., 2014). In Pleurotus sajor-caju wurde beispielsweise
eine Induktion von Laccasen durch Ferulasaure beschrieben (Zucca et al., 2011).

Elicitoren 16sen bereits in geringen Konzentrationen Abwehrmechanismen aus (Baenas et al.,
2014). Sie bewirken physiologische Anderungen in Pflanzen, was eine Reaktionskaskade akti-
viert. Elicitoren sind hauptséachlich in der Pflanzenphysiologie bekannt und erforscht. Sie wer-
den in biotische und abiotische Substanzen unterteilt. Zu den biotischen Elicitoren gehéren Li-
popolysaccharide, Polysaccaride wie Pectin und Zellulose, Proteine wie Cellulasen oder Glyco-
proteine. AuBerdem werden zu den biotischen Elicitoren auch komplexe Gemische wie Pilz-
sporen oder Zellwande von Mikroorganismen und pathogene Toxine gez&hlt. Die wichtigsten
abiotischen Elicitoren sind Metallionen und Oxalate. AuBerdem gehéren die Pflanzenhormone
Jamonsaure, Methyljasmonat, Methylsalicylat, Salicylsdure und Ethylen ebenfalls zu den Elici-
toren. Jasmonsaure reguliert bei einigen Pflanzen neben der Samenkeimung und des Wurzel-
wachstums auch den Sekundarmetabolismus, so wird etwa die Bildung von Alkaloiden, Ter-
penoiden und phenolischen Substanzen angeregt (Goossens et al., 2003; Wasternack und
Hause, 2013). Es gibt jedoch auch Pilze, welche beispielsweise durch Phytohormone beein-
flusst werden. Dies ist naheliegend, da Pilze oft in symbiotischen Lebensgemeinschaften vor-
kommen, und diese durch die Abgabe solcher Effektoren beeinflusst werden kénnen. Es sind
bereits einige Elicitoren fir Pilze wie Pektin oder Mannan beschrieben (Radman et al., 2003).
Aufgrund der geringen Zahl an Publikationen zur Elicitierung in Pilzen wurde ein méglicher Me-
chanismus bislang nur von Radman et al. (2003) anhand der bisher ermittelten Informationen
in Pilzen postuliert. Danach wird nach Kontakt des Elicitors mit einem Membranrezeptor eine
Signaltransduktion ausgeldst, welche in der Transkription der fir die Abwehrreaktion verant-
wortlichen Gene resultiert.
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Vanhulle et al. (2007) zeigten auBBerdem, dass bei Pycnoporus sanguineus, Coriolopsis po-
lyzona und Pleurotus ostreatus eine Kombination aus Mannan-Oligiosacchariden als Elicitor
und Ferulasaure als Induktor zu einer maximalen Produktion an Laccasen fuhrt. Durch gezielten
Einsatz der Prakursoren, Induktoren sowie Elicitoren kann somit eine Anreicherung von Aro-
mastoffen erzielt werden.

1.4 Motivation und Zielsetzung

Die Relevanz von biotechnologisch produzierten natirlichen Aromastoffen wurde einleitend be-
reits erldutert. Voraussetzung fur die Entwicklung rentabler biotechnologischer Prozesse ist ein
umfassendes Wissen Uber die entsprechenden Aromastoffe und deren méglichen Biogenese-
wege. Dies umfasst zum einen die Auswahl geeigneter Ausgangssubstrate, wie auch die Iden-
tifizierung und biochemische Charakterisierung von Schliisselenzymen. Die Identifizierung
neuer, biotechnologisch herstellbarer Aromastoffe aus nachhaltigen Prozessen ist weiterhin fur
die stetig wachsende Nachfrage an natlrlichen Aromastoffen von Bedeutung.

Aus diesem Grunde waren die Ziele dieser Arbeit, die Aromastoffbildung von Basidiomyceten
zu untersuchen sowie Aromastoffe durch Supplementierung mit Prakursoren, Elicitoren oder
Geninduktoren anzureichern. Im ersten Teil sollte dazu ein Pilz/Medium-Screening durchgefihrt
werden. Es sollten Basidiomyceten identifiziert werden, welche in verschiedenen Medien ein
besonderes Potenzial zur Bildung von Aromastoffen besitzen. Bei ausgewahlten Basidiomyce-
ten sollten dann lipidreiche Nebenstrome der Lebensmittelindustrie als Nahrmedium eingesetzt
werden, um deren Einfluss auf das Aromaprofil zu untersuchen.

Der zweite Teil dieser Arbeit sollte sich mit der enzymatischen Alkenspaltung mittels Basidio-
myceten beschéaftigen. Wie in Kapitel 1.2 dargelegt, existieren bislang hauptsachlich chemische
Methoden zur Alkenspaltung. Es sind zwar auch mehrere enzymatische Systeme publiziert,
jedoch handelt es sich meist um Seitenaktivitaten. Die Intention war, einen neuen effektiveren
Weg zur direkten enzymatischen Alkenspaltung zu identifizieren. Daflr sollte zunachst ein
Screening durchgefliihrt werden. Dabei sollte ein geeigneter Induktor zu Hilfe genommen wer-
den, um eine mégliche Geninduktion der entsprechenden Enzyme zu bewirken. Bei erfolgrei-
cher Suche sollte die entsprechende Enzymaktivitat gereinigt und charakterisiert werden.

Im dritten Teil der Arbeit sollte das in Submerskulturen von Piptoporus betulinus identifizierte
(5 E, 7 E/2)-Deca-3,7,9-trien-2-on (Decatrienon) untersucht und ein mdglicher Biogeneseweg
aufgeklart werden. Dabei galt es, zunédchst das Decatrienon mittels Supplementierung von még-
lichen Ausgangssubstanzen oder Induktoren anzureichern. Im zweiten Schritt sollten Informati-
onen Uber mégliche Prékursoren zur Aufklarung des Biogenesewegs gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Chemikalien

2.1.1 Allgemeine Gerate

Zur Erstellung dieser Arbeit wurden die in Tabelle 2 gelisteten Geréate eingesetzt.

Tabelle 2: Verwendete Geréte.
Gerat Typ Hersteller
Autoklav Varioklav 75S H+P Labortechnik (OberschleiBheim)
5075 ELV Systec (Wettenberg)
Fotometer UV 1650 PC Shimadzu (Duisburg)
IEF-Flachbettsystem Multiphor Il Pharmacia LKB (Schweden)
Multidrive XL

Inkubator

Lyophilisator

Magnetrihrer

pH-Meter

Pipetten
Schuttler

SDS-PAGE

Sterile Werkbank
Thermoschittler

Ultraschallbad

Certomat HK
BE 500
VaCo2

MR 3001
Variomag®
UB-5

GPHR 1400
Transferpette®
Multitron

Mini PROTEAN® Tetra
System

Clean Air CARE 4
Thermomixer comfort

RK 100 H

B. Braun (Melsungen)

Memmert (Schwabach)

Zirbus Technology (Bad Grund)
Heidolph (Kelheim)

H+P Labortechnik (OberschleiBheim)
Denver Instruments (Denver, USA)
NeolLab (Heidelberg)

Brand (Wertheim)

Infors (Einsbach)

Bio-Rad (Munchen)

Clean Air (Hilden)
Eppendorf (Hamburg)

Bandelin electronic (Berlin)
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Gerat

Typ

Hersteller

Ultraturrax
Vakuumzentrifuge
Vortex

Waage
Wasseraufbereiter
Wasserbad

Zentrifuge

TP-18/10
Concentrator plus
Genie 2

S1-234

GenPure UC-TOC/UF
SwW22

Rotana 460R

Rotana 380 R

Mikro R200 R

Mikro Star 17R

IKA Labortechnik (Staufen)
Eppendorf (Hamburg)

Scientific Industries (New York, USA)
Denver Instruments (Denver, USA)
TKA (Niederelbert)

Julabo (Seelbach)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)

VWR (Darmstadt)

2.1.2 Chemikalien

Neben den in Tabelle 3 aufgelisteten Substanzen wurden alle Chemikalien und Verbrauchsma-
terialien in der bendtigten Reinheit von Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), VWR
(Hannover), Roth (Karlsruhe), Th. Geyer (Renningen) und LAT (Hannover) erworben.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien.
Chemikalie Qualitat Hersteller
Brenztraubenséure Natriumsalz 99 % Sigma-Aldrich
o Frucose | Sdprospratinal  gys,
L-(+)-Rhamnose-Monohydrat Flr die Bakteriologie ~ Merck
Linolensaure (Isomerengemisch) Fir die GC Roth
Linolsaure 99 % Sigma-Aldrich
L-Phenylalanin 98,5 % Roth

Malonsé&ure-Dinatriumsalz Mono-

hydrat

Methyljasmonat

n-Undecan

Purum, 99 %

99 %

purum, 97% GC

Fluka/Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Fluka/Sigma-Aldrich
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Chemikalie Qualitat Hersteller
Piperin 297 % Sigma-Aldrich
Trans-Anethol 99 % Aldrich-Aldrich
Zimtsaure > 99% Sigma-Aldrich
Zimtsauremethylester > 99% Sigma-Aldrich
1 . o Cayman Chemical Company (Tallin,
a-Linolensaure =298 % Estland)
v-Linolenséure > 98 % Cayman Chemical Company (Tallin,

Estland)

2.1.3 Lo6sungsmittel

Die in der Gaschromatografie verwendeten Lésungsmittel wurden vor der Verwendung destil-

liert. Alle anderen Lésungsmittel wurden in den angegebenen Qualitaten eingesetzt (siehe Ta-

belle 4).

Tabelle 4: Verwendete Losungsmittel.
Lésungsmittel Qualitat Hersteller
Acetonitril HPLC-MS Carlo Erba Reéactifs (Val de Reuil, Frankreich)
Diethylether HPLC, redestilliert Carl Roth (Karlsruhe)
Ethanol 96%, redestilliert KWST (Hannover)
Methanol HPLC, redestilliert SDS Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil, Frankreich)
MTBE HPLC, redestilliert Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
n-Hexan HPLC-MS, redestilliert ~ SDS Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil, Frankreich)
Pentan HPLC, redestilliert Carl Roth (Karlsruhe)
Wasser HPLC-MS J. T. Baker (Deventer, Niederlande)

2.1.4 Kulturmedien

Zur Stammhaltung und Kultivierung der Basidiomyceten wurde eine modifizierte Standardnéahr-

I6sung (SNL) nach Sprecher (1959) eingesetzt. Die genauen Zusammensetzungen der verwen-

deten Medien sind in Tabelle 5 dargestellt.



Alle Medien wurden mit dH>O aufgefillt und mit 1 N NaOH auf pH 6 eingestellt, mit Ausnahme des Hefe-Malzextrakt-Mediums (YM-Medium,
pH 6,2) und des Malzextrakt-Sojapepton-Mediums (MS-Medium, pH 5,6). Fir die Kultivierung im Fermenter wurde Minimalmedium (MM) 1 mit
Zusatz von 20 g L™ lyophilisiertem Kohlschnitt und 0,1 mL L™ Antischaummittel eingesetzt.

Tabelle 5: Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien.
Glucose Aspar- Aspara- Hefeex- NH;NOs; KH:PO; MgSO; Spuren- B;- BME*** Pepton Soja- Malzex-
x H20 agin x gin- trakt (gL (gL (gL ele- Chlorid (mLL") aus pepton trakt
(gL H20 sdure (HE, mente** (mg L") Casein* **** (g L)
(L) (L) gL’ (mL L") (L") (gL’
SNL 30,0 4,5 0,0 3,0 0,0 1,5 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
SNL-HE 30,0 4,5 0,0 0,0 0,0 1,5 1,0 1,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Kjalke* 20,0 0,0 0,0 10,0 0,0 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MM 1 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,5 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MM 2 7,5 11,3 0,0 0,0 0,0 3,8 1,3 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MM 3** 10,0 0,0 4,8 0,0 2,4 1,5 0,5 1,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
YM-Medium 10,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 0,0 3,0
MS-Medium 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 30,0

* modifiziert nach Kjalke et al. (1992). ** modifiziert nach Fraatz et al. (2014). *** Nach dem Autoklavieren wurde 10 mL sterilfiltrierte Vitaminlésung (nach
Verduyn et al., 1992) zugegeben. **** tryptisch hydrolysiert.
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2.1.5 Basidiomycetenstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Basidiomycetenstdmme verwendet (siehe Ta-
belle 6), welche aus dem Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Niederlande),
der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig), dem
Institut fir molekulare Holzbiotechnologie (IfmH, Georg-August-Universitat Goéttingen) oder
durch Eigenisolat des Instituts flir Lebensmittelchemie bezogen wurden.

Tabelle 6: Verwendete Basidiomycetenstamme.
Ab- Stammnum- Ab-
Art kdir- mer und Art kdir- Stamm
zung Herkunft zung
Auriporia aurulenta Aau CBS 106238  Pleurotus pulmonarius  ppy DSMZ 5331

Gloeophyllum odoratum God CBS 444 .61 Pleurotus sajor-caju Psaj DSMZ 5339
Gloeophyllum trabeum  Gtr DSMZ 1398 Pleurotus sapidus Psa DSMZ 8266

Schizophyllum com-
Sco DSMZ 1024

Hericium erinaceus Her CBS 260.74 mune

Lentinus lepideus Lle CBS 450.79 Trametes hirsuta Thi DSMZ 7052
Piptoporus betulinus Pbe Eigenisolat Trametes suaveolens  Tsu DSMZ 5237
Pleurotus eryngii Per CBS 458.79 Trametes versicolor Tve DSM 11269
Pleurotus lampas Pla CBS 323.49 Tyromyces floriformis  Til CBS 232.53

Pleurotus ostreatus var.

florida Post  limH Wolfiporia cocos Wco  CBS 279.55
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2.3 Allgemeine Methoden

2.3.1 Kultivierung

2.3.1.1 Sterilisation

Feste Substrate und Glasgerate wurden 30 min, feste und flissige Nahrmedien 20 min (121 °C
und 1 bar) autoklaviert.

2.3.1.2 Stammkulturen auf SNL-Agarplatten

Fir die verwendeten Basidiomyceten wurde jeweils eine SNL-Agarplatte mit einem etwa 1 cm?
groBBen Stick Myzel aus der Stammsammlung des Institutes angeimpft und bei 24 °C im Brut-
schrank inkubiert, bis die Platten zu etwa % bewachsen waren. Die Kulturen wurden bei 4 °C
gelagert.

2.3.1.3 Kulturfihrung

Je ein 1 cm? groBes Myzelstlick der entsprechenden Agarplatte wurde steril in 125 mL SNL
dberfihrt und mittels Ultraturrax homogenisiert. Die Kulturen wurden bei 24 °C und 150 rpm
inkubiert bis die Basidiomyceten sichtbar angewachsen waren. Die Uberfiihrung in Hauptkultu-
ren erfolgte durch Inokulation von frischem Medium mit 10 % der Vorkultur.

2.3.2 Proteinchemische Assays

2.3.2.1 Bestimmung des Proteingehaltes nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry wurde mittels eines kommerziellen Kits der Firma Bio-Rad
im Mikrotitermafstab durchgeflihrt. Dazu wurden 25 L DC Protein Assay Reagenz A mit 5 L
der Probe vorsichtig gevortext und nach Zugabe von 200 uL DC Protein Assay Reagenz B
15 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 750 nm im
Microplate-Reader. Parallel wurde eine Verdinnungsreihe von 0,1 — 1 mg mL™" mit Schritten
von 0,25 mg mL™' BSA mitgeflhrt und eine Kalibriergerade erstellt.

2.3.2.2 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford (1976)

Die Proteinbestimmung nach Bradford wurde mittels eines kommerziellen Kits der Firma Sigma
im MikrotitermaBstab durchgefihrt. Dazu wurden 300 pL Bradfordlésung (Verdinnung 1:3 der
Bradfordstammlésung mit ddH>O) mit 30 uL der Probe versetzt und 15 min bei RT inkubiert.
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Die Messung der Extinktion erfolgte bei 595 nm im Microplate-Reader. Parallel wurde eine Ver-
dinnungsreihe von 25 — 125 pg mL™" mit Schritten von 0,025 mg mL" BSA angefertigt und eine
Kalibriergerade erstellt.

2.3.2.3 Trans-Anethol-Assay

Fur die Uberpriifung auf alkenspaltende Enzymaktivitit wurde 1 pL trans-Anethol in 900 pL Bis-
Tris-Puffer (50 mM, pH 6) gegeben und 100 uL Probe beziehungsweise 30 uL lyophilisierte Bi-
omasse zugegeben. Die Umsetzung erfolgte bei RT, 200 rpm (horizontales Schitteln) fir 16 h.
Die Reaktionsanséatze wurden mit 1 mL Cyclohexanol (500 mM in n-Hexan) ausgeschttelt. Die
Phasentrennung erfolgte mittels Zentrifugation (4600 rpm, 4 °C, 15 min). Nach anschlieBender
Trocknung Uber Natriumsulfat wurde die Konzentration an Anisaldehyd in den Proben mittels
GC-FID (7890 A, Agilent) in Temperaturprogramm 3 nach 2.4.2.2 mittelt.

2.3.2.4 Linolsdure-Assay

10 pL Probe wurde mit 190 pL Natriumphosphat-Puffer (pH 7) in Mikrotiterplatten pipettiert. Der
Assay wurde mit 20 pL Linolsdure-Lésung (2,5 mM in H>O) gestartet. Die Aktivitdtsmessung
erfolgte flir 60 min bei 37 °C (Vorinkubation) und 234 nm. Als Blindprobe wurde ein Ansatz mit
10 pL Puffer statt Probe mitgefiihrt.

2.3.2.5 Glyceroloxidase-Assay

Die Glyceroloxidaseaktivitat wurde Gber die Messung der H-O»-Bildung bestimmt. Dazu wurden
150 pL Bis-Tris-Puffer (50 mM, pH 6), 30 uL Anethol (100 mM in EtOH), 30 uL HRP (100 U/mL)
und 15 pL Dianisidin in eine Mikrotiterplatte gegeben und die Reaktion mit 75 uL Probe gestar-
tet.

Nach Inkubation fir 60 min bei RT zeigte sich eine orange Farbung bei Entstehung von Hz0x.
Blindproben wurden mit dH2O als Probe durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde H-0» zugege-
ben, um die Farbung zu bestatigen.

2.3.2.6 Laccase-/Peroxidase-Assay

Die Laccase- und Peroxidase-Aktivitdt wurde nach Linke et al. (2007) mit dem folgenden Pipet-
tierschema bestimmt:
245 pL 0,1 M Natriumacetatpuffer pH 4,5

15uL  Probe

30uL  ABTS (5 mM in ddH:0)

10puL  H202 (2 mM in ddH20) Zugabe nur bei Peroxidase-Assay
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2.3.2.7 AZzocasein-Assay

Der Azocasein-Assay wurde nach lversen und Jgrgensen (1995) durchgefihrt. Dazu wurden
375 pL Kaliumphosphat-Puffer (100 mM, pH 6, 4 °C) mit 25 pL Probe vermischt. Der Assay
wurde mit 100 uL Azocasein (5 % in ddH>0O) gestartet (20 min, 43°C, 700 rpm). Die Reaktion
wurde mit 1 mL Trichloressigsaure (3 % in ddH20 bei RT) gestoppt (10 min auf Eis) und nach
Zentrifugation bei RT die Extinktion bei 366 nm gemessen.

2.4 Gaschromatografie

2.4.1 Aufarbeitung fur die Gaschromatografie

2.4.1.1 Flissig-Flissig-Extraktion von Kulturiiberstdnden

Das Myzel wurde vom KulturGiberstand durch Zentrifugation (9500 rpm, 4 °C, 15 min) getrennt
und mit 1 mL Cyclohexanol (50 mg L in MeOH) als Wiederfindungsstandard versetzt. Nach
dreimaliger Extraktion mit Pentan/Ether wurden die vereinigten organischen Phasen Uber Nat-
riumsulfat getrocknet und mittels Vigreux-Kolonnen bis auf etwa 1 mL konzentriert. Anschlie-
Bend wurde 100 pL Cyclopentanol (500 mg L) als externer Normierungsstandard zugegeben
und die Probe in ein GC-Vial Uberfuhrt.

2.4.1.2 Flissig-Flissig-Extraktion von enzymatischen Umsetzungen

Zur Lésemittelextraktion der enzymatischen Umsetzungen wurde der Reaktionsansatz mit 1 mL
n-Hexan (mit 500 mg L' Cyclohexanol) ausgeschittelt und zur Phasentrennung zentrifugiert
(4600 rpm, 4 °C, 15 min). Die organische Phase wurde tGber Natriumsulfat getrocknet und gas-
chromatografisch analysiert.

2.4.1.3 Tegosoft-Extraktion von lipidhaltigen Kulturtiberstdnden

Die Tegosoft-Extraktion erfolgte nach Schimanski et al. (2013). 10 mL Kulturiiberstand wurden
mit 1 mL Tegosoft CT (mit 50 mg L ™" Cyclopentanol) versetzt und anschlieBend je 60 s geschiit-
telt und gevortext. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation (4600 rpm, 4 °C, 15 min)
und das Tegosoft wurde in ein Glasvial Gberflhrt.
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2.4.2 Durchfiihrung der Gaschromatografie (GC)

Die gaschromatografischen Analysen erfolgten an verschiedenen GC-Systemen, welche im
Folgenden beschrieben werden.

Identifizierung von Substanzen erfolgte mittels GC-MS und Datenbankenabgleich (NIST 08/
NIST 14) sowie mittels Bestimmung der Kovats-Indices (KI) anhand eines Alkanreihenstan-
dards mit n-Alkanen von C 8 bis C 25 (40 mg L' in Hexan).

Kovats-Indices (KI) wurden berechnet nach:

(logt', — logt',)

KI =100%x N 4+ 100 X n X - -
(logt Y logt N)

N: Anzahl der C-Atome des Alkans, welches vor dem Analyten eluiert
n: Differenz zur Anzahl der C-Atome des nach dem Analyten eluierenden Alkans
A: Analyt

t: relative Retentionszeit (Retentionszeit t — Totzeit to)

2.4.2.1 GC mit Flammenionisationsdetektor gekoppelt mit olfaktometrischem Detektor
(GC-FID/O)

Die extrahierten Kulturiiberstdande wurden mittels GC-FID/O (GC System 7890 A, Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, USA) mit folgenden Parametern untersucht:

Injektion: Modus: on column, Volumen: 1 uL

Gas: Wasserstoff 5.0

Fluss: 2 mL/min (konstant)

Detektor: FID und ODP 3 (Gerstel GmbH & Co. KG, Mihlheim a. d. Ruhr)
Séaule: DB-Wax, 30 m x 320 um x 0,25 um (Agilent Technologies)
Software: Chemestation Rev. B.04.01, ODP-Recorder 2.9.3.8

Temperaturprogramm 1: 40 °C (3 min)//3 °C min'/230 °C (10 min)

2.4.22 GC-FID mit Autosampler:

Die Proben fir die Bestimmung der alkenspaltenden Aktivitat und zur Bestimmung der Kon-
zentration an Decatrienon beziehungsweise Decatrienon-Prékursoren wurden mittels GC-FID
(GC System 7890 A mit Autosampler, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) mit folgenden
Parametern untersucht:

Injektion: Modus: on column, Volumen: 1 uL

Gas: Wasserstoff 5.0

Fluss: 2 mL min™
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Detektor: FID

Saule: CP-Wax 52 CB, 30 m x 320 um x 0,25 um (Agilent Technologies)
Software: Chemstation Rev. B.04.01

Temperaturprogramm 1:

Temperaturprogramm 3:

40 °C (3 min)//3 °C min/230 °C (10 min)
70 °C (3 min)//5 °C min''/180 °C//25 °C min™/230 °C (10 min)

2.4.2.3 GC mit massenselektivem Detektor (GC-MS)

Die Identifizierung von fliichtigen Substanzen erfolgte mittels GC-MS (GC 8000 Series 8035 mit
Massenspektrometer MD800, Fisons, Ipswich, UK oder 7890B GC System mit Massenspektro-
meter 5977A MSD, Agilent Technologies):

Injektion:
Gas:
Gasfluss:
MS:
Séaule 1:
Séaule 2:

Software GC 80000
Datenbank:

Software 7890B:
Datenbank:

Temperaturprogramm 1:
Temperaturprogramm 2:
Temperaturprogramm 3:

Temperaturprogramm 4:

Modus: on column, Volumen: 0,5 uL

Helium 5.0

1,5 mL min™

Quelle 200 °C, EI -70 eV, Massenbereich: m/z 33-500

VF-WAXms, 30m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent Technologies)
VF-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent Technologies)

Qual Browser Version 1.2, Xcalibur
NIST 08

Masshunter Qualitative Analysis B.07.00
NIST 14

40 °C (3 min)//3 °C min"'/230 °C (10 min)

40 °C (3 min)//5 °C min"'/250 °C//25 °C min"'/325 °C (10 min)
70 °C (3 min)//5 °C min"'/180 °C//25 °C min /230 °C (10 min)
100 °C (3 min)//25 °C min"'/250 °C//5 °C min"'/325 °C (10 min)

2.4.2.4 GC-FID mit thermal desorption sytem (TDS-GC-FID)

10 pL der Probe mit Tegosoft wurden mittels Hamilton-Spritze in ein konditioniertes Desorpti-

onsréhrchen Uberflhrt und mittels TDS-GC-FID vermessen:

Injektion:

Gas:
Fluss:
Detektor:
Séaule:
Software:

Temperaturprogramm:

Modus: TDS (siehe Tabelle 7)

Wasserstoff 5.0

2 mL min

FID

CB-Wax, 30 m x 320 um x 0,25 um (Agilent Technologies)
Chemstation Rev. B.04.01, ODP-Recorder 2.9.3.8

40 °C (3 min)//3 °C min"/230 °C (10 min)
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Tabelle 7: TDS-Parameter.

KAS-Parameter (KAS 4) TDS-Parameter (TDS 2)
Starttemperatur -10°C 20 °C
Startzeit 0,01 min 0,01 min
Heizrate 12,0 ° s 60 ° min
Endtemperatur 230 °C 150°C
Haltezeit 3 min 3 min

Transfer-Temperatur 250 °C

TDS Sample Mode Standard Flow
Mode Splitlos

KAS Kryo-Kihlung Ein

Equilibrierzeit 0,5 min

2.4.2.5 TDS-GC mit massenselektivem Detektor (TDS-GC-MS)

Bei Extraktion mit Tegosoft wurden 10 pL der Probe mittels Hamilton-Spritze in ein konditionier-
tes Desorptionsréhrchen Uberflhrt. Bei Twisterextraktion wurde der Twister zunachst luftge-
trocknet und mittels Pinzette in ein konditioniertes Desorptionsréhrchen Gberfihrt. Mit Tenax
beflillte Abluft-Proben wurden mit 1 uL Undecansauremethylester (0,5 mg/mL) direkt zur Mes-
sung verwendet.

Die ldentifizierung von flichtigen Substanzen erfolgte mittels TDS-GC-MS (CP-3800 mit Mas-
senspektrometer 1200, Varian, Palo Alto, Kalifornien, USA):

Injektion: Modus: TDS, Parameter analog 2.4.2.4

Gas: Helium 5.0

Gasfluss: 1,2 mL min™

MS: Quelle 200 °C, EI -70 eV, Massenbereich: m/z 33-500

Saule: DB5-ms, 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um (Agilent Technologies)
Software: Varian MS Workstation 6.9.1 (Varian) mit NIST 08
Datenbank: NIST 08

Temperaturprogramm 2: 40 °C (3 min)//5 °C min'/250 °C//25 °C min-'/325 °C (10 min)
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2.4.2.6 Préparative Gaschromatografie

Die Reinigung der Decatrienon-Prékursoren wurden mittels praparativer GC (HP 5890 Series
II, Hewlett Packard, Palo Alto, USA) mit Kaltaufgabesystem (KAS 3) und multicolumn switch
system Il (Gerstel, Mihlheim) mit folgenden Parametern durchgefihrt:

Injektion: Modus: splitless, Volumen: 5 pL

Gas: Wasserstoff 5.0

Fluss: 8,9 mL/min bei 100 °C

Detektor: FID

Vorsaule: Optima-Wax 5 m x 530 um x 2 um (Macherey-Nagel)
Hauptséaule: Optima-Wax 25 m x 530 um x 2 um (Macherey-Nagel)
Software: Chemstation Rev. B.04.01

KAS-Programm: 45 °C //12 °C min''/275 °C (10 min)

Temperaturprogramm 2 : 40 °C (3 min)//10 °C min"/135 °C//0,5 °C min''/170 °C//15 °C min’'/
230 °C (10 min)

2.5 Vergleich von Nahrmedien

Es wurden entsprechend 2.3.1.3 Hauptkulturen von Wolfiporia cocos, Postia floriformis, Auri-
poria aurulenta und Hericium erinaceus mit SNL, YM-Medium und MS-Medium angesetzt (siehe
2.1.4) und als Schuttelkultur (150 rpm) beziehungsweise als Oberflachenkultur bei 24 °C inku-
biert. Bei gutem Bewuchs der Kolben wurden die Kulturen geerntet und sensorisch beurteilt.
Die Proben wurden nach 2.4.1.1 fir die GC aufgearbeitet und mittels GC-FID/O und GC-MS
vermessen (siehe 2.4.2.1 und 2.4.2.3).

2.5.1 Weiterfuhrende Versuche mit Auriporia aurulenta (Aau)

2.5.1.1 Supplementierung mit L-Phenylalanin

Es wurden Aau-Hauptkulturen in SNL (250 mL) mit Zusatz von 10 mL sterilfiltrierter L-Phe-
nylalanin-Lésung (2,5 mM in dH20) beziehungsweise 1 mL L-Phenylalanin-Lésung (12,5 mM in
dH:0) analog 2.3.1.3 angesetzt. In einer weiteren Aau-Hauptkultur wurde L-Phenylalanin
(0,4 g L'" beziehungsweise 2,4 mM) anstelle von Asparagin eingesetzt. Dabei wurde das L-Phe-
nylalanin zuvor schon beim Ansetzen des Mediums zugegeben und autoklaviert. Alle zwei Tage
wurde steril 3 mL Probe gezogen und analog 2.4.1 aufgearbeitet und gaschromatographisch
analysiert (siehe 2.4.2).
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2.5.1.2 Kultivierung von Aau in weiteren Kulturmedien

Es wurden Aau-Hauptkulturen in Kjalke-Medium, in SNL-HE und in SNL mit Hefeextrakt der
Firma Roth anstelle Merck nach 2.3.1.3 angesetzt. Die Kulturen wurden nach 14 Tagen geern-
tet, nach 2.4.1.1 aufgearbeitet und mittels GC-FID beziehungsweise GC-MS vermessen (siehe
2.4.2).

2.5.2 Weiterfuhrende Versuche mit Wolfiporia cocos (Wco)

2.5.2.1 Kultivierung von Wco mit verschiedenen Hefeextraktkonzentrationen

Wco wurde in SNL mit 1,5 gL', 3,0gL", 6,0gL"und 15,0 g L' Hefeextrakt nach 2.3.1.3
kultiviert und fir die GC aufgearbeitet (siehe 2.4.1). Die gaschromatografische Analyse erfolgte
in Temperaturprogramm 1 nach 2.4.2.

