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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eine grof3e Bandbreite an Geruchsqualitaten und vergleichsweise niedrige Geruchsschwellen
machen Aldehyde fir die Aromaindustrie zu einer interessanten SubstanzKlastsediver

ser Losungsasatze fehlt allerdings nach wie vor eine nachhaltige Produktietisode mit

hoher Audeute. Aus diesem Grund wurde ein biotechnologischer Ansatz verfolgt, der unter
Einsatzekombinant exprimierteEnzyme die Gewinnung von Aldehyden aus fungalen Lipiden
erlaubt. Letztere stellemlabeieine nachhaltigeQuelle flr sekkn vorkommende Fesiuen

dar.

Dazu wurden zunachsta.40verschiedene Pi3peziesls potentielle Produktionsorgamisen
vielversprechender Fettsduren untersucht. Die Pilze wundeBchittelkolben kultivierund
dieneutralen Lipdemittels Soxthern®ApparaurausdenMyzelienextrahiert Auf dieseWeise
wurden Lpidaudbeuten zwischen30mg (L.edode$ und 1,99 (C.heterosporuy pro Liter
Nahrmedium ermittelt. Die Fettsaurprofilanalyse mittels GEMS zeigen in Ubereirstim-
mung mit der Literaturdasses sich bei den Hauptstandteilenprimar um Linot, OF und
Palmitinsaure handelteAusnahmen bileten C.heterosporusund zweiMortierella-Stamme
die grof3ere MengenraArachidorsaure produzierten.Bemerkenswerterweise enthielt das
Myzel derConidiobolusSpezies zudem hohe Anteile mehrerso- und anteisemethylver
zweiger Fettsauren Danden wurden aber auchweitere ungewdhnlicheKompamenten
detektiert, so etwa dieendstardig desaturierte Dodell-ensaure(12:1(11))in F.velutipes

oderdie . 8-ungesatigte (92)-Heptadee9-ensaure(17:1(%)) in M. hyalina

Durch Variation der Kulturparameter wurde deren Einfluss auf die Bildung der beiden zuletzt
genanntenSubstanen untersucht und damit die Kulturfihrung der beiden Pdisbezuglich
optimiert. Durch den Zusatz vanlsoleucin wurde die Ausbeuteon 17:1(%) auf ca.70mg

pro Liter Nahrmedium gesteigert. Fur 12:1(11) wurden bi2@mg pro Liter Nahmedium
erreicht. Uber Suplementationsstudien war esadiiber hinausndglich, die terminalé®esa
turierung3Gmarkierter LaurinsaurelurchF.velutipesnachzuweisen. Damit wurde eivich-

tiger Beitragzur Auklarung der Biosyntheederin der Naturselten vorkommenden 1-unge

sattigten Fettsauren geleistet

Die Triglyceride der fungalen Lipidextrakte wurden schlie3lich mit Hilfe eineelapa€.ru-
gosahydrolysiert. Die freigesetzten Fettsauren wurden wahlweise mit heterol&gdali ex-

primierter und affinitatschromatographischgereinigter a-Dioxygenaseoder Carbonséaure

Vi



Zusammenfassung

Redlktasezu Aldehyden umgesetzt. Die Biotransformationsprodukte wurddtiels HS
SPMEGCMSO andysiert und sensorisch evaluiert. Wahrend die Reaktmodukte der
17:1(9Y) olfakorischkaumwahrgenommenwerdenkonnten wiesendie Produkteder12:1(11)

deutlichwahmehmbar sersorisch ansprehende Qualitaten auf.

Aufgrund dessenwurde eine homologe Reihe {i3) dieser. 1-ungesattigten Aldehyde
chemisch synthetisierind instrumentellanalytisch (GEMS, NMR z.T. HRMSsowie senso
rischcharakterisiet. Dabeiwurden Geruchschwelen von 0,039 bis 28g/L in Luft bzw. 0,24
bis 22ug/L in wassriger Losung bestimmt, v Non8-end die potenteste Substargarstell
te. Alle Aldehydeviesen emen griinen Geruch auf. Grasige Noten Mitarcen nach Gurke
bzw. Melone waren chrakteristisch fur die & und G-Aldehyde, wahrendnit Non-8-enalein
medizinische Geruchgindruck nach Pappe asziiert wude. Mit steigender Ketteléiinge
zeichneten sich didldehyde wiederum durch een seifigen Geruch nach KoriandBlattern
aus, der zum Teil krautige und wachserne Zigebhm. Analogvurde mit einer hanologen
Reiheiso- und anteisemethylverzweigter Fettldehyde (G2¢Gs) verfahren, die bitechnolo
gisch hergestellt wurden. Diee@chsschwellen dieser Aldehydetrugenin Luft 0,18bis
70ng/L. Die niedrigsten Schwellerigtendie beiden @&-Isomere Nebengrun-seifigenNoten
besalRendie methylverzweigtenVertreter st3liche zum Teil auch citrusartige Nuancen, die

teils ins Meallische, Pfeffrige oder auch WurZiglgige tibergingen.

Zur Darstellungliese methylverzweigta Fettaldehyde wurde eineekombinantin E.coliex
primierte a-Dioxygenasausdem CyanobakteriunC.subtropicaeingesetztwelcheunter an
deremhinsichiich der Umsetzungo- und anteisomethylverzweigter Feauen chaakteri-
siert wurde. Dhei wurde festgstellt, dass die endstandige Methylverzgeng keinen Ein
flussauf die katalytischeEffizienaind damit auf die Substrapraferenz hatte. Mittels Thermo
fluor-Assay,gaschronatogrgphischer Methoden und Messung des 8esioff-Verbrauchs
Uber eineoptische Sonde wurden SaglpH und Tenperaturoptimum savie das Substrapek
trum und erzynkinetische Parameter bestimt. Das Enzynzeichnete sich durch di&ir
a-DioxygenaenatypischeUmsetzungrerhaltnismafidgurzkettigerSubstrae (< Ci4) und eine
gewisseHalophilie aus Mit diesemEnzymwurde erstmalseine a-Dioxyg@asenicht-pflandi-

chenUrsprungsbeschrieben.
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Abstract

Abstract

Different odor qualities and relatively low odor thresholds make aldehydes a favorable com
pound class for the flavor and fragrance indusbgspite various approaches, astablished
method for the sustainable and effective production of aldehydes is still lackiregefore, a
biotechnological approach, allowing the production of aldehydes by converting fungal lipids
with the help of recombinantly expressed enzymes, wasetlped. Fungirepresent a

sustainable reourceof rare fatty acids

Almost 40 differenfungiwere screenedor the productionof promising, unusual fatty acids
Submerged cultivation was performed in shakasks and neutral lipids of the myceligere
extracted by means of a Soxthe®rapparatus, resulting in lipigields between 30ng
(L.edode$ and 1.9y (C.heterosporus per liter culture brothn accordance withhe litera-
ture, fatty acid profiling by means of @&S revealed linolic, oleic, and patic acid as main
componentsHowever two strains of the genuslortierellaand C.heterosporusvere shown
to produce notable proportions of arachidonic aciithe latter contained higher amounts of
someiso- and anteisemethylbranched fatty acidas well Apart from that,other unusual
compounds, such as the terminally desaturated doddeenoic acid12:1(11))n F.velutipes
or the . 8-unsaturated(92)-heptadec9-enoic acid(17:1(%)) inM. hyaling were detected.

By varying culture parametersheir influence on the production of those twaubstances was
evaluatedandhencecultivationoptimized.Addition oft-isoleucire to the medium further in-
creasedhe quantitiesof 17:1(%). Thusyieldsof approximately7Omg17:1(%) and10to 20 mg
12:1(11) per liter main culture were achieved. Furthermore, supplementation studies re
vealedthe terminal desaturation of3Glabelled lauric acitdy F. velutipesThis isan important
contribution to the elucidation of the biogenesis of rarely occurring-unsaturated fatty

acids.

A lipaseof C.rugosawas applied for hydrolysis of fungal triglycerides. Liberated fatty acids
were convertedinto aldehydesby usingeither a-dioxygenaseor carboxylic acl reductase,
which were heterologou$y expressed inE.coli and purfied by means of affinity
chromatographyBiotransformatiorproducts were analyzed and their senscharacteristics
assessed by HSPMEGCMSO. Reaction products of 17:Pwerehardly perceivable at the
olfactory detection port, whereas 12:1(11) led wdehydes clearly exhilaitg pleasant

fragrances.

VIl



Abstract

For this reason, a homologous series tefminally unsaturatedaldehydes(CG¢Gas) was
preparedvia chemical synthesis and chareadzed by instrumental@CMS, NMR, HRN&s
well as sensory technique®dor thresholds ranging from 0.039 to 88/Lin air and0.24 to
22pug/L in aqueous solution were determinedith non-8-enal being the most potent
representative. All aldehydes exiitéed green odors. Grassy scents with nuances of cucumber
and melon were found to be characteristic for- @nd G-aldehydes, while no#®-enal was
associated with a medicinal, cardbodikle note. With increasing chain length, a soapy odor
of coriander leaves with partially herbaceous and waxy nuances was perceivable. A series of
biotechnologicdl generatediso- and anteisofatty aldehydes Gi2¢Gs) wasstudied in the
same manner. Odor thresholds between 0.18 andh@Q were determined in aifThe two @&
isomers showed the lowest thresholdspart fromgreensoapy and sweetishttributes with
partly senses of citrysmethytbranched aldehydes were distinguadile from others by

metallic, peppery and to some extent savdafiowy reminiscence.

Acyanobacteriak-dioxygenasdérom C.subtropicawas recombinantly expressedHncoliand
appled for the preparationof methytbranched aldehydes. The enzyme was particularly in
respect of its acceptance towardso- and anteisofatty acid substratesnvestigated As a
comparison of straight and braneti-chain acids demonstréed, there was no effect of
terminal methytbranches on the catalytic efficiency and therefore substrate preference. By
means of thermofluor assay, gaeromatographic methodsand an oxygen depletion assay
(optical sensor)salt, pH, and temperature optisnas well as the substrate spectrum and
enzyme kinetic parameters were determined. Atypical high activity towards comparatively
short-chained substrates<(Ci4) and a certain saline preference were observ#tlith this

enzyme, the firsia-dioxygenasef nonplant, but bacterial origin, was described.
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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Aldehyde als Aromastoffe

Die Stoffklasse der Aldehyde umfasst eine VielzaMalekulen mit einer gro3en Bandbreite
weiterer struktureller Merkmale. Im Folgenden liegt der Fokus auf aliphatischen, acyclischen
Aldehyden, die; wie auch die anderen Vertreter dieser vielfaltigen Stoffklaseae bedeu

tende Rolleals Aromaund Duftgoffe spielen(Dunkelet al.2014)

DieGenese von Aldehydast durch eine Reihe verschiedener Reaktionen mogxdbei las
sen sich enzymatische von nigmzymatischen Prozessen abgreng&bbildungl). ZuLetzte-
ren gehdrt die(Hitzeinduzierte) Lipidautoxidation Dieseist fir die Generieung diverser
gesattigter aberauchein- und mehrfachungesattigteryor allemkurz bismittelkettiger Alde
hyde beschriebenwelche sich aus dentermediar gebildeten HydqmeroxidFettsduren ab
leiten (Frankel 1982 Bei der thermischen Freisetzung von Aldehyden ausriallagenen han
delt es sich umieen weiteren thermisctkatalysierten Bildungswegwelche in erster Linie
fur die Bildung von Fettaldehydererantwortlich zeichne(Guth und Grosch 1993; Kerscher
et al.2000) Beim StreckeAbbau werden dagegen Aldehyde gebildet, die sichAmminsau
ren ableiten. Letztere werden durch Reaktion miDicarbonylverbidungen oxidév abge

baut, was zur Bildungi@erkurzterProdukte fuhrt(Hofmannet al.2000; Smiet al. 2009)

nicht-enzymatisch enzymatisch
Autoxidation 0 o Lipoxygenase-Reaktion
)J\ a-Dioxygenase-Reaktion
R” “OH R” “OH (a-Oxidati
N . a-Oxidation)
Fettsaure  “~._ _.-" Fettséure
Plasmalogen-Abbau k '~ #
0 0] o) Terpenoid-Biosynthese
- Intermediate des
O\P/O\)\/O\/\R > R' )J\H = Kohlenhydratstoffwechsels
o N
Plasmalogen
> ~
- A Aminoséaure-Géarung
+ . N
NHs 0 0 (Ehrlich-Weg)
. R R
Strecker-Abbau OH OH
NH, NH,
Aminosaure Aminosaure

Abbildungl: Typische Genedflege von Aldehyden in Lebensmitteln.
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Aminosauren kdnnen daneben enzymatisch in Aldehyde Uberfihrt werden. Sie kdnnen im
EhrlichWeg (Aminosduregarung) in einer mehrstufigen Reaktion in Aldehyde widVig:3
thybutanal oder auch Methional umgewandelt werdénmitet al. 2009; Dunkeét al. 2014)
Daneben kdnnen aber auch Lipide Auggsmubstanzen fir die enzymatische Aldel8yhthe

se seinwobei dieLipoxygenas®eaktion den bekanntestdReaktionsypus dartellen drfte.
Durch dieses Enzymerden mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Lirader Linoleisdure

zu Hydroperoxiden oxidierivelchenachfolgendn einer Lyasgekoppelten Reaktion zu-Al
dehydenund . -Oxofettsduren gespaltenverden.Bei den Folgeeaktionen kbnnen Isomera

sen involviert seinfMatsui 1998; Feussner und Wasternack 1998; Andreou und Feussner
2009) Neben den Lipoxygenasen nutzanchh -Dioxygenaser¢DOX) Fettsauren als Prakur
soren fur die AldehydBiosyntheseNaheres siehd..3). Weiter kdnnen Zwischenprodukteus

dem Kohlenhydratstoffwechsel in die Terpenegsynthesemiinden,die ebenfallsdie Bildung

von Aldehydan ermdglicht(Vranovéaet al. 2013)

Durchdie Geneseaus verschiedenen, in erster Linie ubiquitaren sowie in gro3en Mengen vor
kommenden Prakursorerrgsultiert ein breit verteiltes Vorkommen sowohin pflanzlichen
wie auch tierischen Lebemstteln. In diesem Zusammenhang ist djoReVariabilitat an Ge
ruchsqualitaten von Aldehydezru erwdhnen. So kénnen sie neben rostigen auch giine
fettige Noten aufweisen. Auch Vertretenit frittierten sowie talgigen Nuarensind bekannt.
Weiter finden sich Komponenten, die zu blumigen oder fruchtigen bis aittigen Geruchs
eindricken beitragen. Daneben werden metallische oder auveinrauchartige Geriiche be

schrieben (Beispiele sieff@abellel).

Tabellel: Auswahl an Vertretern aliphatischer, acyclischer Aldehyde unter Angabe des Vorkommens
und der GeruchsqualitdtemachBurdock und Fenaroli (201®&)pfern nicht anders angegeben.

Kategorie  Vertreter Vorkommen (Beispiele) Geruchsqualitat
gesattigt, Acetatehyd Frichte wie ApfelErdbeere fruchtig
unverzweigt oder Ananas, Rum, Whiske
Hexanal Fisch, Fleisch, Friuchte, fettig, fruchtig, grasig, grin
Gemiuse, Kaffee, Milch, Tee
Decanal atherische Ole vieler Citrus citrusartig fettig, floral,
Frichte,Frichte, suRlichwéchsern
Milchprodukte Fleisch
Tridecanal atherisches Orange@, citrusartig frisch, seifig,
KorianderBlgtter wachsern
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Tabellel (Fortsetzung)

Kategorie  Vertreter Vorkommen (Beispiele) Geruchsqualitat
gesattigt, 2-Methylbutanal Bier, Fisch, Friichte, stBBlich,nach Schokolade,
verzweigt Gemise, Getreide, leicht fruchtig
Milchprodukte, Nisse
6-Methyloctanal dtherisches Orange®i?, fettig, frisch fruchtig grin
atherisches Yuz®I° nachOrangé®
2-Methylundecanal atherisches Kumquad! fettig, floral, nach Honig, nact
Weihraucli
12-Methyltridecanal RindfleiscH, gereifter fleischig, talgig
Goud&
ungesattigt, (2B-Hex2-enal Bier, Fisch, Fleisch, Friichte grun, fruchtig, nach Mandeln,
unverzweigt Gemise, Milch, Tee nach Pflaume, silich
(82-Tetradee8-enal dtherisches OrangenrOP citrusartig, fettig, frisch,
fruchtig, stRlich
(2E,62-Nona2,6-dienal Fisch, Fleisch, Frichte, nach Gurke, nacklelone
Gemiuse, insbesondere
Gurke, Milch
(2E4B)-Deca2,4-dienal frittierte Kartoffelprodukte,  6lig, nach Hahnchen,
Frichte, Gemise, Fisch unc in hohen Konzentrationen
Fleisch, insbesondere sulich, nach Orange
Hahnchen
ungesattigt, 2,6-Dimethy}t5-heptenal atherisches Zitronerund nach Melone
verzweigt Limetten-Ol, Ingwer
sonstige trans-4,5-Epoxy(2B- pflanzliche Ole, Rindfleisch, metallisch
dec2-enal Orangensaft

awidderet al. (2003, ® Tajimaet al. (1990, € Surburg und Panten (20p6' Guth und GrosckiL993, € Inagakiet al. (2015, f Buettner und
Schieberlg2001)

Eine weitere Ursache fiur die tragende Rolle der Aldehyde als Aromasiedtein ihren
niedrigen GeruchsschwelléRansoret al. 1992) wodurch sie bereits in sehr kleinen Konzen
trationen aromawirksansind In Extremféllerkonnen die Schwellen in Liftinimalwerte von
80pg/L (2E4E)-Deca2,4-dienal) oder sogarl pg/L (rans-4,5Epoxy(2B)-dec2-enal) erret
chen(Gasser und Grosch 1990; Buettner und Schieberle 2B8ldéhyde kdnnerallerdings
nicht nur im positiven Sinne zum Aroma eines Lebensmittels beitragen, sobdegits in
Spurenunemnwinschte Fehlaromen hervaufen. In der Literatur lassen sich mannigfache-Bei
spielefeststellen bei denen Fehlaromeauf unemwiinschte Aldehyde zurtickzufihresind
Bier (Narziss 1986)MayonnaisgHartvigseret al. 2000) pflandiche Qe (Ullrich und Grosch
1987) Rindleisch (Konopka und Grosch 1991$ojaprodukte(Zhanget al. 2012) Wein
(Cullereet al.2007)und sogaiPolyethylenVerpackurgen(Sander®t al.2005)seien an dieser

Stelleals beroffene Lebensmittel bzw. Bedadgegerstandegenannt.
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1.2 Biotechnologische Produktiomon Aldehyden

Die unterschiedlichen Geruchsqualitaten bei gleichzeitig niedrigen Schwellenwerte machen
Aldehydezu einer interessant@ Substanzklasse fur die Aromamd Duftstoffindustrie Die
Zuganglichkeit i@ser Verbindungen Uber die chemische Synthese ist allerdings nicht ohne
Wetteres gegebenDie Reduktion von Carbonsauren bedarf aufgrund degm3er themo-
dynamischer Stabilitdt einer hohen Aktivierungsenergie. Fiur gewdhnlich wird daher zum
Alkohol Ulerreduziert(Gaylord 1957und im Anschluss selektiv zum Aldehyd oxidi&idw-
denet al. 1946; Omura und Swern 1978; Dedsal. 1983; Anellet al. 1987; Leyet al. 1994)
Entsprechend muss eine grof3e Menge an Reduktionsaquivalenten eingesetzt wenigan
derselektiven Oxidationsmittel sirmidemteuer. Die Reaktionsfilhrung mugiberwiegendin
organischen Losungsmitteln erfolgend einige derverwendeten Chemikaliesind gesund
heitlich bedenklich.Eine alternative, direkte Reduktion zu Aldehyden erfordert meist eine
vorherige Aktivierung der Carbonséauren sowreerwiinschte Reaktionsbedinggen(Brown

und Rao 1958; Zakharkin und Khorlina 1962; Chandraseka&rl998) Geichzeitigherrscht

eine steigendeNachfrage nach nattrlichen Aromastoffederen Kriterien diechemischen
Synthesen nicherfillen. Extraktionen aus naturlicheRohstoffenliefern jedochnur geringe
Ausbeuten, die den Bedarf bei weitem nicht decken kdnnen. Bioi@ogische Prduktions
methoden bei denen Mikroorganismen bzw. mit deren H{lfeterolog) exprimierte Enzyre

zum Einsatz kommestellendemgegenibeeine sinnvolle Alterntave da. Im Gegesatz zu
chemischen Syntheseansétzen besitzen die dabei zusatZikommenderEnzymezudem

den Vorteilder Steree, Regie und Enantioselektivitat, waurch hochreine Produkteugéng

lich sind Dartber hinaus erlauben sige Anwendungnilder Reaktionbedingungen, was der
zum Telil geringen Stabilitateler Produkte entgegekommt (Longo und Sanroman 2006;
Akacha und Gargouri 2015; Berger 2015; Caztall. 2016) Zum Ubemwiegenden Teil werden
Bakterien oder Heferaber auch Pflanzen und Insek zur (heterologer) Expressiorvon Enzy
mengenutzt.BeiE.colihandelt es sich um das populérstgEessionssystem, da sich das Bak
terium in einem kostengunstigeN&hmedium kultivieren lasst und siaurch eine geringe
Verdopplungszeit, effektive Aufnahr@higkeit von FremdDNA, einfache Mdoglichkeit zur
Mutanten-Selektion hohe Expresensraen und/oder Zelldicken auszeichnetWeiter stehen

vieleverschiedene/ektorsysteme und pxessionsstamme zuferfligungKauret al. 2018)
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In den vergangenen Jahren wurden Produktionsverfahren fur eine Vielzahl von Verbindungen
entwickelt, sodass mittlerweile Uber 1@Fomastoffe aus biotechnologischen Prozessenkom
merziell verfligbar sd (Akacha und Gargouri025; Berger 2015Bei der Entwicklung der
artiger Produktionsverfahren wird in der Regel versucht, einen tiatian Biosynthesgeg

nachzubilden. So fanden auch einige mteKapitell.1erlauterten Bildungswege Anwendung

Zur Herstellung vofs- und G-Aldehydenwird dasEnzymsystem aus lagygenase (LOX) und
HydroperoxidLyase (HPLyenutzt (Akacha und Gargouri 2015Enzyrhaltige Pflanzen
Homogenate wie Sojamehl (ADX) undZuckerriibeblatter (HPL)werden eingesetzt, um
Hexanal und @-Hex3-enalaus Linolbzw.Linokensaureherzistellen(Rabetafikaet al. 2008)
Durch rekombinante Gaxpressioreiner 13-LOX aus Soja und einer HPL aus Meloneiin d
Hefe Saccharomyces cerevisia@irde zudem ein mikrobieller Prozess zur Gewinnung von
(39-Hex3-enal etabliert(Buchhauptet al. 2012) Huang und SchwatrachtendasGeneiner
HPLdagegenin Tabakblatterein. Dies riefsimultan eine Hochreguléion der Aktivitat der
endogenen 9. OXhervor undmachtedamit ungesattigteG-Aldehyde zuganglictiiuang und
Schwab 2012 Kurzkettigere Aldehydewie Isobutyraldehydkonnten mit Hilfe vori.coliGber
den AminosauréMetabolismusgewonnenwerden (Rodriguez und Atsumi 2012Als direke
Prakursoren @ammendariber hinaug\lkoholeund Carborsaurenin FrageDurchAnwendung
von AlkoholDehydrogenasemvurden fir die Umsetzundurzkettiger Alkohok bereitshohe
Ausbeutenerzielt (Gabelman und Luzio 1996Zur Nutzung von Carbonsadseibstrate
stehen mehere Enzynklassenzur Verfiugungwobei zur direkterReduktion Aldehydoxido
reduktasen(ausanaeroberBakterienund Archaeen)vorallemaberCarbonsauréreduktaen
(CAR aus aeroben Bakterien, Pilzen und PflanZswvorzugtwerden (NaporaWijata et al.
2014; Quet al.2018) Fraatzet al. gelangmittels einer CARausMycobaderium marinumdie
Herstellung von 1A rimethyldecanalFraatzt al.2018)und auch viele aromatische Aldehyde
lassen sich miliesen Enzymen aus den entsprechenden Sageamnnen(1.4). Andererseits
sind Carbonsauren auch ma-DOXumsetzbarwobei keine diekte Reduktion der Carben
saurefunktion erfolgt, sonderdurch oxidative Decarbokgrung ein G-verkirztesAldehyd

resultiert (L.3).



Einleitung

1.3 a-Dioxygenasen
1.3.1 Vorkommenund native Funktion

a-DOXstellen dienamensgebenderschlisselenzyme der-Oxidationdar und katalysieren
dieDioxygenierun@m a-KohlenstoffatomvonFettsaurenDieaufdieseWeiseintermediarge-
nerierten Hydroperoxyfettsaurekdnnenin weiterenReaktionerentwederzumG-verkiirzten
Aldehyd decarboxylieren oder mittels Peroxidase #dy#Aroxyfettsauren umgsetzt werden
(Abbildung2). TatsachlictvesitzereinigeVertreterder a-DOXsogarselbstPeroxidaseAktivitat
(Hamberget al. 2005)

Fettaldehyd (n-1)

R :

H,O + CO, O

@) 2 O spontan
R/\)kOH e R/\_)kOH

a-Dioxygenase \\'\ . Peroxidase

OOH H,O & \\
2
Fettsaure (n) (2R)-Hydroperoxyfettsaure (n) ] O

R/\;)kOH
OH
(2R)-Hydroxyfettsaure (n)

Abbildung2: Mechanismus dea-Oxidation von Fettsduremach Hamberg et al. 2005.

Grundlegende Untersuchungen zum Prozessad@xidation erfolgten bereits in den 1960er
bis 1970er Jahren anharttiverser pflanzlicher Geweb&tumpf 1956; Hitchcock und James
1966; Markovetet al.1972; Shine und Stumpf 79). Seither wurdera-DOXin verschiedenen
Pflanzen beschriebed @belle2).

Tabelle2: Ubersichtleram bestercharakterisiertera-DOX

Herkunftsorganismus Literaturstelle

Arabidopsis thaliangAckerschmalwand) Sanzt al. (1998 undHamberget al. (1999
Arachis sp(Erdnuss) Markovetzet al. (1972

Cucumis sativugurke) Borgeet al. (1997 undGalliard und Matthew(1976)
Nicotiana tabacun{Tabak) Sanzt al. (1998 undHamberget al. (1999
Lycopersicon esculentufiomate) Tirajohet al. (2005

Oryza sativdReis) Koedukeet al. (2000

Pea sativgErbse) Saffertet al. (2000

Physcomitrella paten@vioos) Hamberget al. (2005

Ulva pertusgAlge) Akakabeet al. (1999
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Neuere Studien sehen den Stoffwechselweg unter anderem im Kontext pflanzlicher Abwehr
reaktionen(Hamberget al. 2002a; Hambergt al. 2005) So wurde beispielsweise bei mikro
biellen Infektionen und InsekteRral} eine erhéhte Expression aeDOX festgestelltierms
meieret al.2001; Hambergt al.2002a; Ponce de Le@t al.2002; Hambergt al.2003) Aber

auch generelle StresSituationen wie erhdhte Sakonzentrationen induzierten die Enzgm
pression(Tirajohet al. 2005) Ein verstarktes Vorkommen in Keimlingent ldgneben eine

Rolle im Zuge von deren Entwicklung nahe. Dabei scheint in erster Linie eine zweite Isoform

der a-DOX beteiligt zu seiitHambercet al. 2005; Bannenbergt al.2009).

1.3.2 Struktureller Aufbau und katalytischeMechanismus

a-DOXwerden von hekalen Strukturen dominiert. Zum Teil weisen diese ampthisahe

Eigenschaften auf, was auf eine Assoziation an-Mghbranen hindeutetDie Funktion der
entdecktenC&*Bindestellerist dagegerbislang unklatGoulahet al.2013) Weiter besitzen
die Enzyme als strukturgebeesl Merkmal eine nickhkovalent gebundene HaGruppe, die

daneben auch eine katalytische Funktion erf(iliuet al. 2004)

Bereits seitangerem ist bekanntdass durch verschiede a-DOXselektivdie (R-Enantiome
re sowohl der 2Hydroperoxy als auch der Hydroxyettsauren gebildet werdelHitchcock
et al. 1968; Markovetzt al. 1972; Akakabet al. 1999; Hambergt al. 2002b; Koedukat al.
2002) Mechanistische Hinweise lieferten zunachst Studien, bei denen durch Punktmutation
einzelne Aminosauren im Enzym getausshtdenund damit c&eren Bedeutung fir die Ka
lyse untesucht wurde(Hambercet al. 2002b; Koedukat al.2002; KoszelaRosenbluret al.
2008) Die RontgenKristallstrukturen dea-DOX au®ryza sativaZhuet al.2013)und Arabi-
dopsisthaliana(Goulahet al. 2013)lieferten weitere Anhaltspunkteur die katalytischeFunk
tionsweiseder EnzymeDemzufolgebindena-DOXihr FettsaureSubstratiibereinen Substrat
KanaJ wobei ¢ anders als bei destrukturell verwandten Cyclooxygesen ¢ die Carboxy
Gruppe im aktiven Zentrum gebunden wii@doulahet al. 2013; Zhwet al. 2013) Man nimmt
an, dass das -pro-(R-Wasserstoffatom vom GA&tom eines FettsdureSubstratedurch ein
TyrosylRadikal abstrahiemvird, was zur Bildung einesCarbonyRadikals fiihrtDieses wie
derum kannmolekularen Sauerstoff eiangen(Huffet al.2011; Goulafet al. 2013) Histidin,
Threonin und ArgininReste scheinen fur die Ausrichtung des Substrates wightggin Da
neben besteht die Annahme, dass zwei Phenylal&®este desen Kohlenstoffkette durch Ry

drophobe Interaktionen stabilisien (Goulahet al. 2013).
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1.3.3 Biotechnologische Anwendung

Dieerstenheterologen Expressionen vanDOXerfolgten zunachsin Insektenzdén (Sanzt

al. 1998; Hamberget al. 1999) doch bereits kurz darauf folgte die erste erf@ighe Ex

pression dei-DOX aus der Reispflanzebrcoli(Koedukaet al. 2000) womit der Grundstein
fur die biotechnologische Anwendung gelegt wurde. Seither wdidsesReisEnzym spra-

disch zur Produktion gesattigter bzwethylverzweigter Aldehyde als Arastoffe eingesetzt
(Kaehneet al.2011a, 2011b; Fraat al.2015)
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1.4 CarbonsaureReduktasen
1.4.1 Vorkommenund native Funktion

Im Vergleich zuwr-DOXfolgen CAReinem alternativen Red@lonsmechanismus, der zu einer
direkten Reduktion der Carboxylgruppe ohne Verkirzung der Kohlenstoffkette fihrt
(Abbildung3) (NaporaWijataet al. 2014; Quet al. 2018; Winkler 2018; Butler und Kunjapur

2020)
e
O NADPH / O
R)J\OH Carbonsédure-Reduktase R)J\ H
Fettsaure (n) Fettaldehyd (n)

Abbildung3: Reduktion von Carbonsauren mitt€lAR

Der erste Nachweider Aktivitat von CARdatiert auf 1959.NachInkubation aromatischer
Carborsaurenmit Myzel des PilzeBrametes versicolawurden ensprechende Aldehyde und
Alkohole detektiert (Farmeret al. 1959) Erstuber 50 Jahrespéter gelangschlief3lichdie
Beschrébung und Charakterisierungles verantwortlichen Enzymg/Vinkler und Winkler
2016) Die ldentifizierung und erste rekombinante Expression eines anderefc@AR1S aus
Nocardia owensiserfolgte jedoch bereitginige Jahre frihefHeet al. 2004) Mittlerweile ist
eine Vietahl anderer CARus Bakterien, Pilzen und auch Pflanbeschrieben Sie zeichnen
sich durch sehr breitSubstratspektren aus, die zwischen dernzeinen Enzymen mehr oder
weniger stark UberlappefiNaporaWijataet al.2014; Quet al.2018; Winkler 2018; Butler und
Kurjapur 2020) Far die Mehrheider CAR sind vor allem hohe Aktivitdten gegeniber aroma
tischen Carbonsauren dokumentiert. Fiiehrere Vertreterfinden sich allerdingauchNach
weise bezuglicder Reduktionsfahigkegegenibealiphatisch@ Substrate (Tabelle3). Trotz
der zahlreichen Nachweise ist dieigindre Funktiorder Enzymeéislang nichendgultig ge
klart. In der Literatur wird eine noch nicht ndher erkennbare Rollernweiterten Lipidstoff
wedhsel diskutiert. Ein Zusammenhang initektionamechanisnen erscheint moglichiMoura

et al.2016)
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Tabelle3: CARmit dokumentierterReduktionsfahigkeit gegentbEettséduren.

Abkurzung Herkunftsorganismus getesteteSubstrate

Literaturstelle

MabCAR

MavCAR
McCAR

MICAR

MmCAR

MnCAR

MpCAR
MSCAR

NbCAR
NiCAR

NoCAR

TPCAR

TICAR

TWCAR
SICAR

Mycobacterium
abscessus

Mycobacteriumavium

Mycobacterium
chelonae

Mycobacterium
immunogenum

Mycobacterium
marinum

Mycobacterium
neoaurum

Mycobacterium phlei

Mycobacterium
smegmatis

Nocardia brasiliensis
Nocardia iowensis

Nocardia
otitidiscaviarum

Tsukamurella
paurometabola

Thermothelomyces
thermophila

Trametes versicolor
Segniliparusotundus

4:0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0

4.0, 5.0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0
4:0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0

4.0, 5.0, 6.0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0

4:0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 14:0,
16:0,18:0, 18:1(9), 18:2(Z,122),
18:3(%,127,152)

4:0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0
i14:0,i15:0

6:0, 9:0, 12:0, 15:0, 18:2(4.27)

8:0,12:0, 18:0

8:0, 12:0, 18:0

4:0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0
4:0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:®:0, 10:0
4:0, 8:0, 12:0, 18:0

3:0, 4.0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:0

8:0, 12:0, 18:0

8:0, 12:0, 18:0
5.0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0
7:0, 8:0, 9:0

6:0, 9:0, 14:0
4.0, 5:0, 6:0, 7:0, 8:0, 9:0, 10:0

Khusnutdinovaet al. (2017)

Khusnutdinoveaet al. (2017)
Khusnutdinovaet al. (2017)

Khusnutdinovaet al. (2017)

Akhtaret al. (2013

Khusnutdinovaet al. (2017)
Fraatzet al. (2018
Duanet al. (2015b

Finnigaret al. (2017

Finnigaret al. (2017
Khusnutdinovaet al. (2017)

Khusnutdinovaet al. (2017

Finnigaret al. (2017
Shepparcet al. (2014)

Finnigaret al. (2017)

Finnigaret al. (2017

Horvatet al. (2019

Winkler und Winklef2016)

Duanet al. (2015a)
Khusnutdinovaet al. (2017

1.4.2 Struktureller Aufbau und katalytischeMechanismus

CARsind Mg*, ATR sowie NADPHabhangigund gehérender EnzynklasseEC 1.2.1.3@n

(Derringtonet al.2019; NaporaWijataet al. 2014) Trotz unteschiedlicher phylogenetischer

Abstammung scheinen alle CAkesklbe 3DoménenStruktur aufzuweisen unddamit die

Katalyse nach demselben Mechanismausermaglicha (Stolterfohtet al. 2017) Erst kirzlich

wurden durch RontgeiristaltStrukturanalysen detdierte Strukturinformationen dreier

verschialener CAR erhalten, die die bisherigen Thesen weiter untermauesnlothet al.

2017) EineAdenylierungdDoméane (ADomane)aktiviert dasCarborsauresubstrat durchid

Bildungvon CarboxyAMPunter ATRPAufwand Dieses wird in der TransthiolierusB®méne

(T-Doméane, auch PPBindungsseite oder Peptid@arrierProtein (PCIomane)) aufdie
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ThiolGruppe eines PhosphopantethelRestes Ubdragen. Die IDomane kann daraufhin mit
dem kovalent gebundenen Substrat zur Reduktttwmane (RDomaneumklappen, wo unter

NADPHAufwand die Reduktion des Thioesters erfaigenkitasubramaniaet al. 2007)

1.4.3 Biotechnologische Anwendung

Die Forschung beschaftigt sich derzeit vor allem mit dem Einsat€A&Baur Produktion von
Aromastoffen.So wurde beispielsweise ein biotechnologischer Ansatz auf Basis einer CAR ent
wickelt, mit dem 12Methyltridecanal hergestellt werden kanfrraatzet al. 2018) Andere
Gruppen beschaftigten sich mit der Darstellung aromatischdellde wie Benzaldehyd
(Kunjapuret al. 2014)und Vanillin(Kunjapuret al. 2014; Horvatkt al. 2019)oder auchPpe-

ronal (Schwendenweiret al. 2016) Daneben finden sich immer mehintersuchungenzur
Herstellung von pharmazeutischen Wirkstoffen oder Feinchemikakliére neuse Entvick-

lung sindvor allem in diesem Zusammenhaing/ivo-Kaskaden und @mo-enzymatische Re

aktionskopplungen\Winkler 2018; Derringtoet al.2019)

Die Expremierbarkeit der CAR mit Hilfe \Eaoli macht die Enzyme leiclziuganglich. Den
noch erschweren der GéaktorBedarf sowialie Reduktiorder gewiinschten Aldehyde durch
E.colireigene Enzyme einen dkonomisch sinnvollen Einsage@tand aktueller Studien ist

daher die Entwicklung von Loésungsstratedi¢fnnkler 2018; Derringtoet al. 2019)
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1.5 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der biotechnologischen Darstellung uintstier

mentellanalytischen sowie senseghenChaakterisierung ungewoéhnlichd-ettaldehyle.

Als Prakursoren sollten fungale Fettsdugamutzt werde. Geeignete Fettsduren sowie Pro
duktionorganismen sollten zun&chst durch ein breit angelegtes Screening identifiziert wer
den. Hierfur wurderPilze in Schittelkolben kultiviert, die Lipide der Myzelien mittelsdnalb
tomatischer Soxther®extrahiert undnach Methylveresterung den Fettsaureprofileper
Gaschromatographidassenspektrometrie GGMS) analysiert. Die Kulturfihrung vielver
sprechexder Kandidaten sollte optimiert werden, indem der Einfluss verschiedener Kulturpa
rameter naher untersucht wurdeEin besonderes Augenmerk gdiibeider Ausbeute von
Fettsauen mit Doppelbindungen an ungewdhnlichen Positionen (v.a. 12:1(¢11) ¢nd
17:1(F) (- 8)).Durch Supplementationsstudiesolltenbislang unbekannt®iosynthesevege

solcherZielverbindungemufgeklartwerden

Die Biotransformation der Fettsduren sollte nach Hydrolyse der Triglyceride durch eire kom
merziellerhéltliche Lipasemittels a-DOXoder CARerfolgen. Letzterevurden heterolog in
Escherichiacoli exprimiert undaffinitditschromatographisclanhand eines HiFags gereinigt.

Die enzymatischerReakionsprodukte wurden perKopfraumFestphasenmikroextraktion in
Verbindung mit mem GESystenanalysiertund per Massenspektrometer bzw. Olfaktometrie
detektiert (HSSPMEGGMSO). Sensorisch ansprechende Aldehydellten den Augangs
punkt fur detailliertere Untersuchungn dar. Hierfur sollten homologe Reihen der espre
chenden Aldehydgergestellt und die einzelnen l@ndungen instrumentelanalytischsowie

sersarisch (Geruchgualitaten und-schwellen) charaktesiert werden

Aus internen Vorarbeiteim Kooperation mit dem DECHENtArschungsinstitut (Frankfuam
Main) war neben den etablierten Enzymegine a-DOX des Cyanobi@kiums Crocosphaera
subtropicabekannt, diebislang nicht in der Literatur beschriebesar. Die Eigenschaften des
Enzyns sollten umfassenduntersuchtwerden. Mittels gaschromatogrphischerMethoden
und durch Messung deSauerstoffVerbrauchs anhand einer optischen Sowderden Salz,
pH und Tenperaturoptimum sowie das Substrgphekrum und enzynkinetische Parameter
bestimmt. Ein besonders Augenmerk laglabeiauf der Transformatiormethylverzweigte
FettsaureSubstrate Die korrespondierenden Aldehyde sollten ebenfadtgrumentellanaly

tisch wie auclsensorisch evaluiert werden.
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2  Experimenteller Teil

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Zur gaschromatographischen ldentifizierung der Fettsduren wurden Fettsdurestandards ver

schialener Hersteller verwenddi abelled). EswurdensowohlFettsauremethylesteals auch

Fettsduren bezogenlLetztere wurden vor der gaschromatographischen Anailysddethyl-

ester Uberfuhrt(2.6.2.3. Daneben wurden witere Referenzverbindungegenutzt Tabelle

5). In Tabelle6 sind fiir die Kultivierung von Pilzeéhd) bzw.E.coli(2.7) genutzten Mdienbe-

standeile gelistet. Sonstige genutzte Chemikalien sindlabelle7, Gase inrabelle8 enthal

ten.

Tabelle 4: Fdtsaure- und FettsauremethylestdReferengubstanzenzur gaschromatographischen

Idertifizierung

Fettsdure bzw. Fettsduremethylester

Abkurzung Rein

mit Name nach IUPAC Trivialnamé heit  Hersteller

4:.0° Buttersaure n/a SupelcaBele-

Butansauremethylester fonte/PA USA

6:0° Capronséaure n/a  Supelco

Hexansauremethylester

7:0 Onanthsaure 98%  Acros Organics

Heptansaure (Geel, NL)

8:¢ Caprylsaure nfa  Supelco

Octansauremethylester

9:0 Pelargonséure 97%  Acros Organics

Nonanséaure

10:0° Caprinséure n/a  Supelco

Decansauremethylester

11:0° - n/a Supelco

Undecansauremethylester

12:0° Laurinséure n/a  Supelco

Dodecansauremethylester

12:1( - n/a Santa Cruz

(52)-Dodec5-enséure Biotechnology
(Dallas/TX, USA

12:1(11) - >99% Larodan AB

Dodeel11-ensaure (Solna, S)

i13:0 = >98% Larodan AB

11-Methyldodecanséaure

al3:0 - >98% Larodan AB

10-Methyldodecanséure

13:¢ - nfa  Supelco

Tridecansauremethylester
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Tabelle4 (Fortsetzung)

Fettsaure bzw. Fettsduremethylester

Abklrzung Rein

mit Name nach IUPAC Trivialnamé heit  Hersteller

i14:0 iso-Myristinsaure > 98% Symrise

12-Methyltridecansaure (Holzminden)

al4.0 anteisoMyristinsdure > 98% Symrise

11-Methyltridecanséure

14.¢ Myristinsaure n/a Supelco

Tetradecansauremethylester

14:1( - 98% TRC

(52-Tetradee5-ensaure (Toronto, CA)

14:1(R° Myristoleinséure n/a  Supelco

(92-Tetradee9-ensaduremethylester

i15:0 - >98% Symrise

13-Methyltetradecansaure

als:0 - >98% Symrise

12-Methyltetradecansaure

15:0° - n/a  Supelco

Pentadecansauremethylester

15:1(1@P - nfa  Supelco

(102)-Pentadeel0-ensauremethylester

i16:0 iso-Palmitinséaure >98% Symrise

14-Methylpentadecansaure

al6:0 anteisoPalmitinsaure > 98% Symrise

13-Methylpentadecanséaure

16:0° Palmitinséaure n/a  Supelco

Hexadecansauremethylester

16:1(72 - X ¢ Cayman CC

(72-Hexadee7-ensauremethylester (Ann Arbor/MI,
USA

16:1(R° Palmitoleinsaure n/a Supelco

(92-Hexadee9d-ensauremethylester

16:1(11) - 92%  Matreya LLC

(112-Hexadeel 1-ensaure (State Colle
ge/PA, USA

16:2(72,102) - 99% Larodan AB

(7Z,1020-hexaleca7,10diensaure

16:2(%Z 122 - >98% Larodan AB

(92,127)-Hexadecar,12-diensauremethylester

16:3(72,102132 Roughaninsaure >98% Larodan AB

(72,102,132)-Hexadecar,10,13trienséure

al7z:.0 anteiseMargarinsaure n/a Larodan AB

14-Methylhexadecanséduremethylester

17:¢ Margarinsaure nfa  Supelco

Heptadecansauremethylester

17:1(®) - 99% Larodan AB

(92-Heptadee9-ensauremethylester

17:1(1®P - nfa  Supelco

(109-Heptadeel0-enmethylester
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Tabelle4 (Fortsetzung)

Fettsaure bzw. Fettsduremethylester

Abklrzung Rein

mit Name nach IUPAC Trivialnamé heit  Hersteller
ald:0 anteisoStearinsaure  n/a Larodan AB
15-Methylheptadecansaure

18:0° Stearinséure nla  Supelco
Octadecansauremethylester

18:1(}" Olsaure nfa  Supelco
(92-Octadee9-ensauremethylester

18:1(E"° Elaidinsaure n/a Supelco
(9B)-Octadee9-ensauremethylester

18:1(11) cisVaccenséaure n/a Santa Cruz
(112)-Octadeell-enséure Biotechnology
18:2(62,92 >99% Larodan AB
(62,92-Octadeca6,9-diensdure

18:2(%Z122 bzw. LA Linolsaure n/a Supelco
(92,122)-Octadecad,12-diensauremethylester

18:2(E12E)° Linolelaidinsaure n/a  Supelco
(9E12B)-Octadecad,12diensdauremethylester

18:29211F) (92 11B)-konjugierte X ¢ SigmaAldrich
(92,116)-Octadecad,13diensaure Linolsaure (Steinheim)
18:2(1€122) (10E129-konjugierte % ¢ Cayman CC
(10E,122)-Octadecal0,12diensaure Linolsaure

18:3(62,92,122)° bzw. GLA glinolenséure nfa  Supelco
(62,92,127)-Octadecab,9,12triensauremethylester

18:3(%,127,152° bzw. ALA Linolensaure n/a Supelco
(92,127,152)-Octadecad,12,15triensduremethylester

18:3(Z11E13p a-Eleostearinséure n/a Santa Cruz
(92,11E135)-Octadeca9, 11,13triensauremethylester Biotechnology
18:4(6292122,152) Stearidonsaure X ¢ Cayman CC
(62,92,127,152)-Octadecab,9,12,15tetraensaure

19:0 = X @ Cayman CC
Nonadecanséure

19:1(1@) - ¥ ¢ Cayman CC
(102-Nonadeel0-ensaure

20:0° Arachins&ure n/a  Supelco
Eicosansauremethylester

20:1(11° Gondosaure na  Supelco
(112-Eicosll-ensauremethylester

20:2(112142° Homogamma n/a Supelco
(11Z,142)-Eicosal 1,14diensauremethylester linolensaure

20:3(5282112) Meadséaure X ¢ Cayman CC
(5282112)-Eicos&b,8,1 triensaure

20:3(21172142) Sciadonséure n/a Cayman CC
(52,117,142)-Eicosab,11,14triensaure

20:3(8,112,142° bzw. DGLA Dihomogamma n/a Supelco

(82,117,142)-EicosaB,11,14triensauremethylester

linolensaure
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Tabelle4 (Fortsetzung)

Fettsaure bzw. Fettsduremethylester

Abklrzung Rein

mit Name nach IUPAC Trivialnamé heit  Hersteller
20:3(112142,172° bzw. ETE Dihomdinolensaure n/a Supelco
(112,142,172)-Eicosall,14,1 triensduremethylester

20:4(%2,82,112,142° Arachidonsaure nla Supelco
(52,8211Z,142)-Eicosab,8,11,14

tetraensauremethylester

20:5(%2,82,112,142,172)° bzw. EPA Timnodonséure n/a Supelco
(52,82,117,147,172)-Eicosab,8,11,14,1Fpentaensauremethylester

21:.0° - n/a Supelco
Heneicosansauremethylester

22:0° Behensaure n/a  Supelco
Docosansauremethylester

22:1(1x" Erucaséure nfa  Supelco
(132-Docosl3-ensaduremethylester

22:2(1Z 162" - nfa  Supelco
(132,162)-Docosal 3,16diensduremethylester

22:4(72,102,132,162) bzw. DTA Adrensaure X & Cayman CC
(72,102,132,162)-Docosa7,10,13,16etraensaure

22:6(4,72,102,1372,16Z,192)° bzw. DHA Clupanodosaure n/a Supelco
(42,72,102,137,16Z,192)-Docosa4,7,10,13,16,1hexeensduremethylester

23:0° - n/a Supelco
Tricosansauremethylester

24:0 Lignocerinsaure n/a  Supelco
Tetracosansauremethylester

24:1(1%° Nervonsaure nfa  Supelco
(152)-Tetracosl5-ensauremethylester

25:0 - n/a Santa Cruz
Pentacosansauremethylester Biotechnology
26:0 Cerotinsaure X ¢ SigmaAldrich
Hexacosansaure

& angegeben ist stets die Abkiirzung bzw. der Trivialnamé&ateespondierenden Fettséure

b die Verbindung ist Bestandteil des kommerziell erhltlichen Fettsauremethyleset y R I NR B7ACGodpornt BAME Mix

Tabelle5: Sonstige Referenzverbindungen

Substanz Hersteller Substanz

Herstkeller

Decanal, 96%

(72-Dec7-enal, 97%
(2B)-Dec2-enal, 95%
Dodecanal, 95%
Heptanal, 97%
Heptadecanal, > 97%
(42-Hept-4-enal, 98%
Hexanal, 98%

Hexadecanal, > 97%

(112-Hexadeel1-enal, < 90%

Alfa Aesar (Karlsruhe
SigmaAldrich
SigmaAldrich

Alfa Aesar

Alfa Aesar

TCI (Tokyo, JP)

Th. Geyer (Karlsruhe
SigmaAldrich

TCI

TCI
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(2B)-Hex2-enal, 99%
Nonanal, 95%
(62-Non-6-enal, 94%
Octanal, 99%
Pentadecanal, 97%
Tetradecanal, > 95%
Tridecanal, 96%
Undecanal, > 97%
(82-Undec8-enal, 97%

Acros Organics
SigmaAldrich

Alfa Aesar

Acros Organics
TCI

TCI

Alfa Aesar

TCI

ABCR (Karlsruhe)
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Tabelle6: Medienbestandteile

Medienkomponente Hersteller
Adeninsulfaty)x 8% Alfa Aesar
AgarAgarKobe | Carl Roth (Karlsruhe)
Ammoniumsulfatyx b = Carl Roth
AsparagirfMonohydrat,»x ¢ di’z AppliChem (Darmstadt)
Calciumcarbonat, p.a. SigmaAldrich
Caseinpepton Carl Roth
D-(+)Cellobiosex  dda’z SigmaAldrich
Dinatriumhydrogenphosphabihydrat, > 98% Acros Organics
Eisen(llIFchloridHexahydrat, p.a. AppliChem
Erbsenpepton Carl Roth
Fleischpepton SigmaAldrich
D-(¢)-Fructose >99,5% Carl Roth
Glucosep.a. Carl Roth
GlucoseMonohydrat Carl Roth
Glycerol, 99,5% VWR (Darmstadt)
Hefeextrakt Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphais 8%p Carl Roth
Kartoffelextrakt Fluka AnalyticalSteinheim)
KupfersulfatPentahydrat, p.a AppliChem
Lactalbuminpepton ServaHeidelberg)
D-(+)}LactoseMonohydrat Ph. Eur. Carl Roth
lysogenic broti{LB-Medium Carl Roth
D-(+)}Maltose-Monohydrat » 5% Carl Roth
MagnesiunsulfatHydrat,99% Carl Roth
MagnesiunsulfatHeptahydratyx ,§%6b AppliChem
Malzextrakt SigmaAldrich
MangansulfatMonohydrat, p.a. AppliChem
Milchpepton Symrise
Milchprotein Symrise
Natriumchlorid > 99,8% Carl Roth

Pepton aus Gelatine SigmaAldrich
Saccharose o di’: SigmaAldrich
Saubohnenpepton SigmaAldrich
Sojapepton SigmaAldrich
Sojaprotein Symrise
D-Sorbitol x 8% Carl Roth
D-(+)}Xylosex b diz Carl Roth
ZinksulfatHeptahydrat, p.a. AppliChem
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Tabelle7: Sonstige Chemikalien

Substanz Hersteller

Aceton, > 99,8% Carl Roth

L' OSU2YAGNRE Z X DD ppz Actu-All Chemicalg§Randmeer, NL)
Adenosintriphosphat (ATHRatriumsalz, 100 mM Jena Bioscience (Jena)
Agarose Biozym SdHessisch Oldendorf
Ameisensaure, 98% Bernd Kraf
Ammoniumperoxodisulfat (APSy d da’z Carl Roth

Benzophenon, 99% SigmaAldrich
Bortrifluorid (20%, methanolische Losung) VWR

Bromphenolblau Natriumsalz Carl Roth
tert-Butylmethylether(t-BME) Evonik IndustriegEssen)
Calciumchlorid (wasserfrei) Bernd Kraft
CalciumchlorieDihydrat Ph. Eur. VWR
Chloramphenicobk98,5% Carl Roth

Chloroformdmit TetramethylsilaiTMS0,03%v/v)),99,8%Atom%D Carl Roth

Coomassie Brilliantblau R250 AppliChem

Decansaurg> 99% Carl Roth

Dec9-en-1-ol, >99% SigmaAldrich
Dec9-enséure>99% TCI
DessMartin-Periodinan, 97% Fluorochem iladfield UK)
Dichlormethan, HPL-@rade Th. Geyer

Diethylether, 99,5% BCH(Brunhl)
Dimethylsulfoxid (DMSO), 99,5% Carl Roth

Dinatriumhydrogenphosphal A K& RNJ G = x ddZ p2 Carl Roth
145 A 0KA20KNBAG2f 65¢¢0X x ddi > Carl Roth

Dodecll-enséaure, > 99% Nu-Chek PregElysian/MN, USA
Dodecll-ensauremethylester, > 99% Nu-Chek Prep

Ethano)x ,§86b Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) DinatriumSalzK & R NJ { Carl Roth

Essigsaure, 100% Carl Roth

Glycerol, 99,5% VWR

Df @0OAY S X Carl Roth

Gummi arabicum SigmaAldrich

n-Heptan, 99% Bernd Kraft

Hept6-ensaure, > 95% SigmaAldrich
(62-Hexadees-ensaure, 99% Matreya LLC

n-Hexan, 97% Honeywell(CharlottdNC, USA)
LYARIFT 2t X oddpZp: Carl Roth

L-Isoleuciny b da’z Carl Roth

Isooctanyx  §¥6p > Merck (Darmstadt)
Isopropyto-D-i KA 23 £ OG2LIR NI Yy2AAR 6L Serva

Kaliumacetat, reinst AppliChem
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Tabelle7 (Fortsetzung)

Substanz Hersteller
Kaliumchlorid)  cys’z Carl Roth
Kaliumhydroxid85% Carl Roth
Kaliumdihydrogenphospha®8% Th. Geyer
Kanamycinsulfat Serva
Kieselgel 60 MachereyNagel(Diiren)
Laurinsaure, > 98% Cayman CC
Laurinsaurel-3C, 99 atom% 13C SigmaAldrich

[ Ay2f aNdz2NBI x oz Acros Organics
Lithiumaluminiumhydridp.a. Merck
Magnesiumchlorid AppliChem
baSNOF LI 2SGKIFy2t 2 x dd Carl Roth
L-Methionin,>x o da’z Carl Roth

Midori Green Direct
Myristinsaure, 99%
Myristoleinsaure»x99%
Natrium,> ¢ da’z
Natriumchlorid,>99,8%
Natriumdithionit, p.a.

NatiumR2 RSO&f adzt FI & o{5{ 0% x decs

Natriumhydrogencarbonat, > 99,7%
Natriumhydroxid x98%

Natriumsulfat (wasserfrei)y  ddi’z
NatriumthiosulfatPentahydrat, 99%

Nicotinamidadenindinukleotidphosph&NADPH) etranatriumsalz

Nonansauremethylester, > 99,8%
Non8-en-1-ol, > 99%
Octansaurex99,5%

Oct-7-en-1-ol, 98%

Olsaure x99%

Palmitinsaure, 98%
Palmitoleinsdure99%
Pentadecanséaure, 99%
Pentadeel4-ensaure, > 99%
n-Pentan, 99%

Petrolether,niedrig siedend [3865 °C]
2-Propanolx thdZ yi'z
RotPNano-Quant 5x Konzentrat
Rotiphorese Gel 40

Protino NiNitrilotriessigsaurédNTA Agarose
Salzsaure37%

Schwefelsaure, 98%
Stearinsaurexx98%
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Nippon GeneticgDuren)
Acros Organics
SigmaAldrich
SigmaAldrich

Carl Roth

Merck

AppliChem

Th. Geyer

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

neoFroxx (Einhausen)
SigmaAldrich

TCI

Carl Roth

ABCR

SigmaAldrich

Acros Organics

Acros Organics

Acros Organics
Nu-Chek Prep

Th. Geyer

Thermo Fisher (Waltham/MA, USA)
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
MachereyNagel

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
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Tabelle7 (Fortsetzung)

Substanz Hersteller
SYPR®0Drange Protein Gel Stain Merck
Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem
L-Threoninyx 8% Acros Organics
Tridecansaure, 99% SigmaAldrich
Tridec12-enséure, > 99% Nu-Chek Prep
1,2,3Trinonanoylglycergl99,0% SigmaAldrich

Tris(hydroxymethyly YAY 2YSGKI Yy o6 ¢NARA&AO I  CarlRoth
Tris(hydroxymethyfaminomethanHydrochlorid (Trid / £ 0 £ » Carl Roth

Triton X100® Carl Roth
Tween 20 Carl Roth
Undecansaure, 99% Acros Organics
Undec10-en-1-ol, 100% Acros Organics
UndeclG-enal, > 99% Acros Organics
Undecl10-ensaure, 100% Alfa Aesar
LValinpgk  ddalz AppliChem

@ wurde vor Verwendung fiir Synthesen oder Saulenchromatographie mittels Rotationsverdampfer vmiteash Stabilisator abge
trennt; bei Verwendung als-Pentan/DiethylethefMischung (1:1,12 (v/v)) wurde die Mischung destilliert und nach Einengen mittels
VigreuxKolonne (43C) per GBS auf Reinheit Gberpriift

Tabelle8: Gase
Gas Hersteller
Helium 5.0 Praxair(Ratingen
Stickstoff, 5.0 Air Ligquide(Paris, FR)
Wasserstoff, 5.0 Praxair

2.1.2 Biochemische und molekularbiologischdaterialien
2.1.2.1 Plasmide undPrimer

FurdieKlonierungerder CARodierenderGensequenausMycobactegiummarinum(MmCAR)
wurde der pACYCDudektor, fur die Gensequenzen detDOXausCrocosphaera subtropica
(Cs:a-DOXund Oryza sativgOsa-DOX)as Plasmid pET28genutzt(Tabelle9).
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Tabelled: GenKonstrukte zur Enzymexpression

Bezeichnung

Eigenschaften

Hersteller

PACYCDue¥imCARBSSTp
(Abbildungd)

PET286+)

pET28aCsa-DOX
(Abbildungb)

pPET28aCsa-DOX_€His
(Abbildung6)

pET28aHokOsa-DOX
(Abbildung?)

