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Zusammenfassung

Aromastoffe spielen eine Schlisselrolle in der Lebensmittelindustrie und bei der
Kaufentscheidung der VVerbraucher. Dabei achten Kunden verstéarkt auf die Nattrlichkeit der
Produkte und nachhaltige Herstellungsverfahren. Um diesen Vorgaben nachzukommen,
riicken hohere Pilze als Produzenten von natiirlichen Aromastoffen sowie als Quelle fiir
lebensmitteltechnologisch relevante Enzyme zur Herstellung und Qualitatsverbesserung von
Lebensmitteln in den Fokus.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Basidiomycet Cerrena unicolor (Cun) als
Sesquiterpenproduzent untersucht. Im Genom des Pilzes konnten mit Hilfe von
Sequenzvergleichen 14 Sesquiterpensynthasen (STS) identifiziert werden. Zehn von ihnen
wurden anschlieBend erfolgreich heterolog in Escherichia coli exprimiert, die Enzyme
produziert und funktionell charakterisiert. Mittels tryptischem Verdau und anschlieRendem
peptide mass fingerprinting konnten die vorhergesagten Proteinsequenzen bestétigt werden.
Die Sequenzvergleiche zeigten STS-typische konservierte Motive sowie moglicherweise fur
Cun spezifische Homologien. Fir die Untersuchung der Metallionenabhéngigkeit wurden
zwei STS aus Cun gewadhlt, die sich sowohl in der Anzahl der Produkte, als auch den
produzierten Sesquiterpenen selbst unterschieden. Setzte man andere bivalente Metallionen
als Mg?* fur die Zyklisierungsreaktion ein, zeigte sich, dass die ausgewahlte Multiprodukt-
Cyclase promiskuitiver als die Cyclase mit nur einem Sesquiterpen als Produkt reagierte.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass agro-industrielle Nebenstrome fir die Kultivierung
von Cun verwendet werden kdnnen und diese Einfluss auf die Sesquiterpenbiosynthese
hatten. Eher kohlenhydratreiche Nebenstrome wie Kartoffelstarke oder Weizenkleie hatten
keinen positiven Einfluss auf die Produktausbeute. Fir den lipidhaltigen Rapspresskuchen
konnte jedoch eine deutliche Erhéhung der Produktausbeute nachgewiesen werden. Die
Hypothese, dass durch p-Oxidation der Lipide ein Uberfluss an Acetyl-CoA die
Sesquiterpenproduktion boostet, konnte mittels 3C-markiertem Acetat als Medienzusatz
experimentell bestatigt werden.

Schlagworte: Cerrena unicolor; Sesquiterpene; Sesquiterpencyclasen; heterologe
Expression; Metallionenabhingigkeit; agro-industrielle Nebenstrome; *C-markiertes
Substrat



Abstract AV

Abstract

Aroma compounds play a key role in the food industry, with customers paying increasing
attention to sustainability and naturalness. In order to achieve this, focus was put on higher
fungi as a source of aroma compounds and enzymes for production and quality improvements

of foods.

In this study, Cerrena unicolor (Cun) was investigated as a producer of sesquiterpenes. Using
sequence alignments, 14 sesquiterpene synthases (STS) were identified in the fungal genome.
Ten of them were successfully expressed in Escherichia coli, the enzymes produced and
functionally characterized. Using tryptic digestion followed by peptide mass fingerprinting,
the predicted protein sequences were confirmed. Sequence alignments revealed STS-type
conserved motifs, as well as homologies possibly specific for Cun. To investigate metal ion
dependence, two STS were selected, which differed in the total number of products and in
the products it self. Using other divalent metal ions than Mg?* for the cyclization reaction
showed that the chosen multiproduct cyclase was more promiscuous than the cyclase
producing only one single sesquiterpene.

Furthermore, it was shown that agro-industrial side streams can be used for the cultivation of
Cun and influence sesquiterpene biosynthesis. Carbohydrate-containing side streams such as
potato starch and wheat bran did not have a positive influence on the product yield. However,
a significant increase in product yield was demonstrated for the lipid-containing rapeseed
press cake. An excess of acetyl-CoA caused by the f-oxidation of respective lipids boosted
sesquiterpene production, which was confirmed by the incorporation of *C-labeled acetate

supplemented to the nutrient medium.

Keywords: Cerrena unicolor; sesquiterpenes; sesquiterpene cyclases; heterologous

expression; metal ion dependency; agro-industrial side-streams; *C-labeled substrate
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1 Einordnung der Forschungsthemen und wichtigsten Erkenntnisse aus

den Publikationen im Kontext der wissenschaftlichen Literatur

1.1 Aromastoffe

Unter dem Begriff Aromastoffe lassen sich sowohl Geschmacks- als auch Duftstoffe
zusammenfassen. Aulerdem handelt es sich um eine rechtliche Einordnung nach EU-
Verordnung 1334 (VO (EG) 1334/2008). Des Weiteren regelt diese Verordnung, dass sich
das Prédikat ,,natiirlich“ nur bei der physikalischen oder enzymatischen Extraktion oder der
biotechnologischen Produktion erhalten l&sst. Dem heutigen Kunden wird die Verwendung
natlrlicher Aromastoffen immer wichtiger (Berger, 2007). Schon vor Jahrhunderten wurde
erkannt, dass flr die Aromaproduktion Mikroorganismen eingesetzt werden kénnen, etwa in
der Herstellung von Wein, Kése, Joghurt oder Wurst. Nattrlicherweise kommen Aromastoffe
vor allem in Pflanzen vor, werden aber auch von Tieren, Pilzen und Mikroorganismen
produziert. In verarbeiteter Form findet man sie vor allem in Form von Extrakten, Essenzen
oder Olen. Typische Stoffgruppen sind Alkohole, Thiole, Aldehyde, Ketone, Ester,
Carbonsduren, Phenole, Pyrazine, Terpene oder auch Thiazole (Longo & Sanromén, 2006).
Die Zusammensetzung ist oft hoch komplex und lasst sich nur schwer kinstlich nachbilden,
wodurch sowohl die Nachfrage als auch die Preise steigen. Die Gewinnung von
beispielsweise atherischen Olen aus Pflanzenmaterial ist sowohl kosten- als auch
zeitintensiv. AuBBerdem héngt der Anbau von einer Vielzahl Bedingungen wie dem Wetter
oder den Maoglichkeiten fur Schéadlingsbekdmpfung oder auch der Lagerung ab (Chemat et
al., 2012). In der biotechnologischen Produktion von Aromastoffen kdnnen diese
Umwelteinflisse umgangen werden. Heterolog produzierte Enzyme konnen in einer
Biotransformation Prékursoren in die gewinschten Aromastoffe umwandeln. In Ganzzell-
Fermentationen konnen Aromastoffe aus einfachen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen
hergestellt werden. In beiden Féllen lasst sich eine deutlich héhere Reinheit als bei der

Extraktion von Pflanzenmaterial erreichen (Soares-Castro et al., 2020).

Die Fachzeitschrift ,,Perfumer and Flavorist™ berichtete zuletzt iiber einen globalen Umsatz
der Aromastoff-Industrie von 29 Mrd. US-Dollar fiir 2021. Bis 2026 soll ein Umsatz von
37,3 Mrd. US-Dollar erreicht werden, was einer jahrlichen Wachstumsrate von 5,1 %

entspréche (Perfumer & Flavorist, 2022).
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1.2 Basidiomyceten als Aromastoffproduzenten

Pilze sind auf der ganzen Welt verbreitet. Heute weil man, dass es bis zu 5,1 Mio.
unterschiedliche Spezies geben kdnnte. Bisher bekannt sind um die 100.000 (Blackwell,
2011). Mit mehr als 31.000 bisher bekannten Vertretern bilden Basidiomyceten eine der
grofiten Abteilungen im Reich der Pilze. Basidiomyceten sind in der Lage, natlrliche
Aromastoffe zu produzieren (Abraham & Berger, 1994). Wahrend der Kultivierung von
Agaricus bisporus, Pleurotus florida und Calocybe indica konnten beispielsweise 3-Octanol,
2-Octen-1-ol oder Benzylalkohol nachgewiesen werden (Venkateshwarlu et al., 1999).
Kultiviert man Pleurotus ostreatus in submerser Kultur, sind 4-Methoxybenzaldehyd und 3-
Chloro-4-Methoxybenzaldehyde per GC-MS nachweisbar (Okamoto et al., 2002). Wéhrend
der Kultivierung von Calvatia gigantea hingegen lassen sich vor allem phenolische
Substanzen, aber auch der Aromastoff Hexanal nachweisen (Kivrak et al., 2016). Auch fir
die Biotransformation kénnen Basidiomyceten eingesetzt werden (siehe Abbildung 1-1). So
gelingt mit Pycnoporus cinnabarinus die Umsetzung von Ferulasaure zu Vanillin (Krings et
al., 2001), die Produktion von Nootkaton aus Valencen mit Funalia trogii (Kolwek et al.,
2018) oder die Umsetzung von a-Pinen zu cis-Verbenol durch Trametes elegans (Jaramillo
et al., 2020).

o}
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Pycnoporus cfnnabarimtsk
HO HO
Ferulasiure Vanillin
O
Funalia trogii
7/\\\“\" 7/\\\\“‘\‘
Valencen Nootkaton
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a-Pinen

Ol
T
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Abbildung 1-1: Beispiele fiir Biotransformationen mit Basidiomyceten. Ferulasiure wird mit Hilfe
von Pycnoporus cinnabarinus zu Vanillin umgesetzt (Krings et al., 2001). Valencen wird mit
Funalia trogii zu Nootkaton umgesetzt (Kolwek et al., 2018). a-Pinen wird mit Trametes elegans zu
cis-Verbenol umgesetzt (Jaramillo et al., 2020).
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So haben Basidiomyceten groRes Potential, sowohl als direkte Quelle von Aromastoffen, wie

auch als Quelle fur Enzyme zur biotechnologischen Aromastoffproduktion.
1.3 Sesquiterpencyclasen und ihre Produkte

Es ist eine Vielzahl an Terpensynthasen (TPS) bekannt, die eine Vielzahl an Produkten
produziert. Bisher sind sowohl Bakterien, Pflanzen, Pilze, Amdben und rote Algen fur das
Vorhandensein von Terpencyclase-Genen bekannt. Terpene agieren als Pflanzenhormon,
spielen eine wichtige Rolle in der Zellmembran, in der Photosynthese oder sogar im Transfer
von Elektronen (Gao et al., 2012). In Organismen wie Ratten, Elefanten oder dem
Malariaerreger Plasmodium falciparum konnten zwar Terpenoide, aber keine
entsprechenden Gene nachgewiesen werden (Goodwin et al., 1999; Kelly et al., 2015; Zhang
et al., 2008). Fir die Industrie spielen Terpene eine wichtige Rolle als Bestandteil von
Parfimen, Pigmenten oder in Resinen. Aber auch in der Medizin gewinnen sie immer mehr
an Bedeutung, zum Beispiel in der Behandlung von Krebserkrankungen (Gongalves et al.,
2020).

Pflanzen produzieren Sesquiterpene hdufig als Schutz. Mais zum Beispiel lockt damit
Wespen an; die die Larven des Sudwestlichen Maiszinslers fressen. Zudem produziert
nahezu jede zweite Mono- bzw. Sesquiterpencyclase aus Pflanzen mehr als ein Produkt
(Degenhardt et al., 2009). Immer mehr Arbeiten zeigen, dass auch Pilze Terpene produzieren
konnen, deren Biosynthese bislang nur in Pflanzen bekannt ist (Huang et al., 2021).
Basidiomyceten bilden Fruchtkorper und haben deshalb auch Fressfeinde. Zur Verteidigung
werden unter anderem Sesquiterpene produziert, die als Repellent und/oder auch toxisch
wirken konnen (Abraham, 2001). Aber auch symbiotische Lebensformen mit Pflanzen
werden eingegangen. In diesen Féllen werden hdufig Sesquiterpene produziert, die als
Phytohormone  wirken (Kashiwabara et al., 2006). Bisher bekannt als
Sesquiterpenproduzenten sind 79 Vertreter der Basidiomyceten mit bisher ungefahr 1000
verschiedenen Sesquiterpenoiden. Die hdufigsten Kohlenstoffgrundgeriste sind Drimane,
Protoilludene, Illudene, Hirsutene, Cadinene, and Tremulene (Dai et al., 2021). Nach
aktuellem Stand weisen Basidiomyceten im Durchschnitt 12 Gene fir STS auf. Das sind ca.
viermal mehr als bei Ascomyceten (Schmidt-Dannert, 2015). Tats&chlich funktionell

charakterisiert sind allerdings insgesamt nur 122 STS aus Basidiomyceten (Wu et al., 2022).

Trotz der geringen Sequenzéhnlichkeiten zwischen Terpensynthasen und Isoprenoid-
diphosphatsynthasen (IPPS) zeigen beide Enzymfamilien groRe Ahnlichkeiten in der Faltung
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und der Notwendigkeit eines Clusters aus drei Metallionen fur die Katalyse. Da IPPS die
entsprechenden Substrate fir TPS produzieren, wird vermutet, dass sich pilzliche TPS aus
den IPPS entwickelt haben (Lee et al., 2017; Wei et al., 2020). Gerade die signifikanten
Sequenzunterschiede sprechen fur eine Entwicklung noch vor der evolutiondren Trennung
von Pro- und Eukaryonten. Eine phylogenetische Untersuchung von pilzlichen und
bakteriellen TPS bestétigte diese Theorie (Jia et al., 2019). Eine weitere Quelle von TPS-
Genen fur Pilze ist der horizontale Gentransfer ausgehend von Bakterien. Es konnte eindeutig
gezeigt werden, dass im pilzlichen Genom integrierte TPS in ihrer Aktivitat mit TPS
bakteriellen Ursprungs Ubereinstimmen. Fir die bakterielle Herkunft der TPS-Gene spricht
aulRerdem das Vorhandensein eines DDxxxD-Motivs anstelle des typischen DDxxD-Motivs
pflanzlicher TPS. Konkret gezeigt werden konnte dies fiir VVertreter der Spezies Metarhizium
und Cordycepioideus (Jia et al., 2019). Durch heterologen Transfer Ubertragene Gene
unterliegen in den meisten Fallen einer hohen Selektion und gehen oft wieder verloren (Hao
& Golding, 2006). Fur die so gewonnenen TPS-Gene der Spezies Metarhizium gilt dies nicht.
Sie brachten der Spezies offensichtlich Vorteile und finden sich in Genclustern in relativer

Né&he zu Transkriptionsfaktoren, welche die Expression optimieren (Jia et al., 2019).
1.3.1 Biosynthese von Terpenen

Enzyme sind einzigartige Katalysatoren, die Reaktionen um ein Vielfaches beschleunigen
kdnnen. Sie weisen meist eine hohe Substrat- und Wirkspezifitat auf und sind verantwortlich
flr die beeindruckende Chemodiversitét in der Natur. Gerade im Falle von Terpenen ist die
Anzahl von Prékursoren sehr klein. Sie bestehen im Wesentlichen aus den zwei Vorstufen
Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP). Gebildet werden diese
mittels 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphate (MEP)-Biosyntheseweg oder Mevalonatsaure
(mevalonic acid, MVA)-Biosyntheseweg (Daletos & Stephanopoulos, 2020). Aus diesen
zwei Stoffwechselwegen gehen Geranyldiphosphat (GDP), Farnesylpyrophosphat (FPP),
sowie Geranylgeranyldiphosphat (GGDP) hervor (siehe Abbildung 1-2). Alleine aus diesen
drei Vorstufen entstehen durch Terpensynthasen und -cyclasen eine enorme Anzahl
zyklischer sowie azyklischer Substanzen. Verglichen mit Monoterpencyclasen ist die Vielfalt
an moglichen Kohlenstoffgerlsten bei den Sesquiterpenen alleine durch das grofere

Substratmolekdl deutlich groRer.
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des MVA- und des MEP-Biosyntheseweges zur
Herstellung von Farnesylpyrophosphat. Weitere Abkiirzungen: Coenzym A (CoA), Glyceraldehyd-
3-phosphat (G-3-P), 3-Hydroxy-3-methylglutaryl (HMG), 1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat (DXP).
Veréndert nach (Daletos & Stephanopoulos, 2020).

Es folgt die Abspaltung des Phosphatrestes. Abhdngig von der Position der mit dem
allylischen Carbokation in Reaktion gebrachten C-C-Doppelbindung sind initial 1,6; 1,10
bzw. 1,11-Zyklisierungen mdglich, die zu der strukturellen Vielfalt an
Kohlenstoffgrundgeriisten bei den Sesquiterpenen fiihrt (Cane et al., 1995). Es folgen weitere
Reaktionsschritte wie die Verschiebung von Hydridionen oder Methylgruppen, die zum

finalen Produkt flhren.
1.3.2 Kilassifizierung von Sesquiterpencyclasen

Sesquiterpensynthasen (STS) tragen die Enzymklassifizierungsnummern 4.2.3.x. Die vier
steht fur die Familie der Lyasen, eine Gruppe von Enzymen die auf nicht-hydrolytischem
Wege die Addition oder Substitution von Gruppen katalysiert. Die Ziffer 2 differenziert die
Klassifizierung und zeigt, dass es sich um Kohlenstoff-Sauerstoff-Lyasen handelt. Die Ziffer

drei zeigt, dass die katalysierten Reaktionen mit Phosphat in Zusammenhang stehen.

Allgemein kénnen Terpencyclasen in zwei Klassen eingeteilt werden (siehe Abbildung 1-3).

Klasse | Terpencyclasen Kkatalysieren die Metallionen-abhdngige Zyklisierung von
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Isoprenoiddiphosphatsubstraten. Durch die Abspaltung des Phosphatrestes entsteht ein
Carbokation. Charakteristisch sind die metallbindenden Motive DDXXD und
(N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE. Typische Vertreter dieser Klasse I sind Mono-, Sesqui-, Di-
und Sesterterpencyclasen. Klasse 1l Terpencyclasen katalysieren meist die Protonierung von
C-C Doppel-Bindungen, was zu einem Carbokation fiihrt. Di-, Sester- und Triterpencyclasen
sind typische Vertreter aus dieser Klasse. Charakteristisch ist das DXDD Motiv (Quin et al.,
2014; Wendt & Schulz, 1998).

Klasse -Terpensynthase Substrat Produktbeispiel
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Terpencyclasen in die Klassen I und 11 (veréndert nach
(Aaron & Christianson, 2010)).

In jingster Zeit werden immer mehr Abweichungen dieser Klassifizierung bekannt. Die STS
AstC aus Aspergillus oryzae zeigt auf Sequenzebene zwar das fur Klasse 1-Cyclasen typische
DDxxE-Motiv, das zweite Aspartat wurde allerdings durch ein Asparagin substituiert. Daher

wurde der Verlust der ionisierungsbasierten Zyklisierung vermutet (Shinohara et al., 2016).
1.3.3 Metallionenabhéangigkeit

Hinl&nglich bekannt ist, dass die Reaktion von TPS Metallionen-abhéngig ist (Robinson &
West, 1970). Spater konnte unter Verwendung der Rontgenkristallstrukturaufklarung
aufgeklart werden, dass drei bivalente Metallionen an der katalysierten Reaktion beteiligt
sind. AulRerdem konnte gezeigt werden, welche Motive die Metallionen innerhalb der
Enzyme komplexieren und fur welche Reaktionsschritte sie benétigt werden, namlich

Bindung und Aktivierung vom Pyrophosphat. Trotz der geringen Sequenzidentitat auf
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Aminosdureebene sind die Aspartat-reichen Motive DDxxD bei FPP-Synthasen von
Menschen, Bakterien und Protozoen hoch konserviert. Im Unterschied dazu werden bei
Terpencyclasen aus Pflanzen, Pilzen und Bakterien lediglich zwei Metallionen durch das
DDxxD-Motiv komplexiert, die Bindung des dritten Metallions geschieht durch das ebenfalls
hoch konservierte NSE/DTE-Motiv. Durch die hohe Konservierung des dreikernigen
Metallionen-Clusters in den meisten Reichen der Lebewesen geht man von einem
gemeinsamen Ursprung der Terpencyclasen aus (Aaron & Christianson, 2010). Dem
entgegen steht die (+)-0-Cadinene-Synthase aus Gossypium arboreum. Diese STS besetzt das
typische DDxxD-Motiv. Anstelle des NSE/DTE-Motivs konnte allerdings gezeigt werden,
dass ein zusatzliches Aspartat-reiches DDxxXE-Motiv an der Metallionenkomplexierung
beteiligt ist. Damit &hnelt diese STS strukturell eher den kettenverlangernden
Isoprenoidsynthasen. Es wird postuliert, dass sich kettenverlangernde und zyklisierende
Synthasen nicht in den spezifischen Motiven, sondern in der 3D-Struktur der entsprechenden
aktiven Stelle unterscheiden (Gennadios et al., 2009). Am Beispiel der Terpensynthase TPS4
aus Zea mays konnte gezeigt werden, dass zwei unterschiedliche Vertiefungen in der aktiven
Stelle Einfluss auf die konformationellen Anderungen des Carbokation-Intermediats nehmen
(KolIner et al., 2006). Bereits 1992 wurde beobachtet, dass sich anstelle von Mg?* auch Mn?*
als Kofaktor einsetzen lasst. Dabei konnten sogar hthere Umsatzraten erzielt werden, bereits
bei niedrigen Konzentrationen des Metallions trat allerdings ein Verlust an Aktivitat auf
(Rajaonarivony et al., 1992). Die Wahl der Metallionen beeinflusste bei der IPPS aus dem
Kéafer Phaedon cochleariae sogar die Produktspezifitit. Beim Einsatz von Mg?* iiberwog
FPP, beim Einsatz von Co?* iiberwog GDP (Frick et al., 2013). Eine Monoterpensynthase
aus der Minze zeigte Aktivitat sowohl mit Mg?* als auch mit Mn?*, In beiden Fallen war die
gleiche Kinetik und das gleiche Produktspektrum messbar (Alonso et al., 1992). Eine spatere
Studie konnte zeigen, dass beide bivalenten Metallionen fiir die Kristallisation und die
darauffolgende Enzymstrukturaufklarung geeignet waren. Es zeigte sich jedoch, dass die
Kristalle mit Mn?*, koordiniert im aktiven Zentrum, von besserer Qualitat waren und sich
zudem in der Kristallform unterschieden (Hyatt et al., 2007). In 2016 wurden drei
Monoterpensynthasen aus Artemisia annua isoliert und charakterisiert. Alle drei Enzyme
zeigten auch unter der Verwendung von Manganionen Aktivitat, wenn auch im Vergleich zu
Mg?* stark verringert. Erst bei der Verwendung von Mn?* konnte jedoch fiir die Synthasen
AaTPS2 und AaTPS5 zusétzlich eine Umsetzung von GDP zu Linalool nachgewiesen

werden (Ruan et al., 2016). In Kontrast dazu steht die bereits 2005 aus demselben
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Organismus isolierte f-Farnesensynthase. Sie zeigte mit Mg?* ihre hochste Aktivitat. Genau
wie mit Cu®*, Zn?*, Ni?* war sie auch mit Mn?* kaum aktiv. Allerdings wurde unter Einsatz
von Co?* eine Aktivitat von ca. einem Drittel im Vergleich zur Aktivitat mit Mg?* erzielt
(Picaud et al., 2005).