2.5.2.2 Kultivierung von Weo mit méglichen FuraneofP-Prédkursoren

Wco wurde in SNL mit 50 mM L-Rhamnose und 2 mM D-Fructose-1,6-Bisphosphat nach 2.3.1.3
kultiviert und fir die GC aufgearbeitet (siehe 2.4.1). Die gaschromatografische Analyse erfolgte
in Temperaturprogramm 1 nach 2.4.2.

2.5.2.3 Elicitierung von Wco mit Methyljasmonat:

Die Kultivierung von Wco in SNL erfolgte analog 2.3.1.3 mit Zugabe von 100 uM Methyljasmo-
nat nach 3 Tagen Vorinkubation (sterilfiltriert). Direkt vor der Zugabe wurde 3 mL Probe gezo-
gen (t=0). Nach 1 h, 3 h, 5 h, 7 h sowie nach einem und nach zwei Tagen wurde jeweils 3 mL
Probe gezogen, welche nach 2.4.1.1 aufgearbeitet und gaschromatografisch analysiert wurden
(siehe 2.4.1). Des Weiteren wurden Blindwerte ohne Pilz beziehungsweise ohne Methyljasmo-
nat mitgefuhrt.

2.5.2.4 Kultivierung von Wco auf lipidreichen Nebenstrémen

Als Nebenstrome wurden raffiniertes Raps6él (Kunella Feinkost, Cottbus) und Rapspresskuchen
(Teuteburger Olmiihle GmbH Co KG, Ibbenbiihren) eingesetzt. 10 mL Wco-Vorkultur wurde
steril in 125 mL MM1 mit 1,25 mL Rapsdl (steriffiltriert) beziehungsweise in 125 mL MM2 mit
2,5 g Rapspresskuchen (autoklaviert) Gberflhrt. Entsprechende Blindwerte ohne Wco (chemi-
scher Blindwert) beziehungsweise ohne Nebenstrom (biologischer Blindwert) wurden mitge-
fUhrt. Nach sechs Tagen erfolgte die sensorische Beurteilung und Ernte mittels Zentrifugation.
Die Aufarbeitung fir die GC erfolgte nach 2.4.1.3. Die Proben wurden anschlieBend zunéchst
mittels TDS-GC-FID und anschlieBend zur Identifikation der Substanzen mittels TDS-GC-MS/O
analysiert (siehe 2.4.2).
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2.6 Versuche zu alkenspaltenden Enzymaktivitaten

2.6.1 Screening nach alkenspaltenden Aktivitaten

Die Kultivierung der Basidiomyceten erfolgte in Submerskulturen analog 2.3.1. Zuséatzlich wur-
den die Kulturen jeden zweiten Tag mit 0,04 % trans-Anethol (v:iv, 50 mM in EtOH) induziert.
Myzel und Kulturiberstand wurden mittels Zentrifugation (9500 rpm, 4 °C, 15 min) getrennt und
lyophilisiert. Die lyophilisierte Biomasse wurde mit Mérser und Pistill homogenisiert und an-
schlieBend der trans-Anethol-Assay analog 2.3.2.3 durchgefihrt.

2.6.2 Reinigung von alkenspaltenden Aktivitaten aus Pleurotus sapidus

Die Kultivierung von Pbe erfolgte in Submerskulturen analog 2.3.1. Zuséatzlich wurden die Kul-
turen jeden zweiten Tag mit 0,04 % (v:v) trans-Anethol (50 mM in EtOH) induziert. Nach 7 Ta-
gen wurde das Myzel abzentrifugiert und lyophilisiert.

2.6.2.1 Reinigung des alkenspaltenden Enzyms mittels Fast Protein Liquid Chromatography

Zur Reinigung der alkenspaltenden Aktivitdt aus Pleurotus sapidus wurden eine Biologic
DuoFlow und eine NGC-Quest-Anlage (Bio-Rad) gekoppelt mit einem Fraktionssammler Modell
2128 bei 4 °C genutzt. Die Proteine wurden bei 280 nm detektiert. Die Datenerfassung erfolgte
mit der BioLogic-DuoFlow-Software beziehungsweise ChromLab (Bio-Rad).

Es wurden verschiedene Reinigungsmethoden mit verschiedenen S&ulenmatrices (siehe Ta-
belle 8) erprobt. Die GréBen der Probenschleife, die Flussrate, die FraktionsgréBen und die
gewahlten Puffer wurden der jeweiligen Methode angepasst.

Tabelle 8: Verwendete FPLC-Systeme flr die Reinigung der alkenspaltenden Aktivitaten.
Saulenmatrix Volumen Trennprinzip
Phenyl Sepharose Fast Flow (high sub) 20 mL HIC
Phenyl Sepharose FF (high sub) 1mL HIC
Q Sepharose FF 1 mL IEX
SP Sepharose FF/XL 1mL IEX
SP Sepharose FF 20 mL IEX
ANX Sepharose FF 1mL IEX
CMFF 1mL IEX

Anethol-Sepharose (selbst gegossen) 1mL Affinitdtschromatografie
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Saulenmatrix Volumen Trennprinzip

Superdex 75 10/300 24 mL SEC

Im Folgenden werden die zielfiihrenden Reinigungsmethoden dargestellt. 10 g Psa-Lyophilisat
wurde in 400 mL Bis-Tris-Puffer (50 mM, pH 6, 1 M (NH.)2SO4) bei 4 °C fir eine Stunde sus-
pendiert und das Myzel anschlieBend abzentrifugiert. Nach Membranfiltration (PES-Filter
0,45 um, Merck) wurde mit der Probe nach dem in Tabelle 9 dargestellten Reinigungsprogramm
verfahren. Fraktionen, die die Zielaktivitat enthielten, wurden nach dem jeweiligen Trennschritt
vereinigt, Uber eine 3 kDa Membran konzentriert und fir den nachsten Trennschritt verwendet.

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten FPLC-Methoden.
Reini- Trenn-
gungs- Saulenmatrix Volumen prin- Puffer Methode
schritt zip
A: 50 mM Bis-tris 80 mL filtrierte Probe.
Phenyl FF pHG6 + 1 M Puffer A 100 % 150 mL,
1 . 20 mL HIC (NH,),(SO,) linearer Gradient: Puffer
(high sub) A 100 % -0 %in 130
B: Wasser mL. Fluss 2 mL/min.
A:20mMNaCl 8o mL Probe, Puffer A
pH 4 100 % (200 mL), Stufen-
2 SP Sepharose FF 3mL IEX B: 20 mM Natriu-  9gradient: Puffer A 80 %
1 M NaCl Fluss 1 mL/min
3 Superdex 75 24 mL SEC 100 mM Bis-tris 250 pL Probe. Elution

10/300

pH 6

ohne Gradient

2.6.2.2 Peptidaseinhibitortest

FUr den Peptidaseinhibitortest wurden 10 pL Peptidase-Inhibitor-Mix FY und 30 mg Psa-Lyo-
philisat mit 1 mL Bis-tris (50 mM, pH 6) gemischt und 1 h bei 4 °C gerihrt. Parallel wurde ein
Ansatz ohne Inhibitor angesetzt. AnschlieBend wurden beide Ansatze auf trans-Anethol-Um-
setzung Uberpruft (siehe 2.3.2.3).

2.6.2.3 Analytische und préparative Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Far die analytische IEF wurde eine Pharmacia LKB Multiphor Il verwendet. Dazu wurden Fer-
tiggele (Servalyte Precotes pH 3-10, 300 pm, 125 mm x 125 mm, Serva) und als Proteinstan-
dard der pl 3-10 IEF-Marker Liquid Mix (Serva) verwendet. 10 uL Probe wurden mittels Appli-
katorstreifen in der Gelmitte aufgetragen. Die Fokussierung erfolgte bei maximal 2000 V, 6 mA
und 12 W fir 3500 Vh. Die Proben wurden doppelt aufgetragen. Eine Spur wurde mittels
Coomassie G zur Visualisierung der Proteinbanden angeférbt, wéhrend die zweite Spur in
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gleichmaBige Stlicke geschnitten, in Vials Gberfihrt und der trans-Anethol-Assay durchgefiihrt
wurde (siehe 2.3.2.3).

Die praparative IEF wurde mittels Rotofor®-System von Bio-Rad gemaB der Bedienungsanlei-
tung durchgefuhrt. Als Anoden- und Kathodenelektrolyte wurden je 0,1 M Natriumhydroxyd und
Phosphorsaure verwendet. Es wurde jeweils 35 — 50 mL Kulturiberstand beziehungsweise
HIC-Fraktion in die Trennkammer gefiillt. Eine Uberpriifung der Aktivitat in den Fraktionen er-
folgte mittels trans-Anethol-Assay (siehe 2.3.2.3).

2.6.2.4 Test der Lipoxygenase aus Pleurotus sapidus (Echerichia coli) auf alkenspaltende
Enzymaktivitat

Zum Test der in E. coli exprimierten Lipoxygenase aus Pleurotus sapidus (Loxpsal) auf alken-
spaltende Enzymaktivitdt wurden 100 pL aufgereinigte Loxpsal mit 50 uL beziehungsweise
100 pL Linolsdure (2,5 mM in Wasser) gemischt und mit Bis-Tris-Puffer (50 mM, pH 6) auf
1000 pL aufgefillt. Zum Start der Reaktion wurde 1 plL trans-Anethol zugegeben. Analog wur-
den Proben ohne Linolsdure beziehungsweise ohne Loxpsa1 angesetzt. Die Umsetzung erfolgte
bei RT, 200 rpm (horizontales Schatteln) fir 16 h. Die Reaktionsansatze wurden mit 1 mL Cyc-
lohexanol (500 mM in n-Hexan) ausgeschuttelt. Die Phasentrennung erfolgte mittels Zentrifu-
gation (4600 rpm, 4 °C, 15 min). Nach anschlieBender Trocknung tber Natriumsulfat wurde die
Konzentration an Anisaldehyd in den Proben durch GC-FID (7890 A, Agilent) nach 2.4.2.2 er-
mittelt.

Analog wurde der Versuch mit 30 mg Psa-Lyophilisat und 1,25 mM beziehungsweise 2,5 mM
Linolsadure durchgeflhrt. Als Blindwert wurde das Psa-Lyophilisat bei 95 °C 40 min erhitzt und
anschlieBend analog verfahren.

Zum Test auf Umsetzung von Piperin wurde anstelle von Anethol eine 20 pyL Piperin-Lésung
(10 g L " in EtOH) eingesetzt.

2.6.2.5 Umsetzung von trans-Anethol mit HIC-Fraktionen in Anwesenheit von Cofaktoren

Der trans-Anethol-Assay wurde analog 2.3.2.3 durchgefthrt. Dabei wurden zusatzlich 20 uL
Mn(lll)acetat, Fe(ll)sulfat, Fe(lll)chlorid, NADPH, NADH, Mg(ll)sulfat, Ni(ll)sulfat, Cu(ll)sulfat
und Zn(ll)sulfat (je 50 mM) zugegeben. Es wurden je zwei Ansatze durchgefiihrt: eine aktive
Probe mit aktiver HIC-Fraktion, eine desaktivierte Probe mit thermisch inaktivierter HIC-Fraktion
(95 °C, 40 min).

In einem weiteren Versuch wurde der trans-Anethol-Assay analog 2.3.2.3 mit aktiven HIC-Frak-
tionen ohne Fe(ll)sulfat und mit 20 uL beziehungsweise 40 pL Fe(ll)sulfat (50 mM) durchge-
fuhrt. Als Blindwerte wurden eine Probe ohne HIC-Fraktion und Fe(ll)sulfat, eine Probe mit in-
aktivierter HIC-Fraktion ohne Fe(ll)sulfat und eine Probe mit Fe(ll)sulfat ohne inaktivierter HIC-
Fraktion mitgefuhrt.
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2.6.2.6 Umsetzung von trans-Anethol mit IEX-Fraktionen in Anwesenheit von Cofaktoren

Es wurden mit der IEX-Fraktion 1 und 2 und der Loxpsal jeweils die gleichen vier Ansétze durch-
gefihrt: Je ein Ansatz mit 100 uL Probe ohne Cofaktor, mit 20 uL Mn(lll)acetat (50 mM in
DMSOQO), mit 50 pL Linolsaure (2,5 mM) oder 20 uL Fe(ll)sulfat (50 mM). Der trans-Anethol-As-
say wurde analog 2.3.2.3 durchgefiihrt. Aufgrund von sehr gering aktivem Material konnten
keine Blindwerte mitgefihrt werden.

Weiterhin wurde mit LOXpsa1 der gleiche Versuch mit hitzeinaktivierten Proben (95 °C, 40 min)
durchgefihrt.

2.6.2.7 Umsetzung von trans-Anethol mit IEX-Fraktionen in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid

Zunachst wurden vier Blindwerte ohne aktive Probe angesetzt — ohne, mit 5 uM, mit 50 uM oder
mit 500 uM Wasserstoffperoxid. Analog wurden Proben mit 100 uL aktiver IEX-Fraktion 1 be-
ziehungsweise 2 mit und ohne 50 uM Wasserstoffperoxid angesetzt. Der trans-Anethol-Assay
wurde analog 2.3.2.3 durchgefihrt.

2.6.2.8 Umsetzung von trans-Anethol mit IEX-Fraktionen in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid und ABTS

100 pL der aktiven IEX1 bzw IEX2-Fraktion wurden mit 30 pL H202 (2 mM) und 100 uL ABTS
(5 mM) versetzt. Analog wurde ein Blindwert ohne ABTS vorbereitet. Der trans-Anethol-Assay
wurde analog 2.3.2.3 durchgefihrt.

2.6.2.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Trennung der Proteine wurden die SDS-PAGE nach Laemmli (1970) durchgefihrt (12 %,
w/v) mit Precision Plus Protein Standard von Bio-Rad als Marker. Die Farbung erfolgte mit
Coomassie (Instant Blue) oder Silberfarbung (Kit M335-KitAm von Mobitec) nach Herstelleran-
leitung.

Fir die Peroxidase-Aktivitatsfarbung wurde das Gel mit 2,5 %iger Triton X-100-Lésung gewa-
schen und anschlieBend mit ABTS-Farbelésung (5 mM ABTS in 0,1 M Natriumtartratpuffer
pH 4,5 mit 40 uM H203) Uberschichtet.

2.6.2.10 Proteinidentifikation mittels ESI-MS/MS

Die Proteinidentifikation wurde nach (Plagemann et al., 2014) durchgefthrt. Dabei wurde der
ausgewahlte Protein-Spot aus dem Gel ausgeschnitten und einer tryptischen Spaltung unter-
zogen. Die Proteinidentifizierung erfolgte mithilfe Mascot-Suche (Mascot 2.4.0 search engine,
Matrix Science) und der NCBI-Proteindatenbank.
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2.7 Versuche zur Bildung von Decatrienon mittels
Piptoporus betulinus

2.7.1 Kultivierung mit Glucosinolaten

Nach 6 Tagen Vorkultur wurde eine 250 mL Pbe-Hauptkultur mit 250 uL Glucosinolat-Gemisch
(100 mM, je 25 mM Glucoiberin, Glucocapparin, Glucosinalbin und Glucotropaeolin, sterilfil-
triert) versetzt und taglich 5 mL Probe gezogen. Analog wurde ein Blindwert ohne Zugabe des
Glucosinolat-Gemischs kultiviert und ebenfalls taglich 5 mL Probe gezogen.

Parallel wurden in einem Doppelansatz jeweils zwei Kulturen mit 10 uyL beziehungsweise
250 pL des Glucosinolat-Gemischs (100 mM) und entsprechende Blindwerte (mit Pbe ohne
Glucosinolate, ohne Pbe mit Glucosinolaten) angesetzt und diese nach elf Tagen Kultivierung
geerntet.

3 mL der Proben wurden nach Zugabe von 10 puL Undecansauremethylester (10 mg L") jeweils
mittels PDMS-Twister fiir eine Stunde unter Rihren bei RT extrahiert und nach 2.4.2.5 gaschro-
matografisch vermessen.

2.7.2 Kultivierung von Pbe mit Fettsauren

2.7.2.1 Zugabe von Linolsdure/Linolensdure

Zur Kultivierung von Pbe mit Linolsdure und Linolsensdure wurde Pbe nach finf Tagen Vorkul-
tur zun&chst in Hauptkulturen tberflhrt. Es wurden jeweils eine Hauptkultur mit Pbe in SNL,
eine mit Pbe in SNL mit Zugabe von 100 pL Linolsédure (1,25 mM in Ethanol, sterilfiltriert) und
eine Hauptkultur mit Pbe in SNL mit Zugabe von 100 pL Linolensaure-Gemisch (1,25 mM Ge-
misch aus a- und y-Linolensaure in Ethanol, sterilfiltriert) hergestellt. Nach 14 Tagen Kultivie-
rung bei RT und 150 rpm wurden die Kulturen geerntet und sensorisch evaluiert. Die Kulturen
wurden nach 2.4.1.1 fir die GC aufgearbeitet und analog 2.4.2.2 vermessen.

2.7.2.2 Getrennte Zugabe von a- beziehungsweise y-Linolenséure

Der Versuch wurde analog 2.7.2.1 durchgefihrt, wobei getrennt mit a- beziehungsweise y-Li-
nolensaure (Endkonzentration in 250 mL Kultur: 0,5 mM in EtOH) als Reinsubstanzen supple-
mentiert wurde. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeflihrt. Zum Zeitpunkt der Ernte
wurden die Kulturen durch ein Penal aus zehn Personen sensorisch bewertet. Die weitere Auf-
arbeitung und gaschromatografische Messung erfolgte analog 2.7.2.1.
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2.7.2.3 Test auf Hydroperoxide nach Huber und Fréhlke (1972)

Die Farbelésung wurde in Reihenfolge der unten angegebenen Chemikalien angesetzt.

a-Naphthol 13,69 mM
Methanol 9,8 % (VW)
ddH0 88,9 % (vV)

Kaliumdisulfit 1,48 mM
Essigsaure 1,3 % (WV)
FeSO4 7 H20 1,18 mM
Farbentwickler 3 3,46 mM

Die L6sung wurde so lange mit einem Magnetrihrkern gerthrt, bis ein Farbumschlag von rosa-
farben nach farblos erfolgte. Die Lagerung erfolgte in einem geeigneten, in Aluminiumfolie ge-
wickelten Glasgefa mit Schraubdeckel bei 4 °C.

Je 180 mL Probe (Linolsdure-Gemisch, a- und y-Linolensaure) wurden mit 20 uL Huber-Rea-
genz versetzt und nach 1 h beziehungsweise 20 h bei 620 nm und RT vermessen.

2.7.2.4 Induktion mit Linolensédure/Wasserstoffperoxid

Zu 250 mL Pbe-Hauptkultur in SNL wurde 100 pL Linolensaure-Gemisch (1,25 M in EtOH) ge-
geben. In einem parallelen Ansatz wurde zu einer 250 mL Pbe-Hauptkultur 1 mL sterilfiltriertes
Wasserstoffperoxid (250 mM) zu den Kulturen gegeben. Nach zwei Tagen erfolgte eine weitere
Zugabe von 100 pL Linolensaure-Gemisch beziehungsweise 1 mL Wasserstoffperoxid. Es
wurde direkt vor der Supplementierung, beziehungsweise nach sechs Stunden und im weiteren
Verlauf taglich je 3 mL Probe gezogen und diese fur die Gaschromatografie mittels flissig-flis-
sig-Extraktion mit P/E aufgearbeitet. Die GC-Analyse erfolgte nach 2.4.2.2.

2.7.3 Lichtinduktion

Zur Kultivierung unter verschiedenen Lichtverhaltnissen wurden 250 mL Hauptkulturen bei
Standardbedingungen, im Dunkeln, unter LEDs beziehungsweise unter Tageslichtlampen in ei-
ner Phytokammer bei 24 °C und 145 rpm kultiviert. Alle zwei Tage wurden 10 mL Probe gezo-
gen und sensorisch sowie gaschromatografisch (siehe 2.4.1.1 und 2.4.2.2) analysiert. Nach
sechs Tagen erfolgte die Ernte, Aufarbeitung und GC-Analyse der vollstandigen Kulturen.
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2.7.4 Supplementierung von Polyketidvorstufen

2.7.4.1 Supplementierung von Malonat und Pyruvat

Nach sechs Tagen Vorinkubation wurden zu 250 mL Pbe-Hauptkulturen in SNL je 2 mL steril-
filtriertes Brenztraubensaure-Natriumsalz (1 M in Wasser) beziehungsweise Malonsaure-Dinat-
riumsalz Monohydrat (1 M in Wasser) beziehungsweise 2 mL eines Gemisches (1:1, v/, 1M)
zu den Kulturen gegeben. Es wurde direkt vor der Supplementierung, beziehungsweise nach
8, 16, 24, und 48 h je 3 mL Probe gezogen und diese fiir die GC mittels flissig-fliissig-Extraktion
mit P/E aufgearbeitet. Die GC-Analyse erfolgte nach 2.4.2.2.

2.7.4.2 Supplementierung von Acetat

Nach sechs Tagen Vorinkubation wurden zu 250 mL Pbe-Hauptkulturen in SNL je 1,5 mL ste-
rilfiltriertes Natriumacetat (2,5 M) zu den Kulturen gegeben. Nach zwei Tagen erfolgte eine wei-
tere Zugabe von 1,5 mL Natriumacetat. Es wurde direkt vor der Supplementierung, beziehungs-
weise nach sechs Stunden und im weiteren Verlauf taglich je 3 mL Probe gezogen und diese
fur die GC mittels flissig-flissig-Extraktion mit P/E aufgearbeitet. Die GC-Analyse erfolgte nach
2.4.2.2.

2.7.4.3 Supplementierung von Acetat und Induktion mit Linolensdure

Zu den Pbe-Hauptkulturen wurden 20 pL Linolensaure-Gemisch (1,25 M in EtOH) gegeben.
Nach drei Tagen Vorinkubation wurden zu 250 mL Pbe-Hauptkulturen in SNL je 1,5 mL steril-
filtriertes Natriumacetat (2,5 M in dH20) zu den Kulturen gegeben. Nach zwei Tagen erfolgte
eine weitere Zugabe von 1,5 mL Natriumacetat. Es wurde direkt vor der Supplementierung,
beziehungsweise nach sechs Stunden und im weiteren Verlauf taglich je 3 mL Probe gezogen
und diese fur die GC mittels flussig-flissig-Extraktion mit P/E aufgearbeitet. Die GC-Analyse
erfolgte nach 2.4.2.2.

2.7.5 Analyse des Pentan/Ether-Extrakt des Pbe-Myzels

Aus einer vorangegangenen Kultivierung von Pbe in SNL wurde nach Ernte der Kultur nach
zehn Tagen das Myzel mittels Zentrifugation und Filtration abgetrennt und anschlieBend lyophi-
lisiert. Zu einer Fettsaurebestimmung wurde das getrocknete Myzel anschlieBend in einer Sox-
hlet-Extraktion mit P/E extrahiert. Der Extrakt wurde am Rotationsverdampfer eingeengt, bis
etwa 15 mL einer triiben, gelben Lésung im Kolben verblieben. Dieses P/E-Myzel-Extrakt wurde
fur die folgenden Versuche herangezogen.
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2.7.5.1 Hydrolyseversuche

Zur Hydrolyse der méglichen Decatrienon-Prékursoren wurde 0,1 g getrocknetes P/E-Myzel-
Extrakt mit 10 mL destilliertem H2O versetzt. Von dieser Stammlésung wurde 1 mL mit 1 mL
H-20O als Blindwert angesetzt. Zur basischen Hydrolyse wurde zu 1 mL Stammlésung 1 mL 1 N
beziehungsweise 6 N NaOH gegeben und zwei Stunden beziehungsweise 24 h bei RT inku-
biert. Ebenfalls wurde zur sauren Hydrolyse 1 mL Stammlésung mit 1 mL 1 N beziehungsweise
6 N HCI vermischt und zwei Stunden beziehungsweise 24 h bei RT inkubiert.

AnschlieBend wurden die Proben mit 1 mL HCI beziehungsweise NaOH neutralisiert und nach
2.4.1 und 2.4.2.2 aufgearbeitet und gaschromatografisch vermessen.

2.7.5.2 Umekristallisieren

Das P/E-Myzel-Extrakt wurde in Pentan/Ether umkristallisiert. Dazu wurde nach Zugabe von
Siedesteinen 1 mL des Extraktes mit 5 mL P/E unter Ruckfluss erhitzt. Es erfolgte eine weitere
Lésemittelzugabe, bis sich der Niederschlag vollstdndig gelést hat (12 mL P/E). Uber einen
Faltenfilter wurde die Probe heil filtriert und anschlieBend zur Kristallation abgekihlt. Zur voll-
standigen Kristallation wurde die Probe Uber Nacht bei 4 °C auskristallisiert. Das Kristallisat
wurde Uber einen Buchnertrichter bei vermindertem Druck isoliert. Ein Teil des Kristallisats
wurde in P/E gel6st und mittels GC-FID vermessen. Aufgrund groBer Saurepeaks wurde die
Probe getrocknet und in N, O-Bis-trimethylsilyl-trifluoracetamid (BSTFA) mit 1 % Trimethylchlor-
silan (TMCS, 15 min bei 80 °C) derivatisiert. Es erfolgte eine GC-MS-Analyse mittels unpolarer
Séaule (VF-5ms) nach 2.4.2.3.

2.7.5.3 Flissigchromatografie mit Massenspektrometriekopplung (LC-MS)

Zur LC-MS-Messung wurde der Niederschlag mit Stickstoff getrocknet und versucht, diesen in
fur die LC geeigneten Lésemitteln (Wasser, Acetonitril, Methanol mit 0,05 % Ameisensaure) zu
I6sen. Vollstandig in Lésung gebracht wurde der Niederschlag nur durch Zugabe von Methanol.

Eine Bestimmung der Molekllmassen mittels Direkteinspritzen (LC-MS/MS Varian 212-LC
Pump, ProStar 325 UV-Vis Detector, 320-MS TQ Mass Spectrometer) erfolgte mit Wasser mit
0,05 % Ameisensaure und Acetonitril als FlieBmittel. Der Fluss betrug 0,5 mL min'. Die UV-
Detektion erfolgte bei den Wellenlangen 254 und 325 nm. Die Detektion der Molekilmassen
erfolgte mittels Quadrupol Massenspektrometer im ESI-Negativmodus mit folgenden System-
parametern:

ESI-Nadelspannung: -4500 Volt; ESI-Schildspannung: -600 Volt; Trocknungsgastemperatur:
350 °C, API-Gehausetemperatur: 50 °C, Zerstduber-Gasdruck: 55 psi, Trocknungsgasdruck:
30 psi, Gas: Luft, Massenbereich: 50 - 600 m/z
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2.7.5.4 Festphasenextraktion (SPE)

0,5 mL des Pentan/Ether-Myzel-Extrakts wurden mittels unmodifizierten Kieselgel-Saulen
(Chromabond SiOH, 6 mL, Macherey & Nagel, Diiren, Deutschland) fraktioniert. Dazu wurde
die S&ule mit 18 mL Pentan konditioniert und nacheinander mittels 8 mL Pentan/Diethyl-
ether (9:1, v/v), Pentan/Diethylether (3:1, v/v) und Diethylether eluiert. Die Fraktionen wurden
an Vigreux-Kolonnen eingeengt und nach 2.4.2.2 und 2.4.2.2 gaschromatografisch vermessen.

2.7.5.5 Préparative GC

Zur Reinigung der postulierten Prakursoren wurde zunédchst eine Methode fur die préparative
GC entwickelt. Die zielfiihrenden Parameter sind in Kapitel 2.4.2.6 gelistet. Nach 40 Injektionen
(je 5 uL) erfolgte das Ausspulen der Fallen mit zweimal 200 uL P/E mittels Hamilton-Spritze.
AnschlieBend wurde eine Reinheitskontrolle mittels GC-MS durchgefiihrt (siehe 2.4.2.3).

2.7.6 Kultivierung von Pbe mit Kohlextrakten

2.7.6.1 Herstellung der fraktionierten Kohlextrakte

20 g lyophilisierter zerkleinerter Wei3kohl wurde in eine Extraktionshiilse eingewogen und diese
nach VerschlieBen mit Watte in die Extraktionsapparatur nach Soxhlet eingebracht. Es erfolgte
eine fraktionierte Extraktion nach Soxhlet mit 220 mL Hexan, gefolgt von 220 mL Dichlormethan
und 220 mL Ethylacetat (jeweils sechs Stunden). AnschlieBend wurde das Lyophilisat mit Me-
thanol/Essigsaure (19:1, v:v) extrahiert. Die Extrakte wurden am Rotationsverdampfer auf
10 mL eingeengt. Zur Analyse wurden die Extrakte mittels Stickstoff getrocknet und anschlie-
Bend mit BSTFA + 1 % TMCS (15 min, 80 °C) silyliert. Es erfolgte eine Analyse mittels GC-MS
auf unpolarer Saule (siehe 2.4.2.2).

2.7.6.2 Kultivierung von Pbe mit fraktionierten Kohlextrakten

Jeweils 4 mL Kohlextrakt (im Kolben mit N2 abgeblasen) beziehungsweise 10 g Kohl wurden zu
500 mL MM 3 gegeben und mit 50 mL Pbe Vorkultur angeimpft. Zusatzlich wurden chemische
Blindwerte (ohne Pbe) beziehungsweise ein biologischer Blindwert (Pbe in MM 3) angesetzt.
Es wurde bei 24 °C und 150 rpm kultiviert und jeden zweiten Tag steril 3 mL Probe gezogen
und gaschromatografisch nach 2.4.2.2 analysiert. Weiterhin wurde der pH-Wert wahrend der
Kultivierung kontrolliert.

Nach 12 Tagen wurden die Kulturen geerntet, mittels fllissig-flissig-Extraktion aufgearbeitet
und per GC analysiert. Zusatzlich wurde ein Teil der Kultur mit Kohlschnitt mittels PDMS- be-
ziehungsweise EG-Silikon-Twister extrahiert. Dazu wurde mit den Twistern in 10 mL Kulturiiber-
stand fir 1 h bei RT gerthrt. Es erfolgte eine GC-MS-Analyse nach 2.4.2.5.
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2.7.7 Kultivierung im Reaktor

Das Fermentermedium wurde nach 2.1.4 hergestellt und im 5 L Fermenter autoklaviert. Der
Fermenter wurde mit 500 mL Pbe-Vorkultur angeimpft. Die Kultivierung erfolgte fir zehn Tage
bei 24 °C, 120 rpm und einer Luftzufuhr von > 3,5 L min™' (maximale Luftzufuhr).

Es erfolgte ein tagliches Probeziehen von 5 mL Kultur durch Ablassen von Kulturiiberstand aus
dem Fermenter und 30 NL Abluft. Wahrend der Kultivierung befand sich ein leeres TDS-Rhr-
chen im Abluftstrom. Bei Probenahme wurde dieses durch das konditionierte Tenax-Réhrchen
ersetzt und mittels Probenehmer 30 NL Abluft (2 L min™') gezogen. Weiterhin erfolgte eine Kon-
trolle des pH-Wertes wahrend der Kultivierung.