ExpressionsvektoB(191bp),
ChlorampheniceResistenzCARGen aus
Mycobacterium marinunsowie
PhosphopantetheinyTransferase aus
Bacillus subtiligls Insert zwischeBamH
und Aflll, beide inmultiple cloning sidé)

Expressionsvektor (369bp), Kanamycin
Resistenz

Expressionsvektor (@33bp), Kanamycin
Resistenz! -DOXGenausCrocosphaera
subtropicaals Insert zwischeNcol und
Xhol

Expressionsvektor (@30bp), Kanamycin
Resistenz! -DOXGen ausCrocosphaera
subtropicaals Insert zwischeNcol und
Xhol

Expressionsvektoi7(760bp), Kanamycin
Resistenz und Hok/Sekystemh -DOX
Gen auryza sativals Insert zwischen
Nhelund Sall

zur Verfugung gestellt von der
Universitat Greifswald
(Arbeitsgruppe Prof. Uwe
Bornscheuer)

Merck

GeneArt(Regensburg),

zur Verfugung gestellt vom
DECHEM#&orschungsinstitut
(Frankfurt/Main)

siehe2.7.2.4

zur Verflgung gestellt von
Symrise (Holzminden)

DiePlasmidepACY CDudVimCARBsSfp(Abbildung4) undpET28aHok-Osa-DOXAbbildung?)

kodierten fir die MMCARbzw. Osa-DOX Die Expressionsstamme RARENMCAR) bzw.
W3110(DE3)Usa-DOX lagen bereits mit den entsprechenden Plasmiden transformiert vor

Sie wurden von dePRrojektpartnern zur Véiigung gestelltDer Expressionsvektor pET28a

Csa-DOX_€His Abbildung6) kodierte flr diea-DOXausCrocosphaera subtropiaad unter-

schied sth durch das Vorhandensein einede@ninalen HisTags vom Expressionsvektor
PET28aCsa-DOX Abbildung5). Er wurde mit Hilfe der iTabelle10 enthaltenen Primer

mittels QuikChangB" aus dem zuletzt genannten Plasmid erstedlf7(2.4. Die weiteren ge

listeten Primerdienten einer KolonidolymeraseKettenreaktion (ER zur Klonierungson-

trolle (2.7.2.3. Die in den Plamiden enthaltenen AntibiotikdResistenzesowie das Hok/Sek

Systemdienten als Selglonsmarker.
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BamH|

6xHis-Tag

pPACYCDuet-

MmCAR-BsSfp ~ mmcar
(8191 bps)

P15A ori

Aflll

Abbildung4: Plasmidkarte des Plasmida@YE
DuetMmCARBsSfpmit MmMCARGenausMyco-
bacterium marinummit N-terminalem HisTag
(6xHisTag) sowiePhoghopantetheinylTrans
ferase ausBacillus subtiligBsSfp)Replikations
ursprung P15Ao0ri), ChlorampheniceResistenz
(CanR)undlac Represor (lacl).

BxHis-Tag F1 ori

CseDOX

pET28a-Csa-D0OX_C-His
(7030 bps)

pBR322 ori

lac\operator
Ncol we

Csa-DOX

pET28a-Csa-DOX

(7033 bps) pBR322 ori

lac\operator
Neol P

Abbildungb: Plasmidkarte des Plasmids pET28a
Gsa-DOX mitCsa-DOXGen ausCrocophaera
subtropica Replikationswsprung(FL ori), Kana
mycinResistengKarR), Regulator fur die Kpi-
enzahl in der Zelle (pBR322 arid lac Repres
sor (lacl).

Sall

Osa-DOX

pET28a-Hok-0Osa-DOX .
(7760 bps) pBR322 ori

6xHis-Tag

lac/operator

Nhel

pEX-A2-Hok-Sok-Kassette
Hok-Sok-Kassette

Abbildungs: Plasmidkarte des Plasmids pET28a Abbildungr: Plasmidkarte des Plasmids pET28a

Cs2-DOX mit C&DOXGen ausCrocophaera
subtropica mit Gterminalem HisTag (6xHis
Tag),Replikationsursprung EL ori), Kanamycin

HokOsa-DOX mil0Dsa-DOXGen auryza s#i-
vamit N-terminalem HisTag (6xHis ag),Repli-
kationsursprung KL ori), KaamycinResignz

Resistenz (KanR), Regulator fur die Kopienzahl in(KanR), Regulator fur die pienzahl in der Zelle

derZelle (pBR322 otiindlac Repressor (lacl).
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(pBR322 orj)HokSokKasette undlac Reres
sor (lacl)
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Tabellel0: Zur KoloniePCR un@QuikChang®’ genutztePrimer.

Primermit Sequenz Hersteller
Cs2-DOX ForwardPrimer Biomers(UIm)
p -BGA GAT ATA CCA TGG GAA TGT PCG

Cs2-DOX ReversBrimer Biomers

p -BAG TGC AAT ATC GGT TRCAG

Cs2-DOXQuikChang®! ForwardPrimer Biomers
p-PCG TGT TCC GAG CCT CGA GCAEQA CC
Cs2-DOXQuikChang®'ReversePrimer Biomers

p-8BGT GGT GCT CGA GGC TCG GAA-GAZ GA

2.1.2.2 Weitere biochemische Materialien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diverse kommerziell erhéltliche EnZwielle

11) sowie KitsTabellel2) verwendet. Weitere genutzte Matetian finden sich iTabellel3.

Tabellell: Kommerziell erhéltliche Enzyme

Enzym Hersteller
Lipase (Rhizolipase) aGandida rugos&.9 U/mg Fluka Analytical
Lysozym35.000 FIRJ/mg Carl Roth

PhusionDNA-Polymerase

Restriktionsenzynbpnl
Restriktionsenzynxhol
RestriktionsenzyniNdel

Tabellel2: Biochemische Kits

Kit Verwendungszweck

New England BioLabs
(Ipswich/MA, USA

Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher

Hersteller

FastGene® Plasmid Mini Kit
NucleoSpin® Plasmid Kit

Plasmidisolierung aug.coli
Plasmidisolierung aug.coli

Optin / b n  { dzd & & NI ( Entwicklung defVestern Blot

Plasmid Midiprep Kit Plasmidisolierung aug.coli

Tabellel3: Sonstige biochemische Materialien

Nippon Genetics
MachereyNagel

Bio-Rad Laboratorie@~eldkirchem
Thermo Fisher

Material Hersteller
Antikérperlésung Meerrettichperoxidasaiti-HisHRF Carl Roth
Bovines Serunalbumin (BSA)8%, Albumin Fraktiow Carl Roth
DNAdLeiter (1kbp) Carl Roth

dNTPLKdATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Fast Diges(FD-Puffer (10x)
High FidelityHR-Puffer (10x)
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Tabellel3 (Fortsetzung)

Material Hersteller

Milchpulver, Blotting grade Carl Roth
Phusion GReaktionspuffer

Proteinmarker Blue Star,rpstained(10¢180 kDa)
Proteinmarkert | 3 S w dris@inkld (1@200kDa)

New England BioLabs
Nippon Genetics
Thermo Fisher

Reaktionsgefalmit Hamolysel6sung EKMDiagnostis (Barleben)
2.1.3 Verbrauchsmaterial
Tabellel4 enthélt das genutzte Verbrauchsmaterial.
Tabellel4: Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

Cellulose Extraktionshilsen, 33 x 80 mm

CelluloseRundflter (D 110 mm)

Chromabond Saul&0mL,PP, 30/115 mm

CryoPure Gefgd,6mL

DirektverdrangeiPipette (HandyStepper)
EinmalkanileFineJect®, 0,6 x 30 mm
Feingewindeschraubkappe ND18

Gewindeflasche4 mL,Braunglas

Gewindeflasche, ML, Klarglas

Gewindeflasche mit G18 Feingewin@®mL,Klarglas
Gewindeflaschenit NDL8 Feingewinde20mL, Klarglas
Glasfaserfilte(D 90mm)

Kuvetten (Polystyro))1,5mL

Kilvette (Quarzglas)

Kurzgewindeflasche, 118L, Klarglas
Kurzgewindeflasche mit integriertem MikroeinsgBraunglas
Mehrfachmagnetrihrer fur Twister ¥ariomag Telesystem
Mikro-Einsatz, 100 L f@&mL-Schraubvials
Mikro-Einsatz 250 pLfur 2 mL-Schraubvials
Mikrotiterplatten

Mikrotiterplattenfolie, PE, 5um

NMRR6hrchen

PCRPIatten Multiplate LowProfile)

PierceCentrifuge ColumrilOmL

PD10Sé&ule Sephade®" G-25M

Pipettenspitzen, 8200 pL

Pipettenspitzen, 1061000 uL

Pipettenspitzen, 1005000 pL
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Lab Logistics Group LLG
(Meckenheim)

Lab Logistics Group LLG
Greiner BieOne(KremsminsterA)
Starstedt(Numbrecht)
Brand(Wertheim)

Henke Sass WdT uttlingen)
Th. Gger
AgilentTechnologiegWaldbronn)
Wicom (Heppenheim)
Wicom

Th. Geyer
Satoriug(GOoppingen)
Sarstedt

Hellma(Mdullheim)

Lab Logistics Group LLG
Th. Geyer

ThermoFisher

VWR

Wicom

Greiner BieOne

Carl Roth

Th. Geyer

Bio-Rad Laboratories
ThermoFisher

GE HealthcaréSolingen)
Sarstedt

Greiner BieOne

Brand
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Tabellel4 (Fortsetzung)

Material

Hersteller

PrazisiondDispenseiTips,0,1¢50 mL

PCRReaktionsgefalie

Petrischalen (D 9thm)

Probenschalen(Alu-Wageteller)(D 90mm)

Polyvinylidenflorid (PVDFMembran (PG 0,45m)
Reaktionsgefalie, 1,5 undhal

RollrandSchnappdeckelglas (50 x 30 mm)

Schraubkappe mit Logi8 mm, magnetisch)

Schraubkappe fur Kurzgewindeflaschet Butylgummi/PTRSeptum
Schraubkappe fiir Kurzgewindeflaschgt Gummi/PTFESeptum
Schraubkappéiir 4 mL-Gewindeflaschermgeschlossen
Schraubviainit Kurzgewinde, 2L, Klarglas
SiedesteinchenTyp A

Spritzenfilter CMEPG 0,22 um, steril)

Zentrifugenfilter, 5&kDa

Zentrifugenfilter, 10(kDa

Zentrifugenréhrchen, 1L

Zentrifugenrdhrchen, 5L

2.1.4 Mikroorganismen

2.1.4.1 Bakterien

Brand

Nippon Genetics

Greiner BieOne

Korff (Oberbipp, CH)
Carl Roth

Brand

IDL LaborbedaiiNidderau)
Wicom

Wicom

Lab Logistics Group LLG
Carl Roth

Wicom
Gerhardt(Konigswinter)
Carl Roth

Merck

Merck

Greiner BieOne

Greiner BieOne

ZurVervielfaltigung von Plasmiden und heterologenzymexpression wurddfi coli-Stamme

diverserAnbietergenutzt Tabellel5).

Tabellel5: Verwendete Bakterien mit Eigenschaften und Bezugsstellen.

Stamm Verwendung

Anbieter

E. colilob Vervielfaltigungder Plasmie

pET282Csa-DOX und
pET282Csa-DOX_EHis(2.7.2)

ExpressiolCs&2-DOX 2.7.3
ExpressioMmCAR 2.7.4
ExpressioDsa-DOX 2.7.3

E. colBL21(DE3)
E. colMG1655 RRE
E. colw3110(DE3)

New England BioLabs

Merck
Universitat Greifswald
Symrise

a Beide Stamme lagen bereitsit den entsprechenden Plasmiden 1.2.]) transformiertals fertige Klone zur Expressioor.

2.1.4.2 Pilze

Die verwendeten PilzeT@belle16) wurden von Mitarbeitern des Instituts fur Lebenistel-

chemie und Lebensmittelbiotechnologie der JustisbigUniversitat Giel3en in der Natur iso

liert (LCB)der Ubereines der folgenden Institute bezogewesterdijk Fungal Biodiversity
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Institute (Utrecht, Niederlande CBS),.eibnizinstitut DSM#, Deutsche Sammlung von Mikro
organismen und ZellkulturefBraunschweigDSM, Senckenberdrorschungsinstitut und Na
turmuseum Frankfur{Frankfurt am Mai, FSI)HelmholtzZentrum fir Infektionsforschung
(BraunschweigHZI)bzw.LOEWE Schwerpunkt Integrative Pilzforschiingnkfurt am Main
IPF) Die Bezugsstellen der einzelnen Organismen aifthnd des Buchstabebodes der je

weiligen Stammnummern ersichtlich.

Tabellel6: Verwendete Pilze, Bezeichnungen, Isolationssubstratarhd

(Unter-) Stamm

Organismus Abkurzung Abteilung® nummer Isolationssubstrat undort

Agrocybe aegerita AAE3 Basidio LCB 279 unbekannt

Cercospora zeina CZE Asco CBS 118820 Mais, PietermaritzburgZAF

Clitocybe odora COD Basidio HZl 13334  unbekannt

Conidiobolus heterosporu: CHEIN Ento CBs333.74 Kulturboden, Lelen, NL

Flammulina velutipes FVED Basidio DSM 1658 RotbucheDeutschland

Fomes fomentarius FFO Basidio LCB 167 Deutschland

Fomitopsis pinicola FPiD Basidio DSM 3521  unbekannt

Ganoderma applanatum GAP Basidio DSM 3800 HumboldtWeide,ARG

Ganoderma lucidum GLU Basidio DSM 3515  unbekannt

Inonotus radiatus INRA Basidio IPF unbekannt

Lachneum virgineum LVIFP Asco LCB 468 Deutschland

Laetiporus sulfureus LSU Basidio DSM 1014  unbekannt

Lentinula edodes LED Basidio CBS 389.89 unbekannt

Lycoperdon perlatum LPE Basidio DSM 3502  unbekannt

Macrolepiota excoriata MEX Basidio CBS 112.18 Deutschland

Macrolepiota procera MPR Basidio LCB 202 Deutschland

Morchella esculenta MES Asco DSM 10370 unbekannt

Mortierella alpina MAL-FP Mucor LCB 240 GielRen

Mortierella hyalina MHY-FP Mucor LCB 243 GielRen

Mortierella isabellina MIS Mucor DSM 1414  British ColumbiaCA

Mortierella sp. MSP Mucor LCB 473 Reiskrichen

Mycetinisscorodonius MSC Basidio CBS137.83 immergrine Barentraube
Ticing CH

Neonectria faginata NFA Asco CBS 151.92 Berchtesgaden

Panellus stipticus PSTI Basidio LCB 203 Deutschland

Phellinus igniarius PIGF Basidio LCB 210 Deutschland

Piptoporus betulinus PBE Basidio LCB 201 Deutschland

Pleurotus dryinus PDR Basidio DSM 5178  Tschechien

Pleurotus eryngii PER Basidio DSM 8264  unbekannt

Pleurotus ostreatus POS Basidio DSM 1020 unbekannt

Polyporus squamosus POSQ Basidio CBS 426.48 Ottawa/ON, CA

Psathyrellgiluliformis PPI Basidio LCB 223 Deutschland
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Tabellel6 (Fortsetzung)

(Unter-) Stamm
Organismus Abkurzung Abteilung® nummer Isolationssubstrat undort
Pycnoporus cinnabarinus PCIN Basidio DSM 1184 Laubbaum
Pycnoporus coccineus PYCO Basidio CBS 355.63 BaumstammBougainvilleSLB
Rhizopus azygosporus RAZ Mucor CBS 357.93 Tempeh, Bogddava ID
Stereum hirsutum SHI Basidio FSU 10130 unbekannt
Stereum rugosum STRU Basidio DSM 5183 RotbucheD
Trametes versicolor TVE Basidio LCB7 unbekannt
Wolfiporia cocos WCGQC Basidio CBS 279.55 WalhallaSC USA

a Asco=AscomycotaBasidio= BasidiomycotaEnto =EntomophthoromycotinaMucor=Mucoromycotina

2.1.5 Gerate und Zubehor

2.1.5.1 Gaschromatograpbk

Zur gaschromatographischen Analyse wurderschiedene Systemé&dbellel?7) genutzt, we

bei diverse Trennsaulefiébellel8), Fasern zur SPMEapellel9) und weiteres gaschromato

graphisches Zubehoimabelle20) Anwendung fanden.

Tabellel7: Gaschromatographische Systeme

Kurzbezeichnunc GGSystem Autosampler und Detektor(en)

Hersteller

GCFID

GCFIDO

GCMS |

GCMS I

GGMS/MSO

7890A

7890A

7890A

7890B

7890A

7683BSampler
FlammenionisationsdetektoF(D

G4513ASampler
FID
Olfactory Detection PofODB 3

MultiPurpose SampldMP3 2XL
5975C VIMass Selective DetectoMSD

MPS robotic
5977B MSD

MPS 2XL

ODP3
QQQ 70008TipleQuadrupole
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AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
Gerstel(Milheim a. d. Ruhr)
AgilentTechnologies
Gerstel
AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
Gerstel
AgilentTechnologies
AgilentTechnologies
Gerstel

Gerstel
AgilentTechnologies
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Tabellel8: Gaschromatographische Trennséaulen

MalRe
Bezeichnung Material Polaritat  (Lange)nnendurchmesserFilmdicke) Hersteller
DB5ms (5%Phenyl) unpolar 30 m x 250 pum x 0,25 pum Agilent
methylpolysiloxan Technologies
HR5 (5%Phenyl) unpolar 30 m x 320 pm x 0,25 pm Agilent
methylpolysiloxan Technologies
HRINNOWAx  Polyethylenglycol polar 30 m x 320 um x 0,25 pum Agilent
Technologies
Select FAME  3-Cyanopropwy polar 100 m x 250 ym x 0,25 pm Agilent
polysiloxan Technologies
VFWAXms Polyethylenglycol polar 30 m x 250 um x 0,25 pm Agilent
Technologies
VFEWAXms Polyethylenglycol polar 30 m x320 pm x 0,25 pum Agilent

Technologies

Tabellel9: SPMBEFasermmit Angaben zum CoatiAglaterial.

Faserbeschichtung FarbCode Schichtdickgum]  Modell Hersteller

Divinylbenzen/@rboxen/ grau 50/30 57298U, StableFlex,  Supelco

Polydimethylsiloxan 23 Ga, Autosampler

(DVB/CAR/PDNS

PDMS/DVB pink 65 57293U, StableFlex,  Supelco
23 Ga, Autosampler

CAR/PDMS hellblau 85 57295U, StableFlex,  Supelco
23 Ga, Autosampler

PDMS rot 100 57928U, Metal alloy,  Supelco
23 Ga, Autosampler

CarbowaxCW) lila 60 57354U, Metal alloy, Supelco

(Polyehylenglycol) 23 Ga, Autosampler

Tabelle20: Weiteresgaschromatographisches Zubehor

Material Nahere Bezeichnung Hersteller

FlUssigliner Focusliner® mm ID SGE Analytical Scieng@rownhill, UK)
GGSpritze fur G&ID 10 pL SGE

GGCSpritzefur GGFIDO Gold Standard Syringe J& Agilent

GGSpritze fur G@ISSysteme 10 pL (16GnMf-T) Gerstel

SPMELiner Direct (SPME) Typ8fraight  Supelco

Design (unpacked)

2.1.5.2 Sonstige Gerét

Nebenden gaschromatographischen Systenteam eine Reihe weiterer Geratschaften zum

Einsatz Tabelle21).
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Tabelle21: Gerate

Gerat

Hersteller

Autoklav Laboklav 160 MSL
Autoklav Laboklav 25 B

Avance INMR400MHz

Avance IINMR400MHz HD

Avance IINMR600MHz
CHNAnalysator FlashEA 1112 Series
DirektverdrangetPipette Handystep S
FeinwaageAdventurer AX224
Feinwaage BP 211D
FeinwaageSi234A
Feuchtebestimmer MA35
Gefriertrockner Alpha-R2 LD plus
Geldokumentation DeVision DBOX mit-UMnsilluminator
Gelscanner Bio 5000 MICROTEK
GlucoseAnalysator Biosen-Cine
Grobwaage Atilon AcculLab
InkubationsschrankPP 5000
Inkubationsschiittler Ecotron
Inkubationsschiittler Minitron
Inkubationsschiuittler Orbitron
Inkubationsschiittler E80
KalteUmwalzthermostat Minichiller®
Kolbenhubpipetten S20, S200, S1000
Kolbenhubpipette Research 5000

Mikrotiterplatten-Lesegera{ & y S NH & wode a dzt

NanophotometerPerl

OfenBosch HCE8544.0

PCRCycler CFX ConnacRealTimeSystem
PCRCycler T100

PerfectBlué" Tank Electro Blotter Wel S
pH-Meter SeverEasy

Probenkonzentrierer

Photometer UMWLine 9400
Reinstwasseranlage Sartorius Arium 611VF
Rollinkubator RSR05

Rotationsinkubator Rotator SB3
Rotationsverdampfer Rotavapor3®0
SauerstoffsensoNTHPSt1L2.5TSNS40/1.2NOP
Soxthern®Exraktionseirheit SOX 416 Makro
Stereomikroskop S9i

Sterilwerkbank SAFE 2020

Sterilwerkbank HERAsafe KS18
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SHP SteriltechnifSchloss Detzel)
SHP Steriltechnik
Bruker(BillericdMA, USA)

Bruker

Bruker

Thermo Fisher

Brand

OhausEurope(Greifensee CH)
Sartorius

Denverlnstrument (Denver/CO, US
Sartorius

Christ(Osterode am Hajz

Decon Science T@dohenganderip
Serva

EKFDiagnostics

Satorius

Memmert (Schénaich

Infors (Einsbach)

Infors

Infors

Grant Instruments (Shepreth, UK)
Peter Huber Kéltemaschinenb@&ffenburg)
Brand

EppendorfHamburg)

Biotek Instruments (Bad Friedrichshall)
Implen(Munchen)

Robert Bosch Haushaltsgergtetuttgart)
Bio-Rad

Bio-Rad

Peglab(Erlangen)
Mettler-Toledo(Giel3en)
Stuart(Staffordshire, UK

Schott InstrumentgMainz)
Satorius

Phoenix Instrumerg(Garbsen)
Stuart

Bichi (Flawil, CH)
PreSengRegensburg)

Gerhardt

Leica (Wetzlar)

Thermo Fisher

Thermo Fisher
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Tabelle21 (Fortsetzung)

Gerat

Hersteller

Thermoraum
TripleTOF 5600APCGITOFMS)

UltraschaHSonde MS72 mit Netzteil Sonopuls HD 2070

Ultraschallbadsonorex Super RK 5H0
Ultratiefkiihlschrank Forma 900 Series
UltraturraxDispergierstab T25
Zentrifuge Allegra-A5-R

Zentrifuge (Microfuge) 22R
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Viessmanr{Allendorf)
ABSciexDarmstadt)
Bandelin Electroni{Berlin)
Bandelin Electronic
Thermo Fisher
IKA(Staufen)

Beckman CoultefKrefeld)
Beckman Coulter
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2.2 Software und Datenbanken

Zur Dokumentation und zur Auswertung der generierten Daten wutagarschiedlichesoft

ware und diverse Datenbanken herangezogtabglle2?).

Tabelle22: Software und Datenbanken

SoftwareDatenbank

Verwendungszweck

Hersteller/Anbieter

Analyst TF 1.7.1 und PeakView z Auswertung der monoisotopischen ABSciex

Bio-Rad CFX Manager 3.0

Chemstation

DeVision G
ExPAS#ProtParamT ool

Gen5

Leica Application Suite (LAS) X

version 3.0.11.20652
MassHunter Qualitativénalysis

MassHunteiQuantitative Analysis

MestReNova
Version 12.0.£22023

NIST Mass Spectral Library
(NIST 14)

OriginPro version 2020
OxyView TX3v602

ScanWizar®io

Universal Protein Resource
UniProt
a The UniProt Consortium (2019)

Massen von Syntheseprodukten

Steuerung/Auswertung zu
PCRCycler CFX Connect
RealTimeSystem

Bio-Rad

Auswertung von Chromatogramme Agilent Technologies

(GCFIDSysteme)

GelDokumentation mitteldDeVision

DBOX

Kalkulationen von
ProteinParameern

PhotometerSoftware des
Mikrotiterplatten-Lesegeréats

Stereomikroskogsoftware

Decon Science Tec
Swiss Institute of Bioinformatic:
(Lausanne, CH)

BioTek

Leica

Auswertung von Chromatogramme AgilentTechnologies

und Massenspektren
(GCMS-Systeme)

Auswertung vorNMR Spektren

Datenbank zum Abgleich von
Massenspektren

Kalkulation Michael#enten
Kinetik

Sauerstoffmessung mittels
Sauerstoffsonde

GelDokumentation mitteldBio 5000

MICROTEK

Datenbank zum Abgleich von
ProteinSequenzen
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Mestrelab Research
(Santiago de Compostela, ES)

National Institute of Standards
and Technology
(Gaithersburg/MDUSA)

OriginLab Corporation
(Northampton/MA, USA
PreSens

Serva

UniProt Consortiurh
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2.3 Kulturfihrung von Pilzen

Screeningnmit Fokus auf deBildungrelevanter Fettsauren

2.3.1 Zusammensetzung der Nahrmedien

Die Nahrmedienbestandteild ébelle23) wurden mit vollentsalztem Wasser (Wasser) auf
ihr entsprechendes Volumen aufgefillt und autokert (121 °C, 20min). Sofern die Nahr
medienGlucoseenthielten, wurde diese separat von den restlichen Medienbestaiteh als
wassrige Losungutoklaviert nach dem Abkuhlen unter sterilen Bedingungen mit dem restli
chen Medium vermischt und mit aoiklaviertem VEBNasser auf 1. aufgefullt. Zur Herstellung
von festen Nahrmediefiir dieEmerskultivierung wurde den jeweiligen Medien vor 8éerilk
sierungAgar (159/L) zugesetztind das noch warme Medium wurde unter sterilen Bedingun

gen in Petrischalegegossen (etwa 2BL/Platte).

Tabelle23: NahrmedierZusammensetzureg.

Medienbestandteil Konzentration [g/L] Medienbestandteil Konzentration [g/L]
MalzextraktMedium (ME) HefeextraktGlucoseMedium (YD)
Malzextrakt 20 Hefeextrakt 10

GlucoseMonohydrat 22

MalzextraktPeptonMedium (MEP) Kartoffelextrakt-GlucoseMedium (PD)
Malzextrakt 30 Kartoffelextrakt 4
Sojapepton 3 GlucoseMonohydrat 22
Einstellung vor dem Autoklavieren Einstellung vor dem Autoklavieren
mit 0,2M HCI auf pH 5,6 mit 0,2M NaOHauf pH 6,6

HefeextraktMalzextraktMedium (YM)

Hefeextrakt 3
Malzextrakt 30

2.3.2 Stammbhaltung

Mittels Korkbohremurden vom aufRerefRand einer zu ca. 80% bewachsenen Agarplatte 10
Myzelstlicke (3nm Durchmesser) ausgestanzt und in ein sterilesLXryoréhrchen Uber
fuhrt. Die Lagerung erfolgte entweder bef@ im Kih] bei¢80 °C im Tiefklihlschrank oder in
flissigem StickstoffFir de Lagerundpei 4°Cwurde zuden Agarstiicken InL Wasser hinzu

gegeben. Fur die Lagerung &0 °C sowie in flissigem Stickstoff wursiattdessenl mL
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Glycerol(10%, v/v)als Gefrierschutz verwendetur Kultivierund2.3.3 wurde bei Bedaréin

Myzelgtck auf einerischeAgarplatte tberfihrt

2.3.3 Kulturfihrung auf AgarPlatten (emers)

Ausgehend von der Stammsammlung des Instituts fur Lebensmittelchemie und Lebensmit
telbiotechnologie 2.3.2) wurden die Pilze aukgarplattenunterschiedlicheiZusammenset
zung (2.3.1) kultiviert. Die Wahl der Nahrmedien erfolgte auf Grundlage von Lieferanten

Empfehlungend.1.4.2 oder, im Falle institutseigener IsolatérfahrungswertenTabelle24).

Tabelle24: Zur Anzucht der jeweiligen Pilze genutzte Nahrmedien

ME-Agar MERAgar PDAgar YDAgar YM-Agar
AAE3, FVB, FFO, COD, GLU, INRA, CZE MSP, MAIFP, CHEWN
FPID, GAP, L\AP, LPE, MPR, NFA, MHY-FP, MIS

LSU, LED, MEX,  PSTI, PKE, PBE,
MES, MSC, PER, PDR, PPI, SHI, STF
POS, POSQ, PCIN,

PYCO, RAZ, TVE,

WCGC

Einfrisches, ca. tm?2 grol3es Myzelstiiokurde mittig auf einer neuen Agarplatte plaert,
die Petrischale mit Parafil®wverschlossen und bei 2€ imdunklenBrutschrank inkhiert.
Sobalddie Platte zu ca. 80% bewachsen war, wurde Bdéz aufeine neue Agarplatte

umgesetzt bzwVorkulturen angkegt (2.3.4).

2.3.4 Vorkulturfihrung (submerg

Fir die submers gefuhrten Vorkulturen wurden die jeweiligen Nahrmedie&aerskuuren
(2.3.3 verwendet.Unter sterilen Bedingungen wurden mit 200mL Nahrmedium beflllter
500 mL-Erlenmeyerkolben mit zweli cm? grof3@ Myzelsticke aus dem aul¥en Rand der
Wachstumszone einer Emerskultur inokuliert. Die Stlicke wurdigtels UltraturraxDisper
gierstab zerklenert (30s, 10.000J/min) und die Vorkulturen inAnschluss bei 24C und Dun

kelheit auf einemnkubationsschuttlemkubiert (150U/min, Auslenkung 251m).

2.3.5 Hauptkulturfihrung(submerg

DieVorkulturen 2.3.4 wurdenunter sterilen Bedingungen mit einem Ultratex-Dispegier-

stabhomogenisier(30s, 10.000J/min). Jeweil40 mLder resultierenderSuspensioenwur-
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den als Inokulunverwendet undzu 400mL frischem Nahrmedium (Zusammensetzung ent
sprechend demeweiligen Nahrmedium deEémers bzw.Vorkultur) in einem 1-Erlenmeyer
kolben hinzugefiigt. Die Kultivierung erfolgamalog der VorkulturVon jedem Pilz wurden

mindestens drei Hauptkulturen angelegt.

2.3.6 Kulturernte und Bestimmung @r Biotrockenmasse

Die Myzelernteder Hauptkulturen 2.3.5 erfolgte nach ausreichendem Bewucfoptische
Abschatzung). Die Pilzmyzelien wurden per Vakuumfiltration mittels eines Blchhests
(Durchmeser 110mm, Cellulosefilter) vom N&ahrmedium abgetrennt, mit ca.lO\fEWasser

gewaschen und be&j20 °Ceingelagert.

Abweichend va diesem Verfahren wurden die Myzelien von AAE3, GAP, INRA, LPE, NFA, PSTI
und PDR abzentrifugie(8724g, 20 °C) mehrmals mitVEWaser gewaschen undnschlie

Rend ebenfallsiefgefroren.

Im Anschluss wurdealle Myzelien fiir mindestens 48 gefriergetrocknet (0,3vbar,¢30°C)
und zur Bestimmung deBiotrockenmasse (BTM) disittels Infrarot-Feuchtebestimmeer-

mittelte Restfeuchte mit dem Gewicht des Lyophilisats verrechnet
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2.4 Einfluss bestimmter Parameter auf die Bildung relevanter Fettsauren

Nachfolgend wird die Variation diverser Kulturparameter fir die Kultivierung vorDRWtel
MHY-FP bechrieben. Di&/orkulturen wurden ausgehend von Emerskulturen auf {f¥ED)
bzw. YRAgar (MHYFP) angesetzt. Grundsatzlich erfolgtenidigturfiihrung, Myzelernte und
Bestimmung deBTMwie in 2.3 beschrieben. Die auf diese Weise erhaltenen Myzelien wur

den gemal.6 hinsichtlich ihre Lipidgehalteund Fettsaurezusammensetzwsrguntersucht.

2.4.1 Test diverser komplexer Standafidéahrmedien

Zunachst wurde der Einfluss diverser komplexer Stantiittkrmedien getestetDie Herstel
lung derdafiur genutzten NahrmedienT@belle25) erfolgte analog z2.3.1 Die Zusammen
setzungen der ebenfalls genutzten MEIER und YBMedien fincen sich inTabelle23. Die

Kulturdauern blieben im Vergleich zum Screenifapglle57) unverandert.

Tabelle25: Zusammensetzung der getesteten Nahrmedien

Medienbestandteil Konzentration [g/L] Medienbestandteil Konzentration [g/L]
HefeextraktPeptonGlucoseMedium | (YPG) StandardNahrmedium (SNL)
Hefeextrakt 3 GlucoseMonohydrat 30
Sojapepton 3 AsparagiAaMonohydrat 4,5
GlucoseMonohydrat 30 KRPGQ 1,5
CaCe 2 MgSQx 7 HO 0,5
HefeextraktPeptonGlucoseMedium Il (YPD) Hefeextrakt 3
Hefeextrakt 10 Spurenelementlésung 1 mL/L
Sojapepton 20 pH-Einstellung vor dem Autoklavieren
GlucoseMonohydrat 20 mit 1M NaOH auf pH 6,0
Adeninsulfat 0,03 FeGix 6 HO 80 mg/L
Malzextrakt-PeptonGlucoseMedium (MPG) Spuren ZnS@x 7 HO 90 mg/L
Malzextrakt 3 elementlosung MnSQ x HO 30 mg/L
Sojapepton 3 CuS@x 5HO 5 mg/L
GlucoseMonohydrat 33 EDTA 400 mg/L

HefeextraktMalzextrakt-GlucoseMedium (YMG)
Hefeextrakt 4
Malzextrakt 10
GlucoseMonohydrat 4

a dieses Medium wurde lediglich fidie Anzucht vorirVED getestetund vor Verwendung vom unléslichen Ca@@kantiert

35



Experimenteller Teil

2.4.2 Kultivierungstemperatur

Die Pilzewurdenin MPG (FVED, Vorkultur 7d) bzw.YDMedium (MHYFR Vorkultur 3d)
gefuhrt, wobei die Haupdulturen 7 (FVED) bzw.6 Tage (MH¥P)bei 16, 24und 37°C

inkubiert wurden.

2.4.3 Kultivierungsdauer

Beide Pilze wurdeiiber einenlangeren Zeitraum hinweg kultiviert und in regelmafigen Ab
standen Hauptkulturen geerntet.FVED wurde 3 Tagein MPGNahrmediumgefuhit und an
den Taga 7, 21 und 33 geerntefVorkultur 7d). MHY-FP wurde dagegetiir 14 Tagein YD
Medium kultiviert und die Myzeliemach2, 4, 6 sowie 14Tagengeerntet(Vorkultur 3d).

Uber den Zeitraum der Kultivierung hinweg wurde in dentu€iiberstandendie Glucose
Konzentrationermittelt, indem separat dafiir angesetzten Kulturen stemhltAliquote ent
nommen wurden Im Falle von FVE effolgte die Probennlame bis zum achten &g taglich,
bis zum 18. Kulturtag alle zwei Tage und anschlieRend jeden dritterD&agKulturen von
MHY-FP wurde dagegen bmm vierten Kulturtag taglich ein Aliquot entnommen. Ansehlie
Rend wurdgeden zweitenTag beprobtDie Aliquoe wurden zentrifugiert (16.00Q9, 30min,
4.°C), der Uberstand 1:5 (v/v) verdiinnt und derd@Be-Gehalt mittels Biosensor ermittelt.

2.4.4 Variation vonKohlenstoffzu-StickstoffVerhaltnis, Kohlenstoffund

Stickstoffquelle(Flammulina velutipes)
2.4.4.1 Kohlenstoffzu-StickstoffVerhaltnis

Zur Kultivierung vorVED wurden verschiedene Kohlenste#fu-StickstoffVerhaltnisse (C/N
Verhéltnisse)getestet Die hierfiir genutzten Vorkulturen wurdesiebenTagein MPGMe-
dium kutiviert, vor der Homogenisierung mittels Ultraturraereinigt und das Myzel mit ste
rilem VEWassemgewaschenAlsHauptkulturmediumwurde ebenfallsMPGMediumverwen-
det, wobei jedoch ausgehend vostandardméalfiig genutzten Mediuffabelle25) 1, 3bzw.
5g/LSojaepton verwendetwurden.Die GehalteanMalzextrakiund Glucosevurdenunveran-

dert beibehaltenDie Myzelernte der Hauptkulturen @tfyjte nach 2%agiger Kutivierung.

Den Kulturen wurden bis zugehntenKulturtag alle zwei, danach alle drei Tage Aligueott-

nommen, um analog zR.4.3die GlucoseéGehalte in den Kulturiberstanden zu bestimmen.
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Das C/NVerhaltnis der verschiedenen Medien wurde mittels Elementaranaiysé.abor

a%SYGNI£S 1 ylFfeidA]l d CRefiddet Yy AGieRbestuin@at FNNJ 2 NB Iy

2.4.4.2 Kohlerstoff- und Sticktoffquelle

Dartber hinaus wurde die Kultivierung von H¥Enter Verwendung diverser Kohknff-
und Stickstoffquellen untersucht. Der Pilz wusikebenTagein MEVorkultur gefiihrt, die My
zelien veeinigt, mit sterilem VBVasser gewaschen und nach Homogenisierung in MPG/MPC
Haupkulturen verschiedener Zusammensetzung@alfelle26) tberfuhrt.Die Myzelien wur

dennach weiterensiebenTagen in Hauptkultur geerntet

Tabelle26: Nahrmedienzusammensetzung mit variierter Stickstiv. Kohlenstoffquelle

Medienbestandteil Konzentration [g/L] Medienbestandteil Konzentration [g/L]
Malzextrakt-PeptonGlucoseMedium Malzextrakt-PeptonKohlenstoffMedium
(MPG Pepton/Proteirf (MPCKohlenstoffQuelle¥

Malzextrakt 3g Malzextrakt 3 g
Pepton/Proteirt 39 Sojapepton 3 g
GlucoseMonohydrat 33g KohlenstoffQuell¢ 1 GlucoseAquivalent

pH-Einstellung vor dem Autoklavieren
mit 1 M HCI bzw. NaOH auf pH 6,2

2 neben dem Ublicherweise genutzten Pepton aus Soja fanden CaEelrsen, Fleisch Gelatine, Lacalbumin, Milch- und Sabohnen

pepton sowie Milchprotein und Sojaprotein Anwendung. Das jeweilige Mediumhkiinftig mit der Abkiirzung MPG und der ngestel-

ten Pepton/ Proteinart, z.B. MPG Casein, abgekirz6 A aat D& 2Ky S %dzal G KFIyRSfid $& aiaOK dzy |
b entspiicht dem pHWert bei Verwendung von Sojapepton
¢ alsKohlenstoffQuelle wurde neben der tblicherweise verwendeten Glucose Cellobid8&@/L), Fructose (30,0/L), Lactosélonohy-

drat (30,0g/L), MaltoseMonohydrat (30,0y/L), Saccharos@8,5g/L), Sorbitol (30,8/L) und Xylose (30'L) verwendet

2.4.5 Supplementation mit Prékursoren ungeradzahliger Fettsduren

(Mortierella hyalina)

Die Supplementation mit verschiedenen Aminosauren erfolgte lediglich fur-MHDer Pilz
wurde in YEMedium gefuhrt (Vorkultur 3d), wobei die Hauptkulturer4 d) zusatzlich.-Iso-
leucin, L-Methionin, L-Threonin oder.-Valin (jeweils J/L) enthielten Als Negatikontrolle

wurde der Pilz ohne Zuséatze kultiviert.
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2.5 Supplementationsstudien zuAufklarung der Biosynthese

von Dodeell-ensdure(. 1) durchFlammulina velutipes

Die Hauptkulturen IPGN&ahmedium (Tabelle25)) wurden mit 7-tdgigen MEVorkulturen
(2.3.95 inokuliert. Wahrend der Hauptkulturfihrung wurdder potentiellePrakursor in unter
schiedlicherFeedingDesigngals Supplemerzugesetz{Tabelle27). Die verwendete Laurin
saure wurde autklaviert und warm irdasNahrmedum pipettiert, sodass sich feste Plékten

an der Oberflachdildeten.

Tabelle27Y o C $SSRAMyaFfersthieReBaBUpplementatiorsxpermentemit FVED zur Aukla-
rung de Biosyntheseweges v@dodeell-ensaure

An- Supplementation Kultur-
satz Art Menge [UL] Zeitpunkt(e)[d] Gesamtkonzentratiofmn] —dauer[d]
12:0-1-13C 85 0 1,75 7
12:0-1-13C 85 3 1,75 10
12:0-1-13C 25 0 2,5 10
50 3
50 7
4 12:01-13%C 85 0 1,75 21

Die Myzelien wurdenwie bereits beschrieben geernte2.3.6), die Lipide mih-Hexan extra
hiert (2.6.1) und nach Transmethylierur(8.6.2.1bzw.2.6.2.2 auf die Fettsaurezusamen-
setzung hin untersuch2.6.3. Analog wurde mit biologischen und chemischen Byeden
verfahren, die nicht supplementiert bzw. nicht inokuliert, jedoch mit Supplement versehen

und inkubert wurden.

DarlUber hinaus wurde aus nicht supplementierten Kulturen gewonnenes Myaglansons
ten analog zu Ansatz 1 inkubiert wurdeyr exakten Quantifizierung der gebildeten Mengen

anDodecel1-ensauregenutzt @.6.4).
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2.6 Lipid- und Fettsdureanalytik
2.6.1 Lipidextraktion

Die lyophilisierterMyzelien(2.3.6 wurden gemdrsertjn Exraktionshtilsen eingewogen und
mit Glaswolle abgedichtet. Die Extraktion mit PetrolethéQ(inL, niedrig siedend [&®5 °C])
erfolgte mittels Soxther®Apparatur Tabelle28). Den Ansatzen wurden hierfir vorab &e

steinchen hinzugefugt.

Tabelle28: Extraktionsparameter der Soxthe®Apparatur (Petrolether)

T-Klasse| 200°C Abdestillieren AA| 6x Intervall
Extraktionstemperatur| 150°C Extraktionszeit| 2h Omin
Absenkintervall| 4 min Os Abdestillieren AB| 3x Intervall
Absenkimpuls| 2s Abdestillieren AQ] 5min
Kochphasg 0h0min Programmdauer] 2h 41min

Der Uberschussige Petrolether wurde im Anschluss mit Stickstoff abgeblasen uBectier
der Soxthern®Apparaturbei 105°C bis zur Gewichtskonstafta. 45min) getrocknet.Im An
schluss wurdenié LipidgedesAnsatesin 3mL Isooctan aufgenommen undstzur wetieren

Verwendung2.6.2.1bzw.2.6.2.2 in Braunglasgefal3en unter Stickstoff Q20 °C gelagert.

Die Myzelien vorVED und MHYFPim Zugedetaillierterer Untersuchungei2.4) und den
Supplementationsstdien €.5) wurden analognit 160 mLn-Hexan und angepassten Para

tern extrahiert(Tabelle29).

Tabelle29: Extraktionsparameter der Soxthe®@#pparatur (-Hexar).

T-Klasse| 200°C Abdestillieren AA| 6x Intervall
Extraktionstemperatur| 165°C Extraktionszeitl 2h 0min
Absenkintervall] 3min30s Abdestillieren AB| 3x Intervall
Absenkimpuls| 2s Abdestillieren AQ} 5min
Kochphasg 0h0min Programmdauer| 2 h 36 min

39



Experimenteller Teil

2.6.2 Synthesevon Fettsauremethylestern

2.6.2.1 Umesterung der Fettsduren aus den fungalen Lipidextrakidtels alkalt

katalysierter Transmethylierung

DieSynthesevonFettsduremethylestererfolgtein AnlehnungandasSchnellverfahrefiTrans
methylierung unter alkalkatalysieren Bedingungen) der amtlichen Sammlung voretsu

chungsverfahren nach 864 LFGB/L 2019)

1 mL des Lipidextraktg2.6.1) wurde mit 1mL Isooctan verdinnt, mit OyhL methandischer
Kaliumhydroxidlésung2 M) versetztund kraftig geschattelt. Nach Bin Standzeit wurden
2 mLeiner gesattigtenKochsalzlésungugegebemund erneutgeschittelt.DieorganischéPha

se wurde abgenommen und Uber Nacht BEC Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet.
Vor der gaschromatographischen Analyse der organischen Ph&s8 (vurde diese, aban
gig vom Fettgehalt der jeweiligen Rpezies, gegebenenfalls 1:10 bzw. 1:100 (v/v) mibdso

tan verdunnt.

Als Blindwerte fur die Variatn der StickstofQuellen wurde analog den Pilzkulturen inkubier
tes Medium vakuumfiltriert und die erhaltenen Filterpapiere miHexan extrahiert. Die Ex
trakte wurden in 2mL Isooctan aufgenommen und vollstéandig zur Umesterung usdhdie

Renden gasalomatographischen Analyti2.6.3 verwendet.

2.6.2.2 Um- und Veresterung der Fettsduren aus den fungalen Lipidextrakten

mittels Bortrifluoridkatalysierter Transmethylierung

Die aus den Supplementationsstudieh) stammenden Lipidextraktesurden zur Methyt
veresterungsowohlder veresterten als auch ddreien FettsaurerzusatzlichnachFraatzet
al. (2018) mit Bortrifluorid methyliert Hierzu wurden 10QL Lipidextrakiverwendet. Die

gebildeten Fettsauremethylester wurdegaschromatographisch untersuc{.6.3.

2.6.2.3 Veresterung von Fettsauren als Refereropsanzen

Neben den imabelled gelisteten Fettsduremethylestern dienten diert genannten Feau
ren als Referenzsubstanzen zur Identifizierung. Letztere wurdenfrachzet al. (2018)me-
thyliert und gaschromatographisch analysie2t@.3. Dabei wurden, jenach Verfugarkeit,

50 ug bis 10ng der jeweiligen Fettsauraur Methylierungeingewogen.
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2.6.3 Gaschromatographische Fettsaureprofilanalyse

Die Analyse der gewonnenen Fettsauremethylesg6.Q) erfolgte mittels G@/AS (Tabelle

30). Dieldentifizierung der einzelnen Verbindungemrde tber einen Vergleich mit déen-

tischen Referenzsubstanzemapelle4 bzw. 2.6.2.3 vorgenommenAls gerateunabhangige

Kenngrol3en dienten dabei die Retentionsindicesri(&hvan den Dool und Kratz (196wek

che mit Hilfe der Analyse einer homologen Reihe ngklkanen fur jede $stanzberechnet

wurden Formel(1)).

Tabelle30: Gerateparameter der FAME Analyse

GCMSI
SelectFAME

He (5.0), 1,0nL/min
(constant flow)

Gaschromatograph
VFWAXms

He (5.0), 1,2nL/min
(constant flow)

Stationare Phase
Tragergas

Injektor und

Probenaufgabe 1 pLInjektionsvolumen
. . 80°C (1min), 20°C/min,
40°C (3 min)y 4 50¢ (3amin), 1°C/min,
Temperaturprogramm 3°C/min, 108°C (Qmin), 5°C/min
240°C (1amin) 250°C(15min)
Temperatur

. 250 °C
Transferline

DB5ms

He (5.0), 1,2nL/min
(constant flow)

split/splitlessinlet (Split 5:1 bis 250:1, siehe FlieRtext), 260

40°C (3 min),
3°C/min,
300 °C (D min)

lonenquelle: 230C, Quadrupol: 158G

MS-Parameter Totalionenscan, Massenbereioiz 33¢425

. ‘ Q@ 30A00AD ¥;

2 =~ -

EpmZ pma QG #H o QH# @)
RI Retentionsindex
n Anzahl der Kohlenstoffe de®mr demAnalyten eluierenden Alkans
tr(Substanz) Retentionszeit der Substanz
tr(Ch) Retentionszeit des vor der Substanz eluierenden

Alkans

tr(Ch+1) Retentionszeit des nach der Substanz eluierenden

Alkans

Dieldentifizierungen im Zuge des Screenings nackikiionorganisnen relevanter Fettau

ren 2.3) wurde anhand einer V'WAXms sowie einer Select FAVIEEnnsdule durchgefihrt.
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Die Extrakte von FVME und MHYFP wurden zusatzlich mittels Bihs analysiert. Fir die Ana
lytik weiterer FAMEEXxtrakte 2.4 und 2.5) wurde ausschlie3lich die WFAXmsTrennsaule
verwendet. Das Splitverhaltnis wurdgtetsabhangig von der jgeiligen Probe bzwRderenz

substanzgewahlt, sodassine maximak Signahtensitat von 9,9% 10° erreicht wurde.

Um vor allem fir Minorbestandteile massenspektrometrische Fragmentierungsmuster zu er
halten, wurden die Proben dartber hinaus splitlos injiziert und defDMdt&ktor zuElutions

zeiten intensiver Peaks ausgeschaltet.

2.6.4 Gaschromatographische Quantifizierung von DoekEtensaure

mittels externer Kalibrierung

Fur die Lipidextraktion mittels Soxthe®@#\pparatur 2.6.1) wurden-Hexan verwendet, wobei
dieMyzelien(2.5) nachEinwaageén die Extraktionshiilsemit 500uLinternemStandard Glyce-
roltrinonanoat 4,10Img/mLn-Hexan) versetavurden.Nach der Transmethylierung.6.2.J
wurden die organischen Extrakte per-GIS analysiertTabelle31) und Uber eine externe Ka

librierung quantifiziert

Tabelle31: Gerateparameter der FAM&nalyse zur Quantifizierung v@rodeell-ensdure

Gaschromatograph GGMS I

Stationare Phase VFEWAXms

Tragergas He (5.0), 1,2nL/min (constant flow)

Injektor und split/splitlessinlet (Split 25:1) 250°G

Probenaufgabe 1 L Injektionsvolumen

Temperaturprogramm 40°C (3 min), 3C/min, 240°C (12min)

Temperatur Transferline | 250°C

MS-Parameter lonenquelle: 230C, Quadrupol: 158G
Totalionenscan, Massenbereiai'z 33¢425

Zur Erstellung zweier Kalibriergeradenrden Verdinnungen aus Nonamnd Dodeell-en-
sauremethylester in Isooctan hergestellt (ca. 5 bis8Q) undebenfalls mittelsGCMSana

lysiert(Tabelle31).
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2.7 Transformation Enzymexpressionnd -reinigung
2.7.1 Stammbhaltung

Die verwendeterk.coli-Stamme wurden auf Platten mit t&yar(20g/L LBMedium, 15g/L
Agar)ausgestrichen und tber Nacht bei 32 im Brutschrank inkubiert. Fur dtecolFStamme
mit AntibiotikaResistenzen wrden vor dem Giel3en der Platten Kanamycin (s@mL)bzw.

Chloramphenicol (3fig/mL)zugegeben.

Die Stammbhaltung der (transformiertek)colierfolgte durch Anlegen von Kryokulturen.-Zu

nachst wurde eine Ubernachtkult87 °C, 180J/min) aus einem emers kultivierten Klon
LBMedium @Og/L, ggf. unter Antibiotikum-Zusatz)angesetzt.DiesenUbernachtkulturen
wurden4 mLentnommenund zentrifugiert(3724g, 5 min, RT) AnschlieRenavurdeder Uber-

stand verworfen und daZellpellet in 2nL LBMedium resuspendiert. Von der Sussam

wurde je 1mL in Kryordhrchen gegeben und nach Zugabe vore5p0 y /&2 A 3 S NJ- 0 Gk D
Lésung (sterilfiltriert, PorengroBe 0,22Y 0 YA GG St & =+ 2 NI SE SN#sH-dzNI  F
chen wurde eine Stunde in flissigem Stickstoff tiefgekihlt und anschlielend bis zur weiteren

+ SN¥ Sy Rdzy°8 getagelt. y n

2.7.2 Transformationenund genetische Modifikationen

Zur Expression d&2sa-DOXmit und ohne HisTagwurden die PlasmidpET28aCsa-DOX_€
His(Abbildung6) undpET28aCsa-DOX(Abbildungb) genutzt. Die zur Herstalhg deserstge-
nannten Konstruktsowiedie zur Expression notwendigen Klonierungsschritte sind als-Uber

sichtin Abbildung8 dargestellt

ZurExpression deDsa-DOX 2.7.3 und derMmCARZ.7.4 wurden direkt einsetzb@ Stam
me von den Projektpartnern Symrise bzw. Universitat Greifsatteitsgruppe Prof. UwWe.

Bornscheuergrhalten(2.1.2.1).
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Plasmid
pET28aCsa-DOX
(Abb. 2)

Transformation von
E. colilOr mit dem Plasmid
pPET28aCs2-DOX zur
Vervielfaltigung
(2.7.2.2)

Isolierung des Plasmids
pET28aCsa-DOX

Transformation von

Mutagenese zur Generierung = Co"BL21(DE3) mit
einesCsa-DOXPlasmids dem Plasmid
mit C-terminalem His-Tag pET28aCsa-DOX
(2.7.2.4)

Positionsgerichtete

Expression der
Transformation von Csa-DOX
E. colilOf mit dem ohne HisTag (2.7.3)
Plasmid
pPET28aCsaDOX_€His
zur Vervielfaltigung

Isolierung des Plasmids
PET28aCsa-DOX _His
(Abb. 3)

Transformation von E. coli
BL21(DE3) mit dem
Plasmid
pET28aCsa-DOX_€His

Expression der
Csa-DOX mit
Cterminalem His-Tag
(2.7.3)

Abbildung8: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Klonierungsddd@X
kodierenden Gensequenz und der anschlieRenden ExpressicgadzOX.
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2.7.2.1 Herstellung chemisch kompetent&r. coliZellen

NachSambrook und Greef2012)wurde aus der LBJbernachtkultur (37C, 180J/min) des
entsprechenderk.colrStammes eine L-Bauptkultur 87 °C, 180J/min, 50 mL mit1% Inoku
lum) angelegt. Bei ein@ptischen Dichtdei 600nm (ODso0) zwischen 0,5 und 0,8 wurde die
Kultur 15min auf Eis inkubiert, zentrifugiert (17504 °C, 15min), das Zellpellet it4d mLFD
Puffer Tabelle32) resupendiert und weitere 20min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifu
gation (1750, 4°C, 10min) wurde das Pellet in 3L FBPuffer aufgenommen undbis zur
weiteren Verwendungd.7.2.2 zu 100uL-Portionen beic80 °C eingelagert.

Tabelle32: Zusammensetzung dé®Puffers zuHerstellung chemisch kompetenter E..coli

Komponente Konzentration
KCI 100mM

CaCGlx 2 HO 50 mM

Glycenl 1M
Kaliumacetat 10 mM

2.7.2.2 TransformationvonE. colmit der a-Dioxygenase

ausCrocosphaera subtropi¢adierenden Gensequenz

E.coli10bwurde zunachst mit derRlasmid pET28@sa-DOX Abbildungb) transformiert, um

eine Vervielfaltigung desselben zu erméglich®azu wurdenetwa 100ng Plasmide zu
chemisch kompetentek.coli(2.7.2.] gegéen und fir 3dmin auf Eis inkubiert. Anschlie3end
folgten ein Hitzeschock (42ZC, 9Gs) und eine erneute Inkubation auf Eis (3 min). Nach Zugabe
von 700> [ -Medium wurden dieE.colirKulturen flr mindestend h bei 37°C inkubiert
anschlieRend verschiene Volunina auf einer AntibiotikunLBAgarPlatte ausplattiert und
Uber Nacht bei 37C inkibiert (2.7.1). DieTransformation wurde mittels KolonileCR2.7.2.3

Uberpruft.

Nach der Isolierung des Plasmids pETE8aDOX aus dem Aliquot einer entspherden
Ubernachtkultur 87 °C, 180J/min) mit Hilfe desNucleoSpi®bzw. desFastGene®lasmid
Mini-Kits wurde dieses fir die Transformation und ExpressionCdaiDOXohne HisTag in

E.coliBL21(DE3R.7.3 bzw. fir eine positiorgerichtete Mutagenese2(7.2.4 verwendet

Die Stammbhaltung der transformiertdf colierfolgte in Form von Kryokulture2 (7.17).
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2.7.2.3 Kolone-PolymeraseKettenreaktion ColonyPCR

EinzelneKolonien(2.7.2.9 wurden gepickt undfir 20 min bei 95°Cin 50puL sterilem Reinst
wasser inkubiert, zentrifugiert (80af) 21 °C, 5min) und anschlieRend 2|8 des Uberstandes
zur KoloniePCRTabelle33) eingesetzt.

Tabelle33: Zusammensetzunder Reaktionsmischungnd Temperaturprogramm deéolonyPCR

Temperaturprogramm
Bestandteile derReaktionsmisdung (10 L) Schrit?  Temperatur [°C] Zeit [min:s]
PhusionPolymeras€0,25U) 1 98 2:00
HFPuffer 2 98 0:30
dNTPs (0,21M) 3 60 0:30
Csa-DOX ForwardPrimer(0,5uM) 4 72 0:45
Csa-DOXReversePrimer(0,5uM) Wiederholung von Schritt 2 bis 4 (30x)
2 1: initiale Denaturierung, 2: Denaturierung,FimerBindung, ° 72 5:00
4: Elongation, 5: finale Elongation, 6: Lagerung 6 4 9]

Die erhaltenen Amplifikate wurden nach BehandlungMidoriGreen Direamittels Agarose
Gelelektrophorese untersucht(isAcetatEDTATAB-Puffer Tabelle34), 1% Ageose, 100 V,
1000 mA, 150 W).

Tabelle34: Zusammensetzung des FREffers zur Gelelektrophorese

Komponente Konzentration
Tris 2M

Eisessig 5,71% (v/v)
EDTA (pt8,0) 50 mM

2.7.2.4 Modifikation der Gensequenz mitte3uikChangg”

Zur Expression einer Variante d€sa-DOXmit Gterminalem Higag wurde das Plasmid
PET28aCsa-DOX_€His(Abbildung6) durch positionsgerichtete Mutageneaas dem verviel
faltigten MutterplasmidpET28aCsa-DOX(2.7.2.2 hergestellt Hierfir wurde @s StopCodon
im InsertvonpET28aCsa-DOX mittelQuikChangB” (Agilent)deletiert. Zur PCR wurdegtwa
100ng Mutterplasmid al§ emplateeingesetzt Tabelle35). Im Anschluss wurde die Hélfte der
Amplifikate nach Behandlung mNlidoriGreen Directnittels Agarosegelelektrophorese un
tersucht (TAEPuffer (Tabelle34), 1% Agarose, 100, 1000mA, 150W). Mit der anderen
Halfte der PCIiRrodukte erfolgte ein enzymatischer Dprérdau (luL Enzym) ifrD-Puffer
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(50pL Gesamtvolumen, 200/min, 37°C, 2n). Zur Vervielfaigung wurdekE. colilOb mit den
nicht veddaubaren ZiePlasmida transformiert unddie erfolgreiche Mutagenegeer Sequen
zierung der isolierten Plasmidenhand des T-TerminatorPrimersuberprift (Micrassynth
SEQLAB, Gidtgen).

Tabelle35: Zusammensetzunder Reaktionsmischungnd Temperaturprogramm des P@8Rsatzes
zur positionsgerichteten Mutagenese

Temperaturprogramm
Bestandteile derReaktionsmischung25 L) Schrit? Temperatur [°C] Zeit [min:s]
PhusionPolymerasd€0,5U) 1 98 2:00
HFPuffer 2 98 0:30
dNTPs (0,21M) 3 68 0:30
Csa-DOXQuikChang®' ForwardPrimer(0,5uM) 4 72 3:00
Cs2-DOXQuikChang®’" ReversePrimer(0,5uM) Wiederholung von Schritt 2 bis 4 (30x)
2 1: initiale Denaturierung, 2: Denaturierung,RimerBindung, 5 72 15:00
4: Elongation, 5: finale Elongation, 6: Lagerung 6 8 D

2.7.3 RekombinanteExpression deg-Dioxygenaseraus

Crocosphaera subtropicand Oryza sativa

Die inE.coli 10b vervielfaltigten und anschliel3end isolierten Plasmide pEf2&aDOX und
PET28aCsa-DOX_€His wurdereur Expressiom E.coliBL21(DE3) klonier2(7.2). Zur Epres-
sion derOsa-DOX wurde ein direkt einsetzbargrcoliWw3110(DE3Btamm vom Prektpart-
ner Symrise erhalter2(1.2.]).

Das Anlegen von Expressionskulturen erfolgte nach deiblmldung9 dargestelltenAblauf.
Als Negatkontrolle wurden Kulturen voiie.coli BL21(DE3) mitgefihrgie mit demLeer
Plasmid pET28a transformiert worden war Zur Expression wurden 266L LBMedium

(20g/L) in 1L-Schikanekolben verwendet.
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EInokulation von LB-Medium (Kanamycin 50 pg/mL) mit dem Aliquot einer
Kryokultur (2.7.1)

Ubfd{t‘ﬁfm Elnkubation iiber Nacht (37°C, 180 U/min)

ElInokulation von LB-Medium (ggf. Kanamycin 50 pg/mL €saDOX und Blindwert)
aus Ubernachtkultur (StartOD;,, = 0,05)

_ EInkubation (37 °C, 180 U/min)
SRR Einduktion mit 0,5 mM IPTG bei einer ORy, von 0,6 bis 0,8
EInkubation (180 U/min, 16 bis 18 h, 21°C)

EZentrifugation (3.724 g, 4°C, 15 min) und Verwerfen des Uberstandes
E, ACAOOT ¢ AAO °C bk kur deltereA VeEventungt

Abbildung9: Darstellung der Arbeitsschritte zur ExpressionadBOX

Die geernteten Zellpellets wurden mitteMsatriumdodecylsulfafolyacrylamidgelelektropho
rese (SDSPAGEuntersucht 2.7.6). Im Falle der Variante mit Hisag wurde dartber hinaus
ein Western Blot(2.7.7) durchgefuhrt.Anhard ihrer HisTag wurdendie Enzymegereinigt

2.7.5.

