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Zusammenfassung

Bestimmte Kasesorten, wie z.B. Provolone oder Feta, werden (blicherweise unter
Verwendung von Lipasen aus der Zungenwurzel von Ziegen, Schafen oder Kalbern
hergestellt, um deren charakteristisches Geschmacksprofil zu generieren. Aufgrund der
wachsenden Bedeutung von koscher- bzw. halal-zertifizierten Produkten ist es interessant,
Lipasen mit ahnlichen katalytischen Eigenschaften aus Speisepilzen (Basidiomyceten) zu
gewinnen. Daflir waren ausschlie3lich Wildtyp-Stamme vorgesehen, um ein ,natlrliches"

und ,gentechnikfreies“ Produkt zu gewinnen.

In einem Screening in Submerskultur wurden insgesamt 31 verschiedene Speisepilze auf die
Sekretion geeigneter Lipasen getestet. Anhand von photometrischen Assays wurde das
Esterase-/Lipase-Sekretionsprofil der Basidiomyceten substratspezifisch in Abhangikeit von
der Acyl-Kettenlange verschiedener p-Nitrophenylester quantitativ erfasst. Die Selektion
vielversprechender Produktionsorganismen erfolgte durch den Vergleich mit dem
Hydrolyseprofil der Ziegenzungengrundlipase (Handelsprodukt ,opti-zym z10uc®).
AnschlieRend erfolgte eine Optimierung der Kulturparameter durch Einsatz verschiedener
Nahrmedien. Des Weiteren wurde die Sekretion der extrazellularen Lipasen durch Zusatz

geeigneter Induktoren wie Butterschmalz, Butter und Quarkfett gesteigert.

In Kooperation mit dem Projektpartner optiferm GmbH wurden Applikationstests
durchgefuhrt. Dazu wurden aus jeweils 10 bzw. 3 Liter Milch Kaselaibe der Kasesorte
Weichkase vom Typ Feta unter Lipase-Zusatz erzeugt. Die Testkase wurden fir 30 Tage bei
10 bis 15 °C gereift und anschlieRend fiir weitere 12 Wochen bei 4 °C gelagert. Uber den
Reifungs- und Lagerungszeitraum hinweg wurden die generierten Kasespezialitaten jeweils
im Vergleich zum Referenzprodukt Ziegenlipase sensorisch beurteilt. Begleitend erfolgt eine
umfassende instrumentell-analytische Charakterisierung der durch die Lipasen freigesetzten
Fettsauren. Die produzierten Kéase wurden mittels Festphasenmikroextraktion (SPME) in
Kopplung mit der gaschromatographischen Analyse mit massenspektrometrischer Detektion

auf die Anwesenheit von freien Fettsauren hin untersucht.

Die Herstellung von Kaselaiben erfolgte mit folgenden Basidiomyceten: Lentinus
squarrosulus, Auricularia fuscosuccinea, Flammulina velutipes, Pleurotus citrinopileatus,
Pleurotus eryngii, Pleurotus flabellatus und Lycoperdon pyriforme, deren sekretierte Enzyme
mittels unterschiedlicher Verfahren gereinigt und konzentriert wurden. Am erfolgreichsten in
Bezug auf die sensorischen Eigenschaften und den Vergleich der freien Fettsauren war die

Umsetzung mittels F. velutipes und P. citrinopileatus nach Fallung mit Ammoniumsulfat und



Konzentrierung mittels Vivaflow200. Die anderen Kandidaten erwiesen sich als weniger

geeignet fur den Einsatz in Kase.

Die Isolierung der Lipasen aus dem Kulturtiberstand der Basidiomyceten F. velutipes und P.
citrinopileatus  erfolgte  mittels  Schaumfraktionierung, ~Ammoniumsulfatfallung und
anschlielRender zweistufiger chromatographischer Reinigung mittels Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC) an einer schwachen Ilonenaustauscher- und einer
Grof3enausschlusssaule.

Die gereinigten Enzympraparationen aus F. velutipes und P. citrinopileatus wurden
anschlie3end biochemisch charakterisiert. Dies erfolgte mittels elektrophoretischer Methoden
wie der isoelektrischen Foskussierung (IEF) und der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Des Weiteren wurden Zymogramme unter seminativen
Bedingungen zur Visualisierung der Lipase-Aktivitat angefertigt. Anhand der gereinigten
Enzyme wurden Temperatur- und pH-Optima sowie die enzymkinetischen Parameter K, und

Vmax bestimmt.

Zur molekularbiologischen Charakterisierung wurden die gereinigten Enzyme mittels
Elektrospray-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) ansequenziert. Parallel dazu
erfolgte die Entnahme von Myzel jeweils zum Zeitpunkt maximaler spezifischer
Enzymaktivitdt im Kulturiberstand. Das Myzel wurde anschlieBend zur RNA-Isolierung
mittels RNeasy® Plant Mini Kit unter fliissigem Stickstoff aufgeschlossen. Es folgte die
Erststrangsynthese mittels reverser Traskription der Gesamt-RNA in cDNA. Anhand der
Peptiddaten wurden Primer abgeleitet, die zur Amplifizierung der fur das jeweilige Zielenzym
codierenden cDNA mittels Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt wurden. Das
Zielenzym aus F. velutipes konnte mit insgesamt neun verschiedenen Primern aus der
genomischen DNA sequenziert werden. Aufgrund der hoheren Aktivitat gegenlber
Substraten mit kurzkettigen Acyl-Resten kann das Enzym funktionell den Carboxylesterasen

zugeordnet werden.



Abstract

The characteristic aroma profile of certain cheeses such as Provolone or feta is generated by
addition of calf, kid coat, or lamb pregastric esterases to the cheese milk. Due to the
demands of vegetarians and the fast-growing market of kosher and halal-certified products,
alternative lipases derived from edible mushrooms (basidiomycetes) with the ability to create
similar aroma profiles are highly sought-after. For this purpose, only wild-type strains are of

interest in order to obtain a “natural” and “GMO-free” product.

In a broad screening, various mushrooms were tested in submerged cultures for the
secretion of appropriate lipases. Based on photometric assays, the esterase/lipase secretion
profiles of the basidiomycetes were quantified in a substrate-specific manner depending on
the acyl chain length of various p-nitrophenyl esters and compared to the hydrolysis profile of
the commercial lipase product from the root of tongue of goats (trade product “opti-zym
z10uc”). The cultivation parameters of the most-promising mushrooms were subsequently
optimized by using different nutrient media in order to increase the secretion of extracellular
lipases. Furthermore, the secretion of extracellular lipases was elicitated by adding suitable

inducers such as concentrated butter, butter and fat of regular quark.

Application tests of promising enzymes were performed in cooperation with the project
partner optiferm GmbH. Feta-type cheese was prepared from 10 or 3 litres of milk by the
addition of different lipases. The cheeses were ripened for 30 days at 10 to 15 °C and then
stored for another 12 weeks at 4 °C. During the whole ripening and storage process, the
sensory properties of the cheese were analyzed and compared to those prepared with the
recference product “opti-zym z10uc”’. A GC-MS-based method was developed and the
produced cheese samples were analysed for the presence of free fatty acids by solid phase

microextraction coupled to gas chromatography using mass spectrometric detection.

The cheese samples were prepared using enzymes derived from the following
basidiomycetes: Lentinus squarrosulus, Auricularia fuscosuccinea, Flammulina velutipes,
Pleurotus citrinopileatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus flabellatus and Lycoperdon pyriforme.
The enzyme preparations were purified and concentrated by various methods. Most
successful in terms of sensory properties and the release of free fatty acids were the
extracellular enzymes from F. velutipes and P. citrinopileatus after precipitation with
ammonium sulphate and concentration by means of Vivaflow200. Other candidates proved

to be less suitable for application in cheese production.



The isolation of the lipases from the culture supernatant of basidiomycetes F. velutipes and
P. citrinopileatus was performed by means of foam fractionation, ammonium sulfate
precipitation and subsequent two-stage chromatographic purification by means of fast protein
liquid chromatography (FPLC) on a weak anion exchange column and a size exclusion
column.

Subsequently, the purified enzyme preparations from F. velutipes and P. citrinopileatus were
biochemically characterized by electrophoretic methods such as isoelectric foscussing (IEF)
and sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Furthermore,
zymograms were prepared under seminative conditions to visualize the lipase activity. The
purified enzymes were used to determine temperature and pH optima as well as the enzyme
kinetic parameters K, and Vpax.

For molecular biological characterization, the purified enzymes were sequenced by
electrospray tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS). Parallel to this, mycelium samples
were collected from the culture supernatant at the time of maximum specific enzyme activity.
The mycelium was ground under liquid nitrogen for RNA isolation using the RNeasy® Plant
Mini Kit.

This was followed by first strand synthesis by reverse transcription of the total RNA into
cDNA. Based on the peptide data, primers were derived which were used to amplify the
cDNA coding for the respective target enzyme by polymerase chain reaction (PCR). The
target enzyme from F. velutipes could be sequenced from the genomic DNA applying a total
of nine different primer pairs. Due to the higher activity towards substrates with short-chain

acyl residues, the enzyme is functionally classified as carboxylesterase.
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Einleitung

1 Einleitung

Die im Ké&sereiprozess anfallende Molke wird industriell zunehmend nicht als Abfall- oder
Nebenstrom, sondern als Wertstoff erachtet. Wurde sie friher entsorgt oder mit geriner
Wertschopfung vermarktet, werden heute verschiedene Inhaltsstoffe wie Molkenproteine,
Lactose und Peptide gewonnen, veredelt und weltweit vertrieben. Aufgrund weltweit
wachsender Markte werden auch ethnische Gruppen wie der Islam und das Judentum, die
klar definierte Vorgaben an ihre Lebensmittel festgelegt haben, erreicht. Daher missen diese
Lebensmittel den Status von koscher bzw. halal aufweisen. Diese Anforderungen werden
auch an die Kaseindustrie gestellt, da diese ihre Produkte weltweit vertreibt. Somit missen
alle eingesetzten Hilfsstoffe, wie Starterkulturen und Gerinnungsenzyme koscher und halal-
zertifiziert sein. Chymaosin, welches mikrobiell und fermentativ gewonnen wird, erflllt diese
Bedingungen bereits, wohingegen Naturlab dies nicht tut. Bisher eingesetzte mikrobielle
Lipasen erflillen nicht die gewlinschten Vorgaben beziiglich ihrer Funktionalitat. Mit diesen
Lipasen hergestellte Kase werden mit zunehmender Reifedauer seifig und weichen daher
von den sensorischen Anspriichen ab. Enzyme aus Speisepilzen von Wildtyp-Stdmmen sind
fur die Verwendung fir die Lebensmittelherstellung von besonderem Interesse, da gute

Ausbeuten ohne den Einsatz gentechnischer Optimierungen erzielt werden kdnnen.

1.1 Biokatalysatoren

In der Lebensmittelproduktion ist die Biotechnologie seit vielen Jahrtausenden im Einsatz.
Dabei fungieren Mikroorganismen wie Pilze, Hefen und Bakterien als Biokatalysatoren.
Diese werden fiur die Produktion fermentierter Lebensmittel wie Kase, Sauerteig, Wein, Bier
oder Essig verwendet (Kirk et al., 2002). Aber nicht nur im Bereich der Lebensmittelindustrie
ist der Einsatz der Biotechnologie von groRem Nutzen, sondern auch andere Bereiche, wie
z.B. die Pharmaindustrie, sind immer mehr daran interessiert biotechnologisch zu
produzieren (Ogawa und Shimizu, 1999; Tao und Xu, 2009).

Alle lebenden Organsimen enthalten Biokatalysatoren, welche als Enzyme bezeichnet
werden (Patel et al., 2016). Mikroorganismen sind in der Natur weit verbreitet und sind in der
Lage, unter extremen Lebensbedingungen zu existieren (Borges et al., 2009). Es kann

zwischen Ganz-Zellsystemen und isolierten Enzymen unterschieden werden, die aus
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Bakterien, Hefen und Pilzen gewonnen werden kdnnen. In diesen Fallen z&hlen die Pilze zu
den meist erforschten Ganz-Zellsystemen. Vor allem Basidiomyceten, welche zu den
hoheren Pilzen mit rund 31.500 bekannten Arten z&ahlen (Kirk und Ainsworth 2008), sind von
Bedeutung, denn sie produzieren ein breites Spektrum an sekundaren
Stoffwechselprodukten, die fur die Industrie sehr nitzlich sind (Quin et al., 2013).

In lebenden Prozessen sind Biokatalysatoren fur alle biochemischen Reaktionen
verantwortlich und werden aus Grunden der Sicherheit, Energieeinsparung und Gesundheit
immer haufiger eingesetzt (Wohlgemuth, 2010, Leresche und Meyer, 2006, Carvalho, 2011).
Sie katalysieren Reaktionen unter milden Bedingungen, meist neutralem oder schwach
saurem pH-Bereich und niedrigen Temperaturen (Hollmann et al., 2011, Carvalho, 2011).
Aufgrund des optimalen Temperaturbereichs von 20°C bis 40°C, bei dem die meisten
Enzyme arbeiten, konnen unerwiinschte Nebenreaktionen weitgehend unterdriickt werden
(Loughlin, 2000). Ebenfalls von Vorteil sind die hohe Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat
einiger Enzyme (Riva, 2001, Sweers und Wong, 1986, Loughlin, 2000, Schmid, Dordick et
al., 2001, Hudlicky und Reed 2009). Von Nachteil sind die aufwendigen Verfahren zur
Reinigung und Isolierung der Enzyme vor ihrer Verwendung. Vielfach werden auf3erdem
noch Co-Faktoren benétigt. Sehr haufig sind auch mehrere Enzyme an einer Reaktion
beteiligt, was durch die begrenzte Verfiigbarkeit mancher Enzyme die Anwendung erschwert
(Carvalho, 2011).

1.1.1 Vorkommen von Lipasen

Lipasen sind Enzyme, die ubiquitar in allen lebenden Organsimen vorkommen. In
Eukaryonten kénnen sie in Zellorganellen, oder auch auRerhalb von Zellen vorliegen. Dabei
spielen sie im Metabolismus, der Aufnahme und dem Transport von Lipiden eine Rolle. In
Bakterien und niederen Eukaryonten treten Lipasen intrazellular auf oder werden sekretiert,
um Lipidsubstrate in der Umwelt abzubauen. Enzyme aus Pilzen und Bakterien haben das
grote Potential als Biokatalysatoren in der Industrie eingesetzt zu werden. Sie sind
meistens sehr robust, mittels Fermentation leicht herzustellen und einfach aus dem
Kulturmedium zu gewinnen. Als Folge dessen kdnnen eine grof3e Anzahl an mikrobiellen
Enzymen von gewerblichen Produzenten erworben werden. Die meisten bakteriellen Lipasen
stammen aus Pseudomonas-, Burkholderia-, Alcaligenes-, Actinobacter-, Bacillus- und

Chromobacterium-Spezies (Lotti und Alberghina, 2007).
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Dass vor allem Pilze in der Lage sind, Lipasen zu produzieren wurde in einigen
verschiedenen Lebensrdumen festgestellt. Aufmerksamkeit erlangten Pilzlipasen vor allem
aufgrund ihrer Stabilitat, Selektivitat und ihrer breiten Substratspezifitat. Zu den Gattungen
der lipaseproduzierenden Pilze z&hlen vor allem Mucor (z.B. M. miehei), Rhizopus (z.B.
R. pusarrhizus, R. japonicus, R. niveus), Aspergillus sp. (z.B. A. niger, A. terreus), Candida
(z.B. C. rugosa), Geotrichum, Rhizomucor, Humicola, Yarrowia und Penicillium sp. (Yamane,
1987, Yadav et al., 1998, Benjamin und Pandey, 1998, Gulati et al., 1999, Tan et al., 2003,
Larios, 2004, Ellaiah et al., 2004, Lotti und Alberghina, 2007).

1.1.2 Struktur und Funktion von Lipasen

Lipolytische Enzyme spielen eine wichtige Rolle bei der Umsetzung wasserunldslicher
Komponenten wie Lipiden (Beisson et al., 2000). Lipasen werden der Enzym-Klasse der
Hydrolasen zugeordnet (EC 3.1.1.3, Triacylglycerol Lipasen). Sie sind in der Lage,
Triglyceride in Diglyceride, Monoglyceride, freie Fettsauren und Glycerol zu spalten (Houde
et al., 2004, Ray, 2012). Den Lipasen wird eine enorme wissenschaftliche Aufmerksamkeit
zu Teil, da sie nicht nur in der Lage sind Carboxylester-Bindungen zu hydrolysieren, sondern
auch Veresterungen und Umesterungen in nicht wassrigen Medien zu katalysieren. Aufgrund
dieser Vielseitigkeit finden Lipasen in vielen Bereichen wie in der Lebensmittel-, Pharma-

und Waschmittelindustrie, um nur einige zu nennen, Anwendung (Houde et al., 2004).

Sowohl Esterasen (EC 3.1.1.1, Carboxylesterasen) als auch Lipasen (EC 3.1.1.3)
hydrolysieren Esterbindungen. Wéahrend Lipasen eine hohe Aktivitat gegeniber Substraten
im aggregierten Zustand zeigen, weisen Esterasen die hochste Aktivitdt gegenuber
Substraten im gelosten Zustand auf (Fojan et al., 2000). Somit sind Lipasen als einzige in
der Lage, an der Grenzschicht zwischen Ol und Wasser zu arbeiten (Gupta et al., 2003).

Unlo6sliche Lipidverbindungen, die in wassrigen Losungen zur Aggregation neigen, zéhlen zu
den natirlichen Substraten von Lipasen. Sarda und Desunuelle beschrieben einen
deutlichen Anstieg der Lipaseaktivitit, sobald die Substratkonzentration die
Loslichkeitsgrenze Ubersteigt. Dabei handelt es sich um den gro3ten Unterschied zu den
Esterasen (Sarda und Desnuelle, 1958). Fur die Aktivierung von Lipasen ist somit die
Bildung einer Grenzflache zwischen dem aggregierten Substrat und der wassrigen Lésung
notwendig. Dieses Phanomen wird auch als Grenzflachenaktivierung bezeichnet und wird
durch die dreidimensionale Struktur der Lipaseenzyme erklart (Winkler et al., 1990, Brady et

al., 1990). Studien zeigen, dass die aktive Seite des Enzyms von der Lésung durch eine
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bewegliche Struktur, dem sogenannten ,lid“ oder ,flap“, zu Deutsch Deckel, abgeschirmt ist.
Um ein aktives Enzym mit einem freien katalytischen Zentrum fur das Substrat zu erhalten,
muss dieser Deckel geotffnet werden. Zwischen einzelnen Enzymen kommt es zu
Abweichungen des Offnungsmechanismus, aber es fuhrt in jedem Fall zur Ausbildung eines
offenen, frei zuganglichen aktiven Zentrums und einer ausgepréagten hydrophoben Lipid-
Bindungsstelle (Lotti und Alberghina, 2007). Allerdings trifft die Klassifizierung von
lipolytischen Enzymen als wahre Lipase (EC 3.1.1.3) auf Grundlage der
Grenzflachenaktivierung und des Vorhandensein einer Deckel-Struktur nicht in jedem Fall
zu. Es wurden auch Lipasen beschrieben, die keinen Deckel haben oder einen Deckel
haben, aber ohne Grenzflachenaktivierung arbeiten (Verger, 1997). Daher ist die Definition
von Lipasen als Carboxylesterasen, die die Synthese und die Hydrolyse von langkettigen
Acylglycerolen katalysieren, weitestgehend akzeptiert und trifft auf die Beschreibung aller

bekannten Lipasen zu (Lotti und Alberghina, 2007).

GroRRe Unterschiede bezuglich der Herkunft, zellularer Lokalisation und Funktion der Lipasen
resultieren in einem hohen Ausmafd an biochemischer Variabilitat. Diese Vielfaltigkeit
spiegelt sich vor allem in den stark variierenden molekularen Massen, dem pH- und
Temperaturoptimum, sowie posttranslationalen Modifikationen als auch in ihren Substrat-
und Reaktionsspezifitaten wider. Ausgestattet mit einer gro3en Spanne von Optima und
Spezifitdten kdénnen diese unter verschiedenen Prozessbedingungen eingesetzt werden.
Molekulare Massen bekannter Lipasen reichen von ca. 20 kDa im Falle der kleinen,
deckellosen Lipase A von Bacillus subtilis und Bacillus cutinas von Fusarium solani pisi, bis
hin zu ca. 60 kDa fir die gréRRere Pilzlipasen aus z. B. Geotrichum candidum. Unabhéangig
davon weisen die meisten Lipasen dieselbe Architektur auf und z&hlen zu einer einzigen
Proteindoméane. Die Spanne der Temperaturoptima, liegt in den meisten Fallen zwischen
30 °C und 60 °C. Das pH-Optimum der meisten Lipasen, die als Biokatalysatoren eingesetzt
werden, liegt im neutralen und alkalischen Bereich, in manchen Fallen auch tber einem pH-
Wert von 9 wie z.B. bei Pseudomonas- und Bacillus- Lipasen. Weniger verbreitet sind
Lipasen, die ihr Optimum bei einem sauren pH-Wert von 3 haben (Lotti und Alberghina,
2007). Gupta et al. (2004a) beschrieben Lipasen aus Bacillus sp., die tiber einen grof3en pH-
Bereich aktiv sind. Ein weiterer Vorteil dieser Enzyme ist deren Stabilitét, sie sind auch in

organischen Ldsungsmitteln aktiv und benétigen keine Co-Faktoren (Bornscheuer, 2002).

Das Potenzial der Lipasen fur den Einsatz als Biokatalysatoren beruht auf3erdem auf ihrer
Selektivitdt und Spezifitat, welche die genaue Einstellung der Reaktionen ermdglichen. Dabei
wird zwischen Regioselektivitat (Position des Substratmolekils an der Esterbindung, welche
hydrolysiert oder ausgebildet wird), Chemoselektivitéat (Eigenschaften des Substrates) und

Stereoselektivitat unterschieden. Die meisten bekannten Lipasen sind 1,3- regiospezifisch,
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nur wenige sind in der Lage eine Bindung an der Sy, Position zu hydrolysieren und somit die
vollsténdige Hydrolyse des Triglycerids zu freien Fettsauren zu katalysieren. Bezuglich der
Fettsaureselektivitat sind Lipasen in der Lage, die Hydrolyse mittel- bis langkettige
Fettsaureketten von C,4 bis Cyg, selten bis C,, mit unterschiedlicher Effizienz zu katalysieren
(Lotti und Alberghina, 2007). In Abbildung 1.1 ist die Hydrolyse eines Triglycerids zu Glycerol
und freien Fettsduren durch Lipasen dargestellt.

0O
R~
0 O»_ OH
R Lipase 0
éfo + 3 H0 =—/]—— OH 4+ 3 >—R
HO
O OH
R
o]

Abbildung 1.1 Hydrolyse von Triglyceriden durch Lipasen (modifiziert nach Singh und Mukhopadhyay,
2012)

1.1.3 Einsatz von Lipasen in der Lebensmittelindustrie

Lipasen werden verstarkt in der milchverarbeitenden Industrie eingesetzt, um Milchfette zu
hydrolysieren. Durch intermolekulare Umesterung kdnnen Fette modifiziert werden, wodurch
das Aroma verschiedener Kasesorten verandert werden kann. Gegenwartige Anwendungen
schlieRen auch die Beschleunigung der Kasereifung und der Lipolyse von Butter, Fett und
Sahne mit ein. Freie Fettsauren, die durch Lipasen aus Milchfett freigesetzt werden, sind in
vielen Milchprodukten enthalten, so auch in Weichkase mit dem charakteristischen pikanten
Aroma. Zur Verbesserung des Kasearomas werden traditionell Lipasen aus tierischem
Gewebe wie der Bauchspeicheldriise von Rindern und Schweinen oder pragastrischem
Gewebe von jungen Wiederkauern wie Kitz, Lamm und Kalb genutzt (Ghosh et al., 1996,
Sharma et al., 2001, Ray, 2012).
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1.1.3.1 Préagastrische Esterasen

Enzyme, welche aus oralem Gewebe von Saugetieren sekretiert werden, werden als
pragastrische Esterasen (PGE) bezeichnet. Dabei handelt es sich um die am weitesten
verbreitete Bezeichnung fur esterolytische bzw. lipolytische Enzyme. Weitere Bezeichnungen
fur Enzyme oralen Ursprungs sind glandulare Enzyme, oral-glanduldes Praparat, orale
Lipase, linguale Lipase, pharyngeale Lipase oder Speichellipase. Um das typische Aroma
italienischer Késesorten und Feta-Kase zu generieren und um die Aromabildung in anderen
Kéasesorten und kaseéhnlichen Produkten auszubilden, werden Préparate der pragastrischen
Esterasen von Kalb, Ziegenkitz und Lamm kommerziell genutzt. Butterfett, welches durch
pragastrische Esterasen modifiziert wurde, findet Anwendung in einer breiten Gruppe von
verarbeiteten Lebensmitteln, um diesen ein milchproduktdhnliches Aroma zu verleihen.
Pragastrische Esterasen, noch nicht als solche bekannt, wurden von Ké&seherstellern in
Italien seit Generationen eingesetzt, da das Enzym in Labpasten-Praparaten, welche zur
Milchgerinnung eingesetzt wurden, enthalten war. Daraus hergestellte Kasesorten,
vorzugsweise Provolone und Romano, wiesen ein charakteristisches pikantes Aroma mit
einer pfeffrigen Note auf. Kase aus konventionell gewonnenem animalischem Lab, welches
aus gereinigten Labmagen extrahiert oder durch Fermentation gewonnen wurde, wiesen kein

typisches, pikantes Aroma auf (Nelson et al., 1977).

1.1.3.2 Einfluss von Lipasen auf den Kasereiprozess

Die kommerziell erhéltlichen pragastrischen Lipasen sind als flissige Extrakte, als Paste und
als vakuum- oder gefriergetrocknetes Pulver erhéltlich (Caro et al., 1995, Jooyandeh et al.,
2009). Jede dieser Arten der pragastrischen Lipasen bilden ihr eigenes, charakteristisches
Aromaprofil aus: ein buttriges und leicht pfeffriges Aroma bei Lipasen aus Kalbern, ein
scharfes, pikantes Aroma bei Lipasen aus Kitzen und ein starkes scharfes Aroma bei
Lipasen aus Lammern (Anon, 2008). Die Lipasen aus Bauchspeicheldrisen stammen in der
Regel aus dem Pankreas von Rindern, Schafen und Schweinen. Der Nachteil tierischer
Lipasen ist, dass sie nicht fur die Herstellung von vegetarischen und koscher- bzw. halal-

zertifizierten Lebensmitteln eingesetzt werden kénnen (Jooyandeh et al., 2009).

Die Kombination einer Lipase aus Kalbermagen und einer pragastrische Lipase aus Ziegen

half bei der Herstellung von Cheddar- oder Provolone-Kase, welche eine besser Qualitat
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aufwiesen als Kéase, die nur mit einer pragastrischen Lipase hergestellt wurden (Lai et al.,
1997).

