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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eine grolRe Bandbreite an Geruchsqualitaten und vergleichsweise niedrige Geruchsschwellen
machen Aldehyde fiir die Aromaindustrie zu einer interessanten Substanzklasse. Trotz diver-
ser Losungsansatze fehlt allerdings nach wie vor eine nachhaltige Produktionsmethode mit
hoher Ausbeute. Aus diesem Grund wurde ein biotechnologischer Ansatz verfolgt, der unter
Einsatz rekombinant exprimierter Enzyme die Gewinnung von Aldehyden aus fungalen Lipiden
erlaubt. Letztere stellen dabei eine nachhaltige Quelle fir selten vorkommende Fettsduren

dar.

Dazu wurden zunachst ca. 40 verschiedene Pilz-Spezies als potentielle Produktionsorganismen
vielversprechender Fettsdauren untersucht. Die Pilze wurden in Schiittelkolben kultiviert und
die neutralen Lipide mittels Soxtherm®-Apparatur aus den Myzelien extrahiert. Auf diese Weise
wurden Lipidausbeuten zwischen 30 mg (L. edodes) und 1,9 g (C. heterosporus) pro Liter
Nihrmedium ermittelt. Die Fettsdureprofilanalysen mittels GC-MS zeigten in Ubereinstim-
mung mit der Literatur, dass es sich bei den Hauptbestandteilen primar um Linol-, Ol- und
Palmitinsdure handelte. Ausnahmen bildeten C. heterosporus und zwei Mortierella-Stamme,
die groflere Mengen an Arachidonsdure produzierten. Bemerkenswerterweise enthielt das
Myzel der Conidiobolus-Spezies zudem hohe Anteile mehrerer iso- und anteiso-methylver-
zweigter Fettsauren. Daneben wurden aber auch weitere ungewdhnliche Komponenten
detektiert, so etwa die endstandig desaturierte Dodec-11-ensdure (12:1(11)) in F. velutipes

oder die w8-ungesattigte (92)-Heptadec-9-ensaure (17:1(92)) in M. hyalina.

Durch Variation der Kulturparameter wurde deren Einfluss auf die Bildung der beiden zuletzt
genannten Substanzen untersucht und damit die Kulturfihrung der beiden Pilze diesbeziiglich
optimiert. Durch den Zusatz von L-Isoleucin wurde die Ausbeute von 17:1(92) auf ca. 70 mg
pro Liter Nahrmedium gesteigert. Fir 12:1(11) wurden bis zu 20 mg pro Liter Nahrmedium
erreicht. Uber Supplementationsstudien war es dariiber hinaus moglich, die terminale Desa-
turierung 3C-markierter Laurinsdure durch F. velutipes nachzuweisen. Damit wurde ein wich-
tiger Beitrag zur Aufklarung der Biosynthese der in der Natur selten vorkommenden wl-unge-

sattigten Fettsduren geleistet.

Die Triglyceride der fungalen Lipidextrakte wurden schliefRlich mit Hilfe einer Lipase aus C. ru-
gosa hydrolysiert. Die freigesetzten Fettsauren wurden wahlweise mit heterolog in E. coli ex-

primierter und affinitdtschromatographisch gereinigter a-Dioxygenase oder Carbonsaure-
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Zusammenfassung

Reduktase zu Aldehyden umgesetzt. Die Biotransformationsprodukte wurden mittels HS-
SPME-GC-MS-0O analysiert und sensorisch evaluiert. Wahrend die Reaktionsprodukte der
17:1(92) olfaktorisch kaum wahrgenommen werden konnten, wiesen die Produkte der12:1(11)

deutlich wahrnehmbar sensorisch ansprechende Qualitaten auf.

Aufgrund dessen wurde eine homologe Reihe (C;—Ci3) dieser wl-ungesattigten Aldehyde
chemisch synthetisiert und instrumentell-analytisch (GC-MS, NMR, z.T. HRMS) sowie senso-
risch charakterisiert. Dabei wurden Geruchsschwellen von 0,039 bis 29 ng/L in Luft bzw. 0,24
bis 22 pg/L in wassriger Losung bestimmt, wobei Non-8-enal die potenteste Substanz darstell-
te. Alle Aldehyde wiesen einen griinen Geruch auf. Grasige Noten mit Nuancen nach Gurke
bzw. Melone waren charakteristisch fir die C7- und Cg-Aldehyde, wahrend mit Non-8-enal ein
medizinischer Geruchseindruck nach Pappe assoziiert wurde. Mit steigender Kettenlange
zeichneten sich die Aldehyde wiederum durch einen seifigen Geruch nach Koriander-Blattern
aus, der zum Teil krautige und wachserne Ziige annahm. Analog wurde mit einer homologen
Reihe iso- und anteiso-methylverzweigter Fettaldehyde (C1,—Cis) verfahren, die biotechnolo-
gisch hergestellt wurden. Die Geruchsschwellen dieser Aldehyde betrugen in Luft 0,18 bis
70 ng/L. Die niedrigsten Schwellen zeigten die beiden Cis-Isomere. Neben griin-seifigen Noten
besaBen die methylverzweigten Vertreter stiBliche, zum Teil auch citrusartige Nuancen, die

teils ins Metallische, Pfeffrige oder auch Wiirzig-Talgige Gbergingen.

Zur Darstellung dieser methylverzweigten Fettaldehyde wurde eine rekombinant in E. coli ex-
primierte a-Dioxygenase aus dem Cyanobakterium C. subtropica eingesetzt, welche unter an-
derem hinsichtlich der Umsetzung iso- und anteiso-methylverzweigter Fettsduren charakteri-
siert wurde. Dabei wurde festgestellt, dass die endstandige Methylverzweigung keinen Ein-
fluss auf die katalytische Effizienz und damit auf die Substratpraferenz hatte. Mittels Thermo-
fluor-Assay, gaschromatographischer Methoden und Messung des Sauerstoff-Verbrauchs
Uber eine optische Sonde wurden Salz-, pH- und Temperaturoptimum sowie das Substratspek-
trum und enzymkinetische Parameter bestimmt. Das Enzym zeichnete sich durch die fir
a-Dioxygenasen atypische Umsetzung verhaltnismaRig kurzkettiger Substrate (< C14) und eine
gewisse Halophilie aus. Mit diesem Enzym wurde erstmals eine a-Dioxygenase nicht-pflanzli-

chen Ursprungs beschrieben.
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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 industry. Despite various approaches, an established
method for the sustainable and effective production of aldehydes is still lacking. Therefore, a
biotechnological approach, allowing the production of aldehydes by converting fungal lipids
with the help of recombinantly expressed enzymes, was developed. Fungi represent a

sustainable resource of rare fatty acids.

Almost 40 different fungi were screened for the production of promising, unusual fatty acids.
Submerged cultivation was performed in shake flasks and neutral lipids of the mycelia were
extracted by means of a Soxtherm® apparatus, resulting in lipid yields between 30 mg
(L. edodes) and 1.9 g (C. heterosporus) per liter culture broth. In accordance with the litera-
ture, fatty acid profiling by means of GC-MS revealed linolic, oleic, and palmitic acid as main
components. However, two strains of the genus Mortierella and C. heterosporus were shown
to produce notable proportions of arachidonic acid. The latter contained higher amounts of
some iso- and anteiso-methyl-branched fatty acids as well. Apart from that, other unusual
compounds, such as the terminally desaturated dodec-11-enoic acid (12:1(11)) in F. velutipes

or the w8-unsaturated (92)-heptadec-9-enoic acid (17:1(92)) in M. hyalina, were detected.

By varying culture parameters, their influence on the production of those two substances was
evaluated and hence cultivation optimized. Addition of L-isoleucine to the medium further in-
creased the quantities of 17:1(92). Thus, yields of approximately 70mg 17:1(92) and 10to 20 mg
12:1(11) per liter main culture were achieved. Furthermore, supplementation studies re-
vealed the terminal desaturation of 13C-labelled lauric acid by F. velutipes. This is an important
contribution to the elucidation of the biogenesis of rarely occurring wl-unsaturated fatty

acids.

A lipase of C. rugosa was applied for hydrolysis of fungal triglycerides. Liberated fatty acids
were converted into aldehydes by using either a-dioxygenase or carboxylic acid reductase,
which were heterologously expressed in E.coli and purified by means of affinity
chromatography. Biotransformation products were analyzed and their sensory characteristics
assessed by HS-SPME-GC-MS-0. Reaction products of 17:1(92) were hardly perceivable at the
olfactory detection port, whereas 12:1(11) led to aldehydes clearly exhibiting pleasant

fragrances.
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Abstract

For this reason, a homologous series of terminally unsaturated aldehydes (C;—Ci3) was
prepared via chemical synthesis and characterized by instrumental (GC-MS, NMR, HRMS) as
well as sensory techniques. Odor thresholds ranging from 0.039 to 29 ng/L in air and 0.24 to
22 pg/L in aqueous solution were determined, with non-8-enal being the most potent
representative. All aldehydes exhibited green odors. Grassy scents with nuances of cucumber
and melon were found to be characteristic for C7- and Cg-aldehydes, while non-8-enal was
associated with a medicinal, cardboard-like note. With increasing chain length, a soapy odor
of coriander leaves with partially herbaceous and waxy nuances was perceivable. A series of
biotechnologically generated iso- and anteiso-fatty aldehydes (C1>—Cis) was studied in the
same manner. Odor thresholds between 0.18 and 70 ng/L were determined in air. The two Ci4
isomers showed the lowest thresholds. Apart from green-soapy and sweetish attributes with
partly senses of citrus, methyl-branched aldehydes were distinguishable from others by

metallic, peppery and to some extent savory-tallowy reminiscences.

A cyanobacterial a-dioxygenase from C. subtropica was recombinantly expressed in E. coli and
applied for the preparation of methyl-branched aldehydes. The enzyme was particularly in
respect of its acceptance towards iso- and anteiso-fatty acid substrates investigated. As a
comparison of straight and branched-chain acids demonstrated, there was no effect of
terminal methyl-branches on the catalytic efficiency and therefore substrate preference. By
means of thermofluor assay, gas chromatographic methods, and an oxygen depletion assay
(optical sensor), salt, pH, and temperature optima as 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 observed. With this

enzyme, the first a-dioxygenase of non-plant, but bacterial origin, was described.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aldehyde als Aromastoffe

Die Stoffklasse der Aldehyde umfasst eine Vielzahl an Molekiilen mit einer grolen Bandbreite
weiterer struktureller Merkmale. Im Folgenden liegt der Fokus auf aliphatischen, acyclischen
Aldehyden, die — wie auch die anderen Vertreter dieser vielfdltigen Stoffklasse — eine bedeu-

tende Rolle als Aroma- und Duftstoffe spielen (Dunkel et al. 2014).

Die Genese von Aldehyden ist durch eine Reihe verschiedener Reaktionen moglich. Dabei las-
sen sich enzymatische von nicht-enzymatischen Prozessen abgrenzen (Abbildung 1). Zu Letzte-
ren gehort die (Hitze-induzierte) Lipidautoxidation. Diese ist fir die Generierung diverser
gesattigter, aber auch ein- und mehrfach ungesattigter, vor allem kurz- bis mittelkettiger Alde-
hyde beschrieben, welche sich aus den intermediar gebildeten Hydroperoxid-Fettsauren ab-
leiten (Frankel 1982). Bei der thermischen Freisetzung von Aldehyden aus Plasmalogenen han-
delt es sich um einen weiteren thermisch katalysierten Bildungsweg, welcher in erster Linie
fir die Bildung von Fettaldehyden verantwortlich zeichnet (Guth und Grosch 1993; Kerscher
et al. 2000). Beim Strecker-Abbau werden dagegen Aldehyde gebildet, die sich von Aminosau-
ren ableiten. Letztere werden durch Reaktion mit a-Dicarbonylverbindungen oxidativ abge-

baut, was zur Bildung Ci-verkiirzter Produkte flihrt (Hofmann et al. 2000; Smit et 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 T~ “"
0 0] o) Terpenoid-Biosynthese
- Intermediate des
O\P/O\)\/O\/\R > R' )J\H = Kohlenhydratstoffwechsels
o N
Plasmalogen
- ’ ‘ ~
.7 IR Aminosiure-Garung
+ . N
NHs 0 0 (Ehrlich-Weg)
. R R
Strecker-Abbau OH OH
NH, NH,
Aminosaure Aminosaure

Abbildung 1: Typische Genese-Wege von Aldehyden in Lebensmitteln.
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Aminosauren konnen daneben enzymatisch in Aldehyde tberfliihrt werden. Sie konnen im
Ehrlich-Weg (Aminosauregarung) in einer mehrstufigen Reaktion in Aldehyde wie 2/3-Me-
thybutanal oder auch Methional umgewandelt werden (Smit et al. 2009; Dunkel et al. 2014).
Daneben kénnen aber auch Lipide Ausgangssubstanzen fiir die enzymatische Aldehyd-Synthe-
se sein, wobei die Lipoxygenase-Reaktion den bekanntesten Reaktionstypus darstellen diirfte.
Durch dieses Enzym werden mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Linol- oder Linolensaure
zu Hydroperoxiden oxidiert, welche nachfolgend in einer Lyase-gekoppelten Reaktion zu Al-
dehyden und w-Oxofettsdauren gespalten werden. Bei den Folgereaktionen kdnnen Isomera-
sen involviert sein (Matsui 1998; Feussner und Wasternack 1998; Andreou und Feussner
2009). Neben den Lipoxygenasen nutzen auch a-Dioxygenasen (a-DOX) Fettsauren als Prakur-
soren fiir die Aldehyd-Biosynthese (Ndheres siehe 1.3). Weiter kdnnen Zwischenprodukte aus
dem Kohlenhydratstoffwechsel in die Terpenoid-Synthese miinden, die ebenfalls die Bildung

von Aldehyden erméglicht (Vranova et al. 2013).

Durch die Genese aus verschiedenen, in erster Linie ubiquitdren sowie in grolen Mengen vor-
kommenden Prakursoren, resultiert ein breit verteiltes Vorkommen sowohl in pflanzlichen
wie auch tierischen Lebensmitteln. In diesem Zusammenhang ist die grolRe Variabilitdt an Ge-
ruchsqualitdten von Aldehyden zu erwdhnen. So kénnen sie neben rostigen auch griine und
fettige Noten aufweisen. Auch Vertreter mit frittierten sowie talgigen Nuancen sind bekannt.
Weiter finden sich Komponenten, die zu blumigen oder fruchtigen bis citrusartigen Geruchs-
eindriicken beitragen. Daneben werden metallische oder auch weihrauchartige Gerliche be-

schrieben (Beispiele siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Auswahl an Vertretern aliphatischer, acyclischer Aldehyde unter Angabe des Vorkommens
und der Geruchsqualitédten nach Burdock und Fenaroli (2010), sofern nicht anders angegeben.

Kategorie Vertreter Vorkommen (Beispiele) Geruchsqualitat
gesattigt, Acetaldehyd Frichte wie Apfel, Erdbeere  fruchtig
unverzweigt oder Ananas, Rum, Whiskey
Hexanal Fisch, Fleisch, Friichte, fettig, fruchtig, grasig, griin
Gemduse, Kaffee, Milch, Tee
Decanal dtherische Ole vieler Citrus-  citrusartig, fettig, floral,
Frichte, Friichte, sURlich, wachsern

Milchprodukte, Fleisch

Tridecanal dtherisches Orangen-0l, citrusartig, frisch, seifig,
Koriander-Blatter wachsern
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Kategorie Vertreter Vorkommen (Beispiele) Geruchsqualitat
gesattigt, 2-Methylbutanal Bier, Fisch, Fruchte, sURlich, nach Schokolade,
verzweigt Gemlise, Getreide, leicht fruchtig
Milchprodukte, Niisse
6-Methyloctanal dtherisches Orangen-0I?, fettig, frisch, fruchtig, griin,
stherisches Yuzu-OI° nach Orange®®
2-Methylundecanal dtherisches Kumquat-Ol fettig, floral, nach Honig, nach
Weihrauch®
12-Methyltridecanal Rindfleisch?, gereifter fleischig, talgig
Gouda*®
ungesattigt, (2E)-Hex-2-enal Bier, Fisch, Fleisch, Friichte, grin, fruchtig, nach Mandeln,

unverzweigt

(82)-Tetradec-8-enal

(2E,62)-Nona-2,6-dienal

(2E,4E)-Deca-2,4-dienal

Gemise, Milch, Tee

stherisches Orangen-0OI?

Fisch, Fleisch, Friichte,
Gemlse, insbesondere
Gurke, Milch

frittierte Kartoffelprodukte,
Friichte, Gemise, Fisch und
Fleisch, insbesondere
Hahnchen

nach Pflaume, stRlich

citrusartig, fettig, frisch,
fruchtig, stflich?

nach Gurke, nach Melone

olig, nach Hahnchen,
in hohen Konzentrationen
stBlich, nach Orange

ungesattigt, 2,6-Dimethyl-5-heptenal atherisches Zitronen- und nach Melone
verzweigt Limetten-Ol, Ingwer
sonstige trans-4,5-Epoxy-(2E)- pflanzliche Ole, Rindfleisch,  metallisch

dec-2-enal

Orangensaftf

a\idder et al. (2003), ® Tajima et al. (1990), € Surburg und Panten (2006), ¢ Guth und Grosch (1993), © Inagaki et al. (2015), ¥ Buettner und
Schieberle (2001)

Eine weitere Ursache fiir die tragende Rolle der Aldehyde als Aromastoffe liegt in ihren
niedrigen Geruchsschwellen (Ranson et al. 1992), wodurch sie bereits in sehr kleinen Konzen-
trationen aromawirksam sind. In Extremfallen kénnen die Schwellen in Luft Minimalwerte von
80 pg/L ((2E,4E)-Deca-2,4-dienal) oder sogar 1 pg/L (trans-4,5-Epoxy-(2E)-dec-2-enal) errei-
chen (Gasser und Grosch 1990; Buettner und Schieberle 2001). Aldehyde kénnen allerdings
nicht nur im positiven Sinne zum Aroma eines Lebensmittels beitragen, sondern bereits in
Spuren unerwiinschte Fehlaromen hervorrufen. In der Literatur lassen sich mannigfache Bei-
spiele feststellen, bei denen Fehlaromen auf unerwiinschte Aldehyde zuriickzufihren sind.
Bier (Narziss 1986), Mayonnaise (Hartvigsen et al. 2000), pflanzliche Ole (Ullrich und Grosch
1987), Rindfleisch (Konopka und Grosch 1991), Sojaprodukte (Zhang et al. 2012), Wein
(Culleré et al. 2007) und sogar Polyethylen-Verpackungen (Sanders et al. 2005) seien an dieser

Stelle als betroffene Lebensmittel bzw. Bedarfsgegenstande genannt.
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1.2 Biotechnologische Produktion von Aldehyden

Die unterschiedlichen Geruchsqualitdaten bei gleichzeitig niedrigen Schwellenwerte machen
Aldehyde zu einer interessanten Substanzklasse fiir die Aromen- und Duftstoffindustrie. Die
Zuganglichkeit dieser Verbindungen lber die chemische Synthese ist allerdings nicht ohne
Weiteres gegeben. Die Reduktion von Carbonsauren bedarf aufgrund deren groRRer thermo-
dynamischer Stabilitdt einer hohen Aktivierungsenergie. Fiir gewohnlich wird daher zum
Alkohol (iberreduziert (Gaylord 1957) und im Anschluss selektiv zum Aldehyd oxidiert (Bow-
den et al. 1946; Omura und Swern 1978; Dess et al. 1983; Anelli et al. 1987; Ley et al. 1994).
Entsprechend muss eine groRe Menge an Reduktionsaquivalenten eingesetzt werden. Einige
der selektiven Oxidationsmittel sind zudem teuer. Die Reaktionsfiihrung muss tiberwiegend in
organischen Losungsmitteln erfolgen und einige der verwendeten Chemikalien sind gesund-
heitlich bedenklich. Eine alternative, direkte Reduktion zu Aldehyden erfordert meist eine
vorherige Aktivierung der Carbonsduren sowie unerwiinschte Reaktionsbedingungen (Brown
und Rao 1958; Zakharkin und Khorlina 1962; Chandrasekhar et al. 1998). Gleichzeitig herrscht
eine steigende Nachfrage nach natirlichen Aromastoffen, deren Kriterien die chemischen
Synthesen nicht erfiillen. Extraktionen aus natiirlichen Rohstoffen liefern jedoch nur geringe
Ausbeuten, die den Bedarf bei weitem nicht decken kdnnen. Biotechnologische Produktions-
methoden, bei denen Mikroorganismen bzw. mit deren Hilfe (heterolog) exprimierte Enzyme
zum Einsatz kommen, stellen demgegentiber eine sinnvolle Alternative dar. Im Gegensatz zu
chemischen Syntheseansatzen besitzen die dabei zum Einsatz kommenden Enzyme zudem
den Vorteil der Stereo-, Regio- und Enantioselektivitdt, wodurch hochreine Produkte zugang-
lich sind. Darliber hinaus erlauben sie die Anwendung milder Reaktionsbedingungen, was der
zum Teil geringen Stabilitat vieler Produkte entgegenkommt (Longo und Sanroman 2006;
Akacha und Gargouri 2015; Berger 2015; Carroll et al. 2016). Zum Uberwiegenden Teil werden
Bakterien oder Hefen, aber auch Pflanzen und Insekten zur (heterologen) Expression von Enzy-
men genutzt. Bei E. coli handelt es sich um das popularste Expressionssystem, da sich das Bak-
terium in einem kostenginstigen Nahrmedium kultivieren ldsst und sich durch eine geringe
Verdopplungszeit, effektive Aufnahmefahigkeit von Fremd-DNA, einfache Moglichkeit zur
Mutanten-Selektion, hohe Expressionsraten und/oder Zelldichten auszeichnet. Weiter stehen

viele verschiedene Vektorsysteme und Expressionsstamme zur Verfliigung (Kaur et al. 2018).
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In den vergangenen Jahren wurden Produktionsverfahren fiir eine Vielzahl von Verbindungen
entwickelt, sodass mittlerweile Giber 100 Aromastoffe aus biotechnologischen Prozessen kom-
merziell verfiigbar sind (Akacha und Gargouri 2015; Berger 2015). Bei der Entwicklung der-
artiger Produktionsverfahren wird in der Regel versucht, einen natiirlichen Biosyntheseweg

nachzubilden. So fanden auch einige der in Kapitel 1.1 erlduterten Bildungswege Anwendung.

Zur Herstellung von Ce- und Co-Aldehyden wird das Enzymsystem aus Lipoxygenase (LOX) und
Hydroperoxid-Lyase (HPL) genutzt (Akacha und Gargouri 2015). Enzymhaltige Pflanzen-
Homogenate wie Sojamehl (13-LOX) und Zuckerribenblatter (HPL) werden eingesetzt, um
Hexanal und (32)-Hex-3-enal aus Linol- bzw. Linolensaure herzustellen (Rabetafika et al. 2008).
Durch rekombinante Co-Expression einer 13-LOX aus Soja und einer HPL aus Melone in der
Hefe Saccharomyces cerevisiae wurde zudem ein mikrobieller Prozess zur Gewinnung von
(32)-Hex-3-enal etabliert (Buchhaupt et al. 2012). Huang und Schwab brachten das Gen einer
HPL dagegen in Tabakblatter ein. Dies rief simultan eine Hochregulation der Aktivitat der
endogenen 9-LOX hervor und machte damit ungesattigte Co-Aldehyde zuganglich (Huang und
Schwab 2012). Kurzkettigere Aldehyde wie Isobutyraldehyd konnten mit Hilfe von E. coli Gber
den Aminosdure-Metabolismus gewonnen werden (Rodriguez und Atsumi 2012). Als direkte
Prakursoren kommen dariber hinaus Alkohole und Carbonsaduren in Frage. Durch Anwendung
von Alkohol-Dehydrogenasen wurden fiir die Umsetzung kurzkettiger Alkohole bereits hohe
Ausbeuten erzielt (Gabelman und Luzio 1996). Zur Nutzung von Carbonsdure-Substraten
stehen mehrere Enzymklassen zur Verfliigung, wobei zur direkten Reduktion Aldehydoxido-
reduktasen (aus anaeroben Bakterien und Archaeen), vor allem aber Carbonsdure-Reduktasen
(CAR, aus aeroben Bakterien, Pilzen und Pflanzen) bevorzugt werden (Napora-Wijata et al.
2014; Qu et al. 2018). Fraatz et al. gelang mittels einer CAR aus Mycobacterium marinum die
Herstellung von 12-Trimethyldecanal (Fraatz et al. 2018) und auch viele aromatische Aldehyde
lassen sich mit diesen Enzymen aus den entsprechenden Sauren gewinnen (1.4). Andererseits
sind Carbonsduren auch mit a-DOX umsetzbar, wobei keine direkte Reduktion der Carbon-
saurefunktion erfolgt, sondern durch oxidative Decarboxylierung ein Ci-verkiirztes Aldehyd

resultiert (1.3).
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1.3 «a-Dioxygenasen
1.3.1 Vorkommen und native Funktion

a-DOX stellen die namensgebenden Schliisselenzyme der a-Oxidation dar und katalysieren
die Dioxygenierung am a-Kohlenstoffatom von Fettsauren. Die auf diese Weise intermediar ge-
nerierten Hydroperoxyfettsauren kdnnen in weiteren Reaktionen entweder zum C;-verkirzten
Aldehyd decarboxylieren oder mittels Peroxidase zu 2-Hydroxyfettsauren umgesetzt werden
(Abbildung 2). Tatsachlich besitzen einige Vertreter der a-DOX sogar selbst Peroxidase-Aktivitat
(Hamberg et 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)

Abbildung 2: Mechanismus der a-Oxidation von Fettsduren nach Hamberg et al. 2005.

Grundlegende Untersuchungen zum Prozess der a-Oxidation erfolgten bereits in den 1960er
bis 1970er Jahren anhand diverser pflanzlicher Gewebe (Stumpf 1956; Hitchcock und James
1966; Markovetz et al. 1972; Shine und Stumpf 1974). Seither wurden -DOX in verschiedenen

Pflanzen beschrieben (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht der am besten charakterisierten c-DOX.

Herkunftsorganismus Literaturstelle

Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) Sanz et al. (1998) und Hamberg et al. (1999)

Arachis sp. (Erdnuss) Markovetz et al. (1972)

Cucumis sativus (Gurke) Borge et al. (1997) und Galliard und Matthew (1976)
Nicotiana tabacum (Tabak) Sanz et al. (1998) und Hamberg et al. (1999)
Lycopersicon esculentum (Tomate) Tirajoh et al. (2005)

Oryza sativa (Reis) Koeduka et al. (2000)

Pea sativa (Erbse) Saffert et al. (2000)

Physcomitrella patens (Moos) Hamberg et al. (2005)

Ulva pertusa (Alge) Akakabe et al. (1999)
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Neuere Studien sehen den Stoffwechselweg unter anderem im Kontext pflanzlicher Abwehr-
reaktionen (Hamberg et al. 2002a; Hamberg et al. 2005). So wurde beispielsweise bei mikro-
biellen Infektionen und Insekten-Fral} eine erhdhte Expression der a-DOX festgestellt (Herms-
meier et al. 2001; Hamberg et al. 2002a; Ponce de Leon et al. 2002; Hamberg et al. 2003). Aber
auch generelle Stress-Situationen wie erhéhte Salz-Konzentrationen induzierten die Enzymex-
pression (Tirajoh et al. 2005). Ein verstarktes Vorkommen in Keimlingen legt daneben eine
Rolle im Zuge von deren Entwicklung nahe. Dabei scheint in erster Linie eine zweite Isoform

der a-DOX beteiligt zu sein (Hamberg et al. 2005; Bannenberg et al. 2009).

1.3.2 Struktureller Aufbau und katalytischer Mechanismus

a-DOX werden von helikalen Strukturen dominiert. Zum Teil weisen diese amphipathische
Eigenschaften auf, was auf eine Assoziation an Lipid-Membranen hindeutet. Die Funktion der
entdeckten Ca®*-Bindestellen ist dagegen bislang unklar (Goulah et al. 2013). Weiter besitzen
die Enzyme als strukturgebendes Merkmal eine nicht-kovalent gebundene Ham-Gruppe, die

daneben auch eine katalytische Funktion erfillt (Liu et al. 2004).

Bereits seit langerem ist bekannt, dass durch verschiedene a-DOX selektiv die (R)-Enantiome-
re sowohl der 2-Hydroperoxy- als auch der 2-Hydroxyfettsdauren gebildet werden (Hitchcock
et al. 1968; Markovetz et al. 1972; Akakabe et al. 1999; Hamberg et al. 2002b; Koeduka et al.
2002). Mechanistische Hinweise lieferten zunachst Studien, bei denen durch Punktmutation
einzelne Aminosauren im Enzym getauscht wurden und damit deren Bedeutung fiir die Kata-
lyse untersucht wurde (Hamberg et al. 2002b; Koeduka et al. 2002; Koszelak-Rosenblum et al.
2008). Die Rontgen-Kristallstrukturen der a-DOX aus Oryza sativa (Zhu et al. 2013) und Arabi-
dopsis thaliana (Goulah et al. 2013) lieferten weitere Anhaltspunkte fir die katalytische Funk-
tionsweise der Enzyme. Demzufolge binden a-DOX ihr Fettsdaure-Substrat Gber einen Substrat-
Kanal, wobei — anders als bei den strukturell verwandten Cyclooxygenasen — die Carboxy-
Gruppe im aktiven Zentrum gebunden wird (Goulah et al. 2013; Zhu et al. 2013). Man nimmt
an, dass das 2-pro-(R)-Wasserstoffatom vom C2-Atom eines Fettsdure-Substrates durch ein
Tyrosyl-Radikal abstrahiert wird, was zur Bildung eines a-Carbonyl-Radikals fiihrt. Dieses wie-
derum kann molekularen Sauerstoff einfangen (Huff et al. 2011; Goulah et al. 2013). Histidin-,
Threonin- und Arginin-Reste scheinen fiir die Ausrichtung des Substrates wichtig zu sein. Da-
neben besteht die Annahme, dass zwei Phenylalanin-Reste dessen Kohlenstoffkette durch hy-

drophobe Interaktionen stabilisieren (Goulah et al. 2013).
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1.3.3 Biotechnologische Anwendung

Die ersten heterologen Expressionen von a-DOX erfolgten zunachst in Insektenzellen (Sanz et
al. 1998; Hamberg et al. 1999), doch bereits kurz darauf folgte die erste erfolgreiche Ex-
pression der a-DOX aus der Reispflanze in E. coli (Koeduka et al. 2000), womit der Grundstein
fiir die biotechnologische Anwendung gelegt wurde. Seither wurde dieses Reis-Enzym spora-
disch zur Produktion gesattigter bzw. methylverzweigter Aldehyde als Aromastoffe eingesetzt

(Kaehne et al. 201143, 2011b; Fraatz et al. 2015).
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1.4 Carbonsaure-Reduktasen
1.4.1 Vorkommen und native Funktion

Im Vergleich zu a-DOX folgen CAR einem alternativen Reaktionsmechanismus, der zu einer
direkten Reduktion der Carboxylgruppe ohne Verkiirzung der Kohlenstoffkette flihrt
(Abbildung 3) (Napora-Wijata et al. 2014; Qu et al. 2018; Winkler 2018; Butler und Kunjapur

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

Abbildung 3: Reduktion von Carbonsduren mittels CAR.

Der erste Nachweis der Aktivitat von CAR datiert auf 1959. Nach Inkubation aromatischer
Carbonsauren mit Myzel des Pilzes Trametes versicolor wurden entsprechende Aldehyde und
Alkohole detektiert (Farmer et al. 1959). Erst (iber 50 Jahre spater gelang schlielllich die
Beschreibung und Charakterisierung des verantwortlichen Enzyms (Winkler und Winkler
2016). Die Identifizierung und erste rekombinante Expression eines anderen CAR-Enzyms aus
Nocardia iowensis erfolgte jedoch bereits einige Jahre friher (He et al. 2004). Mittlerweile ist
eine Vielzahl anderer CAR aus Bakterien, Pilzen und auch Pflanzen beschrieben. Sie zeichnen
sich durch sehr breite Substratspektren aus, die zwischen den einzelnen Enzymen mehr oder
weniger stark iberlappen (Napora-Wijata et al. 2014; Qu et al. 2018; Winkler 2018; Butler und
Kunjapur 2020). Fur die Mehrheit der CAR sind vor allem hohe Aktivitaten gegeniiber aroma-
tischen Carbonsauren dokumentiert. Flir mehrere Vertreter finden sich allerdings auch Nach-
weise beziglich der Reduktionsfahigkeit gegeniiber aliphatischen Substraten (Tabelle 3). Trotz
der zahlreichen Nachweise ist die originare Funktion der Enzyme bislang nicht endgiltig ge-
klart. In der Literatur wird eine noch nicht ndaher erkennbare Rolle im erweiterten Lipidstoff-
wechsel diskutiert. Ein Zusammenhang mit Infektionsmechanismen erscheint moglich (Moura

et al. 2016).
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Tabelle 3: CAR mit dokumentierter Reduktionsfdhigkeit gegeniiber Fettséiuren.

Abkiirzung Herkunftsorganismus

getestete Substrate

Literaturstelle

MabCAR

MavCAR
McCAR

MiCAR

MmCAR

MnCAR

MpCAR
MsCAR

NbCAR
NiCAR

NoCAR

TpCAR

TtCAR

TvCAR
SrCAR

1.4.2 Struktureller Aufbau und katalytischer Mechanismus

CAR sind Mg?*, ATP- sowie NADPH-abhingig und gehéren der Enzymklasse EC 1.2.1.30 an
(Derrington et al. 2019; Napora-Wijata et al. 2014). Trotz unterschiedlicher phylogenetischer
Abstammung scheinen alle CAR dieselbe 3-Doméanen-Struktur aufzuweisen und damit die
Katalyse nach demselben Mechanismus zu erméglichen (Stolterfoht et al. 2017). Erst kiirzlich
wurden durch Rontgen-Kristall-Strukturanalysen detaillierte Strukturinformationen dreier
verschiedener CAR erhalten, die die bisherigen Thesen weiter untermauern (Gahloth et al.
2017). Eine Adenylierungs-Domane (A-Domane) aktiviert das Carbonsaduresubstrat durch die
Bildung von Carboxyl-AMP unter ATP-Aufwand. Dieses wird in der Transthiolierungs-Domane

(T-Doméne, auch PPT-Bindungsseite oder Peptidyl-Carrier-Protein (PCP-Domaéne)) auf die

Mycobacterium
abscessus

Mycobacterium avium

Mycobacterium
chelonae

Mycobacterium
immunogenum

Mycobacterium
marinum

Mycobacterium
neoaurum

Mycobacterium phlei

Mycobacterium
smegmatis

Nocardia brasiliensis

Nocardia iowensis

Nocardia
otitidiscaviarum

Tsukamurella
paurometabola

Thermothelomyces
thermophila

Trametes versicolor

Segniliparus rotundus

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(92), 18:2(92,122),

18:3(92,1227,152)
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(92,122)

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, 9:0, 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
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Khusnutdinova et al. (2017)

Khusnutdinova et al. (2017)
Khusnutdinova et al. (2017)

Khusnutdinova et al. (2017)

Akhtar et al. (2013)

Khusnutdinova et al. (2017)
Fraatz et al. (2018)
Duan et al. (2015b)

Finnigan et al. (2017)

Finnigan et al. (2017)
Khusnutdinova et al. (2017)

Khusnutdinova et al. (2017)

Finnigan et al. (2017)
Sheppard et al. (2014)

Finnigan et al. (2017)

Finnigan et al. (2017)

Horvat et al. (2019)

Winkler und Winkler (2016)

Duan et al. (2015a)
Khusnutdinova et al. (2017)
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Thiol-Gruppe eines Phosphopantethein-Restes ibertragen. Die T-Domane kann daraufhin mit
dem kovalent gebundenen Substrat zur Reduktionsdomane (R-Domane) umklappen, wo unter

NADPH-Aufwand die Reduktion des Thioesters erfolgt (Venkitasubramanian et al. 2007).

1.4.3 Biotechnologische Anwendung

Die Forschung beschaftigt sich derzeit vor allem mit dem Einsatz von CAR zur Produktion von
Aromastoffen. So wurde beispielsweise ein biotechnologischer Ansatz auf Basis einer CAR ent-
wickelt, mit dem 12-Methyltridecanal hergestellt werden kann (Fraatz et al. 2018). Andere
Gruppen beschaftigten sich mit der Darstellung aromatischer Aldehyde wie Benzaldehyd
(Kunjapur et al. 2014) und Vanillin (Kunjapur et al. 2014; Horvat et al. 2019) oder auch Pipe-
ronal (Schwendenwein et al. 2016). Daneben finden sich immer mehr Untersuchungen zur
Herstellung von pharmazeutischen Wirkstoffen oder Feinchemikalien. Eine neuere Entwick-
lung sind vor allem in diesem Zusammenhang in vivo-Kaskaden und chemo-enzymatische Re-

aktionskopplungen (Winkler 2018; Derrington et al. 2019).

Die Expremierbarkeit der CAR mit Hilfe von E. coli macht die Enzyme leicht zuganglich. Den-
noch erschweren der Co-Faktor-Bedarf sowie die Reduktion der gewlinschten Aldehyde durch
E. coli-eigene Enzyme einen 6konomisch sinnvollen Einsatz. Gegenstand aktueller Studien ist

daher die Entwicklung von Losungsstrategien (Winkler 2018; Derrington et al. 2019).

11
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1.5 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der biotechnologischen Darstellung und der instru-

mentell-analytischen sowie sensorischen Charakterisierung ungewdhnlicher Fettaldehyde.

Als Prakursoren sollten fungale Fettsauren genutzt werden. Geeignete Fettsdauren sowie Pro-
duktionsorganismen sollten zunachst durch ein breit angelegtes Screening identifiziert wer-
den. Hierflr wurden Pilze in Schiittelkolben kultiviert, die Lipide der Myzelien mittels halbau-
tomatischer Soxtherm® extrahiert und nach Methylveresterung deren Fettsaureprofile per
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert. Die Kulturfiihrung vielver-
sprechender Kandidaten sollte optimiert werden, indem der Einfluss verschiedener Kulturpa-
rameter naher untersucht wurde. Ein besonderes Augenmerk galt dabei der Ausbeute von
Fettsdauren mit Doppelbindungen an ungewohnlichen Positionen (v.a. 12:1(11) (w1) und
17:1(92) (w8)). Durch Supplementationsstudien sollten bislang unbekannte Biosynthesewege

solcher Zielverbindungen aufgeklart werden.

Die Biotransformation der Fettsauren sollte nach Hydrolyse der Triglyceride durch eine kom-
merziell erhaltliche Lipase mittels -DOX oder CAR erfolgen. Letztere wurden heterolog in
Escherichia coli exprimiert und affinitatschromatographisch anhand eines His-Tags gereinigt.
Die enzymatischen Reaktionsprodukte wurden per Kopfraum-Festphasenmikroextraktion in
Verbindung mit einem GC-System analysiert und per Massenspektrometer bzw. Olfaktometrie
detektiert (HS-SPME-GC-MS-0). Sensorisch ansprechende Aldehyde stellten den Ausgangs-
punkt fiir detailliertere Untersuchungen dar. Hierfiir sollten homologe Reihen der entspre-
chenden Aldehyde hergestellt und die einzelnen Verbindungen instrumentell-analytisch sowie

sensorisch (Geruchsqualitdaten und -schwellen) charakterisiert werden.

Aus internen Vorarbeiten in Kooperation mit dem DECHEMA-Forschungsinstitut (Frankfurt am
Main) war neben den etablierten Enzymen eine a-DOX des Cyanobakteriums Crocosphaera
subtropica bekannt, die bislang nicht in der Literatur beschrieben war. Die Eigenschaften des
Enzyms sollten umfassend untersucht werden. Mittels gaschromatographischer Methoden
und durch Messung des Sauerstoff-Verbrauchs anhand einer optischen Sonde wurden Salz-,
pH- und Temperaturoptimum sowie das Substratspektrum und enzymkinetische Parameter
bestimmt. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf der Transformation methylverzweigter
Fettsaure-Substrate. Die korrespondierenden Aldehyde sollten ebenfalls instrumentell-analy-

tisch wie auch sensorisch evaluiert werden.

12
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2 Experimenteller Teil

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Zur gaschromatographischen Identifizierung der Fettsauren wurden Fettsdaurestandards ver-
schiedener Hersteller verwendet (Tabelle 4). Es wurden sowohl Fettsauremethylester als auch
Fettsdauren bezogen. Letztere wurden vor der gaschromatographischen Analyse in Methyl-
ester Uberfiihrt (2.6.2.3). Daneben wurden weitere Referenzverbindungen genutzt (Tabelle
5). In Tabelle 6 sind fir die Kultivierung von Pilzen (2.3) bzw. E. coli (2.7) genutzten Medienbe-
standteile gelistet. Sonstige genutzte Chemikalien sind in Tabelle 7, Gase in Tabelle 8 enthal-

ten.

Tabelle 4: Fettsdure- und Fettséuremethylester-Referenzsubstanzen zur gaschromatographischen
Identifizierung.

Fettsdure- bzw. Fettsauremethylester

Abkiirzung?® Rein-

mit Name nach IUPAC Trivialname?® heit  Hersteller
4:0° Buttersiure n/a Supelco (Belle-
Butansduremethylester fonte/PA, USA)
6:0° Capronsaure n/a Supelco
Hexansdauremethylester

7:0 Onanthsiure 98% Acros Organics
Heptans&ure (Geel, NL)
8:0° Caprylsaure n/a Supelco
Octansdauremethylester

9:0 Pelargonsaure 97% Acros Organics
Nonansaure

10:0° Caprinsdure n/a Supelco

Decansauremethylester
11:0° - n/a Supelco
Undecansauremethylester

12:0° Laurinséure n/a Supelco

Dodecansdauremethylester

12:1(52) - n/a Santa Cruz

(52)-Dodec-5-ensaure Biotechnology
(Dallas/TX, USA)

12:1(112) - >99% Larodan AB

Dodec-11-ensiure (Solna, S)

i13:0 - >98% Larodan AB

11-Methyldodecansaure

al3:0 - >98% Larodan AB

10-Methyldodecansaure

13:0° = n/a Supelco

Tridecansdauremethylester

13
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Tabelle 4 (Fortsetzung)

Fettsdure- bzw. Fettsdauremethylester

Abkiirzung® Rein-

mit Name nach IUPAC Trivialname® heit  Hersteller
i14:0 iso-Myristinsaure >98% Symrise
12-Methyltridecanséure (Holzminden)
ald:0 anteiso-Myristinsaure >98% Symrise
11-Methyltridecansdure

14:0° Myristinsiure n/a Supelco
Tetradecansauremethylester

14:1(52) - 98% TRC
(52)-Tetradec-5-enséure (Toronto, CA)
14:1(92)° Myristoleinsdure n/a Supelco
(92)-Tetradec-9-ensauremethylester

i15:0 - >98% Symrise
13-Methyltetradecansaure

al5:0 - >98% Symrise
12-Methyltetradecansaure

15:0° - n/a Supelco
Pentadecansdauremethylester

15:1(102)° - n/a Supelco

(102)-Pentadec-10-ensduremethylester
i16:0 iso-Palmitinsdure >98% Symrise
14-Methylpentadecansaure

al6:0 anteiso-Palmitinsdure >98% Symrise

13-Methylpentadecansdure

16:0° Palmitinsaure n/a Supelco

Hexadecansdauremethylester

16:1(72) - >98% Cayman CC

(72)-Hexadec-7-ensduremethylester (Ann Arbor/Ml,
USA)

16:1(92)° Palmitoleinsiure n/a Supelco

(92)-Hexadec-9-ensauremethylester

16:1(112) - 92%  Matreya LLC

(112)-Hexadec-11-ensdure (State Colle-
ge/PA, USA)

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

(72,102)-hexadeca-7,10-diensaure

16:2(92,122) - >98% Larodan AB

(9Z,122)-Hexadeca-7,12-diensduremethylester

16:3(72,102,132) Roughaninsdure >98% Larodan AB

(72,10Z,132)-Hexadeca-7,10,13-triensaure

al7:0 anteiso-Margarinsaure  n/a Larodan AB

14-Methylhexadecansauremethylester

17:0° Margarinsaure n/a Supelco

Heptadecansauremethylester

17:1(92) - 99%  Larodan AB

(92)-Heptadec-9-ensauremethylester

17:1(102)° - n/a Supelco

(102)-Heptadec-10-enmethylester
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Tabelle 4 (Fortsetzung)

Fettsdure- bzw. Fettsdauremethylester

Abkiirzung® Rein-

mit Name nach IUPAC Trivialname® heit  Hersteller
al8:0 anteiso-Stearinsaure n/a Larodan AB
15-Methylheptadecansaure

18:0° Stearinsdure n/a Supelco
Octadecansauremethylester

18:1(92)° Olséure n/a Supelco
(92)-Octadec-9-ensdauremethylester

18:1(9E)° Elaidinsaure n/a Supelco
(9E)-Octadec-9-ensduremethylester

18:1(112) cis-Vaccensdure n/a Santa Cruz
(112)-Octadec-11-ensiure Biotechnology
18:2(62,92) >99% Larodan AB
(6Z,92)-Octadeca-6,9-diensaure

18:2(92,122)° bzw. LA Linolsaure n/a Supelco
(9Z,122)-Octadeca-9,12-diensauremethylester

18:2(9E,12E)° Linolelaidinsaure n/a Supelco
(9E,12E)-Octadeca-9,12-diensdauremethylester

18:2(9Z,11E) (9Z,11E)-konjugierte >96% Sigma-Aldrich
(92,11E)-Octadeca-9,13-diensaure Linolsaure (Steinheim)
18:2(10E,122) (10E,122)-konjugierte >98% Cayman CC
(10E,122)-Octadeca-10,12-diensaure Linolsaure

18:3(62,92,122)° bzw. GLA j-Linolenséure n/a Supelco
(6Z,92,122)-Octadeca-6,9,12-triensauremethylester

18:3(92,122,152)° bzw. ALA Linolensdure n/a Supelco
(92,122,152)-Octadeca-9,12,15-triensduremethylester

18:3(92,11E,13F) a-Eleostearinsiure n/a Santa Cruz
(92,11E,13E)-Octadeca-9,11,13-triensduremethylester Biotechnology
18:4(62,92,122,152) Stearidonsaure >98% Cayman CC
(62,92,122,152)-Octadeca-6,9,12,15-tetraensaure

19:0 - >95% Cayman CC
Nonadecansdure

19:1(102) - >98% Cayman CC
(102)-Nonadec-10-ensaure

20:0° Arachinséure n/a Supelco
Eicosansauremethylester

20:1(112)° Gondosaure n/a Supelco
(112)-Eicos-11-ensdauremethylester

20:2(112,142)° Homogamma- n/a Supelco
(11Z,142)-Eicosa-11,14-diensduremethylester linolensdure

20:3(52,82,112) Meadséaure >98% Cayman CC
(52,82,112)-Eicosa-5,8,11-triensdure

20:3(52,112,142) Sciadonsaure n/a Cayman CC
(52,112,142)-Eicosa-5,11,14-triensdure

20:3(82,117,142)° bzw. DGLA Dihomogamma- n/a Supelco

(82,112,142)-Eicosa-8,11,14-triensdauremethylester

15
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Tabelle 4 (Fortsetzung)

Fettsdure- bzw. Fettsdauremethylester

Abkiirzung® Rein-

mit Name nach IUPAC Trivialname® heit  Hersteller
20:3(112,142,172)° bzw. ETE Dihomolinolensdure n/a Supelco
(112,142,172)-Eicosa-11,14,17-triensauremethylester

20;4(52,82,112,142)b Arachidonsdure n/a Supelco
(52,82,112,142)-Eicosa-5,8,11,14-

tetraensdauremethylester

20:5(52,82,112,142,172)° bzw. EPA Timnodonsaure n/a Supelco
(52,82,112,142,172)-Eicosa-5,8,11,14,17-pentaensdauremethylester

21:0° n/a Supelco
Heneicosansdauremethylester

22:0° Behensaure n/a Supelco
Docosansauremethylester

22:1(132)° Erucasiure n/a Supelco
(132)-Docos-13-ensauremethylester

22:2(132,162)° n/a Supelco

(13Z,162)-Docosa-13,16-diensduremethylester

22:4(72,102,13Z,162) bzw. DTA

(72,10Z,132,162)-Docosa-7,10,13,16-tetraensaure

22:6(4Z,7Z,1OZ,13Z,16Z,19Z)b bzw. DHA
(42,72,102,132,16Z,192)-Docosa-4,7,10,13,16,19-hexaensauremethylester

23:0°

Tricosansdauremethylester

24:0°

Tetracosansauremethylester

24:1(152)

(152)-Tetracos-15-ensduremethylester

25:0

Pentacosansauremethylester

26:0
Hexacosansaure

a

Adrensaure

Cerotinsaure

Clupanodonsaure

n/a

Lignocerinsdure

Nervonsaure

n/a

angegeben ist stets die Abklrzung bzw. der Trivialname der korrespondierenden Fettsdure

n/a

n/a

n/a

298% Cayman CC

Supelco

Supelco

Supelco

Supelco

Santa Cruz
Biotechnology

290% Sigma-Aldrich

b die Verbindung ist Bestandteil des kommerziell erhltlichen Fettsduremethylester-Standardmischung ,37 Component FAME Mix“

Tabelle 5: Sonstige Referenzverbindungen.

Substanz

Hersteller

Substanz

Hersteller

Decanal, 96%
(72)-Dec-7-enal, 97%
(2E)-Dec-2-enal, 95%
Dodecanal, 95%
Heptanal, 97%
Heptadecanal, > 97%
(42)-Hept-4-enal, 98%
Hexanal, 98%

Hexadecanal, > 97%

(112)-Hexadec-11-enal, < 90%

Alfa Aesar (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Alfa Aesar

Alfa Aesar

TCl (Tokyo, JP)

Th. Geyer (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich

TCI

TCl
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(2E)-Hex-2-enal, 99%
Nonanal, 95%
(62)-Non-6-enal, 94%
Octanal, 99%
Pentadecanal, 97%
Tetradecanal, > 95%
Tridecanal, 96%
Undecanal, > 97%
(82)-Undec-8-enal, 97%

Acros Organics
Sigma-Aldrich
Alfa Aesar

Acros Organics
TCl

TCI

Alfa Aesar

TCI

ABCR (Karlsruhe)
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Tabelle 6: Medienbestandteile.

Medienkomponente Hersteller
Adeninsulfat, > 98% Alfa Aesar
Agar-Agar Kobe | Carl Roth (Karlsruhe)
Ammoniumsulfat, > 99,5% Carl Roth
Asparagin-Monohydrat, > 99% AppliChem (Darmstadt)
Calciumcarbonat, p.a. Sigma-Aldrich
Caseinpepton Carl Roth
D-(+)-Cellobiose, = 99% Sigma-Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, > 98% Acros Organics
Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat, p.a. AppliChem
Erbsenpepton Carl Roth
Fleischpepton Sigma-Aldrich
D-(—)-Fructose, > 99,5% Carl Roth

Glucose, p.a. Carl Roth
Glucose-Monohydrat Carl Roth

Glycerol, 99,5% VWR (Darmstadt)
Hefeextrakt Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat, > 98% Carl Roth

Kartoffelextrakt

Kupfersulfat-Pentahydrat, p.a

Lactalbuminpepton

D-(+)-Lactose-Monohydrat, Ph. Eur.
lysogenic broth (LB)-Medium
D-(+)-Maltose-Monohydrat, > 95%
Magnesiumsulfat-Hydrat, > 99%

Magnesiumsulfat-Heptahydrat, > 99,5%

Malzextrakt

Mangansulfat-Monohydrat, p.a.

Milchpepton
Milchprotein
Natriumchlorid, > 99,8%
Pepton aus Gelatine
Saccharose, > 99%
Saubohnenpepton
Sojapepton

Sojaprotein

D-Sorbitol, > 98%
D-(+)-Xylose, = 99%

Zinksulfat-Heptahydrat, p.a.
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Fluka Analytical (Steinheim)
AppliChem
Serva (Heidelberg)
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
AppliChem
Sigma-Aldrich
AppliChem
Symrise
Symrise

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Symrise

Carl Roth

Carl Roth
AppliChem
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Tabelle 7: Sonstige Chemikalien.

Substanz

Hersteller

Aceton, > 99,8%

Acetonitril, > 99,95%

Adenosintriphosphat (ATP)-Natriumsalz, 100 mM
Agarose

Ameisensaure, 98%

Ammoniumperoxodisulfat (APS), > 99%
Benzophenon, 99%

Bortrifluorid (20%, methanolische Losung)
Bromphenolblau Natriumsalz
tert-Butylmethylether (t-BME)

Calciumchlorid (wasserfrei)
Calciumchlorid-Dihydrat, Ph. Eur.
Chloramphenicol, > 98,5%

Chloroform-d mit Tetramethylsilan (TMS, 0,03% (v/v)), 99,8% Atom%D
Coomassie Brilliantblau R250

Decansaure, > 99%

Dec-9-en-1-ol, > 99%

Dec-9-ensaure, > 99%

Dess-Martin-Periodinan, 97%

Dichlormethan, HPLC-grade

Diethylether, 99,5%

Dimethylsulfoxid (DMSO), 99,5%
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, > 99,5%
1,4-Dithiothreitol (DTT), > 99%
Dodec-11-ensaure, > 99%
Dodec-11-ensdauremethylester, > 99%

Ethanol, 2 99,5%

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Dinatriumsalz-Dihydrat, > 99%
Essigsaure, 100%

Glycerol, 99,5%

Glycin, > 99%

Gummi arabicum

n-Heptan, 99%

Hept-6-ensaure, > 95%

(62)-Hexadec-6-ensaure, 99%

n-Hexan, 97%

Imidazol, 2 99,5%

L-Isoleucin, = 99%

Isooctan, > 99,8%
Isopropyl-$-D-thiogalactopyranosid (IPTG), > 99%

Kaliumacetat, reinst
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Carl Roth

Actu-All Chemicals (Randmeer, NL)
Jena Bioscience (Jena)

Biozym Sc. (Hessisch Oldendorf)
Bernd Kraft

Carl Roth

Sigma-Aldrich

VWR

Carl Roth

Evonik Industries (Essen)
Bernd Kraft

VWR

Carl Roth

Carl Roth

AppliChem

Carl Roth

Sigma-Aldrich

TCI

Fluorochem (Hadfield, UK)

Th. Geyer

BCH (Briihl)

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Nu-Chek Prep (Elysian/MN, USA)
Nu-Chek Prep

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

VWR

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Bernd Kraft

Sigma-Aldrich

Matreya LLC

Honeywell (Charlotte/NC, USA)
Carl Roth

Carl Roth

Merck (Darmstadt)

Serva

AppliChem
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

Substanz Hersteller
Kaliumchlorid, > 98% Carl Roth
Kaliumhydroxid, = 85% Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat, 98% Th. Geyer
Kanamycinsulfat Serva

Kieselgel 60

Laurinsaure, > 98%
Laurinsdure-1-13C, 99 atom% 13C
Linolsdure, > 99%
Lithiumaluminiumhydrid, p.a.
Magnesiumchlorid
[-Mercaptoethanol, > 99%
L-Methionin, =2 99%

Midori Green Direct
Myristinsaure, 99%
Myristoleinsaure, > 99%

Natrium, > 99%

Natriumchlorid, > 99,8%
Natriumdithionit, p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS), > 96%
Natriumhydrogencarbonat, > 99,7%
Natriumhydroxid, > 98%
Natriumsulfat (wasserfrei), = 99%

Natriumthiosulfat-Pentahydrat, 99%

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Tetranatriumsalz

Nonansauremethylester, > 99,8%
Non-8-en-1-ol, > 99%

Octansaure, 2 99,5%

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

Olséure, > 99%

Palmitinsdure, 98%

Palmitoleinsaure, 99%
Pentadecansaure, 99%
Pentadec-14-ensdure, > 99%

n-Pentan, 99%

Petrolether, niedrig siedend [35-65 °C]
2-Propanol, > 99,8%

Roti® Nano-Quant, 5x Konzentrat
Rotiphorese Gel 40

Protino Ni-Nitrilotriessigsdaure (NTA) Agarose
Salzsaure, 37%

Schwefelsdure, 98%

Stearinsaure, 2 98%
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Macherey-Nagel (Diiren)
Cayman CC
Sigma-Aldrich

Acros Organics
Merck

AppliChem

Carl Roth

Carl Roth

Nippon Genetics (Duren)
Acros Organics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Merck

AppliChem

Th. Geyer

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

neoFroxx (Einhausen)
Sigma-Aldrich

TCl

Carl Roth

ABCR

Sigma-Aldrich

Acros Organics

Acros Organics

Acros Organics
Nu-Chek Prep

Th. Geyer

Thermo Fisher (Waltham/MA, USA)
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Macherey-Nagel

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

Substanz Hersteller
SYPRO® Orange Protein Gel Stain Merck
Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem
L-Threonin, > 98% Acros Organics
Tridecansaure, 99% Sigma-Aldrich
Tridec-12-ensdure, > 99% Nu-Chek Prep
1,2,3-Trinonanoylglycerol, 99,0% Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), = 99,9% Carl Roth
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid (Tris-HCl), 2 99,9%  Carl Roth
Triton X-100® Carl Roth
Tween 20 Carl Roth

Undecansaure, 99%
Undec-10-en-1-ol, 100%
Undec-10-enal, > 99%
Undec-10-ensaure, 100%
L-Valin, 2 99%

a

Vigreux-Kolonne (43 °C) per GC-MS auf Reinheit tiberprift

Tabelle 8: Gase.

Gas Hersteller

Helium, 5.0
Stickstoff, 5.0
Wasserstoff, 5.0

Praxair (Ratingen)
Air Liquide (Paris, FR)

Praxair

Acros Organics
Acros Organics
Acros Organics
Alfa Aesar
AppliChem

wurde vor Verwendung fir Synthesen oder Saulenchromatographie mittels Rotationsverdampfer vom enthaltenen Stabilisator abge-
trennt; bei Verwendung als n-Pentan/Diethylether-Mischung (1:1,12 (v/v)) wurde die Mischung destilliert und nach Einengen mittels

2.1.2 Biochemische und molekularbiologische Materialien

2.1.2.1 Plasmide und Primer

Fir die Klonierungen der CAR kodierenden Gensequenz aus Mycobacterium marinum (MmCAR)
wurde der pACYCDuet-Vektor, fir die Gensequenzen der a-DOX aus Crocosphaera subtropica

(Csa-DOX) und Oryza sativa (Osa-DOX) das Plasmid pET28a genutzt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Gen-Konstrukte zur Enzymexpression.