2.7.4 RekombinanteExpression der CarbonsauiReduktase

ausMycobacterium marinum

Zur Epression deMmCAR wurde ein direkt einsetzbatercoliRAREStamm von der Umer-
sitat Greifswald erhadin 2.1.2.1. Die Expression erfolgte gem#@®bildungl0in 1L-Erlen
meyerkollen mit 200mLLB5052-AutoinduktionsMedium (Tabelle36) (Studier 2005)

HAnokulation von LB-Medium (Chloramphenicol 34 ug/mL) mit dem Aliquot einer
Kryokultur (2.7.1)

SEELECLS pnkubation Gber Nacht (37°C, 180 U/min)

kultur

FAnokulation von LB-5052-Autoinduktionsmedium (Chloramphenicol 34 pg/mL)
aus Ubernachtkultur (StartOD;,, = 0,05)

_ HAnkubation (37 °C, 180 U/min)

SUSSU gAnderung der Inkubationsparamter (160 U/min, 6 h, 30°C)

bei einer OQ,, von 1,0 bis 1,3

kultur

EZentrifugation (3.724 g, 4°C, 15 min) und Verwerfen des Uberstandes
E ACAOOT ¢ AAO °C bislkzr deitereA YeBverltungr

Abbildungl0: Darstellung der Arbeitsschritte zur ExpressionMi®iCAR

48



Experimenteller Teil

Tabelle36: Zusammensetzung des-5852-AutoindutionsMediums

Medienbestandteil Konzentration
Caseinpepton 10 g/L
Hefeextrakt 59g/L

NacCl 10 g/L

MgSQ 1mM

NPS20x Konzentrat) 5% (viv)

(NH):SQ 66 g/L
KHPQ. 136 g/L
NaHPQ 142 g/L

5052(50x Konzentrat) 2% (viv)

Glycerol 250 g/L
Glucose 25g/L
Lactose 100 g/L

2.7.5 Reinigung der Enzyme

Die Reinigung der Enzyme erfolgti#initatschromatographisclanhand ihre HisTagsDabei
wurden Puffer unterschiedlicher Zusammensetzungerwendet Tabelle37). Als Grundlage
diente ein 50mM Phosphatpuffer (pH 7,%&-DOXMmCAR, pH 8,0 0sa-DOX)) Eine aker-
native Reinigung devimCAR erfolgte aufi@ndlage eines 5nM TrisPuffer (pH 7,5), wobei
der Aufschlusspuffer kein Ton X100 enthielt Die Reinigung erfolgte bei°€ bzw. auf Eis.

DieZellpelletsvurdenzunachst in Aufschlusspuffer resuspendiertq2®8? (m/v), Nasszellge
wicht) und dreimalfiir je 30s mittels UltraschallsondéAmplitude 10%, Cyclus 3) behandelt.
Die Lysate wurden zentrifugiert (37844 °C, 15min), der gesamte Vorgang dreimal wieeer
holt und die Uberstande fiir die Reinigung mittels Protino®NA Agarose verwendet. Dabei
wurde dagyravity-flow-Protokoll des Herstellers befolddie a-DOXwurdezur Konzentrierung
in einen 5kDaZentrifugenfilter eluiert und mit 1L Umsetzungspuffegrewaschen. 2 Elu
tion der MmCARerfolgte hingegen in einen 1DaZentrifugenfilter. Der Puffer wurde ge
manR gravity-flow-Protokoll mittels PCLO Entsalzungfiulen durch den jeweiligemagerungs
puffer (Tabelle37) ersetzt.

Tabelle37: Zusammensetzung der Puffer fir die Reinigund=teyme

Aufschlusspuffer Waschpuffer Elutionspuffer Lagerungpuffer
50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Phosphatpuffer Phosphatpuffer Phosphatpuffer Phosphatpuffer
20 mM Imidazol 40 mM Imidazol 250 mM Imidazol

1% Triton XLOO
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Zur Kontrolle der Reinheit wurde eine SBSGEZ.7.6 durchgefuhrt.Die Enzymkonzentra
tion wurde photometriscmachBradford (1976sowie bei 28(0vm Uber die jeweiligen mola
ren ExtinktionskoeffizienterfTabelle38) bestimmt, die anhand der Aminosauresequenzen

(AnhangA) mit Hilfe derSoftwareProtParankalkuliertwurden (Gasteigeet al. 2005)

Tabelle38: Kalkuliertemolare Extinktionskoeffizienten (280 nm) der verschiedenen Enzyme

Enzym molarer Extinktionskoeffizientezsonm [1/M pro cm]
Csa-DOX 96.433
Osa-DOX 103.040
MmCAR 122.995

Die gereinigteCsa-DOX wurde biochemisch charakterisie2t9) und zur biotechnologischen
Darstellung methylverzweigter Aldehyde®.10.1.3 eingesetzt. Mithilfe der gereinigten
Osa-DOXund MMCAR wurden fungale Lipidextrakte transformi@:g).

2.7.6 DenaturierendeNatriumdodecylsulfatPolyacrylamidGelelektrophorese

Die Enzymexpressio.7.3bzw.2.7.4) sowie die Reinheit der isolierten Enzyn2e7(5 wur-
den mittels SDSPAGE nachaemmli (1970uberprift. Dabei wurderein 4%iges Sammelgel

und ein 12%iges Trenngel sowie ein denaturierender Laufpuffer verwendbel|e39).

Zur Auftragung vomingereinigtem Enzymurde ein Aliquot einer Expressionskulauf eine
ODsoovon0,5bis0,6 eingestellt200 pLwurden zentrifugier{8000g, 4 °C, 5min), das Zelpel
let wurde n 30pL denaturierendem Probenauftragspufi@abelle39) resuspendiert unduf-
gekocht (95°C, 10min). Zur Beladung deGelTascherwurden 15uLverwendet An geeinig-

tem Enzym wutten etwa 2 ug aufgetragen

Nach der Trennun@50V, 150W, pro Gel 15 (Lauffront im Sammelgel) bzwn® (Lauffront
im Trenngel))wurden die Gele mit Coomassh&irbelésung und Entfarbelésung behandelt

(Tabelle39).
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Tabelle39: Zusammensetzung verwendeter Losungen zuPH Q.

Komponente Menge/Konzentration

Komponente Menge/Konzentration

denaturierenderLower TrisPuffer (pH 8,8)

denaturierenderUpper Trg-Puffer (pH 6,8)

Tris 181,7 g/L
SDS 4,0 g/L

Tris 60,5 g/L
SDS 4,0 g/L

Sammelgel SDBAGE (4%)

Trenngel SDPAGE (12%)

Reinstwasser 1,95 mL

denaturierender Upper Ton
TrisPuffer (pH 6,8) P

Rotiphorese Gel4C o n.n > |
APS (40%ige Lésun mn = > [
TEMED n >

> |

Reinstwasser 2,7 mL

denaturierender Lower 15mL
TrisPuffer (pH 8,8) ™’

Rotiphorese Gel 4C 1,8 mL
APS (40%ige Lésun mp > [
TEMED 7,5uL

denaturierender Probenauftragspuffer
SDSPAGE&gx konzentriert)

denaturierender Laufpuffer
SDSPAGEX0xkonzentriert)

TrisHCI (pH6,8) 0,3M
SDS 10% (m/v)
Bromphenolblau 0,26% (m/v)
Glycerol 50% (v/v)

b-Mercaptoethanol 8% (v/v)

Entfarbelésung

Eisessig 10% (v/v)
Ethanol 30% (v/v)

2.7.7 Western Blot

Glycin 144,2 g/L
SDS 10 g/L
Tris 30,2 g/lL

Coomassidrarbeltsung

Coomassie Blau R25 0,1% (m/v)

Eisessig 10% (v/v)

Methanol 40% (v/v)

Die Expression d&2s2-DOXmit HisTag wurde dartber hinaus mit Hilfe eines-Hagspezifi-
schenWestern Blotsiberpriift. Die Uberfiihrung der Proteine vom Polyacrylas@iel (2.7.9)
auf die PVDFRMembran erfolgtemittels einer gekthltenBlotting-Kammer (100/, 1000mA,
150W, 1:15h) mit TowbinPuffer(Tabelle40) (Towbinet al.1979) Die Membran wurde direkt
im Anschluss gewaschen, tiber Nacht b&C4mit 5% Milchpulver ifirisgepufferter Kochsalz
[6sungmit Tween®20 (TBST-Puffer, Tabelle40) blockiert und fur Zh bei Raumtemperatur
mit anti-HisHRHAnkubiert. Die Entwicklung erfolgte per Opti/ b-SubstratKit fur 30min bei

Raumtemperatur.
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Tabelle40: Zusammensetzung verwendeter Losungen zum Western Blot

Towbin-Puffer (Variante} TBST-Puffer (pH 7,5)
Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glycin  195mM NaCl 150mM
Tris 25mM TrisHCI 50 mM
Methanol 5% (v/v) Tween® 20 0,1% (v/v)

@ nachTowbinet al.(1979)

2.7.8 Funktionstestder gereinigten Enzyme

Im Falle der gereinigte®sa-DOX undVimCAR Z.7.5 wurde vor Verwendung zur Brans

formation fungaler Lipidextrakte2(8) ein Funktionstest durchgetiit.

Die jeweiligen Reaktionsmischungérabelle41) wurden nactder Inkubationmit 2 mLn-Hep
tan ausgeschuittelt, die organische Phase Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und
mittels GCFID analysiertliabelle4?).

Tabelle4l: Zusammensetzung und Inkubation der ReaktionsmischungarFunktionstest der gerei
nigten Enzyme

Oxa-DOX MmCAR
Malistab 4mL in 20mL-Vial 4mL in20 mL-Vial
Umsetzungspuffer Phosphatpuffer 5enM (pH 8,0) Phosphatpuffer 5enM (pH 75)
Enzymkonzentratioh 10 pg/mL 75 ug/mL
weitere Zusatze = ATP ImM
MgCt 10 mM
NADPH InM
Substrat (in DMSO) Myristinsaure 2,5 mM Laurinsaure 2,5 mM
Inkubation Rotator (40U/min, Mischwinkel 90°) Rotator (40U/min, Mischwinkel 90°)
4h, 37°C 24h, 0°C

2 Photometrische Bestimmung bei 28éh gemafR.7.5

Tabelle42: Gaschromatographische Gerateparameter der Funktionstests der gereinigten Enzyme

Gaschromatograph GGFID
Stationare Phase HR5
Tragergas Hz (5.0), 2,0mL/min (constant flow)
Injektor und split/splitlessinlet (Split 10:1)250°G
Probenaufgabe 1 L Injektionsvolumen
Temperaturprogramm 40°C (3 min)20°C/min,320 °C { min)
250 °C,
FIDParameter Hz (40mL/min), synthetische Luft (400L/min)
makeup-Gas: N (25 mL/min))
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2.8 Biotransformationfungaler Lipidemittels Lipase und

a-Dioxygenaseder CarbonsaureReduktase

2.8.1 Methodenentwicklung: FestphaseiMikroextraktion von Fettaldehyden

Ein AldehydMischsandard [Tabelle5) wurdein einer Konzentration von 12Hg pro mLje
Aldehydin Acdon angesetzt50 pLdieserStammldsung wurde mit den ifabelle43 genann
ten Losungenad 250 mLaufgefullt

Tabelle43: Zur SPMBethodenentwicklung genutzte Matrise

Matrixldsung Substanzen Konzentration

Reinstwasser
Phosphatpuffer | KHPQO/ NaeHPQ  50mM (pH 8,0)

Glucose 0,5% (m/v)
Phosphatpuffer I KHPGQ/ NaeHPQ  50mM (pH 8,0)
Glucose 0,5% (m/v)

Gummi arabicum  0,085% (m/v)

Phosphatpuffer Il KHPQ./ Na2HPQ ~ 200mM (pH 7,5)
Glucose 0,5% (m/v)
Triton %100 1% (miv)

Je 4 mL der hergestellten Lésungen wurden im2€/iak abgefiillt und zur gaschnoatogra
phischenAnalysebereitgestellt. Zunachst wurdeBPMBE~asern mitfiinf verschiedena Be-
schichtunger{Tabellel9) zur Extraktion der wassrigen Matrixldsung getestetbelle43). Mit

der PDMS/DVE-aser wurde daruber hinaus die Extraktion mit den Phosphatpuffern | bis Ili
untersucht(Tabelle44).

Ausgehend von den ifabelle44 genannten Standari&Extraktionsparametern waen fur die
PDMS/DVibeschichtete Faser die Parameter Extraktionstemperatur (575 °C), Ex
traktionszei (20, 45und 60 min), Kochalzzugabe(50, 100, 20@/L und gesattigt) und Schit
telgeschwindigkeit (350 und 500/min) sukzessive variiert und dabei die jeweils besten Be
dingungen fur die weitere Optimierung beibehaltesierfirwurde die wassrige Probenmatrix
verwendet und die Losung bei zu hohen Signalintensitaten erneut 1:10 mit Reinstwasser ver

dunnt.
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Tabelle44: Parameterzur Methodenentwicklog der Analyseron Aldehydemittels HSSPMEGGMS

Gaschromatograph GCGMS || GGMS I
Stationare Phase VEWAXms
Tragergas He (5.0), 1,2nL/min (constant flow)
Injektor und split/splitlessinlet (Split 10:1) | split/splitiessinlet (splitlos)
Probenaufgabe 250°C Desorptionszeit 90 § 250°C Desorptionszeit 90 s
R . .| 40 °C (3 min), 3 °C/min,

Temperaturprogramm 40 g(g/m::) 120°C (0:min), 5 *C/min,

P prog 240°C (12min)' 190 °C (0 min), 20 °C/min,

240 °C (5 min)

Temperatur Transferline 250°C

lonenquelle: 230C, Quadrupol: 158G
Totalionenscan, Massenbereiai’z 33¢300
FaserBeschichtungn: CAR/PDM&L cm x 85 um)
CW(1 cm x 60 pum)
DVB/CAR/PDM@& cm x 50/30 um)
PDMS (1 cm x 100 pm)
PDMS/DVB (&m x 65um)
Inkubationszeit 10 min
Extraktionstemperatur 40 °C
Extraktionszeit 30 min

bakeoutTemperatur 240°C (CW)
250°C (PDMS)
250°C (PDM$3VB)
270°C (DVB/CAR/PDMS)
300°C (CAR/PDMS)

bakeoutZeit vor der Injektion: 5 min

nach der Injektion: 10 min

Ruhrgeschwindigkeit250 U/min

Rihrer angeschaltet30 s

Ruhrer ausgeschalte 3 s

MS-Parameter

SPMEParameter

2.8.2 Biotransformation fungaler Lipide

Die Lipidextrakte von FME und MHYFP 2.6.1) wurden in 20nL-Vials eingewogen, das Iso
octan unter Stickstoff abgeblasen und die Lipidaib mit dem jeweiligen Umsetzungsheif
im Ultraschallbad behandelt. Digpide (5mg/mL) wurdenanschlie3end mit einekommer-
ziellen Lipase au€andida rugosdl,1 mg/mL)und einem dergereinigten Enzymé2.7.5),
0Osa-DOX(10pg/mL)oder MMCAR75 ug/mL) analogzu Tabelle41in einer Eintopfreaktion

umgesetzt.

Die Extraktion und Analyse der gebildeten Aldehyde erfolgte mitds6&SPMEGCMSO
(Tabelle45). Vor den Proben wurden stets ein FaBéindwert sowie einTransformatns
Blindwert(inkubierte Reaktionsmischurminne LipidZusat analog den Proben analysielie

olfaktorische Evaluierung erfolgte durch einen geschulten Prifer, der neben ddita@un
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die Intensitaten der auftretenden Gertiche anhand einer Skala \®(s@hwach) bis 3 (stark)

subjektv bewertete.

Tabelled5: Gerateparameter zur gaschromatographischen Analyse der aus den fungalen Lipiden gebil
deten Biotransformationsprodukte

Gaschromatograph
Stationare Phase
Tragergas

Injektor und
Probenaufgabe

Temperaturprogramm

Temperatur Transferline

MS-Parameter

GCMS/MSO
VFEWAXms

GCMS I
DB5ms

He (5.0), 1,2nL/min (constant flow)

split/splitlessinlet (splitlos)
250°C Desorptionszeit 90
40°C (3 min)5 °C/min,
240°C (12min)

split/splitlessinlet (Split 10:1 bzw.
100:1) 250°C Desorptionszeit 90 ¢
40°C (3 min)5 °C/min,

320°C (12min)

250°C
lonenquelle: 230C, Quadrupol: 158G

Totalionenscan, Massenbereioiz 33¢425

FasefBeschichtung PDMS/DVB (&m x65 pum)
Inkubationszeit 10 min
Extraktionstemperatur 60 °C
Extraktionszeit 30 min
bakeoutTemperatur 250°C
bakeoutZeit vor der Injektion: 5 min
nach der Injektion: 10 min
Ruhrgeschwindigkeit250 U/min
Ruhrer angeschaltet30 s
Rihrer ausgeschalte 3 s

SPMEParameter

Die Umsetzung detipide von F\AB (5 mg) erfolgte zusatzlichin 3,8mL50mM TrisPuffer
(pH 7,5) unter Zusatz von HM MgC}, wobei die Lipide zuichst 4h bei 40°C mitder Lipase
ausC.rugosa(5 U) behandelt wurden und erst anschlie3esharchZugabe vor®,2U MMCAR
(2.7.5 Reinigung in TrBuffer), ATP und NADPH (je /B®) auf ein Volumen von 4 &L

gebracht wurdenDie weitere Inkubation erfolgte fir eine Dauer vonhltaei 30°C

Die Enzymaktivitdder MmCARwurde Giber Formel2) anhandeines photometrischen Assays
bestimmt. Dauwurde die Extinktionsabnahme von NADPH bei@#0aufgezeichnetdieim
Zuge detJmsetzung vorDodecll-ensaure(50 uM) bei30 °C erfolgte Die Reaktion wurde in
den Kavitaten von Mikrotiterplatten durchgefiihrt, wobei das Reaktohsmen 20QuL be
trug (50mM Tris (pH 7,5), 16(M MgCs, 0,5mM ATP, 0,5nM NADPH1,49ug MmCAR,
FettsaureSubstrat gelést in DMSO

1 photometrische Bestimmung gema37.5bei 280nm
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AE— o6 e )
L1 80(
A Volumenaktivitat [U/my
(o) Anfangsgschwindigkeit [k Abs/min]
RNADPH experimentell ermittelterExtnktionskoeffizient von NADPH [! 0 d/uNl]
VF Verdinnungsfaktor

Nach der Umsetzung wurden die Biotransformationsansatze mit UhBenal als Extrak

tionsstandard versetzt und dreimal mit je 4naLt-BMEausgeschuelt. Die organischen Ex

trakte wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet undemie3enger GEMS ana

lysiert (Tabelle46). Die Quantifizierung voDodecl1-enal erfolgte anhand einer externen

KalibrierungHeptanal diente als Injektionsstandard.

Tabelle46. Gerateparameter der Quantifizierung vbodeell-enal

Gaschromatograph
Stationare Phase
Tragergas

Injektor und
Probenaufgabe

Temperaturprogramm
Temperatur Transferline
MS-Parameter

GCMS I
VFEWAXms
He (5.0), 1,2nL/min(constant flow)

split/splitlessinlet (splitios) 250°G
1 pL Injektionsvolumen

40°C (3 min)5 °C/min, 240°C (12min)
250°C

lonenquelle: 230C, Quadrupol: 158G
EinzelioneAMonitoring, Massemm/z 55, 70, 67, 81
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2.9 Charakterisierung einer neuartigea-Dioxygenase

ausCrocosphaera subtropica

2.9.1 Einfluss des @erminalen HisTags auf diee-DioxygenaseAktivitat

Neben derfur die beiden Enzymvariantekodierenden Stammewurde BL21(DE3) mit dem
Leervektor pET28a als Blindwert mitgefiihrt. Nach der Expression und Zelih8\urden
die Zellpellets mit 5L Posphapuffer (650mM, pH 7.5)gewaschen, in sL desselben
Puffers resuspettiert mit Lysozym (15Qg/mL) versetzt und eine Stunde auf tisubiert.

Im Anschluss erfolgte ein Zellaufschluss mittels Ultras@aaibde (je 5x tin, Cyclus 3, 10%
Amplitude).Nach Zentrifugation (18.00§) 4°C, 10min) wurde in den Uberstanden déro-
teingehaltbestimmt(Bradford 1976)Unter Beriicksichtigung der zuvor zugegebenen Menge
an Lysozym wurden identische Privtgehalte (3,7 mg/mL) eingestellt. Die erhaltenen Pro
teinextrakte wurden auf eine denaturierende SPAGE aufgetragei2.7.6) unddie a-DOX
Aktivitat geman 2.9.4 mittels SauerstoffSonde bestimmt(Einsatz von 5QL Rohextrakt,
Myristinsaure (80QuM) als SubstrattO mM Phosphatpuffer (pH 7,5) mit 1% TritorlB0als

Umsetzungpuffer).

2.9.2 ThermofluorAssay zur Bestimmung der Enzymstabili{&tcreening)

Die Stabilitat des Enzyms wurde ngehivinet al. (2013)mittels ThermofluorAssay in ver
schiedenen Phosphatpufferlésungen ¢N®Q/KHPQ, pH 6,58) mit Zusatzen an NaCl und
DMSO untersucht. Die Volumina der Reaktionsansatze betrug@h 2%t einer Enzykon-
zentrdion (2.7.95 von 0,2ug/pL. Nach Zentrifugatio(2000g, 4°C, 5min) wurde der Assay
mittels ReatTime-PCRCycles durchgefuhrt(Tabelle47). Die Fluoreszenzmessung erfolgte al

le 5s (AbsorptiongEmissionsnaximum 470/569m).

Tabelled7: Temperaturprogramm des PCHyclers wahrend des Thermoflukssays

Programmstatus  Temperatur Zeit [min:s]

Konditionierung 10°C 03:00
Gradient 1°C/min 75:00

2.9.3 Bestimmung von SaizpH und Temperaturoptimum

Zur Optimierung der Umsetzungsparameter wurden der Einfluss dédeuites (6, 7, 7,5, 8,
9), derPhosphatpuffeiKonzentration (50, 100, 200, 4&@M), der Temperatur (20, 25, 30, 35,
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40 °C) sowie des Zusatzes von Additiven (NaCl, DMSO, ¥1i@0) auf die Umsetzung tps-
tet.

Zum Test der zuerst genannten Parameter sowie des Zusatzes vo(b8a®) und DMSO
(2,5% (v/v)) wurden Umsetzungen immd-MalR3stab in 20nL-Vials durchgefuhrt. Ausgangs
punkt der Optimierung war ein 5&M Phosphatpuffer mit pH 7,5. Als Substrate wurdie
Carbonséaure 11:0, 13:0 und 15:@jeweils 5mM) verwendet, die neh Zugabe des Puffers
5min im Ultraschallbad dispergiert wurden. Anschlielend wurde gereini@t@ss( Enzym
zugegeben (10pug/mL), mittels Rotator (4Q/min, 90° Mschwinkel, Zh) inkubiert und die
Reaktion nach Abkuhlung in Eisnigh) durch Zugabe von 2QQ. HCI (M) gestoppt. Die Pro
ben wuden per HSPMEGCMS analysiert{abelle48). Beim Test unterschiedlicher Puffer
zusanmensetzungen wurden die Reaktionsldsungen vor der Anagi€mL aufgefullt und

dabei auf identische Salazw. DMS&onzentrationen angepasst.

Tabelle48: Gerateparameter deAldehydAnalyse mittels HSPMEGCGMS

Gaschromatograph GGMS/MSO

Stationare Phase VEWAXms

Tragergas He (5.0), 1,2nL/min (constant flow)
Injektor und split/splitlessinlet (Split 100:1)250°C
Probenaufgabe Desorptionszeit 90 s
Temperaturprogramm 40°C (3 min)5 °C/min, 240°C (12min)
Temperatur Transferline 250°C

lonenquelle: 230C, Quadrupol: 158G

MSParameter Totalionenscan, Massenbereiofz 33¢425
FaserBeschichtung PDMS/DVB (&m x 65.4m)
Inkubationszeit 10 min
Extraktionstemperatur 60°C
Extraktionszeit 30 min
bakeoutTemperatur 250°C
SPMEParameter bakeoutZeit vor der Injektion: 5 min
nach der Injektion: 10 min
Ruhrgeschwindigkeit 250 U/min
Ruhrer angeschaltet 30s
Ruhrer ausgeschalte 3s

Der Test des Zusatzes von NaCln®0) und Tritonx-100 (0,1, 0,5, 1,0%) wurde im
300puL-Mal3stab mit dem Substrat Tridecansaureu{@) durchgefuhrt. Als Ausgangspunkt
diente hierbei ein 200nM Phosphatpuffer (pH 7,5). Die Messungen erfolgten mittels Sauer

stoffsonde geméal2.9.4
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2.9.4 Bestimmung enzymkinetischeParameter

Die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter erfolgte unter optimierten Bedingungen
(2.9.3 anhand der Messung des Sauerstééirbrauchs mittels optischer Sauerstoffsonde. Die
Umsetzungen wurden dabei in den Kavitaten von Mikrotiterplatten imjB0Malstab durch
gefuhrt. Die Durcimischung der Reaktionslosung werdurch einen Mikroruhrfisch (ghm)
mittels Mehrfachmagnetiihrer gewéhrleistet Tabelle49). Vor Beginn der Messungen wurde
die Sonde gemalf Herstellerangaben mit gegteti NatriumdithionitLoésung bzw. luftgeséat

tigtem Reinstwasser kakiert.

Als Blindwerte wurden Messungen ohne Zugabe der Enzymlésung (Blindwert ohne Enzym),
ohne Zugabe der Fettsauresubstratlésung (Blindwert ohne Substrat) und mit abgekochter
(95°C, 10min) Enzymldsung (Blindwert mit inaktiviertem Enzym) in Umsetzungspuffer A und

B durchgeflhrt.

Tabelle49: Parameter zur Sauerstoffmessung im Zuge der enzymkinetischen t€tisiang der
Csa-DOX

Zusammensetzung der Reaktionslésung ParameterSauerstoffmessung
Phosphatpuffer 285uL Messvorgang
Umsetzungspuffer A 200 mM Phosphatpuffer Start 10s vor Enzymzugabe zu
50 mM NaCl Reaktionslésung
Umsetzungspuffer B 200 mMPhosphatpuffer Stop 2:30 min
50 mM Nacl Messintervall 10 s
1% (v/v) TritonX-100
Substrat 7,5 puL in DMSO Durchmischung  250U/min
(div. Konzentrationen)
Enzyml6sung 7,5 uL Temperatur 25+ 2°C
(gemanR2.7.5gereinigt) (400 pg/mL) Programm OxyView TX3v602

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat bezlglictMEBhyltetradecarsdure und Myristin
saureerfolgte anhand einer 200M DMSGSammldsung (entspricht BIM in der Reaktions
I6sung) in Umsetzungspuffer A. Die Ergebnisse wurdeserurpraparativen Biotransfona-

tion der methylverzweigten Carbonséaureéhl(0.1.3 genutzt.

Zur Bestimmung der Michaelionstanten Kkm) und maxinalen Reaktionsgeschwindigkeiten
(vmax) erfolgten die Messungen in Umsetzspgffer B mit denselben Substraten mit Stamm
konzentrationen von 62,5, 125, 167, 250, 50000, 2000, 4000 und 8000 uM in DMSO.
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Die Michaeligkonstanten Km) und maximalen Reaktionsgeschwindigkeitenaf) wurden
mittels OrigirPro kalkuliert. Die katlytischen Konstantenkfa:) wurden nachFormel(3) be-

rechnetund de katalytische Effizienz als Quotient dds und Km bestimmit.

HA AC/; AUQU i )
Kcat katalytische Konstante [1/s]
Vimax maximaleReaktionsgeschwindigkeit [UM pro s]
Cenzym  Enzymkonzentration [LM]

2.9.5 Substratspektrum

Zur Bestimmung des Substratspektrums wurde fir folgende Fettsdarbeitskonzentration
100uM) der SauerstofVerbrauch geméaf®.9.4analysiert:8:0, 10:0, 10:1(9), 12:0, 12: 145
12:1(11), 14:0, 14:11Q, 16:0, 16:1(B), 16:1(PY), 18:0, 18:1(8), 18:2(Z,122). Die Messungen

erfolgten in Umstzungspuffer Aabelle49) mit einer Enzymkonzentration von @/mL.
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2.10 Darstellung und Charakterisierungl-ungesattigter sowie

Iso- und anteisomethylverzweigter Ale&thyde

2.10.1Darstellung und Isolierung der Aldehyde

Die Carbonsaure 7:1(6), 12:1(11), 13:1(12) und 15:1(14urden mittels LiAllH zu den
entsprechenden Alkoholen reduzie.(0.1.). Nach saulenchromatograuher Istierung
(2.10.1.9 erfolgte die selektive Oxidation zu den jeliggan Aldehydend.10.1.3. Die Alkohole
Oct7-en-1-ol, Non8-en-1-ol sowie Dec9-en-1-ol wurden kommerziell erworben und eben

falls als Edukte fir die Oxidation zerdjeweiligen Aldehyden eingesetzt.

Die Darstellung deiso- und anteisomethylverzweigten Aldehyd@Go¢Gs) erfolgte enzyma
tisch mittels rekombinanteCsz-DOXaus den jeweiligen um ein Kohlenstoffatom langeren
Fettsauren 2.10.1.3. Die Isolierung der Biotransformationsplidkte wurde analog den che

mischen Synthes®odukten durchgefihrt(2.10.1.4.

2.10.1.1 Reduktion von Carbonsauren mit LiAIH

Als Losungsmittel zur Reduktion der Carbonsauren mit LdMidte t-BME, der vor Verwen
dung getrocknet wurde. Hierfur wurden 5@GLt-BMEmit 25g KOHPlatzchen versetzt und
zwei Stunden geruhrt. Das Gemisch wurde in einen Rundkolben filtriert und ngtz2&lei
nertem, elementarem Natrium sowie zwei Spatelspitzen Benzophenon versetzt. Ein geoff
neter Tropftrichter mit aufgesetztem Metallkihler undo€kenrohr wurde aufgesetzt und bis
zum Farbumschlag des Benzophenons (d3. unter Ruckfluss erhitzt. Im Anschluss wurde

der Tropfrichter verschlossen, um das getrocknete Losungsmittel aufzufangen.

40mL des getrocknetetBME wurden in einem 25@L-Dreihalskolben mit Metallkiihler mit
einem Uberschuss an LiAlersetzt. Uber einen Tropftrichter wurde in 26Lt-BME geldstes
Edukt unter Ruhren in den Rundkolben getropft. Die entstehende Suspension wirde 4
geruhrt und halbstindig kleine Mengen an Redolksmittel zugegeben. Anschliel3end wur
den Uber den Tropftrichter 1B1L Eiswasser zugegeben und der gebildete Niederschlag durch
Zugabe von 10%iger$Q in Losung gebracht. Die organische Phase wurde mittels Seheide
trichter abgetrennt und die wassrige &e zusatzlich dreimal mit je BGL Diethylether
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, zweimal mit jls@esattigter Nacl
Lésung gewaschen und durch Filtration mit wasserfreiersSRagetrocknet (Becker und

Beckert 2015)Der erhaltene Rohextrakt wurde mittels Rotationsverdampfer und Abblasen
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mit N2 von organischem Losungsmittel befreit. Die Isolierung des jeweiligen Syntheseproduk

tes erfolgte sdulenchromatogphisch 2.10.1.4.

2.10.1.2 Selektive Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden (EMagin-Oxidation)

3,09 DesaMartin Periodinan wurda in 100mL CHCE suspendiert und 6,5mol des zu oxi
dierenden Alkohols zugegeben. Die Suspension wuitdén2einem 25@nL-Rundkolben bei

Raumtemperatur geruhrt.

12,59 NaS0s x5 H.0O wurden in 80nL gesattigter NaHGQ.0sung geldst. Die Losung wurde
mit der Reaktionsmischung vereint und in geruhrt. Die organische Phase wurde mittels
Scheidetrichter abgetrennt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit jeL3Diethylether
extrahiert. Alle organischen Phasen wurden vereint, mitr@Ogesattigter NaHGQ.6sung so
wie zweimal mi40 mL VEWasser gewaschen und im Anschluss Uber wasserfreiei@Na
getrocknet (Desset al. 1983) Der resultieende Rohextrakt wurde mittels Rotationsdam-
pfer und Abblasen mit Avon organischem LOosungsmittel befreit. Im Falle des {8emtals
erfolgte das Einengen per Vigreuxkolonne {85Wasserbadtemperatur). Die Isolierung des

jeweiligen Syntheseproduktesfolgte sdulenchromatographiscB.(0.1.4.

2.10.1.3 Biotechnologische Darstellung methylverzweigter Aldehyde

mittels a-Dioxygenase au€rocosphaera subtropica

Die Umsetzung der methylverzweigten Fettsduréso{und anteiseCiz bis Ge) erfolgte mit
tels gereinigteiCsa-DOX 2.7.5 im 4 mL-Mal3stab in 20nL-Vialsunter Anwenduigy der zuvor
optimierten Umsetzungsparamete2.0.3 200mM Phosphatpuffer, 5&nM NacCl, pH,5,
25°C) Das Substraf50 umol) wurde vor Zugabe des Enzyils25U) im Ultraschallbad dis
pergiert(5min). DiespezifischéktivitdtdesgereinigtenEnzymsvurdeanhandder 13-Methyl-

tetradecansaure (piM) bestimmt £.9.4).

Nach einstundiger Inkubation mittels RotatdOU/min, Mischwinkel 90'wurden die Proben
auf Eis abgekuhlt @in), mit 200uL HCI (M) versetzt und dreimal mije 4mL n-Pen
tan/Diethylether (1:1,12 (v/v)) extrahierDer organische Extrakt wurde vor der sauero-
matographischen Isolierun@.l0.1.4 an der Vigreuxkolonne (4& Wasserbdadmperaur)

eingeengt und in 50QLn-Pentan aufgenommen.
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2.10.1.4 Isolierungder chemischen Synthesend Biotransformationsprodukte

Dielsolierunglersyntheisierten. 1-ungesattigterAlkohole(2.10.1.)undAldehydg2.10.1.9
erfolgte saulenchromatographisch. Hierfir wurde eine Chromatographiesaulengonit

209 Kieselgel (Uber Nacht bei 105 getrocknet) als stationare Phase verwendet. Dikelso
rung der methylverzweigten Aldehyde erfolgte analog mit einer klein€leromat@raphie-

saule (2@&cm) und 7g getrocknetem Kieselgel. Die Zusammensetzung des FlieRmittels richtete

sich nach dem jeweiligeArodukt(Tabelle50).

Tabelle50: FlieBmittelzusammensetzung zur saulenchromatographischen Isolierung dertisyerthe
i S y-ungesattigten Alkohole und Aldehyde

Zu isolierendes Syntheseproduk FlieBmittelzusammensetzung (v/v)

Hept6-enal 80/20 n-Pentan/Diethylether
Hept6-en-1-ol 60/40 n-Pentan/Diethylether
Oct7-enal 98,5/1,5n-Hexan/Diethylether
Non-8-enal 92,5/7,5n-Hexan/Diethylether
Dec9-enal 95/5 n-Hexan/Diethylether
Dodecll-enal 90/10 n-Hexan/Diethylether
Dodecll-en-1-ol 60/40 n-Hexant-BME
Tridec12-enal 95/5 n-Hexan/Diethylether
Tridec12-en-1-ol 80/15/5 n-Hexant-BME/2Propanol
Pentadeel4-enal 97,5/2,5n-Hexan/Diethylether
Pentadeel4-en-1-ol 50/50 n-Hexan/Diethylether
methylverzweigte Aldehyde 95/5 n-Pentan/Diethylether

In 15mL-Reagenzglasern wurden Elefataktionen von ca. 8 bis 0L aufgefangen und mit
tels GGFID (Tabelle51) auf Gegenwart und Reinheit der jeweiligen Zielsubstanz gepruft.
Fraktionen, die die entsprechendé&erbindung in ausreichender Reinheit enthielten, dem
vereint und mittels Rotationsverdangr bzw. im Falle des Heptenals und der methyker-
zweigten Aldehyde per Vigredsolonne (43C Wasserbadtemperatur) eingeengt. Losungs
mittelreste wurden durch Abblasen mitRntfernt. Die isolierten Reinsubstanzen wurden bis

zur weiteren Verwedungbei¢20°C in Braungla¥ials gelagert.
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Tabelle51: Gerateparameter zur Analyse der Fraktionen der sdulenchromatographischen Reinigung
@ 2 y -ungesittigten Syntheseprodukteimd methylverzweigten Biotransformationsprodukten

Gaschromatograph GGFID
Stationare Phase HRINNOWax
Tragergas Hz (5.0), 2,0mL/min (constant flow)
Injektor und split/splitlessinlet (Split 10:1)250°C
Probenaufgabe 1 L Injektionsvolumen
Temperaturprogramm 40°C (3 min), 20C/min, 240°C (5min)
250 °C,
FIDParameter Hz (40mL/min), synthetische Luft (408L/min)
makeup-Gas: N (25 mL/min))

2.10.2Gaschromatographische Charakterisierung und Strukturanalyse

der isolierten Substanzen

Die Reinheit der isolierten Verbindungeh10.1.4 wurde gaschromatographisch untersucht.
Hierflr wurde je Substanz eine Losung (cengImL) inn-Pentan/Diethylether (1:1,12 (v/v))

angesetzt und mittels GMIS analysiert{abelle52, rechts).

Uber die Analyse einer homologen Reihe weilkanen wurdennachvan den Dool und Kratz
(1963)die RIsder Verbindungen fir die polare \WFAXTrennsaule bestimmtFormel(1)). Ein
entsprechend angesetzter Mischstandard sowie Mischstandards der kommerziell erworbenen
. 1-ungesatigten Alkdole und Carbonsauren (Konzentrationen je can@gImL) wurden zur

Bestimmung der RIs anhand einer unpolaBB5-Trennsaule genutziTabelle52).

Tabelle52: Gerateparameter zuAbschatzungler Reinheit un@estimmung deRk.

Gaschromatograph GGMSI | GGMS I

Stationare Phase DB5ms | VFWAXms

Tragergas He (5.0), 1,2nL/min (constant flow)

Injektor und split/splitlessinlet (Spli 10:1¢200:1), 250 °C,

Probenaufgabe 1 uL Injektionsvolumen

Temperaturprogramm 40°C (3 min), 8C/min, SOQ’C 40°C.(3 min), 5C/min, 240°C
(20min) | (12min)

Temperatur Transferline 250 °C

MS-Parameter lonenquelle: fASa(ZCSZ,eQnEg?é;%ﬁyzlgig&otalionenscan,

Fur die methylverzweigten Aldehyde wurde dartiber hinaus die akkurate Masse mittels
atmospheric pressure chemical ionizatiime of flightMassenspektrometriédAPGITOFMS)
bestimmt (Tabelle53).
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Tabelle53: Gerateparameteder APCITOFMS

lonenquellengasl (GS1) 15 psi
lonenquellengas ZGS2) 30 psi
Curtain GagCUR) 25 psi
Temperatur (TEM) 400,0 °C

lon Spray Voltage FloatingISVF) 5500,0 V
Flussrate 100,00 pL/min
Declustering Potentia(DP) 60,00 V
Kollisionsenergi€CE) 5,00 V
TOFMassa 90 bis 500 Da
Polaritat Positiv

Neben demmassenspektrometrischen Untersuchungen wurden zur Strukturanalysepiern
resonanzspektroskopische Experimentét-(und *GNMR, 'HH correlated spectroscopy
(COSY)heteronuclear singlguantum coherenc€HSQC) undheteronuclear multiple bond
correlaion (HMBC)pei Raumtemperatudurchgefihrt. Hierfir wurden ca. 20 mg jeder-iso

lierten . 1-ungesattigten Substanz bzw. die Gesamtmenge der isolierten methylverzweigten
Aldehyde in ein NMRROhrchen eingewogen und in ca. @0 deuteriertem Chlorairm

(0,03% TMS (v/v)) gelost. DieNMR/ I £ @ &Sy 6 dzNRSY AY [ 02N a®%Sy

fur organische Chemie der JLU Giel3en durchgefihrt.

2.10.3Sensorische Charakterisierumtgr . 1-ungesattigtenAldehyde
2.10.3.1 Bestimmung der sensorischen Reinhmittels GCGFIDO

Von jeder isolierten 1-ungesattigten Verbindung2(10.1.9 wurde eine Losung in-Pen
tan/Diethylether (1:1,12 (v/v)) (ca. rhg/mL) angesetzt. Diese wurdenfahre olfaktorische
Reinheit hin untersucht, da enthaltene Fremdsubstanzen die sensorischen Untersuchungen
(2.10.3.2und 2.10.3.4 storen bzw. beeinflussen kdnnten. Die Aldelhyisungen wurden
schrittweise mitn-Pentan/Diethylether (1:1,12 (v/v)) verdinnt, die Verdinnungen durch ein

en geschulten Prufer mittels @G2DO analysier{Tabelle54) und Uber Fanel (4) der dfakto-
rischeReirheitsfaktor(ORF berechnet. Dieser gibt den Verdinnungsfaktor zwischen den bei
den Vedinnungensstufen an, bei denen der Analyt gerade noch wahrnehmbaMigrnd

keine geruchsaktive Kontaminante mehr detektierbar vafJ.
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Tabelle54 DS NNG SLI NF YSGSNI T dzNJ « 6 SNLINN T dzy 3 -id§ebiktig Sy & 2 N
ten Aldehyde (GEIDO).

Gaschromatograph GGFIBO
Stationare Phase VEWAXms
Tragergas Hz (5.0),2,2 mL/min (constant flow)
Injektor und Probenaufgabe | cool on columfCOG])nlet (40°C track over), 1 yL Injektionsvolumen
Temperaturprogramm 40°C (3 min)10 °C/min, 24C°C { min)

FID (250 °C,2H40mL/min), synthetische Luft (408L/min),
Detektor-Parameter makeup-Gas: M (25 mL/min))

ODP (Transferline 25C, Mischkammer 15TC)

5o L0
v 0 4)

ORF olfaktorischer Reinheitsfaktor

VR Verdinnungsfaktor der Losung,
bei der der Analyt gerade noch olfaktorisch wahrnehmbar wal

VFK, Verdinnungsfaktor der Lésung
ohne Wahrnehmung von Fremdsubstanzen

2.10.3.2 Bestimmung der Geruchsqualitaten

Die isolierten Aldehyde2(10.1.4 wurdeneinemPanel zur Bestimmung der Geruchsqualitaten
prasentiert. Die Panellisten wurden wdchentlich auf das Erkerozsn Bestimmervon Ge

ruchsattributen trainiert

Dieisolierten. 1-ungesattigtenAldehydewurden zu Konzentrationen von 20g/mL in Etha
nol gelost und jeweils 1:40.000 (v/v) mit-WEasser auf eine Konzentration von 50§/L ver
dunnt. 10mL dieser Lésungen wurden in B&-Schrappdeckeplaser gefllt. Die vechlos
senen Gefal3e wurdesiebenPrifern @ weiblich,3 mannlich im Alter von 24 bis 32 Jah)
zur Bewertung ausgehéndigt. Die Prufer sollten zunachst ohne Absprache fir jéidedJeg

assoziierte Geruchsattribute saneln.

AnschlieRend wurden mit dem gesamten Panel Begriffe fir die Bewertung aller Verbindungen
definiert. Anhand frischer Proben wurden die Prifer dazu aufgefordert, jede Substanz mit den
zuvor festgelegten Attributen zu bewerten udénselbenintensitéden von 1 (schwach) bis 5

(stark wahrnehmbar) zuzuordnen.
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2.10.3.3 Bestimmung der Geruchsschwellen in Luft

Die Bestimmung der Geruchsschwellen in Luft erfolgte ndchch und Grosch (198.Dafur
wurdenzweiMischstandardgder . 1-ungesattigten AldehydsowieAlkohole (je 1 mg/mL)mit
(2B-Dec2-enal fur die Aldehyde) bzw. B-Hex2-enal (Ur die Alkohole) als interne Stan
dards(je 1mg/mL)in t-BME angesetztUm CeElutionen mit den Analyten amsschlidien,
wurden vor demMischenalle Komponentermittels GGFIBO auf dasVorhandenseimaodi-
cherolfaktorischerVerunreinigungen hin tberprift. Die Mischungen wurden sohrése 1:1
(v/v) vedUnnt undvonvier trainierten Prufern(2 weiblich,2 mannlich im Alter von 20 bis 28
Jahren)mittels GCFIDO analysiert Tabelle55), bis keine Substanzen mehr am ODP wahr
nehmbar waren Die Geruchsschwellen wurden fir jeden Panellisten individuell berechnet

(Formel(5)).

Tabelleb5: Gerateparameter zur Bestimmung von Geruchsschwellen in Lufft P&X).

Gaschromatograph GGFIBO
Stationare Phase VEWAXms
Tragergas Hz (5.0),2,2mL/min (constant flow)

Injektor und Probenaufgabe] cool on columfCOG])nlet (40°C track over), 1 pL Injektionsvolumen
40°C (3 min)5 °C/min, 24C¢°C { min)

[40 °C (3 min), 5 °C/min, 180 °C (0 min), 30 °C/min, 240 °C (12 min)
FID (250 °C,2H40 mL/min), synthetische Luft (4Q@L/min),

Detektor-Parameter makeup-Gas: N (25 mL/min))
ODP (Transferline 25€, Mischkammer 15CC)

a2 Temperaturprogramm, das fir die Bestimmung der Geruchsschwellen der methylverzweigten Aldeh@d®4 verwendet wurde

Temperaturprogramm

] 43P3B &34
I 4l 3% && (5)
P
OT(X)aer Geruchsschwellewvert in Luft [ng/L]
oT Geruchsschwelle des internen Standards in Luft (ng/L]
ST OT(E)-Dec—Z-enaI= 2,7 ng/L bZV\OT(E)-Hex-Z-enaI =34 ng/E 9
[ x Konzentration der Substanz X im Mischstandard [mg/mL]
[isT Konzentration des internen Standards im Mischstandard [mg/mL]
Kleinste Verdinnungsstufe, bei der die Substanz X gerade n
VFx .
wahrnehmbar ist
VE Kleinster Verdinnungsstufe, bei der der interne Standard
ST

gerade noch wahrnehmbar ist
a nachTeranishet al. (1974)
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2.10.3.4 Bestimmung der Geruchsschwellen in Wasser

Die Bestimmung der Geruchsschwellen in Wasser erfolgte in Anlehnungzamyet al.
(2008) Zunachstwurden ethanolische Lésungen der Analyten hergestellt. Diese Sta&mm
sungen (Tabelle56) wurden mit Ethanol irsiebenSchritten weiter 1:3 (v/v) verdinnt. Diese
acht ethanolischen Losungen wurden je 1:2000 (v/v) mitWEsser verdunnt, je 1L der
resukierenden wassrigen Loésungen in 8&-Schnappdeckelglaser abgefillt und diese an
schlid3end veschlosen. Die Glaser (Probe A) wurden mit jeweils zwei ethanehisdsriga
Lésungen (Prdoe B) mit dreistelligen Zufallszahlen kodiert und in Form von Tripletts in abstei
gender Komertration und zufallig alternierender Aufstellumgnem Panel zur Bewemg dar
gereicht. Die Proanden wurden aufgefordert, die Proben orthonasal abzuriechen und die pro
Triplett abweichende Probe auf einem Prifbogen zu notieren. Zur Unterscheidung zwischen
Wahmehmungs und Erkennungsschwelle l#en die Probanden dariber hinaus die letzte
Probe notieen, bei der sie den Geruch noch qualitativ erkennen konnten.

Tabelle56: Konzentrationen der eingesetzten ethanolischen Stammldsungen zur Bestimmung der Ge
ruchsschwellen mungesattigter Aldehyde in Wasser.

Kettenlange-. 1-ungesattigtes Aldehyd C7 C8 C9 C10 Cl1 Ci12 cC13
Konzentration [pug/pL] 0,60 060 0,060 0,067 020 2,0 2,0

Das SensoriRanel bestand aus 51 Priufern (31 weiblich, 20 mannlich) im Alter zwischen 16
und 43 Jahren. Einige der Prifer nahmen regelmaf3ig an institutsinternen Sensorikschulungen
teil, berwiegend handelte es sich allerdings um ungeschulte Laien. Pro Substanz pruften 24

Personen auf Unterschied.

Die Auswertung erfolgte gemar DEMIS04120:2007 Dabei wurden die 24 Probentripletts
einer Konzentrationsstufe pro Substanz als Dreieckstest angesehen. Dabei wurdenein Sig
fikanzniveau vora =5% festgelegt. Nachzernyet al. (2008)wurden nur diejenigen Amtor-

ten gewertet, bei denen die abweichéa Probe entlang der absteigenden Konzentrations
reihe ohne Unterbrechung korrekt identifiziert wurd@ie Geruchsschwelle bildete dabei der
Mittelwert zwischen der niedrigsten von den Referenzen unterscheidbaneinder hochsten
nicht unterscheidbaren Kaentration des jeweiligen Aldehyds (Forr®). Als Fehlerangabe

dient die halbe Spannweite der beiden zuvor genannten Konzentrationen.
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. IgCr
| 4E % (6)
OT,y Geruchsschwellenwert in wassriger Losung [ng/L]
[ x Niedrigste vom Panel von der Referenz unterscheidbare [Mg/L]

Konzentration des Aldehyds

x1  Hochste vom Panel von der Referenz nicht unterscheidbare g/ ]
Konzentration des Aldehyds

2.10.4Sensorische Charakterisierung der methylverzweigten Aldehyde

Die Geruchsattribute der methylverzweigten Aldehyde wurdem sechswdchentlich ge

schuten Panelisten (3 weiblich, 3 mannlich im Altewon 23 bis28 Jahrehdurcheine einfach
beschreibende Prifunganhandder isolierten Reinsubstanzen bestimrziusatzlich wurden
sie wahrend der gaschromatographischen Analyse im Zuge der SchwelleBestimmung in

Luft (siehe unten) am ODP erfasst.

Die Bestimmung der Geruchsschwellger methylverzweigten Aldehyde und der entspre
cherden unverzweigten Vertreter in Luéirfolgte analogzu 2.10.3.3durch drei geshulte
Panelisten (2 weiblich,1 méannlich im Alter von 27 bis 32 JahreB)e Quantifizierung der
Aldehyde zur Berechnung der Geruchsschwellen erfolgte tUber dieG&liddethode mittels
externer KalibrierungDazu wurden die unverzweigten Aldehyde gehuwon denen ange
nommen wurde, dass sie identiscResponsé-aktoren aufwiesen wie ihre jeweiligen methyl

verzweigen Pendants. Decanal diente als Injektionsstandard.
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2.11 Entsorgungvon S1Abféallen und Chemikalien
2.11.1Sterilisierung und Entsorgung vadLAbfallen

Alle SEADbfalle wurden sterilisiert (1Bin, 135°C). Flussige Abfalle wurden (ggf. nach Filtra

tion) Uber das Laborabwasser, feste Abfélle Giber den Laborabfall entsorgt.

2.11.2Entsorgung von Chemikalien

Chemikalienund Losungsmittelabfélle wurden in den vorgesehenen Behéltnissen in den La
boren des Instituts fur Lebensmittelchemiad Lebensmittelbiotechnologie gesammahd

Uber die zentrale Entsorgungseinrichtung der JustiebigUniversitat Giel3en entsorgt.
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3  Ergebnisse
3.1 Screening verschiedener Ripezies mit Fokus
auf der Bildung relevanter Fettsauren

3.1.1 Wachstumder einzelnen Speziaesnd Lipidgehalte der gebildeten Myzelien

38 verschiedenePilzSpeziesvurden gemal®.3 kultiviert. Sie wiesersowohl inEmers (bei-
spielhaftAbbildungl1), als auchn Submerskultur(beispighaft Abbildungl12) deutliche Un

terschiedeim Hinblick aufhre Morphologieund Wachstumsgeschwindigkeitif.

Abbildungl2: Submerse Hauptkulturen verschiedener Sipezis:
a) CZE, b) FME c) INRA, d) LSU, e) MFYund f) MES.

Tabelle57 gibt eine detaillierte Ubersicht tiber die unterschiedlichen Kultivierungsdauedn
die wahrenddessen produzierten MyZ8TM Dartber hinaus wurden die Mglen auf ihre
Lipidgehalte hin untersuch®(6.1) (Tabelle57). Zinachst wurde flir jede Pilz eine Einfachbe
stimmung durchgefuhrt. Im Falle interessanter Bétireprofile(3.1.2 wurden weitere Be-
stimmungennaclgezogen, sodasdir alle relevantenPilze je nach Verfligbarkeian BTM

mindestens eine Doppelbestimmung vorlag.
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Tabelle57: Kultivierungsdauefemers, submerse Vorkultisup VK), submerse HauptkultisubHK))
produzierteBiotrockenmasse untipicgehalt der jeweiligen Pitayzelien

Kultivierungsdaueld]

Mikroor- (Unter-) N&ahr- Lipidgehalt
ganismus Abteilung® medium emers sub VK subHK BTM[g/L]" [09/100 g]
AAE3 Basidio ME(A) 8 10 4 2,67+0,08 1,29+0,08
CZE Asco PD(A) 35 5 3 2,15+ 0,® 233+ 04°
COD Basidio MEP(A) 14 10 6 28+0,1 1,29 + 0,05
CHEIN Ento YM(A) 6 3 5 7,6+0,3 25,3+0,9¢
FVED Basidio ME(A) 6 12 4 2,34 + 0,07 2,8+ 04
FFO Basidio ME(A) 6 9 4 1,99 £ 0,02 37+0,2
FPiD Basidio ME(A) 6 6 3 3,02 +0,01 3,0+ 03¢
GAP Basidio ME(A) 6 8 4 28+0,1 1,69 + 0,09
GLU Basidio MEP(A) 7 8 4 23+0,2 2,6 + 04f
INRA Basidio MEP(A) 10 14 4 2,99+0,08 1,24+0,03
LVIFP Asco ME(A) 70 7 4 4,69+0,08 3,74+0,08
LSU Basidio ME(A) 5 9 7 2,93+0,03 3,21+0,08
LED Basidio ME(A) 7 10 4 1,01 £0,03 3,
LPE Basidio MEP(A) 4 2 1 50+0,1 2,61 +0,08
MEX Basidio ME(A) 32 17 7 1,91 + 0,04 23+02¢
MPR Basidio MEP(A) 13 13 7 2,704 23+0,9
MES Asco ME(A) 6 8 6 539+0,05 14,4+ 06°
MSP Mucor YG(A) 4 3 4 5,6 %02 254+0,%
MAL-FP Mucor YG(A) 9 4 3 7803 18,1+ 0,6
MHY-FP Mucor YG(A) 7 3 3 3,54 + 0,07 29+ 1d
MIS Mucor YG(A) 20 3 3 6803 268+ 04°
MSC Basidio ME(A) 13 8 7 3,002 2,02+ 0,09
NFA Asco MEP(A) 21 3 3 41+0,2 2,0°
PSTI Basidio MEP(A) 24 17 7 453+0,02 3,11+0,04
PIGF Basidio MEP(A) 14 9 3 2,23 £ 0,03 19+03¢
PBE Basidio MEP(A) 6 8 4 2,22 +0,02 3,5
PDR Basidio MEP(A) 25 7 2 2,802 24+0,3
PER Basidio ME(A) 11 6 3 1,86 + 0,02 2,0°
POS Basidio ME(A) 6 9 8 1,67 £0,01 2,6°
POSQ Basidio ME(A) 24 18 13 22+0,1 43+0,4
PPI Basidio MEP(A) 13 10 4 3,98+0,07 2,09+0,08
PCIN Basidio ME(A) 12 7 4 30+£0,1 1,38 +0,03
PYCO Basidio ME(A) 8 7 2 2,19+0,01 2,
RAZ Mucor ME(A) 3 3 2 2,87 + 0,06 14+ 1¢
SHI Basidio MEP(A) 9 6 3 352+0,06 2,39+0,04
STRU Basidio MEP(A) 9 6 4 3,7+ 04 1,54 + 0,07
TVE Basidio ME(A) 4 3 6 2,47 0,05 2,0
WCQC Basidio ME(A) 5 7 5 4,03+0,03 1,12 +0,07

a Asco=AscomycotaBasidio= BasidiomycotaEnto =EntomophthoromycotinaMucor =Mucoromycotina

b die Einheit versteht sich als g pro L Hauptkulturmedium (inklusiokulnm); den Werten liegmindestens eine Dreifachbestimmung
zugrunde; als Fehler ist der Standardfehler angegeben

¢ Einfachbestimmung? Doppelbestimmung;® Dreifachbestimmung; ¢ Vierfachbestimmung
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Aus dererhaltenen MyzeBTMund denermittelten Lipidgehalten wurde die Lipidaushe

pro Liter Nahrmedium berechnet. Abgesehen von einigen sehr lipidreichen Spezies (CZE,
CHEIN, MES, MSP, MAEP, MHY¥-P, MIS und RAZ) betrug skén der Regel 25 bis 10fg

pro Liter HauptkulturmediumAbbildungl3).

Lipidausbeute [mg/L]
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Abbildung13: Lipidausbeuterder 38 untersuchten Pilzspezigso Liter Hauptkulturmedium (blau:

Basidiomycotadunkelblau Ascomycotahellblau Entomophthoromycotinggrau: Mucoromycotina)
Im Falle von Mehrfachbestimmungen erfolgt die Fehlerangabe in Form des Standardfehlers.

3.1.2 Fettsaureprofile

Nach der Lipidextraktionvurden die Fettsaurernzu Fettsduremethylesterrumgeestert
(2.6.2.0 und deren Profié mittels GEMS bestimmt 2.6.3. Bedingung fir eine eindeutige

Idertifizierung war zonachstdie Ubereinstimmung deRIsnachvan den Dool und Kratz (1963)
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mit denjenigenauthentische Referensubstanzerauf zwei unterschiedliche GCTrenrsau
len (VFWAXms und Select FAMB)e Fettsaureprofile von FME und MHYFP wurden zu
satzlich anhand aker dritten Trennsaule (BBms) verifiziert. Die R(VFWAXms, Select FAME
und DB5ms) aler untersuchten Referenerbindungen finden sich ifabelle Al (AnhangB).
Datiber hnauswurde eine gute Ubereinstimmung des erhaltenen masgektrometrischen
Fragmemierungsmusters mit einem in der Ni®Rtenbank hinterlegten Massenspektrum-ge
fordert (RMatch >850).

ImFolgenderiindensichdie Fettsaureprofildir die 38 untersuchen Pilzspezies in alphabeti
scher ReihenfolgeT@bellen58 bis 95). Vorlaufigidentifizierte Verbindungn sind entspre
chend gekennzeichnefle nach Spezies wurden 8 bis 40 verschiedene Fettsauren mit einer
Kettendnge von €bis Ges nachgewiesen. Darunter befanden sich stMvgeséttigte als auch
(mehirfach) ungesattigte Verbindungen, die zum Keihjugierte Doppelbindungen oder auch
Methylverzweigungen aufwieserDie Ausbeuten wurden durch den relativen Anteil der

jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprdbrechnet.