Die STS MtTPS5 aus Medicago truncatula ist ein Multiproduktenzym und produzierte 27
unterschiedliche Sesquiterpenoide (Garms et al., 2010). AulRerdem ist sie ein weiteres
Beispiel fur promiskuitive Metallionenabhangigkeit. Wurde Mg?* im Enzymassay
eingesetzt, konnte Cubebol als Hauptprodukt identifiziert werden. Nutzte man hingegen
Mn?*, war Germacren D das Hauptprodukt. Wurden Kupferionen eingesetzt, zeigte das
Enzym nur noch ein Drittel seiner Aktivitat verglichen mit Mg?*. Weiterhin konnten auch
mit Ca2*, Cd?*, Co?" Ni?* und Zn?* sehr geringe Aktivititen nachgewiesen werden.
Interessanterweise hat auch die Konzentration der Metallionen einen Einfluss auf die
Aktivitat. Setzte man Mg?* in den Konzentrationen 10 mM und 0,1 mM ein, wurde fiir die
niedrigere Konzentration lediglich ca. ein Drittel der Aktivitdt nachgewiesen. Bei
Manganionen war der Einfluss nicht ganz so drastisch, dafiir in umgekehrter Reihenfolge.
Die hohere Metallionenkonzentration setzte die Aktivitdt um ca. ein Finftel herab
(Vattekkatte et al., 2018). Die STS TPS6 aus dem Mais ist ebenfalls ein Multiproduktenzym
und produzierte S-Bisabolene und p-Macrocarpene. Untersuchungen mit verschiedenen
bivalenten Metallionen zeigten sehr geringe Aktivitat mit Ca%*, Cd?*, Co?*, Cu?*, Ni?* und
Zn?*. Setzte man Mg?* oder Mn?* ein, erhielt man nahezu gleiche Aktivitdten. Interessant
war hier das ebenfalls gleiche Verhéltnis von Gesamtaktivitat und Metallionenkonzentration.
Je hoher die Konzentration an Metallionen, desto hoher war in diesem Fall die Aktivitat.
Allerdings anderte sich auch hier das Produktverhéltnis je nach eingesetztem Metallion. Mit
Mg?* (iberwog S-Macrocarpene mit ca. 85 %, mit Mn?* entstanden beide Produkte zu
gleichen Teilen (Kdllner et al., 2008).

ExKklusiv fur Pflanzen konnte gezeigt werden, dass auch monovalente Metallionen eine Rolle
bei der Aktivitdt von TPS spielen kdnnen. Die a-Farnesensynthase MsAFS1 aus dem Apfel
besitzt einen an der Enzymoberflache prasentierten H-alpha-loop, der als Kaliumbindestelle
fungiert (Green et al., 2009). Dabei sind monovalente Kationen im Zusammenhang mit
Enzym-katalysierten Reaktionen dafiir bekannt, an der Substratbindung und dem Erreichen
des Ubergangszustandes, jedoch weniger direkt an der Katalyse, beteiligt zu sein (Page & Di
Cera, 2006). Da MsAFS1 ohne das Vorhandensein von K*-lonen eine Restaktivitat von 12 %
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zeigte und die Anwesenheit von K*-lonen keinen Einfluss auf das erhaltene Produkt nahm,

wurde postuliert, dass sie lediglich die Substratbindung unterstitzten (Green et al., 2009).

Das Bakterium Streptomyces griseus produzierte das Sesquiterpenoid (+)-Epicubenol, wobei
Mg?* als Kofaktor bevorzugt wurde. Mit Mn?* konnte lediglich eine Aktivitit von 12 %
nachgewiesen werden. Setzte man Fe?*, Co?*, Zn?*, Ni** oder Cu?* als Kofaktor ein, war
keine Aktivitat nachweisbar (Nakano et al., 2012).

Auch zu STS isoliert aus Vertretern des Reiches der Pilze gibt es Untersuchungen zur
Metallionenabhangigkeit. Die Aristolochensynthase aus dem filamentésen Pilz
Penicillium roqueforti, verwendet fiir die Herstellung von Blauschimmelkése, zeigte sowohl
mit Mg?* als auch Mn?* Aktivitat. Wurde jedoch eine Konzentration von 0,01 mM Mn?
uberschritten, inhibierte dies die Reaktion (Hohn & Plattner, 1989). Die STS Omp6 und
Omp7 aus Omphalotus olearius, sowie Stehi25180, Stehi64702 and Stehi73029 aus
Stereum hirsutum produzierten alle das aus einer 1,11-Zyklisierung hervorgehende A6-
Protoilluden und wiesen mit iber 50 % eine hohe Sequenzahnlichkeit auf (Quin et al., 2013;
Wawrzyn et al., 2012). Fir Omp6 und Omp7 konnte gezeigt werden, dass sie sehr spezifisch
sind und sich das Produktspektrum durch den Einsatz von Mn?* statt Mg?* nicht dndert (Quin
et al., 2015). Ersetzte man fiir Stehi73029 Mg?* durch Ca?* im Reaktionsmedium, &nderte
sich dadurch das Produktspektrum erheblich (siehe Abbildung 1-4).

N N N FPP

OoP

1-11-Zyklisierung Mg Ca?t 1-10-Zyklisierung

A-6-Protoilluden B-Elemen

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Anderung im initialen Zyklisierungsmechanismus von
STS Stehi73029 bei der Zugabe von Ca?*.

A6-Protoilluden wurde durch g-Elemen als Hauptprodukt ersetzt. Dabei fand ein Wechsel

der initialen Zyklisierung von 1,11 zu 1,10, statt. Per CD-Spektroskopie konnten keine
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Anderungen der Sekundérstruktur festgestellt werden, sodass durch die Zugabe von Ca?*-
lonen keine strukturellen Anderungen angenommen werden. Im gleichen Zuge konnte unter
Einsatz von Ca?* die Produktion von p-Elemen als Hauptprodukt ebenfalls fiir die STS
Stehi25180 und Stehi64702 gezeigt werden. Fir Omp6 und Omp7 wurde zudem eine
signifikant niedrigere Produktausbeute festgestellt (Quin et al., 2015). Auch in Anwesenheit
von Mn?*, Co?" und Ni%* zeigten die fiinf zuletzt genannten STS Restaktivitit, ohne
Anderungen des Produktspektrums, jedoch verbunden mit einer stark verringerten
katalytischen Effizienz im Falle von Co?" und Ni?*. Zur Erklarung wurden die
unterschiedlichen lonenradien sowie die Koordinierungsgeometrie angefiihrt. Durch den
Austausch einzelner Aminosduren und anschlielender Strukturmodellierungen konnte
Glutaminsdure an  Position 182 als  Schlusselaminosaure  fir die  hohe
Metallionenpromiskuitét von Stehi73029 identifiziert werden. Eine generelle Erklarung fur
Unterschiede in der Metallionenaffinitét ist eine negativgeladene Aminosaure jedoch nicht.
Omp6 und Omp7 zeigten eine geringe Affinitat und wurden an der entsprechenden Position
verandert, besalRen jedoch keine hohere Metallionenaffinitat als zuvor (Quin et al., 2015).
Eine weitere Erklarung konnte die Interaktion von Metallionen wie Ca?* mit Aminosauren
des H-alphal-loops sein, da dieser eine wichtige Rolle fiir das Produktspektrum von STS

spielt (Lopez-Gallego et al., 2010).

Ein generelles Muster bei der Metallionenabhéngigkeit von TPS kann fur keinen Zweig ihres
phylogenetischen Baums getroffen werden. Gerade die Arbeiten von Kéllner und Picaud
zeigten, dass Mg?* und Mn?* bei STS am weitesten verbreitet sind, aber auch einige andere
Metallionen kdnnen eine Aktivitat hervorrufen (Kollner et al., 2008; Picaud et al., 2005).
Viele Arbeiten beschéftigten sich mit der Strukturaufklarung von Enzymen dieser Klasse und
zeigten, welche Aminosduren der aktiven Stelle an der Koordinierung der jeweiligen
Metallionen beteiligt sind. Es ist bekannt, dass Pflanzen Anderungen im Sesquiterpenprofil
im Falle von pathogenen Infektionen zum signaling und als Abwehr nutzen. Ahnliches ist
bei Pilzen vorstellbar. Welche Rolle einzelne Metallionen spielen, bedarf jedoch weiterer
Forschung. Aber wie der zuriickliegende Abschnitt zeigt, ist die Datenlage zu gering, um ein

umfassendes Restimee zu diesem Thema geben zu kdnnen.
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1.4 Nebenstrome der Agro- und Lebensmittelindustrie

Mdochte man Lebensmittel fiir einen anderen Zweck als den der Erndhrung einsetzen, muss
dies gut gegrundet und der Nutzen klar erkennbar sein. Fir eine Verwendung als
Kulturmedium oder als Additiv zu diesem kdnnen bei biotechnologischen Verfahren
alternativ zu verzehrfahigen Lebensmitteln Nebenstrome der Lebensmittelproduktion
eingesetzt werden. Das SchlieRen von Stoffkreiskreislaufen erzielt nicht nur eine wesentlich
hohere Akzeptanz, sondern ist zudem kostengunstiger. Als Nebenstrom der Agro- und
Lebensmittelindustrie wird alles definiert, was wéhrend des Produktionsprozesses nicht vom
Ausgangsmaterial in das jeweilige Produkt umgewandelt und daher oft auch als Abfall- oder
Nebenprodukt bezeichnet wird. Betrachtet man beispielhaft die Produktion von Fruchtsaft,
so verbleiben nach der Pressung im Durchschnitt 40 % der zuvor eingesetzten Frichte als
Reststoff und mussen entsorgt werden. Dabei fallen Schalen, Kerne und Fruchtfleischreste
an. Jedes Jahr wird so eine grofie Menge biologisch abbaubarer Abfélle und Nebenprodukte
ungenutzt entsorgt. Diese Nebenstrome enthalten zum Teil noch sehr grolRe Mengen an
Nahrstoffen wie Lipide, Kohlenhydrate, Proteine, Vitamine, organische S&uren,

Antioxidantien und Mineralien (Svarc-Gajié et al., 2020).

Aus der modernen Biotechnologie sind Firmen, die Nebenstrome verwerten, nicht mehr
wegzudenken. Die Kynda Biotech GmbH entwickelt beispielsweise Fleischersatzprodukte
aus Pilzmyzel, das auf Nebenstrémen der Agro- und Lebensmittelindustrie kultiviert wird.
Pilze wie Fusarium venenatum IR372C, ein Ascomycet, werden durch ihre fadenartige, dem
Muskelprotein &hnliche Struktur gerne als Fleischersatz eingesetzt (,,Quorn®). ES muss
sichergestellt sein, dass der eingesetzte Pilz keine Toxine produziert oder mdglicherweise ein
allergenes Potenzial aufweist (Hashempour-Baltork et al., 2020). Gerade die Spezies
Fusarium birgt das Risiko von allergischen Reaktionen (Hoff et al., 2003). In 2015 wurden
neben Trametes versicolor, Lentinula edodes und Flammulina velutipes insgesamt 29
Basidiomyceten auf Rlckstédnden der Pflanzenélgewinnung, den sogenannten Presskuchen,
kultiviert. Bei insgesamt 18 der eingesetzten Pilze wurde durch den Einsatz von
Rapspresskuchen im Kulturmedium die Pilzbiomasse signifikant erhéht (Krupodorova &
Barshteyn, 2015). In einer anderen Studie wurde Apfeltrester als Substrat fur
Pleurotus sapidus eingesetzt. Hier war nicht die Biomasse insgesamt das Ziel, sondern die
Erschliefung einer alternativen veganen Proteinquelle (Ahlborn et al., 2019). Aber auch zur
Produktion lebensmitteltechnologisch relevanter Enzyme mit Basidiomyceten wurden die

Pilze bereits auf Nebenstromen kultiviert. Laccasen wurden zur Quervernetzung bei der
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Herstellung veganer Gele eingesetzt (Khalighi et al., 2020). Durch den Zusatz von
Mandarinenschalen zum Kulturmedium konnte die Produktion von Laccasen durch
Cerrena unicolor, Trametes versicolor und andere Basidiomyceten in Einzel- und Co-

Kultivierungen gesteigert werden (Kachlishvili et al., 2021).

Im Folgenden werden die in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten Nebenstréme und ihre

bisherigen Moglichkeiten der Verwertung erldutert.
1.4.1 Rapspresskuchen

Allein in der EU fallen pro Jahr 32 Millionen Tonnen von diesem Nebenstrom an (FEDIOL
Statistics, https://www.fediol.eu/web/2019/1011306087/1ist1187970188/f1.html, aufgerufen
am 14 Februar 2023). Anders als Rapsextraktionsschrot fallt Rapspresskuchen bei der
Gewinnung von kaltgepresstem Raps6l an und hat dadurch einen hoheren Restfettgehalt. Der
Fettgehalt schwankt mit 10-30 % sehr stark und hangt mafRgeblich vom verwendeten
Pressdruck ab. Der Proteingehalt liegt bei 19-45 % (Rakita et al., 2023). Durch mehrstufige
Extraktionsschritte kdnnen zudem Faserstoffe, Phytochemikalien und auch Antioxidantien
gewonnen werden (Baiano, 2014). Die Menge an extrahierbarem Protein hangt stark von der
vorangegangenen Methodik der Olgewinnung ab. Bei der Verwendung von kaltgepresstem
Rapspresskuchen ohne jegliche Wéarmebehandlung wéhrend des gesamten Prozesses erhalt
man die hochsten Ausbeuten an Protein (Ostbring et al., 2019). In derselben Arbeit konnte
gezeigt werden, dass auch die Extraktion von Stoffen mit emulgierenden Eigenschaften stark
von der vorangegangenen Olextraktion und der spateren Behandlung mit Warme abhangig
ist. Auch die Konzentration an Natriumchlorid nimmt Einfluss auf die Ausbeute der
Proteinextraktion (Fetzer, 2018).

Die haufigste Nutzung des Nebenstroms ist die Verfltterung an Rinder, Schweine und
Héhnchen, da er reich an Protein ist. Durch die Kombination von Rapspresskuchen und
Extraktionsschrot lasst sich das kostenintensivere Sojaextraktionsschrot ersetzen (Jilg, 2005)
und in Einzelféllen sogar die Milchleistung von Kiihen erhéhen (Weigel, 2008). In 2016
konnte erstmals gezeigt werden, dass aus Presskuchen extrahiertes Rapsprotein in der
Humanerndhrung eingesetzt werden kann (Wanasundara et al., 2016). Der postprandiale
Insulinspiegel blieb 1anger stabil und es kam zu einer langeren Sattigung (Volk et al., 2020).
Problematisch bleibt der Gehalt an Bitterstoffen, vor allem Kaempferol-3-O-(2"- O-sinapoyl-
p-sophorosid) (Hald et al., 2019). Durch eine Vorbehandlung von Rapsprotein mit der
Ferulasdure-Esterase aus Schizophyllum commune lasst sich jedoch der Gehalt von
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Kaempferolen deutlich reduzieren (Siebert et al., 2022). Auch die Energiegewinnung ist eine
Form der Verwertung von Rapspresskuchen. Obwohl es sich nicht um ein offizielles Substrat
nach dem Gesetz fur erneuerbare Energien (EEG 2012 827 Absatz 2) handelt, wird es in

Biogasanlagen genutzt und auch in der direkten Verbrennung eingesetzt.

In der Produktion von Enzymen mittels Festbettreaktor wird Rapspresskuchen ebenfalls als
Medienbestanteil eingesetzt. Parameter wie die Reaktionszeit, Wassergehalt und pH spielen
eine groRe Rolle. Vor allem die Beeinflussung des Zellwachstums durch Partikelgréf3e und
Gehalt des Nebenstroms haben einen wesentlichen Einfluss auf die Enzymausbeute bei
solchen Fermentationen (Thakur et al., 2015). Beispiele sind die Produktion von Proteasen
mit Aspergillus ficuum, Streptomyces thermovulgaris, Aspergillus oryzae (Medhe et al.,
2018), Phytase mit Aspergillus ficuum, Aspergillus oryzae (Ramachandran et al., 2007),

sowie S-Glukosidase mit Trichoderma reesi (Alhomodi et al., 2022).
1.4.2 Ahornholz

Ségespane und Hackschnitzel zdhlen zu den Nebenprodukten, die in Sdgewerken anfallen.
Diese hatten allein in Deutschland im Jahr 2010 ein Aufkommen von ca. 15 Mio. m3 (Mantau,
2012). Die haufigste Verwendung findet sich in der energetischen Nutzung, zum Beispiel als
Pellets, oder in der Herstellung von Spanplatten (Thran et al., 2009). Eine weitere
Maoglichkeit der Verwertung von diesem Nebenstrom ist die Extraktion des Biopolymers
Cellulose. Zur Verbesserung der chemischen und mechanischen Eigenschaften ist jedoch
haufig der Mix mit anderen Polymeren nétig (Ferreira et al., 2016). Auch Lignin kann aus
Holzabfallen gewonnen werden. Es lasst sich chemisch modifizieren und in unterschiedliche
Matrizes eingebettet als VVerpackungsmaterial einsetzen (Banu et al., 2019). Biopolymere aus
Holzabféllen haben vor allem in der Verpackung von Lebensmittel eine groRe Zukunft
(Kumar et al., 2022). Ein weiterer Weg der Verwertung von Abfallen der Holzindustrie ist
die Produktion von Bioethanol, etwa durch die Entfernung von Lignin, eine Vorbehandlung
mit cellulytischen Enzymen und eine anschlielende Fermentation mit Ethanol-
produzierenden Organsimen wie Hefen und Bakterien (Liguori et al., 2013). Presst man den
Holzsaft aus entsprechenden Abfallstromen, kann dieser zur Synthese von
Polyhydroxyalkanoaten durch die Kultivierung mit Bacillus sp. G8 19 eingesetzt werden
(Ciesielski et al., 2021). Eichenholzspéne finden unter anderem Einsatz in der Kultivierung
des Basidiomyceten Grifola frondosa zur Gewinnung von Xylanasen und Cellulasen
(Montoya et al., 2012).
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Ahornholzspane wurden fir diese Arbeit ausgewahlt, da der eingesetzte Pilz naturlicherweise
bevorzugt auf Ahorn- und Birkenholzstdmmen wachst. Daher wurde eine induktive Wirkung

von Ahornholz im Kulturmedium postuliert.
1.4.3 Kartoffelstarke

Starke besteht aus den beiden Polysacchariden Amylose und Amylopektin in
unterschiedlicher quantitativer Zusammensetzung. Je nach botanischer Herkunft
unterscheidet sich das Verhaltnis der beiden zueinander sehr (Martens et al., 2018).

S-Cyclodextrine werden fir immer mehr Anwendungen benétigt. Zur Minimierung der
Produktionskosten konnte ein Prozess etabliert werden, in dem Kartoffelstarke mit einer
heterolog produzierten Cyclodextrin-Glucanotransferase umgesetzt wird (Amara et al.,
2022). Neben dem Einsatz als Agens zur Herstellung von Filmen flr technische
Anwendungen (Javanbakht & Namazi, 2017) wird Starke vor allem fiir die Herstellung von
Aerogelen und Schaumen genutzt und dient damit Gberwiegend der Verpackungsindustrie
(Silva et al., 2020).