Bezeichnung

Eigenschaften

Hersteller

pACYCDuet-MmCAR-BsSfp
(Abbildung 4)

pET28a(+)

pET28a-Csa-DOX
(Abbildung 5)

pET28a-Csa-DOX_C-His
(Abbildung 6)

pET28a-Hok-Os a-DOX
(Abbildung 7)

Die Plasmide pACYCDuet-MmCAR-BsSfp (Abbildung 4) und pET28a-Hok-Osa-DOX (Abbildung 7)
kodierten fir die MmCAR bzw. Osa-DOX. Die Expressionsstimme RARE (MmCAR) bzw.
W3110(DE3) (Osa-DOX) lagen bereits mit den entsprechenden Plasmiden transformiert vor.
Sie wurden von den Projektpartnern zur Verfligung gestellt. Der Expressionsvektor pET28a-
Csa-DOX_C-His (Abbildung 6) kodierte fiir die a-DOX aus Crocosphaera subtropica und unter-
schied sich durch das Vorhandensein eines C-terminalen His-Tags vom Expressionsvektor
pET28a-Csa-DOX (Abbildung 5). Er wurde mit Hilfe der in Tabelle 10 enthaltenen Primer
mittels QuikChange™ aus dem zuletzt genannten Plasmid erstellt (2.7.2.4). Die weiteren ge-
listeten Primer dienten einer Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Klonierungskon-

trolle (2.7.2.3). Die in den Plasmiden enthaltenen Antibiotika-Resistenzen sowie das Hok/Sok-

Expressionsvektor (8.191 bp),

Chloramphenicol-Resistenz, CAR-Gen aus

Mycobacterium marinum sowie
Phosphopantetheinyl-Transferase aus

Bacillus subtilis als Insert zwischen BamHI
und Aflll, beide in multiple cloning side 1)

Expressionsvektor (5.369 bp), Kanamycin-

Resistenz

Expressionsvektor (7.033 bp), Kanamycin-
Resistenz, a-DOX-Gen aus Crocosphaera

subtropica als Insert zwischen Ncol und

Xhol

Expressionsvektor (7.030 bp), Kanamycin-
Resistenz, a-DOX-Gen aus Crocosphaera

subtropica als Insert zwischen Ncol und

Xhol

Expressionsvektor (7.760 bp), Kanamycin-

Resistenz

und Hok/Sok-System, a-DOX-

Gen aus Oryza sativa als Insert zwischen

Nhel und

Sall

System dienten als Selektionsmarker.
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zur Verfligung gestellt von der
Universitat Greifswald
(Arbeitsgruppe Prof. Uwe
Bornscheuer)

Merck

GeneArt (Regensburg),

zur Verfligung gestellt vom
DECHEMA-Forschungsinstitut
(Frankfurt/Main)

siehe 2.7.2.4

zur Verfligung gestellt von
Symrise (Holzminden)
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BamH|

6xHis-Tag

pPACYCDuet-

MmCAR-BsSfp
(8191 bps)

P15A ori
MmCAR

Aflll

Abbildung 4: Plasmidkarte des Plasmids pACYC-
Duet-MmCAR-BsSfp mit MmCAR-Gen aus Myco-
bacterium marinum mit N-terminalem His-Tag
(6xHis-Tag) sowie Phosphopantetheinyl-Trans-
ferase aus Bacillus subtilis (BsSfp), Replikations-
ursprung (P15A ori), Chloramphenicol-Resistenz
(CamR) und lac Repressor (lacl).

BxHis-Tag F1 ori

CseDOX

pET28a-Csa-D0OX_C-His
(7030 bps)

pBR322 ori

lac\operator
Ncol we

Abbildung 6: Plasmidkarte des Plasmids pET28a-
Csa-DOX mit Csa-DOX-Gen aus Crocosphaera
subtropica mit C-terminalem His-Tag (6xHis-
Tag), Replikationsursprung (F1 ori), Kanamycin-
Resistenz (KanR), Regulator fiir die Kopienzahl in
der Zelle (pBR322 ori) und lac Repressor (lacl).
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Csa-DOX

pET28a-Csa-DOX

(7033 bps) pBR322 ori

lac\operator
Neol P

Abbildung 5: Plasmidkarte des Plasmids pET28a-
Csa-DOX mit Csa-DOX-Gen aus Crocosphaera
subtropica, Replikationsursprung (F1 ori), Kana-
mycin-Resistenz (KanR), Regulator fiir die Kopi-
enzahl in der Zelle (pBR322 ori) und 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

Abbildung 7: Plasmidkarte des Plasmids pET28a-
Hok-Os a-DOX mit Os a-DOX-Gen aus Oryza sati-
va mit N-terminalem His-Tag (6xHis-Tag), Repli-
kationsursprung (F1 ori), Kanamycin-Resistenz
(KanR), Regulator fiir die Kopienzahl in der Zelle
(pBR322 ori), Hok-Sok-Kassette und lac Repres-
sor (lacl).
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Tabelle 10: Zur Kolonie-PCR und QuikChange™ genutzte Primer.

Primer mit Sequenz Hersteller

Csa-DOX Forward-Primer Biomers (Ulm)
5-GGA GAT ATA CCA TGG GAA TCT TCG-3"

Csa-DOX Reverse-Primer Biomers
5‘-CAG TGC AAT ATC GGT TGC AG-3*

Csa-DOX QuikChange™ Forward-Primer Biomers
5'-TCG TGT TCC GAG CCT CGA GCA CCA CC-3’

Csa-DOX QuikChange™ Reverse-Primer Biomers
5-GGT GGT GCT CGA GGC TCG GAA CAC GA-3'
2.1.2.2 Weitere biochemische Materialien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diverse kommerziell erhéltliche Enzyme (Tabelle

11) sowie Kits (Tabelle 12) verwendet. Weitere genutzte Materialien finden sich in Tabelle 13.

Tabelle 11: Kommerziell erhdltliche Enzyme.

Enzym Hersteller

Lipase (Rhizolipase) aus Candida rugosa (2.9 U/mg) Fluka Analytical

Lysozym, = 35.000 FIP-U/mg Carl Roth

Phusion DNA-Polymerase New England BiolLabs
(Ipswich/MA, USA)

Restriktionsenzym Dpnl Thermo Fisher

Restriktionsenzym Xhol Thermo Fisher

Restriktionsenzym Ndel Thermo Fisher

Tabelle 12: Biochemische Kits.

Kit Verwendungszweck Hersteller

FastGene® Plasmid Mini Kit Plasmid-Isolierung aus E. coli Nippon Genetics

NucleoSpin® Plasmid Kit Plasmid-Isolierung aus E. coli Macherey-Nagel

Opti-4CN™ Substrat Kit Entwicklung des Western Blot Bio-Rad Laboratories (Feldkirchen)
Plasmid Midiprep Kit Plasmid-Isolierung aus E. coli Thermo Fisher

Tabelle 13: Sonstige biochemische Materialien.

Material Hersteller
Antikorperlosung Meerrettichperoxidase (Anti-His HRP) Carl Roth

Bovines Serumalbumin (BSA), 98%, Albumin Fraktion V Carl Roth

DNA-Leiter (1 kbp) Carl Roth

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Thermo Fisher

Fast Digest (FD)-Puffer (10x) Thermo Fisher

High Fidelity (HF)-Puffer (10x) New England Biolabs
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Tabelle 13 (Fortsetzung)

Material

Hersteller

Milchpulver, Blotting grade

Phusion GC-Reaktionspuffer

Proteinmarker Blue Star, prestained (10-180 kDa)
Proteinmarker PageRuler™, unstained (10-200 kDa)

ReaktionsgefaRBe mit Hamolyseldsung

2.1.3 Verbrauchsmaterial
Tabelle 14 enthalt das genutzte Verbrauchsmaterial.

Tabelle 14: Verbrauchsmaterial.

Material

Carl Roth

New England BiolLabs
Nippon Genetics
Thermo Fisher

EKF Diagnostics (Barleben)

Hersteller

Cellulose Extraktionshilsen, 33 x 80 mm

Cellulose-Rundfilter (D 110 mm)

Chromabond S3ule, 50 mL, PP, 30/115 mm

CryoPure GefaR, 1,6 mL

Direktverdranger-Pipette (Handy-Stepper)
Einmalkanile, Fine-Ject®, 0,6 x 30 mm
Feingewindeschraubkappe ND18

Gewindeflasche, 4 mL, Braunglas

Gewindeflasche, 4 mL, Klarglas

Gewindeflasche mit G18 Feingewinde, 20 mL, Klarglas
Gewindeflasche mit ND18 Feingewinde, 20 mL, Klarglas
Glasfaserfilter (D 90 mm)

Kivetten (Polystyrol), 1,5 mL

Kiivette (Quarzglas)

Kurzgewindeflasche, 1,5 mL, Klarglas
Kurzgewindeflasche mit integriertem Mikroeinsatz, Braunglas
Mehrfachmagnetrihrer fir Twister™, Variomag Telesystem
Mikro-Einsatz, 100 pL fir 2 mL-Schraubvials
Mikro-Einsatz, 250 pL flr 2 mL-Schraubvials
Mikrotiterplatten

Mikrotiterplattenfolie, PE, 50 um

NMR-R6hrchen

PCR-Platten (Multiplate Low-Profile)

Pierce Centrifuge Column, 10 mL

PD-10 Saule, Sephadex™ G-25 M

Pipettenspitzen, 2—200 plL

Pipettenspitzen, 100—-1000 pL

Pipettenspitzen, 1000-5000 uL
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Lab Logistics Group LLG
(Meckenheim)

Lab Logistics Group LLG
Greiner Bio-One (Kremsmiinster, A)
Starstedt (Nimbrecht)
Brand (Wertheim)

Henke Sass Wolf (Tuttlingen)
Th. Geyer

Agilent Technologies (Waldbronn)
Wicom (Heppenheim)
Wicom

Th. Geyer

Satorius (Goppingen)
Sarstedt

Hellma (Millheim)

Lab Logistics Group LLG

Th. Geyer

Thermo Fisher

VWR

Wicom

Greiner Bio-One

Carl Roth

Th. Geyer

Bio-Rad Laboratories
Thermo Fisher

GE Healthcare (Solingen)
Sarstedt

Greiner Bio-One

Brand
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Tabelle 14 (Fortsetzung)

Material

Hersteller

Prazisions-Dispenser-Tips, 0,1-50 mL

PCR-Reaktionsgefille

Petrischalen (D 90 mm)

Probenschalen (Alu-Wégeteller) (D 90 mm)

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (PG 0,45 pum)
ReaktionsgefaRe, 1,5 und 2 mL

Rollrand-Schnappdeckelglas (50 x 30 mm)

Schraubkappe mit Loch (18 mm, magnetisch)

Schraubkappe fiir Kurzgewindeflasche, mit Butylgummi/PTFE-Septum
Schraubkappe fiir Kurzgewindeflasche, mit Gummi/PTFE-Septum
Schraubkappe fiir 4 mL-Gewindeflaschen, geschlossen
Schraubvial mit Kurzgewinde, 2 mL, Klarglas

Siedesteinchen, Typ A

Spritzenfilter (CME, PG 0,22 um, steril)

Zentrifugenfilter, 50 kDa

Zentrifugenfilter, 100 kDa

Zentrifugenrdhrchen, 15 mL

Zentrifugenrohrchen, 50 mL

2.1.4 Mikroorganismen

2.1.4.1 Bakterien

Brand

Nippon Genetics
Greiner Bio-One

Korff (Oberbipp, CH)
Carl Roth

Brand

IDL Laborbedarf (Nidderau)
Wicom

Wicom

Lab Logistics Group LLG
Carl Roth

Wicom

Gerhardt (Konigswinter)
Carl Roth

Merck

Merck

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Zur Vervielfaltigung von Plasmiden und heterologen Enzymexpression wurden E. coli-Stamme

diverser Anbieter genutzt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Verwendete Bakterien mit Eigenschaften und Bezugsstellen.

Stamm Verwendung

Anbieter

E. coli 104 Vervielfdltigung der Plasmide

pET28a-Csa-DOX und
pET28a-Cs-DOX_C-His (2.7.2)

Expression Csa-DOX (2.7.3)
Expression MmCAR (2.7.4)
Expression Osa-DOX (2.7.3)

E. coli BL21(DE3)
E. coliMG1655 RARE?
E. coli W3110(DE3)?

New England BiolLabs

Merck
Universitat Greifswald

Symrise

3 Beide Stamme lagen bereits mit den entsprechenden Plasmiden (2.1.2.1) transformiert als fertige Klone zur Expression vor.

2.1.4.2 Pilze

Die verwendeten Pilze (Tabelle 16) wurden von Mitarbeitern des Instituts fir Lebensmittel-

chemie und Lebensmittelbiotechnologie der Justus-Liebig-Universitat GieRen in der Natur iso-

liert (LCB) oder Uber eines der folgenden Institute bezogen: Westerdijk Fungal Biodiversity
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Institute (Utrecht, Niederlande, CBS), Leibniz-Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen (Braunschweig, DSM), Senckenberg Forschungsinstitut und Na-
turmuseum Frankfurt (Frankfurt am Main, FSI), Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung
(Braunschweig, HZI) bzw. LOEWE Schwerpunkt Integrative Pilzforschung (Frankfurt am Main,
IPF). Die Bezugsstellen der einzelnen Organismen sind anhand des Buchstaben-Codes der je-

weiligen Stammnummern ersichtlich.

Tabelle 16: Verwendete Pilze, Bezeichnungen, Isolationssubstrat und -ort.

(Unter-) Stamm-

Organismus Abkiirzung Abteilung® nummer Isolationssubstrat und -ort

Agrocybe aegerita AAE3 Basidio LCB 279 unbekannt

Cercospora zeina CZE Asco CBS 118820 Mais, Pietermaritzburg, ZAF

Clitocybe odora CoD Basidio HZI 13334 unbekannt

Conidiobolus heterosporus ~ CHET-N Ento CBS 333.74 Kulturboden, Leiden, NL

Flammulina velutipes FVE-D Basidio DSM 1658 Rotbuche, Deutschland

Fomes fomentarius FFO Basidio LCB 167 Deutschland

Fomitopsis pinicola FPI-D Basidio DSM 3521 unbekannt

Ganoderma applanatum GAP Basidio DSM 3800 Humboldt-Weide, ARG

Ganoderma lucidum GLU Basidio DSM 3515 unbekannt

Inonotus radiatus INRA Basidio IPF unbekannt

Lachneum virgineum LVI-FP Asco LCB 468 Deutschland

Laetiporus sulfureus LSU Basidio DSM 1014 unbekannt

Lentinula edodes LED Basidio CBS389.89  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 Giellen

Mortierella hyalina MHY-FP Mucor LCB 243 GielRen

Mortierella isabellina MIS Mucor DSM 1414 British Columbia, CA

Mortierella sp. MSP Mucor LCB 473 Reiskrichen

Mycetinis scorodonius MSC Basidio CBS 137.83 immergriine Barentraube,
Ticino, CH

Neonectria faginata NFA Asco CBS 151.92 Berchtesgaden

Panellus stipticus PSTI Basidio LCB 203 Deutschland

Phellinus igniarius PIG-F 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

Psathyrella piluliformis PPI Basidio LCB 223 Deutschland
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Tabelle 16 (Fortsetzung)

(Unter-) Stamm-
Organismus Abkiirzung Abteilung® nummer Isolationssubstrat und -ort
Pycnoporus cinnabarinus PCIN Basidio DSM 1184 Laubbaum
Pycnoporus coccineus PYCO Basidio CBS 355.63 Baumstamm, Bougainville, SLB
Rhizopus azygosporus RAZ Mucor CBS 357.93 Tempeh, Bogor/Java, ID
Stereum hirsutum SHI Basidio FSU 10130 unbekannt
Stereum rugosum STRU Basidio DSM 5183 Rotbuche, D
Trametes versicolor TVE Basidio LCB 7 unbekannt
Wolfiporia cocos WCO-C Basidio CBS 279.55 Walhalla/SC, USA

2 Asco = Ascomycota, Basidio = Basidiomycota, Ento = Entomophthoromycotina, Mucor = Mucoromycotina

2.1.5 Gerate und Zubehor

2.1.5.1 Gaschromatographie

Zur gaschromatographischen Analyse wurden verschiedene Systeme (Tabelle 17) genutzt, wo-

bei diverse Trennsaulen (Tabelle 18), Fasern zur SPME (Tabelle 19) und weiteres gaschromato-

graphisches Zubehor (Tabelle 20) Anwendung fanden.

Tabelle 17: Gaschromatographische Systeme.

Kurzbezeichnung GC-System Autosampler und Detektor(en)

Hersteller

GC-FID 7890A
GC-FID-O 7890A
GC-MS | 7890A
GC-MS I 7890B
GC-MS/MS-0 7890A

7683B Sampler

Flammenionisationsdetektor (FID)

G4513A Sampler
FID

Olfactory Detection Port (ODP) 3

MultiPurpose Sampler (MPS) 2XL
5975C VL Mass Selective Detector (MSD)  Agilent Technologies

MPS robotic
5977B MSD

MPS 2XL
ODP3

QQQ 70008 Triple Quadrupole
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Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Gerstel (Milheim a. d. Ruhr)
Agilent Technologies

Gerstel

Agilent Technologies
Gerstel
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Gerstel
Gerstel

Agilent Technologies
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Tabelle 18: Gaschromatographische Trennsdulen.

Male
Bezeichnung Material Polaritat (Lange, Innendurchmesser, Filmdicke) Hersteller
DB-5ms (5%-Phenyl)- unpolar 30 m x 250 um x 0,25 um Agilent
methylpolysiloxan Technologies
HP-5 (5%-Phenyl)- unpolar 30 mx 320 pm x 0,25 um Agilent
methylpolysiloxan Technologies
HP-INNOWax  Polyethylenglycol polar 30 mx 320 um x 0,25 um Agilent
Technologies
Select FAME 3-Cyanopropyl- polar 100 m x 250 um x 0,25 um Agilent
polysiloxan Technologies
VF-WAXms Polyethylenglycol  polar 30 m x 250 pm x 0,25 pm Agilent
Technologies
VF-WAXms Polyethylenglycol  polar 30 mx 320 um x 0,25 um Agilent

Tabelle 19: SPME-Fasern mit Angaben zum Coating-Material.

Technologies

Faserbeschichtung Farb-Code  Schichtdicke [um]  Modell Hersteller

Divinylbenzen/Carboxen/ grau 50/30 57298-U, StableFlex, Supelco

Polydimethylsiloxan 23 Ga, Autosampler

(DVB/CAR/PDMS)

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

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

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

Carbowax (CW) 60 57354-U, Metal alloy, Supelco

(Polyethylenglycol) 23 Ga, Autosampler

Tabelle 20: Weiteres gaschromatographisches Zubehor.

Material

Nahere Bezeichnung

Hersteller

Flissigliner
GC-Spritze fur GC-FID
GC-Spritze fur GC-FID-O

GC-Spritze fir GC-MS-Systeme

SPME-Liner

2.1.5.2 Sonstige Gerate

Neben den gaschromatographischen Systemen kam eine Reihe weiterer Geratschaften zum

Einsatz (Tabelle 21).

Focusliner®, 4 mm ID

10 pL

Gold Standard Syringe, 5 pL
10 pL (10-Gn-Mf-T)

Direct (SPME) Type, Straight
Design (unpacked)
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SGE Analytical Science (Crownhill, UK)

SGE
Agilent
Gerstel

Supelco
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Tabelle 21: Gerdte.

Gerat

Hersteller

Autoklav Laboklav 160 MSL

Autoklav Laboklav 25 B

Avance [ NMR 400 MHz

Avance Il NMR 400 MHz HD

Avance Il NMR 600 MHz
CHN-Analysator, FlashEA — 1112 Series
Direktverdranger-Pipette Handystep S
Feinwaage Adventurer AX224
Feinwaage BP 211D

Feinwaage Si-234A
Feuchtebestimmer MA35
Gefriertrockner Alpha 1-2 LD plus

Geldokumentation DeVision DBOX mit UV-Transilluminator

Gelscanner Bio 5000 MICROTEK
Glucose-Analysator Biosen C-Line
Grobwaage Atilon Acculab
Inkubationsschrank IPP 5000
Inkubationsschittler Ecotron
Inkubationsschiittler Minitron
Inkubationsschittler Orbitron
Inkubationsschuttler ES-80
Kalte-Umwalzthermostat Minichiller®
Kolbenhubpipetten S20, S200, S1000
Kolbenhubpipette Research 5000

Mikrotiterplatten-Lesegerat Synergy™ 2 Multi-Mode

Nanophotometer Perl

Ofen Bosch HCE8544.0

PCR-Cycler CFX Connect™ Real-Time System
PCR-Cycler T100

PerfectBlue™ Tank Electro Blotter Web™ S
pH-Meter Seven-Easy

Probenkonzentrierer

Photometer UV-Line 9400
Reinstwasseranlage Sartorius Arium 611VF
Rollinkubator RS-TR0O5

Rotationsinkubator Rotator SB3

Rotationsverdampfer Rotavapor R-300

Sauerstoffsensor NTH-PSt1-L2.5-TS-NS40/1.2-NOP

Soxtherm®-Extraktionseinheit SOX 416 Makro
Stereomikroskop S9i

Sterilwerkbank SAFE 2020

Sterilwerkbank HERAsafe KS18

SHP Steriltechnik (Schloss Detzel)
SHP Steriltechnik

Bruker (Billerica/MA, USA)

Bruker

Bruker

Thermo Fisher

Brand

Ohaus Europe (Greifensee, CH)
Sartorius

Denver Instrument (Denver/CO, USA)
Sartorius

Christ (Osterode am Harz)

Decon Science Tec (Hohengandern)
Serva

EKF-Diagnostics

Satorius

Memmert (Schonaich)

Infors (Einsbach)

Infors

Infors

Grant Instruments (Shepreth, UK)
Peter Huber Kaltemaschinenbau (Offenburg)
Brand

Eppendorf (Hamburg)

Biotek Instruments (Bad Friedrichshall)
Implen (Miinchen)

Robert Bosch Haushaltsgerate (Stuttgart)
Bio-Rad

Bio-Rad

Peqlab (Erlangen)

Mettler-Toledo (GieRen)

Stuart (Staffordshire, UK)

Schott Instruments (Mainz)
Satorius

Phoenix Instruments (Garbsen)
Stuart

Buchi (Flawil, CH)

PreSens (Regensburg)

Gerhardt

Leica (Wetzlar)

Thermo Fisher

Thermo Fisher



Experimenteller Teil

Tabelle 21 (Fortsetzung)

Gerat

Hersteller

Thermoraum
TripleTOF 5600+ (APCI-TOF-MS)

Ultraschall-Sonde MS72 mit Netzteil Sonopuls HD 2070

Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H
Ultratiefkiihlschrank Forma 900 Series
Ultraturrax-Dispergierstab T25
Zentrifuge Allegra X-15-R

Zentrifuge (Microfuge) 22R
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Viessmann (Allendorf)
ABSciex (Darmstadt)
Bandelin Electronic (Berlin)
Bandelin Electronic
Thermo Fisher

IKA (Staufen)

Beckman Coulter (Krefeld)

Beckman Coulter
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2.2

Software und Datenbanken

Zur Dokumentation und zur Auswertung der generierten Daten wurden unterschiedliche Soft-

ware und diverse Datenbanken herangezogen (Tabelle 22).

Tabelle 22: Software und Datenbanken.

Software/Datenbank

Verwendungszweck

Hersteller/Anbieter

Analyst TF 1.7.1 und PeakView 2.2

Bio-Rad CFX Manager 3.0

Chemstation

DeVision G

ExPASy ProtParam-Tool

Gen5

Leica Application Suite (LAS) X
version 3.0.11.20652

MassHunter Qualitative Analysis
MassHunter Quantitative Analysis

MestReNova
Version 12.0.4-22023

NIST Mass Spectral Library
(NIST 14)

OriginPro version 2020
OxyView TX3v602

ScanWizard Bio

Universal Protein Resource
UniProt
2 The UniProt Consortium (2019)

Auswertung der monoisotopischen
Massen von Syntheseprodukten

Steuerung/Auswertung zum
PCR-Cycler CFX Connect™
Real-Time System

Auswertung von Chromatogrammen
(GC-FID-Systeme)

Gel-Dokumentation mittels DeVision
DBOX

Kalkulationen von
Protein-Parametern

Photometer-Software des
Mikrotiterplatten-Lesegerats

Stereomikroskop-Software

Auswertung von Chromatogrammen
und Massenspektren
(GC-MS-Systeme)

Auswertung von NMR-Spektren

Datenbank zum Abgleich von
Massenspektren

Kalkulation Michaelis-Menten
Kinetik

Sauerstoffmessung mittels
Sauerstoffsonde

Gel-Dokumentation mittels Bio 5000
MICROTEK

Datenbank zum Abgleich von
Protein-Sequenzen
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ABSciex

Bio-Rad

Agilent Technologies

Decon Science Tec

Swiss Institute of Bioinformatics
(Lausanne, CH)

BioTek

Leica

Agilent Technologies

Mestrelab Research
(Santiago de Compostela, ES)

National Institute of Standards
and Technology
(Gaithersburg/MD, USA)

OriginLab Corporation
(Northampton/MA, USA)
PreSens

Serva

UniProt Consortium?
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2.3 Kulturfithrung von Pilzen:

Screening mit Fokus auf der Bildung relevanter Fettsauren

2.3.1 Zusammensetzung der Nahrmedien

Die Nahrmedienbestandteile (Tabelle 23) wurden mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) auf
ihr entsprechendes Volumen aufgefillt und autoklaviert (121 °C, 20 min). Sofern die Nahr-
medien Glucose enthielten, wurde diese separat von den restlichen Medienbestandteilen als
wassrige Losung autoklaviert, nach dem Abkuihlen unter sterilen Bedingungen mit dem restli-
chen Medium vermischt und mit autoklaviertem VE-Wasser auf 1 L aufgefillt. Zur Herstellung
von festen Nahrmedien fir die Emerskultivierung wurde den jeweiligen Medien vor der Sterili-
sierung Agar (15 g/L) zugesetzt und das noch warme Medium wurde unter sterilen Bedingun-

gen in Petrischalen gegossen (etwa 25 mL/Platte).

Tabelle 23: Ndhrmedien-Zusammensetzungen.

Medienbestandteil Konzentration [g/L] Medienbestandteil Konzentration [g/L]
Malzextrakt-Medium (ME) Hefeextrakt-Glucose-Medium (YD)
Malzextrakt 20 Hefeextrakt 10

Glucose-Monohydrat 22

Malzextrakt-Pepton-Medium (MEP) Kartoffelextrakt-Glucose-Medium (PD)
Malzextrakt 30 Kartoffelextrakt 4
Sojapepton 3 Glucose-Monohydrat 22
Einstellung vor dem Autoklavieren Einstellung vor dem Autoklavieren
mit 0,1 M HCl auf pH 5,6 mit 0,1 M NaOH auf pH 6,6

Hefeextrakt-Malzextrakt-Medium (YM)

Hefeextrakt 3
Malzextrakt 30

2.3.2 Stammbhaltung

Mittels Korkbohrer wurden vom duBeren Rand einer zu ca. 80% bewachsenen Agarplatte 10
Myzelstlicke (5 mm Durchmesser) ausgestanzt und in ein steriles 2 mL-Kryoréhrchen tber-
fuhrt. Die Lagerung erfolgte entweder bei 4 °C im Kiihl-, bei =80 °C im Tiefkiihlschrank oder in
fliissigem Stickstoff. Fiir die Lagerung bei 4 °C wurde zu den Agarstiicken 1 mL Wasser hinzu-

gegeben. Fir die Lagerung bei —80 °C sowie in fllssigem Stickstoff wurde stattdessen 1 mL
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Glycerol (10%, v/v) als Gefrierschutz verwendet. Zur Kultivierung (2.3.3) wurde bei Bedarf ein

Myzelstiick auf eine frische Agarplatte liberfiihrt.

2.3.3 Kulturfiihrung auf Agar-Platten (emers)

Ausgehend von der Stammsammlung des Instituts fir Lebensmittelchemie und Lebensmit-
telbiotechnologie (2.3.2) wurden die Pilze auf Agarplatten unterschiedlicher Zusammenset-
zung (2.3.1) kultiviert. Die Wahl der Nahrmedien erfolgte auf Grundlage von Lieferanten-

Empfehlungen (2.1.4.2) oder, im Falle institutseigener Isolate, Erfahrungswerten (Tabelle 24).

Tabelle 24: Zur Anzucht der jeweiligen Pilze genutzte Néhrmedien.

ME-Agar MEP-Agar PD-Agar YD-Agar YM-Agar
AAE3, FVE-D, FFO, COD, GLU, INRA, CZE MSP, MAL-FP, CHET-N
FPI-D, GAP, LVI-FP, LPE, MPR, NFA, MHY-FP, MIS

LSU, LED, MEX, PSTI, PIG-F, PBE,

MES, MSC, PER, PDR, PPI, SHI, STRU

POS, POSQ, PCIN,
PYCO, RAZ, TVE,
WCO-C

Ein frisches, ca. 1 cm? groRes Myzelstiick wurde mittig auf einer neuen Agarplatte platziert,
die Petrischale mit Parafilm® verschlossen und bei 24 °C im dunklen Brutschrank inkubiert.
Sobald die Platte zu ca. 80% bewachsen war, wurde der Pilz auf eine neue Agarplatte

umgesetzt bzw. Vorkulturen angelegt (2.3.4).

2.3.4 Vorkulturfilhrung (submers)

Fiir die submers gefiihrten Vorkulturen wurden die jeweiligen Nahrmedien der Emerskulturen
(2.3.3) verwendet. Unter sterilen Bedingungen wurde ein mit 200 mL Nahrmedium befillter
500 mL-Erlenmeyerkolben mit zwei 1 cm? groBen Myzelstiicken aus dem duReren Rand der
Wachstumszone einer Emerskultur inokuliert. Die Stlicke wurden mittels Ultraturrax-Disper-
gierstab zerkleinert (30 s, 10.000 U/min) und die Vorkulturen im Anschluss bei 24 °C und Dun-

kelheit auf einem Inkubationsschittler inkubiert (150 U/min, Auslenkung 25 mm).

2.3.5 Hauptkulturfiihrung (submers)

Die Vorkulturen (2.3.4) wurden unter sterilen Bedingungen mit einem Ultraturrax-Dispergier-

stab homogenisiert (30 s, 10.000 U/min). Jeweils 40 mL der resultierenden Suspensionen wur-
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den als Inokulum verwendet und zu 400 mL frischem Nahrmedium (Zusammensetzung ent-
sprechend dem jeweiligen Nahrmedium der Emers- bzw. Vorkultur) in einem 1 L-Erlenmeyer-
kolben hinzugefligt. Die Kultivierung erfolgte analog der Vorkultur. Von jedem Pilz wurden

mindestens drei Hauptkulturen angelegt.

2.3.6 Kulturernte und Bestimmung der Biotrockenmasse

Die Myzelernte der Hauptkulturen (2.3.5) erfolgte nach ausreichendem Bewuchs (optische
Abschatzung). Die Pilzmyzelien wurden per Vakuumfiltration mittels eines Biichnertrichters
(Durchmesser 110 mm, Cellulosefilter) vom Nahrmedium abgetrennt, mit ca. 0,5 L VE-Wasser

gewaschen und bei —20 °C eingelagert.

Abweichend von diesem Verfahren wurden die Myzelien von AAE3, GAP, INRA, LPE, NFA, PSTI
und PDR abzentrifugiert (3724 g, 20 °C), mehrmals mit VE-Wasser gewaschen und anschlie-

Rend ebenfalls tiefgefroren.

Im Anschluss wurden alle Myzelien fir mindestens 48 h gefriergetrocknet (0,37 mbar, —30 °C)
und zur Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) die mittels Infrarot-Feuchtebestimmer er-

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 fiir die Kultivierung von FVE-D und
MHY-FP beschrieben. Die Vorkulturen wurden ausgehend von Emerskulturen auf ME- (FVE-D)
bzw. YD-Agar (MHY-FP) angesetzt. Grundsatzlich erfolgten die Kulturfiihrung, Myzelernte und
Bestimmung der BTM wie in 2.3 beschrieben. Die auf diese Weise erhaltenen Myzelien wur-

den gemaR 2.6 hinsichtlich ihrer Lipidgehalte und Fettsdurezusammensetzungen untersucht.

2.4.1 Test diverser komplexer Standard-Ndahrmedien

Zunachst wurde der Einfluss diverser komplexer Standard-Ndahrmedien getestet. Die Herstel-
lung der dafiir genutzten Nahrmedien (Tabelle 25) erfolgte analog zu 2.3.1. Die Zusammen-
setzungen der ebenfalls genutzten ME-, MEP- und YD-Medien finden sich in Tabelle 23. Die

Kulturdauern blieben im Vergleich zum Screening (Tabelle 57) unverandert.

Tabelle 25: Zusammensetzung der getesteten Ndhrmedien.

Medienbestandteil Konzentration [g/L] Medienbestandteil Konzentration [g/L]
Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Medium | (YPG)? Standard-Nahrmedium (SNL)
Hefeextrakt 3 Glucose-Monohydrat 30
Sojapepton 3 Asparagin-Monohydrat 4,5
Glucose-Monohydrat 30 KH2POs 1,5
CaCOs 2 MgSO4x7H.0 0,5
Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Medium Il (YPD) Hefeextrakt 3
Hefeextrakt 10 Spurenelementldsung 1mL/L
Sojapepton 20 pH-Einstellung vor dem Autoklavieren
Glucose-Monohydrat 20 mit 1 M NaOH auf pH 6,0
Adeninsulfat 0,03 FeClz3x6 H.O0 80 mg/L
Malzextrakt-Pepton-Glucose-Medium (MPG) Spuren- ZnSOsx 7 H20 90 mg/L
Malzextrakt 3 elementldsung MnSOsx H20 30 mg/L
Sojapepton 3 CuSOsx5H20 5 mg/L
Glucose-Monohydrat 33 EDTA 400 mg/L

Hefeextrakt-Malzextrakt-Glucose-Medium (YMG)

Hefeextrakt 4
Malzextrakt 10
Glucose-Monohydrat 4

@ dieses Medium wurde lediglich fiir die Anzucht von FVE-D getestet und vor Verwendung vom unléslichen CaCOs dekantiert
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2.4.2 Kultivierungstemperatur

Die Pilze wurden in MPG- (FVE-D, Vorkultur 7 d) bzw. YD-Medium (MHY-FP, Vorkultur 3 d)
gefiihrt, wobei die Hauptkulturen 7 (FVE-D) bzw. 6 Tage (MHY-FP) bei 16, 24 und 37 °C

inkubiert wurden.

2.4.3 Kultivierungsdauer

Beide Pilze wurden lber einen langeren Zeitraum hinweg kultiviert und in regelmaRigen Ab-
standen Hauptkulturen geerntet. FVE-D wurde 33 Tage in MPG-Ndahrmedium gefiihrt und an
den Tagen 7, 21 und 33 geerntet (Vorkultur 7 d). MHY-FP wurde dagegen fir 14 Tage in YD-

Medium kultiviert und die Myzelien nach 2, 4, 6 sowie 14 Tagen geerntet (Vorkultur 3 d).

Uber den Zeitraum der Kultivierung hinweg wurde in den Kulturiiberstinden die Glucose-
Konzentration ermittelt, indem separat dafiir angesetzten Kulturen steril 1 mL-Aliquote ent-
nommen wurden. Im Falle von FVE-D erfolgte die Probennahme bis zum achten Tag taglich,
bis zum 18. Kulturtag alle zwei Tage und anschlieBend jeden dritten Tag. Den Kulturen von
MHY-FP wurde dagegen bis zum vierten Kulturtag taglich ein Aliquot entnommen. Anschlie-
Rend wurde jeden zweiten Tag beprobt. Die Aliquote wurden zentrifugiert (16.000 g, 30 min,

4 °C), der Uberstand 1:5 (v/v) verdiinnt und der Glucose-Gehalt mittels Biosensor ermittelt.

2.4.4 Variation von Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis, Kohlenstoff- und

Stickstoffquelle (Flammulina velutipes)
2.4.4.1 Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis

Zur Kultivierung von FVE-D wurden verschiedene Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnisse (C/N-
Verhaltnisse) getestet. Die hierfir genutzten Vorkulturen wurden sieben Tage in MPG-Me-
dium kultiviert, vor der Homogenisierung mittels Ultraturrax vereinigt und das Myzel mit ste-
rilem VE-Wasser gewaschen. Als Hauptkulturmedium wurde ebenfalls MPG-Medium verwen-
det, wobei jedoch ausgehend vom standardmaRig genutzten Medium (Tabelle 25) 1, 3 bzw.
5g/LSojapepton verwendet wurden. Die Gehalte an Malzextrakt und Glucose wurden unveran-

dert beibehalten. Die Myzelernte der Hauptkulturen erfolgte nach 21-tagiger Kultivierung.

Den Kulturen wurden bis zum zehnten Kulturtag alle zwei, danach alle drei Tage Aliquote ent-

nommen, um analog zu 2.4.3 die Glucose-Gehalte in den Kulturiiberstanden zu bestimmen.
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Das C/N-Verhaltnis der verschiedenen Medien wurde mittels Elementaranalyse im Labor

»Zentrale Analytik” des Instituts flir organische Chemie der JLU GielRen bestimmt.

2.4.4.2 Kohlenstoff- und Stickstoffquelle

Darliber hinaus wurde die Kultivierung von FVE-D unter Verwendung diverser Kohlenstoff-
und Stickstoffquellen untersucht. Der Pilz wurde sieben Tage in ME-Vorkultur gefihrt, die My-
zelien vereinigt, mit sterilem VE-Wasser gewaschen und nach Homogenisierung in MPG/MPC-
Hauptkulturen verschiedener Zusammensetzungen (Tabelle 26) liberflihrt. Die Myzelien wur-

den nach weiteren sieben Tagen in Hauptkultur geerntet.

Tabelle 26: Néhrmedienzusammensetzung mit variierter Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquelle.

Medienbestandteil Konzentration [g/L] Medienbestandteil Konzentration [g/L]
Malzextrakt-Pepton-Glucose-Medium Malzextrakt-Pepton-Kohlenstoff-Medium
(MPG Pepton/Protein)? (MPC Kohlenstoff-Quelle)®
Malzextrakt 3 g Malzextrakt 3 g
Pepton/Protein® 3g Sojapepton 3g
Glucose-Monohydrat 33 g Kohlenstoff-Quelle® 1 Glucose-Aquivalent

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

2 neben dem ublicherweise genutzten Pepton aus Soja fanden Casein-, Erbsen-, Fleisch-, Gelatine-, Lactalboumin-, Milch- und Saubohnen-
pepton sowie Milchprotein und Sojaprotein Anwendung. Das jeweilige Medium wird kiinftig mit der Abkiirzung MPG und der nachgestell-
ten Pepton-/ Proteinart, z.B. MPG Casein, abgekiirzt. Bei ,,MPG“ ohne Zusatz handelt es sich um das Medium mit Sojapepton

entspricht dem pH-Wert bei Verwendung von Sojapepton

als Kohlenstoff-Quelle wurden neben der tblicherweise verwendeten Glucose Cellobiose (28,5 g/L), Fructose (30,0 g/L), Lactose-Monohy-
drat (30,0 g/L), Maltose-Monohydrat (30,0 g/L), Saccharose (28,5 g/L), Sorbitol (30,3 g/L) und Xylose (30,0 g/L) verwendet

o

o

2.4.5 Supplementation mit Prakursoren ungeradzahliger Fettsauren

(Mortierella hyalina)

Die Supplementation mit verschiedenen Aminosauren erfolgte lediglich fiir MHY-FP. Der Pilz
wurde in YD-Medium gefiihrt (Vorkultur 3 d), wobei die Hauptkulturen (4 d) zusatzlich L-Iso-
leucin, L.-Methionin, L-Threonin oder L-Valin (jeweils 1 g/L) enthielten. Als Negativkontrolle

wurde der Pilz ohne Zusatze kultiviert.
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2.5 Supplementationsstudien zur Aufkldrung der Biosynthese

von Dodec-11-ensaure (wl) durch Flammulina velutipes

Die Hauptkulturen (MPG-Ndhrmedium (Tabelle 25)) wurden mit 7-tagigen ME-Vorkulturen
(2.3.5) inokuliert. Wahrend der Hauptkulturfiihrung wurde der potentielle Prakursor in unter-
schiedlichen ,,Feeding-Designs“ als Supplement zugesetzt (Tabelle 27). Die verwendete Laurin-
saure wurde autoklaviert und warm in das Nahrmedium pipettiert, sodass sich feste Plattchen

an der Oberflache bildeten.

Tabelle 27: ,,Feeding-Designs“ der verschiedenen Supplementationsexperimente mit FVE-D zur Aufkld-
rung der Biosyntheseweges von Dodec-11-ensdure.

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

Die Myzelien wurden wie bereits beschrieben geerntet (2.3.6), die Lipide mit n-Hexan extra-
hiert (2.6.1) und nach Transmethylierung (2.6.2.1 bzw. 2.6.2.2) auf die Fettsdurezusammen-
setzung hin untersucht (2.6.3). Analog wurde mit biologischen und chemischen Blindwerten
verfahren, die nicht supplementiert bzw. nicht inokuliert, jedoch mit Supplement versehen

und inkubiert wurden.

Dariber hinaus wurde aus nicht supplementierten Kulturen gewonnenes Myzel, das ansons-
ten analog zu Ansatz 1 inkubiert wurde, zur exakten Quantifizierung der gebildeten Mengen

an Dodec-11-ensaure genutzt (2.6.4).
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2.6 Lipid- und Fettsaureanalytik

2.6.1 Lipidextraktion

Die lyophilisierten Myzelien (2.3.6) wurden gemorsert, in Extraktionshilsen eingewogen und
mit Glaswolle abgedichtet. Die Extraktion mit Petrolether (160 mL, niedrig siedend [35-65 °C])
erfolgte mittels Soxtherm®-Apparatur (Tabelle 28). Den Ansatzen wurden hierfiir vorab Siede-

steinchen hinzugefigt.

Tabelle 28: Extraktionsparameter der Soxtherm®-Apparatur (Petrolether).

T-Klasse | 200 °C Abdestillieren AA | 6x Intervall
Extraktionstemperatur | 150 °C Extraktionszeit | 2 h 0 min
Absenkintervall | 4 min0s Abdestillieren AB | 3x Intervall
Absenkimpuls | 2s Abdestillieren AC | 5 min
Kochphase | 0 h 0 min Programmdauer | 2 h 41 min

Der (berschiissige Petrolether wurde im Anschluss mit Stickstoff abgeblasen und die Becher
der Soxtherm®-Apparatur bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz (ca. 45 min) getrocknet. Im An-
schluss wurden die Lipide jedes Ansatzes in 3 mL Isooctan aufgenommen und bis zur weiteren

Verwendung (2.6.2.1 bzw. 2.6.2.2) in BraunglasgefaRen unter Stickstoff bei —20 °C gelagert.

Die Myzelien von FVE-D und MHY-FP im Zuge detaillierterer Untersuchungen (2.4) und den
Supplementationsstudien (2.5) wurden analog mit 160 mL n-Hexan und angepassten Parame-

tern extrahiert (Tabelle 29).

Tabelle 29: Extraktionsparameter der Soxtherm®-Apparatur (n-Hexan).

T-Klasse | 200 °C Abdestillieren AA | 6x Intervall
Extraktionstemperatur | 165 °C Extraktionszeit | 2 h 0 min
Absenkintervall | 3 min30s Abdestillieren AB | 3x Intervall
Absenkimpuls | 2s Abdestillieren AC | 5 min
Kochphase | 0 h 0 min Programmdauer | 2 h 36 min
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2.6.2 Synthese von Fettsdauremethylestern

2.6.2.1 Umesterung der Fettsauren aus den fungalen Lipidextrakten mittels alkali-

katalysierter Transmethylierung

Die Synthese von Fettsauremethylestern erfolgte in Anlehnung an das Schnellverfahren (Trans-
methylierung unter alkali-katalysierten Bedingungen) der amtlichen Sammlung von Untersu-

chungsverfahren nach §64 LFGB (BVL 2019).

1 mL des Lipidextraktes (2.6.1) wurde mit 1 mL Isooctan verdiinnt, mit 0,1 mL methanolischer
Kaliumhydroxidlosung (2 M) versetzt und kraftig geschiittelt. Nach 2 min Standzeit wurden
2 mL einer gesattigten Kochsalzlésung zugegeben und erneut geschiittelt. Die organische Pha-
se wurde abgenommen und lber Nacht bei 4 °C Gber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet.
Vor der gaschromatographischen Analyse der organischen Phase (2.6.3) wurde diese, abhan-
gig vom Fettgehalt der jeweiligen Pilzspezies, gegebenenfalls 1:10 bzw. 1:100 (v/v) mit Isooc-

tan verdinnt.

Als Blindwerte fiir die Variation der Stickstoff-Quellen wurde analog den Pilzkulturen inkubier-
tes Medium vakuumfiltriert und die erhaltenen Filterpapiere mit n-Hexan extrahiert. Die Ex-
trakte wurden in 2 mL Isooctan aufgenommen und vollstandig zur Umesterung und anschlie-

Renden gaschromatographischen Analytik (2.6.3) verwendet.

2.6.2.2 Um-und Veresterung der Fettsauren aus den fungalen Lipidextrakten

mittels Bortrifluorid-katalysierter Transmethylierung

Die aus den Supplementationsstudien (2.5) stammenden Lipidextrakte wurden zur Methyl-
veresterung sowohl der veresterten als auch der freien Fettsduren zusatzlich nach Fraatz et
al. (2018) mit Bortrifluorid methyliert. Hierzu wurden 100 uL Lipidextrakt verwendet. Die

gebildeten Fettsduremethylester wurden gaschromatographisch untersucht (2.6.3).

2.6.2.3 Veresterung von Fettsduren als Referenzsubstanzen

Neben den in Tabelle 4 gelisteten Fettsdauremethylestern dienten die dort genannten Fettsdu-
ren als Referenzsubstanzen zur Identifizierung. Letztere wurden nach Fraatz et al. (2018) me-
thyliert und gaschromatographisch analysiert (2.6.3). Dabei wurden, je nach Verfligbarkeit,

50 pg bis 10 mg der jeweiligen Fettsaure zur Methylierung eingewogen.
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2.6.3 Gaschromatographische Fettsaureprofilanalyse

Die Analyse der gewonnenen Fettsauremethylester (2.6.2) erfolgte mittels GC-MS (Tabelle
30). Die Identifizierung der einzelnen Verbindungen wurde tber einen Vergleich mit authen-
tischen Referenzsubstanzen (Tabelle 4 bzw. 2.6.2.3) vorgenommen. Als gerdteunabhangige
KenngroRRen dienten dabei die Retentionsindices (Rl) nach van den Dool und Kratz (1963), wel-
che mit Hilfe der Analyse einer homologen Reihe von n-Alkanen fiir jede Substanz berechnet

wurden (Formel (1)).

Tabelle 30: Gerdteparameter der FAME Analyse.

Gaschromatograph GC-MS |
Stationdre Phase VF-WAXms Select FAME DB-5ms
" He (5.0), 1,2 mL/min He (5.0), 1,0 mL/min He (5.0), 1,2 mL/min

Tragergas

(constant flow) (constant flow) (constant flow)
Injektor und split/splitless-Inlet (Split 5:1 bis 250:1, siehe FlieRtext), 250 °C,
Probenaufgabe 1 pL Injektionsvolumen

40 °C (3 min), 80 °C (1 min), 20 °C/min, 40 °C (3 min),
o . 145 °C (30 min), 1 °C/min, R .

Temperaturprogramm 3 °C/min, 198 °C (0 min), 5 °C/min 3 °C/min,

240 °C (12 min) ! ! 300 °C (10 min)

250°C (15 min)

Tem
pera-tur 250 °C

Transferline

lonenquelle: 230 °C, Quadrupol: 150 °C,

MS-Parameter , ,
Totalionenscan, Massenbereich m/z 33-425

tp (Substanz) — ¢, (C
RI=100-7n+ 100 - r( 1)

tr(Cpi1) — tr(Cp) (1)

RI Retentionsindex
n Anzahl der Kohlenstoffe des vor dem Analyten eluierenden Alkans
tr(Substanz)  Retentionszeit der Substanz
tr (Cn) Retentionszeit des vor der Substanz eluierenden

Alkans
tr(Cn+1) Retentionszeit des nach der Substanz eluierenden

Alkans

Die Identifizierungen im Zuge des Screenings nach Produktionsorganismen relevanter Fettsau-

ren (2.3) wurde anhand einer VF-WAXms sowie einer Select FAME-Trennsaule durchgefiihrt.
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Die Extrakte von FVE-D und MHY-FP wurden zusatzlich mittels DB-5ms analysiert. Fiir die Ana-
lytik weiterer FAME-Extrakte (2.4 und 2.5) wurde ausschlieBlich die VF-WAXms-Trennsaule
verwendet. Das Splitverhaltnis wurde stets abhdngig von der jeweiligen Probe bzw. Referenz-

substanz gewahlt, sodass eine maximale Signalintensitat von 9,9 x 108 erreicht wurde.

Um vor allem fir Minorbestandteile massenspektrometrische Fragmentierungsmuster zu er-
halten, wurden die Proben dariber hinaus splitlos injiziert und der MS-Detektor zu Elutions-

zeiten intensiver Peaks ausgeschaltet.

2.6.4 Gaschromatographische Quantifizierung von Dodec-11-ensdure

mittels externer Kalibrierung

Fir die Lipidextraktion mittels Soxtherm®-Apparatur (2.6.1) wurde n-Hexan verwendet, wobei
die Myzelien (2.5) nach Einwaage in die Extraktionshiilsen mit 500 pLinternem Standard (Glyce-
roltrinonanoat 4,101 mg/mL n-Hexan) versetzt wurden. Nach der Transmethylierung (2.6.2.1)
wurden die organischen Extrakte per GC-MS analysiert (Tabelle 31) und {iber eine externe Ka-

librierung quantifiziert.

Tabelle 31: Gerdteparameter der FAME-Analyse zur Quantifizierung von Dodec-11-ensdure.

Gaschromatograph GC-MS I

Stationare Phase VF-WAXms

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

Injektor und split/splitless-Inlet (Split 25:1), 250 °C,

Probenaufgabe 1 pL Injektionsvolumen

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

Temperatur Transferline 250 °C

MS-Parameter lonenquelle: 230 °C, Quadrupol: 150 °C,
Totalionenscan, Massenbereich m/z 33-425

Zur Erstellung zweier Kalibriergeraden wurden Verdiinnungen aus Nonan- und Dodec-11-en-
sauremethylester in Isooctan hergestellt (ca. 5 bis 30 pg/L) und ebenfalls mittels GC-MS ana-

lysiert (Tabelle 31).
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2.7 Transformation, Enzymexpression und -reinigung
2.7.1 Stammhaltung

Die verwendeten E. coli-Stamme wurden auf Platten mit LB-Agar (20 g/L LB-Medium, 15 g/L
Agar) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °Cim Brutschrank inkubiert. Fir die E. coli-Stamme
mit Antibiotika-Resistenzen wurden vor dem GieBen der Platten Kanamycin (50 pg/mL) bzw.

Chloramphenicol (34 pg/mL) zugegeben.

Die Stammhaltung der (transformierten) E. coli erfolgte durch Anlegen von Kryokulturen. Zu-
nichst wurde eine Ubernachtkultur (37 °C, 180 U/min) aus einem emers kultivierten Klon in
LB-Medium (20 g/L, ggf. unter Antibiotikum-Zusatz) angesetzt. Diesen Ubernachtkulturen
wurden 4 mL entnommen und zentrifugiert (3724 g, 5 min, RT). AnschlieRend wurde der Uber-
stand verworfen und das Zellpellet in 2 mL LB-Medium resuspendiert. Von der Suspension
wurde je 1 mL in Kryoréhrchen gegeben und nach Zugabe von 500 uL 80%iger (v/v) Glycerol-
Losung (sterilfiltriert, PorengroRe 0,22 um) mittels Vortexer kurz durchmischt. Die Kryorohr-
chen wurden eine Stunde in fliissigem Stickstoff tiefgekiihlt und anschlieBend bis zur weiteren

Verwendung bei —-80 °C gelagert.

2.7.2 Transformationen und genetische Modifikationen

Zur Expression der Csa-DOX mit und ohne His-Tag wurden die Plasmide pET28a-Csa-DOX_C-
His (Abbildung 6) und pET28a-Csa-DOX (Abbildung 5) genutzt. Die zur Herstellung des erstge-
nannten Konstrukts sowie die zur Expression notwendigen Klonierungsschritte sind als Uber-

sicht in Abbildung 8 dargestellt.

Zur Expression der Osa-DOX (2.7.3) und der MmCAR (2.7.4) wurden direkt einsetzbare Stam-
me von den Projektpartnern Symrise bzw. Universitat Greifswald (Arbeitsgruppe Prof. Uwe T.

Bornscheuer) erhalten (2.1.2.1).
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Plasmid
pET28a-Csa-DOX
(Abb. 2)

Transformation von
E. coli 10 mit dem Plasmid
pET28a-Csa-DOX zur
Vervielfaltigung
(2.7.2.2)

Isolierung des Plasmids
pET28a-Csa-DOX

Transformation von

Mutagenese zur Generierung E. coli BLZI(DES) mit
eines Csa-DOX-Plasmids dem Plasmid
mit C-terminalem His-Tag pET28a-Csa-DOX
(2.7.2.4)

Positionsgerichtete

Expression der

Transformation von Csa-DOX
E. coli 108 mit dem ohne His-Tag (2.7.3)
Plasmid
pET28a-Csa-DOX_C-His
zur Vervielfaltigung

Isolierung des Plasmids
pET28a-Csa-DOX _C-His
(Abb. 3)

Transformation von E. coli
BL21(DE3) mit dem
Plasmid
pET28a-Csa-DOX_C-His

Expression der
Csa-DOX mit
C-terminalem His-Tag
(2.7.3)

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Klonierung der Cs-DOX
kodierenden Gensequenz und der anschliefSenden Expression der Csa-DOX.
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2.7.2.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Nach Sambrook und Green (2012) wurde aus der LB-Ubernachtkultur (37 °C, 180 U/min) des
entsprechenden E. coli-Stammes eine LB-Hauptkultur (37 °C, 180 U/min, 50 mL mit 1% Inoku-
lum) angelegt. Bei einer optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo) zwischen 0,5 und 0,8 wurde die
Kultur 15 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert (1750 g, 4 °C, 15 min), das Zellpellet in 14 mL FD-
Puffer (Tabelle 32) resuspendiert und weitere 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifu-
gation (1750 g, 4 °C, 10 min) wurde das Pellet in 3,4 mL FD-Puffer aufgenommen und bis zur

weiteren Verwendung (2.7.2.2) zu 100 pL-Portionen bei —80 °C eingelagert.

Tabelle 32: Zusammensetzung des FD-Puffers zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli.

Komponente Konzentration
KClI 100 mM

CaCl2x 2 H20 50 mM

Glycerol 1M
Kaliumacetat 10 mM

2.7.2.2 Transformation von E. coli mit der a-Dioxygenase

aus Crocosphaera subtropica kodierenden Gensequenz

E. coli 10 wurde zundchst mit dem Plasmid pET28a-Csa-DOX (Abbildung 5) transformiert, um
eine Vervielfaltigung desselben zu erméglichen. Dazu wurden etwa 100 ng Plasmide zu
chemisch kompetenten E. coli (2.7.2.1) gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
folgten ein Hitzeschock (42 °C, 90 s) und eine erneute Inkubation auf Eis (3 min). Nach Zugabe
von 700 uL LB-Medium wurden die E. coli-Kulturen fiir mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert,
anschlieRend verschiedene Volumina auf einer Antibiotikum-LB-Agar-Platte ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °Cinkubiert (2.7.1). Die Transformation wurde mittels Kolonie-PCR (2.7.2.3)

Uberprift.

Nach der Isolierung des Plasmids pET28a-Csa-DOX aus dem Aliquot einer entsprechenden
Ubernachtkultur (37 °C, 180 U/min) mit Hilfe des NucleoSpin® bzw. des FastGene® Plasmid
Mini-Kits wurde dieses fiir die Transformation und Expression der Csa-DOX ohne His-Tag in

E. coli BL21(DE3) (2.7.3) bzw. fiir eine positionsgerichtete Mutagenese (2.7.2.4) verwendet.

Die Stammbhaltung der transformierten E. coli erfolgte in Form von Kryokulturen (2.7.1).
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2.7.2.3 Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion (Colony-PCR)

Einzelne Kolonien (2.7.2.2) wurden gepickt und fiir 10 min bei 95 °C in 50 pL sterilem Reinst-
wasser inkubiert, zentrifugiert (8000 g, 21 °C, 5 min) und anschlieBend 2,5 uL des Uberstandes

zur Kolonie-PCR (Tabelle 33) eingesetzt.

Tabelle 33: Zusammensetzung der Reaktionsmischung und Temperaturprogramm der Colony-PCR.

Temperaturprogramm
Bestandteile der Reaktionsmischung (10 uL) Schritt® Temperatur [°C]  Zeit [min:s]
Phusion-Polymerase (0,25 U) 1 98 2:00
HF-Puffer 2 98 0:30
dNTPs (0,2 mM) 3 60 0:30
Csa-DOX Forward-Primer (0,5 uM) 4 72 0:45
Csa-DOX Reverse-Primer (0,5 uM) Wiederholung von Schritt 2 bis 4 (30x)
2 1:initiale Denaturierung, 2: Denaturierung, 3: Primer-Bindung, > 72 5:00
4: Elongation, 5: finale Elongation, 6: Lagerung 6 4 00

Die erhaltenen Amplifikate wurden nach Behandlung mit MidoriGreen Direct mittels Agarose-
Gelelektrophorese untersucht (Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (Tabelle 34), 1% Agarose, 100V,
1000 mA, 150 W).