Tabelle58: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil vAAES. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 8.0 <0,1 <0,1 <0, <0,03
2 14,0 0,2 02 02 0,0 0,06 +0,0
3 150 0,4 04 04 0,0 0,1 +0,0
4 160 18,0 19,7 189 0,9 6,5 +0,1
5 16:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,03
6 17.0 <0,1 <0,1 <0, <0,03
7 18:.0 0,8 1,2 1,0 101 0,3 +0,0
8 18:1(® 1,6 15 15 +0,02 0,5 +0,0
9 18:1(1D 2,1 22 22 0,05 0,7 +0,0
10 18:2(Z122 76,7 743 76 t1 26 +
11  18:3(Z 122152 0,1 01 01 0,02 0,03 0,0
12 20:2(112142 0,0 <0,1 <0, <0,03
13 24:.0 0,0 <0,1 <0,1 <0,03

# die Einheit versteht sich afg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fett
saure am Ettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicatisreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht ¢fiered geklart
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Tabelle59: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil v@ZEDie Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/LY
1 140 0,1 0,1 0,1 0,1 £0,0 05 0,0
2  141(%2 <0,1 0,0 0,0 <0,1 <0,5
3 150 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,5
4 160 29,6 29,7 29,6 29,6 0,0 148 +2
5 16:1(* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,5
6 16:1(® 1,1 1,1 1,0 1,1 +0,0 53 0,1
7 16:2(Z122 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,5
8 17.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
9 17:1(8&" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,5
10 17:1(®) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
11 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,5
12 172 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
13 18:.0 4,2 4,4 4,5 43 +01 216 0,1
14  18:1(?" 38,8 38,4 38,7 386 10,1 193 3
15 18:1(11" 0,6 0,7 0,7 06 0,0 32 0,0
16 18:2(Z129 19,3 19,3 19,2 19,3 0,0 96 £2
17 19:1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
18 18:3(%122152) 5,8 59 59 59 +09 294 +0.3
19 20:.0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 05 0,0
20 20:1(®)" <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
21 20:1(11©® <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,5
22 20:2111429 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
23  20:3(112142172) <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,5
24 220 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
25 230 0,0 <0,1 0,0 <0,1 <0,5
26 24:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgepeweil
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgieklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber auttisohe Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappijteak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle60: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von COD. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute

Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert [mg/L}*

1 60 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

2 80 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04

3 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

4 14:.0 0,3 0,2 0,4 03 0,1 0,1 +0,0
5 150 0,4 0,4 0,5 04 0,0 0,2 +0,0
6 16:.0 17,1 16,3 18,3 17,2 0,6 6,2 +0,5
7 16:1(D 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,05 +0,0
8 16:1(® 0,2 0,2 0,2 0,2 =00 0,08 +0,0
9 16:1(1p 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,04 +0,0
10 16:2(% 122 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,04

11  7Me-16:1(&)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

12 17.0 0,2 0,2 0,4 0,3 =01 0,09 +0,0
13 17:1(8) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

14 17:1(Y <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,04

15 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

16 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

17 18:.0 2,3 2,7 3,4 28 £0,3 1,0 +0,1
18 18:1(® 4,1 5,8 6,8 55 0,8 2,0 +0,3
19 18:1(1D 3,9 54 3,8 44 +05 15 +0,1
20 18:2(¥Z 122" 67,0 64,5 61,2 64 +2 23 +2
21 182 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

22 18:3(%12Z152" 0,7 0,7 0,7 0,7 0,0 0,2 +0,0
23 konjugierte 18:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

24 18:% 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,07 +0,0
25 20:1(11» 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,07 +0,0
26 20:2(1121429 0,1 0,2 0,2 0,2 0,0 0,06 +0,0
27 18:3(Z11E13p) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04

28 22:.0¢ 0,2 0,2 0,3 0,3 0,0 0,09 +0,0
29 24.0 0,3 0,2 0,7 04 %02 0,1 +0,1
30 24:1(1m) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
Summe Unbekannte 2,3 1,9 2,0 21 +041 0,7 +0,1

# die Einheit versteht sich almg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentis@teferenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dpuisftieak
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3
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Tabelle61: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil v@HEIN. Die Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L}
1 i12:.0 <0,1 <0,1 <01 <19
2 120 0,2 0,2 0,2 0,0 3,4 +0,2
3 al3.0 <0,1 <0,1 <01 <1,9
4 130 11 1,2 12 0,0 22 +2
5 i14:.0 37,5 36,6 37,1 0,6 716 +5
6 14.0 6,3 6,0 6,2 0,2 119 +5
7 141(Y <0,1 <0,1 <01 <1,9
8 alk:0 16,9 156 16,2 £0,9 313 +10
9 150 54 54 54 0,0 105 +8
10 i14:1° <0,1 <0,1 <01 <1,9
11 i16:.0 5,8 6,5 6,2 =05 120 +15
12 16:.0 9,5 9,8 9,7 0,2 187 +17
13 16:1(® 0,3 0,3 0,3 0,0 59 +0,6
14 162 <0,1 <0,1 <0,1 <1,9
15 al7:.0 0,3 0,3 0,3 0,0 6,6 +0,4
16 16:2(%122 <0,1 <0,1 <0,1 <1,9
17 170 0,1 0,1 0,1 £0,0 2,7 +0,3
18 17:1(® <0,1 <0,1 <01 <1,9
19 171 <0,1 <0,1 <01 <1,9
20 i18:.0 <0,1 <0,1 <01 <1,9
21 172 <0,1 <0,1 <01 <19
22 18:.0 0,6 0,7 0,6 0,1 12 +2
23 18:1(® 0,9 1,2 1,0 £0,2 20 +4
24 18:1(11 3,4 3,8 36 0,3 71 +9
25 182 <0,1 <0,1 <01 <19
26 18:2(%122 0,4 0,4 0,4 0,0 7,5 +0,6
27 182 <0,1 <0,1 <01 <19
28 18:3(292122 0,5 0,5 0,5 0,0 9 +1
29 19:1" <0,1 <0,1 <0, <1,9
30 20:0 <0,1 <0,1 <01 <1,9
31 20:1° <0,1 <0,1 <0, <1,9
32 PUFA 0,1 0,1 0,1 0,0 2,8 +0,2
33 201" <0,1 <0,1 <01 <19
34 207 <0,1 <0,1 <01 <19
35 20:2(112142 <0,1 <0,1 <01 <1,9
36 20:3(8&11z7 14 0,5 0,6 0,5 0,0 11 +1
37  20:4(2872112142) 8,5 9,3 89 0,6 173 +20
38 20:5(2872112112,172) 0,1 0,1 0,1 0,0 2,3 +0,1
39 220 <0,1 <0,1 <01 <1,9
40 24:.0 0,3 0,3 0,3 0,0 6,3 +0,5
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <01 <19

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettséure antettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatfteridrgeklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Ukmithentische Referenzsubstanzen
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Tabelle62: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von HYEBie Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
2 100 0,1 0,3 02 01 0,1 +0,0
3 110 0,1 0,3 02 01 0,1 +0,0
4 12:.0 55 13,7 10 t4 5 +2
5 12:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
6 121 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
7 13:.0 0,3 0,6 05 0,2 0,2 +0,1
8 13:I <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
9 14:.0 1,9 3,4 27 £0,7 14 +0,2
10 14:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
11 15:.0 1,9 2,9 24 +05 1,3 +0,1
12 16:0 22,7 24,7 24 +1 13 +1
13 16:1(D <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
14 16:1(® 0,5 0,6 06 01 0,3 +0,0
15 16:1(1Dp 0,1 0,1 01 0,0 0,05 0,0
16 16:2(72102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
17 16:2(Z122 <0,1 0,2 <0,1 <0,05
18 17:0 0,3 0,2 03 0,0 0,1 +0,0
19 17:1(®" <0,1 <0,1 <01 <0,05
20 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
21 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
22 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
23 180 6,8 3,9 5 +2 3 +1
24  18:1(® 15,9 11,7 14 +2 8 +2
25 18:1(11» 0,9 0,7 08 0,1 0,4 +0,1
26 18:2(%12 37,3 32,5 35 +2 19 +
27 18> =™ 0,9 0,7 08 0,1 0,4 +0,1
28 18:3(¥%12Z 159" 3,5 2,6 30 04 1,7 +0,5
29 200 0,1 0,1 01 0,0 0,07 0,0
30 230 0,1 0,2 01 0,0 0,06 0,0
31 240 0,6 0,1 04 0,3 0,2 0,2
Summe Unbekannte <0,1 0,1 <0,1 <0,05

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappuijteak
der sichnicht basisliniengetrennt auflésen liefl3

78



Ergebnisse

Tabelle63: Mittels GEMSanalysiertes Fettsaureprofil von FFO. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1 Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Mittelwert Ausbeute [mg/L}
1 14:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,08 0,0
2 15:0 0,9 1,3 1,2 11 1,1 0,1 0,8 +0,1
3 16:0 14,0 11,9 12,2 12,0 125 05 9,1 +0,3
4  16:1(72 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,07
5 16:1(Y 0,2 0,3 0,3 03 02 0,0 0,2 +0,0
6 16:1(1D 2,5 2,0 2,8 2,0 2,3 +0,2 1,7 0,2
7 7Me16:1(&)" 0,5 0,9 0,8 09 08 01 0,6 +0,1
8 17:.0 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 +0,0 0,1 +0,0
9 17:1(8° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
10 17:1(¥ <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
11 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
12 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
13 18:0 0,2 0,6 0,5 05 05 %01 0,3 +0,1
14 18:1(¥Y 11,6 13,1 11,9 12,7 123 04 9,0 0,7
15 18:1(11p 0,2 0,2 0,2 02 02 0,0 0,2 +0,0
16 18:2(Z 129" 60,3 58,1 56,9 57,6 582 0,7 43 2
17 182 =™ <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,07
18 18:3(%Z127,152" 9,0 10,6 12,1 11,5 10,8 =£0,7 8,0 +0,9
19 20:1(1D <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,07
20 20:2(11Z142 0,1 0,1 0,2 01 01 0,0 0,09 0,0
21  20:3(11z142172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
22 240 0,0 0,2 0,1 01 01 0,0 0,08 +0,0
23 24:1(1%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,07 0,0
Sunmme Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgepeweil
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dpuidiieak
der sich nichbasisliniengetrennt auflosen lie
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Tabelle64: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von{EPDie Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 140 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
2 150 0,5 0,6 0,6 +0,1 0,5 +0,0
3 151 <0,1 <0,1 <0,1 <0,09
4 160 7,5 8,3 7,9 +0,4 7,0 +0,3
5 16:1(@ 0,1 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0
6 16:1(® 0,2 0,2 0,2 0,0 0,2 +0,0
7  16:1(1D 0,0 <0,1 <01 <0,09
8 16:2(72102 <0,1 <0,1 <01 <0,09
9 17:.0 1,2 14 1,3 +0,1 11 +0,0
10 17:1(8)° 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
11 17:1(Y 0,2 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0
12 17:2 <0,1 <0,1 <0, <0,09
13 17:2 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
14 18:.0 2,6 2,9 2,7 +0,2 2,4 +0,1
15 18:1(® 20,3 20,2 20,2 +0,0 18
16 18:2(Z129 64,7 61,9 63 +1 56 +7
17 182 0,1 <0,1 <0,1 <0,09
18 19:1* <0,1 <0,1 <01 <0,09
19 18:3(%122152 1,3 1,5 1,4 +0,1 1,2 +0,1
20 20:1(1»® 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
21 20:2(11142 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
22 24.0 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
23 250 <0,1 <0,1 <01 <0,09
24 26:0 0,1 0,4 0,2 +0,1 0,2 +0,1
25 261" 0,1 0,3 0,2 +0,1 0,2 +0,1

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgepeweil
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrungualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nichchiemeli geklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der NDSfEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle65: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von GAP. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Mittelwert  Ausbeute [mg/L}
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
2 121" <0,1 0,0 0,0 0,0 <0,1 <0,05
3 13.0 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
4 14:.0 1,0 1,0 1,1 1,1 1,0 +0,0 05 £0,0
5 150 2,2 2,7 2,9 3,0 27 £0,2 12 01
6 160 19,7 18,2 20,0 19,1 192 +04 89 +07
7 16:1(72 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
8 16:1(® 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 £0,0 0,05 £0,0
9 16:1(11 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8 £0,0 04 10,0
10 16:2(72102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
11 162(92122 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
12  7Me-16:1(&0" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
13 170 2,1 3,0 3,5 3,2 30 £0,3 14 £0,1
14 17:1(8)° <0,1 0,0 0,0 0,0 <0,1 <0,05
15 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
16 172 0,1 0,3 0,3 0,2 0,2 £0,0 01 0,0
17 18:.0 51 6,4 7.2 7,6 6,6 +0,5 30 10,3
18 18:1(® 51 6,2 6,3 7,7 6,3 £0,5 29 10,3
19 18:1(1D 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 £0,0 01 10,0
20 18:2(Z122) 62,6 58,8 55,1 54,8 58 2 27 +3
21 182 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
22 182 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
23 190 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
24 18:3(%1221%7) 0,4 0,6 0,7 0,6 06 *0,1 03 0,0
25 20:0 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
26 20:1(1Dp 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
27 20:2(112142 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 £0,0 0,06 £0,0
g 205 <0,1 0,2 0,0 0,0 <01 <0,05
(5282112142172 ’ ' ' ’ ' ’
29 220 0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 £0,0 0,06 £0,0
30 22:2(1z 162" <01 0,0 0,0 0,0 <0,1 <0,05
31 230 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
32 240 0,2 0,3 0,5 0,7 04 £0,1 02 £0,0
33 250 0,0 0,1 0,1 0,2 0,1 £0,0 0,05 £0,0
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <02 <0,05

#  die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgeeweil

Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet
Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nictidndrgeklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle66: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von GLU. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Mittelwert [mg/L]*
1 12,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
2 140 0,6 0,6 0,7 0,8 0,7 01 04 +0,1
3 141(Y <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
4 150 14 1,6 1,3 1,3 14 +01 0,8 +0,1
5 160 18,2 12,4 12,7 128 14 +1 8 +2
6 16:1(D <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
7 161(Y 0,3 0,5 0,5 0,5 04 =01 0,2 +0,0
8 16:1(1p 55 3,5 4,8 4,6 46 +04 28 +0,6
9 16:2(Z102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
10 16:2(%2122 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
11 7Me-16:1(&2° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
12 170 0,2 0,2 0,2 0,2 02 00 01 +0,0
13 17:1(8° 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
14 17:1(Y 0,1 0,1 0,2 0,1 01 +0,0 0,07 0,0
15 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
16 17:2 0,1 0,2 0,2 0,2 02 0,0 0,09 0,0
17 18:.0 0,8 1,4 1,3 1,2 1,2 0,1 0,7 +0,1
18 18:1(® 12,6 14,0 15,3 146 141 +06 8 +1
19 18:1(1p 0,6 0,3 0,3 0,3 04 +01 0,2 +0,1
20 18:1(1&»° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06
21 18:2(%Z122 58,3 62,7 58,5 60,1 60 +1 34 +4
22 182 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06
23 182 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06
24 182 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06
25 (198522,153 0,4 0,9 0.8 07 %" r01 %% :o0p
26 200 <0,1 0,0 <0,1 <0,1 <01 <0,06
27 20:1(1» 0,1 0,2 0,2 0,2 02 +0,0 0,09 0,0
28 20:2(11142 0,2 0,5 0,5 0,5 04 =01 0,2 +0,0
29 220 0,0 0,0 <0,1 0,0 <0,1 <0,06
30 22:1(1% 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
31 22:2(1x 162" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
32 24.0 0,1 0,2 0,3 0,2 02 0,0 01 +0,0
33 24:1(1®) 0,1 0,2 0,2 0,3 02 +0,0 0,09 0,0
34 250 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06
35 25:1(1®)° 0,1 0,2 0,2 0,3 02 +01 01 +0,0
36 26:1(17Zy 0,1 0,2 0,2 0,1 02 0,0 01 +0,0
Summe Unbekannte 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 +0,0 0,09 0,0

#  die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nidftdndrgeklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung uber authentiséteferenzsubstanzen
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Tabelle67: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von INRA. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Mittelwert Ausbeute [mg/Lf

1 120 0,0 <0,1 <01 <0,04

2 14,0 0,1 0,2 01 +£0,0 0,05 0,0

3 150 0,2 0,2 0,2 0,0 0,06 +0,0

4 160 16,3 151 15,7 +0,6 58 04

5 16:1(@ <0,1 <0,1 <0, <0,04

6 16:1(® 0,1 0,2 01 +£0,0 0,05 +£0,0

7  16:1(1®m"° 0,1 0,1 01 0,0 0,04 0,0

8 16:1(1D 0,2 0,2 02 0,0 0,08 +0,0

9 16:2(72102 <0,1 <0,1 <01 <0,04

10 162 <0,1 <0,1 <0, <0,04

11 16:2(Z122 <01 <0,1 <01 <0,04

12 17.0 0,1 0,2 01 0,1 0,05 0,0
13 17:1(® <0,1 <0,1 <01 <0,04

14 17:2 <0,1 <0,1 <01 <0,04

15 18:.0 1,6 2,0 1,8 +0,2 0,7 01
16 18:1(® 3,0 4,6 39 08 14 +£0,3
17 18:1(1D) 3,4 2,7 31 +0/4 1,1 +0,2
18 18:2(%Z 122" 73,4 72,0 72,7 0,7 27,0 0,9
19 182" 0,4 1,2 08 =04 03 0,2
20 18> =™ <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

21 182 <0,1 0,0 <0,1 <0,04

22 18:3(%12721527) 0,5 0,6 06 0,1 02 0,0
23 200 <0,1 <0,1 <01 <0,04

24 20:1(11» 0,0 <0,1 <01 <0,04

25 20:2(112142 <0,1 <0,1 <01 <0,04

26 18:3(Z11E13p 0,0 <0,1 <01 <0,04

27 220 <0,1 <0,1 <01 <0,04

28 18:F 0,0 <0,1 <01 <0,04

29 18:%F <0,1 <0,1 <01 <0,04

30 22:1(1 <0, 00 <01 <0,04

31 240 0,0 0,2 01 0,1 0,04 +£0,0
Summe Unbekannte 0,1 0,1 0,1 0,0 0,04 0,0

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkuitedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettséure ant-ettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden PeakRopéheeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelles68: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von{E¥. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/Lf
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2
2 14,0 0,4 0,5 0,5 05 0,0 08 0,0
3 14:1(Y <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
4 150 0,9 1,1 0,9 1,0 £0.1 1,7 0,1
5 16:0 27,9 28,7 28,7 284 +03 498 +0,8
6 16:1(D <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
7 16:1(Y 1,1 1,2 1,1 1,1 0,0 19 01
8 16:2(Z12 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
9 7Mel6:1(®)" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2
10 17:0 0,1 0,1 0,1 01 0,0 02 0,0
11 17:1(8° <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2
12 17:4(Y) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
13 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2
14 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
15 18:.0 5,2 4,8 51 50 0,1 88 0,3
16  18:1(P" 31,2 30,7 31,4 31,1 #02 55 +1
17  18:1(11)" 0,8 0,6 0,7 0,7 0,0 12 +0,1
18 18:2(Z12 30,5 30,8 305 306 +0,1 54 +1
19 183 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
20 18:3(%12721527 <0,1 <0, <0,1 <01 <0,2
21 200 0,2 0,2 0,1 02 0,0 03 0,1
22 20:1(®W)" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2
23 20:1(11©® <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
24  20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
25 21.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
26 220 0,3 0,2 0,2 02 0,0 04 0,1
27 22:.1(1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
28 22:2(1Z162 0,1 0,0 0,0 <0,1 <0,2
29 230 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
30 240 0,7 0,6 0,4 06 0,1 10 0,2
31 250 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappkdjteak
der sich nichbasisliniengetrennt auflosen liel
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Tabelle69: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von LSU.

Nr. Fettséure Anteil [%F  Ausbeute [mg/Lt
1 150 0,2 0,2
2 160 111 10,4
3 16:1(1p 0,4 0,3
4  7Me-l6:1(&0" 0,2 0,2
5 170 0,8 0,7
6 18:0 1,2 11
7  18:1(Y 17,0 15,9
8 18:2(%Z12 69,2 65,1

* die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch delativen Anteil der jeweiligen
Fettsédue am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschéi auf Grundlage der NISTatenbank ohne Absicherung titmrthentische Rierenzsubstanzen

Tabelle70: Mittels GEGMSanalysiertes Fettsaureprofil von LED.

Nr. Fettsaure Anteil [%] Ausbeute [mg/L}¥
1 60 <0,1 <0,03
2 8.0 <0,1 <0,03
3 100 <0,1 < 0,03
4 12:0 <0,1 <0,03
5 14.0 0,7 0,2
6 15:0 0,4 0,1
7 16:0 25,2 7,6
8 16:1(® <01 <0,03
9 161(1D 0,1 0,04
10 170 0,3 0,08
11 17:2 <0,1 <0,03
12 172 <0,1 <0,03
13 18:0 4,9 15
14 18:1(D) 4,3 1,3
15 18:1(1D) 0,1 0,03
16 18:2(%,122) 62,4 18,9
17 20:0 <0,1 <0,03
18  20:2(11142) <0,1 <0,03
19 220 <0,1 <0,03
20 240 0,8 0,2
21  25.0 <0,1 <0,03
Summe Unbekannte 0,3 0,09

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettséaue am Fettsaureprofil berechnet

“ Substanzvorschiig auf Grundlage der NISFatenbank ohne Absicherung Ukmithentische Referenzsubstanzen
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Tabelle71: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von LPE. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert [mg/L]*
1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
2 120 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13
3 140 1,3 15 15 14 0,0 1,8 +0,1
4 141D <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
5 150 0,1 0,2 02 02 0,0 0,2 +0,0
6 16:0¢ 38,3 38,4 36,9 379 +05 49 +1
7 16:1(" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
8 16:1(?" 1,0 1,0 1,0 1,0 10,0 1,3 +0,0
9 16:1(1p <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
10 16:2(%Z 122 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13
11 17:0 0,1 0,1 01 01 0,0 0,1 +0,0
12 17:1(®)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
13 17:1(Y <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
14 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
15 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
16 18:.0 3,5 3,5 38 36 01 4,7 +0,1
17  18:1(?" 21,9 22,5 22,8 224 +03 29,0 +0,6
18 18:1(11" 1,2 1,1 11 11 0,0 15 +0,1
19 18:2(Z122 29,4 28,9 29,0 29,1 0,2 376 +0,6
20 182 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13
21 18:3(%122152 2,1 2,0 23 21 0,1 2,8 +0,1
22 200 0,1 0,1 02 02 0,0 0,2 +0,0
23 20:1(®)" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,13
24 20:1(11» <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,13
25 20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,13
26 20:3(1121472172) <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,13
27 220 0,2 0,2 02 0,2 0,0 0,3 +0,0
28 22:1(1» <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,13
29 23.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,13
30 240 0,2 0,2 03 0,2 0,0 0,3 +0,0

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohné\bsicherung tber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappkdjteak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle72: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von MEX. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥

1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

2 i14.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

3 140 0,2 0,2 0,2 0,0 0,07 0,0
4 150 1,7 2,0 19 0,1 0,8 +0,0

5 16:0 20,6 20,9 20,7 £0,2 8,9 +0,8

6 16:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

7  16:1(1D 0,2 0,1 0,2 0,0 0,06 0,0

8 16:2(7Z102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

9 16:2(Z122 <0,1 <01 <0,1 <0,04

10 17:0 0,8 0,8 08 £0,0 0,3 +0,0
11 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

12 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

13 17:2 0,4 0,5 04 +£0,0 0,2 +0,0
14 18:.0 1,2 0,9 1,0 0,2 0,4 +0,1
15 18:1(® 0,2 0,3 0,2 0,0 0,1 +0,0
16 18:2(Z129 74,0 73,8 739 01 32 +3
17 19:1(1m* <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

18 18:3(%122152) 0,1 0,1 0,1 0,0 0,06 0,0
19 20:2(117142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

20 220 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

21 230 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

22 24.0 0,3 0,2 0,3 £0,0 0,1 +0,0
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulumjvurge durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgieklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&Enbank ohne Absicherung iiber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle73: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von MPR. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers

Anteil [%] mittlere Ausbeute
Nr. Fettsaure Ansatz 1 Ansatz 2  Mittelwert [mg/L}*
1 60 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
2 8.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
3 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
4 140 0,2 <0,1 <0,1 <0,06
5 alk:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
6 150 0,7 0,7 0,7 %0,0 0,4 +0,1
7 160 23,8 24,8 243 05 14 +4
8 16:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
9 16:2(7Z102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
10 16:2(Z129 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
11 170 1,7 1,9 1,8 +0,1 1,0 +0,3
12 17:1(Y 0,1 <0,1 <0,1 <0,06
13 172 0,7 0,6 0,7 0,0 0,4 +0,1
14 180 2,4 2,3 23 #0,1 1,3 +0,3
15 18:1(¥) 3,5 1,1 2 +1 1,1 +0,3
16 18:2(%Z 122" 65,7 67,5 66,6 +0,9 38 +11
17 182 ** <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
19 18:3(62,92122) <0,1 0,0 <0,1 <0,06
20 19:1" <0,1 0,0 <0,1 <0,06
21 18:3(% 127152 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
22 18:2(%11B* <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
23 20:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
24 2011 <0,1 0,0 <0,1 <0,06
25 20:2(11z142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
26 20:4(2872112142 <0,1 0,0 <0,1 <0,06
27 220 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
28 23.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
29 24.0 0,5 0,6 05 0,0 0,3 +0,1
30 25:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
Summe Unbekannte 0,2 0,2 0,2 0,0 0,1 +0,0

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgepeweil
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgieklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der NDSfEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3

Tabelle74: Mittels GEMS analysiertefettsdureprofil von MES.

Nr. Fettsaure Anteil [%] Ausbeute [mg/Lf
1 140 <0,1 <0,8
2 160 20,1 156,8
3 16:1(Y <01 <0,2
4 18:.0 7,1 55,4
5 18:1(® 29,9 232,9
6 182(%12) 427 331,9
7 200 <0,1 <0,8
8 20:1(1p <01 <0,8

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsédue am Fettsaureprofil berechnet
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Tabelle75: Mittels GEMS analysiertegettsdureprofil von MSP. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3  Mittelwert Ausbeute [mg/Lf
1 120 <0,1 <0,1 <01 <01 <14
2 130 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
3 140 2,8 29 2,0 26 £0,3 37 +3
4 141 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
5 150 0,8 0,9 0,4 0,7 £0,2 10 +2
6 16:0 35,4 36,3 34,9 355 +04 508 +7
7  16:1(D <0,1 <0,1 <01 <01 <14
8 16:1(® 0,2 0,3 0,2 02 0,0 35 0.2
9 17:.0 11 1,1 0,5 09 0,2 13
10 17:1(® 0,3 0,3 0,1 02 0,0 33 06
11 17:2 <0,1 <0,1 <01 <01 <14
12 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
13 18:.0 8,5 8,2 8,7 85 +0,1 122 +5
14  18:1(?" 32,5 30,6 334 32,1 +0,8 461
15 18:1(11" 0,9 0,9 0,9 09 0,0 131 0,3
16 182 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
17 18:2(Z122 2,7 3,5 2,4 29 03 41 +4
18 18:3(6292122" 1.4 1,6 1,2 14 0,1 20 +1
19 19:00x™ <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14
20 191" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
21 200 0,2 0,2 0,2 0,2 £0,0 24 0,1
22 20:11» 11 11 11 11 +00 158 0,6
23 20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4
24  20:3(21172142) <0,1 <01 <0,1 <0,1 <14
25 20:3(8&117147) 0,9 0,9 0,7 08 +01 11,8 0,6
26 20:4(%82117147) 8,0 8,3 7,1 78 04 112 +2
27 20:5(%¢821172142172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4
28 220 0,4 0,4 0,4 04 £0,0 55 0,3
29 22:1(1» <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4
30 22:2(1x 162" 0,2 0,2 0,2 0,2 £0,0 27 03
31 22:4(72102132,162) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4
32 240 1,6 1.4 15 15 0,1 22 +1
33 24:1(1®) 0,3 0,3 0,3 03 0,0 42 £0,5
34 250 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 16 0,3
35 260 0,1 0,1 0,1 0,1 £0,0 16 10,1

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgejeweil
Fettséure anfettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgieklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Ukmithentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dpuidfteak
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3

89



Ergebnisse

Tabelle76: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von MAR. Die Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <14
2 130 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
3 140 1,6 15 15 15 0,0 21 +2
4 141(1D" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <14
5 150 0,4 0,4 04 04 0,0 52 0,2
6 16:0¢ 24,0 25,1 26,1 251 +0,6 353 +17
7 16:1(" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <14
8 16:1(Y 0,2 0,3 03 03 0,0 39 10,1
9 16:2(72102 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <14
10 17:0 0,3 0,4 04 04 00 50 10,1
11 17:1(Y <0,1 0,2 01 01 0,0 1,7 0,1
12 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
13 18:.0 6,4 6,5 66 65 0,1 92 +5
14  18:1(D" 16,0 20,6 17,6 18 +1 252 +5
15 18:1(11" 0,7 0,8 08 0,7 0,0 10,3 0,2
16 18:2(Z129 12,6 12,8 12,6 12,7 +0,0 179 +10
17 18:3(6292122) 2,5 2,2 22 23 01 32 +3
18 19:I" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <14
19 20:.0 0,3 0,3 03 03 0,0 42 +0,3
20 20:1(1»® 0,5 0,6 05 05 0,0 74 +05
21 20:2(11142 0,5 0,4 03 04 01 5
22 20:3(%2117142) 0,3 0,2 02 02 0,0 28 +0,7
23 20:3(&11z2142 2,5 2,2 200 22 +01 31 +4
24 20:4(%82112142) 24,8 19,4 215 22 +2 311 41
25 20:5(%¢82117142172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
26 220 1,3 1,3 13 13 0,0 18 +1
27 22:.1(1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4
28 22:2(1Z162 0,2 0,2 02 02 0,0 27 0,2
29 24:.0 4,1 3,8 4,3 41 £0,1 57 +
30 24:1(1)" 0,4 0,3 03 03 0,0 45 +0,6
31 25.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14
32 260 0,4 0,4 05 04 0,0 6,1 0,3
33 26:1(1@" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage NE8 TDatenbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappisfteak
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3

90



Ergebnisse

Tabelle77: Mittels GEGMS analysiertes Fettsaureprofil von MHFP. Die Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,0
2 130 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
3 140 2,0 2,0 21 20 00 21 +1
4 150 2,3 2,5 21 23 +0,1 23 +
5 16:0¢ 27,0 27,1 275 27,2 +£0,1 278 +14
6 16:1(2" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
7 16:1(Y 0,5 0,5 06 06 0,0 57 +0,4
8 17.0 4,4 4,6 37 43 +0,3 4
9 17:1(Y 2,1 2,3 20 21 01 22 +2
10 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
11 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,0
12 180 4.7 4,8 4,3 46 0,1 47 +2
13 18:1(?" 42,9 41,7 42,0 422 104 431 +16
14 18:1(11)" 0,7 0,7 06 0,7 0,0 7,0 +0,3
15 18:2(%Z122) 4,3 4,3 47 44 +01 45
16 18:3(6292122 14 14 1,4 14 0,0 145 +0,8
17 19.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,0
18 19:I" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,0
19 191 1,2 1,4 1,2 1,2 +0,1 13 +1
20 18:4(6292122152) <0,1 <0, <0,1 <0, <1,0
21 200 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,0
22 20:11» 0,5 0,5 06 05 0,0 5,6 +0,6
23 20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
24  20:3(&112142) 0,7 0,7 08 08 0,0 7.8 +0,7
25 21.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,0
26 20:4(%82117147) 3,7 3,8 42 39 102 40 +3
27 20:5(%¢821172142172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
28 220 <0,1 0,1 01 01 0,0 1,0 +0,2
29 22:1(1» <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
30 22:2(1Z 162 0,1 0,1 02 01 0,0 1.4 +0,3
31 22:4(Z102137,162) <0,1 <0,1 <0,1 <011 <1,0
32 240 0,4 0,4 06 05 0,1 4,9 +0,7
33 24:1(1®) 0,3 0,5 05 04 0,0 4,3 +0,7
34 25.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0
35 260 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durckla®ren Anteil der jeweiligen
Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, dehelsaidem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3
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Tabelle78: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von MIS. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
desStandardfehlers.

Anteil [%]

Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbmelttjttl:aa r[emg/L]‘
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,8

2 14,0 1.2 0,9 1,0 1,0 +0,1 19 +2
3 150 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,8

4 160 29,6 29,9 29,7 29,7 +0,1 533 +30
5 16:1(* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,8

6 16:1(® 14 1,8 1,7 1,7 +0,1 296 +0,9
7 16:2(72102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,8

8 16:2(Z12 <0,1 <0,1 <0,1 <02 <18

9 17:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,8

10 17:1(®) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <1,8

11 18:.0 6,7 3,5 3,6 5 +1 85 +24
12 18:1(?" 55,5 51,9 53,3 54 +1 963 +74
13  18:1(11" 1,0 1,1 1,0 1,0 +0,0 18 +1
14 182 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <1,8

15 18:2(%Z122) 3,4 8,5 7,3 6 2 112 +23
16 18:3(6292122) 0,7 1,8 15 13 +03 23 +5
17 18:3(¢ 127152 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,8

18 20:.0 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 2,2 +0,1
19 20:1(1©® <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,8

20 20:2(111429 <01 <0, <0,1 <01 <1,8

21 220 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <1,8

22 24.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,8

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkuitedium (inklusive Inokulum) und wurde durch deslativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatfteridrgeklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage N&8 TDatenbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dapyidfteak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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Tabelle79: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von MSC. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/Lf
1 60 0,0 <0,1 <0,1 <0,06
2 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
3 90 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
4 100 0,0 <0,1 <0,1 <0,06
5 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
6 14.0 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0
7 150 1,7 1,6 1,6 +0,0 1,0 +0,0
8 16:0 23,5 23,8 23,7 £0,2 13,9 +0,1
9 16:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
10 16:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
11 16:1(1D 0,3 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0
12 16:2(72102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
13 16:2(Z122 <0,1 0,0 <0,1 <0,06
14 7Me-l16:1(&0" <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
15 17:0 0,4 0,3 0,4 +0,0 0,2 +0,0
16  17:1(&)" =™ 0,1 <0,1 <01 <0,06
17 17:1(D" <0,1 <0,1 <01 <0,06
18 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
19 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
20 180 6,8 59 6,4 +0,4 3,7 +0,3
21 18:1(® 50 3,7 4,3 +0,6 25 +0,4
22 18:1(11» 0,4 0,4 0,4 +0,0 0,2 +0,0
23 18:2(Z122 58,1 63,0 61 +3 35,5 +0,9
24 18> ™ <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
25 18:3F = <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
26 18:3(%12721527 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
27 18:3(629211B)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
28 20:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
29 20:1(11©® <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
30 20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06
31 220 0,1 <0,1 <0,1 <0,06
32 230 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,09 0,0
33 240 1,8 15 1,6 +0,2 1,0 +0,1
34 250 0,4 0,3 0,4 +0,1 0,2 +0,0
Summe Unbekannte 0,7 0,6 0,6 +0,1 0,4 +0,0

X die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentiscleéeRenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dpuidfteak
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3
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Tabelle80: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von NFA. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

2 14,0 0,3 0,3 03 0,0 0,2 +0,0
3 150 0,4 0,5 04 10,0 0,4 +0,0
4 160 22,3 22,5 22,4 £0,1 18,9 +0,1
5 16:1(® 0,9 0,9 09 10,0 0,7 +0,0
6 16:2(Z129) <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

7 17.0 0,1 0,1 01 0,0 0,08 0,01
8 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

9 1772 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

10 18:.0¢ 2,9 31 30 0,1 2,5 +0,1
11 18:1(?" 18,2 19,1 18,7 04 15,7 +0,3
12 18:1(11)" 0,8 0,3 05 £0,3 0,5 +0,2
13  18:2(Z122 49,0 48,1 485 04 40,9 +0,4
14 18:3(% 122152 4,6 4,5 45 0,0 3,8 +0,0
15 20:.0¢ <0,1 0,1 <0,1 <0,08

16 20:1(11)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

17 220 0,2 0,2 02 £0,0 0,2 +0,0
18 24:.0¢ 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 +0,0
19 24:1(12)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaue am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschiig auf Grundlage der NISFatenbank ohne Absicherung Ukmithentiscle Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dppidiieak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle81: Mittels GEGMSanalysiertes Fettsdureprofil von PSTI. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 60 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
2 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
3 100 <0,1 <0,1 <01 <0,1
4 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
5 131 <0,1 <0,1 <0, <0,1
6 140 0,4 0,4 0,4 +0,0 06 0,0
7 141(Y* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
8 150 1,4 1,6 15 +0,1 21 %01
9 151 <0,1 <0,1 <0, <0,1
10 151 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
11 16:.0 23,4 23,0 232 £0,2 326 0,0
12 16:1(D <0,1 <0,1 <0, <0,1
13 16:1(® <0,1 <0,1 <0, <0,1
14 16:11(1D) 1,1 0,8 09 01 1,3 £0,2
15 16:2(% 122 <0,1 <0,1 <01 <0,1
16 7Me-16:1(&)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
17 170 0,7 0,8 0,7 +0,0 1,0 0,1
18 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
19 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
20 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
21 18:.0 9,8 9,2 9,5 +0,3 134 0,3
22 18:1(® 57 49 53 +0,4 75 0,5
23 18:1(11»B 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,3 0,0
24 18:1(1® <0,1 <0,1 <01 <0,1
25 18:2(%122 54,2 56,0 551 +0,9 78 £
26 182 1,2 0,9 1,0 +0,1 15 0,2
27 18:3(Z 127,152 0,4 0,6 0,5 +0,1 0,7 0,1
28 19:1(1@P =™ 0,7 0,8 0,8 +0,1 1,1 =01
29 20.0 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 £0,0
30 20:1(1» <0,1 <0,1 <01 <0,1
31 20:2(1121429 <0,1 <0,1 <01 <0,1
32 21.0 <0,1 <0,1 <0, <0,1
33 220 0,3 0,3 0,3 +0,0 04 0,0
34 23.0 0,1 <0,1 <01 <0,1
35 24.0 1,2 0,9 1,0 +0,1 15 0,2
36 24:1(1) <0,1 <0,1 <01 <0,1
Summe Unbekannte 0,6 0,6 0,6 +0,0 09 0,0

X die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichenderssenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hamed geklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, siatebei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle82: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von Fi@®ie Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfhlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsadure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 140 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

2 150 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,06 0,0
3 160 19,7 19,4 195 041 8 +1
4 161D <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

5 16:1(1D 0,5 0,4 0,5 +0,0 0,2 +0,0
6 16:2(Z12) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

7 170 0,3 0,2 0,3 +0,0 0,1 +0,0
8 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

9 180 2,1 2,1 2,1 +0,0 0,9 +0,1
10 18:1(® 0,8 0,8 0,8 +0,0 0,3 +0,1
11 18:1(11» 0,9 0,8 0,8 +0,0 0,3 +0,0
12 18:2(Z122) 75,4 75,8 756 +02 32 +5
13  18:3(% 127152 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

14 24.0 0,0 <0,1 <0,1 <0,04

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusivinokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdue am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niattteridrgieklart

“ Substanzvorschiig auf Grundlage der NISFatenbank ohne Absicherung Ukmrthentische Referenzsubstanzen

Tabelle83: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von PBE.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L}
1 7.0 <01 <0,08
2 140 0,2 0,1
3 150 0,7 0,6
4 160 9,3 7,3
5 16:1(72 <0,1 <0,08
6 16:1(® <0,1 <0,08
7 16:2(Z100 <0,1 <0,08
8 17.0 0,6 0,4
9 17:1(® 0,3 0,2
10 172 <0,1 < 0,08
11 180 0,8 0,7
12 18:1(® 18,4 14,4
13 18:1(Z 122 67,3 52,4
14 182 0,1 0,1
15  18:3(% 122152 1,5 1,2
16 20:1(1D <0,1 < 0,08
17 20:2(11z142 <0,1 < 0,08
18 24.0 0,1 0,09
Summe Unbekannte 0,1 0,1

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde dkmratelativen Anteil der jeweiligen
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatfteridrgeklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&€nbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle84: Mittels GEGMSanalysiertes Fettsaureprofil von PDR.

Nr. Fettséure Anteil [%] Ausbeute [mg/L}
1 140 0,1 0,08
2 150 <0,1 <0,07
3 16:0 19,0 12,7
4  16:1(7)* <0,1 <0,07
5 16:1(®Y <01 <0,07
6 18:0 5,2 3,5
7  18:1(Y 38,9 25,9
8 18:2(%Z12 36,1 24,0
9 200 <0,1 <0,07
10 20:1(1p <01 <0,07
11 220 <0, <0,07
12 24.0 0,3 0,2

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdue am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischgn@mnéerungsmuster nicht hinrethend geklart

Tabelle85: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von PER.

Nr. Fettsaure Anteil [%] Ausbeute [mg/L}
1 14.0 0,1 0,04
2 150 11 0,4
3 160 17,2 6,2
4 16:1(7) <0,1 <0,04
5 16:1(® <0,1 <0,04
6 16:1(1D 14 0,5
7 16:2(72102 <01 <0,04
8 16:2(Z122 <0,1 < 0,04
9 17.0 0,3 0,1
10 172 <0,1 < 0,04
11 18:.0 0,7 0,3
12 18:1(® 2,9 11
13 18:2(Z122 75,8 27,5
14 18:3(% 122152 <0,1 <0,04
15 20:2(11z142 <0,1 < 0,04
16 24.0 <0,1 <0,04
Summe Unbekannte 0,1 0,05

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettsédure am Fettsaureprofierechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle86: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von POS.

Nr. Fettséure Anteil [%] Ausbeute[mg/L]*
1 140 0,2 0,1
2 150 11 0,5
3 16:0 16,2 7,1
4 16:1(7) <0,1 <0,04
5 16:1(®Y <0,1 <0,04
6 16:1(1D 14 0,6
7 16:2(72102 <0,1 <0,04
8 170 0,2 0,1
9 17:1(8" <0,1 <0,04
10 17:1(® <0,1 <0,04
11 172 <0,1 <0,04
12 172 <0,1 <0,04
13 180 2,0 0,9
14 18:1(Y 15,2 6,6
15 18:2(% 122 63,1 27,6
16 18:3(%122152 <0,1 <0,04
17 20:0 <0, <0,04
18 20:2(11z142 <0,1 <0,04
19 24:.0 0,1 0,06
Summe Unbekannte 0,2 0,08

# die Einheit versteht sich als mmo L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung iiber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle87: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von POSQ. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere
Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥
1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1
2 13:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,1
3 14:0 0,5 0,4 0,5 05 00 0,5 +0,1
4  14:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
5 15.0 1,8 1,8 1,9 19 0,1 2,0 0,2
6 16:0¢ 22,7 23,5 205 223 09 24 +1
7 16:17 =™ <0,1 0,0 0,0 <0,1 <0,1
8 16:1(" 0,2 0,2 0,3 02 00 0,2 +0,0
9 16:1(P)" 0,2 0,2 0,2 0,2 00 0,2 +0,0
10 16:1(1Dp 0,2 0,2 0,3 03 0.1 0,3 +0,1
11 16:2(7Z102 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
12  7Me-16:1(&0" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
13 170 0,5 0,5 0,7 0,6 =00 0,6 +0,1
14 17:1(8)° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
15 17:1(® 0,1 0,1 0,1 0,1 00 0,2 +0,0
16 172 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
17 180 2,7 2,5 3,1 28 £0,2 3,0 +04
18 18:1(® 28,5 29,8 281 288 05 31 2
19 18:2(% 122 38,7 37,2 40,3 388 +09 42 +4
20 19:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1
21 19:1" <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,1
22 18:3(%1221%2 0,3 0,3 0,3 0,3 =00 0,3 +0,0
23 200 0,1 0,1 0,1 01 0,0 0,2 +0,0
24 2011 <0,1 0,1 0,1 0,1 00 0,1 +0,0
25 20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
26 21.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1
27 220 0,8 0,8 0,9 08 0,0 0,9 +0,1
28 22:.1(1» 0,2 0,2 0,2 0,2 00 0,2 +0,0
29 23.0 0,2 0,2 0,3 02 0,0 0,3 +0,0
30 24.0 1,0 0,9 1,2 10 0,1 11 0,2
31 24101 0,3 0,2 0,3 03 0,0 0,3 +0,0
32 25.0 0,1 <0,1 0,1 0,1 00 0,1 +0,0
SummeUnbekannte 0,1 0,1 0,1 0,1 £0,3 0,1 +0,0

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrungualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nichchiemeli geklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dpuisftieak
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3
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Tabelle88: Mittels GEMS analysiertes Fes&ureprofil von PPI. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥

1 8.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

2 i14.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

3 140 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0
4 albko <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

5 150 0,4 0,4 04 0,0 0,3 +0,0

6 16:0 13,6 14,0 138 +0,2 11,4 +0,4

7 16:1(Y 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0

8 16:1(1D 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,2 +0,0

9 16:2(72102 <01 <0,1 <0,1 <0,08

10 16:2(Z129 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,08 +0,0
11 17:0 0,6 0,6 0,6 +0,0 0,5 +0,0
12 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

13 17:2 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0
14 18:0 4,1 4,0 41 +0,0 34 +0,2
15 18:1(® 1,0 0,8 0,9 +0,1 0,8 +0,1
16 18:1(1D 9,8 11,4 106 +0,8 8,8 +0,3
17 18:2(Z122 67,6 66,0 66,8 +08 55 +3
18 18:3(%122152) 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
19 20:.0 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
20 20:211140* 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,1 +0,0
21 18:3(Z11E13p 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
22 220 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,2 +0,0
23 230 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

24 24:.0 0,6 0,7 0,6 +0,1 0,5 +0,0
Summe Unbekannte 0,6 0,5 0,5 +0,0 0,4 +0,0

# die Einheit versteht sich als mg proHauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridggiklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der NDSfEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle89: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von PCIN. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
desStandardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L}¥

1 80 0,1 0,2 02 0,1 0,07 0,0
2 100 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

3 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

4 14:.0 0,6 0,7 06 0,1 0,3 +0,0

5 14:1(% <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

6 15.0 0,4 0.4 04 £0,0 0,2 +0,0

7 160 20,6 21,6 21,1 +05 8,6 +0,4

8 16:1(D 0,2 0,2 02 +£0,0 0,07 +£0,0

9 16:1(® 0,3 0,3 03 0,0 0,1 +0,0
10 162 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

11 16:2(72102 <01 <01 <0,1 <0,04

12 17.0 0,4 0,5 05 0,0 0,2 +0,0
13 17:1(Y 0,1 0,2 02 0,0 0,06 0,0
14 18:.0 2,7 3,4 30 04 1,2 +0,2
15 18:1(® 33,8 33,3 336 0,2 13,7 +0,2
16 18:2(Z129 40,1 38,4 39,2 +0,9 16,0 +0,0
17  18:3(% 127152 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

18 20:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

19 20:2(112142 0,2 0,0 <0,1 <0,04

20 24:.0 0,5 0,6 05 0,1 0,2 +0,0
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

# die Einheitversteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referdistanzen
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Tabelle90: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von PYCO.

Nr. Fettséure Anteil [%] Ausbeute [mg/L}
1 80 <0,1 < 0,06
2 14,0 0,2 0,1
3 150 1,7 1,0
4 16:.0 20,2 12,0
5 16:1(@ <0,1 < 0,06
6 16:1(® 0,2 0,1
7  16:1(1D 0,3 0,2
8 16:2(72102 <0,1 < 0,06
9 7Mel6:1()" <0,1 < 0,06
10 170 0,3 0,2
11 17:1(8° <0,1 < 0,06
12 17:1(Y <0,1 < 0,06
13 172 <0,1 < 0,06
14 172 <0,1 < 0,06
15 18:0 1,2 0,7
16 18:1(® 26,1 15,5
17 18:2(Z122 48,0 28,5
18 18:3(%122152) <0,1 < 0,06
19 20:1(1©® <0,1 < 0,06
20 20:2(111429 <0,1 < 0,06
21 220 <0,1 < 0,06
22 230 <0,1 < 0,06
23 24.0 0,4 0,2
24 25.0¢ 0,7 0,4
25 26:.0 0,3 0,2
Summe Unbekannte <0,1 < 0,06

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung tiber authentiscleéeRenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dpnmegr@nden Peak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle9l: Mittels GGMS analysiertes Fettsdureprofil vBAZ Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Mittelwert Ausbeute [mg/L¥

1 120 0,0 <0,1 0,1 <0,1 <01 <0,4

2 140 0,2 0,4 0,6 0,4 0,4 01 16 0,3

3 141 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,4

4 150 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,4

5 16.0 13,3 13,0 15,3 139 139 =+0,5 54 +5

6 16:1(1 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <041 <0,4

7  16:1(W 1,9 1,6 2,4 1,7 19 0,2 72 £0,5

8 17:0 0,0 0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,4

9 17:.1(® 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,4

10 180 19,2 22,6 20,0 235 21,3 %10 85 +12
11 18:1(" 58,6 45,2 44,4 44,7 48 +4 186 +12
12 18:1(11)" 1,7 1,0 1,2 1,0 12 02 45 +0,2
13 182 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,4

14 18:2(Z 122" 3,4 7,5 6,9 7,5 6 +1 26 +6
15 182 =™ 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,4

16 18:3(6292122 1,1 3,4 3,4 3,6 29 0,6 12 +

17 20.0 0,2 0,8 0,6 0,8 0,6 0,2 25 0,8
18 20:1(11» 0,1 0,4 0,3 0,4 0,3 01 1,2 0,3
19 20:2(11z142 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,4

20 220 0,1 0,6 0,5 0,7 05 01 20 0,6
21 24.0 0,3 1,4 1,2 0,1 0,7 0,3 3 +1
22 26:.0 0,0 1,1 1,9 1,2 1,1 04 4 +2
Summe Unbekannte 0,0 0,6 0,7 0,1 0,4 0,2 14 0,7

X die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich almg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteijeseziligen
Fettsaue am Fettsaureprofil berechnet

“ Substanzvorschéi auf Grundlage der NISTatenbank ohne Absicherung timithentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsgeedheak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3

Tabelle92: Mittels GEMS analysiertes Fettsdureprofil von SHI.

Nr. Fettsadure Anteil [%}  Ausbeute [mg/L}
1 140 0,2 0,2
2 150 0,2 0,1
3 160 19,8 16,6
4 16:1(Y 0,7 0,6
5 170 <0,1 <0,08
6 18:0 1,5 1,2
7 181(Y 20,0 16,8
8 18:2(Z12%) 56,6 47,5
9 240 0,8 0,7
10 250 0,2 0,1
11 26:.0 0,2 0,1

X die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
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Tabelled3: Mittels GEMS analysierteBettsaureprofil von STRU. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/Lf
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

2 i14.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

3 140 0,35 0,30 0,3 +0,0 0,2 +0,0
4 150 0,5 0,4 04 £0,0 0,2 +0,0
5 16:0 17,2 17,5 174 £0,2 9,9 +0,7
6 16:1(D <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

7 16:1(Y 0,1 0,2 0,2 +0,0 0,08 £0,0
8 16:1(1D 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,09 +0,0
9 16:2(Z122 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

10 17:0 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0
11 17:1(8° <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

12 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

13 17:2 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,09 0,0
14 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

15 18:.0 3,2 1,9 2,6 +0,7 15 +0,5
16 18:1(® 4,8 52 50 £0,2 2,8 +0,1
17 18:1(1» <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

18 18:2(Z12 68,6 715 70 +2 40 +2
19 18:3(%122152 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0
20 18:2(1€12y 2,1 1,0 1,6 +0,6 0,9 +0,4
21 20:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

22 20:11» <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

23 20:2(112142 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

24 220 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

25 24:.0 0,6 0,4 0,5 +0,1 0,3 +0,1
Summe Unbekannte 0,9 0,3 0,6 +0,3 0,4 +0,2

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeweil
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung tiber authertis®Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dppidiieak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle94: Mittels GEMS analysiertes Fedfiureprofil von TVE.

Nr. Fettséure Anteil [%] Ausbeute [mg/L}
1 12:.0 <0,1 < 0,06
2 14,0 0,3 0,1
3 14:1(® <0,1 < 0,06
4 150 0,7 0,4
5 16:0 21,1 10,6
6 16:1(D 0,2 0,09
7 16:1(Y 0,1 0,06
8 16:1(1p 0,3 0,1
9 16:2(Z1® <0,1 < 0,06
10 170 0,2 0,09
11 17:1(8° <0,1 < 0,06
12 17:1(Y <0,1 < 0,06
13 18:.0 1,3 0,6
14 18:1(?" 11,9 6,0
15 18:1(11)" 0,1 0,06
16 18:2(Z12 59,5 30,0
17  18:3(¥Z127152)" 3,2 1,6
18 20:1(1p <0,1 < 0,06
19 20:2(11z142 <01 < 0,06
20 20:5(%¢8211z14z2172¢ <0,1 < 0,06
21 220 <0,1 < 0,06
22 22:1(1» <0,1 < 0,06
23 24.0 0,2 0,1
24 24:1(1% 0,2 0,07
Summe Unbekannte 0,4 0,2

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde anatelativen Anteil der jeweiligen

Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmegsmuster nicht hinrehend geklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&€nbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen
" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dpnmeaenden Peak um einen Doppelpeak handelte,

der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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Tabelle 95: Mittels GEMS analysiertes Fettsaureprofil von WCODie Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsaure Ansatz1l  Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/Lf

1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

2 100 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

3 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

4 14:.0 0,3 0,2 0,2 +0,1 0,09 0,0

5 150 0,5 0,5 0,5 +0,0 0,2 +0,0

6 16:0 15,6 14,7 152 +04 6,8 +0,2

7 16:1()* <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

8 16:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

9 16:1(1p <0,1 0,1 <0,1 <0,05

10 16:2(72102 0,1 <0,1 <0,1 <0,05

11 17:0 0,5 0,6 0,5 +0,0 0,2 +0,0
12 17:1(®)" <0,1 <0,1 <01 <0,05

13 17:1(® <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

14 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

15 18:.0 3,5 2,9 3,2 +0,3 14 +0,0
16 18:1(® 3,5 3,1 3,3 10,2 15 +0,0
17  18:2(Z122) 75,5 77,2 76,4 +08 34

18 182 0,2 <0,1 0,1 +0,0 0,05 0,0
19 18:3(% 127152 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05

20 20:1(11z142" 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,05 0,0
21 24.0 0,3 0,4 04 10,0 0,2 +0,0
Summe Unbekannte 0,1 0,2 0,1 +0,0 0,1 +0,0

X die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich als mg proHauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischgmentierungsmuster nicht hinakiend geklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der NDSfEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entspeedheak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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3.2 Einflussder Kulturparameterauf die Bildung relevanter Fettsauren
3.2.1 Test diverser komplexer Standafidahrmedien

FVED und MHYFPwurden zunachssubmers in diverseNahrmedien kultiviert, um ein még
lichst optimales Ausgangsmedium fiur die Produktion detverbindungerzu identifizieren

2.4.9).

3.2.1.1 Flammulina velutipes

Das Nahrmeaim beeinflusste sowohl die Menge der gebildetemMals auch deren Lipid
gehalt(Abbildungl4).

o ® Biotrockenmasse [g/L]
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Abbildungl4: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt +audbeute von FVE in Allnangigkeit
des Nahrmediums. Den Werten liegen mindesteaintogischeDoppelbestimmungen @mrunde. Die
Angabe der Fehler erfolgt in Form des Standardfehlers.

Dartber hinaus waren Auswirkungen sowohl auf die qualitative wie auch quantitative Bildung
von Fettsauren ungomit auch deren Ausbeuten zu beobachten (Tabeléhund A 3 (An

hangC1) sowie ausugsveise Tabelle96).
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Tabelle96: Ausbeuten relevanter Fettsauren im Myzel von-B\iE Abhangigkeit des Nahrmediums.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind lediglich die MittelwantbidlogischerDoppelbestimungen
dargestellt. Die primare Zielverbindung ist rot eingefafbtA S

RSUSTUASNIa

l 6 1M Nd dztd S K

Fettsaureausbeute [mg/L Hauptkulturmediurf]

Fettsaure ME MEP MPG SNL YMG YPD YPG
12:1(=) 0,0 0,0 01 0,0 0,0 0,0 0,0
12:1(11) n. d. n. d. 15,1 <0,1 n. d. n. d. 0,2
16:1(D) 0,3 0,5 1,1 0,3 0,3 0,7 1,0
16:1(1D) 0,3 0,2 0,6 0,2 0,0 0,0 0,2
16:2(Z,122) 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
17:1(D) 0,0 0,1 0,3 0,1 0,0 0,1 0,2
17:2 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 0,1 0,2
17:2 0,0 0,0 01 0,0 0,0 0,0 0,0
18:1(1D) 0,8 2,5 2,5 2,2 0,7 1,3 2,3

FNNJ

a die Einheit versteht sich atag proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fett

saure am Ettsaureprofilberechnet

3.2.1.2 Mortierella hyalina

Die Wahl des Nahrmediums hatech im Falle von MHhen grof3en Einfluss adie Menge

der gebildeterBTMundderen Lipidgehal(Abbildungl5).

I

w = (52}
1 1 1

Biotrockenmasse [g/L] bzw
Lipidausbeute [g/L Hauptkulturmedium)]
[a%]

ME MEP

Abbildungl5: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt tmtgbeute von MH¥P in Abangig
keit des Nahrmediums. Den Werten liegen mindedteisegischeDoppelbestimmungen guunde. Die
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Das Nahrmedium beeinflusste auch die Fettsdurebiosynthese, sodass sich die Fettsaureprofile
qualitativ wie auch quantitativ unterschied€nabellerA10und A 11 (AnhangC2) sowie aus
zugsweisd abelle97).

Tabelle97: Ausbeuten relevanter Fettsauren im Myzel von NRRPYIn Abhangigkeit des Nahrmediums.

Aus Grunden der Ubersichtlichkeit sind lediglich die Mittelwerteba#ogischenDreifachbestim

mungen dargestellt. Die primare Zielverbindung ist rot eingefiiet. 6 { N Nd. dfy 38 S K G F NNJ
deli S1 G A SNI &

Fettsaureausbeute [mg/L Hauptkulturmediurf]

Fettsaure ME MEP MPG SNL YD YMG YD
14:1(Y) n. d. 0,0 n. d. n. d. n. d. n. d. 0,1
16:1(Y) 7,9 2,1 4,5 2,2 4,4 3,2 2,4
16:2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
16:2(72102 0,1 0,1 n. d. n. d. n. d. 0,1 n. d.
17:1(®) 19 59 2,3 1,8 43,6 3,6 25,9
17:2 0,2 0,7 0,4 0,4 1,0 0,4 54
17:2 0,1 0,4 0,0 0,1 12 0,2 0,3
18:1(11p) 9,4 3,6 10,3 4,7 51 4,4 6,2

a die Einheit versteht sich afag proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fett
sdure am Ettsaureprofil berechnet

3.2.2 Kultivierungstemperatur

FVED und MHYFP wurden bei 16, 24 und 3C kultiviert 2.4.2), um den Einfluss der Kultivie
rungstemperatur auf das Wachstum der Pilze di@Ausbeuterder Zielsubstanzen zu unter

suchen.

3.2.2.1 Flammulina velutipes

Bei derKultivierung bei37 °C war (auch nach langerer Kultivierung) Rdyzelwachstunfest-
stellbar.Im Vergleich zur Standardkultivierungstemperatur vorf@4roduzierte der Pilz bei
16 °CmehrBiomassaind wies einen hdherehipidgehaltauf, was eine erhoht&udeute an
Lipiden und auchder primarenZielverbindundodecll-ensaurezur Folge hatt¢Abbildung
16). Daneben waren bei 18C die relativen Anteildieser Verbindungeiniger weiterer kurz
kettiger Fettsauren (12:0, 14:0) und Linolensdure erhoht. Dagegen wurdegaveandgetti-
ge Saurenl@:0, 22:0, 23:0, 24)@ebildet Tabelle A (ArhangCl)).
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Abbildungl6: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt @wn$beute von FVE in Alhangidkeit
der Kultivierungstemperatubie Ausbeute an 12:1(11) vade durch den fativen Anteil am Fesiure
profil berechnetDen Werten liegehiologischéDoppelbestimmungen zugrda. Die Agabe der Feler
erfolgt in Form des Standardfehlers.

3.2.2.2 Mortierella hyalina

Analog zu FVB war bei deKultivierungvon MHYFPbei 37 °C keirMyzelwachstunfeststell

bar. Im Vergleich zur standardisierten Kultivierung beiQ4rgaben sich bei 2& nur magi-

nale Unterschiedéeziiglich deBildung von Biomasse, Lipidgehalt wadseute. Auch die
Ausbeutender primaren Zielverbindung (B-Heptadee9-ensdurewaren ndnezu identisch
(Abbildung17). Abgesehen von minimalen Unterschieden waren die Fetts@ueslungen

bei beiden Temperaturen ebenfalls gleidrabelle AL2 (AnhangC.2)).

T T T
o w KS
=} =} o

Biotrockenmasse [g/L] bzw.
Lipidausbeute [g/L]

-
S
Lipidgehalt [g/100 g BTM] bzw.

Ausbeute an 17:1(9Z) [mg/L]

0 =0
16°C (6 d) 24°C(6d)
H Biotrockenmasse [g/L] Lipidgehalt [g/100 g BTM] B Lipidausbeute [g/L] & Ausbeute 17:1(92) [mg/L]
Abbildungl7: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt tmsbeute von MH¥P in Abhangig
keit der KultivierungstemperatuRie Ausbeute an 17:1(9Z) wurde durch ddatineen Anteil am Fett
saureprofil berechneDen WerenliegenbiologischeDoppelbestimmungen zugrunde. Die Angabe der
Fehler erfolgt in Form des Standardfehlers.
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3.2.3 Kultivierungsdauer

Um den Einfluss der Kultivierungsdauer zu untersuchen, wurden Kulibeareinen langeren

Zeitraum hinweg kultiviert undu urterschiedlichen Zeggunkten geerntet(2.4.3.