Durch die Fermentation von Kartoffelstarke mit Geobacillus stearothermophilus kann
Milchsaure hergestellt werden (Smerilli et al., 2015). Durch die Kultivierung von
Aureobasidium pullulans auf Kartoffelstarke konnten parallel die vielfaltig einsetzbaren

Stoffe Pullulan und Melanin produziert werden (Lin et al., 2022).
1.4.4 Weizenkleie

Weizenkleie ist mit einem Gehalt von 35-60 %, je nach Verarbeitungsgrad, eine gute
Ballaststoffquelle (Li et al., 2016). Die Gewinnung findet meist durch saure, alkalische,
physikalische oder enzymatische Extraktion statt. Durch den Einsatz der zusétzlichen
Ballaststoffe in der Brotherstellung erhoht sich die Wasserbindefahigkeit des Teiges. Dies
fihrt zu einer erhéhten Plastizitat wéahrend des Herstellungsprozesses und einem erhéhten
Volumen des fertigen Produkts (Chaari et al., 2022). Auch der Einsatz als Fullstoff in der
Herstellung von biobasierten und -abbaubaren Kunststoffen ist ein mogliches Einsatzgebiet
von Weizenkleie (Aliotta et al., 2022).

Es werden aber auch immer mehr Festbett-Fermentationsprozesse etabliert. Ein Beispiel ist
die Produktion von phenolischen S&uren mit Aspergillus niger (Yin et al., 2019) oder
Formitopsis pinicola (Tu et al., 2020). Weiterhin wurden mit Hilfe der drei aus der

traditionellen  chinesischen  Medizin  bekannten Pilze Isaria cicadae Miq.,
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Cordyceps militaris, und Inonotus obliquus Flavonoide und Aromastoffe wie Ester und
Aldehyde aus Weizenkleie gewonnen (Li et al., 2022). In einer aktuellen Studie konnte
gezeigt werden, dass sich mit Weizenkleie durch die Ganzzell-Biokonversion mit einem
genetisch veranderten Escherichia coli-Stamm cis-cis-Muconséure herstellen lasst (Molinari
etal., 2023).

1.4.5 Zitrusfruchtschalen

Die Schale von Zitrusfrichten ist ein Abfallstrom der Lebensmittelindustrie mit einem
jahrlichen Volumen von 50 bis 100 Millionen Tonnen weltweit. Sie enthalten eine Vielzahl
organischer Substanzen, vor allem D-Limonen. Die antimikrobiellen Eigenschaften machen
es schwierig, sie als Medienzusatz in Fermentationen einzusetzen (Zema et al., 2018). Neben
itherischen Olen enthalten sie ebenfalls Polyphenole und Carotinoide. Die Gehalte dieser
Wirkstoffe mit anti-carcinogenen, antimutagenen und antiallergenen Eigenschaften sind in
den Schalen um ein Vielfaches héher als in der restlichen Frucht (Londofio-Londofio et al.,
2010). Die Gewinnung dieser Stoffe ist jedoch in den meisten Féllen ineffektiv und sehr
kostenintensiv (Chemat et al., 2012). Das Heteropolysaccharid Pektin Iasst sich durch den
Einsatz von Mikrowellen, Ultraschall, durch Enzyme oder mit Hilfe von subkritischem
Wasser aus Zitrusschalen gewinnen (Adetunji et al., 2017). Auerdem sind Flavonoide
enthalten, die einen therapeutischen Nutzen haben kdnnen. So konnte ein ethanolischer
Extrakt erfolgreich in der Behandlung von Epilepsie eingesetzt werden (Sharma et al., 2023).
Die Fermentation von monokaryotischen Stdmmen des Pilzes Pleurotus ostreatus auf
Zitrusschalen kann fur die Produktion von p-Anisaldehyd und (2S)-Hydroxy-1-(4-
methoxyphenyl)-1-propanon genutzt werden (Burger et al., 2022).

1.4.6 Traubentrester

Traubentrester ist ein Abfallprodukt der Wein- und Traubensaftproduktion. Die
Hauptbestandteile sind Schale, Kerne, Stangel und Fruchtfleisch. Eine Mdglichkeit,
Traubentrester zu recyclen, ist die Herstellung von Tresterbrand. Die wohlbekanntesten
Vertreter sind Grappa aus ltalien oder Marc de Champagne aus Frankreich. Nach einer
Aufbereitung von Traubentrester kdnnen die daraus separierten Traubenkerne auRerdem zu
Traubenkerndl gepresst werden. Seit 2016 gibt es zudem die Idee, Lederersatz aus
Traubentrester herzustellen. Durch den hohen Gehalt an antioxidativ wirkenden
Polyphenolen konnte der Trester von Cabernet Sauvignon Trauben dazu genutzt werden,
asphalthaltigen StraRenbelag widerstandsféhiger und langlebiger zu machen (Sandoval et al.,
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2019). Die wohl gebréuchlichste Form des Recyclings ist die Ausbringung von
Traubentrester als organischer Diinger durch die Weinbauern. Durch den hohen Gehalt an
Stickstoff und Phosphat ist dies eine gute Maoglichkeit der Nahrstoffriickfuhrung. Die
Ausbringung von Trester ist abhéngig von der Dauer der vorherigen Lagerung und der Lage
des Weinberges, geregelt durch die Dungeverordnung (DuV, Art. 1 der V v. 26.5.2017 1
1305, Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft). Auch gibt es Anséatze, die
enthaltene Weinséure (Devesa-Rey, 2011) oder Phenole (Lucarini et al., 2018; Weseler &
Bast, 2017) aus Traubentrester zu extrahieren. Nach dem Pressen verbleiben ca. 70 % der

enthaltenen Polyphenole im Trester (Beres et al., 2017).

Ebenfalls wurde untersucht, ob durch den Zusatz von Traubentrester in Pulverform die
Haltbarkeit von Fleischprodukten durch Inhibierung der Fettautoxidation erh6ht werden kann
(Ryu et al., 2014). Durch die enthaltenen Anthocyane wurde jedoch in allen untersuchten
Lebensmitteln die Farbintensitat erhoht, was zu einer deutlich schlechteren Akzeptanz bei
Testessern fiihrte (Ozvural & Vural, 2011).

Ein Zusatz von Traubentrester fuhrte zu einer Erhéhung des Proteingehalts von
Pleurotus albidus wéhrend der Festbettfermentation (Stoffel et al., 2019). Durch die
Umsetzung von Traubentrester mit Saccharomyces cerevisiae kann Bioethanol hergestellt

werden (Rodriguez et al., 2010).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Nachhaltige Produktionsverfahren gewinnen nicht zuletzt wegen des Klimawandels immer
mehr an Bedeutung. Die Biotechnologie zeigt Mdglichkeiten auf, ressourcenschonende und
hocheffiziente Prozesse zu etablieren. Durch Ahnlichkeiten zum metabolischen Potenzial
von Pflanzen bergen Basidiomyceten vielfaltige Mdoglichkeiten zur biotechnologischen
Produktion von Aroma- und Naturstoffen. Auch Enzyme aus Basidiomyceten fanden in der
Vergangenheit bereits Anwendung in der Lebens- und Waschmittelindustrie. Die
Untersuchung des Volatiloms von immer mehr Vertretern dieser Spezies zeigt, welch groRes
Potenzial man sich in Zukunft noch erhofft (Ezediokpu et al., 2022; Freihorst et al., 2018;
Gressler et al., 2021; Ruhl et al., 2018). Ein damit einhergehendes wachsendes Verstandnis
der Regulierung und der zugrundeliegender Biosynthesewege bietet Moglichkeiten flr
Ganzzell- oder in vitro-Prozesse, hocheffiziente biotechnologische Produktionsverfahren fur

nachgefragte Naturstoffe zu entwickeln.

Ziel dieser Arbeit war es, Mdglichkeiten fir eine biotechnologische Produktion von
Sesquiterpenen mit dem Basidiomyceten Cerrena unicolor (Cun) aufzuzeigen. Dazu sollten
zuerst die in das Kulturmedium sekretierten Sesquiterpene identifiziert und die fir ihre
Synthese verantwortlichen Sesquiterpensynthasen (STS) kloniert werden. Sequenz-
vergleiche dienten der Identifikation der STS-Gene im Genom von Cun, sowie der
Ermittlung von STS-typischen Motiven. Nach erfolgter heterologer Expression sollten die
Synthasen, mit dem Fokus auf einer eindeutigen Zuordnung von Enzym und jeweiligem
Produkt sowie Untersuchungen zur Metallionenabhangigkeit der Produktbildung, funktionell
charakterisiert werden. Weil es vor allem fiur STS aus Pilzen zum Thema der
Metallionenpromiskuitat bisher kaum einschlégige Untersuchungen gibt, sollten diese im
Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt und damit das Verstandnis auf diesem Gebiet erweitert

werden.

Ferner sollte die Verwendung von Nebenstromen der Lebensmittelindustrie zur Kultivierung
von Basidiomyceten zur Produktion von sesquiterpenoiden Aromastoffen unter 6kologischen

und 6konomischen Gesichtspunkten evaluiert werden.
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3 Vorwort zur Publikation ,Sesquiterpene Cyclases from the

Basidiomycete Cerrena unicolor”

Bei Sesquiterpenen handelt es sich um eine vielféltige Klasse von Naturstoffen, die eine
Vielzahl von Bioaktivitaten aufweist und auch als Aromastoff sehr gefragt ist. In VVorarbeiten
konnte gezeigt werden, dass der Basidiomycet Cerrena unicolor (Cun) Sesquiterpene

produziert (Grosse et al., 2019).

Teil der nachfolgend dargestellten Publikation war die ldentifizierung der entsprechend
beteiligten Sesquiterpensynthasen (STS). Nach der Klonierung und heterologen Produktion
stand die funktionelle Charakterisierung im Fokus. Da sich die Aufklarung der
Metallionenabhangigkeit bisher auf pflanzliche und nur einige wenige STS aus Pilzen
beschrankt, wurden zwei STS aus Cun auch auf diese Eigenschaft hin untersucht. Die STSs
Cun3157 und Cun7050 wurden aufgrund ihres sehr unterschiedlichen Produktspektrums als
Modellenzyme ausgewahlt und sollten das Wissen (ber das Phédnomen der

Metallionenpromiskuitat im Bereich der STS erweitern.

Nukleotid- sowie Aminosauresequenzen der STS und die zur Klonierung genutzten Primer

kdnnen dem Anhang entnommen werden.

An der Arbeit beteiligt waren Frau Dr. Ersoy, Herr Dr. Krings, und Herr Prof. Berger. Herr
Berger stellte die notwendigen Mittel zur Verfligung und verfolgt seit geraumer Zeit Fragen
der Bildung und Regulation von fliichtigen terpenoiden Naturstoffen aus Basidiomyceten.
Franziska Ersoy und Ulrich Krings Ubernahmen die wissenschaftliche Betreuung. Ulrich

Krings unterstiitze zudem bei der Datenauswertung und -interpretation.

Die nachfolgende Arbeit wurde in der peer-reviewed Zeitschrift Catalysts (MDPI) als Teil
des Special Issue ,,Enzyme Catalysis, Biotransformation and Bioeconomy* akzeptiert und
veroffentlicht (https://doi.org/10.3390/catal11111361).



Sesquiterpene Cyclases from the Basidiomycete Cerrena unicolor 19

4 Sesquiterpene Cyclases from the Basidiomycete Cerrena unicolor

catalysts m\,,fy

Article
Sesquiterpene Cyclases from the Basidiomycete
Cerrena unicolor

Nils Piith #, Franziska Ersoy (2, Ulrich Krings and Ralf G. Berger

Institut fiir Lebensmittelchemie, Gottfried Wilhelm Leibniz Universitit Hannover, Callinstrafle 5,

30167 Hannover, Germany; franziska ersoy@Ici.uni-hannover.de (EE.); krings@Ici.uni-hannover.de (U.K.);
rg.berger@Ici.uni-hannover.de (R.G.B.)

* Correspondence: nils.pueth@Ici.uni-hannover.de

4.1 Abstract

Hundreds of terpenoids have been isolated from Basidiomycota, among them are volatile
mono- and sesquiterpenes with amazing sensory qualities, representing a promising
alternative to essential oils from endangered plant species. Sesquiterpene synthases (STS)
appear to be an abundant class of enzymes in these fungi. The basidiomycete
Cerrena unicolor, a known sesquiterpene producer, was in silico screened for sesquiterpene
cyclases via homology Basic Local Alignment Search Tool searches. Cyclase genes
identified were cloned and heterologously expressed in Escherichia coli BI21 using pCOLDI
as the expression vector. Ten cyclases were successfully produced and purified, and their
identity was confirmed using amino acid sequencing of tryptic peptides by nano-liquid
chromatography-high resolution-electrospray ionization-tandem mass spectrometry. Gas
chromatography/mass spectrometry analysis was applied to characterize these cyclases
according to the formation of sesquiterpene hydrocarbons and oxidized terpenoids.
Bioinformatic characterization and phylogenetic determination allowed for the classification
of these diverse fungal enzymes. A representative single and a multi-product STS,
respectively, were further analyzed for their dependency from divalent metal cations as a

cofactor for the catalytic activity.

Keywords: sesquiterpenes; terpene cyclases; metal ion dependency; phylogenetic analysis;

heterologous expression; Cerrena unicolor
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Figure 4-1: Graphical abstract
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4.2 Introduction

Fungi and, in particular, the division of Basidiomycota, are known to exhibit amazing
metabolic diversity. They produce a wide range of complex natural compounds of industrial
interest; among them are polyketides and terpenoids (Zhong, 2009). While polyketides have
been studied intensively in the past, terpenoids and their biosynthesis have received less
attention (Pateraki, 2015). Although structurally highly diverse, with more than 95,000
terpenoid compounds known, this group of natural products is based upon the same building
blocks (Faylo et al., 2021). Mono (C10)-, sesqui (C15)-, di (C20)-, sester (C25)-, and tri
(C30)-terpenes result from the chain elongation of five-carbon isoprene starters, namely
dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP) and isopentenyl pyrophosphate (IPP) (Christianson,
2017). The ability to form such a diversity of products out of small linear precursors is largely
caused by the catalysis of two types of terpene synthases (TPS), prenyltransferases and
terpene cyclases. Whereas prenyltransferases are responsible for chain elongation, cyclases
convert linear C5-isoprenoid pyrophosphates into structurally complex hydrocarbons
containing multiple rings and stereocenters. Cyclic sesquiterpenoids, for instance, originate
from C15 farnesyl pyrophosphate (FPP), which represents the structural core of a multitude
of functionalized, bioactive sesquiterpenoids. Sesquiterpenoids serve as antibiotics (Alves et
al., 2012), antifouling agents (Mehbub et al., 2014), or anti-cancer drugs (Fidyt et al., 2016).
Furthermore, they are widely utilized as flavors and fragrances in the food and cosmetic
industries (Leonhardt & Berger, 2015; Moniodis et al., 2017; Tan et al., 2015). Thus far,
these sought-after compounds are derived mostly from plant essential oils, but these can be
exploited only once a year. As quality and harvest depend on variable factors such as climate,
pests, transport, and storage conditions, and the recovery from plant raw materials is costly
and time consuming (Chemat et al., 2012), alternative bioprocesses are of increasing interest
(Liu et al., 2018). Cell cultures of plant cells are known to dedifferentiate and stop secondary
pathways under typical culture conditions. Whole-cell conversion systems may produce
highly desired products, starting from simple sugars and/or nitrogen-sources, but the product
yield is typically very low. An alternative to natural sources is chemosynthesis. However,
limited stereoselectivity, harsh reaction conditions, and the usage of poisonous transition
metals are the main disadvantages. Thanks to modern developments in the field of molecular
biology, the identification of suitable STS for terpene production has been simplified (Bian
etal., 2017). Several whole-genome projects have generated a large pool of uncharacterized,
and, therefore, unexploited genes in the kingdom of fungi (Quin et al., 2014; Schmidt-

Dannert, 2014). To explore the potential of fungal enzymes in biotechnological applications,
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their catalytic mechanisms must be characterized. Heterologous expression and functional
characterization will open the gate for industrial implementation. Cerrena unicolor (Cun), a
poroid fungus of the genus Cerrena, is classified as a white-rot fungus. So far, this fungus
has been studied for the production of manganese peroxidases and lignin-degrading laccases
(Kachlishvili et al., 2014; Michniewicz et al., 2006). In a preliminary study, Cun attracted
attention as a producer of several sesquiterpenoids (Strauss, 2018). The aim of this work was
the in silico identification of the corresponding STS in the genome of Cun. After cloning and
heterologous production in Escherichia coli (E. coli), biochemical and phylogenetic
classification was carried out with a focus on the metal ion dependency of the catalytic

activity.
4.3 Results and Discussion
4.3.1 ldentification of genes

Two general classes of terpene cyclases are distinguished based on the folds («, £, y) and the
metal binding motifs. Class | cyclases show catalytic activity in an « domain, where a
trinuclear metal binding side (Mg?>* A, B, C) is located, which consists of conserved
D(D/E)XXD (Mg? A, C) motifs and an NSE/DTE (Mg?* B) motif. Catalysis by class Il
cyclases is located in a p-domain, and the aspartic acid responsible for the protonation of a
terminal double bond of the isoprenoid is found in the center of the conserved signature
sequence motif DXDD (Faylo et al., 2021).

To locate the putative sesquiterpene synthases (STS) in the genome of the basidiomycete
Cerrena unicolor, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) analyses based on these
motifs were performed. Genomic data (Accession number PRINA207864) were provided by
the Joint Genome Institute (Nordberg et al., 2014). A BLAST search within the genome of
Cun resulted in 14 putative STS. BLAST searches with consensus sequences have already
been used for the identification of potential terpene synthases (TPS) within fungal genomes,
but the majority of these putative TPS have not yet been expressed and biochemically
characterized (Zhang et al., 2020). To gain insight into the biochemistry of STS from Cun,
all 14 putative cyclases were selected for cloning and expression in E. coli. As shown in
Figure 4-2, 10 active STS (see also Section 4.3.2) contained sequences of conserved motifs
typical for the TPS family.

The first conserved motif is the aspartate-rich D(D/E)XXD sequence coordinating the Mg?*
(A, C) cluster, essential for the catalytic hydrolysis of the pyrophosphate group of the
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terpenoid substrate, together with a highly conserved NSE triad (Christianson, 2006). This
suggests that all STS are class | cyclases. A highly conserved arginine residue, suspected as
a pyrophosphate sensor and an arginine-tyrosine dimer close to the C-terminus, involved in
pyrophosphate binding, was described for TPS (Dickschat, 2016; Rabe et al., 2016).
Interestingly, the pyrophosphate sensor R was found to be a single arginine in the upstream
position of the NSE motif in Trichoderma viride J1-030 (Sun et al., 2019). However, for all
Cun TPS a highly conserved RR-dimer was observed at the respective position. Furthermore,
highly conserved motifs were detected in the multiple sequence alignment (Figure 4-2). An
RF dimer and an AXXR motif were located upstream of the before mentioned pyrophosphate
sensor. Their role in forming the active site cavity or the reaction cascade of the respective