Efthymiou und Mattick (1964) beschrieben die Herstellung von Feta-Kése mit pasteurisierter
Milch, Kulturen von Streptococcus lactis und Lactobacillus casei, einer préagastrischen
Esterase (Capalas-KL) und flissigem Lab. Das Aroma des Kases war angenehm salzig,
essigsauer, mild und charakteristisch ranzig. Die Konsistenz des Kases war weich und
cremig und hatte einen gut zu schneidenden Kasekorper. Fir die Ausbildung des
charakteristischen Aromas von Feta-Kése war ein Gemisch aus den Kulturen S. lactis mit
entweder L. casei oder L. acidophilus notig. Dem K&se ohne Lactobacillus-Kulturen fehlte es
an Aroma und Weichheit des Kasekorpers, wahrend der Kase ohne Streptococcus-Kulturen

sehr 16slich und schdumend war.

Das Aroma von Feta-K&se hoher Qualitdt unterschied sich vom bitteren, untypischen,
ranzigen und unreinen Aroma anderer Produkte, welche durch Milchlipasen, Capalase-K
(PGE vom Kitz) oder Italase (PGE vom Kalb) hergestellt wurden. Durch eine
Homogenisierung wurden diese Fehler sogar verstarkt. Das gewiinschte ranzige Aroma
entwickelte sich in Kase, welche mit Capalase-KL (PGE vom Kitz und Lamm) und Capalase-
L (PGE vom Lamm) hergestellt wurden. Die freien Fettsduren von C, bis C;o waren laut
chemischen Analysen fir das ranzige Aroma von Feta-Kédse verantwortlich. Ein
unangenehmes, ranziges Aroma entwickelte sich hingegen in Kase mit hohen Gehalten an
C1, oder hoheren Fettsauren (Efthymiou und Mattick, 1964).
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1.2 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, spezielle Lipasen aus Speisepilzen zu isolieren, um diese als Ersatz
fur die bisher eingesetzten animalischen Lipasen aus Ziege, Lamm und Kalb im

Kasereiprozess einzusetzen.

Anhand eines Screenings in Submerskultur sollten verschiedene essbare Basidiomyceten
auf das Vorhandensein geeigneter Lipasen untersucht werden. Mittels photometrischer
Assays wurde das Esterase-/Lipase-Sekretionsprofil der Basidiomyceten substratspezifisch
gquantitativ im Kulturiiberstand erfasst. Die Selektion geeigneter Kandidaten erfolgte durch
den Vergleich mit dem Hydrolyseprofil der Ziegenzungengrundlipase (opti-zym z10uc),
welche zuvor biochemisch charakterisiert werden sollte. Dazu sollte eine Optimierung der
Medienzusammensetzung und durch Zusatz geeigneter Induktoren eine Steigerung der
Sekretion extrazellularer Esterasen/Lipasen erfolgen. Die Isolierung der Zielenzyme sollte
anschlieend mittels verschiedener Reinigungsmethoden wie der Schaumfraktionierung,
Ammoniumsulfatfallung und einer Reinigung mittels Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) erfolgen.

Ausgewahlte Lipasen sollten in Kooperation mit dem Projektpartner optiferm GmbH im
Kasereiprozess eingesetzt werden. Die hergestellten Testkase sollten anschlieRend nach
verschiedenen Lagerperioden im Vergleich zum Referenzprodukt, hergestellt mittels
Ziegenzungengrundlipase, sensorisch beurteilt werden. Die Charakterisierung der durch die
Lipasen freigesetzten Fettsauren im Kase sollte instrumentell-analytisch mittels
Festphasenmikroextraktion (SPME) in Kopplung mit der gaschromatographischen Analyse

mit massenspektrometrischer Detektion durchgefihrt werden.

Aussichtsreiche Lipasen aus Basidiomyceten sollten mittels chromatographischer und
elektrophoretischer  Methoden eingehend biochemisch charakterisiert und  zur
molekularbiologischen Charakterisierung der gereinigten Enzyme mittels Elektrospray-
Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) ansequenziert werden. Dazu erfolgte eine
RNA-Isolierung aus dem Myzel mit anschlieBender Erststrangsynthese mittels reverser
Transkription der Gesamt-RNA in cDNA. Anhand der Peptiddaten sollten Primer abgeleitet
werden, die zur Amplifizierung der codierenden cDNA fur das Zielenzym zur Polymerasen-

Kettenreaktion (PCR) eingesetzt werden sollten.



2 Material und Methoden

2.1 Enzyme

Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt.

Tabelle 2.1 Verwendete Enzyme

Enzym

Verwendung

Hersteller

M-MLV Reverse

Transcriptase

PrimeScript " Reverse
Transcriptase

Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase

Q5® High-Fidelity DNA
Polymerase

TaKaRa Ex Tag® DNA
Polymerase
RNase-Free DNase
RNase OUT

RNase A
ExpressLink™ T4 DNA
Ligase

cDNA-Synthese

cDNA-Synthese

PCR

PCR

PCR

DNA-Verdau

RNase Inhibitor
RNase Inhibitor

aus Zero Blunt® PCR
Cloning Kit

Invitrogen™ Thermo Fisher
Scientific Life Tehnologies
GmbH, Darmstadt

Takara Bio Inc, Saint-
Germain-en-Laye,
Frankreich

New England BioLabs®
GmbH, Frankfurt am Main
New England BioLabs®

Takara Bio Inc

Qiagen N.V., Hilden
Invitrogen™
Invitrogen™

Invitrogen™

2.2 Mikroorganismen

Die fur das Screening verwendeten Mikroorganismen (Tabelle 2.2) wurden Uber das Leibniz-

Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ

Braunschweig) und Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Niederlande)
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sowie von Intermed Discovery (IMD) bezogen und in die Stammsammlung des Instituts fur

Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie der JLU Giel3en aufgenommen.

Tabelle 2.2 Verwendete Mikroorganismen

Stammnummer | Organismus Kirzel Herkunft

5 Pleurotus sapidus PSA Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH
(DSMZ), Braunschweig

16 Lentinula edodes LED Centraalbureau voor
Schimmelcultures
(CBS), Utrecht, NL

39 Lentinus squarrosulus LSQU DSMZ

43 Panellus serotinus PSER DSMZ

59 Hypholoma capnoides HCA DSMZ

60 Kuehneromyces mutabilis | KUM DSMZ

61 Lycoperdon pyriforme LYP DSMZ

67 Fistulina hepatica FHE DSMZ

79 Laetiporus sulphureus LSU DSMZ

87 Armillaria bulbosa ABU DSMZ

100 Pleurotus eryngii PER DSMZ

103 Hericium erinaceus HER IMD

106 Auricularia fuscosuccinea | AFU DSMZ

114 Pleurotus citrinopileatus PCI DSMZ

115 Pleurotus flabellatus PFLA DSMZ

127 Hericium cirrhatum HCI CBS

128 Hericium coralloides HCO CBS

136 Polyporus umbellatus PUM CBS

10



160

161

162

166

168

171

186

187

194

201

202

221

229

Flammulina velutipes
Hypsizygus tessulatus
Clitocybe geotropa
Agrocybe aegerita

Flammulina velutipes

Lactarius deliciosus
Armillaria melea
Pleurotus ostreatus
Kuehneromyces mutabilis
Piptoporus betulinus
Macrolepiota procera
Phallus impudicus

Armillaria gallica

FVE-D

HTE

CGE

FVE-F

LDE

AMEL

POS-2

KMU-F

PBE

MPR

PIM

AGAL

Material und Methoden

DSMz

DSMz

CBS

Sylvan Inc., Horst, NL
Falk Amelung (FAM),
AG Prof. Dr. Zorn,
Justus-Liebig-
Universitat Giel3en
CBS

DSMZ

Yoichi Honda, Kyoto
University

FAM

FAM

FAM

FAM

FAM

11



2.3 Molekularbiologische Materialien

2.3.1 GrofRRenstandards

Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Grolienstandards, Kits und Oligonukleotide sind in Tabelle
2.3, Tabelle 2.4 und Tabelle 2.5 aufgelistet.

Tabelle 2.3 Verwendete GroRenstandards

Bezeichnung

Hersteller

ProteingréRenstandards

Unstained Protein Molecular Weight Marker

PageRuler Unstained Protein Ladder
SERVA Native Marker Liquid Mix

IEF Marker 3-10, Liquid Mix

Serva

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt
Thermo Fisher

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

DNA-GroRRenstandards

100 bp-DNA-Ladder
1 kbp-DNA-Ladder

Carl Roth

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

2.3.2 Kits

Tabelle 2.4 Verwendete kommerzielle Kits

Kit

Verwendung

Hersteller

RNeasy® Plant Mini Kit
NucleoSpin® Gel and PCR-
Clean-up

Zero Blunt® PCR Kloning Kit

RNase-Free DNase Set
Serva Gel™ N Native Starter
Kit

GroRRenstandard

RNA Isolierung

Isolierung und Reinigung von
DNA aus Agarosegel-
Banden

Klonieren und

Transformieren

DNA Verdau
native PAGE

Gelfiltrationschromatographie

Qiagen N.V., Hilden
Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, Weilmunster

Invitrogen™ Thermo Fisher
Scientific Life Tehnologies
GmbH, Darmstadt

Qiagen

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Bio Rad

12



2.3.3 Oligonucleotide

Material und Methoden

Tabelle 2.5 Verwendete Oligonucleotide

Nr. Name Sequenz Tm Hersteller
[°C]
Transcribed Spacer Region (ITS-Region)
8364 ITS1 5-“TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' eurofins
Genomics
GmbH,
Ebersberg
8366 ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 58 eurofins
8367 ITS5 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3 58 eurofins
Amplifizierung von cDNA bzw. gDNA von Flammulina velutipes
79 Poly dT Primer 5% 48 eurofins
TTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTITITTITITTT-
3¢
NKr1 | Fvelu_lip_fw 5-ATGACTAGGGCGCCATTAC-3' 49 biomers.
net
GmbH,
Ulm
NKr 2 Fvelu_lip_rv 5-TCAAATGGCCCATGGG-3 50 biomers
NKr 3 NKr_Lip_revl 5-TCTTCCGAAGTCGGACC-3' 47 biomers
NKr4 | NKr_Lip_forl 5-CAACTTCCTGTTGTTGCGT-3 54 biomers
NKr5 | NKr_Lip_rev2 5-TTGATCCCAAACTGCGGCGC-3 63 biomers
NKr 6 | NKr_Lip_for2 5-CACTGCGATCCTTCTGGAAC-3' 52 biomers
NKr7 | FVE-D_NKr7_for 5-CCTCAGAACCTTATATTGCAGG-3' 55 biomers
NKr 8 | NKr8_LIP_for 5-GTTACATATATCTCTGGCAGCG-3 50 biomers
NKr9 | NKr_LIP_rev 5-GGCCATATACGTATGCTTCGA-3 53 biomers
Amplifizierung von cDNA bzw. gDNA von Pleurotus citrinopileatus
NKr10 | poly T S5-“TTTTTTTTTTTTTTTITTIT-3 38 biomers
NKr 11 | NKr_PCI_consforl | 5-GCATTACGATGGATCCAG-3' 45 biomers
NKr 12 | PCI_c1+2 for 5-ATGTTCTTCGTTCTACAGGT-3 43 biomers
NKr 13 | PCI_c1 revl 5-TCATAGTGGGTTGGCAAGAG-3' 50 biomers
NKr 14 | PCl_c2_revl 5-TCAAAGTGGATTTGCTAGAG-3' 45 biomers
NKr 15 | PCI_cons_revl 5-CTGGATCCATCGTAATGC-3' 45 biomers

13



NKr 16 | PCI_forl_gDNA
NKr 17 | PCl-for2_gDNA
NKr 18 | PCl-for3_gDNA
NKr 19 | PCl-for4_gDNA
NKr 20 | PCl-revl_gDNA
NKr 21 | PCl-rev2_gDNA
NKr 22 | PCl-rev3_gDNA
NKr 23 | PCl-rev4d_gDNA

5-TTGGGCTCTTCGCCATTC-3
5-CAGCATTTGGCCCTGCTT-3'
5-TCCAAGCTTCCTGTGGCAGT-3'
5-TCCATACAGCTTGGCGAGC-3
5-CATGATTCCCATCGTTCGC-3
5-CGTAAGAAAAACGCCGTCG-3'
5-GGAAAGCCCACGTGTTCTGT-3
5-TTCGGCCAGTTGATTCCG-3'

Material und Methoden

53 biomers
54 biomers
55 biomers
54 biomers
54 biomers
54 biomers
54 biomers

54 biomers

2.4 Chemikalien

2.4.1 Referenzverbindungen und Substrate

In Tabelle 2.6 sind verwendete Referenzverbindungen sowie Substrate aufgefiihrt.

Tabelle 2.6 Verwendete Referenzverbindungen und Substrate

Substrat Bemerkung/Reinheit Hersteller
a-Naphthylacetat BioChemica AppliChem
a-Naphthylbutyrat 98+% Alfa Aesar, Karlsruhe

p-Nitrophenylacetat

p-Nitrophenylbutyrat

p-Nitrophenylhexanoat

p-Nitrophenyloctanoat

p-Nitrophenylpalmitat

p-Nitophenylvalerat

opti-zym z10uc

Piccantase® KLC

ltalase® C

esterase substrate

> 98%
2 95,0%

Naturliche, pulverférmige

Ziegenlipase

Sigma Aldrich, St.
Louis

Santa Cruz
Biotechnology, Dallas
TCI, Tokyo

Sigma Aldrich, St.
Louis

Sigma Aldrich, St.
Louis

Sigma Aldrich, St.
Louis

optiferm GmbH, Oy-
Mittelberg

DSM, Heerlen
DSM, Heerlen

14



2.4.2 Chemikalien und Losungsmittel

Material und Methoden

Verwendete Chemikalien und Losungsmittel sind in Tabelle 2.7 aufgelistet.

Tabelle 2.7 Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Chemikalie Reinheit/Bemerkung Hersteller
Aceton Techn. -
Acetonitril HPLC, Gradient Grade VWR International

Agar-Agar Kobe |

Agarose

Albumin Fraktion V

Aluminiumsulfat-Hydrat
L-Asparagin-Monohydrat
Ameisensaure
Ammoniumbicarbonat

Ammoniumnitrat

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ammoniumsulfat
Ammoniumsulfat-Hydrat
Azocasein

Bromphenolblau Natriumsalz

Buttersaure

Calciumchlorid-Dihydrat
Citronenséure
Coomassie Blue G 250
Coomassie Blue R 250
Decansaure

Desoxycholsaure-Natriumsalz
Desoxynucleosidtriphosphat

reinst

fur die Gelelektrophorese

> 98%, pulv., bovine Albumin
Fraction V

krist.

>99%,CELLPURE®

98%, p.a.

>99%

98% zur Analyse

fur die Molekularbiologie

= 99%, Enzymqualitat
299,5%, p.a.

fur die Elektrophorese
99%

zur Analyse
299,5%, Ph. Eur.

99%, zur Synthese

2 93%, fur die Biochemie
299%

GmbH, Darmstadt
Carl Roth

Biozym Scientific

GmbH, Oldendorf
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

VWR

Sigma Aldrich
Acros Organics
(Fisher), Schwerte
AppliChem GmbH,
Darmstadt

Carl Roth

Carl Roth

Sigma Aldrich

Carl Roth

Alfar Aesar GmbH&
Co K.G, Karlsruhe
AppliChem

Carl Roth
AppliChem
AppliChem

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich

15



dNTPs: dATP, dCTP, dGTP,
cTTP
Diammoniumperoxodisulfat
Dichlormethan
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

Dithiothreitol (DTT)
Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat
Essigsaure

Ethanol

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure-
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)
Fast Blue RR Salt

D-(+)-Glucose-Monohydrat
Glycerol
Glycin

Gummi arabicum

Hefeextrakt

Hexan

Hexansaure
IEF Anode Buffer

|IEF Cathode Buffer

IEF Gel

IEF Probenauftragspuffer

lodacetamid

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumdihydrogenphosphat

fur die Molekularbiologie
>99,5%

299% p.a.

zur Analyse

fur die Mikrobiologie

p.a.

Rotipuran®, 100% p.a.
HPLC-Grade Rotipuran®
299,8% p.a.

299,5%, reinst

p.a.

kristallin

fur die Mikrobiologie
100%
299%, p.a.

reagent grade

Molecular Genetics
wasserfrei, AnalaR
NORMAPUR® zur Analyse
99%

powder (Running Buffer KIT)

powder (Running Buffer KIT)
ServaGel™ IEF 3-10
IEF sample buffer (2x) sterile

filtered

> 99%

299,8%, p.a.
Reinst, Ph. Eur.
= 99%, p.a., ACS

Material und Methoden

AppliChem

Carl Roth

Carl Roth

Bernd Kraft GmbH,
Duisburg
AppliChem
AppliChem

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Applichem

Sigma Aldrich, St.
Louis
Carl Roth

Merck
Carl Roth

Sigma Aldrich, St.
Louis
ChemAlert®

VWR

Alfa Aesar

Serva
Electrophoresis,
Heidelberg
Serva
Electrophoresis,
Heidelberg
Serva
Electrophoresis,
Heidelberg
Serva
Electrophoresis,
Heidelberg
AppliChem

Carl Roth
AppliChem
Carl Roth

16



Kartoffel-Extrakt
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat
LB-Medium (Lenox)

LB-Agar (Lenox)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Malzextrakt

Mangan(ll)-sulfat-Monohydrat
R-Mercaptoethanol
Methanol

Midori Green Advance

Midori Green Direct
Natriumacetat, wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Natriumhypochlorit
Octansaure

Pepton aus Soja
Phosphorséaure

RapiGest" SF Surfactant

Rinderserumalbumin (BSA)
Roti-Nanoquant® 5x
Rotiphorese® Gel 40

Salzsaure
N,N,N,N’-Tetramethylethyldiamin
(TEMED)

Trichloressigsaure
Tris-Hydrochlorid

C,C,C-Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan (Tris-Base)

fur Mikrobiologie
min. 99%

fir Mikrobiologie
fir Mikrobiologie
>99%

fir Mikrobiologie

99%
99%, p.a.
299,8%, HPLC grade

299% p.a.

>99,8%

Ph. Eur.

299% p.a.

13% Technical Grade
299,5%, zur Synthese

fir Mikrobiologie
Rotipuran® 85%, p.a., ACS,
ISO

>98%, flr die Molekularbiologie
5x Konzentrat

Gebrauchsfertige,
gasstabilisierte, wassrige 40%
Acrylamid-, Bisacrylamid-
Stammldsung im Verhéltnis
37,51

37% Rotipuran® p.a.

299%

2 99%, p.a.
PUFFERAN® 299%

PUFFERAN® 299%

Material und Methoden

Fluka Analytical
Alfa Aesar

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Fluka Analytical
(Sigma), Buchs
Alfa Aesar
Sigma-Aldrich
VWR

Nippon Genetics
Europe GmbH
Nippon Genetics
Carl Roth

Carl Roth
Merck

Carl Roth
AppliChem
Carl Roth
Fluka Analytical
Carl Roth

Waters GmbH,
Eschborn
Carl Roth
Carl Roth

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth
AppliChem

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth
Carl Roth

17
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Triton® X100 reinst. Carl Roth, Karlsruhe

Trypsin Promega GmbH,
Mannheim

Trypton 100% AppliChem

Tween® 80 Ph. Eur. Carl Roth

Zinksulfat-Heptahydrat p.a. AppliChem

2.4.3 Gase

In Tabelle 2.8 sind die verwendeten Gase aufgefiihrt.

Tabelle 2.8 Verwendete Gase

Gas Qualitat Lieferant

Helium 5.0 Praxair, Dusseldorf

Sauerstoff 2.5 Praxair

Sauerstoff 4.0 Praxair

Stickstoff 5.0 Praxair

Wasserstoff 5.0 Praxair

18



2.5 Gerate

Material und Methoden

2.5.1 Chromatographen

Die verwendeten

Chromatographen, die entsprechenden Trennsaulen sowie die

verwendeten Festphasenextraktionseinheiten sind in Tabelle 2.9, Tabelle 2.10 und Tabelle

2.11 aufgefinhrt.

Tabelle 2.9 Verwendete Chromatographen

Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Geraét NGC™ BioRad BioLogic Duo Flow
Chromatography
System

Hersteller Bio-Rad Laboratories Bio-Rad Laboratories GmbH,
GmbH, Minchen Minchen

Detektion UV-Detektion 280 nm UV-Detektion bei 280 nm

Fraktionssammler

BioRad BioLogic

BioFrac Fraction

BioRad BioLogic BioFrac

Fraction Collector

Collector
Datenaufnahme ChromLab 3.1 BioLogic Duo Flow
Gaschromatographen (GC)
Gerat Agilent 7890A, Agilent Technologies,
Hersteller Agilent Technologies Deutschland GmbH & Co. KG,
Waldbronn
Detektion Massenspektrometer Agilent Technologies 5975C VL

MSD with triple-Axis Detector

Bediensoftware

MassHunter GC/MS Aquisition B.07.01.1805

Auswertesoftware

MassHunter Workstation Software Qualitative Analysis

Version B.06.00

Datenbank

NIST Mass Spectral Search Programm Version 2.0g

Autosampler

MPS Multi Purpose Sampler Gerstel, CTC Analytics AG
Zwingen, CH

Software

Autosampler

Maestro Configuration 1.4.4.19
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2.5.2 Trennsaulen

Tabelle 2.10 Verwendete Trennsaulen

Material und Methoden

Saule/Zubehor Funktion Hersteller
FPLC-Saulen HiLoad™ 16/60 Gelfiltration GE Healthcare
Superdex™ 200 prep Bio-Sciences AB,
grade Uppsala, S
ENrich™ SEC 650 Gelfiltration BioRad
XK 26 Column Leerséule GE Healthcare
DEAE Sepharose™ Fast | Schwacher GE Healthcare
Flow Anionentauscher
GC-Séaulen VF-WAXms; Polare Trennséaule Agilent

30 m x 250 pm x 0,25 pm

Technologies
Deutschland
GmbH & Co. KG,

Waldbronn
Tabelle 2.11 Verwendete Festphasenextraktionseinheiten
Extraktionszubehor | Material Hersteller
SPME-Fiber DVB/PDMS (rosa) Supelco
SPME-Fiber DVB/CAR/PDMS (grau) | Supelco

20



2.5.3 Gerate

Material und Methoden

In Tabelle 2.12 und Tabelle 2.13 sind die verwendeten Gerdte sowie verwendete

Datenbanken und Software aufgefuhrt.

Tabelle 2.12 Verwendete Gerate

Gerat Modell Hersteller Zugehorige
Software
Autoklav (grof) Laboklav 160 MSL SHP Steriltechnik AG,
Detzel
Schloss/Satuelle
Autoklav (klein) Laboklav 25 B SHP Steriltechnik
Brutschrank IPP 5000 Memmert GmbH &
Co.KG, Schwabach
Dispergiergeréat T 25 digital Ultra- IKA®-Werke GmbH &
Turrax® Co.KG, Staufen
Eismaschine EF 103 easy-fit Scotsman®
Feinwaage BP 211D Sartorius Lab
Instruments GmbH &
Co. KG, Gdattingen
Filtriereinheit Ultrasette™ tangential | Pall Deutschland
Flow Device Holding GmbH % Co.
KG, Dreieich
Filtriereinheit Vivaflow 200 Sartorius Stedim
Biotech GmbH,
Gottingen
Filtriereinheit Macrosep® Advance Pall
Centrifugal Device 10
MWCO
Filtriereinheit Microsep® Advance Pall
Centrifugal Device 10
MWCO
Filtriereinheit Amicol Ultra-0.5 Merck Chemikals
Ultracel-PL Membran, | GmbH, Darmstadt
10 kDA
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Flowmeter (0 —7 L-h™)

Gelelektrophoresekammer

Gelelektrophoresekammer

Gelscanner

Gelscanner

Grobwaage
Heizblock

IEF-
Gelelektrophoresekammer

Inkubationsschuittler

Inkubationsschuittler

Kalte-Umwalzthermostat

Magnetrthrer

Magnetrthrer

Mikroplattenleser

Mikrowelle

Muffelofen

Multipipette

10A6242A
Mini-Protean® Tetra

System
PerfectBlue Mini S

DeVision DBOX mit

UV- Transilluminator

Bio 5000 MICROTEK

Atilon AcculLab

Accublock™ Mini

multiphor Il

MULTITRON®

Version 2

gyro-rocker SSL3

Minichiller®

RH basic 2

LAB DISC

Biotek Synergy 2

MWG 1227CB

B 130

Research pro 1200
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ABB Asea Brown
Boveri Ltd., Zirich
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen
PegLab
Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Decon Science Tec
GmbH,
Hohengandern
Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg
Sartorius

Labnet International
Inc., Edison, NJ, USA
GE Healthcare
Europe GmbH,
Freiburg

Infors GmbH,
Einsbach
Cole-Parmer GmbH,
Wertheim

Peter Huber
Kéltemaschinenbau
GmbH, Offenburg
IKA®

VWR International
GmbH, Darmstadt
BioTek Germany,
Friedrichshall

C. Bomann GmbH,
Kempten
Nabertherm GmbH,
Lilienthal

Eppendorf AG,
Hamburg

DeVision G

ScanWizard
Bio

Gen5 1.07;
Gen5 2.01
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Multipipette
Nanophotometer

PCR-Cycler

PCR-Werkbank

Peristaltikpumpe

pH-Meter

Pipettensatz

Pipettensatz

Real-time PCR
Detektionssystem

Reinstwasseranlage
Soxtherm-Apparatur
Spannungsquelle
Spannungsquelle

Spektralphotometer

Sterilwerkbank

Temperiereinheit fur
Spektralphotometer

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Research pro 100
NanoPhotometerTM
Pearl

T100TM Thermal
Cycler

Ultraviolet sterilizing
PCR Workstation
Masterflex® L/STM
easy-load ecolomy
drive

Seven Easy

PeqgPette
Transferpette®S:

10 mL; 1000 pL;

200 pL; 20 pL

CFX Connect™ Real-
Time System
Sartorius arium
611VF

Power Supply EV231
Power Supply EV262
Specord 50

HERAsafe KS 18

Ministat 125

Mini centrifuge
NGO02R

Mini centrifuge
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Eppendorf
Implen GmbH,
Munchen
Bio-Rad

PegLab

Cole-Parmer

Mettler-Toledo
International Inc.,
Greifensee, CH
PegLab

Brand GmbH & Co.
KG, Wertheim

Bio-Rad

Sartorius

Gerhardt GmbH &
Co.KG

PegLab

PegLab

Analytik Jena AG,
Jena

Thermo Fisher
Scientific Life
Tehnologies GmbH,
Darmstadt

Peter Huber

Nippon Genetics
Europe, Duren

Nippon

Bio-Rad CFX
Manager 3.0

WInASPECT
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Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Ultratiefkihlschrank

Vakuum Controller

Vortexmixer

NG002G

Microfuge® 22R
Microcentrifuge
Allegra® X-15R
Benchtop Centrifuge
Forma 900 Series

PC 3004 Vario, CVC
3000

Mixer UZUSIO VTX-
3000L
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Beckman Coulter
GmbH, Krefeld
Beckman Coulter

Thermo Fisher
Scientific Inc.,
Waltham
Vacuubrand GmbH &
Co.KG, Wertheim
LMS Laboratory &
Medical Supplies
GmbH & Co. KG,
Brigachtal
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2.5.4 Datenbanken und Bioinformatiksoftware

Tabelle 2.13 Verwendete Software und Datenbanken

Name

Funktion

Internetadresse

NCBI BLAST
Primer Design
Oligo Property
Scan

MultAlin

JGI BLAST
OriginPro 9.3
EXPASy
SwissModel*
Proteome
Discoverer™
14

Geneious 9.1.8

ExPASy
ProtParam

ExXPASYy Prosite

InterProScan
(EMBL-EBI)
NetNGlyc 1.0

NetOGlyc 4.0

SignalP 4.1

Datenbank
Primerkonstruktion

Nucleotid Alignments
Datenbank
Datenvisualisierung

3D-Modell Berechnung

Peptiddaten-Analyse

Sequenzanalyse

Sequenzanalyse

Proteindomanen, -
familien
Proteindomanen, -
familien
N-Glykosylierungsstellen
O-Glykosylierungsstellen

potentielle
Signalsequenzen

Blast.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST .cgi
eurofins.de

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
genome.jgi.doe.gov
originlab.com

swissmodel.expasy.org

Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen,
Germany

https://www.geneious.com/

https://web.expasy.org/protparam/

https://prosite.expasy.org/

http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-
search

http:/www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

*(Arnold et al., 2006, Bordoli et al., 2009, Biasini et al., 2014)
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2.6 Kulturfohrung
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2.6.1 Zusammensetzung von Nahrmedien und Losungen

2.6.1.1 Nahragar und —medien flur Vor- und Hauptkulturen

Die fur Vor- und Hauptkulturen eingesetzten Nahragar und —medien sind in Tabelle 2.14 bis

Tabelle 2.18 aufgefihrt.