3.2.3.1 Flammulina velutipes

FVED wurde in MP@N&hrmedium kultiviert und nach 7, 21 und 33 Tagen geeriiabeiliel3

sich ekennen, dass dePilz innerhalb der ersten sieben Kulturtage den Grof3teil der Biomasse
bildete und dieseim weiteren Verlauf nur noch leiclzunahm (bis Kulturtag 21 auf cagA.).

Die Lipidproduktiorfbisca. 10,59/100g BTM) erfolgte vor allem zwischeKulturtag 7 und 21
(Abbildung18). Das Fettsaureprofil unterlag je nach Kulturdauer Schwankungen, jedech wa
ren keine festen Muster erkennbar. Der Anteil der nelidecll-ensauremdglicherwese
interessanten ungesattigtelRettsduren im Bereichugbis Gsblieb stets unverandert béiber-
wiegend< 0,1%(Tabelle A (AnhangC1)).

% B | L 450
10 i

- 40 - 400
- 350
5 - 30 - 300
i 67 T, e * - 25 - 250
- 200

r 15 r 150

Glucosekonzentration [g/L]
Lipidausbeute [mg/L]

- 10 100

Biotrockenmasse [g/L], Lipidgehalt [g/100 g BTM],
bzw. Ausbeute an 12:1(11) [mg/L]

0 7 14 21 28 35
Kulturtag

M Biotrockenmasse [g/L] Lipidgehalt [g/100 g BTM] M Lipidausbeute [mg/L]
e Ausbheute an 12:1(11) [mg/L] e Glucosekonzentration [g/L]

Abbildungl8: Produktion von Biotrockenmasdépidgehalt des MyzetowieAusbeute aripiden und
12:1(11)durchFVED. Daneben ist die Glucosekonzentration im Kulturiiberstand afmgegBie Feh
lerindikatoren zeigen den Standéetiler der biologichen Doppélkestimmungen
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3.2.3.2 Mortierella hyalina

MHY-FP wurde 14 Tage kultiviert und die Myzelien nach 2, 4, 6, 10 sowie 14 Tagen geerntet.
Die Bildung deBiomasserfolgte vorwiegend ilen erstersechKulturtagen(bis etwa 6g/L).

Diese blieb bis zummehntenKulturtagnahezukonstant, wobei die Glucose aus dem Nak¥

dium beeits an TagB nahezuvollendsaufgebraucht war. Der Lipigehalt und damit auch die
Lipidausbeute stiegen higegen noch bis zurehntenKulturtagauf etwa 353/100g BTM bzw.

2 g/Lleicht an. An Kulturtag 14 war eine Abnahme amtzsse und Lipidgehalt zu deachten
(Abbildungl9).

Hinsichtlich des relativen Anteils der Zielverbindung)-{9eptadeed-ensduream Fettsaure
profil lieR sich eine Abnahme von Kulturtag 2 (2,6%) bis 10 (0,6%) feststedleell¢ Al3
(AnhangC2)). Durch die gegenlaufige Entwicklungr dépicausbeutewurde die maximke
Audeute vonl7:1(92) an den Kulturtagen 4 bis 6 ermittekl§bildungl9).
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B Biotrockenmasse [g/L] Lipidgehalt [g/100 g BTM] B Lipidausbeute [g/L]

® Ausbeute an 17:1(9Z) [mg/L] # Glucosekonzentration [g/L]

Abbildungl9: Einfluss deKultivierungsdauer auf die Produktion an Biotrockenmasse, Lt
wie Ausbeute aripiden undl7:1(9Z)durchMHY-FR. Daneben ist die Glucdsazentration im Kultur
Uberstand des Pilzes aufgetragddie Fehlerindikatoren zeigen den Standeinter der biologschen
Doppebestimmungen.
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3.2.4 Variation vonKohlenstoffzu-StickstoffVVerhaltnis, Kohlestoff- und

Stickstofiquelle (Flammulina velutipes)

Fur FVBD sollte der Einfluss der Kohknoff- und Stickstoffquellen sowie deren Verhaltnis na
her unteraicht werden. Der Pilz wurde hierfibér die Dauer von 2Tagenin MPGMedien
unterschiedlicheiC/N-Verhaltnisse kultivier(2.4.4.7). Dasselbe Medium wurde zirtagigen

Kultivierung genutzt und wahlweise die Kohdeoff- bzw. Stickstoffquelle variierf(4.4.2.

3.2.4.1 Kohlenstoffzu-StickstoffVerhaltnis
Die Elementaranalyse ergalie C/NVerhéltnisse der verwendeten Mediefgbelle98).

Tabelle98: Ergebnisse der Elementaranalyse der Nahrmedien unter Angabe dee@Altnisse.

Medium Kohlenstoffgehaltfg/L] Stickstoffgehaltg/L] C/N-Verhaltnis
niedriges C/NVerhéltnis

(5 g Pepton) 153 004 -
mittleres C/N-Verhaltnis 14,5 0,40 35
(3 g Pepton)

hohes C/NVerhéltnis 13.6 0,17 80

(1 g Pepton)

Aus derAnalyse der Glucoséehalte im Kulturiberstand war ersichtlich, dass alle Kulturen

bis zum Erntezeitpunkt mit ausreichend Glucose versorgt waren. Ab Tag 4 war der bis zur Ernte
anhaltende Trend zu beobachten, dass der Pilz migsetelemStickstoffGehaltim Medium
(sinkendes C/N)nehr Glucse verbrauchteAbbildung20), was mit einer verstarkten Bildung

an Biomasse einhging Gleichzeitig wurde dabei jedoch dieripgste relative Menge an-Li

piden gebildet. Eine gesteigerte Lipidakkumulation erfolgte dagegen im Stickstoéren
Medium mit héherem C/N-Verhaltnis(Abbildung21).
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§ ' C/N mittel L
S e C/N hoch $
7,5 : . . . . . . . . . .
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Kultivierungsdauer [d]
Abbildung20: Glucoseverbrauch bder Kultivierung von FVB in MPGMedium in Abangigkeit des
verwendeten C/NVerhaltnisses. Dargestellt sind die Mittehgeeiner Doppelbestimung. Die Fehler
angabe erfolgt in Form des Standardfehlers
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Abbildung2l: Biotrockenmassen, Lipidgehaiiad -ausbeuten fir FVB nach 2itéagiger Kultivierung
in Abhangigkeit des C/Nerhaltnisses degerwendeten Nahrmedium®enBTM liegenbiologische
Vierfach, den LipiderbiologischeDoppelbestimmungen zugrundBie Fehlerangabe fmigt in Form
des Stadardfehlers

3.2.4.2 Kohlenstoffquelle

Die unterschiedlichen Kohlenstoffquelldmeeinflussten die Bildung an Biomasse, aber auch
den Lipidgehalt der Myzelielie héchste Lipidausbeute wurde durch die Zugabe von Saccha
rose erzielt.Bei Verwendung des Nahrmediums ohne Zugabe eiateren Kohlenstoff

Quelle (Blindwert) wurden die gegstenAusbeutenerhalten (Tabelle99).

Tabelle99: Ausbeute an Biotrockenmassed Lipiden fuFVEDin Abhangigkeit der verwelgten Koh
lenstoffquelle. DeBTMliegenbiologischéVierfach, den LipidnbiologischeDoppebestimmungen zu
grunde. Die Fehlerangabefelgt in Form des Standardfehlers

Kohlenstoffquelle BTM[g/L]* Lipidgehalt [g/100 g BTM] Lipidausbeute [mg/L}

Zuckeralkohole
Sorbitol 2,48 £ 0,02 6,3+0,1 156,2 + 0,7

Monosaccharide

Fructose 2,77 £ 0,02 75+0,2 208+ 7
Glucose 3,06 + 0,06 7,0+0,0 215+4
Xylose 2,82 +0,03 6,2+0,0 175+ 3

Disaccharide

Cellobiose 2,34+ 0,01 6,3+0,2 148 +5

Lactose 2,41 +£0,01 4,7+0,0 113+1

Maltose 2,35+ 0,02 8,2+0,1 193+ 3

Saccharose 3,15+£0,04 7,0+£0,5 221+ 15
Blindwert

ohne weitere CQuelle 1,47 £ 0,05 45+0,1 66 +2

# die Einheit versteht sich aisbzw.mg proL Hauptkulturmedium (inklusive Inokuluggie Ausbeute an 12:1(1%urde durch den relativen
Anteil am [ettsaureprofil berechnet
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Die Analyse der Fettsaureprofile ergab fur die meisten Zielverbindungen lediglich eine
geringfugige Variation der quantitativerefkhaltnisse.Eine Steigerung tber einen relativen
Anteilvon>0,1% wurde flr die meisten Zielverbindungen nicht erreicht. Ausnahmen bildeten
die primare Zielverbindun@2:1(11) sowie 16:1@, 16:1(1%) und 18:1(1%), die durch die
Kohlenstoffquelle stare beeinflusstvurden. Bei Verwendung von Maltose wurde neitwa

10 mg/L die hochste Ausbeute @odecll-enséureerreicht (TabellenA 6 und A7 (Anhang

C1) sowie fur 12:1(11) auszugsweibabelle100).

Tabellel00: Ausgewahlte Fettsaureausbeuten aus dem Myzel vorF KEltiviert unter Vewendung
von MP@edium mitdiversen Kohlensoffquellen. Den angegebenen Wertergks biologischeDop-
pelbestinmungen zugrundeDie primére Zielverbindung ist rot eingefarbt.

Fettsaureausbeute [mg/l]

Fettsaure Sor Fru Glc Xyl Cel Lac Mal Sac Blindwert
12:1(®) <0,2 <02 <02 <02 <0,2 <01 <02 <02 <007
12:1(11) 2,3 1,3 1,8 0,4 2,7 1,1 9,9 2,1 0,2
16:1(D 0,4 0,6 0,7 0,7 0,3 0,3 0,5 0,8 0,2
16:1(11) 0,3 0,4 0,4 0,4 <0,2 0,2 0,3 055 <0,07
16:2(%Z122) <02 <02 <02 <02 <02 <01 <02 <02 <007
17:1(D <02 <02 <02 <02 <02 <01 <02 <02 <007
17:2 <02 <02 <02 <02 <02 <01 <02 <02 <007
17:2 <0,2 <02 <02 <0,2 <02 <01 <02 <02 <007
18:1(11) 1,5 2,2 2,2 2,1 1,4 1,3 1,5 2,3 0,6

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokutliempusbeute von 12:1(1Wurde durch den relativen
Anteil am [Ettséureprofil berechnetden Weten liegt eine Dopelbestimmung zugrunde
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung tiber authentische Refanalngtanzen

3.2.4.3 Stickstoffquelle

Auch die Verwendung diverser Stickstoffquellenkearsich unterschiedlich auf die Bildung
von Biomasse und deren Lipidgehalt aus. Fleischpepton liefégtddthste Ausbeutean
Lipiden Tabelle101).

Tabellel01 Ausbeute an Biotrockenmasse und LipideR¥YEDin Athangideit der verwedeten Stick

stoffquelle. DeBTMliegt einebiologischeVierfach, den Lipicen eine biologischeDoppelbstimmung
zugrunde. Die Fehlerangabéfolgt in Form des Standardfehlers.

Stickstoffcuelle BTM[g/L)* Lipidgehalt [g/100 g BTM] Lipidausbeute [mg/L}
Caseimpepton 2,97 £ 0,06 6,0+0,1 178,9+0,1
Erbsemepton 2,80+0,04 6,2+0,1 174+3
Fleisclpepton 2,05+ 0,02 129+0,4 265+8
Gelatingpepton 1,53+ 0,03 10,0+0,1 153+ 4
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Tabellel01 (Fortsetzung)

Stickstoffcuelle BTM[g/L]* Lipidgehalt [g/100 g BTM] Lipidausbeute [mg/L}
Lactalbumirpepton 3,08 £ 0,02 6,1+0,1 187+3
Milchpepton 2,87 +£0,03 5,7 0,3 165+ 11
Milchprotein 2,29 + 0,06 55+0,0 126 +4
Saubohnepepton 2,83 +0,02 52+0,1 146 £ 5
Sojapepton 3,31 £0,02 6,7+0,1 221 4
Sojaprotein 1,50 £ 0,02 8,0+£0,2 121+2

# die Einheit versteht sich alsbgw. mgpro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum)

Die Analyse der Fettsaureprofile ergahnliche Ergebnisse wie bei Variation der Kosteff-
quelle: Fur die meisten Zielverbindungen ergaben sich ledigéohge Variationen der quan
titativen Verhaltnisse.Ausnahmen bildeten die primére Zielverbindung 12:1(11) sowie
16:1(9), 16:1(1®) und 18:1(1Z) (TabellenA 8 und A 9 (AnhangC1l) sowie auszugsweise
Tabellel02).

Die Untersuchung der MedieBlindwerte ergab, dasgraktisch keine Lipidals Verumeini-
gungenin den verwendeten Stickstoffquellen vorhanden waren.
Tabellel02 Ausgewahlte Fettsaureausbeuten aus dem Myzel vorDFWEtiviert unter Vevendung

von MPGMedium mitdiversen Stickstoffquellen. Den angegebenen Werten lidgelogischeDoppel
bestimmungen zugrundeDie priméare Zielwdindung ist rot eingefarbt.

Fettsaureausbeute [mg/l]

Lact Sau
Casein Erbse- Fleisch Gelatine albumin- Milch- Milch- bohnen- Soja  Soja
Fettsaure pepton pepton pepton pepton pepton pepton protein pepton pepton protein

12:1() <02 <02 <03 <02 <02 <02 <01 <02 <02 <01
12:1(11) <0,2 <0,2 7,6 1,5 <0,2 <0,2 <01 <0,2 0,9 2,3
16:1(D) 07 04 <03 0,2 0,6 04 04 0,4 08 02
16:1(1B 0,4 <0,2 <0,3 <0,2 0,5 0,2 <01 0,2 0,4 0,1
16:2(¢1229 <02 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <01 <0,2 <02 <01
17:1(Y <02 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <01 <0,2 <02 <01
17:2 <02 <02 <0,3 <0,2 <02 <02 <01 <02 <02 <021
17:2 <0,2 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <01 <0,2 <02 <01
18:1(11) 2,3 2,0 1,6 0,9 2,4 2,0 1,2 1,8 2,6 1,4

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokutliempusbeute von 12:1(1Wurde durch den relativen
Anteil am Ettsaureprofil berechnetden Weten liegt eineDoppelbestimmung zugrunde
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uiber authentische Refengimgtanzen
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3.2.5 Supplementation mit Prakursoren ungeradzahliger Fettsduren

(Mortierella hyalina)

Zur Steigerung der Ausbeute arZf¥eptadee9-ensaurewurde das YiMedium fir MHYFP

mit verschiedeen Prakursoren ungeradzahliger Fettsauren supplementiza.9. Im Ver

gleich zur nicht supplenmierten Kultur wurden Erhdhungen, aber auch Ernigdngen des
Anteils dieseNerbindungam Fettsaureprofil erhalterEine besonderdeutliche Steigerung
wurde bei Verwendung vorlsoleucin erzieltAbbildung22). Gleichzeitig waren die Anteile
weiterer ungeradzahliger (15:0, 17:0 und 19:1) zugunsten mehrerer geradzahliger Fettsauren
(14:0, 16:0, 18:0 und 18:17p vermindert Tabelle AL4 (AnhangC?2) zeigt die vollstadigen
Fettsaureprofile) Die Bildung an Biomassew. Lipiden wurde durcldie Supplementenur
geringfugigoeeinflusst Tabelle103), sodass & Ausbeutefir 17:1(%) bei Supplementierung

mit L-Isoleucinbei ca. 70ng/L lag
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Steigerung des 17:1(97)-Anteils
am Fettsdureprofil von MHY-FP [%

YD YD +1le YD + Met YD + Thr YD + Val

Abbildung22: Steigerung deénteil der 17:1(9Z) am Fettsdureprofdlon MHYFP.Die Werte stellen
den Vergleich mit dernteilin MHY-FP dar, der inicht supplementiertem ¥Blediumgebilde wurde.
Der Pilz wurde in unter Zusatz verschiedener Aminosauren kultiviert. Diarfeikdéoren zeigen den
Stardardfehler der bblogischen Dreifachbestimmungen.

Tabellel03 Ausbeute an Biotrockenmasse und Lipideiiliy-FPin Ahangidkeit dersupplementier
ten AminosaurenDen Werten liegen biologiscieeifachhestimmungn zugrunde. DieFehleangabe
erfolgt in Form des Stalardfehlers.

Medium BTM[g/L]* Lipidgehalt [g/100 g BTM]  Lipidausbeute [g/L]
YD 3,79+ 0,6 28,1+ 03 1,06+ 001

YD + lle 3,56+ 0,38* 285+0,1 1,02+ 001*

YD + Met 4,16+ 0,* 247+ 0,F 1,03+ 001*

YD + Thr 4,08+ 0,(6* 279+ 00 1,14+ 002*

YD + Val 3,65+ 0,08 294+ 02* 1,07+ 001

# die Einheit versteht sich als g pro L Hauptkulturmedium (inklusieulitnm)
* in Bezug auf das Myzel aus nicht supplementieviBKultur unterscheidet sich denarkierteWert signifikant & = 5%)
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3.3 Gaschromatographische Quantifizierung von DoeEEensaure

mittels externer Kalibrierung

Die Quantifizierung vomodecll-ensdurein den Myzelien von FVE erfolgte neben der
herkdbmmlchen Methode 8.1.2, Tabellen58 bis95) zur Abschatzung der sdureausbeuten
mittels externer Kalibrierung(2.6.4). Nachgaschromatographischeknalyseder Kalibrieto-
sungen wurden durch Auftragung der Signalintensitaten gegen die Konzentrationen von No
nan- bzw.Dodecll-ensauemethylesterKalibriergeraden mit jeweils sehr hohen Bestimmt
heitsmaRen(R?> 0,999 erhalten @bbildung23).
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Abbildung23: Kalibriergerade mit Geradengleichung und Bestimmtheitsmal3 (R?) zutifuiernng
von12:1(11)in FormdesMethylestes im Myzel von FV/B. Aufgetragen sinddie Signaintensitaten
gegen die Konzentrationen der verschiedenerbKatiosungen.

Deraus dem internen Standard Glyceroltrinonanoat gebildete Nonansauremethylestdewur
zur Berechnung der Wiederfindungean 60,9% (Bestimmung 1) bzw. 85,7% (Bestimmung 2)
verwendet. Fur beide Myzelien wurden unter Einbeziehung der jeweiligen Wiederfindunge
Gehalte von Z8 (£ 0,00mg pro GrammMyzel BTM biologischer Ansatz 1) bzw.
2,99(x0,00)mg pro GrammMyzel BTM biologischer Ansatz 2) anodecll-ensdurebe-

stimmt. Dies entsprach Ausbeuten von 10,7 bzw. 11,7 mg/L Hauptkulturmedium.
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3.4 Supplementationsstudien zur Aufklarung der Biosynthese von

Dodecll-ensaure(- 1) durchFlammulina velutipes

Um Hinweise zur Biosynthese vibodecll-enséurein FVED zu gewimen, wurden Submers
kulturen des Pilzesn unterschiedlichenFeedingDesignsmit dem potentiellen Prékurso

Laurinsaureversetzt 2.5). Diese bildetewuf den Medien FlockefAbbildung24), die im Laufe
der Kultivierung verschwandemm Vergleich zu den Blindwerteshne Supplementierung

wurde stetsein verlangantes Wachstum, teilweise auch eine dunklereldtirg festgestellt.

Danebenzeichneten sichdie supplementierten Kulturemurch die Bildung grof3er Pellets
(Durchmesser > mm) aus Abbildungen25 und 26).

Abbildung24: Mediummit Laurinsdure  Abbildung25: FVED in Submerskultur. Linksicht supple-
Flockereur Kultivierungvon FVED. mentierte Kultur. Rechts: Mit Laurinsawapplemetierte
Kultur(Ansatz 1)

Abbildung26: Vergleich dePellets/Filament@auseiner nicht supplementierten (links) und einertidPe
auseinermit Laurinsdure supplementierten Kultur (rechts) von-B\V&Ifgenommen miels Steree
mikroskop
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Die Fettsaureprofilanalyser2.) zeigtenunabhéngig von der gewahlten Methylierungsme
thode, dass es im Falle aller Supplemenitght zueiner verstarkten, sondern vielmehr zu einer
verminderten Bildung vobodecll-ensdurekam. Im Falle von Ansatz(Tabelle27) lag der
relative Anteil sogar bei & 1%.Gleichzeitig wanin den entsprechenden Anséatzenhthte
Anteile an Laurinsaureerkennbar Die Analyse der chemischen Blindwerte zeigte bet Ver

esterung mittels Bortrifluorid das Vorliegeon LaurinsdurgedochkeineDodecl1-ensaure

Die massenspektrmetrischen Untersuchungereigten, dasen den Myzelien der Ansatze 1

bis 4 (Supplementation mit2:0-1-*3C, Tabelle27) in unterschiedlichen Anteilesowohl 1°G

als aucht*Gmarkierte Dodecl1-ensaureenthalten war (Abbildung27, Berechnung geman
AnhangD). In Ansatz 1 machte diese Verbindung zwar weniger als 0,1% der enthaltenen Fett

sauren aus, jedoch bestanden mehr als 85% dawsrdar3Gmarkierten Saure.

m Dodec-11-ensiure-1-*2C

0
w
1

m Dodec-11-ensiure-1-*3C

i m

Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4

N
(=]
1

=
=]
1

Anteil am Fettsaureprofil [%]
& n

=]
o

Abbildung27: Relative AnteileonDodeell-ensédurean den Fettsdureprofilen der Fi2BMlyzelien aus
den mit12:0-1-3C supplementierten Kulturen. In Ansatz 1 lag der AnteilDanteell-ensaurebei
<0,1%, weshalb keine grafische Darstellung erfolgte (siehe Flieltext)

Fir jeden Balken ist der entsprechende Anteif@markierter Fettsaure (Berechnurajs Naherung
gemalAnhangD) dokumentiert. Den dargestellten Ergels®is liegen biologische Duplikate zugrunde.
Die Amjabe der Fehler erfolgt in Form der Standardfehler.
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3.5 Transformation, Enzymexpression ungeinigung
3.5.1 Transformationenund genetische Modifikationen

3.5.1.1 TransformatiornvonE. colmit der a-Dioxygenase

ausCrocosphaera subtropi¢adierenden Gensequenz

Die Transformationder chemisch kompetente Zellen vonE.colilQy mit dem Plasmid
PET28aCs-DOX inresultierte in optisch erkennbaren Kolonien auf den mit Antibiotikum
versetzten LBAgarplatten Abbildung28). Die Koloniemvurden zusatzlich mittel€olonyPCR
auf die Auhahme des Plasmids hin Uberpri®t%.1.2.

— -

| ——

Abbildung28: LBAgarplatte mit E.coli 1¢ , der mitpET28aCsa-DOX transformiert wurde

3.5.1.2 KoloniePolymeraseKettenreaktion ColonyPCR)

Fir dieColonyPCR wurden 10 Klon8.%.1.] verwendetund im Anschluss gelelektrophere

tisch untersuch{Abbildung29). Fur die weiteren Arbeiten wde Klon Nr. 9 verwendet.

bp 1 2 3 4 b 6 7 8 9 10 11 12 13

750

500

250

Abbildung29: Agarosegelmit den Amplifikatender ColonyPCR(10 ausgewéhlte Kolonien der in
Abbildung28 dargestellten LBAgarplatte)unter U\ALicht (312hm). 1:Klon 1, 2: Klon 2, 3:kbp DNA
Leiter, 4¢11: Klone 810, 12: Positivkontroll§pET28aCsa-DOX) 13: Negativkontroll§ddHO). Die
Markierung zeigt die erwartete Bandenhofreositivkontrollean.
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3.5.1.3 Modifikation der Gensequenz mitte@@uik@®ange™

Mit demisolierten (2.7.2.9 PlasmidoET28aCsa-DOXwvurde eine positionsgerichtete Mutage
nesein Form eier QuikChang®” zur Deletion des Ste@odons durchgefihif2.7.2.4, um
eine Variante deCsa-DOXmit Gterminalem HisTag exprimieren zu konnen. Das Agagmde
mit den Amplifikaten der hierzu durchgefuihrten PCR zeigte sehr schwach erkennbdenBan

auf der Hohe von 80@10.000bp (Abbildung30).

Abbildung30: Agarosegel der P&Rnplifikate der QuickChang#-PCR unter UVicht (312m). 1:
1 kbp DNALeiter, 2: Negativkontrolle (ddB), 3: gelelektrophoretischéunktionskontrollegET28a
Csa-DOX, 4¢7. RCRAmplifikate (AnnealingTemperatuen 65,8/68,0/70,1/72°C). Die Markierung
zeigt die erwartée Bandenhdhe an.

Nach DpnVerdau wurdeE.coli10r zur Vervielfaltigung mit der®CRProdukttransformiert

und diesesanschlie3endsoliert(2.7.2.9. Die Sequenzierung lieferfelgende DNASequenz:

GCTTCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTETTHEAMEACGACGCCACG
GTTTAAATGCATTATCCACACCATACAGAACCGGACTCAGCTGCGGAAAATGACGCTGCAGAACGCTAACCATGTTAT
TATTGGCAATCCAATCCAGACCAAACTGGGTATAGATTTCTGCGCGATAATCGGTGGTAAAAAAACGATCGCTTTTCA
GACGACGGCTGGCCATCAGAATAAACACACGAAATGCGGTATCGCTAAAACCAAAACCTTCCGGTGTATCTTCTGCAA
ACAGACCAACCATCAGATCAACCTGATCGATGTTATCATTATACACACGACGCATTTCTTCCACCCACTGTTTGTTGC
TGCTAATTTCTTCAAAGCATTTAACACGACCACGACCCATGATTTCACGAAAACGATTATAACGCGGAACACCACGTT
CACGATCACGCAGAATATCAACGGCTGCCAGATCAAAAACTTCACCATTATCACGAACCAGTTGCTGCAGAAAACGCG
GATAATTATGCAGGGTAATTGCBGGATGGGTAATACCAAAGCTATAAAACAGGTCCGGCAGGCTAATGCTTTCCA
GCAGTGCACGGGTACGTTTACCGCTCATTTCAAAGAAGTTCACTTCTTGCAGAAATTTATCACCTTCCAGGCTACGAA
ATTCCAGTTCATCCGGAATCAGCGGATGCATACGATACACGCTAACAAATTCTTCGGTCAGATAATACGGTGCGGTAT
GATGATTTTTATCGCTACCAATAATACCGGTCAGCAGATCGGCABTTTCACCAACSGTGSCCMNAAMCYGGT

NWAWGGYCTCCCCGCACAGAAMAYNATTCCAATTAACATTCAGTGCAATATCGGTTGCAGGCAGCGGCAGAATTGCCG

GTGTCCAATCAACGGTATGAATTTTTGCCATCAGTGCTGCATTAATCAGACGTGCATGATCAAACAGGTCGTCATCAG
AACCACTGGCTATATTCTTGTTTCAGGTGATCGCAAATCAGATTATGTTCACGGGGTAAACGAGARRRIATIAIC

CCAGACCAATCCACCAATTTATCGTTAAAGCCGGTAAWATCAACMMCCGGGTTTTCAGGGATCAACCGGCCAGCAGGC

CATTTTTCANNCANTAAATCAGTTTTACCATCTTTCATGGGCTACCCAAGCTGAATCAACGGGTTTCCCGGAATGGCT

AMCCAWAAAATCTGGGCTACNANCCCCCCCCAATGGGGGTAAACCGGGTTTTTGAAAAAAGGGAAGGSGGGTTTTTTG

CCCcCC
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3.5.2 Rekombnante Expressionind Reinigung der Enzyme
3.5.2.1 a-Dioxygenase auSrocosphaera subtropica

Die SD®AGH2.7.6 der Zellpellets der Expressionskulturd3lL1(DE3)+pE2BaCsa-DOX,
BL21(DE3)+pEXBaCsa-DOX_Hig zeigten im Vergleich zum mitgefiihrten BlindwBit21
(DE3)+pER8averdickte Banden bei ca. KIDa Abbildung31l, links).Der Western Blotmit
anti-His HRK2.7.7), welchermit einem Zellpellet der Expressionskul@ic21(DE3)+pEXBa
Csa-DOX_€Hisdurchgefihrt wurde zeigtenach derEntwicklungeine deutlich gefarbte Ban
de auf etwa derselben HoOhAlbildung32).
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Abbildung31: SDSPAGE der @sDOXnach hete Abbildung32: PVDFVMlembran des Western Blots
rologer Expression und Reinigutigund 6: Prote von Cs2-DOX 1: ProteinLeiter, 2: Zellpellet von
in-Leiter, Z4: Zellpellets voBL21(DE3pET28a BL21(DE3)+pEBaCsa-DOX_€His(Variante mit
(Blindwer), BL21(DE3)+pEBaCs-DOX BL21 Gterminalem HisTag). Die Markierung zeigt die
(DE3)+pEP8aCsa-DOX_€His {ariante mitHis  ungefahreBandenhoheler kalkuliertenmoleku
Tag), 5: gereinigteCsa-DOXmit HisTag.Die Mar  larenMasseder Cg-DOXvon 69,9 kDan.
kierung zeigt diaungefahreBandenhohaler kat

kulierten molekularenMasse der Cs-DOXvon
69,9 kDaan.

Mit zunehmender Konzentration war wahrend der Aufarbeitung eine Rotfarbung der Enzym
Losung zu beobachten. Besonders intensiv warediesZentrifugenfilter Abbildung33), et-

was schwacher aber auch wahrend des Pufferwechsels anhand de®&ulen erkennbar.

Die Reinheit des Enzyms wurde mittels $IA&E kontrolliert. Baaufgetragene Enzym liefer

te neben eimgenschwach ausgepragten Banden eine deutlich verdickte Bantlderselben
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Hohe wie die intensivste Bande der Zellpelfaiftragungen(Abbildung31l, rechts).Die Aus
beute anCs2-DOXbetrug ca. Jug Enzym pro Milliliter Expressionskultur.

"

W
"

l“

Abbildung33: Roter Rickstand im DaZentrifugenfilter wahrend der Reinigung dead30OX.

3.5.2.2 a-Dioxygenase auSryza sativa

DieZellpellets der Expressionskultureon W3110(DE3)+pER8aHokOsa-DOXwurden mit
tels SDSAGE untersuchtm Vergleich zum mitgefuhrten Blindwai311QDE3)enthielten
die aufgetragenen Proben intensausgepragte Banden auf der Hohe von etwakb@a
(Abbildung34).
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Abbildung34: SDSPAGE de®sa-DOXnach heterologer Expression und Reinmy 1 unds: Proten-
Leiter,2: gereinigteOsa-DOX mit HiF ag 3 und4: Zellpellets vovV311JDE3)pEF28aHokOsa-DOX
und W3110(DE3) (BlindwerDie Makierung zeigt dieingefahreBandenhoheler kalkuliertermole-
kularenMasse der Qs-DOX von 72,RDaan.

Analog zura-DOX augrocosphaera subtropid.5.2.]) war wahrend der Reinigung des-En

zyms eine rote Farbung zu beobachten. Die Auftragung der gereirigge®OX auf der SBS
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PAGE wies neben einigen sehr schwach erkennbaren Hintergrundbamaetegitliche Ban
de auf, die imBereichder verdickten Bande deZellpelletslag (Abbildung34). Pro Milliliter

Expressionskultur wurden etwaaug Osa-DOX gewonen.

3.5.2.3 CabonséaureReduktase auslycobacterium marinum

Die Expression d&dmCAR wurde ebenfalls mittels SBAGE Uberpruft, indem die Zellpellets
der Expressionskulturen von RAREEYCDuevimCARBsSfp aufgetragen wurdenDiese
enthieltenim Vergleich zunBlindwert W3110DE3j} eine intensiveBande auf der Hohe von
etwa 130kDg die auch nach der Reinigung mit Abstand am deutlichsten hervorstach
(Abbildung35). Neben deser wurden nur wenige, sehr schwadhroteinbanden als Hinter

grund detektiert DieEnzymasbeutebetrugetwa 10 ugMmCAR pro Milliliter Expressidas-

tur.
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Abbildung35: SDSPAGE deMmCARhach heerologer Expression und Reinigungudd 2: Zellpellets
VONRAREPACY CDudtimCARBsSfpund W3110(DE3) (Blindwert)uBd 5 Proten-Leiter,4: gerenig-
te MMCARPhosphatpuffer)6: gereinigte MMCAR (T#auffer) Die Makierung zeigt dieungeféahre
Barderhoheder kakulierten molekularenMasse der MMCAR von 129,4 kéda

2 Da der fur die Expression genutzte RAR&NM nicht zur Verfigung stand, wurde der phylogenetisch sehr nah
mit diesem verwandte W3110(DE@hang und Lin 20)als Blindwert herangezogen.
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3.5.3 Funktionstessder gereinigten Enzyme

Vor der Biotransformation der fungalen Lipid@.§.2 wurden die isolierteOsa-DOX und
MmCAR auf ihre Funktionsfahigkeit hin Gberpriff7(§. Die resultierenden Chromatogram
me zeigten neben den nicht quantitativ umgesein FettsdureSubstraten neue Peaks, bei
denen es sich nach Abgleich mit entsprechenden ReferenzsubstanZén (@sa-DOX) bzw.
Dodecanal MMCAR) handeltéAbbildung36, beispielhaft f{UMmCAR.

600 -
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0 T T T T 1
5 7 9 11 13 15
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Abbildung36: Chromatogramm (GEID) des organischen Extraktes eines Aktivitatstbst8ImCAR
mit 1: Dodecanalund 2: Laurinsaure
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3.6 Biotransformationfungaler Lipide mittels Lipase und

a-Dioxygenase oder Carbonséaufeduktase
3.6.1 Methodenentwicklung: FestphaseiMikroextraktion von Fettaldehyden

3.6.1.1 Wahl der AdsorbenBeschichtung

Zunachst wurde das Extraktionsvermogen funf verschiedener $Rigkin aus wassegPro
benmatrix getestet(2.8.1). Von diesen zeigten die DVB/CAR/PBbMfsl PDMS/DV&-aser fir

alle Analyten insgesamt die héchste Sensitivitat. Mithilfe der CAR/FEAE waren kuket-

tige Aldehyde gut extrahierbar. Furedschwerfliichtigen Analyten war dieses Adsorbens je
doch ungeeignetAbbildung37). Sowohl die CWals auch die PDMSaser besal3en fur alle
Analyten nur ein geringesxEaktionsvermogen (Daten nicht dargestellngesattigte Alde

hyde wurden im Vergleich zu ihren gesattigten Analoga schlechter extrahiert. Dieser Effekt

war in erster Linie flr kurbis mittelkettige Vertreter zu beobachteAlpbildung38).

B DVB/CAR/PDMS MPDMS/DVE HCAR/PDMS
7,0E+04 -

T 6,0E+04

5,0E+04 -

4,0E+04 -

he [Skalenteil

3,0E+04 -

ac

2,0E+04 -

Peakfl

1,0E+04 -

0,0E+00

(%
A ; S o ¥ W
N o & > > > P
< Q « & Q & Qg‘ﬂ' *SZ’Q

Abbildung37: Extraktionsvermogen der DVB/CAR/PDNPFOMS/DVBuUnd CAR/PDMBaser fiireine
homologe Reihe gesattigtéddehyde. Als Fehlerindikatorendgidie Standardfehler aufgetragen.

EDVB/CAR/PDMS MWPDMS/DVB B CAR/PDMS

7,0E+04 -
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he [Skalenteile]
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Heptanal (47)-Hept-4-enal Undecanal Undec-10-enal Hexadecanal (11Z)-Hexadec-11-enal

Abbildung38: Vergleich der Extraktion gesattigter und ungesattigter Aldehpte Fehlerindikatoren
sind die Standardfehler aufgetragen
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3.6.1.2 Einflusaunterschiedlicher Matrices

Mittels PDMS/DV#-aser wurdelanebendie Extraktion aus den verschiedenen Phosphatpuf
fer-Matrices(Tabelle43) getestet, dieetwa der Zusammensetzung der enzymateciiReak
tionspuffer entsprachen28.2. Die Extraktion aus wassriger Matrix und Phosphdgauf

unterschiedsichkaum

Im Gegensatz dazu wirkte sich der Zusatzemeulgierend wirkenden Agenzi€ummi arabi
cumund TritonX-100 (Phosphatpuffer Il und 1ll) mit steigender Kettenlange der Analyten
negativ auf deren Extraktion audie Analyten wurden ab Octanal (o X-100) bzw. Decanal
(Gummi arabicumnmassiv vorder Matrix zurlckgehalten. Mit stgénder Kettenlange der

Aldehyce sank die Extraktionsfahigkeit rapidébbildung39).

B wissrige Matrix B Matrix mit Zusatz von Triton X-100

3,0E+05 |
2,0E+05
1,0E+05 I
0,0E+00 -

Abbildung39: Vergleich der Extraktion von Aldehyden aus einer wassrigen Probenmatrix und unter
Zusatz von Triton-X00.Als Fehlerindikatoren sind ditandardfehler aufgeagen.

Peakflache [Skalenteile]

3.6.1.3 Optimierung weiterer Extraktionsparameter

Ausgehend von den ifiabelle44 genannten Standaré&xtraktionsparametern wurden fir die
PDMS/DVibeschichtete Faser die Parameter Extraktionstemperatur, ExtraktionszedySalz
gabe und Schuttelgeschwindigkeit sukzessive variiert und dabei die jeweils bestenuBeging
en fur die weitereMethodenentwicklungheibehalten Abbildung40). Als ideale Methode er
wies sich eine Extraktion mittels DVB/PDNeSer bei 60C und 25QJ)/min, wobeizunachst
10min inkubiert und anschlieRend 30in extrahiertwurde. Ein Aussalzeffekt wute nicht

beobachtet, was da¥ersetzen der Probe mitochslzobsolet macht
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*CAR/PDMS

<40 °C *20 min
*CW .Extl’ak- +30°C 30 min
*DVB/CAR/PDMS tionstem- +60 °C 45 min
«PDMS peratur 70 °C +60 min

*PDMS/DVB

-0% Methode:
*5% OB *250 U/min PDMS/DVB,

Sa(]li%%}ll;lt +10% eete Sl 350 U/min 60 °C, 30 min,

«209, digkeit +500 U/min 0% NaCl

"gesattigt 250 U/min

Abbildung40: Flussdiagramm der Methodenoptimierurigje jeweiloptimalen Parameter, die fur die
weitere Methodenentwicklung beshalten wurdensind fett markiert und am Ende zusammengefasst

3.6.2 Biotransformation fungaler Lipide

In den Biotransformationsansatzevurden mittels HSSPMEGGMS-O verschiedene Aldehy
de olfaktorisch detektierund identifiziert(Tabellen104 bis 107). Als Identifizieungsnerk-
malewurden ein Abgleich ddRlsmittels authentischer Referenzverbindungernamd zweier
GGTrenns&ulen unterschiedlicher Polaritat sowie ejute Ubereinstimmung des erhaltenen
massenspektrometrischen Fragmentierungsmusters mit einem in derDA&hbank hinter
legten Massenspektrum gefordert{Ratch >850) In den analysierten Blindwerten wurden
einige olfaktorisch aktive Substanzen mitiggen Intensitaten wahrgeommen. Dabei han

delte es sich jedoch nicht um in den Proben detektierte Aldehyde.

Tabelle104 Im Biotransformationsansatz der Lipide des PilzesOFWiE Lipase und @sDOX olfak
torisch detektierte Aehyde.

RF
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitat Intensitat® VFWAX DB5
Undecanal citrusartig, grungrasig, suf3lich 3 1607 1307
Undecl0-enal citrusartig, dumpf, grinpachKorianderBlattern, 15 1670 1299
schwer
Dodecanal grun, seifig 2 1709 1408
Tridecanal citrusartig, grin, schwerseifig,wirzig 3 1816 1510
Tetradecanal fettig, kunstlich,seifig,stf3lich 1,5 1938 1612
Pentadecanal kunstlich, nach Plastik, stechend 3 2019 1714
Hexadecanal grin, suf3lich 0,5 2145 1816

a die Geruchsqualité&n wurden von einem geschulten Sensorikarhand der Analyse an der - WAXmsTrennsauléestimmt

b pei der hier angegebenen Intensitéat auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um Eimeghobeg
der Intensitat zu erlauben

¢ die hier angegebeneRIsnachvan den Dool und Kratz (1968urdenanhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen auf
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Tabelle105: Im Biotransformationsansatz der Lipide des PilzesWkit Lipase und MMCAR oKak
torisch detektierte Aldehyde.

RF
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualftat Intensitat® VFWAX DB5
Decanal citrusartig, gruin, frisch 1 1498 1205
Undecanal citrusartig, griin 0,5 1607 1307
Dodecanal citrusartig, gruin,seifig,si3lich 2 1714 1409
Dodecll-enal citrusartig, leichtgriin,nach KoriandeBlattern, seifig 1,5 1767 1401

a die Geruchsqualit@&n wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an défAJmsTrennsaule bestimmt

b bei der hier angegebenen Intensitat auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um Eimeighobeg
der Intensitét zu erlauben

¢ die hier angegebeneRls nach van den Dool und Kratz (1988)den anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen auf

Tabellel06: Im Biotransformationsansatz der Lipide des Pilze§-FPmit Lipase und @DOX dbk-
torisch detektierte Aldehyde.

RF
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitat Intensitat® VREWAX DB5
Tridecanal grun, seifig 15 1825 1510
Tetradecanal fettig, grin, kiinstlich 1 1948 1612
Pentadecanal metallisch, nach Plastik, stechenaichsern 1 2029 1715
Hexadecanal griin, nach Kompost 0,75 2125 1816
Hexadecendl griin (unangenehm) 0,5 2164 1792

a die Geruchsqualit@&n wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an défA¥msTrennsaule bestimmt

b pei der hier angegebenen Intensitét auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um Eineghoiey
der Intensitat zu erlauben

¢ die hier angegebeneRlIsnach van den Dool und Kratz (1968)rden anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen awfbweichend siehe Anmerkufig

d pei der vorliegenden Verbindurignnte es sich um das voh7:1(92) abgeleitete ()-Hexadeed-enal handeln. Eine Identifizierung war
aufgrund fehlender Referenzverbindungen jedoch nicht méglich

Tabellel07: Im Biotransformationsasatz der Lipide des Pilzes MHY mit Lipase und MMCAR oifak
torisch detektierte Aldehyde.

RI
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitat Intensitatt VRFWAX DB5
Dodecanal grun, seifig,stechend 2 1717 1408
Tetradecandl griin 0,5 1941 1612
Pentadecanal griin, nach Plastik, stechenaé@chsern 2 2026 1714

a die Geruchsqualit@&n wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an défA¥msTrennsaule bestimmt

b pei der hier angegebenen Intensitat auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um Eimeghobeg
der Intensitét zu erlauben

¢ die hier angegebeneRlIsnach van den Dool und Kratz (196&)rden anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen awfbweichend siehe Anmerkufig

d pei der wahrgenommenen Verbindumk@nnte es sichum Tetraccanal handelnjedoch wich deRIdes wahrgenommenen Geruchsf
der polaren VRNAX Séaule ein wenig starker von der Referenz (1927) ab
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DieFlussigextrakte der Biotransformation der Lipide ¥ammulina velutipemit Lipase und
MmCARspezifische Aktivitéd,75 U/mg) dienten der Quantifizierung von Dodéd-enal und
somit derBestimmungder Umsatzrate Mittels externer KalibrierungAbbildung41) ergab

sichfiir einunabhangige Duplikat eine Ausbeute vorb18+ 0,5%Dodec11-enal

1,0E+06

7,5E+05

Peakfliche [Skalenteile]

5,0E+05 -
T
2 56405 - d
o y=280254x- 14115
R?=0,9998
0,0E+00 T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Konzentration Dodec-11-enal [pg/mL]

Abbildung41: Kalibriergerade mit Geradengleichung und Bestimmtheitsmal3 (R?) zutif@uernng
von Dodeel 1-enal in denBiotransformationsmischungen der Lipide von-BMEit Lipase und MmCAR.
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3.7 Charakterisierung einer neuartigea-Dioxygenase

ausCrocosphaera subtropica

3.7.1 Einfluss des @erminalen HisTags auf diea-DioxygenaseAktivitat

Das Gel der SEFAGE zeigte durch verdickte Banden bei etwkD® das Vorhandensein der
Cs2-DOX in den Rohextrakten v@i21(DE3)+pE2BaCs-DOX_EHis und BL21(DE3)+pET
28aCs-DOXin etwa gleichen KonzentrationeAlfbildung42). Mittels Sauerstoffsonde wur
de die Anfangsgeschwindigkeit bezuglich Myristinsaure bestirf@ratl) undanhand dessen
die Aktivitat der beiden Enzymvarianten verglichéhe die Auftragung der beiden Aktivitaten
zeigt, besald der-@rminale HisTag keinen Einfluss auf die Aktivitat d&a-DOX Abbildung
43). Der Rohextrakt von deBL21(DE3)+pEZBaBlindwertes zeigte eindeutlichschwéachere

Aktivitatals die beiden Enzyme

kDa
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Abbildungd2: SDSPAGE Gel, (1) Proteitdzi Rohextrake von(2) BL21(DE3)+p&8a(Blindwert) (3)
BL21(DE3)+pEZBa-Csa-DOX_€His,und (4) BL21(DE3)+pE8a-Csa-DOX, (5lysozym. Digerdickten
Banden bei 70 kDa weisenfalie Anwesenheit des2-DOX in (3yind (4)hin.

o
o
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relative Aktivitat [%]

100

80

60

40

20

0

Csa-DOX ohne His-Tag Csa-DOX mit His-Tag

Abbildung43: Vergleich der Aktivitdten von £&90X und GsDOX mit @erminalem HisTag, gemes
sen mittels SauerstoffsondBie Fehlerbalken zeigen @eandardfehleder Funffachbestimmuraen.

3.7.2 ThermofluorAssay zur Bestimmung der Enzymabtlitat (Screening)

DasScreening zur Enzymstabilitat mittels Timefluor-Assay2.9.2) zeigte dass das Enzym in

Puffern mithoherenPuffer bzw. Kochsakonzertrationen stabiler war Die Csa-DOX zeigte

bei einer DMS&onzentration von 2,5% (v/v) keine Anzeichen von Instabikt&t beiZusatz

von 5% (v/v) lag die Denaturierungstempera&?C unterhalb der Referenz ohne Zusatz.

Hinsichtlich des phVertes liel3 sictauf Grundlage der vorhandenen Datkeine eindeutige

Aussageableiten (Tabelle108).

Tabellel08 Mittels ThermofluorAssay ermittelte mittlere Denaturierungstemperaturen dea-©OOX
(mit Standardfehlern) in Abhangigkeit der Pufferzusammensetzung und ed&gkls.Den darge i
ay kKl & &aAaymRhnetyfim NGT S

stellten Werten liegen Dreifachbestimmungen zugrumda. (i
die keine auswertbaren Messergebnisse erzielt wurde

Phosphatpuffer mittlere Denaturierungs
konzentration [MmM] NaCl [mM] DMSO (viv) [%] pHWert temperatur [°C]
ReferenZddH:0) - - 45,0+ 0,5

50 - - 7,5 47,0+£0,7

50 50 - 7,5 49,5+0,4

50 100 - 7,5 48,7

50 200 - 7,5 53,0+0,5

50 300 - 7,5 57,0 £1,5

50 350 - 7,5 56,3+0,7

200 - - 7,5 63,7+0,3
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Tabellel08 (Fortsetzung)

Phosphatpuffer mittlere Denaturierungs
konzentration [mMM] NaCl [mM] DMSO (viv) [%] pHWert temperatur [°C]
200 50 - 6,5 62,0+ 2,8
7,0 65,7+ 0,7
7,5 66,3+ 0,5
8,0 n/a
200 50 2,5 7,5 67,7+0,3
200 50 5,0 7,5 61,014
200 100 - 6,5 n/a
7,0 66,0 £+ 0,5
7,5 640+14
8,0 67,0+ 0,7
200 200 - 6,5 n/a
7,0 66,5+04
7,5 67,0£0,5
8,0 66,0 £ 0,0
400 - - 6,5 70,
7,0 71,0+£0,0
7,5 72,0£0,0
8,0 71,3+3,3

& kein Standardfehler berechnet, da ndie Ergebnisse einer Messung auswertbar waren

3.7.3 Bestimmung von SaizpH und Temperaturoptimum

Hinsichtlich der getesteten Paramet&.9.3 ergab sich kein gemeinsames Optimumédlie

drei getesteten Substrate:

Die Untersuchungen zum pWert (Abbildung44) ergaben, dass das Enzym im Sauren sehr
instabil ist. So wurde bei pH fraktischkeine Umsetzung der Fettsduren beobachtats

mittleres Optimum fur alle Substragrgab sich eipHWert von pH7,5.

Hohere Ptfer- bzw. Kochsalzkonzentrationen fuhrten tendenziell zu hoheren Umsetzungen.
Eine Ausahme bildete Pentadecansaure, die in 200 Phosphatpuffer besseau ihrem Pre

dukt Tetradecanalmgesetzt wurde als in 408M Phosphatpuffer Ein Teil dePhosphapuf-
fersalzeswurde durchNaCl ersetz was die Umsetzung im Falle der Pentadecansaure weiter
verbesserte. Die Verwendung eines 200 Phosphatpuffers mit einem Zusatz vonraM

NaCl stellte sich als die im Mittel beste Zusammensetzung hefduldldung45s). Hinsichtlich

der Temperatur ergab sich im Mittel ein Optimum bei’€5Abbildung46).
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7,0E+06

6,0E+06

5,0E+06

4,0E+06

3,0E+06
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Peakflache [Skalenteile]

1,0E+06

0,0E+00
Decanal Dodecanal Tetradecanal

pH6 mpH7 mpH75 mpHS8 mpH9

Abbildung44: Mittlere Peakflachen (Dreifachbestimmung mit Standardfehlern) der durch Biotransfor
mationen in Phosphatpufferldosungen (50 mM) verschiedeneéNpHe entstandenen Aldehyde.

1,6E+07

1,4E+07

1,2E+07

1,0E+07

8,0E+06

6,0E+06 -

Peakflache [Skalenteile]

4,0E+06 ~

2,0E+06 -

0,0E+00 -

Decanal Dodecanal Tetradecanal

H200 mMPP ®200 mMPP+50mM NaCl m400mM PP

Abbildung45: Mittlere Peakflachen (Dreifachbestimmung mit Standardfehlern) der durt¢taBséor-
mationen in Phosphatpufferlosungen (200 mM Phosphatpuffer (PP) mit und ohne Zusatz von 50 mM
NaCl und 400 mM PP, je pH 7,5) eamtsienen Aldehyde. Die Salzkortzgtion der Matrix wurde vor

der Analyse auf dieselbe Konzentration eingestellt.
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1,2E+07

1,0E+07

8,0E+06

6,0E+06

4,0E+06

Peakfldache [Skalenteile]

2,0E+06

0,0E+00
Decanal Dodecanal Tetradecanal

20°C m25°C m30°C m35°C mW40°C
Abbildung46: Mittlere Peakflachen (Dreifachbestimmung mit Standardfehlern) der durch Biotransfor

mationen in Rosphatpufferlésungen (je 250M Phosphatpuffer mit Zusatz von 50 mM NacCl, pH 7,5)
bei verschideren Temperaturen entstandenen Aldehyde.

Der Zusatz von DMSO (2,5% (v/v)) hatte keine Auswirkungen auf die Umsetzung shar Fett
ren. Die Verwendung von TritoX-100 hatte einen positiven Effekt auf die Umsatzraten
(Abbildunga7). Durch Verwendung dieses Emulgators (1% (v/v)) wurde eine Verdopplung der

relativen Aktivitat erreicht.

100

o]
[=]

o
o

B
(=]

relative Aktivitit [%]

20 +

ohne Zusatz Emit 50 mM NacCl
B mit 50 mM NaClund 0,1% Triton-X 100 (v/v) ®mit 50 mM NaCl und 0,5% Triton-X 100 (v/v)
®mit 50 mM NaClund 1% Triton-X 100 (v/v)
Abbildungd7: Relative Aktivitat de€sa-DOX bei Umsetzung von Tridecansaure imm2B0OPhosphat
puffer (pH 7,5) in Abhangigkeit des Zusatzes vomBONaCl und diversen Konzentrationen an Tri
ton X-100 (mit Angabe der Standardfehler).
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3.7.4 Bestimmung enzymkinetischeParameter

Mit Hilfe einer Sauersto$bnde wurdendie Reaktbtnggeschwindigkeiteffiir drei verschidene
Chargen an gereinigte€sa-DOX bei verschiedenen Substratmengesn Myristin bzw.
13-Methyltetradecansaurermittelt (2.9.4) und gegen die Substiabnzentrationeraufgetra
gen @Abbildung48). Mittels OrigirPro (Tabelle22) wurden die Michaeligonstanten Km) und
die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiteiaf) fur die Substrate Myristiund 13Methyl-
tetradecarsaue kalkuliert und daraus die katalytischen Konstant&e: und Effizieren

(kcat/ Km) berechnet Tabelle109).
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Konzentration Myristinsdure [pM] Konzentration 13-Methyltetradecansaure [puM]

Abbildung48: MichaelisMentenKinetikder Cg-DOX flr Myristinsaure (links) und die korrespondie
rende methylverzweigte 1Blethyltetradecansaure (rechts). D& mbole reprasentieren Dreifdogh
stimmungen biologisch unabhgiger Ansatze, denen wiederumnjeils eine Doppelbestimmung zu
grunde liegt.

Tabelle109 Mittels OrigifPro (2020) kalkulierte mittlereMichaelisKonstanten K») und maximale
Reaktionsgeschwindigkeitenngy) bezlglich Myristinund 13Methyltetradecansaure fir $a-DOX
sowie daraus berechnete katalytische Konstanteg)(und Effizienzeitkca/ Km) unter Angabe der
StandardfehlerDie Werte représentieren Dreifachbestimmungen biologisch unabhangiger Ansétze,
denen wiederum jeweils eine Doppelbestimmung zugrunde liegt.

Enzymkinetische Kenngréi3e Myristinsdure 13-Methyltetradecansaure
MichaelisKonstanteKn 26 +6 16+3

[uM]

maximale Reaktionsgeschwindigkertnax 35+05 2,70+ 02

[U/mg]

katalytische Konstantekca 4,0+ 05 31402

[1/s]

katalytische EffizienKca/ Km 0,17+ 006 0,20+ 003

[1/uM pro s]
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3.7.5 Substratspektrum

Zur Bestimmung des Substratspektrudes Csa-DOXwurde der Sauerstofferbrauch in der
Reaktionslosungei Einsatz diverser Fettsauren analysi@®(5 unddas Subtratspektrum

anhand der Anfangsgeschwindigiesi ermittelt (Abbildung49).
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<
g
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—
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D 0 DN DN D DDA DD D D
R R :\,@b A .@(\) e ,\@\) 5@% ® f\é\) (\,’5{\)
N \r}.‘ {b. ’\P"‘ '\{0. ,\‘O' ’\',cb‘ /b@
,\C;)"

Abbildungd9: Relative Enzymaktivitateis(ibstratspektruinder Ca-DOXbei 100 uM Substratkonzen
tration, bezogen auf das bestetgstete Substrat Linolsaure unter Angabe der Standardfehler. Den
dargestellten Weten liegen jeweils Funffablestimmungen zugrunde

138



Ergebnisse

3.8 Darstellung und Charakterisieng- 1l-ungesattigter sowie

iIso- und anteiso-methylverzweigter Aldehyde

3.8.1 Gaschromatographische Charakterisierung und Strukturanalyse

der isolierten Substanzen

3.8.1.1 Gaschromatographische Charakterisierung

Die kommerziell erworbenen 1-ungesattigten Alkohole sowigie synthetisierten bzw. mit

tels Biotransformation gewonnenen und isolierten Alkohole und Aldel{2d.1.4 wurden

gaschromatographisch analysie2t 10.2. Die Rswurdennachvan den Dool und Kratz (1963)

berechnet sowie die Reinheit der isolierten Syntheseprodukte abgescHathelle110und

111).

Tabelle110: Gaschromatographisch bestimmte Charakteristika .d&mungesattigten Aldehydend

Alkohole

Rla

Substanz Herkunft Reinheit [%] VFWAXms (polar) DB-5ms (unpolar)
Hept6-enal Eigensynthese > 96 1240 893
Hept-6-en-1-ol Eigensynthese > % 1518 962
Oct7-enal Eigensynthese > 98 1342 995
Oct7-en-1-ol kommerziell > 98 1614 1063
Non-8-enal Eigensynthese > 98 1446 1096
Non-8-en-1-ol kommerziell >99 1719 1164
Dec9-enal Eigensynthese > 99 1551 1198
Dec9-en-1-ol kommerziell >99 1827 1264
Undecl10-enal kommerziell >99 1656 1300
Undecl0-en-1-ol kommerziell 100 1922 1365
Dodecel1-enal Eigensynthese >99 1761 1402
Dodecll-en-1-ol Eigensynthese > 99 2028 1466
Tridecl12-enal Eigensynthese > @B 1868 1503
Tridec12-en-1-ol Eigensynthese >99 2128 1567
Pentadeel4-enal Eigensynthese > 99 2078 1707
Pentadeel4-en-1-ol Eigensynthese >99 2323 1770

@ RInachvan den Dool und Kratz (1963)
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Tabellel11: Gaschromatographisch bestimn@harakteristika der methylverzweigten Aldehyde.

Ha
Substanz Herkunft Reinheit [%] VFWAXms (polar) DB5ms (unpolar)
9-Methylundecanal Eigensynthese > 98 1674 1380
10-Methylundecanal Eigensynthese > 96 1660 1373
10-Methyldodecanal Eigensynthese >92 1780 1482
11-Methyldodecanal Eigensynthese > 98 1766 1476
11-Methyltridecanal Eigensynthese > 95 1886 1584
12-Methyltridecanal Eigensynthese > 95 1871 1576
12-Methyltetradecanal Eigensynthese > 96 1992 1686
13-Methyltetradecanal Eigensynthese >93 1976 1678

@ RInach van derDool und Kratz (1963)

3.8.1.2 Strukturanalyse der isoliertenl-ungesattigtenAldehyde und Alkohole

Die Tabelled12bis122zeigen dig€ergebnisse der massenspektrometrischen uachkpinre

sonanzsgktroskopischen Untersuchungen fur dsgnthetisierten 2.10.1.1bzw. 2.10.1.9

endstandigungesattigtenVerindungen. Es wurderstets die zehn intensivstem/z -Signale

der jeweiligen MSSpektrendokumentiert. Im digitalen Anhang befinden sidalie entspre
cherden Massenund NMRSoektren.