STS is not yet known and needs to be clarified by X-ray crystallography.
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stc_3817 MVMYKRNATFNDGEVIQIQDIPSISSLEETMNVNQLRPFPSREVLROLTAVIEFVEKLRT 60
stc_S1S5 MANESLTITQLFIPDVLR--SWPWPRQI 26
stc_910& -MSTESSASSEFYIPDTLR--NWPWSRHL 28
stc_3157 -MSSNAVSFTLPDLLA--ICPLQGRT 23
stc_3158 MPALTRIFKLPDLLS--MCPVKGST 23
stc_0773 MVAHTFSLPDEFA--KIPYQSRL 21
stc_7050 MQSATAPVLSSQPSKVVIPDLVS--HCDFTLRC 31
stc_071é MSRENADSEVLPDLVS--HCTYPLNL 24
stc_0759 MARSTFALPDLVS--HCPYPLRI 21
stc_3574 -MSPKREVFPDLVS--HCPYQLRI 21
stc_3817 NPHQEEAYRNIERWFKDLKVY PEPKQRKFLSHAFDLYAGLSFPDADVEHLETCIAFFLWA 120
stc_5155 NPHYAICKAESDIWAQSFNAFSMKAQQAFLRCDFDLLASLGCPRLDKEGCRICCDLMQLF -1
stc_9106 NPHYAICKAESAANCESENAFSPXKAQRAFNRCDENLLASLAFPLLDKDGCRIGCDLMNLE 13
stc_3157 NPHYEARRRE SSAWVLSENVE SHRKQDFEVSGGSELLCSHAYPYAGREELRTCCDEVINLL 83
stc_3158 NPHYEKAAAESSAWINSYNLFTDQKRAFFIQGSNELLVSHIYFYADYEQFRICCDEVNLL g3
stc_0773 HPLTIGIVVQKSQEWVLRKVNYDEKERTAFLKT SGGLLCGYCYPNADAFRIQVCADRMDWV g1
stc_ 7050 NSHQERASAECKEWLEQGSNLSERKONAFHGLKAGLLT SWCY PDAEYHELRVCCDEMNWL 91
stc_0716 NINWHSVSRASEQEVLEEANF SEMKRGVEMGLKAGELTSACYPYCDAFELQVAADELGYL 24
stc_0759 NPLCDIVIQKSEEWILNEAKYTPEKRIRFLNTKAGILTAYCYPDADDFHLQVSSDYLIWL el
stc_3574 HPDCDTVNKI SEEWIMKDITFTPDRLKRFLDIKAGVLIAYCYCDADLFRLQASSDYLIWL 8
stc_3817 GEFQSKPDRVQVGVDISMEVLNHPELPP-- PKFKYAAMLHDVWRRFRSTAS 178
stc_S1S55 TIV----VRRQADSIMAAIRDPTRPRPEGEWIGGEISRQFWANAMRVST 142
stc_9106 DATE----VRRQADI IMDALRNSTRERPKGEWVGGEVAKQEWENAIRTIT 142
stc_3157 DHONGQD-~~-AYKIGLVLLXSLRDPE-YN--DGSVLCTMIKQFQERLFFRMG 13¢
stc_3158 SGRD----ARATGNVFLQVMRHDD-WD--NGSPLAQMTKEFKARFRKFAG 136
stc_0773 SVAE----AQSVINSIKEYPRYPHEHS--GSTPIIELAKNLYDRFFQTAA 138
stc_7050 G----TSRTAVDIMNILYHPYSYS--PVSPEGKLIQDEWRRLIPTAS 148
stc_071¢ FDELG----TKGLAVCVMNALRDPHGFQ--TDKPAGILAKDFFSRYISKGG 138
stc_0759 FDETD----ACSFADCIMGCLRDPYGFK--TDKAAGRLTKSYFGRYLQTISG 135
stc_3574 FDEDE----SCSFKDCILGCLRDPYGYK--TDKIAGRLIADFERRFLQISG 13§
stc_3817 TIGGEIVEAMVEYSLDIX 238
stc_S155 TIGVKPSVAMLEI--QFD 200
stc_910& TIGAKPSFAILEV--KMD 200
stc_3157 NSAVRCCEGLEGYVLGLD 19¢&
stc_315e NSAIRLCEGLFEEVLGVD 196
stc_0773 SGVWPCFALIEFARRID 195
stc_7050 JTSGCKPCWALIEFAYNLD 205
stc_0716 JTSGCKPCEALIEFAADID 198
stc_0759 JTSACRPCFALMEEVAGID 195
stc_3574 TSACKTCFALMEFANGLD 195
stc_3817 £ DNDFQ-NLVECVMLERNVDLQSAL 297
stc_S155 GDDEHNLITVVMHEHECSLIDAL 280
stc_9106 RGDDGHNLVT IVMHERXKCDLTRAL 280
stc_3157 GHITNNIMIVIMKAKNVDLQGAA 256
stc_3158 KGHSGNNILTVLMQAKNIDLQTAS 256
stc_0773 ADKDAH-NLIAVIMNQYTLDLQSAV 254
stc_7050 ISKGDTH-NMIVVMMRQEGLDLQSAV 284
stc_0716 LPDEVVEHPTIAALEERTNDLITWY ISRGDTH-NMIIVAMRERGLDLQDAV 257
stc_0759 LPDEVAEHPLIRSMEDATNDLVSWYNDI FSYNKE@SRGDTH-NLVAVIMEERKLDLQSAM 254
stc_3574 LPDEVSEHPLIREMEDATNDLVSWINDI FSYDXKEJLIEDTH-RIVAVIMEDKKLNLQSAV 254
sWs s s.® s s P Y .
stc_3817 DIVIKMLATRVDDYAKFKAQLPSFGA-EVDQELARYFKALEHYVQGTVVWYYESFRYHR 356
stc_S155 EWISDLHDSIANT FLSVMKTVPSEGDLVIDEQVAI YVDGLGNWVRANEAWSFESERY BGE 320
stc_9106 EWISDLHDRLADGELSTLEEVPSFENSVLDKQVSTYVDGLGNWVRANDIWSEES) 3 320
stc_3157 DYVGEYFKVLMDRFFDHKSKLPFFGP-DMDPTAEQFVMAME SWIVGNLAWSFET]LR 315
stc_3158 DLVGDHFAELMRRFLEGKRALPSWGL-ATDTAVAAYVKALEHWVKGNLVWSEET| 315
stc_0773 DLAGSHCFDCITXFEDNRXALPSWGE-EIDREVDLYVQGLODWI IGSLEWSEACRRY ] 313
stc_7050 DEVGDLCKQSIDRFIEQRAHLPSWGP-DIDQQOVEKYVECLADWIVGSLEWSFESERY HGH 323
stc_0716 DFVGELCKQSIDRFEHDRLTVPSWGP-EIDRDVRTYIQGLQDWIVGSLEWSFDTERYH 316
stc_0759 DFAGELCHQSISKFEADRRSLPSWGK-EIDRDVQLYVQGLODWIVGSLEWSEATKRY Y 313
stc_ 3574 DYAGDLCHNCIAREDEARKQLPSWGP-EIDREVQLYGQGLQDWIVGSLAWSEVS| 3 313
S0 (@ : shos * RS S

stc_3817 MDVIDKTDMVIPVYSRSADAPTSPSVSTRVSYLSNRSMPPRSSKASVY - == mmm e 403
stc_S155 NGLEIQESRVVDLLPKQEN* 339
stc_9106 KGLEIQEXRLVILLPKEVGHSTYQYVHPASVQ----- RKPSSHCLQVLSILRDIQVPLFI 375
stc_3157 HREQVKVILVVELASKKV* 333
stc_3158 KHEEIKKTLLVVLRAPSED* 334
stc_0773 EGKEIKEHRTVFLLSEKHQS* 333
stc_7050 SGLDVKKTRVVELLPRRA* 341
stc_071¢6 DGTEVKLHRQIKLLPRKGPCSD* 332
stc_0759 EGEAVKHHRTIQLLPRKDGVERKDIVVRQNVI V- YLEN 350
stc_3574 EGEAIKKHRTIELTPAMKSDVEA®* 336
stc_3817 403

stc_5185 339

stc_9106 VLL-SFLGVCFIASPSFIPCLVSPLKF*--~ 401

stc_3157 333

stc 3158 334

stc_0773 333

stc_7050 341

stc_071& 332

stc_0759 MEEIVLVGSLEGNM----KGLSSPLRVPRP* 376

stc_3574 336

Figure 4-2: Sequence homology modeling of putative TPS of Cun. Conserved motifs are framed in
red. Asterisks indicate conserved residues, colons equivalent residues and dots partial residue
conservation.
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4.3.2 Heterologous Production and Functional Characterization

The predicted coding sequences (Figure 4-2) were used for the design of specific primers.
Isolated mRNA was translated into cDNA, an N-terminal 6x His-tag was attached and used
for the amplification of the respective STS genes. After cloning into the pCOLD | expression
vector, the resulting plasmids were transformed into E. coli BL21 (DE3) for recombinant
gene expression and enzyme production. In contrast to plant derived STS, E. coli is often
used as an expression host for fungal STS (Mischko et al., 2018; Quin et al., 2013; Wawrzyn
et al., 2012). In total, 10 out of 14 putative STS from Cun were expressed functionally. To
confirm the respective cyclases’ identity, the proposed STS were isolated via Ni-NTA and
separated using native PAGE. Bands of the overproduced proteins were cut out and subjected
to tryptic digestion, followed by peptide mass fingerprinting using nano-LC/QTOF/MS-MS
(Table 4-1). Sequence coverages ranging from 45% to 86% were achieved, thereby
confirming - with a different degree of similarity - the identity and successful overexpression

of all STS. The generally rather high sequence coverage was remarkable.

Table 4-1: Results of peptide mass fingerprinting

Molecular Mass Sequence
STS (kDa) * Coverage (%) Score Matches
Cun3157 40.4 70 40,853 603
Cun7050 38.8 67 15,743 256
Cun3574 38.8 86 30,151 568
Cun3158 38.2 58 12,608 229
Cun0759 43.0 69 18,445 339
Cun9106 45.7 62 8345 188
Cun5155 38.8 72 10,039 213
Cun3817 46.4 45 5341 102
Cun0773 38.2 46 4622 100
Cun0716 38.3 65 12,289 288

! calculated based on the AA sequence.

For functional characterization, the purified cyclases were incubated with FPP and the
resulting volatile products were analyzed by GC-MS. Adjusted for control incubation with
heat inactivated enzymes, products exhibiting a molecular ion at m/z 204 and fragment-ions
at m/z 91, 105, 119, and 161 were indicative of an enzymatic formation of cyclic Cis
hydrocarbons. These products were identified by comparing both their electron impact mass
spectra and linear retention indices with the published data (NIST spectral library; NIST
online data base) (Table 4-2).
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Table 4-2: Identified products of heterologous STS from C. unicolor. Product ratios are given to
highlight the main products.

Cyclic Terpene . RI1 Non-Polar Product Ratio
STS ypro duc'tos RI Polar (Lit.) (Lit) (%)
B-Cubebene” 1547(1540) 1385(1388) 47.4
Germacrene DA 1720(1719) 1478(1476) 23.8
Cun3157 y-Amorphene” 1488(1491) 10.4
6-Cadinene” 1764(1762) 1515(1521) 4.3
Epicubenol” 2084(2072) 1625(1625) 14.1
Cun7050 d-Cadinol” 2212(2205) 1644(1647) 100
Cun3574 a-Copaene” 1495 (1502) 1372(1375) 100
B-Cubebene” 1546(1540) 1390(1388) 13.0
Cun3158 Germacrene DA 1720(1719) 1477(1476) 14.4
y-Amorphene” 1488(1491) 11.0
6-Cadinene” 1765(1762) 1515(1521) 61.6
Cun5765 none
Cun0759 a-Muurolene” 1729 (1711) 1495(1500) 100
Cun9106 unknown 1512 1372 100
Cun5155 Aromadendrene® 1632 (1608) 1432 (1442) 100
Cun6114 none
Cun3817 y-Cadinene” 1767 (1745) 1511 (1513) 100
Cun0773 Germacrene D* 1718 (1707) 1478 (1476) 100
Cuno716 a-Muurolene” 1730 (1727) 1497 (1500) 7.9
d-Cadinol” 2209 (2205) 1646 (1647) 92.1
Cun7487 none
Cun0802 none

A = Matched with library spectrum (NIST database); B = matched with EI-MS of an authentic
standard; Lit. = compared with Rl from NIST online database.

Cun3157 produced p-cubebene as the main product and germacrene D, y-amorphene, o-
cadinene, and epicubenol as the side products, whereas Cun7050 and Cun0716 produced o-
cadinol respectively, with a-muurolene as a side product for the latter STS. Cun5765, Cun
6114, and Cun7487 were found to be inactive and, therefore, were not further addressed. The
missing activity might be explained by difficult intron prediction (Misiek & Hoffmeister,
2008). Despite the usage of a web application such as Augustus, some recombinant STS were
found inactive (Stanke et al., 2004). For example, Cop5, an STS from Coprinus cinereus
remained inactive, although a defined splicing model was used for gene prediction (Agger et
al., 2009). The remaining STS catalyzed the formation of a single product: Cun3574 a-
copaene, Cun0759 a-muurolene, while Cun5155, Cun3817 and Cun0773 catalyzed the
formation of aromadendrene, y-cadinene, and germacrene D, respectively. The cloning of
Cun0802 was not successful. The gene clusters of secondary metabolism are tightly
regulated, which may have resulted in low transcript levels (Bayram & Braus, 2012; Merhegj
etal., 2011). Cun3158 produced the same sesquiterpenes as Cun3157, except epicubenol, but
with significantly less activity. Deduced from its EI-MS spectrum, the product of Cun9106
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was most likely a cyclic sesquiterpene as well, but it did not match with any database entry

and thus remains unidentified.
4.3.3 Phylogenetic Determination

Until now, 86 basidiomycota and 240 ascomycota have already been analyzed for
homologous STS in silico, totaling to 1133 putative STS (Zhang et al., 2020). Among them,
only 40 STS were functionally characterized. After performing a phylogenetic analysis of

basidiomycetous STS, four clades (clade 1-1V) were distinguished (Figure 4-3).
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Figure 4-3: Phylogenetic determination of sesquiterpene synthases from basidiomycota. Unrooted
neighbor-joining phylogram of 37 experimental characterized STS. Included are STS protein
sequences from Antrodia cinnamomea (AcTPS) (Lin et al., 2017), Armillaria gallica (ArmGa)
(Engels et al., 2011), Boreostereum vibrans (BvCS) (Zhou et al., 2016), Coprinopsis cinereus (Cop)
(Agger et al., 2009), Coniophora puteana (Copu) (Mischko et al., 2018), Formitopsis pinicola
(Fompi) (Wawrzyn et al., 2012), Lignosus rhinoceros (GME) (Yap et al., 2017), Stereum hirsutum
(Stehi) (Quin et al., 2013), Omphalotus olearius (Omp) (Wawrzyn et al., 2012), and Cerrena unicolor
(Cun). Different cyclisation mechanisms were found for the clades. Clades 1 and 2 follow an initial
1,10-cyclization, clade 3 follows a 1,6-cyclization, and clade 4 follows a 1,11-cyclisation. Modified
after (Mischko et al., 2018).
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This clustering leads to the presumption that the STS within one clade are catalyzing similar
cyclization reactions. Comparing the main reaction products of respective cyclases within
one clade, four different underlying cyclization mechanisms became obvious. Clade one
contains the STS Cop4, Omp4, Omp5a, and Omp5b, all known for the transformation of FPP
via nerolidyl diphosphate (NPP) 1,10 ring closure; a 1,11 H-shift; and a 1,6-ring closure,
ending up with the bicyclic cadinyl cation. Cun3157 and Cun3158 are part of this clade.

An initial 1,10-cyclization of FPP forms an E,E-germacradienyl cation with cyclases of clade
two. AcTPS5, Copl, and Ompl share this clade with Cun0716, Cun0759, Cun3574,
Cun0773 and Cun 7050. In contrast, clade three follows a 1,6 cyclization, forming an
intermediate bisabolyl cation. None of the active heterologous cyclases from Cun fit into this
clade. STS grouped in clade four share a 1,11-cyclization mechanism. Six cyclases of this
clade produce the tricyclic 46-protoilludene. In contrast, GME9210 produces 2H-2,4a-
ethanonaphtalene and Cun5155 catalyzes the production of the tricyclic aromadendrene. In
Scheme 4-1, the initial cyclization steps performed by STS from the four clades are shown.
The three types of initial cyclization’s all include the loss of diphosphate and result in a
primary carbocation intermediate. From there, several reaction steps such as H-shifts and

additional cyclization’s take place to form the final sesquiterpene products.

1,10 closure 1,6 closure 1,11 closure

P

Scheme 4-1: Initial cyclization reactions of STS. FPP: farnesyl diphosphate.
4.3.4 Temperature Optimum and Metal lon Dependence of Cun3157 and Cun7050
In the past, large differences between single product and multi-product STS have been

observed. Therefore, two cyclases, Cun3157 (multi-product) and the high-yielding Cun7050

(single product), were selected for further biochemical characterization to disclose the
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differences. The same experimental conditions as for STS product identification were used
to evaluate the impact of the incubation temperature on enzyme activity as a function of
product formation. For visualization, the total peak area was plotted against the incubation
temperature (Figure 4-4).
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Figure 4-4: Temperature optimum of Cun3157 and Cun7050.

For Cun7050, solely producing o-cadinol, the activity increased steadily until maximal
activity was reached at 40 °C incubation temperature. At higher temperatures, the activity
decreased, with 20% remaining activity at 60 °C. Compared to that, Cun3157 produced five
different sesquiterpenes and was found to be less affected by the temperature. Activity
fluctuated within a range of £10% between 20 °C and 50 °C, with a maximum at 40 °C. By
increasing the temperature up to 60°C the activity remained at approximately 65%. For the

following experiments, incubations were carried out at 40 °C.

The effect of metal ions on the catalytic efficiency of terpene synthases is gaining more and
more interest. It is well-known that STS require Mg?* coordination in the active site for the
cleavage of pyrophosphate and for initializing the reaction cascade. Reported high-resolution
X-ray crystal structures show the mechanistic role of metal cofactors, for example, epi-
isozizaene synthase from Streptomyces coelicolor (Ronnebaum et al., 2020). Another study
showed that Mn?* is a suitable cofactor too (Vattekkatte et al., 2018). Monoterpene synthases
were shown to be promiscuous in terms of the required divalent cations (Croteau, 1987).
Furthermore, it was shown that the presence of different metal ions altered the product ratio

of the prenyl diphosphate synthase from Phaedon cochleariae significantly (Frick et al.,
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2013). In the presence of Mg?*, farnesyl diphosphate was the major product with a yield of
82%, whereas in the presence of Co?* ions, geranyl diphosphate was the preferred product
with a yield of 96%. Additionally, plant STS showed activity in the presence of different
metal ions. However, STS from fungi have rarely been investigated for their acceptance of

metal ions other than Mg?*.

Cun3157 and Cun7050 were incubated with FPP in the presence of different metal ions.
Activity was monitored as product compounds detected in the GC-MS chromatograms and

plotted against the metal ions used (Figure 4-5).
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Figure 4-5: Metal cation dependency of Cun3157 and Cun7050. Peak areas are plotted against the
used metal ions. Blank reactions without STS (w/o enzyme) and without any metal ion solution (w/o
cation) were used as control reactions.

As expected, controls (without enzyme or metal ion) showed no product formation. For the
multi-product STS, Cun3157, incubation in the presence of 20 mM Mn?*, Co?*, or Ni?*, 40—
60% relative activity was detected compared to 20 mM Mg?* (100%). Supplementation with
Ca?*, Cu?', or Zn?* depleted almost all activity. By using Mn?*, a slight change from g-
cubebene to germacrene D as the main product was observed. Supplementation with Co?*
and Ni?* resulted in the formation of the sesquiterpene alcohol epicubenol as the main
product. For Cun7050, chosen as a representative for a single-product STS because of its
high catalytic efficiency, out of all divalent metal ions tested, only Mn?* showed a relative
activity of merely 3% compared to Mg?*. For all other divalent cations, no activity was
detected.

In summary, the multi-product cyclase Cun3157 showed a distinctly broader acceptance for
metal ions. A study by Ronnebaum et al. proposed a correlation between the volume of the

active cavity and product promiscuity of STS, which might also be an explanation for the
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higher metal ion acceptance of Cun3157 (Ronnebaum et al., 2020). Another unsolved
question is whether the formation of sesquiterpene alcohols is part of enzyme catalysis, or a
subsequent, merely chemical attack of water on a cationic intermediate. In the future, more
X-ray data of crystallized fungal STS or Al based 3D-structure models (Alpha Fold 2) will
allow for deeper insight into the correlation of the geometry of the active site and its

surroundings, and the resulting reaction mechanisms and sesquiterpene products.
4.4  Materials and Methods
4.4.1 Chemicals, Reagents, and Strains

All chemicals were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany) or Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Germany) if not otherwise indicated. Enzymes for molecular biology were
purchased from Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Roth, Germany). The pUC57 vector and
the pCOLDI vector were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). The E. coli
strains BL21 (DE3) and TOP10 were maintained in our laboratory. Oligonucleotides were

synthesized using Microsynth Seqlab GmbH (Goéttingen, Germany).
4.4.2 Gene ldentification

To identify the presence of the STS sequences in the genome of Cerrena unicolor, the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) and the sequence of 33 known and functionally
characterized STS from Basidiomycota were used. Based on this bioinformatic approach, 14

possible STS sequences could be identified.
4.4.3 Cloning of pCOLD I_STS Constructs

For the generation of cDNA encoding for the predicted STS, C. unicolor was cultivated and
submersed in SNL medium (30 g/L D-glucose monohydrate, 3 g/L yeast extract, 4.5 g/L |-
asparagine monohydrate, 0.5 g/L MgSOQas, 1.5 g/L KH2PO4, 1 mL of trace element solution,
pH 6.0 [0.08 g/L FeCls, 0.09 g/L ZnS0O4-7H-0, 0.005 g/L CuSO4-5H-0, 0.027 g/L MnSOsg,
and 0.4 g/L Titriplex I11). RNA was isolated using the plant and tissue RNA extracting kit
from Analytic Jena (Jena, Germany). Afterwards, genomic DNA was digested with DNAse |
(Thermo Fisher, Waltham, MA, United States), and cDNA was produced using FastGene®
Scriptase Il (Nippon Genetics, Diren, Germany). The generated cDNA was used for
amplification with Phusion High Fidelity Polymerase (Thermo Fisher). Specific primers were
designed based on the BLAST search (see Section 3.2) with restriction sites for FastDigest
Sacl and BamHI (Thermo Fisher). Amplified open reading frames of the putative STS and
vector pCOLDI (Thermo Fisher, Waltham, United States) were digested with FastDigest
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restriction enzymes followed by ligation using T4 DNA ligase (Thermo Fisher).
Chemocompetent E. coli TOP10 cells were transformed with the finished constructs by heat
shock. After incubation at 37 °C, clones were selected for overnight incubation and plasmids
were isolated with an innuPrep Plasmid Mini Kit 2.0 (Analytik Jena, Jena, Germany).
Sequencing was performed by Microsynth Seqglab GmbH (Géttingen, Germany). E. coli
BL21 (DE3) were transformed with correct constructs for expression. Glycerol stocks of cells

were stored at —80 °C.
4.4.4 Cultivation and Expression

The open reading frames of each STS were reamplified from the cloning vector by adding
endonuclease restriction sites to the sequences. The amplified genes were ligated into the
expression vector pCOLDI | and transformed into the expression host E. coli BL21 (DE3)
using chemical competence. Transformed clones of each construct were cultivated on
Luria/Miller media (10 g/L peptone, 5 g/L yeast extract, and 10 g/L NaCl), supplemented
with the appropriate antibiotic (ampicillin, 100 pg/mL) at 37 °C and a shaking rate of 150
rpm. Precultures were growing in 5 mL cultures. Main cultures were inoculated to an ODsoo
of 0.05 and grown until an ODgoo of 0.6-0.8 was reached. After induction with IPTG, the
cultures were cold shocked and incubated at 17 °C, with a shaking rate of 150 rpm for another

20 h. Depletion of cells was performed at 5000 rpm at 4 °C for 30 min.
4.4.5 Enzyme Purification

The cells were re-suspended in binding buffer (50 mm MOPS, 500 mM NacCl, pH 7) and
disrupted via sonification using an UP100 (Hielscher, Germany) at amplitude 50 and cycle
0.5 for 5 min. Produced STS were purified using metal affinity chromatography, desalted
using 10 kDA MWCO columns (Vivaspin 500, Sartorius, Gottingen, Germany), and used for

biocatalysis right after purification.
4.4.6 Biocatalysis

Transformation of farnesyl pyrophosphate was performed in reaction buffer (50 mM MOPS,
20 mM MgCI2, and 25% glycerol) with a reaction volume of 1 mL containing 30 uM of FPP
and incubation at room temperature for 15 min. Reactions were overlaid with 500 pL Hexane.
The reaction was stopped by shaking. After centrifugation at maximum speed and 4 °C for
15 min, the hexane fraction was collected, dried with sodium sulfate, and analyzed via GC-

MS for product identification.
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4.4.7 Product Analysis

GC-MS analysis was performed on an Agilent GC-7890B coupled to a 5977A mass selective
detector (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The following conditions were set:
interface: 230 °C, ion source: 200 °C, quadrupole: 100 °C, electron impact ionization: 70 eV,
and scan range m/z: 33-330 amu. For the identification of sesquiterpenes, two stationary
phases of different polarities were installed: DB-WAX MS (30 m; 0.25 mm i.d.; 0.25 pum
film; Agilent J&W GC Columns, Santa Clara, CA, USA) and VF-5 MS (30 m; 0,25 mm i.d.;
0,25 pm film; Agilent J&W GC Columns). Helium with a volumetric flow rate of 1 mL/min
was used as a carrier gas. The following temperature programs were set: 40 °C for 3 min, 10
°C/min until 230 °C, 230 °C for 10 min (DB-WAX MS), and 40 °C for 3 min, 10 °C/min
until 300 °C, 300 °C for 10 min. For both stationary phases, a MS hold time of 5 min was
set. Structural determination of sesquiterpenes was carried out by comparison of reference
spectra from the NIST Standard Reference Database. Alkanes from Cg to Czo (VF-5 MS) and

Cs to C3p were used for the calculation of retention indices.
4.4.8 Phylogenetic Analysis

For the classification of the cyclases derived from Cun, the protein sequences were compared
with the sequences of all functionally characterized basidiomycetic cyclases known so far
via Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools, accessed on 30 September 2021). The
phylogenetic tree dataset was formerly edited using the tool iTOL (https://www.itol.embl.de,
accessed on 9 October 2021). For the phylogenetic tree, the maximum likelihood method was
used.