Die Bestimmung der Prakursoren erfolgte als Summenparameter mittels PDMS-Twister-Extrak-
tion aus 3 mL KulturGberstand fur 1 h bei RT. Twister und Tenax-Réhrchen wurden mittels TDS-
GC-MS auf unpolarer Saule vermessen (siehe 2.4.2.5). Die Bestimmung der Decatrienonkon-
zentration erfolgte durch Berechnung der in der Abluft von 1 L Kultur taglich gebildeten Menge.

2.8 Entsorgungshinweise

Biologisches Material wurde durch Autoklavieren sterilisiert. Das Pilzmyzel wurde anschlie3end
im Laborabfall entsorgt und der Kulturiiberstand in den Abguss gegeben.

Lésungsmittel und Chemikalien wurden nach Gruppen (nichthalogenierte wassermischbare L6-
sungsmittel, nichthalogenierte nicht wassermischbare Losungsmittel beziehungsweise haloge-
nierte Lé6sungsmittel) gesammelt. Diese wurden der Zentralen Betriebseinheit Entsorgung der
Leibniz Universitat Hannover zugefihrt.
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3  Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Basidiomyceten eingesetzt, um natirliche Aromastoffe her-
zustellen und beteiligte Préakursoren sowie Enzyme zu identifizieren. Es wurden bereits zahlrei-
che biotechnologische Verfahren zur Erzeugung von Aromastoffen etabliert (Bicas et al., 2016).
Besonderes Potenzial hierfir bieten die bisher kaum eingesetzten Basidiomyceten, welche Uber
eine auBergewdhnlich vielféltige Enzymausstattung verfigen und oftmals essbar sind. Durch
die von ihnen sekretierten Enzyme wird ein effizienter Abbau von Makromolekdlen wie Cellulose
oder Lignin und die Biotransformation verschiedener Substrate zu wertvollen, zum Teil aroma-
aktiven Verbindungen, ermdglicht.

Der erste Teil dieser Arbeit behandelt den Einfluss verschiedener Nahrmedien zur Produktion
von Aromastoffen mittels Basidiomyceten. Durch die Variation der Nahrmedien wurden ver-
schiedene Prékursoren, Induktoren oder Elicitoren bereitgestellt. Insbesondere interessierte die
Nutzung von lipidreichen Nebenstrémen der Lebensmittelindustrie zur Synthese von natirli-
chen Aromastoffen. Der zweite Teil befasst sich mit der Synthese von natirlichen Aromastoffen
mittels alkenspaltenden Reaktionen. Einen Forschungsschwerpunkt bildete dabei die Umset-
zung von Piperonal aus Piperin durch basidiomycetische Enzyme. Dabei wurde durch Substrat-
induktion nach Basidiomyceten mit alkenspaltender Enzymaktivitat gesucht, worauf eine Reini-
gung der entsprechenden Enzyme folgte. Im letzten Teil der Arbeit wurde die Bildung des neuen
Aromastoffs (5 E, 7 E/Z)-Deca-5,7,9-trien-2-on mit ananasahnlichem Geruch aus Schittelkul-
turen von Piptoporus betulinus untersucht. Gegenstand der Analysen waren eine Anreicherung
der Zielsubstanz sowie die ldentifizierung méglicher Prakursoren.
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3.1 Effekt verschiedener Medien auf das Aromaprofil von
Basidiomyceten

Zu Beginn der Arbeit wurden Wolfiporia cocos (Wco), Auriporia aurulenta (Aau), Hericium eri-
naceus (Her) und Postia floriformis (ehemals Tyromyces floriformis) (Pfl) fr erste Versuche
gewahlt (siehe Abbildung 7). Als Auswahlkriterium dienten ihre auf besondere Geriliche hindeu-
tenden Namen oder ein wahrend anderer Projekte im Institut bereits beobachteter auBBerge-
wohnlicher Geruch. Um Effekte verschiedener Medien auf das Aromaprofil dieser Basidiomy-
ceten zu testen, wurden diese zunéchst in verschiedenen Nahrmedien emers oder submers
kultiviert. AnschlieBend sollte das Aromaspekirum ausgewdhlter Basidiomyceten auf lipidrei-
chen Nebenstrémen evaluiert werden.

Abbildung 7: Fruchtkdrper von Postia floriformis (A), Hericium erinaceus (B), Auriporia aurulenta (C) und
Wolfiporia cocos (D).

Quellen: A, C: Bernicchia, A. (Polyporaceae s.I. Fungi Europaei 10. Ed. Candusso, Italy),
B: Wilson, N. (http://www.mykoweb.com/CAF/species/Hericium_erinaceus.html, aufgeru-
fen am 16.06.2016), D: Trappem (https://en.wikipedia.org/wiki/Wolfiporia_extensa#/me-
dia/File:Tuckahoe.jpg, aufgerufen am 16.06.2016).
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3.1.1 Pilz/Medium-Screening

Als Medien wurde die im Institut flr die Kultivierung von Basidiomyceten bewéahrte Standard-
nahrlésung (SNL) sowie ein Hefe-Malz-Medium (YM-Medium) und ein Malzextrakt-Sojapepton-
Medium (MS-Medium) verwendet. Die Medien wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Zusam-
mensetzungen ausgewahlt, um deren Effekte auf die Basidiomyceten hinsichtlich der Aroma-
profile festzustellen.

Die Basidiomyceten wurden entsprechend 2.3.1.3 in den oben genannten Medien als Schittel-
kultur beziehungsweise als Standkultur bei 24 °C kultiviert. Bei gutem Bewuchs der Kolben er-
folgte die Ernte der Kulturen und deren sensorische Beurteilung von mindestens drei Personen.
In Tabelle 10 sind die resultierenden Geruchseindriicke der Basidiomyceten in den verschiede-
nen Medien gelistet. Alle untersuchten Basidiomyceten produzierten in Submerskultur mehr Bi-
omasse. In allen Standkulturen wurden Geriiche nach Vergorenem oder nach Hefe wahrge-
nommen. Weiterhin wuchsen Submerskulturen in Form von Pellets, wahrend bei der Emerskul-
tivierung nur die Oberflache bewachsen war.

Tabelle 10:  Geruchseindriicke der Basidiomycetenkulturen in Standardn&hrlésung (SNL), Hefe-Malz-
Medium (YM-Medium) und Malzextrakt-Sojapepton-Medium (MS-Medium).

Basidiomycet Geruchseindruck
SNL YM-Medium MS-Medium
Submers Orange, fruchtig Orange, fruchtig ;rught|g, Sulich,
. prikose
Auriporia aurulenta
(Aau) Emers Hefe, leicht fruch- Nahrmedium, SaBlich, Hefe,
tig Hefe, vergoren Orange
Hefe, stBlich, muf-  Blumig, Narzisse,
Submers - . .
Herici . fig beerig
ericium erinaceus
(Her) H .
. . efe, Nadhrme-
Emers Hefe Hefe, Nahrmedium dium, vergoren
SaBlich, alkoho- Fruchtig, alkoho- . .
o Submers isch, blumig lisch, Anis Leicht fruchtig
Postia floriformis
(Pfl) R
Emers AIkohollsch, Nahr Hefe, Nahrmedium  Fruchtig, Honig
medium
SiBlich, Kokos-
Submers Zitrus, siBlich nuss, Anis, leicht Aprikose, siBlich
Wolfiporia cocos Zitrus
(Wco)
Vergoren, Nahr- SiBlich, leicht Zit-
Emers Vergoren

medium rus, Hefe
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Aau wies nach 14 Tagen Kultivierung in den Submerskulturen in SNL und im YM-Medium oran-
genartige fruchtige Noten auf, wahrend in MS-Medium der Geruch als aprikosenartig beschrie-
ben wurde. AuBerdem féarbten sich die Medien wahrend der Kultivierung leicht orange.

Her besal nach 14 Kulturtagen im MS-Medium einen blumigen, narzissenartigen, aber auch
beerigen Geruch. In allen anderen Medien verfligte Her lber einen muffigen oder neutralen
Geruch. Bei langerer Kultivierung entwickelte sich ein essigartiger Geruch. Sein sparliches
Wachstum deutet darauf hin, dass der Basidiomycet ein spezielles Medium benétigt.

Pfl dagegen zeigte nach Ernte an Tag 14 in allen submersen Kulturen fruchtige, blumige Noten,
wobei deren Intensitét in SNL am gréBten war. In YM-Medium wurde zusétzlich ein anisartiger
Geruch wahrgenommen.

Die Submerskultur von Wco wies bei der Ernte nach acht Tagen in Hauptkultur in SNL einen
zitrusartigen, siBlichen Geruch auf, wahrend im YM-Medium ein zusétzlicher kokosnuss- und
anisartiger Geruch wahrgenommen wurde. Im MS-Medium dagegen wurde ein aprikoseatrtiger,
suBlicher Geruch wahrgenommen. Alle Kulturen wiesen ein starkes Wachstum auf. Die ver-
schiedenen Mediumkomponenten haben demnach einen unterschiedlichen Einfluss auf den
Basidiomyceten. Vor allem das YM-Medium ruft mit Kokosnuss und Anis wesentlich andere
Geruchseindriicke hervor als die anderen beiden Medien.

Die Untersuchung der Aromabestandteile im Kulturmedium der Basidiomyceten erfolgte Gber
eine Lésungsmittelextraktion mit Pentan/Diethylether (P/E, siehe 2.4.1.1) und anschlieBender
gaschromatischer Untersuchungen (GC-FID/O, GC-MS) nach 2.4.2. Im Folgenden wird ge-
nauer auf die einzelnen Basidiomyceten und ihre Aromaprofile eingegangen. Vielverspre-
chende Kandidaten wurden weiter untersucht.

3.1.1.1 Einfluss unterschiedlicher Medien auf die Aromabildung von Aau

Aau wachst in der Natur hauptséachlich auf Nadelholz als gelb-oranger resupinater Fruchtkorper.
Der ,Duftende Goldporling“ lockt bereits im Wald mit seinem aprikosenartigen, suflich fruchti-
gen Geruch. Auch die Submerskulturen von Aau wiesen bei Kultivierung in SNL einen starken
fruchtigen, orangenartigen Geruch auf. Mittels GC-FID/O wurden 26 flliichtige Substanzen de-
tektiert (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: GC-FID/O-Chromatogramm des P/E-Extraktes von 200 mL Aau-Kultur in SNL nach 14 Ta-
gen Kultivierung (24 °C, 150 rpm). 40 °C (3 min)//3 °C min-/230 °C (10 min); DB-Wax; on
column, 1 uL; Tragergas: Hz, 2 mL min-'; Agilent GC 7890, ODP3 (Gerstel). FID-Signal in
grau, ODP-Signal in schwarz.

Durch einen Abgleich der Massenspekiren mit der Datenbank des National Institute of Stan-
dards and Technology (NIST-Datenbank) sowie Vergleiche von Kovats-Indices (Kls) mit der
Literatur wurden 18 Substanzen identifiziert (siehe Tabelle 11) und anhand der internen Stan-
dards Cyclohexanol und Cyclopentanol semiquantifiziert.

Es wurde eine Reihe von aliphatischen Alkoholen identifiziert, welche nicht maBgeblich zum
Gesamtaromaeindruck beitrugen. 2-Methyl-1-propanol, 1-Butanol, 3-Methyl-1-butanol und 2,3-
Butandiol wurden bereits in Extrakten zahlreicher Basidiomyceten nachgewiesen und besitzen
meist Aminosauren als Prakursoren (Abraham und Berger, 1994; Berger et al., 1986; Schrader,
2007). Auch die Bildung von 1-Octen-3-ol in Basidiomyceten und dessen typischer Pilzgeruch
wurden bereits hinlanglich untersucht. Dabei wurde eine oxidative Spaltung von Linolsaure mit-
tels Lipoxygenase und Hydroperoxidlyase belegt (Wurzenberger und Grosch, 1984). Die Reak-
tion findet verstarkt bei Zellschadigungen und daraus resultierendem Kontakt von Linolsaure
mit intrazellularen Enzymen in Anwesenheit von Sauerstoff statt (Wurzenberger und Grosch,
1983). Dariiber hinaus enthalt das Aromaprofil von Aau in SNL viele fir ein fruchtiges und blu-
miges Aroma typische Substanzen, darunter 3-Phenylbutansaure (Benzylacetat), 2-Phe-
nylethylacetat, 3-Phenyl-1-propanol (Hydrocinnamylalkohol), Phenylmethanol, 2-Phenyletha-
nol, 3-Phenyl-1-propylacetat (Hydrocinnamylacetat) und (2 E)-3-Phenyl-2-propen-1-ol (Zimtal-
kohol). Daneben wurden 5-Butylfuran-2(5H)-on (2-Octen-4-olid) und Z3, Z6, E8-Dodecatrien-1-
ol (Dodecatrienol) identifiziert. Sie sind beide mit 3,21 mg L™ und 3,37 mg L™ in hohen Konzent-
rationen enthalten.
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Tabelle 11:

Aromaprofil des P/E-Extraktes von Aau in SNL (14 Tage, 150 rpm, 24 °C). Identifizierung
mittels GC-MS-Analyse (VFms-Wax) Uber Datenbankenabgleich der Massenspekiren
(MS) und Berechnung der Retentionsindizes (Kl). Semiquantifizierung erfolgte mit Cyclo-
hexanol als externem Standard.

Peak Konzentration Substanz Identifikation  Geruch

Nr. (mg L")

2 4,70 2-Methyl-1-propanol MS, Ki wirzig

3 0,20 1-Butanol MS, KI

4 5,53 3-Methyl-1-butanol MS, Kl muffig

5 0,30 3-Hydroxy-2-butanon MS, KI

8 0,03 1-Octen-3-ol MS, KI Pilz

9 0,10 Essigsaure MS, KI

10 0,11 2,3-Butandiol MS, Kl

12 0,21 2-Furanmethanol MS, Ki Kése, suBlich
13 0,86 3-Phenylpropanséaure MS, KI fruchtig

14 0,36 2-Phenylethylacetat MS, KI stiBlich

15 13,16 Phenylmethanol MS, Ki fruchtig, stBlich
16 0,50 2-Phenylethanol MS, Ki Kokosnuss, Mango
17 1,24 3-Phenyl-1-propylacetat MS, KI Rose

19 3,21 5-Butylfuran-2(5H)-on MS Kokosnuss

20 0,95 3-Phenyl-propan-1-ol MS

22 0,79 (2 E)-3-Phenyl-2-propenyl-acetat MS

23 3,37 3,6,8-(Z,Z E)-Dodecatrien-1-ol MS nussig

24 0,76 (2 E)-3-Phenyl-2-propen-1-ol MS blumig

2-Octen-4-olid wies einen Geruch nach Kokosnuss auf, wahrend Dodecatrienol (siehe Abbil-

dung 9) einen nussigen Geruch besal3. Dodecatrienon ist auBerdem in der Literatur als Termi-

ten-Pheromon bekannt (Cristaldo et al., 2014), kommt aber auch in der koreanischen Minze

Agastache rugosa und im Mexikanischen Blattpfeffer Piper auritum vor (Lim et al., 2013;

Monzote et al., 2010). Termiten sind in der Lage Pilzgéarten zu kultivieren, welche ihnen dann

als Nahrungsquelle dienen (Aanen et al., 2002). Dabei handelt es sich normalerweise um Ter-

mitomyces-Arten. Jedoch wiesen Matsumura et al. (1976) die Bildung von Dodecatrienol bei

Zugabe von Ethylenglycol zum Medium als Vorstufe auch in Gloeophyllum trabeum nach. Wei-

tere Pilze sind fur die Bildung von Dodecatrienon in der Literatur nicht bekannt.
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2-Octen-4-olid wurde dagegen bereits in mehreren Basidiomyceten (beispielsweise Tyromyces
sambuceus, Nigroporus durus) detektiert (Abraham und Berger, 1994). Die Autoren postulierten
eine teilweise enzymatische Bildung der Lactone, bei der die Zyklisierung der 4/5-Hydroxycar-
bonsauren, vermutlich aufgrund des im Laufe der Kultivierung angesauerten Mediums, che-
misch erfolgte. FUr einige Pilze ist auBerdem eine Bildung von Lactonen aus ungeséttigten Fett-
sauren wie y-Decalacton aus Rizinolsdure oder 6-Dodecalacton aus Linolsaure beschrieben
(Longo und Sanroman, 2006).

\/\/C>: © RN e e
O

5-Butylfuran-2(5H)-on (2-Octen-4olid) (32,6Z,8E)-
Dodecatrien-1-ol
(Dodecatrienol)

Abbildung 9: Strukturformeln von 2-Octen-4-olid und Dodecatrienol.

Im Gegensatz zu den gebildeten Aromastoffen in den Schittelkulturen machten den Hauptanteil
an aromaaktiven Substanzen in den Standkulturen Butansdure, Isobutansédure und 2-Methyl-
butansaure aus, die einen ranzigen, kaseartigen Geruch besitzen (Mosciano et al., 1995). Es
wurden wie in den Schuttelkulturen auch fruchtige, blumige Substanzen detektiert, allerdings in
wesentlich geringeren Mengen. Daher wurde der Gesamtaromaeindruck vom kasigen, muffigen
Geruch von Butansaure und dessen Derivaten bestimmt. Die Standkulturen wurden aufgrund
des Aromaprofils und des sparlichen Wachstums nicht weiter untersucht.

In den Schiittelkulturen aller Medien (SNL, YM-Medium und MS-Medium) wurden dieselben
Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen detektiert. Dies deutete auf einen
Einfluss der Nahrstoffe auf die Aromastoffproduktion hin. Zur Verifizierung dieser Ergebnisse
erfolgte deshalb eine Reproduktion der Kultivierungsversuche. Die Chromatogramme der bei-
den Kultivierungsansatze wiesen insgesamt dieselben Peaks mit &hnlichen Intensitédten auf.
Diese Ergebnisse bestatigten die Abhangigkeit der Aromastoffproduktion von den verschiede-
nen Medien. Allerdings wurden bei allen Substanzen der ersten Kultivierung héhere Konzent-
rationen ermittelt. Dies war vermutlich auf unterschiedliche Menge an organischem Material
zurickzufthren.

Beim Vergleich der Konzentrationen der Substanzen im Bereich zwischen 30 und 42 min zeigt
sich in SNL ein groBer Unterschied in den Konzentrationen von 2-Octen-4-olid, wahrend die
dbrigen Substanzen in dhnlichen Konzentrationsverhéltnissen vorliegen (siehe Abbildung 10,
links). Obwohl die Kulturbedingungen identisch gehalten wurden, war die Konzentration an 2-
Octen-4-olid bei der ersten Kultivierung (Datenreihe 1) achtfach héher als bei der zweiten Kul-
tivierung (Datenreihe 2). Dessen Bildung wird demnach von einem unbekannten Faktor ange-
regt.
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Insgesamt sind die Konzentrationen der detektierten Aromastoffe im YM-Medium geringer als
in SNL. Hydrocinnamylacetat wurde in YM-Medium nicht detektiert (siehe Abbildung 10, rechts).
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Abbildung 10: Konzentrationen an ausgewahlten Aromastoffen der P/E-Extrakte zweier Aau-Kulturen in
SNL (links) beziehungsweise YM-Medium (rechts) nach 14 Tagen Kultivierung (24 °C,
150 rpm). Gezeigt sind die Konzentrationen zweier unabhangiger Bestimmungen (Daten-
reihe 1 und 2).

Zum Vergleich der Zimtsaure-Derivate in beiden Kulturmedien, wurden die Konzentrationen der
Einzelsubstanzen auf die Summe von Hydrocinnamylalkohol, Cinnamylacetat und Zimtalkohol
bezogen (siehe Abbildung 11). Hierbei zeigt sich, dass in SNL Hydrocinnamylalkohol als Haupt-
produkt entstand, wahrend in YM-Medium Cinnamylacetat Gberwog und Hydrocinnamylalkohol
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Abbildung 11: Relative Konzentration (%) an Hydrocinnamylalkohol, Cinnamlyacetat und Zimtalkohol be-
zogen auf die Summe der drei Substanzen nach 14 Tagen Kultivierung in SNL, YM-Medium
und MS-Medium im Schuttler (24°C, 150 rpm). Gezeigt sind die relativen Konzentrationen
zweier unabhangiger Bestimmungen und deren Spannweite in %.
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nur in geringeren Mengen gebildet wurde. Im MS-Medium wurde vor allem Hydrocinnamylalko-
hol gebildet, wohingegen Zimtalkohol nur in geringen Mengen vorkam und Cinnamylacetat nicht
nachweisbar war. Die Konzentrationen aller genannten Substanzen stiegen im Verlauf der Kul-
tivierung von Aau in SNL an. Nur die Phenylmethanol-Konzentration stieg nach zwdlf Tagen
nicht mehr weiter an.

Dotierung von L-Phenylalanin:

Da es sich bei den detektierten Substanzen um Zimtsdure-Derivate handelte, wurde ein Zu-
sammenhang mit dem Phenylalanin-Abbau vermutet (Etschmann et al., 2002). Deshalb wurde
im Weiteren bei den Aau Schuttelkulturen Asparagin durch L-Phenylalanin (2,4 mM) ersetzt
(siehe 2.5.1.1). AuBerdem wurde ein Gemisch (1:1) aus Asparagin und Phenylalanin (0,1 mM
beziehungsweise 5 mM) verwendet.

Nach acht Kulturtagen war die Konzentration an Phenylmethanol, Phenylethanol, Cinna-
mylacetat und Cinnamylalkohol in den Aau-Kulturen mit supplementierten Phenylalanin
(2,4 mM beziehungsweise 5 mM) deutlich héher als ohne Phenylalanin (siehe Abbildung 12).
Eine Supplementierung mit kleinerer Konzentration an Phenylalanin (0,1 mM) ergab keine Kon-
zentrationserh6hung der oben genannten Substanzen. Im Vergleich dazu sind die Konzentrati-
onen von 2-Octen-4-olid und Dodecatrienol durch den Zusatz an Phenylalanin geringer als ohne
Phenylalaninzusatz. Dies war zu erwarten, da diese Substanzen, wie zuvor erldutert, héchst-
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Abbildung 12: Konzentrationen in 9 mL Kulturiberstand nach acht Tagen Kultivierung (24 °C, 150 rpm)
von Aau in SNL, SNL mit L-Phe (2,4 mM) ohne Asn, SNL mit Asn + L-Phe1 (0,1 mM) und
SNL mit Asn + L-Phe2 (5 mM).

wahrscheinlich nicht aus dem Phenylalanin-Abbau resultieren.

Mit Phenylalaninzusatz stiegen die Konzentrationen aller Zimtsaure-Derivate um ein Vielfaches
an (siehe Abbildung 12). Die Konzentrationen an Cinnamylalkohol und Cinnamylacetat sanken
nach Tag acht wieder ab, da diese vermutlich zum Hydrocinnamylalkohol abgebaut wurden
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(siehe Abbildung 13). Dadurch wird der Abbau von Phenylalanin Uber den Zimtsdure-Weg un-
terstitzt. An Tag vier und acht wurde zuséatzlich Phenylessigsédure detektiert (siehe Abbildung
14), welche vermutlich weiter abgebaut wurde, da diese im weiteren Verlauf nicht mehr detek-

tiert wurde.
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Abbildung 13: Konzentrationen in P/E-Extrakt von 9 mL Kulturliberstand nach 24 Tagen Kultivierung
(24 °C, 150 rpm) von Aau in SNL (links) beziehungsweise SNL mit L-Phe (2,4 mM) (rechts).

In der Literatur sind zwei Hauptabbauwege von L-Phenylalanin bekannt: Der bereits 1907 pos-
tulierte Weg nach Ehrlich und der Abbau Uber den Zimtsaure-Weg (siehe Abbildung 15). Der
Weg nach Ehrlich (1907) beschreibt die Transaminase katalysierte Konversion von L-Phenylala-
nin zu Phenylketopyruvat mit anschlieBender Decarboxylierung zu Phenylacetaldehyd und
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Abbildung 14: GC-FID-Chromatogramme (Optima Wax): Aau in SNL (schwarz), Aau in SNL mit L-Phe
(grau). 40 °C (3 min)//3 °C min-'/230 °C (10 min); DB-Wax; on column, 1 uL; Tragergas Ha,
2 mL min'; Agilent GC 7890, ODP3 (Gerstel).
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nachfolgender Reduktion zu 2-Phenylethanol. Der Zimtsaure-Weg verlauft mittels Phenyl-Am-
moniak-Lyase (PAL) Uber Zimtsdure zu verschiedenen Zimtsdure-Derivaten. Eine Betrachtung
der detektierten Stoffwechselprodukte des Basidiomyceten zeigt Hinweise auf beide genannten
Transformationswege. Zu Beginn des Kulturverlaufs wurde zunachst Cinnamylalkohol (11) ge-
bildet. Dies deutet darauf hin, dass Phenylalanin Gber den Zimtsdureweg abgebaut wurde. Im
weiteren Kulturverlauf sank die Cinnamylakohol-Konzentration jedoch wieder ab, da es vermut-
lich zu Hydrocinnamylalkohol (12) reduziert wurde. Cinnamylacetat wurde nur solange gebildet,
solange Cinnamylalkohol vorhanden war. Neben Hydrocinnamylalkohl ist Phenylmethanol (16)
Endabbauprodukt des Zimtsaure-Wegs. Phenylethanol (4) und Phenylessigsaure (5) stammen
hingegen vermutlich aus dem Ehrlich-Abbau. Weitere Abbauprodukte dieses Reaktionsweges
wurden allerdings nicht identifiziert.

Ehrlich-Weg: COOH COOH COOH
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Abbildung 15: Mdgliche Abbauwege von L-Phenylalanin (modifiziert nach Ehrlich (1907), Krings et al.
(1996) und Etschmann et al. (2002)).

(16)

Die Bildung erfolgte vermutlich Uber beide in der Literatur beschriebenen Mechanismen
(Etschmann et al., 2005; Krings et al., 1996). Fur Hefen wurden beide Mechanismen nachge-
wiesen, wobei der Abbau von L-Phenylalanin bevorzugt nach Ehrlich ablauft, wenn L-Phenylala-
nin die einzige Stickstoffquelle darstellt. Anderenfalls wird die Bildung von Phenylethanol mittels
Zimtsaureweg geférdert (Albertazzi et al., 1994; Ayrapaa, 1965). Fir Aau wurde demnach ein
ahnlicher Abbauweg von L-Phenylalanin vermutet.
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Es wurde bewiesen, dass die Konzentrationen an Phenylmethanol, Phenylethanol und Hydro-
cinnamylalkohol durch Supplementierung von L-Phenylalanin (2,4 mM) um das 13-, 28- bezie-
hungsweise 100-Fache gesteigert werden kann. Phenylmethanol kommt in verschiedenen
Friichten sowie in griinem und schwarzem Tee vor. Es wird aufgrund seines fruchtigen Geruchs
in Konzentrationen bis zu 1254 mg kg™ (Kaugummi) in Lebensmitteln (Burdock, 2001) sowie in
Kosmetika und Putzmitteln (Scognamiglio et al., 2012) eingesetzt. Hydrocinnamylalkohol besitzt
einen blumig, siBlichen Geruch und kommt in Guave sowie in Erdbeeren, Passionsfrucht,
Brombeeren und anderen Frlchten vor. Es findet als Aromastoff in Kosmetika und Lebensmit-
teln Einsatz (Bhatia et al., 2011; Burdock, 2001). Phenylethanol wird aufgrund seines rosenar-
tigen Geruchs in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie verwendet. Man findet es in Rosendl
sowie in geringen Mengen in zahlreichen Pflanzen wie Hyazinthen, Jasmin und Narzissen
(Burdock, 2001). Es wurden bereits zahlreiche biotechnologische Prozesse evaluiert, um die
traditionelle Pflanzenextraktion durch wirtschaftlich rentablere Prozesse zu ersetzen. Durch
Saccharomyces cerevisiae wurden bis zu 12,6 g L™ Phenylethanol erzielt (Stark et al., 2002).
Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass Aau ein hohes Potenzial zur Bildung von Phenyl-
methanol, Phenylethanol und Hydrocinnamylalkohol besitzt. Aufgrund der eher geringen Aus-
beuten bedarf es einer weiteren Optimierung fir einen méglichen Einsatz in der Industrie. Eine
maogliche Anwendung kdnnte eine Kultivierung von Aau auf Nebenstromen der Lebensmittelin-
dustrie mit hohen L-Phenylalaningehalten (z. B. Sojakuchen) in Verbindung mit einer effektiven
in-situ-Produktabtrennung darstellen.

Einfluss des Hefeextraktes auf das Aromaprofil von Aau

In frGheren Arbeiten im Institut wurde unter den gleichen Kultivierungsbedingungen (SNL,
24 °C, 150 rpm) ein ganzlich unterschiedliches Aromaspektrum zu dem gerade dargestellten
erzielt (siehe Abbildung 16 oben). Dieses konnte trotz strenger Kontrolle der Bedingungen nicht
reproduziert werden. In den bisher verwendeten alternativen Kulturmedien wurde ebenfalls kein
ahnliches Aromaspektrum erzielt. Deshalb wurden zwei weitere Medien hinzugezogen: SNL
ohne Hefeextrakt und ein modifiziertes Kjalke-Medium. Dabei war aufféllig, dass ohne den He-
feextrakt der orangenartige, fruchtige Geruch nicht wahrnehmbar war. Der Hefeextrakt lieferte
demnach einen ausschlaggebenden Beitrag zur Aromastoffbildung. Dies war vermutlich auf die
im Hefeextrakt vorhandene Vielzahl an Proteinen und Aminosauren zuriickzufiihren, welche als
Ausgangsstoffe fir Aromastoffe dienen kénnen (Minch und Schieberle, 1998). Als mdgliche
Ursache fur das nicht reproduzierbare Aromaspektrum wurde deshalb die Variabilitat des in der
SNL verwendeten Hefeextraktes vermutet. Um dessen Einfluss auf das Aromaprofil zu testen,
wurde Aau in SNL mit Hefeextrakten zweier unterschiedlicher Hersteller kultiviert. Dabei wurde
in der Tat ein Aromaspektirum detektiert, welches dem 2010 aufgenommenem stark &hnelte
(siehe Abbildung 16, Mitte). Bei den zwei Peakgruppen zwischen 40 und 46 min handelt es sich
um mehrere mittels GC-MS nicht identifizierbare Substanzen. Allerdings wurden in diesem Be-
reich nur schwache Gertiche via GC-O wahrgenommen. Aus den Ergebnissen wurde jedoch
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gefolgert, dass die Zusammensetzung des Hefeextraktes maBgeblich zur Bildung von Aro-
mastoffen beitragt. Dies zeigt erneut das Potenzial von Aau als Aromastoffproduzent sowie die
Bedeutung des Mediums fir die Aromastoffproduktion. Durch Kultivierung von Aau auf Neben-
strémen der Lebensmittelindustrie kbnnten weitere Prozesse zur Gewinnung von Aromastoffen
entwickelt werden.
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Abbildung 16: GC-FID Chromatogramme: P/E-Extrakt von Aau in SNL gemessen von Silke Schimanski
11/2010 (oben). P/E-Extrakt von Aau in SNL mit Hefeextrakt von Roth 11/2013 (Mitte).
P/E-Extrakt von Aau in SNL mit Hefeextrakt von Merck 2/2013 (unten). 40 °C (3 min)//
3 °C min-1/230 °C (10 min); DB-Wax; on column; Hz; Fluss: 2 mL min'; Agilent GC 7890.