Tabelle 34: Zusammensetzung des TAE-Puffers zur Gelelektrophorese.

Komponente Konzentration
Tris 2M

Eisessig 5,71% (v/v)
EDTA (pH 8,0) 50 mM

2.7.2.4 Modifikation der Gensequenz mittels QuikChange™

Zur Expression einer Variante der Csa-DOX mit C-terminalem His-tag wurde das Plasmid
pET28a-Csa-DOX_C-His (Abbildung 6) durch positionsgerichtete Mutagenese aus dem verviel-
faltigten Mutterplasmid pET28a-Csa-DOX (2.7.2.2) hergestellt. Hierfiir wurde das Stop-Codon
im Insert von pET28a-Csa-DOX mittels QuikChange™ (Agilent) deletiert. Zur PCR wurden etwa
100 ng Mutterplasmid als Template eingesetzt (Tabelle 35). Im Anschluss wurde die Halfte der
Amplifikate nach Behandlung mit MidoriGreen Direct mittels Agarosegelelektrophorese un-
tersucht (TAE-Puffer (Tabelle 34), 1% Agarose, 100V, 1000 mA, 150 W). Mit der anderen

Halfte der PCR-Produkte erfolgte ein enzymatischer Dpnl-Verdau (1 uL Enzym) in FD-Puffer
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(50 pL Gesamtvolumen, 200 U/min, 37 °C, 2 h). Zur Vervielfaltigung wurde E. coli 10/ mit den
nicht verdaubaren Ziel-Plasmiden transformiert und die erfolgreiche Mutagenese per Sequen-
zierung der isolierten Plasmide anhand des T7-Terminator-Primers Uberprift (Microsynth
SEQLAB, Gottingen).

Tabelle 35: Zusammensetzung der Reaktionsmischung und Temperaturprogramm des PCR-Ansatzes
zur positionsgerichteten Mutagenese.

Temperaturprogramm
Bestandteile der Reaktionsmischung (25 L) Schritt® Temperatur [°C]  Zeit [min:s]
Phusion-Polymerase (0,5 U) 1 98 2:00
HF-Puffer 2 98 0:30
dNTPs (0,2 mM) 3 68 0:30
Csa-DOX QuikChange™ Forward-Primer (0,5 uM) 4 72 3:00
Csa-DOX QuikChange™ Reverse-Primer (0,5 uM) Wiederholung von Schritt 2 bis 4 (30x)
@ 1:initiale Denaturierung, 2: Denaturierung, 3: Primer-Bindung, 5 72 15:00
4: Elongation, 5: finale Elongation, 6: Lagerung 5 . -

2.7.3 Rekombinante Expression der a-Dioxygenasen aus

Crocosphaera subtropica und Oryza sativa

Die in E. coli 10f vervielfaltigten und anschliefend isolierten Plasmide pET28a-Csa-DOX und
pET28a-Csa-DOX_C-His wurden zur Expression in E. coli BL21(DE3) kloniert (2.7.2). Zur Expres-
sion der Osa-DOX wurde ein direkt einsetzbarer E. coli W3110(DE3)-Stamm vom Projektpart-

ner Symrise erhalten (2.1.2.1).

Das Anlegen von Expressionskulturen erfolgte nach dem in Abbildung 9 dargestellten Ablauf.
Als Negativkontrolle wurden Kulturen von E. coli BL21(DE3) mitgefiihrt, die mit dem Leer-
Plasmid pET28a transformiert worden waren. Zur Expression wurden 200 mL LB-Medium

(20 g/L) in 1 L-Schikanekolben verwendet.
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Ubernacht-
kultur

Expressions-

kultur

« Inokulation von LB-Medium (Kanamycin 50 pg/mL) mit dem Aliquot einer
Kryokultur (2.7.1)
e Inkubation iiber Nacht (37 °C, 180 U/min)

¢ Inokulation von LB-Medium (ggf. Kanamycin 50 pg/mL (Csa-DOX und Blindwert)
aus Ubernachtkultur (Start-OD,, = 0,05)

e Inkubation (37 °C, 180 U/min)
e Induktion mit 0,5 mM IPTG bei einer 0D, von 0,6 bis 0,8
« Inkubation (180 U/min, 16 bis 18 h, 21 °C)

« Zentrifugation (3.724 g, 4 °C, 15 min) und Verwerfen des Uberstandes
 Lagerung der Zellen bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung

Abbildung 9: Darstellung der Arbeitsschritte zur Expression der a-DOX.

Die geernteten Zellpellets wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektropho-

rese (SDS-PAGE) untersucht (2.7.6). Im Falle der Variante mit His-Tag wurde darliber hinaus

ein Western Blot (2.7.7) durchgefiihrt. Anhand ihrer His-Tags wurden die Enzyme gereinigt

(2.7.5).

2.7.4 Rekombinante Expression der Carbonsaure-Reduktase

aus Mycobacterium marinum

Zur Expression der MmCAR wurde ein direkt einsetzbarer E. coli RARE-Stamm von der Univer-

sitdt Greifswald erhalten (2.1.2.1). Die Expression erfolgte gemafR Abbildung 10 in 1 L-Erlen-

meyerkolben mit 200 mL LB-5052-Autoinduktions-Medium (Tabelle 36) (Studier 2005).

Ubernacht-
kultur

Expressions-

kultur

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

eInkubation iiber Nacht (37 °C, 180 U/min)

eInokulation von LB-5052-Autoinduktionsmedium (Chloramphenicol 34 ug/mL)
aus Ubernachtkultur (Start-OD,, = 0,05)

eInkubation (37 °C, 180 U/min)
eAnderung der Inkubationsparamter (160 U/min, 6 h, 30 °C)
bei einer 0D, von 1,0 bis 1,3

oZentrifugation (3.724 g, 4 °C, 15 min) und Verwerfen des Uberstandes
eLagerung der Zellen bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung

Abbildung 10: Darstellung der Arbeitsschritte zur Expression der MmCAR.
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Tabelle 36: Zusammensetzung des LB-5052-Autoindutions-Mediums.

Medienbestandteil Konzentration
Caseinpepton 10g/L
Hefeextrakt 5g/L

NacCl 10 g/L

MgSOa4 1mM

NPS (20x Konzentrat) 5% (v/v)

(NH4)2S04 66 g/L
KH2PO4 136 g/L
Na2HPO4 142 g/L

5052 (50x Konzentrat) 2% (v/v)

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

2.7.5 Reinigung der Enzyme

Die Reinigung der Enzyme erfolgte affinitatschromatographisch anhand ihrer His-Tags. Dabei
wurden Puffer unterschiedlicher Zusammensetzungen verwendet (Tabelle 37). Als Grundlage
diente ein 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,5 (Csa-DOX, MmCAR), pH 8,0 (Osa-DOX)). Eine alter-
native Reinigung der MmCAR erfolgte auf Grundlage eines 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5), wobei
der Aufschlusspuffer kein Triton X-100 enthielt. Die Reinigung erfolgte bei 4 °C bzw. auf Eis.

Die Zellpellets wurden zunachst in Aufschlusspuffer resuspendiert (20—-25% (m/v), Nasszellge-
wicht) und dreimal fir je 30 s mittels Ultraschallsonde (Amplitude 10%, Cyclus 3) behandelt.
Die Lysate wurden zentrifugiert (3724 g, 4 °C, 15 min), der gesamte Vorgang dreimal wieder-
holt und die Uberstdnde fiir die Reinigung mittels Protino® Ni-NTA Agarose verwendet. Dabei
wurde das gravity-flow-Protokoll des Herstellers befolgt. Die a-DOX wurde zur Konzentrierung
in einen 50 kDa-Zentrifugenfilter eluiert und mit 10 mL Umsetzungspuffer gewaschen. Die Elu-
tion der MmCAR erfolgte hingegen in einen 100 kDa-Zentrifugenfilter. Der Puffer wurde ge-
mak gravity-flow-Protokoll mittels PD 10 Entsalzungssaulen durch den jeweiligen Lagerungs-

puffer (Tabelle 37) ersetzt.

Tabelle 37: Zusammensetzung der Puffer fiir die Reinigung der Enzyme.

Aufschlusspuffer Waschpuffer Elutionspuffer Lagerungspuffer
50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Phosphatpuffer Phosphatpuffer Phosphatpuffer Phosphatpuffer

20 mM Imidazol 40 mM Imidazol 250 mM Imidazol

1% Triton X-100
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Zur Kontrolle der Reinheit wurde eine SDS-PAGE (2.7.6) durchgefiihrt. Die Enzymkonzentra-
tion wurde photometrisch nach Bradford (1976) sowie bei 280 nm (iber die jeweiligen mola-
ren Extinktionskoeffizienten (Tabelle 38) bestimmt, die anhand der Aminosauresequenzen

(Anhang A) mit Hilfe der Software ProtParam kalkuliert wurden (Gasteiger et al. 2005).

Tabelle 38: Kalkulierte molare Extinktionskoeffizienten (280 nm) der verschiedenen Enzyme.

Enzym molarer Extinktionskoeffizient & 230 nm [1/M pro cm]
Csa-DOX 96.433
Osa-DOX 103.040
MmCAR 122.995

Die gereinigte Csa-DOX wurde biochemisch charakterisiert (2.9) und zur biotechnologischen
Darstellung methylverzweigter Aldehyde (2.10.1.3) eingesetzt. Mithilfe der gereinigten

Osa-DOX und MmCAR wurden fungale Lipidextrakte transformiert (2.8).

2.7.6 Denaturierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Enzymexpression (2.7.3 bzw. 2.7.4) sowie die Reinheit der isolierten Enzyme (2.7.5) wur-
den mittels SDS-PAGE nach Laemmli (1970) Gberprift. Dabei wurden ein 4%iges Sammelgel

und ein 12%iges Trenngel sowie ein denaturierender Laufpuffer verwendet (Tabelle 39).

Zur Auftragung von ungereinigtem Enzym wurde ein Aliquot einer Expressionskultur auf eine
ODsoo von 0,5 bis 0,6 eingestellt. 200 pL wurden zentrifugiert (8000 g, 4 °C, 5 min), das Zellpel-
let wurde in 30 pL denaturierendem Probenauftragspuffer (Tabelle 39) resuspendiert und auf-
gekocht (95 °C, 10 min). Zur Beladung der Gel-Taschen wurden 15 uL verwendet. An gereinig-

tem Enzym wurden etwa 2 ug aufgetragen.

Nach der Trennung (150 V, 150 W, pro Gel 15 (Lauffront im Sammelgel) bzw. 25 mA (Lauffront
im Trenngel)) wurden die Gele mit Coomassie-Farbeldsung und Entfarbelésung behandelt

(Tabelle 39).
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Tabelle 39: Zusammensetzung verwendeter L6sungen zur SDS-PAGE.

Komponente Menge/Konzentration

Komponente Menge/Konzentration

denaturierender Lower Tris-Puffer (pH 8,8)

denaturierender Upper Tris-Puffer (pH 6,8)

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

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

Sammelgel SDS-PAGE (4%)

Trenngel SDS-PAGE (12%)

Reinstwasser 1,95 mL

denaturierender Upper-
Tris-Puffer (pH 6,8)

Rotiphorese Gel 40 300 pL
APS (40%ige Losung) 10 pL
TEMED 4L

750 pL

Reinstwasser 2,7 mL

denaturierender Lower-
Tris-Puffer (pH 8,8)

Rotiphorese Gel 40 1,8 mL
APS (40%ige Losung) 15 uL
TEMED 7,5uL

1,5mL

denaturierender Probenauftragspuffer
SDS-PAGE (5x konzentriert)

denaturierender Laufpuffer
SDS-PAGE (10x konzentriert)

Tris-HCI (pH 6,8) 0,3 M
SDS  10% (m/v)
Bromphenolblau  0,26% (m/v)

Glycerol  50% (v/v)

S-Mercaptoethanol 8% (v/v)

Entfarbel6osung

10% (v/v)
30% (v/v)

Eisessig

Ethanol

2.7.7 Western Blot

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

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie Blau R250  0,1% (m/v)

Eisessig  10% (v/v)

Methanol  40% (v/v)

Die Expression der Csa-DOX mit His-Tag wurde darlber hinaus mit Hilfe eines His-Tag-spezifi-

schen Western Blots (iberpriift. Die Uberfiihrung der Proteine vom Polyacrylamid-Gel (2.7.6)

auf die PVDF-Membran erfolgte mittels einer gekiihlten Blotting-Kammer (100 V, 1000 mA,

150 W, 1:15 h) mit Towbin-Puffer (Tabelle 40) (Towbin et al. 1979). Die Membran wurde direkt

im Anschluss gewaschen, iber Nacht bei 4 °C mit 5% Milchpulver in Tris-gepufferter Kochsalz-

[6sung mit Tween® 20 (TBS-T-Puffer, Tabelle 40) blockiert und fir 2 h bei Raumtemperatur

mit anti-His HRP inkubiert. Die Entwicklung erfolgte per Opti-4CN™-Substrat-Kit fir 30 min bei

Raumtemperatur.
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Tabelle 40: Zusammensetzung verwendeter Lésungen zum Western Blot.

Towbin-Puffer (Variante)® TBS-T-Puffer (pH 7,5)
Komponente Konzentration Komponente Konzentration
Glycin 195 mM NaCl 150 mM

Tris 25 mM Tris-HCl 50 mM
Methanol 5% (v/v) Tween® 20 0,1% (v/v)

2 nach Towbin et al. (1979)

2.7.8 Funktionstests der gereinigten Enzyme

Im Falle der gereinigten Osa-DOX und MmCAR (2.7.5) wurde vor Verwendung zur Biotrans-

formation fungaler Lipidextrakte (2.8) ein Funktionstest durchgefiihrt.

Die jeweiligen Reaktionsmischungen (Tabelle 41) wurden nach der Inkubation mit 2 mL n-Hep-
tan ausgeschiittelt, die organische Phase liber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und

mittels GC-FID analysiert (Tabelle 42).

Tabelle 41: Zusammensetzung und Inkubation der Reaktionsmischungen zum Funktionstest der gerei-
nigten Enzyme.

Osa-DOX MmCAR
MaRstab 4 mLin 20 mL-Vial 4 mLin 20 mL-Vial
Umsetzungspuffer Phosphatpuffer 50 mM (pH 8,0) Phosphatpuffer 50 mM (pH 7,5)
Enzymkonzentration® 10 pg/mL 75 pg/mL
weitere Zusdtze = ATP 1 mM
MgCl2 10 mM
NADPH 1 mM
Substrat (in DMSO) Myristinsdure 2,5 mM Laurinsdure 2,5 mM
Inkubation Rotator (40 U/min, Mischwinkel 90°) Rotator (40 U/min, Mischwinkel 90°)
4h,37°C 24 h,30°C

@ Photometrische Bestimmung bei 280 nm gemaR 2.7.5

Tabelle 42: Gaschromatographische Gerdteparameter der Funktionstests der gereinigten Enzyme.

Gaschromatograph GC-FID

Stationare Phase HP-5

Tragergas Hz (5.0), 2,0 mL/min (constant flow)
Injektor und split/splitless-Inlet (Split 10:1), 250 °C,
Probenaufgabe 1 uL Injektionsvolumen

Temperaturprogramm 40 °C (3 min), 20 °C/min, 320 °C (7 min)

250 °C,
FID-Parameter H2 (40 mL/min), synthetische Luft (400 mL/min)
make-up-Gas: N2 (25 mL/min))
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2.8 Biotransformation fungaler Lipide mittels Lipase und

a-Dioxygenase oder Carbonsdure-Reduktase

2.8.1 Methodenentwicklung: Festphasen-Mikroextraktion von Fettaldehyden

Ein Aldehyd-Mischstandard (Tabelle 5) wurde in einer Konzentration von 125 ug pro mL je
Aldehyd in Aceton angesetzt. 50 plL dieser Stammldsung wurde mit den in Tabelle 43 genann-

ten Losungen ad 250 mL aufgefullt.

Tabelle 43: Zur SPME-Methodenentwicklung genutzte Matrices.

Matrixlosung Substanzen Konzentration

Reinstwasser - -

Phosphatpuffer | KH2POs / Na;HPO4 50 mM (pH 8,0)
Glucose 0,5% (m/v)

Phosphatpuffer II KH2POs / Na;HPO4 50 mM (pH 8,0)
Glucose 0,5% (m/v)
Gummi arabicum 0,085% (m/v)

Phosphatpuffer IlI KH2PO4 / NazHPO4 200 mM (pH 7,5)
Glucose 0,5% (m/v)
Triton X-100 1% (m/v)

Je 4 mL der hergestellten Losungen wurden in 20 mL-Vials abgefiillt und zur gaschromatogra-
phischen Analyse bereitgestellt. Zunachst wurden SPME-Fasern mit finf verschiedenen Be-
schichtungen (Tabelle 19) zur Extraktion der wassrigen Matrixlosung getestet (Tabelle 43). Mit
der PDMS/DVB-Faser wurde darliber hinaus die Extraktion mit den Phosphatpuffern | bis Il

untersucht (Tabelle 44).

Ausgehend von den in Tabelle 44 genannten Standard-Extraktionsparametern wurden fir die
PDMS/DVB-beschichtete Faser die Parameter Extraktionstemperatur (50, 60 und 75 °C), Ex-
traktionszeit (20, 45 und 60 min), Kochsalzzugabe (50, 100, 200 g/L und gesattigt) und Schiit-
telgeschwindigkeit (350 und 500 U/min) sukzessive variiert und dabei die jeweils besten Be-
dingungen fir die weitere Optimierung beibehalten. Hierflr wurde die wassrige Probenmatrix
verwendet und die Losung bei zu hohen Signalintensitaten erneut 1:10 mit Reinstwasser ver-

dinnt.
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Tabelle 44: Parameter zur Methodenentwicklung der Analyse von Aldehyden mittels HS-SPME-GC-MS.

Gaschromatograph GC-MS| | GC-MS I

Stationare Phase VF-WAXms

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

Injektor und split/splitless-Inlet (Split 10:1), | split/splitless-Inlet (splitlos),
Probenaufgabe 250 °C, Desorptionszeit 90 s | 250 °C, Desorptionszeit 90 s

40 °C (3 min), 3 °C/min,
120 °C (0 min), 5 °C/min,
190 °C (0 min), 20 °C/min,
240 °C (5 min)

Temperatur Transferline 250 °C

lonenquelle: 230 °C, Quadrupol: 150 °C,
Totalionenscan, Massenbereich m/z 33—300

Faser-Beschichtungen: CAR/PDMS (1 cm x 85 um)
CW (1 cm x 60 pum)
DVB/CAR/PDMS (1 cm x 50/30 pm)
PDMS (1 cm x 100 um)
PDMS/DVB (1 cm x 65 pum)
Inkubationszeit: 10 min
Extraktionstemperatur: 40 °C
Extraktionszeit: 30 min
bakeout-Temperatur: 240 °C (CW)
250 °C (PDMS)
250 °C (PDMS/DVB)
(
(

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

MS-Parameter

SPME-Parameter

270 °C (DVB/CAR/PDMS)
300 °C (CAR/PDMS)
bakeout-Zeit: vor der Injektion: 5 min
nach der Injektion: 10 min
Ruhrgeschwindigkeit: 250 U/min
Riihrer angeschaltet: 30s
Rihrer ausgeschaltet: 3's

2.8.2 Biotransformation fungaler Lipide

Die Lipidextrakte von FVE-D und MHY-FP (2.6.1) wurden in 20 mL-Vials eingewogen, das Iso-
octan unter Stickstoff abgeblasen und die Lipide 5 min mit dem jeweiligen Umsetzungspuffer
im Ultraschallbad behandelt. Die Lipide (5 mg/mL) wurden anschlieRend mit einer kommer-
ziellen Lipase aus Candida rugosa (1,1 mg/mL) und einem der gereinigten Enzyme (2.7.5),
Osa-DOX (10 pg/mL) oder MmCAR (75 pg/mL), analog zu Tabelle 41 in einer Eintopfreaktion

umgesetzt.

Die Extraktion und Analyse der gebildeten Aldehyde erfolgte mittels HS-SPME-GC-MS-O
(Tabelle 45). Vor den Proben wurden stets ein Faser-Blindwert sowie ein Transformations-
Blindwert (inkubierte Reaktionsmischung ohne Lipid-Zusatz) analog den Proben analysiert. Die

olfaktorische Evaluierung erfolgte durch einen geschulten Priifer, der neben den Qualitaten
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die Intensitdten der auftretenden Geriiche anhand einer Skala von 0,5 (schwach) bis 3 (stark)

subjektiv bewertete.

Tabelle 45: Gerdteparameter zur gaschromatographischen Analyse der aus den fungalen Lipiden gebil-
deten Biotransformationsprodukte.

Gaschromatograph
Stationdre Phase
Tragergas

Injektor und
Probenaufgabe

Temperaturprogramm

Temperatur Transferline

MS-Parameter

SPME-Parameter

GC-MS/MS-0O
VF-WAXms

GC-MS I
DB-5ms

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

split/splitless-Inlet (splitlos),
250 °C, Desorptionszeit 90 s
40 °C (3 min), 5 °C/min,

240 °C (12 min)

split/splitless-Inlet (Split 10:1 bzw.
100:1), 250 °C, Desorptionszeit 90 s
40 °C (3 min), 5 °C/min,

320 °C (12 min)

250 °C

lonenquelle: 230 °C, Quadrupol: 150 °C,
Totalionenscan, Massenbereich m/z 33-425

Faser-Beschichtung:
Inkubationszeit:
Extraktionstemperatur:
Extraktionszeit:
bakeout-Temperatur:

PDMS/DVB (1 cm x 65 pum)
10 min

60 °C

30 min

250 °C

bakeout-Zeit: vor der Injektion: 5 min
nach der Injektion: 10 min
Ruhrgeschwindigkeit: 250 U/min
Rihrer angeschaltet: 30s
Rlhrer ausgeschaltet: 3's

Die Umsetzung der Lipide von FVE-D (5 mg) erfolgte zusétzlich in 3,8 mL 50 mM Tris-Puffer
(pH 7,5) unter Zusatz von 10 mM MgCl,, wobei die Lipide zunachst 4 h bei 40 °C mit der Lipase
aus C. rugosa (5 U) behandelt wurden und erst anschlieBend durch Zugabe von 0,2 U MmCAR
(2.7.5, Reinigung in Tris-Puffer), ATP und NADPH (je 4,5 mM) auf ein Volumen von 4,5 mL

gebracht wurden. Die weitere Inkubation erfolgte fiir eine Dauer von 15 h bei 30 °C.

Die Enzymaktivitat der MmCAR wurde Gber Formel (2) anhand eines photometrischen Assays
bestimmt. Dazu wurde die Extinktionsabnahme von NADPH bei 340 nm aufgezeichnet, die im
Zuge der Umsetzung von Dodec-11-ensaure (50 uM) bei 30 °C erfolgte. Die Reaktion wurde in
den Kavitaten von Mikrotiterplatten durchgefiihrt, wobei das Reaktionsvolumen 200 pL be-
trug (50 mM Tris (pH 7,5), 10 mM MgCl, 0,5 mM ATP, 0,5 mM NADPH, 1,49 ug MmCAR?,

Fettsaure-Substrat geldst in DMSO).

! photometrische Bestimmung gemiR 2.7.5 bei 280 nm
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Vo
ay = - VF (2)
ENADPH
ay Volumenaktivitat [U/mL]
Vo Anfangsgeschwindigkeit [A Abs/min]
ENADPH experimentell ermittelter Extinktionskoeffizient von NADPH [Abs - 1/uM]

VF Verdinnungsfaktor

Nach der Umsetzung wurden die Biotransformationsansatze mit Undec-10-enal als Extrak-
tionsstandard versetzt und dreimal mit je 4,5 mL t-BME ausgeschiittelt. Die organischen Ex-
trakte wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend per GC-MS ana-
lysiert (Tabelle 46). Die Quantifizierung von Dodec-11-enal erfolgte anhand einer externen

Kalibrierung. Heptanal diente als Injektionsstandard.

Tabelle 46: Gerdteparameter der Quantifizierung von Dodec-11-enal.

Gaschromatograph GC-MS I

Stationdre Phase VF-WAXms

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

Injektor und split/splitless-Inlet (splitlos), 250 °C,

Probenaufgabe 1 uL Injektionsvolumen

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

Temperatur Transferline 250°C

MS-Parameter lonenquelle: 230 °C, Quadrupol: 150 °C,
Einzelionen-Monitoring, Massen m/z 55, 70, 67, 81
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2.9 Charakterisierung einer neuartigen a-Dioxygenase

aus Crocosphaera subtropica

2.9.1 Einfluss des C-terminalen His-Tags auf die a-Dioxygenase-Aktivitat

Neben den fir die beiden Enzymvarianten kodierenden Stammen wurde BL21(DE3) mit dem
Leervektor pET28a als Blindwert mitgefiihrt. Nach der Expression und Zellernte (2.7.3) wurden
die Zellpellets mit 50 mL Phosphatpuffer (50 mM, pH 7.5) gewaschen, in 4 mL desselben

Puffers resuspendiert mit Lysozym (150 pg/mL) versetzt und eine Stunde auf Eis inkubiert.

Im Anschluss erfolgte ein Zellaufschluss mittels Ultraschall-Sonde (je 5x 1 min, Cyclus 3, 10%
Amplitude). Nach Zentrifugation (18.000 g, 4 °C, 10 min) wurde in den Uberstidnden der Pro-
teingehalt bestimmt (Bradford 1976). Unter Bertlicksichtigung der zuvor zugegebenen Menge
an Lysozym wurden identische Proteingehalte (3,7 mg/mL) eingestellt. Die erhaltenen Pro-
teinextrakte wurden auf eine denaturierende SDS-PAGE aufgetragen (2.7.6) und die a~-DOX-
Aktivitat gemall 2.9.4 mittels Sauerstoff-Sonde bestimmt (Einsatz von 50 uL Rohextrakt,
Myristinsdure (800 uM) als Substrat, 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) mit 1% Triton X-100 als

Umsetzungspuffer).

2.9.2 Thermofluor-Assay zur Bestimmung der Enzymstabilitdt (Screening)

Die Stabilitat des Enzyms wurde nach Boivin et al. (2013) mittels Thermofluor-Assay in ver-
schiedenen Phosphatpufferlésungen (NazHPO4/KH;PO4, pH 6,5—8) mit Zusatzen an NaCl und
DMSO untersucht. Die Volumina der Reaktionsansatze betrugen 25 uL mit einer Enzymkon-
zentration (2.7.5) von 0,2 pg/uL. Nach Zentrifugation (2000 g, 4 °C, 5 min) wurde der Assay
mittels Real-Time-PCR-Cyclers durchgefiihrt (Tabelle 47). Die Fluoreszenzmessung erfolgte al-

le 5 s (Absorptions-/Emissionsmaximum 470/569 nm).

Tabelle 47: Temperaturprogramm des PCR-Cyclers wihrend des Thermofluor-Assays.

Programmstatus Temperatur Zeit [min:s]
Konditionierung 10°C 03:00
Gradient 1°C/min 75:00

2.9.3 Bestimmung von Salz-, pH- und Temperaturoptimum

Zur Optimierung der Umsetzungsparameter wurden der Einfluss des pH-Wertes (6, 7, 7,5, 8,

9), der Phosphatpuffer-Konzentration (50, 100, 200, 400 mM), der Temperatur (20, 25, 30, 35,
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40 °C) sowie des Zusatzes von Additiven (NaCl, DMSO, Triton X-100) auf die Umsetzung getes-

tet.

Zum Test der zuerst genannten Parameter sowie des Zusatzes von NaCl (50 mM) und DMSO
(2,5% (v/v)) wurden Umsetzungen im 4 mL-MaRstab in 20 mL-Vials durchgefiihrt. Ausgangs-
punkt der Optimierung war ein 50 mM Phosphatpuffer mit pH 7,5. Als Substrate wurden die
Carbonsauren 11:0, 13:0 und 15:0 (jeweils 5 mM) verwendet, die nach Zugabe des Puffers
5 min im Ultraschallbad dispergiert wurden. AnschlieRend wurde gereinigtes (2.7.5) Enzym
zugegeben (10 pg/mL), mittels Rotator (40 U/min, 90° Mischwinkel, 2 h) inkubiert und die
Reaktion nach Abkihlung in Eis (3 min) durch Zugabe von 200 pL HCI (4 M) gestoppt. Die Pro-
ben wurden per HS-SPME-GC-MS analysiert (Tabelle 48). Beim Test unterschiedlicher Puffer-
zusammensetzungen wurden die Reaktionslésungen vor der Analyse ad 8 mL aufgefillt und

dabei auf identische Salz- bzw. DMSO-Konzentrationen angepasst.

Tabelle 48: Gerdteparameter der Aldehyd-Analyse mittels HS-SPME-GC-MS.

Gaschromatograph GC-MS/MS-0

Stationdre Phase VF-WAXms

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

lonenquelle: 230 °C, Quadrupol: 150 °C,

MS-Parameter Totalionenscan, Massenbereich m/z 33-425

Faser-Beschichtung PDMS/DVB (1 cm x 65 pum)

Inkubationszeit 10 min

Extraktionstemperatur 60 °C

Extraktionszeit 30 min

bakeout-Temperatur 250 °C

SPME-Parameter bakeout-Zeit vor der Injektion: 5 min

nach der Injektion: 10 min

Ruhrgeschwindigkeit 250 U/min

Rihrer angeschaltet 30s

RUhrer ausgeschaltet 3s

Der Test des Zusatzes von NaCl (50 mM) und Triton X-100 (0,1, 0,5, 1,0%) wurde im
300 pL-MalRstab mit dem Substrat Tridecansdure (5 uM) durchgefiihrt. Als Ausgangspunkt
diente hierbei ein 200 mM Phosphatpuffer (pH 7,5). Die Messungen erfolgten mittels Sauer-
stoffsonde gemal$ 2.9.4.
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2.9.4 Bestimmung enzymkinetischer Parameter

Die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter erfolgte unter optimierten Bedingungen
(2.9.3) anhand der Messung des Sauerstoff-Verbrauchs mittels optischer Sauerstoffsonde. Die
Umsetzungen wurden dabei in den Kavitaten von Mikrotiterplatten im 300 uL-Mafstab durch-
geflihrt. Die Durchmischung der Reaktionslosung wurde durch einen Mikrorihrfisch (4 mm)
mittels Mehrfachmagnetrihrer gewahrleistet (Tabelle 49). Vor Beginn der Messungen wurde
die Sonde gemal Herstellerangaben mit gesattigter Natriumdithionit-Losung bzw. luftgesat-

tigtem Reinstwasser kalibriert.

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

B durchgefihrt.

Tabelle 49: Parameter zur Sauerstoffmessung im Zuge der enzymkinetischen Charakterisierung der
Csa-DOX.

Zusammensetzung der Reaktionslosung Parameter Sauerstoffmessung
Phosphatpuffer 285 pL Messvorgang
Umsetzungspuffer A 200 mM Phosphatpuffer Start 10 s vor Enzymzugabe zur
50 mM NaCl Reaktionslésung
Umsetzungspuffer B 200 mM Phosphatpuffer Stop 2:30 min
i;?’:/%)l\l'?r(i:tlon X-100 Messintervall 10s
Substrat 7,5 uLin DMSO Durchmischung 250 U/min
(div. Konzentrationen)
Enzyml6ésung 7,5 uL Temperatur 25+2°C
(geman 2.7.5 gereinigt) (400 pg/mL) Programm OxyView TX3v602

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitat beziglich 13-Methyltetradecansdure und Myristin-
saure erfolgte anhand einer 200 uM DMSO-Stammldsung (entspricht 5 uM in der Reaktions-
I6sung) in Umsetzungspuffer A. Die Ergebnisse wurden zur semi-praparativen Biotransforma-

tion der methylverzweigten Carbonsaduren (2.10.1.3) genutzt.

Zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten (Km) und maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten
(vmax) erfolgten die Messungen in Umsetzungspuffer B mit denselben Substraten mit Stamm-

konzentrationen von 62,5, 125, 167, 250, 500, 1.000, 2.000, 4.000 und 8.000 puM in DMSO.
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Die Michaelis-Konstanten (Km) und maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (vmax) wurden
mittels OriginPro kalkuliert. Die katalytischen Konstanten (kcat) wurden nach Formel (3) be-

rechnet und die katalytische Effizienz als Quotient aus kcat und Km bestimmt.

Kege = —22 3)
CEnzym
Keat katalytische Konstante [1/s]
Vimax maximale Reaktionsgeschwindigkeit [UM pro s]
CEnzym Enzymkonzentration [uM]

2.9.5 Substratspektrum

Zur Bestimmung des Substratspektrums wurde fiir folgende Fettsauren (Arbeitskonzentration
100 uM) der Sauerstoff-Verbrauch gemaB 2.9.4 analysiert: 8:0, 10:0, 10:1(9), 12:0, 12:1(52),
12:1(11), 14:0, 14:1(92), 16:0, 16:1(62), 16:1(92), 18:0, 18:1(92), 18:2(92,12Z). Die Messungen

erfolgten in Umsetzungspuffer A (Tabelle 49) mit einer Enzymkonzentration von 20 pg/mL.
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2.10 Darstellung und Charakterisierung wl-ungesattigter sowie

iso- und anteiso-methylverzweigter Aldehyde

2.10.1 Darstellung und Isolierung der Aldehyde

Die Carbonsauren 7:1(6), 12:1(11), 13:1(12) und 15:1(14) wurden mittels LiAlHs zu den
entsprechenden Alkoholen reduziert (2.10.1.1). Nach sdaulenchromatographischer Isolierung
(2.10.1.4) erfolgte die selektive Oxidation zu den jeweiligen Aldehyden (2.10.1.2). Die Alkohole
Oct-7-en-1-ol, Non-8-en-1-ol sowie Dec-9-en-1-ol wurden kommerziell erworben und eben-

falls als Edukte fiir die Oxidation zu den jeweiligen Aldehyden eingesetzt.

Die Darstellung der iso- und anteiso-methylverzweigten Aldehyde (C1,—Cis) erfolgte enzyma-
tisch mittels rekombinanter Csa-DOX aus den jeweiligen um ein Kohlenstoffatom langeren
Fettsauren (2.10.1.3). Die Isolierung der Biotransformationsprodukte wurde analog den che-

mischen Syntheseprodukten durchgefiihrt (2.10.1.4).

2.10.1.1 Reduktion von Carbonsauren mit LiAlH4

Als Loésungsmittel zur Reduktion der Carbonsauren mit LiAlH4 diente t-BME, der vor Verwen-
dung getrocknet wurde. Hierfiir wurden 500 mL t-BME mit 25 g KOH-Platzchen versetzt und
zwei Stunden gerihrt. Das Gemisch wurde in einen Rundkolben filtriert und mit 2,5 g zerklei-
nertem, elementarem Natrium sowie zwei Spatelspitzen Benzophenon versetzt. Ein geoff-
neter Tropftrichter mit aufgesetztem Metallkihler und Trockenrohr wurde aufgesetzt und bis
zum Farbumschlag des Benzophenons (ca. 4 h) unter Rickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde

der Tropfrichter verschlossen, um das getrocknete L6sungsmittel aufzufangen.

40 mL des getrockneten t-BME wurden in einem 250 mL-Dreihalskolben mit Metallkihler mit
einem Uberschuss an LiAlH4 versetzt. Uber einen Tropftrichter wurde in 20 mL t-BME geldstes
Edukt unter Rihren in den Rundkolben getropft. Die entstehende Suspension wurde 4 h
gerihrt und halbstiindig kleine Mengen an Reduktionsmittel zugegeben. AnschlieRend wur-
den Uber den Tropftrichter 15 mL Eiswasser zugegeben und der gebildete Niederschlag durch
Zugabe von 10%iger H2S04 in Losung gebracht. Die organische Phase wurde mittels Scheide-
trichter abgetrennt und die wassrige Phase zusédtzlich dreimal mit je 50 mL Diethylether
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, zweimal mit je 50 mL gesattigter NaCl-
Losung gewaschen und durch Filtration mit wasserfreiem Na;SOs getrocknet (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 sdulenchromatographisch (2.10.1.4).

2.10.1.2 Selektive Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden (Dess-Martin-Oxidation)

3,0 g Dess-Martin Periodinan wurden in 100 mL CH,Cl; suspendiert und 6,5 mmol des zu oxi-
dierenden Alkohols zugegeben. Die Suspension wurde 2 h in einem 250 mL-Rundkolben bei

Raumtemperatur gerihrt.

12,5 g Na5,03 x 5 H,0 wurden in 80 mL gesattigter NaHCOs-Losung geldst. Die Lésung wurde
mit der Reaktionsmischung vereint und 10 min geriihrt. Die organische Phase wurde mittels
Scheidetrichter abgetrennt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 30 mL Diethylether
extrahiert. Alle organischen Phasen wurden vereint, mit 80 mL gesattigter NaHCOs-Lésung so-
wie zweimal mit 40 mL VE-Wasser gewaschen und im Anschluss iber wasserfreiem Na2SO4
getrocknet (Dess et al. 1983). Der resultierende Rohextrakt wurde mittels Rotationsverdam-
pfer und Abblasen mit N, von organischem Losungsmittel befreit. Im Falle des Hept-6-enals
erfolgte das Einengen per Vigreuxkolonne (55 °C Wasserbadtemperatur). Die Isolierung des

jeweiligen Syntheseproduktes erfolgte sdulenchromatographisch (2.10.1.4).

2.10.1.3 Biotechnologische Darstellung methylverzweigter Aldehyde

mittels a-Dioxygenase aus Crocosphaera subtropica

Die Umsetzung der methylverzweigten Fettsauren (iso- und anteiso-Ci3 bis Ci¢) erfolgte mit-
tels gereinigter Csa-DOX (2.7.5) im 4 mL-Malstab in 20 mL-Vials unter Anwendung der zuvor
optimierten Umsetzungsparameter (2.9.3, 200 mM Phosphatpuffer, 50 mM NaCl, pH 7,5,
25 °C). Das Substrat (50 umol) wurde vor Zugabe des Enzyms (0,25 U) im Ultraschallbad dis-
pergiert (5 min). Die spezifische Aktivitdt des gereinigten Enzyms wurde anhand der 13-Methyl-

tetradecansaure (5 uM) bestimmt (2.9.4).

Nach einstundiger Inkubation mittels Rotator (40 U/min, Mischwinkel 90°) wurden die Proben
auf Eis abgekiihlt (3 min), mit 200 uL HCl (4 M) versetzt und dreimal mit je 4 mL n-Pen-
tan/Diethylether (1:1,12 (v/v)) extrahiert. Der organische Extrakt wurde vor der sdulenchro-
matographischen Isolierung (2.10.1.4) an der Vigreuxkolonne (43 °C Wasserbadtemperatur)

eingeengt und in 500 pL n-Pentan aufgenommen.
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2.10.1.4 Isolierung der chemischen Synthese- und Biotransformationsprodukte

Dielsolierungder synthetisierten wl-ungesattigten Alkohole (2.10.1.1) und Aldehyde (2.10.1.2)
erfolgte saulenchromatographisch. Hierflir wurde eine Chromatographiesaule (40 cm) mit
20 g Kieselgel (Uber Nacht bei 105 °C getrocknet) als stationdre Phase verwendet. Die Isolie-
rung der methylverzweigten Aldehyde erfolgte analog mit einer kleineren Chromatographie-
saule (20 cm) und 7 g getrocknetem Kieselgel. Die Zusammensetzung des FlieBmittels richtete

sich nach dem jeweiligen Produkt (Tabelle 50).

Tabelle 50: FliefSmittelzusammensetzung zur sdulenchromatographischen Isolierung der synthetisier-
ten wl-ungesdttigten Alkohole und Aldehyde.

Zu isolierendes Syntheseprodukt FlieBmittelzusammensetzung (v/v)

Hept-6-enal 80/20 n-Pentan/Diethylether
Hept-6-en-1-ol 60/40 n-Pentan/Diethylether
Oct-7-enal 98,5/1,5 n-Hexan/Diethylether
Non-8-enal 92,5/7,5 n-Hexan/Diethylether
Dec-9-enal 95/5 n-Hexan/Diethylether
Dodec-11-enal 90/10 n-Hexan/Diethylether
Dodec-11-en-1-ol 60/40 n-Hexan/t-BME
Tridec-12-enal 95/5 n-Hexan/Diethylether
Tridec-12-en-1-ol 80/15/5 n-Hexan/t-BME/2-Propanol
Pentadec-14-enal 97,5/2,5 n-Hexan/Diethylether
Pentadec-14-en-1-ol 50/50 n-Hexan/Diethylether
methylverzweigte Aldehyde 95/5 n-Pentan/Diethylether

In 15 mL-Reagenzgldasern wurden Eluat-Fraktionen von ca. 8 bis 10 mL aufgefangen und mit-
tels GC-FID (Tabelle 51) auf Gegenwart und Reinheit der jeweiligen Zielsubstanz gepruft.
Fraktionen, die die entsprechende Verbindung in ausreichender Reinheit enthielten, wurden
vereint und mittels Rotationsverdampfer bzw. im Falle des Hept-6-enals und der methylver-
zweigten Aldehyde per Vigreux-Kolonne (43 °C Wasserbadtemperatur) eingeengt. Losungs-
mittelreste wurden durch Abblasen mit N2 entfernt. Die isolierten Reinsubstanzen wurden bis

zur weiteren Verwendung bei —20 °C in Braunglas-Vials gelagert.
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Tabelle 51: Gerdteparameter zur Analyse der Fraktionen der séulenchromatographischen Reinigung
von wl-ungesdttigten Syntheseprodukten und methylverzweigten Biotransformationsprodukten.

Gaschromatograph GC-FID

Stationare Phase HP-INNOWax

Tragergas H2 (5.0), 2,0 mL/min (constant flow)
Injektor und split/splitless-Inlet (Split 10:1), 250 °C,
Probenaufgabe 1 uL Injektionsvolumen

Temperaturprogramm 40 °C (3 min), 20 °C/min, 240 °C (5 min)

250 °C,
FID-Parameter H2 (40 mL/min), synthetische Luft (400 mL/min)
make-up-Gas: N2 (25 mL/min))

2.10.2 Gaschromatographische Charakterisierung und Strukturanalyse

der isolierten Substanzen

Die Reinheit der isolierten Verbindungen (2.10.1.4) wurde gaschromatographisch untersucht.
HierfUr wurde je Substanz eine Losung (ca. 1 mg/mL) in n-Pentan/Diethylether (1:1,12 (v/v))

angesetzt und mittels GC-MS analysiert (Tabelle 52, rechts).

Uber die Analyse einer homologen Reihe von n-Alkanen wurden nach van den Dool und Kratz
(1963) die RIs der Verbindungen fir die polare VF-WAX-Trennsaule bestimmt (Formel (1)). Ein
entsprechend angesetzter Mischstandard sowie Mischstandards der kommerziell erworbenen
wl-ungesattigten Alkohole und Carbonsauren (Konzentrationen je ca. 0,1 mg/mL) wurden zur

Bestimmung der RIs anhand einer unpolaren DB-5-Trennsdule genutzt (Tabelle 52).

Tabelle 52: Gerdteparameter zur Abschétzung der Reinheit und Bestimmung der Rls.

Gaschromatograph GC-MS| | GC-MS I

Stationare Phase DB-5ms | VF-WAXms

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

Injektor und split/splitless-Inlet (Split 10:1-200:1), 250 °C,

Probenaufgabe 1 pL Injektionsvolumen

Temperaturprogramm 40 °C (3 min), 5 °C/min, 300'°C 40 °C '(3 min), 5 °C/min, 240 °C
(10 min) | (12 min)

Temperatur Transferline 250 °C

MS-Parameter lonenquelle: Zs/l(z;Eér(])gjear(iri‘sﬁ(::/f?g:(;ogotaIionenscan,

Fiir die methylverzweigten Aldehyde wurde dariber hinaus die akkurate Masse mittels
atmospheric pressure chemical ionization-time of flight-Massenspektrometrie (APCI-TOF-MS)
bestimmt (Tabelle 53).
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Tabelle 53: Gerdteparameter der APCI-TOF-MS.

lonenquellengas 1 (GS1) 15 psi
lonenquellengas 2 (GS2) 30 psi
Curtain Gas (CUR) 25 psi
Temperatur (TEM) 400,0 °C

lon Spray Voltage Floating (ISVF) 5500,0 V
Flussrate 100,00 pL/min
Declustering Potential (DP) 60,00 V
Kollisionsenergie (CE) 5,00V
TOF-Massen 90 bis 500 Da
Polaritat Positiv

Neben den massenspektrometrischen Untersuchungen wurden zur Strukturanalyse kernspin-
resonanzspektroskopische Experimente (*H- und 3C-NMR, H,H correlated spectroscopy
(COSY), heteronuclear single-quantum coherence (HSQC) und heteronuclear multiple bond
correlation (HMBC)) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Hierfiir wurden ca. 20 mg jeder iso-
lierten wl-ungesattigten Substanz bzw. die Gesamtmenge der isolierten methylverzweigten
Aldehyde in ein NMR-R6hrchen eingewogen und in ca. 600 pL deuteriertem Chloroform
(0,03% TMS (v/v)) gelost. Die NMR-Analysen wurden im Labor ,Zentrale Analytik” des Instituts

fiir organische Chemie der JLU GielRen durchgefiihrt.

2.10.3 Sensorische Charakterisierung der wl-ungesattigten Aldehyde
2.10.3.1 Bestimmung der sensorischen Reinheit mittels GC-FID-O

Von jeder isolierten wl-ungesattigten Verbindung (2.10.1.4) wurde eine Losung in n-Pen-
tan/Diethylether (1:1,12 (v/v)) (ca. 1 mg/mL) angesetzt. Diese wurden auf ihre olfaktorische
Reinheit hin untersucht, da enthaltene Fremdsubstanzen die sensorischen Untersuchungen
(2.10.3.2 und 2.10.3.4) storen bzw. beeinflussen konnten. Die Aldehyd-Losungen wurden
schrittweise mit n-Pentan/Diethylether (1:1,12 (v/v)) verdinnt, die Verdiinnungen durch ein-
en geschulten Priifer mittels GC-FID-O analysiert (Tabelle 54) und tGber Formel (4) der olfakto-
rische Reinheitsfaktor (ORF) berechnet. Dieser gibt den Verdiinnungsfaktor zwischen den bei-
den Verdinnungensstufen an, bei denen der Analyt gerade noch wahrnehmbar war (VF,) und

keine geruchsaktive Kontaminante mehr detektierbar war (VFu).
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Tabelle 54: Geréteparameter zur Uberpriifung der sensorischen Reinheit der isolierten w1-ungesdttig-
ten Aldehyde (GC-FID-O).

Gaschromatograph GC-FID-O
Stationare Phase VF-WAXms
Tragergas H2 (5.0), 2,2 mL/min (constant flow)
Injektor und Probenaufgabe | cool on column (COC)-Inlet (40 °C, track oven), 1 ul Injektionsvolumen
Temperaturprogramm 40 °C (3 min), 10 °C/min, 240 °C (7 min)

FID (250 °C, Hz2 (40 mL/min), synthetische Luft (400 mL/min),
Detektor-Parameter make-up-Gas: N2 (25 mL/min))

ODP (Transferline 250 °C, Mischkammer 150 °C)

ORF = Vo
"~ VE, (4)

ORF  olfaktorischer Reinheitsfaktor

VF, Verdinnungsfaktor der Losung,
bei der der Analyt gerade noch olfaktorisch wahrnehmbar war

VF, Verdlinnungsfaktor der Losung
ohne Wahrnehmung von Fremdsubstanzen

2.10.3.2 Bestimmung der Geruchsqualitaten

Die isolierten Aldehyde (2.10.1.4) wurden einem Panel zur Bestimmung der Geruchsqualitaten
prasentiert. Die Panellisten wurden wdchentlich auf das Erkennen bzw. Bestimmen von Ge-

ruchsattributen trainiert.

Die isolierten wl-ungesattigten Aldehyde wurden zu Konzentrationen von 20 mg/mL in Etha-
nol gel6st und jeweils 1:40.000 (v/v) mit VE-Wasser auf eine Konzentration von 500 pg/L ver-
dinnt. 10 mL dieser Losungen wurden in 35 mL-Schnappdeckelglaser gefiillt. Die verschlos-
senen GefdRe wurden sieben Priifern (4 weiblich, 3 mannlich im Alter von 24 bis 32 Jahren)
zur Bewertung ausgehandigt. Die Priifer sollten zunachst ohne Absprache fiir jede Verbindung

assoziierte Geruchsattribute sammeln.

AnschlieBend wurden mit dem gesamten Panel Begriffe fir die Bewertung aller Verbindungen
definiert. Anhand frischer Proben wurden die Priifer dazu aufgefordert, jede Substanz mit den
zuvor festgelegten Attributen zu bewerten und denselben Intensitdten 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 nach Ullrich und Grosch (1987). Dafir
wurden zwei Mischstandards der wl-ungesattigten Aldehyde sowie Alkohole (je 1 mg/mL) mit
(2E)-Dec-2-enal (fur die Aldehyde) bzw. (2E)-Hex-2-enal (fur die Alkohole) als interne Stan-
dards (je 1 mg/mL) in t-BME angesetzt. Um Co-Elutionen mit den Analyten auszuschlieBen,
wurden vor dem Mischen alle Komponenten mittels GC-FID-O auf das Vorhandensein mogli-
cher olfaktorischer Verunreinigungen hin liberprift. Die Mischungen wurden schrittwiese 1:1
(v/v) verdinnt und von vier trainierten Priifern (2 weiblich, 2 ménnlich im Alter von 20 bis 28
Jahren) mittels GC-FID-O analysiert (Tabelle 55), bis keine Substanzen mehr am ODP wahr-
nehmbar waren. Die Geruchsschwellen wurden fiir jeden Panellisten individuell berechnet

(Formel (5)).

Tabelle 55: Gerdteparameter zur Bestimmung von Geruchsschwellen in Luft (GC-FID-0).

Gaschromatograph GC-FID-O
Stationare Phase VF-WAXms
Tragergas Hz (5.0), 2,2 mL/min (constant flow)

Injektor und Probenaufgabe | cool on column (COC)-Inlet (40 °C, track oven), 1 pL Injektionsvolumen
40 °C (3 min), 5 °C/min, 240 °C (7 min)

[40 °C (3 min), 5 °C/min, 180 °C (0 min), 30 °C/min, 240 °C (12 min)]?
FID (250 °C, Hz2 (40 mL/min), synthetische Luft (400 mL/min),
Detektor-Parameter make-up-Gas: N2 (25 mL/min))

ODP (Transferline 250 °C, Mischkammer 150 °C)

3 Temperaturprogramm, das fir die Bestimmung der Geruchsschwellen der methylverzweigten Aldehyde (2.10.3.4) verwendet wurde

Temperaturprogramm

_OTisy "By "VFist

OTyer = ﬁIST VFy (5)

OT(X)aer Geruchsschwellenwert in Luft [ng/L]
OTisr Geruchsschwelle des internen Standards in Luft (ng/L]

OT (E)-pec-2-enal = 2,7 ng/L bzw. OT(£)-Hex-2-enal = 34 ng/L?
Bx Konzentration der Substanz X im Mischstandard [mg/mL]
Pist Konzentration des internen Standards im Mischstandard [mg/mL]
VE, Kleinste Verd[]r'mungsstufe, bei der die Substanz X gerade noch

wahrnehmbar ist
VFisr Kleinster Verdiinnungsstufe, bei der der interne Standard

gerade noch wahrnehmbar ist
2 nach Teranishi et al. (1974)
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2.10.3.4 Bestimmung der Geruchsschwellen in Wasser

Die Bestimmung der Geruchsschwellen in Wasser erfolgte in Anlehnung an Czerny et al.
(2008). Zunachst wurden ethanolische Losungen der Analyten hergestellt. Diese Stammlo-
sungen (Tabelle 56) wurden mit Ethanol in sieben Schritten weiter 1:3 (v/v) verdiinnt. Diese
acht ethanolischen Losungen wurden je 1:2000 (v/v) mit VE-Wasser verdinnt, je 10 mL der
resultierenden wassrigen Losungen in 35 mL-Schnappdeckelglaser abgefillt und diese an-
schlieBend verschlossen. Die Glaser (Probe A) wurden mit jeweils zwei ethanolisch-wassrigen
Losungen (Probe B) mit dreistelligen Zufallszahlen kodiert und in Form von Tripletts in abstei-
gender Konzentration und zufallig alternierender Aufstellung einem Panel zur Bewertung dar-
gereicht. Die Probanden wurden aufgefordert, die Proben orthonasal abzuriechen und die pro
Triplett abweichende Probe auf einem Priifbogen zu notieren. Zur Unterscheidung zwischen
Wahrnehmungs- und Erkennungsschwelle sollten die Probanden dariiber hinaus die letzte

Probe notieren, bei der sie den Geruch noch qualitativ erkennen konnten.

Tabelle 56: Konzentrationen der eingesetzten ethanolischen Stammlésungen zur Bestimmung der Ge-
ruchsschwellen wi1-ungesdttigter Aldehyde in Wasser.

Kettenldnge wl-ungesdttigtes Aldehyd C7 Cc8 Cc9 C10 C11 C12 Ci3
Konzentration [ug/pL] 060 0,60 0,060 0,067 020 2,0 2,0

Das Sensorik-Panel bestand aus 51 Priifern (31 weiblich, 20 mannlich) im Alter zwischen 16
und 43 Jahren. Einige der Prifer nahmen regelmaRig an institutsinternen Sensorikschulungen
teil, Gberwiegend handelte es sich allerdings um ungeschulte Laien. Pro Substanz priiften 24

Personen auf Unterschied.

Die Auswertung erfolgte gemaR DIN EN ISO 4120:2007. Dabei wurden die 24 Probentripletts
einer Konzentrationsstufe pro Substanz als Dreieckstest angesehen. Dabei wurde ein Signi-
fikanzniveau von o = 5% festgelegt. Nach Czerny et al. (2008) wurden nur diejenigen Antwor-
ten gewertet, bei denen die abweichende Probe entlang der absteigenden Konzentrations-
reihe ohne Unterbrechung korrekt identifiziert wurde. Die Geruchsschwelle bildete dabei der
Mittelwert zwischen der niedrigsten von den Referenzen unterscheidbaren und der héchsten
nicht unterscheidbaren Konzentration des jeweiligen Aldehyds (Formel (6)). Als Fehlerangabe

dient die halbe Spannweite der beiden zuvor genannten Konzentrationen.
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(B, +By)
OT,, = ~2—=*1 6
w= (6)
OT.  Geruchsschwellenwert in wassriger Losung [ug/L]
Px Niedrigste vom Panel von der Referenz unterscheidbare [ug/L]
Konzentration des Aldehyds
Br-1 Hoéchste vom Panel von der Referenz nicht unterscheidbare [ug/L]

Konzentration des Aldehyds

2.10.4 Sensorische Charakterisierung der methylverzweigten Aldehyde

Die Geruchsattribute der methylverzweigten Aldehyde wurden von sechs wochentlich ge-
schulten Panellisten (3 weiblich, 3 mannlich im Alter von 23 bis 28 Jahren) durch eine einfach
beschreibende Prifung anhand der isolierten Reinsubstanzen bestimmt. Zusatzlich wurden
sie wahrend der gaschromatographischen Analyse im Zuge der Schwellenwert-Bestimmung in

Luft (siehe unten) am ODP erfasst.

Die Bestimmung der Geruchsschwellen der methylverzweigten Aldehyde und der entspre-
chenden unverzweigten Vertreter in Luft erfolgte analog zu 2.10.3.3 durch drei geschulte
Panellisten (2 weiblich, 1 mannlich im Alter von 27 bis 32 Jahren). Die Quantifizierung der
Aldehyde zur Berechnung der Geruchsschwellen erfolgte Gber dieselbe GC-Methode mittels
externer Kalibrierung. Dazu wurden die unverzweigten Aldehyde genutzt, von denen ange-
nommen wurde, dass sie identische Response-Faktoren aufwiesen wie ihre jeweiligen methyl-

verzweigten Pendants. Decanal diente als Injektionsstandard.
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2.11 Entsorgung von S1-Abfallen und Chemikalien
2.11.1 Sterilisierung und Entsorgung von S1-Abfallen

Alle S1-Abfalle wurden sterilisiert (15 min, 135 °C). Flussige Abfalle wurden (ggf. nach Filtra-

tion) Uber das Laborabwasser, feste Abfille (iber den Laborabfall entsorgt.

2.11.2 Entsorgung von Chemikalien

Chemikalien- und Lésungsmittelabfalle wurden in den vorgesehenen Behaltnissen in den La-
boren des Instituts flir Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie gesammelt und

Uber die zentrale Entsorgungseinrichtung der Justus-Liebig-Universitat Giellen entsorgt.
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3 Ergebnisse
3.1 Screening verschiedener Pilz-Spezies mit Fokus
auf der Bildung relevanter Fettsauren

3.1.1 Wachstum der einzelnen Spezies und Lipidgehalte der gebildeten Myzelien

38 verschiedene Pilz-Spezies wurden gemaR 2.3 kultiviert. Sie wiesen sowohl in Emers- (bei-
spielhaft Abbildung 11), als auch in Submerskultur (beispielhaft Abbildung 12) deutliche Un-

terschiede im Hinblick auf ihre Morphologie und Wachstumsgeschwindigkeit auf.

Abbildung 12: Submerse Hauptkulturen verschiedener Pilz-Spezies:
a) CZE, b) FVE-D, c) INRA, d) LSU, e) MHY-FP und f) MES.
Tabelle 57 gibt eine detaillierte Ubersicht iiber die unterschiedlichen Kultivierungsdauern und
die wahrenddessen produzierten Myzel-BTM. Darliber hinaus wurden die Myzelien auf ihre
Lipidgehalte hin untersucht (2.6.1) (Tabelle 57). Zunachst wurde fiir jeden Pilz eine Einfachbe-
stimmung durchgeflihrt. Im Falle interessanter Fettsdureprofile (3.1.2) wurden weitere Be-
stimmungen nachgezogen, sodass fir alle relevanten Pilze, je nach Verfligbarkeit an BTM,

mindestens eine Doppelbestimmung vorlag.
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Tabelle 57: Kultivierungsdauer (emers, submerse Vorkultur (sub VK), submerse Hauptkultur (sub HK)),
produzierte Biotrockenmasse und Lipidgehalt der jeweiligen Pilzmyzelien.