Tabelle 2.14 Zusammensetzung des MEP-Agars

Chemikalie Konzentration [g L'l]
Agar Agar 15,0
Malzextrakt 30,0
Sojapepton 3,0

Der MEP-Agar wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 5,6 eingestellt und anschlielend

20 min bei 121 °C autoklaviert.

Tabelle 2.15 Zusammensetzung des Malzextraktpepton-Nahrmediums (MEP)

Chemikalie Konzentration [g L™]
Malzextrakt 30,0
Sojaprotein 3,0

Das Malzextraktpepton-Nahrmedium wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 5,6 eingestellt

und anschlieRend 20 min bei 121 °C autoklaviert.

Tabelle 2.16 Zusammensetzung des Kartoffel-Glucose-Nahrmediums (KG)

Chemikalie

Konzentration [g L™]

Kartoffel-Extrakt

Glucose

4,0

20,0

Das Kartoffel-Glucose-Nahrmedium wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 6,2 eingestellt

und anschlief3end 20 min bei 121 °C autoklaviert.
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Tabelle 2.17 Zusammensetzung der Standardnahrlésung (SNL)

Material und Methoden

Chemikalie

Konzentration [g L™]

Asparagin * 1 H,O
Glucose * 1 H,O
Hefeextrakt
KH,PO,
MgSO, * 1 H,0O

Spurenelementldésung

4,5

30,0
3,0
15
0,5

1 mL*L?

Das SNL-N&@hrmedium wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 6,0 eingestellt und

anschlieRend 20 min bei 121 °C autoklaviert.

Tabelle 2.18 Zusammensetzung der Spurenelementldsung

Chemikalie

Konzentration [g L™]

CuSO, * 5 H,O
EDTA
FeCl, * 6 H,O
MnSQO, * 1 H,0O

ZnS0O, * 7 H,O

0,005
0,400
0,080
0,030

0,090

27



Material und Methoden

2.6.1.2 Nahrmedien und Lésungen fur Transformationen

Die Zusammensetzungen der Nahrmedien die fur Transformationen zum Einsatz kamen sind
in Tabelle 2.19 und Tabelle 2.20 aufgefuhrt.

Tabelle 2.19 Zusammensetzung des Lysogeny-broth-Nahrmediums (LB)

Chemikalie Konzentration [g L™]
Trypton 10,0
Hefeextrakt 50
NaCl 10,0

Das Lysogeny-broth-Nahrmedium wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 7,0 eingestellt und

anschlieRend 20 min bei 121 °C autoklaviert.

Fur die Herstellung eines LBganamycin-Mediums wurde das Antibiotikum erst nach dem
Autoklavieren je nach Bedarf hinzugeflgt. Fir die Herstellung von LBkanamycin-Agarplatten
wurden die Bestandteile aus Tabelle 2.19 eingewogen und zusétzlich 15,0 g L™ Agar-Agar
hinzugefigt und autoklaviert. Erst nach dem Abkuhlen auf ca. 50 °C wurde das Antibiotikum

hinzugefiigt. Die Endkonzentration des Kanamycins betrug 50 pg mL™.

Die Kanamycin-Stammlésung (25 mg mL") wurden mit Reinstwasser hergestellt,
anschlie3end steril filtriert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.20 Zusammensetzung des SOC-Mediums

Chemikalie Konzentration [g L™]
Trypton 20,0
Hefeextrakt 50
NaCl 0,6
KCI 0,2
MgCl, * 6 H,O 2,0
MgSO, * 1 H,0 1,5
Glucose 4,0
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2.6.2 Stammhaltung

Ausgehend von der Stammsammlung des Instituts fir Lebensmittelchemie und
Lebensmittelbiotechnologie wurden die Pilzstamme auf Malzextraktpepton-Agarplatten
(MEPA) kultiviert. Zur Herstellung der Platten wurden die Medienbestandteile (Tabelle 2.14)
eingewogen, mit Reinstwasser ad 1 L aufgefillt, mit 1 M NaOH auf pH 5,6 eingestellt und fr
20 min bei 121 °C autoklaviert.

Auf die Agarplatten wurde mit einem sterilen Spatel mittig ein 1 cm? groRes, homogen mit
Pilzmyzel bewachsenes Agarstiick aufgesetzt, die Petrischale mit Parafilm verschlossen und
bei 24 °C im Brutschrank inkubiert. Die zu ca. 80% bewachsenen Agarplatten wurden
anschliel3end bei 4 °C gelagert und regelmaRig nach gleichem Verfahren tberimpft.

2.6.3 Vorkultur

Fur die Vorkulturfihrung wurde Malzextraktpepton-Medium verwendet. Dazu wurden die
einzelnen Medienbestandteile (Tabelle 2.15) eingewogen, mit 1 M NaOH auf pH 5,6
eingestellt und ad 1 L aufgefillt. Je 100 mL des Mediums wurden in 250-mL-
Erlenmeyerkolben tberfuhrt und mit einem Cellulosestopfen sowie Alufolie verschlossen. Die

Sterilisation der Medien erfolgte fir 20 min bei 121 °C im Autoklaven.

Ein ca. 1 cm? groRes, homogen bewachsenes Agarstiick wurde mit Hilfe eines sterilen
Spatels in 100 mL des Malzextraktpepton-Mediums Uberfiihrt und mittels Ultra-Turrax-
Dispergiergerat fir 30 s bei 10.000 U*min® homogenisiert. Die Vorkultur wurde unter
Lichtausschluss bei 24 °C im Inkubationsschuttler (150 rpm) inkubiert. Die Vorkulturdauer
erfolgte nach Beobachtung der Wachstumsdauer auf der Malzextraktpepton-Agarplatte
(MEPA).

2.6.4 Hauptkultur

Die Hauptkulturfuhrung erfolgte in verschiedenen Medien (2.6.7). Je 100 mL Medium wurden
in  250-mL-Erlenmeyerkolben dberfihrt, mit einem Cellulosestopfen und Alufolie
verschlossen und autoklaviert (20 min, 121 °C). Nach dem Homogenisieren der Vorkultur

mittels Ultra-Turrax-Dispergiergerat (30 s, 10.000 U*min™) wurden fiir die Hauptkultur jeweils
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10 mL der Vorkultur (10% des Hauptkulturmediums) in einen der 250-mL-Erlenmeyerkolben
uberfiihrt. Die Kulturen wurden auf einem Schuttler unter Lichtausschluss bei 24 °C und
150 rpm 32 Tage lang inkubiert.

2.6.5 Probennahme

In regelméaRigen Abstanden wurden steril Proben entnommen und die Esterase-/Lipase-
Aktivitaten mittels photometrischer Assays bestimmt. Dazu wurde jeweils 1 mL Probe aus
der Submerskultur entnommen und zentrifugiert (14.000 U min™, 18.000 g, 5 min, 4 °C). Der
Uberstand wurde abgetrennt und fir die jeweiligen Assays eingesetzt. Das Myzel wurde in
flissigem Stickstoff eingefroren und anschliel3end bis zur Isolierung der genomischen DNA
sowie der Gesamt-RNA bei -80 °C gelagert.

2.6.6 Kulturernte

Die Ernte der Submerskulturen erfolgte am Tag des Aktivitatsmaximums des jeweiligen
Basidiomyceten mittels Filtration Uber einen Bichnertrichter; dabei wurde der
Kulturiiberstand in einer Saugflasche aufgefangen und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C

eingefroren. Das Myzel wurde verworfen.

2.6.7 Optimierung der Medienzusammensetzung

Zur Optimierung der Enzymexpression wurden fir die Hauptlkulturfihrung verschiedene
Nahrmedien getestet: Malzextrakt-Sojapepton-Medium (MEP), Standardndhrlésung (SNL)
und Kartoffel-Glucose-Medium (KG) (Tabelle 2.15, Tabelle 2.16, Tabelle 2.17).
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2.6.8 Zusatz geeigneter Induktoren zur Steigerung der Sekretion extra-
zellularer Lipasen/Esterasen

Dem Hauptkulturmedium wurden verschiedene Induktoren zur Steigerung der Sekretion
extrazellularer Esterasen bzw. Lipasen zugesetzt. Bei den Induktoren handelte es sich um
Fett aus Quark (extrahiert nach Weibull-Stoldt aus Speisequark: 50% Fett i. Tr.),
Butterschmalz und Butter (deutsche Markenbutter, mild gesauert). Dazu wurden dem MEP-

Medium vor dem Autoklavieren 0,5% (v/v) des jeweiligen Induktors hinzugefiigt.

2.6.9 MalistabsvergroRerung des Kulturvolumens

Fur die Hauptkultur wurde eine Mal3stabsvergréfRerung des Kulturvolumens von 100 mL auf
bis zu 400 mL erforderlich, um hinreichende Mengen an sekretierten Enzymen fur die
Applikationstests zu erhalten. Die Kultivierung erfolgte analog zu Hauptkultur 2.6.4.

2.6.10 Bestimmung des pH-Werts

Mit Hilfe eines Kkalibrierten pH-Meters wurde der pH-Wert in den Kulturiiberstanden

unmittelbar nach der Ernte der Hauptkulturen bestimmt.

2.6.11 Bestimmung des Fettgehaltes nach Weilbull-Stoldt

Die gut homogenisierte Probe wurde in einem Becherglas eingewogen und mit 150 mL
Salzsaure (4 M) versetzt. Des Weiteren wurden einige Glasperlen zugefugt und mit
aufgesetztem Uhrglas bis zum Sieden erhitzt. Die Aufschlusslosung wurde mindestens
30 min am schwachen Sieden gehalten. Dabei war darauf zu achten, dass sich das

Flassigkeitsvolumen nicht anderte.

Danach wurde die Aufschlusslosung mit ca. 100 mL heiRem Wasser versetzt und durch zwei
vorher angefeuchtete Faltenfilter filtriert. Die Filter und der Riickstand wurden sorgfaltig unter

Nachspulen von Uhr- und Becherglas neutral gewaschen. Nach dem Trocknen der Filter im
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Trockenschrank bei 105 °C wurden diese in Extraktionshilsen Uberfihrt und mittels
Soxtherm-Apparatur,, in zuvor konstant gewogenen Kolben, mit Petrolether extrahiert. Im
Anschluss an die Extraktion wurde das uberschissige Losungsmittel durch Trocknen

entfernt und der Rickstand bis zum Massenanstieg gewogen.

Aus 50%-igem Speisequark wurde das Fett nach der Homogenisierung mittels Weibull-Stoldt

extrahiert, um es Hauptkulturen zuzusetzen (s. 2.6.4).

Die Parameter des Programms fir die Extraktion an der Soxtherm-Apparatur sind in Tabelle
2.21 festgehalten.

Tabelle 2.21 Parameter der Fettextraktion

Parameter Zeit/Temperatur/Intervall
T-Klasse 200 °C
Extraktionstemperatur 150 °C
Absenkintervall 4 min
Absenkimpuls 2s
Kochphase 30 min
Abdestillieren AA 5x
Extraktionszeit 1 h 30 min
Abdestillieren AB 4 X
Abdestillieren AC 5 min

Der Fettgehalt F [g-(100 g)™] wurde nach Gleichung 2.1 berechnet.

F= @ - 100 (2.1)

mit m;: Masse des leeren, getrockneten Gefalies mit Steinchen [g]
m,: Masse des GefalRes mit Steinchen und Fett nach der Trocknung [g]

E: Probeneinwaage [g]

Der Fettgehalt in Trockenmasse errechnet sich nach Gleichung 2.2

100-F
Trockenmasse

Fetti. Tr. = (2.2)
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2.7 Charakterisierung der Referenzsubstanz opti-zym z10uc

Als Referenzsubstanz wurde das Enzym opti-zym z10uc von der Firma optiferm GmbH zur
Verfigung gestellt. Dabei handelte es sich um eine pulverférmige Ziegenlipase. Diese war
nicht gefarbt oder gebleicht sowie frei von Konservierungsstoffen und Aromen. Sie wird aus
den Drusen junger Zicklein gewonnen und anschlieBend versetzt mit Natriumchlorid,

Molkenpulver und Milchpulver zum Verkauf angeboten.

Das Referenzenzym wurde in photometrischen Assays sowie elektrophoretischen Methoden

eingesetzt.

2.8 Photometrische Assays

2.8.1 Verwendete Puffer und Substratldsungen

Die Zusammensetzungen verwendeter Puffer und Substratldsungen sind in Tabelle 2.22,
Tabelle 2.23, Tabelle 2.24, Tabelle 2.25 und Tabelle 2.26 aufgelistet.

Tabelle 2.22 Zusammensetzung des Kaliumphosphatpuffers (80 mM, pH = 7,0)

Losung A Losung B
Substanz KH,PO, K,HPO,
Molaritat [mM] 80 80
Einwaage [g L] 10,89 13,93
Volumen [mL] (pH = 7,0) 390 610

Die Herstellung der Lésungen A und B erfolgte separat. Dazu wurden die aufgefiihrten
Chemikalien eingewogen und jeweils in 1 L Reinstwasser gelost. Durch das Mischen in
einem Verhaltnis von 39:61 wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt. Fir die langerkettigen
Substrate p-Nitrophenylbutyrat, -hexanoat, -octanoat und -valerat wurde dem Puffer 0,5%

Triton X-100 zugefigt. Das groRere Volumen wurde gegebenenfalls mit Zusatz von
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Triton X-100 vorgelegt und der pH-Wert durch Zugabe der zweiten Hauptkomponente
eingestellt.

Bei der Herstellung des Hochsalzpuffers zur Proteinreinigung mittels schwachem
Anionentauscher war jeweils darauf zu achten, dass Natriumchlorid bereits vor der pH-Wert-
Einstellung hinzugegeben wurde.

Der SEC-Puffer bestand aus einem 50 mM Kaliumphosphatpuffer (mit 0,15 M NacCl, pH 7,0).
Die zur FPLC verwendeten Puffer wurden zunédchst membranfiltriert und im Ultraschallbad
entgast (30 min, degas).

Tabelle 2.23 Zusammensetzung des Sdrensenphosphatpuffers (50 mM, pH = 8,0) (modifiziert nach Gomori
et al., 1955)

Lésung A Loésung B
Substanz KH,PO, KoHPO,
Molaritat [mM] 50 50
Einwaage [g L] 6,81 8,71
Volumen [mL] (pH = 8,0) 90 910
Zusatze
Natriumdesoxycholat [g L™ 2,2
Gummi arabicum [g L] 1,1

Die Herstellung der Losungen A und B erfolgte separat. Dazu wurden die aufgefiihrten
Chemikalien eingewogen und jeweils in 1 L Reinstwasser gel6st. Durch das Mischen in
einem Verhaltnis von 9:91 wurde ein pH-Wert von 8,0 eingestellt. AnschlieRend wurden die

Emulgatoren Natriumdesoxycholat und Gummi Arabicum zugeflgt und gelost.

Tabelle 2.24 Zusammensetzung des Tris-HCI-Puffers (100 mM, pH = 6,0)

Ldsung A Lésung B
Substanz Tris-HCI Tris
Molaritat [mM] 100 100
Einwaage [g L™] 15,76 12,11
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Die Herstellung der Losungen A und B erfolgte separat. Dazu wurden die aufgefiihrten
Chemikalien eingewogen und jeweils in 1 L Reinstwasser geldst. Zur Losung A wurde vor
Auffullen ad Marke der pH-Wert mit LOsung B gleicher Molaritat eingestellt.

Tabelle 2.25 Zusammensetzung des Natriumcarbonatpuffers (100 mM)

Lésung A Losung B

Substanz Na,COg3 NaHCO;
Molaritat [mM] 100 100
Einwaage [g L] 10,6 8,4

Die Herstellung der Losungen A und B erfolgte separat. Dazu wurden die aufgefiihrten
Chemikalien eingewogen und jeweils in 1 L Reinstwasser gel6st. Zur Lésung A wurde vor
Auffillen ad Marke der pH-Wert mit Loésung B gleicher Molaritat eingestellt (x Loésung A +
(100 - x) Losung B).

Tabelle 2.26 Substrate mit jeweiliger Abkiirzung und Molaritat der Stammldsung fiir den Esterase- bzw.
Lipaseassay

Substanz Abkirzung Molaritat [mM] Losungsmittel
p-Nitrophenylacetat pNPA 17,5 Ethanol (>95%)
p-Nitrophenylbutyrat pNPB 17,5 Ethanol (>95%)

p-Nitrophenylhexanoat pNPH 17,5 Ethanol (>95%)

p-Nitrophenyloctanoat pNPO 17,5 Ethanol (>95%)
p-Nitrophenylvalerat pNPV 17,5 Ethanol (>95%)
p-Nitrophenylpalmitat pNPP 8 Isopropanol

Die Stammlésungen wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Am jeweiligen Messtag
wurden die Substratldsungen auf die entsprechende Konzentration flr den jeweiligen Assay

mit dem entsprechenden Puffer verdinnt und eingesetzt.
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2.8.2 Esteraseassay nach Purdy und Kolattukudy (1973)

Die Esteraseaktivitat wurde anhand der Umsetzung der funf Substrate pNPA, pNPB, pNPYV,
pNPH und pNPO gemessen (Purdy and Kolattukudy, 1973). Dazu wurden jeweils 17,5 mM
Substratstammlosungen mit dem entsprechenden Puffer auf eine Endkonzentration von
3,5 mM (1:5) verdunnt. Die Zusammensetzungen der benétigten Kaliumphosphatpuffer
(Kaliumphosphatpuffer 80 mM pH 7,0 (1) fir das Substrat pNPA und Kaliumphosphatpuffer
80 mM pH 7,0 mit 0,5% Triton X-100 (2) fur die Substrate pNPB, pNPV, pNPH und pNPO)
sind in Tabelle 2.22 aufgefuhrt.

Der jeweilige Puffer wurde in die Kavitaten einer Mikrotiterplatte (96 Well) vorgelegt, die
Probe in Dreifachbestimmung zugegeben und die Reaktion durch Zugabe des
entsprechenden Substrats (3,5 mM) gestartet (Tabelle 2.26). Zusatzlich zu den Proben
wurden Blindwerte mit Puffer anstelle enzymhaltiger Proben mitgeftihrt. Die Extinktion wurde

bei 405 nm und 30°C Uber einen Zeitraum von 10 min gemessen (Tabelle 2.27).

Tabelle 2.27 Pipettierschema des Esteraseassays

Loésung Volumen [pL]

Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH 7,0) 130
¢ bei pNPA ohne Zusatz von Triton X-100
¢ bei pNPB, pNPV, pNPH, pNPO mit 0,5% Triton X-100
Kulturiberstand 20
Substratlésung (3,5 mM) 50

Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte nach Gleichung 2.3

AE-VGes F

A= 2.3
VProbe €p_Nitrophenol, 405 nm A 22)
mit A Enzymaktivitat in U L™
AE: Extinktionsanderung in min™
Ves. Gesamtvolumen im Assay in mL
Verobe. Volumen des Kulturtiberstandes im Assay in mL
F: Verdinnungsfaktor

€p-Nitrophenol, 405 nm: EXtinktionskoeffizient von p-Nitrophenol bei 405 nm

0,00985 L pmol™ cm™ (Falk Amelung) im Esteraseassay bzw.
0,0183 L umol™ cm™ (Schiittmann, 2011) im Lipaseassay

d: Schichtdicke im Well in cm:
0,64 cm bei 200 pL Gesamtvolumen bzw.

0,8 cm bei 250 pL Gesamtvolumen in der 96 Well-Mikrotiterplatte
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Ein U entspricht dabei der Enzymmenge, die 1 pmol p-Nitrophenylester pro Minute bei pH
7,0 und 30 °C hydrolysiert.

2.8.3 Lipaseassay nach Winkler und Stuckmann (1979)

Die Bestimmung der Lipaseaktivitat erfolgte nach (Winkler and Stuckmann, 1979) mit dem
Substrat p-Nitrophenylpalmitat (pNPP). Zur Herstellung der Substratldsung (8 mM) wurde
p-Nitrophenylpalmitat in Isopropanol fir 10 min im Ultraschallbad suspendiert (vgl. Tabelle
2.26). Das suspendierte Substrat wurde anschlieRend 1:20 mit Sérensenphosphatpuffer (50
mM, pH 8,0) (Tabelle 2.23) versetzt und die Suspension fur 10 min ins Ultraschallbad
gestellt. Anschlie@end wurde die Suspension fir 10 min bei 37 °C inkubiert. Das
Pipettierschema zur Bestimmung der Lipaseaktivitat ist in Tabelle 2.28 festgehalten.

Tabelle 2.28 Pipettierschema zur Bestimmung der Lipaseaktivitat

Losung Volumen [pL]
Kulturiiberstand 50
Substratlésung (verdiinnt mit Sérensenphosphatpuffer) 200

Die Zugabe der Substratldsung fiihrt zum Start der Reaktion. Die Messung der
Extinktionsanderung erfolgte direkt nach Substratzugabe an einem Mikroplattenleser Uber

einen Zeitraum von 10 min bei 405 nm und 37 °C.
Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte nach Gleichung 2.3.

Dabei entspricht 1 U der Enzymmenge, die bei 37 °C und pH 80 1 pmol
p-Nitrophenylpalmitat pro min umsetzt.

2.8.4 Bestimmung der Peptidase-Aktivitat mittels Azocasein

Zur Bestimmung der Peptidaseaktivitdt wurde der Azocaseinassay nach (Kilcawley et al.,
2002) durchgefihrt. Die Ansétze erfolgten in 1,5 mL-Reaktionsgefalien (Tabelle 2.29). Dabei
wurden 80 pL Kulturiberstand mit 320 pL Azocasein-Reagenzlosung, die zuvor auf

37 °C temperiert wurde, versetzt. Die Azocasein-Reagenzlosung setzte sich aus 240 pL Tris-
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HCI-Puffer (100 mM, pH 6,0) und 80 pL einer 0,5%-igen wassrigen Azocasein-Losung
zusammen (Tabelle 2.24). Der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C Uber einen Zeitraum von
15 min inkubiert und das nicht umgesetzte Azocasein anschlieend mit 600 pL einer
3%-igen Trichloressigsaure (TCA) gefallt. Direkt im Anschluss wurden die Reaktionsgefalie
fur 10 min auf Eis gestellt und anschlieRend fir 10 min bei 4 °C und 14.000 rpm (18.000 g)
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in 1 cm-Kivetten tberfuhrt und die Extinktion bei

366 nm gemessen.

Parallel wurde ein Blindwert mitgefihrt, welcher vor Beginn der Reaktion fur 15 min in einem
siedenden Wasserbad inkubiert wurde, um die Peptidaseaktivitat in der Probe zu

inaktivieren.

Tabelle 2.29 Pipettierschema zur Bestimmung der Peptidaseaktivitat

Losung Volumen [pL]
Kulturiberstand 80
Azocasein-Reagenzlésung 320

15 min Inkubation bei 37°C
3%-ige Trichloressigsaure 600

10 min auf Eis stellen
Zentrifugation bei 4°C und 14000 rpm (18000 g) fir 10 min
Messung des klaren Uberstandes bei 366 nm

Die Peptidaseaktivitét errechnete sich nach Gleichung 2.4

AE366 am * 60 min

AU mL™! = . (2.4)
Vkulturiberstand * 19 min - 0,01
Mit AU: Arbitrary Unit
AEzg6 nm: Extinktion (Probe) — Extinktion (Blindwert)

VKuIturuberstand: 0108 mL

Dabei entspricht eine Arbitrary Unit (AU) der Enzymmenge, die unter festgelegten

Bedingungen eine Extinktionsanderung von 0,01 pro h erzeugt.
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2.8.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach (Bradford, 1976) beruht auf der Anlagerung
des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie Brilliant Blau-G250 an die kationischen und
unpolaren Seitenketten von Aminoséuren. Der kationische Zustand des Farbstoffs wird so in
einen anionischen Zustand uberfuhrt und die Absorption &ndert sich von 450 nm zu 590 nm.
Die Absorptionsénderung ist proportional zur Proteinkonzentration (Carl Roth 2013).

Die Durchfihrung des Assays erfolgte in Mikrotiterplatten am Plattenleser. Die Arbeitslosung
Roti-Nanoquant wurde 1:5 mit Reinstwasser verdunnt. AnschlieRend wurde eine BSA-
Stammlésung (BSA = Bovines Serum-Albumin) mit einer Konzentration von 400 pg mL™
angesetzt. Aus der Stammldsung wurde die in Tabelle 2.30 aufgefuhrte Verdiinnungsreihe
angesetzt.

Tabelle 2.30 Pipettierschema fur die Standard-Verdinnungsreihe

BSA [ug mL™] uL aus BSA-Verdiinnung UL H,04q

0 - 200

3,125 200 aus 6,25 ug mL* 200
6,25 200 aus 12,5 pg mL™ 200

12,5 200 aus 25 pg mL™ 200

25 200 aus 50 pg mL™ 200

50 200 aus 100 pg mL™* 200

100 200 aus 200 pg mL™* 200

200 200 aus 400 pg mL™* 200

Fur die Messung wurden jeweils 50 uL der Proben und der Standard-Verdinnungsreihe in
Mikrotiterplatten pipettiert. Anschlie@end wurden jeweils 200 pL der zuvor verdinnten
Arbeitslésung Roti®-Nanoquant hinzupipettiert. Die Inkubation erfolgte fir 10 min bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Extinktionen bei zwei unterschiedlichen
Wellenlangen (450 nm und 590 nm) gemessen. Die Auswertung erfolgte Uber die Auftragung
der Quotienten Extinktionssy nm/EXxtinktionsgy nm gegen die bekannten Konzentrationen der
BSA-Verdinnungsreihe. Anhand der Kalibriergeraden konnten die Proteinkonzentration der

Proben ermittelt werden.
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Abbildung 2.1: Kalibriergerade zur Proteinbestimmung mittels Bradford. Gleichung der
Regressionsgeraden: y = 0,0134x + 0,5526, R* = 0,9969

2.8.6 Bestimmung des pH-Optimums

Die Bestimmung des pH-Optimums erfolgte mittels gereinigter Enzymlésungen der
Basidiomyceten Pleurotus citrinopileatus und Flammulina velutipes. Dazu wurde der
Esterase-Assay (s. 2.8.2) mit den Substraten p-Nitrophenylhexanoat und -—octanoat
durchgefuhrt. Als Puffer wurden Kaliumphosphat (80 mM)- und Natriumcarbonat-Puffer
(200 mM) mit variierenden pH-Werten zwischen 5 und 11 eingesetzt.