3.1.1.2 Einfluss von verschiedenen Medien auf das Aromaprofil von Hericium erinaceus

Der Igel-Stachelbart Hericium erinaceus (Her) ist ein Speisepilz und in der Literatur als Produ-
zent fOr bioaktive Substanzen wie Erinacine bekannt (Krzyczkowski et al., 2010; Shen et al.,
2015; Wolters et al., 2015). In getrockneten Fruchtkdrpern von Her wurden 2-Methyl-3-furan-
thiol, 2-Ethylpyrazin und 2,6-Diethylpyrazin als Schlisselaromastoffe identifiziert (Miyazawa et
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al., 2008). In dieser Arbeit wurden nun Aromaprofile von Her in verschiedenen Medien erstellt.
Im Aromaprofil von Her in SNL (siehe Abbildung 17) wurden 13 Substanzen detektiert, welche
anhand der NIST-Datenbank und Kis identifiziert wurden (siehe Tabelle 12). Der Basidiomycet
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Abbildung 17: GC-FID/O-Chromatogramm des P/E-Extraktes von Her in SNL nach 14 Tagen Kultivierung
(24 °C, 150 rpm). 40 °C (3 min)//3 °C min-'/230 °C (10 min); DB-Wax; on column, 1 pL;
Tragergas Hz, 2 mL min-'; Agilent GC 7890, ODPS3 (Gerstel). FID-Signal in grau, ODP-Signal
in schwarz.

wies in SNL sowie in allen anderen verwendeten Medien einen neutralen bis muffigen Geruch
auf. Dieser lasst sich durch 2-Methylpropansaure und Essigsaure erklaren. Substanzen mit
stBlich blumigen Noten wie Phenylethanol und Cyclohexylhexanoat sowie das nussig rie-
chende 2-Acetylpyrrol wurden nur in geringen Mengen detektiert (0,02 mg L, 0,04 mg L™ be-
ziehungsweise 0,06 mg L"). Es wurden wie in den Aau-Aromaextrakten aliphatische Alkohole
wie 2-Methyl-1-propanol, 1-Butanol und 3-Methyl-1-butanol detektiert. Desweiteren wurde Me-
thylpyridin-3-carbonsaure (Methylnicotinat) identifiziert. Dieser sUBlich nussige Aromastoff
wurde mittels GC-O nicht detektiert, da er vermutlich in einer zu geringen Konzentration vorlag.
Er wird in einigen Lebensmitteln wie bei Backwaren eingesetzt und wurde bereits im Krusten-
stachelbart Sarcodontia setosa nachgewiesen (Abraham und Berger, 1994). Methylnicotinat
wird des Weiteren als Arzneimittel zur Durchblutungsférderung verwendet. Mit 60 ug L ist des-
sen Konzentration allerdings eher gering. Durch Optimierung der Kultivierungsparameter
konnte eine Anwendung in der Aromaindustrie von Interesse sein. Die in den Fruchtkdrpern
identifizierten Aromastoffe 2-Methyl-3-furanthiol, 2-Ethylpyrazin und 2,6-Diethylpyrazin wurden
nicht nachgewiesen. Méglicherweise ist ein komplexeres Medium notwendig, um die Produktion
entsprechender Substanzen zu férdern. Darliber hinaus wurden keine neuen oder fir die in-
dustrielle Anwendung relevanten Aromastoffe identifiziert, sodass dieser Pilz im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht wurde.
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Tabelle 12:  Aromaprofil des P/E-Extraktes von Her in SNL (14 Tage, 150 rpm, 24 °C). Identifizierung

mittels GC-MS-Analyse (VFms-Wax) Uber Datenbankenabgleich der Massenspektren
(MS) und Berechnung der Retentionsindizes (Kl). Semiquantifizierung erfolgte mit Cyclo-
hexanol als externem Standard.

Peak Konzentration Substanz Identifikation  Geruch

Nr. (mg L")

1 0,11 2-Methyl-1-propanol MS, Ki

2 0,19 1-Butanol MS, Ki

3 0,22 3-Methyl-1-butanol MS, Ki

6 7,33 Essigsaure MS, Ki Essigsaure

7 0,31 Propansaure MS, Ki

8 0,74 2-Methylpropansaure MS, Ki

9 0,04 Cyclohexylhexanoat MS, Ki Kése, stBlich

10 0,37 2-Methylhexansaure MS, Ki Muffig, Hefe

11 0,06 Methylpyridin-3-carbonséaure MS, Ki

12 0,02 Phenylethanol MS, KiI Honig, blumig, Rose

13 0,06 2-Acetylpyrrol MS, Ki
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3.1.1.3 Einfluss von verschiedenen Medien auf das Aromaprofil von Postia floriformis

Der Rosetten-Saftporling Postia floriformis (Pfl) wurde bislang in der Literatur wenig beachtet.
Dessen SNL-Submerskulturen wiesen bei der sensorischen Prifung bereits einen sehr blumi-
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Abbildung 18: GC-FID/O-Chromatogramm des P/E-Extraktes von Pfl in SNL nach 14 Tagen Kultivierung
(24 °C, 150 rpm). 40 °C (3 min)//3 °C min-'/230 °C (10 min); DB-Wax; on column, 1 uL; Tra-
gergas Hz, 2 mL min'; Agilent GC 7890, ODP3 (Gerstel). FID-Signal in schwarz, ODP-
Signal in grau.

gen Geruchseindruck auf. Im Aromaextrakt nach 14 Tagen Submerskultivierung in SNL wurden
mittels GC-FID/O 24 Substanzen detektiert (siehe Abbildung 18). Diese wurden mittels GC-MS-
Analyse und Abgleich von Massenspektren in der NIST-Datenbank und Kls identifiziert (siehe
Tabelle 13). Die Kultivierung in den drei Medien ergab allerdings keine Unterschiede im Aroma-
profil. Der blumige Geruchseindruck beruhte auf dem Vorhandensein von Phenylmethanol,
Phenylethanol und 3-Phenyl-1-propanol im Aromaprofil, welche bekannt fur ihren blumigen Ge-
ruch sind (siehe Kapitel 3.1.1.1). 3-Octanol und 1-Octen-3-ol sind fir den typischen Pilzgeruch
verantwortlich. 1-Octen-3-ol entsteht, wie in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben durch die enzyma-
tische oxidative Spaltung von Linolsdure (Wurzenberger und Grosch, 1984). Durch Folgereak-
tionen entstehen dann weitere C 8-Kérper. Demnach lassen 1-Octen-3-ol und dessen Derivate
auf eine beginnende Zelllyse, vermutlich aufgrund von einer hohen Zelldichte im Medium in
spaten Kultivierungsphasen, schlieBen. Diese Komponenten trugen jedoch noch nicht zum Ge-
samtaromaeindruck der Kultur bei, da die Ernte der Kulturen rechtzeitig erfolgte.
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Tabelle 13:  Aromaprofil des P/E-Extraktes von Pfl in SNL (14 Tage, 150 rpm, 24 °C). Identifizierung
mittels GC-MS-Analyse (VFms-Wax) Uber Datenbankenabgleich der Massenspektren
(MS) und Berechnung der Retentionsindizes (Kl). Semiquantifizierung erfolgte mit Cyclo-
hexanol als externem Standard.

Peak Konzentration Substanz Identifikation  Geruch
Nr. (mg L)
1 12,93 2-Methyl-1-propanol MS, KI Lésungsmittel, bitter
2 0,47 1-Butanol MS
3 9,65 3-Methyl-1-butanol MS, KI Muffig
4 0,37 3-Hydroxy-2-butanon MS
6 0,36 3-Octanol MS, Kl Muffig, Pilzig
8 0,02 1-Octen-3-ol MS, Kl Pilzig, muffig, erdig
9 0,13 Essigsaure MS
10 3,7-Dimethylocta-1,6- MS, KI

0,27 dien-3-ol Frisch, grin, blumig, Zitrusartig
11 0,22 2,3-Butandiol MS
12 0,67 2-Methylpropanséaure MS
13 0,11 2,3-Butanediol MS
14 0,04 Cyclohexylhexanoat MS
15 0,16 2-Furanmethanol MS, KI Karamellartig
16 0,75 3-Methylbutansaure MS
17 1,59 Phenylmethanol MS, Ki SaBlich, blumig
18 1,36 Phenylethanol MS, KI Rose, Honig, blumig
19 0,05 2-Acetylpyrrol MS
21 0,83 3-Phenyl-1-propanol MS Fruchtig, blumig, Zimt
22 0,11 (2 E)-3-Phenyl-2-pro- MS

pen-1-ol

Desweiteren wurde Cyclohexylhexanoat in den SNL-Schittelkulturen mittels Vergleich des
Massenspektrums mit der NIST-Datenbank und aufgrund des Kl identifiziert (siehe Abbildung
19). Im Mediumblindwert wurde Cyclohexylhexanoat nur in nicht quantifizierbaren Mengen de-
tektiert. Es erfolgte dennoch eine massenspektrometische ldentifizierung. Somit scheint Pfl in
der Lage zu sein, Cyclohexanoat herzustellen. Es ist jedoch zu vermuten, dass die Bildung
teilweise chemisch ablauft, da geringe Mengen ebenfalls in Her und Wco detektiert wurden.
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Cyclohexanoat wurde bisher in der Natur noch nicht nachgewiesen. Mdglicherweise erfolgte
eine Bildung der Vorstufen durch den Pilz mit einer anschlieBenden sauren Veresterung auf-
grund des niedrigen pH-Wertes des Mediums. AuBerdem ist eine chemische Bildung wéahrend
der Aufarbeitung denkbar, da als Wiederfindungsstandard Cyclohexan verwendet wurde. Da
Cyclohexylhexanoat vermutlich nicht auf natirlichem Weg entstand, ist es flr eine industrielle
Anwendung nicht geeignet.
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Abbildung 19: Massenspektren von Cyclohexylhexanoat (K| 1646) gebildet durch Pfl in SNL (oben) und
Referenzspektrum (unten).

3.1.1.4 Einfluss unterschiedlicher Medien auf die Aromabildung von Wolfiporia cocos

Wolfiporia cocos (Wco) ist ein essbarer Basidiomycet, welcher vor allem wegen seiner bioakti-
ven Inhaltstoffe in der chinesischen Medizin bekannt ist (Akihisa et al., 2007; Chen et al., 2010;
Sun, 2014). Die Submerskulturen von Wco wiesen einen intensiven zitrusartigen Geruch auf.
Deshalb wurde zunachst ein Aromaprofil von Wco in SNL erstellt (siehe Abbildung 20). Dabei
wurden 27 Substanzen detektiert, von denen 19 Substanzen mittels MS-Datenbanken (NIST)
und Kls identifiziert wurden (siehe Tabelle 14). Dabei wurden die Terpenoide 3,7-Dimethylocta-
1,6-dien-3-ol (Linalool) und trans-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-ol (trans-Geraniol) gefunden. Li-
nalool wies auch bei der GC mit olfaktorischer Detektion ein wie in der Literatur beschriebenes
typisch zitrusartiges, frisches Aroma auf. Linalool kommt in etherischen Olen von (iber 200
Pflanzen, unter anderem in Koriander, Zimt, Basilikum und Majoran vor. Es wird als Aroma- und
Duftstoff in Lebensmitteln und Kosmetika eingesetzt. Trans-Geraniol besitzt einen blumigen,
frischen Geruch und ist ebenfalls Bestandteil zahlreicher etherischer Ole, wie Palmarosa-, Ge-
ranien- oder Rosendle (Burdock, 2001). Aufgrund seines angenehmen Geruchs findet Geraniol
Anwendung in der Parfim- und Kosmetikindustrie. Die Bildung von Linalool und Geraniol in
Basidiomyceten wurde bereits nachgewiesen (Abraham und Berger, 1994; Drawert et al.,
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Abbildung 20: GC-FID/O-Chromatogramm des P/E-Extraktes von Wco in SNL nach 8 Tagen Kultivierung
(24 °C, 150 rpm). 40 °C (3 min)//3 °C min-'/230 °C (10 min); DB-Wax; on column, 1 uL; Tra-
gergas Hz, 2 mL min-'; Agilent GC 7890, ODP3 (Gerstel). FID-Signal in grau, ODP-Signal in
schwarz.

1983). Des Weiteren wurde Phenylessigsauremethylester detektiert, welches einen honigarti-

gen Geruch besitzt. Es kommt in verschiedensten Pflanzen vor, vor allem in Friichten wie in

Erdbeeren, Ananas oder der Sternfrucht (Burdock, 2001). Hanssen und Abraham (1987) iden-

tifizierten in Kulturen von Gloeophyllum odoratum L-Phenylalanin als Vorstufe von Phenylessig-

sauremethylester. Ein &hnlicher Mechanismus ist fir Wco denkbar. Insgesamt trugen die Ge-
riche von Linalool, Geraniol und Phenylessigsaure hauptsachlich zum Gesamtaromaeindruck
bei. Dagegen wurden die Gerliche der flr die Aromaextrakte von Pilzen typischen aliphatischen

Alkohole und dessen Derivate nicht als dominierend wahrgenommen. Weiterhin wurde 4-Hyd-

roxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon in den SNL-Schuttelkulturen von Wco detektiert. Da dieser als

besonders aromaaktiv bekannt ist und demnach haufig in der Aromaindustrie eingesetzt wird,
wurden weitere Analysen unternommen.

Tabelle 14:  Aromaprofil des P/E-Extraktes von Wco in SNL (7 Tage, 150 rpm, 24 °C). Identifizierung
mittels GC-MS-Analyse (VFms-Wax) Uber Datenbankenabgleich der Massenspektren
(MS) und Berechnung der Retentionsindizes (Kl). Semiquantifizierung erfolgte mit Cyclo-
hexanol als externem Standard.

Peak Konzentration Substanz Identifikation Geruch
Nr. (mg L)

1 0,28 2-Methyl-1-propanol MS, Ki

2 1,12 2-Methyl-1-butanol MS, Ki Muffig
3 0,23 3-Octanon MS, Ki minzig

4 0,28 3-Methyl-3-buten-1-ol MS, KI
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Peak Konzentration Substanz Identifikation Geruch
Nr. (mg L)
6 0,02 3-Methyl-2-buten-1-ol MS, Ki
7 0,03 2-Nonanon MS, Ki
8 0,25 3-Octanol MS, Ki Kokosnuss, leicht stBlich
10 0,47 1-Octen-3-ol MS, Ki pilzig, Holz
12 0,16 Nonanol MS, Ki muffig
13 0,20 3,7-Dimethylocta-1,6-dien-  MS, Kl zitrus, frisch
3-ol
18 0,04 Cyclohexylhexanoat MS sBlich, Hefe, muffig
19 0,02 2-Furanmethanol MS, Ki
20 1,77 Phenylessigsauremethyles- MS Honig
ter
21 1,04 trans-3,7-Dimethyl-2,6- MS, Ki Blumig, frisch
octadien-1-ol
22 0,58 Phenylmethanol MS, Ki
23 0,42 Phenylethanol MS, Ki Rose
24 0,04 2-Acetylpyrrol MS, Ki
26 0,03 3-Phenyl-1-propanol MS
27 0,09 4-Hydroxy-2,5-dimethyl- MS, Ki Karamell, stBlich

3(2H)-furanon

Nachweis von 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (Furaneof?) in Wco-Kulturen:

4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon ist unter der Abklrzung HDMF oder Furaneol® (Firmen-
ich S. A. Genf) bekannt. Erstmals wurde Furaneol® 1960 als Produkt der Maillard-Reaktion be-
schrieben (Hodge, 1960), welche meist beim Erhitzen von Aminosaure und reduzierenden Zu-
ckern ablauft. In der Literatur ist neben der chemischen Bildung auch die Produktion durch
Pflanzen und Mikroorganismen bekannt (Hauck et al., 2003; Roscher et al., 1997; Schiefner et
al., 2013), wobei die Biogenesewege nicht vollstandig geklart sind. Furaneol® wurde urspriing-
lich aus Erdbeeren und Ananas isoliert, weshalb es auch als strawberry furanone bekannt ist
(Willhalm et al., 1965). In starken Verdiinnungen besitzt Furaneol® einen erdbeerartigen, fruch-
tigen Geruch, welcher hauptsachlich vom R-lsomer ausgeht (Emura et al., 2009). Mit steigender
Konzentration wird das Aroma jedoch Uber karamellartig bis hin zu réstartig wahrgenommen.
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Um zu bestatigen, dass es sich um Furaneol® handelte, wurde eine Furaneol®-Standardldsung
hergestellt. Mittels authentischem Standard und Co-Chromatografie wurde Furaneol® in Wco
Schittelkulturen bestatigt (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: GC-FID-Chromatogramme zur Identifizierung von Furaneol® in Wco-Kulturen (P/E-Extrakt
nach sechs Tagen Kultivierung bei 24 °C, 150 rpm). Von unten nach oben: SNL, Wco in
SNL, Furaneol®-Standard (127 pg mL') und Wco in SNL + Furaneol®-Standard.
40 °C (3 min)//3 °C min/230 °C (10 min); DB-Wax; on column; Hz; 2 mL min-'; Agilent GC
7890.

Um auszuschlieBen, dass Furaneol® bereits im Medium enthalten war, wurde ein Blindwert mit-
tels GC-MS vermessen. Dabei wurde kein Furaneol® detektiert, obwohl im Blindwert mittels GC-
O bei der Retentionszeit von Furaneol® ein karamellartiger Geruch detektiert wurde. Furaneol®
weist mit 0,03 - 1,70 pg L' (Schwab und Roscher, 1997) einen extrem niedrigen Geruchs-
schwellenwert in Wasser auf, weshalb vermutlich die Empfindlichkeit der olfaktorischen Detek-
tion die der Detektion mittels FID beziehungsweise MS Uberstieg. Furaneol® ist demnach in
geringen Mengen schon im Blindwert enthalten.

Um herauszufinden, woher das Furaneol® im Blindwert stammte, wurde eine GC-O von P/E-
Extrakten von getrennt autoklavierter SNL, SNL mit sterilfiltierter Glucosel6sung, nicht autokla-
vierter SNL und nicht autoklaviertem Hefeextrakt durchgeflihrt. Dabei wurde der Furaneol®-Ge-
ruch bereits in nicht autoklaviertem Hefeextrakt olfaktorisch detektiert. Deshalb wurde im Wei-
teren Wco in SNL ohne Hefeextrakt kultiviert. Es stellte sich allerdings heraus, dass Wco in SNL
ohne Hefeextrakt trotz Supplementierung mit einem Vitamin-Gemisch nicht anwuchs. Daher
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wurde Wco zunéchst wie zuvor in einer SNL-Vorkultur mit Hefeextrakt angezogen. Nach Wa-
schen der Kultur wurde Wco dann in eine Hauptkultur ohne Hefeextrakt Gberfiihrt. Als Blindwert
fir die Furaneol®-Bildung wurde eine Probe direkt nach dem Uberfiihren in die Hauptkultur ge-
zogen.

Die Hauptkulturen ohne Hefeextrakt rochen jeweils frisch und zitrusartig. Bei der GC-FID/O-
Analyse konnte kein Furaneol® detektiert werden. Nach 20 Tagen Kultivierung war in SNL ohne
Hefeextrakt wesentlich weniger Biomasse vorhanden als nach acht Tage in SNL mit Hefeex-
trakt. Die Kulturen besaBen zwar ebenfalls einen zitrusartigen und frischen Geruch, allerdings
dominierten bei olfaktorischer Analyse waldig pilzartige Gertiche. 1-Octen-3-ol war Hauptkom-
ponente in beiden Kulturen, was den Pilz-Geruch erklart. Dieses wird durch Linolsaure-Abbau
bei Zelllyse freigesetzt und lasst auf fir das Pilzwachstum unzureichende Bedingungen schlie-
Ben (Schindler und Seipenbusch, 1990). Ob Furaneol® von Wco de novo gebildet werden kann,
war demnach noch unklar, da vermutlich zu wenig Biomasse vorhanden war, um Furaneol® in
detektierbaren Mengen zu bilden.

Abhéngigkeit der FuraneolP-Bildung vom Hefeextrakt

Weiterhin sollte erforscht werden, ob mit steigendem Hefeextrakt-Gehalt der Furaneol®-Gehalt
ebenfalls stieg. Dies wiirde bedeuten, dass die Prakursoren zur Bildung von Furaneol® im He-
feextrakt zu finden sind. Dazu wurde Wco in SNL mit steigenden Hefeextrakt-Mengen unter
MitfGihren entsprechender Blindwerte kultiviert. Die Furaneol®-Konzentration stieg mit Erhdhung
des Hefeextrakt-Anteils an (siehe Abbildung 22). Bei der 5-fachen Menge Hefeextrakt wurde
auch die 5-fache Menge an Furaneol® (0,21 mg L") erzielt. Die Furaneol®-Menge in den Blind-
werten lag dabei auch bei der 5-fachen Menge an Hefeextrakt unter der Bestimmungsgrenze.
Damit war evident, dass im Hefeextrakt weitere Vorstufen fir die Furaneol®-Bildung vorhanden
waren.
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Abbildung 22: Furaneol®-Bildung nach sechs Tagen Kultivierung von Wco in SNL mit Y2-, 1-, 2-, 5-facher
Menge Hefeextrakt (24 °C, 150 rpm).
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Ferner wurde Uberprdft, ob durch mehrmalige thermische Behandlung (mégliche Bereitstellung
von Furaneol®-Prakursoren durch die Maillard-Reaktion) die Furaneol®-Bildung erhoht wird.
Woco-Kulturen mit mehrmals hintereinander autoklaviertem SNL ergaben jedoch keine Erhé-
hung des Furaneol®-Gehaltes. Ein erneutes Erhitzen des Mediums fiihrte demnach nicht zur
erneuten Produktion von Furaneol®-Vorstufen.

Dotierung von Wco-Kulturen mit méglichen Prékursoren

Da die vorangehenden Ergebnisse bewiesen, dass Prakursoren fiir die Furaneol®-Bildung im
Hefeextrakt vorhanden waren, sollte im weiteren Verlauf der Arbeit herausgefunden werden,
um welche Prakursoren es sich handelte. In der Literatur sind verschiedene Prakursoren fur die
Furaneol®-Bildung bekannt. Nach Roscher et al. (1997) ist L-(+)-Rhamnose Prakursor fir die
Bildung von Furaneol® bei Pichia capsulata in Casein-Pepton-Medium, wobei P. capsulata
Furaneol® nur aus durch thermische Sterilisation generierten Intermediaten bilden kann. Eine
chemische Bildung von Furaneol® ist aus D-Fructose-1,6-diphosphat in Anwesenheit von
NADPH moglich (Hauck et al., 2002). Fir die Bildung von Furaneol® aus D-Fructose-1,6-bis-
phosphat durch Zygosaccharo-myces rouxii wurde die chemische Bildung von 1-Deoxy-2,3-
hexodiulose-6-phosphat als Intermediat und eine anschlieBende enzymatische Bildung von
Furaneol® postuliert (Hauck et al., 2003).

Entsprechend der in der Literatur berichteten Prakursoren, wurden L-Rhamnose (48 mM) und
D-Fructose-1,6-diphosphat (2 mM) sterilfiltriert zu den Wco-Kulturen gegeben. Ein Zusatz von
L-Rhamnose oder D-Fructose-1,6-diphosphat ergab jedoch weder einen starkeren Geruch der
Kulturen nach Furanol, noch eine Erhéhung der Konzentration an Furanol bei gaschromatogra-
fischer Auswertung. Durch L-Rhamnose oder D-Fructose-1,6-diphosphat kann Furaneol® de-
mensprechend nicht de novo gebildet werden.

Elicitierung von Wco-Kulturen mit Methyljasmonat

In der Literatur wurde eine Erhdhung des Furaneol®-Gehalts in Erdbeeren durch Elicitierung mit
Methyljasmonat (Methyl-[(1R,2R)-3-ox0-2-((2)-pent-2-enyl)-cyclopentyl]-acetat, siehe Abbil-
dung 24) beschrieben (de la Pena Moreno et al., 2010). Entsprechend wurde eine Elicitierung
der Wco-Kulturen mit Methyljasmonat (100 uM) durchgefiihrt. Dabei wurden zwei neue Peaks
bei t = 48 min beziehungsweise t = 51 min detektiert (siehe Abbildung 23). Es handelt sich ver-
mutlich um Methyljasmonat-Derivate, da der Methyljasmonat-Peak im Kulturverlauf sank, wah-
rend die Peaks der zwei neuen Substanzen stiegen. Bei dem Peak bei t = 48 min handelte es
sich um Methyl-[(1R,2R)-3-hydroxy-2-((2)-pent-2-enyl)cyclopentyl]acetat (siehe Abbildung 24).
Der Peak bei t = 51 min konnte nicht eindeutig identifiziert werden, das Massenspektrum liel3
jedoch ebenfalls auf ein Methyljasmonat-Derivat schlieBen. Die Konzentration an Furaneol®
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wurde jedoch nicht erhéht. Dementsprechend wurde die Bildung von Furaneol® in Wco durch
Methyljasmonat nicht elicitiert.
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Abbildung 23: GC-FID-Chromatogramme: P/E-Extrakte von Wco in SNL vor der Elicitierung (t=0) und 1 h,
3 h, 5 h, 7h sowie 1d nach Elicitierung mit Methyljasmonat (100 uM). 40 °C (3 min)//
3 °C min-1/230 °C (10 min); DB-Wax; 30 m/0,32 mm/0,25 um. on column; Hz; 2 mL min-';
Agilent GC 7890.

Da Furaneol® aus den untersuchten Ausgangssubstanzen nicht de novo gebildet wurde, wurde
auf eine weitere Analyse der Furaneol®-Bildung in dieser Arbeit verzichtet. Dennoch zeigt Wco
ein groBes Potential zur Aromastoffbildung in verschiedenen Medien. Die Konzentrationen an
gebildetem Furaneol® waren bislang zu niedrig, um in industriellen Prozessen Anwendung zu
finden. Deshalb sollte in weiterflihrenden Arbeiten die Bildung des Furaneols® genauer unter-
sucht werden, um maoglicherweise durch gezielte Supplementierung von Nebenstrémen der Le-
bensmittelindustrie die Ausbeute an Furaneol® zu erhéhen.

OH
. ‘\\\\'\ /

Methyl-[(1R,2R)-3-ox0- Methyl-[(1R 2R )-3-hydroxy- [(1R,2R)-3-ox0-2-({Z)-pent-2-enyl)-
2-((Z)-pent-2-enyl)-cyclopentyl]-acetat 2-((Z)-pent-2-enyl)-cyclopentyl]-acetat cyclopentyl]-acetat
(Methyljasmonat) (Jasmonat)

Abbildung 24: Strukturformeln von Methyljasmonat, Methyl-[(1R,2R)-3-hydroxy-2-((2)-pent-2-enyl)-cyc-
lopentyl]-acetat und Jasmonat.
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3.1.2 Lipidreiche Nebenstrome

Basidiomyceten besitzen die auBergewdhnliche Fahigkeit, Materialien, die fir die meisten an-
deren Organismen nicht ohne Weiteres zuganglich sind, abzubauen und in ihren Stoffwechsel
zu integrieren. Von besonderem Interesse ist hierbei der Abbau von Seitenstrédmen der Lebens-
mittelindustrie. Diese kénnen zwar nicht mehr fir die eigentliche Produktion der Lebensmittel
verwendet werden, enthalten aber noch viel organisches, schwer zugéangliches Material. Ein
Beispiel hierflr ist Rapspresskuchen. Bei der Rapsélherstellung anfallende Presskuchen ent-
halten laut Olhersteller Henry Lamotte immer noch etwa 22 % Rohfett. Zuséatzlich stellen Fett-
sauren oft Vorstufen far Aromastoffe dar, so zum Beispiel bei der Bildung von 3-(2)-Hexenol
aus Linolensaure (Schrader, 2007). Daraus entstand die Idee, entsprechende Seitenstréme als
Nahrmedium fir Basidiomyceten zur Synthese von Aromastoffen zu nutzen.

Als Modellorganismus wurde hierbei Wco verwendet, da dieser beim Test der verschiedenen
Medien bereits ein breites Aromasprektrum bei robustem Wachstum in verschiedenen Medien
aufwies. Es wurden Wco-Hauptkulturen in Minimalmedium (MM) mit 2 % Rapsdl oder Raps-
presskuchen (RPK) supplementiert (siehe 2.5.2.4). Da es sich bei Rapsél um ein weniger reich-
haltiges Medium handelt, wurden hier zusatzlich Kulturen mit Rapsél in SNL angesetzt. Dane-
ben wurden als Blindwerte Wco in MM beziehungsweise SNL (Pilz-Blindwert) und MM bezie-
hungsweise SNL mit 2 % Rapsél beziehungsweise RPK (Medium-Blindwert) mitgefihrt.

Bei Kultivierung mit Rapsél zeigten sich zu Kulturbeginn auf der Oberflache wie erwartet kleine
Fetttropfchen, welche durch Schitteln bei 150 rom emulgiert wurden. Nach sechs Kultivie-
rungstagen waren jedoch bereits keine Fetttropfchen mehr an der Oberflache erkennbar. Das
Ol wurde also entweder im Myzel eingeschlossen oder es wurde metabolisiert. AuBerdem
wurde in allen Kulturen ein fruchtiger, frischer Geruch wahrgenommen (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15:  Sensorische Priifung der Wco-Hauptkulturen nach sechs Tagen Kultivierung in SNL, SNL
+ Rapsdl, und Minimalmedium (MM) + Rapsél/Rapspresskuchen (RPK).