Kultivierungsdauer [d]

Mikroor- (Unter-) Nahr- Lipidgehalt
ganismus  Abteilung® medium emers subVK subHK BTMIg/L]° [g/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+0,05 23,3+0,4¢°
COoD Basidio MEP(A) 14 10 6 2,8+0,1 1,29 £ 0,05¢
CHET-N Ento M(A) 6 3 5 7,6+0,3 25,3+0,9¢
FVE-D Basidio ME(A) 6 12 4 2,34 £ 0,07 2,8+0,4¢
FFO Basidio ME(A) 6 4 1,99 + 0,02 3,7+0,2f
FPI-D Basidio ME(A) 6 3 3,02+0,01 3,0+0,3¢
GAP Basidio ME(A) 6 4 2,8+0,1 1,69 + 0,09f
GLU Basidio MEP(A) 7 4 2,340,2 2,6 £0,4f
INRA Basidio MEP(A) 10 14 4 2,99 £ 0,08 1,24 +0,03¢
LVI-FP Asco ME(A) 70 4 4,69 £ 0,08 3,74 £ 0,08¢
LSU Basidio ME(A) 7 2,93+0,03 3,21+ 0,08¢
LED Basidio ME(A) 10 4 1,01 +0,03 3,0¢
LPE Basidio MEP(A) 4 2 1 5,0+0,1 2,61 +0,04¢
MEX Basidio ME(A) 32 17 7 1,91 + 0,04 2,3+0,2¢
MPR Basidio MEP(A) 13 13 7 2,7+0,4 2,3+0,9¢
MES Asco ME(A) 6 8 6 5,39 10,05 14,4 £ 0,6¢
MSP Mucor YG(A) 3 4 56+0,2 25,4 £0,1¢
MAL-FP Mucor YG(A) 4 3 7,8+0,3 18,1+ 0,6
MHY-FP Mucor YG(A) 3 3 3,54+ 0,07 29 +1¢
MIS Mucor YG(A) 20 3 3 6,8+0,3 26,8 £ 0,4¢
MSC Basidio ME(A) 13 8 7 3,0+£0,2 2,02 +0,09¢
NFA Asco MEP(A) 21 3 3 4,1+0,2 2,0°
PSTI Basidio MEP(A) 24 17 7 4,53 £0,02 3,11 + 0,04¢
PIG-F Basidio MEP(A) 14 9 3 2,23 +0,03 1,9 +0,3¢
PBE Basidio MEP(A) 6 8 4 2,22 +0,02 3,5¢
PDR Basidio MEP(A) 25 7 2 2,8+0,2 2,4+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 2,2+0,1 4,3+0,4¢
PPI Basidio MEP(A) 13 10 4 3,98 £ 0,07 2,09 + 0,06¢
PCIN Basidio ME(A) 12 7 4 3,0£0,1 1,38 + 0,03¢
PYCO Basidio ME(A) 8 7 2 2,19+£0,01 2,7¢
RAZ Mucor ME(A) 3 3 2 2,87 £ 0,06 14 + 1¢
SHI Basidio MEP(A) 9 6 3 3,52+ 0,06 2,39 £ 0,04¢
STRU Basidio MEP(A) 9 6 4 3,7+x0,4 1,54 +0,07¢
TVE Basidio ME(A) 4 3 6 2,47 £ 0,05 2,0¢
WCO-C Basidio ME(A) 5 7 5 4,03 £0,03 1,12 £ 0,07¢

3 Asco = Ascomycota, Basidio = Basidiomycota, Ento = Entomophthoromycotina, Mucor = Mucoromycotina

b die Einheit versteht sich als g pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum); den Werten liegt mindestens eine Dreifachbestimmung
zugrunde; als Fehler ist der Standardfehler angegeben

¢ Einfachbestimmung; ¢ Doppelbestimmung; ¢ Dreifachbestimmung; ¢ Vierfachbestimmung
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Aus den erhaltenen Myzel-BTM und den ermittelten Lipidgehalten wurde die Lipidausbeute
pro Liter Nahrmedium berechnet. Abgesehen von einigen sehr lipidreichen Spezies (CZE,
CHET-N, MES, MSP, MAL-FP, MHY-FP, MIS und RAZ) betrug diese in der Regel 25 bis 100 mg
pro Liter Hauptkulturmedium (Abbildung 13).

Lipidausbeute [mg/L]
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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SHI
STRU
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WCO-C

Abbildung 13: Lipidausbeuten der 38 untersuchten Pilzspezies pro Liter Hauptkulturmedium (blau:

Basidiomycota, dunkelblau: Ascomycota, hellblau: Entomophthoromycotina, grau: Mucoromycotina).
Im Falle von Mehrfachbestimmungen erfolgt die Fehlerangabe in Form des Standardfehlers.

3.1.2 Fettsdureprofile

Nach der Lipidextraktion wurden die Fettsdauren zu Fettsauremethylestern umgeestert
(2.6.2.1) und deren Profile mittels GC-MS bestimmt (2.6.3). Bedingung fiir eine eindeutige

Identifizierung war zunichst die Ubereinstimmung der Rls nach van den Dool und Kratz (1963)
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mit denjenigen authentischer Referenzsubstanzen auf zwei unterschiedlichen GC-Trennsau-
len (VF-WAXms und Select FAME). Die Fettsaureprofile von FVE-D und MHY-FP wurden zu-
satzlich anhand einer dritten Trennsaule (DB-5ms) verifiziert. Die RIs (VF-WAXms, Select FAME
und DB-5ms) aller untersuchten Referenzverbindungen finden sich in Tabelle A 1 (Anhang B).
Dariiber hinaus wurde eine gute Ubereinstimmung des erhaltenen massenspektrometrischen
Fragmentierungsmusters mit einem in der NIST-Datenbank hinterlegten Massenspektrum ge-

fordert (R-Match > 850).

Im Folgenden finden sich die Fettsaureprofile fiir die 38 untersuchten Pilzspezies in alphabeti-
scher Reihenfolge (Tabellen 58 bis 95). Vorlaufig identifizierte Verbindungen sind entspre-
chend gekennzeichnet. Je nach Spezies wurden 8 bis 40 verschiedene Fettsdauren mit einer
Kettenlange von Cs bis C26 nachgewiesen. Darunter befanden sich sowohl geséttigte als auch
(mehrfach) ungesattigte Verbindungen, die zum Teil konjugierte Doppelbindungen oder auch
Methylverzweigungen aufwiesen. Die Ausbeuten wurden durch den relativen Anteil der

jeweiligen Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet.

Tabelle 58: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von AAE3. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*

1 80" <0,1 <0,1 <01 <0,03

2 14:0 0,2 0,2 02 +£0,0 0,06 0

3 15:0 0,4 0,4 04 0,0 0,1 +0,0
4 16:0 18,0 19,7 189 0,9 6,5 +0,
5 16:1(92) <0,1 <0,1 <01 <0,03

6 17:0 <0,1 <0,1 <01 <0,03

7 18:0 0,8 1,2 1,0 101 0,3 +0,0
8 18:1(92) 1,6 1,5 1,5 0,02 0,5

9 18:1(112) 2,1 2,2 2,2 0,05 0,7 +0,0
10 18:2(92,122) 76,7 74,3 76 +1 26 2
11 18:3(92,127,152) 0,1 0,1 0,1 +£0,02 0,03 +£0,0
12 20:2(11z,142) 0,0 <0,1 <01 <0,03

13 24:.0* 0,0 <0,1 <01 <0,03

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

* Substanzidentitit aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
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Tabelle 59: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von CZE. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*

1 14:0 0,1 0,1 0,1 0,1 +£0,0 0,5 +0,0
2 14:1(52) <01 0,0 0,0 <01 <0,5

3 15:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

4 16:0 29,6 29,7 296 29,6 0,0 148  £2

5 16:1(72)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

6 16:1(92) 1,1 1,1 1,0 1,1 0,0 5,3 0,1

7 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

8 17:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,5

9 17:1(82)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

10 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

11 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

12 17:2* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

13 18:0 4,2 4,4 4,5 43 0,1 21,6 101
14 18:1(92)" 38,8 38,4 38,7 386 01 193 3
15 18:1(112)" 0,6 0,7 0,7 0,6 +£0,0 32 0,0
16  18:2(97,122) 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(97,127,152) 5,8 5,9 5,9 59 +£0,9 29,4 +0,3
19 20:0 0,1 0,1 0,1 01 0,0 0,5 +0,0
20  20:1(92)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

21 20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

22 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

23 20:3(117z,14z,172) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

24 220 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,5

25 23:0 0,0 <0,1 0,0 <01 <0,5

26 240 <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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 60: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von COD. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert [mg/L}*
1 60 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
2 8:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
3 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
4 140 0,3 0,2 0,4 03 01 0,1 £0,0
5 15:0 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(72) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,05 +0,0
8 16:1(92) 0,2 0,2 0,2 02 0,0 0,08 £0,0
9 16:1(112) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,04 +0,0
10 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
11  7Me-16:1(62)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
12 17:.0 0,2 0,2 0,4 03 01 0,09 +0,0
13 17:1(82) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
14  17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
15 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
16 17:2 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
17 18:0 2,3 2,7 3,4 2,8 0,3 1,0 +0,1
18 18:1(92) 4,1 5,8 6,8 55 £0,8 2,0 £0,3
19 18:1(112) 3,9 5,4 3,8 44 0,5 1,5 +0,1
20 18:2(92,122)" 67,0 64,5 61,2 64 2 23 2
21 18:2* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
22 18:3(92,127,152)" 0,7 0,7 0,7 0,7 0,0 0,2 +0,0
23 konjugierte 18:2* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04
24 18:3° 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,07 +0,0
25 20:1(112) 0,2 0,2 0,2 02 0,0 0,07 +0,0
26 20:2(117,142) 0,1 0,2 0,2 0,2 0,0 0,06 +0,0
27  18:3(9Z,11E,13E) <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
29 240 0,3 0,2 0,7 04 0,2 0,1 +0,1
30 24:1(152) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,04

Summe Unbekannte 2,3 1,9 2,0 2,1 0,1 0,7 +0,1

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

Fettsaure am Fettsdureprofil berechnet

+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle 61: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von CHET-N. Die Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L]*
1 i12:0* <0,1 <0,1 <01 <1,9
2 12:0 0,2 0,2 0,2 0,0 3,4 +0,2
3  al13:.0* <0,1 <0,1 <0,1 <19
4 130 1,1 1,2 1,2 0,0 22 +
5 140 37,5 366 37,1 06 716 +5
6 140 6,3 6,0 6,2 0,2 119 +
7 14:1(92) <0,1 <01 <0,1 <1,9
8 al5:0 16,9 15,6 16,2 *0,9 313 +10
9 15:0 5,4 5,4 54 0,0 105 +8
10  i14:1% <0,1 <0,1 <0,1 <19
11  i16:0 5,8 6,5 6,2 0,5 120 +15
12 160 9,5 9,8 9,7 0,2 187 +17
13 16:1(92) 0,3 0,3 03 +0,0 5,9 +0,6
14 16:2} <0,1 <0,1 <01 <1,9
15  qg17:0 0,3 0,3 03 0,0 6,6 +0,4
16  16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <1,9
17 17:0 0,1 0,1 0,1 0,0 2,7 +0,3
18  17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <19
19 17:1% <0,1 <01 <0,1 <19
20 i18:0° <0,1 <0,1 <0,1 <19
21 17:2° <0,1 <0,1 <01 <1,9
22 180 0,6 0,7 06 0,1 12 +2
23 18:1(92) 0,9 1,2 1,0 0,2 20 +4
24 18:1(112) 3,4 3,8 36 0,3 71 +9
25 18:2° <0,1 <01 <0,1 <1,9
26 18:2(92,122) 0,4 0,4 04 +0,0 7,5 +0,6
27 18:2° <0,1 <01 <0,1 <1,9
28  18:3(62,92,122) 0,5 0,5 0,5 +0,0 9 +1
29 19:1f <0,1 <0,1 <01 <1,9
30 200 <0,1 <01 <011 <1,9
31 20:1° <0,1 <0,1 <01 <1,9
32 PUFA? 0,1 0,1 0,1 +0,0 2,8 +0,2
33  20:1° <0,1 <01 <0,1 <1,9
34 20:2° <0,1 <01 <0,1 <1,9
35  20:2(112,142) <0,1 <01 <0,1 <1,9
36 20:3(82,11Z, 142) 0,5 0,6 0,5 +0,0 11 +1
37 20:4(52,87,112,142) 8,5 9,3 89 0,6 173 +20
38  20:5(57,82,117,112,172) 0,1 0,1 0,1 0,0 2,3 +0,1
39 220 <0,1 <01 <0,1 <1,9
40 240 0,3 0,3 03 +0,0 6,3 0,5

Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <01 <1,9

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

* Substanzidentitit aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 62: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von FVE-D. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form

des Standardfehlers.
Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L}*
1 8:0 <0,1 <0,1 <01 < 0,05
2 10:0 0,1 0,3 02 01 0,1 0,0
3 11:0 0,1 0,3 0,2 +0,1 0,1 +0,0
4 12:0 5,5 13,7 10 4 5 2
5 12:1(52) <0,1 <0,1 <01 <0,05
6 12:1F <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
7 13:0 0,3 0,6 0,5 +0,2 0,2 +0,1
8 13:1% <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
9 14:0 1,9 3,4 2,7 +0,7 1,4 10,2
10 14:1(52) <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
11  15:0 1,9 2,9 24 0,5 1,3 0,1
12 16:0 22,7 24,7 24 +1 13 1
13 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
14  16:1(92) 0,5 0,6 0,6 +0,1 0,3 +0,0
15 16:1(112) 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,05 +0,0
16  16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
17  16:2(92,122) <0,1 0,2 <0,1 <0,05
18 17:0 0,3 0,2 0,3 +0,0 0,1 +0,0
19 17:1(82)° <0,1 <0,1 <0,1 < 0,05
20  17:1(92) <0,1 <0,1 <01 <0,05
21 17:2¢ <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
22 17:2F <0,1 <0,1 <01 <0,05
23 180 6,8 3,9 5 +2 3 +1
24 18:1(92) 15,9 11,7 14 2 8 2
25 18:1(112) 0,9 0,7 0,8 +0,1 0,4 +0,1
26 18:2(97,122) 37,3 32,5 35 2 19 4
27 18:2%7 0,9 0,7 08 0,1 0,4 +0,1
28  18:3(97,127,152) 3,5 2,6 3,0 +0,4 1,7 +0,5
29  20:0 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,07 +0,0
30 23:0 0,1 0,2 0,1 +0,0 0,06 +0,0
31 240 0,6 0,1 04 0,3 0,2 0,

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 der jeweiligen

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 63: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von FFO. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittler:

Nr. Fettsdure Ansatzl Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Mittelwert Ausbeu::tee[r:g/ 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 1,1 1,1 +0,1 0,8 +0,1
3 16:0 14,0 11,9 12,2 12,0 12,5 0,5 9,1 +0,3
4 16:1(72) <0,1 <01 <01 <0,1 <01 <0,07
5 16:1(92) 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
6 16:1(112) 2,5 2,0 2,8 2,0 2,3 10,2 1,7 +0,2
7 7Me-16:1(62)* 0,5 0,9 0,8 0,9 0,8 0,1 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(82)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
10 17:1(92) <01 <01 <01 <0,1 <01 <0,07
11 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
12 17:2% <01 <01 <01 <0,1 <01 <0,07
13 18:0 0,2 0,6 0,5 0,5 0,5 0,1 0,3 +0,1
14 18:1(92) 11,6 13,1 11,9 12,7 12,3 04 9,0 +0,7
15 18:1(112) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,2 +0,0
16 18:2(9z,122)" 60,3 58,1 56,9 57,6 582 +0,7 43 2
17 18:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,07
18  18:3(92,122,152)" 9,0 10,6 12,1 11,5 10,8 0,7 8,0 +0,9
19 20:1(112) <01 <01 <01 <0,1 <01 <0,07
20 20:2(11z,142) 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,09 0,0
21 20:3(117,142,172) <01 <01 <01 <0,1 <0, <0,07
22 240 0,0 0,2 0,11 0,1 0,1 0,0 0,08 0,0
23 24:1(152) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,07 0,0

Summe 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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 64: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von FPI-D. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere
Nr. Fettsdure Ansatz 1 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 15:1f <0,1 <0,1 <0, <0,09
4 160 7,5 8,3 7,9 +0,4 7,0 +0,3
5 16:1(72) 0,1 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0
6 16:1(92) 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,2 +0,0
7 16:1(112) 0,0 <0,1 <041 <0,09
8 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <01 <0,09
9 170 1,2 1,4 1,3 +0,1 1,1 +0,0
10 17:1(82)} 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
11 17:1(92) 0,2 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0
12 17:2% <0,1 <0,1 <01 <0,09
13 17:2¢ 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
14 180 2,6 2,9 2,7 +0,2 2,4 +0,1
15  18:1(92) 20,3 20,2 20,2 +0,0 18 +2
16 18:2(92,122) 64,7 61,9 63 1 56 +7
17  18:2% 0,1 <0,1 <0, <0,09
18  19:1* <0,1 <0,1 <0, <0,09
19  18:3(92,122,152) 1,3 1,5 1,4 +0,1 1,2 +0,1
20 20:1(112) 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,2 +0,0
21 20:2(112,142) 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 25:0 <0,1 <0,1 <01 <0,09
24 26:0 0,1 0,4 0,2 +0,1 0,2 +0,1
25  26:1° 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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 65: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von GAP. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

Nr. Fettsdure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4 Mittelwert Ausbr:l:tttele[:g/ L]*
1 12:0 <0,1 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
2 12:1(52)* <0,1 0,0 0,0 0,0 <01 <0,05
3 13:0 0,0 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
4 14:0 1,0 1,0 1,1 11 1,0 0,0 0,5 +0,0
5 15:0 2,2 2,7 2,9 3,0 2,7 £0,2 1,2
6 16:0 19,7 18,2 20,0 19,1 19,2 +04 8,9 +0,7
7 16:1(72) 0,0 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
8 16:1(92) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,05 0,0
9 16:1(112) 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8 0,0 0,4 £0,0
10 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
11 16:2(92,122) <0,1 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
12 7Me-16:1(62)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
13  17:.0 2,1 3,0 3,5 3,2 3,0 0,3 1,4 +0,1
14  17:1(82)} <0,1 0,0 0,0 0,0 <01 <0,05
15 17:1(92) <0,1 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
16 17:2° 0,1 0,3 0,3 0,2 02 £0,0 01 0,0
17 18:0 51 6,4 7,2 7,6 6,6 *0,5 3,0 +0,3
18  18:1(92) 51 6,2 6,3 7,7 6,3 %05 2,9 +0,3
19 18:1(112) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 +0,0
20 18:2(97,122) 62,6 58,8 55,1 54,8 58 2 27 3
21 18:2° 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,05
22 18:2F 0,0 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
23 19:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,05
24 18:3(97,127,152) 0,4 0,6 0,7 0,6 06 0,1 0,3 £0,0
25 20:0 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,05
26 20:1(112) 0,0 <01 <0,1 <0,1 <01 <0,05
27  20:2(11z,142) 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,06 *0,0
28 (25(;582’112’142'172)+ <0,1 0,2 0,0 0,0 <01 <0,05
29 220 0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,0 0,06 0,0
30 22:2(13z,162)" <0,1 0,0 0,0 0,0 <01 <0,05
31 230 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,05
32 240 0,2 0,3 0,5 0,7 04 0,1 0,2 +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 <01 <0,05

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

Fettsdure am Fettsdureprofil berechnet
Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tGber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 66: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von GLU. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute

Nr. Fettsdure Ansatz1l Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4  Mittelwert [mg/L)*

1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 < 0,06

2 140 0,6 0,6 0,7 0,8 0,7 01 0,4 £0,1

3 14:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 < 0,06

4 15:0 1,4 1,6 1,3 1,3 1,4 10,1 0,8 0,1

5 16:0 18,2 12,4 12,7 12,8 14 +1 8 +2

6 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

7 16:1(92) 0,3 0,5 0,5 0,5 04 01 0,2 +0,0

8 16:1(112) 5,5 3,5 4,8 4,6 46 04 2,8 10,6

9  16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 < 0,06

10 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

11  7Me-16:1(62)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 < 0,06

12 170 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,1 +0,0
13 17:1(82)* 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 < 0,06

14 17:1(92) 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 <01 < 0,06

16  17:2¢ 0,1 0,2 0,2 0,2 02 +00 009 +0,0
17 18:.0 0,8 1,4 1,3 1,2 1,2 0,1 0,7 +0,1
18  18:1(92) 12,6 14,0 15,3 146 14,1 +0,6 8 t1
19 18:1(112) 0,6 0,3 0,3 0,3 04 01 0,2 +0,1
20 18:1(132)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

21  18:2(97,122) 58,3 62,7 58,5 60,1 60 +1 34 +4
22 18:2¢ 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

23 18:2F 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

24 18:2° 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

25 (1982,3122,152) 0,4 0,9 0,8 0,7 0,7 +0,1 0,4 +0,0
26 20:0 <0,1 0,0 <0,1 <0,1 <01 <0,06

27  20:1(112) 0,1 0,2 0,2 0,2 02 0,0 0,09 0,0
28 20:2(117,142) 0,2 0,5 0,5 0,5 04 01 0,2 +0,0
29 220 0,0 0,0 <0,1 0,0 <01 < 0,06

30 22:1(132) 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

31  22:2(13z,162)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 < 0,06

32 24:0 0,1 0,2 0,3 0,2 02 0,0 0,1 +0,0
33 24:1(152) 0,1 0,2 0,2 0,3 02 0,0 0,09 0,0
34  25:0 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,06

35 25:1(162)F 0,1 0,2 0,2 0,3 02 01 0,1 +0,0
36 26:1(172)* 0,1 0,2 0,2 0,1 02 0,0 0,1 +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 der jeweiligen

Fettsdure am Fettsdureprofil berechnet
Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tUber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 67: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von INRA. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatzl  Ansatz2 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*

1 12:0 0,0 <0,1 <01 <0,04

2 14:0 0,1 0,2 01 £0,0 0,05 +0,0

3 15:0 0,2 0,2 0,2 0,0 0,06 £0,0

4 16:0 16,3 15,1 157 £0,6 58 04

5 16:1(72) <0,1 <0,1 <01 <0,04

6 16:1(92) 0,1 0,2 01 £0,0 0,05 +0,0

7 16:1(102)* 0,1 0,1 0,1 0,0 0,04 £0,0

8 16:1(112) 0,2 0,2 02 £0,0 0,08 +0,0

9 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <01 <0,04

10 16:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

11 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <01 <0,04

12 17:0 0,1 0,2 01 0,1 0,05 0,0

13 17:1(92) <0,1 <0,1 <01 <0,04

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

15 18:0 1,6 2,0 1,8 10,2 0,7 0,1

16 18:1(92) 3,0 4,6 39 0,8 1,4 103

17  18:1(112) 3,4 2,7 3,1 +0,4 1,1 +0,2

18 18:2(9z,122)" 73,4 72,0 72,7 £0,7 27,0 £0,9

19  18:2%' 0,4 1,2 08 04 03 0,2

20 18:2%" <0,1 <0,1 <01 <0,04

21 18:2¢ <0,1 00 <01 <0,04

22 18:3(97,127,152) 0,5 0,6 06 £0,1 0,2 0,0

23 20:0 <0,1 <0,1 <01 <0,04

24 20:1(112) 0,0 <0,1 <01 <0,04

25  20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

26 18:3(97,11E,13E) 0,0 <0,1 <01 <0,04

27  22:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

28 18:3¢ 0,0 <0,1 <01 <0,04

29 18:3¢ <0,1 <0,1 <01 <0,04

30 22:1(132) <0,1 00 <01 <0,04

31 24:0 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 Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 68: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von LVI-FP. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere
Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*
1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
2 14:0 0,4 0,5 0,5 05 0,0 08 0,0
3 14:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
4 150 0,9 1,1 0,9 1,0 101 1,7 101
5 16:0 27,9 28,7 28,7 284 +0,3 498 0,8
6 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
7 16:1(92) 1,1 1,2 1,1 1,1 0,0 1,9 $01
8 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
9  7Me-16:1(62)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
10 17:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 02 0,0
11 17:1(82)? <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
12 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
13 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
14  17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
15 18:0 5,2 4,8 5,1 50 0,1 88 0,3
16  18:1(92)" 31,2 30,7 31,4 31,1 0,2 55 +1
17 18:1(112)" 0,8 0,6 0,7 0,7 0,0 1,2 +0,1
18  18:2(97,122) 30,5 30,8 30,5 306 0,1 54 +1
19 18:3° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
20 18:3(97,127,152) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
21 200 0,2 0,2 0,1 02 +£0,0 03 0,1
22 20:1(92)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
23 20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
24 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
25 210 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
26 220 0,3 0,2 0,2 02 0,0 04 0,1
27  22:1(132) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
28  22:2(137,162) 0,1 0,0 0,0 <01 <0,2
29 23:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2
30 240 0,7 0,6 04 06 0,1 1,0 10,2
31 250 <0,1 <0,1 <0,1 <0, <0,2
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,2

# 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 NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 69: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von LSU.

Nr. Fettsdure Anteil [%]* Ausbeute [mg/L]*
1 15:0 0,2 0,2
2 16:0 11,1 10,4
3 16:1(112) 0,4 0,3
4  7Me-16:1(62)* 0,2 0,2
5 17:0 0,8 0,7
6 18:0 1,2 1,1
7 18:1(92) 17,0 15,9
8 18:2(92,122) 69,2 65,1

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
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tGber authentische Referenzsubstanzen

Tabelle 70: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von LED.

Nr. Fettsdure Anteil [%]  Ausbeute [mg/L]*
1 60 <0,1 <0,03
2 80 <0,1 <0,03
3 10:0 <0,1 <0,03
4 120 <0,1 <0,03
5 14:0 0,7 0,2
6 15:0 0,4 0,1
7 160 25,2 7,6
8 16:1(92) <0,1 <0,03
9 16:1(112) 0,1 0,04
10 17:.0 0,3 0,08
11 17:2% <0,1 <0,03
12 17:2¢ <0,1 <0,03
13 18:0 4,9 1,5
14  18:1(92) 4,3 1,3
15  18:1(112) 0,1 0,03
16  18:2(92,122) 62,4 18,9
17  20:0 <0,1 <0,03
18 20:2(11z,142) <0,1 <0,03
19 220 <0,1 <0,03
20 240 0,8 0,2
21 250 <0,1 <0,03

Summe Unbekannte 0,3 0,09

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdaure am Fettsdureprofil berechnet
* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 71: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von LPE. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert [mg/L])*

1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

2 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <011 <0,13

3 14:0 1,3 1,5 1,5 1,4 0,0 1,8 +0,1
4 14:1(92) <0,1 <01 <0,1 <01 <0,13

5 15:0 0,1 0,2 0,2 0,2 0,0 0,2 +0,0
6 16:0 38,3 38,4 36,9 379 105 49 1

7 16:1(72)" <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

8  16:1(92) 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0 1,3 +0,0
9 16:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

10 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

11 17:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 +0,0
12 17:1(82)° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,13

13 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

14  17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

15 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

16 18:0 3,5 3,5 3,8 36 0,1 4,7 +0,1
17  18:1(92) 21,9 22,5 22,8 22,4 0,3 29,0 +0,6
18  18:1(112)" 1,2 1,1 1,1 1,1 0,0 1,5 +0,1
19 18:2(97,122) 29,4 28,9 290 29,1 0,2 37,6 +0,6
20 18:2F <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

21 18:3(92,127,152) 2,1 2,0 2,3 2,1 0,1 2,8 +0,1
22 200 0,1 0,1 0,2 0,2 0,0 0,2 £0,0
23 20:1(92)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

24 20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

25  20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

26 20:3(117,147,172) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

27 220 0,2 0,2 0,2 02 10,0 0,3 +0,0
28 22:1(132) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

29 23:.0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,13

30 240 0,2 0,2 0,3 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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Ergebnisse

Tabelle 72: Mittels GC-MS analysiertes Fettsédureprofil von MEX. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 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 14:0 0,2 0,2 0,2 0,0 0,07 +0,0

4 15:.0 1,7 2,0 1,9 01 0,8 0,0

5 16:0 20,6 20,9 20,7 0,2 8,9 +0,8

6 16:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

7 16:1(112) 0,2 0,1 0,2 0,0 0,06 +0,0

8 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

9 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

10 17:0 0,8 0,8 08 0,0 0,3 +0,0

11 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

12 17:2* <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(92) 0,2 0,3 0,2 0,0 0,1 +0,0

16  18:2(97,122) 74,0 73,8 73,9 +0,1 32 +3

17  19:1(102)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

18  18:3(97,127,152) 0,1 0,1 0,1 0,0 0,06 +0,0

19 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

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

21 23.0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

22 240 0,3 0,2 03 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 Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 73: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von MPR. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere Ausbeute
Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert [mg/L])*
1 6:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
2 80 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
3 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
4 14:0 0,2 <0,1 <0,1 < 0,06
5 al5:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
6 15:0 0,7 0,7 0,7 0,0 0,4 +0,1
7 16:0 23,8 24,8 243 +0,5 14 +4
8 16:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
9 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
10 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
11 17:0 1,7 1,9 1,8 +0,1 1,0 +0,3
12 17:1(92) 0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
13 17:2% 0,7 0,6 0,7 0,0 0,4 +0,1
14 18:0 2,4 2,3 2,3 +0,1 1,3 0,3
15 18:1(92) 3,5 1,1 2 1 1,1 +0,3
16  18:2(92,122)" 65,7 67,5 66,6 +0,9 38 +11
17 18:2%7 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
19  18:3(62,92,122)" <0,1 0,0 <0,1 < 0,06
20 19:1* <0,1 0,0 <0,1 < 0,06
21  18:3(92,127,152) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
22 18:2(9Z,11E)* <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
23 20:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
24 20:1(112) <0,1 0,0 <0,1 < 0,06
25 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06
26  20:4(52,82,11Z,142) <0,1 0,0 <0,1 < 0,06
27  22:0 <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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tGber 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 lie

Tabelle 74: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von MES.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*
1 14:0 <0,1 <0,8
2 16:0 20,1 156,8
3 16:1(92) <0,1 <0,2
4 18:0 7,1 55,4
5 18:1(92) 29,9 232,9
6 18:2(92,122) 42,7 331,9
7 20:0 <0,1 <0,8
8  20:1(112) <0,1 <0,8

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
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Tabelle 75: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von MSP. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*
1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

2 13:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4

3 14:0 2,8 2,9 2,0 26 0,3 37 3

4 1417 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

5 15:0 0,8 0,9 0,4 0,7 0,2 10 2

6 160 35,4 36,3 34,9 355 +0,4 508 7

7 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

8 16:1(92) 0,2 0,3 0,2 02 0,0 3,5 0,2
9 17:0 1,1 1,1 0,5 09 10,2 13 2
10 17:1(92) 0,3 0,3 0,1 02 0,0 33 +0,6
11 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

12 17:2* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

13 18:0 8,5 8,2 8,7 85 101 122 5
14  18:1(92)" 32,5 30,6 33,4 32,21 *0,8 461 +23
15 18:1(112)" 0,9 0,9 0,9 09 0,0 13,1 +0,3
16  18:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

17  18:2(92,122) 2,7 3,5 2,4 29 0,3 41 +4
18  18:3(62,92,122)" 1,4 1,6 1,2 1,4 0,1 20 +1
19 19:.0%" <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14

20 19:1* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

21 20:0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 2,4 +0,1
22 20:1(112) 1,1 1,1 1,1 1,1 0,0 15,8 £0,6
23 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

24 20:3(57,117,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

25 20:3(87,117,142) 0,9 0,9 0,7 08 01 11,8 £0,6
26 20:4(57,82,117,142) 8,0 8,3 7,1 7,8 104 112 2
27  20:5(57,82,112,142,172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

28 220 0,4 04 04 04 +£0,0 5,5 +0,3
29  22:1(132) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

30 22:2(13z,162)" 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 2,7 10,3
31 22:4(72,10Z,13Z,162) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

32 240 1,6 1,4 1,5 1,5 0,1 22 t1
33 24:1(152) 0,3 0,3 0,3 03 0,0 42 £0,5
34 250 0,1 0,1 0,1 01 0,0 1,6 03
35 26:0 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 1,6 £01

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

Fettsaure am Fettsdureprofil berechnet
+

+
+

Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle 76: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von MAL-FP. Die Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L}*
1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14

2 13:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14

3 14:0 1,6 1,5 1,5 1,5 0,0 21 2

4 14:1(112)° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4

5 15:0 0,4 0,4 0,4 04 0,0 5,2 0,2
6  16:0" 24,0 25,1 261 251 +0,6 353  +17

7 16:1(72)" <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14

8 16:1(92) 0,2 0,3 0,3 03 £0,0 3,9 0,1
9 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14

10 17:0 0,3 0,4 0,4 04 £0,0 5,0 +0,1
11 17:1(92) <0,1 0,2 0,1 01 0,0 1,7 +0,1
12 17:2* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <l4

13 18:0 6,4 6,5 6,6 65 0,1 92 5
14  18:1(92)" 16,0 20,6 17,6 18 +1 252 +5
15 18:1(112)" 0,7 0,8 0,8 0,7 0,0 10,3 0,2
16  18:2(97,122) 12,6 12,8 12,6 12,7 +0,0 179 +10
17 18:3(62,92,122) 2,5 2,2 2,2 2,3 +0,1 32 +3
18  19:1% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <14

19 20:0 0,3 0,3 0,3 03 £0,0 4,2 +0,3
20 20:1(112) 0,5 0,6 0,5 05 0,0 7,4 +0,5
21  20:2(11z,142) 0,5 0,4 0,3 0,4 +0,1 5 +1
22 20:3(57,117,142) 0,3 0,2 0,2 02 0,0 2,8 £0,7
23 20:3(87,11z,142) 2,5 2,2 2,00 2,2 +0,1 31 4
24 20:4(52,82,112,142) 24,8 19,4 21,5 22 2 311 41
25  20:5(57,82,117,142,172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

26 220 1,3 1,3 1,3 1,3 0,0 18 +1
27  22:1(132) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <14

28  22:2(137,162) 0,2 0,2 0,2 02 0,0 2,7 0,2
29  24:0° 4,1 3,8 4,3 4,1 +0,1 57 4
30  24:1(152)" 0,4 0,3 0,3 03 0,0 4,5 +0,6
31 250 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,4

32 260 0,4 0,4 0,5 04 0,0 6,1 +0,3
33 26:1(172)* <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 der jeweiligen
Fettsdaure am Fettsdureprofil berechnet

+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle 77: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von MHY-FP. Die Angabe der Fehler erfolgt in
Form des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L}*
1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <1,0

2 13:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <1,0

3 14:0 2,0 2,0 2,1 20 00 21 1

4 15:.0 2,3 2,5 2,1 23 0,1 23 2

5 16:0" 27,0 27,1 27,5 27,2 £0,1 278 +14

6 16:1(72)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

7 16:1(92) 0,5 0,5 0,6 06 0,0 5,7 +04
8 17:0 4,4 4,6 3,7 4,3 0,3 44 +3

9 17:1(92) 2,1 2,3 2,0 21 0,1 22 2
10 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

11 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <10

12 18:0 4,7 4,8 4,3 4,6 +0,1 47 2
13 18:1(92)" 42,9 41,7 42,0 422 +04 431 +16
14 18:1(112)" 0,7 0,7 06 07 %00 7,0 +0,3
15 18:2(92,122) 4,3 4,3 4,7 44 +0,1 45 3
16  18:3(62,92,122) 1,4 1,4 1,4 1,4 +0,0 14,5 +0,8
17  19:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

18  19:1% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <10

19 19:1% 1,2 1,4 1,2 1,2 +0,1 13 +1
20 18:4(62Z,92,127,152) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <10

21 20:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

22 20:1(112) 0,5 0,5 0,6 05 0,0 5,6 +0,6
23 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

24 20:3(87,117,142) 0,7 0,7 0,8 08 0,0 7,8 +0,7
25 210 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

26 20:4(57,82,117,142) 3,7 3,8 4,2 39 0,2 40 3
27  20:5(57,82,112,142,172) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

28 220 <01 0,1 0,1 01 0,0 1,0 10,2
29  22:1(132) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

30 22:2(137,162) 0,1 0,1 0,2 01 0,0 1,4 +0,3
31 22:4(72,10Z,13Z,162) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0

32 240 0,4 0,4 0,6 05 0,1 4,9 +0,7
33 24:1(152) 0,3 0,5 0,5 04 0,0 4,3 +0,7
34 250 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <1,0

35 26:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <10

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

+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle 78: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von MIS. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz2 Ansatz3 Mittelwert Ausbeute [mg/L}*
1 120 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

2 140 1,2 0,9 1,0 1,0 0,1 19 2

3 150 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

4 16:0 29,6 29,9 29,7 29,7 01 533 +30

5 16:1(72)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

6 16:1(92) 1,4 1,8 1,7 1,7 0,1 29,6 +0,9
7  16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

8 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

9 170 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

10 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

11  18:0 6,7 3,5 3,6 5 +1 85 +24
12 18:1(92)" 55,5 51,9 53,3 54 +1 963 +74
13 18:1(112)" 1,0 1,1 1,0 1,0 +00 18 +1
14  18:2% <0,1 <0,1 <0,1 <01 <1,8

15 18:2(97,122) 3,4 8,5 7,3 6 +2 112 +23
16  18:3(62,92,122) 0,7 1,8 1,5 1,3 +0,3 23 5
17  18:3(97,127,152)* <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

18 20:0 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 2,2 +0,1
19 20:1(112) <0,1 <0,1 <01 <01 <18

20 20:2(117,142) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

21 22:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

22 240 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <18

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

+

Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie

92



Ergebnisse

Tabelle 79: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von MSC. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]*

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*

1 6:0 0,0 <0,1 <0,1 <0,06

2 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

3 9:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

4 10:0 0,0 <0,1 <0,1 < 0,06

5 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06

6 140 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0

7 15:0 1,7 1,6 1,6 +0,0 1,0 +0,0

8 16:0 23,5 23,8 23,7 10,2 13,9 0,1

9 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

10 16:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

11 16:1(112) 0,3 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0

12 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

13 16:2(92,122) <01 0,0 <0,1 <0,06

14  7Me-16:1(62)* <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(82)*" 0,1 <0,1 <0,1 <0,06

17 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

18  17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

19 17:2* <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

20 18:0 6,8 5,9 6,4 +0,4 3,7 +0,3

21  18:1(92) 5,0 3,7 4,3 +0,6 2,5 +0,4

22 18:1(112) 0,4 0,4 0,4 +0,0 0,2 +0,0

23 18:2(92,122) 58,1 63,0 61 +3 35,5 +0,9

24 18:2%7 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

25  18:3%7 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

26 18:3(97,127,152) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

27 18:3(62,9Z,11EF)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

28 20:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

29 20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

30 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

31 22:0 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 1,5 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
Fettsdure am Fettsdureprofil berechnet

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle 80: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von NFA. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere
Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*
1 80 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
2 140 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,2 0,0
3 150 0,4 0,5 0,4 +0,0 0,4 +0,0
4 16:0 22,3 22,5 22,4 +0,1 18,9 +0,1
5 16:1(92) 0,9 0,9 0,9 +0,0 0,7 +0,0
6 16:2(92,122) <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
7 170 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,08 +0,01
8 17:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
9 17:2* <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
10 18:0 2,9 3,1 30 £01 2,5 +0,1
11 18:1(92)" 18,2 19,1 18,7 +0,4 15,7 +0,3
12 18:1(112) 0,8 0,3 05 03 0,5 +0,2
13 18:2(97,122) 49,0 48,1 48,5 +0,4 40,9 +0,4
14  18:3(97,127,152) 4,6 4,5 4,5 +0,0 3,8 +0,0
15 20:0" <0,1 0,1 <0,1 <0,08
16  20:1(112)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
17 22:0 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,2 +0,0
18  24:0" 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
19  24:1(152)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,08

die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsdureprofil berechnet
Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 81: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von PSTI. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]*

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L]*
1 6:0 <0,1 <0,1 <01 <0,1
2 8:0" <0,1 <0,1 <01 <0,1
3 10:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
4 12:0 <0,1 <0,1 <01 <0,1
5 13:1% <0,1 <01 <01 <0,1
6 14:.0 0,4 0,4 0,4 +0,0 06 0,0
7 14:1(92)* <0,1 <0,1 <01 <0,1
8 15:0 1,4 1,6 1,5 +0,1 2,1 +0,1
9 15:1% <0,1 <01 <01 <0,1
10 15:1% <0,1 <0,1 <01 <0,1
11 16:0 23,4 23,0 23,2 +0,2 32,6 +0,0
12 16:1(72) <0,1 <0,1 <01 <0,1
13 16:1(92) <0,1 <0,1 <01 <0,1
14 16:1(112) 1,1 0,8 0,9 +0,1 1,3 +0,2
15  16:2(92,122) <0,1 <0,1 <01 <0,1
16  7Me-16:1(62)* <0,1 <0,1 <0, <0,1
17 17:0 0,7 0,8 0,7 +0,0 1,0 +0,1
18 17:1(92) <0,1 <0,1 <01 <0,1
19 17:2¢ <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
20 17:2¢ <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
21 18:0 9,8 9,2 9,5 +0,3 13,4 0,3
22 18:1(92) 5,7 4,9 5,3 0,4 75 0,5
23 18:1(112) 0,2 0,2 0,2 +0,0 03 0,0
24 18:1(132) <0,1 <0,1 <01 <0,1
25 18:2(92,122) 54,2 56,0 55,1 +0,9 78 +2
26 18:2F 1,2 0,9 1,0 10,1 1,5 10,2
27  18:3(92,127,152)" 0,4 0,6 0,5 +0,1 0,7 0,1
28 19:1(102)*" 0,7 0,8 08 0,1 1,1 0,1
29 20:0 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 0,0
30 20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
31 20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
32 210 <0,1 <0,1 <01 <0,1
33 220 0,3 0,3 0,3 +0,0 04 0,0
34 230 0,1 <0,1 <01 <0,1
35 24:0 1,2 0,9 1,0 +0,1 1,5 0,2
36 24:1(152) <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

Fettsdure am Fettsdureprofil berechnet

* Substanzidentitit aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 82: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von PIG-F. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L]*
1 14:0 <01 <01 <0,1 <0,04

2 15:0 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,06 +0,0
3 16:0 19,7 19,4 19,5 +0,1 8 1

4 16:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

5 16:1(112) 0,5 0,4 0,5 +0,0 0,2 +0,0
6 16:2(92,122) <01 <01 <0,1 <0,04

7 17:0 0,3 0,2 0,3 +0,0 0,1 +0,0
8 172} <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

9 18:0 2,1 2,1 2,1 +0,0 0,9 +0,1
10 18:1(92) 0,8 0,8 0,8 +0,0 0,3 +0,1
11 18:1(112) 0,9 0,8 0,8 +0,0 0,3 +0,0
12 18:2(92,122) 75,4 75,8 75,6 +0,2 32 +5
13 18:3(92,122,152) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

14  24:.0* 0,0 <0,1 <0,1 <0,04

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

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen

Tabelle 83: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von PBE.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L])*
1 7:0* <0,1 <0,08
2 14:0 0,2 0,1
3 15:0 0,7 0,6
4 16:0 9,3 7,3
5  16:1(72) <0,1 <0,08
6  16:1(92) <0,1 <0,08
7 16:2(72,102) <0,1 <0,08
8 17:0 0,6 0,4
9 17:1(92) 0,3 0,2
10 17:2% <0,1 <0,08
11  18:.0 0,8 0,7
12 18:1(92) 18,4 14,4
13 18:1(92,122) 67,3 52,4
14 18:2% 0,1 0,1
15 18:3(92,122,152) 1,5 1,2
16 20:1(112) <0,1 <0,08
17  20:2(11Z,142) <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 durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 84: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von PDR.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*
1 14:0 0,1 0,08
2 15:0 <01 <0,07
3 16:0 19,0 12,7
4  16:1(72)* <0,1 <0,07
5  16:1(92) <0,1 <0,07
6 18:0 5,2 3,5
7 18:1(92) 38,9 25,9
8 18:2(92,122) 36,1 24,0
9 20:0 <0,1 <0,07
10 20:1(112) <01 <0,07
11 22:0 <0,1 <0,07
12 24:0 0,3 0,2

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitit aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

Tabelle 85: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von PER.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L])*
1 14:0 0,1 0,04
2 15:0 11 0,4
3 16:0 17,2 6,2
4 16:1(72) <0,1 <0,04
5 16:1(92) <0,1 < 0,04
6 16:1(112) 1,4 0,5
7 16:2(72,102) <0,1 <0,04
8  16:2(92,122) <0,1 <0,04
9 17:0 0,3 0,1
10 17:2% <0,1 <0,04
11 18:0 0,7 0,3
12 18:1(92) 2,9 1,1
13 18:2(92,122) 75,8 27,5
14  18:3(92,122,152) <0,1 < 0,04
15 20:2(112,142) <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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 86: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von POS.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*
1 14:0 0,2 0,1
2 15:0 1,1 0,5
3 16:0 16,2 7,1
4 16:1(72) <0,1 <0,04
5  16:1(92) <0,1 < 0,04
6 16:1(112) 1,4 0,6
7 16:2(72,102) <01 <0,04
8 17:0 0,2 0,1
9 17:1(82)° <0,1 <0,04
10 17:1(92) <0,1 <0,04
11 17:2¢ <0,1 <0,04
12 17:2% <01 <0,04
13 18:0 2,0 0,9
14 18:1(92) 15,2 6,6
15 18:2(92,122) 63,1 27,6
16  18:3(97,127,152) <0,1 <0,04
17  20:0 <0,1 <0,04
18 20:2(11z,142) <0,1 <0,04
19 24:.0 0,1 0,06

Summe Unbekannte 0,2 0,08

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsdaure am Fettsdureprofil berechnet
* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 87: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von POSQ. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form

des Standardfehlers.
Anteil [%] mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 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 <01 <0,1

3 14:0 0,5 0,4 0,5 0,5 +0,0 0,5 +0,1
4 14:1(52) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1

5 15:0 1,8 1,8 1,9 1,9 +0,1 2,0 +0,2

6 16:0" 22,7 23,5 20,5 22,3 +0,9 24 1

7 16:1%" <0,1 0,0 00 <01 <0,1

8 16:1(72) 0,2 0,2 0,3 02 0 0,2 +0,0

9 16:1(92)" 0,2 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,2 +0,0
10 16:1(112) 0,2 0,2 0,3 0,3 +0,1 0,3 0,1
11 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1

12 7Me-16:1(62)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

13  17:0 0,5 0,5 0,7 0,6 +0,0 0,6 0,1
14 17:1(82)° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
15  17:1(92) 0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,2 +0,0
16 17:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

17 18:0 2,7 2,5 3,1 2,8 +0,2 3,0 +0,4
18 18:1(92) 28,5 29,8 28,1 28,8 +0,5 31 2
19 18:2(97,122) 38,7 37,2 40,3 38,8 +0,9 42 +4
20 19:0 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1

21 19:1* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

22 18:3(97,127,152) 0,3 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,3 +0,0
23 20:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2

24 20:1(112) <0,1 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
25  20:2(11z,142) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

26 210 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1

27 220 0,8 0,8 0,9 0,8 +0,0 0,9 +0,1
28  22:1(132) 0,2 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,2 +0,0
29 230 0,2 0,2 0,3 0,2 +0,0 0,3 +0,0
30 240 1,0 0,9 1,2 1,0 +0,1 1,1 10,2
31 24:1(152) 0,3 0,2 0,3 0,3 +0,0 0,3 +0,0
32 250 0,1 <0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
Summe Unbekannte 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 der jeweiligen

Fettsdaure am Fettsdureprofil berechnet

* Substanzidentitit aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen

T die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte,

der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lie
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Tabelle 88: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von PPI. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere
Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L}*
1 80" <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
2 i14:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
3 14:0 0,2 0,2 0,2 +0,0 0,1 +0,0
4 al5:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
5 15:0 0,4 0,4 0,4 +0,0 0,3 +0,0
6 160 13,6 14,0 13,8 10,2 11,4 +04
7 16:1(92) 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 +0,0
8 16:1(112) 0,2 0,2 0,2 0,0 0,2 0,0
9 16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
10 16:2(92,122) 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(92) <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 4,1 +0,0 3,4 +0,2
15 18:1(92) 1,0 0,8 0,9 +0,1 0,8 +0,1
16 18:1(112) 9,8 11,4 10,6 +0,8 8,8 0,3
17  18:2(92,122) 67,6 66,0 66,8 +0,8 55 +3
18  18:3(97,127,152) 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 20:2(11z,14z)* 0,2 0,1 0,2 +0,0 0,1 +0,0
21 18:3(9Z,11E,13E) 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 23:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,08
24 240 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 pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 89: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von PCIN. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L}*

1 80 0,1 0,2 0,2 +0,1 0,07 +0,0

2 10:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

3 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

4 140 0,6 0,7 0,6 £0,1 0,3 0,0

5 14:1(52) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

6 15:0 0,4 0,4 0,4 0,0 0,2 0,0

7 16:0 20,6 21,6 21,1 +0,5 8,6 +04

8 16:1(72) 0,2 0,2 0,2 0,0 0,07 0,0

9 16:1(92) 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,1 +0,0

10 16:2% <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

11  16:2(72,102) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

12 17:0 0,4 0,5 0,5 0,0 0,2 +0,0

13 17:1(92) 0,1 0,2 0,2 +0,0 0,06 +0,0

14  18:0 2,7 3,4 3,0 +0,4 1,2 +0,2

15 18:1(92) 33,8 33,3 33,6 0,2 13,7 0,2

16  18:2(92,122) 40,1 38,4 39,2 £0,9 16,0 +0,0

17  18:3(97,127,152) <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

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

19 20:2(11z,142) 0,2 0,0 <0,1 <0,04

20 240 0,5 0,6 0,5 +0,1 0,2 +0,0
Summe Unbekannte <0,1 <0,1 <0,1 <0,04

# 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 NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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Tabelle 90: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von PYCO.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*
1 8:0 <0,1 <0,06
2 140 0,2 01
3 15:0 1,7 1,0
4 16:0 20,2 12,0
5  16:1(72) <0,1 < 0,06
6 16:1(92) 0,2 0,1
7 16:1(112) 0,3 0,2
8 16:2(72,102) <0,1 <0,06
9  7Me-16:1(62) <0,1 <0,06
10 17:0 0,3 0,2
11 17:1(82)* <0,1 <0,06
12 17:1(92) <0,1 < 0,06
13 17:2% <0,1 <0,06
14 17:2% <0,1 <0,06
15 18:0 1,2 0,7
16 18:1(92) 26,1 15,5
17 18:2(92,122) 48,0 28,5
18  18:3(97,127,152) <0,1 <0,06
19  20:1(112) <0,1 <0,06
20 20:2(11z,142) <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 Fettsdureprofil berechnet

¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 91: Mittels GC-MS analysiertes Fettsédureprofil von RAZ. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form

des Standardfehlers.
Anteil [%]* mittlere

Nr. Fettsdure Ansatzl Ansatz2 Ansatz3 Ansatz 4 Mittelwert Ausbeute [mg/L])*
1 12:0 0,0 <0,1 0,1 <0,1 <0,1 <0,4
2 14:0 0,2 0,4 0,6 0,4 04 101 1,6 0,3
3 14:1% 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <04
4 15:0 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,4
5 16:0 13,3 13,0 15,3 13,9 139 0,5 54 5
6 16:1(72) 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,4
7 16:1(92) 1,9 1,6 2,4 1,7 1,9 +0,2 7,2  £0,5
8 17:0 0,0 0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,4
9 17:1(92) 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <04
10 18:0 19,2 22,6 20,0 23,5 21,3 +1,0 85 12
11 18:1(92)" 58,6 45,2 44,4 44,7 48 4 186 12
12 18:1(112)" 1,7 1,0 1,2 1,0 1,2 0,2 4,5 +0,2
13 18:2* 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <04
14  18:2(92,122)" 3,4 7,5 6,9 7,5 6 +1 26 6
15 18:2%" 0,0 <0,1 <0,1 <01 <01 <0,4
16  18:3(62,92,122) 1,1 3,4 3,4 3,6 2,9 R 12 3
17  20:0 0,2 0,8 0,6 0,8 0,6 0,2 2,5 0,8
18  20:1(112) 0,1 0,4 0,3 0,4 03 0,1 1,2 +0,3
19 20:2(11z,142) 0,0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <04
20 22:0 0,1 0,6 0,5 0,7 05 0,1 20 0,6
21 24:0 0,3 1,4 1,2 0,1 0,7 0,3 3
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 04 0,2 1,4 0,7

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

Fettsaure am Fettsdureprofil berechnet

¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR

Tabelle 92: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von SHI.
Nr. Fettsdure

Anteil [%]*

Ausbeute [mg/L}*

1 14:0
2 150

3 160

4 16:1(92)

5 17:0

6 180

7 18:1(92)

8  18:2(92,122)
9 240

10  25:0

11 26:0

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

#

Fettsdaure am Fettsdureprofil berechnet
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0,2
0,2
19,8
0,7
<0,1
1,5
20,0
56,6
0,8
0,2
0,2

0,2
0,1
16,6
0,6
<0,08
1,2
16,8
47,5
0,7
0,1
0,1

die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen
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Tabelle 93: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von STRU. Die Angabe der Fehler erfolgt in Form
des Standardfehlers.

Anteil [%]

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*

1 12:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06

2 i14:0 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06

3 14:0 0,35 0,30 0,3 +0,0 0,2 +0,0

4 15:.0 0,5 0,4 0,4 0,0 0,2 0,0

5 16:0 17,2 17,5 17,4 10,2 9,9 +0,7

6 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06

7 16:1(92) 0,1 0,2 0,2 +0,0 0,08 +0,0

8 16:1(112) 0,2 0,2 0,2 0,0 0,09 +0,0

9 16:2(92,122) <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(82)? <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06

12 17:1(92) <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 1,5 +0,5

16 18:1(92) 4,8 5,2 5,0 +0,2 2,8 +0,1

17  18:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 < 0,06

18  18:2(97,122) 68,6 71,5 70 2 40 2

19 18:3(97,127,152) 0,3 0,3 0,3 +0,0 0,2 +0,0

20 18:2(10€£,122) 2,1 1,0 1,6 +0,6 0,9 04

21 20:0' <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

22 20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <0,06

23 20:2(11z,142) <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 der jeweiligen
Fettsaure am Fettsdureprofil berechnet
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR
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Tabelle 94: Mittels GC-MS analysiertes Fettsdureprofil von TVE.

Nr. Fettsdure Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*
1 12:0* <01 < 0,06
2 140 0,3 0,1
3 14:1(52) <0,1 <0,06
4 15:0 0,7 0,4
5 16:0 21,1 10,6
6 16:1(72) 0,2 0,09
7 16:1(92) 0,1 0,06
8  16:1(112) 0,3 0,1
9 16:2(72,102) <0,1 < 0,06
10 17:0 0,2 0,09
11 17:1(82)° <0,1 < 0,06
12 17:1(92) <0,1 <0,06
13 18:0 1,3 0,6
14 18:1(92) 11,9 6,0
15 18:1(112)" 0,1 0,06
16  18:2(97,122) 59,5 30,0
17  18:3(92,127,152)" 3,2 1,6
18 20:1(112) <0,1 <0,06
19 20:2(11z,142) <0,1 <0,06
20 20:5(57,87,112,142,172)* <0,1 < 0,06
21 22:0 <0,1 < 0,06
22 22:1(132) <0,1 <0,06
23 24:0 0,2 0,1
24 24:1(152) 0,2 0,07

Summe Unbekannte 0,4 0,2

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

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle 95: Mittels GC-MS analysiertes Fettséureprofil von WCO-C. Die Angabe der Fehler erfolgt in

Form des Standardfehlers.

Anteil [%]*

mittlere

Nr. Fettsdure Ansatz 1 Ansatz 2 Mittelwert Ausbeute [mg/L)*
1 80 <0,1 <0,1 <0,1 < 0,05
2 10:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
3 12:0* <0,1 <0,1 <0,1 < 0,05
4 140 0,3 0,2 0,2 10, 0,09 +0,0
5 15:0 0,5 0,5 0,5 +0,0 0,2
6 160 15,6 14,7 15,2 +0,4 6,8 +0,2
7 16:1(72)* <0,1 <0,1 <0,1 < 0,05
8 16:1(92) <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
9 16:1(112) <0,1 0,1 <0,1 < 0,05
10 16:2(72,102) 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(82)° <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
13 17:1(92) <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 1,4 +0,0
16 18:1(92) 3,5 3,1 33 10,2 1,5 0,0
17  18:2(92,122) 75,5 77,2 76,4 +0,8 34 +3
18 18:2% 0,2 <01 0,1 +0,0 0,05 +0,0
19 18:3(97,127,152) <0,1 <0,1 <0,1 <0,05
20 20:1(11z,142)" 0,1 0,1 0,1 +0,0 0,05 £0,0
21 24.0 0,3 0,4 0,4 +0,0 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 pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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3.2 Einfluss der Kulturparameter auf die Bildung relevanter Fettsdauren
3.2.1 Test diverser komplexer Standard-Ndahrmedien

FVE-D und MHY-FP wurden zundchst submers in diversen Nahrmedien kultiviert, um ein mog-
lichst optimales Ausgangsmedium flr die Produktion der Zielverbindungen zu identifizieren

(2.4.1).

3.2.1.1 Flammulina velutipes

Das Nahrmedium beeinflusste sowohl die Menge der gebildeten BTM als auch deren Lipid-

gehalt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt und -ausbeute von FVE-D in Abhdngigkeit
des Ndhrmediums. Den Werten liegen mindestens biologische Doppelbestimmungen zugrunde. Die
Angabe der Fehler erfolgt in Form des Standardfehlers.