2.8.7 Bestimmung des Temperaturoptimums

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums wurden der verwendete Puffer sowie der
Mikroplattenleser auf die entsprechende Temperatur vortemperiert. Die gereinigten
Enzymlésungen der Basidiomyceten Pleurotus citrinopileatus und Flammulina velutipes
wurden im Esterase-Assay (2.8.2) eingesetzt. Durch die Zugabe der Substrate
p-Nitrophenylhexanoat bzw. —octanoat wurde die Reaktion gestartet. Die Aktivitdten wurden

zwischen 25 °C und 65 °C in 5 °C-Schritten gemessen.
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2.8.8 Bestimmung der Enzymstabilitat

Die Stabilitat der gereinigten Enzymlosungen der Basidiomyceten Pleurotus citrinopileatus
und Flammulina velutipes wurden mittels Esterase-Assay (s. 2.8.2) unter Einsatz der
Substrate p-Nitrophenylhexanoat bzw. —octanoat bestimmit.

2.8.8.1 Bestimmung der Lagerstabilitat

Die gereinigten Enzymldsungen wurden aliquotiert und bei 4 °C, -20 °C und -80 °C fur 120
Tage gelagert. Die Proben fur die Lagerung bei -20 °C und -80 °C wurden mittels flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte nach 0, 60, 94 und 121 Tagen.

2.8.8.2 Temperaturstabilitat

Die Enzymldsungen wurden in Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH 8,5) entsprechend
verdiinnt und anschlieBend Uber einen Zeitraum von 24 h bei 24 °C, 37 °C und 60 °C

gelagert. Die Messung der Enzymaktivitat erfolgte nach 1 h, 2 h, 4 h und 24 h.

2.8.8.3 Salztoleranz

Zur Bestimmung der Salztoleranz wurden dem Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH 8,5)
unterschiedliche Konzentrationen an Natriumchlorid bzw. Ammoniumsulfat (0 bis 1 M)

zugesetzt und anschlieRend die Aktivitat bestimmt.

2.8.8.4 Inaktivierung des Enzyms

Fur die weitere Verwendung der Molke ist es entscheidend, dass das fur den Késereiprozess
eingesetzte Enzym bei einer bestimmten Temperatur inaktiviert werden kann. Dazu wurde

die Enzyml6ésung in Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH 8,5) entsprechend verdinnt und
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anschlieRen fur 30 s bzw. 10 min bei 72 °C inkubiert. Die Aktivitatsmessung erfolgte im

Anschluss mittels Esterase-Assay.

2.8.9 Bestimmung der Enzymkinetik

Die Michaelis-Menten-Konstante (Ky), sowie die maximale Umsatzgeschwindigkeit (Vi) der
gereinigten Enzymlésungen der Basidiomyceten Pleurotus citrinopileatus und Flammulina
velutipes wurden fir die Substrate p-Nitrophenylhexanoat bzw. —octanoat untersucht.
Gemessen wurde die Reaktionsgeschwindigkeit bei konstanter Enzymkonzentration und
variierender Substratkonzentration. Durch Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit direkt
gegen die Substratkonzentration, konnte eine Hyperbel an die Messpunkte angelegt werden

und die Parameter Ky und v direkt abgelesen werden.

2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Proteinprazipitation mittels isoelektrisch fokussierter, praparativer

Schaumfraktionierung

Zur Reinigung der Esterasen bzw. Lipasen aus Submerskulturen der Basidiomyceten wurde
der enzymhaltige Kulturliberstand zerschdumt. Die Apparatur zum Zerschdumen setzt sich
im Wesentlichen aus einer Glasfritte, einer Saule, einem U-Rohr und eine Saugflasche
zusammen. Fir die Schaumfraktionierung wurde der Kulturiiberstand in den unteren Tell
einer doppelwandigen Glassaule gefillt und Uber die Glasfritte (Porenweite P3: 16 — 40 um)
Druckkluft in die Saule eingeleitet. Der aufsteigende, mit Zielenzym beladene Schaum wurde
Uber das U-Rohr in einen Kolben geleitet und durch Anlegen von Vakuum wieder verfliissigt,

um das Enzym in konzentrierter LOsung zu erhalten.

Fur die Schaumfraktionierung wurden zwei unterschiedliche Glassaulen verwendet. Die
Unterschiede lagen in der Lange und in dem Volumen. Der AuRendurchmesser (AD) wurde

konstant gehalten (Tabelle 2.31).
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Tabelle 2.31 Lange, AuRBendurchmesser (AD) und Volumen der kleinen und der gro3en
Schaumfraktionierungssaule

Kleine Saule Grol3e Saule
Lange [cm] 73 88
AD [cm] 5,3 5,3
Volumen [mL] 115 140

In Abbildung 2.2 ist der Aufbau der Schaumfraktionierungsapparatur dargestellit.

-

Saugﬂasche

Schaumfraktionierungs-
sdule

Flowmeter

Glasfritte

Abbildung 2.2 Aufbau der Schaumfraktionierungsapparatur

Die Bilanzierung der Schaumfraktionierung erfolgte anhand der folgenden Gleichungen (2.5,
2.6 und 2.7) (Linke et al., 2005).
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Masse Protein im Schaum
Proteinausbeute = - (ug) *100% (2.5)
Masse Protein (ug) in der Vorlage

Aktivitat (U) im Sch
Wiederfindung der Aktivitat = —eViAt (U) Im Schaum _ 5, (2.6)
Aktivitat (U) in der Vorlage

Aktivitat (U L™ 1)im Schaum
Aktivitat (U L~1) in der Vorlage

Anreicherungsfaktor = (2.7)

2.9.2 Proteinprazipitation mit Ammoniumsulfat

Der jeweilige Kulturliberstand der verschiedenen Basidiomyceten wurde in ein Becherglas
Uberflihrt und in einem Eisbad unter Rihren mit einer definierten Menge Ammoniumsulfat
versetzt. Die Zugabe des Salzes erfolgte in regelméaRigen Absténden in kleinen Portionen.
Sobald das Ammoniumsulfat vollstandig in Loésung gegangen war, wurde bis zur Einstellung
des Gleichgewichts fur weitere 2 h gerihrt. AnschlieRend wurden die geféllten Proteine
abzentrifugiert (4.000 rpm, 3.283 g, 30 min, 4 °C). Das erhaltene Pellet wurde in einem
definierten Volumen Reinstwasser bzw. Puffer aufgenommen und geldst. Analog wurde bei
einer fraktionierten Fallung vorgegangen. Dabei wurde der Uberstand nach jeder
Sattigungsstufe zentrifugiert und vom Pellet abgetrennt und fir die nachste Sattigungsstufe

erneut eingesetzt.

2.9.3 Proteinprazipitation mit Ethanol

Der jeweilige Kulturiiberstand der verschiedenen Basidiomyceten wurde in ein Becherglas
Uberfiihrt und in einem Eisbad unter Ruhren mit einer definierten Menge des auf -20 °C
gekuhlten Ethanols (Tabelle 2.32) versetzt. Die Zugabe des Ethanols erfolgte tropfenweise,
nach der vollstandigen Zugabe wurden die Proben fir 2 h bei -20 °C gelagert. Anschliel3end
wurden die geféllten Proteine abzentrifugiert (4.000 rpm, 3.283 g, 30 min,
4 °C). Das erhaltene Pellet wurde in einem definierten Volumen Reinstwasser bzw. Puffer

aufgenommen und gelost.
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Tabelle 2.32 Benétigtes Volumen an Ethanol fir eine Fallung mit 15 mL Uberstand

Ethanolkonzentration [%] | Volumen an Ethanol [mL]

(vIv)

10 1,7

20 3,8

30 6,4

40 10,0

50 15,0

60 22,5

70 35,0

80 60,0

2.9.4 Konzentrierung und Umpufferung

Zur  Konzentrierung, Umpufferung und zum Entsalzen der entsprechenden
Enzympraparation wurden dem Volumen entsprechend Macrosep® Microsep™- oder
Nanosep®-Zentrifugationseinheiten (Pall, Dreieich) mit einer Ausschlussgréte (MWCO) von
10 kDa eingesetzt. Vor der ersten Verwendung wurden die Zentrifugationseinheiten jeweils
dreimal mit Reinstwasser konditioniert, indem sie bei 4 °C und 4.000 rpm (3.283 Q)

zentrifugiert wurden.

Bestandteile mit héheren molekularen Massen als 300 kDa wurden mittels Ultrasette™ Lab
Tangentialflussfiltrationskassette aus dem Kulturliberstand abgetrennt. Um die restliche
Probe aus der Filtrationseinheit zuriick zu gewinnen, wurde Puffer Gber den Zulauf
angesogen. (Membraneinheit: Omega™ Membran, modifiziertes Polyethersulfon mit

geringer Proteinbindung).

Die Konzentrierung grofRer Kulturvolumina erfolgte mittels Vivaflow200-Einheit (MWCO
10 kDa) mit einer Polyethersulfon-Membran. Zur Konzentrierung der Probe befanden sich
Zulauf und Ricklauf im Probengefal3, wahrend das Filtrat gesondert gesammelt wurde. Die
Einheit wurde mit einer Flussrate von 300 mL min™ solange betrieben, bis die Probe auf das
Zielvolumen eingeengt war. Die Reinigung der Membran erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.
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2.9.5 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Die Reinigung der zuvor gefallten Proteine erfolgte tUber zwei Reinigungsstufen mittels FPLC
(2.5.1, 2.5.2). Zur Zweistufenreinigung wurde die lonenaustauschchromatographie als
1. Reinigungsstufe und die GroRenausschlusschromatographie als 2. Reinigungsstufe
eingesetzt.

Als Laufmittel wurden zwei verschiedene Kaliumphosphatpuffer verwendet (Laufpuffer A,
50 mM, pH 7,0 und Laufpuffer B, 50 mM, pH 7,0 mit 1 M NaCl) (Tabelle 2.22). Als Saule
diente im ersten Reinigungsschritt eine Diethylaminoethyl Sepharose Fast Flow Saule
(DEAE-FF). Dabei handelt es sich um einen schwachen Anionenaustauscher. Im zweiten
Reinigungsschritt wurden die aktivsten Fraktionen der DEAE-FF-Auftrennung konzentriert,
umgepuffert und mittels GréRenausschlusschromatographie (SEC) gereinigt. Als Laufmittel
wurde ein Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,0 mit 0,15 M NacCl) (Tabelle 2.22) eingesetzt.
Die Proteinkonzentration sowie die Esterase- bzw. Lipaseaktivitdt der einzelnen
gesammelten Fraktionen wurden mittels Bradford- und Esterase- bzw. Lipase-Assay (s. 2.8)

bestimmt.
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2.9.5.1 Anionenaustauschchromatographie (IEX)

Sowohl die mittels fraktionierter Ammoniumsulfatfallung erhaltenen Proteine als auch die

direkt eingesetzten, konzentrierten und umgepufferten Kulturliberstande wurden einer

Proteinreinigung mittels FPLC-IEX unterzogen (Tabelle 2.33). Zuanfang wurde Tris-HCI-

Puffer verwendet, insbesondere zur Gewinnung der Enzympréaparate fur die Kaseherstellung

und in Anlehnung an den verwendeten Puffer im Assay wurden Kaliumphosphatpuffer

eingesetzt.

Tabelle 2.33 Standardparameter fir die Proteinreinigung mittels lonenaustauschchromatographie

(SV: Saulenvolumen)

lonenaustauschchromatographie

FPLC

Saule
Saulenmaterial
Saulenvolumen

Startpuffer (A)

Elutionsspuffer (B)

Flussrate
Programm

Detektion
Wellenlange

Proben

Probenaufgabe

Probenvolumen
Fraktionsanzahl

FraktionsgroiRe

NGC Chromatographie System

XK 26 (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg)
DEAE-FF (Diethylaminoethyl Sepharose Fast Flow)
20 mL/175 mL/140 mL

50 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,0 bzw.
50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0

50 mM Tris-HCI-Puffer mit 1 M NacCl, pH 7,0 bzw.
50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 1 M NaCl, pH 7,0

2 —4mL min*

Probenaufgabe

Elution:

1 SV: 100% A, 0% B

2 SV: 100% A bis 0% A,
0% B bis 100% B

1SV: 0% A, 100% B

2 SV:100% A, 0% B

UV-Detektor

280 nm

Kulturiberstand (nach Ammoniumsulfatfallung,
konzentriert und auf den Startpuffer umgepuffert)
tiber Pumpe A (Position 4)

10 mL bzw. 90 mL
55 bzw. 24

30 mL
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2.9.5.2 GroRenausschlusschromatographie (SEC)

Die vereinigten, konzentrierten und umgepufferten IEX-Fraktionen wurden mittels SEC weiter

gereinigt (Tabelle 2.34).

Tabelle 2.34 Standardparameter fiir die Proteinreinigung mittels FPLC-SEC (SV: Saulenvolumen)

GrolRenausschlusschromatographie

FPLC

Saule
Saulenmaterial
Saulenvolumen
Elutionspuffer
Flussrate
Programm
Detektion
Wellenlange

Proben

Probenaufgabe
Probenvolumen
Fraktionsanzahl

Fraktionsgrofi3e

Biologic Duo Flow

HiLoad 16/60 Superdex 200 pg (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg)
quervernetzte Agarose + Dextran

24 mL bzw. 120 mL

50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 0,15 M NacCl, pH 7,0

0,8 mL min*

Elution: 2 SV

UV-Detektor

280 nm

aktivste Fraktionen der 1. Reinigungsstufe (konzentriert und auf den
Startpuffer umgepuffert)

100 pL bzw. 1 mL-Probenschleife

100 pL — 1 mL (gesamtes Probenkonzentrat)

38 bzw. 62

1 mL bzw. 4 mL
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2.9.5.3 Proteinstandards

Mittels GroRenausschlusschromatographie lieBen sich die molekularen Massen der
Probenproteine unter Verwendung eines Proteinstandards (Tabelle 2.35, Abbildung 7.1)

bestimmen.

Tabelle 2.35 Komponenten des Proteinstandards der SEC

Protein Molekilmasse [Da]
Thyroglobulin (Rind) 670.000
y-Globulin (Rind) 158.000
Ovalbumin (Huhn) 44.000
Myglobin (Pferd) 17.000
Vitamin By, 1.350

Der Retentionskoeffizient K,, der Proteine wurde nach Gleichung 2.8 berechnet.

Ve - VO
Ko ==V, (2.8)
Mit Ve! Elutionsvolumen des Proteins [mL]
Vo: Ausschlussvolumen [mL]
Vi Gesamtvolumen der Saule [mL] (120 mL)

Anhand einer graphischen Auftragung der berechneten Retentionskoeffizienten gegen die
Logarithmen der molekularen Massen wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abbildung 2.3),
sodass die molekularen Massen der Probenproteine mittels linearer Regression berechnet

werden konnten.
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Abbildung 2.3 Auftragung der Retentionskoeffizienten Ka, gegen die Logarithmen der molekularen
Massen der Standardproteine. Gleichung2 der Regressionsgeraden:
y =-0,3032x + 0,9669, R“ = 0,9846

2.9.6 Proteincharakterisierung mittels HPLC-ESI-MS/MS

Die mittels FPLC gereinigten Fraktionen von Flammulina velutipes und Pleurotus
citrinopileatus mit detektierter Esteraseaktivitat wurden am Institut fur Anorganische und
Analytische Chemie nach Verdau mit Trypsin mittels LC-MS/MS mit Elektrospray-lonisation
(ESI) sequenziert.

2.9.6.1 Proteinverdau aus den Fraktionen der FPLC

Fur den Verdau der Proteine wurde die Proteinlésung zunachst mit RapiGest™ SF versetzt
(auf 15 pg Protein etwa 10 pL). Die Losung wurde flr 20 min auf 80 °C erhitzt und
anschlieend auf Raumtemperatur abgekihlt. Daraufhin wurden 5 pL einer 10 mM
Dithiothreitol-L6ésung dazugegeben, fiir 20 min auf 60 °C erhitzt und anschlieend wieder auf
Raumtemperatur abgekinhlt. Im Anschluss wurden 5 pL einer 200 mM lodacetamid-Lésung
zugefugt und fur 30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Zuletzt wurden
1,5 L Trypsin (1 pg puL™) dazugegeben und bei 37 °C uber Nacht inkubiert. Am néchsten

Tag wurden die Proteine mittels ZipTip®-Pipettenspitzen gereinigt und konzentriert.
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2.9.6.2 Proteinverdau aus den ausgeschnittenen Gelbanden

Die entsprechenden Banden wurden mit einem sterilen Skalpell aus einem halbnativen SDS-
PAGE-Gel ausgeschnitten und jeweils in ein zuvor autoklaviertes 1,5 mL-Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Zum Entfarben der Banden wurden diese zweimal fur ca. 15 min mit Wasser
gewaschen. Im Anschluss wurde 50%-iger Ethanol auf die Bande gegeben und fur 30 min
auf einem Schittler gewaschen. Das Ethanol wurde durch eine 50%-ige Methanol-Lésung

ersetzt.

Die Banden wurden mit jeweils 400 puL Acetonitril (100%) versetzt und 20 min geschuttelt.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und in einer Vakuumzentrifuge fur 15 min
getrocknet. Es wurden 200 pL einer 10 mM DTT-LAsung zugefugt und fur 45 min bei 55 °C
inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und es wurden 200 pL einer 55 mM
lodacetamid-Losung zugefiigt und fir 30 min unter Lichtausschluss inkubiert. Das
lodacetamid wurde entfernt und die Bande mit 400 pL einer Waschlosung (bestehend aus
50% (viv) Acetonitril in 25 mM NH4HCO3) versetzt und far
15 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt.
AnschlieBend wurden die Banden dehydriert, indem 400 pL Acetonitril (100%) fur 10 min
hinzugefiigt wurden und nach Abnehmen des Uberstandes in einer Vakuumzentrifuge fiir
15 min getrocknet wurde. Die Banden wurden mit jeweils 100 yL einer 0,5 mM Trypsin-
Losung in 25 mM NH4HCO; fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Banden mit 75 yuL 25 mM NH4HCO; Uberdeckt. Die Banden wurden
uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt.
Die Banden wurden mit 50 pL einer 5%-igen Ameisensaureldsung fur 15 min bedeckt,
anschlieend wurden 50 pL Acetonitril (100%) hinzugefiigt und weitere 15 min auf einem
Schiittler extrahiert. Die Lésung wurde abgenommen und mit dem zuvor abgenommenen
Uberstand vereint. Dieser Schritt wurde wiederholt. Der Uberstand wurden fiir 1,5 h in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. Der Rickstand wurde in 30 pL einer 3%-igen Acetonitril-

Ldsung aufgenommen.
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2.9.6.3 ZipTip® Pipettenspitzen zum Konzentrieren und Reinigen von Proben fir die

Massenspektrometrie

Zum Anséauern der Probe wurde diese mit 1 uL Ameisensaure versetzt. Eine ZipTip®-Pipette
wurde mit 10 uL Acetonitril (100%) benetzt (5-mal). AnschlieRend wurde die ZipTip®-Pipette
mit 10 pL 0,1%-iger TFA-L6sung equilibriert (5-mal). Die Saule wurde wie folgt beladen:
10 pL der angesduerten Analytldsung wurden 10-mal aufgezogen und in dasselbe
Eppendorf-Cap wieder abgeben. Mit einer 0,1 %-igen TFA-LOsung wurden Verunreinigungen
von der Saule gespult (3-mal). Der Analyt wurde mit Acetonitril/H,O (1:1) (1% FA) von der
Saule eluiert (3-mal mit 5 pL) und in ein neues Eppendorf-Cap geben. Wiederholung der
Prozedur (3-mal): Die Pipettenspitze wurde dazu 5-mal mit 10 pL Acetonitril/H,O (1:1) und 5-
mal mit Acetonitril (100%) gespult und der Vorgang ab dem Equilibrieren der S&ule mit 0,1%-
iger TFA-LAsung fortgefiihrt.

2.9.6.4 Analyse mittels HPLC-ESI-MS/MS

Der tryptische Verdau in den Fraktionen erfolgte mittels Trypsin als Protease nach einem
Protokoll von Waters. Nach dem Verdau wurden die Proteine mittels ZipTip®-Pipettenspitzen
(Merck KGaA Darmstadt, Deutschland) gereinigt und konzentriert. Die Peptid-Mischung
wurde anschlieend unter Vakuum getrocknet und in Wasser mit 3% Acetonitril und 0,1%
Ameisensaure resuspendiert. Die Messung erfolgte mittels Nano-ESI-MS/MS an einem
UltiMate™ 3000 System von Dionex mit einer Kinetex C18-S&ule (Phenomenex, 2,6 um, 100
A, id. 2,1 mm, Lange 100 mm) gekoppelt an ein Q Exactive Orbitrap Massenspektrometer
(Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen, Germany). Es wurde ein Mehrstufengradient
beginnend mit 2% Eluent B (Eluent A: Wasser, 5% Acetonitril und 0,1% Ameisensaure;
Eluent B: Acetonitril, 5% Wasser und 0,1% Ameisensaure) verwendet. In 79 Minuten wurde
der Eluent B von 2% auf 40% erhoht. AnschlieBend wurde der Eluent B in 5 min auf 50%,
dann in 3 min auf 98% erhoht und fur weitere 8 min bei 98% gehalten. Dann wurde der
Gradient in 3 min auf 2% Eluent B heruntergefahren. Die Flussrate wahrend der Messung
betrug 0,25 mL min™. Die MS-Datenerfassung erfolgte in einem Massenbereich von m/z 350-
1.800 bei einer Auflésung von 140.000 bei m/z 200. Die zehn gro3ten Peaks wurden mittels
higher-energy collision dissociation (HCD) fragmentiert, dabei wurde eine dynamic exclusion
von 15 s gewahlt, damit nicht dieselben Peaks fragmentiert wurden. Die Datenauswertung
erfolgte mittels Proteome Discoverer™ 1.4 (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen,

Germany).
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2.10 Elektrophoretische Methoden

2.10.1 Probenvorbereitung

Zum Konzentrieren, Entsalzen und Umpuffern der FPLC-Fraktionen wurden diese zunachst
mit Hilfe von Amicon Ultra-0,5-Centrifugal Filter Devices 10K (MWCO 10 kDa) nach den

Angaben des Herstellers konzentriert und umgepuffert (s. 2.9.4).

2.10.2 Natriumdodecylsufat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur SDS-PAGE (Laemmli, 1970) wurden Gele bestehend aus Sammel- und Trenngel
gegossen (Tabelle 2.36). Die Acrylamid-Konzentration betrug im Sammelgel 6% und im
Trenngel 12%. Gele der halbnativen und denaturierenden SDS-PAGE unterschieden sich
lediglich in der Zusammensetzung von Lower Tris- und Upper Tris-Puffer (Tabelle 2.39,
Tabelle 2.40). Weiterhin wurden zur SDS-PAGE Probenauftragspuffer und Laufpuffer
eingesetzt (Tabelle 2.37, Tabelle 2.38).

Tabelle 2.36 Zusammensetzung des Sammelgels und Trenngels

Chemikalie Sammelgel (6%) Trenngel (12%)
H,O 1,8 mL 2,7 mL
Upper Tris (pH=6,8) 750 pL -
Lower Tris (pH=8,8) - 1,5mL
Rotiphoerese® Gel 40 450 pL 1,8 mL
APS 10 uL 15 uL
TEMED 4 pL 7,5 uL

Tabelle 2.37 Zusammensetzung des Probenauftragspuffers

Chemikalie Menge (halbnativ) Menge (denaturierend)
1 M Tris-HCI, pH = 6,8 1,0 mL 1,0 mL
SDS-Ldsung (20%) 1,0 mL 2,0 mL
Bromphenolblau 20,0 mg 20,0 mg
Glycerol 2,2 mL 2,2 mL
Wasser (reinst) ad 8,0 mL ad 8,0 mL
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Tabelle 2.38 Zusammensetzung des Laufpuffers

Material und Methoden

Chemikalie Menge (halbnativ) Menge (denaturierend)
Tris 30,39 30,39
Glycin 1442 g 1442 g
SDS 509 10,09
Wasser (reinst) ad1L ad1L

Zur Verwendung bei der Elektrophorese wurden die Laufpuffer 1:10 verdinnt.

Tabelle 2.39 Zusammensetzung des Lower-Tris-Puffers

Chemikalie Menge (halbnativ) Menge (denaturierend)
Tris 181,79 181,79
SDS 2,0g9 409
Wasser (reinst) ad1L ad 1L

Der Lower-Tris-Puffer wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 8,8 eingestellt.

Tabelle 2.40 Zusammensetzung des Upper-Tris-Puffers

Chemikalie Menge (halbnativ) Menge (denaturierend)
Tris 60,55 g 60,55 g
SDS 2,00 g 4,009
Wasser (reinst) ad1L ad1L

Der Upper-Tris-Puffer wurde mit 1 M NaOH auf einen pH von 6,8 eingestellt.

Tabelle 2.41 Zusammensetzung der Ammoniumperoxodisulfat-Lé6sung (APS)

Chemikalie Menge
Ammoniumperoxodisulfat 400 g
Wasser (reinst) ad1L
Die L6sung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.
Tabelle 2.42 Zusammensetzung der Dithiothreitol-Lésung (DTT)
Chemikalie Menge
Dithiothreitol 154,259
Wasser (reinst) ad1lL

Die Losung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

54



Material und Methoden

2.10.2.1 Denaturierende SDS-PAGE

Das Trenngel wurde nach Tabelle 2.36 zusammenpipettiert und nach dem GieRen mit
Ethanol Uberschichtet. AnschlieBend wurde das Ethanol abgegossen und das Sammelgel
hergestellt (Tabelle 2.36), welches Uber das Trenngel gegossen wurde. Ein Kamm mit 10 —
15 Taschen wurde eingesetzt.

Das auspolymerisierte Gel wurde in die Elektrophoresekammer von Bio-Rad Laboratories
GmbH eingeklemmt und diese mit 1:10 verdinntem Laufpuffer bis zur vollstdndigen
Bedeckung des Gels befiillt. AnschlieBend wurde der Kamm aus dem Gel entfernt und die
Geltaschen mit Laufpuffer gespdlt. 15 puL Probe wurden vor dem Auftragen mit 5 pL eines
denaturierenden Probenauftragspuffer und 3 pL einer 1 M DTT-L6sung versetzt und fir
10 min im siedenden Wasserbad denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben auf Eis
abgekihlt und in die Geltaschen pipettiert. Als Marker wurden 10 pL des PageRuler
Unstained Protein Ladder der Firma Life Technologies GmbH verwendet. Zur Auftrennung
wurde zunachst eine Spannung von 10 mA pro Gel angelegt. Nach dem Ubergang der
Proteine vom Sammel- in das Trenngel, wurde die Spannung auf 20 mA pro Gel erhoht.
Sobald der Farbstoff des Probenauftragspuffers aus dem Gel hinauslief, wurde die
Elektrophorese beendet. Anschliel3end wurden die Gele aus der Kammer genommen und in

eine entsprechende Farbeltsung gelegt (s. 2.10.5).