4.49 Semi-Native PAGE

Recombinant samples were prepared by adding a sample buffer 1:1 (v/v) (0.05 M Tris/HCI;
pH 6.8, 10% glycerol, 0.1% bromophenol blue). Polyacrylamide gel electrophoresis was
performed at 10 mA per gel, at 4 °C, using 12% gels.

4.4.10 Peptide Mass Fingerprinting

Purified protein bands of STS from Cun were excised from native acrylamide gel, dried, and
digested with trypsin (sequencing grade modified trypsin, Promega, Madison, WI, USA).
The resulting peptides were analyzed via a nano-HPLC (EASY-nLC Il, Bruker, Bremen,
Germany), coupled with a maXis quadrupole time of flight (QTOF) mass spectrometer
(Bruker, Bremen, Germany) using electrospray ionization tandem mass spectrometry (ESI-

MS/MS). Peptides were analyzed via Mascot search matrix and protein scape software.



Sesquiterpene Cyclases from the Basidiomycete Cerrena unicolor 34

4.5 Author Contributions, Funding, Acknowledgments and Conflicts of Interest
Author Contributions

Conceptualization, N.P. and R.G.B.; methodology, N.P.; validation, N.P.; formal analysis,
N.P.; investigation, N.P.; writing - original draft preparation, N.P.; writing - review and
editing, R.G.B. and U.K; visualization, N.P.; supervision, R.G.B., F.E. and U.K.; project and
funding administration, R.G.B. and F.E. All authors have read and agreed to the published

version of the manuscript.
Funding

The APC was funded by the Open Access fund of the Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat

Hannover.

Acknowledgments

We thank Carmen Theobald for skillful nLC-ESI-QTOF-MS/MS sequencing.
Conflicts of Interest

The authors declare no conflict of interest.



Vorwort zur Publikation ,,Impact of Agro-Industrial Side-Streams on Sesquiterpene
Production by Submerged Cultured Cerrena unicolor” 35

5 Vorwort zur Publikation ,,Impact of Agro-Industrial Side-Streams on

Sesquiterpene Production by Submerged Cultured Cerrena unicolor”

Der Grund fiir die Produktion von Terpenen und insbesondere Sesquiterpenen durch hohere
Pilze liegt vermutlich in deren Interaktion mit Pflanzen oder auch Insekten (Kramer, 2012).
Die Untersuchung von entsprechenden Effektoren und der Regulierung der Produktion steht

noch am Anfang.

Im Rahmen einer Vorarbeit wurde Cerrena unicolor als Sesquiterpenproduzent identifiziert.
Teil der nachfolgend dargestellten Publikation war die Identifizierung von Effekten auf die
Sesquiterpenproduktion wahrend der submersen Kultivierung. Um zu Uberprufen, ob es fur
diese Effektoren eine mdéglichst ressourcenschonende und ékonomische Quelle gibt, stand
die Verwendung von agro-industriellen Nebenstromen als Medienzusatz im Fokus. Um eine
Erklarung fur mdogliche Steigerungen der Produktausbeuten durch die verwendeten
Nebenstréme zu finden, wurden diese auf ihre Zusammensetzung hin analysiert. Dabei lag
der Fokus auf dem Protein- und ,Lipidgehalt, sowie auf der Fettsdurezusammensetzung. Die
vorliegende Arbeit zeigte, dass vor allem ein lipidreicher Nebenstrom, Rapspresskuchen, zu
einer signifikanten Steigerung der Produktausbeute fiihrte. Die Hypothese, dass ein B-
oxidativer Abbau der Lipide zu einer Flutung des Acetatpools und dieser zu einer vermehrten
Sesquiterpensynthese fiihrt, konnte durch Mediensupplementierung mit *C-markiertem

Acetat nachdriucklich untermauert werden.

An der Arbeit beteiligt waren Frau Dr. Ersoy, Herr Prof. Berger und Herr Dr. Krings. Herr
Berger stellte Thema und die nétigen Mittel zur Verflgung. Franziska Ersoy und Ulrich
Krings Ubernahmen die wissenschaftliche Betreuung. Ulrich Krings unterstitze zudem bei

der Datenauswertung und -interpretation.

Die nachfolgende Arbeit wurde in der peer-reviewed Zeitschrift Foods (MDPI) als Teil des
Special Issue ,,Innovative Applications of Mass Spectrometry to Valorize Food and Agro-
Food By-Products* akzeptiert und verodffentlicht (https://doi.org/10.3390/foods12030668).
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Impact of Agro-Industrial Side-Streams on Sesquiterpene
Production by Submerged Cultured Cerrena unicolor
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Institute of Food Chemistry, Leibniz University Hannover, Callinstrale 5, 30167 Hannover, Germany
* Correspondence: nils.pueth@Ici.uni-hannover.de (N.P.); rg.berger@Ici.uni-hannover.de (R.G.B.)

6.1 Abstract

The quality and harvest of essential oils depend on a large number of factors, most of which
are hard to control in an open-field environment. Therefore, Basidiomycota have gained
attention as a source for biotechnologically produced terpenoids. The basidiomycete
Cerrena unicolor (Cun) was cultivated in submerged culture, and the production of
sesquiterpenoids was analyzed via stir bar sorptive extraction (SBSE), followed by thermo-
desorption gas chromatography coupled with mass spectrometry (TDS-GC-MS).
Identification of aroma-active sesquiterpenoids was supported by GC, coupled with an
olfactory detection port (ODP). Following the ideal of a circular bioeconomy, Cun was
submerged (up-scalable) cultivated, and supplemented with a variety of food industrial side-
streams. The effects of the different supplementations and of pure fatty acids were evaluated
by liquid extraction and analysis of the terpenoids via GC-MS. As sesquiterpenoid production
was enhanced by the most by lipid-rich side-streams, a cultivation with *C-labeled acetate
was conducted. Data confirmed that lipid-rich side-streams enhanced the sesquiterpene

production through an increased acetyl-CoA pool.

Keywords: Basidiomycota; Cerrena unicolor; medium supplementation; rapeseed press

cake; side-streams; sesquiterpene synthesis; bioeconomy



Impact of Agro-Industrial Side-Streams on Sesquiterpene Production by Submerged
Cultured Cerrena unicolor 37

Figure 6-1: Graphical abstract.
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6.2 Introduction

Fungi are one of the most versatile producers of secondary metabolites, including beneficial
(antibiotics, pharmaceuticals, and perfumery) and harmful (toxins and carcinogens). These
are derived from four main chemical classes: polyketides, non-ribosomal peptides, indole
alkaloids, and terpenic compounds (Keller et al., 2005). Basidiomycota produce a large
number of different sesquiterpenes, whose biological functions encompass physiological
effects, defense against other organisms (especially parasites), attraction of pollinators, and
phytohormone activity (de Bruyne & Baker, 2008; Jischa et al., 2019; Kramer, 2012; Wu &
Kawagishi, 2020).

Fungal volatile terpenes, formerly thought to occur in plants only, were first reported almost
60 years ago (Sprecher, 1963). Since then, especially higher fungi, such as basidiomycetes
(mushrooms), have been identified as a good source of aroma compounds. Their volatile
profile consists of aliphatics, aromatics, and terpenoids, whose complexity can be
comparable to the complexity of the plant volatilome (Abraham & Berger, 1994). Expressive
examples for aroma-active sesquiterpenoids are the oxo-functionalized, grapefruit-smelling
(+)-nootkatone and the fruity smelling a-ylangene (Grosse et al., 2019; Leonhardt & Berger,
2015). The sustainable biotechnological production of sesquiterpenoids is not only of interest
for the production of aromas but also for pharmaceuticals (Ohloff, 2012), due to their anti-
bacterial, anti-inflammatory, anti-oxidative, and cytotoxic effects (Chang et al., 2020; Jang
etal., 2017; Liu et al., 2019; Shu et al., 2021; Tamemoto et al., 2001; Zhao et al., 2010).

Cerrena unicolor (Cun) is a white-rot basidiomycete and a known producer of several
bioactive compounds (Mizerska-Dudka et al., 2015; Ziaja-Sottys et al., 2022). The fungus is
also well-known as a source of miscellaneous enzymes, such as laccases, Xxylanases,
cellulases, oxidases, and, as was recently reported, terpene cyclases (Belova et al., 2014;
Elisashvili et al., 2002; Kachlishvili et al., 2021; Michniewicz et al., 2006; Pith, 2021). In
2018, Cun was discovered to be a producer of volatile aroma-active compounds (Strauss,
2018). Its fruity, flowery scent with woody notes aroused interest for further investigations.

Sesquiterpenoids were identified as aroma-active principles built by this fungus.

Fungal sesquiterpene biosynthesis starts with acetyl-coenzyme A (acetyl-CoA) to form the
two Cs-terpene building blocks, isopentyl and dimethylallyl pyrophosphate (IPP and
DMAPP), along the well-known mevalonate pathway. Three building blocks result in the
characteristic farnesyl backbone of sesquiterpenes, consisting of 15 carbon atoms. The linear
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farnesyl pyrophosphate (FPP) serves as the substrate for sesquiterpene synthases, which
synthesize specific cyclic sesquiterpenes (Christianson, 2017). After the metal ion-induced
release of the pyrophosphate group, the resulting highly reactive allylic cation is stabilized in
the active center of a respective cyclase. A subsequent cascade of rearrangements, hydride
shifts, and formation of C—-C bonds (regiospecific cyclisation) furnishes sesquiterpene and
later, the oxidized sesquiterpenoid products (Miller & Allemann, 2012). A recent study
showed that the synthesis of sesquiterpenes was associated with the sporulation process in
fruiting bodies (Orban et al., 2020). However, Cun also produced sesquiterpenes in
submerged cultures, thus enabling the set-up of an experimental model system for further

scaling-up.

Several chemical and physical factors may affect the production of sesquiterpenoids in
submerged, cultured basidiomycetes; however, scarce information was found in literature
(Ezediokpu et al., 2022). The use and valorization of food and agro-industrial side-streams
as cultivation substrates may render fungal bioprocesses more sustainable (Bertacchi et al.,
2021; Di Lena et al., 2020; Moreno-Gonzéalez & Ottens, 2021), as these fungi thrive well on
such complex substrates. In this work, a variety of side-streams of different chemical
compositions were used as supplements for the submerged cultivation of Cun. Their impact
on culture growth and aroma-active terpene formation was evaluated to identify the preferred
side-stream. Protein-, lipid-, and carbohydrate-rich side-streams were selected, and the
mevalonate pathway towards sesquiterpene synthesis was eventually confirmed using **C-

labeled acetate.
6.3 Materials and Methods
6.3.1 Chemicals

All chemicals, solvents, and medium components were purchased from Carl Roth (Karlsruhe,
Germany), VWR (Radnor, PA, USA), Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), and Merck
KGaA (Darmstadt, Germany) unless mentioned otherwise. All solvents were purified by
rectification prior to use. Side-streams were obtained from: rapeseed press cake from
Teutoburger Olmiihle (Ibbenbiiren, Germany), maple wood chips from Axtschlag GmbH
(Heidesee, Germany), wheat bran from DM (Karlsruhe, Germany), grape pomace from
Staatsweingut Neustadt (Neustadt a.d.W., Germany), and lemon peel from H. Zorn (JLU
Giellen, Germany). Rapeseed oil was purchased from Rapso (Aschach, Austria) and coconut
butter from Rewe (K&In, Germany).
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6.3.2 Cultivation Conditions

All flasks and media were autoclaved prior to use. For submerged cultivation, standard
nutrient liquid (SNL) at pH 6.0 (30 g/L D-glucose monohydrate, 4.5 g/L L-asparagine
monohydrate, 3 g/L yeast extract, 1.5 g/L KH2POg4, 0.5 g/L MgSOQg, 5 pg/L CuSO4 x 5 H20,
80 pg/L FeCls x 6 H20, 30 pg/mL MnSO4 x H20, 90 pg/mL ZnSO4 x 7 H»0, 400 pg/mL
EDTA) was used.

Pre-cultures of 250 mL were inoculated with a 1 cm? grown agar plate and homogenized with
a disperser (Miccra D-9, Miccra GmbH, Heitersheim). Main cultures of 250 mL were
inoculated with 10% (v/v) pre-culture. Cultivations were performed in triplicates. As side-
streams, wheat bran, potato starch, maple wood chips, rapeseed press cake, grape pomace,
and lemon peel (2% wi/v) were added to the main culture upon inoculation. As lipidic

supplements, rapeseed oil, linoleic acid, oleic acid, and coconut butter (2% v/v) were used.
6.3.3 Extraction of Volatiles

For endpoint product analysis, volatiles were extracted from 250 mL of culture supernatant
with an azeotropic mixture of n-pentane and diethyl ether (PE; 1:1.12 v/v). Samples were
dried with sodium sulfate and concentrated via Vigreux rectification (DURAN, Wertheim,
Germany) to a final volume of approximately 1 mL. Analysis was performed via
thermodesorption—gas chromatography—mass spectrometry and olfactometry (TDS-GC-
MS/O), as described below (cf. 6.3.5) (Schimanski, 2013). Semi-quantification was
performed using an internal standard (methyl dodecanoate), with a final concentration of
50 pg/mL.

For time-dependent product analysis, culture supernatant was extracted via sequential stir bar
sorptive extraction (SBSE) using polydimethylsiloxane-coated Twisters (10 mm x 0.5 mm;
Gerstel, Mulheim, Germany) (Sampedro et al., 2009). Extraction was performed with 5 mL
of culture supernatant for one hour under vigorous stirring at 400 rpm. The Twister was rinsed
with deionized water, dried with a lint-free cloth, and stored at 4 °C. A second extraction was
performed by adding a new Twister and NaCl with a final concentration of 30% (m/v) to the

supernatant. Both Twisters were analyzed together via gas chromatography.
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6.3.4 GOPOD-Assay, Determination of D-Glucose Concentration

D-Glucose was analyzed using a glucose oxidase/peroxidase assay (GOPOD) by Megazyme
(Bray, Ireland) according to the manufacturer’s protocol. External calibration was performed

with 0.05-1.0 mg/mL D-Glucose. Determinations were performed in duplicates.
6.3.5 GC-MS Analysis

The system consisted of an Agilent 6890N GC (Agilent, Santa Clara, CA, USA) and an
Agilent 5975B MS (interface: 300 °C, ion source: 200 °C, quadrupole: 100 °C, electron
impact ionization: 70 eV, scan range: 33-300 m/z). Stationary-phase DB-Wax (30 m,
0.25 mm, 0.25 pm) and DB-5ms (30 m, 0.25 mm, 0.25 um) from Agilent Technologies were
used. Injection was performed via a thermal desorption (TDS-3) and cold injection system
(C1S-4) with an autosampler TDSA-2 (Gerstel, Milheim an der Ruhr, Germany). Helium
with a flow rate of 1.3 mL/min was used as the mobile phase. The temperature program was
10 min of hold-time at 40 °C, 5 °C/min until 250 °C, and 10 min hold-time at 250 °C.
Compound identification was performed via retention index (polar/non-polar), comparison
of the MS spectra (NIST, Wiley spectral database), and when possible, via authentic standard

and odor impressions.
6.3.6 Lipid Content Determination

A defined amount of side-stream was applied to a Soxhlet shell and extracted with 200 mL
of pentane/diethyl ether in a B-811 extraction system (BUCHI Labortechnik AG, Flawil,
Switzerland). After 25 cycles, the solvent was evaporated and the beaker weighed to constant

mass. Extractions were performed in duplicates.
6.3.7 Fatty Acids Profiling

Approximately 100 mg of oil from the lipid content determination was solved in 1 mL of
hexane. Sodium methylate was added to a final concentration of 1%, and the mixture was
incubated at 60 °C and 200 rpm for 30 min. The organic phase was dried with sodium
sulphate and diluted tenfold with hexane. The mixture was analyzed via TDS-GC-MS, as

reported above (cf. 6.3.5). Determinations were performed in duplicates.
6.3.8 Protein Content Determination

The determination of the protein content of side-streams was performed with a K-424
digestion unit and a K-350 distillation unit (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Switzerland)

according to the manual. Determinations were performed in duplicates.
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6.4 Results and Discussion

In preliminary experiments, Cerrena unicolor (Cun) was identified as a potent producer of
sesquiterpenes and other aroma compounds (Strauss, 2018). Submerged cultures of the
fungus provided a rich, fruity—flowery volatilome, including various sesquiterpenes and
sesquiterpenoids (Table 6-1). Nine days after inoculation in SNL medium, D-glucose was

fully metabolized, and an increased formation of volatiles started.

Table 6-1: Volatile sesquiterpenoids produced by Cerrena unicolor.

Clade Substance RI Polar 2® Rl Non-Polar 2® |dentification
Il a-Copaene 1462 (1502) 1349 (1375) A B CE
I Isosativene 1492 1390 (1417) B, C
I S-Cubebene 1544 (1540) 1390 (1388) A B,CE
i Sesquisabinene 1663 (1648) 1454 (1465) ABCE
v Humulene 1693 (1670) 1460 (1455) A B,CE
I a-Muurolene 1729 (1727) 1501 (1499) A B,CE
Il B-Curcumene 1743 (1734) 1510 (1516) , B,
Il Cubebol 1956 (1951) 1521 (1531) A B,CE
I 54,74H,10a-Eudesm-11-en-1a-ol 2001 1544 C
Il Cubenol 2074 (2063) 1641 (1642) A B,CE
Il Epicubenol 2083 (2072) 1635 (1625) A, B,C
i Sesquisabinene hydrate 2114 (2092) 1596 (1581) A B, C
11 a-Bisabolol 2223 (2232) 1694 (1697) A /B,CD,E

a Retention index; b literature retention index (NIST data base:

https://webbook.nist.gov/chemistry(accessed on 21th October 2022)). A/B identified via retention
index (polar/non-polar column); C identified via comparison of MS spectra (NIST, Wiley spectral
database); D identified via authentic standard; E identified via odor impressions obtained by GC-O.

Volatiles extracted from the culture broth were tentatively identified according to their linear
retention indices on two stationary phases of different polarity, electron impact (EI) mass
spectra, and, if available, using authentic standards. Extracted ion chromatograms (EICs) of
m/z 204, 218, 220, and 222 were used for selective detection and semi-quantitation of
sesquiterpenes and respective terpenoids (alcohols, ketones, and aldehydes). In total, 13
cyclic sesquiterpene hydrocarbons, alcohols, and aldehydes were identified (Table 6-1).
Based on the underlying cyclization mechanisms, sesquiterpene synthases can be grouped
into four clades (Mischko et al., 2018; Wu et al., 2022). Formation of a-muurolene, a-
copaene, S-cubebene, and epicubenol can be assigned to cyclases of clade I and II, which
form sesquiterpenes along a 1,10-ring closure of an intermediate trans- or cis-farnesyl cation,
respectively. However, S-curcumene and a-bisabolol are representative products of clade 111
cyclases that catalyze the 1,6-cyclization of farnesyl cations. Humulene is the only product
associated with clade IV cyclases detected in the culture broth of Cun under the chosen

conditions.
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Apart from the common 1,10 closure of (E,E)-farnesyl diphosphate, which resulted in the
formation of cadinane and eudesmane skeletons, a 1,6 closure of nerolidyl pyrophosphate is
supposed to yield the rather rare sesquisabinene and its hydrate. Their biogenesis is
rationalized by a sequence starting with a nerolidyl cation, which, in few steps, is converted
first to bisabolol, then to curcumene and sesquisabinene hydrate (Scheme 6-1), all found in

the supernatant of Cun cultures (Table 6-1).