Dariber hinaus waren Auswirkungen sowohl auf die qualitative wie auch quantitative Bildung

von Fettsduren und somit auch deren Ausbeuten zu beobachten (Tabellen A 2 und A 3 (An-

hang C.1) sowie auszugsweise Tabelle 96).
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Tabelle 96: Ausbeuten relevanter Fettsduren im Myzel von FVE-D in Abhéngigkeit des Nédhrmediums.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind lediglich die Mittelwerte der biologischen Doppelbestimmungen
dargestellt. Die primdre Zielverbindung ist rot eingefdrbt. Die Abkiirzung ,n. d.” steht fiir ,nicht
detektiert”.

Fettsdureausbeute [mg/L Hauptkulturmedium]®

Fettsdure ME MEP MPG SNL YMG YPD YPG
12:1(52) 0,0 0,0 0,1 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(92) 0,3 0,5 1,1 0,3 0,3 0,7 1,0
16:1(112) 0,3 0,2 0,6 0,2 0,0 0,0 0,2
16:2(92,122) 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
17:1(92) 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 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
18:1(112) 0,8 2,5 2,5 2,2 0,7 1,3 2,3

2 die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fett-
sdure am Fettsdureprofil berechnet

3.2.1.2 Mortierella hyalina

Die Wahl des Nahrmediums hatte auch im Falle von MHY einen groRen Einfluss auf die Menge

der gebildeten BTM und deren Lipidgehalt (Abbildung 15).

m Biotrockenmasse [g/L] - 45
Lipidgehalt [g/100 g BTM]
® Lipidausbeute [g/L] - 40
I

Biotrockenmasse [g/L] bzw
Lipidausbeute [g/L Hauptkulturmedium)]
Lipidgehat [g/100 g BTM]

ME MEP MPG SNL YD YMG YPD

Abbildung 15: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt und -ausbeute von MHY-FP in Abhdngig-
keit des Ndhrmediums. Den Werten liegen mindestens biologische Doppelbestimmungen zugrunde. Die
Angabe der Fehler erfolgt in Form des Standardfehlers.
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Das Nahrmedium beeinflusste auch die Fettsdurebiosynthese, sodass sich die Fettsdureprofile
qualitativ wie auch quantitativ unterschieden (Tabellen A 10 und A 11 (Anhang C.2) sowie aus-

zugsweise Tabelle 97).

Tabelle 97: Ausbeuten relevanter Fettsduren im Myzel von MHY-FP in Abhdngigkeit des Néhrmediums.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind lediglich die Mittelwerte der biologischen Dreifachbestim-
mungen dargestellt. Die primdre Zielverbindung ist rot eingeférbt. Die Abklirzung ,n. d.“ steht fiir ,,nicht
detektiert”.

Fettsdureausbeute [mg/L Hauptkulturmedium]®

Fettsdure ME MEP MPG SNL YD YMG YPD
14:1(92) n. d. 0,0 n. d. n. d. n. d. n. d. 0,1
16:1(92) 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(72,102) 0,1 0,1 n.d. n.d. n.d. 0,1 n. d.
17:1(92) 1,9 5,9 2,3 1,8 43,6 3,6 25,9
17:2 0,2 0,7 0,4 0,4 1,0 0,4 5,4
17:2 0,1 0,4 0,0 0,1 1,2 0,2 0,3
18:1(112) 9,4 3,6 10,3 4,7 51 4,4 6,2

2 die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fett-
saure am Fettsdureprofil berechnet

3.2.2 Kultivierungstemperatur

FVE-D und MHY-FP wurden bei 16, 24 und 37 °C kultiviert (2.4.2), um den Einfluss der Kultivie-
rungstemperatur auf das Wachstum der Pilze und die Ausbeuten der Zielsubstanzen zu unter-

suchen.

3.2.2.1 Flammulina velutipes

Bei der Kultivierung bei 37 °C war (auch nach langerer Kultivierung) kein Myzelwachstum fest-
stellbar. Im Vergleich zur Standardkultivierungstemperatur von 24 °C produzierte der Pilz bei
16 °C mehr Biomasse und wies einen hoheren Lipidgehalt auf, was eine erhéhte Ausbeute an
Lipiden und auch der primaren Zielverbindung Dodec-11-ensdure zur Folge hatte (Abbildung
16). Daneben waren bei 16 °C die relativen Anteile dieser Verbindung, einiger weiterer kurz-
kettiger Fettsauren (12:0, 14:0) und Linolensaure erhoht. Dagegen wurden weniger langketti-

ge Sauren (18:0, 22:0, 23:0, 24:0) gebildet (Tabelle A 4 (Anhang C.1)).
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Abbildung 16: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt und -ausbeute von FVE-D in Abhdngigkeit
der Kultivierungstemperatur. Die Ausbeute an 12:1(11) wurde durch den relativen Anteil am Fettséure-
profil berechnet. Den Werten liegen biologische Doppelbestimmungen zugrunde. Die Angabe der Fehler
erfolgt in Form des Standardfehlers.

3.2.2.2 Mortierella hyalina

Analog zu FVE-D war bei der Kultivierung von MHY-FP bei 37 °C kein Myzelwachstum feststell-
bar. Im Vergleich zur standardisierten Kultivierung bei 24 °C ergaben sich bei 16 °C nur margi-
nale Unterschiede beziiglich der Bildung von Biomasse, Lipidgehalt und -ausbeute. Auch die
Ausbeuten der primaren Zielverbindung (92)-Heptadec-9-ensdure waren nahezu identisch
(Abbildung 17). Abgesehen von minimalen Unterschieden waren die Fettsdureverteilungen

bei beiden Temperaturen ebenfalls gleich (Tabelle A 12 (Anhang C.2)).

o w KS
=} =} o

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

Biotrockenmasse [g/L] bzw.
Lipidausbeute [g/L]
Ausbeute an 17:1(9Z) [mg/L]

16°C (6 d) 24°C (6 d)

H Biotrockenmasse [g/L] Lipidgehalt [g/100 g BTM] B Lipidausbeute [g/L] & Ausbeute 17:1(92) [mg/L]
Abbildung 17: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt und -ausbeute von MHY-FP in Abhdngig-
keit der Kultivierungstemperatur. Die Ausbeute an 17:1(9Z) wurde durch den relativen Anteil am Fett-
sdureprofil berechnet. Den Werten liegen biologische Doppelbestimmungen 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 Kulturen {iber einen langeren

Zeitraum hinweg kultiviert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet (2.4.3).

3.2.3.1 Flammulina velutipes

FVE-D wurde in MPG-Ndhrmedium kultiviert und nach 7, 21 und 33 Tagen geerntet. Dabei liel§
sich erkennen, dass der Pilz innerhalb der ersten sieben Kulturtage den Grof3teil der Biomasse
bildete und diese im weiteren Verlauf nur noch leicht zunahm (bis Kulturtag 21 auf ca. 4 g/L).
Die Lipidproduktion (bis ca. 10,5 g/100 g BTM) erfolgte vor allem zwischen Kulturtag 7 und 21
(Abbildung 18). Das Fettsaureprofil unterlag je nach Kulturdauer Schwankungen, jedoch wa-

ren keine festen Muster erkennbar. Der Anteil der neben Dodec-11-ensdure moglicherweise

interessanten ungesattigten Fettsduren im Bereich Ci; bis Ci1g blieb stets unverandert bei Gber-

wiegend < 0,1% (Tabelle A 5 (Anhang C.1)).
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Abbildung 18: Produktion von Biotrockenmasse, Lipidgehalt des Myzels sowie Ausbeute an Lipiden und
12:1(11) durch FVE-D. Daneben ist die Glucosekonzentration im Kulturiiberstand angegeben. Die Feh-

lerindikatoren zeigen den Standardfehler der biologischen Doppelbestimmungen.
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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 der Biomasse erfolgte vorwiegend in den ersten sechs Kulturtagen (bis etwa 6 g/L).
Diese blieb bis zum zehnten Kulturtag nahezu konstant, wobei die Glucose aus dem Nahrme-
dium bereits an Tag 8 nahezu vollends aufgebraucht war. Der Lipidgehalt und damit auch die
Lipidausbeute stiegen hingegen noch bis zum zehnten Kulturtag auf etwa 35 g/100 g BTM bzw.
2 g/Lleicht an. An Kulturtag 14 war eine Abnahme an Biomasse und Lipidgehalt zu beobachten

(Abbildung 19).

Hinsichtlich des relativen Anteils der Zielverbindung (92)-Heptadec-9-ensdaure am Fettsdure-
profil lieB sich eine Abnahme von Kulturtag 2 (2,6%) bis 10 (0,6%) feststellen (Tabelle A 13
(Anhang C.2)). Durch die gegenldufige Entwicklung der Lipidausbeute wurde die maximale

Ausbeute von 17:1(92) an den Kulturtagen 4 bis 6 ermittelt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Produktion an Biotrockenmasse, Lipidgehalt so-
wie Ausbeute an Lipiden und 17:1(9Z) durch MHY-FP. Daneben ist die Glucosekonzentration im Kultur-
Uberstand des Pilzes aufgetragen. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der biologischen
Doppelbestimmungen.
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3.2.4 Variation von Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis, Kohlenstoff- und

Stickstoffquelle (Flammulina velutipes)

Flr FVE-D sollte der Einfluss der Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie deren Verhaltnis na-
her untersucht werden. Der Pilz wurde hierfiir Gber die Dauer von 21 Tagen in MPG-Medien
unterschiedlicher C/N-Verhaltnisse kultiviert (2.4.4.1). Dasselbe Medium wurde zur 7-tdgigen

Kultivierung genutzt und wahlweise die Kohlenstoff- bzw. Stickstoffquelle variiert (2.4.4.2).

3.2.4.1 Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis
Die Elementaranalyse ergab die C/N-Verhaltnisse der verwendeten Medien (Tabelle 98).

Tabelle 98: Ergebnisse der Elementaranalyse der Ndhrmedien unter Angabe der C/N-Verhdltnisse.

Medium Kohlenstoffgehalt [g/L] Stickstoffgehalt [g/L] C/N-Verhiltnis
niedriges C/N-Verhiltnis 15,3 0,64 25

(5 g Pepton)

mittleres C/N-Verhiltnis 145 0,40 35

(3 g Pepton)

hohes C/N-Verhiltnis 13,6 0,17 80

(1 g Pepton)

Aus der Analyse der Glucose-Gehalte im Kulturiiberstand 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 mit steigendem Stickstoff-Gehalt im Medium
(sinkendes C/N) mehr Glucose verbrauchte (Abbildung 20), was mit einer verstarkten Bildung
an Biomasse einherging. Gleichzeitig wurde dabei jedoch die geringste relative Menge an Li-
piden gebildet. Eine gesteigerte Lipidakkumulation erfolgte dagegen im Stickstoff-armeren

Medium mit hoherem C/N-Verhiltnis (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Glucoseverbrauch bei der Kultivierung von FVE-D in MPG-Medium in Abhdngigkeit des
verwendeten C/N-Verhdltnisses. Dargestellt sind die Mittelwerte einer Doppelbestimmung. Die Fehler-
angabe erfolgt in Form des Standardfehlers.
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Abbildung 21: Biotrockenmassen, Lipidgehalte und -ausbeuten fiir FVE-D nach 21-tdgiger Kultivierung
in Abhdngigkeit des C/N-Verhdltnisses des verwendeten Ndhrmediums. Den BTM liegen biologische
Vierfach-, den Lipiden biologische Doppelbestimmungen zugrunde. Die Fehlerangabe erfolgt in Form
des Standardfehlers.

3.2.4.2 Kohlenstoffquelle

Die unterschiedlichen Kohlenstoffquellen beeinflussten die Bildung an Biomasse, aber auch
den Lipidgehalt der Myzelien. Die hochste Lipidausbeute wurde durch die Zugabe von Saccha-
rose erzielt. Bei Verwendung des Nahrmediums ohne Zugabe einer weiteren Kohlenstoff-

Quelle (Blindwert) wurden die geringsten Ausbeuten erhalten (Tabelle 99).

Tabelle 99: Ausbeute an Biotrockenmasse und Lipiden fiir FVE-D in Abhdngigkeit der verwendeten Koh-
lenstoffquelle. Der BTM liegen biologische Vierfach-, den Lipiden biologische Doppelbestimmungen zu-
grunde. Die Fehlerangabe erfolgt 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 7,510,2 208 +7
Glucose 3,06 £ 0,06 7,0+£0,0 2154
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 C-Quelle 1,47 + 0,05 4,5+0,1 662

# die Einheit versteht sich als g bzw. mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum); die Ausbeute an 12:1(11) wurde durch den relativen
Anteil am Fettsaureprofil berechnet
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Die Analyse der Fettsdureprofile ergab fir die meisten Zielverbindungen lediglich eine
geringfligige Variation der quantitativen Verhaltnisse. Eine Steigerung Uber einen relativen
Anteil von > 0,1% wurde fiir die meisten Zielverbindungen nicht erreicht. Ausnahmen bildeten
die primére Zielverbindung 12:1(11) sowie 16:1(92), 16:1(112) und 18:1(11Z2), die durch die
Kohlenstoffquelle starker beeinflusst wurden. Bei Verwendung von Maltose wurde mit etwa
10 mg/L die hochste Ausbeute an Dodec-11-ensaure erreicht (Tabellen A 6 und A 7 (Anhang
C.1) sowie fiir 12:1(11) auszugsweise Tabelle 100).

Tabelle 100: Ausgewdihlte Fettsdureausbeuten aus dem Myzel von FVE-D, kultiviert unter Verwendung
von MPC-Medium mit diversen Kohlenstoffquellen. Den angegebenen Werten liegen biologische Dop-
pelbestimmungen zugrunde. Die primdre Zielverbindung ist rot eingeférbt.

Fettsidureausbeute [mg/L]*

Fettsaure Sor Fru Glc Xyl Cel Lac Mal Sac  Blindwert
12:1(52) <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,07
12:1(11) 2,3 1,3 1,8 0,4 2,7 1,1 9,9 2,1 0,2
16:1(92) 0,4 0,6 0,7 0,7 0,3 0,3 0,5 0,8 0,2
16:1(112) 0,3 0,4 0,4 0,4 <0,2 0,2 0,3 0,5 <0,07
16:2(92,122) <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,07
17:1(92) <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,07
17:2% <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,07
17:2* <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,07
18:1(112) 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 Inokulum); die Ausbeute von 12:1(11) wurde durch den relativen
Anteil am Fettsadureprofil berechnet; den Werten liegt eine Doppelbestimmung zugrunde
* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen

3.2.4.3 Stickstoffquelle

Auch die Verwendung diverser Stickstoffquellen wirkte sich unterschiedlich auf die Bildung
von Biomasse und deren Lipidgehalt aus. Fleischpepton lieferte die hochste Ausbeute an
Lipiden (Tabelle 101).

Tabelle 101: Ausbeute an Biotrockenmasse und Lipiden fiir FVE-D in Abhdngigkeit der verwendeten Stick-

stoffquelle. Der BTM liegt eine biologische Vierfach-, den Lipiden eine biologische Doppelbestimmung
zugrunde. Die Fehlerangabe erfolgt in Form des Standardfehlers.

Stickstoffquelle BTM [g/L)* Lipidgehalt [g/100 g BTM] Lipidausbeute [mg/L]*
Caseinpepton 2,97 £ 0,06 6,0+£0,1 178,9+0,1
Erbsenpepton 2,80 £ 0,04 6,2+0,1 174 +3
Fleischpepton 2,05 +0,02 12,9+0,4 265+8
Gelatinepepton 1,53 +0,03 10,0+0,1 153 +4
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Tabelle 101 (Fortsetzung)

Stickstoffquelle BTM [g/L)* Lipidgehalt [g/100 g BTM] Lipidausbeute [mg/L]*
Lactalbuminpepton 3,08 £ 0,02 6,1+0,1 187 +3
Milchpepton 2,87 £0,03 57%0,3 165+ 11
Milchprotein 2,29 + 0,06 55+0,0 126+ 4
Saubohnenpepton 2,83+0,02 52+0,1 146 £5
Sojapepton 3,31+0,02 6,710,1 2214
Sojaprotein 1,50+ 0,02 8,0+0,2 1212

# die Einheit versteht sich als g bzw. mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum)

Die Analyse der Fettsaureprofile ergab dahnliche Ergebnisse wie bei Variation der Kohlenstoff-
quelle: Fur die meisten Zielverbindungen ergaben sich lediglich geringe Variationen der quan-
titativen Verhdltnisse. Ausnahmen bildeten die primare Zielverbindung 12:1(11) sowie
16:1(92), 16:1(112) und 18:1(112) (Tabellen A 8 und A 9 (Anhang C.1) sowie auszugsweise
Tabelle 102).

Die Untersuchung der Medien-Blindwerte ergab, dass praktisch keine Lipide als Verunreini-
gungen in den verwendeten Stickstoffquellen vorhanden waren.
Tabelle 102: Ausgewdhlte Fettsdureausbeuten aus dem Myzel von FVE-D, kultiviert unter Verwendung

von MPG-Medium mit diversen Stickstoffquellen. Den angegebenen Werten liegen biologische Doppel-
bestimmungen zugrunde. Die primdre Zielverbindung ist rot eingefcrbt.

Fettsdureausbeute [mg/L)*

Lact- Sau-
Casein- Erbsen- Fleisch- Gelatine- albumin- Milch- Milch- bohnen- Soja-  Soja-
Fettsaure pepton pepton pepton pepton pepton pepton protein pepton pepton protein

12:1(52) <0,2 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,1
12:1(11) <0,2 <0,2 7,6 1,5 <0,2 <02 <01 <0,2 0,9 2,3
16:1(92) 0,7 0,4 <0,3 0,2 0,6 0,4 0,4 0,4 0,8 0,2
16:1(112) 0,4 <0,2 <0,3 <0,2 0,5 02 <01 0,2 0,4 0,1
16:2(92,12Z) <0,2 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,1
17:1(92) <0,2 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <01 <0,2 <0,2 <01
17:2* <0,2 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,1
17:2* <0,2 <0,2 <0,3 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,1
18:1(112) 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 Inokulum); die Ausbeute von 12:1(11) wurde durch den relativen
Anteil am Fettsdureprofil berechnet; den Werten liegt eine Doppelbestimmung zugrunde

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber authentische Referenzsubstanzen
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3.2.5 Supplementation mit Prakursoren ungeradzahliger Fettsauren

(Mortierella hyalina)

Zur Steigerung der Ausbeute an (92)-Heptadec-9-ensdure wurde das YD-Medium fiir MHY-FP
mit verschiedenen Prakursoren ungeradzahliger Fettsauren supplementiert (2.4.5). Im Ver-
gleich zur nicht supplementierten Kultur wurden Erhéhungen, aber auch Erniedrigungen des
Anteils dieser Verbindung am Fettsaureprofil erhalten. Eine besonders deutliche Steigerung
wurde bei Verwendung von L-Isoleucin erzielt (Abbildung 22). Gleichzeitig waren die Anteile
weiterer ungeradzahliger (15:0, 17:0 und 19:1) zugunsten mehrerer geradzahliger Fettsauren
(14:0, 16:0, 18:0 und 18:1(92)) vermindert (Tabelle A 14 (Anhang C.2) zeigt die vollstéandigen
Fettsaureprofile). Die Bildung an Biomasse bzw. Lipiden wurde durch die Supplemente nur
geringflgig beeinflusst (Tabelle 103), sodass die Ausbeute fir 17:1(92) bei Supplementierung

mit L-Isoleucin bei ca. 70 mg/L lag.
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Abbildung 22: Steigerung des Anteils der 17:1(9Z) am Fettsdureprofil von MHY-FP. Die Werte stellen
den Vergleich mit dem Anteil in MHY-FP dar, der in nicht supplementiertem YD-Medium gebildet wurde.
Der Pilz wurde in unter Zusatz verschiedener Aminosduren kultiviert. Die Fehlerindikatoren zeigen den
Standardfehler der biologischen Dreifachbestimmungen.

Tabelle 103: Ausbeute an Biotrockenmasse und Lipiden fiir MHY-FP in Abhéingigkeit der supplementier-
ten Aminosduren. Den Werten liegen biologische Dreifachbestimmungen zugrunde. Die Fehlerangabe
erfolgt in Form des Standardfehlers.

Medium BTM [g/L)* Lipidgehalt [g/100 g BTM] Lipidausbeute [g/L]*
YD 3,79 £ 0,06 28,1+0,3 1,06 £ 0,01

YD + lle 3,56 +0,03* 28,5+0,1 1,02 £0,01*

YD + Met 4,16 £ 0,03* 24,7 +0,1* 1,03+0,01*

YD + Thr 4,08 £ 0,05* 27,9+£0,0 1,14 £ 0,02*

YD + Val 3,65 10,04 29,4 +0,2* 1,07 £ 0,01

# die Einheit versteht sich als g pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum)
* in Bezug auf das Myzel aus nicht supplementierter YD-Kultur unterscheidet sich der markierte Wert signifikant (o = 5%)
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3.3 Gaschromatographische Quantifizierung von Dodec-11-ensaure

mittels externer Kalibrierung

Die Quantifizierung von Dodec-11-ensdure in den Myzelien von FVE-D erfolgte neben der
herkdmmlichen Methode (3.1.2, Tabellen 58 bis 95) zur Abschatzung der Fettsdureausbeuten
mittels externer Kalibrierung (2.6.4). Nach gaschromatographischer Analyse der Kalibrierlo-
sungen wurden durch Auftragung der Signalintensitaten gegen die Konzentrationen von No-
nan- bzw. Dodec-11-ensduremethylester Kalibriergeraden mit jeweils sehr hohen Bestimmt-

heitsmaRen (R?> 0,999) erhalten (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Kalibriergerade mit Geradengleichung und Bestimmtheitsmaf3 (R?) zur Quantifizierung
von 12:1(11) in Form des Methylesters im Myzel von FVE-D. Aufgetragen sind die Signalintensitciten
gegen die Konzentrationen der verschiedenen Kalibrierlésungen.

Der aus dem internen Standard Glyceroltrinonanoat gebildete Nonansdauremethylester wurde
zur Berechnung der Wiederfindungen von 60,9% (Bestimmung 1) bzw. 85,7% (Bestimmung 2)
verwendet. Fir beide Myzelien wurden unter Einbeziehung der jeweiligen Wiederfindungen
Gehalte von 2,78 (+ 0,00) mg pro Gramm Myzel (BTM, biologischer Ansatz 1) bzw.

2,99 (+ 0,00) mg pro Gramm Myzel (BTM, biologischer Ansatz 2) an Dodec-11-ensidure be-

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

Dodec-11-ensdure (wl) durch Flammulina velutipes

Um Hinweise zur Biosynthese von Dodec-11-ensdure in FVE-D zu gewinnen, wurden Submers-
kulturen des Pilzes in unterschiedlichen Feeding-Designs mit dem potentiellen Prakursor
Laurinsaure versetzt (2.5). Diese bildete auf den Medien Flocken (Abbildung 24), die im Laufe
der Kultivierung verschwanden. Im Vergleich zu den Blindwerten ohne Supplementierung
wurde stets ein verlangsamtes Wachstum, teilweise auch eine dunklere Farbung festgestellt.

Daneben zeichneten sich die supplementierten Kulturen durch die Bildung groRRer Pellets

(Durchmesser > 5 mm) aus (Abbildungen 25 und 26).

Abbildung 24: Medium mit Laurinséure- Abbildung 25: FVE-D in Submerskultur. Links: Nicht supple-
Flocken zur Kultivierung von FVE-D. mentierte Kultur. Rechts: Mit Laurinséure supplementierte
Kultur (Ansatz 1).

Abbildung 26: Vergleich der Pellets/Filamente aus einer nicht supplementierten (links) und einem Pellet
aus einer mit Laurinsdure supplementierten Kultur (rechts) von FVE-D. Aufgenommen mittels Stereo-
mikroskop.
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Die Fettsaureprofilanalysen (2.6) zeigten unabhangig von der gewahlten Methylierungsme-
thode, dass es im Falle aller Supplemente nicht zu einer verstarkten, sondern vielmehr zu einer
verminderten Bildung von Dodec-11-ensaure kam. Im Falle von Ansatz 1 (Tabelle 27) lag der
relative Anteil sogar bei < 0,1%. Gleichzeitig waren in den entsprechenden Ansatzen erhéhte
Anteile an Laurinsdure erkennbar. Die Analyse der chemischen Blindwerte zeigte bei Ver-

esterung mittels Bortrifluorid das Vorliegen von Laurinsaure, jedoch keine Dodec-11-ensdure.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen zeigten, dass in den Myzelien der Anséatze 1
bis 4 (Supplementation mit 12:0-1-13C, Tabelle 27) in unterschiedlichen Anteilen sowohl 12C-
als auch '3C-markierte Dodec-11-ensdure enthalten war (Abbildung 27, Berechnung gemaR
Anhang D). In Ansatz 1 machte diese Verbindung zwar weniger als 0,1% der enthaltenen Fett-

siuren aus, jedoch bestanden mehr als 85% davon aus der 3 C-markierten Saure.

m Dodec-11-ensiure-1-*2C

0
w
1

m Dodec-11-ensiure-1-*3C

= 3]
=] (=]
1 1

Anteil am Fettsaureprofil [%]
& &

o
(==}
|

Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4

Abbildung 27: Relative Anteile von Dodec-11-ensdure an den Fettsdureprofilen der FVE-D-Myzelien aus
den mit 12:0-1-3C supplementierten Kulturen. In Ansatz 1 lag der Anteil von Dodec-11-ensdure bei
< 0,1%, weshalb keine grafische Darstellung erfolgte (siehe FliefStext).

Fiir jeden Balken ist der entsprechende Anteil an *3C-markierter Fettséure (Berechnung als Ndherung
gemdf Anhang D) dokumentiert. Den dargestellten Ergebnissen liegen biologische Duplikate zugrunde.
Die Angabe der Fehler erfolgt in Form der Standardfehler.
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3.5 Transformation, Enzymexpression und -reinigung
3.5.1 Transformationen und genetische Modifikationen

3.5.1.1 Transformation von E. coli mit der a-Dioxygenase

aus Crocosphaera subtropica kodierenden Gensequenz

Die Transformation der chemisch kompetenten Zellen von E. coli 108 mit dem Plasmid
pET28a-Csa-DOX in resultierte in optisch erkennbaren Kolonien auf den mit Antibiotikum
versetzten LB-Agarplatten (Abbildung 28). Die Kolonien wurden zusatzlich mittels Colony-PCR
auf die Aufnahme des Plasmids hin Gberpruft (3.5.1.2).

e

Abbildung 28: LB-Agarplatte mit E. coli 105, der mit pET28a-Csa-DOX transformiert wurde.

3.5.1.2 Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion (Colony-PCR)

Fir die Colony-PCR wurden 10 Klone (3.5.1.1) verwendet und im Anschluss gelelektrophore-

tisch untersucht (Abbildung 29). Fir die weiteren Arbeiten wurde Klon Nr. 9 verwendet.

bp 1 2 3 4 b 6 7 8 9 10 11 12 13

250

Abbildung 29: Agarosegel mit den Amplifikaten der Colony-PCR (10 ausgewdhlte Kolonien der in
Abbildung 28 dargestellten LB-Agarplatte) unter UV-Licht (312 nm). 1: Klon 1, 2: Klon 2, 3: 1 kbp DNA-
Leiter, 4-11: Klone 3—10, 12: Positivkontrolle (pET28a-Csa-DOX), 13: Negativkontrolle (ddH-0). Die
Markierung zeigt die erwartete Bandenhéhe (Positivkontrolle) an.
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3.5.1.3 Modifikation der Gensequenz mittels QuikChange™

Mit dem isolierten (2.7.2.2) Plasmid pET28a-Csa-DOX wurde eine positionsgerichtete Mutage-
nese in Form einer QuikChange™ zur Deletion des Stop-Codons durchgefiihrt (2.7.2.4), um
eine Variante der Csa-DOX mit C-terminalem His-Tag exprimieren zu kénnen. Das Agarosegel
mit den Amplifikaten der hierzu durchgefiihrten PCR zeigte sehr schwach erkennbare Banden

auf der Hohe von 8000—-10.000 bp (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Agarosegel der PCR-Amplifikate der QuickChange™-PCR unter UV-Licht (312 nm). 1:
1 kbp DNA-Leiter, 2: Negativkontrolle (ddH,0), 3: gelelektrophoretische Funktionskontrolle (pET28a-
Csa-DOX), 4-7: PCR-Amplifikate (Annealing-Temperaturen 65,8/68,0/70,1/72 °C). Die Markierung
zeigt die erwartete Bandenhdéhe an.

Nach Dpnl-Verdau wurde E. coli 10f zur Vervielfaltigung mit dem PCR-Produkt transformiert

und dieses anschlieBend isoliert (2.7.2.2). Die Sequenzierung lieferte folgende DNA-Sequenz:

GCTTCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGGCTCGGAACACGACGCCACG
GTTTAAATGCATTATCCACACCATACAGAACCGGACTCAGCTGCGGAAAATGACGCTGCAGAACGCTAACCATGTTAT
TATTGGCAATCCAATCCAGACCAAACTGGGTATAGATTTCTGCGCGATAATCGGTGGTAAAAAAACGATCGCTTTTCA
GACGACGGCTGGCCATCAGAATAAACACACGAAATGCGGTATCGCTAAAACCAAAACCTTCCGGTGTATCTTCTGCAA
ACAGACCAACCATCAGATCAACCTGATCGATGTTATCATTATACACACGACGCATTTCTTCCACCCACTGTTTGTTGC
TGCTAATTTCTTCAAAGCATTTAACACGACCACGACCCATGATTTCACGAAAACGATTATAACGCGGAACACCACGTT
CACGATCACGCAGAATATCAACGGCTGCCAGATCAAAAACTTCACCATTATCACGAACCAGTTGCTGCAGAAAACGCG
GATAATTATGCAGGGTAATTGCACCCGGATGGGTAATACCAAAGCTATAAAACAGGTCCGGCAGGCTAATGCTTTCCA
GCAGTGCACGGGTACGTTTACCGCTCATTTCAAAGAAGTTCACTTCTTGCAGAAATTTATCACCTTCCAGGCTACGAA
ATTCCAGTTCATCCGGAATCAGCGGATGCATACGATACACGCTAACAAATTCTTCGGTCAGATAATACGGTGCGGTAT
GATGATTTTTATCGCTACCAATAATACCGGTCAGCAGATCGGCAATTTCACCTTCACCAACSGTGSCCMNAAMCYGGT
NWAWGGYCTCCCCGCACAGAAMAYNATTCCAATTAACATTCAGTGCAATATCGGTTGCAGGCAGCGGCAGAATTGCCG
GTGTCCAATCAACGGTATGAATTTTTGCCATCAGTGCTGCATTAATCAGACGTGCATGATCAAACAGGTCGTCATCAG
AACCACTGGCTATATTCTTGTTTCAGGTGATCGCAAATCAGATTATGTTCACGGGGTAAACAGGGGTATGCAGCATGC
CCAGACCAATCCACCAATTTATCGTTAAAGCCGGTAAWATCAACMMCCGGGTTTTCAGGGATCAACCGGCCAGCAGGC
CATTTTTCANNCANTAAATCAGTTTTACCATCTTTCATGGGCTACCCAAGCTGAATCAACGGGTTTCCCGGAATGGCT
AMCCAWAAAATCTGGGCTACNANCCCCCCCCAATGGGGGTAAACCGGGTTTTTGAAAAAAGGGAAGGSGGGTTTTTTG
Ccccece
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3.5.2 Rekombinante Expression und Reinigung der Enzyme

3.5.2.1 a-Dioxygenase aus Crocosphaera subtropica

Die SDS-PAGE (2.7.6) der Zellpellets der Expressionskulturen (BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX,

BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX_C-His) zeigten im Vergleich zum mitgefiihrten Blindwert BL21

(DE3)+pET-28a verdickte Banden bei ca. 70 kDa (Abbildung 31, links). Der Western Blot mit

anti-His HRP (2.7.7), welcher mit einem Zellpellet der Expressionskultur BL21(DE3)+pET-28a-

Csa-DOX_C-His durchgefiihrt wurde, zeigte nach der Entwicklung eine deutlich gefarbte Ban-

de auf etwa derselben Hohe (Abbildung 32).
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Abbildung 31: SDS-PAGE der Csa-DOX nach hete-
rologer Expression und Reinigung. 1 und 6: Prote-
in-Leiter, 2—4: Zellpellets von BL21(DE3)+pET-28a
(Blindwert), BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX, BL21
(DE3)+pET-28a-Csa-DOX_C-His (Variante mit His-
Tag), 5: gereinigte Csa-DOX mit His-Tag. Die Mar-
kierung zeigt die ungefédhre Bandenhéhe der kal-
kulierten molekularen Masse der Csa-DOX von
69,9 kDa an.

Abbildung 32: PVDF-Membran des Western Blots
von Csa-DOX. 1: Protein-Leiter, 2: Zellpellet von
BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX_C-His (Variante mit
C-terminalem His-Tag). Die Markierung zeigt die
ungeféhre Bandenhdhe der kalkulierten moleku-
laren Masse der Cs-DOX von 69,9 kDa an.

Mit zunehmender Konzentration war wahrend der Aufarbeitung eine Rotfarbung der Enzym-

Losung zu beobachten. Besonders intensiv war diese im Zentrifugenfilter (Abbildung 33), et-

was schwacher aber auch wahrend des Pufferwechsels anhand der PD 10-Saulen erkennbar.

Die Reinheit des Enzyms wurde mittels SDS-PAGE kontrolliert. Das aufgetragene Enzym liefer-

te neben einigen schwach ausgepragten Banden eine deutlich verdickte Bande auf derselben
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Hohe wie die intensivste Bande der Zellpellet-Auftragungen (Abbildung 31, rechts). Die Aus-

beute an Csa-DOX betrug ca. 1 ug Enzym pro Milliliter Expressionskultur.

"

W
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—

Abbildung 33: Roter Riickstand im 50 kDa-Zentrifugenfilter wéhrend der Reinigung der Cs a-DOX.

3.5.2.2 a-Dioxygenase aus Oryza sativa

Die Zellpellets der Expressionskulturen von W3110(DE3)+pET-28a-Hok-Osa-DOX wurden mit-
tels SDS-PAGE untersucht. Im Vergleich zum mitgefiihrten Blindwert W3110(DE3) enthielten
die aufgetragenen Proben intensiv ausgeprdgte Banden auf der Hohe von etwa 70 kDa
(Abbildung 34).

kDa

200
150

100
85

70
60

50

40

30

25

20

15

10

Abbildung 34: SDS-PAGE der Osa-DOX nach heterologer Expression und Reinigung. 1 und 5: Protein-
Leiter, 2: gereinigte Osa-DOX mit His-Tag, 3 und 4: Zellpellets von W3110(DE3)+pET-28a-Hok-Os a-DOX
und W3110(DE3) (Blindwert). Die Markierung zeigt die ungeféihre Bandenhéhe der kalkulierten mole-
kularen Masse der Osa-DOX von 72,9 kDa an.

Analog zur a-DOX aus Crocosphaera subtropica (3.5.2.1) war wahrend der Reinigung des En-

zyms eine rote Farbung zu beobachten. Die Auftragung der gereinigten Osa-DOX auf der SDS-
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PAGE wies neben einigen sehr schwach erkennbaren Hintergrundbanden eine deutliche Ban-
de auf, die im Bereich der verdickten Bande der Zellpellets lag (Abbildung 34). Pro Milliliter

Expressionskultur wurden etwa 3 pug Osa-DOX gewonnen.

3.5.2.3 Carbonsaure-Reduktase aus Mycobacterium marinum

Die Expression der MmCAR wurde ebenfalls mittels SDS-PAGE (iberpriift, indem die Zellpellets
der Expressionskulturen von RARE+pACYCDuet-MmCAR-BsSfp aufgetragen wurden. Diese
enthielten im Vergleich zum Blindwert W3110(DE3)? eine intensive Bande auf der Héhe von
etwa 130 kDa, die auch nach der Reinigung mit Abstand am deutlichsten hervorstach
(Abbildung 35). Neben dieser wurden nur wenige, sehr schwache Proteinbanden als Hinter-
grund detektiert. Die Enzymausbeute betrug etwa 10 ug MmCAR pro Milliliter Expressionskul-

tur.
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Abbildung 35: SDS-PAGE der MmCAR nach heterologer Expression und Reinigung. 1 und 2: Zellpellets
von RARE+pACYCDuet-MmCAR-BsSfp und W3110(DE3) (Blindwert), 3 und 5: Protein-Leiter, 4: gereinig-
te MmCAR (Phosphatpuffer), 6: gereinigte MmCAR (Tris-Puffer). Die Markierung zeigt die ungeféhre
Bandenhdhe der kalkulierten molekularen Masse der MmCAR von 129,4 kDa an.

2 Da der fur die Expression genutzte RARE-Stamm nicht zur Verfligung stand, wurde der phylogenetisch sehr nah
mit diesem verwandte W3110(DE3) (Zhang und Lin 2012) als Blindwert herangezogen.
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3.5.3 Funktionstests der gereinigten Enzyme

Vor der Biotransformation der fungalen Lipide (3.6.2) wurden die isolierte Osa-DOX und
MmCAR auf ihre Funktionsfahigkeit hin Gberprift (2.7.8). Die resultierenden Chromatogram-
me zeigten neben den nicht quantitativ umgesetzten Fettsaure-Substraten neue Peaks, bei
denen es sich nach Abgleich mit entsprechenden Referenzsubstanzen um Tri- (Osa-DOX) bzw.

Dodecanal (MmCAR) handelte (Abbildung 36, beispielhaft flir MmCAR).
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Abbildung 36: Chromatogramm (GC-FID) des organischen Extraktes eines Aktivitéitstests der MmCAR
mit 1: Dodecanal und 2: Laurinsdure.
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3.6 Biotransformation fungaler Lipide mittels Lipase und

a-Dioxygenase oder Carbonsdure-Reduktase
3.6.1 Methodenentwicklung: Festphasen-Mikroextraktion von Fettaldehyden
3.6.1.1 Wahl der Adsorbens-Beschichtung

Zunachst wurde das Extraktionsvermaogen funf verschiedener SPME-Fasern aus wassriger Pro-
benmatrix getestet (2.8.1). Von diesen zeigten die DVB/CAR/PDMS- und PDMS/DVB-Faser fur
alle Analyten insgesamt die hochste Sensitivitat. Mithilfe der CAR/PDMS-Faser waren kurzket-
tige Aldehyde gut extrahierbar. Fir die schwerfliichtigen Analyten war dieses Adsorbens je-
doch ungeeignet (Abbildung 37). Sowohl die CW-, als auch die PDMS-Faser besaRen fiir alle
Analyten nur ein geringes Extraktionsvermoégen (Daten nicht dargestellt). Ungesattigte Alde-
hyde wurden im Vergleich zu ihren gesattigten Analoga schlechter extrahiert. Dieser Effekt

war in erster Linie fur kurz- bis mittelkettige Vertreter zu beobachten (Abbildung 38).
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Abbildung 37: Extraktionsvermdgen der DVB/CAR/PDMS-, PDMS/DVB- und CAR/PDMS-Faser fiir eine
homologe Reihe gesdittigter Aldehyde. Als Fehlerindikatoren sind die Standardfehler aufgetragen.
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Abbildung 38: Vergleich der Extraktion gesdttigter und ungesdttigter Aldehyde. Als Fehlerindikatoren
sind die Standardfehler aufgetragen.
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3.6.1.2 Einfluss unterschiedlicher Matrices

Mittels PDMS/DVB-Faser wurde daneben die Extraktion aus den verschiedenen Phosphatpuf-
fer-Matrices (Tabelle 43) getestet, die etwa der Zusammensetzung der enzymatischen Reak-
tionspuffer entsprachen (2.8.2). Die Extraktion aus wassriger Matrix und Phosphatpuffer |

unterschied sich kaum.

Im Gegensatz dazu wirkte sich der Zusatz der emulgierend wirkenden Agenzien Gummi arabi-
cum und Triton X-100 (Phosphatpuffer Il und Ill) mit steigender Kettenlange der Analyten
negativ auf deren Extraktion aus. Die Analyten wurden ab Octanal (Triton X-100) bzw. Decanal
(Gummi arabicum) massiv von der Matrix zurlickgehalten. Mit steigender Kettenlange der

Aldehyde sank die Extraktionsfahigkeit rapide (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Vergleich der Extraktion von Aldehyden aus einer wdssrigen Probenmatrix und unter
Zusatz von Triton X-100. Als Fehlerindikatoren sind die Standardfehler aufgetragen.

3.6.1.3 Optimierung weiterer Extraktionsparameter

Ausgehend von den in Tabelle 44 genannten Standard-Extraktionsparametern wurden fir die
PDMS/DVB-beschichtete Faser die Parameter Extraktionstemperatur, Extraktionszeit, Salzzu-
gabe und Schiittelgeschwindigkeit sukzessive variiert und dabei die jeweils besten Bedingung-
en fur die weitere Methodenentwicklung beibehalten (Abbildung 40). Als ideale Methode er-
wies sich eine Extraktion mittels DVB/PDMS-Faser bei 60 °C und 250 U/min, wobei zunichst
10 min inkubiert und anschlieBend 30 min extrahiert wurde. Ein Aussalzeffekt wurde nicht

beobachtet, was das Versetzen der Probe mit Kochsalz obsolet macht.
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*CAR/PDMS <40 °C «20 min
CW .Extl’ak- +30°C 30 min
*DVB/CAR/PDMS tlonstfum— 60 °C «45 min
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*5% SUTEOE 250 U/min PDMS/DVB,
Salzgehalt : ] o .
+10% et el *350 U/min 60 °C, 30 min
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Abbildung 40: Flussdiagramm der Methodenoptimierung: Die jeweils optimalen Parameter, die fiir die
weitere Methodenentwicklung beibehalten wurden, sind fett markiert und am Ende zusammengefasst.

3.6.2 Biotransformation fungaler Lipide

In den Biotransformationsansatzen wurden mittels HS-SPME-GC-MS-O verschiedene Aldehy-
de olfaktorisch detektiert und identifiziert (Tabellen 104 bis 107). Als Identifizierungsmerk-
male wurden ein Abgleich der RIs mittels authentischer Referenzverbindungen anhand zweier
GC-Trennséulen unterschiedlicher Polaritit sowie eine gute Ubereinstimmung des erhaltenen
massenspektrometrischen Fragmentierungsmusters mit einem in der NIST-Datenbank hinter-
legten Massenspektrum gefordert (R-Match > 850). In den analysierten Blindwerten wurden
einige olfaktorisch aktive Substanzen mit geringen Intensitaten wahrgenommen. Dabei han-

delte es sich jedoch nicht um in den Proben detektierte Aldehyde.

Tabelle 104: Im Biotransformationsansatz der Lipide des Pilzes FVE-D mit Lipase und Osa-DOX olfak-
torisch detektierte Aldehyde.

RI¢
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitat? Intensitit® VF-WAX DB-5
Undecanal citrusartig, grin-grasig, stilich 3 1607 1307
Undec-10-enal citrusartig, dumpf, griin, nach Koriander-Blattern, 1,5 1670 1299
schwer
Dodecanal grin, seifig 2 1709 1408
Tridecanal citrusartig, griin, schwer, seifig, wiirzig 3 1816 1510
Tetradecanal fettig, kiinstlich, seifig, stBlich 1,5 1938 1612
Pentadecanal kiinstlich, nach Plastik, stechend 3 2019 1714
Hexadecanal grin, suBlich 0,5 2145 1816

@ die Geruchsqualitaten wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an der VF-WAXms-Trennsaule bestimmt

b bei der hier angegebenen Intensitit auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um eine grobe Einordnung
der Intensitat zu erlauben

¢ die hier angegebenen Rls nach van den Dool und Kratz (1963) wurden anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen auf
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Tabelle 105: Im Biotransformationsansatz der Lipide des Pilzes FVE-D mit Lipase und MmCAR olfak-
torisch detektierte Aldehyde.

RI
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitat® Intensitit® VF-WAX DB-5
Decanal citrusartig, grin, frisch 1 1498 1205
Undecanal citrusartig, grin 0,5 1607 1307
Dodecanal citrusartig, grin, seifig, stillich 2 1714 1409
Dodec-11-enal citrusartig, leicht griin, nach Koriander-Blattern, seifig 1,5 1767 1401

@ die Geruchsqualitaten wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an der VF-WAXms-Trennsaule bestimmt

b bei der hier angegebenen Intensitit auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um eine grobe Einordnung
der Intensitét zu erlauben

¢ die hier angegebenen Rls nach van den Dool und Kratz (1963) wurden anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen auf

Tabelle 106: Im Biotransformationsansatz der Lipide des Pilzes MHY-FP mit Lipase und Osa-DOX olfak-
torisch detektierte Aldehyde.

RI
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitidt®  Intensitat® VF-WAX DB-5
Tridecanal grin, seifig 1,5 1825 1510
Tetradecanal fettig, griin, kiinstlich 1 1948 1612
Pentadecanal metallisch, nach Plastik, stechend, wachsern 1 2029 1715
Hexadecanal  griin, nach Kompost 0,75 2125 1816
Hexadecenal® griin (unangenehm) 0,5 2164 1792

2 die Geruchsqualitaten wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an der VF-WAXms-Trennsaule bestimmt

b bei der hier angegebenen Intensitit auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um eine grobe Einordnung
der Intensitat zu erlauben

¢ die hier angegebenen Rls nach van den Dool und Kratz (1963) wurden anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen auf, abweichend sieche Anmerkung ¢

d bei der vorliegenden Verbindung konnte es sich um das von 17:1(92) abgeleitete (82)-Hexadec-8-enal handeln. Eine Identifizierung war
aufgrund fehlender Referenzverbindungen jedoch nicht méglich

Tabelle 107: Im Biotransformationsansatz der Lipide des Pilzes MHY-FP mit Lipase und MmCAR olfak-
torisch detektierte Aldehyde.

RI
Aldehyd am ODP wahrgenommene Geruchsqualitat? Intensitit® VF-WAX DB-5
Dodecanal grun, seifig, stechend 2 1717 1408
Tetradecanal®  griin 0,5 1941 1612
Pentadecanal grin, nach Plastik, stechend, wachsern 2 2026 1714

die Geruchsqualitdten wurden von einem geschulten Sensoriker anhand der Analyse an der VF-WAXms-Trennsaule bestimmt

bei der hier angegebenen Intensitat auf einer Skala von 0,5 bis 3 handelt es sich um eine subjektive Bewertung, um eine grobe Einordnung
der Intensitat zu erlauben

die hier angegebenen RIs nach van den Dool und Kratz (1963) wurden anhand der Proben ermittelt und wiesen gute Ubereinstimmungen
mit den Referenzverbindungen auf, abweichend siehe Anmerkung ¢

bei der wahrgenommenen Verbindung kdnnte es sich um Tetradecanal handeln, jedoch wich der RI des wahrgenommenen Geruchs auf
der polaren VF-WAX- Saule ein wenig starker von der Referenz (1927) ab
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Die Flissigextrakte der Biotransformation der Lipide von Flammulina velutipes mit Lipase und
MmCAR (spezifische Aktivitat 0,75 U/mg) dienten der Quantifizierung von Dodec-11-enal und
somit der Bestimmung der Umsatzrate. Mittels externer Kalibrierung (Abbildung 41) ergab

sich flr ein unabhangiges Duplikat eine Ausbeute von 15,8 + 0,5% Dodec-11-enal.
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Abbildung 41: Kalibriergerade mit Geradengleichung und Bestimmtheitsmaf3 (R?) zur Quantifizierung
von Dodec-11-enal in den Biotransformationsmischungen der Lipide von FVE-D mit Lipase und MmCAR.
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3.7 Charakterisierung einer neuartigen a-Dioxygenase

aus Crocosphaera subtropica

3.7.1 Einfluss des C-terminalen His-Tags auf die a-Dioxygenase-Aktivitat

Das Gel der SDS-PAGE zeigte durch verdickte Banden bei etwa 70 kDa das Vorhandensein der
Csa-DOX in den Rohextrakten von BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX_C-His und BL21(DE3)+pET-
28a-Csa-DOX in etwa gleichen Konzentrationen (Abbildung 42). Mittels Sauerstoffsonde wur-
de die Anfangsgeschwindigkeit bezlglich Myristinsaure bestimmt (2.9.1) und anhand dessen
die Aktivitat der beiden Enzymvarianten verglichen. Wie die Auftragung der beiden Aktivitaten
zeigt, besaR der C-terminale His-Tag keinen Einfluss auf die Aktivitat der Csa-DOX (Abbildung
43). Der Rohextrakt von des BL21(DE3)+pET-28a Blindwertes zeigte eine deutlich schwachere
Aktivitat als die beiden Enzyme.
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Abbildung 42: SDS-PAGE Gel, (1) Proteinleiter, Rohextrakte von (2) BL21(DE3)+pET-28a (Blindwert), (3)
BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX_C-His, und (4) BL21(DE3)+pET-28a-Csa-DOX, (5) Lysozym. Die verdickten
Banden bei 70 kDa weisen auf die Anwesenheit der Csa-DOX in (3) und (4) hin.

132



Ergebnisse

100 ~

[e2]
o
I

relative Aktivitat [%]
- (o))
[a=] [a=]
L L

N
o
I

0 i

Csa-DOX ohne His-Tag Csa-DOX mit His-Tag

Abbildung 43: Vergleich der Aktivitdten von Csa-DOX und Csa-DOX mit C-terminalem His-Tag, gemes-
sen mittels Sauerstoffsonde. Die Fehlerbalken zeigen die Standardfehler der Fiinffachbestimmungen.

3.7.2 Thermofluor-Assay zur Bestimmung der Enzymstabilitdt (Screening)

Das Screening zur Enzymstabilitdt mittels Thermofluor-Assay (2.9.2) zeigte, dass das Enzym in

Puffern mit hoheren Puffer- bzw. Kochsalzkonzentrationen stabiler war. Die Csa-DOX zeigte

bei einer DMSO-Konzentration von 2,5% (v/v) keine Anzeichen von Instabilitat. Erst bei Zusatz

von 5% (v/v) lag die Denaturierungstemperatur 5 °C unterhalb der Referenz ohne Zusatz.

Hinsichtlich des pH-Wertes liel§ sich auf Grundlage der vorhandenen Daten keine eindeutige

Aussage ableiten (Tabelle 108).

Tabelle 108: Mittels Thermofluor-Assay ermittelte mittlere Denaturierungstemperaturen der Cs-DOX
(mit Standardfehlern) in Abhéngigkeit der Pufferzusammensetzung und des pH-Wertes. Den darge-
stellten Werten liegen Dreifachbestimmungen zugrunde. Mit ,n/a” sind Ansdtze gekennzeichnet, fiir
die keine auswertbaren Messergebnisse erzielt wurden.

Phosphatpuffer-

mittlere Denaturierungs-

konzentration [mM] NaCl [mM] DMSO (v/v) [%] pH-Wert  temperatur [°C]
Referenz (ddH20) - - 45,0+ 0,5

50 - - 7,5 47,0+0,7

50 50 - 7,5 49,5+0,4

50 100 - 7,5 48,0°

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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Tabelle 108 (Fortsetzung)

Phosphatpuffer- mittlere Denaturierungs-
konzentration [mM] NaCl [mM] DMSO (v/v) [%] pH-Wert  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 61,0+1,4
200 100 - 6,5 n/a
7,0 66,0+£0,5
7,5 64,0+t1,4
8,0 67,0+£0,7
200 200 - 6,5 n/a
7,0 66,5+0,4
7,5 67,0+£0,5
8,0 66,0+ 0,0
400 - - 6,5 70,0°
7,0 71,0+£0,0
7,5 72,0+£0,0
8,0 71,3+3,3

@ kein Standardfehler berechnet, da nur die Ergebnisse einer Messung auswertbar waren

3.7.3 Bestimmung von Salz-, pH- und Temperaturoptimum

Hinsichtlich der getesteten Parameter (2.9.3) ergab sich kein gemeinsames Optimum fiir alle

drei getesteten Substrate:

Die Untersuchungen zum pH-Wert (Abbildung 44) ergaben, dass das Enzym im Sauren sehr
instabil ist. So wurde bei pH 6 praktisch keine Umsetzung der Fettsduren beobachtet. Als

mittleres Optimum fir alle Substrate ergab sich ein pH-Wert von pH 7,5.

Hohere Puffer- bzw. Kochsalzkonzentrationen flihrten tendenziell zu héheren Umsetzungen.
Eine Ausnahme bildete Pentadecansaure, die in 200 mM Phosphatpuffer besser zu ihrem Pro-
dukt Tetradecanal umgesetzt wurde als in 400 mM Phosphatpuffer. Ein Teil des Phosphatpuf-
fersalzes wurde durch NaCl ersetzt, was die Umsetzung im Falle der Pentadecansdure weiter
verbesserte. Die Verwendung eines 200 mM Phosphatpuffers mit einem Zusatz von 50 mM
NaCl stellte sich als die im Mittel beste Zusammensetzung heraus (Abbildung 45). Hinsichtlich

der Temperatur ergab sich im Mittel ein Optimum bei 25 °C (Abbildung 46).

134



Ergebnisse

7,0E+06

6,0E+06

5,0E+06

4,0E+06

3,0E+06

Peakflache [Skalenteile]

Decanal Dodecanal Tetradecanal

pH6 mpH7 mpH75 mpHS8 mpH9

Abbildung 44: Mittlere Peakflichen (Dreifachbestimmung mit Standardfehlern) der durch Biotransfor-
mationen in Phosphatpufferlésungen (50 mM) verschiedener pH-Werte 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

Abbildung 45: Mittlere Peakfldchen (Dreifachbestimmung mit Standardfehlern) der durch Biotransfor-
mationen in Phosphatpufferlésungen (200 mM Phosphatpuffer (PP) mit und ohne Zusatz von 50 mM
NaCl und 400 mM PP, je pH 7,5) entstandenen Aldehyde. Die Salzkonzentration 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
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20°C m25°C m30°C m35°C m40°C
Abbildung 46: Mittlere Peakfldchen (Dreifachbestimmung mit Standardfehlern) der durch Biotransfor-

mationen in Phosphatpufferlésungen (je 250 mM Phosphatpuffer mit Zusatz von 50 mM NaCl, pH 7,5)
bei verschiedenen Temperaturen entstandenen Aldehyde.

Der Zusatz von DMSO (2,5% (v/v)) hatte keine Auswirkungen auf die Umsetzung der Fettsau-
ren. Die Verwendung von Triton X-100 hatte einen positiven Effekt auf die Umsatzraten

(Abbildung 47). 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 NaCl
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)
Abbildung 47: Relative Aktivitét der Csa-DOX bei Umsetzung von Tridecansdure im 200 mM Phosphat-
puffer (pH 7,5) in Abhéingigkeit des Zusatzes von 50 mM NaCl und diversen Konzentrationen an Tri-
ton X-100 (mit Angabe der Standardfehler).
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3.7.4 Bestimmung enzymkinetischer Parameter

Mit Hilfe einer Sauerstoffsonde wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten fiir drei verschiedene
Chargen an gereinigter Csa-DOX bei verschiedenen Substratmengen von Myristin- bzw.
13-Methyltetradecansdure ermittelt (2.9.4) und gegen die Substratkonzentrationen aufgetra-
gen (Abbildung 48). Mittels OriginPro (Tabelle 22) wurden die Michaelis-Konstanten (Km) und
die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (vmax) fir die Substrate Myristin- und 13-Methyl-
tetradecansdure kalkuliert und daraus die katalytischen Konstanten (kcat) und Effizienzen

(kcat/Km) berechnet (Tabelle 109).

Reaktionsgeschwindigkeit v, [U/mg]
v
Reaktionsgeschwindigkeit v, [U/mg)]

0 T T T 0 T T T
0 100 200 0 100 200

Konzentration Myristinsdure [pM] Konzentration 13-Methyltetradecansaure [puM]

Abbildung 48: Michaelis-Menten-Kinetik der Csa-DOX fiir Myristinsdure (links) und die korrespondie-
rende methylverzweigte 13-Methyltetradecansdure (rechts). Die Symbole représentieren Dreifachbe-
stimmungen biologisch unabhdngiger Ansdtze, denen wiederum jeweils eine Doppelbestimmung zu-
grunde liegt.

Tabelle 109: Mittels OriginPro (2020) kalkulierte mittlere Michaelis-Konstanten (K.) und maximale
Reaktionsgeschwindigkeiten (vmax) beziiglich Myristin- und 13-Methyltetradecansdure fiir Csa-DOX
sowie daraus berechnete katalytische Konstanten (k.a:) und Effizienzen (k.../Km) unter Angabe der
Standardfehler. Die Werte reprdsentieren Dreifachbestimmungen biologisch unabhdngiger Ansétze,
denen wiederum jeweils eine Doppelbestimmung zugrunde liegt.

Enzymkinetische KenngroRRe Myristinsaure 13-Methyltetradecansaure
Michaelis-Konstante K, 26+6 16+3

(uM]

maximale Reaktionsgeschwindigkeit v,ax 3,5+0,5 2,70+ 0,2

[U/mg]

katalytische Konstante kcq: 4,0+0,5 3,14 +0,2

(1/s]

katalytische Effizienz Kcat/Km 0,17 £ 0,06 0,20+0,03

[1/uM pro s]
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3.7.5 Substratspektrum

Zur Bestimmung des Substratspektrums der Csa-DOX wurde der Sauerstoffverbrauch in der
Reaktionslosung bei Einsatz diverser Fettsduren analysiert (2.9.5) und das Substratspektrum

anhand der Anfangsgeschwindigkeiten ermittelt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Relative Enzymaktivitdten (Substratspektrum) der Csa-DOX bei 100 uM Substratkonzen-
tration, bezogen auf das beste getestete Substrat Linolséure unter Angabe der Standardfehler. Den
dargestellten Werten liegen jeweils Flinffachbestimmungen zugrunde.
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3.8 Darstellung und Charakterisierung wl-ungesattigter sowie

iso- und anteiso-methylverzweigter Aldehyde

3.8.1 Gaschromatographische Charakterisierung und Strukturanalyse

der isolierten Substanzen

3.8.1.1 Gaschromatographische Charakterisierung

Die kommerziell erworbenen wl-ungesattigten Alkohole sowie die synthetisierten bzw. mit-

tels Biotransformation gewonnenen und isolierten Alkohole und Aldehyde (2.10.1.4) wurden

gaschromatographisch analysiert (2.10.2). Die RIs wurden nach van den Dool und Kratz (1963)

berechnet sowie die Reinheit der isolierten Syntheseprodukte abgeschatzt (Tabelle 110 und

111).