2.10.2.2 Halbnative SDS-PAGE

Im Gegensatz zur denaturierenden SDS-PAGE wurden die Proben fir die halbnative SDS-
PAGE nicht in einem siedenden Wasserbad denaturiert. Die Proben wurden nicht mit DTT
versetzt und es wurde ein halbnativer Probenauftragspuffer eingesetzt. Die Trennung
erfolgte analog zu 2.10.2.1. Jede Probe wurde zweimal auf dem Gel aufgetragen, um das
Gel nach der elektrophoretischen Trennung in der Mitte teilen zu kdénnen, sodass sowohl
eine Coomassiefarbung als auch eine Aktivitatsfarbung durchgefiihrt werden konnte (s.
2.10.5).
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2.10.2.3 Native PAGE

Fur die native PAGE wurden fertige Polyacrylamidgele (Acrylamidkonzentration 3-12%,
Quervernetzungskonzentration 2,6%, 1 mm Schichtdicke) verwendet. Die Durchfihrung der
PAGE erfolgte gemafR den Herstellerangaben. Pro Tasche wurden 5 pg Protein aufgetragen.
Leere Taschen wurden mit Probenauftragspuffer beladen. Als Marker wurden 5 pL des
Serva Native Marker Liquid Mix verwendet. Die Elektrophoresebedingungen der Native
PAGE sind in Tabelle 2.43 festgehalten. Die Elektrophorese wurde unter Kihlung mittels
eines Minichillers® bei 4 °C durchgefiihrt.

Tabelle 2.43 Elektrophoresebedingungen der nativen PAGE

Zeit [min] Spannung [V]
30 50
120 200

Jede Probe wurde zweimal auf das Gel aufgetragen, um das Gel nach der
elektrophoretischen Trennung in der Mitte teilen zu koénnen, sodass sowohl eine

Coomassiefarbung als auch eine Aktivitatsfarbung durchgefiihrt werden konnten (s. 2.10.5).

2.10.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Fur die IEF wurden fertige Polyacrylamidgele mit immobilisiertem pH-Gradienten (pH 3-10)
und einer Schichtdicke von 1 mm verwendet. Die SERVAGele™ der Firma Serva
Electrophoresis GmbH wurden in die Elektrophoresekammer (PEQ Lab Biotechnologie
GmbH) eingespannt und laut Herstellerangaben vorbereitet und die isoelektrische
Fokussierung durchgefuihrt. Zur Probenvorbereitung wurden 20 pL der verschieden
konzentrierten Enzymlésungen mit 10 uL Probenauftragspuffer (IEF sample buffer (2x) der
Firma SERVA) versetzt und anschlie3end in die Taschen des Gels pipettiert. Als Marker
wurden 5 uL des SERVAGel™ IEF Markers verwendet. Die Bedingungen der IEF sind in
Tabelle 2.44 festgehalten. Die Elektrophorese wurde unter Kihlung mittels eines
Minichillers® bei 4 °C durchgefiihrt.
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Tabelle 2.44 Elektrophoresebedingungen der isoelektrischen Fokussierung

Zeit [min] Spannung U [V]
60 50
60 200
30 500

Jede Probe wurde zweimal auf das Gel aufgetragen, um das Gel nach der
elektrophoretischen Trennung in der Mitte teilen zu koénnen, sodass sowohl eine

Coomassiefarbung als auch eine Aktivitatsfarbung durchgefihrt werden konnten (s. 2.10.5).

2.10.4 Agarose-Gelelektrophorese

Nach Beendigung der PCR (s. 2.13.6) wurden die erhaltenen Produkte mittels Agarosegel-
Elektrophorese aufgetrennt (McDonell et al., 1977; Southern, 1979). Die Konzentration des
Gels war dabei von der GrofRe der zu trennenden DNA-Fragmente abhangig. Fragmente
> 2 kb wurden in 1 — 1,5%-igen Gelen und < 2 kb wurden in 1,5 — 3%-igen Gelen
aufgetrennt. In Tabelle 2.45 ist die Zusammensetzung des fir die Elektrophorese
eingesetzten 50x TAE-Puffers aufgefihrt.

Tabelle 2.45 Zusammensetzung des 50-fachen TAE-Puffers

Komponente Konzentration
Tris-Base 24209 L™
0,5MEDTA, pH 8 100,0 mL L™
Essigsaure 57,1 mL L™

Vor der Verwendung wurde der Puffer 1:50 mit Reinstwasser verdinnt (1x TAE-Puffer). Die
entsprechende Menge Agarose wurde eingewogen und in 1x TEA-Puffer suspendiert. Fur
kleine Gele wurden 56 mL und fur grof3e Gele 168 mL bengtigt. Die Suspension wurde in der
Mikrowelle bis zum vollstandigen Lésen der Agarose erhitzt. AnschlieRend wurde die Lsung
auf einem Ruhrer gertihrt und auf ca. 60 °C abgekuhlt, um sie dann in einen Gelschlitten zu
gieBen. Nach dem GiefRen wurde ein Kamm eingesetzt. Nach ca. 30 Minuten war das Gel

ausgehartet und konnte mit 1x TAE-Puffer Uberschichtet werden. Die Proben der

57



Material und Methoden

analytischen PCR wurden mit 1 pL Midori Green Direct versetzt und direkt auf das Gel
aufgetragen. Bei den Proben der préaparativen PCR wurde nur eine Probe mit dem Farbstoff,
alle anderen wurden ohne Farbstoff, dafiir 1:10 mit 10x DNA-Ladepuffer (Tabelle 2.46)
versetzt, aufgetragen und anhand der gefarbten Fragmente die entsprechende Bande
ausgeschnitten.

Tabelle 2.46 10x DNA-Ladepuffer

Komponente Menge
Bromphenolblau 25 mg
EDTAO05M 200 pL
Glycerol 3,5mL
SDS 10% 500 pL
Xylencyanol 25 mg
Reinstwasser ad 10 mL

Abhangig von der GelgroRe wurde fir die Elektrophorese eine Spannung zwischen 80 und
120 V angelegt. Mit Hilfe eines Grolenstandards (100 bp DNA extended DNA-Leiter fur
PCR-Amplifikate; 1 kbp DNA-Leiter fur Restriktionsverdau, Carl Roth) konnten die Grof3en
der DNA-Fragmente abgeschétzt werden. Die Gele wurden mittels der Anlage DeVision
DBOX (Decon Science Tec., Hohengandern), ausgestattet mit einem UV-Transilluminator
(312 nm), einer Kamera und der Software DeVision G Vers. 2.0 betrachtet und dokumentiert.

2.10.5 Gelfarbung

Denaturierende SDS-PAGE-Gele wurden mittels kolloidaler Coomassie- bzw. Coomassie-
Farbelbsung gefarbt. Halbnative SDS-PAGE-Gele und IEF-Gele wurden in zwei Teile geteilt,
um sowohl eine Farbung mit kolloidalem Coomassie bzw. Coomassie-Farbeldsung als auch
eine Esteraseaktivitatsfarbung durchfihren zu kénnen. Zur Dokumentation wurden die
gefarbten Gele eingescannt.
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2.10.5.1 Farbung mit kolloidaler Coomassie

Zur Farbung der Proteinbanden wurde das Gel in eine kolloidale Coomassie-Farbeldsung
(Kang et al., 2002) gelegt (Tabelle 2.47). Wahrend SDS-PAGE-Gele Uber Nacht auf dem
Orbitalschdittler inkubiert wurden, war zur Farbung der IEF-Gele eine Inkubation von 30 min
ausreichend. AnschlieRend wurden die Gele vor der Dokumentation zur Entfarbung des
Hintergrundes in Reinstwasser gelegt.

Tabelle 2.47 Zusammensetzung der kolloidalen Coomassie-Farbelésung

Chemikalie Menge
Aluminiumsulfat-Hydrat 50,0 ¢
Ethanol 100,0 mL
Coomassie Brilliant Blue G-250 0,2¢g
ortho-Phosphorsaure 85% 23,5 mL
Wasser (reinst) ad1llL

Zunachst wurde das Aluminiumsulfat-Hydrat in Wasser gelést und das Ethanol dazugeben.
Nach Zugabe von Coomassie Brilliant Blue G-250 wurde die Losung Uber Nacht gerthrt und
zum Lichtschutz mit Alufolie umwickelt. Am nachsten Tag wurde die Phosphorsaure
zugegeben.

2.10.5.2 Farbung mittels Coomassie-Farbeldsung

Vor der Farbung mit Coomassie-Farbelésung wurden die im Gel befindlichen Proteine
zunachst mit Fixierlosung (Tabelle 2.48) fixiert, anschlieBend Uber Nacht mit Coomassie-
Farbeldsung (Tabelle 2.49) gefarbt und das Gel schlie3lich mittels Entfarbelésung (Tabelle
2.50) entfarbt. Um Reste der Farbereagenzien zu entfernen, wurden die Gele vor der
Dokumentation in Reinstwasser gelegt.

Tabelle 2.48 Zusammensetzung der Fixierlésung

Chemikalie Menge
Ethanol 500 mL
Essigsaure 100 mL
Wasser (reinst) ad 1L
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Tabelle 2.49 Zusammensetzung der Coomassie-Farbeldsung

Chemikalie Menge

Ethanol 400 mL

Essigsaure 100 mL
Coomassie Brilliant Blue R-250 290 mg
Wasser (reinst) ad 1L

Tabelle 2.50 Zusammensetzung der Entfarbeldsung

Chemikalie Menge
Ethanol 250 mL
Essigsaure 80 mL
Wasser (reinst) ad1L

2.10.5.3 Esteraseaktivitatsfarbung

Fur die Aktivitatsfarbung wurden zwei Farbelésungen eingesetzt, welche getrennt
voneinander hergestellt und auf Eis gelagert wurden (Tabelle 2.51). Das Gel wurde zunéchst
in Losung 1 gelegt und sofort mit Losung 2 Uberdeckt. Anschlieend folgte die Farbung fir
maximal 30 min auf einem Orbitalschittler bei 20 rpm. Um Reste der Farbereagenzien zu
entfernen, wurden die Gele vor der Dokumentation in Reinstwasser gelegt. Die Farbung

wurde flr halbnative SDS-Gele und IEF-Gele angewandt.

Tabelle 2.51 Lésungen zur Esteraseaktivitatsfarbung

Substanz Menge

Losung 1 Fast Blue RR 50 mg in 100 mL Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH7,0)

Losung 2 a-Naphthylacetat | 10 mg in 1 mL Aceton
bzw. -butyrat
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2.11Kaseherstellung

2.11.1 Applikationstests an Kéase

In Kooperation mit dem Projektpartner optiferm GmbH wurden Applikationstests an Kése
durchgefuhrt. Diese wurden an der Molkereischule des LAZBW (Landwirtschaftlichen
Zentrum Baden-Wirttemberg) in Wangen (Applikationstest 1 bis 3) und in den
Produktionsraumen der optiferm GmbH (Applikationstest 4 bis 7) durchgefihrt. Eingesetzt
wurden pro Probe jeweils 10 L bzw. 3 L Milch. Insgesamt wurden jeweils bis zu sechs
verschiedene Testkdse der Sorte Weichkdse vom Typ Feta hergestellt. Dazu wurde frische
Vollmilch (Stich Feinkdserei GmbH, frische Vollmilch, 3,5% Fett, pasteurisiert,
homogenisiert) mit Sahne auf einen Fettgehalt von 4,2% eingestellt, ein definiertes Volumen
in Versuchswannen Uberfuhrt und auf 33 °C temperiert. Daraufhin erfolgte die Zugabe der
Milchsaurebakterien-Kultur Lyofast MO36L sowie die Zugabe der entsprechenden Lipase. Als
Referenz diente eine Produktion ohne Zugabe von Lipasen und je ein Standard mit
Ziegenlipase opti-zym z10uc und Piccantase® KLC, einer rekombinanten prégastrischen
Esterase der Firma DSM. Anschlie3end begann die Vorreifezeit fir insgesamt 45 min. Nach
Ablauf der Vorreifezeit wurden versetzt in Zeitabstanden von 5 min Calcium (opti-calc) und
Lab (Mikrolab: opti-lase, 220 IMCU) zu den einzelnen Versuchswannen hinzugefiigt. Darauf
folgten die Gerinnungszeit sowie die Dickungszeit. Nach der Dicklegung der Milch folgte das
Schneiden der Gallerte mit K&seharfen in ca. haselnussgrof3e Bruchstiicke. Der Bruch wurde
in regelmafiigen Abstanden mit der Hand verzogen und nach dem Austritt der Molke in
entsprechende, vorgewarmte Formen Uberfuhrt. Die Formen wurden zum gleichmalfiigen
Austreten der Molke in regelmafiigen Abstanden gewendet. AnschlieRend erfolgte das
Einlegen der Kase in ein Salzbad (20%-ig, pH 5,2 eingestellt mit 80% Milchsaure) sowie das

Abtropfen.

Nach 24 h wurden die Kase fir 1 min in ein Natamycin-Tauchbad (opti-cid) getaucht und
ebenfalls zum Abtropfen gestellt. Je Versuchswanne und -bedingung konnten zwei Formen
mit K&sebruch abgefillt werden, woraus zwei ca. 200 g schwere Fetalaibe entstanden, die
geviertelt, in Folie eingeschweil3t und entsprechend eingelagert wurden. Das
Versuchsprotokoll wurde so angepasst, dass geschmacklich einwandfreie Referenzkase
hergestellt werden konnten, die wiederum eine Beurteilung der anderen Proben und des

Effekts der unterschiedlichen Lipasen ermdoglichten.

Die Reifezeit betrug 30 d bei 10 bis 15 °C, anschlielend wurden die Proben fur weitere

12 Wochen bei 4 °C gelagert. Uber den Reifungs- und Lagerungszeitraum hinweg wurden
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die generierten Kasespezialititen jeweils im Vergleich zu mit dem Referenzprodukt
Ziegenlipase hergestellten Kase sensorisch beurteilt. Begleitend erfolgte eine umfassende
instrumentell-analytische Charakterisierung der durch die Lipasen freigesetzten Fettsauren.
Die produzierten Kéase wurden mittels Festphasenmikroextraktion (SPME) in Kopplung mit
der gaschromatographischen Analyse mit massenspektrometrischer Detektion auf die
Anwesenheit von freien Fettsduren hin untersucht. In Tabelle 2.52 sind die verwendeten
Zusatze wahrend des Késereiprozesses und in Tabelle 2.53 sind die verwendeten
Organismen und die Reinigung der Enzyme fur den Einsatz im Kasereiprozess aufgefiihrt.

Tabelle 2.52 Verwendete Zusétze wahrend des Kasereiprozesses

Substanz Charge/MHD Menge
Lyofast C145779A;02/2018 | 1 Beutel mit 1UC 100 L™ Milch in 0,5 L physiologischer
MO36L Kochsalzlésung (0,9% + 4,5 g NaCl) aufgeldst und
15 mL (= 0,03 UC 3 L™ Milch) pipettiert
opti-calc 0OK160905010120 |Je 0,3 mL (= 10 ml 100 L™ Milch) in Falcon abgefilllt,

mit 20 mL H,Oges aufgeflillt. Zugabe gemeinsam mit
Kultur zur Milch

Mikrolab: 22MC171016; Je 0,51 mL (= 17 ml 100 L™ Milch) in Falcon abgefilllt,
opti-lase, 10/2017 mit 20 mL H,Oqes: aufgefillt

220 IMCU

opt-izym AO015897A; 1 g Lipase in 25 mL HyOges gelést und 2,63 ml
z10uc 05/2017 (= 0,35 g 10 L™ Milch) pipettiert

Natamycin: 010320160203; Dosage 1000 ppm = 2 g Natamycin-Pulver in 1 L
opti-cid 03/02/2018 Wasser gelost (Fetalaibe werden nach dem Trocknen

und Schneiden in Natamycin-Tauchbad getaucht (1
min) und anschlieRend nochmal getrocknet)
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Tabelle 2.53 Verwendete Organismen und Reinigung der Enzyme fiir den Einsatz im Késereiprozess

. _ Dosierung
Organismus Abk. Reinigung 10 Lt Milch
1. Applikationstest
Lentinus squarrosulus LSQU 0,29;0,5¢
%Aurlcularla_l AEU Ultrafiltration 029:05g
uscosuccinea
2. Applikationstest
Flammulina velutipes FVE-F 0,29;0,5¢
Pleurotus citrinopileatus | PCI Ultrafiltration 0,29;0,5¢9
3. Applikationstest
50 mL

Pleurotus citrinopileatus | PCI mlttgls Schaum- 100 mL
fraktionierung

150 mL
. . Dosierung
Organismus Abk. Reinigung 3 L Milch
4. Applikationstest
Pleurotus eryngii PER 4 mL
_ ) FPLC
Flammulina velutipes FVE-D 6 mL
5. Applikationstest
Flammulina velutipes FVE-D _ 50 mL
o Ammoniumsulfatfallung
Pleurotus citrinopileatus | PCI 50 mL
6. Applikationstest
Pleurotus flabellatus PFLA _ 50 mL
_ Ammoniumsulfatfallung
Lycoperdon pyriforme LYP 50 mL

7. Applikationstest

Ammoniumsulfatfallung | 20 mL

Flammulina velutipes FVE-D
Ethanolféallung 7 mL
o i . 5mL
Pleurotus citrinopileatus | PCI Ammoniumsulfatfallung 10 mL.
m
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2.11.2 Sensorische Beurteilung der hergestellten Testkase

Die Verkostungen der hergestellten Kaselaibe (s. 2.11.1) fanden sowohl am Institut fur
Lebensmittelchemie und -biotechnologie der JLU Giel3en als auch bei der Firma optiferm
GmbH statt. Insgesamt nahmen 3 - 10 Personen teil. Die wahrgenommenen sensorischen
Eindricke wurden in Aussehen (Farbe), Geruch, Geschmack und Textur (Konsistenz)
unterteilt. FUr eine moglichst einheitliche Bewertung der Proben wurde den Teilnehmern eine
Tabelle mit mdglichen sensorischen Merkmalseigenschaften fur Feta-Kase zur Verfligung
gestellt (Tabelle 2.54). Die Verkostungen der Proben erfolgten in insgesamt vier Runden:
Runde 1: Lagerung des Kéases fir 30 Tage bei 13 °C; Runde 2: Lagerung des Kases fur 30
Tage bei 13 °C + 4 Wochen bei 4 °C; Runde 3: Lagerung des Kases flir 30 Tage bei 13 °C +
8 Wochen bei 4 °C; Runde 4: Lagerung des Kases fir 30 Tage bei 13 °C + 12 Wochen bei
4 °C.
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Tabelle 2.54 Mégliche sensorische Merkmalseigenschaften fiir Feta-Kase

Material und Methoden

Aussehen Geruch Geschmack Textur
(Farbe) (Konsistenz)
weild neutral (leer, fade, neutral (geschmacklos, kompakt (fest, zah,
dumpf) mild, leer, fade, dumpf) hart)
cremefarben intensiv intensiv weich (randweich)
elfenbeinfarben aromatisch aromatisch geschmeidig
(cremig)
gelb sauer (sauerlich, pikant (kraftig, wirzig, elastisch
essigsauer) herzhaft) (gummiartig)
mattgelb scharf raf3 (streng) batzig (klebrig,
pappig, schmierig,
speckig)
mattglanzend milchig salzig (salzscharf) glatt (rau,
schwammig)
marmoriert sahnig scharf (bei3end, wachsartig
stechend, pfeffrig)
gleichmaRig stBlich (malzig) sauer (molkensauer) kornig (feinsandig,
tonig, kreidig)
einheitlich garig (gasig, hefig) st3lich (malzig) mirbe (brdselig
briichig, mehlig)
zweifarbig muffig (stinkig, bitter (molkenbitter) trocken
fischig)
weil3fleckig seifig herb inhomogen
ranzig ammoniakalisch fettig
bockig (Ziegenbock, | metallisch
Kuhstall, Silage)
buttrig (Butteraroma) | alt
schweildig nussig
(Buttersauregeruch)

ammoniakalisch
stechend (streng)
rauchig (brandig)
erdig

nach Parmesan etc.
Fremdgeruch

rahmig (sahnig)
fettig (leimig)

seifig

ranzig

bockig

buttrig (Butteraroma)
Buttersauregeschmack
schwefelhaltig

garig (gasig, hefig)
faulig (muffig, fischig,
stinkig)

brandig (rauchig)
Rotschmiere
charakteristisch
nicht typisch

unrein
Fremdgeschmack
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2.11.3 Analyse der freien Fettsduren des Kases mittels SPME-GC-MS/MS-O

Material und Methoden

Freie Fettsauren in den Kaseproben wurden mittels Festphasenmikroextraktion (SPME) in

Kopplung mit der gaschromatographischen Analyse mit massenspektrometrischer Detektion

sowie mittels GC-MS-Olfaktometrie untersucht. Im Rahmen einer Optimierung wurde die

Extraktion zu Beginn mittels Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan-Faser

und

anschliel3end mittels einer Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen-Faser aus dem Kopfraum des

20-mLHeadspace-Vials durchgefihrt. Dazu wurden jeweils 3 g K&ase in ein 20 mL

Headspace-Vial eingewogen und zur SPME-GC-MS/MS-O Untersuchung eingesetzt. Die

Parameter sind in Tabelle 2.55 dargestellt.

Tabelle 2.55 Parameter der SPME-GC-MS/MS-O zur Analyse der freien Fettsauren des Kases

SPME-GC-MS/MS-0O

Gaschromatograph

Trennséaule

Tragergas
Fluss

Faserbeschichtung

Inkubationszeit
Schiittelgeschwindigkeit
Extraktionsdauer
Extraktionstemperatur
Eindringtiefe Vial
Eindringtiefe Injektor
Desorptionsdauer

Ausheiztemperatur der
Faser
Pause vor/nach Ausheizen

Eindringtiefe Ausheizen
Faser
Splitverhaltnis

Transfertemperatur

Injektor

7890 GC System, Agilent Technologies

Agilent Technologies J&W Scientific VF-Waxms
30 m Lange; 250 um Durchmesser;

0,25 um Filmdicke

Helium

1,2 mL-min™ (konstant)

Supelco; DVB/Car/PDMS
(Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan);
PDMS/DVB (Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen)
10 min

250 rpm
40 min
55°C
27 mm
54 mm
60 s
250 °C

9 bzw.15 min

43 mm

splitlos bzw. 5:1
55°C
Split/Splitless (ALS)
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Injektortemperatur
Liner

Temperaturprogramm

Temperatur Transfer Line
Detektor

Temperaturen

lonisation
Massenbereich
Schwelle
Software

Datenbank

Material und Methoden

250 °C
Supleco SPME-Liner

40 °C (3 min); 5 °C-min™ auf 240 °C (12 min); insgesamt
55 min
250 °C

Agilent 5975 C MSD Triple-Axis Detektor

lonenquelle: 230 °C, Maximum 250 °C
Quadrupol: 150 °C, Maximum 200 °C
El 70 eV

Totalionenscan: m/z 33 bis 300
100

Chemstation E02.00.493

NIST 2008 MS

2.11.4 Berechnung des Retentionsindex nach Kovats

Um in der Gaschromatographie systemunabh&ngige Vergleiche von Analytsubstanzen der
Literatur mit ermittelten Retentionszeiten anstellen zu kdnnen, wurden Retentionsindices
nach Kovats bestimmt. Dabei wird die Retentionszeit des Analyten mit den Retentionszeiten
einer Standardalkanreihe ins Verhaltnis gesetzt. Die Retentionszeiten wurden an einer
polaren Saule ermittelt. Der verwendete Standard der Alkanreihe enthielt alle homologen
n-Alkane von Cg bis C,s (40 mg L™ in Hexan). Die Berechnung der Retentionsindices bzw.

Kovats-Indices nach dem Prinzip von (Kovats, 1958) erfolgte nach Gleichung 2.9.

KI = 100 * N + 100 % z-29za=logun (2.9)

logem—logun

mit N: Anzahl der C-Atome des nach dem Analyten eluierenden Alkans
n: Anzahl der C-Atome des vor dem Analyten eluierenden Alkans
Z Differenz zur Zahl der C-Atome des nach dem Analyten eluierenden Alkans
A: Analyt
t" Nettoretentionszeit [min] = Bruttoretentionszeit [min] — Totzeit [min]

Zum Vergleich wurden die in den Ké&seproben detektierten Fettsduren Essig-, Butter-,
Capron-, Capryl- und Caprinsdure als Mischstandard in Hexan angesetzt und die
Retentionszeiten mittels GC-MS/MS bestimmt. Fur die Standardsubstanzen wurden

ebenfalls Retentionsindices nach Kovats berechnet.
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2.12Toxikologische Untersuchung

2.12.1 Probenvorbereitung fur die toxikologische Untersuchung

Fur die toxikologische Untersuchung wurden die vielversprechendsten Basidomyceten
Flammulina velutipes und Pleurotus citrinopileatus analog zur Herstellung fir den Einsatz im
Kasereiprozess kultiviert und aufgearbeitet (siehe 2.6) und im Rahmen eines Unterauftrags
an Prof. Dr. Dr. Dieter Schrenk aus dem Institut fur Lebensmittelchemie und Toxikologie an
der TU Kaiserslautern weitergeleitet. Zusatzlich wurde von F. velutipes und P. citrinopileatus
jeweils ein Blindwert hergestellt, indem die aufgearbeiteten Enzympraparationen durch

Erhitzen in einem siedenden Wasserbad fiir 15 min inkubiert wurden.

2.12.2 Resazurin-Test

Zur Prufung der Enzympréparate auf zytotoxische Eigenschaften wurden primére Ratten-
hepatozyten in Kultur als Testsystem verwendet. Dazu wurden die Enzympréparate in sechs
verschiedenen Konzentrationen (0,1 Vol%, 0,5 Vol%, 1 Vol%, 2 Vol%, 5 Vol% und 10 Vol%)
tuber 24 h, 48 h und 72 h im Vergleich zur Kontrolle inkubiert. Die Zellvitalitat der
Hepatozyten wurde mittels Resazurin-Reduktionstest mit mikroskopischer Inspektion, die
Membranintegritat der Hepatozyten mittels Laktatdehydrogenase-Leakage-Test bestimmit.
Die Aussaat der Zellen erfolgte in kollagenierten 24-Loch-Platten. Als Kulturmedium diente
Dulbecco’s Modified Eagel Medium (DMEM, wenig Glucose), 10% FKS, 1%

Penicillin/Streptomycin.

Als Negativkontrolle diente Kulturmedium, als Positivkontrolle wurde 0,1% Triton-X100

eingesetzt.

Zur Prifung der genotoxischen Wirkung wurden V 79-Zellen in Kultur mit funf verschiedenen
Konzentrationen der Enzympréparate tber 24 h und 48 h inkubiert und ein HPRT-Mutations-
test durchgefiihrt.