Wco in Wachstum Aromaeindruck
SNL ++++ Zitrusartig, frisch
SNL + Raps6l  ++++, keine Fetttropfchen an der Oberflache Zitrusartig, frisch, Melone
MM ++ Zitrusartig, frisch
MM + Rapsol ++, keine Fetttrépfchen an der Oberflache Zitrusartig, frisch, Melone
MM + RPK +++, braun SaBlich, frisch, zitrusartig

Die Extrakte der Kulturen wurden nach Schimanski et al. (2013) mit Tegosoft extrahiert (siehe
2.4.1.8) und anschlieBend mittels TDS-GC-FID beziehungsweise TDS-GC-O/MS analysiert
(siehe 2.4.2). Die Chromatogramme der Extrakte der Kulturen von Wco mit Rapsél beziehungs-
weise mit RPK unterschieden sich vom Pilz-Blindwert hinsichtlich der produzierten flichtigen
Substanzen (siehe Abbildung 25). Bei Zusatz von Ol und RPK wurden hauptséchlich Octan-
saure- und Decansauremethylester gebildet. AuBerdem ergab die TDS-GC-O-Analyse von Wco
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mit Rapsdél zahlreiche olfaktorische Signale. In diesen Extrakten wurde B-Caryophyllen und (-
lonon detektiert, welche in Kulturen mit RPK nicht auftraten. B-Caryophyllen ist ein polyzykli-
sches Sesquiterpen welches in verschiedenen &therischen Olen beispielsweise von Nelke vor-
kommt. B-lonon besitzt einen veilchenartigen Geruch und findet vor allem in der Riechstoffin-
dustrie sowie als Aromastoff in Lebensmitteln Einsatz (Burdock, 2001). In Basidiomyceten ist
die Bildung von B-lonon aus Carotinoiden bereits bekannt (Zelena et al., 2009; Zorn et al.,
2003). Der Gehalt an Carotinoiden in raffinierten Rapsél ist allerdings sehr gering und kann oft
nicht nachgewiesen werden (Franke et al., 2010). Rapspresskuchen enthalt auBerdem nach
Franke et al. (2010) einen wesentlich héheren Anteil an Carotinoiden (1,4 mg/100 g) — hier
wurde dagegen kein B-lonon gebildet. Daher ist die Bildung von B-lonon aus Carotinoiden bei
der Kultivierung von Wco mit Rapsél unwahrscheinlich. Demnach haben wahrscheinlich die
Fette im Rapsdl einen direkten Einfluss auf die Bildung von B-Caryophyllen und B-lonon.
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Abbildung 25: GC-MS-Chromatogramme der Tegosoft-Extrakte von Wco-Kulturen ohne Zusatz (oben), mit
Rapso6l (Mitte) und mit Rapspresskuchen (unten). 40°C (3 min)//10 °C min''/135 °C
//0,5 °C min-1/170 °C//15 °C min-1/230 °C (10 min); DB5-ms; Helium 1,2 mL min-'; Varian
CP3800. MS-Signal in grau, ODP-Signal in schwarz. I1S: Externer Standard.

Des Weiteren wurde beim Vergleich der Kulturen von MM und Rapsdél mit den Kulturen mit SNL
und Rapso6l ebenfalls Unterschiede festgestellt (siehe Abbildung 26). In den Kulturen mit SNL
und Rapsdl sind im Vergleich zu den Kulturen in MM Octansaure- und Decansduremethylester
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in wesentlich geringeren Konzentrationen vorhanden und auch Caryophyllen wurde nicht de-
tektiert. Stattdessen wies dieser Extrakt Phenylmethanol auf. Dies liegt vermutlich daran, dass
in SNL mit dem Hefeextrakt, wie bereits zuvor erlautert, eine Vielzahl an Aromavorstufen gelie-
fert wird. Dadurch hat das Rapsél einen anderen Effekt auf das Aromaprofil als im MM. Im MM
muss das Ol als Hauptnahrstoffquelle direkt zum Stoffwechsel beitragen, wahrend in SNL zu-
nachst die vorhandenen Glucose- und Aminoséure-Vorrate aufgebraucht werden. Eventuell
spielen hier induktive Effekte eine Rolle.
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Abbildung 26: GC-MS-Chromatogramme der Tegosoft-Extrakte von Wco-Kulturen ohne Zusatz in SNL
(oben), mit Raps6l in SNL (Mitte) und mit Rapsdl in MM (unten). 40°C (3 min)//
10 °C min-/135 °C//0,5 °C min'/170 °C//15°C min'/230 °C (10 min); DB5-ms; Helium;
Fluss: 1,2 mL min-'; Varian CP3800. MS-Signal in grau, ODP-Signal in schwarz. IS: Exter-
ner Standard.

Es wurde ein positiver Einfluss von Rapsél und RPK auf das Aromaprofil von Wco bewiesen.
Rapsél hat dabei einen stéarkeren Einfluss als RPK. Dabei fiihrte die Verwendung zusatzlicher
Substrate neben dem Rapsdl zu weiteren Unterschieden im Aromaprofil. Insgesamt erwies sich
die Kultivierung mit Fetten also als besonders ergiebig bezilglich der Aromaproduktion. In wei-
teren Arbeiten sollte demnach sowohl nach alternativen fetthaltigen Matrices sowie nach geeig-
neten Seitenstrdmen gesucht werden. Auch das Aufklaren von Bildungswegen der bisher iden-
tifizierten Aromastoffe ware von wissenschaftlichem und industriellem Interesse. Durch Kennt-
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niss der Synthesewege kdnnen effiziente biotechnologische Prozesse zur Bildung von naturli-
chen Aromastoffen entwickelt werden. Die Nutzung von Nebenstrémen der Lebensmittelindust-
rie fir die Aromastoffproduktion erfillt die Anforderungen an natirliche Aromastoffe nach der
Verordnung (EG) Nr. 1334/2008. Durch den Einsatz von Nebenstrémen entstehen auBBerdem
nachhaltige Prozesse, da die vermeintlichen ,Abfallprodukte“ aus der Lebensmittelindustrie zur
Produktion von natlrlichen Aromastoffen weiterverwendet werden kénnen. Durch weiterfih-
rende Untersuchungen kénnen die in diesem Teil der Arbeit gewonnenen Erkenntnisse fir ei-
nen solchen Einsatz in der Aromaindustrie genutzt werden.

3.2 Alkenspaltende Enzymaktivitaten in Basidiomyceten

Enzymatische Alkenspaltungen sind fir die Industrie von hohem Interesse. Durch Alkenspal-
tungen kénnen schwierige Substrate zur Freisetzung von hochwertigen Aromastoffen zugang-
lich gemacht werden. Beispielsweise kdnnte natdrliches Piperonal aus Piperin mit Hilfe eines
alkenspaltenden Enzyms hergestellt werden (siehe Abbildung 27). Piperin ist eine geruchlose
Substanz, welche in Schwarzem Pfeffer (Piper nigrum) zu flunf bis neun Prozent enthalten ist
(Burdock, 2001; Epstein et al., 1993).
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1-Piperoylpiperidin 1,3-Benzodioxol-5-carbaldehyd
(Piperin) (Piperonal)

Abbildung 27: Spaltung von Piperin zu Piperonal.

Bei Piperonal (1,3-Benzodioxol-5-carbaldehyd, Abbildung 27) handelt es sich um eine stBliche
heliotropartig riechende Substanz (Burdock, 2001). Sein Geruch, der an die Vanilleblume (He-
liotropium arborescens) erinnert, verlieh ihm das Synonym ,Heliotropin®. Eine erste Synthese
von Piperonal wurde dagegen aus dem Pfefferinhaltsstoff Piperin (1-Piperoylpiperidin) realisiert,
woher sich der heute gebrauchliche Name Piperonal ableitete.

Es kommt in geringen Mengen in Blitendlen von MadestiB3 (Filipendula ulmaria), Robinien (Ro-
binia pseudoacacia 2 g/100 g) und Vanille (Vanilla planifolia, 5 g/100 g) vor (Saifullina und
Kozhina, 1975; Tyrkov und Akmaev, 2013; Zhang und Mueller, 2012). AuBerdem wurde es im
Sassafras-Baum (Sassafras albidum), in Pfeffer (Piper nigrum) und Dill (Anethum graveolens)
in geringen Mengen nachgewiesen (Chandra et al., 2014; Schaffer et al., 2013; Schreier et al.,
1981). Piperonal findet aufgrund seines angenehmen Geruchs zur Seifenparfimierung oder
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auch in Parfims Anwendung (Opdyke, 1974), wobei zum Teil auch dessen antiinflammatori-
sche Wirkung genutzt wird (Stiehm und Baur, 2000). In Lebensmitteln wird Piperonal als Aro-
mastoff zur Abrundung von Kirsch- und Vanillearomen eingesetzt (The good scents company:
Eintrag Heliotropin). Piperonal ist in der Positivliste des Anhang | der VO (EG) 1334/2008 ge-
listet und darf somit Lebensmitteln als Aromastoff zugesetzt werden. Allerdings ist Piperonal
nach der Verordnung (EG) Nr. 273/2004 lber Drogenausgangsstoffe ein ,erfasster Stoff der
Kategorie 1%, welche bei der ,unerlaubten Herstellung von Suchtstoffen oder psychotropen Sub-
stanzen“ verwendet werden kann. Dementsprechend ist ein Inverkehrbringen nach § 3 Absatz
2 nur mit vorheriger Erlaubnis der zustéandigen Behdrden mdglich.

Da Piperonal in Pflanzen nur in geringen Mengen enthalten ist, fihrt die Gewinnung durch die
ohnehin schon kostenintensive Extraktion aus Pflanzen zu wirtschaftlich nicht rentablen Pro-
zessen. Der Aromahersteller Symrise nutzt deshalb nach eigenen Angaben ausschlieBlich phy-
sikalische Verfahren zur Gewinnung der Rohstoffe aus Pflanzen wie beispielsweise Safrol aus
dem Sassafras-Baum (Sassafras albidum). Ein detaillierter Herstellungsweg wurde nicht offen-
gelegt. Wissenschaftliche Publikationen zur Synthese von Piperonal befassen sich hauptsach-
lich mit der Spaltung von Isosafrol (Santos et al., 2004) oder allgemeinen Alkenspaltungen. Ein
,Konigsweg" ist bislang nicht publiziert.

Es sind unter anderem bereits einige Basidiomyceten bekannt, welche alkenspaltende Enzym-
aktivitdten aufweisen (Rajagopalan et al., 2013a; Tuynman et al., 2000). Zur Identifizierung von
weiteren Arten mit alkenspaltenden Enzymaktivitdten wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst
ein Stammscreening durchgefihrt. Die flur die Aktivitat verantwortlichen Enzyme des vielver-
sprechendsten Stamms wurden gereinigt und anschlieBend weiter untersucht.

3.2.1 Screening nach alkenspaltenden Enzymaktivitaten in Basidiomyceten

Fdr das Stammscreening wurden 18 Basidiomyceten auf alkenspaltende Enzymaktivitéaten hin
untersucht. Auswahlkriterien waren ein in der Literatur beschriebener anisartiger Geruchsein-
druck und/oder Homologien zu der publizierten Aminosduresequenz einer Peptidase (siehe
1.2.2.2) mit alkenspaltender Aktivitat aus Trametes hirsuta (Rajagopalan et al., 2013a). Zur De-
tektion von alkenspaltender Aktivitat wurde die Umsetzung von trans-Anethol zu para-Anisal-
dehyd verwendet (siehe Abbildung 28), da dieses bereits zu diesem Zweck erfolgreich genutzt
wurde (Rajagopalan et al., 2013b). Das Produkt para-Anisaldehyd weist einen anisartigen, stf3-
lichen Geruch auf (Bilia et al., 2002). Deshalb diente als erster Indikator fiir eine mdgliche al-
kenspaltende Aktivitat in Basidiomyceten ein Anisgeruch der Kulturen.
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Abbildung 28: Spaltung von trans-Anethol zu para-Anisaldehyd.

Die Kultivierung erfolgte in SNL-Medium unter Zusatz von trans-Anethol zur Induktion der ge-
winschten Aktivitat. Trametes hirsuta wurde als Positivkontrolle mitgefuhrt. Trans-Anethol be-
sitzt einen anisartigen, stBlichen Geruch und kommt unter anderem in Anis (Pimpinella
anisum), Zimt (Cinnamomum zeylanicum Blume) und einigen Fenchel-Arten vor (Burdock,
2001). Es ist fur seine fungizide Wirkung bekannt (Huang et al., 2010; Singh et al., 2006; Voda
et al., 2003). Dies lie3 vermuten, dass einige Pilze alkenspaltende Enzyme entwickelt haben,
welche trans-Anethol abbauen und damit das Fungizid unschadlich machen. Trans-Anethol
wurde bereits als Induktor flr das alkenspaltendes Enzym aus Trametes hirsuta identifiziert
(Rajagopalan et al., 2013b). Hier handelt es sich vermutlich um eine Substratinduktion, da auf-
grund der vorhandenen frans-Anethol-Konzentration die Genexpression des Anethol-abbauen-
den Enzyms erhéht wird.

Das gefriergetrocknete Myzel von neun der 18 getesteten Basidiomyceten wies nach Umset-
zung von trans-Anethol eine Anisaldehydkonzentration von = 100 mg L' auf (siehe Tabelle 16).
Piperin wurde hingegen nur von Pleurotus sapidus sowie von Trametes hirsuta umgesetzt. Die
konzentrierten Kulturliberstédnde der entsprechenden Basidiomyceten zeigten dagegen weder
eine Umsetzung von trans-Anethol noch von Piperin. Demnach sind die Transformationen auf
intrazellulare Enzymaktivitaten zurickzufihren.

Die hdchsten Produktkonzentrationen an Anisaldehyd wurden mit dem Myzel von Pleurotus
sapidus sowie Trametes hirsuta erzielt. FUr Letzteren wurde bereits ein alkenspaltendes Enzym
publiziert (siehe 1.2.2.2). Zur Entwicklung einer Reinigungsstrategie und Isolierung der alken-
spaltenden Enzymaktivitdt wurde deshalb Pleurotus sapidus (Psa) herangezogen.
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Tabelle 16:  Biotransformation von trans-Anethol und Piperin mit resuspendierten Myzel-Lyophilisaten
von 18 Basidiomyceten.

Stamm Geruchseindruck Konzentration Konzentration
Anisaldehyd (mg L") Piperonal (mg L™)

Gloeophyllum odoratum Anis 26,5 n. d.
Gloephyllum trabeum 9,9 n. d.
Lentinus lepideus Anis 42,3 n. d.
Phanerochaete chrysosporium Anis 1,0 n. d.
Piptoporus soleniensis 249 n. d.
Pleurotus eryngii 637,9 n. d.
Pleurotus lampas 115,0 n. d.
Pleurotus ostreatus 559,7 n. d.
Pleurotus ostreatus var. florida 292,8 n. d.
Pleurotus pulmonarius 152,1 n. d.
Pleurotus sajor-caju 168,3 n. d.
Pleurotus sapidus 779,6 3,2
Schizophyllum commune 15,5 n. d.
Trametes hirsuta Anis 1009,6 5,2
Trametes suaveolens Anis 91,7 n. d.
Trametes versicolor 85 140,0 n. d.
Trametes versicolor 87 60,4 n. d.
Wolfiporia cocos 26,5 n. d.

3.2.2 Sequenzanalyse der Peptidase A aus Trametes hirsuta

Da sich im Laufe der im Folgenden beschriebenen Reinigung Parallelen zu dem von
Rajagopalan et al. (2013a) publizierten alkenspaltendes Enzym aus Trametes hirsuta (siehe
1.2.2.1) zeigten, soll hier zu Beginn naher darauf eingegangen werden. Es wurde mittels der
Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) eine Sequenzanalyse
durchgefiihrt. Das Pleurotus sapidus-Genom ist nicht vollstdndig sequenziert, Psa jedoch mit
dem bereits sequenzierten Pleurotus ostreatus eng verwandt. Der BLASTp (Protein Basic Local
Alignment Search Tool, genutzte Matrix BLOSUM 50 mit Standardeinstellungen) der publizier-
ten Aminosauresequenz gegen das Pleurotus ostreatus-Genom ergab eine Sequenzidentitat
von 92 % (siehe Abbildung 29). Die entsprechende Sequenz ist als hypothetisches Protein an-
notiert (Accession: KDQ29413 (Riley et al., 2014)). Beide Sequenzen weisen dabei ein Signal-
peptid (rot markiert) auf und stimmen in ihren katalytischen Motiven Gberein (gelb). Das Protein
gehdrt zur Pepsin-retropepsin Familie mit einer hohen Ahnlichkeit zu einer Peptidase A aus
Basidiomyceten. Um aufzukléren, ob es sich bei dem untersuchten Protein ebenfalls um eine
Peptidase handelt, wurde es zunachst gereinigt.
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Thi 1 MILSRFAPLALLPFVAADGVHKLKLTKLPPATSNPLLESAYLAEKYGG GSQMPLSAGIG 59

Pos 1 MILTS TLLGLLPFVAADGLHRLPLKKMPSTASNPSMEAAYLAEKYGGVQAQVPLMGAGG 59

Thi 60 RNVRVSRPTVKDGEELFWTQDEFSTEGGHNVPLSNFMNAQYFAEITLGTPPQSFKVILDT 119

Pos 60 SGRRVPQ —————— SDLFRTQEEIN-—GGHNVPLSNFMNAQYFSEITLGTPPQTFKVILDT 111

Thi 120 GSSNLWVPSTKCTSIACFLHAKYDSTASSTYKANGSEFSIQYGSGSMEGFVSQDVLTIGD 179

Pos 112 GSSNLWVPSTKCTSIACFLHAKYDSSSSSTYKSNGTEFSIQYGSGSMEGFVSQDTLTIGD 171

Thi 180 ITIKNQDFAEATKEPGLAFAFGKFDGILGLGYDTISVNHITPPFYQMMNQKLVDSPVFSF 239

Pos 172 LKIPRQDFAEATKEPGLAFAFGKFDGILGLGYDTISVNHITPPFYSMINHGLLDDPVFSF 231

Thi 240 RLGSSEEDGGEAIFGGVDETAYSGKIEYVPVRRKAYWEVELESIKLGDDELELDNTGAAI 299

Pos 232 RIGKSEGDGGEAIFGGIDTSAFTGKLNYVPVRRKAYWEVELESVGFGDDHLELENTGAAI 291

Thi 300 DTGTSLIALPSDLAEMLNAQIGAKKSWNGQYTVDCAKVPTLPDLTFYFSGKPYTLKGTDY 359

Pos 292 DTGTSLIALPTDIAEMLNTQIGAKKSWNGQYTVDCSKVPDLPDLTFTFGGQKYPLAASDY 351

Thi 360 VLEVQGTCMSSFTGIDINLPGGGALWIIGDVFLRKYYTVYDHGRDAVGFALA 411

...................................................

Pos 352 TILNVQGTCISAFTGLDINVP-GGSLWIIGDVFLRRYYTVYDKGRDAVGFALA 402

Abbildung 29: Alignment auf Aminosaureebene (BLOSUM 50 mit Standardeinstellungen) der publizierten
Sequenz aus Trametes hirsuta (Thi, Accession: AHL68248.1 (Rajagopalan et al., 2013a))
mit der Sequenz eines hypothetischen Proteins aus Pleurotus ostreatus (Pos, Accession:
KDQ29413 (Riley et al., 2014)). Sequenzidentitat 92 %. Signalpeptid (rot) katalytische Mo-
tive (gelb), Pra-Pro-Peptid unterstrichen. Identische Aminosauren mit ,:“, ahnliche Amino-
sauren mit ,..“ gekennzeichnet.

3.2.3 Reinigung einer alkenspaltenden Enzymaktivitat aus P. sapidus

Pleurotus sapidus (Psa) setzte im Screening sowohl trans-Anethol als auch Piperin um. Zur
Isolierung der entsprechenden alkenspaltenden Enzymaktivitat wurde deswegen dieser Orga-
nismus ausgewahlt. Fir den Aktivitdtsassay wurde im Folgenden nur trans-Anethol als Substrat
verwendet, da dieses gegenuber Piperin eine deutlich héhere Umsatzrate aufwies (62,7 % vs.
2,9 %). Um der alkenspaltenden Enzymaktivitét in Psa weiter auf den Grund zu gehen, wurde
das Enzym im ersten Schritt teilgereinigt und im weiteren Verlauf mittels verschiedener Aktivi-
tatsassays und analytischer Methoden untersucht.

Zunachst wurden in Vorversuchen die optimalen Bedingungen flr die Umsetzung von trans-
Anethol zu p-Anisaldehyd bestimmt. Dabei wurde bei pH 6 und 16 h Inkubationsdauer bei
Raumtemperatur (RT) die h6chste Umsetzung erzielt. Im Folgenden wird auf die besten Reini-
gungsmethoden eingegangen.
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3.2.3.1 Dreistufige Reinigung der alkenspaltenden Enzymaktivitat

Als zielflhrendste Methode erwies sich eine Hydrophobe Interaktionschromatografie (HIC) ge-
folgt von einer Kationenaustauschchromatografie (IEX) und einer GréBenausschlusschromato-
grafie (SEC).

Fir die HIC wurde lyophilisiertes Psa-Myzel mit Bis-Tris-Puffer mit 1 M Ammoniumsulfat extra-
hiert, membranfiltriert und auf eine 20 mL Phenyl-Saule (fast flow) aufgetragen. Die gesuchte
Aktivitat eluierte mit 100 % Wasser (siehe Abbildung 30). Eine Stufenelution erzielte keine wei-
tere Reinigung.
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Abbildung 30: HIC-Chromatogramm von lyophilisiertem Psa-Myzel: Phenyl FF, 20 mL. Puffer B: Wasser.
Puffer A: Bis-Tris-Puffer 50 mM, pH 6 + 1 M (NH4)2(SO4), 80 mL filtrierte Probe. Puffer A
100 % 150 mL, linearer Gradient: Puffer A 100 % - 0 % in 130 mL. Fluss 2 mL min-'. Detek-
tion 280 nm.

Die aktive HIC-Fraktion wurde zur Charakterisierung hinsichtlich ihres isoelektrischen Punktes
(pl) mittels isoelektrischer Fokussierung getrennt. Dabei zeigten sich zwei pls bei 5,2 und 8,7.
Ausgehend davon wurde bei der nachfolgenden Reinigung mittels IEX ein Natriumacetatpuffer
(pH 4) eingesetzt, um eventuell mehrere fir die Alkenspaltung verantwortlichen Enzyme zu
trennen. Die Trennung erfolgte anschlieBend mit Hilfe von drei in Reihe geschalteter 1 mL Se-
pharose-Saulen (fast flow). Die gesuchte Aktivitét eluierte mit 20 % beziehungsweise 100 %
NaCl-haltigem Puffer (siehe Abbildung 31 und Abbildung 32).
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Abbildung 31: IEX-Chromatogramm der vereinigten aktiven HIC-Fraktionen: SP FF, 25 mL. Puffer A: Na-
triumacetat 20 mM, pH 4. Puffer B: Natriumacetat 20 mM, pH 4 + 1 M NaCl. 80 mL aktive
HIC-Probe, Puffer A 100 % (200 mL), Stufengradient: Puffer A 80 % (150 mL),
0 % (200 mL). Fluss 2 mL min-'. Detektion 280 nm.

Nach der IEX wurden in den aktiven Fraktionen wahrend des Aktivitdtsassays nur sehr geringe
Anisaldehyd-Konzentrationen detektiert, welche sich auch durch ein Up-Scaling der Reinigung
nicht signifikant erhéhten. Bei dem von Rajagopalan et al. (2013a) identifizierten alkenspalten-
den Enzym handelte es sich um eine Mangan(lll)-abh&ngige Metallopeptidase. Die Autoren
beschrieben ebenfalls einen starken Aktivitatsverlust nach dem zweiten Aufreinigungschritt. Um
die hohen Aktivitdtsverluste wahrend der Reinigung zu kompensieren, wurde analog
Rajagopalan et al. (2013a) dem Aktivitatstest Mn(lll)acetat zugesetzt. Durch die Zugabe von
0,5 mM Mangan(lll)acetat wurde die Anisaldehyd-Konzentration in den aktiven Fraktionen
(Fraktion 43, 60, 61) um das 44-, 15- beziehungsweise 14-fache gesteigert (siehe Abbildung
32). Das gesuchte Enzym wies dementsprechend ebenfalls eine Mangan(lll)-Abhangigkeit auf.
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Fraktionen 60 und 61 vereinigt und als eine Fraktion
behandelt, da diese in einem Peak eluierten.
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Abbildung 32: Biotransformation von trans-Anethol zu Anisaldehyd durch IEX-Fraktionen (7 mL) mit und
ohne Zugabe von Mn(lll)acetat (0,5 mM).

Als dritter Reinigungsschritt wurde eine SEC durchgefiihrt. Die aktiven IEX-Fraktionen (Peak 1
und 2) wurden dazu mittels Gefriertrocknung konzentriert und jeweils auf eine Superdex 75-
Saule aufgetragen. Als Elutionspuffer wurde ein 50 mM Bis-Tris-Puffer mit 10 mM NaCl (pH 6)
verwendet. Es zeigten sich jeweils zwei aktive Fraktionen (siehe Abbildung 33).

0,12 - 0,14 -

= 5

E 0,10 E 0121

T T

% £ 0,10 -

$ 0.08 - s

& S 0,08 -

S 0,06 - 'c

g0

= < 0,06 -
(=]

= 0,04 =

S S 0,04 -

< c

[ | [

g 0,02 N 002 -
(]

X 4

0,00 0,00
1 2 3 4 1 2 3 4

Fraktion Fraktion

Abbildung 33: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Inkubation von trans-Anethol (7 mM) mit SEC-
Fraktionen (pH 6) in Anwesenheit von Mn(lll)acetat (0,4 mM). Der chemische Blindwert
(ohne SEC-Fraktion) wurde von den Proben subtrahiert. Links: Peak 1 der IEX. Rechts:
Peak 2 der IEX.

Zur méglichen Identifizierung und Uberpriifung des Reinigungserfolgs wurde nach der dreistu-
figen Reinigung mittels Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) ein SDS-Polyacrylamidgel
angefertigt (siehe Abbildung 34). Wahrend in der Spur des extrahierten Lyophilisats aufgrund
der Vielzahl der enthaltenen Proteine keine Einzelbanden erkennbar waren, war nach dem ers-
ten Reinigungsschritt der HIC (H) bereits ein erster Reinigungserfolg sichtbar. Die Spuren der
beiden aktiven IEX-Fraktionen enthielten noch zahlreiche Banden (IEX1 und IEX2). Nach der
SEC zeigten sich einzelne Banden im Bereich von 40 kDa (SEC1 4) beziehungsweise 70 kDa
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(SEC2 2) und 26 kDa (SEC2 2/3). Diese wurden ausgeschnitten und nach einer tryptischen
Spaltung die Proteinsequenz mittels ESI-MS/MS analysiert. Mit den gefundenen Partialsequen-
zen wurden durch einen Datenbankabgleich (Mascot search) Homologien zu bekannten
Proteinsequenzen gesucht.
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Abbildung 34: SDS-PAGE des Reinigungsprozesses. Precision plus Protein Standard (M), Psa-Lyophi-
lisat (L), aktive HIC-Fraktion (H), IEX-Peak 1 (IEX1), IEX-Peak 2 (IEX2), SEC 1 Fraktion 4
(S1 4), SEC 1 Fraktion 3 (S1 3), SEC 2 Fraktion 2 (S2 2), SEC 2 Fraktion 3 (S2 3).

Die Sequenzierung der gereinigten Proteine ergab keine weiteren Erkenntnisse bezlglich der
gesuchten Aktivitat. Es wurden nur einige wenige Peptide detektiert, die zudem nur geringe
Homologien zu far die Aktivitdt ohnehin unwahrscheinlichen Proteinen wie beispielsweise dem
Thaumatin-like-Protein aus Laccaria bicolor (40 kDa-Bande) aufwiesen. Bei Thaumatin-like-
Proteinen handelt es sich oftmals um Glucanasen (Liu et al., 2010). Daher wurde davon aus-
gegangen, dass es sich nicht um das flr die Alkenspaltung verantwortliche Enzym handelte. Es
gab weiterhin keine Homologien zu dem publizierten alkenspaltenden Enzym aus Trametes
hirsuta. Es war demnach wahrscheinlich, dass ein neues alkenspaltendes Enzym vorlag.

Um eine héhere aktive Enzymausbeute zu erzielen und damit weitere Untersuchungen durch-
zufthren, wurden weitere Reinigungsstrategien evaluiert. In der Literatur sind fir Basidiomyce-
ten - darunter auch in Pleurotus - zahlreiche Peptidasen beschrieben (Eisele et al., 2011;
Leonhardt et al.,, 2016). Deshalb wurde vermutet, dass das gesuchte Enzym mdglicherweise
wahrend der Reinigung durch diese Peptidasen abgebaut wird. Um dem entgegenzuwirken,
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wurde dem Extraktionspuffer im ersten Reinigungsschritt ein Peptidaseinhibitorgemisch zuge-
setzt. Im anschlieBenden Aktivitatstest sank allerdings die Produktkonzentration um die Halfte
im Vergleich zu der Probe ohne Peptidaseinhibitor (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Umsetzung von 1 pL trans-Anethol zu Anisal-
dehyd mit Psa-Lyophilisat ohne beziehungsweise mit Peptidaseinhibitor (1 h, 4°C). n = 2.

Mdoglicherweise komplexierte das im Inhibitorgemisch enthaltene Phenantrolin potenzielle
Cofaktoren und bewirkte so die Aktivitdtsabnahme. Ein weiterer Erklarungsansatz ist, dass es
sich, wie oben bereits diskutiert, bei dem gesuchten Enzym um eine Peptidase &hnlich der aus
Trametes hirsuta handelt. Im Azocasein-Assay wurde nach dem ersten Reinigungsschritt (HIC)
jedoch keine Peptidase-Aktivitdt mehr detektiert, sodass dies ausgeschlossen wurde.

3.2.3.2 Isoelektrische Fokussierung als alternative Reinigungsstrategie

Nach der IEX wurde ein deutlicher Riickgang der alkenspaltenden Enzymaktivitat beobachtet,
weshalb zu geringe Aktivitaten fir die SEC einsetzbar waren, um nach der SEC genligend Ak-
tivitat far weitere Untersuchungen zu erhalten. Deshalb wurden alternative Reinigungsmetho-
den auf inre Anwendbarkeit Uberpruft. Als weitere Strategie wurde eine analytische isoelektri-
sche Fokussierung (IEF) der aktiven HIC-Fraktion durchgefiihrt. Dazu wurden zwei identische
Proben parallel aufgetrennt. Eine Spur wurde mittels Coomassie angeférbt und diente zur Lo-
kalisierung von Proteinbanden. Die zweite Spur wurde in gleichmaBige Sticke geteilt, in Reak-
tionsgefaBe Uberfihrt und die Umsetzung von Anethol Gberprift (siehe 2.6.2.3). Allerdings
wurde dabei kein Produkt detektiert. Bei einer Umsetzung mit jeweils zwei gepoolten Gelsti-
cken zur Erhdhung der Proteinkonzentration und somit der Enzymaktivitat im Gel war der gas-
chromatografische Nachweis des Anisaldehyds auf Grund von Stéreinflissen durch das Gel
unmoglich.
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Deshalb wurde anstatt der analytischen eine praparative |IEF (plEF) mit der aktiven HIC-Frak-
tion durchgefiihrt. Die Aktivitat verteilte sich auf zahlreiche Fraktionen, sodass jeweils nur nied-
rige Anisaldehyd-Konzentrationen erzielt wurden (Abbildung 36, links). Die Fraktionen mit den
groBten Aktivitdten wurden mittels einer 3 kDa-Membran zehnfach konzentriert und einer SDS-
PAGE unterzogen. Mittels Silberfarbung wurden die Proteinbanden sichtbar gemacht (Abbil-
dung 36, rechts).
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Abbildung 36: Links: Konzentration an Anisaldehyd (mM, graue Balken) nach Umsetzung von 1 pL trans-
Anethol mit plEF-Fraktionen (Blindwert subtrahiert) und entsprechende pH-Werte
(schwarze Rechtecke). Rechts: SDS-PAGE (12 %, Silberfarbung) der aktiven plEF-Frakti-
onen: Precision plus Protein Standard (M), Psa-Lyophilisat (L), aktive HIC-Fraktion eluiert
mit 100 % Wasser (HIC), aktive plEF-Fraktionen (2-4, 15-17). Alle Fraktionen wurden mit-
tels einer 3 kDa-Membran konzentriert.