Tabellel12Z Massenspektrometrische und kernspinresosgektroskomche KenngroéReronHept6-

enal (GH:20).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7CeV)

IH-NMR

(400 MHz, CDgITMS)

BGNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

(0]
5\/3\/1\)1\
X H

6 2 4
m/z (%):68(100),41(79),67 (64),55 (52),39 (49),79 (46),57 (29),43 (24),42 (24),
56(23)
L =1,65(m, 2H,-CH, 1-C),1,44(m, 2H,-CH, 2-C),2,08(m, 2H,-CH, 3-C),2,44
(td (3=2,0und 75 H3), 2H,-CH, 4-C),4,96(m, 1H, =CH 5-C),5,01(dq (J=2,0und
170H32), 1H, =CH 5C),5,79(ddt (J=6,5, 100 und 170 H2), 1H, =CH,-€),9,77
(t 3=2,0H2), 1H, 7C)
L =21,5(1),28,3(2), 33,4(3),43,7(4), 114,9(5), 138,2(6), 202,6(7)

Tabellel13 Massenspektrometrische und kernspinresosgektroskomche KenngréfRen von Hegpt

en-1-ol (GHi40).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7GeV)

H-NMR

(400 MHz, CD€ITMS)

BGNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

6 4 1

N

7 2 3

m/ z (%):67 (100),54 (93),55 (80),68 (72),81 (62),41 (59),39 (41),43 (32) 57 (27),
42(27)
1 =1,39(m, 2H,-CH, 1-C),1,43(m, 2H -CH, 2C),1,58(p (J=7,0H3), 2H-CH, 3C),
2,07(q (9=7,0H2), 2H,-CH, 4C),3,64(m, 2H,-CH, 5C),4,94(m, 1H, =CH 6C),
5,00(m, 1H, =CH 6-C),5,81(ddt (3=6,5, 100 und 17,0H2), 1H, =CH,-C)
| = 25,2(1),28,7(2),32,6(3), 33,7(4),63,0(5), 114,4(6), 138,9(7)
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Tabellel14 Massenspektrometrische und kernspinresosgektroskogiche Kenngréf3en von Gkt

enal (Q;HMO)
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7CeV)

HNMR

(600 MHz, CDEITMS)

13GNMR
(150 MHz, CDIg, TMS)

*Z s H

m/ z (%):41 (100),55 (90),67 (88),39 (57),54 (55),82 (46),79 (36),93 (35),
57(34),80(33)

L =1,64(p (J=7,5H3), 2H,-CH, 1-C),1,41(m, 2H,-CH, 2-C),1,35(m, 2H,-CH,
3-C),2,06(m, 2H,-CH, 4-C),2,43(td (J=2,0und 75H2), 2H,-CH, 5C),4,94(m,
1H, =CH 6-C),5,00(dq (J=2,0und 170 H2), 1H, =CH 6:C),5,79(ddt (J=65, 100
und 17,0H2), 1H, =CH,-T),9,77(t (3=2,0H2), 1H,-CH, 8C)

L =21,9(1),28,6(2),28,6(3),33,5(4),43,7(5),114,5(6), 138,7(7),202,8(8)

Tabellel15 Massenspektrometrische und kernspinresospekiroskomche Kenngréf3en von N8n

enal (GHi60).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7CeV)

HNMR

(600 MHz, CDEITMS)

13GNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

(0]
X 9

8 2 6
3+4

m/ z (%):55 (100),41 (72),54 (49),81 (48),67 (45),39 (38),68 (34),79 (31),
57 (26),43 (24)

L =1,65(p (J=7,5H3), 2H,-CH, 1-C),1,39(m, 2H,-CH, 2-C),1,33(m, 4H,-CH,
3-C/4-C),2,04(m, 2H,-CH, 5-C),2,42(td (J=2,0und 75 H2), 2H,-CH, 6-C),4,94
(m, 1H, =Ch 7-C),4,99(dq (J=2,0und 170 H2), 1H, =Ck 7-C),5,80(ddt (J=6,5,
10,0 und 17,042, 1H, =CH,-8),9,77(t (J=2,0H2), 1H,-CH, 9C)

L =22,0(1),28,7(2),28,8(3),29,0(4),33,7(5),43,9(6), 114,3(7), 138,9(8),
202,9(9)

H

Tabellel16. Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskomche Kenngrél3en varec9-

enal (Clong;O).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7CeV)

IH-NMR

(400 MHz, CDE&ITMS)

13GNMR
(100 MHz, CDIg, TMS)

(0]
9 1
8 /\/M/\)mLH
6 7
25

m/ z (%):41 (100),55 (87),67 (68),68 (63),69 (53),39 (41),54 (40),81(38),
79(35),57 (35)

1 = 1,8 (p(=75H2, 2H,-CH, 1-C),1,31¢1,38 (M, 8H,-CH, 2-C/3-C/4-C/5-C),
2,04(m, 2H,-CH, 6:C),2,42 (td (J=2,0und 75 H2), 2H,-CH, 7-C),4,93 (ddt
(3=1,0, 20 und 100 H2), 1H, =CH 8-C),4,9 (dg (J=2,0 und 170 H2), 1H, =CH
8-C),5,80 (ddt (J=6,5, 100 und 170 H2), 1H, =CH,-€),9,76

(t 3=2,0H2), 1H,-CH, 16C)

L= 2,0(1),28,8(2),28,9(3),29,1(4),29,2 (5),33,7 (6),43,9 (7), 114,2 (8),
139,1 (9),202,9 (10)
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Tabellel17: Massenspektrometrische und kernspinresospektroskogche Kenngréf3en von Dodec

11-enal (C12H220).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7GV)

HNMR

(600 MHz, CDEITMS)

13GNMR
(150 MHz, CDIg, TMS)

1 2 1
w? - 12 H
3.7

m/ z (%):55 (100),41 (75),67 (53),81 (49),69 (35), 68 (34),82 (30),57 (29),
83(29),54 (28)

L =1,63(p (J=7,5H3), 2H,-CH, 1-C),1,37(m, 2H,-CH, 2-C),1,27c1,34

(m, 10H,-CH, 3-C/4-C/5-C/6-C/7-C),2,02(q (J=7,0 H2), 2H,-CH, 8C),2,42

(td (3=2,0und 75 H2), 2H,-CH, 9-C),4,93(m, 1H, =CH 10-C),4,99(m, 1H, =Ch
10-C),5,81(ddt (J=6,5, 100 und 17,0H2), 1H, =CH, 1C),9,77(m, 1H,-CH, 12C)

L =22,1(1),28,9(2),29,1(3),29,2(4),29,3(5), 29,4(6), 29,4(7), 33,8(8), 43,9(9),
114,2(10),139,2(11),203,0(12)

Tabellel18 Massenspektrometrische und kernspinresospektroskogche Kenngréf3en von Dodec

11-en1-ol (C12H240).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7GV)

'H-NMR

(600 MHz, CD&ITMS)

BGNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

2-7

m/ z (%):55 (100),41 (68),67 (67),82 (61),68 (58),81 (55),69 (42), 54 (40),
95(36),96 (28)

L =1,26(m, 2H,-CH, 1-C),1,20c1,35(m, 12H,-CH, 2-C/3-C/4-C/5-C/6-C/7-C),
1,56 (p (J=7,0H2), 2H,-CH, 8C),2,04(qt (J=1,5und 7,0 H2), 2H,-CH, 9-C),3,63
(t 3=7,0H2), 2H,-CH, 10-C),4,93 (M, 1H, =CH 11-C),4,97 (ddt (J=1,0, 20 und
100 H2), 1H, =CH 11-C),5,81 (ddt (J=6,5, 100 und 17,MHz), 1H, =CH, 12)

L = 25,7(1),28,9(2),29,1(3),29,4(4),29,5(5), 29,5(6), 29,6(7), 32,8(8), 33,8(9),
63,1(10),114,1(11),139,2(12)

Tabellel19 Massenspektrometrische und kernspinresosgektroskogche Kenngrélen von Tridec

12-enal (C13H240).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7GV)

'H-NMR

(600 MHz, CD&ITMS)

BGNMR
(150 MHz, CDE, TMS)

m/ z (%):55 (100),41 (80),67 (56),69 (52),81 (51),68 (37),82 (34),57 (32),
83(32),98(32)

1 =1,63(p (J=7,5H2), 2H,-CH, 1-C),1,37(m, 2H,-CH, 2-C),1,26c1,34
(m, 12H,-CH, 3-C/4-C/5-C/6-C/7-C/&-C),2,04(m, 2H,-CH, 9-C),2,42(td (J=2,0
und 75 H2), 2H,-CH, 10-C),4,93(m, 1H, =Ch 11-C),4,99(dq (J=2,0und
17,0H2), 1H, =CH 11-C),5,81(ddt (J=6,5, 100und 170 H2, 1H, =CH, 1),
9,76(t (J=2,0H2), 1H,-CH, 13C)

1 =22,1(1),28,9(2),29,1(3),29,2(4),29,4(5),29,4(6),29,5(7),29,5(8), 33,8(9),
43,9(10),114,1(11),139,2(12),203,0(13)

142



Ergebnisse

Tabellel20. Massenspektrometrische und kernspinresospektroskomche Kenngro3en von Tridec

12-en-1-ol (C13H260).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7GV)

HNMR

(600 MHz, CDEITMS)

13GNMR
(150 MHz, CDIg, TMS)

OH
A 1

13 2 9
3-8

m/ z (%):55 (100),41 (64),82 (63),67 (61),68 (56),81 (55),69 (45),95 (37),
54(34),96 (32)

1 =1,35(m, 2H,-CH, 1-C),1,38(m, 2H,-CH, 2-C),1,251,32(m, 12H,-CH, 3-C/4-
C/5-CI6-C/7-C/8-C),1,56(p (3=7,0 H2), 2H,-CH, 9-C),2,04(q (3=7,0H2),
2H,-CH, 10-C),3,64(t (J=7,0 H2), 2H,-CH, 11-C),4,93(m, 1H, =Ch 12C),4,99
(m, 1H, =CH 12:C),5,81(ddt (J=6,5, 100 und 17,0H2), 1H, =CH, 18)

L = 25,8(1),29,0(2),29,2(3),29,4(4),29,5(5),29,6(6), 29,6(7), 29,6 (8), 32,8(9),
33,8(10),63,1(11),114,1(12),139,3(13)

Tabellel21: Massenspektrometrische und kernspinresospektrosko@che Kenngrof3en véenta-

decl4-enal (GsH:O).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7GV)

'H-NMR

(400 MHz, CDgEITMS)

BGCNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

m/ z (%):55 (100),41 (70),69 (50),67 (50),81 (49), 82 (38),83 (37),95 (35),
98(34),43(32)

L =1,63(p (J=7,5H3), 2H,-CH, 1-C),1,37(m, 2H,-CH, 2-C),1,251,33
(m, 16H,-CH, 3-C/4-C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C),2,04(m, 2H,-CH, 11-C),2,42
(td (3=2,0und 75 H2), 2H,-CH, 12C),4,92(m, 1H, =Ck 13C),4,99(dq (J=2,0
und 17,0H2), 1H, =Ck} 13C),5,81(ddt (J=6,5, 100 und 17,0 H2), 1H, =CH, 18),
9,76(t (J=2,0H2), 1H,-CH, 15C)

L =22,1(1),29,0(2),29,2(3),29,2(4),29,4(5), 29,4(6),29,5(7), 29,6 (8), 29,6(9),
29,6(10),33,8(11),43,9(12),114,1(13),139,3(14),202,9(15)

Tabellel22 Massenspektrometrische uk@rnspinresonarspektrosko@che Kenngré3en von Penta

decl4-en1-ol (GsHsO).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 7CeV)

IH-NMR

(400 MHz, CDE&ITMS)

1BGNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

OH

15 1

m/ z (%):55 (100),82 (72),41 (60),68 (55),67 (52),69 (52),81 (52), 96 (40),
95(39),83(33)

L =1,33(m, 2H,-CH, 1-C),1,20c1,42(m, 18H,-CH, 2-C/3-C/4-C/5-C/6-C/7-C/8-
CI9-C/10C),1,57(m, 2H,-CH, 11-C),2,04(m, 2H,-CH, 12:C),3,64(q (J=7,0H2),
2H,-CH, 13-C),4,93(m, 1H, =Ch 14-C),4,99(dq (J=1,5 und 170 H2), 1H, =Ch
14-C),5,82(ddt (J=6,5, 100 und 17,0H2), 1H, =CH, 18)

L = 25,8(1),29,0(2),29,2(3),29,4(4),29,5(5),29,6(6),29,6(7), 29,6(8), 29,6(9),
29,7(10),32,8(11),33,8(12),63,1(13),114,1(14),139,3(15)
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3.8.1.3 Strukturanalyse der isolierten methylverzweigten Aldehyde

Die Tabelled23bis130zeigen digergebnisse danassespektrometrischen und kernspinre

sonanzsgktroskopischen Untersuchungen fir die aus Biotransformatio2et0O(1.3 erhal

tenenmethylverzweigten Aldehydd-ir die MSAnalysen wurden stets die zehn inswngen

m/z-Signale dokumentiert.

Tabellel23 Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskomche KenngréRen vonide-

thylundecanalGH.4O).
Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7CeV)

HNMR

(400 MHz, CDE&ITMS)

BCNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

10 5

4,6-8

185,188 Da 4,0 ppm)

m/ z (%):57 (100),95/81 (84),70 (84),69 (70),55 (65),41 (59), 82/67 (51),96 (50)

L = 084(d (J=6,5H2), 3H,-CH, 2-C),0,85 (t (J=7,0H2), 3H,-CH, 1-C),1,11¢1,39
(m, 13H,-CH/-CH, 4C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C),1,63 (p (J=7,0 H2), 2H,-CH,
3-C)2,42(td (J=1,5und7,0H2), 2H,-CH, 11-C) 9,77 (t (J=2,0H2), 1H,=CH12-C)

L =11,4(1),19,2(2),22,1(3),27,0(4),29,2(5), 29,4(6),29,5(7), 29,8(8), 34,4(9),
36,6(10),43,9(11),203,0(12)

Tabellel24: Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskogche Kenngréf3en von-Me-

thylundecanalG2H.4O).
Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7CeV)

IH-NMR

(400 MHz, CDE&ITMS)

1BGNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

185,1899 Dac0,3 ppm)

m/ z (%):57 (100),82 (84), 43 (70),56 (60),69 (59),55 (58),41 (56), 95 (53),81
(52),67 (45)

LT (di(Ey6,6H2), 6H, CH3, 2 G3),1,16(m, 2H, CH2, C),1,221,35

(m, 10H, CH2, 4 C#6/7 C/8C/9-C),1,50(n (3= 65 H2), 1H, CH,&),1,64

(p (9= 75H2), 2H, CH2,-C),2,42(td (J=2,0und 75 H2), 2H, CH2, 1C),9,77

(t @=2,0H2), 1H, =CH, 12 C)

LT (H,8274R),22,7(3),27,4(4),28,0(5),29,2(6),29,4(7),29,5(8),29,9(9),
39,0(10),44,0(11),203,0(12)
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Tabellel25 Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskogche Kenngréf3en von-Me-

thyldodecanalGsH:c0).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7GeV)

'H-NMR

(600 MHz, CDEITMS)

BGNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

4,6-9

199,2051 Dag@,7 ppm)

m/ z (%):95 (100),57 (96),70 (86),55 (66),82 (65),81 (64),69 (59),41 (57),83 (57),
71(51)

1 =0,84(d (J=6,0 H2), 3H,-CH, 2-C),0,85(t (J=7,0H2), 3H,-CH, 1-C),1,04c1,35
(m, 15H,-CH/-CH, 4C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C),1,63(p (J=7,0 H2),
2H,-CH, 3-C),2,42(td (J=2,0und 75 H3), 2H,-CH, 12C),9,77(t (3=2,0H2), 1H,
=CH, 1)

U =11,4(1),19,2(2),22,1(3),27,1(4),29,2(5),29,4(6),29,5(7),29,5(8),29,9(9),
34,4(10),36,6(11),44,0(12),203,0(13)

Tabellel26: Massenspektrometrische und kernspinresospektroskopmche KenngrofRen von-Me-

thyldodecanalCGsHz60).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7GV)

IH-NMR

(600 MHz, CDEITMS)

1BGNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

199,2058Da (0,7 ppm)

m/ z (%):57 (100),82 (89),43 (68),96/69 (62),95 (59),55 (58),81 (56),56 (54),
41(51)

1 =0,86(d (J=6,5H2), 6H,-CH, 22C/3-C),1,15(m, 2H,-CH, 11-C),1,20¢1,35

(m, 12H,-CH, 4-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C),1,51(n (J=6,5H2), 1H,-CH, 5C),1,63
(p (3=7,0H2), 2H,-CH, 1-C),2,42(td (3=1,5und 75 H2), 2H,-CH, 12C),9,77

(t 3=2,0H2), 1H, =CH, 18)

L =22,1(1),22,7(2),22,7(3), 27,4(4),28,0(5), 29,2(6), 29,4(7), 29,5(8), 29,6(9),
29,9(10),39,1(11),44,0(12),203,0(13)

Tabellel27. Massenspektrometrische und kernspinresospgektroskomche KenngrofRen von-Me-

thyltridecanal(GHsO).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7GeV)

'H-NMR

(600 MHz, CDEITMS)

1BGNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

213,2208Da(¢2,3ppm)

m/ z (%):57 (100),70 (92),95 (89),83 (77),55 (74),82 (73),81 (69),96 (63),109
(62),41(57)

1 =084(d (J= 6,0Hz) 3H,-CH, 2-C),0,85 (t (J=7,0 H2), 3H,-CH, 1-C),1,10¢1,32
(m, 17H,-CH/-CH, 4C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C/12-C),1,63 (p (J=7.5 H2),
2H,-CH, 3-C),2,42 (td (J=2,0und 75 H2), 2H,-CH, 13C),9,77 (t 3=2,0H2), 1H,
=CH, 1)

L= 11,4(1),19,2(2),22,1(3),27,1(4),29,2(5),29,4(6),29,5(7),29,5(8), 29,6 (9),
30,0(10),34,4(11),36,6(12),44,0(13),203,0(14)
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Tabellel28 Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskogche Kenngréf3en von-Me-
thyltridecanal(G4H:sO).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7CeV)

HNMR

(600 MHz, CDEITMS)

BGNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

213,2214Da (+0,5pm)
m/ z (%):82/57 (100),43 (70),96/69 (63),95 (61),55 (59),81 (56),56 (54),41 (51)

L =0,86(d (J=6,5H3), 6H,-CH, 2-C/3-C),1,13(m, 2H,-CH, 12C),1,231,34

(m, 14H,-CH, 4-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C),1,51(n (J=6,5H2), 1H,-CH, 5C),
1,63(p (3=7,0H2), 2H,-CH, 1-C),2,42(td (J=1,5und 75H2), 2H,-CH, 13C),
9,76(t J=1,5H2), 1H, =CH, 1@)

L =22,1(1),22,7(2),22,7(3), 27,4(4),28,0(5), 29,2(6),29,4(7), 29,4(8), 29,6(9),
29,7(10),29,9(11),39,1(12),43,9(13),203,0(14)

Tabellel29 Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskogche Kenngréf3en von-Me-
thyltetradecanal(GsHsqO).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7CeV)

IH-NMR

(600 MHz, CDEITMS)

1BGNMR
(150 MHz, CDIG, TMS)

2 4,6,7,9-11

227,2372Da(+1,3ppm)

m/ z (%):57 (100),70 (93),95 (88),82 (80),55 (74),83/81 (69),96 (64),97 (63),
71(62)

L =0,84(d (J=6,0 H2), 3H,-CH, 2-C),0,85(t (J=7,0 H2), 3H,-CH, 1-C),1,081,33
(m, 19H,-CH/-CH, 4C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C/12-C/13C),1,63

(p (3=7,0H2), 2H,-CH, 3-C),2,42(td (J=2,0und 75 H2), 2H,-CH, 14C),9,77

(t 3=2,0H2), 1H, =CH, 1B)

U =11,4(1),19,2(2),22,1(3), 27,1(4),29,2(5), 29,4(6), 29,5(7), 29,5(8), 29,6(9),
29,7(10),30,0(11),34,4(12),36,7(13),44,0(14),203,0(15)

Tabellel30. Massenspektrometrische und kernspinresosaektroskogcheKenngréfRen von 1Ble-
thyltetradecanal( GsHsoO).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 7CeV)

'H-NMR

(400 MHz, CDE&ITMS)

1BGNMR
(100 MHz, CDIG, TMS)

o

5 15 H
2 13 12 6 14

7-11

227,2371Da (+0,8pm)

m/ z (%):82 (100),57 (97),96 (71),43 (67),69 (60), 95/55 (58),83/81 (53),56 (49)

1 =0,86(d (J=6,5H2), 6H,-CH, 2-C/3-C),1,15(m, 2H,-CH, 13C),1,20c1,30
(m, 16H,-CH, 4-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C,11C,12C),1,51(n (J=6,5 H2), 1H,-CH,
5-C),1,63(p (J=7,0 H2), 2H,-CH, 1-C),2,42(td (J=2,0und 75 H2), 2H,-CH,
14-C),9,77(t (3=2,0H2), 1H, =CH, 1B)

L =22,1(1),22,7(2),22,7(3),27,4(4),28,0(5),29,2(6),29,4(7),29,4(8), 29,6 (9),
29,7(10),29,7(11),30,0(10),39,1(11),44,0(12),203,0(13)
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3.8.2 Sensorische Charakterisierumtgr - 1-ungesattigtenAldehyde
3.8.2.1 Bestimmung der sensorischen Reinhuittels GGFIDO

Mit Ausnahme von Undet0-, Dodeell- und Trideel2-enal wiesen alle Aldehyde ein®l-
faktorische Reinheiffaktor (2.10.3.) vonORFx M n | dzF ®2-eGaNviirde KeiheR/8rO
dinnungsstufe ohne die Wahrnehmung von Fremdsubstanzen festge$taie(el31). Pen

tadec14-enal wurdemittels GEGFIBO nicht wahrgenommen.

Tabellel31 Mittels GEFIDO bestimmte hochstd/{) und niedrigste\(R,) Verdinnungaktoren ohne
olfaktorische Wahmehmung von Fremdsubstanzen sowie die daraus errechri@ifWVerte. Zusatz
lich ist die gméaR2.10.2abgeschatzte &nheitangegeben

Substanz Reinheit [%0] VF, VFK ORF
Hept6-enal > 96 1 100 100
Oct7-enal > 98 20 200 10
Non-8-enal > 98 1 100 100
Dec9-enal >99 200 2000 10
Undecl10-enal > 99 5 25 5
Dodecl1l-enal > 99 5 20
Tridec12-enal > 97 40 - -

3.8.2.2 Bestimmung der Geruchsqualitaten

Die Geruchsqualitatemvurden durch ein *kdpfiges Paneln wassriger Losungestimmt
(2.10.3.3. Fur alle Substanzen wurden SpinnetmBiagramme erstellivelchedie gemittelte
Bewertung darstellenXbbildung Al bisA7 (AnhangF)). Die mit derfunf héchsten Intesita-
ten bewerteten Attribute wurderals reprasentativ fur jede Satanzbetrachtet (Tabelle132).

Pentadeel4-enal war in Vorversuchen nicht wahrnehmbar und blieb daher unbesidickgt.

Tabelle1l32 Evaluierte Swstanzen mit den jeweils finf amtensivstenbewerteten Attributen. In
Klammern sind die mittleren durch das Panel bestimmten Intensitdten angegeben.

Substanz Geruchsqualitaf(Intensitat)
Hept6-enal nach Gurke4,6), grin(3,0),grasig(2,7), nach Melone (2,3), fris¢h,9)
Oct7-enal grin(2,9), metallisci{2,1), nach Melone (1,6), nach Guilég4), nactKoriander

Blatterrn/grasig(1,3)

metallisch(2,6), nactKorianderBlattern(2,1), nach PappéL,9), grun (1,7),
seifig/medizinisch{1,6)

Dec9-enal nachKorianderBlatterngriin (2,7), seifig (2,6yachsern(2,0), krautig/frisch (1,7)

nachKorianderBlattern(3,3), grun (3,0), seifig (2,3yAchsern(1,9), krautig/nach
Gurke/fettig (1,4)

Dodecll-enal nachKorianderBlattern(3,1), seifig/krautig (2,3), grin (2,@achsern(1,7)
Tridec12-enal nachKorianderBlatternkrautig (2,4), dumpfivichsern(2,0), griin (1,9)

Non-8-enal

Undec10-enal
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3.8.2.3 Bestimmung der Geruchsschwellen

Daruber hinaus wurden digchwellen der. 1-ungesattigten Aldehydend Alkoholedurchvier
Panelisten mittels GE&IDO in Luft bestimmt(2.10.3.3 und nach Gleichunp) berechnet
(Abbildung50). Ein 24k6pfiges Panel bestimmte daneben die Geruchsschwellen in wassriger
L6sungZ.10.3.9, dienach Gleichung6) berechnetwurden. Dabeiwurdezwischen Wahreh-

mungs und ErkemungschwellewertenunterschiedenAbbildurg 51).

- 100
1000 3 m Aldehvd 1 B Wahrnehmungsschwellenwert [pg/L]
] i 629 = ® Erk hwellenwert [jg/L
1 @ Alkohole =2 rkennungsschwellenwert [pg/L]
] 325 =Y
=
=y =T}
= 100 5 ® 105 £ 29 ®25 ®25
= i 59 E
£ f 36 B 29 S
3 1 S 82 W82
= 1 74 g g
£ 104 i 12 E 11 7
£ " 62 E
o ] S
2 LEE =
) - 822 - 25 @25 2,5
& s 5
= 1 =
=z ﬁ 0,69 =
S 2 17
Z g 0,82 0,74
Q
2 £
[<}] 0,1 o v
W 0,039 = 0,25
)
S
0,01 T T T T T T T 01 T T T T T T T
Cc7 c8 c9 (C10 €11 cC12 cC13 C7 Cc8 c9 C10 C11 C12 C13

Abbildung50: Geruchsschwellenwertel-unge  Abbildurg 51: Wahrnehmungs(grau) und Erken

séattigter Aldehydg(grau) und Alkohole (blaip Yy dzy 3488 OK g St f SyingeSMNIgt& A6 6 f | dz
Luft dehyde in wassriger Lésung.

3.8.3 Sensorische Charakterisierung der methylverzweigten Aldehyde

3.8.3.1 Bestimmung der Geruchsqualitaten

Die Geruchsattribute & methylverzweigten Aldehyde wurden anhand einer einfach be

schreibenden Priufunder Reinsubstanzen sowie per-GIDO ermittelt (Tabellel33).

148



Ergebnisse

Tabellel33 Geruchsattribute der methylverzweigten Aldehyde.

Geruchsattribute
Substanz Reinsubstanz ODP
9-Methylundecanal grun, nach Heuholzig, citrusartig, griinholzig,nachKorianderBlattern,
krautig, ®ifig, wirzig krautig, metallischseifigwachsern wirzig
10-Methylundecanal citrusartig, griin, krautig,  citrusartig, grun, fettig, nacKorianderBlattern,
sahnig, seifig krautig, sahnig, seifig, stf3lich
10-Methyldodecanal holzig,suRlich, talgig, nach griin, nachKorianderBlattern, krautig, meallisch,
Wasabi, wiirzig sahnig, seifig, talgigyachsern wiirzig
11-Methyldodecanal krautig, seifig, wiirzig citrusartig, griin, nacKorianderBlattern, krautig,

metallisch, suflich, seifigyachsern wirzig

11-Methyltridecanal siBlich, talgig, nach grin, nachKorianderBlattern, krautig, metallisch,
Wasabi, wiirzig seifig, sB®lich, talgigwachsern

12-Methyltridecanal grin, metallisch, pfeffrig, grtn, nachKorianderBlattern, krautig, netallisch,
suRlich, algig seifig, stRlich, talgig, wirzig

12-Methyltetradecanal metallisch, pfeffrig, sURlict griin, nachKorianderBlattern, metallisch, sifig,
suBlichwéachsern

13-Methyltetradecanal grin,metallisch, st3lich  grin, nachKorianderBlattern, metallisch, seifig,
siBlich,wéchsern

3.8.3.2 Bestimmung der Geruchsschwellen uftL

Zur Berechnung der Geruchsschwellen in Luft war die Quantifizierung der Aldehyde in den
Stammlésungen notwendig. Diesgfolgte mittels externer Kalibrierung Uber die entspre
chenden unverzweigten Aldehyd@.10.3.9. Die erzielten Kalibriergeraden wiesen dlie-

stimmtheitsmal3e 3,999 auf Abbildung52).

Die Geruchsschwelleder homologen Reiherso- und anteisocmethylverzweigter sowie un

verzweigter Aldehydevurdendurchdrei Panelisten bestimmt(Abbildung53).

10 A

® (2E)-Dec-2-enal
Dodecanal

Jpaddst @ Tridecanal
T @ Tetradecanal

normalisierte Peakflache

._.OM ® Pentadecanal
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Konzentration [pg/mL)]

Abbildung52: Kalibriergeraden zur Quantifizierung der methylverzweigten Aldetyldand ihrer un
verzweigten Pendant®ie Peakflachen wurden mittels eines Injakégtandards normalisiert.
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Ergebnisse
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Abbildung53: Geruchsschwellenwertenverzweigter (, blau), ise (i, schwarz) und anteisda, grau)
methylverzweigterAldehyde in Luft
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4 Diskussion

4.1 Screeningrerschiedener PikSpezies mit Fokus

auf der Bildung relevanter Fettsauren

4.1.1 Herangehensweise untflethodik des Screenings

AlsQuelleungewdhnlicheFettsédurersolltenPilzegenutztwerden.Dahemwurden38verschie

dene Spezies als potialle Produktionsorganismen ailifre gebildete Biomasse, Lipidmenge

und Fettsaureverteilundhin untersucht.Um ein mdglichst breiangelegtesScreeningvieler
Speieszu ermdglichenerfolgten die Analysen der Lipidgehalte und Fettsaureprofile zunachst

in Form von Einfachbestimmungen. Im Falle interessaB{geziesvurden weitere Bestim

mungen nachgezogemabei bleibtzu berticksichtigen, dass sich die dargestellten Ergebnisse

auf eine bestimmte Kulturdauer unter definiertdtarametern(z.B.Nahrmedium Tempera-

tur) beziehenZwar sind durch genetische Gegebenheiten primar die jeweiligen Organismen

fur die Qualitatder gebildeten Lipide verantwortligldloch modulieren die Umgebungstie-

gungen deren quantitative Proportionen. Auch die Lipidgehalte sihdangig voriWachs
tumsphase und Kulturbedingunggn a2 R 4a S&a aAOK o0SA RSy | dzF.
YSY Ul dzFYylI KYSyd KFEYyRStf(O0X RAS ydzZNJ 0SRAYy3FIG SAy
lauben (Weete 1974; Wassef 1977; Ratledge 1994)

Die Auswahl der gescreenten Spezies erfolgte auf Grundlage einer ausfuhrlichen Literaturstu
die (siehe digitaler Anhand)ariiber hinaus wurde eine Reihe von Spezies untersucht, fur die
bislang keinerlei dokumentierte Fettsaureprofile gefunden wurden oder die aufgrund der
Bildung hoher Lipidgehalte interessant schienEm besondees Augenmerk wurde auf die
StanderpilzeBasidiomycotg gelegt. Diese Abteilung galt im Hinblick auf ihre Fettsauren lange
Zeit als wenig untersuchf/Veete 1974) Aus jungerer Zeit liegen zwar mehrere Untersu
chungen vor, diese beschaftigen sich jedaclerster Liniemit erndhrungsphysiologischen
Bewertungen denen Fruchtkdrper anstelleon Myzel als Untersahungsnaterial zugrunde
liegenund in denenmmeistnur die Hauptfettsauren identifiziert wurdefshaw 1967; Rezanka
und Mares 1987; Diez und Alvarez 2001; Pedneziudt. 2006; Pedneaulgt al. 2007; Barros

et al. 2008a; Barro®t al. 2008b; Kavishreet al. 2008; PedneauletalH n ny T Y I € | 6
Beluhan und Ranogajec 2011; Mareled\al. 2012; Sinanogloat al.2015)
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Der Fokuslieser Arbeitwurde auf die Speicherlipide gelegt, lsnen es sich hauptséachlich
umunpolare Lipide handelt. Sliegen als Lipidkorper im Cytoplasma der Pilzzelle\Waete

1974; Losel und Sancholle 19%nd besitzen im Vergleich zu den Lipiden der Membran und
Zellwand den Vorteidass siclderen Ausbeute durch die Kulturfihrungal3geblicrsteigern

lasst @.2). AlsExtraktiorsmittel wurde daher Petrolether bzw-Hexan verwendet.6.1). Zur
Bestinmung der Lipidgehalte wurden dgewonnenerExtrakte bei 108C getrocknet. Dies
thermische Belastungrforderte wiederum eindJberpriifung ob die Fettsaureprofile durch
autoxidative Prozesse beeinflusst wurden. Wie eine Kaltextraktiom#digxan und anschhke
Rende Trocknung verdeutlichten, erfolgte jedoch erst nach sehr langeskAungsdauern

eine Einwirkung auf das Fettsaureprofil (Daten nicht dargestellt). Die kurzzeitige Erhitzung im

Rahmen der angewandten Methodik (ca.b1) beeinflusste die Ergebnisse nicht.

Die gewonnenen Lipidextrakte wurden auf ihre Fettsaureprofile dachit auf poteriell
interessante AldehydPrékursoren hin untersuchbDie Fettsaurenfungaler Speicherlipidie-

gen hauptsachliclgebundenin Glyceridervor (Weete 1974; Losel und Sancholle 19Zir
Methylveresterungvurde daher diealkalikatalysierteTransmethylierungerwendet,die sich
durch ihre schnelle Durchfiihrbarkeit und die Verwendung ungeféhrlicher Chemikalien aus
zeichnet(2.6.2.). Allerdings werdenwsschliel3lich veresterte Fettsauren methyligkts Ge
gerprobe wurden die Lipide mehrerer Spezesmplarischzur Erfassung freier Fettsauren
zusatzlich mit Hilfe der Borthiiorid-Methode methyiert (2.6.2.9. Die Fettsaureprofile wiesen
keine Unterschiede auf (Daten nicht dargestellt), wesha#tiNlitzung deslkaltkatalysierten

Schnellverfahresals hinkinglich erachtet wurde.

Zur besseren quantitativen Einordnung wurden die relativen Anteile der jeweiligen Fettsauren
mit der Lipidausbeute verrechneB.(L.2). Bei deser Herangehensweise handelte es sich je
doch lediglich um eine Naherung, weil dabei andere Bestandteile als Fettsduren vernachlassigt

werden (siehe hierzu auch3).

4.1.2 Wachstum, Lipidgehalt und Fettsaureprofile

Hinsichtlich des Wachstumgaren die untersuchten Spezies sehr unterschiedkshers bi
deten die meisten Pilze zwar weil3es Myzel, jedoch variierten die Wachstumsgeschkeindig
ten sehr stark Tabelle57). Enige Pilzebildeten sehr duinnes, filigranes Myzel, andere den
gen einen dichten Myzelras€Abbildungll). Lediglich dieMortierella-Speziesviesen imer-

halb ihrer Gattung ein sehr @hches, rosettenférnges Wachstum auf, welches fir viele
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Angehdrige dieser Gattung charakteristisch istms 1977)in SubmerskultuAbbildungl?2)
unterschieden sich die einzelnen Spezies ebeniialisrer Morphologie (Farbe, filamento

ses/pelletformiges Wachstum) sowie der Menge gebildeter Biomasg€abelle57).

Zwar variieren die Lipidgehalte von Pilzen in Abhangigkeit von Spezies, Wachstumsphase und
Kulturbedingunger{\Weete 1974; Wssef 1977; Ratledge 1994lennochahnelten sich alle
untersuchten Standerpilzeit Gehalten zwischefh und 4%in der BTM(Tabelle57). In der
Literatur finden sichfir Myzelienrecht &hnliche fur einige Gattungen auch etwas hadke
Werte (Sumner 1973; Weete 1974; Nair 1989; Diamantopoeioal. 2012; Papaspyridit al.
2013) wobei, wie bereits eingangs angedeutégt.1.1), meist eher Fruchtkérper und nuin
wenigen Studien Myzel von Basidiomycotaanalysiert wurde Wie drekte Vergleiche
identische Stamme nahelegn, korrelieren didipidgehalte von Fruchtkgrern und Myzelien
nur zum Teil(Sumner 1973; Papaspyridi al. 2013) Die Lipidgehalte der Schlauchpilze
(Ascomycotalagen mést hoher undvariierten sehr stark zwischen 2 und 28%abelle57).
Diese grof3e Spannbreite findet sich auch in der Literatur wi€derete 1974; Tanet al.
2011; Diamantopoulouet al.2012) Tendenzielproduzierten die Spezies detucoromycotina
(13¢30%) und Entomophthoromyctina (25%)noch mehr LipidgTabelle57). Auch diese
Daten passen gut zu den in der Literatur belegten Wectenrell 1971; Weete 1974, Certik
et al. 1993) Tatsachlich konnemn Falle derMucoromycotinadurch entsprechede Opdi-
mierung der Kulturfihrung aber auch Weriiber 50% erzielt werderiPapanikolaoiet al.
2004; Ogawet al.2002) Inder Regetrgaben siclipidauveuten zwischen 25 und 106g/L.
Die bereits genannten lipidreicheren Spezies lieferten bis gl ZAbbildung13). Pilze be
sitzen allerdingsinweitaus groReres Potentiakie die um ein Vielfaches hoher&usbeuten
belegen, diebei der Gewinnung mehrfach gesattigter Fettsduren wie Arachidséure
erzieltwurden (Ogava et al. 2002) In unterschiedlicherExpemmenten wurdedaherder Ein
fluss verschiedener Parameter unseicht und dabei Ansatze zur Steigerung der Lipidpro

duktion aufgezeigt4.2).

Wegen des Einflusses aul3erer Paraméet.l) sowieinterindividuellen Eigenheiten uar-
schiedicher Stammederselben Spezig$raatzet al. 2018) ist grundsatzlich nur ein quitati-
ver bzw. semguantitativer Vergleictder erhaltenen Fettsduneerteilungenmit Literdurda-
ten sinnvoll WahrendbeschriebendHauptiettsauren in der Regeéproduzierbar warerfber

spielsweise die in CHETdokumentierten methylveaweigtenil4:0,a15:0undil6:0 (Tyrrell
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1971; Fraatzt al. 2018), fielen dieUnterschiede hinsichtlich derjegen Fettsduren besen
ders deutlich ausdie nur in geringen Mengen vorhanden war&erade bei diesehandelte
es sichoft um die interessanten Komponentea.{.3. In der Literatur wurderdiese Minor
bestandteile haufig nur unzurechend identifiziert(z.B. fehlende Position von Doppelbin
dungen(Martinezet al. 1991; Rezanka und Mares 19Bader lediglich die Haugtettsauren
dokumentiert(Shaw 1967; Sumner 1973; Stahl und Klug 1996; Diez und Alvarez 2001; Dimou
et al.2002; Diamantopouloet al. 2012) MoglicheUrsache fir offensichtlicheDifferenzn
zwischen den beobachteten Resultaten und friheren Studien RERDimouet al. 2002)
oder MPR(Kavishreeet al. 2008) kdnnendagegenin der Untersuchung untschiedliche
Probenmaterialdiegen.Dies betrifft insbesondere Standarmd zum Teil auch diS&chlauch
pilze, von denen vorwiegend Fruchtkorper anstelle von Mgralysiert wurden (vgh.1.7).
Wie bereitamehrere Gruppenzeigten, konnen Myzel und Fruchtkdrper zum Zeiréhnliche
Fettsaureverteilungen, aber audehrgrol3eUnterschiede aufweisefGumner 1973; Taref

al. 2011; Papaspyridet al. 2013) Eineweitere Ursache solcher aleutigen Unterschiede
kann daneberauf die Methodenwahlzurtickzufiihren seinWéalrend sich das Screening auf
die unpolare lpidfraktion beschrankte, lieféen zahlreiche Silien die Fettsaurprofile der
polaren Lipide oder Gesamtlipid&tahl und Klug 1996; Dimeut al. 2002; Diamantopoulou
et al. 2012; Marekowet al. 2012) Holtz und Schisldlegten anhand vormAgaticus bisporus
anschalich dar, wie unterschiedlich die neutrale und polare Lipidfraktion sein kéirefiz

und Schisler 1971)

Bezuglich ihrer éttsaureprofile weisenAscomycotaund Basidiomycotakeine gaerellen,
markanten Auffalligkeiten aulMeiststellen Linol, OF und Palmiinsaure die Hauptfettsauren
dieser Pilze daiShaw 1966; Weete 1974; Wassef 19 Wasdie Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bestatign. Allerdings traten in kleirren MengenhaufigC S G G & NdzNBy | -dzF =
g | Ky fzab@#€iohna sind(4.1.3. Auchm der Literatur finden sich Hinweise auf geringe
Quantitaten ungewohnlicher, beispielsweise timdverzweigter, Fettsduren in den Myzelien
von Schlaugpilzen bzw. Fruchtkérpern von Stéerpilzen ¢ Y ng$ gf. 1985; Rezanka und
Mares 1987; Pedneaudt al. 2006, 2008)VieleMucoromycotina, vor allemdie Mortierella-
ceae sind fur die Produktiogro3er Mengenangkettiger, mehrfach ungesattigter Fettsauren
bekannt(Amanoet al. 1992; Ratledge 1994; Ogawhaal. 2002) wohingegermehrere Ento
mophthoromycotinazusatzlichgroRe Mengen methylverzweigtd-ettsduren &kumulieren

(Tyrrell 1967, 1971Auch diegleckt sich mit den in dieser Arbeihalysierten Myzelien.
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4.1.3 Vorkommen ungewo6hnlicher Fettsauren

In den untersuchten Spezies wurden mehrere ungewoéhnliche Fettsauren gefundge; die
dochaufgrurd fehlender Referenzverbindungen nicht alle abschlie3end identifiziert werden
konnten Kriterien vgl.3.1.2. Tabelle134 zeig eine Auswahl mit den vielversprechendsten
ProduktionsorganismerEinige dieser Verbdungen wurden bereits in Fruchtkorpern von
Pilzennachgewieser(Tyrrell 1971; Rezanka und Mares 1987; Pednestuil. 2006, 2008;
Sinanoglotet al. 2015) anderewiederum blieberbislang womdglich nichtzuletztaufgrund

ihrer geringen Anteileynentdeckt.

Unter den untesuchten Pilzen wurde FMEaufgrund der Vielzahl an gebildeten Fettsduren
als besonders interessant befunden. Aul3ergewdhnlich war daneben der fiir Pilze atypisch ho
he Anteil an Laurinsaur@&@ezanka und Mares 1987; Pedneaull. 2008) welcher mogkcher-

weise der Anpassung dieses Pilzes an kalte Temperaturen geschuldet.3t (m Zugevei-

terer Untersuchungen wurde festgestellt, dass /B nennenswerter Menge die terminal
ungesattigte Doded 1-ensaure synthetisierte4(2.1). Zwar sind bereits mehrere zum Tell
noch nicht naher definierte 12:lsomere inPilzen dokumentierd { K I & wm bicapl¥85;Y njS y
Rezaka und Mares 1987; Rezandéial. 1999) doch stellt dies den ersten Nachweis dieser in
der Natur selten vorkommenden Verbindung in einem Pilz @Gaifiere Mengen wurden
bisher lediglichri atherischen Olen von Lorbe&@ewachsemefunden(Choudhunet al. 1997;
Wanget al.2008) Spuren waren in MilchfettAbdelgadeet al.2009; Renest al.2020) Blut
(Christinatet al. 2016) sowie einzelnen BakteriefiVells et al. 1992; Brunoet al. 2012)
Insekten(Hefetzet al. 1996)und in Fisch enthaltefKaoet al.2002)

Daneben zeichnete sich MHFP durch eine mengenmafdig auffallige Produktion .d8+
ungesattigten (9)-Heptadee9-enséureaus. In sehr viel geringeren Mengkam diese Fett
saure auch in anderen Spezies vbalfellel34). Sie findet sich haufiger in der Natur, jedoch
meistin Spuren So gibt es Nachweise in anderen PilZzeadneaultet al. 2006, 2008 bzw.
Indizien flir ein Auftreten in anderellortierellaSpeziesAmanoet al. 1992) aber auch in

Algen(Soarest al.2014)oder Milchfett(Renest al. 2020)
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Tabellel34: Auswahl ungewdhnlicher Fettsduren in den untersuchten Myzelien. Klarkergrreichnemicht abschlieend identifizierte Nennungen (8dl.2).

Fettsaureausbeute [mg/L Hauptkultur]

Fettsaure CZE CHETN FVED FFO GAP GLU MPR MHY-FP MIS PSTI PPI STRU
i12:0 (<19

12:1(9 <0,05 (<0,05

12:1 (<0,05

al3.0 (<19

13:1 (<0,05 (<0,0

i14:0 716 <0,08 < 0,06
14:1(29 <0,5 < 0,05

14:1(®) < 0,06 (<0,)

i14:1 (<19

als:.0 313 < 0,06 <0,08

15:1 (<0,

i16:0 120

16:1(72 (<0,5) < 0,05 < 0,07 < 0,05 < 0,06 <1,0 (<19 <0,1 0,1 < 0,06
16:1(B 53 0,3 0,2 0,05 0,2 < 0,06 5,7 29,6 <0,1 0,2 0,08
16:1(117 0,05 1,7 0,4 2,8 1,3 0,09
16:2(72102) <0,05 <0,05 < 0,06 < 0,06 <18 < 0,08
16:2(%,127) <0,5 <19 < 0,05 < Q05 < 0,06 < 0,06 <1,8 <0,1 0,08 < 0,06
7Me-16:1(62) 0.9 (<0,05 (<0,09 (<0,9

al7.0 6,6

17:1(&) (<0,5) (<0,05 (<0,03 (<0,05 (< 0,09 (< 0,08
17:1(Y <0,5 <19 < 0,05 < 0,07 < 0,05 0,07 < 0,06 22 <1,8 <0,1 < 0,08 < 0,06
17:2 (<0,5) (<19 (<0,05 (<0,09 (<0,08 (<10 (<0,) (0,09
17:2 (<0,5) (<0,05 (<0,0% 0, (0,09 0,9 (<19 (<0,9 0,9 (< 0,06
i18:0 (<19

18:1(11Y 3,2 71 0,4 0,2 0,1 0,2 7,0 18 0,3 8,8 < 0,06
18:2(%Z11F) < 0,06

18:2(1E 122 0,9

18:3(%Z,11E135) 0,1
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Um die Ausbeuten der genannten Fettsauren zu steigern, wurde in ergdnzenden Experimen
ten der Einfluss verschdener Kulturparameter auf deren Bildung untersucht?]. Durch
Supplementationsstudien gelangen Einblicke in die Biosynthese der endstandig ungesattigten
Dodecensaure4(4). Die Lipidextralt beider Pilze wurden biotransformiert und die entstan

denen Aldehyde gaschromatographisalfaktorisch analysiert4(6).
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4.2 Einfluss deKulturparameter auf die Bildung relevanter Fettsauren

Zwarist die Zusammensetzung der gebildeten Lipide in erster Linie speziesabhangig, jedoch
ergeben sich durcVariation der KulturparametemMaoglichkeiten zuModifizierung(\Weete
1974, Wassef 1977; Ratledge 19%m) der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der wich
tigsten Parameter auf das Wachstum (Biomasse und Lipide FwED und MHYFP unter
sucht. Dabei wurde stets die Auswirkung auf die Fettsaureverteilung beachtegjnenBe
wertung derAusbeuten der Zielverbindungerd2:1(11)und 17:X92) zu emoglichen In die-
sem Kontext ist es unerlassljafie Phylogenetk derbeiden ndaher untersudien Organismen
zu berickichtigen da sich hieraus grof3e Unterschiede der lapgbeuten ergben. FVED
gehortdenBasidiomycotan und unterscheidet sich damit grulegend vorMHY-FP, welcher
den Mucoromycotina zuzuordnen istLetztere weisernthere Lipidgehalte auiZahlreiche
Spezies kdnnen Uber 25% Lipide akkumuliemethwerden in Anlagie zu dlreichen Saaten als
oleaginous das Ol alsingle cell 0i{SCOpezeicmet. Die hohe Kapazitat zur Lipkkumula
tion lasstsich auf die Aktivitat einer Citrdtyase zurtckfihren. Spezies olteentsprechen

de Enzymausstattungrreichenledigich Maximalgehaltevon 10 bis 15%Ratledge 1994

4.2.1 Test diverser komplexer Standafddhmedien

Zur Kultivierung von Pilzen werden haufig Medien mit komplexen Nahrstoffquellen verwen
det. Zunachstwurden daherdiverseetablierte StandareNahrmediengetestet. Tatséchlich
wurden mit Hilfe des Ausgangsmediums (MERNIED die schlechtesten Ergebnisséalten.

In anderen Medien wurden weitaus hohere Lgidbeutenerzielt. InYPGMedium bildete
der Pilzzwar die meiste Biomasse, durch die hohen LipidgehaldHG war jedoch die Lipid
ausbeute im letztgenannten Medium am héchstédbildungl4). In diesem Medium wurden
auch fur alle interessanten Fettsauren thestenAusbeutererziet (Tabelle96). Auffallig war
insbesondere, dass die terminal ungesattijtedecl1-ensaureausschlief3lich in diesem Me
diumin nennenswerten Mengegebildet wurde Daneben schwankten vor allem die relativen
Anteile von Laurinund Linolsauréen Abhangigkeit des MediumEinige Fettsauren waren nur
in bestimmten Medien nachweisbaPabei handelte es sich allerdings ausschilbgllum Mi
norbestandteile ¥4,1%).Auf Grundlage des MRMediums wurden weitere Paraeter fur

FVED getestet.

158



Diskussion

Die Wahl des Nahrmediums beeinflusste auch die Lipidausi{gbtgldungl5) und die Fett-
saureverteilungTabelle97) von MHY-FR Auch in diesem Fall gab es einzeMmorfettsau
ren, die nur in bestimmten Medien gebildeturden. Die quantitativen Schwankungen vieler
weiterer Fettsauren fielewon Medium zu Mediunbesondersleutlichaus.Davon war auch
die Zielverbindund.7:1(92) betroffen, sodasslas YEMediumtrotz vergleichsweise geringe
Lipidausbeuteam besten zur Gewinnung dieser Fettsaure geeignet Degses Medium
wurde bereits in der Vergangenheit erfolgreich zur Kultivierung anddiatierellaSpezies
eingesetzt(Shimizuet al. 1991) Die weteren Kulturparameter wurden daher anhand dieses

Mediums untersucht.

DieErgebnisséiir FVEDwarennur schlechtreproduziebar. Des Ofteretraten Ausreil3er auf,
sodasdur 12:1(11)relative Anteile vorx 0,1% aber auckion bis zu 15%rmittelt wurden. In
diesen Fallen tratemuchstarke Abweathungen hisichtlich der Lipidausbeute auf. Diesar
chen konnten trotz zahlreicher Experente nicht g&lart werden. Unzumindest eindRepro
duzierbarkeit nnerhalb dereinzelnen Parametefestreihenzu gewéahrleisten, wurdeab-
hangige Hauptkulturen angelegt, inddnokulaaus einer homogenen Vorkultursghungver-
wendet wurden. De Ausbeuternwurden anschliBend ausnindestens zwei untecchiedichen
Haupkulturen ermittelt. Die Ergebnisse von MHRPschwankterdagegerweniger undwaren

reproduzierbar.

4.2.2 Kultivierungstemperatur

Bereits sehr friih wurdéer Einfluss der Umgebungstemperatauf die Fettsaurezusammen
setzungvon Pilzeruntersucht Dabeiwurdeeine Erhéhung der Jodzahl unddideinerhdhter
Grad an Desaturierung mit Erniedrigung der Temperaturgiestellt (Pearson undRaper
1927) Trotz einiger kontrarer Befunde gilt der beschriebene Effekt als genermlkamt
(Weete 1974; Wassef 1977; Tahoetnal. 1986; Stahl und Klug 1996; Pedneaailal. 2007)
Daher wurdeuntersucht, wie sich verschiedene Temperaturauf die Bildungder urngesatig-

ten Zielverbindungenind das Wachstum der beiden Pikngswirken.

Wahrend fur FVID bei 16°C ein deutlich besseres Wachstum festgestellt wi{Adgbildung

16), war fur MHYFP im Vergleich zur Kultivierung bei°24nahezu kein Unterschied festzu
stellen Abbildungl?7). FVED ist damit den psychrophilen Organismen zuzurechnen. Seine An
passung an tiefere Temperaturen kommt auch dudeim Trivialnamem 2 A Y i SNMNINO f A Yy :

Ausdruck, deauf die Ausbildungler Fruchtkdrpewor allemvon Oktober bis Aprihinweist
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(Breitenbach und Kranzlin 199 Hinsichtlich der gebildeten Fettsduren war fir HYbel
16 °Cunter anderemeine verstarkte Bildung akurzkettigen und ungesattigteRettsauren,
darunter auchl12:1(11) zu beobachtenDies kénnte auf die erniedrigte Temp&sg moglk
cherweiseaberauch auf die Myzelernte in einem anderen Wachstumsstadium zurfigthzu
ren sein.Die Fettsaureverteilung von MHYPund damit auch dieBildung an 17:1@ war
dagegen nahezu unabhangig von der Temperddies konnte darauf zurtickiithren sein
dass durch die Temperaturerniedrigung vorrangig die Zusammensetzung tlne(pdem
branlipide beeinflusst wird, um die Membranfluiditat zuvgihrleisten. Wie Patkaultet al.
zeigten, ist es speziesabhéngig, ob awtds Fettsaureprofil dewnpolaren Speicherlipideon

der Tenperatur moduliert wird (Pedneaulet al.2007)

4.2.3 Kultivierungsdauer

FVED bauteden Grol3teil seiner Biomasse in den ersseggbenKulturtagen auf, wahrend der
Lipidgehalizeitverzogerinstieg. essenMaximalwert wurde am 21. Kulturtag mit 10 bis 11%
der BTM nachgewiesenAbbildung18). Zu diesem Zeitpunkt war jedoch noch eine grof3e
Menge der Kohlenstoffquelle (Glucose) ungenutzt, sodass durch Variation dege@ialt
nisses versucht wurdeeinen unnétigen Materiaginsatzzu vermeiden(4.2.4.]). Viele Pilze
konnen unter Unstanden keine hberen Lipidgehalte als 10 bis 15% erreicheh2). Daher
wurde in den folgenden Experimenten versucht, die Gesamtausteeuti2:1(11durch Stei
gerung der Biomassbzw. Variation des Fettsdureprofii erhéhen indem verschiedene
Kohlenstoff (4.2.4.2 und Stickstoffquellerd(2.4.3 getestet wurden.

Die Bildung an Biomasse erfolgte bei MY ebenfalls binnen etweiner Woche Anders als
bei FVED wurden die Lipide ebenso zigig gebildgachzehnKulturtagen war die Kohlen
stoffquelle (Glucose) aufgebrauchil{bildungl19). Eine leichte Abnahme der Biomasse und
Lipide nach diesem Tag deugeif eine beginnende Autolyse hin. Denkbar ware eine nachtrag
liche Zugabe von Glucose, allerdings stieg der Lipidgehalviwdtandener Kohlenstoffquelle
nach dem vierten Tag nur nogeringfigigan. Zudemverhielt sich der relative Anteil von
(99-Heptadec9-ensauregegenlaufig und betrug am zehnten Tag nur noch @ép&esamt
fettsauren. Deren maximale Ausbeute wurde fiuem vierten Kulturtag ermitteltAnstelle
einer nachtraglichen Gabe von Glucegerde daherversucht, die Bisynthese der 17:1®

durch die Supplementation mit Prakursoren ungeradzahliger Fettsaurenamieren(4.2.5.
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4.2.4 Variation vonKohlenstoffzu-StickstoftVVerhaltnis, Kohlenstoffund

Stickstoffquelle(Flammulina velutipe¥
4.2.4.1 Kohlenstoffzu-StickstoffVerhaltnis

Das Verhaltnis von Kohlenstoff 3tickstoff im Nahrmedium ist ein entscheidender Parameter
bei der Kultivierung von Pilzen, aber auch anderen Mikroorganismen und ermdéglicht die Steu
erungbestimmterStoffwechselprozesse. So wird IstickstoffUberflussdie Bildung von Bio
masse forcierund die Synthese von Speicherstoffen unterdriickt, wahrend ehdleeren
C/NVerhaltnissen tendenziell zu Lipidnd/oder Kohlenhydratakkumulation kommt. Dieser
9FTFS1 G 6ANR HdZOKA I X SINIaS GV dZX] BAINFFNFK NHzy 3dn 6 ST S
Nahrmedium zur Neige geht, kann keine Protéiaw. Nukleinsduresynthese mehr erfolgen
und der Aufbau der Gesamtbiomasse stagniértder Folggkommteszu anteiligen Verschie
bungen der einzelnen Zdestandteile daKohlenstoff weiterhin aufggommenund in Form

von Triglyceriden als Speicherlipide eingelagert werki@nn Sobald die Kohlenhydrate im
Nahrmedium verwertet sind wird der Ubergang dieses diattening bzw. lipogenic phase
bezeichnéen metabolisch@ Zustanesin einenraschen Abbau derLipideeingeleitet(Shaw
1966; Ratledge 1994Um dieszuvermeiden,wurde wahrenddesVersuchegler Glucose
Gehalt beobachtetund darauf geachtet, dass alle Kulturen bis zur Ernte mit ausreichend
Kohlenhydraten versorgt wan. Dabei wurde mit sinkendem CMerhéltnis ein hdherer
Glucoseverbrauch beobacht@bbildung20), der sich méglicherweise Verbindung mit dem
hdheren Stickstoffverbrauctiurch die vestarkte Bildung an Biomasse erklaren |aBgt. den
Ansatzen mit dermmiedrigsten C/NVerhaltnis war nach 21 Tagen kaum nodhc@se Ubrig,
allerdings wiesen die Myzelien einen geringergpnidgehalt auf. Die Gesamtausbeute war
dadurch bei héherem PepteBinsatz identisch zum urspringlich verwendeten Medium mit
mittlerem C/NVerhéltnis. Die Verwendung einest@ien C/NVerhéltrisses fuhrt dagegen
zur hoheren Lipidakkumulation, doch die strengere Limitierung an Sticksteditierte in
einer sehr geringen Bildung an Biasse und damit aeer geringen Gesamasbeute Das
optimale C/NVerhaltnis variiert von Spezies 3pezies sehr starlwas eine speziesabhangige
Bestimmung erforder{\Wassef 1977; Ratledge 199Das optimale Verhaltnis fur FZHielRe
sichmdglicherweisenoch exakter bestimen, allerdings lieerte das mittlere C/NVerhaltnis

von 35:1 gute Ergebnissend wurde daher fur die weiren Versuche beibehalten. In der

Literatur finden sich meist Optima im Bereich zwischerl 80d 50:1(Ratledge 1994)
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4.2.4.2 Kohlenstoffquelle

In der Literatur finden sich zum Teil widersprichliéiregaben zunkinfluss der Kohlenstoff
quelle auf die Lipidausbeute bzwen Einfluss auf das Fettsaureprofil. Wahrend Ratledge
konstatierte, es ergdben sich fir alle Kohlenhydrate aufgrund derselbemzih nahezu
dieseben LipicusbeutenRatledge 1994 pbeschreben Wassef und Weete speziesspezifische
Unterschiede(\Weete 1974; Wassef 197 Daneberfuhrte die Verwendung unterschiedlicher
Zucker zu einestarken Beeinflussung er Fettsaureverteilung(Faracet al. 1983) Wie die Un
tersuchungen mit FV/B zeigten, hatten die unterschiedlichen Kold@ifquellen einen deut
lichen Einfluss auf die Lipidausbeute, aber auch auf das Fettsaureprofil. Laut Literatur wandeln
vielePilze in absteigender Folge Gise, Saccharose und Fructose am effizientesten in Lipide
um (Weete 1974; Wassef 197" Andere Studien beschreiben abauch andere Substrate wie
Maltose als gleichwertig mit GlucoséNaguib 1959; Chesters und Peberdy 19@andida
lipolytica produzierte mit Glucose sogar die geringste Lipidmefigénounet al. 1986) Fur
FVED eigneten sich Glucose und $haose am besten zum Aufbau von Biomasse (ca.
3,1g/L), was gleichzeitig zur Erzielung der hdchsten aygideutenfiihrte (Tabelle99). Die
Vemwendung von Disacchariderbewirkte, mit Ausnahmevon Saccharoseeine geringere
BildungvonBiomasseDies liel3e sich durch die Notwendigkeitezi Hydrolyse vor Resorption

in die Pilzzelle erklaremie Anomalie der Saccharose kdnnte dusplezifischeSaccharose
TransportProteineerklart werden, wie sie bereits im Standerpilgtilagomaydisnachgewie

sen wurden\Wahlet al.2010) Andererseits sinth Pilzerauch andereTransporter fur Biac
charide bekanniReinders und Wardd® 1) Diegeringste Mengean Biomasseurde mit Mat
tose gebildet. Allerdings fihrte dieses Kohlenhydrat zum hécheelativen Lipidgehalt und
durch den beachtlichen Anteil der Dod#&t-enséure am Fettsaupgofil (5,2%) wurde mit

Maltose sogar deen hochste Ausbeute erzielt.

4.2.4.3 Stickstoffquelle

Aminosauren spielen nicht nur als Stickstofflieferanten und damit fir den Aufbau von Biomas
se eine Rolle, sondern kdnnen auch als Prakursoren bestimmter Fettsauren dienen und damit
guantitativeVerschiebungevonFettsdureprofilerverursacher{4.2.5. DaherwurdenzurKu-

tivierung vonFVED achtverschiedene Peptone urmiveiProteine getestet.