Nach einer Inkubation von 24 h, 48 h und 72 h wurde die Vitalitdét der Zellen getestet.
AnschlieRend wurden die Zellen 90 min mit Resazurin inkubiert und die entstandene Menge
Resorufin mittels Fluoreszenzmessung detektiert. Fir die Medienkontrolle wurde der Wert

auf 100% gesetzt, Mittelwerte und Standardabweichungen wurden dazu in Relation gesetzt.
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2.12.3 Ames-Fluktuationstest

Zur Ermittlung der Mutagenitat wurde ein Fluktuationstest nach Ames in zwei Stammen von
Salmonella Typhimurium (TA 98 fir Leserasterverschiebung; TA 100 fur Basenpaar-
substitutionen) durchgefuhrt. Die Durchfiihrung der Tests erfolgte sowohl mit als auch ohne
S9-Mix aus Rattenleber zur metabolischen Aktivierung der Testsubstanzen. Der verwendete
S9-Mix wurde aus Aroclor 1254 induzierten Rattenlebern hergestellt. Dazu wurde eine
Dreifachbestimmung, im Vergleich zu bidestilierten Wasser als Negativkontrolle,

durchgefihrt.
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2.13 Molekularbiologische Methoden

2.13.1 Primerableitung

Anhand der zuvor sequenzierten Aminosauresequenz wurde die daraus erhaltene cDNA-
Sequenz der moglichen Lipase aus F. velutipes mit der Sequenz einer putative carotinoid
ester lipase aus F. velutipes verglichen. Aus diesen Daten wurden Primer zur Amplifizierung
abgeleitet. Durch erhaltene Sequenzabschnitte wurden weitere Primer zur vollstandigen
Sequenzierung der cDNA und gDNA abgeleitet. In gleicher Weise wurden Primer zur

Sequenzierung der cDNA und gDNA von P. citrinopileatus abgeleitet.

2.13.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Messung der DNA- und RNA-Konzentrationen erfolgte mittels NanoPhotometer™ Pearl.
Dabei wurden die Extinktionen E bei 260 nm, 280 nm und 230 nm bestimmt. Die
Nukleinsdurekonzentration wird Uber die Extinktion bei 260 nm ermittelt. Die Reinheit der
Losung wird Gber den Quotienten der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Hat der
Quotient E,s0/E2go €inen Wert von 1,8, dann liegt eine reine DNA-LOsung vor, liegt der Wert
bei 2,0, dann liegt eine reine RNA-L6sung vor. Die Tribung wird Uber die Extinktion bei

230 nm bestimmt.

2.13.3 Isolierung genomischer DNA

Die Kultivierung der Basidiomyceten erfolgte wie unter Kulturfihrung (2.6) beschrieben. Am
Tag der maximalen Esterase- bzw- Lipaseaktivitdt wurden die Kulturen geerntet und das
Myzel vom Uberstand getrennt. AnschlieRend wurde das Myzel unter fliissigem Stickstoff
gemorsert und ca. 4 Microspatel des gemdrserten Myzels in ein 1,5 mL-Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Der Rest des Myzels wurde bei -20 °C eingefroren. In das Reaktionsgefald wurden
500 pL eines Lysispuffers (Tabelle 2.56) pipettiert, gevortext und 10 min bei Raumtemperatur

inkubiert.

70



Material und Methoden

Tabelle 2.56 Zusammensetzung des Lysispuffers zur Isolierung genomischer DNA

Chemikalie Stocklésung Eingesetztes Volumen [mL]
400 mM Tris HCI pH 8.0 1M 4 mL
60 mM EDTA pH 8,0 200 mM 3mL
150 mM NaCl 1M 1,5mL
1% SDS 10% 1mL
steriles Reinstwasser / 0,5 mL

AnschlieRend wurden 150 pL einer 3 M Kaliumacetat-Loésung (pH 4,8) zugefligt, gevortext
und fir 10 min bei 14.000 rpm (18.000 g) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues 1,5 mL-Reaktionsgefa? Uberfihrt und mit dem gleichen Volumen
Isopropanol (ca. 600 pL) versetzt und gemischt. Das Gemisch wurde erneut fur 10 min bei
Raumtemperatur und 14.000 rpm (18.000 g) zentrifugiert. Anschlieend wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 500 pL Ethanol (70%) aufgenommen, gewaschen und
1 min zentrifugiert (14.000 rpm, 18.000 g, RT). Der Uberstand wurde erneut verworfen und
das Pellet in einer Vakuumzentrifuge fur 5 min vom restlichen Losungsmittel befreit. Das
getrocknete Pellet wurde anschlie3end in 50 pL bzw. 100 pL (bei grof3eren, sichtbaren
Pellets) sterilem Reinstwasser resuspendiert. Mittels NanoPhotometer™ wurde die DNA-
Konzentration (2.13.2) bestimmt. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C.

2.13.4Isolierung der RNA

Die Isolierung von RNA erfolgte mit Myzel, welches zum Zeitpunkt maximaler spezifischer
Enzymaktivitat im Kulturiberstand entnommen und unter flissigem Stickstoff gemorsert
wurde. Die Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers des RNeasy® Plant Mini Kit
unter Einsatz des RLC-Puffers (Quiagen, Venlo, Niederlande). Abweichend vom Protokoll
erfolgte der DNase-Verdau 60 min statt 15 min. Wahrend der Isolierung wurden
ausschlielich autoklavierte und ausgeglihte Materialien und Lésungsmittel verwendet, um
eine Kontamination mit RNasen zu vermeiden. Die Konzentrationsbestimmung der RNA
erfolgte wie unter Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren (2.13.2) beschrieben
mittels NanoPhotometer™. Als Qualitatskontrolle bezlglich der Reinheit der RNA wurden die
isolierten Proben auf ein Agarosegel (2.10.4) aufgetragen. Anhand der 28S- und 18S-
Banden im Gel konnte die Qualitat der RNA eabgeschatzt werden. Die Lagerung der
isolierten Gesamt-RNA erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C.
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2.13.5 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde M-MLYV reverse Transkriptase von Invitrogen (Carlsbad, USA)
eingesetzt. Des Weiteren kam die PrimeScript™Reverse Transkriptase von Takara
(Clontech Laboratories, Inc., A Takara Bio Company, USA) zum Einsatz.

Dabei wurde jeweils nach den Angaben des Herstellers verfahren. Ein vollstandiger RNA-
Verdau erfolgte mittels RNase A. Die Konzentrationsbestimmung der cDNA erfolgte wie
unter Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren (2.13.2) beschrieben mittels
NanoPhotometer™. Die Lagerung der cDNA erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei
-20 °C.

2.13.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung gewlinschter gDNA- und cDNA-Abschnitte wurde die PCR eingesezt. Als
Polymerasen wurde die Phusion®-Polymerase bzw. die Q5® High Fidelity DNA Polymerase
(New England, Biolabs, Ipswich, USA) verwendet. Die Zusammensetzung des Master-Mixes
(Tabelle 2.57, Tabelle 2.58), sowie das Temperaturprogramm (Tabelle 2.59, Tabelle 2.60)

richteten sich nach den Angaben des Herstellers der Polymerasen.

Tabelle 2.57 Zusammensetzung des Master-Mixes pro 20 pL PCR-Ansatz mit Phusion® High-Fidelity DNA-
Polymerase

Komponente Volumen Endkonzentration
[WL]
5x GC Reaktionspuffer 40 1x
10 mM dNTPs 0,4 200,0 uM
10 uM Forward Primer 1,0 0,5 uM
10 uM Reverse Primer 1,0 0,5 uM
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase 0,2 0,02 U pL™
Template DNA variabel 50 — 250 ng pro 20,0 pL PCR
DMSO, 100% (optional) 0,6 3%
Magnesiumchlorid, 50 mM (optional) 0,6 1,5mM
Nuklease-freies Reinstwasser ad 20
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Tabelle 2.58 Zusammensetzung des Master-Mixes pro 20 uL PCR-Ansatz mit Q5® High-Fidelity DNA

Polymerase
Komponente Volumen Endkonzentration
[WL]
5x Q5 Reaktionspuffer 4,0 1x
10 mM dNTPs 0,4 200,0 uM
10 uM Forward Primer 1,0 0,5 uM
10 uM Reverse Primer 1,0 0,5 uM
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 0,2 0,02 U pL™
Template DNA variabel <1000 ng
5X Q5 High GC Enhancer (optional) 4,0 1x
Nuklease-freies Reinstwasser ad 20

2.13.6.1 Analytische PCR

Um die optimale Hybridisierungstemperatur der abgeleiteten Primer zu erhalten, wurde eine

Temperaturgradienten-PCR durchgefiihrt. Dabei wurde bei 5 °C unter der vom Hersteller

angegebenen Schmelztemperatur der Primer angesetzt. Die Zusammensetzung war analog

zu Tabelle 2.57, allerdings wurden 10 pL statt 20 yL angesetzt.

Tabelle 2.59 Temperaturprogramm einer PCR-Reaktion mit Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase

Schritt-Nr. Schritt Temperatur [°C] Zeit
1 Initiale Denaturierungsphase 98 5,0 min
2 Denaturierung 98 30s
3 Primer Annealing Gradient: 30s
45 °C bis 69 °C
4 Elongation 72 10 — 30 s pro kb
Zuriick zu Schritt Nr. 2 far 30-40 Zyklen
Finale Elongation 72 5 min
Lagerung 8 0

73



Material und Methoden

Tabelle 2.60 Temperaturprogramm einer PCR-Reaktion mit Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

Schritt-Nr. Schritt Temperatur [°C] Zeit
1 Initiale Denaturierungsphase 98 30s
2 Denaturierung 98 10s
3 Primer Annealing Gradient: 30s
45 °C bis 69 °C
4 Elongation 72 20— 30 s pro kb
Zurick zu Schritt Nr. 2 fur 25-35 Zyklen
Finale Elongation 72 2 min
Lagerung 8 0

2.13.6.2 Praparative PCR

Fur die praparative PCR wurden 200 pL des Mastermixes angesetzt, um gréRere Mengen an
DNA zu erhalten. Die PCR-Produkte wurden nach der Isolierung der entsprechenden Bande
aus dem Agarosegel aufgearbeitet und sequenziert.

2.13.7 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die relevanten DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
in ein steriles 2 mL-Reaktionsgefald Uberfihrt. Die Isolierung der Fragmente aus dem Gel
erfolgte mittels NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) nach Angaben des
Herstellers. Die Konzentrationsbestimmung der DNA-haltigen Losungen erfolgte wie in
2.13.2 beschrieben am NanoPhotometer™. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgte bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C.

2.13.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der isolierten DNA-Fragmente erfolgte mittels Sequenzierservice von

SegLab-Microsynth GmbH, Goéttingen.

74



Material und Methoden

2.13.9Klonierung von DNA

DNA-Amplifikate, die nach 2.13.7 isoliert wurden und zu geringe Konzentrationen fir eine
direkte Sequenzierung aufwiesen, wurden mittels Zero Blunt® Cloning Kit (Invitrogen) in

E. coli zwischenkloniert.

2.13.9.1 Ligation

Fir die Ligation der DNA-Amplifikate in einen pCR®-Blunt-Vektor wurden die in Tabelle 2.61
aufgefiihrten Bestandteile gemal der Herstellerangaben pipettiert und anschlieend fur 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei sollte das Verhdltnis zwischen der eingesetzten Menge
des PCR-Produkts zum Vektor zwischen 10:1 und 100:1 liegen.

Tabelle 2.61 Ligationsansatz Zero Blunt® Cloning Kit

Komponente Menge [pL]
pCR®-Blunt (25 ng) 1
PCR-Produkt (blunt ends) 1-5
5xExpressLink™ T4 DNA Ligase Puffer 2
ExpressLink™ T4 DNA Ligase (5 U pL™) 1
Reinstwasser ad 10

2.13.9.2 Transformation in E. coli TOP10

Fir die Transformation wurden 5 pL des Ligationsansatzes zu einem Aliquot One Shot®
TOP10 Chemically Competent E. coli Zellen (Invitrogen), welche auf Eis vorgelegt wurden,
pipettiert und vorsichtig durchmischt. Der Ansatz wurde fir 30 min auf Eis inkubiert und
anschlie3end bei 42 °C fir 45 s erhitzt. Nach dem Abkihlen auf Eis fir 2 min wurden
250 pL SOC-Medium (Tabelle 2.20) hinzugefigt und fir 1 h bei 37 °C und 225 rpm auf
einem Horizontalschiittler inkubiert. Im Anschluss wurden 10 bis 100 pL auf LBkanamycin-

Agarplatten aufgetragen und Uber Nacht bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert.

Der pCR®-Blunt Vektor enthélt das letale E. coli ccdB-Gen, welches am C-Terminus des

LacZa fusioniert. Die Ligation eines blunt PCR-Fragmentes unterbricht die Expression der
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LacZa-ccdB-Genfusion, sodass nur Klone auf den LBkanamycin-Agarplatten wachsen konnen,

die das neue Insert der blunt-end Klonierung beinhalten.

2.14 Sterilisation und Entsorgung

2.14.1 Sterilisation von Arbeitsmaterialien

Das Sterilisieren von bendtigten Arbeitsmaterialien sowie von Medien und Lésungen wurden
nach Mdoglichkeit fur 20 min bei 121 °C im Autoklav durchgefuhrt. Durch Sterilfilter

(Porendurchmesser 0,22 um) wurden nicht autoklavierbare Lésungen steril filtriert.

2.14.2 Sterilisation und Entsorgung von S1-Abfallen

Feste und flissige S1-Abfalle wurden fur 15 min bei 135 °C im Autoklaven sterilisiert. Nach
Filtration wurden flissige Abfélle dem Laborabwasser zugefiihrt, feste Abfélle wurden tber
den Laborabfall entsorgt.

2.14.3 Entsorgung von Losungsmitteln und Chemikalien

Nicht wiederverwendbare Losungsmittel und Chemikalien wurden ihren Eigenschaften
entsprechend entsorgt. Alle gesammelten Chemikalien- und L&sungsmittelabfalle wurden

Uber die zentrale Entsorgungseinrichtung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en entsorgt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Referenzenzyms opti-zym z10uc

Das Referenzenzym opti-zym z10uc wurde umfassend charakterisiert. Zunachst wurden
verschiedene Konzentrationen in Wasser angesetzt (Abbildung 3.1). Aufgrund der
schlechten Ldslichkeit in Wasser wurden Kaliumphosphatpuffer, Kaliumphosphatpuffer mit
0,5% Triton X-100 (Tabelle 2.22) und Soérensenphoshatpuffer (Tabelle 2.23) als Ldsungs-
mittel getestet. In allen Ansétzen wurde jedoch keine vollstéandige Losung erzielt werden. Alle
Suspensionen waren trib und enthielten Kkleine, ungeléste Partikel, sodass die
Suspensionen vor Verwendung zentrifugiert wurden (4°C, 18.000 g). Abbildung 3.2 zeigt die
ermittelten Aktivititen bei einer Konzentrationen des Referenzenzyms von 30 g L™ in

verschiedenen Losungsmitteln. Die Messungen erfolgten jeweils in Dreifachbestimmungen.

N
[&)]
]

10 -

Aktivitat [U*L]

(&)
1

- [

30
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Abbildung 3.1 Esterase- und Lipaseaktivitat von unterschiedlich konzentrierten opti-zym-Lésungen in
Wasser. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Esterase- und Lipaseassay, die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 3.2 Esterase- und Lipaseaktivitat von opti-zym-Lésungen der Konzentration
30 g L* angesetzt in verschiedenen Losungsmitteln. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

In Abbildung 3.1 ist zu erkennen, dass die héher konzentrierte opti-zym Lésung (50 g L™)
eine minimal geringere Aktivitat als die weniger konzentrierte (30 g L™) aufwies. Des
Weiteren wurde eine sehr geringe Aktivitdt im Lipaseassay mit dem Substrat pNPP

nachgewiesen.

Das Hydrolyseprofil war in allen getesteten Ldsungsmitteln &hnlich (Abbildung 3.2). Die
Verwendung von Kaliumphosphatpuffer mit 0,5% Triton X-100 erwies sich als am besten

geeignet

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Referenzenzyms opti-zym z10uc wurde in
Kaliumphosphatpuffer und in Wasser durchgefiihrt. Da die Puffer mit Zusatz von
Emulgatoren den Assay storen, konnten in diesen keine Proteinkonzentrationen ermittelt

werden.
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Abbildung 3.3 Proteinkonzentration des Referenzenzyms opti-zym z10uc (30 g L") in
Kaliumphosphatpuffer und in Wasser. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels
Bradford-Assay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

Zur nadheren Charakterisierung wurde das Referenzenzym in unterschiedlichen

Konzentrationen auf eine halbnative und eine denaturierende SDS-PAGE aufgetragen

(Abbildung 3.4, Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.4 Halbnative SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) mit folgender Auftragung: Marker (M),
opti-zym z10uc 50 g L™* (1), opti-zym z10uc 10 g L™ (2)
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Abbildung 3.5 Denaturierende SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) mit folgender Auftragung: Marker (M),
opti-zym z10uc 10 g L™ (1), opti-zym z10uc 50 g L™ (2)

Sowohl auf der halbnativen als auch auf der denaturierenden SDS-PAGE wurden mehrere

Banden sichtbar. Mittels Aktivitatsfarbung wurden keine Banden detektiert (nicht abgebildet).

Mittels isoelektrischer Fokussierung wurden die isoelektrischen Punkte des Referenzenzyms
ermittelt (Abbildung 3.6). Dazu wurden Standardidsungen mit 10 g L™* und 50 g L™
aufgetragen. Aufgrund der nativen Bedingungen wurde das Gel mittels kolloidaler
Coomassie-Farbung und Esterase-Aktivitatsfarbung gefarbt.
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Abbildung 3.6 IEF-Gel mit unterschiedlichen Konzentrationen des Referenzenzyms opti-zym z10uc. Links
kolloidale Coomassie-Farbung und rechts Aktivitatsfarbung (e-Naphthylacetat) mit folgender Auftragung:
Marker (M), opti-zym z10uc 50 g L™ (1), opti-zym z10uc 10 g L™ (2)

In der Aktivitatsfarbung wurden zwei schwache Banden in einem Bereich zwischen pH 5,3
und 6,0 sichtbar. Diese Banden wurden in der Coomassie-Farbung bei einer Konzentration
von 50 g L™ deutlich sichtbar.
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3.1 Kulturfuhrung

3.1.1 Stammhaltung

Die nach Tabelle 2.2 ausgewahlten Basidiomyceten wiesen sehr unterschiedliches
Wachstumverhalten auf. In Abbildung 3.7 sind beispielhaft sechs verschiedenen
Basidiomyceten nach einwdchiger Kultivierung auf Malzexktraktpepton-Agarplatten
dargestellt. Dabei sind Unterschiede bezogen auf das Myzel-Wachstum und die Myzel-
Beschaffenheit deutlich zu erkennen.

00

Abbildung 3.7 Verschiedene Basidiomyceten nach einwéchiger Kultivierung auf MEP-Agarplatten, LSQU
(1), AFU (2), FVE-D (3), FVE-F (4), PCI (5) und PER (6)
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3.1.2 Vorkultur

Die Vorkulturen der ausgewahlten Basidiomyceten in Malzextraktpepton-Medium (MEP)
zeigten Unterschiede in Form und Grolie der Pellets sowie in der Farbung des Mediums
nach einer Kultivierungsdauer von sieben Tagen (Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8 Vorkulturen von Basidiomyceten nach einwdchiger Kultivierung: LSQU (1), AFU (2), FVE-D
(3), FVE-F (4), PCI (5) und PER (6)
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3.1.3 Hauptkultur

3.1.3.1 Verschiedene Nahrmedien

Die Hauptkulturen wurden nach 2.6.4 in MEP-Medium, Standardnahrlésung (SNL) sowie
Kartoffel-Glucose-Nahrmedium (KG) angesetzt. In Abbildung 3.9 sind die Kulturen von F.
velutipes und P. citrinopileatus in den verschiedenen Medien nach zweiw6chiger Kultivierung
dargestellt. Es sind Unterschiede in Form und GrolRe der Pellets sowie in der Farbe der

Medien erkennbar.

Abbildung 3.9 Kulturen von Flammulina velutipes (1) und Pleurotus citrinopileatus (2) nach 14 Tagen in
MEP- (links) und KG- Nahrmedium (Mitte) sowie in SN-L&sung (rechts)

3.1.3.2 Verschiedene Induktoren

Zur Steigerung der Sekretion extrazellularer Esterasen bzw. Lipasen wurden verschiedene
Induktoren zugesetzt. Dabei handelte es sich um Fett aus Quark (extrahiert nach Weibull-
Stoldt aus Speisequark: 50% Fett i. Tr.), Butterschmalz und Bultter.

Insgesamt veranderte die Zugabe der Induktoren das Myzel-Wachstum kaum. In einigen
Fallen waren die Farbe sowie die Viskositat im Vergleich zur Kultur ohne Induktor verandert.
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3.2 Photometrische Assays

3.2.1 Esterase- und Lipaseaktivitat

Die Bestimmung der Esterase- und Lipaseaktivitat in den Kulturiberstdnden der
verschiedenen Basidiomyceten sowie der Aktivitdt des Referenzenzyms opti-zym z10uc,
erfolgte photometrisch mittels der entsprechenden Assays (2.8.2, 2.8.3).

3.2.1.1 Verschiedene Nahrmedien

Zur Optimierung der Enzymexpression wurden fur die Hauptkulturfuhrung verschiedene
Nahrmedien getestet: MEP-Medium, SN-L6sung und KG-Medium. Die verwendeten Stamme
wiesen in den verschiedenen Medien Unterschiede im Wachstum sowie in der Farbung des

Mediums auf.

In Abbildung 3.10 sind die Aktivitaten im Kulturiiberstand des Basidiomyceten F. velutipes in
den verschiedenen Medien Uber eine Kultivierungsdauer von 32 Tagen dargestellt.
Abbildung 3.11 zeigt die Aktivitaten im Kulturiiberstand des Basidiomyceten P. citrinopileatus
in den verschiedenen Medien lber den Kulturverlauf. Die Aktivitdten im Kulturliberstand von

P. eryngii in den verschiedenen Medien sind in Abbildung 3.12 dargestellt.
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Abbildung 3.10 Esterase- und Lipaseaktivitat der Kulturtiberstéande von F. velutipes in MEP- (A), SNL (B)
und KG-Nahrmedium (C) Giber den Kulturverlauf. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 3.11 Esterase- und Lipaseaktivitat der Kulturiiberstédnde von P. citrinopileatus in MEP- (A), SNL
(B) und KG-N&hrmedium (C) Uber den Kulturverlauf. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 3.12 Esterase- und Lipaseaktivitat der Kulturiberstéande von P. eryngii in MEP- (A), SNL (B)
und KG-Nahrmedium (C) Uiber den Kulturverlauf. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels

Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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3.2.1.2 Verschiedene Induktoren

Anhand der ermittelten Enzymaktivitdten in den Kulturiberstanden, wurde
Malxextraktpepton-Medium fur die weitere Optimierung ausgewahlt. Diesem Medium wurden
verschiedene Induktoren zur Steigerung der Sekretion extrazellularer Esterasen bzw.
Lipasen zugesetzt. Bei den Induktoren handelte es sich um Fett aus Quark (extrahiert nach
Weibull-Stoldt aus Speisequark: 50% Fett i. Tr.; 0,05%, v/v), Butterschmalz und Butter
(deutsche Markenbutter, mild gesauert; 0,5%, v/v). Die Aktivitaten in den Kulturen mit
Induktoren sind in Abbildung 3.13, Abbildung 3.14 bis Abbildung 3.15 fiur die Basidiomyceten
F. velutipes, P. citrinopileatus und P. eryngii dargestellt.

89



Ergebnisse

140 -

-

B O 0 O N

o O O O O
1

Aktivitat [U*L]

20

Aktivitat [U*L]
N B O 8
o O O O O O

140 C

— —

g oo O M

o o o o
I I I I

i
o
1

Aktivitat [U*L]

N
o
1

0 2 4 7 9 11 14 16 18 21 23 25 32
Kulturdauer [d]
OpNPA =pNPB mpNPV @#pNPH 8pNPO oOpNPP

(e ]
r

Abbildung 3.13 Esterase- und Lipaseaktivitat der Kulturiiberstéande von F. velutipes in MEP-Medium unter
Zusatz von Fett aus Quark (A), Butter (B) und Butterschmalz (C). (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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Abbildung 3.14 Esterase- und Lipaseaktivitat der Kulturuberstédnde von P. citrinopileatus in MEP-Medium
unter Zusatz von Fett aus Quark (A), Butter (B) und Butterschmalz (C). (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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Abbildung 3.15 Esterase- und Lipaseaktivitat der Kulturiberstéande von P. eryngii in MEP-Medium unter
Zusatz von Fett aus Quark (A), Butter (B) und Butterschmalz (C). (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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3.2.1.3 MalistabsvergréRRerung des Kulturvolumens

Um hinreichende Mengen an sekretierten Enzymen fur die Applikationstests zu erhalten,
wurde eine Mal3stabsvergréfRerung des Kulturvolumens von 100 mL auf bis zu 400 mL
erforderlich. In Abbildung 3.16, Abbildung 3.17 und Abbildung 3.18 sind die Aktivitéaten in den
verschiedenen Mal3stdben der Basidiomyceten F. velutipes, P. citrinopileatus und P. eryngii

dargestellt.
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Abbildung 3.16 pNPH-Aktivitat der Kulturiberstéande von F. velutipes in MEP-Medium unter Zusatz von
Butter in verschiedenen Kulturvolumina. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels
Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 3.17 pNPO-Aktivitat der Kulturiiberstande von P. citrinopileatus in MEP-Medium unter Zusatz
von Fett aus Quark in verschiedenen Kulturvolumina. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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Abbildung 3.18 pNPO-Aktivitat der Kulturiiberstande von P. eryngii in MEP-Medium unter Zusatz von
Butterschmalz in verschiedenen Kulturvolumina. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Neben den Aktivitaten wurden auch die Proteinkonzentrationen in den Kulturiiberstanden der
Basidiomyceten F. velutipes, P. citrinopileatus und P. eryngii Uber den Verlauf der

Kultivierung mittels Bradford-Assay (2.8.5) bestimmt.