In Fraktionen zwei bis vier (pH 4,2 — 4,5) ist eine Bande bei 67 kDa, bei den Fraktionen 15 bis 17
(pH 7,7 — 8,8) sind Doppelbanden bei 43 kDa sichtbar. Die Banden wurden ausgeschnitten und
nach tryptischer Spaltung mittels ESI-MS/MS sequenziert. Fir die 67 kDa-Bande wurde ein
hypothetisches Protein aus Pleurotus ostreatus (Score 386, 5 % Sequenzabdeckung) gefun-
den, das zu der Familie der Esterasen/Lipasen gehort (gi|646307541, siehe Anhang 5.2.1). Bei
den anderen Banden wurden keine aussagekraftigen Treffer erzielt. Dies kénnte wiederum an
den geringen Proteinkonzentrationen liegen.

Mit der entwickelten Reinigungsmethode konnte das fir die Aktivitat verantwortliche Enzym
nicht eindeutig identifiziert werden. Deshalb wurden weitere Untersuchungen zur Charakterisie-
rung und Aufklarung der Aktivitat unternommen.
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3.2.4 Biotransformation von trans-Anethol durch eine Lipoxygenase aus
P. sapidus

Im Rahmen der Aktivitadtstest wurde auch eine bereits identifizierte Lipoxygenase aus Psa
(LOXpsal) (Plagemann et al., 2014) auf ihre alkenspaltende Aktivitat untersucht. So zeigte sich,
dass die rekombinante LOXpsa1 aus E. coli in Anwesenheit von Linolsaure trans-Anethol eben-
falls umzusetzen vermag (siehe Abbildung 37). Linolsaure (LA) oder Lipoxygenase alleine ohne
Zusatz eines Mediators katalysierten die Reaktion dagegen nicht. Eine Verdopplung der LA-
Konzentration im Reaktionsansatz resultierte in einer héheren Produktausbeute, was auf eine
Limitierung durch die Linolsdurekonzentration hindeutete.
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Abbildung 37: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Umsetzung von 1 pL trans-Anethol zu Anisalde-
hyd mittels LOXrsa1 (E. coli) und 0,15 mM beziehungsweise 0,3 mM Linolsdure (LOX + LA)
sowie Blindwerte (LOX, LA).

Die Zugabe von Linolsédure (1,25 mM) zum Reaktionsansatz mit zellfreiem Extrakt von Psa-
Lyophilisat bewirkte ebenfalls einen Anstieg der Anisaldehyd-Konzentration (siehe Abbildung
38). Bei weiterer Erhdhung der LA-Konzentration (2,5 mM) wurde kein Effekt mehr erfasst.
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Abbildung 38: Produktkonzentrationen (mM) nach Umsetzung von frans-Anethol (7 mM, links) bezie-
hungsweise Piperin (0,7 mM, rechts) mittels zellfreiem Extrakt von Psa-Lyophilisat mit und
ohne Linolsaure (LA) und Blindwerte (inaktiviertes Lyophilisat). n = 3.
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Wourde Piperin als Substrat verwendet, so wurde durch Zusatz von Linolsdure zum Lyophilisat
der Umsatz um das flinffache gesteigert. Dabei muss bericksichtigt werden, dass es bei Piperin
zwei mogliche Spaltstellen gibt im Gegensatz zu Anethol (siehe Abbildung 39), was eine gerin-
gere Produktkonzentration an Piperonal erklart. Weiterhin wurde aufgrund der geringen L&s-
lichkeit des Piperins (10 mg L™ bei 18 °C in Wasser) weniger Substrat eingesetzt, was ebenfalls
eine geringere Produktkonzentration erklart.

trans-Anethol Piperin

Abbildung 39: Mdgliche Spaltstellen bei der Alkenspaltung mit einer Lipoxygenase in Anwesenheit von
Linolsaure (angedeutet durch Pfeile).

Far die rekombinante LOXpsa1 aus E. coli wurde auch bei verschiedenen Substratkonzentratio-
nen, LA-Konzentrationen, Temperaturen und Inkubationszeiten stets ein Produktverhaltnis von
Piperonal zu (2 E)-3-(1,3-Benzodioxol-5yl)-2-Propenal kleiner eins ermittelt (siehe Anhang 5.1).
Dies bedeutet, dass stets mehr (2 E)-3-(1,3-Benzodioxol-5yl)-2-Propenal als Piperonal entsteht.
Die Spaltung der Doppelbindung an der C 2-Position ist demnach bevorzugt gegenuber der
Spaltung an der C 4-Position.

Entsprechende Co-Oxidationen sind in der Literatur bereits fir Carotinoide beschrieben (Aziz
et al. (1999), Wu et al. (1999)). Ein denkbarer Mechanismus flr die Entstehung des Anisalde-
hyds aus Anethol mittels Lox in Anwesenheit von Linolsaure ist eine Abstrahierung eines Was-
serstoffatoms am Anethol durch ein Peroxyradikal der LA. Dies ist mdglich, wenn intermediar
gebildete Peroxyradikale nicht sofort und vollstandig zu Hydroperoxiden weiterreagieren. Das
entstehende Alkylradikal reagiert mit Sauerstoff und zerfallt zu Anisaldehyd und vermutlich Ace-
taldehyd (lkediobi und Snyder, 1977).

Weiterhin ist eine Co-Oxidation durch Addition des Linolsaurehydroperoxids an Anethol denk-
bar, wie Mordi et al. (1993) es fur B-Carotin beschrieben haben. Dabei entstehen durch die
homolytische Spaltung der C=C-Bindung Epoxide, welche zu Anisaldehyd zerfallen kénnen.

Die Prasenz der Lipoxygenase in Psa mit der Fahigkeit Alkene zu spalten erschwerte die lden-
tifizierung und Charakterisierung weiterer alkenspaltender Enzymaktivitdten. Jedoch war ein
Vorhandensein einer weiteren Aktivitat evident, da nach Reinigung stets eine Restaktivitat vor-
handen war, welche unabhangig von einer Linolsaurezugabe war. Die Co-Oxidation durch die
Lox wurde fur diese Arbeit nicht weiter untersucht, da der Fokus auf der Aufklarung der von Lox
unabhangigen alkenspaltenden Enzymaktivitat lag.
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3.2.5 Identifizierung einer LOXprsa1-unabhangigen alkenspaltenden
Enzymaktivitat

Nach der Teilreinigung des von der LOXpsal-unabhangigen alkenspaltenden Enzyms (siehe
3.2.2) wurden in den aktiven Fraktionen weder Lox-Aktivitdt nachgewiesen, noch wurde ein
Nachweis der LOXpsa1 mittels Proteinsequenzierung der vorhandenen Banden im SDS-PAGE-
Gel der aktiven Fraktionen erbracht. Allerdings nahm die alkenspaltende Aktivitdt im Reini-
gungsverlauf stark ab, was einen Hinweis auf ein weiteres cofaktorabhangiges Enzym lieferte.

3.2.5.1 Einfluss von Cofaktoren auf die Anethol-Umsetzung

Anhand der aktiven HIC-Fraktionen wurde zunachst der Einfluss verschiedener mdglicher
Cofaktoren (NADPH, NADH, Fe(ll), Fe(lll), Mg(ll), Mn(lll), Ni(ll), Cu(ll), Zn(ll)) auf die Aktivitat
getestet. Im Vergleich zu der aktiven HIC-Fraktion ohne Zusatz von Cofaktoren (HIC) erzielte
eine Fe(ll)-Zugabe einen Anstieg der Produktkonzentration um das Vierfache (siehe Abbildung
40, links). Allerdings war auch die Aktivitat in der inaktivierten HIC-Fraktion (95 °C fur 45 min)
mit Fe(ll) um das Dreifache héher als die aktive HIC-Fraktion ohne Cofaktor. Alle anderen
Cofaktoren flhrten zu einer Verringerung der Aktivitat oder zeigten keinen signifikanten Effekt.

Die zugehdrigen Blindwerte, d. h. die alleinige Zugabe von Fe(ll) ohne HIC-Fraktion (BW Fe(ll))
beziehungsweise nur die inaktivierte HIC-Fraktion ohne Zugabe von Fe(ll) (BW HIC), ergaben
keine Erhéhung der Anisaldehydkonzentration im Vergleich zum Blindwert (BW) ohne Zugabe
von HIC-Fraktion und Fe(ll) (siehe Abbildung 40, rechts). In Kombination der inaktivierten HIC-
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Abbildung 40: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Umsetzung von 1 pL trans-Anethol mit 100 pL
HIC-Fraktion. Links: Effekt von Cofaktoren. Rechts: Blindwerte (BW) mit und ohne Fe(ll) und
aktive Proben (HIC-Fraktionen) mit 1 mM Fe(ll) (HIC Fe(ll)1) und 2 mM Fe(ll) (HIC Fe(ll)2).

Fraktion mit Fe(ll) (BW HIC Fe(ll)) kam es allerdings bereits zur Anethol-Umsetzung, welche
héher war als mit der aktiven Fraktion ohne Fe(ll)-Zugabe (HIC). Die Aktivitat nahm aufBerdem
bei Verdopplung der Fe(ll)-Konzentration weiter zu, was eine Enzymaktivitat zuséatzlich als un-
wahrscheinlich erscheinen lief3.



Ergebnisse und Diskussion 76

Maégliche Erklarungsversuche sind eine Komplexierung des Fe(ll) und eine daraus resultierende
Aktivierung zur Anethol-Umsetzung (Dhakshinamoorthy und Pitchumani, 2006; Roelfes et al.,
2000).

Bei Zugabe von Mn(lll), Linolsdure und Fe(ll) zu den aktiven IEX-Fraktionen (zweiter Reini-
gungsschritt) zeigten diese Cofaktoren jeweils deutlich unterschiedliche Einflisse auf die Pro-
duktbildung (siehe Abbildung 41, links). Peak 1 der IEX (IEX 1) war hauptsachlich abh&ngig von
Fe(ll) wahrend Peak 2 der IEX (IEX 2) hauptséchlich von Linolsdure abhéangig war. Bei Durch-
fihrung desselben Versuchs mit der rekombinanten LOXpsa1 aus E. coli wurde wiederum ein
anderes Muster erzielt. Eine enzymatische Umsetzung erfolgt nur in Anwesenheit von Linol-
saure (siehe Abbildung 41). Hier wurde keine Aktivitat im Blindwert (95 °C fir 45 min) detektiert.
Bei Zugabe von Fe(ll) war allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen der aktiven und
der inaktivierten Probe zu erkennen.

IEX1 ist bei Vernachlassigung von Fe(ll) als nichtenzymatischen Effekt hauptséchlich von
Mn(Ill) abhangig, wahrend IEX2 von Mn(lll) und Linolsdure abhangig ist.

Die eisenabhangige Umsetzung wurde wie zuvor erlautert auf nichtenzymatische Prozesse zu-
rickgefuhrt und deshalb nicht weiter untersucht.
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Abbildung 41: Links: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Umsetzung von 1 pL trans-Anethol mit
100 pL IEX-Fraktion (IEX1, IEX2) beziehungsweise rekombinanter LOXpsa1 (LOX) ohne
Cofaktoren (schwarz), mit Mn(lll)acetat (grau), mit Linolsaure (LA, schrag gestreift), mit
Fe(ll)sulfat (gerade gestreift). Rechts: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Umsetzung
von 1 pL trans-Anethol mittels rekombinanter LOXpsa1 und entsprechende Blindwerte (Inak-
tivierung 95 °C, 45 min) mit und ohne Mn(lll), Fe(ll) oder LA.
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Des Weiteren wurde analysiert, ob Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Fe(ll) und Linol-
saure bereits einen Effekt auf die Anethol-Umsetzung besitzt. Dabei zeigte sich, dass Anethol
zwar umgesetzt wird, dies allerdings auf den Fe(ll)-Zusatz zurlickzufiihren ist, da die Umset-
zung auch ohne HxO; stattfindet (siehe Abbildung 42, links). Bei Zusatz der IEX-Fraktionen
steigt die Umsetzung um 55 % beziehungsweise 33 % (siehe Abbildung 42, rechts), was auf
eine leichte H-O,-Abhangigkeit hindeutet.
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Abbildung 42: Konzentration an Anisaldehyd (mM) nach Umsetzung von 1 uL frans-Anethol in Anwesen-
heit von FeSO4 (1 mM) und Linolsaure (2,5 mM). Links: Mit 0 uM, 5 uM, 50 pM und 500 pM
H20:2. Rechts: Mit IEX-Fraktionen (IEX1/IEX2) und ohne beziehungsweise mit 50 pM H20:.

3.2.5.2 Untersuchung der IEX-Fraktionen auf Peroxidaseaktivitét

Aufgrund der H20.-Abhangigkeit wurde vermutet, dass das Enzym zu den Oxidoreduktasen
gehort, weshalb ein Glyceroloxidase- und ein Peroxidase- beziehungsweise Laccase-Assay
durchgefihrt wurde.

Im Glyceroloxidase-Assay mit Dianisidin als Substrat wurde vor allem in der IEX2-Fraktion mit
alkenspaltender Aktivitdt eine Wasserstoffperoxidbildung detektiert. Die dazugehérige SDS-
PAGE der konzentrierten IEX-Fraktionen enthielt mehrere Proteinbanden (siehe Abbildung 43).
Bei der aktiven Fraktion 1 der IEX (IEX1) wurden die Bande bei 74 kDa (1), die Bande bei 55
kDa (2) und die Doppelbande bei 30 kDa (3) ausgeschnitten und nach tryptischer Spaltung zur
massenspekirometrischen Analyse der Aminosauresequenz genutzt (siehe Tabelle 17). Dabei
wurde bei der 55 kDa-Bande (2) ein hypothetisches Protein aus Pleurotus ostreatus identifiziert
(0i|646308841, Score 104), welche Homologien zu einer Oxidoreduktase aufweist (konservierte
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Abbildung 43: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE (12 %) der teilgereinigten alkenspaltenden Enzymaktivita-
ten aus Psa (HIC und IEX). Precision plus Protein Standard (M), IEX-Fraktion 1 (IEX1), IEX-
Fraktion 2 (IEX2), rekombinante LOXpsa1 aus E. coli (Lox).

Domanen: NAD(P)/NAD(P)+ Bindedoméne, NADB-Rossmann-Superfamilie, Glucose-Metha-
nol-Cholin-(GMC)-Oxidoreduktase). Zur Rossmann-Superfamilie gehdren Proteine, die
NAD(P)H/ NAD(P)+ Uber eine Rossmann-Faltung binden. Dabei lagern sich zwei B-Faltblatter
Uber a-Helices zusammen, um Dinukleotide wie NAD+ zu binden. Bei der aktiven Fraktion 2 der
IEX (IEX2) wurde bei der 23 kDa-Bande (4) ein hypothetisches Protein aus Pleurotus ostreatus
gefunden (gi|646302281, Score 204), welches Homologien zu einer NADP-abhangigen Oxido-
reduktase aufweist (konservierte Domanen: NADB-Rossmann-Superfamilie, short-chain-De-
hydrogenase/ Reduktase-Familie). In den IEX-Fraktionen wurde keine Lox als mdgliches fur die
Aktivitat verantwortliches Enzym gefunden. Die als Standard mitgeflihrte Positivprobe (rekom-
binante LOXpsa1 aus E. coli) wurde dagegen erfolgreich identifiziert.

Die Ergebnisse der Proteinsequenzierung bestatigten dementsprechend das Vorhandensein
einer Oxidoreduktase in den Fraktionen, wodurch Wasserstoffperoxid zur Verfligung gestellt
werden kann.

Tabelle 17:  Homologien der Partialsequenzen zu Proteinen aus Mascot-Suche. Weitere Treffer mit
geringeren Scores finden sich im Anhang.

Bande Molekiil- Peptidsequenzen Homologien zu Score Sequenzab-
Nr. masse (kDa) deckung (%)
1 74 TSTPEPTR hypothetisches Pro- 150 4

tein aus Pleurotus
ostreatus, Asparagi-
nase

VLLPAPFILGSTIR

2 55 AIAVEFVR hypothetisches Pro- 104 4
tein aus Pleurotus
AQHEIVLR ostreatus, GMC-
ELGGVVDTELR Oxidoreduktase,

EVVVSAGTIGTPK 0i|646308841
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Bande Molekiil- Peptidsequenzen Homologien zu Score Sequenzab-
Nr. masse (kDa) deckung (%)
3 30 ADYTLTFCP hypothetisches Pro- 236 8
tein aus Pleurotus
GPFDASGFPVGCR ostreatus, Thauma-
tin-like Protein
4 23 LFAVNVR hypothetisches Pro- 204 19
tein aus Pleurotus
GLTQSAAQEYGK ostreatus, Acetoin
GIPEAACYSSTK Reduktase,

GVAIITGAAEGIGR 9646302281

LVSDGFDVAINDIPAK

Des Weiteren wurde in der IEX2-Fraktion eine Peroxidaseaktivitat im ABTS-Assay nachgewie-
sen. Laccase-Aktivitat wurde dagegen nicht festgestellt. Die IEX1-Fraktion zeigte in Glycerolo-
xidase- und Peroxidase-Tests nur leichte Aktivitat.

Um weitere Aufschliisse Uber ein mdgliches alkenspaltendes Enzym zu erhalten und die Per-
oxidasen im Gel sichtbar zu machen, wurde ein semi-natives Polyacrylamidgel angefertigt und
eine Aktivitatsfaroung mit ABTS durchgefihrt. Dabei wurden zwei Banden bei 45 kDa und
50 kDa detektiert (siehe Abbildung 44, rechts). Eine zweite Spur im selben Gel mit den gleichen
Proben wurde mittels Coomassie geférbt (siehe Abbildung 44, links). Dabei wurden an den
Stellen der Peroxidasefarbung keine Banden detektiert. Im Coomassie-gefarbten Gel wurden
Gelstiicke entsprechender H6he ausgeschnitten, peptidolytisch gespalten und die Proteinse-
quenzen mittels ESI-MS/MS analysiert. Zuséatzlich wurde die Bande bei 75 kDa sequenziert,
um sicherzustellen, dass es keine Verschiebung der Banden im Vergleich zur Peroxidasefar-
bung gab.

Bei der 50 kDa-Bande wurden keine verwertbaren Treffer erzielt. Dagegen wurde bei der
45 kDa-Bande eine Peroxidase mit einer molekularen Masse von 54,9 kDa aus Pleurotus ost-
reatus gefunden (Qi|646301722, Score 55).
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Abbildung 44: Semi-natives PA-Gel (12%) der IEX-Fraktionen 14 und17 (konzentriert mittels 3 kDa-Memb-
ran) nach Reinigung des Psa-Lyophilisats mittels HIC und IEX und Farbung mittels Coomas-
sie (Links) beziehungsweise Aktivitatsfaroung mit ABTS und H202 zur Bestimmung von Per-
oxidasen (rechts).

Peptid 1: EGSELLGAR
Peptid 2: DGSFLTFR
Peptid 3: SGAPIEITPLKDDPK

Die detektierten Peptide sind in der Aminoséduresequenz der Peroxidase aus Pleurotus ostrea-
tus enthalten. Allerdings betrug die Sequenzabdeckung nur 6 % (siehe Abbildung 45). Aufgrund
der Peroxidasefarbung sowie der Zugehorigkeit beider Organismen zum Genus Pleurotus
wurde jedoch eine Ubereinstimmung fiir wahrscheinlich gehalten.

MTTPAPPLDLNNIQGDILGGLPKRTETYFFFDVTNVDQFKANMAHFIPHIKTSAGIIKDREAIKEHKR
QKKPGLVPMAAVNVSFSHLGLQKLGITDDLSDNAFTTGQRKDAEILGDPGSKNGDAFTPAWEAPF
LKDIHGVIFVAGDCHGSVNKKLDEIKHIFGVGTSHASISEVTHVRGDVRPGDVHAHEHFGFLDGIS
NPAVEQFDQNPLPGQDPIRPGFILAKENGDSRAAARPDWAKDGSFLTFRYLFQMVPEFDDFLES
NPIVLPGLSRKEGSELLGARIVGRWKSGAPIEITPLKDDPKLAADAQRNNKFDFGDSLVRGDQTKC
PFAAHIRKTYPRNDLEGPPLKADIDNRRIIRRGIQFGPEVTSQEHHDKKTHHGRGLLFVCYSSSIDD
GFHFIQESWANAPNFPVNAVTSAGPIPPLDGVVPGFDAIIGQKVGGGIRQISGTNPNDPTTNITLPD
QDFVVPRGGEYFFSPSITALKTKFAIGVASPAPHSQAPISA

Abbildung 45: Aminosauresequenz einer Peroxidase aus Pleurotus ostreatus (gi|646301722). Detektierte
Partialsequenzen wurden grau hinterlegt.

In einem weiteren Test wurde zu der IEX-Fraktion 2 mit Peroxidaseaktivitat bei der Anethol-
Umsetzung ABTS zugesetzt. Damit wurde Uberprift, ob ABTS als méglicher Mediator eine er-
héhte Umsetzung von Anethol verursacht. In der Literatur sind bereits verschiedene mediator-
abhangige Reaktionen beschrieben (Bohlin et al., 2005; Kulshrestha und Husain, 2007; Satar
und Husain, 2009). Da der Test keine signifikante Erh6hung der Anisaldehydkonzentration auf-
wies, wurde ABTS folglich als Mediator ausgeschlossen.
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Bei der 75 kDa-Bande wurde erneut ein hypothetisches Protein mit einer Moleklimasse von
69,9 kDa aus Pleurotus ostreatus gefunden, das unter anderem eine GMC-Oxidoreduktase-
Binderegion enthalt (gi|646308841, Score 339). Schlussfolgernd ergeben die Ergebnisse der
Proteinsequenzierung und der Aktivitatstests, dass sich in der IEX-Fraktion 2 eine Peroxidase
sowie eine Oxidoreduktase befinden.

Es ist bereits bekannt, dass Peroxidasen in der Lage sind Alkene zu spalten (Mutti et al., 2010;
Santos et al., 2004). Die Existenz einer Oxidoreduktase, welche Wasserstoffperoxid produziert,
ware eine Erklarung fir den starken Aktivitatsverlust nach der Reinigung. Durch das Fehlen des
Wasserstoffperoxid-Lieferanten wirde nur eine reduzierte Peroxidase- und somit alkenspal-
tende Aktivitat — ermdglicht durch eventuell vorhandene Restperoxide — detektiert werden. In-
wieweit diese Peroxidase industrielle Anwendung zur Alkenspaltung finden kann, muss nach
eindeutiger Identifizierung geklart werden. Basierend auf den in dieser Arbeit gefundenen Par-
tialsequenzen kénnte das entsprechende Gen identifiziert und heterolog exprimiert werden. Auf
diese Weise kdnnten ausreichende Enzymaktivitaten fir eine umfassende Enzymcharakterisie-
rung erzielt werden.

3.2.6 Einordnung des Potenzials der Enzyme mit alkenspaltenden Aktivitaten
aus P. sapidus fir die industrielle Anwendung

Einfihrend wurde bereits die Bedeutung enzymatischer Alkenspaltungen fur die Industrie dar-
gelegt (siehe 1.2). Chemische Methoden kénnen nicht zur Synthese von nattirlichen Aromastof-
fen im Sinne der Verordnung (EG) Nr. 1334/2008 verwendet werden. Es existieren zwar bereits
einige enzymatische Prozesse zur Alkenspaltung, allerdings konnten diese aufgrund von gerin-
gen Ausbeuten oder einer Cofaktor-Abhangigkeit nicht in der Industrie zum Einsatz kommen.
Das Basidiomycetenscreening innerhalb dieser Arbeit ergab von 18 nur zwei Basidiomyceten,
die eine solche Aktivitadt aufwiesen. Diese besondere Aktivitat in Psa wurde auf zwei Enzyme
zurtickgeflhrt: Eine Lipoxygenase (LOXpsa1) und eine Peroxidase. LOXpsa1 katalysierte die Re-
aktion dabei nur in Anwesenheit von Linolsaure. Eine derartige Co-Oxidation wie beispielsweise
die Bildung von B-lonon aus B-Carotin mittels Lipoxygenase/Linolsdure-System konnte in der
Industrie bisher keine Anwendung finden (Zelena et al., 2009). Das von der Peroxidase bend-
tigte Wasserstoffperoxid hingegen kdnnte durch eine in-situ-Produktion von Peroxiden bereit-
gestellt werden, und so eine attraktive Mdglichkeit zur Bildung von Aromastoffen darstellen.
Nach Optimierung des Systems koénnte so eine Umsetzung von Piperin oder anderen Aus-
gangsstoffen wie Isosafrol zu Piperonal verwirklicht werden. Damit zeigen die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse einen lohnenden Ansatz zu einer neuartigen Gewinnung von natr-
lichen Aromastoffen auf.
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3.3 Bildung von (5 E,7 E/Z)-Deca-5,7,9-trien-2-on mittels
Piptoporus betulinus

Bei Submerskultivierung des Basidiomyceten Piptoporus betulinus (Pbe) in vorangehenden Ar-
beiten im Institut auf WeiBkohlschnitt (Brassica oleracea var. capitata) entwickelte sich im Kul-
turverlauf ein angenehmer Geruch nach Ananas und Honig (Schimanski, 2014). Mittels Gas-
chromatografie gekoppelt mit olfaktorischer Detektion wurden zwei fir den ananasartigen Ge-
ruch hauptverantwortliche Substanzen ermittelt. Durch Bestimmung der exakten Masse
(150,096 amu), Massenspekiren und NMR-Spektren konnte eine der Substanzen als (5 E,
7 E/Z2)-Deca-5,7,9-trien-2-on (Decatrienon) identifiziert werden (siehe Abbildung 46). Die Konfi-
guration an C 7 ist bisher nicht eindeutig geklart. Hinsichtlich der zweiten Substanz wurde auf-
grund der exakten Masse und Massenspektren angenommen, dass es sich um ein Isomer han-
delt. Weiterhin wurde eine Substanz mit stBBlich griinem Geruch detektiert, welche mittels Ver-
gleich der Kovats-Indices und Massenspekiren als der entsprechende Alkohol (5 E/Z, 7 E/2)-
Deca-5,7,9-trien-2-ol (siehe Abbildung 46) identifiziert wurde.

3 5 (2) 6 8 3 5 (E2) 6 8

1 10 1

F

(E/Z) (E/Z)
o OH

Abbildung 46: Strukturformeln von (5 E, 7 E/Z)-Deca-5,7,9-trien-2-on (links) und (5 E/Z, 7 E/Z)-Deca-
5,7,9-trien-2-ol (rechts).

Da es sich um einen neuen Aromastoff handelt, ist dieser nicht in der Positivliste des Anhangs
der VO (EG) Nr. 1334/2008 aufgefiihrt. Dementsprechend musste eine Einflihrung als Aro-
mastoff Uber das Zulassungsverfahren der EFSA flihren. Voraussetzung fiir dessen Rentabilitat
ist die vollstandige Aufklarung der Struktur und des Biogeneseweges sowie ein industriell luk-
rativer Herstellungsprozess.

Der Biogeneseweg blieb bislang unklar. Aufgrund der Struktur des Decatrienons wurde zu-
nachst vermutet, dass es sich um ein Produkt des Fettsaureabbaus einer ungewdéhnlichen un-
geradzahligen Fettsdure handelt. Jedoch wurden im Myzel von Pbe keine entsprechenden un-
geradzahligen Fettsduren gefunden. Deshalb sollte zur Aufklarung der Biogenese des Decatri-
enons dessen Bildung zun&chst forciert werden und somit auch Erkenntnisse Uber mégliche
Prakursoren gewonnen werden.
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3.3.1 Anreicherung des Decatrienons

Eine Erhéhung der Decatrienonbildung war prinzipiell durch Induktion der Kulturen oder durch
Supplementierung eines Préakursors zu den Kulturen denkbar. Prinzipiell kann eine Induktion
mittels spezifischer Substanzen oder Reizen (wie zum Beispiel Licht) erfolgen, welche dann die
Produktion bestimmter Enzyme anregen und somit zu einer erhéhten Bildung des Decatrienons
fihren.

3.3.1.1 Induktion mit Glucosinolaten

Bei Kultivierung von Pbe auf WeiBkohl wurde bereits eine Steigerung der Decatrienon-Konzent-
ration im Vergleich zur Kultivierung in SNL festgestellt (Schimanski, 2014). Typische Inhalts-
stoffe von Brassicaceaen wie dem WeiBBkohl sind Glucosinolate. Diese sekundaren Pflanzen-
stoffe kbnnen fungizid wirken (Osbourn, 1996). Eine Hypothese war, dass die Glucosinolate als
Abwehrstoffe der Pflanze bei Pbe die Bildung des Decatrienons induzieren kénnten. Dazu
wurde Pbe nach zweitagiger Vorinkubation unter Zugabe eines 1 uM beziehungsweise 100 uM
Glucosinolat-Gemisches (Glucoiberin, Glucocapparin, Glucosinalbin und Glucotropaeolin) kul-
tiviert (siehe 2.7.1). Es wurde allerdings keine Erh6hung der Decatrienon-Konzentration gegen-
tber der in SNL kultivierten Kultur detektiert. Eine Induktion durch Glucosinolate war demnach
unwahrscheinlich, sodass diese Hypothese nicht weiterverfolgt wurde.

3.3.1.2 Supplementierung mit Linol- und Linolens&ure

Anfangs wurde die Hypothese aufgestellt, dass Decatrienon aus dem Fettsdureabbau einer
ungeradzahligen Fettsdure stammt. Wie oben bereits erwahnt, wurden bei einer weiteren Ana-
lyse der WeiBkohl-Inhaltsstoffe jedoch keine hohen Gehalte an ungeradzahligen Fettsduren
festgestellt. Dagegen war auffallig, dass WeiBkohl nach Nasirullah et al. (1984) zwar einen
niedrigen Gehalt an Gesamt-Lipiden aufweist (0,12 g/100 g), jedoch ein hoher Gehalt an Linol-
und Linolens&ure hervorsticht. Deshalb wurde zunéchst durch Zugabe von Linolsdure bezie-
hungsweise eines Linolensaure-Gemischs versucht, die Decatrienonbildung zu steigern (siehe
2.7.2.1).

Wahrend der Kultivierung wurde in der Kultur mit Linolens@ure-Gemisch bereits ein wesentlich
intensiverer Geruch nach Ananas wahrgenommen als in den Kulturen mit SNL beziehungs-
weise SNL mit Linolsdure. Nach Ernte und gaschromatografischer Aufarbeitung der Kulturen
wurde bei Kultivierung mit Linolensaure-Gemisch im Vergleich zur Kultivierung in SNL eine um
das Dreifache héhere Konzentration an Decatrienon und eine um das Achtfache héhere Kon-
zentration an Decatrienol detektiert (siehe Abbildung 47). Eine Linolsduresupplementierung
ergab dagegen keine Erh6hung der Decatrienon/-trienol-Konzentrationen.
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Abbildung 47: Konzentration (mg L') an Decatrienon beziehungsweise Decatrienol nach Kultivierung
von Pbe in SNL, Pbe in SNL + Linolsaure und Pbe in SNL + Linolens&dure-Gemisch.