N
o

T

"

Homo-

Nerolidyl Bisabolyl bisabolyl
cation cation cation
H,O o) H,0O
H®>l -H H@
Double bond
OH shift g
HO
| | Sesquisabinyl |
Bisabolol Curcumene hydrate

Scheme 6-1: Proposed biogenetic relationship of bisabolol, curcumene, and sesquisabinene hydrate
in the submerged, cultured of Cerrena unicolor (stereochemistry incomplete to facilitate reading).

This hypothesis is supported by the co-occurrence of bisabolene and sesquisabinene
skeletons, for example, in Indian sandalwood oil (Srivastava et al., 2015), indicating that the

fungus and the taxonomically distant tree may follow similar pathways.
6.4.1 Formation Kinetics in Standard Nutrient Liquid Medium (SNL)

Product formation kinetics were monitored for 21 days in main cultures of Cun cultivated in
250 mL of SNL medium using sequential stir bar sorptive extraction. A sample of 7 mL was
taken every two to three days and volatiles, pH, and D-glucose concentrations were

determined (Figure 6-2).
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Figure 6-2: D-Glucose concentration and pH during the cultivation of Cerrena unicolor in SNL
medium at 150 rpm and 24 °C for 21 days.

The D-glucose concentration and the pH value over the course of cultivation are shown in
Figure 6-2. Without a distinct lag phase, the D-glucose concentration in the medium declined
rapidly, and D-glucose was completely exhausted within 9 days of cultivation. The pH value
started in the slightly acidic range at pH 6 and decreased to pH 4.5 until day 7. With the
depletion of the carbon source after 9 days, the pH value increased and reached pH 8.3 after
21 days.

The increasing pH value might indicate the switch from primary to secondary metabolism
(Keller et al., 2005). In literature, a pH shift is often associated with the start of secondary
metabolism (Calvo et al., 2002). However, in this study, a clear distinction between primary
and secondary metabolism could not be made, as sesquiterpene compounds were isolated
from the cultivation medium right after the start (Figure 6-3). All of them were present from
the beginning but in low concentrations (<2.5 mg/L), most likely due to a carry-over from
the liquid pre-cultures used for inoculation. Upon D-glucose depletion after day 7, a moderate
increase was observed for all products until culture day 11. Sesquiterpenoids are known to
be produced during secondary metabolism (Chen et al., 2022; Ichinose et al., 2022; Schiffler,
2018). However, after day 11, the product concentration decreased until day 16 and slightly

increased again until day 21. Apparently, a slightly unstable, dynamic steady state of terpene
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formation and further processing was established in the stationary phase. Therefore, all
subsequent cultivations to evaluate the impact of different food and agro-industrial side-

streams on fungal growth and sesquiterpene formation were carried out for a period of eleven

days.
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Figure 6-3: Sesquiterpenoid production over 21 days during the submerged cultivation of
Cerrena unicolor.

6.4.2 Impact of Food and Agro-Industrial Side-Streams

Six side-streams of the food industry were selected as supplements: rapeseed press cake
(rapeseed oil production), maple wood (maple syrup production), wheat bran (wheat flour
production), potato starch (French fry production), grape pomace (winemaking), and lemon
peel (lemon juice production). They were added to the liquid culture medium to induce and
increase the biosynthesis of terpenes. Rapeseed press cake, the residue after oil extraction, is
a known source of proteins for the feed of dairy animals (Ostbring et al., 2019). It also
contains residual 5-18% lipids (Fetzer, 2018). Wheat bran and potato starch are both high in
carbohydrates and are thought to enhance fungal growth. In 2016, tartrate was used as the
medium component for fungal growth (Lee et al., 2016). Grape pomace is also rich in oils

and phenolic compounds (Bordiga et al., 2019) and can be used as a nitrogen source (Devesa-
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Rey, 2011). Citrus peel is rich in flavonoids, D-limonene, and sugars and was already

successfully used as a medium supplement (Kachlishvili et al., 2021; Virtanen et al., 2017).

For all cultures of Cun supplemented with different side-streams, two general statements can
be made. First, the course of D-glucose consumption was not noticeably affected (data not
shown), and second, no additional sesquiterpenoid products other than those shown in Table
6-1were detected. Nonetheless, the side-streams showed a distinct impact on both the overall

sesquiterpenoid yields and their quantitative formation profiles (Figure 6-4).
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Figure 6-4: Sesquiterpenoid production during the submerged cultivation of Cerrena unicolor for
eleven days, supplemented with side-streams from the food and agro-industry.

Compared to the control (SNL without side-stream), only the addition of rapeseed press cake
led to a significantly increased formation of most of the sesquiterpenoids after eleven days
of cultivation. a-Copaene (4.3 mg/L, not present in control on day eleven), cubebol (4.1
mg/L, 4-fold), sesquisabinene hydrate (35.2 mg/L, 7-fold), a-bisabolol (17.7 mg/L, 3-fold),
and a-muurolene (13.8 mg/L, 100-fold) formation, in particular, were positively affected by

the addition of rapeseed press cake. All other terpenoid products experienced only minor
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changes, compared to the control. The same was true for SNL medium supplemented with
the five other side-streams (Figure 6-4). The main difference in the composition of the side-
streams was the high protein (33.0%) and lipid (15.7%) contents of rapeseed press cake in
comparison to the other side-streams (Figure 6-5). A high protein content improved the
nitrogen supply of the growing culture and was supposed to increase culture growth and
formation of amino acid-derived metabolites, but no changes in fungal growth or immediate
metabolites (data not shown) were observed. The following cultivations were thus designed

to determine the specific impact of rapeseed press cake on the formation of sesquiterpenoids.
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Figure 6-5: Lipid (A) and protein content (B) of side-streams used as medium supplements for the
cultivation of Cerrena unicolor.

6.4.3 Impact of Rapeseed Press Cake and Lipidic Supplements

The focus was placed on the lipid content and composition. Two possible explanations for
the impact of the lipid portion were considered. On one hand, lipid hydrolysis with
subsequent R-oxidation of released fatty acids may fill the intracellular acetate pool, which
might result in an increased terpene biosynthesis. On the other hand, a lipid phase in the
aqueous culture medium may extract lipophilic substances (in situ recovery). This may
protect terpenoids, once formed, against catabolism, shift biochemical equilibria towards
product formation, and enable high extracellular product accumulation, even above the water

solubility of the respective terpenoids.

To characterize the lipid phase of rapeseed press cake, its fatty acid composition was
determined. The fatty acid profile is shown in Figure 6-8. In accordance with literature,

rapeseed oil was dominated by unsaturated Cis fatty acids, which made up more than 80%
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(oleic 55%, linoleic 20%, and linolenic acid 8%) (Kaczmarek, 2016; Lewinska, 2015).
Palmitic acid with 13% was the only saturated fatty acid with a higher share in the oil.

To shed a light on the impact of rapeseed oil, single free fatty acids, as well as lipids with a
high degree of unsaturated or saturated fatty acids, were chosen as media supplements.
Cultivations with Cun in SNL medium were supplemented with (2% v/v) rapeseed oil, oleic
acid, linoleic acid, or coconut butter. The latter is known as a lauric oil rich in lauric, myristic,
and palmitic acid and served as counterpart to the highly unsaturated rapeseed oil (Figure
6-8).

As shown in Figure 6-6, huge differences in terpenoid production were observed between the
control (SNL without supplementation) and coconut butter on the one hand and unsaturated
Cqs-fatty acids and rapeseed oil on the other hand. After supplementation with coconut butter,
the diversity of the identified terpenoids was strongly reduced. a-muurolene, sesquisabinene
hydrate, and a-bisabolol were the only terpenoids found after eleven days of incubation. Their
concentrations were comparable to the respective one in the sample without supplement.

Therefore, the meaningful impact of this lipid as the in situ extraction phase was ruled out.
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Figure 6-6: Sesquiterpenoid production of Cerrena unicolor supplemented with 2% lipidic additives
after eleven days of cultivation. Products were analyzed using TDS-GC-MS after the liquid—liquid
extraction of culture supernatant.
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A completely different behaviour was observed for the supplementation with oleic acid,
linoleic acid, and rapeseed oil. For all three supplements, significantly higher concentrations
of sesquiterpenes were produced, compared to both the control (SNL) and the rapeseed press
cake (Figure 6-4). The highest product yields were found for a-muurolene and sesquisabinene
hydrate in the cases of oleic acid and rapeseed oil supplementation. The yields of both
sesquiterpenes were reciprocal, so a purely additive effect of the two fatty acids can be ruled
out. The release of fatty acids from the respective triacylglycerols and additional fatty acids,
which are less abundant, may have influenced the quantity of particular sesquiterpenes. As
rapeseed oil consists of more than 50% oleic acid, the mono unsaturated fatty acid seemed to
have the greatest impact on terpene formation. However, as a molecule with an unbranched
chain of carbon atoms, neither oleic acid itself nor larger degradation products thereof can

serve as direct precursors for sesquiterpene formation.

An active or passive uptake of oleic acid into growing fungal cells and subsequent f-
oxidation would result in an excess of acetyl-CoA, which may not be exploited completely
in the citric acid cycle, especially in the presence of a concurrently active glycolysis. In such
situations of excesses of primary metabolites, a switch to secondary metabolism may occur
independently from the actual growth phase. Wood-decomposing basidiomycetes are
especially known for their highly adaptable metabolism [49,50]. Cun was found in this study
to be a producer of cyclic sesquiterpenes (Table 6-1, Figure 6-3), which is indicative of an

active mevalonate pathway and the expression of several sesquiterpene cyclases (Pith, 2021).
6.4.4 Labeling Experiment

Presuming that a surplus of acetate would trigger the mevalonate pathway, a direct
supplementation with *C-labeled acetate should result in an at least partial incorporation into

the sesquiterpene/-terpenoid products.

After feeding 12 mM *CH3COO- on day one, the products were recovered on culture day
eleven. The same product spectrum and a terpenoid yield slightly higher than in the control
(without acetate supplementation) were obtained. Furthermore, an altered isotopic pattern of
the respective molecular ions at m/z 204 (sesquiterpenes), m/z 220 (sesquiterpene alcohols),
and m/z 222 (sesquiterpene hydrates) was detected for all of the products. An excess of

acetate increased the formation of sesquiterpenes in liquid cultures of Cun (data not shown).

Figure 6-7 shows exemplarily the electron impact (EI) mass spectrum of the superimposed
region around the M-H-O ion (the molecular ion at m/z 222 was not present) of unlabeled
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(control) and labeled a-bisabolol. The control showed the natural *C-isotopic peak at m/z
205, with 18.3% (measured, 16.5% calculated) intensity of the M-H>O ion at m/z 204.
Another peak at m/z 207 corresponded to the fragment ion after the splitting of a methyl
group ([M-CHs]*) from the molecular radical cation. The isotopic pattern obtained for a-
bisabolol after feeding *CH3;COO" was markedly different. There was a number of additional
isotopic peaks after the [M-H2O]" ion from m/z 205 to m/z 211, ordered in a falling ladder of
intensity. This can be explained by the incorporation of up to six *C-labeled acetates (one
13C per acetate). Further expected isotopic peaks were missing, due to their low abundance,
because only a distinguished share (roughly 30% (calculated with the percental abundance
of m/z 205 and 206, Table 6-3)) of labeled acetate besides the ubiquitous unlabeled acetate
built up the a-bisabolol molecule. The regular isotopic distribution of multiple-labeled a-
bisabolol at m/z 204 was altered from m/z 207 because of the contribution of the [M-CHs]*-
fragment ion, which made further comparisons of measured and calculated isotopic patterns
complicated. Therefore, the incorporation of labeled acetate in all sesquiterpenoids produced
by Cun was verified via the increased abundance of m/z 205 and the occurrence of m/z 206
(Table 6-3) only.
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Figure 6-7: Mass spectra of a-bisabolol. (A) Spectrum of a-bisabolol (scan m/z from 33 to 300). (B)
Spectrum of a-bisabolol after supplementation of **C-labeled acetate (scan m/z from 33 to 300). m/z
range from 200 to 215 is shown superimposed in the upper right corner of the respective spectra.

Humulene was the only sesquiterpene with an unusually high intensity (39.5%) of the
isotopic peak at m/z 205 already in the control. A co-elution with another compound was
most likely parental for this, but the incorporation of labeled acetate was clearly indicated by

the occurrence of m/z 206, which was not present in the control.
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For low-yield products, not all of the expected labels were detected, due to lower ion
intensities. Nevertheless, the incorporation of 3C-labeled acetate was detected for all
sesquiterpenoids produced by Cun and verified that a surplus of acetyl-CoA had flown into
the mevalonate pathway. It is noteworthy that predominately cyclic sesquiterpenoids were
generated. The constant development of genome mining and bioinformatic tools in general
led to an increasing number of characterized sesquiterpene biosynthetic pathways (Quin et
al., 2014). In a previous work, ten cyclases were identified in Cun and heterologously
produced (Puth, 2021). This finding is in good accordance with the results of the present
study.

6.5 Conclusions

Cerrena unicolor possesses a unique portfolio of sesquiterpene cyclases, which enables the
biotechnological production of a number of bioactive mono- and bicyclic sesquiterpenes
(Table 6-1). Their production was boosted to a total of more than 300 mg/L by feeding them
unsaturated fatty acids, which exceeded the solubility of some sesquiterpene hydrocarbons
in water. For example, the predicted water solubility of a-muurolene (ALOGPS solubility
calculation software) was 10 mg/L (https://foodb.ca/compounds/FDB016928, accessed on
20 December 2022), but the almost 10-fold concentration was isolated from a culture broth
upon supplementation with rapeseed press cake (Figure 6-4). Residual lipid droplets in the
culture supernatant may have served as protective accumulation sites, which would explain
the high product concentrations observed. Rapeseed press cake was a sustainable nutrient
source to improve sesquiterpenoid production because it is a large-volume, lipid- and protein-
rich side-stream of rapeseed oil production (Figure 6-5). In this study, its double function as

a precursor and as an accumulation site was supposed.

Knowledge about the biogenesis of sesquiterpenoids and its regulation in basidiomycetes is
deficient (Wang et al., 2021). An overflow of the acetyl-CoA pool appeared to stimulate the
mevalonate pathway. This hypothesis was strongly supported through the incorporation of
labeled acetate into the carbon chain of the sesquiterpenes. Further improvements in product
yields can be envisaged through a systematic optimization of cultivation conditions.
However, substantial improvements may be achieved through strain engineering only.
Unfortunately, only very few data on the regulation of gene expression and no data on terpene

metabolism of Cun on the genome level are available (Elisashvili, 2009). Experimental tools
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to modify the genome of Basidiomycota are still under development and need to be refined
in the future (Strong, 2022).

Biotechnologically generated sesquiterpenes used as flavor compounds may be labeled
“natural,”” according to current EU regulations (VO (EG) 1334/2008). In the United States,
natural flavors are defined under regulation 21 CFR 101.22. Under this regulation, “natural

(13

flavor” or “natural flavoring” means . any product of .... plant material .... or

fermentation products thereof, whose significant function in food is flavoring ....”. As
naturalness of food is crucial for the majority of consumers, this distinguishing attribute

creates a marketing advantage for the producer (Roman, 2017).
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6.7 Supplementary Material

Table 6-2: Odor impressions obtained by GC-O measurement of extracts from cultivation of
Cerrena unicolor in SNL and rapeseed oil as media supplement.

peak substance odor impression
1 a-Copaene fresh, honey
2 Isosativene
3 S-Cubebene citrus, unpleasant
4 Sesquisabinene woody
5 Humulene woody
6 a-Muurolene woody
7 S-Curcumene
8 Cubebol spicy
9 58,75H,10a-Eudesm-11-en-1la-ol
10 Cubenol heavy, tea
11 Epicubenol
12 Sesquisabinene hydrate
13 a-Bisabolol flowery
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Figure 6-8: Fatty acid distribution of residual oil from rapeseed press cake obtained via Soxhlet
extraction.
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Table 6-3: Intensities of the sesquiterpenoid molecular ion (204 m/z) and isotopic peaks (205 m/z,
206 m/z) in the supernatant after eleven days of cultivation of Cerrena unicolor in SNL w/wo
supplementation of $3C sodium acetate.

m/z a-Copaene Isosativene pS-Cubebene

SNL control *3C-acetate | SNL control 3C-acetate | SNL control 13C-acetate
204 100 100 100 100 100 100
205 16.0 29.3 16.8 22.5 15.3 28.5
206 4.7 35 4.6
m/z Sesquisabinene Humulene p-Curcumene

SNL control 3C-acetate | SNL control 3C-acetate | SNL control 13C-acetate
204 100 100 100 100 100 100
205 18.2 30.4 39.5 46.5 21.8 30.9
206 5.1 18.4 6.2
m/z a-Muurolene Cubebol 58,7H,10a-Eudesm-11-en-1a-ol

SNL control 3C-acetate | SNL control **C-acetate | SNL control 13C-acetate
204 100 100 100 100 100 100
205 18.6 375 20.2 29.7 17.0 31.9
206 10.9 5.3 6.5
m/z Cubenol Epicubenol Sesquisabinenhydrat

SNL control 3C-acetate | SNL control **C-acetate | SNL control 13C-acetate
204 100 100 100 100 100 100
205 28.8 46.6 23.1 38.6 16.6 69.5
206 8.0 6.2 15.9
m/z a-Bisabolol

SNL control 3C-acetate
204 100 100
205 18.4 48.8

206 27.5
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7 Ausblick

Diese Arbeit zeigt am Beispiel der Sesquiterpenbildung das groRe Potential von Enzymen
aus Basidiomycota fiir eine biotechnologische Produktion nattrlicher Aromastoffe. Im ersten
Teil der Arbeit konnten vier der im Genom von Cerrena unicolor (Cun) identifizierten
putativen Sesquiterpensynthasen (STS) nicht kloniert bzw. heterolog exprimiert und
funktionell charakterisiert werden. Die Inaktivitdt von Cun5765, Cun 6114, and Cun7487
wurde mit Schwierigkeiten bei der VVorhersage von Introns begrindet (Misiek & Hoffmeister,
2008). Die Weiterentwicklung von Programmen zur Vorhersage von Introns wie
beispielsweise ,,Augustus® ist der Schlussel, um zukiinftig derlei Probleme umgehen zu
konnen. Das Produkt von Cun9106 konnte abschlieRend noch nicht eindeutig identifiziert
werden. Ein Ansatz fur weiterfiihrende Arbeiten wére eine heterologe Produktion der STS
im Reaktor-Malstab mit anschlieBendem Scale-Up der Substratumsetzung. Da bei der
enzymatischen Umsetzung lediglich ein Produkt gebildet wird, sollte die Bereitstellung einer
ausreichenden Menge des Produktes fir die finale Strukturaufklarung mittels NMR mdglich

sein.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass lipidhaltige Nebenstrome wie
Rapspresskuchen als Medienzusatz die Sesquiterpenproduktion von Cun drastisch erhéhen
konnen. Ein maoglicher nédchster Schritt ware das Scale-Up der Kultivierung und die
Entwicklung von Prozessen flr eine spezifische Extraktion von Sesquiterpenen. Denkbar
ware hier der Einsatz eines Wave-Reaktors bzw. der Einsatz von Zeolithen zur in situ
Produktabtrennung. Die Erstellung von knock-out Mutanten kénnte dazu genutzt werden,
dass Sesquiterpenprofil von Cun zu verringern und die Produktion einzelner Sesquiterpene
in den Vordergrund zu stellen. Dazu fehlt jedoch Wissen iber die Genexpression des Pilzes
(Elisashvili, 2009) sowie die Entwicklung experimenteller Mdoglichkeiten der
Genommodifizierung von Basidiomyceten (Strong, 2022). Der Einfluss der einzelnen
Medienzusétze auf Expressionsebene konnte zudem uber quantitative PCR untersucht
werden, da es auch zu verminderten Produktausbeuten einzelner Sesquiterpene gekommen

ist.