In Abbildung 3.19 sind die Proteinkonzentrationen des Kulturiiberstandes von F. velutipes, in
Abbildung 3.20 von P. citrinopileatus und in Abbildung 3.21 von P. eryngii in verschiedenen
Medien und in MEP-Medium unter Zusatz verschiedener Induktoren Uber den Verlauf der

Kultivierung aufgefihrt.
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Abbildung 3.19 Proteinkonzentration der Kulturtiberstande von F. velutipes in verschiedenen Medien (A)
und in MEP-Medium mit verschiedenen Induktoren (B) Uber den Verlauf der Kultivierung. (Die Messungen
erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Bradford-Assay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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Abbildung 3.20 Proteinkonzentration der Kulturiberstande von P. citrinopileatus in verschiedenen
Medien (A) und in MEP-Medium mit verschiedenen Induktoren (B) Uiber den Verlauf der Kultivierung. (Die
Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Bradford-Assay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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Abbildung 3.21 Proteinkonzentration der Kulturiiberstdnde von P. eryngii in verschiedenen Medien (A)
und in MEP-Medium mit verschiedenen Induktoren (B) Gber den Verlauf der Kultivierung. (Die Messungen
erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Bradford-Assay, die Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung)
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3.3 Reinigung und Konzentrierung von Enzympraparationen

3.3.1 Proteinreinigung mittels isoelektrisch fokussierter, praparativer

Schaumfraktionierung

Abbildung 3.22 zeigt die Enzymaktivitditen im Kulturiberstand des Basidiomyceten P.
citrinopileatus vor und nach der Schaumfraktionierung. Die Aktivitdit konnte mittels

Schaumfraktionierung deutlich gesteigert werden.
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Abbildung 3.22 Esterase- bzw. Lipaseaktivitat des Kulturiiberstandes von P. citrinopileatus vor und nach
der Schaumfraktionierung. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Esterase- und
Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

In Abbildung 3.23 sind die entsprechenden Fraktionen auf einem IEF-Gel aufgetragen
dargestellt. Anhand der Coomassie-Farbung wurde eine Konzentrierung sehr deutlich, da
nur in der Schaumfraktion Banden erkennbar waren. Mittels Aktivitatsfarbung wurden die

Banden der Schaumfraktion intensiver.
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Abbildung 3.23 IEF-Gel mit Fraktionen des Kulturiberstandes von P. citrinopileatus vor und nach der
Schaumfraktionierung. Links kolloidale Coomassie-Farbung und rechts Aktivitatsfarbung (e-
Naphthylacetat) mit folgender Auftragung: Schaumfraktion (1), Riuckstand (2), Kulturliiberstand nach pH-

Einstellung (3), Kulturiiberstand vor pH-Einstellung (4), Marker (M)

Die Bilanzierung der Schaumfraktionierung des Kulturiiberstandes von P. citrinopileatus ist in

Tabelle 3.1 anhand der Aktivitat gegentiber pNPO festgehalten. Die Proteinausbeute betrug

8,8% und es wurde eine Anreicherung um den Faktor 6,7 erzielt.

Tabelle 3.1 Bilanzierung der Schaumfraktionierung des Kulturiiberstandes von P.

citrinopileatus

Kulturiberstand | Schaumfraktion | Rickstand
Volumen [mL] 115 2 110
pNPO-Aktivitat [U*L™] 69 461 46
Proteinkonzentration [ug*mL™] 31 158 18
Proteinausbeute [%] 8,8
Wiederfindung der Aktivitat [%] 11,6
Anreicherungsfaktor 6,7

Eine Schaumfraktionierung des Kulturliberstandes von F. velutipes blieb ohne Erfolg.
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3.3.2 Proteinreinigung mittels Ammoniumsulfatfallung

Anhand durchgefuhrter fraktionierter Fallungen mittels Ammoniumsulfat von 40% bis 100%
Sattigung wurde eine optimale Sattigung fur F. velutipes von 70% und fur P. citrinopileatus
von 60% ermittelt. Im Anschluss an die Fallung wurden die resuspendierten Pellets mittels
Vivaflow200 konzentriert und entsalzt. Erfolgte im Anschluss an die Fallung eine Reinigung
mittels FPLC, so wurden vor der Konzentrierung und dem Entsalzen mittels Vivaflow200
Bestandteile >300 kDa mittels Ultrasette entfernt.

3.3.3 Chromatographische Reinigung der Zielenzyme mittels FPLC

3.3.3.1 Anionenaustauschchromatographie

Die erste Stufe der Proteinreinigung mittels FPLC bestand aus einer Reinigung mittels
schwachem Anionenaustauscher. Die erhaltenen Fraktionen wurden auf Esteraseaktivitat
untersucht. Aktive Fraktionen wurden anschlieRend nach 2.9.4 konzentriert und umgepuffert
und zum zweiten Reinigungsschritt mittels Gré3enausschlusschromatographie eingesetzt. In
Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25 sind die entsprechenden Chromatogramme nach der
schwachen Anionenaustausch-chromatographie fir F. velutipes und P. citrinopileatus mit
den entsprechenden esteraseaktiven Fraktionen, als graue Balken eingezeichnet,

dargestellt.

Die Bestimmung der nachfolgend aufgefiihrten Aktivitaten erfolgte fir F. velutipes mit dem
bevorzugt umgesetzten Substrat pNPH. P. citrinopileatus hingegen setzte bevorzugt das

Substrat pPNPO um, welches fiir die Ermittlung der Aktivitét zum Einsatz kam.
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Abbildung 3.24 FPLC-Chromatogramm nach schwachem Anionenaustauscher (IEX) mit Kulturiiberstand
von F. velutipes, Fraktionen mit Esteraseaktivitat bezogen auf das Substrat pNPH sind als graue Balken
eingezeichnet
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Abbildung 3.25 FPLC-Chromatogramm nach schwachem Anionenaustauscher (IEX) mit Kulturiiberstand
von P. citrinopileatus, Fraktionen mit Esteraseaktivitat bezogen auf das Substrat pNPO sind als graue
Balken eingezeichnet
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3.3.3.2 GroRenausschlusschromatographie

Die erhaltenen aktiven Fraktionen nach der ersten Reinigungsstufe wurden konzentriert und
auf den Puffer der zweiten Reinigungsstufe umgepuffert. Mittels Esterase-Assay wurden die
Aktivitdten der einzelnen Fraktionen bestimmt. Abbildung 3.26 zeigt ein Chromatogramm des
Kulturiberstandes von F. velutipes nach der zweiten Reinigungsstufe: die grauen Balken
stehen fir die ermittelte Esteraseaktivitdt bezogen auf das Substrat pNPH. Signifikante
Aktivitat verteilte sich auf vier Fraktionen. In Abbildung 3.27 ist das Chromatogramm des
Kulturiberstandes von P. citrinopileatus nach der GroéRenausschlusschromatographie mit
den aktiven Fraktionen dargestellt. Die Aktivitat verteilte sich in diesem Fall auf 13 Fraktionen
und wurde mittels pNPO als Substrat nachgewiesen.
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Abbildung 3.26 FPLC-Chromatogramm nach GrdéfRenausschlusschromatographie (SEC) mit

Kulturiiberstand von F. velutipes, Fraktionen mit Esteraseaktivitat bezogen auf das Substrat pNPH sind
als graue Balken eingezeichnet

100



Ergebnisse

Fraktionen

WYY [ Ar-a2 | Aia-ais | Azo-azs | ARi-a33 | ABanao | AiAa7 | AasAss | AssA6L | A/62AGS | A/69-ATs | A/T6-AB2 | A/B3-AZBY |160

500
140 450 140
120 400 120
-
— 350 ®
2 100 = 100 E
£ = 300 :
- ) &
=] 1% = 250w F
& = =
L gl 2000 10 2
= < o
£ 150 3
X 4 0 =
A
= 100
20 E 20
50 -
0~ - — 0

10 20 30 40 S0 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Zeit [min]

Abbildung 3.27 FPLC-Chromatogramm nach GréRRenausschlusschromatographie (SEC) mit
Kulturiiberstand von P. citrinopileatus, Fraktionen mit Esteraseaktivitat bezogen auf das Substrat pNPO
sind als graue Balken eingezeichnet

Mithilfe eines Molekilmassenstandards, konnten die molekularen Massen der Proteine in
den aktiven Fraktionen von F. velutipes und P. citrinopileatus berechnet werden. Die
entsprechenden molekularen Massen sind in den Tabelle 3.2 und Tabelle 3.3 aufgefinhrt.

Tabelle 3.2 Berechnete Molekulmassen der Fraktionen 14 bis 16 von F. velutipes der
GroRenausschlusschromatographie

Fraktionen Berechnete

Molekilmasse

[kDa]
14 71
15 35
16 17
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Tabelle 3.3 Berechnete Molekiilmasse der Fraktionen 24 bis 29 von P. citrinopileatus der
GréRenausschlusschromatographie

Fraktionen Berechnete
Molekilmasse

[kDa]
24 > 670
25 > 670
26 > 670
27 646
28 546
29 423

3.3.4 Charakterisierung aktiver Fraktionen der FPLC mittels elektro-

phoretischer Methoden

Signifikante Esteraseaktivitat wurde fur F. velutipes in den Fraktionen 14 bis 16 detektiert.
Diese Fraktionen wurden zur naheren Charakterisierung der Esterasen und Lipasen mittels

halbnativer und denaturierender SDS-PAGE analysiert.

In der Abbildung 3.28 ist ein denaturierendes SDS-PAGE-Gel, welches mit Coomassie-
Farbung gefarbt wurde, dargestellt. Abbildung 3.29 zeigt ein halbnatives SDS-PAGE-Gel
zum einen mit Coomassie-Farbung und zum anderen mit Esterase-Aktivitatsfarbung. Vor der
Auftragung wurden die Fraktionen nach 2.9.4 konzentriert und entsalzt. In beiden Gelen sind

jeweils mehrere Banden mit Molekllmassen zwischen 17 und 130 kDa zu erkennen.
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Abbildung 3.28 Denaturierende SDS-PAGE der esteraseaktiven Fraktionen von F. velutipes nach
Reinigung mittels FPLC, Coomassie-Farbung, Auftragung: Marker (M), Konzentrat nach Vivaflow200 (1),
Fraktion C4 nach schwachem Anionenaustauscher (2), Fraktionen 14, 15 und 16 nach
GroRenausschlusschromatographie (3, 4, 5)
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Abbildung 3.29 Halbnative SDS-PAGE der esteraseaktiven Fraktionen von F. velutipes nach Reinigung
mittels FPLC; Coomassie-Farbung (links), Aktivitatsfarbung mit Naphthylbutyrat (rechts); Auftragung:
Marker (M), Fraktionen 14, 15 und 16 nach GroRenausschlusschromatographie (1, 2, 3), Fraktion C4 nach
schwachem Anionenaustauscher (4)

Analog wurde mit den aktiven Fraktionen von P. citrinopileatus verfahren. Signifikante
Esteraseaktivitat wurde in den Fraktionen 23 bis 29 detektiert. Diese Fraktionen wurden zur
naheren Charakterisierung der Esterasen und Lipasen mittels nativer PAGE und

denaturierender SDS-PAGE analysiert.

In Abbildung 3.30 ist ein denaturierendes SDS-PAGE-Gel, welches mit Coomassie-Farbung
gefarbt wurde, dargestellt. Abbildung 3.31 zeigt das Gel einer nativen PAGE zum einen mit
Coomassie-Farbung und zum anderen mit Esterase-Aktivitatsfarbung. Vor der Auftragung

wurden die Fraktionen nach 2.9.4 konzentriert und entsalzt. In beiden Gelen sind jeweils

103



Ergebnisse

mehrere Banden mit Molekilmassen zwischen 34 und 180 kDa bzw. zwischen 45 und
545 kDa zu erkennen.

Abbildung 3.30 Denaturierende SDS-PAGE der esteraseaktiven Fraktionen von P. citrinopileatus nach
Reinigung mittels FPLC, Coomassie-Farbung, Auftragung: Fraktion C2 nach schwachem
Anionenaustauscher (1), Fraktionen 23-29 gepoolt nach GréRenausschlusschromatographie (2), Marker
(M), Fraktion 24, 25, 26 und 27 nach GréRenausschlusschromatographie (3, 4, 5, 6)

Abbildung 3.31 Native PAGE der esteraseaktiven Fraktionen von P. citrinopileatus nach Reinigung mittels
FPLC; Aktivitatsfarbung mit Naphthylbutyrat (links); Coomassie-Férbung (rechts), Auftragung: Fraktion
C2 nach schwachem Anionenaustauscher (1), Fraktionen 23-29 gepoolt nach
GroRenausschlusschromatographie (2), Marker (M)
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Sowohl bei F. velutipes als auch bei P. citrinopileatus waren im Gel der denturierenden SDS-

PAGE auch nach mehrstufiger Reinigung mehrere Banden zu erkennen.

Die Bestimmung der entsprechenden isoelektrischen Punkte der Zielenzyme von F. velutipes
und P. citrinopileatus erfolgte mittels isoelektrischer Fokussierung. In Abbildung 3.32 ist ein
IEF-Gel, zum einen mit Coomassie-Farbung und zum anderen mit Esterase-
Aktivitatsfarbung, dargestellt. Fur das Zielenzym aus dem Kulturliberstand von F. velutipes
lag der isoelektrische Punkt zwischen 3,5 und 4,3 und fir das Zielenzym aus dem
Kulturiiberstand von P. citrinopileatus bei ca. 6,3.

12 M pl_ 1 2

78 n

-
. 4,2
- 3,5 ‘

Abbildung 3.32 IEF-Gel der esteraseaktiven Fraktionen von F. velutipes und P. citrinopileatus nach
Reinigung mittels FPLC; Coomassie-Farbung (links), Aktivitatsfarbung mit Naphthylbutyrat (rechts);
Auftragung: Fraktion 15 nach GréRenausschlusschromatographie von F. velutipes (1), Fraktionen 23-29
gepoolt nach GréRRenausschlusschromatographie von P. citrinopileatus (2), Marker (M)

Durch die Reinigung der Kulturiiberstande von F. velutipes und P. citrinopileatus konnte eine
Steigerung der spezifischen Aktivitat erreicht werden. Dies spiegelt sich bei F. velutipes in
einem Anreicherungsfaktor von 22,9 und bei P. citrinopileatus von 19,5 wider (Tabelle 3.4
und Tabelle 3.5).
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Tabelle 3.4 Bilanzierung der Reinigung des Kulturiiberstandes von F. velutipes mittels FPLC

Proteingehalt Aktivitat spez. Reinigungs-
[mg] [U] Aktivitat faktor
[U*mg™]

Kulturiiberstand 1960,9 128,1 0,07 1,0
gel6stes Pellet nach 526,0 36,8 0,07 1,0
Ammoniumsulfatfallung
Filtrat nach Ultrasette™ 632,9 27,4 0,04 0,6
Retentat nach Vivaflow200 102,8 18,3 0,18 2,6
IEX Fraktion C4 3,1 3,9 1,3 18,6
SEC Fraktion C4 15 0,3 0,5 1.6 22,9

Tabelle 3.5 Bilanzierung der Reinigung des Kulturiberstandes von P. citrinopileatus mittels FPLC

Proteingehalt Aktivitat spez. Reinigungs-
[mg] [U] Aktivitat faktor
[U*mg™]

Kulturtiberstand 315,4 135,6 0,4 1,0
gelostes Pellet nach 208,9 215,8 1,0 2,5
Ammoniumsulfatfallung
Filtrat nach Ultrasette™ 198,6 91,0 0,5 1,3
Retentat nach Vivaflow200 58,4 70,9 1,2 3,0
IEX Fraktion C2 3,4 26,2 7,7 19,3
SEC Fraktion C2 24-29 0,5 3,9 7.8 19,5
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3.4 Biochemische Charakterisierung der Zielenzyme

3.4.1 Bestimmung des pH-Optimums

Die Bestimmung des pH-Optimums erfolgte in einem Bereich von pH 5 bis pH 11 in Schritten
von 0,5 pH-Einheiten. Dazu wurden ein Kaliumphosphatpuffer (80 mM) und ein
Natriumcarbonatpuffer (100 mM) eingesetzt. Sowohl fir das Zielenzym aus F. velutipes als
auch fur das Enzym aus P. citrinopileatus wurde ein Optimum von pH 8,5 in beiden Puffern
bestimmt. Aus Abbildung 3.33 wird ersichtlich, dass die Aktivitdt Gber einen breiten pH-

Bereich von 7,5 bis 9,5 ca. 80% der maximalen Aktivitat betragt.
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Abbildung 3.33 Relative Aktivitat der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B) in
Abhéngigkeit vom pH-Wert. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Esteraseassay, die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

3.4.2 Bestimmung des Temperaturoptimums

Die Abhangigkeit der Aktivitat der Zielenzyme aus F. velutipes und P. citrinopileatus von der
Temperatur wurde anhand des Esteraseassays mit den Substraten pNPH und pNPO
bestimmt. Dazu wurde der Assay in einem Temperaturbereich von 25 °C bis 65 °C in 5 °C-
Schritten durchgefihrt. Fur die Zielenzyme beider Basidiomyceten wurde eine optimale
Temperatur von 60 °C ermittelt, welche bei P. citrinopileatus deutlich ausgepragter war als
bei F. velutipes (Abbildung 3.34).
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Abbildung 3.34 Relative Aktivitat der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B) in
Abhangigkeit von der Temperatur. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels
Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

3.4.3 Bestimmung der Salztoleranz

3.4.3.1 Einfluss von Natriumchlorid

Der Prozess der Proteinreinigung umfasste den Einsatz salzhaltiger Pufferlésungen. Daher
wurde Kaliumphosphatpuffer mit Natriumchlorid-Konzentrationen von 0 bis 1 M fir die
Bestimmung der Salztoleranz mittels Esteraseassay eingesetzt. In Abbildung 3.35 sind die
relativen Aktivitaten der Enzyme aus F. velutipes und P. citrinopileatus mit steigender
Salzkonzentration dargestellt. Die maximale Aktivitdt von F. velutipes lag bei einem Zusatz
von 0,2 M. Bei einer Salzkonzentration von 1 M betrug die Aktivitdit noch ca. 70%. Bei
P. citrinopileatus lag die Aktivitat bis auf eine Salzkonzentration von 0,8 M oberhalb von

80%. Das Maximum wurde mit einem Salzgehalt von 1 M erreicht.
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Abbildung 3.35 Relative Aktivitat der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B) in
Abhéngigkeit von der Natriumchlorid-Konzentration. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)

3.4.3.2 Einfluss von Ammoniumsulfat

Der Zusatz von Ammoniumsulfat fihrte zu einer Aktivitatsabnahme; ab einer Konzentration
von 0,8 M war keine valide Messung mehr maoglich. Bei einer Konzentration von 0,6 M
wurden noch Aktivitdten > 60% bestimmt (Abbildung 3.36).
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Abbildung 3.36 Relative Aktivitat der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B) in
Abhéangigkeit von der Ammoniumsulfat-Konzentration. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung
mittels Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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3.4.4 Bestimmung der Enzymstabilitat

3.4.4.1 Temperaturstabilitat

Die Stabilitat der Enzyme wurde bei 24 °C, 37 °C und 60 °C uber einen Zeitraum von 0 bis
24 h getestet. Bei Temperaturen von 24 °C und 37 °C hatte das Enzym aus F. velutipes
bereits nach 1 h ca. 50% seiner Anfangsaktivitat verloren, welche aber auch nach 24 h noch
bestimmt werden konnte. Bei einer Temperatur von 60 °C war nach 1 h keine nennenswerte
Aktivitdt mehr nachweisbar. Die gereinigte Enzymfraktion aus P. citrinopileatus zeigte nach
1 h bei 24 °C noch ca. 80% der maximalen Aktivitat, nach 24 h noch ca. 55%. Bei 37 °C
wurden nach 1 h lediglich ca. 20% der Aktivitdt nachgewiesen. Eine Inkubation bei einer
Temperatur von 60 °C flhrte bereits nach 1 h zu einer Inaktivierung der enzymatischen
Aktivitat (Abbildung 3.37).
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Abbildung 3.37 Relative Aktivitét der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B) in
Abhéangigkeit von der Zeit (0 h, 1 h, 4 h und 24 h) und Temperatur (24 °C, 37 °C und 60 °C). (Die
Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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3.4.4.2 Lagerstabilitat in Abhangigkeit von der Temperatur

Die Stabilitat der Enzyme in Abhangigkeit von der Temperatur wurde bei einer Lagerung von
4 °C, -20 °C und -80 °C Uuber mehrere Wochen getestet. Dazu wurden Aliquote der
gereinigten Enzyme bei den entsprechenden Temperaturen eingefroren und die Aktivitat
nach dem Auftauen an definierten Tagen mittels Esteraseassay bestimmt. In Abbildung 3.38
sind die ermittelten Aktivitaten der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B)
nach 0, 60, 94 und 121 Tagen dargestellt. Das Enzym aus F. velutipes verlor nach 60 Tagen
bei einer Lagerung bei 4 °C ca. 30% der Aktivitat, bei -20 °C und -80 °C betrug der Verlust
ca. 60%. Nach 121 Tagen wurden bei einer Lagerung bei 4 °C noch 50% der Aktivitat
nachgewiesen, wohingegen bei -20 und -80 °C nur noch ca. 15% ermittelt werden konnten.
Die Aktivitat der Enzymfraktion aus P. citrinopileatus nahm tber eine Lagerung von 121

Tagen weniger stark ab, auBerdem war die Stabilitat bei allen Temperaturen vergleichbar.
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Abbildung 3.38 Relative Aktivitét der Zielenzyme aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B) in
Abhéangigkeit von der Zeit (0d, 60d, 94 d und 121 d) und Temperatur (4 °C, -20 °C und -80 °C). (Die
Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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3.4.5 Bestimmung kinetischer Parameter

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter Ky und vmax Wurde fir F. velutipes die Affinitat
zum Substrat pNPH und fur P. citrinopileatus zu pNPO bestimmt, indem der Umsatz der
entsprechenden Substrate bei konstanter Enzymkonzentration und variierender
Substratkonzentration ermittelt wurde. Fur die graphische Darstellung wurde die Aktivitat
gegen die Substratkonzentration aufgetragen (Abbildung 3.39). Durch Anlegen einer
Hyperbel an die Messpunkte mit Hilfe des Programms OriginPro 9.3 konnte die Michaelis-
Menten-Konstante Ky, direkt abgelesen werden. Somit wurde fir das Enzym aus F. velutipes
gegenilber dem Substrat pNPH ein Ky von 1,79 mM und ein Vma von 0,45 pM min™
bestimmt. Fir das Enzym aus P. citrinopileatus fir das Substrat pNPO ergab sich eine

Michaelis-Menten-Konstante von 2,5 mM und ein Vpax Von 9,34 uM min™.

400 A

1504 6000 4 B -

300+ — 5000 _—
—_— — - -~
< i — P2
o %0 i 4000 P
2 01 rd
5 200 Pea e
£ /j// 3000 yd
= 1504 1 T
= / {

/ 2000 . I
1004 /
s /
3 i/
1000 |
50 _5/1 /
i
0 T T T T T T T T 1 o] T T T T T T T T 1
0.0 05 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4,0 4,5 0,0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4,0 45
pNPH Konzentration [mM] pNPO-Konzentration [mM]

Abbildung 3.39 Auftragung der Aktivitat in Abhéangigkeit von der Substratkonzentration der Zielenzyme
aus F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B). (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung mittels
Esteraseassay, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung)
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3.5 Applikationstest am Kase

3.5.1 Aufarbeitung geeigneter Enzympraparationen fur den Kéasereiprozess

Fur den Einsatz im Ké&sereiprozess wurden die Enzympréparationen von F. velutipes und

P. citrinopileatus mittels Ammoniumsulfatfallung und anschlieBendem Konzentrieren und

Entsalzen der geldsten Pellets mittels Vivaflow200 aufgearbeitet. In Abbildung 3.40 sind die

Aktivitaten der verschiedenen Reinigungsstufen beider Basidiomyceten aufgefthrt.
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Abbildung 3.40 Esteraseaktivitaten der Kulturiiberstande von F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B)
nach verschiedenen Aufarbeitungsschritten fir den Einsatz im K&sereiprozess. (Die Messungen erfolgten
in Dreifachbestimmung mittels Esterase-und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung)
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3.5.2 Bestimmung sensorischer Eigenschaften

Insgesamt  wurden sieben Versuchsreihen mit Lipasen aus unterschiedlichen
Basidiomyceten und Reinigungen (Tabelle 2.53) durchgefiihrt und verkostet. Aufbauend auf
den Ergebnissen der ersten Applikationstests wurden sowohl der Herstellungsprozess des
Kéases als auch die Aufarbeitung der Enzympraparationen optimiert und fuhrten im funften
Applikationstest zu den gewtinschten Geschmacksprofilen.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Sensorik der im flnften Applikationstest hergestellten
Kase exemplarisch aufgefuhrt. Die Verkostungen der Proben des fiinften Applikationstests
erfolgten in insgesamt vier Runden am Institut fur Lebensmittelchemie und -biotechnologie
der JLU GielRen. Insgesamt nahmen finf Personen des Arbeitskreises teil. Die
wahrgenommenen sensorischen Eindricke sind in den folgenden Tabellen
zusammengefasst. Runde 1: Lagerung des Kases fir 30 Tage bei 13 °C (Tabelle 3.6);
Runde 2: Lagerung des Kases fur 30 Tage bei 13 °C + 4 Wochen bei 4 °C (Tabelle 3.7);
Runde 3: Lagerung des Kases fur 30 Tage bei 13 °C + 8 Wochen bei 4 °C (Tabelle 3.8);
Runde 4: Lagerung des Kases fur 30 Tage bei 13 °C + 12 Wochen bei 4 °C (Tabelle 3.9).
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Tabelle 3.6 Sensorische Eindriicke der ersten Verkostung des Kases des 5. Applikationstests nach 30

Tagen Lagerung bei 13 °C

Probenbezeichnung | Aussehen | Konsistenz | Geruch Geschmack
Kase 1 etwas neutral erst neutral, dann etwas
ohne Lipase bréselig, (2x), milchig (2x), im Abgang
weich, milchig leicht sauer, mild, im Abgang
geschmeidig, | (4x), aromatisch, sauer (2x),
brockelig, séuerlich wirzig, angenehm, Feta,
etwas (2x), Feta ranzig
gummiartig,
trocken,
cremig, porés
Kase 2 etwas Ziege (3x), | angenehme Saure, pikant,
opti-zym z10uc broselig, sauer, nicht direkt nach Ziege, mild,
weich, pikant, im Abgang aromatisch, ganz
geschmeidig, | milchig leicht sauerlich, milchig,
bréckelig, (2x), sauer, wirzig, Feta, frisch
etwas séauerlich,
gummiartig, kasig
trocken,
cremefarben | Stumpf,
A cremig
Kase 3 (3x)%, leicht | prgseliger als | (schwach) | neutral, mit leicht pikanter
Piccantase® KLC gelblich, P1 und P2, milchig Note, etwas saurer als P2,
) weich, etwas (3x), leicht mild, zum Ende hin leicht
weil3- gummiartig, nach Ziege, | bitter, milchig (2x), sauer,
gelblich brockelig, neutral, weniger intensiv als P1 und
pords, cremig | sauerlich, P2, etwas fade, sahnig
kasig,
ranzig
Kase 4 broseliger als | Sehr leicht bitter (2x),
Enzympréaparation P1 und P2, schwach Fremdgeschmack im
F. velutipes weich, milchig Abgang (3x), mild,
geschmeidig, | (2x), aromatisch, milchig (2x),
bréckelig, sahnig, sauer, schwach Feta
trocken, neutral (4x)
pords, cremig
Kase 5 gut zu Ziege (3x), | Ziege, bockig, bitter (2x),
Enzympréaparation schneiden, leicht ranzig, milchig (2x), recht
P. citrinopileatus nicht broselig, | bockig, sauer (2x), intensiv, Feta
weich, milchig
geschmeidig, | (2x),
bréckelig, sauerlich,
trocken , kasig,
cremig angenehm