Tabelle 110: Gaschromatographisch bestimmte Charakteristika der wl-ungesdttigten Aldehyde und

Alkohole.
RIP
Substanz Herkunft Reinheit [%] VF-WAXms (polar) DB-5ms (unpolar)
Hept-6-enal Eigensynthese >96 1240 893
Hept-6-en-1-ol Eigensynthese >95 1518 962
Oct-7-enal Eigensynthese >98 1342 995
Oct-7-en-1-ol kommerziell >98 1614 1063
Non-8-enal Eigensynthese >98 1446 1096
Non-8-en-1-ol kommerziell >99 1719 1164
Dec-9-enal Eigensynthese >99 1551 1198
Dec-9-en-1-ol kommerziell >99 1827 1264
Undec-10-enal kommerziell >99 1656 1300
Undec-10-en-1-ol kommerziell 100 1922 1365
Dodec-11-enal Eigensynthese >99 1761 1402
Dodec-11-en-1-ol Eigensynthese >99 2028 1466
Tridec-12-enal Eigensynthese >98 1868 1503
Tridec-12-en-1-ol Eigensynthese >99 2128 1567
Pentadec-14-enal Eigensynthese >99 2078 1707
Pentadec-14-en-1-ol Eigensynthese >99 2323 1770

@ Rl nach van den Dool und Kratz (1963)

139



Ergebnisse

Tabelle 111: Gaschromatographisch bestimmte Charakteristika der methylverzweigten Aldehyde.

Substanz

9-Methylundecanal
10-Methylundecanal
10-Methyldodecanal
11-Methyldodecanal
11-Methyltridecanal
12-Methyltridecanal
12-Methyltetradecanal
13-Methyltetradecanal

RIP
Herkunft Reinheit [%] VF-WAXms (polar) DB-5ms (unpolar)
Eigensynthese >98 1674 1380
Eigensynthese > 96 1660 1373
Eigensynthese >92 1780 1482
Eigensynthese >98 1766 1476
Eigensynthese >95 1886 1584
Eigensynthese >95 1871 1576
Eigensynthese > 96 1992 1686
Eigensynthese >93 1976 1678

@ Rl nach van den Dool und Kratz (1963)

3.8.1.2 Strukturanalyse der isolierten wl-ungesattigten Aldehyde und Alkohole

Die Tabellen 112 bis 122 zeigen die Ergebnisse der massenspektrometrischen und kernspinre-

sonanzspektroskopischen Untersuchungen fiir die synthetisierten (2.10.1.1 bzw. 2.10.1.2)

endstandig ungesattigten Verbindungen. Es wurden stets die zehn intensivsten m/z-Signale

der jeweiligen MS-Spektren dokumentiert. Im digitalen Anhang befinden sich die entspre-

chenden Massen- und NMR-Spektren.

Tabelle 112: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von Hept-6-

enal (C7H120).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

H-NMR

(400 MHz, CDCls, TMS)

BBC-NMR
(100 MHz, CDCls, 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)
6=1,65 (m, 2H, -CH», 1-C), 1,44 (m, 2H, -CH,, 2-C), 2,08 (m, 2H, -CH,, 3-C), 2,44
(td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CHz, 4-C), 4,96 (m, 1H, =CH2, 5-C), 5,01 (dg (J = 2,0 und
17,0 Hz), 1H, =CH, 5-C), 5,79 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 6-C), 9,77
(t (/ = 2,0 Hz), 1H, 7-C)
5§=21,5(1), 28,3 (2), 33,4 (3), 43,7 (4), 114,9 (5), 138,2 (6), 202,6 (7)

Tabelle 113: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von Hept-6-

en-1-ol (C7H140).
Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

'H-NMR

(400 MHz, CDCl3, TMS)

BC-NMR
(100 MHz, CDCl3, 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)
6=1,39 (m, 2H, -CH>, 1-C), 1,43 (m, 2H, -CH>, 2-C), 1,58 (p (J = 7,0 Hz), 2H, -CH2, 3-C),
2,07 (g (J = 7,0 Hz), 2H, -CHz, 4-C), 3,64 (m, 2H, -CH>, 5-C), 4,94 (m, 1H, =CH., 6-C),
5,00 (m, 1H, =CH., 6-C), 5,81 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 7-C)
6=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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Tabelle 114: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréf3en von Oct-7-

enal (CsH140).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDClz, TMS)

BC.NMR
(150 MHz, CDCls, 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)

5=1,64 (p (J = 7,5 Hz), 2H, -CH», 1-C), 1,41 (m, 2H, -CHz, 2-C), 1,35 (m, 2H, -CH,
3-C), 2,06 (m, 2H, -CHa, 4-C), 2,43 (td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH>, 5-C), 4,94 (m,
1H, =CHa, 6-C), 5,00 (dg (J = 2,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH,, 6-C), 5,79 (ddt (J = 6,5, 10,0
und 17,0 Hz), 1H, =CH, 7-C), 9,77 (t (/ = 2,0 Hz), 1H, -CH, 8-C)

5=21,9 (1), 28,6 (2), 28,6 (3), 33,5 (4), 43,7 (5), 114,5 (6), 138,7 (7), 202,8 (8)

Tabelle 115: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréf3en von Non-8-

enal (C9H150).

Strukturformel

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDCls, TMS)

BC-NMR
(150 MHz, CDCl3, TMS)

m/z (%): 55 (100), 41 (72), 54 (49), 81 (48), 67 (45), 39 (38), 68 (34), 79 (31),
57 (26), 43 (24)

5=1,65 (p (J = 7,5 Hz), 2H, -CH», 1-C), 1,39 (m, 2H, -CHz, 2-C), 1,33 (m, 4H, -CHs,
3-C/4-C), 2,04 (m, 2H, -CHa, 5-C), 2,42 (td (/ = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH,, 6-C), 4,94
(m, 1H, =CHa, 7-C), 4,99 (dg (J = 2,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH,, 7-C), 5,80 (ddt (J = 6,5,
10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 8-C), 9,77 (t (J = 2,0 Hz), 1H, -CH, 9-C)

6=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)

Tabelle 116: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von Dec-9-

enal (C1oH150).

Strukturformel

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

'H-NMR

(400 MHz, CDCls, TMS)

3C-NMR
(100 MHz, CDCl3, TMS)

(0]
9 1
8 /\/WH
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)

6=1,63 (p (J = 7,5 Hz), 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 = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CHa, 7-C), 4,93 (ddt
(/=1,0, 2,0 und 10,0 Hz), 1H, =CH,, 8-C), 4,99 (dg (/ = 2,0 und 17,0 Hz), 1H, =CHa,
8-C), 5,80 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 9-C), 9,76

(t (/ = 2,0 Hz), 1H, -CH, 10-C)

6=22,0(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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Tabelle 117: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von Dodec-

11-enal (C12H220).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDClz, TMS)

BC.NMR
(150 MHz, CDCls, TMS)

m/z (%): 55 (100), 41 (75), 67 (53), 81 (49), 69 (35), 68 (34), 82 (30), 57 (29),
83 (29), 54 (28)

5=1,63 (p (J = 7,5 Hz), 2H, -CH», 1-C), 1,37 (m, 2H, -CH,, 2-C), 1,27-1,34

(m, 10H, -CHa, 3-C/4-C/5-C/6-C/7-C), 2,02 (g (J = 7,0 Hz), 2H, -CH,, 8-C), 2,42

(td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CHz, 9-C), 4,93 (m, 1H, =CH,, 10-C), 4,99 (m, 1H, =CH,,
10-C), 5,81 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 11-C), 9,77 (m, 1H, -CH, 12-C)

6=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)

Tabelle 118: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von Dodec-

11-en-1-ol (C12H240).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

1H-NMR

(600 MHz, CDCls, TMS)

BBC-NMR
(150 MHz, CDCls, TMS)

m/z (%): 55 (100), 41 (68), 67 (67), 82 (61), 68 (58), 81 (55), 69 (42), 54 (40),
95 (36), 96 (28)

6=1,26 (m, 2H, -CH2, 1-C), 1,20-1,35 (m, 12H, -CHa, 2-C/3-C/4-C/5-C/6-C/7-C),
1,56 (p (/ = 7,0 Hz), 2H, -CHa, 8-C), 2,04 (gt (/ = 1,5 und 7,0 Hz), 2H, -CH,, 9-C), 3,63
(t (/ = 7,0 Hz), 2H, -CH2, 10-C), 4,93 (m, 1H, =CH,, 11-C), 4,97 (ddt (/ = 1,0, 2,0 und
10,0 Hz), 1H, =CH,, 11-C), 5,81 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0Hz ), 1H, =CH, 12-C)

5=125,7 (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)

Tabelle 119: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von Tridec-

12-enal (C13H240).

Strukturformel

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

1H-NMR

(600 MHz, CDCls, TMS)

BC.NMR
(150 MHz, CDCls, TMS)

m/z (%): 55 (100), 41 (80), 67 (56), 69 (52), 81 (51), 68 (37), 82 (34), 57 (32),
83 (32), 98 (32)

6=1,63 (p (J = 7,5 Hz), 2H, -CH», 1-C), 1,37 (m, 2H, -CH,, 2-C), 1,26-1,34

(m, 12H, -CH,, 3-C/4-C/5-C/6-C/7-C/8-C), 2,04 (m, 2H, -CH2, 9-C), 2,42 (td (J = 2,0
und 7,5 Hz), 2H, -CH,, 10-C), 4,93 (m, 1H, =CH,, 11-C), 4,99 (dg (J = 2,0 und

17,0 Hz), 1H, =CH,, 11-C), 5,81 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 12-C),
9,76 (t (J = 2,0 Hz), 1H, -CH, 13-C)

5=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)
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Tabelle 120: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von Tridec-

12-en-1-ol (C13H260).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDClz, TMS)

BC.NMR
(150 MHz, CDCls, TMS)

m/z (%): 55 (100), 41 (64), 82 (63), 67 (61), 68 (56), 81 (55), 69 (45), 95 (37),
54 (34), 96 (32)

6=1,35 (m, 2H, -CH2, 1-C), 1,38 (m, 2H, -CHa, 2-C), 1,25-1,32 (m, 12H, -CH,, 3-C/4-
C/5-C/6-C/7-C/8-C), 1,56 (p (J = 7,0 Hz), 2H, -CH2, 9-C), 2,04 (g (J = 7,0 Hz),

2H, -CHz, 10-C), 3,64 (t ( = 7,0 Hz), 2H, -CH», 11-C), 4,93 (m, 1H, =CH,, 12-C), 4,99
(m, 1H, =CHa, 12-C), 5,81 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 13-C)

6=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)

Tabelle 121: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von Penta-

dec-14-enal (C15H250).

Strukturformel

Massenspektrum
(El, 70 eV)

1H-NMR

(400 MHz, CDCls, TMS)

BBC-NMR
(100 MHz, CDCls, TMS)

m/z (%): 55 (100), 41 (70), 69 (50), 67 (50), 81 (49), 82 (38), 83 (37), 95 (35),
98 (34), 43 (32)

6§=1,63 (p (J = 7,5 Hz), 2H, -CH,, 1-C), 1,37 (m, 2H, -CH,, 2-C), 1,25-1,33

(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 (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH», 12-C), 4,92 (m, 1H, =CH,, 13-C), 4,99 (dq (J = 2,0
und 17,0 Hz), 1H, =CH,, 13-C), 5,81 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 15-C),
9,76 (t (/ = 2,0 Hz), 1H, -CH, 15-C)

5§=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)

Tabelle 122: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréf3en von Penta-

dec-14-en-1-ol (C15H300).

Strukturformel

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

'H-NMR

(400 MHz, CDClz, TMS)

3C-NMR
(100 MHz, CDCl3, TMS)

m/z (%): 55 (100), 82 (72), 41 (60), 68 (55), 67 (52), 69 (52), 81 (52), 96 (40),

95 (39), 83 (33)

6=1,33 (m, 2H, -CH2, 1-C), 1,20-1,42 (m, 18H, -CHa, 2-C/3-C/4-C/5-C/6-C/7-C/8-
C/9-C/10-C), 1,57 (m, 2H, -CH,, 11-C), 2,04 (m, 2H, -CHa, 12-C), 3,64 (q (J = 7,0 Hz),
2H, -CH2, 13-C), 4,93 (m, 1H, =CH,, 14-C), 4,99 (dg (/ = 1,5 und 17,0 Hz), 1H, =CH,
14-C), 5,82 (ddt (J = 6,5, 10,0 und 17,0 Hz), 1H, =CH, 15-C)

5=125,8(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 Tabellen 123 bis 130 zeigen die Ergebnisse der massenspektrometrischen und kernspinre-

sonanzspektroskopischen Untersuchungen fir die aus Biotransformationen (2.10.1.3) erhal-

tenen methylverzweigten Aldehyde. Fiir die MS-Analysen wurden stets die zehn intensivsten

m/z-Signale dokumentiert.

Tabelle 123: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von 9-Me-

thylundecanal (C12H240).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

H-NMR

(400 MHz, CDCls, TMS)

BBC-NMR
(100 MHz, CDCls, TMS)

10 5 1"

4,6-8

185,1893 Da (-4,0 ppm)

m/z (%): 57 (100), 95/81 (84), 70 (84), 69 (70), 55 (65), 41 (59), 82/67 (51), 96 (50)

5=0,84 (d (J = 6,5 Hz), 3H, -CHs, 2-C), 0,85 (t (/ = 7,0 Hz), 3H, -CH3, 1-C), 1,11~1,39
(m, 13H, -CH/-CH, 4-C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C), 1,63 (p (J = 7,0 Hz), 2H, -CH,,
3-C), 2,42 (td (/= 1,5 und 7,0 Hz), 2H, -CH», 11-C), 9,77 (t (/ = 2,0 Hz), 1H, =CH, 12-C)

5§=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)

Tabelle 124: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von 10-Me-

thylundecanal (C12H,40).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

H-NMR

(400 MHz, CDCls, TMS)

3C-NMR
(100 MHz, CDCl3, TMS)

185,1899 Da (-0,3 ppm)

m/z (%): 57 (100), 82 (84), 43 (70), 56 (60), 69 (59), 55 (58), 41 (56), 95 (53), 81
(52), 67 (45)

5=0,86 (d (J = 6,5 Hz), 6H, CH3, 2 C/3-C), 1,16 (m, 2H, CH2, 10-C), 1,22-1,35

(m, 10H, CH2, 4 C/6-C/7 C/8-C/9-C), 1,50 (n (J = 6,5 Hz), 1H, CH, 5-C), 1,64

(p (U = 7,5 Hz), 2H, CH2, 1-C), 2,42 (td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, CH2, 11-C), 9,77

(t (/ = 2,0 Hz), 1H, =CH, 12 C)

5=22,1(1),22,7 (2), 22,7 (3), 27,4 (4), 28,0 (5), 29,2 (6), 29,4 (7), 29,5 (8), 29,9 (9),
39,0 (10), 44,0 (11), 203,0 (12)
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Tabelle 125: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von 10-Me-

thyldodecanal (C13H260).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(E1, 70 eV)

1H-NMR

(600 MHz, CDCls, TMS)

BC-NMR
(150 MHz, CDCl3, TMS)

199,2051 Da (2,7 ppm)

m/z (%): 95 (100), 57 (96), 70 (86), 55 (66), 82 (65), 81 (64), 69 (59), 41 (57), 83 (57),
71 (51)

6=0,84 (d (J = 6,0 Hz), 3H, -CHs, 2-C), 0,85 (t (J = 7,0 Hz), 3H, -CH3, 1-C), 1,04-1,35
(m, 15H, -CH,/-CH, 4-C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C), 1,63 (p (J = 7,0 Hz),

2H, -CH2, 3-C), 2,82 (td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH», 12-C), 9,77 (t ( = 2,0 Hz), 1H,
=CH, 13-C)

5§=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)

Tabelle 126: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von 11-Me-

thyldodecanal (C13H260).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDCls, TMS)

BC-NMR
(150 MHz, CDCl3, TMS)

199,2058 Da (+0,7 ppm)

m/z (%): 57 (100), 82 (89), 43 (68), 96/69 (62), 95 (59), 55 (58), 81 (56), 56 (54),
41 (51)

5=0,86 (d (J = 6,5 Hz), 6H, -CHs, 2-C/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 = 6,5 Hz), 1H, -CH, 5-C), 1,63
(p (U = 7,0 Hz), 2H, -CH», 1-C), 2,42 (td ( = 1,5 und 7,5 Hz), 2H, -CH,, 12-C), 9,77

(t (/ = 2,0 Hz), 1H, =CH, 13-C)

5§=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)

Tabelle 127: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von 11-Me-

thyltridecanal (C14H250).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

'H-NMR

(600 MHz, CDCl3, TMS)

3C-NMR
(150 MHz, CDCl3, TMS)

213,2208 Da (2,3 ppm)

m/z (%): 57 (100), 70 (92), 95 (89), 83 (77), 55 (74), 82 (73), 81 (69), 96 (63), 109
(62), 41 (57)

5=0,84 (d (J = 6,0 Hz), 3H, -CHs, 2-C), 0,85 (t (J = 7,0 Hz), 3H, -CHs, 1-C), 1,10-1,32
(m, 17H, -CH2/-CH, 4-C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C/12-C), 1,63 (p (/ = 7,5 Hz),
2H, -CH2, 3-C), 2,42 (td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH,, 13-C), 9,77 (t (J = 2,0 Hz), 1H,
=CH, 14-C)

5§=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)

145



Ergebnisse

Tabelle 128: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von 12-Me-

thyltridecanal (C14H250).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDClz, TMS)

BC-NMR
(150 MHz, CDCl3, TMS)

213,2214 Da (+0,5 ppm)

m/z (%): 82/57 (100), 43 (70), 96/69 (63), 95 (61), 55 (59), 81 (56), 56 (54), 41 (51)

5=0,86 (d (J = 6,5 Hz), 6H, -CHs, 2-C/3-C), 1,13 (m, 2H, -CH,, 12-C), 1,23-1,34

(m, 14H, -CH,, 4-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C), 1,51 (n (/ = 6,5 Hz), 1H, -CH, 5-C),
1,63 (p (/ = 7,0 Hz), 2H, -CHa, 1-C), 2,82 (td (/ = 1,5 und 7,5 Hz), 2H, -CH>, 13-C),
9,76 (t (J = 1,5 Hz), 1H, =CH, 14-C)

5§=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)

Tabelle 129: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische KenngréfSen von 12-Me-
thyltetradecanal (C15H300).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(EI, 70 eV)

H-NMR

(600 MHz, CDCls, TMS)

BC-NMR
(150 MHz, CDCls, TMS)

2 4,6,7,9-11

227,2372 Da (+1,3 ppm)

m/z (%): 57 (100), 70 (93), 95 (88), 82 (80), 55 (74), 83/81 (69), 96 (64), 97 (63),
71 (62)

5=0,84 (d (J = 6,0 Hz), 3H, -CHs, 2-C), 0,85 (t (J = 7,0 Hz), 3H, -CHs, 1-C), 1,08-1,33
(m, 19H, -CH/-CH, 4-C/5-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C/11-C/12-C/13-C), 1,63

(p (U = 7,0 Hz), 2H, -CH,, 3-C), 2,42 (td (J = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH,, 14-C), 9,77

(t (/ = 2,0 Hz), 1H, =CH, 15-C)

6=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)

Tabelle 130: Massenspektrometrische und kernspinresonanzspektroskopische Kenngréfsen von 13-Me-
thyltetradecanal (C15H300).

Strukturformel

akkurate Masse
(mit Abweichung)

Massenspektrum
(El, 70 eV)

'H-NMR

(400 MHz, CDClz, TMS)

3C-NMR
(100 MHz, CDCl3, TMS)

227,2371 Da (+0,8 ppm)

m/z (%): 82 (100), 57 (97), 96 (71), 43 (67), 69 (60), 95/55 (58), 83/81 (53), 56 (49)

5=0,86 (d (J = 6,5 Hz), 6H, -CHs, 2-C/3-C), 1,15 (m, 2H, -CH,, 13-C), 1,20-1,30
(m, 16H, -CH,, 4-C/6-C/7-C/8-C/9-C/10-C,11-C,12-C), 1,51 (n (J = 6,5 Hz), 1H, -CH,
5-C), 1,63 (p (J = 7,0 Hz), 2H, -CH2, 1-C), 2,42 (td (/ = 2,0 und 7,5 Hz), 2H, -CH,
14-C), 9,77 (t ( = 2,0 Hz), 1H, =CH, 15-C)

6=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 Charakterisierung der wl-ungesattigten Aldehyde
3.8.2.1 Bestimmung der sensorischen Reinheit mittels GC-FID-O

Mit Ausnahme von Undec-10-, Dodec-11- und Tridec-12-enal wiesen alle Aldehyde einen ol-
faktorische Reinheitsfaktor (2.10.3.1) von ORF > 10 auf. Fir Tridec-12-enal wurde keine Ver-
dinnungsstufe ohne die Wahrnehmung von Fremdsubstanzen festgestellt (Tabelle 131). Pen-

tadec-14-enal wurde mittels GC-FID-O nicht wahrgenommen.

Tabelle 131: Mittels GC-FID-O bestimmte héchste (VF,) und niedrigste (VF,) Verdiinnungsfaktoren ohne
olfaktorische Wahrnehmung von Fremdsubstanzen sowie die daraus errechneten ORF-Werte. Zusdtz-
lich ist die gemdfs 2.10.2 abgeschdtzte Reinheit angegeben.

Substanz Reinheit [%] VF, VF, ORF
Hept-6-enal > 96 1 100 100
Oct-7-enal >98 20 200 10
Non-8-enal >98 1 100 100
Dec-9-enal >99 200 2000 10
Undec-10-enal >99 5 25
Dodec-11-enal >99 5 20 4
Tridec-12-enal >97 40 - -

3.8.2.2 Bestimmung der Geruchsqualitaten

Die Geruchsqualitaten wurden durch ein 7-képfiges Panel in wassriger Losung bestimmt
(2.10.3.2). Fiir alle Substanzen wurden Spinnennetz-Diagramme erstellt, welche die gemittelte
Bewertung darstellen (Abbildung A 1 bis A 7 (Anhang F)). Die mit den flinf héchsten Intensita-
ten bewerteten Attribute wurden als reprasentativ fiir jede Substanz betrachtet (Tabelle 132).

Pentadec-14-enal war in Vorversuchen nicht wahrnehmbar und blieb daher unberiicksichtigt.

Tabelle 132: Evaluierte Substanzen mit den jeweils fiinf am intensivsten bewerteten Attributen. In
Klammern sind die mittleren durch das Panel bestimmten Intensitdten angegeben.

Substanz Geruchsqualitét (Intensitat)
Hept-6-enal nach Gurke (4,6), griin (3,0), grasig (2,7), nach Melone (2,3), frisch (1,9)
Oct-7-enal griin (2,9), metallisch (2,1), nach Melone (1,6), nach Gurke (1,4), nach Koriander-

Blattern/grasig (1,3)

metallisch (2,6), nach Koriander-Blattern (2,1), nach Pappe (1,9), grin (1,7),

Neli-E-aire] seifig/medizinisch (1,6)
Dec-9-enal nach Koriander-Blattern/grin (2,7), seifig (2,6), wéachsern (2,0), krautig/frisch (1,7)

nach Koriander-Blattern (3,3), griin (3,0), seifig (2,3), wachsern (1,9), krautig/nach
Gurke/fettig (1,4)

Dodec-11-enal nach Koriander-Blattern (3,1), seifig/krautig (2,3), griin (2,0), wachsern (1,7)

Undec-10-enal

Tridec-12-enal  nach Koriander-Blattern/krautig (2,4), dumpf/wachsern (2,0), grin (1,9)
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3.8.2.3 Bestimmung der Geruchsschwellen

Dariber hinaus wurden die Schwellen der wl-ungesattigten Aldehyde und Alkohole durch vier
Panellisten mittels GC-FID-O in Luft bestimmt (2.10.3.3) und nach Gleichung (5) berechnet
(Abbildung 50). Ein 24-kopfiges Panel bestimmte daneben die Geruchsschwellen in wassriger
Losung (2.10.3.4), die nach Gleichung (6) berechnet wurden. Dabei wurde zwischen Wahrneh-

mungs- und Erkennungsschwellenwerten unterschieden (Abbildung 51).
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Abbildung 50: Geruchsschwellenwerte wl-unge- Abbildung 51: Wahrnehmungs- (grau) und Erken-
sdttigter Aldehyde (grau) und Alkohole (blau) in  nungsschwellenwerte (blau) wl-ungesdttigter Al-
Luft. dehyde in wdssriger Lésung.

3.8.3 Sensorische Charakterisierung der methylverzweigten Aldehyde

3.8.3.1 Bestimmung der Geruchsqualitaten

Die Geruchsattribute der methylverzweigten Aldehyde wurden anhand einer einfach be-

schreibenden Priifung der Reinsubstanzen sowie per GC-FID-O ermittelt (Tabelle 133).
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Tabelle 133: Geruchsattribute der methylverzweigten Aldehyde.

Substanz

Geruchsattribute

Reinsubstanz

OoDP

9-Methylundecanal

10-Methylundecanal

10-Methyldodecanal

11-Methyldodecanal

11-Methyltridecanal

12-Methyltridecanal

12-Methyltetradecanal

13-Methyltetradecanal

grin, nach Heu, holzig,
krautig, seifig, wirzig

citrusartig, grin, krautig,
sahnig, seifig

holzig, suBlich, talgig, nach
Wasabi, wirzig

krautig, seifig, wirzig

sURlich, talgig, nach
Wasabi, wiirzig

grin, metallisch, pfeffrig,
sURlich, talgig

metallisch, pfeffrig, stiRlich

grin, metallisch, stRlich

citrusartig, griin, holzig, nach Koriander-Blattern,
krautig, metallisch, seifig, wachsern, wiirzig

citrusartig, grun, fettig, nach Koriander-Blattern,
krautig, sahnig, seifig, stiBlich

grin, nach Koriander-Blattern, krautig, metallisch,
sahnig, seifig, talgig, wachsern, wiirzig

citrusartig, griin, nach Koriander-Blattern, krautig,
metallisch, stBlich, seifig, wachsern, wiirzig

grin, nach Koriander-Blattern, krautig, metallisch,
seifig, stillich, talgig, wachsern

grin, nach Koriander-Blattern, krautig, metallisch,
seifig, stillich, talgig, wiirzig

grin, nach Koriander-Blattern, metallisch, seifig,
stiBlich, wachsern

griin, nach Koriander-Blattern, metallisch, seifig,
stiBlich, wachsern

3.8.3.2 Bestimmung der Geruchsschwellen in Luft

Zur Berechnung der Geruchsschwellen in Luft war die Quantifizierung der Aldehyde in den

Stammldsungen notwendig. Diese erfolgte mittels externer Kalibrierung Gber die entspre-

chenden unverzweigten Aldehyde (2.10.3.4). Die erzielten Kalibriergeraden wiesen alle Be-

stimmtheitsmale > 0,999 auf (Abbildung 52).

Die Geruchsschwellen der homologen Reihen iso- und anteiso-methylverzweigter sowie un-

verzweigter Aldehyde wurden durch drei Panellisten bestimmt (Abbildung 53).
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Abbildung 52: Kalibriergeraden zur Quantifizierung der methylverzweigten Aldehyde anhand ihrer un-

Konzentration [pg/mL)]

verzweigten Pendants. Die Peakflichen wurden mittels eines Injektionsstandards normalisiert.

149



Ergebnisse

s C12 TG% C13 Cl4 I C15

43,1

10—:

% 5,8 f § 5,1% B

3,2

f 1,8 617 .
fo,s

0,1

Geruchschwellenwert in Luft [ng/L]
1

0,01
u i da u i a u i a u i a

Abbildung 53: Geruchsschwellenwerte unverzweigter (u, blau), iso- (i, schwarz) und anteiso- (a, grau)
methylverzweigter Aldehyde in Luft.
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4 Diskussion

4.1 Screening verschiedener Pilz-Spezies mit Fokus

auf der Bildung relevanter Fettsauren

4.1.1 Herangehensweise und Methodik des Screenings

Als Quelle ungewdhnlicher Fettsauren sollten Pilze genutzt werden. Daher wurden 38 verschie-
dene Spezies als potentielle Produktionsorganismen auf ihre gebildete Biomasse, Lipidmenge
und Fettsaureverteilung hin untersucht. Um ein moglichst breit angelegtes Screening vieler
Spezies zu ermoglichen, erfolgten die Analysen der Lipidgehalte und Fettsaureprofile zunachst
in Form von Einfachbestimmungen. Im Falle interessanter Spezies wurden weitere Bestim-
mungen nachgezogen. Dabei bleibt zu beriicksichtigen, dass sich die dargestellten Ergebnisse
auf eine bestimmte Kulturdauer unter definierten Parametern (z.B. Ndhrmedium, Tempera-
tur) beziehen. Zwar sind durch genetische Gegebenheiten primar die jeweiligen Organismen
fir die Qualitat der gebildeten Lipide verantwortlich, doch modulieren die Umgebungsbedin-
gungen deren quantitative Proportionen. Auch die Lipidgehalte sind abhangig von Wachs-
tumsphase und Kulturbedingungen, sodass es sich bei den aufgefiihrten Resultaten um ,,Mo-
mentaufnahmen” handelt, die nur bedingt einen sinnvollen Vergleich mit Literaturwerten er-

lauben (Weete 1974; Wassef 1977; Ratledge 1994).

Die Auswahl der gescreenten Spezies erfolgte auf Grundlage einer ausfiihrlichen Literaturstu-
die (siehe digitaler Anhang). Darliber hinaus wurde eine Reihe von Spezies untersucht, fiir die
bislang keinerlei dokumentierte Fettsaureprofile gefunden wurden oder die aufgrund der
Bildung hoher Lipidgehalte interessant schienen. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die
Standerpilze (Basidiomycota) gelegt. Diese Abteilung galt im Hinblick auf ihre Fettsauren lange
Zeit als wenig untersucht (Weete 1974). Aus jlingerer Zeit liegen zwar mehrere Untersu-
chungen vor, diese beschaftigen sich jedoch in erster Linie mit erndhrungsphysiologischen
Bewertungen, denen Fruchtkoérper anstelle von Myzel als Untersuchungsmaterial zugrunde
liegen und in denen meist nur die Hauptfettsduren identifiziert wurden (Shaw 1967; Rezanka
und Mares 1987; Diez und Alvarez 2001; Pedneault et al. 2006; Pedneault et al. 2007; Barros
et al. 2008a; Barros et al. 2008b; Kavishree et al. 2008; Pedneault et al. 2008; Kala¢ 2009;

Beluhan und Ranogajec 2011; Marekov et al. 2012; Sinanoglou et al. 2015).
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Der Fokus dieser Arbeit wurde auf die Speicherlipide gelegt, bei denen es sich hauptsachlich
um unpolare Lipide handelt. Sie liegen als Lipidkdrper im Cytoplasma der Pilzzelle vor (Weete
1974; Losel und Sancholle 1996) und besitzen im Vergleich zu den Lipiden der Membran und
Zellwand den Vorteil, dass sich deren Ausbeute durch die Kulturfihrung malRgeblich steigern
lasst (4.2). Als Extraktionsmittel wurde daher Petrolether bzw. n-Hexan verwendet (2.6.1). Zur
Bestimmung der Lipidgehalte wurden die gewonnenen Extrakte bei 105 °C getrocknet. Diese
thermische Belastung erforderte wiederum eine Uberpriifung, ob die Fettsdureprofile durch
autoxidative Prozesse beeinflusst wurden. Wie eine Kaltextraktion mit n-Hexan und anschlie-
Rende Trocknung verdeutlichten, erfolgte jedoch erst nach sehr langen Trocknungsdauern
eine Einwirkung auf das Fettsaureprofil (Daten nicht dargestellt). Die kurzzeitige Erhitzung im

Rahmen der angewandten Methodik (ca. 45 min) beeinflusste die Ergebnisse nicht.

Die gewonnenen Lipidextrakte wurden auf ihre Fettsaureprofile und damit auf potentiell
interessante Aldehyd-Prakursoren hin untersucht. Die Fettsdauren fungaler Speicherlipide lie-
gen hauptsachlich gebunden in Glyceriden vor (Weete 1974; Losel und Sancholle 1996). Zur
Methylveresterung wurde daher die alkali-katalysierte Transmethylierung verwendet, die sich
durch ihre schnelle Durchfiihrbarkeit und die Verwendung ungefidhrlicher Chemikalien aus-
zeichnet (2.6.2.1). Allerdings werden ausschlielRlich veresterte Fettsauren methyliert. Als Ge-
genprobe wurden die Lipide mehrerer Spezies exemplarisch zur Erfassung freier Fettsdauren
zusatzlich mit Hilfe der Bortrifluorid-Methode methyliert (2.6.2.2). Die Fettsaureprofile wiesen
keine Unterschiede auf (Daten nicht dargestellt), weshalb die Nutzung des alkali-katalysierten

Schnellverfahrens als hinlanglich erachtet wurde.

Zur besseren quantitativen Einordnung wurden die relativen Anteile der jeweiligen Fettsauren
mit der Lipidausbeute verrechnet (3.1.2). Bei dieser Herangehensweise handelte es sich je-
doch lediglich um eine Naherung, weil dabei andere Bestandteile als Fettsauren vernachlassigt

werden (siehe hierzu auch 4.3).

4.1.2 Wachstum, Lipidgehalt und Fettsaureprofile

Hinsichtlich des Wachstums waren die untersuchten Spezies sehr unterschiedlich. Emers bil-
deten die meisten Pilze zwar weilRes Myzel, jedoch variierten die Wachstumsgeschwindigkei-
ten sehr stark (Tabelle 57). Einige Pilze bildeten sehr diinnes, filigranes Myzel, andere hinge-
gen einen dichten Myzelrasen (Abbildung 11). Lediglich die Mortierella-Spezies wiesen inner-

halb ihrer Gattung ein sehr dhnliches, rosettenformiges Wachstum auf, welches fir viele

152



Diskussion

Angehorige dieser Gattung charakteristisch ist (Gams 1977). In Submerskultur (Abbildung 12)
unterschieden sich die einzelnen Spezies ebenfalls in ihrer Morphologie (Farbe, filamento-

ses/pellet-formiges Wachstum) sowie in der Menge gebildeter Biomasse (Tabelle 57).

Zwar variieren die Lipidgehalte von Pilzen in Abhangigkeit von Spezies, Wachstumsphase und
Kulturbedingungen (Weete 1974; Wassef 1977; Ratledge 1994), dennoch dhnelten sich alle
untersuchten Standerpilze mit Gehalten zwischen 1 und 4% in der BTM (Tabelle 57). In der
Literatur finden sich fiir Myzelien recht dhnliche, fiir einige Gattungen auch etwas hdhere
Werte (Sumner 1973; Weete 1974; Nair 1989; Diamantopoulou et al. 2012; Papaspyridi et al.
2013), wobei, wie bereits eingangs angedeutet (4.1.1), meist eher Fruchtkdrper und nur in
wenigen Studien Myzel von Basidiomycota analysiert wurde. Wie direkte Vergleiche
identischer Stamme nahelegten, korrelieren die Lipidgehalte von Fruchtkérpern und Myzelien
nur zum Teil (Sumner 1973; Papaspyridi et al. 2013). Die Lipidgehalte der Schlauchpilze
(Ascomycota) lagen meist hoher und variierten sehr stark zwischen 2 und 23% (Tabelle 57).
Diese groRe Spannbreite findet sich auch in der Literatur wieder (Weete 1974; Tang et al.
2011; Diamantopoulou et al. 2012). Tendenziell produzierten die Spezies der Mucoromycotina
(13—-30%) und Entomophthoromycotina (25%) noch mehr Lipide (Tabelle 57). Auch diese
Daten passen gut zu den in der Literatur belegten Werten (Tyrrell 1971; Weete 1974; Certik
et al. 1993). Tatsachlich kénnen im Falle der Mucoromycotina durch entsprechende Opti-
mierung der Kulturfihrung aber auch Werte lber 50% erzielt werden (Papanikolaou et al.
2004; Ogawa et al. 2002). In der Regel ergaben sich Lipidausbeuten zwischen 25 und 100 mg/L.
Die bereits genannten lipidreicheren Spezies lieferten bis zu 2 g/L (Abbildung 13). Pilze be-
sitzen allerdings ein weitaus grofSeres Potential, wie die um ein Vielfaches héheren Ausbeuten
belegen, die bei der Gewinnung mehrfach ungesattigter Fettsduren wie Arachidonsdure
erzielt wurden (Ogawa et al. 2002). In unterschiedlichen Experimenten wurde daher der Ein-
fluss verschiedener Parameter untersucht und dabei Ansatze zur Steigerung der Lipidpro-

duktion aufgezeigt (4.2).

Wegen des Einflusses duRerer Parameter (4.1.1) sowie interindividuellen Eigenheiten unter-
schiedlicher Stamme derselben Spezies (Fraatz et al. 2018), ist grundséatzlich nur ein qualitati-
ver bzw. semi-quantitativer Vergleich der erhaltenen Fettsdureverteilungen mit Literaturda-
ten sinnvoll. Wahrend beschriebene Hauptfettsduren in der Regel reproduzierbar waren (bei-

spielsweise die in CHET-N dokumentierten methylverzweigten i14:0, a15:0 und i16:0 (Tyrrell
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1971; Fraatz et al. 2018)), fielen die Unterschiede hinsichtlich derjenigen Fettsauren beson-
ders deutlich aus, die nur in geringen Mengen vorhanden waren. Gerade bei diesen handelte
es sich oft um die interessanten Komponenten (4.1.3). In der Literatur wurden diese Minor-
bestandteile hadufig nur unzureichend identifiziert (z.B. fehlende Position von Doppelbin-
dungen (Martinez et al. 1991; Rezanka und Mares 1987)) oder lediglich die Haupt-Fettsauren
dokumentiert (Shaw 1967; Sumner 1973; Stahl und Klug 1996; Diez und Alvarez 2001; Dimou
et al. 2002; Diamantopoulou et al. 2012). Mogliche Ursachen fiir offensichtliche Differenzen
zwischen den beobachteten Resultaten und frilheren Studien (z.B. PER (Dimou et al. 2002)
oder MPR (Kavishree et al. 2008)) kénnen dagegen in der Untersuchung unterschiedlichen
Probenmaterials liegen. Dies betrifft insbesondere Stander- und zum Teil auch die Schlauch-
pilze, von denen vorwiegend Fruchtkorper anstelle von Myzel analysiert wurden (vgl. 4.1.1).
Wie bereits mehrere Gruppen zeigten, kdnnen Myzel und Fruchtkérper zum Teil zwar dhnliche
Fettsaureverteilungen, aber auch sehr groBe Unterschiede aufweisen (Sumner 1973; Tang et
al. 2011; Papaspyridi et al. 2013). Eine weitere Ursache solcher eindeutigen Unterschiede
kann daneben auf die Methodenwahl zuriickzufiihren sein. Wahrend sich das Screening auf
die unpolare Lipidfraktion beschrankte, lieferten zahlreiche Studien die Fettsaureprofile der
polaren Lipide oder Gesamtlipide (Stahl und Klug 1996; Dimou et al. 2002; Diamantopoulou
et al. 2012; Marekov et al. 2012). Holtz und Schisler legten anhand von Agaricus bisporus
anschaulich dar, wie unterschiedlich die neutrale und polare Lipidfraktion sein kdnnen (Holtz

und Schisler 1971).

Bezliglich ihrer Fettsaureprofile weisen Ascomycota und Basidiomycota keine generellen,
markanten Auffalligkeiten auf. Meist stellen Linol-, Ol- und Palmitinsiure die Hauptfettsiduren
dieser Pilze dar (Shaw 1966; Weete 1974; Wassef 1977), was die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bestatigen. Allerdings traten in kleineren Mengen haufig Fettsauren auf, die als ,unge-
wohnlich” zu bezeichnen sind (4.1.3). Auch in der Literatur finden sich Hinweise auf geringe
Quantitdaten ungewodhnlicher, beispielsweise methylverzweigter, Fettsdauren in den Myzelien
von Schlauchpilzen bzw. Fruchtkérpern von Standerpilzen (Kien et al. 1985; Rezanka und
Mares 1987; Pedneault et al. 2006, 2008). Viele Mucoromycotina, vor allem die Mortierella-
ceae, sind fur die Produktion grolRer Mengen langkettiger, mehrfach ungesattigter Fettsduren
bekannt (Amano et al. 1992; Ratledge 1994; Ogawa et al. 2002), wohingegen mehrere Ento-
mophthoromycotina zusatzlich groBe Mengen methylverzweigter Fettsauren akkumulieren

(Tyrrell 1967, 1971). Auch dies deckt sich mit den in dieser Arbeit analysierten Myzelien.
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4.1.3 Vorkommen ungewohnlicher Fettsauren

In den untersuchten Spezies wurden mehrere ungewohnliche Fettsauren gefunden, die je-
doch aufgrund fehlender Referenzverbindungen nicht alle abschlieRend identifiziert werden
konnten (Kriterien vgl. 3.1.2). Tabelle 134 zeigt eine Auswahl mit den vielversprechendsten
Produktionsorganismen. Einige dieser Verbindungen wurden bereits in Fruchtkérpern von
Pilzen nachgewiesen (Tyrrell 1971; Rezanka und Mares 1987; Pedneault et al. 2006, 2008;
Sinanoglou et al. 2015), andere wiederum blieben bislang, womoglich nicht zuletzt aufgrund

ihrer geringen Anteile, unentdeckt.

Unter den untersuchten Pilzen wurde FVE-D aufgrund der Vielzahl an gebildeten Fettsdauren
als besonders interessant befunden. AuBergewdhnlich war daneben der fir Pilze atypisch ho-
he Anteil an Laurinsadure (Rezanka und Mares 1987; Pedneault et al. 2008), welcher moglicher-
weise der Anpassung dieses Pilzes an kalte Temperaturen geschuldet ist (4.2.2). Im Zuge wei-
terer Untersuchungen wurde festgestellt, dass FVE-D in nennenswerter Menge die terminal
ungesattigte Dodec-11-ensdure synthetisierte (4.2.1). Zwar sind bereits mehrere zum Teil
noch nicht ndher definierte 12:1-Isomere in Pilzen dokumentiert (Shaw 1965; Kfen et al. 1985;
Rezanka und Mares 1987; Rezanka et al. 1999), doch stellt dies den ersten Nachweis dieser in
der Natur selten vorkommenden Verbindung in einem Pilz dar. GroRere Mengen wurden
bisher lediglich in dtherischen Olen von Lorbeer-Gewéchsen gefunden (Choudhury et al. 1997;
Wang et al. 2008). Spuren waren in Milchfett (Abdelgader et al. 2009; Renes et al. 2020), Blut
(Christinat et al. 2016) sowie einzelnen Bakterien (Wells et al. 1992; Bruno et al. 2012),

Insekten (Hefetz et al. 1996) und in Fisch enthalten (Kao et al. 2002).

Daneben zeichnete sich MHY-FP durch eine mengenmaRBig auffillige Produktion der w8-
ungesattigten (92)-Heptadec-9-ensaure aus. In sehr viel geringeren Mengen kam diese Fett-
saure auch in anderen Spezies vor (Tabelle 134). Sie findet sich haufiger in der Natur, jedoch
meist in Spuren. So gibt es Nachweise in anderen Pilzen (Pedneault et al. 2006, 2008) bzw.
Indizien fiir ein Auftreten in anderen Mortierella-Spezies (Amano et al. 1992), aber auch in

Algen (Soares et al. 2014) oder Milchfett (Renes et al. 2020).
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Tabelle 134: Auswahl ungewéhnlicher Fettsduren in den untersuchten Myzelien. Klammern kennzeichnen nicht abschlief3end identifizierte Nennungen (vgl. 3.1.2).

Fettsidureausbeute [mg/L Hauptkultur]

Fettsdure CZE CHET-N FVE-D FFO GAP GLU MPR MHY-FP Mis PSTI PPI STRU
i12:0 (<1,9)

12:1(52) <0,05 (<0,05)

12:1 (< 0,05)

al3:0 (<1,9)

13:1 (<0,05) (<0,1)

i14:0 716 <0,08 < 0,06
14:1(52) <0,5 <0,05

14:1(92) <0,06 (<0,1)

i4:1 (<1,9)

al5:0 313 < 0,06 <0,08

15:1 (<0,1)

i16:0 120

16:1(72) (<0,5) < 0,05 <0,07 < 0,05 <0,06 <1,0 (<1,8) <0,1 0,1 <0,06
16:1(92) 53 0,3 0,2 0,05 0,2 < 0,06 5,7 29,6 <01 0,2 0,08
16:1(112) 0,05 1,7 0,4 2,8 1,3 0,09
16:2(72,102) <0,05 <0,05 <0,06 < 0,06 <18 <0,08

16:2(92,122) <0,5 <1,9 <0,05 <0,05 <0,06 <0,06 <1,8 <0,1 0,08 <0,06
7Me-16:1(62) (0,6) (<0,05) (< 0,06) (<0,1)

al7:0 6,6

17:1(82) (<0,5) (< 0,05) (<0,07) (< 0,05) (< 0,06) (< 0,06)
17:1(92) <0,5 <1,9 <0,05 <0,07 <0,05 0,07 <0,06 22 <1,8 <0,1 <0,08 <0,06
17:2 (<05  (<1,9) (<0,05) (<0,07) (< 0,06) (<1,0) (<0,1) (0,09)
17:2 (<0,5) (< 0,05) (<0,07) (0,1) (0,09) (0,4) (<1,0) (<0,1) (0,1) (< 0,06)
i18:0 (<1,9)

18:1(112) 3,2 71 0,4 0,2 0,1 0,2 7,0 18 0,3 8,8 < 0,06
18:2(92,11F) <0,06

18:2(10E,122) 0,9
18:3(92,11£,13E) 0,1
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Um die Ausbeuten der genannten Fettsduren zu steigern, wurde in ergédnzenden Experimen-
ten der Einfluss verschiedener Kulturparameter auf deren Bildung untersucht (4.2). Durch
Supplementationsstudien gelangen Einblicke in die Biosynthese der endstandig ungesattigten
Dodecensaure (4.4). Die Lipidextrakte beider Pilze wurden biotransformiert und die entstan-

denen Aldehyde gaschromatographisch-olfaktorisch analysiert (4.6).
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4.2 Einfluss der Kulturparameter auf die Bildung relevanter Fettsdauren

Zwar ist die Zusammensetzung der gebildeten Lipide in erster Linie speziesabhdngig, jedoch
ergeben sich durch Variation der Kulturparameter Moglichkeiten zur Modifizierung (Weete
1974; Wassef 1977; Ratledge 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der wich-
tigsten Parameter auf das Wachstum (Biomasse und Lipide) von FVE-D und MHY-FP unter-
sucht. Dabei wurde stets die Auswirkung auf die Fettsaureverteilung beachtet, um eine Be-
wertung der Ausbeuten der Zielverbindungen 12:1(11) und 17:1(92) zu erméglichen. In die-
sem Kontext ist es unerlasslich, die Phylogenetik der beiden naher untersuchten Organismen
zu bericksichtigen, da sich hieraus grofe Unterschiede der Lipidausbeuten ergeben. FVE-D
gehort den Basidiomycota an und unterscheidet sich damit grundlegend von MHY-FP, welcher
den Mucoromycotina zuzuordnen ist. Letztere weisen hohere Lipidgehalte auf. Zahlreiche
Spezies kénnen tUber 25% Lipide akkumulieren und werden in Analogie zu 6lreichen Saaten als
oleaginous, das Ol als single cell oil (SCO) bezeichnet. Die hohe Kapazitit zur Lipidakkumula-
tion lasst sich auf die Aktivitat einer Citrat-Lyase zurlickfiihren. Spezies ohne die entsprechen-

de Enzymausstattung erreichen lediglich Maximalgehalte von 10 bis 15% (Ratledge 1994).

4.2.1 Test diverser komplexer Standard-Ndahrmedien

Zur Kultivierung von Pilzen werden hadufig Medien mit komplexen Nahrstoffquellen verwen-
det. Zunachst wurden daher diverse etablierte Standard-Ndahrmedien getestet. Tatsachlich
wurden mit Hilfe des Ausgangsmediums (ME) fiir FVE-D die schlechtesten Ergebnisse erhalten.
In anderen Medien wurden weitaus hohere Lipidausbeuten erzielt. In YPG-Medium bildete
der Pilz zwar die meiste Biomasse, durch die hohen Lipidgehalte in MPG war jedoch die Lipid-
ausbeute im letztgenannten Medium am hdchsten (Abbildung 14). In diesem Medium wurden
auch fur alle interessanten Fettsduren die besten Ausbeuten erzielt (Tabelle 96). Auffallig war
insbesondere, dass die terminal ungesattigte Dodec-11-ensdure ausschlielllich in diesem Me-
dium in nennenswerten Mengen gebildet wurde. Daneben schwankten vor allem die relativen
Anteile von Laurin- und Linolsdure in Abhdngigkeit des Mediums. Einige Fettsduren waren nur
in bestimmten Medien nachweisbar. Dabei handelte es sich allerdings ausschlieBlich um Mi-
norbestandteile (< 0,1%). Auf Grundlage des MPG-Mediums wurden weitere Parameter fir

FVE-D getestet.
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Die Wahl des Nahrmediums beeinflusste auch die Lipidausbeute (Abbildung 15) und die Fett-
saureverteilung (Tabelle 97) von MHY-FP. Auch in diesem Fall gab es einzelne Minorfettsadu-
ren, die nur in bestimmten Medien gebildet wurden. Die quantitativen Schwankungen vieler
weiterer Fettsauren fielen von Medium zu Medium besonders deutlich aus. Davon war auch
die Zielverbindung 17:1(92) betroffen, sodass das YD-Medium trotz vergleichsweise geringer
Lipidausbeute am besten zur Gewinnung dieser Fettsdure geeignet war. Dieses Medium
wurde bereits in der Vergangenheit erfolgreich zur Kultivierung anderer Mortierella-Spezies
eingesetzt (Shimizu et al. 1991). Die weiteren Kulturparameter wurden daher anhand dieses

Mediums untersucht.

Die Ergebnisse fiir FVE-D waren nur schlecht reproduzierbar. Des Ofteren traten AusreiRer auf,
sodass fuir 12:1(11) relative Anteile von < 0,1% aber auch von bis zu 15% ermittelt wurden. In
diesen Fallen traten auch starke Abweichungen hinsichtlich der Lipidausbeute auf. Die Ursa-
chen konnten trotz zahlreicher Experimente nicht geklart werden. Um zumindest eine Repro-
duzierbarkeit innerhalb der einzelnen Parameter-Testreihen zu gewahrleisten, wurden ab-
hangige Hauptkulturen angelegt, indem Inokula aus einer homogenen Vorkulturmischung ver-
wendet wurden. Die Ausbeuten wurden anschliefend aus mindestens zwei unterschiedlichen
Hauptkulturen ermittelt. Die Ergebnisse von MHY-FP schwankten dagegen weniger und waren

reproduzierbar.

4.2.2 Kultivierungstemperatur

Bereits sehr friih wurde der Einfluss der Umgebungstemperatur auf die Fettsdurezusammen-
setzung von Pilzen untersucht. Dabei wurde eine Erhéhung der Jodzahl und damit ein erhéhter
Grad an Desaturierung mit Erniedrigung der Temperatur festgestellt (Pearson und Raper
1927). Trotz einiger kontrarer Befunde gilt der beschriebene Effekt als generell anerkannt
(Weete 1974; Wassef 1977; Tahoun et al. 1986; Stahl und Klug 1996; Pedneault et al. 2007).
Daher wurde untersucht, wie sich verschiedene Temperaturen auf die Bildung der ungesattig-

ten Zielverbindungen und das Wachstum der beiden Pilze auswirken.

Wahrend fir FVE-D bei 16 °C ein deutlich besseres Wachstum festgestellt wurde (Abbildung
16), war fir MHY-FP im Vergleich zur Kultivierung bei 24 °C nahezu kein Unterschied festzu-
stellen (Abbildung 17). FVE-D ist damit den psychrophilen Organismen zuzurechnen. Seine An-
passung an tiefere Temperaturen kommt auch durch den Trivialnamen ,Winterriibling” zum

Ausdruck, der auf die Ausbildung der Fruchtkdrper vor allem von Oktober bis April hinweist
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(Breitenbach und Kranzlin 1991). Hinsichtlich der gebildeten Fettsauren war fir FVE-D bei
16 °C unter anderem eine verstarkte Bildung an kurzkettigen und ungesattigten Fettsduren,
darunter auch 12:1(11), zu beobachten. Dies kénnte auf die erniedrigte Temperatur, mogli-
cherweise aber auch auf die Myzelernte in einem anderen Wachstumsstadium zuriickzufiih-
ren sein. Die Fettsaureverteilung von MHY-FP und damit auch die Bildung an 17:1(92) war
dagegen nahezu unabhangig von der Temperatur. Dies konnte darauf zurlickzuflihren sein,
dass durch die Temperaturerniedrigung vorrangig die Zusammensetzung der (polaren) Mem-
branlipide beeinflusst wird, um die Membranfluiditdt zu gewahrleisten. Wie Pedneault et al.
zeigten, ist es speziesabhangig, ob auch das Fettsaureprofil der unpolaren Speicherlipide von

der Temperatur moduliert wird (Pedneault et al. 2007).

4.2.3 Kultivierungsdauer

FVE-D baute den GroRteil seiner Biomasse in den ersten sieben Kulturtagen auf, wahrend der
Lipidgehalt zeitverzogert anstieg. Dessen Maximalwert wurde am 21. Kulturtag mit 10 bis 11%
der BTM nachgewiesen (Abbildung 18). Zu diesem Zeitpunkt war jedoch noch eine groRe
Menge der Kohlenstoffquelle (Glucose) ungenutzt, sodass durch Variation des C/N-Verhalt-
nisses versucht wurde, einen unnoétigen Materialeinsatz zu vermeiden (4.2.4.1). Viele Pilze
konnen unter Umstdnden keine héheren Lipidgehalte als 10 bis 15% erreichen (4.2). Daher
wurde in den folgenden Experimenten versucht, die Gesamtausbeute an 12:1(11) durch Stei-
gerung der Biomasse bzw. Variation des Fettsaureprofils zu erhéhen, indem verschiedene

Kohlenstoff- (4.2.4.2) und Stickstoffquellen (4.2.4.3) getestet wurden.

Die Bildung an Biomasse erfolgte bei MHY-FP ebenfalls binnen etwa einer Woche. Anders als
bei FVE-D wurden die Lipide ebenso zligig gebildet. Nach zehn Kulturtagen war die Kohlen-
stoffquelle (Glucose) aufgebraucht (Abbildung 19). Eine leichte Abnahme der Biomasse und
Lipide nach diesem Tag deutet auf eine beginnende Autolyse hin. Denkbar ware eine nachtrag-
liche Zugabe von Glucose, allerdings stieg der Lipidgehalt trotz vorhandener Kohlenstoffquelle
nach dem vierten Tag nur noch geringfligig an. Zudem verhielt sich der relative Anteil von
(92)-Heptadec-9-ensdure gegenldufig und betrug am zehnten Tag nur noch 0,6% der Gesamt-
fettsduren. Deren maximale Ausbeute wurde fir den vierten Kulturtag ermittelt. Anstelle
einer nachtraglichen Gabe von Glucose wurde daher versucht, die Biosynthese der 17:1(92)

durch die Supplementation mit Prakursoren ungeradzahliger Fettsduren zu induzieren (4.2.5).
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4.2.4 Variation von Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis, Kohlenstoff- und

Stickstoffquelle (Flammulina velutipes)
4.2.4.1 Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis

Das Verhadltnis von Kohlenstoff zu Stickstoff im Nahrmedium ist ein entscheidender Parameter
bei der Kultivierung von Pilzen, aber auch anderen Mikroorganismen und erméglicht die Steu-
erung bestimmter Stoffwechselprozesse. So wird bei Stickstoff-Uberfluss die Bildung von Bio-
masse forciert und die Synthese von Speicherstoffen unterdriickt, wahrend es bei héheren
C/N-Verhéltnissen tendenziell zu Lipid- und/oder Kohlenhydratakkumulation kommt. Dieser
Effekt wird auch als , stickstoff-limitierte Kulturfihrung” bezeichnet. Sobald der Stickstoff im
Nahrmedium zur Neige geht, kann keine Protein- bzw. Nukleinsdauresynthese mehr erfolgen
und der Aufbau der Gesamtbiomasse stagniert. In der Folge kommt es zu anteiligen Verschie-
bungen der einzelnen Zell-Bestandteile, da Kohlenstoff weiterhin aufgenommen und in Form
von Triglyceriden als Speicherlipide eingelagert werden kann. Sobald die Kohlenhydrate im
Nihrmedium verwertet sind, wird der Ubergang dieses als fattening bzw. lipogenic phase
bezeichneten metabolischen Zustandes in einen raschen Abbau der Lipide eingeleitet (Shaw
1966; Ratledge 1994). Um dies zu vermeiden, wurde wahrend des Versuches der Glucose-
Gehalt beobachtet und darauf geachtet, dass alle Kulturen bis zur Ernte mit ausreichend
Kohlenhydraten versorgt waren. Dabei wurde mit sinkendem C/N-Verhéltnis ein hoherer
Glucoseverbrauch beobachtet (Abbildung 20), der sich mdglicherweise in Verbindung mit dem
hoheren Stickstoffverbrauch durch die verstarkte Bildung an Biomasse erklaren lasst. Bei den
Ansatzen mit dem niedrigsten C/N-Verhaltnis war nach 21 Tagen kaum noch Glucose ubrig,
allerdings wiesen die Myzelien einen geringeren Lipidgehalt auf. Die Gesamtausbeute war
dadurch bei héherem Pepton-Einsatz identisch zum urspriinglich verwendeten Medium mit
mittlerem C/N-Verhaltnis. Die Verwendung eines hoheren C/N-Verhiltnisses fiihrt dagegen
zur hoéheren Lipidakkumulation, doch die strengere Limitierung an Stickstoff resultierte in
einer sehr geringen Bildung an Biomasse und damit einer geringen Gesamtausbeute. Das
optimale C/N-Verhaltnis variiert von Spezies zu Spezies sehr stark, was eine speziesabhingige
Bestimmung erfordert (Wassef 1977; Ratledge 1994). Das optimale Verhaltnis fiir FVE-D lieRe
sich moglicherweise noch exakter bestimmen, allerdings lieferte das mittlere C/N-Verhaltnis
von 35:1 gute Ergebnisse und wurde daher fiir die weiteren Versuche beibehalten. In der

Literatur finden sich meist Optima im Bereich zwischen 30:1 und 50:1 (Ratledge 1994).
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4.2.4.2 Kohlenstoffquelle

In der Literatur finden sich zum Teil widerspriichliche Angaben zum Einfluss der Kohlenstoff-
quelle auf die Lipidausbeute bzw. den Einfluss auf das Fettsaureprofil. Wahrend Ratledge
konstatierte, es ergdben sich fiir alle Kohlenhydrate aufgrund derselben Bilanzen nahezu
dieselben Lipidausbeuten (Ratledge 1994), beschrieben Wassef und Weete speziesspezifische
Unterschiede (Weete 1974; Wassef 1977). Daneben fiihrte die Verwendung unterschiedlicher
Zucker zu einer starken Beeinflussung der Fettsaureverteilung (Farag et al. 1983). Wie die Un-
tersuchungen mit FVE-D zeigten, hatten die unterschiedlichen Kohlenstoffquellen einen deut-
lichen Einfluss auf die Lipidausbeute, aber auch auf das Fettsaureprofil. Laut Literatur wandeln
viele Pilze in absteigender Folge Glucose, Saccharose und Fructose am effizientesten in Lipide
um (Weete 1974; Wassef 1977). Andere Studien beschreiben aber auch andere Substrate wie
Maltose als gleichwertig mit Glucose (Naguib 1959; Chesters und Peberdy 1965). Candida
lipolytica produzierte mit Glucose sogar die geringste Lipidmenge (Tahoun et al. 1986). Flr
FVE-D eigneten sich Glucose und Saccharose am besten zum Aufbau von Biomasse (ca.
3,1 g/L), was gleichzeitig zur Erzielung der hochsten Lipidausbeuten fuhrte (Tabelle 99). Die
Verwendung von Disacchariden bewirkte, mit Ausnahme von Saccharose, eine geringere
Bildungvon Biomasse. Dies lieRRe sich durch die Notwendigkeit einer Hydrolyse vor Resorption
in die Pilzzelle erklaren. Die Anomalie der Saccharose konnte durch spezifische Saccharose-
Transport-Proteine erklart werden, wie sie bereits im Standerpilz Ustilago maydis nachgewie-
sen wurden (Wahl et al. 2010). Andererseits sind in Pilzen auch andere Transporter fiir Disac-
charide bekannt (Reinders und Ward 2001). Diegeringste Menge an Biomasse wurde mit Mal-
tose gebildet. Allerdings fiihrte dieses Kohlenhydrat zum hochsten relativen Lipidgehalt und
durch den beachtlichen Anteil der Dodec-11-ensdure am Fettsaureprofil (5,2%) wurde mit

Maltose sogar deren hochste Ausbeute erzielt.