3.3.1.3 Supplementierung von a- und y-Linolenséure

Bisher wurde flr die Supplementierungen ein Gemisch aus a- und y-Linolensaure verwendet.
In einem zweiten Versuch wurden a- und y-Linolensaure in zwei getrennten Ansatzen zum Me-
dium zugegeben (siehe 2.7.2.2), um die Ergebnisse zu bestatigen und gleichzeitig mégliche
unterschiedliche Effekte von a- und y-Linolensdure zu evaluieren.

Es wurde ein Panel aus zehn Probanden zu den Aromaeindriicken der Kulturen befragt. Sechs
von zehn Probanden empfanden Kulturen mit Linolensdure starker nach Ananas riechend als
ohne. Alle Probanden nahmen einen intensiveren Ananas-Geruch in Kulturen mit a-Linolen-
saure verglichen mit Kulturen mit y-Linolensaure wahr. Dabei wiesen Kulturen mit y-Linolen-
saure einen zusétzlichen muffigen Geruch auf. Die gaschromatografische Analyse ergab hin-
gegen keine signifikante Erhéhung der Decatrienon-Konzentration in Kulturen mit a-Linolen-
saure im Vergleich zu den Kulturen ohne Supplementierung. Der muffige Geruch in den Kultu-
ren mit y-Linolensaure beruht vermutlich auf einer héheren Konzentration von 1-Octanol und 1-
Octen-3-ol gegenlber nicht supplementierten Kulturen.
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Als mégliche Ursache dafir, dass nur mit dem Linolenséure-Gemisch, nicht aber mit den Rein-
substanzen eine Erhéhung der Decatrienon-Konzentration erzielt wurde, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass Decatrienol durch radikalischen Abbau aus Linolenséure entsteht. Als Ursache
wurde dabei ein unterschiedlicher Gehalt an Linolensdure-Hydroperoxiden in dem Linolsaure-
Gemisch der ersten Kultivierung gegenuber der a-Linolensaure der zweiten Kultivierung in Be-
tracht gezogen. Bei Bestimmung des Hydroperoxid-Gehalts (siehe 2.7.2.3) nach Huber und
Frohlke (1972) wurde in der a-Linolensaure nur 1/5 des Hydroperoxid-Gehalts des Linolen-
saure-Gemisches detektiert (siehe Abbildung 48). Dies festigte die Hypothese, dass die Bildung
von Decatrienon durch Hydroperoxide beeinflusst wird.
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Abbildung 48: Absorption der Linolensaure-Lésungen bei 620 nm nach Inkubation mit Huber-Reagenz
(n=2).

Dementsprechend wurden erneut Kulturen mit Supplementierung des partiell oxidierten Lino-
lensaure-Gemischs (500 uM) angesetzt (siehe 2.7.2.4). Analog wurde in einem weiteren Ansatz
Wasserstoffperoxid supplementiert, um einen eventuellen Effekt der Hydroperoxide zu bestati-
gen. Jedoch erfolgte keine Zunahme der Decatrienon/Decatrienol-Konzentration bei Linolen-
saure beziehungsweise H-O.-Supplementierung. Auch bei zweimaliger Supplementierung mit
Linolensaure erfolgte keine Erhdhung der Decatrienon-Konzentration. Diese Kultur entwickelte
im Laufe der Kultivierung eine starke Tribung mit dennoch starkem Ananas-Geruch. Eine Kon-
tamination wurde durch mikroskopische Kontrolle der Kultur ausgeschlossen. Die GC-Analyse
zeigte im Vergleich zur Kultur in SNL ein verandertes Aromaspektrum, allerdings wurde keine
erhdhte Konzentration an Decatrienon festgestellt.

3.3.1.4 Vergleich der Blindwerte der Linolensdure-Kultivierungen

Die in Kapitel 3.3.1.2 beschriebene Erhéhung der Decatrienon-Konzentration bei Supplemen-
tierung mit Linolens&ure konnte nicht reproduziert werden. Um die Ursache dieses Phdnomens
aufzuklaren, wurden die GC-FID-Chromatogramme der Blindwerte (Pbe in SNL ohne Supple-
mentierung) der Kultivierungen mit Linolensaure-Gemisch (1. Kultivierung) und a-Linolensaure
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(2. Kultivierung) verglichen. Dabei wurde ein unterschiedliches Aromaspektrum festgestellt, ob-
wohl die zweite Kultivierung analog zur ersten durchgefiihrt wurde (siehe Abbildung 49). Da
sich die Chromatogramme nach P/E-Extraktion bereits ohne Supplementierung stark unter-
schieden, schien die Decatrienon-Bildung durch einen unbekannten externen Faktor beeinfluss-
bar und im Blindwert der zweiten Inkubationsreihe bereits stark angeregt worden zu sein.
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Abbildung 49: GC-FID Chromatogramme (CP-Wax 52 CB) der Blindwerte der Kultivierungen mit Linolen-
saure (Pbe in SNL ohne Supplementierung von Linolensaure). 40 °C (3 min)//3 °C min!/
230 °C (10 min); on column, 1 uL; Tragergas Hz, 2 mL min-'; Agilent GC 7890, ODP3 (Gers-
tel).

3.3.1.5 Lichtinduktion

Die verschiedenen Aromaprofile der Pbe-Kulturen bei den vermeintlich gleichen Bedingungen
lassen auf einen unbekannten externen Einflussfaktor schlieBen. In der Literatur sind bereits
verschiedene Einflisse von Licht auf das Wachstum von Basidiomyceten und Auswirkungen
auf einige Enzymaktivitaten bekannt. So hat zum Beispiel UV-A Licht einen stimulierenden Ef-
fekt auf das Wachstum von Nidula niveo-tomentosa und die Synthese des Himbeerketons
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(Taupp et al., 2008). Des Weiteren wurde von Ramirez et al. (2010) der Effekt unterschiedlicher
Wellenlangen auf Phanerochaete chrysosporium untersucht. Dabei wurden ein hemmender Ef-
fekt von blauem und UV-Licht auf die Ligninperoxidase-Produktion und ein induzierender Effekt
durch griines Licht festgestellt. Zheng et al. (2009) fanden dagegen heraus, dass Tageslicht die
Biosynthese von Polyphenolen in Inonotus obliguus inhibiert und im Gegensatz dazu Dunkelheit
oder blaues und rotes Licht deren Bildung férdert. Ahnlich war auch ein Effekt von Licht auf die
Bildung des Decatrienons denkbar. Deshalb wurde Pbe in einer Phytokammer mit Bestrahlung
durch Leuchtstoffréhren oder durch LED-Bestrahlung (rot und blau) in einem 16/8-h hell/dunkel
Rhythmus inkubiert (siehe 2.7.2.4). Weiterhin wurde eine Kultur standig im Dunklen inkubiert.
Um kulturbedingte Schwankungen auszugleichen, wurde eine Kultur unter Standardbedingun-
gen mitgefthrt. Wahrend der Kultivierung erfolgte eine sensorische Evaluierung der Kulturen.
Nach 8 Tagen Inkubation wurden die Kulturen geerntet, der Kulturiberstand extrahiert und an-
schlieBend gaschromatografisch analysiert.

Nach sechs Tagen entwickelte sich in allen Kulturen ein Geruch nach Ananas, wobei die Kultur
in Dunkelheit den starksten Geruch aufwies (siehe Tabelle 18). Im weiteren Kulturverlauf ver-
schob sich der Aromaeindruck, sodass an Tag 8 die belichteten Kulturen einen stérkeren Ana-
nas-Geruch aufwiesen. Dabei variierte das Wachstum der Kulturen deutlich. Die mit LEDs-be-
strahlte Kultur wies deutlich gréBere, starker abgegrenzte Pellets auf als die anderen drei Kul-
turen. Da es bei der Kultivierung mit roten und blauen LEDs zu einer Erwarmung der Schuttel-
platte kam, ist der Effekt allerdings nicht eindeutig auf die Lichtverhéltnisse zurlckzufihren.

Tabelle 18:  Starke des Ananas-Geruchs in den Pbe-Kulturen unter variierenden Lichtbedingungen.
- kein Ananas-Geruch, + schwacher Ananas-Geruch bis ++++ starker Ananas-Geruch.

Kultur- Ananas-Geruch
tag
Dunkelheit Blaue und rote Leuchtstoffrohren Standard-
LEDs bedingungen
3 - - - -
6 ++ + + +

8 +++ ++++ ++++ ++++
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Die gaschromatografische Auswertung ergab keine Erhéhung des Decatrienon-Gehalts in den
belichteten Kulturen im Vergleich zu den Kulturen unter Standardbedingungen (siehe Abbildung
50). In der mit LEDs bestrahlten Kultur wurde sogar wesentlich weniger Decatrienon/Decatri-
enol detektiert. Der dennoch intensive Geruch muss demnach durch ein verandertes Aromas-
pektrum erklart werden.
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Abbildung 50: Konzentrationen (mg L") an Decatrienon und Decatrienol in Pbe-Kulturen unter Standard-
bedingungen, im Dunklen, bei Belichtung mit LEDs und mit Leuchtstoffréhren.

Die Lichtinduktion bewirkte zwar eine Veranderung des Aromaspektrums, allerdings wurde
nicht die erwiinschte Induktion der Decatrienon-Produktion erzielt. Eine Anreicherung von De-
catrienon durch Induktion mit Glucosinolaten, Linol- und Linolensaure sowie Licht wurde somit
ausgeschlossen.

3.3.2 Polyketid-Stoffwechsel als méglicher Geneseweg

Da die Analyse des Fettsaurespektrums des Pbe-Myzels beziehungsweise des Kohlextraktes
keine gréBeren Konzentrationen an ungeradzahligen Fettsduren ergab, lag die Vermutung
nahe, dass das Decatrienon nicht aus dem Fettsdurestoffwechsel, sondern aus einem anderen
Stoffwechselweg stammt.

Ein der Fettsauresynthese ahnlicher Stoffwechselweg ist der Polyketidweg. Es handelt sich da-
bei um einen vor allem in Pilzen und anderen Mikroorganismen aber auch in Tieren vorkom-
menden Stoffwechselweg. Dabei werden die Polyketide aus einer Startereinheit (meist Acetyl-
Coenzym A) und mehreren Verlangerungseinheiten mit Hilfe von Polyketid-Synthasen aufge-
baut. Durch eine Vielzahl an Modifizierungen wie Zyklisierungen, Methylierungen oder Oxigen-
ierungen bilden Polyketide eine heterogene Stoffklasse mit oftmals aromaaktiven Verbindun-
gen. Ein derartiger Syntheseweg ist fur das Decatrienon daher ebenfalls denkbar.

In Pilzen wurden bisher allerdings hauptséachlich iterative Typ | und Ill Polyketid-Synthasen be-
schrieben, welche normalerweise nur Malonyl-Coenzym A-Verlangerungseinheiten nutzen. Au-
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Berdem ware auch mit anderen Verlangerungseinheiten die Stellung der Ketogruppe zur Dop-
pelbindung an C 5 im Decatrienon nicht erkléarbar, da durch Acetyl-Coenzym A als Starter die
Doppelbindung in genannter Position nicht mdglich ware. Dementsprechend scheint eine un-
gewodhnliche Startereinheit wahrscheinlich, wie sie zum Beispiel He et al. (2014) fir L-Lactyl-S-
ACP als Starter beschrieben haben. Fir eine Polyketid-Synthese des Decatrienons kann formal
beispielsweise Pyruvat als Startereinheit postuliert werden (siehe Abbildung 51).
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Abbildung 51: Postulierter Geneseweg des Decatrienons.

3.3.2.1 Supplementierung mit Einheiten des Polyketidsynthesewegs

Um die Decatrienon-Bildung Uber diesen postulierten Weg zu bestatigen, wurde nach sechs
Tagen Vorinkubation, als ein erster leichter Annanas-Geruch wahrnehmbar war, Malonat be-
ziehungsweise Pyruvat (8 mM) zur Pbe Hauptkultur zugegeben. Da, wie der Annanas-Geruch
zeigt, die Decatrienon-Produktion zu diesem Zeitpunkt bereits im Gange war, wurde vor Supp-
lementierung und nach 8, 16, 24 und 48 h Probe gezogen (siehe 2.7.4.1).

Die Supplementierung von Malonat beziehungsweise Pyruvat ergab jedoch keine signifikante
Veranderung des Aromaprofils. Auch die Zugabe von Acetat (15 mM, siehe 2.7.4.2) als Aus-
gangssubstanz fur diverse Biomoleklle wie Pyruvat und andere resultierte in keinem Anstieg
der Decatrienon-Konzentration. Vermutlich ist die Supplementierung dieser méglichen Vorstu-
fen zu unspezifisch, um einen Effekt festzustellen. Um im Weiteren Acetat als Baustein fur die
Biosynthese von Decatrienon zu belegen sind Isotopenmarkierungsversuche notwendig. Dazu
misste '*C-markiertes Acetat eingesetzt und dieses im Decatrienon nachgewiesen werden.
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3.3.2.2 Kultivierung mit Acetat und Induktion durch Hydroperoxide

In Kapitel 3.3.1.3 wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Decatrienonproduktion mittels
Hydro-peroxiden aus dem bereits teilweise oxidierten Linolensdure-Gemisch angeregt wurde.
Dies hatte sich zunachst nicht bestatigt. Es wurde vermutet, dass zwar eine Induktion von Ge-
nen erfolgte, aber Vorstufen zur Bildung von Decatrienon fehlten. Daher wurde Uberprift, ob
die Kultivierung mit dem partiell oxidierten Linolensaure-Gemisch (100 uM) als Induktion und
einer gleichzeitigen Supplementierung von Acetat (15 mM) als mdéglichen Prakursor nach drei
Tagen Vorinkubation zu einer Erhéhung der Decatrienon-Konzentration flhrte (siehe 2.7.4.3).
Hierbei wurde jedoch ein gegenlaufiger Effekt beobachtet. Das Wachstum der Kultur stagnierte
bei Zugabe von Acetat. Die sensorische Uberpriifung wies auch an Kultivierungstag 7 nur einen
sehr schwachen Ananas-Geruch auf. Die GC-Analyse zeigte zwar ein verandertes Aromaspekt-
rum, allerdings wurde weniger Decatrienon, wahrscheinlich aufgrund der geringeren Biomasse,
gebildet.

Eine Induktion mit dem teilweise oxidierten Linolensaure-Gemisch sowie die Supplementierung
mit Acetat fihrten nicht zu einer signifikanten Steigerung der Decatrienon-Konzentration. Daher
wurde im weiteren Verlauf der Fokus auf die Identifizierung méglicher Prakursoren gelegt.

3.3.3 Identifizierung von Decatrienon-Derivaten

Im Rahmen der bisherigen Untersuchungen wurden bei der gaschromatografischen Analyse
wiederholt nicht identifizierbare Substanzen detektiert. Diese wiesen ein dem Decatrienon na-
hezu identisches Massenspektrum auf, eluierten aber von einer polaren Saule etwa 10 min
spater (siehe Abbildung 52). Dabei handelte es sich um eine Gruppe von vier Peaks, welche
innerhalb von einer Minute eluierten. Da diese nahezu identische Massenspekiren besal3en
und in einem sehr engen Zeitraum eluierten, lag die Vermutung nahe, dass es sich um E/Z-
Isomere handelte. Um diese Substanzgruppe als mégliche Prékursoren des Decatrienons zu
identifizieren, wurden weiterfihrende Untersuchungen zur Aufklarung der Strukturen unternom-
men.
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Abbildung 52:
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Oben: GC-MS-Chromatogramm (VF-WAXms) des P/E-Myzel-Extrakis von Pbe in SNL;
40 °C (3 min)// 3 °C min-'/230 °C (10 min); on column, 0,5 pL; Helium, 1,5 mL min-'. Darun-
ter: Massenspektrum von Decatrienon und von vier bei 55 - 56 min eluierenden unbekann-
ten Substanzen.



Ergebnisse und Diskussion 92

3.3.3.1 Hydrolyse der potenziellen Préakursoren

Das Lyophilisat des Pbe-Myzels wies nach der Gefriertrocknung und dem damit verbundenen
niedrigen Druck immer noch einen starken Ananas-Geruch auf. Deshalb sollte das Myzel weiter
untersucht werden.

Um zu Uberpriifen, ob es sich bei den potenziellen Prékursoren um hydrolysierbare Substanzen
handelte, wurde eine saure und basische Hydrolyse durchgefihrt. Die Probe wurden jeweils
vorher und nachher mittels GC vermessen (siehe 2.7.5.1). Dabei bewirkte die saure Hydrolyse
kein Ansteigen der Decatrienon-Konzentration, aber die Peaks der potenziellen Prékursoren im
Chromatogramm verschwanden (siehe Abbildung 53). Eine basische Hydrolyse der untersuch-
ten Verbindungen konnte nicht nachgewiesen werden. Es handelte sich demnach um sauer
hydrolysierbare Substanzen, welche allerdings nicht das Decatrienon freisetzten.

150

Decatrienon-Vorlaufer

100

50

Intensitat (pA)

Zeit (min)
150

100 —

50 —

Intensitat (pA)

1 e | 2
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Abbildung 53: GC-FID Chromatogramme (DB-WAX) vor und nach der sauren Hydrolyse des Pbe-Myzels.
40 °C (3 min)//3 °C min-'/230 °C (10 min); on column, 1 puL; Tragergas Hz, 2 mL min-'; Agilent
GC 7890.

3.3.3.2 Umkristallisieren des P/E-Extraktes von Pbe-Myzel

Zur weiteren Untersuchung des Lyophilisates wurde dieses mit P/E mittels Soxhlet extrahiert
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Es entstand eine triibe Lésung, aus der nach langerem
Stehen ein gelber Niederschlag ausfiel. Der Niederschlag wurde mehrmals umkristallisiert und
die Kristalle getrocknet (siehe 2.7.5.1).

Ein Teil des Kristallisats wurde in P/E gel6ést und mittels GC-FID vermessen. Das Chromato-
gramm wies zahlreiche tailende Peaks auf, welche wegen ihrer typischen Peakform vermutlich
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auf S&uren zurtickzufiihren waren. Deshalb wurde die Probe getrocknet, mit BSTFA derivati-
siert und mittels GC-MS analysiert (siehe Abbildung 54). Vier Peaks zwischen 8,7 und 9,3 min
wurden als méglichen Derivate in Betracht gezogen. Diese eluierten 2 min spater als ohne Sily-
lierung und wiesen charakteristische Fragmentionen auf (m/z 91, m/z 117). Die potenziellen
Derivate sind demnach silylierbar, wobei [M-15]* (hier m/z 207) charakteristisch fir die BSTFA
Silylierung ist.
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Abbildung 54: GC-MS-Chromatogramm (VF-5ms) des silylierten Pbe-Myzel-Extraktes (in BSTFA + 1 %
TMCS flr 15 min bei 80 °C) und Massenspur m/z 222. 100 °C (3 min)//25 °C min-/250 °C//
5 °C min-1/325 °C (10 min); on column; Helium 1,5 mL min-'; Unten: Massenspektren unter
den vier Peaks bei m/z 222.
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Des Weiteren wurden LC-MS Messungen durchgefiihrt. Dazu wurde das Kristallisat des Pbe-
Myzel-Extrakts in Methanol gelést. In Wasser und Acetonitril erfolgte keine vollstéandige Lésung.
Die Direktinjektion der methanolischen Lésung ergab nur Massen mit sehr geringen Intensita-
ten, woraus keine weiteren Schliisse auf die Moleklimasse der gesuchten méglichen Derivate
gezogen werden konnten. Um weitere Aussagen treffen zu kénnen, erfolgte im Anschluss eine
Reinigung der Substanzen.

3.3.3.3 Reinigung der Decatrienon-Derivate

Zur Reinigung der potenziellen Decatrienon-Derivate aus dem P/E-Extrakt des Kulturlberstan-
des wurde eine SPE mit einer unmodifizierten Kieselgelphase durchgefihrt (siehe 2.7.5.4). Da-
bei eluierten die méglichen Derivate des Decatrienons wie das Decatrienon mit P/E (3:1, v/v).
Allerdings sind in dieser Fraktion (Fraktion 2) neben dem Decatrienon und den potenziellen
Derivaten noch einige weitere Peaks zu erkennen (siehe Abbildung 55, gestrichelt). Eine wei-
tere Reinigung der Decatrienon-Derivate war demnach notwendig.
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Abbildung 55: GC-FID-Chromatogramme der SPE-Fraktionen (CP-WAX 52 CB). Fraktion 1: P/E 9:1, v/v
(schwarz). Fraktion 2: P/E 3:1, v/v (schwarz gestrichelt). Fraktion 3: Diethylether (grau
gepunktet). 40 °C (3 min)//3 °C min-1/230 °C (10 min); on column, 1 uL; Tragergas Ha,
Fluss: 2 mL min''; Agilent GC 7890.

Diese erfolgte mittels préparativer GC (siehe 2.7.5.5). Die postulierten Derivate eluierten erst
sehr spat von einer polaren Saule (nach 45 min), sodass zunachst das Temperaturprogramm
optimiert wurde. In dem verwendeten GC-System befanden sich Vor- und Hauptsaule im selben
Ofen. Deshalb wurde eine Methode gewahlt, bei der die Analyten auf der Vorsaule ausreichend
frh eluierten, um auf der Hauptsaule noch detektiert zu werden (siehe Abbildung 56). Die ent-
wickelte Methode fUhrte zwar zur Reinigung der Derivate, allerdings waren dabei die Verluste
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aufgrund von geratespezifischen Problemen sehr hoch. Mittels dieser Methode wurde zu wenig
Material fUr eine mogliche Identifizierung erzielt.
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Abbildung 56: FID-Chromatogramme (Optima Wax 5 m x 0,53 m x 2 um/Optima Wax 25 m x 0,53 m x
2 um) der praparativen GC des P/E-Extraktes von Pbe-Kulturtiberstand kultiviert mit EtOAc-
Kohl-extrakt. Oben: Vorsaulenchromatogramm. Unten: Hauptsdulenchromatogramm.

Eine gute Alternative fir weitere Arbeiten zur effektiveren Reinigung wére eine praparative Rei-
nigung mittels HPLC, da die mdglichen Derivate einen hohen Siedepunkt aufweisen und somit
wenig flichtig sind.

3.3.3.4 Kultivierung mit fraktionellen WeiBBkohl-Extrakten

Da die Kultivierung von Pbe auf Kohlschnitt die Decatrienon-Konzentration positiv beeinflusste
(Schimanski, 2014), sollten weitere Erkenntnisse durch Analyse des WeiBkohls ermittelt wer-
den. Dazu wurde der WeiBkohl mit Lésungsmitteln verschiedener Polaritat fraktioniert und die
Extrakte anschlieBend zu den Pbe-Kulturen gegeben (siehe 2.7.6.1 und 2.7.6.2). Dadurch sollte
ermittelt werden, mit welchem Lésungsmittel die Prakursoren oder Induktoren extrahierbar sind.

Hierflr wurde der WeiBBkohl zerkleinert und gefriergetrocknet bevor er mittels Soxhlet zunachst
mit Hexan, dann mit Dichlormethan und anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert wurde. Zum
Schluss erfolgte eine Extraktion mit Methanol/Essigsaure (19:1, v/v), um auch sehr polare,
sauer extrahierbare Substanzen zu erfassen. Die Extrakte wurden am Rotationsverdampfer



Ergebnisse und Diskussion 96

eingeengt und das Lésungsmittel vor der Zugabe zum Kulturmedium mit Stickstoff abgeblasen.
Es erfolgte eine Kultivierung unter sensorischer und gaschromatografischer Kontrolle.

Der sensorisch eindeutig starkste Ananas-Geruch wurde in den Kulturen mit Kohlschnitt bezie-
hungsweise EtOAc-Extrakt wahrgenommen. Mit dem sensorischen Eindruck korrelierte auch
der relative Gehalt an Decatrienon-Derivaten (siehe Abbildung 57). Diese wurden als Summen-
parameter berechnet, da keine Basislinientrennung der Peaks erzielt wurde. Dies bekraftigt ei-
nen Zusammenhang zwischen den Substanzen. Es blieb allerdings weiter offen, ob es sich
tatsachlich um Prakursoren, um weitere Metaboliten oder Induktoren handelt.
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Abbildung 57: Relativer Gehalt an Decatrienon-Derivaten (% des Derivat-Gehaltes bei Kultivierung mit
Kohlschnitt) an Tag 13 der Kultivierung nach Extraktion mit P/E und GC-FID-Analyse.

Weiterhin wurde die Kultur mit Kohlschnitt am Tag der Ernte geteilt und mittels Twister
(PDMS/EG-Silikon) extrahiert. Die Messung erfolgte mittels TDS-GC-MS auf unpolarer Saule.
Die Analyse ergab, dass PDMS-Twister verglichen mit EG-Silikon-Twistern besser zur Extrak-
tion des Decatrienons und der potenziellen Derivate geeignet war. Die Anwendung der Alterna-
tivmethode Twister im Vergleich zur klassischen Losungsmittelextraktion war im Hinblick auf
die Extraktion des Decatrienons und der Derivate auch erfolgreich (siehe Abbildung 58). Mit
diesem Ansatz wurde auBBerdem nachgewiesen, dass eine Entstehung wahrend des Aufarbei-
tungsprozesses ausgeschlossen werden kann.

Bei der TDS-GC-MS-Analyse wurden auch gréBere m/z als 150 (Decatrienon) gefunden. Um
weitere Informationen Uber die mdglichen Prékursoren zu erhalten, wurden MS/MS-Experi-
mente durchgefihrt. Die Produkt-lonen-Analyse von m/z 218 und m/z 220 ergab jedoch keine
entsprechende Fragmentierung mit m/z 150 (entsprechend Decatrienon/Préakursoren).
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Abbildung 58: GC-MS-Chromatogramm (DB5-ms) der auf Kohlschnitt kultivierten Pbe-Kultur und Massen-

spektren der mdglichen Decatrienon-Prakursoren. 40 °C (3 min)//5 °C min/250 °C//
25 °C min-'/325 °C (10 min); TDS; Helium 1,5 mL min-'.

3.3.3.5 GC-Analyse der fraktionellen Kohlextrakte

Der EtOAc-Kohlextrakt hatte bei Supplementierung wahrend der Kultivierung von Pbe einen
positiven Effekt auf die Bildung des Decatrienons und die Bildung der bereits diskutierten De-
catrienon-Derivate. Um Hinweise auf eventuelle Prakursoren zu bekommen wurden der n-He-
xan-, DCM- und EtOAc-Kohlextrakt getrocknet und mittels BSTFA + 1 % TMCS silyliert (siehe
Abbildung 59).
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Abbildung 59: GC-MS-Chromatogramme (VF5-ms) der mit BSTFA + 1 % TMCS silylierten Kohlextrakte.
40 °C (3 min)//5°C min/250 °C//25°C min'/325°C (10 min); on column; Helium
1,5 mL min-'.

Fettsduren und Sterole als Induktoren beziehungsweise Prékursoren kénnen nach Analyse der
drei Extrakte ausgeschlossen werden. Diese lagen vor allem im Hexan-Extrakt vor, welcher
keine Erhéhung der Decatrienon-Konzentration bewirkte. Im DCM-Kohlextrakt wurden das Glu-
cosinolat Iberin (ohne Derivatisierung) und Iberinnitril (siehe Abbildung 59 und Abbildung 60)
detektiert. Dies bestétigte die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.1.1, in dem Glucosinolate als In-
duktoren ausgeschlossen wurden, da der DCM-Kohlextrakt keine Erhéhung der Decatrienon-
Konzentration verursachte. Im EtOAc-Kohlextrakt wurden hauptsachlich kurzkettige Carbon-
sauren identifiziert. Weiterhin gab es eine Reihe von nicht identifizierten Peaks. Hinweise auf
mogliche Induktoren oder Prakursoren im EtOAc-Kohlextrakt wurden dabei nicht erhalten.
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Abbildung 60: Strukturformeln von Iberin und Iberinnitril.
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3.3.3.6 Kultivierung mit unterschiedlichen Mengen an EtOAc-Extrakt

Um festzustellen, ob es sich bei den im EtOAc-Extrakt enthaltenen Substanzen um Prakursoren
oder Induktoren handelte, wurde Pbe mit verschiedenen Konzentrationen an EtOAc-Kohlextrakt
supplementiert (siehe 2.7.6.2). Ein Anstieg des Decatrienons mit steigender Extrakt-Konzent-
ration wirde auf einen Prakursor hindeuten.

Der EtOAc-Kohlextrakt wurde auf 10 mL (aus 60 g lyophilisiertem Kohlschnitt) eingeengt. Da-
von wurden Kulturen mit 1 mL, 2 mL und 3 mL Extrakt angesetzt. Ebenfalls wurden Kulturen
mit 10 g, 20 g und 30 g lyophilisiertem Kohlschnitt kultiviert. Dadurch sollte getestet werden, ob
die Decatrienon-Zunahme bei steigendem Kohlschnitt- und Kohlextrakt-Gehalt vergleichbar ist.

Die Konzentration an Decatrienon-Derivaten (angegeben als Summenparameter) stieg bei allen
Ansatzen wahrend der Kultivierung kontinuierlich an (siehe Abbildung 61). Genauso erfolgte die
sensorische Wahrnehmung des Decatrienons (Ananas-Geruch) ab Tag 7 und steigerte sich in
den darauffolgenden Tagen. An Tag 15 roch die Kultur mit der geringsten Konzentration an
Kohlschnitt (Kohl1) bereits nicht mehr so stark nach Ananas und der pH-Wert stieg stark an,
was auf eine fortgeschrittene Autolyse hindeutet.

Eine Quantifizierung des Decatrienons konnte im KleinmafBstab (3 mL-Proben) nicht durchge-
fuhrt werden. Deshalb wurde fir weitere kinetische Studien eine Kultivierung im 5 L-Reaktor
und eine Quantifizierung des Decatrienons Uber die Abluft durchgeflihrt (siehe folgendes Kapitel
3.3.3.7).

6,0 7,0
5,0

4,0

Konzentration Decatrienon-
Derivate (mg L")
pH-Wert

2,0

Kulturtag Kulturtag
—oe— Kohl1 - 8- Kohl2  --+4-- Kohl3 x—— Extraktl —-A—- Extraki2 —-%-- Extrakt3

Abbildung 61: Links: Konzentration der Decatrienon-Derivate (mg L') in 3 mL Probe im Kulturverlauf der
Kultivierung mit Piptoporus betulinus in Minimalmedium (Pbe), mit Zusatz von 10 g, 20 g,
beziehungsweise 30 g lyphilisiertem Kohlschnitt (Kohl1, Kohl2, Kohl3) und mit Zusatz von
1 mL, 2 mL beziehungsweise 3 mL EtOAc-Kohlextrakt (Extrakt1, Extrakt2, Extrakt3).
Rechts: pH-Wert an den entsprechenden Kulturtagen.

Die Kurve der Kultur mit der héchsten Konzentration an Kohlschnitt (Kohl3) ist gegenlber den
Kulturen mit weniger Kohlschnitt zeitlich leicht verschoben, sodass die Derivat-Konzentration
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erst spater ansteigt. Dies ist aufgrund der hohen Menge an Kohlschnitt und der damit verbun-
denen schlechteren Durchmischung auf ein langsameres Wachstum zurtickzufiihren.