Wie erwartetfiihrte die Verwendung von Proteinen zu einer verringe@dungan Biomasse

(Tabellel01), da diesevor der Resorption durch derilz starker hydrolysiert werden mussen,
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als die bereits in kleineren Peptidfragmenten vorliegenden Peptéueh lei Einsatzvon
Fleisch und Gelatiepepton war das Wachstum von FEeingeschrankiMoglichemweise
war dies auf grol3ere oder fur FAIEschlechter hydrolysierbare Peptide zurtickzufiihiee.
sichStanderpilzeum Teikrheblich in ihreextrazelldaren Peptidasespezifitat bzw-Aktivitat
unterscheiden Grimrathet al. 2011) ist die Verwertung unterschiedlicher Peptide stark von
der jeweiligenSpezies abhangigleitzeitig warin denmeigen Myzelienaus schlechbe-
wachsenerMedien eine starkere Lipidakkumulatioru bedachen. Entwederkam die ver
minderte Biovefigbarkeit an Stickstoff eineErhthung des C/N/erhaltnisses 4.2.4.0)
gleich oder es lag durch die identischen Wamgen der Stickstdédmponenten(2.4.4.2 mit
variiererder ZusammensetzungitsachlicheineVerschidoung des C/N/erhaltnisses vor. Zur
Klarungmusste eine Elementaranalyse samtlicher getartPeptane und Proteine durale-
fuhrt werden Besonders hoch (13%) war der Lipidgk bei Vewendung von Fleischpepton,
was trotz der geringen Menge an Biomassermaximalen Lipidusbeute(265mg/L) fihrte.
Abgesehen von dieser Ausnahme wurde jedoch im Hinblick auf die restlichen, bislang nicht
naher besprochenen Medien der Effekt beobachtet, dass eingdmdte Biomasseproduktion
tendenziell mit héheren Lipidausbeuten einhergiii@bellel01). Hohe Lipidmengen konnten
daneben mitSoja und Lactalbminpepton erzielt werden Ein Vergleich mit Literaturdaten
gestaltet sich an dieser Stelle schwiedg,bisherkeine veschialenen Peptone untesinan
der, sondernnur unterschiedliche organische und @igansche Stickstoffquellefdarunter
einzelne Aminosauren, vor allem aber Hatoff, Anmonium und Nitraj verglichen wurden

(Bhatiaet al. 1972; Fara@t al. 1983; Kahlos 1994; Taergal.2014)

Die diversen Stickstoffquellen verursachten allerdings nicht nur Unterschiede im Hinblick auf
die Lipidausbeute sondern auclerschiebungedes Fettsdureprofildm Falle deDodecl1-
ensaurewurden Schwakungen zwischen €,1 und3% beobachtet, was zu deutlichen Varia
tionenin deren insgesamt gebildeten Mengédiihrte (Tabellel02). DieVerwendung von Soja
protein, Fleish-, Gelatineund SojapeptormresultierteindenhéchstenAusbeutenan12:1(11)
Andersalsimnacholgend geschilderten Faler ungeradzahlige Fettsauren 4.2.5), ist in der
Literaturkeinerelevante Wirkung bestimmterAminoséurerals Prakursorender Induktoren

von Stoffwechsehegen bekannt.Mdglicherweise handelt es sich bei den genannten Stick
stoffquellen auch unBSubstrate, didbesondersarm an Vorlauferverbindungen ungeradzahli

ger Fettsauresind Eine Beeinflussung des Fettsédureprofils durch Aminosauren wurde bereits

durch andere Gruppefestgestellt(Kahlos 1994; Tarej al. 2014)
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4.2.5 Supplementation mit Prakursoremngeradzahliger Fettsduren

(Mortierella hyalina)

In der Literatur sind die Aminoséaureiisoleucint-Methionin, .-Threonin und-Valin als Pra
kursoren von PropionyCoA beschrieben, welches wiederum den anabolenFettsaire-
metabolismus zur Biosynthese von Fettsauren mit ungeradzahligen Kohlenstoffkettenlangen
eingehenkann (Berget al. 2018) Durch die Supplementation des Nahrmediums mit diesen
Aminosauren wurde daher versucht, ddeisbeute der Zielverbindung 4BHeptadee9-en-
saurezu erhéhenDer Einsatz vorMethionin undL-Threonin zeigte keinen positiven Effekt.
Zur Verwertung dieser Nahrstoffe scheinen demnach andere Stoffwechselwege praferiert zu
werden. So ware die Einspeigy vonL-Threonin alternativ Uber Pyruvat moglicGerget al.

2018) Dagegemelang bei Verwendung varsoleucin und-Valineine Erh6hung des Anteils

von 17:1(92), wobei im Fallevon L-Isoleucineine Steigerungauf das Vierfache erzielt wurde
(Abbildung22). Fir den PilZonidiobolus heterosporwgurde bereits ein dhnlicher Ansatz
verfolgt. Ene Supplementation mit-Valinfihrte zu eine erhéhten Ausbeutean 12Methyl-
tridecansaureFraatzt al.2018) Dies ist darauf zurlickzuftihren, dass Propi@yA auch als
Vorlauferverbindung methylverzweigter Fe#turen dien{Kaneda 1971, 19917 rotz der dop

pelten SupplemenMenge war der fur 1Methyltridecansaure beobachtete Effekt mit einer

Steigerung um 38% jedoch weniger stark ausgepiagtatzet al.2018)

Neben der Wirkung als Prékursoren einzelner Fettsdure(gruppe)n finden sich in der Literatur
widerspruchliche Hinweise in Bezauf die Rolle supplementierter Aminosauren als Wachs
tumspromotoren bzw-inhibitoren (Kaneda 1971; Kahlos 1994m vorliegenden Failnter-
schieden sichdie Menge angebildete Biomass, Lipidgehaltund -ausbeutein denmeisten

Fallen zwasignifikantvom nicht supplenentierten Medium(Tabelle103), jedoch waren dige

Unterschiede aufgrunder sehrgeringen Abweichungenicht von praktischer Relevanz

4.2.6 Optimierte Kulturfihrung firFlammulina velutipesund Mortierella hyalina

im Hinblickauf die Produktion relevanter Fettsauren

Fur eine mdglichst hohe Ausbeute an Doddeensaure sollte FVB bei 16°Cin MPC
Medium kultiviert werden, wbei sichMaltose als Kohlenstofund Fleisclpepton als Stick

stoffquelleanbieten. Im Rahmen der finalurchgefuhrten Kultivierungnter Anwendung der
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jeweils optimalen Parametérzur Feststellung des besten Erntezeitpunkiasrden jedoch
keine hoherenmAusbeutenan 12:1(11) als in den vorherigen Testreihen erhalten (Daten nicht
dargestellt). Wahrend der Testreihen wrde keine Steigerung des Lipidgehaltes tUber 14%
erziet, wasauf ein Erreichen des von Ratledge prognostizierten Hochstgeh@ltet5%)
einiger Pite hindetet (Ratledge 1994)Aufgrund der schlecht reproduzierbaren Ergebnisse
erscheint die Angabe einéVlaximabhusbeutefur 12:1(11)nicht sinnvoll, jedoch lassen sich

Quantiaten im Bereich von etwa 10 bis 20 mg pro Liter Hauptkultur gewinnen.

Die Ergebnisse von MHFP waren dagegen besser reproduzierbar. Zum Erreichen einer mog
lichst hohen Ausbeutan (%)-Heptadee9-ensaureempfiehlt sich eine Kultivierungei 24°C

in YDMedium, welches im Falle der Hauptkultur mig/L L-Isoleucinsupplementiertsein

sollte. Die Temperatur hatte kaum Einfluss auf die Ergebnisse, was auch eine Inkubation bei
Rauntemperatur moglich erscheinen lasst. Indem die Vorkuliuei, die Hauptkultir vier

Tage kuiviert wurde, konnten Ausbeutenvon 70mg 17:1(%) pro Liter Hauptkultur erzielt

werden

3 Aufgrund geringer Kapazitaten war eine Kultivierung beiC @icht maglich und erfolgte stattdessen bei’24
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4.3 Gaschromatographische Quantifizierung von DoeEtensaure

mittels externer Kalibrierung

Zur Angabe der Ausbeute bestimmter Fettsduren wurden deren relative Anteile am Fettsau
reprofil mit der jeweiligenAusbeutean BTMund dem entsprechenden Lipidgehalt verrechnet
(3.1bzw.3.2). Daraus ergibt sich zwangslaufig nur eine Abschatzung, da Uber die trgkdex
tion mittels Soxtherm®Apparatur unter Verwendungunpolare Losungsmittel wien-Hexan
(2.6.1) die Gesamtheit aller neutralen Lipide erfasst wird. Demnach kénnen nebencérigly
den auch Fettbegleitstoffe wie Sterole enthalten sein. Dissavie das bei der Berechnung
ebenfallsvernachlassigte Glyceralerfalschen also beler erlautertenKalkuationsweisedas

Ergebnis.

Um die Richtigkeit der Ergebnisge Uberprifen wurde Dodecll-ensaureals die interes
santeste gefundene Verbindung zuséatzlich mittels externer Kalibrierung quantifiziér)(

Die Quantifizierung tber die herkdmmliche Methode lieferte fiir aweerschiedlichd’roben
Ausbeuten von 10,4 bzw. 11mdg 12:1(11)pro liter Hauptkulturmedium. Mittels extarer
Kalibrierung wurderil0,7 sowie 11,7 mg/L bestimmt (3.3). Der Unterschied zwischen den
verschiedenenMethoden entspricht damit einem vernachlassigbaren relativen Fehler von
<2,5% Die Approximation deAusbeutenliefert demnach verlassliche Wert®ies war zu
erwarten, daes sich bei den untersuchten Lipiden vornehmlich um Speicherlipide handelt, die
literaturgemalfd primarausDi und Trglyceriden bestehenlosel und Sancholle 199@war
konnten sich andere Speziesdar Zusammensetzunigrer neutralenLipideunterscheiden,
dochsind Abweichungemur innerhalb derselben GréRenordnung zu erwargbaispielsvei-

se Ergeterolgehalt (Seitzet al. 1979; Niemenmaat al. 2008), sodasslie berechneterfett-

saureausbeutemicht grundlegendbeeinfluss werden
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4.4 Supplementationsstudien zur Aufklarung der Biosynthese von

Dodecll-ensaure(- 1) durchFlammulina velutipes

Aufgrund der&eltenheit von. 1-ungesattigter Fettsdurem der Natur(4.1.3 stellte sich die
Fragenach dererBiogeneselurchFVED. Hinweise darauf lieferten Supplementationsstudien
(3.4).

Der Abbau der Flockeauf dem Kulturmedium sowiee Erh6hung derelativen Antei$ von
12:0im Vergleich zum biologischen Blindwert dewatif eine Aufnahmeder Fettsauredurch
den Pilzhin. Ein starkes Indizir dentatsachlicherEinbauin die fungalen Triglyceridesferte
die Anwendung der alkakatalysierten Transmethylierung zur FAMEdung, da bei dieser
Methode lediglich veresterte Fettsaurenethyliert werden.Dagegen fuhrte @ Supplemen
tation zu keiner verstarkten Bildung v@odecl1-ensaure Zur Uberpriifung, ob ein Teil der
gebildeten12:1(11)als freie Fettsdure vorlag, wide neben der alkakatalysierten Trans
methylierung auch die Veresterung mittels Bortrifluorid angewandit der auch freie
Fettsauren methylverestenind damit erfasst werden kénnermie anschlieliende gawo-

matographische Anadg zeigte abefur Dodeel1-ensdurestets dieselben relativen Anteile.

Das massenspektrometrische Zerfallsmuster des detektierten Dbflensauremethylesters
wies im Vergleib zur nicht supplementierten Kultur fir mehrere Signale eine deutliche
Massenverschiebung van/z +1auf, wohingegen andere Signale kaum in ihren Intensitaten
beeinflusst wurden(Abbildung54). Dieszeigt dass nur die zuerst genannten Maskag-
mente das®*Gmarkierte G-Atom enthielten.Die intensivsten Signale stammen vermutlich
aus McLaffertyReaktion lau, schwarzgestreif und gSpaltung dunkelblau,weif3 rauten-
formig). Diese charakteristischen Massenverschiebungen waren in allen soppierten
Proben m beobachten, jedoch unterschiedlich stark ausgepragt. Daraus konnte gefolgert
werden, dasglie Spuren an gebildetddodeecll-ensaurein Ansatz1l zu ca. 85% au$SG
markierter Fettsdure bestanden. S A Y -. o QiS0€6iGn des Ansatzes@ren dagegen nur
etwa 20%!3CGmarkiert, jedoch bildete der Piln diesem Falhsgesamt eine giRere Menge
Demnach handelt es sich bei Laurinsaure eindeutig um die Vorlauferverbindungrrdieal
desaturiet wurde. Allerdings drosselte die Supplementation die Umwandlung der supple
mentierten wie auch der endogen gebildeten Laurinséaure in Abhangigkeitadesing

5 S & A dhtsrachiedlich stark.
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Abbildung54: Relevanter Ausschnitt desassenspektrometriscimeFragmentierungsmustsrEHMS
70eV) desDodec-11-enséduremethylestsraus der G@nalyse des Lipidextraktes einer nicht suppleme
ntierten (transparent im Hintergrund) bzveinermit Laurinsaurel-**C supplementierte(im Vorder
grund)Kultur von FWP. DieStrukturen der vermuteten Fragmeluainen sind oberhalb der zugehdrigen
Signaledargestellt.

Uberraschenderweise ist zur terminalen Desaturierung von Fettsauren wenig bekannt. Theo
retisch kdnnten sie als Intermediate wahrend der DecarboxyResaktion vorDicarborsau

ren auftreten(Kouristet al. 2018) Im vorliegenden Fall scheint jedoch ein anderer Synthe
seweg verantwoltich a1 sein, dal2:0sonstnicht als Prakursor fungien wirde TasacHich
konnte eine endstandige Desaturierung von Laurinsaure mittels CYP4B1 gezeigt (ferden

et al. 1998) In diesem Zusamemhang erscheint bemerkenswert, dass die aktiventiZen

von Decarboxylasen und Enzymen der Cytochrom {&Bdilie Homologien aufwsen

(Kouristet al. 2018) Schultz und Lynerisolierten dagegen eink9-Desaturase auS.cerevi-

siag die DecanoyCoA in De®-enoytCoA umwandelteDen Autoren zufolge stellt didefe
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allerdingsnur Palmitoyl und StearoylCoA zur Verfugungvahrend derCo-Bausteinaus
schlie3lich als AGIRtermediat vorliegt. Diesem Umstandchent es geschuldetdass die

. 1-ungesattigte De®-ensaure nicht als natirliches ProduktSrcerevisiaenachweisbar ist
(Schultz und Lynen 197Anderen Arbeiten zufolge wurdeodecll-ensaureals Nebenpre
dukteinerrekombinanterk 11-DesduraseausdemFalter Agrotissegetungebildet(Hagstrom

et al.2013) Daneben wurde in einem anderen Falter eam®rmalek 11-Desdaurasemit einer
terminalen Desaturas@ktivitat gegeniibe(112,147,172)-Ecosall,14,1#trienoyCoAnach
gewiesenDinget al.2011) Wenn auch Beweise auf genomischer Ebene bzw. Expressionslevel
ausstehen, ssprechendochmehrere Indizien dafir, dass FVED einek11-Desaturase fur

die Bildung voodecll-ensaureund andererk 11-ungesattigten Minoiettsauren verant

wortlich ist.
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4.5 Transformation, Enzymexpressiamd -reinigung
4.5.1 Transformationen und genetise Modifikationen

Das Agarosegel der KolofieCRAbbildung29) zeigte, dass die TransformationnE. colmit
dem pET28asCsa-DOXPlasmiderfolgreich war.Auch das Gel mit den P@Rplifikaten des
Quik®ange™-AnsatzegAbbildung30) deutete auf eine erfolgreiche Modifikation und Ver
vielfaltigung hin, da Banden im erwaten Bereich von 800{10.000bp erkennbar waren.
Den Beweis der Genmodifikation lieferte die Sequenzierung def anadiisolierten Plasmide
(3.5.1.3. Anhand ded/ergleicls der Giber den T-TerminatorPrimererhaltenen Squenz mit
dem Mutterplasmidwar ersichtlich dass die Deletion des St@ndons erfolgeich war
(Abbildungb5). So standein Konstrukizur Verfigungdas einerGterminalen HisTagkodiert.
Dessen ordnungsgemalle Expression wurde abschlielRend mittelsiatiRRVedern Blot
Uberpruft (Abbildung32).

\ ‘ J’\ vV f \i'T T if A ||} | _\-\_‘i \ !J l! A f l Q" \ \ N A A\ Q';‘
[GCATTTAAACCGTGGCGTCGTGTTCCGAGC---CTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCT
A F K P W R RINIP S -—-VINEEN H H H H H HENED P A A

[GCATTTAAACCGTGGCGTCGTGTTCCGAGCTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLETGCT
A F K P W R R IWI P S ENMVINEENH HTHTTH THTH'EE D P A A
Cso-DOX

Abbildung55: Vergleich der Ausschnitte der DN/d entsprechenden Aminosasegjueizen des

pPET28aCsa-DOXMutterplasmids (unten) und des sequenzierten pEI@ZDOX_EHisPlasmids
(mittig). Weil3e Stersymbole auf schwarzem Hintergrund symbolisieren-Stmjons.

4.5.2 Enzymexpressionnd -reinigung

Die SD®AGEsAbbildung31, 34 und 35) sowie, im Falle de€sa-DOX, deWestern Blot
(Abbildung32) deutetendurchim Vergleich zu den jeweiligen Blindwertdautlich verdickte
Bandenm erwarteten Bereich béi0 kDa Qs bzw.Csa-DOX bzw.130kDa MmCAR) auf eine
erfolgreiche Expression der drei Enzyie Mittels SDSPAGE ar zudem dieReinigung aller
drei Enzyme zur elektrophoretischen Homogenitat tberprifie sie beispielsweise bereits
in vorherigen Studiefiir MmCARerzieltwurde (Akhtaret al.2013) Die beidena-DOXenthiek
ten noch leichte Verunreinigungen an Fremdprotdiri denen es sicheispielsweiseim his-
tidinreiche E.colieigeneProteinehandeln kdnnte Bereits wahrend der Reinigung war eine
intensiv rote Fasung dera-DOXAnsatzezu beobachten, disichauf die enthaltene Ham
Gruppe zuruckfuhreasst(Liuet al. 2004) Die beiden Methoden zur Ermittlung der Enzym

konzentration ergabestetsahnlicheWerte.
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Die Funktionstestsler gereinigten Enzyme zeigtedass diea-DOXdie Standardéttsauren
wie erwartet in die Gverkurzten Aldehyde umwandelte®ieEnzymekatalysieen einenAn-
griff von molekularem Sauerstoff am-8tom, was zur intermediéren Bildurgn 2-Hydroper
oxy-Fettsauren fuhrt. Spontan erfolgt die Decarboxylierung zum Aldehyd. Dakfien bend

tigt ansonstenkeine weiteren Cd-aktoren(Hamberget al. 2005)

Im Gegensatz dazu sind CkdRalysierte Reaktionen ATRnd NADPHabhangig(Napora
Wijata et al. 2014) Zusatzlich haben Mgtlonen einen positiven Effekt auf die Katalyse
(Winkler und Winkler 2016Mechanistisch handelés sich um eine direkte Reduktialer
Carborsaureggruppe zum Aldehyd, was neben denfaktoren eine posttranslationale Phos
phopantethenylierung der CARerfordert (Heet al. 2004; Venkitasubramaniaet al. 2007)

Das zur Epression gautzte Konstrukt kodierte daher nicht nur fur die CAR, sondern auch eine
Phosph@antetheinylTransferase4.1.2.1). Wie der FunktionstestAbbildung36) der geret

nigtenMmMCAR verdeutlichtentssteLetztere als aktives Hoémzym vogelegen haben
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4.6 Biotransformation fungaler Lipide mittels Lipase und

a-Dioxygenase oder CarbonsauReduktase

4.6.1 Methodenentwicklung: FestphaseiMikroextraktion von Fettaldehyden

Zur optimalen Extraktion der biotransformierten Reaktionsprodukte der Pilzlipide wurde zu

nachst eine FestphaseviikroextraktionsMethode etabliert 2.8.1).

Das beste Extraktionsverhalten der getesteten Faserbeschichtungen wiesen das PDMS/DVB
und das DVB/CAR/PDM#&terial auf Abbildung37). Nachdemdie erstgenannte Fasetie
mittel- bis bBngkettigen Aldehydebesser extrahierteind die Zielanalyten in erster Linie jene
Fettaldehyde darstellen, wurddiese Faser fur die weitere Ethodenoptimierung ausge
wahlt. Fur die Optimierung hatte die Wahl der Faserbeschichtusig gr63ten Einfluss. Die
Anpasung derExtraktionsemperatur hatte vor allem eine verbesserte Extraktion degl
kettigen und damit schwerer flichtigeAldehyde zufFolge. Im Vergleichur schlechtesten
Extraktionwurde die Sensitivitat je nach Analyt um dasig 75fache (Tridecanal bzw.{p
Non-6-enal) gesteigertZur Steigerung der Sensitivigg¢genuberAldehyden wirceine SPME
Extraktion Ublicherweise mit eam automatisiertenDerivatisierung mitO-substituierten,flu-
orierten Hydroxylaminemnder Hydrazinergekoppelt(\Wanget al. 2005; Saisort al. 2008)
Wegender dadurch verloren gehenden olfaktorischen Detektionsmoglichkeit wurde jedoch

von einer Dévatisierung abgesehen.

Bei Verwendung von Emulgatoren in den Reaktionsmischungerde eine massive Ein
schrankung des Extraktionsvermdgens festgestedrmutich wurden die unpolaren Alde
hyde durch die Emulgatoren in Mizalleingeschlossemnind konnten durch diese Verkap
selung nicht in den Dampfraum Uber der Probe geland2e Analyterwaren somit nicht

extrahietbar. Fir die Analyse déransformierten funglen Lipidextraktewurde demnach auf

den Einsatz von Emulgatoren verzicht28.2.

4.6.2 Biotransformation fungaler Lipide

In den untersuchten Probelirel3en sichAldehyde wie Un Do, Tri, Tetra und Pentadecanal
olfaktorisch am ODP detektien und massenspektrometrisetientifizieren (Tabelle104 bis
107). Diese FettaldehydieR3ensich auf die Umsetzung der in den fungalen Lixtrakten
enthaltenen Fettsduren zurtckfihredl§bildung56). Dass einzelne Verbindungevie Tri

(a-DOX)und Tetradecana{CAR)die sich von derselben Fettsdure (Myristinsédure) ableiten,
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olfaktorisch nicht sowohl in®-DOX als auch im CARnsatz detektierbar waren, konnte an
unterschiedlichen Geruchsschwellen der Verbindungegen. Weiter konnten ungleictaub
stratspezifitaten der beiden genannten Enzyomel damit varilerende Mengen der gebildeten
Aldehyde verantwdlich sein So akzeptierem-DOX eher mittelbis langkettige Fetiuren
(Stumpf 1956; Galliard und Matthew 1976; Hambetal. 2005) wohingegen fur CRReine
tendenziellgegenteilge SubstraPraferenzdokumentiert ist(Duanet al. 2015b; Finnigamet

al. 2017)
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Abbildung56: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Analysevide®sz2-DOXbiotransformierten
LipidExtraktes von FVE mittels GEMS-O. Die Tabelle zeigt auszugsweise die relative Fettsaure
verteilung der umgesetzten Lipide. Neben den-Spiiten sind auch die identifizierten Strukturen und
zugehorigerGeruchsattribute dargestelit.

Von besonderem Interesse waren die Umsetzungsprodukte sidten vorkommenden
12:1(11)aus FVID sowie del7:1(92) aus MHY-P.In letzterem Fallwurde lediglich das ver
mutete a-DOXProdukt (&)-HexadeeB8-enalmit &ul3erst sctvacher Intensitdund der wenig
FGGNI {GABSY DSNHzOK & |j damORRvakrgenommbiUabellélagyUr-y 3 Sy S

sachlich ist vermutlich die bereits erwahnte Pré&iez der CAR fur kurzkettigere Substrate,
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sodass nur wenig B-Heptadee9-enal gebildet wurdeaund diese Menge offenbar unterhalb
der Reizschwelle la¢n der Literatur isfir die gesattigten Homologmit steigender Kohlen
stoffkettenlange einstarker Ansieg der Geruchsschwellen Luft zu finden(Inagakiet al.
2016) Dies durfteauf die ungesattigten Araga Ubertragbar sein. Im Gegensatz dazu waren
die beiden Umsetzungsprodukte dddodecll-ensaure deutlich wahrnehmbar Mittels
a-DOXAbbildungb6) liel3 sichdas um ai KohlenstoffAtom verkiirzte Unded 0-enalo dtrus-
artig, dumpf, griin, nach Koriand@®attern, schweit 0 =  LJ$abldinyetkiwzteDodee11-

S vy | ditruséartig etwas grinpach KoriandeBlattern,seifigt 0 I SY. SNA SNB Yy

Nachdem sie ansprechen@®ftnoten aufwiesen und ihre Eigenschaften als Aromastoffe bis
lang nur fragmentarisch in der einschlagigen Literatur dokumentiert sind, wurdenldig-
gesattigten Aldehydeiner naheren Untersuchung unterzogehl0). Dabei enpuppte sich
das bereits erwahnte Dodekl-enal als besondeligsteressant daes sickdurch ein ausgeo-
genes Geruchsprofil ohne stérende Fehlgeriiche auszeiclumelisislangnicht als Aromatoff
beschrieberwurde (4.8). Aus diesem Grund wurde auclke@nzymatische Gemrungdieser
Substanz aus den Lipiden von AYtnter definierten Bedingungen nahéetrachtet. Dies
erfolgte mit derMmCAR audlycobacterium marinumda sich ds Enzym besonders gut zur
Umsetzung von Laurinsaure eignetékhtaret al.2013)und dessen Optima (3T bei pH,5)
bekannt sindKrameret al.2018) Die mitl2:1(11)aufgenommen enzykinetischen Peaame-
ter (Tabelle A15 (AnhangB) zeigtengroRe Ahnlickeit mit den Literatuwerten fir 12:0
(Akhtaret al. 2013) Anstelle des bisher verwendeten Phosphatpuffers wurde einPuiter
bevorzugt, da sich diesaerittlerweile als Referenzsystem fiir CARangormationen etabliert
hat. Von Horvaet al. (2019) wurdefur andere CAR in Phaisatpuffer zudem eine heralge-
setzte Aktivitat festgestellDurch Vorversuche mit Palmin als Stard-TriglyceridMischung
wurde sichergestellt, dass nackstlindiger Prainkubation mithaseetwa 80% der Triglyceri
de hydrolysiert waren (Daten nicht dargestelfjachweiterer 15-stiindigerCARTransforma
tion zeigte de Quantifizierungyon Dodeel 1-enaleine Ausbeutevon 158 + 0,5%(unabhangi

ges Duplikatjur den Gesamtprozess

Zur Etablierung eines 6konomisch sinnvollen Prozesses bedarf es allerdings einer héheren
Umsatzrate.Kunjapurund Kollegenuntersuchten die Rolle des bei der CRBaktion ent
steherden Pyrophosphats als Inhibit@unjapuret al. 2016) In mehreren Fallen fuhrteer
Einsatz von organischer Pyrophosphatase zu einer deetli@teigerungles Produkttiters

(Kunjapuret al. 2016; Schwendenweiat al. 2016; Khusnutdinovat al. 2017; Horvatet al.
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2019) Daneben werdenaberauch das bei der Reaktion entstehendgenosinmonophosphat
(AMP) und NADPals Inhibitoren diskutier{Finniganet al. 2017) Eine weitere Herausfer
derung stellt der Bedarf an Cofaktorenrd&m diesen zu decken, wird in der Regel auf eine
GanzzelKatalysemit Zelleigenem Regenerierungssysterurtickgegffen. Die Anwendung
dieses Ansatzes wird im Falle der AldeRydduktion mittels CAR jedoch durch den zelluléaren
EnzymHintergrund erschwert, durch den die ProdulkteNebenreaktionerzu den korrespon
dierenden Alkoholerabreagieren(He et al. 2004; Schwendenwelet al. 2016; Fraatzt al.
2018) Wahrend fur die Produktion aromatischer Aldehyde durch Deletiehrerer Gene,

die fur AldoketoReduktasenbzw. AlkohotDehydrogenaserkodieren, ein spezielleE.coli
RAREStammmit reduzierter aromatischer Aldehyldeduktion etabliert wurdéKunjapuret

al. 2014) steht fur die Darstellung aliphatischer Aldehyde kein entsprechender Stamm zur
Verfugung. Um eine UberreduktiaiiphatischerAldehyde zu vermeiden, muss daher gaf
reinigte, zellfreie Extrakte zurtickgegriffen werdedie allerdingsden Zusatz exogner Syste

me zur CofaktoRegenerierung erforderfKhusnutdinovaet al.2017; Strohmeieet al.2019;
Horvatet al. 2019) Durch den Einsatz von Pyrophosphatase und Systemen zur Cefaktor
Regenerieungwurden bereits Umsatzraten von 50 b&28 erzielt Khusnutdinovaet al.2017;
Horvatet al. 2019) welche das Potential des hier dargestellten Ansatzes zur Produktion von

Dodecl1-enal unterstreichen.
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4.7 Charakterisierung eineneuartigeng-Dioxygenase

ausCrocosphaera subtropica

Trotz Hinweiseruf das Vorkommen voa-DOXin anderen Lebewesen wie beispielsweise
Pilzen der GattungCercosporaStoess| 1985stammenalle bislang naher beschriebenafer
treter originar aus Pflanzerd (3.1). Aus institutsinternen Vorarbeiteiiucke 2014; Goldmann
2018)in Kooperation mit dem DECHEMNtArschungsinstitu{Frankfurtam Main) war ein
Enzym mit entsrechendera-DOXAktivitdt aus dem Cyanobakteriu@rocosphaera subtro
pica(friher Cyanothecep.ATCC 51142) bekannt, welcle®se Sequenzidentitat von 39% mit
der Osa-DOXaus Ris teilte. EingezielterAbgleich zeigtesequenzielldJbereinstimmungen
des bakteriellen Enzyms mit konservierten Regiqrmii@ ausmehrerenetablierten a-DOX
Enzymen bekannt sind. Insbesondere wanerdieserCsa-DOX dreiAminosauren (Hi811,
Tyr379 und Areb59) vorhanden, diélir die Aktivitdt des ReiErzymsalsunabdingbagelten
(KoszelalRosenblunet al. 2008) Das Enzym gilt als erste bakteriglied damit erste nicht

pflanzlichea-DOX und wurde in der vorliegenden Arbamfassend charakterisiert.

4.7.1 Enzymstabilitdt Salz, pH und Temperaturoptimum

Zur Evaluierung der Enzymstabilitat uimeli allen anderen Versuchekam die anhand ihres
HisTags gereinigte EnzyWariante zum Einsatz, die sich in ihrer Aktivitat nicht von der

TaglosenVariane unterschied 8.7.1).

Der ThermofluotAssay3.7.2) wurdein erster Linie zum Screening hinsichtlich der Erstgm
bilitat genutzt.Durch ihre dynamische Struktur kdnnersTags eine vorzeitige Denaturierung
des untersuchten Enzyms initiieren, wodurch éiessagekrafdes Assaygemindert wird
(Boivinet al. 2013) Daherwurden die abgeleiteterErgebnissezunachst zurAuswahl von
Testbedingungen weiterer Experiment@rwendet (Ermittlung der Enzymptima, 3.7.3.
Letztere dientenwiederum der Verifizieung der ThermoflucErgebnisseAus beiden Ver
suchsreihen ergaben sich stets Ubereinstimmende Tendenzen. iAlisrdrgaben sichaufig
nichtfir alle getesteten Substratexakt tbereinstimmende Optima (v@lbbildung44 bis46).
Loslichkeitsunterschiede und die damaihhergehendeSubstratVerfiigbarkeit mégegerade
im Hinblick auf die Temperat@Abbildung46) eine Rolle spielednm Mittel fihrte die Vewen-
dung von 200nM Phosphatpuffer (pH 7,5) unter Zusatz vonna@d NaCl bei einer Tempe

ratur von 25°C zu den hdchsten Umsatzratéthgesehen voder hohen Imenkonzentration
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steht dies im Einklang imBedingungendie typischerweise fur Transfoetionen mit a-DOX
verwendet werdenGalliard und Matthew 1976; Borge al. 1997; Sanet al. 1998; Hamberg
et al. 1999; Safferet al.2000; Koedukat al.2002; Liwet al.2006; KoszelaRosenbluret al.
2008; Kaehnest al. 2011a) Der Ursprung deCsa-DOX aus dem marinen Cyanobakterium
C.subtropicad a | MiEa2019)durfte fiir das Alleinstellungsmerkmal d@raferenz hoher

Salzkonzentrationen verantwortlich zeichnen.

Von kesonderer Relevanz erschien zudem Test defStabilitdt gegentiber DMSO, da dieses
Losungsmitteim Rahmen des Sauerstgissays 4.9.4 zur Losung der Fettsauresstbate
bendtigt wurde. Bei de dabei verwendeten Konzentration von 2,5% (Wgr die Csa-DOX
stabil Erst ab 5% (vjwzeigtesich einnegativer Einflusslabelle108), der aber anhand wee-

rer Experimente zwerifizierenwéare. Demgegeniber wurde DMSO alsSodvensaber auch
mit einem positiven Effekt auf die Performanz von Enzymen beschrietenet al. 2003)

Im Rahmen der Bestimmung der Enzy@ptima wurde daherusétzlichder Einfluss von DMSO

auf die Umsetzung untersuctdabei war #erdings kein nennenswerter Effekt zu beobachten

3.7.3.

Im Gegensatz daauurde die relative Enzymaktivitat durch 1% (v/v) Tridh00 verdoppelt
(Abbildung47). Dieser, wie auch andere Emulgatoren, wurden bemighrfachfir a-DOX
katalysierte Biotransformationen eingesetZtkakabest al. 1999; Koedukat al. 2002; Liwet
al. 2004; Kaehnest al. 2011a) Nachdem Emulgatoreaber die Extraktion der Aldehyde aus
dem Reaktionspuffer deutlich minderte.6.1.29, wurde TritonX100 ausschliel3lich zur Be

stimmung der enzymkinetischen Paramet2rq.4 genutzt.

4.7.2 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter

Um den Einfluss von Methylverzweigungen nahe de®erminusvon Substraten auf die
Enzymaktivitat zu untersuchen, wurdemzymkinetische Parametemter optimierten Re
aktionsbedingungen4(7.1) fur Myristin- und 13Methyltetradecansaureanhand des Sauer
stoffverbrauchs bestimmBislang wurde flr anderg-DOXediglichder Einfluss von Substrat
kettenlange und DoppelbindunggAnzahl und Position) untersuctitambercet al. 2005; Liu
et al. 2006; KoszelaRosenblurnet al.2008; Kaehnet al.2011a)

Die ermittelten Werte vorkKm undkcat (Tabellel09) waren vergleichbar mit denteraturwer-

ten anderera-DOXVertreter (Galliard und Matthew 1976; Borggt al. 1997; Hamberegt al.
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1999; Safferet al.2000; Liet al.2006; KoszelaRosenblunet al. 2008; Goulalet al.2013)

Der Vergleich der katalytischen Effizienzen der beiden Substrate zeigte deutlich, dass keine
Substratpréferenz vorlag und die terminale Methylverzweigung keinen Esrdiuf die Enzym
aktivitat hatte. Diese Ergebnisse stltzen das gegenwartige Modell zur Substratbindung:
a-DOXbesitzen einen Substratkanal, der zum aktiven Zentrum fihrt. Wechselwirkungen die
ses Kanals mit den ¢es 7 Kohlenstoffatomen des Substratsheinen fir die Katalyse von
grol3er Bedeutung zu seinla siclsterische Abweichungen in diesem Molekulbereich in dras
tisch verringerten Koversionsraterduf3erten(KoszelalRosenblunet al. 2008; Goulalet al.

2013; Zhwet al. 2013) Dies erklart unter anderem die geringe Akzeptanz ungesattigter Fett
sauren mit Doppddindungen innerhalb der erstenKohlenstoffatome. Mit zunehmender N&
herung der Doppélindung an die Carbonséuregruppe wurde eine Verstarkung dieses Effekts

beobachtet(Liuet al.2006; KoszelaRosenblunet al. 2008)

4.7.3 Substratspektrum

Das Enzyr@sa-DOX zeigte ein breites Substratspektrudbl§ildungd9). Linolsdure wurde von
den gewahlten Testsubstanzen am besten umgesetzt und gilt auch fur aad2@X algines
deram meisten praferierta Substrae (Livet al.2006; KoszelaRosenblunet al.2008) Hohe
Aktivitaten snd auch gegeniber Myristinsaubeschriebenwohingegen die gute Umsetzung
von Laurinsaure ungewohnlich i®ariber hinaus wurdenath kurzkettigere Substratek-
zepiert, worauf sich nur wenigadinweisebezuglichandere a-DOXin der Literatur finden
(Stumpf 1956; Galliardnal Matthew 1976; Saffert al.2000; Hambergt al. 2005; Koszelak
Rosenblunet al.2008; Kaehnet al.2011a; Maureet al.2019) Untypisch scheint die geringe
Konversion von Palmitiund StearinsdureJrsachlich konntelie schlechte Loslichkeit der
ReaktionsmischundurchdasFehlereinesEmulgatorsein.Guterkennbaiistdie bereitsinder
Literatur beschriebenanangelhafteAkzeptanz/on Substratemmit funktionellen Gruppernn-
nerhalb der ersta 7 Kohlenstoffatomevie beispielsweise Doppelbindungen (vgl. adch?2)

(KoszelalRosenblunet al. 2008; Goulalet al.2013; Zhwet al. 2013)
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4.8 Sensorische Charakterisierungl-ungesattigtersowie

iIso- und anteiso-methylverzweigter Aldehyde

Die Datenlage bezlglich der sensorischen Charakteristlkangesattigter bzw. methylver
zweigter Aldehyde idtotz vereinzelter Studiefsehe unter) nach wie vor lickenhafBeste
hendeUntersuchungen beschranken sich zumeist auf einzelne Vertretegrdvesbirdungs
klassen und liefern damit unvollstandige Datensatze. Ursachlich mag das seltene Vorkommen

in der Natur sein.

Von denterminal ungeséttigten Aldehyden standen gré3ere Quantitéaten zur Untersuchung
zur Verfigung, die einemfassendere Charakterisierung erméglichten. Dies schloss die Be
stimmung der Geruchsschwellen in wassriger Losung ein. Zur Einschatzung der Aussagekraft
dererzieltenErgebnisse wurde anhand deRFgTabellel31) die olfaktorische Reinhedtbge

schatzt Die G- bis Ge-Aldehydewaren sehr reinsodass die ermittelten Geruchsprofile und
Schwellenwerte in wassriger Losung nicht von olfaktorediven Verunreinigungendein

flusst worden sein sollten. Dagegen scheint eine geringfiigige Beeinflussung bei-deis C
Gz-Isomerenwegenihrer niedrigerenrORFsndglich.Pentadeel4-enal war olfaktorisch nicht
wahrnehmbar was durch eine mangelhafte Bindung an das entdpeede Rezeptorprotein

(inadequate Passforngrklart werden konnte.

Die Untersuchung der methylverzweigten Aldehyde erfolgte aufgrund der geringen Menge
deszur Verfugung stehenden Probenmatesiptimar gaschromatgraphischolfaktorisch. Zur
differenzierteren Beschreibung spezieller Nuancen wumlsatzlichauf die Reinsubstanzen
zuruckgegriffenderen Geruchsattributstark mitden am ODP wahrgenommenen Eindriicken
Uberappten Auch dabei liel3 siclerdingseine Beanflussung durchgeruchsaktive Kontami
nanten nicht vollends ausschlieRekufgrundfehlenderchiralerAnalysersindkeineAngaben

bezuglichpotentieller Unterschiedezwischen demnteiscAldehydEnantiomere maoglich.

4.8.1 Geruchsqualitaten

Durch die systematische Untersuchumwgr erkennbar, dassowohl alle. 1-ungeséttigten
(Tabellel32), als auch alle methylverzweigten Verbindung&alelle133) einen griinen Ge
ruch aufwiesenwie dies fiur viele Aldehyde typisch (Btansoret al. 1992; Rychlilet al. 1998;
Lorber und Buettner 2015; Lorbet al.2018)
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Neben dem grirgrasigen Geruch besal3nallemHept6-enal,in geringerem Maf3auch Oct
7-enal einen im Vordergrund stehenden Duft nach Gurke und Meld@iese Noten waren
zum Teil auch bei héheren Homologen vorhanden, traten jedoch deutlich hinter anderen
Attributen zurlck.In der Literatur inden sichviele Belege fir Aldehyde, die diese Nuancen
aufweisen. Meist handelt es sich daladierum G-, gelegentlich auchigKomponenterwie
(2E62)-Nona2,6-dienal (Ransoret al. 1992; Rychlilet al. 1998; Lorber und Buettner 2015;
Lorberet al. 2018) Im Gegensatz dazu zeighon-8-enal einen unangenehm metallisch
medizinischenpappkartonartigen Gerdt Daneben trat ein Geruch nach Korianddattern
auf, der mit steigender Kettenlange angenehmer wurde. Vagigomer an wurden daruber
hinaus wachserme und krautige Nuancen wahrgenommeuch alle methylverzweigten Alde
hyde wiesen einen seifigen Geruchms#ruck nach Korianddslattern auf der von einer suf3li
chen Note begleitet wurde. SuRXliche sowie seifige Gerliche nach KoricBidétern sind fur
Aldehyde mehrfach in der Literatur beschrieben. Vereinzelt finden sich auch Nachweise fur
metallische Eindréke (Ransoret al. 1992; Rychlilet al. 1998; Buettner und Schieberle 2001,
Lorber und Buettner 2015; Lorbet al. 2018) Die methylverzweigten Vertreter bis zu einer
Kettenlange von {4 besal’en zudem wuirziglgige teils wasabiartigeNoten, die kurzket
tigeren auch citrusartige, holzigand krautige Nuancen, die mit steigendeAGzahl ebenfalls
ins Metallische, Wachserne, aber auch Pfeffrige wechseR@arcitrusartigriechende Aldehy

de gibt es in der Literatur zahlreiche Hinweigansoret al.1992; Rychlikt al.1998; Buettner
und Schieberle 2001; Lorber und Buettn®d2; Lorbeet al.2018) daneben sindwch talgige
Vertreter dokumentiert(Rychliket al. 1998)

Das Vorkommen und zum geringer@nteil auch die Geruchsqualititen metkigtzweigter
sowie. l-ungesattigter Aldehydsindvereinzeltin der einschléagigen Literatumachweisbar
Mehrere Vertreter terminal ungesattigter Aldehyde wurden vor allenbanbeergewachsen
(GocGia) (Choudhuryet al. 1997; Wancet al. 2008)sowie Koriander (l6¢Gia) (Padmakumari
2008; Potter und Fagerson 199tachgewiesn. Einzelne, zumeist etwas kurzkettigere kom
ponenten fanden sich in FrittierfeiGcG) (May et al. 1983) einem gerducherten thailan
dischen Dessert £@risch,nach Melone G schal fettig, nach Plastik(\Watcharananuret al.
2009)und in Verpackungsmaterial aus Polyethylen @ f ECESKA 13 S(Skbiz@fetiab
2005) Nur wenige Autoren dokumentierten allerdind® entsprechendea Attribute, welche

zumindest eilweise(G¢Cio) erganzend auStudien zu Struktuwirkungsbeziehungen hervor
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gehen(Ransoret al.1992; Meijboom und Jongenotter 1981m Gegensatz daist die Daten
lage zu 1 Methyltridecanal, dem Schlisselaromastoff vosgemortem Rindfleisch und dem
damit wohl bekanntesten Vertreter der verzweigtkettigen Fettaldehyde abschliBendein-
zustufen (Guth und Grosch 1993, 1994; Kerschke al. 2000; Christlbauer und Schieberle
2009) Andere Mitglieder dieser Verbindungsklasse sind jedoch sehr viel weniger erforscht.
10-Methylundecanal wies einen suf3lichen Geruch nach Citrus(schalépaufet al. 2014)
Werkhoff und Kollegenbeschrieben das Vorkommen verzweigteisqCis-Aldehyde in
Rindfleisch od im Zuge dessen deren retrasale Geruchseindriicke, die in Abhangigkeit der
Zusammenseatung der verwendeten wassrigen Losung stark variigitéarkhoffet al. 1993)

Iso (Gi2¢Gie) und anteise (G, Gs, Gs) Fettddehyde wurden zudem iGouda nachgeiesen

wo siewahrendder Reifung fir die Entwicklung des charakteristischen Aromastxeortlich

zu sein scheineliinagakiet al. 2015, 2016, Dieselben Autoren diskutierten zudemmen
Wechsel von citrusartigen zu rindfleischartigen Geruchsqualitaten, der mit destiegrder

Kettenlange einherging.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, ddissprimaren Geruchsqualitaten Uberwiegend
bereits in der Literatur fur andere Aldehyde dokumentiert sind. Die eher wiirzige, vaasg®i

bis pfeffrige Wahrnehmung einiger methylverzweigter Vertreter scheint dagegen auf die
Gruppeeben jener Fettaldehyde begreat zu seinAttribute ausbereits bestehende Un-
tersuchungen zeinzelnen Verbindungen stimmen mit den hier dargestellten Ergebnissen gut
Uberein.Die Geriliche vieler Komponenten wurderdieser Arbeierstmalsbzw.derart detait

liert charakterisiert.

4.8.2 Geruchsschwellen

Bezuglichder Geruchsschwellen von Aldehyden mit endstandiger Doppelbindung liegen be
reits zwei Studien vodie sichjedochlediglich mit eirer Auswahl von Homologemeschéfig-

ten (Meijboom und Jongenotter 1981; Ranseinal. 1992) Die Untersuchungen mittels GC
FIDO lieferten fur die Aldehyde7®is Gs Schwellen im Bereich zwischen 0,039 unchga.

Luft (Abbildung50). Aufgrund einer abweichenden Methode und daraus resultierend anderen
Einheitensind die vorRansorund KollegerestimmtenSchwellen in Luft (GCio) als absolute
Werte mit den erzielten Erdmissen nicht direkt vergleichbar. Bei Vergleicm Harvenver
laufe Schwellenwerte in Abhangigkeit der Kettenlahdgssen sich allerdings nahezu kon

gruente Formen erkennendie in derselben GréRenordnung liegéransonet al. 1992)
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Ebenfalls identisch stellte sich zudem der Verlauf der Sébémveler analogenAlkohok dar
(2,2c629ng/L Luft Abbildung50). In wassriger Loésung wurdéir die AldehydeDetektions
schwellen zwischen 0,24 und R/L bestimmt, wohingegen die Erkennungsschwellen bei
0,74 bis 24ug/L lagenAbbildurg51). Auch hier ergaben sidu den bisher genanntedurven

sehr ahnlicheverlaufe. Fii die wassrige Matrix stehen bislang keinetléeraturdaten zur
Verfugung, allerdings liegen sie in derselben GréRenordnung wie die ihrer geséattigte Pendants
(Schnabeét al. 1988)

Besondersauffallig sowohl in Luft als auch in wassriger Loswergcheint das Durchlaufen
eines deutlichenSchwellenwerMinimums bei Non-8-enal, welches sichon den anderen
Schwellen scharf afegrerzt darstellt. Dies erscheint insoweit bemerkenswert, als dass diese
Substanz bereits als Verursacher eines Fehlgeruchs identifiziert Wbedelerst al. 2005)
Dieses Minimum wurde auch von Ranson und Kollegen in Luft festgésteilioret al. 1992)
wohingegenes in Paraffinnicht zu erkennen watMeijboom und Jongenotter 1981Ver
mutlich spielendabei Loslichkeitseffekte eine entscheidende Rollgeressanterweise &n
dern sich beim Durchlaufen des Minimums auch die Geruchsqualitateildung AlcA 7
(AnhangF)). Weiter sind dieSchwellerfir die G-, G-, Go- und Gi1i-Aldehyden Luftdenjenigen
ihrer (32-Analoga sehr ahnlicibagegen waKon-8-enal deutlich mehr, Dodet1-enal etwas

weniger potent als ihr entsprechenddélk-3-enal(Lorberet al. 2018)

Iso- und anteiscAldehydeweisenbekanntermal3en recht niedrige Schwellenwerte au#j+
maet al.1990; Widdeet al.2003) Dies gilt insbesondere fir dig:und Gs-Isomere(Inagaki
et al.2016; Guth und Grosch 199Bie ermittelten Werte (0,1870ng/L Luft, Abbildung53)
stimmen gut mit den Daten von Inagakid Kollgenuberein(Inagakiet al. 2016) Allerdings
wurdeim Vergleich zut.iteraturein etwa funffach niedrigerer Schwelleert fir 11-Methyl-
tridecanal ermittelt, was die Verbindung gemeinsam mit demlsomer zu den potentesten

Substanzen dieser Verbindungsklasse macht.

182



Ausblick

5 Ausblick

Knapp 40 unterschiedliche Pilze wurden als Quedledtener Fettsduren untersucht, die als
Pré&ursoren poteniell interessanter Aldehyde dienen kénnten. Bei diesem Screening wurden
mehrere vielversprechende Spezies identifiziert. Durch die Existenz von schatzungsweise 2 bis
4 Millionen Pilzspezigsiawksworth und Licking 201ergibt sichim Vergleich dazallerdings

ein schier unenlicher Pool weitereProduktionsorganismen. Der Grol3teil dedwa 100.000
bekanntenPilze ist im Hiblick auf ihr Feg&ureprofilnach wie vor nicht untersuchind bildet

damit eine Grundlage weiterer Forschung.

Die Untersuchungen zu Wachstum udgdidakkumulation debeiden bereits ndher charéde
risiertenPilzeFlammulina velutipe€ewinnung von Dodetl-ensaure) undortierella hyalt

na (Produktion von (¥)-Heptadee9-ensaure) kdnnten in weiteren Studien vertieft werden,
indem beispielsweisdie Aminosaureverteilung der verwendeten Stickstoffquellen analysiert
wuirden oder der Einfluss weiterer Parameter ermittelt wiirde. Zur grol3technischen Herstel
lung der genannten Fettsdurast danebendie Etablierung der Kultivierung in Fermentern

notwendig, um einScaleup des Prozesses zu ermaoglichen.

Nachdem terminal ungeséttigte Fettsaureme die nachgewiesene 12:1(lib)der Naturau-
Rerst seltervorkommen, ware die Identifizierung dan ihrer Biosyntheseermutich beteilig
ten k11-Desaturase vonrglRem InteresseEintiefergehende Verstandnis der biosyntheti
schen Stoffwechselwege kdnnte auch helfen, eine hohere Reproduzierbbeiaiier Fett
saureproduktiorzu gewdahrleisten Erganzen#onnte ein Vorkommerder Dodeel 1-ensaure

in anderenSpeziesler GattungFlammulinaliberprift werden.

Hinsichtlich der Biotransformationen ware die Entwicklung von ékonomischeren Ganzzell
Fermentationen sinnvoll. Im Falle darDOX scheint eine solche Applikation ohne grol3ere
Schwierigkeiten umsetzbaklaureret al. 2019) Danebenbietet die Immobilisierungen En
zymendiverse Vorteilavie eine erhéhte Enzymstabilitdin ersten Studien erzieltemhonp-

son undKollegenfir CARs, diselbigeneben Enzymen zum CofakiBecyclingmmobilisier

ten, vielversprehende Ergebnisséhompsoret al. 2019) ZurMinimierungkomplexerReini
gungwyerfahren wahrendlesDownStreamProcessingonntenaul3erdem gezielt Lig&n mit
erhOhter Spezifitat fur die favasierten Fettsauren (z.B. Uber die Position im Trigigceder

Kettenl&nge) eingesetzt werden.
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Die a-DOX augrocosphaera subtropicaurde unter besonderer Bertcksichtigungp- und
antei-methylverzweigtefFettsdureSubstrateumfangreichcharakterisiert DasEnzyneeich

nete sich im Vergleichu anderena-DOXdurch seinen nicht pflanzlichen Ursprung udae
effektive Umsetzung kurzkettiger Substrate au€i(g. Um diese substratspezifische Eigenart
auf molekularer Ebene verstehen und erklaren zu kdnnen, wére eine Rontgenkristallstruktur

des Enzymsainschenswert

Im Zuge der sensorischen Evaluierung wadee primaren Reaktiopsodukte der. 8-unge
sattigten 17:1(9) olfaktorischkaum oder gar nicht wahrnehmbar. Eine weitere Verkurzung
der Kohlenstoffkette kbnnte zur Generierung potenterer Geruchsstoffe fliHpees wirde

ein mehrstufiger, zyklischer Peess erlauben, bei dem eineDOX mit einer AldehyBehy
drogenase (AldDHjekoppelt wird.Hierzukénnte beispielsweisdie AldDHausVibrio harveyi
dienen, die bereits erfolgreich . coliexprimiert wurde(Buchhauptet al. 2013) Homologe
Reihen anderer Aldehyde wurden in der vorliegenden Arbeit usefiad chaakterisiert. Auf

grund geringer Quantitadten musste jedochneiBavertung der Geruchsschwelleferiso- und
anteisomethylverzweigte Aldehyde in wassriger Losung offeriben. Eine solche wére ne

ben der Beschreibung der sensorischen Eigenschaften von Aldehyden mit anderen-aliphati
schen Verzweigungen winschenswert, da die einschlagige Literatur dazu ebenfalls kaum Da
ten enthélt. Einige der untersuchtemethylverzweigte Aldehyde waren biotechnologisch

aus den Lipiden vo@onidiobolus heterosporasigénglich. Hierflr kam bereits eine CAR zum
Einsatz Fraatzet al. 2018) Andererseits ware die Verwendue@er a-DOX, gegebenenfalls

in Verbindung miteiner AldDH maoglich, um weitere Produkte zu erhalten
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Anhang

A. Aminosauresequenze

A1 a-Dioxygenase au€rocosphaera subtropica

MGIFDKFDSIFTQVEQLWHRLPTPLALIKLLTFRNELREKNLHDTSQLPDKHLLPQPTPDPQGHHLTA
RTADGSFNDLEHPEMGMAGTRFGRNIPLTAIQPETPQQLMTPNPRVVSRTLMTREDFKPATILNLLAA
AWIQFENHDWFSHGDNKPEDKLEIPLEANDPWPEEYRPLEVGKTLPDTSRPEGAKPPTFINTVTHWWD
GSQIYGSNPETVDQLRSHEDGKLIIGENGLLPVDPETGVDITGFNDNVBMIGHETLFTREHNLICD
HLKQEYSQWSDDDLFDHARLINAALMAKIHTVDWTPAILPLPATDIALNVNWNGFLGEDIKQVLGTVG
EGEIADLLTGIIGSDKNHHTAPYYLTEEFVSVYRMHPLIPDELEFRSLEGDKFLQEVNFFEMSGKRTR
ALLESISLPDLFYSFGITHPGAITLHNYPRFLQQLVRDNGEVFDLAAVDILRDRERGVPRYNRFREIM
GRGRVKCFEEISSNKQWVEEMRRVYNDNIDQV®IM¥DTPEGFGFSDTAFRVFILMASRRLKSD
RFFTTDYRAEIYTQFGLDWIANNNMVSVLQRHFPQLSPVLYGVDNAFKPWRRVPS(LEHHHHHH)

A2 a-Dioxygenase au®ryza sativa

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMGSGLFKPRVHPDLRDVFSKMSFFDKIGFLFIHAFDKRNLWHKVP
VPIGLLYLNTRRTLLEKYNLLAVGRSSHGALFDPKEFLYRTEDGKYNDPHNAEAGSQNTFFGRNMEPV
DQQDELMSPDPFVVATKLLARREYKDTGKQFNILAAAWIQFMVHDWMDHMEDTGQIGITAPKEVANEC
PLKSFKFHPTKELPTNSDGIKIGHYNIRTAWWDGSAVYGNNEERAEKDBKYYIGDDGLLLHKE
NGVALSGDIRNSWAGVSILQALFVKEHNAVCDAIKEEHPNLSDEELYRYAKLVTSAVIAKVHTIDWTV
ELLKTKTMRAAMRANWY GLLGKKIKDTFGHIGGPILGGLVGLKKPNNHGVPYSLTEEFTSVYRMHSLI
PSTLKLRDPTGQPDANNSPPCLEDIDIGEMIGLKGEEQLSKIGFEKQALSMGYQACGALELWNYPSFF
RNLIPQNLDGTNRSDRIDLAALEVYRDRERSVPRYRRRLFLIPIKSWEDLTSDKDAIETIRAIYG
DDVEKLDLLVGLMAEKKIKGFAISETAFNIFILMASRRLEADRFFTSNFNEETYTKKGMQWVKTTEGL
RDVINRHYPEITAKWMKSSSAFSVWDADY

A3 CarbonsaureReduktaseausMycobacterium marinum

MGSSHHHHHHSQDPMSPITREERLERRIQDLYANDPQFAAAKPATAITAAIERPGLPLPQIETVMTG
YADRRLAQRSVEFVTDAGTGHTTLRLLPHFETISYGELWDRISALADVLSTEQTVKPGDRVCLLGFN
SVDYATIDMTLARLGAVAVPLQTSAAITQLQPIVAETQPTMIAASVDALADATELALSGQTATRVLVF
DHHRQVDAHRAAVESARERLAGSAVVETLAEAIARGDVPRGASAGSAPGTDVSDDSLALLIYTSGSTG
APKGAMYPRRNVATFWRKRTWFEGGYEPSITLNFMPMSHVMGRQILYGTLEWEGINSTLF
EDLALVRPTELTFVPRVWDMVFDEFQSEVDRRLVDGADRVALEAQVKAEIRNDVLGGRYTSALTGSAP
ISDEMKAWVEELLDMHLVEGYGSTEAGMILIDGAIRRPAVLDYKLVDVPDLGYFLTDRPHPRGELLVK
TDSLFPGYYQRAEVTADVFDADGFYRTGDIMAEVGPEQFVYLDRRNNVLKLSQGEFVTVSKLEAVFGD
SPLVROIYIYGNSARAYLLAVIVPTQEALDAVPVEELKABDSLQEVAKAAGLQSYEIPRDFIETT
PWTLENGLLTGIRKLARPQLKKHYGELLEQIYTDLAHGQADELRSLRQSGADAPVLVTVCRAAAALLG
GSASDVQPDAHFTDLGGDSLSALSFTNLLHEIFDIEVPVGVIVSPANDLQALADYVEAARKPGSSRPT
FASVHGASNGQVTEVHAGDLSLDKFIDAATLAEAPRLPAANTQVRTVLLTGATGFLGRYLALEWLERM
DLVDGKLICLVRAKSDTEARARLDRDSGDPELLAHYRALAGDHLEVLAGDKGEADLGLDRQTWQRL
ADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNALGTAELLRLALTSKIKPYSYTSTIGVADQIPPSAFTEDAD
IRVISATRAVDDSYANGYSNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCDMILADTTWAGQLNVPDMFTRMI
LSLAATGIAPGSFYELAADGARQRAHYDGLPVEFIAEAISTLGAQSQDGFHTYHVMNPYDDGIGLDEF
VDWLNESGUQRIADYGDWLQRFETALRALPDRQRHSSLLPLLHNYRQPERPVRGSIAPTDRFRAAV
QEAKIGPDKDIPHVGAPIIVKYVSDLRLLGLL
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B. Retentionsindices von Referenzverbindungen

Tabelle Al: Risder Referengettsauremethylester nach van den Dool und K(ag63).