AuBerdem wurde bisher lediglich versucht, durch den Einsatz von Nebenstromen als
Medienzusitze die Produktausbeute zu erhéhen. Ein weiterer Ansatz zur
ressourcenschonenden Produktion von Sesquiterpenen wére der Einsatz von industriellen
Nebenstrémen, um einzelne oder mehrere Komponenten des Kultivierungsmediums zu

ersetzen. Vorarbeiten wurden in diesem Bereich bereits geleistet, wobei die generierten
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Daten nicht Teil dieser Arbeit sind. Der Einsatz von Molkepulver anstelle von Glukose und
Asparagin zeigte gutes Wachstum und die Produktion von Sesquiterpenen. Da Molkepulver
hauptsachlich aus Laktose besteht, liegt nahe, dass der Pilz diese als Kohlenstoffquelle nutzt.
Bisher konnte jedoch keine Abnahme der Laktosekonzentration wéhrend der Kultivierung
nachgewiesen werden. Auch das VVorhandensein einer S-Glucosidase in Cun ist bisher nicht
bekannt. Mittels HPLC konnte in ersten Versuchen eine Abnahme des frei vorliegenden
Asparagins im Kulturmedium gemessen werden. Da Asparagin der Kostenintensivste
Bestandteil des in der hier vorliegenden Arbeit genutzten SNL-Mediums ist, lie3e sich die
Kultivierung von Basidiomyceten zukinftig durch den Einsatz von Molkepulver

ressourcenschonender und kostengunstiger durchfthren.
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9 Anhang

Tabelle 9-1: Aminosauresequenzen der in aktiver Form exprimierbaren STS aus Cerrena unicolor

Cun3157

MSSNAVSFTLPDLLAICPLQGRTNPHYEAAAAESSAWVLSFNVFSNRKQDFFVSGGSELLCSHAYP
YAGHEELRTCCDFVNLLFTVDEISDEQNGQDAYKTGLVLLKSLRDPEYNDGSVLCTMTKQFQERL
FPRMGPACYRRFVDHVENYINAFVKEAEYREKNVVLDMASYEILRRENSAVRCCFGLFGYVLGL
DLPDEIFEHPDMMAMHLAAVDMVCWSNDIYSYNMEQAMGHTTNNIMTVLMKAKNVDLQGAA
DYVGEYFKVLMDRFFDHKSKLPFFGPDMDPTAEQFVMAMESWIVGNLAWSFETLRYFGEKREQV

KVTLVVELASKKV*

Cun7050

MQSATAPVLSSQPSKVVIPDLVSHCDFTLRCNSHQERASAECKEWLFQGSNLSERKQNAFHGLKA
GLLTSWCYPDAEYHHLRVCCDFMNWLFHLDNISDDMNENGTSRTAVDIMNTLYHPYSYSPVSPE
GKLTQDFWRRLIPTASPGSQQRFMETMDFFFQAVTQQALDRANGVVPDLDSYIALRRDTSGCKPC
WALIEFAYNLDLPNEVMEHPTIVALGEATNDLVTWSNDIFSYNVEQSKGDTHNMIVVMMRQEGL
DLQSAVDFVGDLCKQSIDRFIEQRAHLPSWGPDIDQQVEKYVGGLADWIVGSLHWSFESERYFGK

SGLDVKKTRVVELLPRRA*

Cun3574

MSPKRFVFPDLVSHCPYQLRIHPDCDTVNKTSEEWIMKDITFTPDRLKRFLDIKAGVLTAYCYCDA
DLFRLQASSDYLTWLFCVDDWTDEFDEDESCSFKDCILGCLRDPYGYKTDKIAGRLIADFFRRFLQ
TSGPHCAQRFIDTMDLYLDSVGRQAADRIEERTPDLESYIALRRDTSACKTCFALMEFANGLDLPD
EVSEHPLIREMEDATNDLVSWSNDIFSYDKEHLIEDTHNIVAVIMEDKKLNLQSAVDY AGDLCNN

CIARFDEARKQLPSWGPEIDREVQLYGQGLQDWIVGSLHWSFVSKRYFGLEGEAIKKHRTIELTPA

MKSDVEA*

Cun3158

MPALTRTFKLPDLLSMCPVKGSTNPHYEKAAAESSAWINSYNLFTDQKRAFFIQGSNELLVSHTYP
YADYEQFRTCCDFVNLLFVVDEVSDDQSGRDARATGNVFLQVMRHDDWDNGSPLAQMTKEFKA
RFRKFAGPGCYARFLVHCENYINAVGHEAEYRERGYVLDMESYETLRRENSAIRLCFGLFEFVLG
VDLPDEVFDDPAFLNLYWAAADMVYCWSNDVYSYNMEQAKGHSGNNILTVLMQAKNIDLQTAS
DLVGDHFAELMRRFLEGKRALPSWGLATDTAVAAYVKALEHWVKGNLVWSFETQRYFGPKHEE

IKKTLLVVLRAPSFD*

Cun0759

MARSTFALPDLVSHCPYPLRINPLCDIVTQKSEEWILNEAKYTPEKRTRFLNTKAGILTAYCYPDAD
DFHLQVSSDYLTWLFCFDDWSDEFDETDACSFADCIMGCLRDPYGFKTDKAAGRLTKSYFGRYL
QTSGPRCAKRFIDTMDLYLKSVAQQAADRDDGRTPDLETYIGLRRDTSACRPCFALMEFVAGIDL
PDEVAEHPLIRSMEDATNDLVSWSNDIFSYNKEQSRGDTHNLVAVIMEERKLDLQSAMDFAGELC
HQSISKFEADRRSLPSWGKEIDRDVQLYVQGLQDWIVGSLHWSFATKRYFGTEGEAVKHHRTIQL

LPRKDGVERKDTVVRQNVIVYLFNMFFTVLVGSLFGNMKGLSSPLRVPRP*

Cun9106

MSTESSASSEFYIPDTLRNWPWSRHLNPHY AICKAESAAWCESFNAFSPKAQRAFNRCDFNLLASL
AFPLLDKDGCRIGCDLMNLFFVFDEYSDVADATEVRRQADIIMDALRNSTRPRPKGEWVGGEVA
KQFWENAIRTTTETAQRRFIDTFQLYTDSVVQQAADRDDSRIRSVDHYFELRRDTIGAKPSFAILEV
KMDIPDEVMNHPSIVKLTSVCIDMLIIGNDLCSYNVEQARGDDGHNLVTIVMHERKCDLTRALEW
ISDLHDRLADGFLSTLEEVPSFENSVLDKQVSTYVDGLGNWVRANDTWSFESERYFGKKGLEIQE
KRLVTLLPKEVGHSTYQYVHPASVQRKPSSHCLQVLSILRDTQVPLFIVLLSFLGVCFIASPSFTPCL

VSPLKF*

Cun5155

MANESLTTTQLFIPDVLRSWPWPRQINPHYAICKAESDTWAQSFNAFSMKAQQAFLRCDFDLLAS
LGCPRLDKEGCRICCDLMQLFFIFDEHSDIVDTTVVRRQADSIMAAIRDPTRPRPEGEWIGGEISRQF
WANAMRVSTPTFQRRFIVAFQEYTDSVVQQALDRDRHNIPNIEQYFNVRRDTIGVKPSVAMLEIQF
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DIPNEVSNHPAISTLRSTCVDMIAIGNDLFSYNVEQALGDDEHNLITVVMHEHECSLTDALEWISDL
HDSIANTFLSVMKTVPSFGDLVIDEQVAIYVDGLGNWVRANEAWSFESERYFGKNGLEIQESRVV

DLLPKQEN™*

Cun3817

MVMYKRNATFENDGPVTQIQDIPSISSLFFTMNVNQLRPFPSRFVLRDLTAVTEPVFKLRTNPHQEE
AYRNIERWFKDLKVYPEPKQRKFLSHAFDLYAGLSFPDADVEHLETCIAFFLWAFSFDDLSDEGEF
QSKPDRVQVGVDISMEVLNHPELPPPKFKYAAMLHDVWRRFRSTASPGACNRFKKAVESWMKS
QVEQAANRSWNTVPSVDEFILLRRRTIGGEIVEAMVEY SLDIKIPEYVWDHPVLVGLSRAAIDIMT
WPNDLCSFNKEQADNDFQNLVFCVMLERNVDLQSALDIVTKMLATRVDDY AKFKAQLPSFGAE
VDQELAAYFKALEHYVQGTVVWYYESPRYFRGMDVTDKTDMVIPVYSRSADAPTSPSVSTRVSY

LSNRSMPPRSSKASV*

Cun0773

MVAHTFSLPDFFAKTPYQSRLHPLTGIVVQKSQEWVLRKVNYDEKERTAFLKTSGGLLCGYCYPN
ADAFHIQVCADWMDWVFCLDDWSDKCSVAEAQSVINSIKEYPRYPHEHSGSTPIELAKNLYDRF

FOQTAAPGCAKRFVRSMDIYLDGVVEQADCREKGSILDTESYTILRRKTSGVWPCFALIEFAARIDLP
DAVVEHPLIRSMEEATNDWISWTNDILSYSKEQADKDAHNLIAVIMNQYTLDLQSAVDLAGSHCF
DCITKFEDNRKALPSWGEEIDREVDLYVQGLQDWIIGSLHWSFACRRYFGAEGKEIKEHRTVFLLS

EKHQS™
Cun0716

MSRFNADSFVLPDLVSHCTYPLNLNTNWHSVSRASEQFVLEEANFSEMKRGVFMGLKAGELTSA
CYPYCDAFHLQVAADFLGYLFTLDDWSDDFDELGTKGLAVCVMNALRDPHGFQTDKPAGILAK

DFFSRYISKGGPGCIRRFIDTMDLFFIAVERQAIDRRNGVVPELEAYIPVRRDTSGCKPCFALIEFAA
DIDLPDEVVEHPTIAALEEATNDLITWSNDIFSFNVEQSRGDTHNMIIVAMRERGLDLQDAVDFVG
ELCKQSIDRFEHDRLTVPSWGPEIDRDVRTYIQGLQDWIVGSLHWSFDTTRYFGQDGTEVKLHRQI

KLLPRKGPCSD*
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Tabelle 9-2: Nukleotidsequenzen der STS aus Cerrena unicolor

>sts_Cun_3157

ATGTCGTCCAACGCAGTCTCTTTCACGCTCCCGGATCTCCTCGCTATTTGCCCTCTACAGGGAC
GTACCAACCCTCACTATGAAGCCGCTGCCGCCGAGTCCTCTGCCTGGGTACTCAGCTTCAACG
TCTTCAGCAACAGGAAGCAGGATTTCTTTGTGTCTGGTGGAAGCGAACTCTTGTGCTCTCATG
CATATCCTTACGCTGGACATGAAGAACTTCGTACCTGCTGCGACTTCGTCAACTTGCTTTTCAC
CGTTGACGAGATTAGCGACGAGCAGAACGGCCAGGATGCCTACAAAACCGGCTTAGTTCTAC
TCAAGTCTCTTCGTGATCCCGAATACAATGACGGATCTGTATTGTGTACTATGACCAAACAGT
TCCAGGAACGGTTGTTCCCTAGGATGGGTCCGGCCTGCTACCGCCGCTTCGTCGATCACGTCG
AGAACTACATCAACGCCTTCGTTAAGGAAGCGGAGTACAGAGAGAAAAATGTCGTCCTAGAC
ATGGCCTCTTACGAGATCTTGCGCAGGGAGAATAGCGCAGTCCGATGCTGCTTCGGACTATTC
GGATATGTTCTAGGACTTGATCTCCCCGACGAGATCTTTGAGCATCCCGACATGATGGCTATG
CATCTCGCCGCTGTCGATATGGTATGTTGGTCTAACGACATTTATTCCTACAATATGGAGCAA
GCTATGGGGCATACCACTAACAACATAATGACCGTCCTCATGAAGGCGAAAAATGTAGACCT
TCAGGGGGCCGCCGACTATGTTGGAGAGTATTTCAAAGTGCTTATGGATCGCTTCTTTGACCA
CAAGTCCAAACTTCCTTTTTTCGGCCCTGATATGGACCCTACCGCCGAGCAATTTGTCATGGCG
ATGGAAAGCTGGATTGTCGGGAATTTAGCATGGAGTTTTGAAACCCTGCGCTATTTCGGGGAG
AAGAGGGAACAGGTGAAGGTGACCTTAGTCGTAGAGTTAGCTTCCAAGAAGGTTTGA

>sts Cun_7050

ATGCAATCTGCCACCGCTCCTGTGCTTTCGTCACAACCCTCCAAGGTCGTAATCCCTGACCTTG
TCTCACATTGCGATTTCACCCTCCGATGCAATAGTCACCAAGAGCGTGCCAGCGCGGAATGCA
AGGAATGGCTCTTCCAAGGTAGCAATCTCAGCGAGAGGAAGCAGAATGCTTTCCATGGTCTC
AAAGCGGGTCTCCTCACATCTTGGTGTTACCCTGACGCCGAGTATCATCACCTCCGAGTTTGCT
GCGATTTCATGAACTGGCTGTTTCACCTCGACAACATCTCAGACGATATGAATGAGAATGGCA
CGTCACGTACTGCTGTGGATATCATGAATACGCTCTATCACCCGTATTCCTACTCTCCTGTGTC
GCCAGAGGGCAAATTGACCCAAGACTTTTGGCGCCGGTTAATCCCTACTGCCTCGCCCGGCTC
ACAGCAGCGTTTCATGGAAACAATGGATTTCTTTTTCCAGGCCGTGACCCAGCAGGCTCTGGA
CCGGGCGAATGGTGTTGTTCCAGATCTTGATTCGTACATTGCTTTGCGACGCGATACAAGCGG
TTGCAAACCATGCTGGGCACTCATTGAGTTCGCCTACAATCTTGACCTCCCCAACGAAGTGAT
GGAGCACCCTACCATCGTGGCTTTGGGCGAGGCCACAAATGACCTTGTAACGTGGTCGAATG
ATATCTTCTCTTACAATGTGGAACAATCGAAGGGTGACACCCACAACATGATTGTCGTCATGA
TGCGACAAGAGGGCCTCGACCTTCAAAGTGCCGTTGATTTTGTTGGCGATCTATGCAAGCAGT
CGATCGACCGATTCATTGAACAGCGTGCTCACCTTCCTTCCTGGGGTCCAGATATTGATCAAC
AGGTTGAGAAATACGTTGGGGGTTTGGCCGACTGGATCGTGGGCAGTCTTCACTGGTCCTTCG
AGTCGGAACGTTATTTCGGGAAGTCAGGACTGGACGTGAAGAAAACGCGCGTTGTAGAGCTT
CTGCCTCGCCGTGCCTAA

>sts Cun_3574

ATGTCTCCCAAACGCTTTGTCTTCCCAGACCTCGTCTCCCACTGCCCTTACCAACTTCGCATCC
ACCCCGACTGCGATACCGTCAACAAAACGTCCGAAGAATGGATCATGAAAGACATCACGTTC
ACTCCTGACCGGCTGAAGAGATTCCTTGACATTAAAGCCGGGGTTCTCACTGCCTACTGCTAT
TGTGACGCAGATCTCTTCCGCCTTCAGGCGTCTTCAGATTACTTGACGTGGCTATTTTGCGTTG
ACGATTGGACAGACGAGTTCGACGAGGACGAGTCTTGCTCATTCAAGGACTGCATCCTGGGTT
GTCTTAGAGATCCTTACGGGTACAAGACAGACAAGATCGCTGGTCGTTTGATCGCAGACTTTT
TCCGTCGATTCCTTCAGACAAGTGGCCCGCATTGCGCCCAGCGTTTCATCGACACGATGGACC
TGTACCTTGATTCCGTCGGAAGGCAAGCCGCTGACCGAATAGAAGAACGTACTCCAGATCTG
GAGTCGTACATCGCCTTGCGTCGAGATACCAGCGCATGCAAAACTTGCTTCGCTTTAATGGAA
TTCGCGAACGGTCTCGATCTCCCTGACGAAGTCTCTGAGCATCCTCTTATCCGCGAGATGGAG
GATGCCACCAACGATCTCGTTTCGTGGTCGAACGACATCTTCTCTTACGACAAGGAGCATCTG
ATCGAGGATACACATAACATTGTTGCCGTCATTATGGAAGACAAGAAGCTCAACTTGCAGAG
CGCCGTGGACTACGCAGGTGACCTCTGTAACAACTGCATCGCTCGTTTCGACGAGGCTCGCAA
GCAGTTGCCGTCATGGGGTCCCGAGATTGACCGTGAGGTCCAACTTTACGGTCAAGGCTTGCA
AGACTGGATTGTTGGCTCATTGCATTGGAGCTTTGTCTCCAAGCGATACTTTGGTCTTGAAGG
AGAAGCTATCAAGAAGCACCGCACCATCGAGCTGACGCCTGCGATGAAGTCAGATGTGGAGG
CCTAA

>sts Cun_3158



Anhang 78

ATGCCCGCCCTTACGAGAACTTTCAAACTTCCCGACCTACTCTCCATGTGCCCAGTAAAGGGC
TCGACTAATCCGCATTACGAGAAAGCTGCTGCCGAATCCTCTGCGTGGATCAATTCATACAAT
CTTTTTACCGATCAAAAACGTGCCTTCTTCATCCAAGGCAGCAATGAGTTGCTTGTGTCCCATA
CTTATCCATACGCGGATTATGAGCAATTCAGAACCTGCTGTGATTTCGTCAACCTACTGTTTGT
CGTTGACGAGGTCAGTGATGACCAGAGTGGTCGTGATGCTCGTGCCACGGGAAACGTCTTCCT
GCAGGTCATGAGACACGATGATTGGGACAATGGTTCTCCGCTAGCCCAAATGACCAAGGAAT
TCAAAGCCCGTTTTCGTAAATTTGCCGGCCCGGGCTGCTATGCACGCTTCTTAGTCCACTGCGA
GAACTATATCAATGCAGTCGGCCATGAGGCAGAGTATAGAGAGAGGGGTTACGTTCTTGACA
TGGAGTCATACGAGACTCTACGTCGGGAGAACAGTGCAATCCGACTCTGTTTCGGATTGTTTG
AGTTTGTTTTGGGCGTCGACCTTCCCGATGAGGTTTTCGACGACCCGGCGTTCTTGAACTTATA
CTGGGCAGCCGCTGATATGGTTTGTTGGTCCAATGATGTCTATTCATACAACATGGAACAAGC
CAAAGGTCATAGTGGGAATAATATCCTAACCGTCTTGATGCAGGCGAAGAACATTGACCTAC
AGACCGCTTCTGATCTTGTTGGTGATCACTTCGCGGAGTTGATGCGTCGCTTCTTGGAAGGGA
AGCGCGCCCTTCCTAGTTGGGGATTAGCCACTGATACCGCTGTCGCCGCATACGTTAAGGCAT
TGGAGCACTGGGTTAAAGGGAACCTGGTCTGGAGTTTCGAAACACAGAGGTACTTTGGTCCTA
AACACGAGGAGATCAAGAAGACACTTCTTGTGGTCTTACGTGCCCCGAGTTTTGATTGA

>sts Cun_5765

ATGAAGCACTGGCCCTTTTCTAGCGAGAAGAAACGCGCCCGTATCCCATTCATGAATCTAGCC
GGCTTCAGTACCTGGTGTGCTCCGGCATCCGACTTCGACCGTATGGTCTGGGGCGCGCGCATT
GCTGGAATCTTCTTCCTTGCCGATGACTATATCGACAGTGGAAAGATGCTTGATCGTATTCCTG
GTTTCAAGAAAGCCGCCACTGGCGAGGGCCCTCTTCACCCTGAAGACAGGGCTGAAATCTGTC
ACGACATTGTCTTCCGGGCCATTAAAGAGACATCTCACCCACGTACCTTCCGTCAACTAACCC
AATGCACACACGAATGGTGGGACTCCAACATCCACGAGCCATTCCGTAATCTCGATCAGTATT
TAGCCACTCGCCGTGTTAACATTGCTATGTATTTTGCAAATGCTTACTTCCGATACTGTCTTGA
TATAAACTTGACTGATGAACAAGTCAACAACCCTCTCATGCGAGAGGCGGAGGGTATCATCTC
AGACCATGTCGGCCTCACCAATGATCTATTCTCATACGCTAAGGAATACCTGACTCAGTCCGA
TGACACAAATGTTCTTCGAATGTTGCAAGACTTTGAAGGGCTGACCTACGAACAAGCCAAGG
ACACCGTCATCAAGAAGATTCGTCAGAAGGAACAGGACTTCATCCCAGCTGGTCTCGCTGTAC
TCAATGACCCTGAACTTGGAAAAGATCCCGAAGTTCATCGTTGGATTGCTAACCTTCCCTACT
GTATGGGAGGCAACAATGCTTGGTCCCAGGAGGTATGA

>sts_Cun_0759

ATGGCCCGCTCAACATTCGCCCTCCCTGATCTCGTATCACATTGTCCATACCCTCTGCGCATCA
ATCCTCTGTGCGACATCGTCACTCAAAAGTCCGAAGAGTGGATTCTTAATGAGGCCAAATACA
CCCCAGAGAAGCGGACAAGATTCTTAAATACGAAAGCCGGTATACTCACTGCTTACTGCTACC
CCGACGCCGACGACTTCCACCTACAAGTGTCTTCTGATTATTTGACTTGGTTGTTCTGTTTCGA
CGACTGGTCGGATGAATTTGACGAAACAGACGCTTGTTCCTTTGCGGATTGTATCATGGGATG
TCTTCGAGACCCTTACGGATTCAAAACGGACAAAGCGGCTGGGCGACTGACTAAGAGTTATTT
TGGTCGTTATCTCCAGACGAGCGGCCCTCGTTGTGCGAAACGGTTTATCGATACCATGGATTT
GTATCTCAAGTCAGTAGCTCAACAGGCCGCTGACAGAGACGATGGCCGTACTCCAGACCTCG
AGACCTACATCGGCCTCCGCAGAGACACCAGTGCATGCCGTCCGTGCTTCGCGCTGATGGAGT
TTGTTGCCGGTATTGACCTTCCGGACGAGGTCGCCGAGCACCCTCTCATCCGCTCAATGGAAG
ACGCTACTAACGACCTGGTTTCGTGGTCAAATGATATTTTCTCATACAACAAAGAACAGTCTC
GGGGAGATACACACAATCTTGTCGCGGTCATCATGGAAGAACGGAAATTGGATTTGCAGTCG
GCGATGGACTTCGCTGGTGAACTATGCCATCAAAGTATCAGCAAATTCGAAGCCGATCGTCGA
TCTTTACCTTCTTGGGGTAAAGAGATTGATCGAGACGTCCAACTTTACGTCCAAGGTCTCCAA
GATTGGATCGTCGGCTCGTTGCATTGGAGCTTTGCCACGAAGCGGTATTTCGGAACGGAAGGC
GAAGCCGTCAAGCACCACCGCACGATCCAGTTACTGCCGAGGAAGGACGGCGTCGAGCGTAA
AGACACCGTCGTCCGACAGAACGTTATCGTGTACCTTTTTAATATGTTTTTCACAGTACTTGTG
GGATCGCTATTTGGCAATATGAAAGGTTTGAGTTCGCCGTTGCGCGTTCCAAGACCTTGA