Die Ernte der Kulturen erfolgte an Tag 15, da hier die pH-Werte in allen Kulturen auBBer der
Kohl1 Kultur so niedrig waren, dass eine weitere Kultivierung trotz noch steigender Decatrienon-
Derivat-Konzentration in den Kulturen mit Extrakt nicht méglich war.

Die Konzentration an Decatrienon am Tag der Ernte (250 mL Kultur) stieg mit steigender EtOAc-
Kohlextrakt-Konzentration (siehe Abbildung 62). Im Vergleich dazu stieg die Konzentration an
Decatrienon-Derivaten mit steigender EtOAc-Kohlextrakt-Konzentration zunéchst an (Extrakt 1
und Extrakt 2). Bei weiterer Erhdhung (Extrakt 3) nahm diese jedoch wieder ab.
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Abbildung 62: Konzentrationen an Decatrienon beziehungsweise Prakursoren (mg L") in den Kulturen mit
1 mL, 2 mL beziehungsweise 3 mL Ethylacetat-Kohlextrakt (Extrakt 1, 2, 3).

Bei den Derivaten handelt es sich somit vermutlich um intermediar gebildete Prékursoren, wel-
che dann zum Decatrienon abgebaut werden. Dies kénnte in weiterfliihrenden Studien durch
eine Reinigung der Prakursoren und gezielte Dotierung des Mediums mit den Prakursoren be-
wiesen werden.

3.3.3.7 Kinetik der Decatrienon-Bildung in Abhdngigkeit der méglichen Prdkursoren

Um die Decatrienon-Bildung in Abh&ngigkeit der Prakursoren zu untersuchen, wurde Pbe auf
Kohlschnitt im 5-L-Fermenter fir zehn Tage kultiviert (siehe 2.7.6). Dabei wurde taglich zur
Bestimmung der Prékursor-Konzentration 3 mL des Kulturiberstands mittels PDMS-Twister ex-
trahiert und die Decatrienon-Konzentration mittels Tenax-Réhrchen aus der Abluft bestimmt.
Dabei nahm mit dem Ansteigen der Prékursor-Konzentration an Tag 6 einen Tag spéater auch
die Decatrienon-Konzentration zu (siehe Abbildung 63). Nach Tag 10 war eine weitere Kultivie-
rung aufgrund des gestiegenen Drucks im Fermenter nicht mdglich.

Sowohl die Prakursoren als auch das Decatrienon reicherten sich mit der Zeit an, bis sie eine
Konzentration von 170 mg L™ fiir die Prakursoren beziehungsweise 65 mg L fiir Decatrienon
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erreicht hatten. Aufféllig ist, dass ein Konzentrationsanstieg erst an Tag sechs beziehungsweise
sieben eintritt. Dies kénnte dadurch begriindet werden, dass zunachst durch Substanzen aus
dem Kohlschnitt die Expression bestimmter Gene induziert wird, was eine Synthese der fur die
Decatrienonbildung erforderlichen Enzyme bedingt. Diese sorgen anschlieBend flr eine er-
héhte Produktion des Decatrienons. Dies wirde die relativ lange Verzégerungszeit von 6 Tagen
erklaren, bis es zur Decatrienon-Produktion kommt. Als weitere Méglichkeit muss in Betracht
gezogen werden, dass die Konzentration an Prékursoren durch verschiedene abbauende Stoff-
wechselwege verringert wird.
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Abbildung 63: Konzentrationen an Prakursoren und Decatrienon (mg L") sowie pH-Werte wahrend des
Kulturverlaufs in einem 5-L-Fermenter. Die Berechnung der Prakursor-Konzentration er-
folgte dabei aus der PDMS-Twister-Extraktion von 3 mL Kulturiiberstand, wahrend die De-
catrienkonzentration mittels Tenax-Rdhrchen aus der Abluft (30 L, 2 L min-') bestimmt
wurde.

3.3.4 Fazit zur Decatrienon-Bildung

Die Kultivierung von Pbe auf WeiBBkohlschnitt bewirkte die Entwicklung eines starken Ananas-
Geruchs. Dies zeigt erneut, wie wichtig die Wahl des Nahrmediums und der damit zur Verfl-
gung gestellten Prakursoren, Induktoren oder Elicitoren zur Beeinflussung des Aromaprofils von
Basidiomyceten ist. Zusammenfassend wurden vier Isomere als Prékursoren postuliert, welche
dem Decatrienon sehr &hnliche Massenspektren aufwiesen. Sie sind silylierbar und sauer hyd-
rolysierbar. Die Prakursoren sind nicht im Wei3kohl selbst enthalten, sondern entstehen erst im
Laufe der Kultivierung. Eine Anreicherung von Decatrienon sowie dessen Prékursoren durch
Supplementierung von Glucosinolaten oder durch Lichtinduktion wurde ausgeschlossen. Durch
Zugabe von Ethylacetat-Kohlextrakt zu Pbe-Kulturen wurde dagegen sowohl die Prakursorkon-
zentration als auch die Decatrienonkonzentration gesteigert. Es wurde vermutet, dass Substan-
zen aus dem WeiBkohl eine Induktion von Schliisselenzymen fiir die Decatrienonsynthese be-
wirken.
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Zur Bildung von Decatrienon wurden im Wesentlichen zwei Hypothesen Uberprift: Die Entste-
hung Uber den Fettsdureabbau und den Polyketid-Stoffwechsel. Fir eine Entstehung aus dem
Fettsdureabbau wurden keine Hinweise gefunden. Weiterhin konnte eine Bildung Uber den Po-
lyketid-Stoffwechsel nicht bewiesen werden, da mdgliche Prakursoren wie Acetat, Pyruvat oder
Malonat in zahlreiche Stoffwechselwege einflieBen. Zur endgdiltigen Klarung ware eine Kultivie-
rung mit '*C-markierte Prékursoren, wie sie fir andere Polyketid-Synthesen bereits beschrieben
ist, sinnvoll (Schwenk et al., 2014).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage fiir weitere Studien. Zur vollstandigen Iden-
tifizierung der Prakursoren sollte in Folgearbeiten eine préparative Reinigung mittels chromato-
grafischer Methoden durchgefiihrt werden, um die Prakursoren dann mittels Kernspinresonanz-
spektroskopie (NMR) zu identifizieren. Die Kenntnis der Strukturen der Prakursoren ist dann
der Schlussel fir die Aufklarung des Biogenesewegs. Dies ist die Basis flr eine Applikation in
der Aromastoffindustrie. Ananas ist weltweit eine der beliebtesten tropischen Friichte. Aufgrund
ihres angenehmen suB3lichen Aromas wird Ananas als frische Frucht, Saft, Dosenfrucht und als
Zutat in exotischen Lebensmittelnzubereitungen konsumiert (Marostica und Pastore, 2007). In
den letzten Jahrzehnten wurden mehr als 280 Aromastoffe als verantwortlich fir den typischen
Ananas-Geruch identifiziert, wobei hauptsachlich Ethyl- und Methylester zum Aromaeindruck
beitragen. Tokitomo et al. (2005) ermittelten eine Modellmischung flr den Geruch einer frischen
Ananas durch Analyse der fllichtigen Substanzen und sensorische Experimente. Eine Mischung
aus Ethyl-2-methylpropanoat, Methyl-2-methylbutanoat, Ethyl-2-methylbutanoat, 1-(E, 2)-3,5-
Undecatrien, B-Damascenon und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3-(2H)-furanon (HDF) simulierte da-
bei erfolgreich den Ananas-Geruch. AuBerdem wurden Ethyl-2-methylbutanoat und HDF als
Schlisselaromastoffe fir den Geruch von frischer Ananas bestimmt. Decatrienon alleine weist
dagegen bereits in geringen Konzentrationen einen starken Ananas-Geruch auf. Die Kenntnis
des Biogeneseweges wére folglich essentiell fir eine biotechnologische Herstellung von De-
catrienon als ananasartigen Aromastoff.
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4 Ausblick

Die biotechnologische Produktion von natirlichen Aromastoffen spielt auf Grund der Marktsitu-
ation, Verbrauchererwartung und wirtschaftlichen sowie toxikologischen Aspekten eine immer
wichtigere Rolle. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche neue Méglichkeiten zur Produk-
tion von Aromastoffen mittels Basidiomyceten dargelegt. Bis die identifizierten Aromastoffe be-
ziehungsweise biotechnologischen Prozesse Anwendung in der Aromastoffindustrie finden kén-
nen, bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Wolfiporia cocos in der Lage ist, Furaneol® zu bilden. Da
Furaneol® ein in der Lebensmittelindustrie viel eingesetzter Aromastoff ist (Schwab, 2013), ist
dessen kostenglinstige Synthese mittels biotechnologischer Verfahren von besonderem Inte-
resse. In fortfllhrenden Studien sollten Prakursoren von Furaneol® identifiziert werden, um im
Anschluss geeignete Nebenstréme zur Produktion von industriell relevanten Mengen an
Furaneol® zu finden. Um Prakursoren zu identifizieren, konnten zunéachst Bestandteile der Stan-
dardnahrlésung in héheren Konzentrationen supplementiert werden. Bei einem Anstieg der
Furaneol®-Konzentration sollte die verursachende Komponente weiter untersucht werden. An-
schlieBend kénnten Nebenstrome, welche hohe Prékursor-Gehalte aufweisen, zur Kultivierung
eingesetzt werden. Um die Rentablilitdt des Prozesses zu verbessern, sollten schlielich Un-
tersuchungen zur in-situ-Produktabtrennung durchgefihrt werden.

AuBerdem wurde durch Einsatz von Rapsdl und Rapspresskuchen eine Veranderung des Aro-
maprofils von Wolfiporia cocos nachgewiesen. Die Verwendung von zuséatzlichen Substraten
neben dem Rapsél flhrte zu weiteren Unterschieden im Aromaprofil. Die Substratkombinatio-
nen sollten demzufolge weiter variiert und optimiert werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass bei
Supplementierung von zwei Prozent Rapsdl dieses vollstandig verbraucht wurde. Folglich
kénnte die eingesetzte Menge an Rapsoél weiter erhdht werden und zusétzlich beispielsweise
durch ein starkeres Schutteln eine bessere Emulgierung erzielt werden. Hiermit waren Nahr-
stoffe aus dem Ol besser zugéanglich, sodass eine stérkere Beeinflussung des Aromaprofils zu
erwarten ist. Aromastoffe, die mit Nebenstrémen der Lebensmittelindustrie als Substrate bio-
technologisch hergestellt wurden, dirfen nach der Verordnung (EG) Nr. 1334/2008 als ,natir-
lich“ gekennzeichnet werden. Dementsprechend dienen die in dieser Arbeit erzielten Erkennt-
nisse als Grundlage fur weitere Forschungen zur Etablierung neuer Herstellungsprozesse.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden zwei Enzyme aus dem Lyophilisat des Myzels von Pleurotus
sapidus als verantwortlich fir dessen alkenspaltende Aktivitat bestimmt. Eine Umsetzung von
trans-Anethol zu para-Anisaldehyd oder von Piperin zu Piperonal mit der rekombinanten Lipo-
xygenase aus Pleurotus sapidus funktionierte nur in Anwesenheit von Linolsaure. Da sich die
alkenspaltende Aktivitat der Lipoxygenase als Co-Oxidation herausstellte, ist diese ungeeignet
fir die industrielle Anwendung. Als weiteres Enzym mit alkenspaltender Aktivitat wurde eine



Ausblick 104

Peroxidase bestimmt. Zur Bestatigung dieser ist eine vollstandige Aufklarung der Aminosau-
resequenz noétig. Daflr kdnnten die in dieser Arbeit ermittelten Partialsequenzen zur Bestim-
mung der gesamten Gensequenz genutzt werden. Im weiteren Verlauf sollte auBerdem getestet
werden, ob es sich ebenfalls um eine Seitenaktivitat handelt oder ob das Enzym fir industrielle
Applikationen einsetzbar ist. Ein effektiver Prozess zur Alkenspaltung wiirde neue Optionen zur
Bildung von Aromastoffen erdéffnen. Wie in Kapitel 3.2 erlautert, ist zum Beispiel die Nachfrage
nach natlrlichem Piperonal besonders grof3. Die oxidative Spaltung von natirlichen Ausgangs-
stoffen wie beispielsweise dem Pfefferinhaltsstoff Piperin mittels basidiomycetischer Enzyme
kann zur Produktion von Piperonal auf nattirlichem Wege eingesetzt werden. Zusatzlich kénnte
das im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Screening nach Basidiomyceten mit alkenspalten-
den Enzymaktivitadten ausgedehnt werden.

Im dritten Teil der Arbeit wurden mégliche Prékursoren fir den nach Ananas riechenden Aro-
mastoff (5 E,7 E/Z)-Deca-5,7,9-trien-2-on (Decatrienon) detektiert. Als néchste Schritte sollten
die mdglichen Prékursoren angereichert und gereinigt werden. Die Anreicherung kann dabei im
Fermenter mit Kultivierung auf Wei3kohl erreicht werden. Eine Reinigung der Prakursoren kann
dann UOber eine Festphasenextraktion und anschlieBender praparativer Flissigchromatografie
erfolgen. Im Anschluss kénnen die Kulturen von Piptoporus betulinus direkt mit diesen Substan-
zen supplementiert werden, um zu bestatigen, dass es sich um Prakursoren handelt. Ferner
kénnen die gereinigten und angereicherten Prakursoren mittels Kernspinresonanzspekirosko-
pie (NMR) identifiziert werden und so einen Hinweis auf den Biogeneseweg des Decatrienons
geben. Mit durch Ethylacetat extrahiertem WeiBBkohl wurde eine Erhéhung der Decatrienonbil-
dung nachgewiesen. In fortfUhrenden Arbeiten kénnte der Extrakt weiter analysiert werden.
Durch weitere Fraktionierung und anschlieBende Supplementierung der Piptoporus betulinus-
Kulturen kdnnen zusétzliche Informationen Gber mégliche Prékursoren erzielt werden. Die Bil-
dung von Decatrienon aus dem Polyketid-Stoffwechsel, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
bestatigt werden. Die eingesetzten Prakursoren Malonat, Pyruvat und Acetat sind an zahlrei-
chen Stoffwechselwegen beteiligt, sodass ihr Anteil speziell an der Decatrienonbildung nicht
bestimmbar war. Es kénnten '*C-markierte Prakursoren eingesetzt werden, um eine Inkorpora-
tion in das Decatrienon zu beweisen.

Darlber hinaus sollte die Konfiguration des Decatrienons und dessen Isomers mittels NMR
bestétigt werden. Der Alkohol des Decatrienons sollte ebenfalls weiter analysiert werden. Zur
Uberpriifung der Struktur sollte das Decatrienon auBerdem chemisch synthetisiert werden, um
als Standardsubstanz fiir weitere Analysen zur Verfligung zu stehen. Da es sich bei Decatrienon
um einen neuen Aromastoff handelt, muss dieser zuerst das Zulassungsverfahren der Europé-
ischen Behdrde fir Lebensmittelsicherheit durchlaufen. Deswegen ist fir eine Anwendung in
der Lebensmittelindustrie neben der Aufklarung der Stereoisomerie ein wirtschaftlich rentabler
Prozess Voraussetzung. Applikationsmdéglichkeiten missen daher nach den zuvor erlauterten
Untersuchungen neu bewertet werden.
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5 Anhang

5.1 Erganzende Daten zur Umsetzung von Piperin mittels Loxpsa1

Das Produktverhaltnis von Piperonal zu (2 E)-3-(1,3-Benzodioxol-5yl)-2-Propenal (3,4-Methyl-
endioxyzimtaldehyd) war bei Umsetzung mit der rekombinante LOXpsa1 aus E. coli auch bei
verschiedenen Substrat- und Linolsdurekonzentrationen kleiner eins (siehe Abbildung 64). Bei
verschiedenen Reaktionstemperaturen wurde ebenfalls die Umsetzung von Piperonal zu 3,4-
Methylendioxyzimtaldehyd bevorzugt (siehe Abbildung 65).
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Abbildung 64: Umsatz (%) bei verschiedenen Piperinkonzentrationen (links) und Konzentrationen an
Piperonal und 3,4-Methylendioxyzimtaldehyd (uM) bei verschiedenen Linolsaurekonzent-
rationen (rechts).
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Abbildung 65: Konzentrationen an Piperonal und 3,4-Methylendioxyzimtaldehyd (uM) bei verschiedenen
Temperaturen.
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5.2 Erganzende Daten zur Proteinsequenzierung

5.2.1 Proteinsequenzierung nach der plEF

Bei der Proteinsequenzierung der 67 kDa-Bande der SDS-PAGE der Fraktionen 2 - 4 der iso-
elektrischen Fokussierung wurden Homologien zu einem hypothetischen Protein
(0i|646307541) aus Pleurotus ostreatus detektiert (siehe 3.2.3.2). In Abbildung 66 sind n&here
Informationen zu entsprechendem Protein aufgefihrt.

Protein View: gi| 646307541

hypothetical protein PLEOSDRAFT_175905 [Pleurotus ostreatus PC15]

Database: NCEInr

Score: 386

Nominal mass (M,): 59292

Calculated pl: 5.17

Taxonomy: Elaur r B

Sequence similarity is available as gn NCBI BLAST search of gi|545307541 against nr.

Search parameters

MS data file: IB147T45TETI1487 . mgE
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P,
Variable modifications: Carbamidomethyl (C), Oxidation (M)

Protein sequence coverage: 5%
Matched peptides shown in beld red.

1 MLIWFAIVGL VSLGAITLIN LETSTELRWI DCYIQLQCAR LQVELNYSDP
51 GGDAAIIAIT RRPIPLAGID GYRGFILIIF GGPGGIGVEL VLENGALLIQ
101 VILGPNFDEVS FDPRGVGRIT FRASFFDTEA QRRFFDTAFG VINATSDGLA
151 RIWARAQITG ALAIQHNCNN IFEHMFNIEST ARDMLRIVEA HERRNIQAWG
201 FSYGIVLGAT FASLFFDRID RLVLDGVLDA ESYFAIRWAT SLLDIDEILQ
251 AFFDSCFEGG FDLCPFYESS FEAISRELDD LTRIIFLRFV PVQTSISYGL
301 VDYERLRITI PQALYIFYAI FPVLAQGLAD LINGNGIVLY QILEQPVEDC
351 ACGIFAFLIS ISDGGTAIMC TDGAEVADTY DELEFFVOOL LRDSQWEEVW
401 ARIRIGCIAW FRQEFEMFRG FFLGNTOHFI LWIGNTADEV TPIAGARFMA
451 RGrPGIVVLT QDIPGHCIIA APIVCTIGIV SAYDMNGILF DEGVVCFVWQ
501 PIF3GQFADI GGGFGFILRR AVGAQAGERD GDLVQALARL RQNTRVIIFT

Abbildung 66: Hypothetische Protein gi|646307541 (Esterase/Lipase) aus Pleurotus ostreatus. Uberein-
stimmende Peptide unterstrichen.



5.2.2 Proteinsequenzierung nach der IEX

In Kapitel 3.2.5.2 wurden die Ergebnisse der Proteinsequenzierung der Banden der SDS-PAGE-Banden nach der IEX diskutiert. In Tabelle 19 sind
weitere Homologien mit niedrigeren Scores angegeben.

Tabelle 19:  Homologien der Partialsequenzen zu Proteinen aus der Mascot Suche.

Bande Nr. Molekiilmasse (kDa) Peptidsequenzen Homologien zu Score Sequenzabdeckung
(%)
1 74 TSTPEPTR Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 150 4

VLLPAPFILGSTIR tus, Asparaginase, i|646312154

2 55 AIAVEFVR Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 104 4
AQHEIVLR tus, GMC Oxidoreduktase, gi|646308841
ELGGVVDTELR Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 57 4
EVVVSAGTIGTPK tus, GMC Oxidoreduktase, gi|646308829
Hypothetisches Protein aus Capronia semii- 50 0
mersa, Methyltransferase gi|759293956
3 30 ADYTLTFCP Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 236 8
GPEDASGFEPVGCR tus, Thaumatin-like Protein, gi|646311590

Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 189 5
tus, Glycosidhydrolase, gi|646311592

Hypothetisches Protein aus Cyphellophora eu- 49 6
ropaea, Qi|671379836

Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 35 2
tus, Asparaginase, gi|646312154



GVAIITGAAEGIGR
LVSDGFDVAINDIPAK

tus, Oxidoreduktase, gi|646302280

Bande Nr. Molekiilmasse (kDa) Peptidsequenzen Homologien zu Score Sequenzabdeckung
(%)
4 23 LFAVNVR Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 204 19
GLTQSAAQEYGK tus, Acetoin Reduktase, gi|646302281
GIPEAACYSSTK Hypothetisches Protein aus Pleurotus ostrea- 75 13
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Bei der Proteinsequenzierung der 55 kDa-Bande der SDS-PAGE der Fraktion 1 der IEX wur-
denHomologien zu einem hypothetischen Protein (gi|646308841) aus Pleurotus ostreatus de-
tektiert (siehe 3.2.5.2). In Abbildung 67 sind n&here Informationen zu entsprechendem Protein
aufgefihrt.

Protein View: gi|646308841

hypothetical protein PLEOSDRAFT_154703 [Pleurotus ostreatus PC15]

Database: NCBInr

Score: 104

Nominal mass (M,): 69939

Calculated pI: 7.86

Taxonomy: Pleurotus ostreatus PC15

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of qil646308841 against nr.

Search parameters

M5 data file: 281474976711576.mgf
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Variable modifications: Carbamidomethyl (C), Oxidation (M)

Protein sequence coverage: 4%
Matched peptides shown in bold red.

1 MLHQSYPYLT SHLAWLFLTS ASAFVYWRGI DLPLIFFSRL SRHNLRAGRR
51 MIHDINRGVDQ GPDWRGLRSS IATSSTYDYV IIGGGTAGLA VANRLSEDPL
101 VSIAVIEAGF NAEHLREVFI PGLFGSGQAL TTLNWAYKTT PQFMLNNRSL
151 VVNAGRVLGG STTINAMLFF RAGRAQYDAW AELNRDASWG WDALLFFFRR
201 SERVIFPDAF QVNRGSVIYV PEVHGSASDG RVEVGYPNIF FEQSTLWRQA
251 AVAVGFPGER DLASGDPHGV GVSPESIIVT NYTRCSAACR YYTPFASRFN
301 FNVITHATVI RIVWDIPSPG SHSNEGQRNL RAIRAVEFVRA GSHRTESVIV
351 REEVVVSAGI IGIPRVFELS GIGNSSIIRA AGVNFVLELF SVGENLAGLL
401 TSFPGSLGLP GPLNIFNDTR ILPTLLQFRE ANLSHFAHLF RNGHALLEKG
451 IRAQHEIVLR SYADDVALFL ENSLFPGYAG ARADRPQRNY TTIMNVLYAF
501 LSRGRIHITS SDIRTAFVVD PAYYMHPLDA ATHRAGINLA REKTLITFFMD
551 SIYLGEFEPG KDVISP(QDIS SVLBRAIVSS DNHVIGTMAM MPKELGGVWD
601 TELRVYGIGN VEVADASIIF IFVSAHTSST VYMIGERAAD LIKHSRSFL

Abbildung 67: Hypothetisches Protein gi|646308841 (GMC-Oxidoreduktase) aus Pleurotus ostreatus.
Ubereinstimmende Peptide unterstrichen.
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Bei der Proteinsequenzierung der 23 kDa-Bande der SDS-PAGE der Fraktion 1 der IEX. wur-
den ebenfalls Homologien zu einem hypothetischen Protein (gi|646302281) aus Pleurotus ost-
reatus detektiert (siehe 3.2.5.2). In Abbildung 68 sind néhere Informationen zu entsprechendem
Protein aufgefthrt.

Protein View: gi|646302281
hypothetical protein PLEOSDRAFT_162527 [Pleurotus ostreatus PC15]

Database: NCBInr

Score: 204

Nominal mass (M.): 26313

Calculated pI: 5.70

Taxonomy: Bl P

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi |E456302281 againgt nr.

Search parameters

M5 data file: IRL4TESTETILNAL  mags
Enzyme: Trypsint cuts C-term side of KR unless next residue is P,

Variable modifications: Carbamidomethyl (), Oxidation (M}

Protein sequence coverage: 19%
Matched peptides shown in bold red.

1 MIEFIFRGVA IITGAAEGIG RGIALRLYSD GFDVAINDIP AKEIALEQLI
51 3JEIT32TFRR AIAVFGDVAN DGDVEGIVDE AVQELGGLDV MIANAGIATH
101 EFIAEITIDE WORLFAVHVRE GIFLCYFHAA DAMIFQGRGG IAEAACY3IAT
151 EFAVRGLTOS ARMOEVCEFGI TVHAYAPRGHI ETIQFLGRFDG YQATFEGLEFR
201 GEWTETLEST VAVGENGIFT EIASLVAYLY SJFKDAHFITG] 3IIVDGGGIF
251 D

Abbildung 68: Hypothetisches Protein gi|646302281 (Acetoin-Reduktase) aus Pleurotus ostreatus. Uber-
einstimmende Peptide unterstrichen.
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5.2.3 Proteinsequenzierung nach der Peroxidasefarbung

Bei der Proteinsequenzierung der 45 kDa-Bande (siehe Tabelle 20) wurden Homologien zu ei-
ner DyP-Peroxidase (gi|646301722) aus Pleurotus ostreatus detektiert (siehe 3.2.5.2). In Abbil-
dung 69 sind néhere Informationen zu entsprechendem Protein aufgeflhrt.

Tabelle 20:  Ergebnisse der Mascot Suche der 45 kDa-Bande nach der Peroxidasefarbung.

Homologien zu Score Sequenzabdeckung (%)
0i|646301722 DyP-Peroxidase (Pleurotus ostreatus) 55 6
0i|628848451  Adenosylhomocysteinase (Coniophora pu- 55 14

teana)
0i|640916464  Hypothetisches Protein (Colletotrichum subline- 44 3

ola)
0i|666865359  Chitinsynthase (Scedosporium apiospermum) 38 0
0i|629720232 1-Phosphatidylinositol-3-phosphat-5-kinase 34 0

(Metarhizium robersii)
gi|557643717  Aspartatpeptidase (Pleurotus ostreatus) 30 6

gi|353240127 DyP-Peroxidase (Piriformospora indica) 25 2
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Protein View: gi|646301722

DyP-type peroxidase [Pleurotus ostreatus PC15]

Database: NCBInr

Score: S5

Nominal mass (M,): 54850

Calculated pI: 6.25

Taxonomy: Pleurotus ostreatus PC15

This protein sequence matches the following other entries:
® gij925718801 from synthetic construct

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|646301722 against nr.

Search parameters

MS data file: 281474976711625.mgf
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Variable modifications: Carbamidomethyl (C), Oxidation (M)

Protein sequence coverage: 6%

Matched peptides shown in bold red.

1 MITPAPPLDL NNIQGDILGG LPERIETYEF FDVINVDQIR ANMAMEIPHI
51 FKISAGIIRKDR EAIREMERQR KPGLVPMAAV NVSFSHLGLQ KLGITDDLSD
101 NAFITGQRRD AEILGDPGSK NGDAFTPAWE APFLKDIMGV IFVAGDCHGS
151 VNERLDEIRM IFGVGISHMAS ISEVINVRGD VRPGDVHMAME HIGILDGISN
201 PAVEQIDQNP LPGQDPIRFG FILARKENGDS RAAARPDWAR DGSFLTFRYL
251 POMUVPEFDDE LESNPIVLPG LSREKEGSELL GARIVGRWRS GAFIEITFLK
301 DOPKLAADAQ RNNRIDFGDS LVRGDQIRCF TFAAMIRKIYF RNDLEGFFLK
351 ADIDNRRIIR RGIQFGPEVT SQEMMODRRTHE MGRGLLEVCY 233IDDGFHEr
401 IQESWANAPN TPVNAVISAG PIPPLDGVVP GIDAIIGQRV GGGIRQISGT
451 NPNDPTINIT LPOQDEVVFR GGEYFFIP3I TALKIKIAIG VASPAPMIQA
501 PIZA

Abbildung 69: DyP-Peroxidase (gi|646301722) aus Pleurotus ostreatus. Ubereinstimmende Peptide unter-
strichen.
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Bei der Proteinsequenzierung der 75 kDa Bande (siehe Tabelle 21) wurden Homologien zu
einem hypothetischen Protein (gi|646308829) aus Pleurotus ostreatus detektiert (siehe 3.2.5.2).
In Abbildung 70 sind nahere Informationen zu entsprechendem Protein aufgefiihrt.

Tabelle 21:  Proteinsequenzierung der 75 kDa-Bande nach Peroxidaseféarbung.

Homologien zu Score Sequenzabdeckung (%)
0i|646308829 Hypothetisches Protein, GMC-Oxidoreduktase 360 11
(Pleurotus ostratus)
gi|646306847 Hypothetisches Protein (Pleurotus ostratus) 181 16
gi|295016067  Esterase (Pleurotus sapidus) 116 12
0i|640916464  Hypothetisches Protein (Colletotrichum subline- 38 3
ola)
gi|691791742  Hypothetisches Protein (Trametes cinnabarina) 36 2
gi|407917206  Aldo-/Ketoreduktase (Macrophomina 32 3
phaseolina)
0i|646307541  Hypothetisches Protein (Pleurotus ostreatus) 29 1

Protein View: gi| 646308841

hypothetical protein PLEOSDRAFT_1547032 [Pleurotus ostreatus PC15]

Database: NCBInr

Score: 339

Hominal mass (M,): £393%

Calculated pl: 7.88

Taxononmy: Pleurotus ostreatus PC15

Sequence similarity is available asian NCBI BLAST search of gi|64630884 1 against ni

Search parameters

M5 data file: ZB147457ET116Z7 . mgf
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Variable modifications: Carbamidomethyl (C), Oxidation [M]

Protein sequence coverage: 15%
Matched peptides shown in bold red.

1 MLEQSYPYLT ZJHLAWLFLIS ASAFVYWRGI DLFLIFFSRL SRHNLRAMGRR
51 MIHEDTERGV] GFDWRGLAZZ IATISTYDYV IIGGETAGLA: VANRLIEDEL
101 VEIAVIEAGP MAEMIREVFI PGLEGEGOAL TTLMGAYNTT POPMLENRSL
151 VVEAGRVLGG STTINRMLYP BAGRAVIAN AELNMITASHG WDALLPFFRR
201 SERVTPFDAF CVMREEVTYV FEVHGEREIDE RVEVGYPNIF FEQSTLRRGR
251 AVAVGEPGER DLASGDPHGN GVEPESIINT ENTRCIAACA YYIRFASRFN
301 EFMVITHATVT RIVWDTRIPG SHINEGORNL RAIRVETWVER GIERTESVTV
351 BREVVVEAGT ISTFRVFELE GIGMIZIIRR ASVNFVIELP SUGENLAGLL
401 T2FPZELELP GPLEIFMDTR ILPTLLOEAN ANISHFAHLE ANMGHALLENG

Abbildung 70: Hypothetisches Protein (GMC-Oxidoreduktase) aus Pleurotus ostreatus. Uber-
einstimmende Peptide unterstrichen.
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