4.2.4.3 Stickstoffquelle

Aminosauren spielen nicht nur als Stickstofflieferanten und damit fiir den Aufbau von Biomas-
se eine Rolle, sondern kénnen auch als Prakursoren bestimmter Fettsduren dienen und damit
quantitative Verschiebungen von Fettsaureprofilen verursachen (4.2.5). Daher wurden zur Kul-

tivierung von FVE-D acht verschiedene Peptone und zwei Proteine getestet.

Wie erwartet flihrte die Verwendung von Proteinen zu einer verringerten Bildung an Biomasse

(Tabelle 101), da diese vor der Resorption durch den Pilz starker hydrolysiert werden missen,
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als die bereits in kleineren Peptidfragmenten vorliegenden Peptone. Auch bei Einsatz von
Fleisch- und Gelatinepepton war das Wachstum von FVE-D eingeschrankt. Moéglicherweise
war dies auf groRere oder fiir FVE-D schlechter hydrolysierbare Peptide zurlickzufiihren. Da
sich Standerpilze zum Teil erheblich in ihrer extrazellularen Peptidase-Spezifitat bzw. -Aktivitat
unterscheiden (Grimrath et al. 2011), ist die Verwertung unterschiedlicher Peptide stark von
der jeweiligen Spezies abhangig. Gleichzeitig war in den meisten Myzelien aus schlecht be-
wachsenen Medien eine starkere Lipidakkumulation zu beobachten. Entweder kam die ver-
minderte Bioverfligbarkeit an Stickstoff einer Erhéhung des C/N-Verhiltnisses (4.2.4.1))
gleich, oder es lag durch die identischen Einwaagen der Stickstoffkomponenten (2.4.4.2) mit
variierender Zusammensetzung tatsachlich eine Verschiebung des C/N-Verhaltnisses vor. Zur
Klarung misste eine Elementaranalyse samtlicher genutzter Peptone und Proteine durchge-
flhrt werden. Besonders hoch (13%) war der Lipidgehalt bei Verwendung von Fleischpepton,
was trotz der geringen Menge an Biomasse zur maximalen Lipidausbeute (265 mg/L) fiihrte.
Abgesehen von dieser Ausnahme wurde jedoch im Hinblick auf die restlichen, bislang nicht
ndher besprochenen Medien der Effekt beobachtet, dass eine verstarkte Biomasseproduktion
tendenziell mit héheren Lipidausbeuten einherging (Tabelle 101). Hohe Lipidmengen konnten
daneben mit Soja- und Lactalbuminpepton erzielt werden. Ein Vergleich mit Literaturdaten
gestaltet sich an dieser Stelle schwierig, da bisher keine verschiedenen Peptone untereinan-
der, sondern nur unterschiedliche organische und anorganische Stickstoffquellen (darunter
einzelne Aminosauren, vor allem aber Harnstoff, Ammonium und Nitrat) verglichen wurden

(Bhatia et al. 1972; Farag et al. 1983; Kahlos 1994; Tang et al. 2014).

Die diversen Stickstoffquellen verursachten allerdings nicht nur Unterschiede im Hinblick auf
die Lipidausbeute, sondern auch Verschiebungen des Fettsdureprofils. Im Falle der Dodec-11-
ensaure wurden Schwankungen zwischen < 0,1 und 3% beobachtet, was zu deutlichen Varia-
tionen in deren insgesamt gebildeten Mengen fiihrte (Tabelle 102). Die Verwendung von Soja-
protein, Fleisch-, Gelatine- und Sojapepton resultierte in den hdchsten Ausbeutenan 12:1(11).
Andersalsimnachfolgend geschilderten Fall der ungeradzahligen Fettsauren (4.2.5), ist in der
Literatur keine relevante Wirkung bestimmter Aminosauren als Prakursoren oder Induktoren
von Stoffwechselwegen bekannt. Moglicherweise handelt es sich bei den genannten Stick-
stoffquellen auch um Substrate, die besonders arm an Vorlduferverbindungen ungeradzahli-
ger Fettsauren sind. Eine Beeinflussung des Fettsaureprofils durch Aminosduren wurde bereits

durch andere Gruppen festgestellt (Kahlos 1994; Tang et al. 2014).
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4.2.5 Supplementation mit Prakursoren ungeradzahliger Fettsauren

(Mortierella hyalina)

In der Literatur sind die Aminosauren L-Isoleucin, L-Methionin, L-Threonin und L-Valin als Pra-
kursoren von Propionyl-CoA beschrieben, welches wiederum in den anabolen Fettsaure-
metabolismus zur Biosynthese von Fettsdauren mit ungeradzahligen Kohlenstoffkettenlangen
eingehen kann (Berg et al. 2018). Durch die Supplementation des Nahrmediums mit diesen
Aminosauren wurde daher versucht, die Ausbeute der Zielverbindung (92)-Heptadec-9-en-
saure zu erhohen. Der Einsatz von L-Methionin und L-Threonin zeigte keinen positiven Effekt.
Zur Verwertung dieser Nahrstoffe scheinen demnach andere Stoffwechselwege praferiert zu
werden. So ware die Einspeisung von L-Threonin alternativ liber Pyruvat moglich (Berg et al.
2018). Dagegen gelang bei Verwendung von L-Isoleucin und L-Valin eine Erhéhung des Anteils
von 17:1(92), wobei im Falle von L-Isoleucin eine Steigerung auf das Vierfache erzielt wurde
(Abbildung 22). Fur den Pilz Conidiobolus heterosporus wurde bereits ein dhnlicher Ansatz
verfolgt. Eine Supplementation mit L-Valin fiihrte zu einer erhéhten Ausbeute an 12-Methyl-
tridecansaure (Fraatz et al. 2018). Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass Propionyl-CoA auch als
Vorlauferverbindung methylverzweigter Fettsauren dient (Kaneda 1971, 1991). Trotz der dop-
pelten Supplement-Menge war der flr 12-Methyltridecansdure beobachtete Effekt mit einer

Steigerung um 38% jedoch weniger stark ausgepragt (Fraatz et al. 2018).

Neben der Wirkung als Prakursoren einzelner Fettsaure(gruppe)n finden sich in der Literatur
widersprichliche Hinweise in Bezug auf die Rolle supplementierter Aminosauren als Wachs-
tumspromotoren bzw. -inhibitoren (Kaneda 1971; Kahlos 1994). Im vorliegenden Fall unter-
schieden sich die Menge an gebildeter Biomasse, Lipidgehalt und -ausbeute in den meisten
Fallen zwar signifikant vom nicht supplementierten Medium (Tabelle 103), jedoch waren diese

Unterschiede aufgrund der sehr geringen Abweichungen nicht von praktischer Relevanz.

4.2.6 Optimierte Kulturfiihrung fiir Flammulina velutipes und Mortierella hyalina

im Hinblick auf die Produktion relevanter Fettsduren

Fiir eine moglichst hohe Ausbeute an Dodec-11-ensdure sollte FVE-D bei 16 °C in MPC-
Medium kultiviert werden, wobei sich Maltose als Kohlenstoff- und Fleischpepton als Stick-

stoffquelle anbieten. Im Rahmen der final durchgefiihrten Kultivierung unter Anwendung der
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jeweils optimalen Parameter® zur Feststellung des besten Erntezeitpunktes wurden jedoch
keine hoheren Ausbeuten an 12:1(11) als in den vorherigen Testreihen erhalten (Daten nicht
dargestellt). Wahrend der Testreihen wurde keine Steigerung des Lipidgehaltes tber 14%
erzielt, was auf ein Erreichen des von Ratledge prognostizierten Hochstgehaltes (10-15%)
einiger Pilze hindeutet (Ratledge 1994). Aufgrund der schlecht reproduzierbaren Ergebnisse
erscheint die Angabe einer Maximalausbeute fiir 12:1(11) nicht sinnvoll, jedoch lassen sich

Quantitaten im Bereich von etwa 10 bis 20 mg pro Liter Hauptkultur gewinnen.

Die Ergebnisse von MHY-FP waren dagegen besser reproduzierbar. Zum Erreichen einer mog-
lichst hohen Ausbeute an (92)-Heptadec-9-ensaure empfiehlt sich eine Kultivierung bei 24 °C
in YD-Medium, welches im Falle der Hauptkultur mit 1 g/L L-Isoleucin supplementiert sein
sollte. Die Temperatur hatte kaum Einfluss auf die Ergebnisse, was auch eine Inkubation bei
Raumtemperatur moglich erscheinen lasst. Indem die Vorkultur drei, die Hauptkultur vier
Tage kultiviert wurde, konnten Ausbeuten von 70 mg 17:1(92) pro Liter Hauptkultur erzielt

werden.

3 Aufgrund geringer Kapazitidten war eine Kultivierung bei 16 °C nicht méglich und erfolgte stattdessen bei 24 °C.
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4.3 Gaschromatographische Quantifizierung von Dodec-11-ensaure

mittels externer Kalibrierung

Zur Angabe der Ausbeute bestimmter Fettsauren wurden deren relative Anteile am Fettsdu-
reprofil mit der jeweiligen Ausbeute an BTM und dem entsprechenden Lipidgehalt verrechnet
(3.1 bzw. 3.2). Daraus ergibt sich zwangslaufig nur eine Abschatzung, da lGber die Lipidextrak-
tion mittels Soxtherm®-Apparatur unter Verwendung unpolarer Losungsmittel wie n-Hexan
(2.6.1) die Gesamtheit aller neutralen Lipide erfasst wird. Demnach kénnen neben Triglyceri-
den auch Fettbegleitstoffe wie Sterole enthalten sein. Diese, sowie das bei der Berechnung
ebenfalls vernachlassigte Glycerol, verfalschen also bei der erlauterten Kalkulationsweise das

Ergebnis.

Um die Richtigkeit der Ergebnisse zu Gberprifen, wurde Dodec-11-ensdure als die interes-
santeste gefundene Verbindung zusatzlich mittels externer Kalibrierung quantifiziert (2.6.4).
Die Quantifizierung tber die herkdmmliche Methode lieferte fiir zwei unterschiedliche Proben
Ausbeuten von 10,4 bzw. 11,4 mg 12:1(11) pro Liter Hauptkulturmedium. Mittels externer
Kalibrierung wurden 10,7 sowie 11,7 mg/L bestimmt (3.3). Der Unterschied zwischen den
verschiedenen Methoden entspricht damit einem vernachldssigbaren relativen Fehler von
< 2,5%. Die Approximation der Ausbeuten liefert demnach verlassliche Werte. Dies war zu
erwarten, da es sich bei den untersuchten Lipiden vornehmlich um Speicherlipide handelt, die
literaturgemaR primar aus Di- und Triglyceriden bestehen (Losel und Sancholle 1996). Zwar
kénnten sich andere Spezies in der Zusammensetzung ihrer neutralen Lipide unterscheiden,
doch sind Abweichungen nur innerhalb derselben GréBenordnung zu erwarten (beispielswei-
se Ergosterolgehalt (Seitz et al. 1979; Niemenmaa et al. 2008)), sodass die berechneten Fett-

saureausbeuten nicht grundlegend beeinflusst werden.
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4.4 Supplementationsstudien zur Aufkldarung der Biosynthese von

Dodec-11-ensdure (wl) durch Flammulina velutipes

Aufgrund der Seltenheit von wl-ungesattigter Fettsduren in der Natur (4.1.3) stellte sich die
Frage nach deren Biogenese durch FVE-D. Hinweise darauf lieferten Supplementationsstudien

(3.4).

Der Abbau der Flocken auf dem Kulturmedium sowie die Erhéhung des relativen Anteils von
12:0im Vergleich zum biologischen Blindwert deutete auf eine Aufnahme der Fettsdure durch
den Pilz hin. Ein starkes Indiz fiir den tatsachlichen Einbau in die fungalen Triglyceride lieferte
die Anwendung der alkali-katalysierten Transmethylierung zur FAME-Bildung, da bei dieser
Methode lediglich veresterte Fettsduren methyliert werden. Dagegen fiihrte die Supplemen-
tation zu keiner verstarkten Bildung von Dodec-11-ensdure. Zur Uberpriifung, ob ein Teil der
gebildeten 12:1(11) als freie Fettsaure vorlag, wurde neben der alkali-katalysierten Trans-
methylierung auch die Veresterung mittels Bortrifluorid angewandt, mit der auch freie
Fettsduren methylverestert und damit erfasst werden kdnnen. Die anschliefende gaschro-

matographische Analyse zeigte aber fiir Dodec-11-ensaure stets dieselben relativen Anteile.

Das massenspektrometrische Zerfallsmuster des detektierten Dodec-11-ensdauremethylesters
wies im Vergleich zur nicht supplementierten Kultur fir mehrere Signale eine deutliche
Massenverschiebung von m/z +1 auf, wohingegen andere Signale kaum in ihren Intensitaten
beeinflusst wurden (Abbildung 54). Dies zeigt, dass nur die zuerst genannten Massenfrag-
mente das '3C-markierte Ci-Atom enthielten. Die intensivsten Signale stammen vermutlich
aus Mclafferty-Reaktion (blau, schwarz gestreift) und )~Spaltung (dunkelblau, weif} rauten-
formig). Diese charakteristischen Massenverschiebungen waren in allen supplementierten
Proben zu beobachten, jedoch unterschiedlich stark ausgepragt. Daraus konnte gefolgert
werden, dass die Spuren an gebildeter Dodec-11-enséure in Ansatz 1 zu ca. 85% aus 3C-
markierter Fettsdaure bestanden. Beim , Fed-Batch“-Design des Ansatzes 3 waren dagegen nur
etwa 20% 3C-markiert, jedoch bildete der Pilz in diesem Fall insgesamt eine groRere Menge.
Demnach handelt es sich bei Laurinsdure eindeutig um die Vorlauferverbindung, die terminal
desaturiert wurde. Allerdings drosselte die Supplementation die Umwandlung der supple-
mentierten wie auch der endogen gebildeten Laurinsdure in Abhéangigkeit des ,Feeding

Designs“ unterschiedlich stark.
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Abbildung 54: Relevanter Ausschnitt des massenspektrometrischen Fragmentierungsmusters (EI-MS,
70 eV) des Dodec-11-ensduremethylesters aus der GC-Analyse des Lipidextraktes einer nicht suppleme-
ntierten (transparent im Hintergrund) bzw. einer mit Laurinsédure-1-13C supplementierten (im Vorder-
grund) Kultur von FVE-D. Die Strukturen der vermuteten Fragment-lonen sind oberhalb der zugehérigen
Signale dargestellt.

Uberraschenderweise ist zur terminalen Desaturierung von Fettsduren wenig bekannt. Theo-
retisch kdnnten sie als Intermediate wahrend der Decarboxylase-Reaktion von Dicarbonsau-
ren auftreten (Kourist et al. 2018). Im vorliegenden Fall scheint jedoch ein anderer Synthe-
seweg verantwortlich zu sein, da 12:0 sonst nicht als Prakursor fungieren wiirde. Tatsachlich
konnte eine endstdndige Desaturierung von Laurinsdure mittels CYP4B1 gezeigt werden (Guan
et al. 1998). In diesem Zusammenhang erscheint bemerkenswert, dass die aktiven Zentren
von Decarboxylasen und Enzymen der Cytochrom P450-Familie Homologien aufweisen
(Kourist et al. 2018). Schultz und Lynen isolierten dagegen eine A9-Desaturase aus S. cerevi-

siae, die Decanoyl-CoA in Dec-9-enoyl-CoA umwandelte. Den Autoren zufolge stellt die Hefe
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allerdings nur Palmitoyl- und Stearoyl-CoA zur Verfligung, wahrend der Cio-Baustein aus-
schliefRlich als ACP-Intermediat vorliegt. Diesem Umstand scheint es geschuldet, dass die
wl-ungesattigte Dec-9-ensdure nicht als natirliches Produkt in S. cerevisiae nachweisbar ist
(Schultz und Lynen 1971). Anderen Arbeiten zufolge wurde Dodec-11-ensdure als Nebenpro-
dukt einer rekombinanten A11-Desaturase aus dem Falter Agrotis segetum gebildet (Hagstrom
et al. 2013). Daneben wurde in einem anderen Falter eine anormale A11-Desaturase mit einer
terminalen Desaturase-Aktivitat gegeniber (112,142,172)-Eicosa-11,14,17-trienoyl-CoA nach-
gewiesen (Ding et al. 2011). Wenn auch Beweise auf genomischer Ebene bzw. Expressionslevel
ausstehen, so sprechen doch mehrere Indizien dafiir, dass in FVE-D eine A11-Desaturase fir
die Bildung von Dodec-11-ensdure und anderen A11-ungesattigten Minor-Fettsauren verant-

wortlich ist.
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4.5 Transformation, Enzymexpression und -reinigung

4.5.1 Transformationen und genetische Modifikationen

Das Agarosegel der Kolonie-PCR (Abbildung 29) zeigte, dass die Transformation von E. coli mit
dem pET28a-Csa-DOX-Plasmid erfolgreich war. Auch das Gel mit den PCR-Amplifikaten des
QuikChange™-Ansatzes (Abbildung 30) deutete auf eine erfolgreiche Modifikation und Ver-

vielfdltigung hin, da Banden im erwarteten Bereich von 8000-10.000 bp erkennbar waren.
Den Beweis der Genmodifikation lieferte die Sequenzierung der aus E. coli isolierten Plasmide
(3.5.1.3). Anhand des Vergleichs der Gber den T7-Terminator-Primer erhaltenen Sequenz mit
dem Mutterplasmid war ersichtlich, dass die Deletion des Stop-Codons erfolgreich war
(Abbildung 55). So stand ein Konstrukt zur Verfligung, das einen C-terminalen His-Tag kodiert.
Dessen ordnungsgemalie Expression wurde abschlieRend mittels anti-His HRP Western Blot

Uberprift (Abbildung 32).

\ N N YL 2 / (X (X
[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

Abbildung 55: Vergleich der Ausschnitte der DNA- und entsprechenden Aminosduresequenzen des
pET28a-Cs a-DOX-Mutterplasmids (unten) und des sequenzierten pET28a-Csa-DOX_C-His-Plasmids
(mittig). Weife Stern-Symbole auf schwarzem Hintergrund symbolisieren Stop-Codons.

4.5.2 Enzymexpression und -reinigung

Die SDS-PAGEs (Abbildung 31, 34 und 35) sowie, im Falle der Csa-DOX, der Western Blot
(Abbildung 32) deuteten durch im Vergleich zu den jeweiligen Blindwerten deutlich verdickte
Banden im erwarteten Bereich bei 70 kDa (Os- bzw. Csa-DOX) bzw. 130 kDa (MmCAR) auf eine
erfolgreiche Expression der drei Enzyme hin. Mittels SDS-PAGE war zudem die Reinigung aller
drei Enzyme zur elektrophoretischen Homogenitat liberprifbar, wie sie beispielsweise bereits
in vorherigen Studien flir MmCAR erzielt wurde (Akhtar et al. 2013). Die beiden a-DOX enthiel-
ten noch leichte Verunreinigungen an Fremdprotein, bei denen es sich beispielsweise um his-
tidinreiche E. coli-eigene Proteine handeln kdnnte. Bereits wahrend der Reinigung war eine
intensiv rote Farbung der a-DOX-Ansadtze zu beobachten, die sich auf die enthaltene Ham-
Gruppe zurlickfiihren lasst (Liu et al. 2004). Die beiden Methoden zur Ermittlung der Enzym-

konzentration ergaben stets ahnliche Werte.
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Die Funktionstests der gereinigten Enzyme zeigten, dass die a-DOX die Standardfettsduren
wie erwartet in die Ci-verkiirzten Aldehyde umwandelten. Die Enzyme katalysieren einen An-
griff von molekularem Sauerstoff am C,-Atom, was zur intermedidren Bildung von 2-Hydroper-
oxy-Fettsauren fuhrt. Spontan erfolgt die Decarboxylierung zum Aldehyd. Die Reaktion beno-

tigt ansonsten keine weiteren Co-Faktoren (Hamberg et al. 2005).

Im Gegensatz dazu sind CAR-katalysierte Reaktionen ATP- und NADPH-abhangig (Napora-
Wijata et al. 2014). Zusatzlich haben Mg?*-lonen einen positiven Effekt auf die Katalyse
(Winkler und Winkler 2016). Mechanistisch handelt es sich um eine direkte Reduktion der
Carbonsauregruppe zum Aldehyd, was neben den Co-Faktoren eine posttranslationale Phos-
phopantetheinylierung der CAR erfordert (He et al. 2004; Venkitasubramanian et al. 2007).
Das zur Expression genutzte Konstrukt kodierte daher nicht nur fiir die CAR, sondern auch eine
Phosphopantetheinyl-Transferase (2.1.2.1). Wie der Funktionstest (Abbildung 36) der gerei-

nigten MmCAR verdeutlichte, miisste Letztere als aktives Holoenzym vorgelegen haben.
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4.6 Biotransformation fungaler Lipide mittels Lipase und

a-Dioxygenase oder Carbonsdure-Reduktase

4.6.1 Methodenentwicklung: Festphasen-Mikroextraktion von Fettaldehyden

Zur optimalen Extraktion der biotransformierten Reaktionsprodukte der Pilzlipide wurde zu-

nachst eine Festphasen-Mikroextraktions-Methode etabliert (2.8.1).

Das beste Extraktionsverhalten der getesteten Faserbeschichtungen wiesen das PDMS/DVB-
und das DVB/CAR/PDMS-Material auf (Abbildung 37). Nachdem die erstgenannte Faser die
mittel- bis langkettigen Aldehyde besser extrahierte und die Zielanalyten in erster Linie jene
Fettaldehyde darstellen, wurde diese Faser fir die weitere Methodenoptimierung ausge-
wahlt. Fir die Optimierung hatte die Wahl der Faserbeschichtung den gréRten Einfluss. Die
Anpassung der Extraktionstemperatur hatte vor allem eine verbesserte Extraktion der lang-
kettigen und damit schwerer fliichtigen Aldehyde zur Folge. Im Vergleich zur schlechtesten
Extraktion wurde die Sensitivitdt je nach Analyt um das 7- bis 75-fache (Tridecanal bzw. (62)-
Non-6-enal) gesteigert. Zur Steigerung der Sensitivitdt gegenliber Aldehyden wird eine SPME-
Extraktion Ublicherweise mit einer automatisierten Derivatisierung mit O-substituierten, flu-
orierten Hydroxylaminen oder Hydrazinen gekoppelt (Wang et al. 2005; Saison et al. 2008).
Wegen der dadurch verloren gehenden olfaktorischen Detektionsmaoglichkeit wurde jedoch

von einer Derivatisierung abgesehen.

Bei Verwendung von Emulgatoren in den Reaktionsmischungen wurde eine massive Ein-
schrankung des Extraktionsvermogens festgestellt. Vermutlich wurden die unpolaren Alde-
hyde durch die Emulgatoren in Mizellen eingeschlossen und konnten durch diese Verkap-
selung nicht in den Dampfraum Uber der Probe gelangen. Die Analyten waren somit nicht
extrahierbar. Fur die Analyse der transformierten fungalen Lipidextrakte wurde demnach auf

den Einsatz von Emulgatoren verzichtet (2.8.2).

4.6.2 Biotransformation fungaler Lipide

In den untersuchten Proben lieBen sich Aldehyde wie Un-, Do-, Tri-, Tetra- und Pentadecanal
olfaktorisch am ODP detektieren und massenspektrometrisch identifizieren (Tabelle 104 bis
107). Diese Fettaldehyde lieRen sich auf die Umsetzung der in den fungalen Lipid-Extrakten
enthaltenen Fettsduren zurickfiihren (Abbildung 56). Dass einzelne Verbindungen wie Tri-

(a-DOX) und Tetradecanal (CAR), die sich von derselben Fettsaure (Myristinsaure) ableiten,
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olfaktorisch nicht sowohl im a-DOX- als auch im CAR-Ansatz detektierbar waren, konnte an
unterschiedlichen Geruchsschwellen der Verbindungen liegen. Weiter kénnten ungleiche Sub-
stratspezifitaten der beiden genannten Enzyme und damit variierende Mengen der gebildeten
Aldehyde verantwortlich sein. So akzeptieren a-DOX eher mittel- bis langkettige Fettsauren
(Stumpf 1956; Galliard und Matthew 1976; Hamberg et al. 2005), wohingegen fiir CAR eine

tendenziell gegenteilige Substrat-Praferenz dokumentiert ist (Duan et al. 2015b; Finnigan et

al. 2017).
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Abbildung 56: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Analyse des via Osa-DOX biotransformierten
Lipid-Extraktes von FVE-D mittels GC-MS-O. Die Tabelle zeigt auszugsweise die relative Fettsdure-
verteilung der umgesetzten Lipide. Neben den ODP-Spuren sind auch die identifizierten Strukturen und
zugehdrigen Geruchsattribute dargestellt.

Von besonderem Interesse waren die Umsetzungsprodukte der selten vorkommenden
12:1(11) aus FVE-D sowie der 17:1(92) aus MHY-FP. In letzterem Fall wurde lediglich das ver-
mutete a-DOX-Produkt (82)-Hexadec-8-enal mit dulRerst schwacher Intensitdt und der wenig
attraktiven Geruchsqualitat ,griin (unangenehm)“ am ODP wahrgenommen (Tabelle 106). Ur-

sachlich ist vermutlich die bereits erwahnte Praferenz der CAR fiir kurzkettigere Substrate,
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sodass nur wenig (92)-Heptadec-9-enal gebildet wurde und diese Menge offenbar unterhalb
der Reizschwelle lag. In der Literatur ist flr die gesattigten Homologe mit steigender Kohlen-
stoffkettenldange ein starker Anstieg der Geruchsschwellen in Luft zu finden (Inagaki et al.
2016). Dies dirfte auf die ungesattigten Analoga Ubertragbar sein. Im Gegensatz dazu waren
die beiden Umsetzungsprodukte der Dodec-11-ensdure deutlich wahrnehmbar. Mittels
a-DOX (Abbildung 56) lieB sich das um ein Kohlenstoff-Atom verkiirzte Undec-10-enal (,,citrus-
artig, dumpf, griin, nach Koriander-Blattern, schwer”), per CAR das unverkiirzte Dodec-11-

enal (,,citrusartig, etwas grin, nach Koriander-Blattern, seifig”) generieren.

Nachdem sie ansprechende Duftnoten aufwiesen und ihre Eigenschaften als Aromastoffe bis-
lang nur fragmentarisch in der einschlagigen Literatur dokumentiert sind, wurden die wl-un-
gesattigten Aldehyde einer ndheren Untersuchung unterzogen (2.10). Dabei entpuppte sich
das bereits erwdahnte Dodec-11-enal als besonders interessant, da es sich durch ein ausgewo-
genes Geruchsprofil ohne stérende Fehlgeriiche auszeichnete und bislang nicht als Aromastoff
beschrieben wurde (4.8). Aus diesem Grund wurde auch die enzymatische Generierung dieser
Substanz aus den Lipiden von FVE-D unter definierten Bedingungen naher betrachtet. Dies
erfolgte mit der MmCAR aus Mycobacterium marinum, da sich das Enzym besonders gut zur
Umsetzung von Laurinsdure eignete (Akhtar et al. 2013) und dessen Optima (30 °C bei pH 7,5)
bekannt sind (Kramer et al. 2018). Die mit 12:1(11) aufgenommen enzymkinetischen Parame-
ter (Tabelle A 15 (Anhang E)) zeigten groRe Ahnlichkeit mit den Literaturwerten fir 12:0
(Akhtar et al. 2013). Anstelle des bisher verwendeten Phosphatpuffers wurde ein Tris-Puffer
bevorzugt, da sich dieser mittlerweile als Referenzsystem fiir CAR-Transformationen etabliert
hat. Von Horvat et al. (2019) wurde fiir andere CAR in Phosphatpuffer zudem eine herabge-
setzte Aktivitat festgestellt. Durch Vorversuche mit Palmin als Standard-Triglycerid-Mischung
wurde sichergestellt, dass nach 4-stiindiger Prainkubation mit Lipase etwa 80% der Triglyceri-
de hydrolysiert waren (Daten nicht dargestellt). Nach weiterer 15-stiindiger CAR-Transforma-
tion zeigte die Quantifizierung von Dodec-11-enal eine Ausbeute von 15,8 + 0,5% (unabhangi-

ges Duplikat) fir den Gesamtprozess.

Zur Etablierung eines 6konomisch sinnvollen Prozesses bedarf es allerdings einer héheren
Umsatzrate. Kunjapur und Kollegen untersuchten die Rolle des bei der CAR-Reaktion ent-
stehenden Pyrophosphats als Inhibitor (Kunjapur et al. 2016). In mehreren Fallen fiihrte der
Einsatz von organischer Pyrophosphatase zu einer deutlichen Steigerung des Produkttiters

(Kunjapur et al. 2016; Schwendenwein et al. 2016; Khusnutdinova et al. 2017; Horvat et al.
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2019). Daneben werden aber auch das bei der Reaktion entstehende Adenosinmonophosphat
(AMP) und NADP* als Inhibitoren diskutiert (Finnigan et al. 2017). Eine weitere Herausfor-
derung stellt der Bedarf an Cofaktoren dar. Um diesen zu decken, wird in der Regel auf eine
Ganzzell-Katalyse mit Zell-eigenem Regenerierungssystem zuriickgegriffen. Die Anwendung
dieses Ansatzes wird im Falle der Aldehyd-Produktion mittels CAR jedoch durch den zellularen
Enzym-Hintergrund erschwert, durch den die Produkte in Nebenreaktionen zu den korrespon-
dierenden Alkoholen abreagieren (He et al. 2004; Schwendenwein et al. 2016; Fraatz et al.
2018). Wahrend fiir die Produktion aromatischer Aldehyde durch Deletion mehrerer Gene,
die fiir Aldoketo-Reduktasen bzw. Alkohol-Dehydrogenasen kodieren, ein spezieller E. coli
RARE-Stamm mit reduzierter aromatischer Aldehyd-Reduktion etabliert wurde (Kunjapur et
al. 2014), steht fiir die Darstellung aliphatischer Aldehyde kein entsprechender Stamm zur
Verfiigung. Um eine Uberreduktion aliphatischer Aldehyde zu vermeiden, muss daher auf ge-
reinigte, zellfreie Extrakte zurtickgegriffen werden, die allerdings den Zusatz exogener Syste-
me zur Cofaktor-Regenerierung erfordern (Khusnutdinova et al. 2017; Strohmeier et al. 2019;
Horvat et al. 2019). Durch den Einsatz von Pyrophosphatase und Systemen zur Cofaktor-
Regenerierung wurden bereits Umsatzraten von 50 bis 95% erzielt (Khusnutdinova et al. 2017;
Horvat et al. 2019), welche das Potential des hier dargestellten Ansatzes zur Produktion von

Dodec-11-enal unterstreichen.
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4.7 Charakterisierung einer neuartigen a-Dioxygenase

aus Crocosphaera subtropica

Trotz Hinweisen auf das Vorkommen von a-DOX in anderen Lebewesen wie beispielsweise in
Pilzen der Gattung Cercospora (Stoess| 1985) stammen alle bislang ndaher beschriebenen Ver-
treter origindr aus Pflanzen (1.3.1). Aus institutsinternen Vorarbeiten (Hucke 2014; Goldmann
2018) in Kooperation mit dem DECHEMA-Forschungsinstitut (Frankfurt am Main) war ein
Enzym mit entsprechender a-DOX-Aktivitat aus dem Cyanobakterium Crocosphaera subtro-
pica (friiher Cyanothece sp. ATCC 51142) bekannt, welches eine Sequenzidentitdt von 39% mit
der Osa-DOX aus Reis teilte. Ein gezielter Abgleich zeigte sequenzielle Ubereinstimmungen
des bakteriellen Enzyms mit konservierten Regionen, die aus mehreren etablierten a-DOX-
Enzymen bekannt sind. Insbesondere waren in dieser Csa-DOX drei Aminosauren (His-311,
Tyr-379 und Arg-559) vorhanden, die fiir die Aktivitat des Reis-Enzyms als unabdingbar gelten
(Koszelak-Rosenblum et al. 2008). Das Enzym gilt als erste bakterielle und damit erste nicht

pflanzliche a-DOX und wurde in der vorliegenden Arbeit umfassend charakterisiert.

4.7.1 Enzymstabilitat, Salz-, pH- und Temperaturoptimum

Zur Evaluierung der Enzymstabilitdt und bei allen anderen Versuchen kam die anhand ihres
His-Tags gereinigte Enzym-Variante zum Einsatz, die sich in ihrer Aktivitdt nicht von der

Tag-losen Variante unterschied (3.7.1).

Der Thermofluor-Assay (3.7.2) wurde in erster Linie zum Screening hinsichtlich der Enzymsta-
bilitat genutzt. Durch ihre dynamische Struktur kdnnen His-Tags eine vorzeitige Denaturierung
des untersuchten Enzyms initiieren, wodurch die Aussagekraft des Assays gemindert wird
(Boivin et al. 2013). Daher wurden die abgeleiteten Ergebnisse zunachst zur Auswahl von
Testbedingungen weiterer Experimente verwendet (Ermittlung der Enzym-Optima, 3.7.3).
Letztere dienten wiederum der Verifizierung der Thermofluor-Ergebnisse. Aus beiden Ver-
suchsreihen ergaben sich stets libereinstimmende Tendenzen. Allerdings ergaben sich haufig
nicht fiir alle getesteten Substrate exakt Gbereinstimmende Optima (vgl. Abbildung 44 bis 46).
Loslichkeitsunterschiede und die damit einhergehende Substrat-Verfligbarkeit mogen gerade
im Hinblick auf die Temperatur (Abbildung 46) eine Rolle spielen. Im Mittel fiihrte die Verwen-
dung von 200 mM Phosphatpuffer (pH 7,5) unter Zusatz von 50 mM NaCl bei einer Tempe-

ratur von 25 °C zu den héchsten Umsatzraten. Abgesehen von der hohen lonenkonzentration
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steht dies im Einklang mit Bedingungen, die typischerweise fiir Transformationen mit a-DOX
verwendet werden (Galliard und Matthew 1976; Borge et al. 1997; Sanz et al. 1998; Hamberg
et al. 1999; Saffert et al. 2000; Koeduka et al. 2002; Liu et al. 2006; Koszelak-Rosenblum et al.
2008; Kaehne et al. 2011a). Der Ursprung der Csa-DOX aus dem marinen Cyanobakterium
C. subtropica (Mares et al. 2019) dirfte fur das Alleinstellungsmerkmal der Praferenz hoher

Salzkonzentrationen verantwortlich zeichnen.

Von besonderer Relevanz erschien zudem ein Test der Stabilitat gegenliber DMSO, da dieses
Losungsmittel im Rahmen des Sauerstoff-Assays (2.9.4) zur Losung der Fettsauresubstrate
benotigt wurde. Bei der dabei verwendeten Konzentration von 2,5% (v/v) war die Csa-DOX
stabil. Erst ab 5% (v/v) zeigte sich ein negativer Einfluss (Tabelle 108), der aber anhand weite-
rer Experimente zu verifizieren ware. Demgegeniber wurde DMSO als Co-Solvens aber auch
mit einem positiven Effekt auf die Performanz von Enzymen beschrieben (Zorn et al. 2003).
Im Rahmen der Bestimmung der Enzym-Optima wurde daher zuséatzlich der Einfluss von DMSO
auf die Umsetzung untersucht. Dabei war allerdings kein nennenswerter Effekt zu beobachten

(3.7.3).

Im Gegensatz dazu wurde die relative Enzymaktivitat durch 1% (v/v) Triton-X 100 verdoppelt
(Abbildung 47). Dieser, wie auch andere Emulgatoren, wurden bereits mehrfach fir a-DOX
katalysierte Biotransformationen eingesetzt (Akakabe et al. 1999; Koeduka et al. 2002; Liu et
al. 2004; Kaehne et al. 2011a). Nachdem Emulgatoren aber die Extraktion der Aldehyde aus
dem Reaktionspuffer deutlich minderten (3.6.1.2), wurde Triton-X 100 ausschlieBlich zur Be-

stimmung der enzymkinetischen Parameter (2.9.4) genutzt.

4.7.2 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter

Um den Einfluss von Methylverzweigungen nahe des w-Terminus von Substraten auf die
Enzymaktivitdt zu untersuchen, wurden enzymkinetische Parameter unter optimierten Re-
aktionsbedingungen (4.7.1) fiir Myristin- und 13-Methyltetradecansdure anhand des Sauer-
stoffverbrauchs bestimmt. Bislang wurde fiir andere a-DOX lediglich der Einfluss von Substrat-
kettenldange und Doppelbindungen (Anzahl und Position) untersucht (Hamberg et al. 2005; Liu
et al. 2006; Koszelak-Rosenblum et al. 2008; Kaehne et al. 2011a).

Die ermittelten Werte von Km und kcat (Tabelle 109) waren vergleichbar mit den Literaturwer-

ten anderer a-DOX-Vertreter (Galliard und Matthew 1976; Borge et al. 1997; Hamberg et al.
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1999; Saffert et al. 2000; Liu et al. 2006; Koszelak-Rosenblum et al. 2008; Goulah et al. 2013).
Der Vergleich der katalytischen Effizienzen der beiden Substrate zeigte deutlich, dass keine
Substratpraferenz vorlag und die terminale Methylverzweigung keinen Einfluss auf die Enzym-
aktivitat hatte. Diese Ergebnisse stlitzen das gegenwartige Modell zur Substratbindung:
a-DOX besitzen einen Substratkanal, der zum aktiven Zentrum fiihrt. Wechselwirkungen die-
ses Kanals mit den ersten 7 Kohlenstoffatomen des Substrats scheinen fir die Katalyse von
groRer Bedeutung zu sein, da sich sterische Abweichungen in diesem Molekiilbereich in dras-
tisch verringerten Konversionsraten dufSerten (Koszelak-Rosenblum et al. 2008; Goulah et al.
2013; Zhu et al. 2013). Dies erklart unter anderem die geringe Akzeptanz ungesattigter Fett-
sauren mit Doppelbindungen innerhalb der ersten 7 Kohlenstoffatome. Mit zunehmender N&-
herung der Doppelbindung an die Carbonsauregruppe wurde eine Verstarkung dieses Effekts

beobachtet (Liu et al. 2006; Koszelak-Rosenblum et al. 2008).

4.7.3 Substratspektrum

Das Enzym Csa-DOX zeigte ein breites Substratspektrum (Abbildung 49). Linolsdure wurde von
den gewahlten Testsubstanzen am besten umgesetzt und gilt auch fiir andere a-DOX als eines
der am meisten praferierten Substrate (Liu et al. 2006; Koszelak-Rosenblum et al. 2008). Hohe
Aktivitaten sind auch gegenliber Myristinsdure beschrieben, wohingegen die gute Umsetzung
von Laurinsdure ungewohnlich ist. Darlber hinaus wurden noch kurzkettigere Substrate ak-
zeptiert, worauf sich nur wenige Hinweise bezliglich anderer a-DOX in der Literatur finden
(Stumpf 1956; Galliard und Matthew 1976; Saffert et al. 2000; Hamberg et al. 2005; Koszelak-
Rosenblum et al. 2008; Kaehne et al. 2011a; Maurer et al. 2019). Untypisch scheint die geringe
Konversion von Palmitin- und Stearinsdaure. Ursachlich kénnte die schlechte Loslichkeit in der
Reaktionsmischung durch das Fehlen eines Emulgators sein. Gut erkennbarist die bereitsin der
Literatur beschriebene mangelhafte Akzeptanz von Substraten mit funktionellen Gruppen in-
nerhalb der ersten 7 Kohlenstoffatome wie beispielsweise Doppelbindungen (vgl. auch 4.7.2)

(Koszelak-Rosenblum et al. 2008; Goulah et al. 2013; Zhu et al. 2013).
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4.8 Sensorische Charakterisierung wl-ungesattigter sowie

iso- und anteiso-methylverzweigter Aldehyde

Die Datenlage beziglich der sensorischen Charakteristika wi1-ungesattigter bzw. methylver-
zweigter Aldehyde ist trotz vereinzelter Studien (siehe unten) nach wie vor liickenhaft. Beste-
hende Untersuchungen beschranken sich zumeist auf einzelne Vertreter dieser Verbindungs-
klassen und liefern damit unvollstandige Datensatze. Ursachlich mag das seltene Vorkommen

in der Natur sein.

Von den terminal ungesattigten Aldehyden standen groRere Quantitdaten zur Untersuchung
zur Verfligung, die eine umfassendere Charakterisierung ermdglichten. Dies schloss die Be-
stimmung der Geruchsschwellen in wassriger Losung ein. Zur Einschatzung der Aussagekraft
der erzielten Ergebnisse wurde anhand der ORFs (Tabelle 131) die olfaktorische Reinheit abge-
schatzt. Die C7- bis Cio-Aldehyde waren sehr rein, sodass die ermittelten Geruchsprofile und
Schwellenwerte in wassriger Lésung nicht von olfaktorisch-aktiven Verunreinigungen beein-
flusst worden sein sollten. Dagegen scheint eine geringfligige Beeinflussung bei den Ci1- bis
Ciz-Isomeren wegen ihrer niedrigeren ORFs moglich. Pentadec-14-enal war olfaktorisch nicht
wahrnehmbar, was durch eine mangelhafte Bindung an das entsprechende Rezeptorprotein

(inadequate Passform) erklart werden kénnte.

Die Untersuchung der methylverzweigten Aldehyde erfolgte aufgrund der geringen Menge
des zur Verfligung stehenden Probenmaterials primar gaschromatographisch-olfaktorisch. Zur
differenzierteren Beschreibung spezieller Nuancen wurde zusatzlich auf die Reinsubstanzen
zurlickgegriffen, deren Geruchsattribute stark mit den am ODP wahrgenommenen Eindriicken
Uberlappten. Auch dabei liel8 sich allerdings eine Beeinflussung durch geruchsaktive Kontami-
nanten nicht vollends ausschlieRen. Aufgrund fehlender chiraler Analysen sind keine Angaben

beziiglich potentieller Unterschiede zwischen den anteiso-Aldehyd-Enantiomeren maglich.

4.8.1 Geruchsqualitiaten

Durch die systematische Untersuchung war erkennbar, dass sowohl alle wl-ungesattigten
(Tabelle 132), als auch alle methylverzweigten Verbindungen (Tabelle 133) einen griinen Ge-
ruch aufwiesen, wie dies fiir viele Aldehyde typisch ist (Ranson et al. 1992; Rychlik et al. 1998;

Lorber und Buettner 2015; Lorber et al. 2018).
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Neben dem griin-grasigen Geruch besal} vor allem Hept-6-enal, in geringerem MaRe auch Oct-
7-enal, einen im Vordergrund stehenden Duft nach Gurke und Melone. Diese Noten waren
zum Teil auch bei hoheren Homologen vorhanden, traten jedoch deutlich hinter anderen
Attributen zurlick. In der Literatur finden sich viele Belege fiir Aldehyde, die diese Nuancen
aufweisen. Meist handelt es sich dabei aber um Co-, gelegentlich auch Cio-Komponenten wie
(2E,62)-Nona-2,6-dienal (Ranson et al. 1992; Rychlik et al. 1998; Lorber und Buettner 2015;
Lorber et al. 2018). Im Gegensatz dazu zeigte Non-8-enal einen unangenehm metallisch-
medizinischen, pappkartonartigen Geruch. Daneben trat ein Geruch nach Koriander-Blattern
auf, der mit steigender Kettenlange angenehmer wurde. Vom Cio-Isomer an wurden dariber
hinaus wachserne und krautige Nuancen wahrgenommen. Auch alle methylverzweigten Alde-
hyde wiesen einen seifigen Geruchseindruck nach Koriander-Blattern auf, der von einer stBli-
chen Note begleitet wurde. Siiliche sowie seifige Gerliche nach Koriander-Blattern sind fur
Aldehyde mehrfach in der Literatur beschrieben. Vereinzelt finden sich auch Nachweise fir
metallische Eindriicke (Ranson et al. 1992; Rychlik et al. 1998; Buettner und Schieberle 2001;
Lorber und Buettner 2015; Lorber et al. 2018). Die methylverzweigten Vertreter bis zu einer
Kettenlange von Cis besaRen zudem wirzig-talgige, teils wasabiartige Noten, die kurzket-
tigeren auch citrusartige, holzige und krautige Nuancen, die mit steigender C-Anzahl ebenfalls
ins Metallische, Wachserne, aber auch Pfeffrige wechselten. Fiir citrusartig riechende Aldehy-
de gibt es in der Literatur zahlreiche Hinweise (Ranson et al. 1992; Rychlik et al. 1998; Buettner
und Schieberle 2001; Lorber und Buettner 2015; Lorber et al. 2018), daneben sind auch talgige

Vertreter dokumentiert (Rychlik et al. 1998).

Das Vorkommen und zum geringeren Anteil auch die Geruchsqualitdaten methylverzweigter
sowie wl-ungesattigter Aldehyde sind vereinzelt in der einschldgigen Literatur nachweisbar.
Mehrere Vertreter terminal ungesattigter Aldehyde wurden vor allem in Lorbeergewachsen
(C10—Ci3) (Choudhury et al. 1997; Wang et al. 2008) sowie Koriander (C10—Ci4) (Padmakumari
2008; Potter und Fagerson 1990) nachgewiesen. Einzelne, zumeist etwas kurzkettigere Kom-
ponenten fanden sich in Frittierfett (Ce—Cs) (May et al. 1983), einem geraucherten thailan-
dischen Dessert (Cs frisch, nach Melone, Co schal, fettig, nach Plastik) (\Watcharananun et al.
2009) und in Verpackungsmaterial aus Polyethylen (Cs ,Plastik-Fehlgeruch”) (Sanders et al.
2005). Nur wenige Autoren dokumentierten allerdings die entsprechenden Attribute, welche

zumindest teilweise (Cs—Cio) ergénzend aus Studien zu Struktur-Wirkungsbeziehungen hervor-
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gehen (Ranson et al. 1992; Meijboom und Jongenotter 1981). Im Gegensatz dazu ist die Daten-
lage zu 12-Methyltridecanal, dem Schliisselaromastoff von geschmortem Rindfleisch und dem
damit wohl bekanntesten Vertreter der verzweigtkettigen Fettaldehyde, als abschliefend ein-
zustufen (Guth und Grosch 1993, 1994; Kerscher et al. 2000; Christlbauer und Schieberle
2009). Andere Mitglieder dieser Verbindungsklasse sind jedoch sehr viel weniger erforscht.
10-Methylundecanal wies einen siRlichen Geruch nach Citrus(schale) auf (Saito et al. 2014).
Werkhoff und Kollegen beschrieben das Vorkommen verzweigter Ci3—Cis-Aldehyde in
Rindfleisch und im Zuge dessen deren retro-nasale Geruchseindriicke, die in Abhangigkeit der
Zusammensetzung der verwendeten wassrigen Losung stark variierten (Werkhoff et al. 1993).
Iso- (C12—Ci6) und anteiso- (Ci11, C13, C15) Fettaldehyde wurden zudem in Gouda nachgewiesen,
wo sie wahrend der Reifung fir die Entwicklung des charakteristischen Aromas verantwortlich
zu sein scheinen (Inagaki et al. 2015, 2016). Dieselben Autoren diskutierten zudem einen
Wechsel von citrusartigen zu rindfleischartigen Geruchsqualitaten, der mit dem Anstieg der

Kettenlange einherging.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die primaren Geruchsqualitaten Gberwiegend
bereits in der Literatur fiir andere Aldehyde dokumentiert sind. Die eher wiirzige, wasabiartige
bis pfeffrige Wahrnehmung einiger methylverzweigter Vertreter scheint dagegen auf die
Gruppe eben jener Fettaldehyde begrenzt zu sein. Attribute aus bereits bestehenden Un-
tersuchungen zu einzelnen Verbindungen stimmen mit den hier dargestellten Ergebnissen gut
Uberein. Die Gerliche vieler Komponenten wurden in dieser Arbeit erstmals bzw. derart detail-

liert charakterisiert.

4.8.2 Geruchsschwellen

Bezliglich der Geruchsschwellen von Aldehyden mit endstandiger Doppelbindung liegen be-
reits zwei Studien vor, die sich jedoch lediglich mit einer Auswahl von Homologen beschaftig-
ten (Meijboom und Jongenotter 1981; Ranson et al. 1992). Die Untersuchungen mittels GC-
FID-O lieferten fir die Aldehyde C; bis Ci3 Schwellen im Bereich zwischen 0,039 und 29 ng/L
Luft (Abbildung 50). Aufgrund einer abweichenden Methode und daraus resultierend anderen
Einheiten sind die von Ranson und Kollegen bestimmten Schwellen in Luft (C;—Cao) als absolute
Werte mit den erzielten Ergebnissen nicht direkt vergleichbar. Bei Vergleich der Kurvenver-
laufe (Schwellenwerte in Abhangigkeit der Kettenlange) lassen sich allerdings nahezu kon-

gruente Formen erkennen, die in derselben GroRenordnung liegen (Ranson et al. 1992).
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Ebenfalls identisch stellte sich zudem der Verlauf der Schwellen der analogen Alkohole dar
(2,2-629 ng/L Luft, Abbildung 50). In wassriger Lésung wurden fiir die Aldehyde Detektions-
schwellen zwischen 0,24 und 22 pg/L bestimmt, wohingegen die Erkennungsschwellen bei
0,74 bis 24 pg/L lagen (Abbildung 51). Auch hier ergaben sich zu den bisher genannten Kurven
sehr ahnliche Verlaufe. Fiir die wassrige Matrix stehen bislang keinerlei Literaturdaten zur
Verfligung, allerdings liegen sie in derselben GroRenordnung wie die ihrer gesattigte Pendants

(Schnabel et al. 1988).

Besonders auffallig, sowohl in Luft als auch in wassriger Losung, erscheint das Durchlaufen
eines deutlichen Schwellenwert-Minimums bei Non-8-enal, welches sich von den anderen
Schwellen scharf abgegrenzt darstellt. Dies erscheint insoweit bemerkenswert, als dass diese
Substanz bereits als Verursacher eines Fehlgeruchs identifiziert wurde (Sanders et al. 2005).
Dieses Minimum wurde auch von Ranson und Kollegen in Luft festgestellt (Ranson et al. 1992),
wohingegen es in Paraffin nicht zu erkennen war (Meijboom und Jongenotter 1981). Ver-
mutlich spielen dabei Loslichkeitseffekte eine entscheidende Rolle. Interessanterweise an-
dern sich beim Durchlaufen des Minimums auch die Geruchsqualitdten (Abbildung A 1-A 7
(Anhang F)). Weiter sind die Schwellen fiir die C;-, Cs-, C10- und C11-Aldehyde in Luft denjenigen
ihrer (32)-Analoga sehr dhnlich. Dagegen war Non-8-enal deutlich mehr, Dodec-11-enal etwas

weniger potent als ihr entsprechendes Alk-3-enal (Lorber et al. 2018).

Iso- und anteiso-Aldehyde weisen bekanntermaRen recht niedrige Schwellenwerte auf (Taji-
ma et al. 1990; Widder et al. 2003). Dies gilt insbesondere fiir die C13- und Cis-Isomere (Inagaki
et al. 2016; Guth und Grosch 1993). Die ermittelten Werte (0,18-70 ng/L Luft, Abbildung 53)
stimmen gut mit den Daten von Inagaki und Kollegen Uberein (Inagaki et al. 2016). Allerdings
wurde im Vergleich zur Literatur ein etwa flinffach niedrigerer Schwellenwert fir 11-Methyl-
tridecanal ermittelt, was die Verbindung gemeinsam mit dem iso-Isomer zu den potentesten

Substanzen dieser Verbindungsklasse macht.
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5 Ausblick

Knapp 40 unterschiedliche Pilze wurden als Quellen seltener Fettsauren untersucht, die als
Prakursoren potentiell interessanter Aldehyde dienen kdnnten. Bei diesem Screening wurden
mehrere vielversprechende Spezies identifiziert. Durch die Existenz von schatzungsweise 2 bis
4 Millionen Pilzspezies (Hawksworth und Liicking 2017) ergibt sich im Vergleich dazu allerdings
ein schier unendlicher Pool weiterer Produktionsorganismen. Der Grof3teil der etwa 100.000
bekannten Pilze ist im Hinblick auf ihr Fettsaureprofil nach wie vor nicht untersucht und bildet

damit eine Grundlage weiterer Forschung.

Die Untersuchungen zu Wachstum und Lipidakkumulation der beiden bereits naher charakte-
risierten Pilze Flammulina velutipes (Gewinnung von Dodec-11-ensdure) und Mortierella hyali-
na (Produktion von (92)-Heptadec-9-ensaure) konnten in weiteren Studien vertieft werden,
indem beispielsweise die Aminosaureverteilung der verwendeten Stickstoffquellen analysiert
wirden oder der Einfluss weiterer Parameter ermittelt wiirde. Zur grofStechnischen Herstel-
lung der genannten Fettsauren ist daneben die Etablierung der Kultivierung in Fermentern

notwendig, um ein Scale-up des Prozesses zu ermoglichen.

Nachdem terminal ungesattigte Fettsdauren wie die nachgewiesene 12:1(11) in der Natur du-
Rerst selten vorkommen, ware die Identifizierung der an ihrer Biosynthese vermutlich beteilig-
ten Al1-Desaturase von groflem Interesse. Ein tiefergehendes Verstdandnis der biosyntheti-
schen Stoffwechselwege kdonnte auch helfen, eine hohere Reproduzierbarkeit bei der Fett-
saureproduktion zu gewahrleisten. Ergdnzend kénnte ein Vorkommen der Dodec-11-enséure

in anderen Spezies der Gattung Flammulina Gberprift werden.

Hinsichtlich der Biotransformationen ware die Entwicklung von 6konomischeren Ganzzell-
Fermentationen sinnvoll. Im Falle der a-DOX scheint eine solche Applikation ohne grofRere
Schwierigkeiten umsetzbar (Maurer et al. 2019). Daneben bietet die Immobilisierung von En-
zymen diverse Vorteile wie eine erhohte Enzymstabilitat. In ersten Studien erzielten Thomp-
son und Kollegen fiir CARs, die selbige neben Enzymen zum Cofaktor-Recycling immobilisier-
ten, vielversprechende Ergebnisse (Thompson et al. 2019). Zur Minimierung komplexer Reini-
gungsverfahren wahrend des Down-Stream-Processing konnten aullerdem gezielt Lipasen mit
erhohter Spezifitat fur die favorisierten Fettsauren (z.B. Gber die Position im Triglycerid oder

Kettenlange) eingesetzt werden.
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Die a-DOX aus Crocosphaera subtropica wurde unter besonderer Beriicksichtigung iso- und
anteiso-methylverzweigter Fettsaure-Substrate umfangreich charakterisiert. Das Enzym zeich-
nete sich im Vergleich zu anderen a-DOX durch seinen nicht pflanzlichen Ursprung und die
effektive Umsetzung kurzkettiger Substrate aus (< Ci4). Um diese substratspezifische Eigenart
auf molekularer Ebene verstehen und erkldren zu kdnnen, ware eine Rontgenkristallstruktur

des Enzyms wiinschenswert.