R
FettsAuremethylester DB5ms Select FAME VFWAXms
6:0 924 1233 1185
7:0 1023 1344 1284
8.0 1123 1453 1386
9:0 1223 1563 1488
10:0 1323 1673 1590
11:0 1423 1783 1693
12:0 1523 1893 1796
12:1(®) 1496 1925 1810
12:1(11) 1515 1966 1848
13:0 1623 2004 1898
i14:0 1686 2061 1954
al4.0 1693 2082 1968
14:0 1723 2114 2002
14:1(2 1694 2143 2012
14:1(®) 1708 2179 2038
i15:0 1786 2171 2056
al5:0 1794 2192 2071
15:0 1823 2231 2105
15:1(1®@) 1809 2297 2141
i16:0 1887 2280 2160
al6:0 1894 2301 2174
16:0 1924 2334 2209
16:1(72 1896 2378 2226
16:1(Y) 1900 2388 2233
16:1(11) 1911 2403 2246
16:2(72102) 1887 2454 2270
16:2(%122) 1903 2479 2292
16:3(72102,132 1891 2547 2335
al7z:.0 1995 2411 2278
17:0 2024 2443 2312
17:1(D 1998 2495 2333
17:1(1® 2000 2508 2336
al8:0 2096 2521 2382
18:0 2125 2552 2416
18:1(®) 2095 2601 2433
18:1(%) 2103 2583 2436
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Tabelle Al (Fortsetzung)

R
Fettsauranethylester DB5ms Select FAME VFWAXms
18:1(11) 2101 2611 2441
18:2(62,92 2079 2661 2466
18:2(%122) 2088 2682 2479
18:2(E12E) 2098 2639 2485
18:29211F) 2141 2799 2573
18:2(1¢E122) 2151 2815 2585
18:3(62,92,122) 2070 2737 2510
18:3(% 122,152 2093 2777 2545
18:3(%Z11E13F) 2239 3052 2790
18:4(62,92,1272,152) 2075 2835 2576
19:0 2226 2662 2520
19:1(1®@ 2196 2712 2537
20:0 2326 2770 2623
20:1(11B 2296 2822 2641
20:2(11z142 2290 2906 2689
20:3(2282112) 2257 2925 2692
20:3(2117142 2264 2946 2703
20:3(82,112,142) 2268 2963 2715
20:3(112142172 2268 3004 2756
20:4(%2821172142 2247 3004 2738
20:5(5282,112,142,172) 2253 3107 2805
21:0 2426 2878 2726
22:0 2527 2985 2830
22:1(1) 2498 3042 2849
22:2(1Z 162 2492 3128 2899
22:4(72,102,1372,162) 2448 3199 2950
22:6(42,72,102132,162,19) 2437 3380 3049
23:0 2628 3092 2933
24:0 2729 3198 3037
24:1(1) 2701 3257 3058
25:0 2831 3303 3138
26:0 2930 3429 3241

@ Es handelt sich um die Abkirzungen der entsprechenden Fettséuren.
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C. Erganzende Fettsaureprofile

C1l

Erganzende Fettsaureprofile vdAlammulina velutipes

Tabelle A2: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXms) analysiertes Fettsaureprofil von &VEnter
Verwendung verschiedener Nahrmedi@reil 1: ME, MEP, MPQ@)en angegebenen Anten und

Ausbeuten liegeBopped S& 0 A YYdzy 3Sy 1 dz D NIRRAS @ (55AKST | FONINN N ydlyCr
ME MEP MPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [9%6] [mg/L]*
1 8.0 <0,1 <005 n. d. <0,1 <04
2  3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,05 n. d. <0,1 <04
3 10:0 0,2 0,1 <0,1 < 0,07 0,4 1,4
4 10:1° n. d. n. d. <01 <04
5 11:0 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4
6 12:0 9,6 4,9 6,7 54 21,3 74,7
7 121t <0,1 <0,05 <01 <0,07 <0,1 <04
8 12:1(®" 0,1 0,06 0,3 0,3 <0,1 <04
9 12:1(11) .d. n. d. 4,3 15,1
10 12:7 . d. n. d. <01 <04
11 13.0 0,5 0,2 0,3 0,3 0,3 1,0
12 131" <0,1 < 0,05 n. d. <0,1 <04
13 14:0t 2,7 1,4 1,6 1,3 54 19,0
14 14:1()" <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <04
15  14:1° n. d. n. d. <0,1 <04
16 15.0 2,4 1,3 2,5 2,0 1,5 54
17 15:1° . d. . d. <01 <04
18 15:1" . d. . d. <01 <0,4
19 16:.0 23,7 12,7 18,7 15,2 18,7 65,3
20 16:1(D* <0,1 < 0,05 <0,1 < 0,07 <01 <04
21 16:1(Y 0,6 0,3 0,6 0,5 0,3 1,1
22 1611(1D) 0,5 0,3 0,2 0,2 0,2 0,6
23 161 n. d. n.d. <0,1 <04
24 16:2(2100 <0,1 < 0,05 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,4
25 16:2(%122 0,1 0,05 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,4
26 17.0 0,3 0,1 0,3 0,2 0,5 1,6
27 17:1(&)"™ <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <04
28 17:1(D" <0,1 <0,05 <01 <0,07 <0,1 <04
29 172 <0,1 < 0,05 <0,1 < 0,07 <0,1 <04
30 172 <0,1 < 0,05 <0,1 < 0,07 <01 <0,4
31 18:.0 5,4 3,0 4,6 3,7 6,8 23,9
32 18:1(J" 13,1 7.2 9,1 7.4 15,6 54,6
33 18:1(1)" 15 0,8 2,1 1,7 0,7 2,5
34 18:2(¥Z122" 34,9 19,0 43,7 35,4 18,7 65,5
35 18: 2™ 0,8 0,4 2,6 2,1 0,1 0,4
36 190 n. d. n. d. <0,1 <0,4
37 18:3(% 127152 3,0 1,7 52 4,2 1,5 52
38 20:0 0,1 0,07 <0,1 <0,07 0,2 0,8
39 20:11(1D) n. d. <0,1 <0,07 <0,1 <04
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TabelleA 2 (Fortsetzung)

ME MEP MPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%6] [mg/L]* [%0] [mg/L]*
40 20:2(112142 n. d. <0,1 <0,07 <01 <04
41 20:3(112142172) n. d. n. d. n. d.
42 210 n. d. <0,1 <0,07 <0,1 <04
43 22.0 n. d. 0,2 0,1 0,4 15
44  22:1(13)* n. d. n. d. <0,1 <0,4
45 23.0 0,1 0,06 <0,1 < 0,07 0,3 1,0
46 24.0 0,4 0,2 0,1 0,3 0,8 2,7
47  24:1(1%) n. d. n. d. <0,1 <0,4
48 25:.0 n. d. n. d. <0,1 <04
Summe Unbekannte n. d. n. d. 1,0 3,5

X die Abweichung der Summe von 100% kommt durch Rundung zustande

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durcklatéren Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niattteridrgieklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnkank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappuidjteak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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Tabelle A3: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXms) analysiertes Fettsaureprofil von BVinter Verwendung verschiedener Nahrmedigsil I: SNL, YMG, YPD,
YPG@. Den angegebenen Anteilen uAdsbeuten liegen@ppeb S& G A YY dzy ASy

1 dz D NIRRAS & (55/KS

IFONINN Ny dieyOK (o yRAS G S G A

SNL YMG YPD YPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L])*
1 8:0 <0,1 <0,1 <0,1 <007 <0,1 <0,1 <0,1 <02
2 3Me-,6Me-8:0" n. d. . d. n. d. <0,1 <02
3 10:0 05 0,4 0,1 0,07 <0,1 <0, 0,1 0,2
4 101 n.d. .d. n. d. . d.
5 11:0 0,4 0,4 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
6 12:0t 25,6 24,4 54 3,6 4,0 4,1 5,8 10,8
7 12:1() ™ <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
8 12:1(®)° 0,1 0,1 <01 < 0,07 <01 <0,1 <01 <0,2
9 12:1(11) <0,1 <0,1 n. d. n. d. 0,1 0,2
10 12:2 n.d. n. d. n. d. . d.
11  13:.0 0,5 0,5 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
12 13:1° n. d. <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <01 <0,2
13  14:.00 3,5 3,3 1,9 1,2 1,7 1,8 2,3 4,3
14 141" <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
15 14:1°" n. d. . d. <0,1 <0,1 .d.
16 15:.0 1,8 1,7 1,5 1,0 1,4 1,4 1,3 2,4
17 151 . d. . d. n. d. <0,1 <0,2
18 15:1° . d. . d. n. d. . d.
19 16:0 17,1 16,3 23,9 15,8 21,5 22,2 23,2 43,4
20 16:1()* <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
21 16:1(® 0,3 0,3 0,5 0,3 0,6 0,7 0,5 0,9
22 16:1(11p 0,2 0,2 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
23 161 n. d. . d. n. d. . d.
24 16:2(7Z102 <0,1 <0,1 .d. <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
25 16:2(% 122 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
26 17:.0 0,6 0,5 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3 0,6
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TabelleA 3 (Fortsetzung)

SNL YMG YPD YPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L])*
27 17:1(8)™ n. d. <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <01 <0,2
28 17:1(D" <0,1 <0,1 <01 < 0,07 <01 <0,1 <01 <0,2
29 172 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <01 <0,1 <0,2
30 172 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <01 <0,1 <0,2
31 18:.0 5,8 5,6 6,7 4,5 6,1 6,3 8,0 15,0
32 18:1(P" 7,8 7,4 17,8 11,8 18,6 19,2 20,2 37,8
33 18:1(1)" 2,3 2,2 1,1 0,7 1,2 1,3 1,8 3,3
34 18:2(Z 122" 29,5 28,2 34,7 23,0 36,1 37,5 28,7 53,7
35 18:2 <0,1 <0,1 1,0 0,7 15 1,5 1,8 3,4
36 19:.0 n.d. n. d. n. d. n. d.
37 18:3(% 122152 2,1 2,0 3,3 2,2 4,5 4,6 3,8 7,1
38 200 0,2 0,1 0,1 0,08 0,1 0,1 0,2 0,3
39 20:1(11» <0,1 <0,1 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,1 <01 <0,2
40 20:2(11Z142) n. d. <0,1 <0,07 <0,1 <01 <01 <0,2
41  20:3(112142172) n. d. n. d. <0,1 <0,1 n. d.
42 21.0 <0,1 <0,1 n. d. <01 <0,1 <01 <0,2
43 22:.0 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,4 0,7
4 2211 n. d. n. d. n. d. n. d.
45 23:.0 0,2 0,1 <0,1 < 0,07 0,1 0,1 0,2 0,3
46 24.0 0,3 0,3 0,8 0,5 1,1 1,1 0,8 15
47 24:1(1 n. d. n. d. <0,1 <0,1 n. d.
48 25:.0 n. d. n. d. <0,1 <0,1 <01 <0,2
Summe Unbekannte n. d. n. d. <0,1 <0,1 n. d.

# die Einheit versteht sich als mg prélauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprdfitdterec
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niattteridgsklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden PeakDoppéteeak handelte, der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle A: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXms) analysiertes Fettsaureprofil \lWiED bei urter-
schiedlicheKultivierungsemperatur. Derangegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestim
mungen zu Grunde.

Temperatur 16 °C 24 °C

Nr. Fettsdure Anteil [%]  Ausbeute [mg/Lf  Anteil [%] Ausbeute [mg/Lt
1 80 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

2 3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

3 10:0 0,2 +0,0 0,7 £0,0 0,2 £0,0 0,3 0,0
4 11:0 <0,1 <0,3 0,1 +0,0 0,2 £0,0
5 12:0 229 0,2 69,6 +07 12,6 =0,1 19,8 +02
6 12:1(52)" <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

7 12:1°= % <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

8 12:1(11) 1,3 £0,0 41 01 0,5 0,5 0,8 +£0,0
9 12:2(xZ62" <0,1 <0,3 <0,1 <02

10 13:0 <0,1 <0,3 0,3 +0,3 05 £0,0
11 13:1 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

12 140 6,8 =0,0 205 £0,0 3,6 £0,0 567 £0,0
13 14:1(™® <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

14 i15:.0 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

15 15:0 1,0 £0,0 30 +01 2 +2 31 +0,0
16 16:0 194 0,1 58,7 04 19,8 +0,1 31,3 +02
17  16:172 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

18 16:1(92 0,7 0,0 20 01 0,4 £0,0 0,6 £0,0
19 16:1(112) 0,4 =0,0 1,2 0,0 0,2 +0,0 0,2 £0,0
20 16:2A772102 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

21 16:292127) <0,1 <03 <0,1 <02

22 170 <0,1 <0,3 0,5 £0,0 0,8 0,0
23 17:1(8)"* * <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

24 17:1(92)" <0,1 <0,3 <0,1 <02

25 16:3(72102132) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

26 172 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

27 172 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

28 180 1,9 0,0 58 +01 6,2 +0,1 9,8 +02
29 18:1(92)" 134 +0,0 40,7 =01 18,0 +0,0 284 +0,0
30 18:1(112" 1,0 0,0 31 =01 1,0 %0,0 1,6 0,0
31 18:292122 245 0,1 744 +02 28,7 +0,1 454 +01
32 190 n. d. n.d. <0,1 <0,2

33 19:1F 0,3 0,0 1,0 +01 1,7 0,1 2,7 +01
34 19:1F <0,1 <0,3 n. d. n .d.
35 18:392127152) 42 +0,1 12,8 +03 1,7 +=0,0 2,7 00
36 20:.0 <0,1 <0,3 0,2 +0,0 0,3 =00
37 20:1(11p <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

38 21.0 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

39 220 0,1 0,0 0,3 0,0 0,4 +£0,0 0,7 01
40 23:.0 <0,1 <0,3 0,3 +#0,0 05 01
41 22:4(Z102137162° 0,2 +0,0 05 +01 n. d. n.d.
42 240 0,3 0,0 09 01 1,0 +£0,1 15 01
43 24:1(1%) 04 +0,0 1,2 00 n. d. n.d.
44 250 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2

45 25101 <0,1 <0,3 n.d. n.d.

# die Einheit versteht sich als mg praHauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometristhgmentierungsmuster nicht hinakiend geklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz f@hterbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte,
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen liel3
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Tabelle Ab: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXmSs) analysiertes Fettsdureprobin FVED in Ablangigkeit von der Kultivierungsdauer. Den angegebenen Anteilen
dzy R ! dza6SdziSy fAS3ISy 52LIISt 6SaRoGYdnyli BKYI [FdtND Mok REKd REBS S AN SNTdeyda ay &

Kulturdauer 7d 21d 33d
Nr. Fettsaure Anteil [%]  Ausbeute[mg/LJ* Anteil [%] Ausbeute [mg/LT  Anteil [%]  Ausbeute [mg/L}
1 80 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
2 3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,2 <0, <04 <0,1 <0,5
3 10:0 0,2 0,0 0,3 +0,0 0,3 +0,0 1,2 +01 0,2 0,0 1,0 +0,0
4 10:1° n.d. n. d. <0,1 <05
5 11:0 0,1 +0,0 0,2 +0,0 0,3 +0,0 1,2 +01 0,6 +=0,0 2,7 +0,0
6 12:0 12,6 +01 19,8 +02 19,5 +02 78 4 15,3 +£0,0 70,1 +08
7 12:1(52)" <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
8 12:1°% ™ <0,1 <0,2 <0, <0,4 <0,1 <0,5
9 12:1(11) 0,5 01 0,8 +0,0 2,6 +01 10,6 +08 0,4 +0,0 1,7 +0,0
10  12:2(Z,62)" <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 n. d.
11 13:.0 0,3 =00 0,5 +0,0 0,8 +0,0 3,0 +03 0,7 0,0 3.4 +0,0
12 13:1° <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
13 13:1" n. d. n. d. <0,1 <0,5
14 14:0 36 +0,0 57 +0,0 3,5 +03 14,2 +11 22 0,0 10,0 +01
15 14:1(89 <0,1 <0,2 0,1 +0,0 0,5 +01 0,2 +0,0 0,8 +0,0
16 i15:.0° <0,1 <0,2 <0,1 <04 n. d.
17 15:.0 2,0 0,0 3,1 +0,0 2,0 +0]1 8,2 +0,/ 1,6 +£0,0 7,5 +0]1
18 16:.0 19,8 +01 31,3 +02 17,7 + 05 72 +4 17,1 +£0,0 78,6 +09
19 16:1(72 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
20 16:192 0,4 0,0 0,6 +0,0 0,2 +0,0 0,9 +01 0,3 +=0,0 1,1 +0,0
21 16:1(112 0,2 +0,0 0,2 +0,0 0,2 +0,0 0,7 +01 0,2 +=0,0 0,7 +0,0
22 16: 272102 <0,1 <0,2 <0, <04 <0,1 <0,5
23  16:292127) <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
24 170 0,5 #=0,0 0,8 +0,0 1,0 +0,0 4,2 +04 0,7 0,0 3,3 +0,0
25 17:1(®)"% ™ <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 0,3 0,0 1,3 01
26 17:1(92" <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 0,1 £0,0 0,5 +0,0
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TabelleA 5 (Fortsetzung)

Kulturdauer 7d 21d 33d
Nr. Fettsaure Anteil [%]  Ausbeute[mg/L}* Anteil [%] Ausbeute [mg/Lt  Anteil [%]  Ausbeute [mg/L}
27 16:3(72102132 <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
28 172 <0,1 <0,2 <0,1 <04 0,1 0,0 0,6 +0,0
29 172 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
30 18:.0 6,2 =01 9,8 +02 8,1 +01 33 +2 52 01 23,7 +01
31  18:1(92" 18,0 £0,0 28,4 +0,0 19,1 +01 77 4 22,8 02 105 +2
32 18:1(112" 1,0 0,0 1,6 +0,0 15 +0,0 59 +04 25 0,0 11,7 +01
33 18: 29212 28,7 =01 45,3 +01 20,1 +01 91 4 26,2 =01 120 +2
34 190 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
35 19:1° 1,7 =01 2,7 +0,0 1,0 +01 3,9 + 04 1,3 0,0 5,8 +01
36 19:1° n. d. <0,1 <04 <0,1 <0,5
37 18:3972122152) 1,7 0,0 2,7 +0,0 0,7 +0,0 2,8 +03 0,6 +0,0 2,9 +01
38 200 0,2 0,0 0,3 +0,0 0,2 +0,0 1,0 +0,1 0,1 0,0 0,6 +0,0
39 20:1(11p <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
40 20:2Q1z7142 n. d. n. d. <0,1 <0,5
41 210 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
42 22:.0 0,4 0,0 0,7 +01 0,3 +0,0 1,2 +02 0,2 0,0 1,0 +0,0
43 23.0 0,3 0,0 0,5 +01 0,1 +0,0 0,6 +01 <0,1 <0,5
44  24:.0 1,0 =01 15 +01 0,5 +0,0 2,0 +02 0,4 £0,0 1,7 +0,0
45 24:1(1%) n. d. <0,1 <0,4 <01 <05
46 25:.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5

# die Einheit versteht sichls mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsaure amepeifdZerechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmusteinreiditend geklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen
" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Crappfieakler sich nicht basisliniengetrennt auflosen liefl3
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Tabelle A6: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXms) analysiertes Fettsaureprofil von BVEnter Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen (Teil 1wglipd
Cellobiose, Fructose, Glucosgl[ O 2aS0d 5Sy | y3ISaASoSySy ! yiSAft Sy dzyR ! dzaAo SdzdsSyad §&8dSTNRR
RSGSTOGASNI g

Blindwert Cellobiose Fructose Glucose Lactose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]J*
1 8.0 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
2 3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <01
3 10:0 0,2 0,1 0,2 0,4 0,3 0,6 0,3 0,5 0,3 0,3
4 10:1(2/4F <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,1
5 11:0 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 0,1 0,2 <0,1 <0,2 0,1 0,1
6 12:0 9,8 6,5 12,6 18,6 17,2 35,7 16,3 35,1 15,6 17,6
7 12:1(82 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
8 12:1° <0,1 <0,07 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,1
9 121 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,1
10 12:17 n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,1
11 12:1(11) 0,2 0,2 1,8 2,7 0,6 1,3 0,8 1,8 1,0 1,1
12 12:2(%62" <0,1 <0,07 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,1
13 13:.0 0,2 0,1 0,1 0,2 0,3 0,6 0,3 0,5 0,2 0,3
14 131 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <01
15 14.0 15 0,97 2,5 3,6 4,5 9,5 4,7 10,2 2,4 2,7
16 14:1(%) <01 <0,07 <01 <0,2 <01 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <01
17 141 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
18 14:1(® <0,1 <0,07 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <01
19 150 1,6 1,1 0,9 1,4 1,6 3,3 1,6 3,5 1,7 1,9
20 143 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
21 160 20,0 13,3 21,7 32,1 20,8 43,2 20,6 442 19,9 22,6
22 16:1( <0,1 <0,07 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <01
23 16:1(Y 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,6 0,3 0,7 0,2 0,3
24 16:1(1D 0,1 <0,07 <0,1 <0,2 0,2 0,4 0,2 0,4 0,2 0,2
25 16:2(72102 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,1
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TabelleA 6 (Fortsetzung)

Blindwert Cellobiose Fructose Glucose Lactose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteill Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L]J*
26 16:2(%122 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
27 17:0 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 0,7 0,4 0,8 0,3 0,3
28 17:1(®;)" ™ <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
29 17:1(P™ <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
30 16:3(7210z132)" <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
31 177 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
32 177 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
33 18:.0 2,8 1,9 4,7 7,0 5,2 10,7 55 11,8 4.4 5,0
34  18:1(P™ 11,0 7,3 19,8 29,3 15,8 32,8 15,9 34,2 10,6 12,1
35 18:1(11* 0,9 0,6 0,9 1.4 1,0 2,2 1,0 2,2 1,2 1,3
36 18:2(%122 44,9 29,7 31,3 46,3 27,6 57,3 26,5 56,9 37,2 42,1
37 19:.0 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
38 18:3(%1221%2) 2,6 1,7 1,11 1,6 1,3 2,7 1,4 3,1 1,6 1,8
39 200 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 0,2 0,3 0,2 0,4 <0,1 <0,1
40 20:1(1» <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
41  20:2(112142 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
42 21:0 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
43 20:3(112142172) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
44 22:0 0,1 0,08 0,1 0,2 0,3 0,6 0,4 0,9 0,1 0,1
45 22:1(1x)* <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
46 23:0 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 0,2 0,4 0,3 0,6 <0,1 0,1
47 24:0 0,4 0,2 0,5 0,7 0,6 1,3 0,9 2,0 0,3 0,4
48 24:1(1%) <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
49 25:0 <0,1 < 0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
Summe Unbekannte 2,3 1,5 0,6 0,9 1,2 2,6 1,5 3,1 1,8 2,0

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgejeRetiisiure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicatisreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht ¢tiersd geklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

* die guantitativen Angaben zu dieser Substanz fehéerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte, der sich nicht basisliniengetisemtiadflo
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Tabelle A7: Mittels GEMS (Trennsaule WAXmSs) analysiertes Fettsaureprofil von BVinterVerwendung verschiedener Kohlenstoffquellen (Tevldltose,

oA A L oA

Saccharose, Sorbitahd- 8 f 2aS0® 58Sy y3IS3ISo6SySy ! yiSAtSY dzyR ! dzaoSdzidBy ati SEH S NBIR oIS O&

Maltose Saccharos Sorbitol Xylose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L]*
1 8.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
2 3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
3 10:0 0,4 0,8 0,3 0,7 0,4 0,6 0,2 0,3
4 10:1(2/4F <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
5 11:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 0,1 0,2
6 12:0 24,3 46,8 16,5 36,5 21,3 33,3 10,8 18,9
7 12:1(82 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
8 12:1° <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
9 121 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
10 12:17 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
11 12:1(11) 52 9,9 1,0 2,1 1,4 2,3 0,2 0,4
12 12:2(%62" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
13 13:.0 0,2 0,3 0,2 0,5 0,3 0,4 0,4 0,6
14 131 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
15 14.0 4,6 8,9 4.4 9,6 4,1 6,3 3,5 6,1
16 14:1(® <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
17 141 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
18 14:1(® <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
19 150 1,2 2,3 15 3.3 1,6 2,4 2,3 4,0
20 143 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
21 16:.0 18,6 35,9 19,9 44,0 19,6 30,6 21,3 37,1
22 16:1( <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
23 16:1(Y 0,3 0,5 0,4 0,8 0,3 0,4 0,4 0,7
24 16:1(1D 0,1 0,3 0,2 0,5 0,2 0,3 0,2 0,4
25 16:2(72102 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
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TabelleA 7 (Fortsetzung)

Maltose Saccharose Sorbitol Xylose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L]*
26 16:2(%122 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
27 17.0 0,3 0,6 0,4 0,8 0,3 0,5 0,5 0,9
28 17:1(®;) ™ <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
29 17:1(d* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 0,1 0,2
30 16:3(7210z13)" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
31 172 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
32 177 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
33 18.0 5,6 10,8 55 12,1 5,7 8,9 6,8 11,9
34  18:1(P™ 14,8 28,6 16,9 37,4 11,7 18,3 17,5 30,5
35 18:1(11)" 0,8 15 1,0 2,3 1,0 15 1,2 2,1
36 18:2(% 122 19,3 37,1 25,7 56,7 27,1 42,4 28,8 50,3
37 19.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
38 18:3(%122152) 1,1 2,0 1,5 3,3 1,4 2,2 1,4 2,4
39 20.0 0,2 0,4 0,2 0,5 0,2 0,3 0,3 0,5
40 20:1(1» <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
41 20:2(112142 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2
42 210 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,2 <01 0,2
43 20:3(112147172) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
44  22:0 0,3 0,6 0,4 0,9 0,3 0,4 0,5 0,9
45 22:1(13%) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <01 <0,2
46 23.0 0,2 0,4 0,3 0,6 0,2 0,3 0,4 0,6
47 24.0 0,8 1,4 0,9 1,9 0,7 1,1 1,0 1,8
48 24:1(1%) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <01 <0,2
49 25:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
Summe Unbekannte 0,7 1,2 2,3 3,8 1,6 2,5 1,4 2,4

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusdeulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgeklart

“ Substanzvorschlagauf Grundlage der NISDatenbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

* die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dapmifiealer sich nicht basisliniengetré aufldsen liel3
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Tabelle /8: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXmS) analysiertes Fettsaureprofil von4Mihter Verwendung verschiedener Stickstoffquellen (Teil |: Gdadisen
Fleisch Gelatineund[ I OG I f 6 dzYAY LISLIi 2y 0 5SSy Fy3aAS3ISoSySy ' yviSAt Sy dzyR n daa 6aSid3iKly FENNS :
RSGSTOGASNI g

Caseinpepton Erbsenpepton Fleischpepton Gelatinepepton Lactalbuminpepton
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteill Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%6] [mg/L]* [%6] [mg/L]# [%6] [mg/L]# [%0] [mg/L]*
1 8.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
2 3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,3 <0,1 <0,2 <0, <0,2
3 10:0 0,1 0,2 0,1 0,2 0,7 1,8 0,5 0,7 0,2 0,3
4 10:1(2/4¥ <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,3 <0,1 <0,2 <0, <0,2
5 10:1(2/4f n. d. n. d. <0,1 <0,3 n. d. n. d.
6 11:0 0,1 0,2 0,2 0,3 <0, <0,3 <0,1 <0,2 0,1 0,2
7 12:0 8,6 15,3 10,2 17,8 42,4 112,5 35,5 54,2 13,5 25,3
8 12:1(9) <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <0,3 <01 <0,2 <0,1 <0,2
9 121 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
10 12:1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,3 <0,1 <0,2 <0, <0,2
11 12:1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 n. d. <0, <0,2
12 12:1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 n. d. <0,1 <0,2
13 12:1(11) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 2,9 7,6 1,0 1,5 <0,1 <0,2
14 12:17 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d. <0,1 <0,2 <01 <0,2
15 al3:;r n.d. n. d. n.d. n. d. n.d.
16 12:2(Z62" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d. n. d. <0,1 <0,2
17 13:.0 0,3 0,6 0,3 0,6 0,2 0,4 0,2 0,2 0,3 0,6
18 131" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
19 14:0 3,5 6,2 2,7 4,8 6,3 16,7 7,3 11,1 51 9,5
20 1412 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
21  14:1° <0,1 <0,2 n.d. <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <01 <0,2
22 141D <0,1 <02 n. d. <0,1 <03 <0,1 <02 <0,1 <0,2
23 alsk.0 n. d. n. d. n. d. n. d. n.d.
24 150 1,7 3,1 15 2,6 0,6 1,6 0,8 1,3 1,7 3,1
25 14:3% <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
26 i16:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
27 16:0 22,9 41,0 23,2 40,3 17,4 46,1 20,3 31,0 22,7 42,4
28 16:1(@ <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <01 <0,3 <0,1 <0,2 <01 <0,2
29 16:1(Y 0,4 0,7 0,2 0,4 <0,1 <0,3 0,1 0,2 0,3 0,6
30 16:1(1» 0,2 0,4 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 0,3 0,5
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TabelleA 8 (Fortsetzung)

Caseinpepton Erbsenpepton Fleischpepton Gelatinepepton Lactalbuminpepton
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteill Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%0] [mg/L])*
31 i17.0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
32 16:2(72102 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
33 al7.0 n.d. n. d. n. d. n. d. n. d.
34 16:2(Z12%) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
35 17.0 0,6 1,0 0,3 0,5 0,1 0,3 0,1 0,2 0,5 0,9
36 17:1(8& ™ <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
37 17:1(d" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
38 16:3(72102132" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
39 172 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
40 177 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
41 18:0 8,2 14,7 7,9 13,7 45 11,8 4,2 6,4 7,4 13,7
42  18:1(D" 17,9 32,1 17,7 30,7 9,9 26,2 11,9 18,2 15,7 29,4
43 18:1(11* 1,3 2,3 1,2 2,0 0,6 1,6 0,6 0,9 1,3 2,4
44 18:2(¥ 122 28,3 50,5 30,7 53,3 12,7 33,7 15,5 23,7 25,2 47,1
45 190 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
46 18:3(% 122152 1,2 2,2 1,0 1,8 0,4 1,0 0,4 0,7 1,2 2,2
47 18:2(%11B n. d. n.d. n. d. n.d. n. d.
48 20:0 0,3 0,5 0,1 0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 0,2 0,5
49 20:1(1» <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
50 20:2(117142 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d. n.d. <0,1 <0,2
51 210 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
52 20:3(112142172 <0,1 <0,2 n.d. n. d. n.d. <0,1 <0,2
53 22.0 0,6 1,0 0,3 0,5 <0,1 <0,3 0,1 0,2 0,5 0,9
54 22:1(11)* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
55 23:.0 0,4 0,7 0,1 0,3 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 0,3 0,6
56 24.0 1,2 2,1 0,5 0,9 0,2 0,5 0,3 0,4 1,1 2,0
57 24:1(1% <0,1 <0,2 n. d. n. d. n. d. <0,1 <0,2
58 25:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
Summe Unbekannte 0,2 0,3 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2 0,5

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusiskulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsaure am Fettséureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgieklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

* die guantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dupmigfiealler sich nidtbasisliniengetrennt auflésen lief3
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Tabelle A0: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXms) analysiertes Fettsaureprofil vonBVinter Verwendung verschiedener Stickstoffquellen (Tiiill¢hpepton,
Milchprotein, SaubohnenSojas LJG 2 Yy  dzy R
a0SKG FNN) ayAOKG RSGSTUASNIaGo

{22 LINPGSAYyUOLD 5SSy

y3sS3asSoSySy

l yGiSAt Sy

Milchpepton Milchprotein Saubohnenpepton Sojapepton Sojaprotein
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsaure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]J* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%0] [mg/L]*
1 8:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
2 3Me-,6Me-8:0" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
3 10:0 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,5 0,3 0,3
4 10:1(2/4y <0,1 <0,2 <0,1 <01 <0,1 <0,2 <01 <0,2 <0,1 <01
5  10:1(2/4y . d. n.d. .d. . d. <0,1 <0,1
6 11:0 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 <0,2 0,1 0,2
7 12:0 9,2 15,1 51 6,4 7,1 10,4 16,4 36,3 18,8 22,7
8 12:1(82 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
9 12:1° . d. <0,1 <0,1 .d. . d. . d.

10 12:17 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <01 <0,2 0,1 0,1
11 12:17 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 .d.

12 12:17 <0,1 <0,2 <01 <01 <0,1 <0,2 <01 <0,2 . d.

13 12:1(11) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <01 <0,2 0,4 0,9 1,9 2,3
14 12:1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 .d.

15 al3:.0 . d. <0,1 <0,1 .d. . d. .d.

16 12:2(% 62" <0,1 <0,2 n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0, <0,1
17 13:.0 0,3 0,5 0,3 0,3 0,3 0,5 0,3 0,6 0,2 0,3
18 13:1" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
19 140 2,7 4,5 1,7 2,1 2,1 3,1 5,1 11,2 3,2 3,8
20 1412 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
21 1417 . d. <0,1 <0,1 0,0 <0,2 . d. . d.

22 141w <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0, <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
23 alsk:.0 . d. <0,1 <0,1 .d. . d. . d.

24 150 15 2,5 1,5 1,9 2,0 3,0 1,8 4,0 1,4 1,6
25 143 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
26 i16:0 . d. <0,1 <0,1 . d. .d. . d.

27 160 23,1 38,0 19,8 25,0 21,6 31,5 21,0 46,4 22,0 26,6
28 16:1(@ <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
29 16:1(®Y 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,8 0,2 0,2
30 16:1(1D 0,1 0,2 <0,1 <0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 0,1 0,1
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TabelleA 9 (Fortsetzung)

Milchpepton Milchprotein Saubohnenpepton Sojapepton Sojaprotein
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsaure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]J* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
31 i17.0 n. d. <0,1 <0,1 n. d. n. d. n. d.

32 16:2(72102 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
33 al7.0 n. d. <0,1 <0,1 n. d. n. d. n. d.

34  16:2(%129) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
35 17.0 0,3 0,5 0,3 0,3 0,3 0,5 0,4 0,9 0,2 0,2
36 17:1(&)"*™" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
37 17:1(" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
38 16:3(72102132" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
39 172 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
40 177 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
41 18:0 7,6 12,5 7,5 9,4 6,5 9,5 5,8 12,9 5,0 6,0
42  18:1(D" 16,6 27,4 27,0 34,1 22,2 32,4 16,5 36,6 15,7 18,9
43 18:1(11* 1,2 2,0 1,0 1,2 1,2 1,8 1,2 2,6 1,2 1,4
44 18:2(% 122 32,6 53,7 32,3 40,8 31,4 45,9 24,8 54,9 26,6 32,1
45 19:0 <0,1 <0,2 n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
46 18:3(% 122152 1,2 1,9 0,7 0,9 1,3 1,9 1,3 3,0 0,9 1,1
47 18:2(%11F) n. d. <0,1 <0,1 n. d. n. d. n. d.

48 20:0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 <0,1 <0,1
49 20:1(1» <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
50 20:2(11z142 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d.

51 21.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
52 20:3(11z142172 n. d. n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n. d. n. d.
53 22:.0 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,4 0,8 0,1 0,2
54 22113 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
55 23.0 0,1 0,2 <0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,6 <0,1 <0,1
56 24:.0 0,6 1,0 0,7 0,8 0,5 0,7 0,9 2,1 0,4 0,4
57 24:1(1% n. d. n. d. n. d. <0,1 <0,2 n. d.

58 25.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
Summe Unbekannte 0,1 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,4 0,4 0,6

# die Einheit versteht sich als mg prélauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsaure am Fettsaureprdfitéterec

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niattteridgsklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung uber authentische Referenzsubstanzen

* die guantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden PeakDopeéipeak handelte, der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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C2 Erganzende Fettsédureprofile vavortierella hyalina

Tabelle ALO: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXmSs) analysiertes Fettsaureprofil von MHPYunter
Verwendung verschiedener Nahrmedigreil I: ME, MEP, MP@)en angegebenen Anteilen und

Lo = s o

1 dzZ40Sdzi Sy tAS3ASY S5NBATIOKOSAURPYdH ASGK & 8 BINBA R A

ME MEP MPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%] [mg/L])* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*

1 80 n. d. <0,1 <0,7 <0,1 <1l4
2 90 n. d. n. d. <0,1 <l4
3 100 <0,1 <16 <0,1 <0,7 <0,1 <14
4 11.0 <0,1 <16 <0,1 <0,7 <0,1 <14
5 120 0,2 2,7 <0,1 <0,7 0,1 1,7
6  12:1(<5) <0,1 <16 <0,1 <0,7 n. d.
7 13:0 <0,1 <16 <0,1 <0,7 <0,1 <14
8 140 37 582 2,8 18,7 18 25,5
9 14:1(® <0,1 <16 <0,1 <0,7 n. d.
10 14:1(>5) n. d. <0,1 <0,7 n. d.
11 14:1(,* n. d. <0,1 <0,7 n. d.
12 150 0,2 24 11 7,2 0,2 2,2
13 160 251 395,2 216 143,4 19,0 269,9
14 16:1()* 0,1 1,7 0,2 11 <0,1 <14
15 16:1(® 0,5 79 0,3 21 0,3 4,5
16 16:1(1®" n. d. n. d. n. d.
17 162 <0,1 <16 <01 <0,7 <01 <14
18 16:2(72102 <0,1 <16 <0,1 <0,7 n. d.
19 17.0 0,2 29 16 10,3 0,2 3,1
20 17:1(® 0,1 19 0,9 59 0,2 23
21 172 <0,1 <16 0,1 0,7 <0,1 <14
22 172 <0,1 <1p <0,1 <0,7 n. d.
23 180 4,9 7738 6,3 418 6,0 852
24 18:1(® 47,9 755,9 37,4 249,1 61,6 8778
25 18:1(11B 0,6 9,4 0,5 3,6 0,7 103
26 18:2(&292 <0,1 <16 0,1 0,8 0,2 2,5
27 18:2(% 122 4,7 74,0 7,5 50,0 1,2 171
28 18:3(62,92127 2,6 41,4 3,6 241 14 19,4
29 19.0 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
30 1917 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
31 1917 0,1 15 0,8 52 0,2 23
32 18:4(629721221%7) <0,1 <16 <0,1 <0,7 n. d.
33 200 0,2 2,3 0,2 14 0,1 2,0
34 20:1(112 11 166 0,8 5,2 1,6 233
35 207 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
36 20:2(112142 <0,1 <16 <0,1 <0,7 <0,1 <14
37 20:3(82,11Z,142) 1,0 165 1,0 6,8 0,7 105
38 21.0 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
39 20:4(52,82,117,147) 49 77,0 9,4 62,7 23 327
40 20:4(5Z,11Z,14Z,17Z) <0,1 <16 n. d. <0,1 <14
41  20:5(%2871172,142,172) <0,1 <16 <0,1 <0,7 n. d.
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TabelleA 10 (Fortsetzung)

ME MEP MPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsaure [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%] [mg/L]*
42  22.0 0,3 39 05 3,1 0,2 2,7

43 22:1(132) 0,1 1,7 0,1 0,8 0,2 25

44  22:2(1Z 160" 0,3 4,0 0,2 1,0 04 4,9

45 23.0 n.d. <01 <0,7 n. d.

46 22:4(72102137162* <0,1 <16 <0,1 <0,7 <0,1 <14

47 24.0 06 8,9 1,7 11,0 0,5 7,3

48  24:1(1%) 05 75 0,5 35 0,5 7.7

49 25.0 <0,1 <16 <01 <0,7 0,2 31

50 26.0 <0,1 <16 <0,1 <0,7 <0,1 <14
Summe Unbekannte <0,1 <16 0,2 15 n. d.

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Arjésiledigren
Fettsédure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreidiend gek
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherundpér authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappuidjteak
der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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Tabelle ALl Mittels GEMS (Trennsaule WWAXmSs) analysiertes Fettsaureprofil von MHPYunter Verwendung verschiedener Nahrmedien (Teil 1l: SNL, YMG, YPD,

YD). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen DreifachbestimnudgerD Ndzy RS ® 5 R®a! a i SKXi dzF BAIN& ¢ A OK (i

SNL YMG YPD YD
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]J* [%0] [mg/L]J* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L])*
1 8.0 <0,1 <12 n. d. n. d. <0,1 <0,9
2 90 n. d. n. d. n. d. <0,1 <0,9
3 10:0 <0,1 <12 <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
4 11:0 n. d. n. d. <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
5 12:0 0,2 2,8 0,1 1,0 04 33 <0,1 <0,9
6 12:1(<5) <0,1 <12 n. d. <0,1 <0,9
7 13:.0 <0,1 <12 <0,1 <08 0,1 1,0 <0,1 <0,9
8 14:.0 3,7 42,8 3,6 28,0 3,0 272 1,5 14,2
9 14:1(®2 n. d. <0,1 <08 . d. n. d.
10 14:1(>5) n. d. .d. .d. n. d.
11 141D n. d. .d. <0,1 <0,9 n. d.
12 15:.0 0,1 1,2 0.8 59 1,5 141 4,3 40,7
13 16:.0 222 2572 251 1939 12,5 115,0 19,5 183,3
14 16:1()* <0,1 <12 0,1 0.8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
15 16:1(®) 02 22 0,4 3,2 03 2,4 05 44
16 16:1(1®" n. d. n. d. n. d. <0,1 <0,9
17 162 <0,1 <12 <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
18 16:2(7,102) n. d. <0,1 <08 n. d. n. d.
19 17.0 0,3 3,4 0,8 6,0 4.6 423 89 834
20 17:1(®) 02 1,8 05 3,6 2,8 25,9 4,6 43,6
21 177 <0,1 <12 <0,1 <08 0,6 54 0,1 1,0
22 177 <0,1 <12 <0,1 <08 <0,1 <0,9 0,1 1,2
23 18.0 14,8 171,8 6,4 497 121 111,0 5,4 50,8
24 18 1(;" 493 5711 37,9 293,5 45,0 414,0 36,1 339,0
25 18:1(11)" 0,4 47 0,6 44 0,7 6,2 0,5 51
26 18:2(62,92) 0,3 37 <0,1 <08 03 2,6 <0,1 <0,9
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TabelleA 11 (Fortsetzung)

SNL YMG YPD YD
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]* [%] [mg/L]}* [%] [mg/L]* [%6] [mg/L])*
27 18:2(% 122 0,9 10,7 6,4 499 18 161 3,7 34,5
28 18:3(&,9Z,122)" 0,8 9,6 2,9 228 28 25,4 1,8 17,1
29 19:0¢ n. d. <01 <08 0,2 16 0,3 2,5
30 19:1p=™ n. d. <0,1 <08 0,2 1,6 0,2 2,0
31 191%™ 0,2 22 04 29 28 25,3 35 32,3
32 18:4(6292122,152) <0,1 <12 <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
33 200 0,4 48 0,2 15 0,3 2,5 0,2 21
34 20111 0,6 7,0 0,6 438 0,5 4,9 0,6 6,0
35 202 <0,1 <12 <01 <08 n. d. n. d.
36 20:2(112,142 <0,1 <1 <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
37 20:3(& 112142 1,4 16,7 1,6 12,5 1,0 8,8 1,2 11,3
38 21.0 <0,1 <12 n. d. <01 <0,9 0,1 11
39 20:4(%82117142) 11 12,5 7,3 56,6 3.2 29,0 3,9 36,9
40 20:4(x211Z142172"° <0,1 <12 <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
41 20:5(%2821121472172) <0,1 <12 0,2 15 <01 <0,9 0,1 1,0
42 220 0,7 7,6 0,4 3,2 0,3 32 0,2 2,2
43 22:1(13 0,1 1.2 0,1 08 0,2 16 0,1 0,9
44  22:2(1Z 162" 0,2 2,1 0,2 1,7 0,3 2,7 0,2 19
45 23.0 <0,1 <12 n. d. <01 <0,9 <01 <0,9
46 22:4(72102137,162* <0,1 <1 <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
47 24.0 13 14,9 1,7 131 0,9 8,6 0,7 6,4
48 24:1(1)" 0,3 3,6 0,6 50 0,9 8,2 05 42
49 25.0 n. d. 0,3 24 04 35 0,22 18
50 26:0 n. d. <0,1 <08 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
Summe Unbekannte <0,1 <12 0,2 1,3 0,3 238 0,3 2.8

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeletiisdure arfrettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatiteridrgeklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung ulmithentische Referenzsubstanzen

* die guantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dapmidfiealler sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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Tabelle AL2: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXmSs) analysiertes Fettsaureprofil von MHPYbei un
terschiedlicheKultivierungsemperatur. Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbe
stimmungen zu Grunde.

Temperatur 16 °C 24 °C

Nr. Fettsaure Anteil [%]  Ausbeute [mg/Lf  Anteil [%] Ausbeute [mg/Lt
1 8.0 <0,1 <24 <0,1 <21

2 9:0* <0,1 <24 <0,1 <21

3 10:0 <0,1 <24 <0,1 <21

4 11:.0° <0,1 <24 <0,1 <21

5 12:0 <0,1 <24 <0,1 <21

6 12:1(>5) <0,1 <24 <0,1 <21

7 13:0 <0,1 <24 <0,1 <2,1

8 14:0 28 +0,0 66 +2 1,7 20,1 36 +2

9 15:0 1,1 =0,0 258 0,7 0,7 £0,1 16 +1
10 16:0 32,0 +=0,0 760 + 26 285 +=0,5 608 +10
11 16:1(D* <0,1 <24 <0,1 <21

12 16:1(Y 0,5 0,0 129 +£0,2 0,3 +0,0 5,4 +0,6
13 16:1° <0,1 <24 <0,1 <21

14 162 <0,1 <24 <0,1 <21

15 17:0 1,2 =0,0 279 0,6 16 0,2 34 5
16 17:1(D) 09 +0,0 21,7 +04 1,0 +0,1 20 +2
17 172 <0,1 <24 <0,1 <21

18 17:2 <0,1 <24 <0,1 <21

19 18:0 19 £0,1 452 0,7 52 +0,6 112 +13
20 18:1(D" 49,0 +0,1 1164 +42 49 +2 1042 + 42
21 18:1(1D)" 1,0 0,1 241 +22 0,8 +0,1 17 +3
22 18:2(292 <0,1 <24 <0,1 <21

23 18:2(%,122) 24 %01 57,2 +0,5 35 +0/4 74 +8
24  18:3(62,92122" 0,9 0,0 206 +0,3 1,0 0,2 21 +3
25 19:0 <0,1 <24 <0,1 <21

26 19:1"*™n <0,1 <24 <0,1 <21

27 19:17*™ 0,5 0,0 115 +0/4 0,6 +0,1 13 +2
28 18:4(6292127152) <0,1 <24 <0,1 <21

29 200 <0,1 <24 0,1 +£0,0 2,1 +0,0
30 20:1(1)" 0,2 0,0 50 +0,0 0,3 +0,0 6,2 +0,4
31 20:1 <0,1 <24 <0,1 <21

32 202 <0,1 <24 <0,1 <21

33 20:2(1Z142 <0,1 <24 <0,1 <21

34 20:3(& 1172142 0,6 0,0 13,3 +0,0 0,4 +0,0 9 +1
35 21.0 <0,1 <24 <0,1 <2,1

36 20:4(%2,87211Z142° " 32 0,0 76 *2 34 0,5 72 +11
37  20:4(2112142172" <0,1 <24 <0,1 <21

38 20:5(%2821172142,172) 0,4 0,0 9,1 +0,3 <0,1 <21

39 220 <0,1 <24 0,2 +0,0 3,5 +04
40 22:1(13) <0,1 <24 <0,1 <21

41 22:2(1Z 169" 0,1 #0,0 34 0,3 <0,1 <21

42 22:4(721021372,162)°* <0,1 <24 <0,1 <21

43 24:.0 0,2 0,0 51 0,6 0,8 +0,1 16 +2
44 24113 02 +0,0 49 +07 05 +0,3 11 +6
45 25:.0 0,1 0,0 31 0,8 <0,1 <21

46 26:0 <0,1 <24 <0,1 <21
Summe Unbekannte <0,1 <24 <0,1 <2,1

# die Einheit versteht sich als mg praHauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettséaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster niatitemidggklart

“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&fEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Dappuidjteak
der sich nicht basisliniengetrennt aufldésen liel3
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Tabelle AL3: Mittels GEMS (Trennsaule WWAXmS) analysiertes Fettsaureprefih MHYFPin Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer. Den angegehdnteilen

dzy R ! dza6Sdzi Sy tAS3Sy 52LIJISt 6SaROEYdnyli BKYI 1Fdt ND Nhyok ©REKd RS SN ai A NI deyd3
Kultivierungsdauer 2d 4d 6d 10d 14d
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]J*
1 80 <0,1 <05 <01 <14 <01 <21 <01 <23 <01 <20
2 9:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
3 10:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <2,3 <0,1 <20
4 110 <0, <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
5 12:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
6 12:1(>5) <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
7 13:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
8 14:0 1,3 7,1 1,4 20,4 1,7 36,3 1,7 38,6 1,7 33,6
9 15:0 2,4 12,9 1,3 18,8 0,7 15,6 0,5 11,6 0,6 11,2
10 16:0 20,4 109,0 27,1 385,2 28,5 608,4 28,4 659,5 27,0 5445
11 16:1(* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <2,1 <0,1 <23 0,1 2,4
12 16:1(® 0,2 0,9 0,3 3,7 0,3 54 0,3 6,5 0,3 5,8
13 161 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
14 16:2 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
15 16:2(72100* n. d. n. d. n. d. <0,1 <23 <0,1 <20
16 170 6,3 33,5 2,9 41,4 1,6 33,9 0,8 19,6 0,9 18,3
17 17:1(Y 2,6 14,1 1,6 22,4 1,0 20,4 0,6 12,9 0,6 12,7
18 172 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
19 172 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <01 <20
20 18:.0 6,0 31,9 4.4 62,0 52 111,7 2,9 66,6 2,7 54,3
21  18:1(?" 49,2 263,5 51,3 729,5 48,8 1041,6 50,3 1167,0 49,3 993,4
22 18:1(11" 0,9 4,6 1,0 14,0 0,8 16,9 1,0 23,6 1,0 20,8
23 18:2(292 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <2,1 <0,1 <23 <0,1 <20
24 18:2(% 122 2,8 14,8 2,5 35,1 3,5 73,8 3,9 90,0 4.4 88,7
25 18:3(62,92122" 1,3 7,0 0,8 11,8 1,0 20,9 1,0 22,7 1,1 21,7
26 19:0¢ 0,1 0,6 <0,1 <l4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20

227

ay ®



TabelleA 13 (Fortsetzung)

Kultivierungsdauer 2d 4d 6d 10d 14d
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsaure [%0] [mg/L]J* [%0] [mg/L]J* [%0] [mg/L])* [%0] [mg/L]* [%] [mg/L]J*
27 19:1° =™ <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
28 19:17*™ 1,7 9,0 0,9 12,6 0,6 12,8 0,3 7,7 0,4 8,3
29 18:4(6292127152) <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
30 20:.0 0,1 0,6 <0,1 <14 0,1 2,1 <01 <23 <01 <2,0
31 2011 0,2 1,3 0,3 3,6 0,3 6,1 0,3 7,1 0,3 6,1
32 20:1" <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <01 <23 <01 <20
33 202 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
34 20:2(11z142 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <01 <23 <01 <20
35 20:3(& 117142 0,7 3,9 0,4 6,3 0,4 8,9 0,4 10,0 0,5 9,2
36 21:.0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <01 <2,3 <01 <20
37 20:4(%287112142°*™ 2,3 12,1 2,4 33,6 3.4 71,9 5,0 116,3 6,8 136,7
38 20:4(%21121472172" <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <01 <23 <0,1 <20
39 20:5(5282112147172) <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
40 220 0,1 0,7 0,1 1,6 0,2 3,5 0,1 3,2 0,2 3,1
41 22:1(13x) <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <01 <23 <0,1 <20
42  22:2(1Z 162" 0,1 0,6 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
43  22:4(72102137,162)* <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
44  24:0 0,3 1,5 0,3 4,6 0,8 16,1 0,8 18,1 0,7 14,2
45 24:1(1)" 0,2 0,8 0,2 3,1 0,5 11,0 0,6 13,0 0,6 11,4
46 250 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 0,1 2,4 0,1 2,0
47 26:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <2,1 0,2 3,5 <0,1 <20
Summe Unbekannte <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 0,2 3,5 <01 <20

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil dgefeletiisédure arfrettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreidéieind gek
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der ND&tEnbank ohne Absicherung ulmithentische Referenzsubstanzen
" die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Crappidfiealler sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie3
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Tabelle Al4: Mittels GGMS (Trennsaule WWAXmSs) analysiertes Fettsdureprafin MHYFPin Abhéngigkeitdes Zusatzes verschiedener Aminosaui2en

- N

angegebenen Anteilen liegemdifactd S& G A YYdzy 3Sy 1 dz D NIRyPES BNISSIKRA OfeNj NRS dF Bl & §F I & @

Medium YD YD + lle YD + Met YD + Thr YD + Val

Nr. Fettsaure Anteil [%0] Anteil [%0] Anteil [%0] Anteil [%0] Anteil [%0]
1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

2 13:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

3 14.0 19 £0,0 1,2 £0,0 19 =0,0 19 £0,0 16 =0,0
4 150 1,8 =0,0 55 01 0,6 0,0 1,4 01 41 +0,0
5 16:0 239 01 13,7 £02 23,7 £01 246 01 179 01
6 16:1(7)* <01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

7  16:1(Y 0,3 0,0 0,2 +0,0 04 +0,0 0,4 +0,0 0,3 0,0
8 170 3,6 01 13,6 £03 1,3 x01 2,8 +02 9,1 02
9 17:1(¥Y 1,7 £0,0 7,1 £01 0,7 0,0 1,3 £01 42 =01
10 172 <0,1 0,2 0,0 <01 <01 0,1 £0,0
11 17:2 <0,1 0,2 0,0 n. d. n. d. <0,1

12 18:.0 6,4 0,0 39 =01 79 03 6,4 0,0 53 01
13 18:1(}" 485 =03 35,7 £01 545 +06 49,1 04 43,3 £05
14 18:1(11" 1,0 £0,0 0,8 0,0 1,2 £0,0 1,0 £01 0,8 01
15 18:2(2929" <0,1 <0,1 0,2 £0,0 0,1 £0,0 0,1 £0,0
16 18:2(%122 24 %0,0 33 =01 1,0 £0,0 24 £0,0 26 0,0
17 18:3(&,9Z122)" 1,4 £0,0 15 +£0,0 0,8 0,0 1,3 +£0,0 1,4 £0,0
18 19:0° <0,1 0,3 0,0 <01 <01 0,2 0,0
19 19:17*™ <0,1 0,2 =0,0 <0,1 <0,1 0,1 £0,0
20 191%™ 1,0 £0,0 57 £01 0,4 x£0,0 0,7 £0,0 28 =01
21 1822(9211F n. d. 0,1 0,0 n. d. n. d. <0,1

22 200 0,1 £0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,2 £0,0 0,1 £0,0
23 20:11(1»® 0,4 0,0 0,4 =0,0 0,5 0,0 0,5 £0,0 0,4 0,0
24 20:3(8&,117,142) 0,7 0,0 0,7 =0,0 0,5 0,0 0,7 £0,0 0,7 0,0
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TabelleA 14 (Fortsetzung)

Medium YD YD + lle YD + Met YD + Thr YD + Val
Nr. Fettsaure Anteil [%0] Anteil [%] Anteil [%0] Anteil [%0] Anteil [%0]
25 21:0 <0,1 0,1 +0,0 <0,1 <0,1 <0,1
26 20:4(%282117,142) 28 01 30 +01 21 01 29 01 28 0,0
27 203(11z2142172) n. d. 0,2 £0,0 n. d. n. d n. d.
28 20:5(%,82112,142,172) <0,1 <0,1 01 0,0 <0,1 <0,1
29 22.0 0,2 +0,0 0,2 £0,0 0,3 +£0,0 0,2 +£0,0 0,2 +0,0
30 22:1(1» <0,1 <0,1 0,1 £0,0 <0,1 <0,1
31 22:2(1Z162* 0,2 £0,0 0,1 0,0 0,2 £0,0 0,2 £0,0 0,2 £0,0
32 23.0 n. d. 0,1 =0,0 n.d n.d <0,1
33  22:4(7210213z162)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
34 24.0 0,7 0,0 0,5 0,0 0,7 0,0 0,7 £0,0 0,5 0,0
35 24:1(1)" 0,4 x£0,0 0,3 0,0 0,5 0,0 0,4 £0,0 0,3 0,0
36 25.0 0,1 £0,0 0,3 0,0 <0,1 0,1 £0,0 0,2 0,0
Summe Unbekannte n. d. <0,1 n. d. n. d. <0,1

* Substanzidentitat aufgrungualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nichchiemeligeklart
“ Substanzvorschlage auf Grundlage der NDStEnbank ohne Absicherung Uber authentische Referenzsubstanzen

" die quantitativen Angaben zu dieser Subst sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte, der sich nicht basisiimiendiésen lield
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D. Anteilige Berechnung deSGFettsauregehalts

Die 13GMarkierung am GAtom fiihrte imMassenspektrum von Lauritbzw. Dodeel1-en-
sauemethylesterzu einerdeutlichenVerschiebung deSignals voim/z =74 zum/z =75.
Zwarwar auchin den Massenspektrerder nicht stabil isotopenmarkiertenMethylesterein
schwachesSignal bem/z =75 enthalten, jedoch liel3 sichutich dieStarke der Verschiebung
vonm/z =74 zum/z =75 auf den Anteil ad®Gmarkierter Fetsaure (bzw. deren Methgs

ter) schlieBen

Das Verhaltnis der Signalintensitaten voviz =74 zum/z =75 der jeweiligen biologiben
Bindd SNIIS ¢ dzNRS I f & dz&({CNS$ i tyfideB 2elf' Syhethylegers
definiert. Der entsprechete Quotient de Laurinsaurel-13Gmethylestersvurde anhand der
Referenzverbindung stimmt. Uber ein linearesGleichungssystertFormel(7)) konnte an

hand dessemler Anteilan 3G markierter Lauringiure inden Proben berechnetwerden

| . | . .
ot x;g%gcﬁxrpgwwEf,J X1 q

0071 AA
i & bi r'i , . (7)
—0 T pli — T (e —0TpuyL
U MFL PP T AtGnt g tpNBGS
Lot o Anteilm/z = 74 in12:0-1-5Gmethylester[%] = 1,1
Mp
% oTno Anteilm/z = 74 in12:0-1-12Gmethylester(BW) [%)]
M H
Lotno A Anteilm/z = 74 inder Probe [%]
U t NBoOS
'G 6TpoU Anteilm/z = 75 inC12:01-13Gmethylester[%)] = 98,9
Mp
%é TpOL Anteilm/z = 75 inC12:01-12Gmethylester(BW) [%]
M H
Lot po Anteilm/z = 75 inder Probe [%]
u tNBo6S
E, o Anteil 12:0-1-13Gmethylesterin der Probe [%)]
e Anteil 12:0-1-2Gmethylesterin der Probe [%)]

MH

Da Dode€l1-ensaure'*C nicht kommerziell erhaltlich war, konnte die Starke der Verschie
0dzyd RSa oCWNIzZAYSEFY i & y-Sheasauyel-BCmeIS/ Bsterzu seinem
12G Analogon nicht bestimmt werdemls Naherung wurde angenommen, dass diezprtu-
ale Anderung jenes Quotienten fir jedé&/13GFettsauremethylestePaar idetisch ist. Da
durch lief3 sich von der Verschiebung des Laurins@eatieylesters auf die des RDiec11-en-
sauremethylesters schlieRen (Forni@), Beispiel am/z = 74).Der Anteivon 3G markierter

Fettsaure konnteanschlie3end naherungsweigber Formel(7) bestimmt werden.
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MHMHY N
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E. Enzymkinetische Parameter der CarbonsadReduktase aus

Mycobacterium marinunmbezlglich Doded 1-ensaure

Analog des in Abschnigt8.2beschriebenen photometrischesssays wurden die enzymkine

tischen Parameter deMmMCAR beziglicibodecll-ensdure bestimmt. Dabei wurde ein

Konzentrationbereich(Arbeitskonzentrationyon 0,01 bis 1,5M an Substrat getestet. Die

Kakulation der ParametefTabelle AL5) erfolgte geméal2.9.4

Tabelle Al5: Mittels OrigirPro (2020) kalkulierte mittlere Michael#&onstanten K») und maximale
Reaktionsgeschwindigkeitemm{x) der MmMCARbeziglichl12:1(11)unter Angabe der Statardfehler
sowie daraus berechnete katalytische Konstakig)(und Effizienkca/ Kn). DieWertereprésentieren

Dreifachbestimmungen.

MichaelisKonstanteKn

[uM]

maximale Reaktionsgeschwindigkeit,ax
[U/mg]

katalytische Konstantecat

[1/min]

katalytische EffizienKca/ Km
[1/uM pro min]
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1,4+01
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F. Geruchsattribute der. 1-ungesattigten Aldehyde

medizinisch .
nach Pappe s fettig

dumpf

wachsig

metallisch . siiBlich

séauerlich nach Citrus

grasig nach Melone

nach Koriander-Blattern " frisch

\\

seifig grin

krautig nach Gurke
Abbildung AL: Geruchsattribute undintensitaten von Hep6-enal
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Abbildung A2: Geruchsattribute uneintensitaten von Oc7-enal
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Abbildung A3: Geruchsattribute undintensitaten von Noi8-enal.
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Abbildung Ad: Geruchsattribute undintensitaten von De®&-enal.
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Abbildung A: Geruchsattribute undntensitaten von UndetO-enal.
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Abbildung 46: Geruchsattribute uneintensitéaten von Doded 1-enal.
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Abbildung A7: Geruchsattribute undintensitaten von Tride&2-enal