>sts Cun_9106

ATGTCCACTGAGTCCTCCGCATCATCCGAGTTTTACATTCCAGATACGCTGCGCAACTGGCCA
TGGTCCCGCCATCTCAACCCCCATTATGCCATCTGCAAGGCAGAGTCTGCTGCATGGTGTGAA
TCGTTCAACGCCTTTAGCCCAAAGGCACAACGAGCCTTCAATCGTTGCGACTTTAATCTTCTCG
CTTCGTTAGCTTTCCCCCTGCTTGATAAAGATGGATGTCGTATCGGCTGTGACCTGATGAACCT
TTTTTTCGTGTTCGACGAATACTCCGATGTGGCGGATGCCACAGAGGTAAGAAGACAAGCCGA
TATTATTATGGATGCACTCCGCAATTCTACTCGTCCTCGTCCCAAAGGGGAGTGGGTCGGCGG
AGAAGTTGCCAAACAGTTCTGGGAGAATGCTATCCGAACGACTACCGAAACTGCGCAACGTC
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GTTTCATTGACACTTTCCAACTCTATACAGACTCTGTTGTTCAGCAGGCAGCGGATCGCGACG
ACTCTCGAATCCGCAGTGTTGATCACTACTTCGAACTCCGCCGTGACACTATCGGGGCCAAGC
CATCGTTTGCCATCCTCGAGGTTAAGATGGATATTCCCGACGAAGTCATGAACCATCCCAGCA
TTGTCAAACTCACGTCCGTATGTATTGACATGTTAATCATCGGTAACGATCTGTGTTCTTACAA
CGTAGAGCAAGCTCGCGGGGACGATGGCCACAACCTGGTGACAATTGTTATGCATGAGCGCA
AATGCGACCTGACCAGGGCTCTGGAATGGATCTCGGATTTACATGATCGTCTTGCAGATGGGT
TCCTCTCTACCCTAGAGGAGGTGCCCTCCTTTGAAAACTCCGTTCTCGACAAACAAGTCTCGA
CCTATGTCGATGGCCTCGGAAATTGGGTCCGAGCTAATGATACATGGAGCTTCGAGAGCGAG
AGATACTTCGGTAAGAAAGGTCTGGAGATCCAAGAGAAGAGACTCGTTACTCTTCTGCCGAA
GGAGGTCGGCCATTCCACCTATCAATACGTCCACCCCGCCTCTGTCCAAAGAAAGCCGTCTTC
ACACTGCCTGCAAGTACTGTCAATTCTGCGCGACACCCAAGTTCCGTTGTTTATTGTTCTATTG
AGTTTCCTCGGTGTCTGCTTCATCGCCTCTCCTTCTTTCACACCCTGTCTAGTGTCCCCTTTGAA
GTTTTGA

>sts Cun_5155

ATGGCGAATGAATCACTAACAACTACTCAGCTGTTCATCCCAGACGTGCTCCGCAGCTGGCCA
TGGCCACGCCAGATTAATCCTCATTACGCCATTTGTAAAGCTGAGTCGGATACGTGGGCTCAG
TCGTTCAACGCGTTCAGTATGAAAGCACAACAGGCCTTCCTTCGATGCGATTTTGATCTGCTG
GCTTCATTAGGTTGCCCCAGGCTCGACAAGGAGGGGTGTCGTATATGTTGCGACTTGATGCAG
CTTTTTTTCATCTTCGATGAGCACTCTGACATAGTGGACACCACCGTGGTGCGCAGACAGGCC
GACAGCATCATGGCTGCTATTCGCGATCCTACCCGTCCCAGACCCGAGGGTGAATGGATCGGA
GGGGAGATTTCCAGACAATTTTGGGCAAATGCTATGAGGGTCTCTACTCCAACTTTCCAACGC
CGTTTCATCGTCGCTTTTCAAGAATACACCGACTCCGTTGTTCAACAAGCATTAGATCGCGAC
CGTCACAACATTCCAAACATTGAACAGTACTTCAATGTTCGTCGAGATACCATTGGAGTAAAA
CCCTCGGTGGCTATGCTTGAAATTCAATTTGACATTCCTAATGAGGTCAGCAATCACCCCGCC
ATAAGTACGTTGCGGTCTACATGTGTCGATATGATCGCAATTGGGAACGACTTGTTTTCATAC
AACGTAGAACAAGCTCTCGGTGATGACGAGCACAACCTGATCACTGTCGTTATGCATGAACA
CGAGTGCAGTCTTACTGACGCCTTGGAATGGATCTCGGATCTCCATGACAGTATTGCAAATAC
CTTTCTCTCCGTTATGAAGACAGTTCCCTCCTTTGGAGACCTCGTCATCGATGAACAGGTTGCT
ATCTACGTAGATGGCCTCGGAAATTGGGTTAGAGCCAACGAGGCTTGGAGTTTTGAGAGCGA
GAGATATTTCGGGAAGAACGGTCTTGAGATTCAAGAGAGCAGAGTTGTTGACCTCTTGCCGA
AGCAAGAGAATTGA

>sts Cun_6114

ATGGTCGTCACTCGTTTTCACATCCCTGATCTTATTGCACTATGCGGACCCAGTTTTGAGCTCC
AAGCGAATGCCCGTTGTCGGCAGATCTCTGAGGCGTTGCTCTCGTGGACGTCGAGTGCGGGAT
TCCTAACCAAAGCAGAAATGGATTCTCTTCCGGGCTTACAATTATCATTGCTAGCATCCCTAT
GCTACCCAAGTAGCGACTGGACACAACTGCTTCTGATTTCAAAATATCTGACCCTTCTTTTCCA
CTGGTCGAACAAATTCGAACCAATGAGCGCATCCGCGTTTGAGTGTGTTGGGGTACAGTTATC
TCGAGAAACAACCTGCGAATGGCAGAGACGCTTCGAAACCAATCTAGAAGCCTTTCGGCGTG
CTCGTATCGATCAAGATAGTTCTCGACCACTCGGGGACATCAAGGACTACCATAGACTGAGCC
GAAGCTATTCTGGTATCTCGACGCTGTTCGATTTAGTCGAATATGCAACTGGCTTGCGGATAC
CACCAAAAGTTCACAGGTCTCAAGAAATTCAGTTACTCAAAGAACACGCCCATGATATCATTG
TTTTCGCCAAGGATATAATCGCTCACAACTATCAGCAATCCCGTGGCTGCCATTGTAATTTGGT
CTCTGCCATCATTGAGGAGCGTCAATGTACATTGCAGAGTGCTATTGATGTCGCCGAAGTAAT
GTTCAAGGATGCCGTTGTAAAATTCCTCGCTGCCGAACATGAGATCCCTTCATGGAGCGTAGA
AATAGACGAAGAGGTTGGACGATACGTGCAAGGACTGCGAGAATGCATCATTGGATTCATTC
ATTGGCTTTACGAGACCGACAGATACTTTGGTGATAAGAAGGGGGATGTAAGAGAGTTTGGA
TGGGTATTCTTGTTACCAAAAGAAACATCGTAA

>sts_Cun_3817

ATGGTCATGTATAAAAGGAATGCCACCTTCAACGATGGTCCAGTCACTCAAATACAGGATATC
CCTTCTATCTCTTCTCTGTTCTTCACGATGAACGTCAATCAACTCAGGCCATTTCCCTCTAGATT
CGTTCTACGAGATCTCACCGCGGTTACTGAGCCCGTTTTCAAACTCAGGACTAATCCCCACCA
GGAAGAAGCCTATCGCAACATTGAGCGATGGTTCAAAGACCTGAAAGTCTACCCAGAGCCGA
AACAGAGGAAATTCTTGTCGCATGCCTTCGACCTCTACGCAGGGCTCAGTTTCCCAGACGCAG
ATGTGGAGCACCTAGAAACGTGCATTGCCTTCTTCTTGTGGGCATTCTCGTTCGATGATCTCTC
GGACGAGGGGGAGTTCCAATCGAAACCGGACCGAGTACAAGTCGGTGTTGACATCTCTATGG
AAGTATTGAACCACCCAGAATTGCCCCCACCAAAGTTCAAATACGCCGCCATGCTTCACGATG
TCTGGAGACGCTTCAGGTCGACAGCTAGCCCCGGCGCGTGTAACAGATTCAAGAAAGCCGTC
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GAGAGCTGGATGAAATCTCAAGTGGAACAGGCGGCAAACAGATCGTGGAATACCGTCCCCTC
TGTTGACGAGTTCATCCTCCTGCGCAGACGTACTATCGGAGGTGAAATTGTAGAAGCCATGGT
TGAATATTCTTTGGACATCAAGATTCCCGAGTACGTGTGGGATCATCCTGTACTCGTGGGGCT
CTCTCGCGCCGCAATCGATATCATGACATGGCCGAATGACCTTTGCTCCTTCAACAAAGAACA
AGCGGACAATGATTTCCAAAACCTTGTCTTCTGTGTCATGCTTGAGCGCAATGTGGACCTGCA
AAGTGCATTGGATATTGTCACAAAGATGCTAGCCACACGTGTGGACGACTATGCCAAATTCAA
AGCTCAGCTGCCATCGTTTGGAGCAGAGGTGGATCAGGAGCTCGCAGCGTATTTCAAGGCACT
AGAACATTACGTTCAAGGCACCGTTGTGTGGTACTACGAGTCACCTAGATACTTCCGTGGCAT
GGACGTCACCGACAAGACGGACATGGTTATTCCAGTCTATTCTCGCTCGGCAGATGCACCAAC
TTCCCCAAGCGTATCCACCAGGGTATCTTATCTGTCGAATCGCTCTATGCCACCTAGATCGAGT
AAGGCGAGCGTGTAA

>sts_Cun_0773

ATGGTGGCCCACACCTTTTCCCTCCCAGATTTCTTTGCAAAAACTCCCTATCAGTCCCGTCTCC
ATCCGCTGACCGGTATTGTTGTGCAAAAGAGCCAGGAATGGGTCCTGCGTAAAGTCAACTAC
GACGAGAAAGAGCGAACAGCCTTCTTGAAGACCAGTGGTGGTCTTCTCTGTGGTTACTGCTAC
CCGAACGCTGACGCGTTTCATATTCAAGTCTGCGCTGACTGGATGGATTGGGTCTTTTGTCTGG
ATGATTGGTCCGACAAATGTAGTGTTGCAGAGGCGCAGTCCGTGATAAACTCCATTAAGGAAT
ACCCGCGATACCCTCATGAACATTCGGGTAGTACACCTATTATTGAGTTGGCTAAGAATCTAT
ACGACCGATTCTTTCAAACGGCTGCGCCTGGCTGTGCCAAGAGATTCGTTCGATCAATGGACA
TATATTTGGATGGAGTTGTGGAGCAGGCGGATTGCAGAGAGAAGGGTTCAATCCTCGACACG
GAAAGCTATACCATCTTACGCCGCAAGACGAGTGGAGTATGGCCCTGTTTTGCTCTGATTGAG
TTTGCGGCAAGGATAGATCTACCGGATGCGGTTGTTGAGCACCCTCTCATCCGTTCGATGGAG
GAAGCTACAAATGATTGGATATCTTGGACGAATGATATTCTTTCGTACAGCAAGGAACAAGC
AGATAAAGATGCTCACAACCTCATTGCGGTCATAATGAATCAATACACCCTCGACCTACAGTC
CGCCGTGGATCTTGCGGGTAGCCACTGCTTCGACTGTATCACCAAATTCGAGGACAATCGGAA
AGCTCTCCCTTCTTGGGGTGAAGAGATCGATAGAGAGGTCGATCTATATGTGCAAGGCCTGCA
AGACTGGATCATTGGGTCGTTGCACTGGAGTTTTGCTTGCCGACGATATTTCGGCGCCGAAGG
AAAGGAGATCAAGGAACATCGTACTGTTTTTCTTCTTTCAGAAAAACACCAATCGTAA

>sts Cun_0716

ATGTCTCGTTTCAATGCAGACTCCTTTGTCCTCCCTGACTTGGTGTCCCATTGTACCTATCCTCT
TAATCTTAACACTAACTGGCATTCTGTCTCACGTGCATCCGAGCAATTCGTCCTTGAAGAAGC
TAATTTTTCGGAGATGAAACGTGGGGTATTCATGGGACTGAAGGCTGGTGAACTCACTTCTGC
GTGCTACCCTTACTGCGATGCGTTTCATCTTCAAGTCGCAGCGGACTTCTTGGGCTATCTTTTC
ACCTTGGATGATTGGTCCGACGACTTTGACGAGCTTGGCACCAAAGGTCTCGCCGTATGTGTT
ATGAATGCTTTAAGAGACCCACACGGATTTCAAACAGACAAACCGGCAGGTATATTGGCAAA
AGATTTCTTCTCTCGCTACATCAGCAAGGGCGGCCCAGGGTGTATCAGACGTTTCATCGACAC
GATGGACCTTTTCTTCATAGCCGTGGAGAGGCAAGCAATCGATCGCCGTAACGGCGTCGTCCC
TGAGCTCGAAGCGTACATTCCTGTGCGTAGAGACACCAGCGGATGCAAACCCTGTTTTGCTCT
GATTGAATTTGCCGCCGACATTGATCTCCCCGATGAGGTTGTCGAGCACCCCACTATTGCTGC
GCTAGAGGAAGCTACGAATGATTTGATTACTTGGTCAAATGACATATTCTCTTTCAATGTCGA
GCAATCTCGTGGGGACACGCACAATATGATCATCGTGGCGATGCGCGAGCGGGGTCTCGATC
TTCAGGATGCAGTGGATTTTGTCGGAGAGCTCTGCAAACAATCCATCGATCGATTTGAACATG
ATCGCCTCACCGTCCCGTCGTGGGGCCCCGAGATCGATCGGGACGTCCGAACGTACATCCAAG
GTCTCCAAGACTGGATCGTAGGCTCACTTCACTGGAGTTTCGATACAACGCGGTATTTCGGCC
AGGATGGTACAGAAGTCAAATTACACCGCCAGATCAAACTTTTACCTCGAAAAGGGCCGTGT
AGCGACTAG

>sts_Cun_7487

ATGGCCACGTTAAATTCACACTATGCCATCTGCAAAACTGAGTCTGATGCATGGATACAGTCA
TTCAAACCTTTCGACGCGGATGCACAAGATGCCTTTCACGGCTGCAATCCTGCCCTCCTAGCC
TCTCTAGCTTGCCCTAGGCTTGATAAAGATGGATGTCGCATGGCTTGCGACTTGATGCACCTTC
TTTTTGTGTTCGAGGAACACTCCGACGTAGCAGATGCTACAGTAGTACGACGACAGGCCAACA
GTATAATGGATGCTCTCGGCAATCCTACTCGCCCTCGTCCTTGTGGGGAATGGGTCGGTGGAG
AGATGGCTGAACAATTCTGGAAAAATGCTATGGTCTTCTCTTCGTCCACATCTCAGCGCCGCT
TCGTCAATGCTTCCCAGGAATACACTGATTCCGTTGTTCAGCAAGCATTAGATCGTGACCATC
ACATCATTCGAAGCATTGACCAGTATTTCGAGATTCGTCGACGTACGGTTGGGGTGATGCCCG
TGTTGGCTGTCTCCTTGATTCACTTCGAAATCCCTGACGAGGCTATGAGTCACCCGGGAATCG
TAGCTCTTGAGTCTGCATGTGTCGACATGATTCTAATCTGTAACGACTTGCTTTCTTACATTGT
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CGAGCAAGCTCGTGGCGACGACGAACATAACCTAATCACGGTCGTGATGCGCGAACGCAAGT
GCGGTCTTGCTAGTGCAGTAGAATGGATTGTGAACCCCCATGATAATATTGTCAACACCTTTC
TCTCGACCATCAATACAATCCCTTCCTTTGGTGATCCTATTGTGGACGAAAATATTTCAATCTA
TATAGATGGTCTCGGGACCTGGGTTAGGGCCAACGAGGCTTGGAGCTTCGAGAGTGCGAGAT
ACTTTGGAAGGAAAGGTCTTAAAATCAAAGAAAGTAGAATTATCGACCTATTGCCAAAACAC
AATATTGGACCCCCTCTCCGCACATGCGGTGATTAA

>sts_Cun_0802

ATGGCCACCCAGACTTACATGCAACCCGATTTCTTCACCAGGTGCCCTTACAAGCTTGGTGTA
AACCCTGCCACTGATCCGGTTACCCACAACACTGAACAATGGCTCTTGAAAGAAGTCGACTAT
GATGAAGAGAAGCGAGCGAGGTTCTTCAAGATCAGAGGTGGCCTTCTAGCAGGATACTGCTA
CCCGAACACCGATGCCTTCCATCTTCAGGTCGCGTCCGATTTCATAGAATGGATATTCTACGTC
GACGACATGACAGACGGATATACCAGAACCGAGGCTGGTTCCTTGCACGATGTCATTATGGC
ATGTTTCCGGAATCCCGGGAAATGCGAGGAGAATCTGCCCGTGTGTCGACTGGCCAAAGATTT
CTTCGCCCGGTTCCAACAAACGGCCGGACCACGTTGTACCAAACGTTTTGTCGATAGGATAGA
CCAGTTTGTGGATGGTGTTGCTCACCAGGCTGGCGATAGAGATGACGATAGCATCCCTGACCT
GCAAACTTACATCGCATTGCGTCGAGATACCAGTGGTATGCGTCCCTCTCTCGTTCTGGCCGA
ATTCACTGCTGGCATTGATCTCCCCGATGATGTTGCCGAACATCCTCTTCTCCGGGGCATGGA
GGATGCCACCAATGATTGGTGCTCTTGGACAAACGACATTTTCTCTTACAATAAAGAACAGTC
GGTCGGTGACACCCACAACTTCGTTGCCGTGCTCATGAAGGAGCGTAACCTTGACTTACAACC
CGCTATGGACCTTGCCGGTGAACTTTCCCTCGCCTGCATCACAACGTTCGAGAACAATCGCAA
AGCTCTCCCATCCTGGGGAAACGATATAGACCGCCAGGTTGATCTTTTTGTGCAAGGTCTGCA
GGACTGGATCATAGGATCGTTGCATTGGAGTTTCGATTCCAGGCGTTACTTTGGTTCCGAGGG
CGAGATAATGAAACTCCAACGAGTGGTTCAATTAGCACCCCGTCGTAACACAAGACCTTCATC
CTCTCGTGCTGCTTTGTGGTAA
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Tabelle 9-3: Verwendete Primer zur Klonierung von STS aus Cerrena unicolor

Primer-Name

Primer-Sequenz

fwd_pCold_3157
rev_pCold_3157

AAAAGAGCTCATGTCGTCCAACGCAGTC
AAAAGGATCCTCAAACCTTCTTGGAAGCTAACTC

fwd_pCold_7050
rev_pCold 7050

AAAAGAGCTCATGCAATCTGCCACCGCTC
AAAAGGATCCTTAGGCACGGCGAGGC

fwd_pCold_3574
rev_pCold_3574

AAAAGAGCTCATGTCTCCCAAACGCTTTG
AAAAGGATCCTTAGGCCTCCACATCTGAC

fwd_pCold_3158
rev_pCold 3158

AAAAGAGCTCATGCCCGCCCTTACGAG
AAAAGGATCCTCAATCAAAACTCGGGGCAC

fwd_pCold_5765
rev_pCold 5765

AAAAGAGCTCATGAAGCACTGGCCCTTTTCTAG
AAAAGGATCCTCATACCTCCTGGGACCAAGC

fwd_pCold_0759
rev_pCold 0759

AAAAGAGCTCATGGCCCGCTCAACATTCG
AAAAGGATCCTCAAGGTCTTGGAACGCGC

fw_pCOLD_9106
rev_pCOLD_9106

AAAAGAGCTCATGTCCACTGAGTCCTCCG
AAAAGGATCCATTCAAAACTTCAAAGGGGACACTAG

fw_pCOLD_5155
rev_pCOLD 5155

AAAAGAGCTCATGGCGAATGAATCACTAACAAC
AAAAGGATCCTCAATTCTCTTGCTTCGGCAAG

fwd_pCOLD_6114
rev_pCOLD 6114

AAAACATATGATGGTCGTCACTCGTTTTCACATC
AAAAGGATCCTTACGATGTTTCTTTTGGTAACAAGAATACCC

fw_pCOLD_3817
rev_pCOLD 3817

AAAAGAGCTCATGGTCATGTATAAAAGGAATGCCACC
AAAAGGATCCTTACACGCTCGCCTTACTCGATCTAGG

fw_pCOLD_0773
rev_pCOLD_0773

AAAAGAGCTCATGGTGGCCCACACCTTTTC
AAAAGGATCCTTACGATTGGTGTTTCTCTGAAAG

fwd_pCOLD_0716
rev_pCOLD 0716

AAAAGAGCTCATGTCTCGTTTCAATGCAGAC
AAAAGGATCCCTAGTCGCTACACGGCCC

fw_pC_7487
rev_pC_7487

AAAAGAGCTCATGGCCACGTTAAATTCACAC
AAAAGGATCCTTAATCACCGCATGTGCG

fw_pCOLD_0802
rev_pCOLD_0802

AAAAGAGCTCATGGCCACCCAGACTTAC
AAAAGGATCCTTACCACAAAGCAGCACG
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