Im Zuge der sensorischen Evaluierung waren die primaren Reaktionsprodukte der w8-unge-
sattigten 17:1(92) olfaktorisch kaum oder gar nicht wahrnehmbar. Eine weitere Verkirzung
der Kohlenstoffkette konnte zur Generierung potenterer Geruchsstoffe fliihren. Dies wiirde
ein mehrstufiger, zyklischer Prozess erlauben, bei dem eine a-DOX mit einer Aldehyd-Dehy-
drogenase (AldDH) gekoppelt wird. Hierzu kénnte beispielsweise die AIdDH aus Vibrio harveyi
dienen, die bereits erfolgreich in E. coli exprimiert wurde (Buchhaupt et al. 2013). Homologe
Reihen anderer Aldehyde wurden in der vorliegenden Arbeit umfassend charakterisiert. Auf-
grund geringer Quantitdten musste jedoch eine Bewertung der Geruchsschwellen der iso- und
anteiso-methylverzweigten Aldehyde in wassriger Losung offen bleiben. Eine solche ware ne-
ben der Beschreibung der sensorischen Eigenschaften von Aldehyden mit anderen aliphati-
schen Verzweigungen wiinschenswert, da die einschldgige Literatur dazu ebenfalls kaum Da-
ten enthalt. Einige der untersuchten methylverzweigten Aldehyde waren biotechnologisch
aus den Lipiden von Conidiobolus heterosporus zuganglich. Hierfiir kam bereits eine CAR zum
Einsatz (Fraatz et al. 2018). Andererseits ware die Verwendung einer a-DOX, gegebenenfalls

in Verbindung mit einer AlIdDH maoglich, um weitere Produkte zu erhalten.
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Anhang

A. Aminosauresequenzen

A.1 o-Dioxygenase aus Crocosphaera subtropica

MGIFDKEFDSIFTQVEQLWHRLPTPLALIKLLTFRNELREKNLHDTSQLPDKHLLPQPTPDPQGHHLTA
RTADGSEFNDLEHPEMGMAGTREGRNIPLTATIQPETPOQQOQLMTPNPRVVSRTLMTREDFKPATILNLLAA
AWIQFENHDWESHGDNKPEDKLEIPLEANDPWPEEYRPLEVGKTLPDTSRPEGAKPPTEFINTVTHWWD
GSQIYGSNPETVDQLRSHEDGKLIIGENGLLPVDPETGVDITGENDNWWIGLGMLHTLFTREHNLICD
HLKQEYSQWSDDDLEDHARLINAALMAKIHTVDWTPAILPLPATDIALNVNWNGEFLGEDIKQVLGTVG
EGEIADLLTGIIGSDKNHHTAPYYLTEEFVSVYRMHPLIPDELEFRSLEGDKFLQEVNFFEMSGKRTR
ALLESISLPDLFYSFGITHPGAITLHNYPRFLOQLVRDNGEVEFDLAAVDILRDRERGVPRYNREFREIM
GRGRVKCFEEISSNKQWVEEMRRVYNDNIDQVDLMVGLFAEDTPEGFGEFSDTAFRVEILMASRRLKSD
RFFTTDYRAEIYTQFGLDWIANNNMVSVLORHFPOLSPVLYGVDNAFKPWRRVPS (LEHHHHHH)

A.2 a-Dioxygenase aus Oryza sativa

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMGSGLEFKPRVHPDLRDVESKMSEFEFDKIGEFLEFIHAFDKRNLWHKVP
VPIGLLYLNTRRTLLEKYNLLAVGRSSHGALFDPKEFLYRTEDGKYNDPHNAEAGSONTFEGRNMEPV
DOODELMSPDPFVVATKLLARREYKDTGKQFNILAAAWIQFMVHDWMDHMEDTGQIGITAPKEVANEC
PLKSFKFHPTKELPTNSDGIKIGHYNIRTAWWDGSAVYGNNEERAEKLRTYVDGKLVIGDDGLLLHKE
NGVALSGDIRNSWAGVSILQALEFVKEHNAVCDAIKEEHPNLSDEELYRYAKLVTSAVIAKVHTIDWTV
ELLKTKTMRAAMRANWYGLLGKKIKDTFGHIGGPILGGLVGLKKPNNHGVPYSLTEEFTSVYRMHSLI
PSTLKLRDPTGQPDANNSPPCLEDIDIGEMIGLKGEEQLSKIGFEKQALSMGYQACGALELWNYPSFEF
RNLIPONLDGTNRSDRIDLAALEVYRDRERSVPRYNEFRRRLFLIPIKSWEDLTSDKDAIETIRAIYG
DDVEKLDLLVGLMAEKKIKGFAISETAFNIFILMASRRLEADREFTSNENEETYTKKGMOQWVKTTEGL
RDVINRHYPEITAKWMKSSSAFSVWDADY

A.3 Carbonsaure-Reduktase aus Mycobacterium marinum

MGSSHHHHHHSQDPMSPITREERLERRIQDLYANDPOQFAAAKPATATITAAIERPGLPLPQITETVMTG
YADRPALAQRSVEFVTDAGTGHTTLRLLPHFETISYGELWDRISALADVLSTEQTVKPGDRVCLLGEN
SVDYATIDMTLARLGAVAVPLOTSAAITOQLOPIVAETQPTMIAASVDALADATELALSGQTATRVLVE
DHHRQVDAHRAAVESARERLAGSAVVETLAEAIARGDVPRGASAGSAPGTDVSDDSLALLIYTSGSTG
APKGAMYPRRNVATFWRKRTWFEGGYEPSITLNFMPMSHVMGROILYGTLCNGGTAYEVAKSDLSTLFE
EDLALVRPTELTFVPRVWDMVEDEFQSEVDRRLVDGADRVALEAQVKAEIRNDVLGGRYTSALTGSAP
ISDEMKAWVEELLDMHLVEGYGSTEAGMILIDGAIRRPAVLDYKLVDVPDLGYFLTDRPHPRGELLVK
TDSLEFPGYYQRAEVTADVEDADGEFYRTGDIMAEVGPEQFVYLDRRNNVLKLSQGEEFVITVSKLEAVEGD
SPLVRQIYIYGNSARAYLLAVIVPTQEALDAVPVEELKARLGDSLOEVAKAAGLOSYETIPRDFIIETT
PWTLENGLLTGIRKLARPQLKKHYGELLEQIYTDLAHGQADELRSLRQSGADAPVLVTVCRAAAALLG
GSASDVQPDAHFTDLGGDSLSALSFTNLLHEIFDIEVPVGVIVSPANDLQALADYVEAARKPGSSRPT
FASVHGASNGQVTEVHAGDLSLDKEFIDAATLAEAPRLPAANTQVRTVLLTGATGEFLGRYLALEWLERM
DLVDGKLICLVRAKSDTEARARLDKTFDSGDPELLAHYRALAGDHLEVLAGDKGEADLGLDROQTWQRL
ADTVDLIVDPAALVNHVLPYSQLFGPNALGTAELLRLALTSKIKPYSYTSTIGVADQIPPSAFTEDAD
IRVISATRAVDDSYANGYSNSKWAGEVLLREAHDLCGLPVAVFRCDMILADTTWAGQLNVPDMEFTRMI
LSLAATGIAPGSFYELAADGARQRAHYDGLPVEFIAEAISTLGAQSQDGFHTYHVMNPYDDGIGLDEF
VDWLNESGCPIQRIADYGDWLOQRFETALRALPDRORHSSLLPLLHNYROPERPVRGSIAPTDRERAAV
QEAKIGPDKDIPHVGAPIIVKYVSDLRLLGLL
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B. Retentionsindices von Referenzverbindungen

Tabelle A 1: RIs der Referenz-Fettsduremethylester nach van den Dool und Kratz (1963).

RI
Fettsauremethylester? DB-5ms Select FAME VF-WAXms
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(52) 1496 1925 1810
12:1(11) 1515 1966 1848
13:0 1623 2004 1898
i14:0 1686 2061 1954
ala:o 1693 2082 1968
14:0 1723 2114 2002
14:1(52) 1694 2143 2012
14:1(92) 1708 2179 2038
i15:0 1786 2171 2056
al5:0 1794 2192 2071
15:0 1823 2231 2105
15:1(102) 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(92) 1900 2388 2233
16:1(112) 1911 2403 2246
16:2(72,102) 1887 2454 2270
16:2(92,122) 1903 2479 2292
16:3(72,102,132) 1891 2547 2335
al7:0 1995 2411 2278
17:0 2024 2443 2312
17:1(92) 1998 2495 2333
17:1(102) 2000 2508 2336
al8:0 2096 2521 2382
18:0 2125 2552 2416
18:1(92) 2095 2601 2433
18:1(9E) 2103 2583 2436
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Tabelle A 1 (Fortsetzung)

RI
Fettsduremethylester® DB-5ms Select FAME VF-WAXms
18:1(112) 2101 2611 2441
18:2(62,92) 2079 2661 2466
18:2(92,122) 2088 2682 2479
18:2(9E,12F) 2098 2639 2485
18:2(92,11F) 2141 2799 2573
18:2(10E,127) 2151 2815 2585
18:3(62,92,122) 2070 2737 2510
18:3(92,127,152) 2093 2777 2545
18:3(9Z,11E,13E) 2239 3052 2790
18:4(62,92,122,152) 2075 2835 2576
19:0 2226 2662 2520
19:1(102) 2196 2712 2537
20:0 2326 2770 2623
20:1(112) 2296 2822 2641
20:2(112,142) 2290 2906 2689
20:3(52,82,112) 2257 2925 2692
20:3(52,112,142) 2264 2946 2703
20:3(82,112,142) 2268 2963 2715
20:3(117,142,172) 2268 3004 2756
20:4(52,82,112,142) 2247 3004 2738
20:5(57,82,117,147,172) 2253 3107 2805
21:0 2426 2878 2726
22:0 2527 2985 2830
22:1(132) 2498 3042 2849
22:2(132,162) 2492 3128 2899
22:4(72,102,137,162) 2448 3199 2950
22:6(42,72,102,132,162,192) 2437 3380 3049
23:0 2628 3092 2933
24:0 2729 3198 3037
24:1(152) 2701 3257 3058
25:0 2831 3303 3138
26:0 2930 3429 3241

@ Es handelt sich um die Abkiirzungen der entsprechenden Fettsauren.
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C. Erganzende Fettsdureprofile

C1 Erganzende Fettsaureprofile von Flammulina velutipes

Tabelle A 2: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D unter
Verwendung verschiedener Ndhrmedien (Teil I: ME, MEP, MPG). Den angegebenen Anteilen und
Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abklirzung ,,n. d.” steht fiir ,nicht detektiert”.

ME MEP MPG
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%]* [mg/L)* [%] [mg/L)? [%] [mg/L)?
1 80 <0,1 <0,05 n.d. <0,1 <04
2 3Me-,6Me-8:0* <0,1 <0,05 n.d. <0,1 <0,4
3 100 0,2 0,1 <0,1 <0,07 0,4 1,4
4 10:1* n.d. n.d. <0,1 <04
5 110 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4
6 12:0 9,6 4,9 6,7 5,4 21,3 74,7
7 12:1(52)*" <0,1 < 0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
8  12:1(92)F 0,1 0,06 0,3 0,3 <0,1 <0,4
9  12:1(11) n.d. n.d. 4,3 15,1
10 12:2* n.d. n.d. <0,1 <04
11  13:0 0,5 0,2 0,3 0,3 0,3 1,0
12 13:1f <0,1 <0,05 n.d. <0,1 <0,4
13 14:.0° 2,7 1,4 1,6 1,3 5,4 19,0
14 14:1(52)" <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
15 14114 n.d. n.d. <0,1 <04
16 15:0 2,4 1,3 2,5 2,0 1,5 5,4
17 15:1° n.d. n.d. <0,1 <0,4
18  15:1* n.d. n.d. <0,1 <04
19 16:0 23,7 12,7 18,7 15,2 18,7 65,3
20  16:1(72)* <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <04
21 16:1(92) 0,6 0,3 0,6 0,5 0,3 1,1
22 16:1(112) 0,5 0,3 0,2 0,2 0,2 0,6
23 16:1* n.d. n.d. <0,1 <04
24 16:2(72,102) <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
25 16:2(92,122) 0,1 0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <04
26 17:0 0,3 0,1 0,3 0,2 0,5 1,6
27 17:1(82)*7 <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
28  17:1(92) <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
29 17:2* <0,1 < 0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
30 17:2* <0,1 <0,05 <0,1 <0,07 <0,1 <04
31 18:0 5,4 3,0 4,6 3,7 6,8 23,9
32 18:1(92)" 13,1 7,2 9,1 7,4 15,6 54,6
33 18:1(112)° 1,5 0,8 2,1 1,7 0,7 2,5
34 18:2(9z,122)" 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(97,122,152) 3,0 1,7 5,2 4,2 1,5 5,2
38  20:0 0,1 0,07 <0,1 <0,07 0,2 0,8
39 20:1(112) n.d. <0,1 <0,07 <0,1 <04
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Tabelle A 2 (Fortsetzung)

ME MEP MPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsdure [%]* [mg/L]}* [%] [mg/L)? [%] [mg/L)?
40 20:2(11z,142) n.d. <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
41 20:3(112,142,172) n. d. n. d. n. d.
42  21.0 n.d. <0,1 <0,07 <0,1 <0,4
43  22:.0 n.d. 0,2 0,1 0,4 1,5
44 22:1(132) 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(152) n.d. n.d. <0,1 <04
48 250 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 durch den relativen Anteil der jeweiligen
Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lief
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Tabelle A 3: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D unter Verwendung verschiedener Nédhrmedien (Teil Il: SNL, YMG, YPD,
YPG). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,n. d.” steht fiir ,nicht detektiert”.

SNL YMG YPD YPG
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L])*
1 8:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
2  3Me-,6Me-8:0* n.d. n.d. n.d. <0,1 <0,2
3 10:0 0,5 0,4 0,1 0,07 <0,1 <0,1 0,1 0,2
4 10:1% n.d. n.d. n.d. n.d.
5 11:0 0,4 0,4 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
6 12:0° 25,6 24,4 5,4 3,6 4,0 4,1 5,8 10,8
7 12:1(52)** <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
8 12:1(92)* 0,1 0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <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. n.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 <0,1 <0,2
13 14:0" 3,5 3,3 1,9 1,2 1,7 1,8 2,3 4,3
14 14:1(52)+ <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
15 14:% n.d. n.d. <0,1 <0,1 n.d.
16 15.0 1,8 1,7 1,5 1,0 1,4 1,4 1,3 2,4
17 15:1*% n.d. n.d. n.d. <0,1 <0,2
18 15:1*% n. d. n.d. n. d. n. d.
19 16:0 17,1 16,3 23,9 15,8 21,5 22,2 23,2 43,4
20 16:1(72) <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
21  16:1(92) 0,3 0,3 0,5 0,3 0,6 0,7 0,5 0,9
22 16:1(112) 0,2 0,2 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
23 16:1F n. d. n.d. n. d. n. d.
24 16:2(7Z,102) <0,1 <0,1 n.d. <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
25 16:2(9Z,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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Tabelle A 3 (Fortsetzung)

SNL YMG YPD YPG
Anteil  Ausbeute Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsiure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
27 17:1(82)%" n. d. <01 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
28  17:1(92)" <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
29  17:2F <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
30 17:2F <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <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(92)" 7,8 7,4 17,8 11,8 18,6 19,2 20,2 37,8
33 18:1(112)' 2,3 2,2 1,1 0,7 1,2 1,3 1,8 3,3
34 18:2(92,122)" 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 1,5 1,5 1,8 3,4
36 19:0 n. d. n.d. n. d. n. d.
37 18:3(97,127,152) 2,1 2,0 3,3 2,2 4,5 4,6 3,8 7,1
38 20:0 0,2 0,1 0,1 0,08 0,1 0,1 0,2 0,3
39  20:1(112) <0,1 <0,1 <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
40 20:2(11z,142) n.d. <0,1 <0,07 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
41  20:3(117,142,172) n. d. n.d. <0,1 <0,1 n. d.
42 210 <0,1 <0,1 n.d. <0,1 <0,1 <0,1 <0,2
43 220 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,4 0,7
44  22:1(132)* n. d. n.d. n. d. n. d.
45 230 0,2 0,1 <0,1 < 0,07 0,1 0,1 0,2 0,3
46 240 0,3 0,3 0,8 0,5 1,1 1,1 0,8 1,5
47  24:1(152) n. d. n.d. <0,1 <0,1 n. d.
48  25:0 n. d. n.d. <0,1 <01 <0,1 <0,2
Summe Unbekannte n. d. n.d. <0,1 <01 n. d.

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber 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 auflosen lieR
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Tabelle A 4: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D bei unter-
schiedlicher Kultivierungstemperatur. Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestim-
mungen zu Grunde.

Temperatur 16 °C 24°C
Nr. Fettsdure Anteil [%]  Ausbeute [mg/L]*  Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*
1 8:0 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
2 3Me-,6Me-8:0* <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
3 100 0,2 0,0 0,7 0,0 0,2 +0,0 03 0,0
4 110 <0,1 <0,3 0,1 +0,0 0,2 +0,0
5 12:0 229 0,2 69,6 0,7 12,6 +0,1 19,8 +0,2
6 12:1(52) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
7 12181 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
8  12:1(11) 1,3 0,0 41 0,1 0,5 %0,5 0,8 +0,0
9  12:2(3z,62) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
10 13:.0 <0,1 <0,3 03 +0,3 0,5 +0,0
11 13:1* <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
12 140 6,8 +0,0 20,5 0,0 36 0,0 567 0,0
13 14:1(52) <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 +£0,1 2 %2 3,1 +0,0
16  16:0 19,4 10,1 58,7 +0,4 19,8 +0,1 31,3 +0,2
17  16:1(72) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
18  16:1(92) 0,7 0,0 20 0,1 04 +0,0 06 0,0
19 16:1(112) 04 +0,0 1,2 0,0 0,2 0,0 0,2 +0,0
20 16:2(72,102) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
21 16:2(92,122) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
22 170 <0,1 <0,3 0,5 +0,0 08 0,0
23 17:1(82)% 7 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
24 17:1(92)" <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
25 16:3(72,10Z,132) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
26 17:2F <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
27 17:2% <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
28  18:0 1,9 +0,0 58 0,1 6,2 0,1 9,8 +£0,2
29  18:1(92)" 13,4 +0,0 40,7 +0,1 180 0,0 28,4 +0,0
30 18:1(112)° 1,0 +0,0 3,1 0,1 1,0 +0,0 1,6 +0,0
31  18:2(92,122) 245 £0,1 74,4 £0,2 28,7 0,1 45,4 0,1
32 19:0 n. d. n.d. <0,1 <0,2
33  19:1* 03 +£0,0 1,0 +0,1 1,7 0,1 2,7 0,1
34 19:1* <0,1 <0,3 n.d. n.d.
35 18:3(92,122,152) 42 10, 12,8 40,3 1,7 0,0 2,7 0,0
36 20:0 <0,1 <0,3 0,2 +0,0 0,3 +£0,0
37  20:1(112) <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
38 21:0 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
39  22:0 01 0,0 03 +0,0 04 +0,0 0,7 0,1
40 23:0 <0,1 <0,3 0,3 +0,0 055 0,1
41  22:4(72,102,13Z,162)* 02 0,0 05 +01 n.d. n.d.
42  24:0 03 0,0 09 01 1,0 0,1 1,5 0,11
43 24:1(152) 04 0,0 1,2 +0,0 n.d. n.d.
44  25:0 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
45  25:1(162)* <0,1 <0,3 n.d. n.d.

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

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

¥
+

Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lieR

211



Tabelle A 5: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D in Abhdngigkeit von der Kultivierungsdauer. Den angegebenen Anteilen
und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abklirzung ,,n. d.” steht fiir ,,nicht detektiert”.

Kulturdauer 7d 21d 33d
Nr. Fettsidure Anteil [%]  Ausbeute [mg/L])* Anteil [%] Ausbeute [mg/L]®  Anteil [%]  Ausbeute [mg/L]?
1 8:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
2 3Me-,6Me-8:0* <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
3 10:0 0,2 £0,0 0,3 0,0 0,3 +0,0 1,2 +0,1 0,2 0,0 1,0 0,0
4 10:1* n.d. n.d. <0,1 <0,5
5 11:0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,3 0,0 1,2 +0,1 0,6 0,0 2,7 0,0
6 12:0 12,6 0,1 19,8 +0,2 19,5 0,2 78 4 15,3 0,0 70,1 +0,8
7 12:1(52)° <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
8 12:1%1 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
9 12:1(11) 05 0,1 0,8 0,0 2,6 0,1 10,6 +0,8 04 0,0 1,7 0,0
10 12:2(32,62) <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 n. d.
11 13:0 0,3 0,0 0,5 0,0 0,8 0,0 3,0 +0,3 0,7 0,0 3,4 0,0
12 13:1° <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
13 13:1* n. d. n. d. <0,1 <0,5
14 14:0 3,6 0,0 5,7 0,0 3,5 0,3 14,2 +1,1 2,2 0,0 10,0 +0,1
15 14:1(52) <0,1 <0,2 0,1 0,0 0,5 +0,1 0,2 0,0 0,8 0,0
16 i15:.0* <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 n.d.
17 15.0 20 0,0 3,1 0,0 2,0 0,1 8,2 +0,7 1,6 0,0 7,5 0,1
18 16:0 19,8 0,1 31,3 +0,2 17,7 0,5 72 4 17,1 0,0 78,6 +0,9
19 16:1(72) <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
20 16:1(92) 0,4 0,0 0,6 +0,0 0,2 +0,0 0,9 +0,1 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 +0,1 0,2 0,0 0,7 0,0
22 16:2(72,102) <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
23 16:2(92,122) <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
24 17:0 05 0,0 0,8 0,0 1,0 0,0 4,2 +0,4 0,7 £0,0 3,3 0,0
25  17:1(82)%7 <0,1 <0,2 <0,1 <04 0,3 0,0 1,3 +0,1
26 17:1(92)" <0,1 <0,2 <0,1 <04 0,1 0,0 0,5 +0,0
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Tabelle A 5 (Fortsetzung)

Kulturdauer 7d 21d 33d
Nr. Fettsidure Anteil [%]  Ausbeute [mg/L)* Anteil [%] Ausbeute [mg/L]*  Anteil [%]  Ausbeute [mg/L)*
27 16:3(72,102,132) <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
28 17:2* <0,1 <0,2 <0,1 <04 0,1 0,0 0,6 +0,0
29 17:2* <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5
30 18:0 6,2 +0,1 9,8 +0,2 8,1 +0,1 33 +2 52 0,1 23,7 +0,1
31 18:1(9Z)Jr 18,0 +0,0 28,4 +0,0 19,1 +0,1 77 + 22,8 0,2 105 +2
32 18:1(112) 1,0 0,0 1,6 0,0 1,5 +0,0 5,9 +0,4 25 0,0 11,7 +0,1
33  18:2(92,122) 28,7 0,1 45,3 0,1 20,1 +0,1 91 4 26,2 0,1 120 2
34 19:.0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
35 19:1* 1,7 0,1 2,7 0,0 1,0 0,1 3,9 +0,4 1,3 £0,0 5,8 0,1
36 19:1* n.d. <0,1 <04 <0,1 <0,5
37 18:3(92,127,152) 1,7 +0,0 2,7 +0,0 0,7 0,0 2,8 +0,3 0,6 0,0 2,9 +0,1
38 20:0 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(112) <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
40 20:2(112,142) n. d. n. d. <0,1 <0,5
41 210 <0,1 <0,2 <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
42 220 0,4 +0,0 0,7 +0,1 0,3 +0,0 1,2 +0,2 0,2 0,0 1,0 +0,0
43 230 0,3 0,0 0,5 +0,1 0,1 +0,0 0,6 +0,1 <0,1 <0,5
44 240 1,0 0,1 1,5 0,1 0,5 +0,0 2,0 +0,2 0,4 0,0 1,7 +0,0
45  24:1(152) n. d. <0,1 <0,4 <0,1 <0,5
46  25:0 <0,1 <0,2 <0,1 <04 <0,1 <0,5

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

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber 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 lieR
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Tabelle A 6: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D unter Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen (Teil I: Blindwert,
Cellobiose, Fructose, Glucose und Lactose). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,n. d.” steht fiir , nicht
detektiert”.

Blindwert Cellobiose Fructose Glucose Lactose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettséure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
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 <0,1
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(2/4)* <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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(52) <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 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
9 12:1* <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
10 12:1* n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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(3z,62)* <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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 13:1* <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
15 14:0 1,5 0,97 2,5 3,6 4,5 9,5 4,7 10,2 2,4 2,7
16  14:1(52) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
17 14:1* <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
18  14:1(92) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
19 15:0 1,6 1,1 0,9 1,4 1,6 3,3 1,6 3,5 1,7 1,9
20  14:3F <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
21 16:0 20,0 13,3 21,7 32,1 20,8 43,2 20,6 44,2 19,9 22,6
22 16:1(72) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
23 16:1(92) 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,6 0,3 0,7 0,2 0,3
24 16:1(112) 0,1 <0,07 <0,1 <0,2 0,2 0,4 0,2 0,4 0,2 0,2
25 16:2(7Z,102) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
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Tabelle A 6 (Fortsetzung)

Blindwert Cellobiose Fructose Glucose Lactose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%] [mg/L])* [%] [mg/L]*
26 16:2(92,122) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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(82)*" <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
29 17:1(92)" <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
30 16:3(72,10Z,132)" <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
31 17:2* <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
32 17:2* <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 5,5 11,8 4,4 5,0
34 18:1(92)" 11,0 7,3 19,8 29,3 15,8 32,8 15,9 34,2 10,6 12,1
35 18:1(112)* 0,9 0,6 0,9 1,4 1,0 2,2 1,0 2,2 1,2 1,3
36 18:2(92,122) 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 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
38 18:3(92,122,152) 2,6 1,7 1,11 1,6 1,3 2,7 1,4 3,1 1,6 1,8
39 20:0 <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 0,2 0,3 0,2 0,4 <0,1 <0,1
40 20:1(112) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
41 20:2(117,142) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <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(112,142,172) <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(132)* <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(152) <0,1 <0,07 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
49 250 <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 der jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber authentische Referenzsubstanzen

T die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte, der sich nicht basisliniengetrennt auflésen lieR
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Tabelle A 7: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D unter Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen (Teil Il: Maltose,
Saccharose, Sorbitol und Xylose). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,,n. d.” steht fiir , nicht detektiert”.

Maltose Saccharose Sorbitol Xylose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [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 <0,1 <0,2
3 10:0 0,4 0,8 0,3 0,7 0,4 0,6 0,2 0,3
4 10:1(2/4)* <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(52) <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 <0,1 <0,2
9 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
10 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
11 12:1(11) 5,2 9,9 1,0 2,1 1,4 2,3 0,2 0,4
12 12:2(32,62)* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
13 13:0 0,2 0,3 0,2 0,5 0,3 0,4 0,4 0,6
14 13:1* <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(52) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
17 14:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
18 14:1(92) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
19 15:0 1,2 2,3 1,5 3,3 1,6 2,4 2,3 4,0
20 14:3° <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(72) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
23 16:1(92) 0,3 0,5 0,4 0,8 0,3 0,4 0,4 0,7
24 16:1(112) 0,1 0,3 0,2 0,5 0,2 0,3 0,2 0,4
25 16:2(72,102) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
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Tabelle A 7 (Fortsetzung)

Maltose Saccharose Sorbitol Xylose
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
26 16:2(97,122) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
27 17:0 0,3 0,6 0,4 0,8 0,3 0,5 0,5 0,9
28 17:1(82)*" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
29 17:1(92)" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 0,1 0,2
30 16:3(72,10Z,132) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
31 17:2¢ <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
32 17:2¢ <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
33 18:0 5,6 10,8 5,5 12,1 5,7 8,9 6,8 11,9
34 18:1(92) 14,8 28,6 16,9 37,4 11,7 18,3 17,5 30,5
35 18:1(112)" 0,8 1,5 1,0 2,3 1,0 1,5 1,2 2,1
36 18:2(92,122) 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(92,122,152) 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(112) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
41  20:2(11z,142) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
42 21:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 0,2
43 20:3(11z,147,172) <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(132)* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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(152) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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 (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber authentische Referenzsubstanzen

T die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte, der sich nicht basisliniengetrennt aufldsen lieR
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Tabelle A 8: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D unter Verwendung verschiedener Stickstoffquellen (Teil I: Casein-, Erbsen-,
Fleisch-, Gelatine- und Lactalbuminpepton). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,n. d.” steht fiir , nicht
detektiert”.

Caseinpepton Erbsenpepton Fleischpepton Gelatinepepton Lactalbuminpepton
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [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 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <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 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
5  10:1(2/4) n.d. n. d. <0,1 <0,3 n. d. n.d.
6 11:0 0,1 0,2 0,2 0,3 <0,1 <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(52) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
9 12:1% n.d. n. d. n.d. n. d. n.d.
10 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
11 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 n. d. <0,1 <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 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n.d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
15  q13:0* n.d. n.d. .d. .d. n.d.
16 12:2(32,62)i <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 13:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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 14:1(52) <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 <0,1 <0,2
22 14:1(92) <0,1 <0,2 .d. <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
23  al5:0 n. d. n. d. n.d. n. d. n.d.
24 15:0 1,7 3,1 1,5 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(72) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
29 16:1(92) 0,4 0,7 0,2 0,4 <0,1 <0,3 0,1 0,2 0,3 0,6
30 16:1(112) 0,2 0,4 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 0,3 0,5
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Tabelle A 8 (Fortsetzung)

Caseinpepton Erbsenpepton Fleischpepton Gelatinepepton Lactalbuminpepton
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
31 j17:0* n. d. n.d. n. d. n.d. n.d.
32 16:2(72,102) <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(92,122) <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(82)%" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
37  17:1(92) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
38  16:3(72,10Z,132)" <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
39 17:2* <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
40 17:2¢ <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 4,5 11,8 4,2 6,4 7,4 13,7
42 18:1(92)" 17,9 32,1 17,7 30,7 9,9 26,2 11,9 18,2 15,7 29,4
43 18:1(112)" 1,3 2,3 1,2 2,0 0,6 1,6 0,6 0,9 1,3 2,4
44 18:2(92,122) 28,3 50,5 30,7 53,3 12,7 33,7 15,5 23,7 25,2 47,1
45 19:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
46 18:3(92,127,152) 1,2 2,2 1,0 1,8 0,4 1,0 0,4 0,7 1,2 2,2
47  18:2(9Z,11F) 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(112) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
50  20:2(11Z,142) <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n.d. n.d. <0,1 <0,2
51 21:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,3 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2
52 20:3(117,147,172) <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(132)* <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(152) <0,1 <0,2 n.d. .d. n.d. <0,1 <0,2
58  25:0 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 .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 (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber authentische Referenzsubstanzen

T die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte, der sich nicht basisliniengetrennt aufldsen lieR

219



Tabelle A 9: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von FVE-D unter Verwendung verschiedener Stickstoffquellen (Teil Il: Milchpepton,
Milchprotein, Saubohnen-, Sojapepton und Sojaprotein). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,n. d.“
steht fiir ,,nicht detektiert”.

Milchpepton Milchprotein Saubohnenpepton Sojapepton Sojaprotein
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute

Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [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 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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(2/4)t <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
5  10:1(2/4)* n.d. n.d. n.d. n.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(52) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1

9 12:1% n.d. <0,1 <0,1 n.d. n.d. n. d.

10 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 0,1 0,1
11 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n.d.

12 12:1* <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n.d.

13 12:1(11) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <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 n.d.

15 a13:0* n.d. <0,1 <0,1 n.d. n.d. n.d.

16 12:2(32,62)* <0,1 <0,2 n. d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <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 14:0 2,7 4,5 1,7 2,1 2,1 3,1 51 11,2 3,2 3,8
20 14:1(52) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
21 14:1F n.d. <0,1 <0,1 0,0 <0,2 n.d. n. d.

22 14:1(92) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
23  al5:0 n. d. <0,1 <0,1 n.d. n. d. n.d.

24 15:0 1,5 2,5 1,5 1,9 2,0 3,0 1,8 4,0 1,4 1,6
25 14:3* <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
26 i16:0 n. d. <0,1 <0,1 n.d. n. d. n.d.

27 16:0 23,1 38,0 19,8 25,0 21,6 31,5 21,0 46,4 22,0 26,6
28 16:1(72) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
29 16:1(92) 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,8 0,2 0,2
30 16:1(112) 0,1 0,2 <0,1 <0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 0,1 0,1
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Tabelle A 9 (Fortsetzung)

Milchpepton Milchprotein Saubohnenpepton Sojapepton Sojaprotein
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
31  17:0* n. d. <0,1 <0,1 n.d. n.d. n. d.
32 16:2(72,102) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
33  al70 n.d. <01 <0,1 n.d. n.d. n.d.
34  16:2(97,122) <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(82)*" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
37 17:1(92)" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
38 16:3(72,10Z,132)" <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
39 17:2% <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
40 17:2% <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(92)" 16,6 27,4 27,0 34,1 22,2 32,4 16,5 36,6 15,7 18,9
43 18:1(112)" 1,2 2,0 1,0 1,2 1,2 1,8 1,2 2,6 1,2 1,4
44 18:2(92,122) 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(92,127,152) 1,2 1,9 0,7 0,9 1,3 1,9 1,3 3,0 0,9 1,1
47 18:2(92,11F) 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(112) <0,1 <0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 <0,1 <0,1
50 20:2(117,142) <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(112,142,172) n.d. n.d. <0,1 <0,2 <0,1 <0,2 n.d. n. d.
53 220 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,4 0,8 0,1 0,2
54 22:1(132) <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(152) 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 pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber 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 liel
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C.2 Ergdanzende Fettsaureprofile von Mortierella hyalina

Tabelle A 10: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettséureprofil von MHY-FP unter
Verwendung verschiedener Nédhrmedien (Teil I: ME, MEP, MPG). Den angegebenen Anteilen und
Ausbeuten liegen Dreifachbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,n. d.” steht fiir ,nicht detektiert”.

ME MEP MPG
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsiure [%] [mg/L)* [%] [mg/L)* [%] [mg/L)?

1 8:0 n. d. <0,1 <0,7 <0,1 <14
2 9:0 n. d. n. d. <0,1 <14
3 10:0 <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <14
4 11:0 <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <14
5 12:0 0,2 2,7 <0,1 <0,7 0,1 1,7
6  12:1(<5)F <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 n.d.
7 13:0 <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <14
8 14:0 3,7 58,2 2,8 18,7 1,8 25,5
9 14:1(52) <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 n. d.
10  14:1(>5) n. d. <0,1 <0,7 n. d.
11 14:1(92)* n.d. <0,1 <0,7 n.d.
12 15:0 0,2 2,4 1,1 7,2 0,2 2,2
13 16:0 25,1 395,2 21,6 143,4 19,0 269,9
14 16:1(72)* 0,1 1,7 0,2 1,1 <0,1 <14
15 16:1(92) 0,5 7,9 0,3 2,1 0,3 4,5
16  16:1(102)* n. d. n.d. n.d.
17 16:2* <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <14
18 16:2(72,102) <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 n. d.
19 17:.0 0,2 2,9 1,6 10,3 0,2 3,1
20 17:1(92) 0,1 1,9 0,9 5,9 0,2 2,3
21 17:2¢ <0,1 <1,6 0,1 0,7 <0,1 <14
22 17:2¢ <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 n. d.
23 18:0 4,9 77,8 6,3 41,8 6,0 85,2
24 18:1(92) 47,9 755,9 37,4 249,1 61,6 877,8
25 18:1(112) 0,6 9,4 0,5 3,6 0,7 10,3
26 18:2(62,92) <0,1 <1,6 0,1 0,8 0,2 2,5
27 18:2(92,122) 4,7 74,0 7,5 50,0 1,2 17,1
28 18:3(62,92,122) 2,6 41,4 3,6 24,1 1,4 19,4
29 19:0 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
30 19:1* n. d. <0,1 <0,7 n. d.
31 19:1* 0,1 1,5 0,8 5,2 0,2 2,3
32 18:4(62,92,122,152) <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 n. d.
33  20:0 0,2 2,3 0,2 1,4 0,1 2,0
34 20:1(112) 1,1 16,6 0,8 5,2 1,6 23,3
35  20:2¢ n.d. <0,1 <0,7 n.d.
36 20:2(11z,142) <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <1,4
37 20:3(82,11Z,142) 1,0 16,5 1,0 6,8 0,7 10,5
38 21:.0 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
39  20:4(52,82,11Z,14Z) 4,9 77,0 9,4 62,7 2,3 32,7
40  20:4(57,117,147,17Z)* <0,1 <1,6 n. d. <0,1 <1,4
41  20:5(572,82,117,142,172) <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 n. d.
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Tabelle A 10 (Fortsetzung)

ME MEP MPG
Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L)* [%] [mg/L)* [%] [mg/L)?
42  22:0 0,3 3,9 0,5 3,1 0,2 2,7
43 22:1(132) 0,1 1,7 0,1 0,8 0,2 2,5
44  22:2(13z,162)* 0,3 4,0 0,2 1,0 0,4 4,9
45  23:.0 n. d. <0,1 <0,7 n. d.
46  22:4(72,10Z,13Z,162)* <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <14
47  24:0 0,6 8,9 1,7 11,0 0,5 7,3
48 24:1(152) 0,5 7,5 0,5 3,5 0,5 7,7
49 250 <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 0,2 3,1
50 26:0 <0,1 <1,6 <0,1 <0,7 <0,1 <14
Summe Unbekannte <0,1 <1,6 0,2 1,5 n. d.

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

Fettsaure am Fettsaureprofil berechnet

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

* Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lief
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Tabelle A 11: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von MHY-FP unter Verwendung verschiedener Ndhrmedien (Teil Il: SNL, YMG, YPD,
YD). Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Dreifachbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,n. d.“ steht fiir ,nicht detektiert”.

SNL YMG YPD YD
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L]* [%] [mg/L])* [%] [mg/L]* [%] [mg/L])*

1 8:0 <0,1 <1,2 n.d. n.d. <0,1 <0,9
2 9:0 n.d. n.d. n.d. <01 <09
3 10:0 <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
4 11:0 n.d. n.d. <0,1 <0,9 <0,1 <09
5 12:0 0,2 2,8 0,1 1,0 0,4 3,3 <0,1 <0,9
6  12:1(<5) <0,1 <1,2 n. d. <0,1 <0,9
7 13:0 <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 0,1 1,0 <0,1 <0,9
8 14:0 3,7 42,8 3,6 28,0 3,0 27,2 1,5 14,2
9 14:1(52) n.d. <0,1 <0,8 n.d. n.d.
10  14:1(>5) n.d. n.d n.d. n.d.
11 14:1(92) n. d. n. d. <0,1 <0,9 n. d.
12 15:0 0,1 1,2 0,8 5,9 1,5 14,1 4,3 40,7
13 16:0 22,2 257,2 25,1 193,9 12,5 115,0 19,5 183,3
14 16:1(72)* <0,1 <1,2 0,1 0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
15 16:1(92) 0,2 2,2 0,4 3,2 0,3 2,4 0,5 4,4
16 16:1(102) n.d. n.d. n.d. <0,1 <0,9
17 16:2* <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
18  16:2(72,102) n.d. <0,1 <0,8 n.d. n.d.
19 17:0 0,3 3,4 0,8 6,0 4,6 42,3 8,9 83,4
20 17:1(92) 0,2 1,8 0,5 3,6 2,8 25,9 4,6 43,6
21 17:2° <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 0,6 5,4 0,1 1,0
22 17:2¢ <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 0,1 1,2
23 18:0 14,8 171,8 6,4 49,7 12,1 111,0 54 50,8
24 18:1(92) 49,3 571,1 37,9 293,5 45,0 414,0 36,1 339,0
25 18:1(112) 0,4 4,7 0,6 4,4 0,7 6,2 0,5 51
26 18:2(62,92) 0,3 3,7 <0,1 <0,8 0,3 2,6 <0,1 <0,9
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Tabelle A 11 (Fortsetzung)

SNL YMG YPD YD
Anteil Ausbeute Anteil  Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsdure [%] [mg/L])* [%] [mg/L]* [%] [mg/L])* [%] [mg/L]*
27 18:2(92,122) 0,9 10,7 6,4 49,9 1,8 16,1 3,7 34,5
28 18:3(62,92,122)" 0,8 9,6 2,9 22,8 2,8 25,4 1,8 17,1
29 19:0" n.d. <0,1 <0,8 0,2 1,6 0,3 2,5
30 19:1% n.d. <0,1 <0,8 0,2 1,6 0,2 2,0
31 19:1%7 0,2 2,2 0,4 2,9 2,8 25,3 3,5 32,3
32 18:4(62,92,122,152) <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
33  20:.0 0,4 4,8 0,2 1,5 0,3 2,5 0,2 2,1
34 20:1(112) 0,6 7,0 0,6 4,8 0,5 4,9 0,6 6,0
35 20:2F <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 n.d. n.d.
36 20:2(117,142) <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
37 20:3(82,112,142) 1,4 16,7 1,6 12,5 1,0 8,8 1,2 11,3
38 21:.0 <0,1 <1,2 n.d. <0,1 <0,9 0,1 1,1
39 20:4(52,87,117,142)" 1,1 12,5 7,3 56,6 3,2 29,0 3,9 36,9
40 20:4(52,112,142,172)t <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
41  20:5(57,82,117,142,172) <0,1 <1,2 0,2 1,5 <0,1 <0,9 0,1 1,0
42 22:.0 0,7 7,6 04 3,2 0,3 3,2 0,2 2,2
43 22:1(132) 0,1 1,2 0,1 0,8 0,2 1,6 0,1 0,9
44  22:2(13z,162)* 0,2 2,1 0,2 1,7 0,3 2,7 0,2 1,9
45  23:0 <0,1 <1,2 n.d. <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
46 22:4(72,102,132,162)* <0,1 <1,2 <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
47  24:0 1,3 14,9 1,7 13,1 0,9 8,6 0,7 6,4
48  24:1(152)" 0,3 3,6 0,6 5,0 0,9 8,2 0,5 4,2
49  25:.0 n.d. 0,3 2,4 0,4 3,5 0,2 1,8
50 26:0 n.d. <0,1 <0,8 <0,1 <0,9 <0,1 <0,9
Summe Unbekannte <0,1 <1,2 0,2 1,3 0,3 2,8 0,3 2,8

# die Einheit versteht sich als mg pro L Hauptkulturmedium (inklusive Inokulum) und wurde durch den relativen Anteil der jeweiligen Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber authentische Referenzsubstanzen

T die quantitativen Angaben zu dieser Substanz sind fehlerbehaftet, da es sich bei dem entsprechenden Peak um einen Doppelpeak handelte, der sich nicht basisliniengetrennt aufldsen lie
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Tabelle A 12: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettséureprofil von MHY-FP bei un-
terschiedlicher Kultivierungstemperatur. Den angegebenen Anteilen und Ausbeuten liegen Doppelbe-
stimmungen zu Grunde.

Temperatur 16 °C 24°C

Nr. Fettsidure Anteil [%]  Ausbeute [mg/L]*  Anteil [%] Ausbeute [mg/L)*

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 <21

8 14:0 2,8 0,0 66 +2 1,7 0,1 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 28,5 *0,5 608 +10
11 16:1(72)* <0,1 <24 <0,1 <21

12  16:1(92) 0,5 0,0 129 10,2 0,3 0,0 5,4 0,6
13  16:1° <0,1 <24 <0,1 <21

14 16:2* <0,1 <24 <0,1 <21

15 17:0 1,2 0,0 27,9 +0,6 1,6 £0,2 34 +5
16 17:1(92) 09 0,0 21,7 +0,4 1,0 0,1 20 +2
17 17:2¢ <0,1 <24 <0,1 <21

18  17:2¢ <0,1 <24 <0,1 <21

19 18:.0 1,9 0,1 45,2 0,7 52 0,6 112 +13
20  18:1(92)" 45,0 0,1 1164 42 49 2 1042 42
21 18:1(112)’r 1,0 0,1 24,1 2,2 0,8 0,1 17 +3
22 18:2(62,92) <0,1 <24 <0,1 <21

23 18:2(92,122) 2,4 0,1 57,2 +0,5 3,5 04 74 +8
24 18:3(62,92,122)* 09 0,0 20,6 +0,3 1,0 £0,2 21 +3
25 19:0° <0,1 <24 <0,1 <21

26 19:1%° <0,1 <24 <0,1 <21

27 19:1% 0,5 +0,0 11,5 +0,4 0,6 £0,1 13 2
28 18:4(62,92,127,152) <0,1 <24 <0,1 <2,1

29 20:0 <0,1 <24 0,1 0,0 2,1 +0,0
30 20:1(112)° 0,2 +0,0 50 0,0 03 0,0 6,2 +0,4
31 20:1F <0,1 <2,4 <0,1 <211

32 20:2% <0,1 <24 <0,1 <21

33  20:2(11z,142) <0,1 <24 <0,1 <21

34 20:3(82,117,142) 0,6 +0,0 13,3 +0,0 0,4 0,0 9 +1
35 21:0 <0,1 <24 <0,1 <21

36 20:4(52,82,112,142)"7r 3,2 +0,0 76 +2 3,4 +0,5 72 +11
37 20:4(52,112,142,172)i <0,1 <24 <0,1 <21

38 20:5(52,82,112,142,172) 0,4 +0,0 9,1 +0,3 <0,1 <2,1

39 22:0 <0,1 <24 0,2 0,0 3,5 +0,4
40 22:1(132) <0,1 <24 <0,1 <21

41  22:2(13z,162)* 0,1 +0,0 3[4 0,3 <0,1 <21

42  22:4(72,10Z,137,162)* <0,1 <24 <0,1 <21

43 240 0,2 +0,0 51 0,6 0,8 0,1 16 +2
44  24:1(152)" 0,2 +0,0 49 0,7 0,5 $0,3 11 6
45  25:0 0,1 +0,0 3,1 0,8 <0,1 <21

46  26:0 <0,1 <24 <0,1 <21
Summe Unbekannte <0,1 <24 <0,1 <21

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

Fettsdure am Fettsaureprofil berechnet
+

+
+

Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tber 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 lie
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Tabelle A 13: Mittels GC-MS (Trennséule VF-WAXms) analysiertes Fettséureprofil von MHY-FP in Abhdngigkeit von der Kultivierungsdauer. Den angegebenen Anteilen
und Ausbeuten liegen Doppelbestimmungen zu Grunde. Die Abklirzung ,,n. d.” steht fiir ,,nicht detektiert”.

Kultivierungsdauer 2d ad 6d 10d 14d
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettsiure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
1 8:0* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
2 9:0* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
3 10:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
4 11:0* <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
5 12:0 <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
6 12:1(>5)* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <01 <20
7 13:0 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
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 27,0 544,5
11 16:1(72)* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <2,1 <0,1 <23 0,1 2,4
12 16:1(92) 0,2 0,9 0,3 3,7 0,3 5,4 0,3 6,5 0,3 5,8
13 16:1% <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
14 16:2} <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
15 16:2(72,102)* n.d. n.d. n.d. <0,1 <23 <0,1 <2,0
16 17:0 6,3 33,5 2,9 41,4 1,6 33,9 0,8 19,6 0,9 18,3
17 17:1(92) 2,6 14,1 1,6 22,4 1,0 20,4 0,6 12,9 0,6 12,7
18 17:2% <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
19 17:2% <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
20 18:0 6,0 31,9 4,4 62,0 5,2 111,7 2,9 66,6 2,7 54,3
21 18:1(92)° 49,2 263,5 51,3 729,5 48,8 1041,6 50,3 1167,0 49,3 993,4
22 18:1(112)° 0,9 4,6 1,0 14,0 0,8 16,9 1,0 23,6 1,0 20,8
23 18:2(6Z,92) <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
24 18:2(92,122) 2,8 14,8 2,5 35,1 3,5 73,8 3,9 90,0 4,4 88,7
25 18:3(62,92,122)" 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 <14 <0,1 <21 <0,1 <2,3 <0,1 <2,0
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Tabelle A 13 (Fortsetzung)

Kultivierungsdauer ad 6d 10d 14d
Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute Anteil Ausbeute
Nr. Fettséure [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]* [%] [mg/L]*
27 19:1%7 <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
28 19:1%' 1,7 9,0 0,9 12,6 0,6 12,8 0,3 7,7 0,4 8,3
29 18:4(62,92,127,152) <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <2,1 <0,1 <23 <0,1 <20
30 20:0 0,1 0,6 <0,1 <14 0,1 2,1 <0,1 <23 <0,1 <20
31 20:1(112) 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 <0,1 <23 <0,1 <20
33  20:2% <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
34  20:2(11z,142) <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
35 20:3(87,117,142) 0,7 3,9 0,4 6,3 0,4 8,9 0,4 10,0 0,5 9,2
36 210 <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <2,0
37 20:4(52,82,112,142)*" 2,3 12,1 2,4 33,6 3,4 71,9 5,0 116,3 6,8 136,7
38 20:4(57,117,142,172)* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
39 20:5(57,87,117,142,172) <0,1 <0,5 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
40 22:0 0,1 0,7 0,1 1,6 0,2 3,5 0,1 3,2 0,2 3,1
41 22:1(132) <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <2,1 <0,1 <23 <0,1 <20
42  22:2(13z,162)* 0,1 0,6 <0,1 <14 <0,1 <21 <0,1 <23 <0,1 <20
43  22:4(72,10Z,13Z,162)* <0,1 <0,5 <0,1 <14 <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(152)" 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 <2,1 0,1 2,4 0,1 2,0
47  26:0 <0,1 <0,5 <0,1 <1,4 <0,1 <21 0,2 3,5 <0,1 <2,0
Summe Unbekannte <0,1 <0,5 <0,1 <14 <01 <21 0,2 3,5 <0,1 <20

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

* Substanzidentitat aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart

¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber 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 auflosen lieR
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Tabelle A 14: Mittels GC-MS (Trennsdule VF-WAXms) analysiertes Fettsdureprofil von MHY-FP in Abhdngigkeit des Zusatzes verschiedener Aminosduren. Den
angegebenen Anteilen liegen Dreifachbestimmungen zu Grunde. Die Abkiirzung ,,n. d.” steht fiir ,,nicht detektiert”.

Medium YD YD +lle YD + Met YD + Thr YD + Val

Nr. Fettsdure Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%]

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 1,6 +0,0
4 15:0 1,8 0,0 55 10,1 0,6 *0,0 1,4 0,1 4,1

5 16:0 239 0,1 13,7 0,2 23,7 0,1 246 10,1 179 0,1
6 16:1(72)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

7 16:1(92) 03 0,0 0,2 0,0 04 0,0 04 0,0 0,3 *0,0
8 17:0 3,6 0,1 13,6 0,3 1,3 +0,1 2,8 0,2 9,1 0,2
9 17:1(92) 1,7 +0,0 7,1 %01 0,7 0,0 1,3 0,1 42 0,1
10 17:2* <0,1 0,2 0,0 <0,1 <0,1 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 39 101 79 0,3 6,4 £0,0 53 0,1
13 18:1(92)° 485 +0,3 35,7 0,1 54,5 +£0,6 49,1 0,4 43,3 0,5
14 18:1(112)° 1,0 +0,0 0,8 0,0 1,2 +0,0 1,0 0,1 0,8 0,1
15 18:2(6Z,92)* <0,1 <0,1 0,2 0,0 0,1 £0,0 0,1 0,0
16  18:2(92,122) 24 0,0 33 101 1,0 +0,0 2,4 +0,0 26 *0,0
17  18:3(62,92,122) 1,4 +0,0 1,5 +0,0 0,8 0,0 1,3 0,0 1,4 +0,0
18  19:0" <0,1 0,3 0,0 <0,1 <0,1 0,2 0,0
19 19:1% <0,1 0,2 0,0 <0,1 <0,1 0,1 0,0
20 19:1a% 1,0 +0,0 57 10,1 0,4 0,0 0,7 %0,0 2,8 *0,1
21  18:2(9Z,11E) n. d. 0,1 0,0 n.d. n. d. <0,1

22 20:0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0
23 20:1(112) 04 0,0 04 0,0 0,5 0,0 0,5 £0,0 0,4

24 20:3(82,112,142) 0,7 0,0 0,7 0,0 0,5 0,0 0,7 0,0 0,7 0,0
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Tabelle A 14 (Fortsetzung)

Medium YD YD + lle YD + Met YD + Thr YD + Val

Nr. Fettsdure Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%]
25 21:0 <0,1 0,1 0,0 <0,1 <0,1 <0,1

26  20:4(52,82,117,142) 2,8 0,1 30 10,1 2,1 0,1 29 t01 2,8 +0,0
27  20:3(11z,14z2,172) n. d. 0,2 0,0 n. d. n. d. n.d.

28  20:5(52,82,112,142,172) <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(132) <0,1 <0,1 01 *0,0 <0,1 <0,1

31  22:2(13z,162)* 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(72,10Z,13Z,162)* <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

34 24:0 0,7 0,0 05 0,0 0,7 0,0 0,7 %0,0 0,5 0,0
35 24:1(152)" 04 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 aufgrund qualitativ nicht ausreichender massenspektrometrischer Fragmentierungsmuster nicht hinreichend geklart
¥ Substanzvorschlage auf Grundlage der NIST-Datenbank ohne Absicherung tiber 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 auflosen lieR
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D. Anteilige Berechnung des 3C-Fettsiauregehalts

Die 3C-Markierung am Ci-Atom fihrte im Massenspektrum von Laurin- bzw. Dodec-11-en-
sauremethylester zu einer deutlichen Verschiebung des Signals von m/z =74 zu m/z = 75.
Zwar war auch in den Massenspektren der nicht stabil isotopenmarkierten Methylester ein
schwaches Signal bei m/z = 75 enthalten, jedoch lieB sich durch die Starke der Verschiebung
von m/z =74 zum/z= 75 auf den Anteil an 3C-markierter Fettsdure (bzw. deren Methyles-

ter) schlieBen.

Das Verhaltnis der Signalintensitdten von m/z =74 zu m/z =75 der jeweiligen biologischen
Blindwerte wurde als ,Fragmentionen-Quotient” reinen Laurinsdure-1-12C-methylesters
definiert. Der entsprechende Quotient des Laurinsaure-1-13C-methylesters wurde anhand der
Referenzverbindung bestimmt. Uber ein lineares Gleichungssystem (Formel (7)) konnte an-

hand dessen der Anteil an 13C-markierter Laurinsdure in den Proben berechnet werden.

e 74 m(74) e 74
o ) — . - _
Z( )13C X13¢ 2 12¢" Yizc Z( )Pmbe

2 7s) 29 2 7s) )
- "Xzt 12¢" Y, T
4 13¢ ¢ 4 ¢ T 4 Probe
§(74)13 Anteil m/z = 74 in 12:0-1-13C-methylester [%] = 1,1
C
2(74 Anteil m/z = 74 in 12:0-1-12C-methylester (BW) [%]
z 12
C
2 Anteil m/z =74 in der Probe [%]
Z Probe
?(75)13 Anteil m/z =75 in C12:0-1-13C-methylester [%] = 98,9
C
- nteil m/z =75 in :0-1-12C-methylester b
’:(75) ) Anteil 75 in C12:0-1-12C-methyl (BW) [%]
12¢
2(75) Anteil m/z = 75 in der Probe [%]
z Probe
X13, Anteil 12:0-1-13C-methylester in der Probe [%]
Yia Anteil 12:0-1-12C-methylester in der Probe [%]

Da Dodec-11-ensdure-3C nicht kommerziell erhiltlich war, konnte die Stirke der Verschie-
bung des ,Fragmentionen-Quotienten” von Dodec-11-ensiure-1-3C-methylester zu seinem
12C-Analogon nicht bestimmt werden. Als Ndherung wurde angenommen, dass die prozentu-
ale Anderung jenes Quotienten fiir jedes 12C-/13C-Fettsauremethylester-Paar identisch ist. Da-
durch liefl sich von der Verschiebung des Laurinsauremethylesters auf die des Dodec-11-en-
sauremethylesters schlieRen (Formel (8), Beispiel an m/z = 74). Der Anteil von 3C- markierter

Fettsdure konnte anschlieBend ndherungsweise liber Formel (7) bestimmt werden.

(74)

12¢c12a (8)
(74)
12c12:0

m m
—(74) = —
z

74)
13c12:0

NSNS

13c121 z
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E. Enzymkinetische Parameter der Carbonsaure-Reduktase aus

Mycobacterium marinum beziiglich Dodec-11-ensdure

Analog des in Abschnitt 2.8.2 beschriebenen photometrischen Assays wurden die enzymkine-
tischen Parameter der MmCAR bezliglich Dodec-11-ensdure bestimmt. Dabei wurde ein
Konzentrationsbereich (Arbeitskonzentration) von 0,01 bis 1,5 mM an Substrat getestet. Die
Kalkulation der Parameter (Tabelle A 15) erfolgte gemal} 2.9.4.

Tabelle A 15: Mittels OriginPro (2020) kalkulierte mittlere Michaelis-Konstanten (K.,) und maximale
Reaktionsgeschwindigkeiten (vVimax) der MMCAR beziiglich 12:1(11) unter Angabe der Standardfehler

sowie daraus berechnete katalytische Konstante (kc.:) und Effizienz (kcar/Kn). Die Werte représentieren
Dreifachbestimmungen.

Michaelis-Konstante K, 48+ 18
(uM]

maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vinax 1,40,1
[U/mg]

katalytische Konstante Kcq: 181
[1/min]

katalytische Effizienz Kcqt/Km 3,8
[1/uM pro min]
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F. Geruchsattribute der wl-ungesattigten Aldehyde
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Abbildung A 1: Geruchsattribute und -intensitéten von Hept-6-enal.
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Abbildung A 3: Geruchsattribute und -intensitédten von Non-8-enal.
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Abbildung A 2: Geruchsattribute und -intensitéten von Oct-7-enal.
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Abbildung A 4: Geruchsattribute und -intensitéiten von Dec-9-enal.
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Abbildung A 5: Geruchsattribute und -intensitédten von Undec-10-enal. Abbildung A 7: Geruchsattribute und -intensitéten von Tridec-12-enal.
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Abbildung A 6: Geruchsattribute und -intensitéiten von Dodec-11-enal.
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