# (zahl x): Anzahl der genannten Geruchs- bzw. Geschmackseindriicke
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Tabelle 3.7 Sensorische Eindriicke der zweiten Verkostung des Késes des 5. Applikationstests nach 30
Tagen Lagerung bei 13 °C + 4 Wochen bei 4 °C

Probenbezeichnung | Aussehen | Konsistenz | Geruch Geschmack
Kase 1 etwas fest, sehr dezent, sehr mild und
ohne Lipase nicht sehr leicht milchig, | angenehm, wenig
cremig, wenig Geruch | Geschmack, sahnig,
kompakt, sehr rahmig, buttrig, nicht
trocken (2x), typisch Ziege, neutral
broselig (2x) (2x), im Abgang ganz
leicht sauer (2x)
Kase 2 fester, leicht starker sahnig, sahniger
opti-zym z10uc . krumelig, Geruch, Nachgeschmack,
elfenbein, | \ ompakt, sauer, schmeckt nicht so stark
ganz leicht | trocken (2x), schweil3ig, wie Geruch ahnen lasst,
broselig (2x stren aromatisch (3x), pikant
mattgelb, 9(23) g (3%). p
Kéase 3 gleichmafig, | cremiger, aber | wie Probe 2, angenehm, sauerlicher,
Piccantase® KLC — trotzdem nur weniger bockig, pikant (2x),
beige-farben, kompakt (2x), intensiv aromatisch (2x), sufdlich,
cremefarben | trocken (2x), etwas sauer
(2%)° leicht broselig (2x)
Kase 4 h fester, leicht sehr mild, etwas trockener und
Enzympraparation gelblich (2x) | krimelig, neutral ranziger, nicht allzu
F. velutipes kompakt, milchig, am intensiv, neutral, rahmig,
trocken (2x), schwéachsten | am Anfang aromatisch,
broselig (2x) dann bitter und sauer
Kase 5 etwas fest, sauer, sehr kraftig, wirzig,
Enzympréaparation nicht sehr schweil3ig, sauer, bitter, stechend-
P. citrinopileatus cremig, deutlich ranzig, sauer, rahmig,
kompakt, wahrnehmbar, | nach Ziege (2x), pikant
trocken (2x), sauerlich (2x), aromatisch (2x)

broselig (2x)

# (zahl x): Anzahl der genannten Geruchs- bzw. Geschmackseindriicke
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Tabelle 3.8 Sensorische Eindriicke der dritten Verkostung des Késes des 5. Applikationstests nach 30
Tagen Lagerung bei 13 °C + 8 Wochen bei 4 °C

Probenbezeichnung | Aussehen | Konsistenz | Geruch Geschmack
Kase 1 fest (3x), milchig (4x), | neutral (3x), Abgang
ohne Lipase etwas broselig, | neutral (2x), bitter, milchig, schwach
kompakt, leicht gérig, sauer (2x), mild (2x),
trocken, weich | sehr mild, leicht wiirzig (komischer
milchsauer Beigeschmack), nicht
aromatisch, angenehm,
nicht intensiv
Kase 2 fest (3x), bockig, aromatisch (3x), wirzig
opti-zym z10uc etwas broselig, | milchig, (3x), milchig, sauer (2x),
kompakt, deutlich arteigen, ganz schwach
trocken, sauer (3x), bitter, leicht nach Ziege
weicher als pikant, (2x), mild, nicht so
Probe 1 aromatisch, intensiv, wie Geruch
wirzig, vermuten lasst,
neutral, angenehm, aber wirziger
intensiv
Kase 3 fest (2x), milchig (3x), mild, sauer, milchig,
Piccantase® KLC etwas broselig, | etwas sauer | schwach sauer (3x),
cremefarben | kompakt, (3x), weniger | neutral, salzig, cremig,
a ) trocken, weich | pikant, wirzig, angenehm (2x),
(3%)°, weil3- aromatischer | aromatisch, nach Ziege,
gelblich (2x), und wirziger | nicht intensiv
als Probe 2,
homogen, neutral,
matt intensiver als
Probe 1
Kase 4 kompakt (2x), | neutral (2x), | neutral (2x), milchig,
Enzympréaparation fest (3x), intensiv milchsauer, pikant, etwas
F. velutipes etwas milchig (3x) bitter, mild, cremig, im
schmierig, (ahnlich wie Abgang bitter (3x),
brockelig, Probe 1), anfangs Ziegenaroma,
trocken, weich | sehr kaum sauer
schwach
Kase 5 fest, broselig, bockig wirzig (3x), bitter (2x),
Enzympréaparation kompakt, (schwach), unrein, milchig, etwas
P. citrinopileatus trocken, weich | milchig, sauer, pikant, nach Ziege
(2x) sauer (4x), (3x), alt, modrig, sehr
etwas muffig, | intensiv, scharf,
wurzig, schweil3ig
aromatisch,
pikant, sehr
intensiv,
vergoren,
ranzig,
buttrig

# (zahl x): Anzahl der genannten Geruchs- bzw. Geschmackseindriicke
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Tabelle 3.9 Sensorische Eindriicke der vierten Verkostung des Kases des 5. Applikationstests nach 30
Tagen Lagerung bei 13 °C + 12 Wochen bei 4 °C

Probenbezeichnung | Aussehen | Konsistenz | Geruch Geschmack

Kase 1 trocken (3x), milchig (4x), neutral, rahmig, erst mild,

ohne Lipase schnittfest, sahnig, dann bitter, mild,
krimelig, neutral (2x), séuerlich, angenehm
etwas mild, nicht aufdringlich, milchig,
gummiartig, schwach leicht sauer, rund, aber
brockelig, sauerlich nicht intensiv,
weich bis (2x), rund, aromatisch, leicht nach
gummiartig ganz leicht Ziege

aromatisch

Kase 2 leicht cremig, sauerlich (2x) | wiirzig, sauerlich,

opti-zym z10uc schnittfest, (intensiver aromatisch, milchig-
krimelig, als P1), sauer, nicht so mild wie
trocken (2x), aromatisch, P1, aber noch sehr
kompakt, (schwach) angenehm, milchig,
brockelig, milchig (2x), | sauerlicher als P1, aber
weich sahnig, angenehm, etwas

starker essigsauer, leicht nach
sauer, Ziege
schweil3ig-
muffig,
pikant-
stechend
Kase 3 kompakt, (schwach) sauer, aromatisch, pikant
Piccantase® KLC cremefarben | schnittfest, sauerlich (2x), (leichter
(2%)%, weil- krimelig, (3x), Fremdgeschmack), etwas
' trocken (2x), aromatisch streng und leicht bitter,
gelblich (2x), | etwas feuchter | (weniger sehr mild, milchig (2x),
elblich als P1 und P2, | intensiv als kaum sauer, kaum
9 k brockelig, P2), neutral Aroma, neutral, leicht
homogen leicht (2x), milchig | sauer, leicht nach Ziege
(2%) gummiartig (3x), maRig-
/mittelstarker
Geruch

Kase 4 kompakt (2x), | neutral (2x), | (etwas) bitter (3x),

Enzympréaparation schnittfest, (schwach) sauerlich (2x), streng,

F. velutipes krimelig, milchig (3x), | anfangs gering milchig-
trocken (2x), leicht streng, | sauer (leicht sti3lich),
brockelig, sehr unangenehmer
weich schwach Nachgeschmack, milchig,

milchig sehr bitter im Abgang,
sauer, herb, leicht Ziege
sauerlich

Kase 5 cremig, sauerlich, Ziege (4x), sehr wiirzig

Enzympréaparation schnittfest, aromatisch, (2x), leicht bitter (4x),

P. citrinopileatus krimelig, wrzig, aromatisch, sehr streng,
trocken (2x), milchig (2x), | sehr schweilRig sauer,
kompakt, Ziege, sehr intensiv, unangenehmer
brockelig, deutlich Nachgeschmack, leicht
weich sauer und milchig, sauerlich, leicht

schweil3ig- beilRend

muffig, fettig,
neutral, sehr
schwach
sauerlich,
pikant

% (zahl x): Anzahl der genannten Geruchs- bzw. Geschmackseindriicke
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Abbildung 3.41 Verkostung der Fetaproben der siebten Versuchsreihe nach 5-wdchiger Reifung bei 13°C
und zuséatzlichen elf Wochen Lagerung bei 4°C. Abgebildet sind: ohne Lipase (1); opti-zym z10uc (2);
F. velutipes (Ethanol-Fallung) (3); F. velutipes (Ammoniumsulfat-Fallung) (4); P. citrinopileatus
(Ammoniumsulfat-Fallung) (5); P. citrinopileatus (Ammoniumsulfat-Fallung) (6)

3.5.3 Bestimmung der freien Fettsauren der hergestellten Testkase

Die durch die Firma optiferm GmbH hergestellten Testkdse wurden parallel zu den
Verkostungen nach unterschiedlichen Lagerperioden mittels Festphasenmikroextraktion
(SPME) in Kopplung mit der gaschromatographischen Analyse mit massenspektrometrischer
Detektion auf die Anwesenheit von freien Fettsduren hin untersucht. Die entsprechenden
SPME-GC-MS/MS-Chromatogramme des funften Applikationstest sind in Abbildung 3.42,
Abbildung 3.43, Abbildung 3.44, Abbildung 3.45 und Abbildung 3.46 dargestellt. In Abbildung
3.47 sind die Flachen sensorisch relevanter freier Fettsauren der Testkdse des funften
Applikationstests der Runden 1 bis 4 graphisch dargestellt. Dabei sind die Messungen der
Runden 1 bis 4 von jedem Kase in einem Chromatogramm festgehalten. Bei den detektierten
Fettsauren handelt es sich um Essig-, Butter-, Capron-, Capryl- und Caprinsaure.

119



65.000.000
60.000.000
55.000.000
50.000.000
45.000.000
40.000.000
35.000.000
30.000.000

Intensitdt

25.000.000
20.000.000
15.000.000

10.000.000 -

5.000.000
0

Ergebnisse

Capronséaure
P Caprylséure P,
Essigséaure Buttersaure Caprinsaure
! i L | _
; .. i ry i - e -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Zeit [min]
——Kdse 1 ohne Lipase Runde 1 ——Kdse 1 ohne Lipase Runde 2

—— Kase 1 ohne Lipase Runde 3 Kase 1 ohne Lipase Runde 4

Abbildung 3.42 Uberlagerung der SPME-GC-MS/MS-Chromatogramme von Kése 1 ohne Lipase,
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Abbildung 3.43 Uberlagerung der SPME-GC-MS/MS-Chromatogramme von Kése 2 mit opti-zym,

Applikationstest 5
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Abbildung 3.44 Uberlagerung der SPME-GC-MS/MS-Chromatogramme von Kase 3 mit Piccantase®,
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Abbildung 3.45 Uberlagerung der SPME-GC-MS/MS-Chromatogramme von Kése 4 mit Enzympraparation

aus F. velutipes, Applikationstest 5
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Abbildung 3.46 Uberlagerung der SPME-GC-MS/MS-Chromatogramme von Kése 5 mit Enzympréparation
aus P. citrinopileatus, Applikationstest 5
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Abbildung 3.47 Graphische Darstellung der Flachen sensorisch relevanter freier Fettsduren der Testkase
des funften Applikationstests der Runden 1 bis 4 aus SPME-GC-MS/MS-Analytik (ohne Lipase (A), opti-
zym z10uc (B), F. velutipes (C) und P. citrinopileatus (D))
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Tabelle 3.10 Vergleich der Kovats-Indieces der identifizierten Substanzen in den hergestellten Testkase
(gemessen mittels SPME-GC-MS/MS an einer VF-WAXms-Trennséaule von Agilent Technologies) mit der

Literatur
Probe Standard Literatur
Fettsauren Retentions- Kovats- Retentions- Kovats- Kovats-
zeit [min] Index zeit [min] Index Index
Essigsaure 16,15 1442 14,01 1426 14361
Buttersaure 20,40 1614 18,48 1607 1620 2
Capronsaure 25,33 1834 23,50 1833 18243
Caprylséure 29,64 2048 27,81 2048 2050 *
Caprinsaure 33,56 2260 31,67 2258 2276 *

3.6 Ergebnisse der toxikologischen Untersuchungen der

Enzympréparationen

3.6.1 Probenvorbereitung fir die toxikologische Untersuchung

I1(Jagella und Grosch, 199

9, Steinhaus und Schieberle, 2007, Lozano et al., 2007, Schiutt et al., 2007

Fur die toxikologische Untersuchung wurden die vielversprechendsten Basidiomyceten F.

velutipes und P. citrinopileatus analog zur Herstellung fir den Einsatz im Kasereiprozess

kultiviert und aufgearbeitet und im Rahmen eines Unterauftrags an Prof. Dr. Dr. Dieter

Schrenk an der TU Kaiserslautern weitergeleitet.

In Abbildung 3.48 und Abbildung 3.49 sind die Esterase- und Peptidaseaktivitdten der

Kulturiberstande der Basidiomyceten F. velutipes und P. citrinopileatus von der Ernte bis hin

zum Konzentrat dargestellt.
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Abbildung 3.48 Esteraseaktivitaten der Kulturiiberstande von F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B)
nach verschiedenen Aufarbeitungsschritten fir die toxikologische Untersuchung. (Die Messungen
erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Esterase- und Lipaseassay, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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aseaktivitaten der Kulturiiberstande von F. velutipes (A) und P. citrinopileatus (B)

nach verschiedenen Aufarbeitungsschritten fir die toxikologische Untersuchung. (Die Messungen
erfolgten in Dreifachbestimmung mittels Azocaseinassay, die Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung)
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3.6.2 Resazurin-Test

Die Vitalitat der Zellen wurde nach einer Inkubation von 24 h, 48 h und 72 h getestet.
Anschlielend wurden die Zellen 90 min mit Resazurin inkubiert und die entstandene Menge
Resorufin mittels Fluoreszenzmessung detektiert. Fur die Medienkontrolle wurde der
Nettowert auf 100% gesetzt, Mittelwerte und Standardabweichungen wurden dazu in

Relation gesetzt.

In Abbildung 3.50, Abbildung 3.51 und Abbildung 3.52 sind die Ergebnisse des Resazurin-
Tests nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit F. velutipes nach 24 h,

48 h und 72 h aufgefuhrt.

[ FvE-D
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Abbildung 3.50 Resazurin-Test nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit FVE-D und FVE-D (heated)
nach 24 h. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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llE—1FvE-D
120 4|77 FVE-D (heated)

148h

Abbildung 3.51 Resazurin-Test nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit FVE-D und FVE-D (heated)
nach 48 h. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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Abbildung 3.52 Resazurin-Test nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit FVE-D und FVE-D (heated)
nach 72 h. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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In Abbildung 3.53, Abbildung 3.54 und Abbildung 3.55 sind die Ergebnisse des Resazurin-
Tests nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit P. citrinopileatus nach 24 h, 48 h und

72 h dargestellt.
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Abbildung 3.53 Resazurin-Test nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit PCl und PCI (heated) nach
24 h. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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[_]Pcl
[ PCI (heated)

120

Abbildung 3.54 Resazurin-Test nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit PCl und PCI (heated) nach
48 h. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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Abbildung 3.55 Resazurin-Test nach Behandlung von Rattenhepatozyten mit PCl und PCI (heated) nach
72 h. (Die Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung)
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3.6.3 Ames-Fluktuationstest
Der Ames-Test zur Ermittlung der Mutagenitat in speziellen Stammen von Samonella
Typhimurium wurde in der Variante des Fluktuationstests durchgefuhrt. In Abbildung 3.56,

Abbildung 3.57, Abbildung 3.58 und Abbildung 3.59 sind die entsprechenden Ergebnisse des
Ames-Tests dargestellt.
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Abbildung 3.56 Ames-Fluktuationstest mit TA98 ohne S9-Mix. (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung). Die ANOVA-Analyse zum
Vergleich der Mittelwerte, verbunden mit dem Dunnett-Test, erbrachte keine signifikanten Unterschiede

der Probe im Vergleich mit der Medienkontrolle. PK: 4-Nitro-o-Phenylendiamin (4-NOPD) 20 pg/mL
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Abbildung 3.57 Ames-Fluktuationstest mit TA98 mit S9-Mix. (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung). Die ANOVA-Analyse
erfolgte zum Vergleich der Mittelwerte; mit dem Dunnett-Test wurden die Signifikanzen in Bezug auf die
Negativkontrolle angegeben und sind wie folgt definiert: * = p < 0,05. PK: 2-Aminoanthracen (2-AA)
0,1 pg/mL
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Abbildung 3.58 Ames-Fluktuationstest mit TA100 ohne S9-Mix. (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung). Die ANOVA-Analyse
erfolgte zum Vergleich der Mittelwerte; mit dem Dunnett-Test wurden die Signifikanzen in Bezug auf die
Negativkontrolle angegeben und sind wie folgt definiert: * = p < 0.05. PK: Nitrofurantoin 0,25 pg/mL
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Abbildung 3.59 Ames-Fluktuationstest mit TA100 mit S9-Mix. (Die Messungen erfolgten in
Dreifachbestimmung, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung). Die ANOVA-Analyse
erfolgte zum Vergleich der Mittelwerte; mit dem Dunnett-Test wurden die Signifikanzen in Bezug auf die
Negativkontrolle angegeben und sind wie folgt definiert: * = p < 0,05, ** = p < 0,01. PK: 2-Aminoanthracen
(2-AA) 0,5 pg/mL
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3.7 Molekularbiologische Charakterisierung

3.7.1 Identifizierung der verwendeten Basidiomyceten

In dieser Arbeit wurde mit den Basidiomyceten F. velutipes (Stammnummer der DSMZ:
1658) und P. citrinopileatus (Stammnummer der DSMZ: 5341) gearbeitet. Beide Pilze
wurden aus der institutseigenen Stammsammlung entnommen. Zur molekularbiologischen
Identifizierung wurde nach White et al. (1990) vorgegangen. Zur Amplifikation der Internal
Trancribed Spacer Region ITS1 und ITS2, einschlieBBlich der 5,8S rDNA, wurde die
genomische DNA des jeweiligen Pilzes mit den Primer ITS4 und ITS5 (Tabelle 2.5) zur PCR
eingesetzt (Bellemain et al., 2010). Fur F. velutipes wurde ein Fragment aus 745
Basenpaaren (Abbildung 3.60) und fir P. citrinopileatus ein Fragment aus 518 Basenpaaren
(Abbildung 3.61) sequenziert. Durch einen Datenbankvergleich (NCBI-BLAST und EMBL-

EBI, (Altschul et al., 1997)) wurden hohe Homologien zu den jeweiligen Pilzen ermittelt

(Tabelle 3.11, Tabelle 3.12).

TTGTCCCACA AGGGGACGGT TAGAAGCGGA ATAGCCCGCG CACTCGCGTC ACAGGTATCT 60
CTCGTGAGAG AGAAGGCAAA GGGAAGCACC AACTAAGGCG AAACCACTTC AGAGACGAGA 120
CGAGCGCTAC ARCACAGTCA GCCCAGCCAT AGCCGTAGAT AATTATCACA GCTGCAGCGC 180
GCCARAAAGGT AACGGTTTCT GCTAATGCAT TTCAGGGGAG CTGAACCCAA AGATAAGGTC 240
CAGCAAGCCC CCACATCCAA TCCGCCAGCT CACRAACAARAG TGAGGGAGGT TGAGAAGTTA 300
CTGACACTCA ARCAGGCATG CCCTTCGGAG TACCARAAGGG CGCARAGGTGC GTTCARAGAC 360
TCGATGATTC ACTGAATTCT GCAATTCACA TTAGTTATCG CATTTCGCTG CGTTCTTCAT 420
CGATGCGAGA GCCRAGAGAT CCGTTGTTGA AAGTTGTATT TAGTTTAAAG GACAGTGARAG 480
TCCAATAATC AATGACATTC GTTACATACT ATAGTGTTTG TAAGACATAG GCCTGGAAGG 540
CRAAGGGAGC GCARAAAGCG CACCCTTCCA ATGGGGTATC CAGACCTACA GAGTGTGCAC 600
AGGTGGACGA AGARAAGCTGC AACCCCAGAC GTGCACGTAC GARAGAACCCG TGAAGGTCCT 660
CGTCAGCAAC AGCCCAAGAG CCACAAGCAG TTCAAAGTTC ATTAATGATC CTTCCGCAGG 720
TTCACCTACG GAAACCTTGT TACGA 745

Abbildung 3.60 Sequenz der 5,8S rDNA mit flankierendem ITS-Bereich des Basidiomyceten F. velutipes
(Stammnummer 1658, DSMZ)

Der Vergleich der ITS-Sequenz von F. velutipes mit der Stammnummer 1658, zeigte hohe

Homologien von 100% mit verschiedenen Flammulina velutipes-Stammen (Tabelle 3.11).
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Tabelle 3.11 Auswahl verschiedener F. velutipes-Stamme mit hohen Homologien zur ermittelten 5,8S
rDNA- und ITS-Sequenz

Zugriffsnummer Organismus Homologie [%] E-Wert
Flammulina velutipes, strain 2577,
MG711634.1 fir 5,8 S rDNA, ITS1 und ITS2 100 0
(partial)
HQ660197.1 Flammulina velutipes, 18S rRNA, 5,8 100 0
S rDNA, ITS1 und ITS2 (partial)
Flammulina velutipes, Isolat FVW1,
HM561979.1 18S rRNA, 5,8 S rDNA, ITS1 und 100 0
ITS2 (partial)
TTTCACACCC CTGTGCACCT TTGATAGATT CGCTGGAAAG ACGGTCGCCT CACGGTGACT 60
TGAACTCCGG TGGGTCTATA ACCATTACAC ACACAAACGT ATGTCTACNA ATGTCATTTA 120
TATGGGCCAT GCTGCCTATA AAAACCTAAT ACAACTTTCA ACRACGGATC TCTTGGCTCT 180
CGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TAAGTAATGT GAATTGCAGA ATTCAGTGAA 240
TCATCGAATC TTTGAACNCA CCTTGCGCCC CTTGGNATTC CGAGGGGCAT GCCTGTTTGA 300
NTGTCATTAA ATTCTCAAAC CTACCTTTTG CTTTGCTGTA AATCNTANTG TTTGGATTGT 360
TGGGGGTTGC TGGCTTGTCA CCGAGTCGGC TCCTCTTAARA TGCATTANCG NGACTTTGTT 420
GTTGCCTCTG CTACNTGGTG TGATAATTAT CTACNCCAGA CCGTACGCAA TGATACTTAT 480
TGGAGTCCAG CTCTCTAATC GTCTTCNGAC AGCTTTTG 518
Abbildung 3.61 Sequenz der 5,8S rDNA mit flankierendem ITS-Bereich des Basidiomyceten

P. citrinopileatus (Stammnummer 5341, DSMZ)

Der Vergleich der ITS-Sequenz von P. citrinopileatus mit der Stammnummer 5341, zeigte
hohe Homologien von 100% mit verschiedenen Pleurotus citrinopileatus-Stammen (Tabelle
3.11).

Tabelle 3.12 Auswahl verschiedener P. citrinopileatus-Stamme mit hohen Homologien zur ermittelten 5,8S
rDNA- und ITS-Sequenz

Zugriffsnummer Organismus Homologie [%] E-Wert

Pleurotus citrinopileatus, Isolat P81,

KY962497.1 fir 5,8 S rDNA, ITS1 und ITS2 100 0
(partial)
Pleurotus citrinopileatus, Isolat P68,

KY962484.1 fir 5,8 S rDNA, ITS1 und ITS2 100 0
(partial)
Pleurotus citrinopileatus, Isolat P38,

KY962454.1 fiir 5,8 S rDNA, ITS1 und ITS2 100 0

(partial)
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3.7.2 Proteinidentifizierung der Zielenzyme mittels HPLC-ESI-MS/MS

Die aktivsten Fraktionen nach der zweiten Reinigungsstufe der FPLC von F. velutipes und
P. citrinopileatus wurden nach 2.9.4 konzentriert, entsalzt und nach tryptischem Verdau
mittels HPLC-ESI-MS/MS sequenziert.

In Tabelle 3.13 sind die enthaltenen Peptidfragmente der HPLC-ESI-MS/MS-Analyse der

einzelnen Fraktionen von F. velutipes aufgefuhrt.

Tabelle 3.13 Gefundene Peptidfragmente der HPLC-ESI-MS/MS-Analyse der einzelnen Fraktionen von
F. velutipes

Peptidfragment

SEC Fraktion

SEC Fraktion

14 15
EAGVGNLGLQDQR X X
LLALYPSDPSQGSPFDTGSDNAITPQYK X X
SAALLGDLLFQTSR X X
QDIYTYIHNR X X
AAIDEAEFVWTPR X X
FDGALFSDLPQNLILQGK X X
YVGAFGGDPTK X X
LNGFGFLASK X X
FVATLDPNGNTGISWPK X X
WTSEAPNMLAFSDDEAVPLSLTEDTYR X X
WLPTASDAEIDR X X
SLELQEPVIYVSFNYR X -
TGCSNASDTLACLR - X
TADFDTLK - X
YLINELSGK - X

unterstrichen dargestellt.

aus Flammulina velutipes (UniProt Zugriffsnummer G8A515).

Der Datenbankvergleich ergab hohe Homologien zu einer putative carotenoid ester lipase

Abbildung 3.62 zeigt die Aminosauresequenz dieser putative carotenoid ester lipase aus

F. velutipes, dabei sind die gefundenen Peptidfragmente der HPLC-ESI-MS/MS-Analyse
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MTRAPLPHLS HHGPTSEDCL TINVVKPANV EEGAQLPVVA VSSFEVGGTS EYNGTSIVSR 60
SLELQEPVIY VSENYRLNGEF GFLASKEVKE AGVCGNLGLOD QRIALKWIQK YVGAFGGDPT 120
KVTIWGESAG AEAVVYHMVS NDGNTEGLYR AAFAQSGSVG SYGGLENGQD AYDGIVNKTG 180
CSNASDTLAC LRTADFDTLK AAIDEAEFVW TPRFDGALFS DLPONLILQG KVADVPLITG 240
NCGDEGTLYS ISYNISTDAE FKTFLOTRWIL PTASDAETIDR LLALYPSDPS QGSPFDTGSD 300
NATTPQYKRS AALLGDLLEQ TSRRYLINEL SGEQDIYTYT HNRQRRLPVL GSFHASDLVN 360
VYGGGDMSDY LIREVATLDP NGNTGISWPK WTSEAPNMLA FSDDEAVPLS LTEDTYRKEA 420
MAASGMIQSC YIYVWQRQIK TLLEAYVYGR YPDRASEKVT ATRTLNTVSI TVTAKGKTGR 480
FSATLALPSR ASKNKPVPAV IVIGFADSTF LNNGIAQATFEF DANSVAADST SKTGAFHNIY 540
SEDIGSLLAW GWGSHRVLDA LELVAPEIDS TRVGVMGCSR YGKGALAAGI FDDRLVETKG 600
LAPWSRLFHG GQKRACKTTY RMRIVEPWMP ISLPLLLLRA LPFGIEKMNPE GVAGVTEFPAT 660
OQMVYKFLGAE ENVGVALRNS GHCDPSGTNN VLDEVKSVLL GSQRTRNYTT ISPYQAHPEA 720
YPWAT 725

Abbildung 3.62 Aminosauresequenz einer putative carotenoid ester lipase (UniProt Zugriffsnummer
GB8A515) aus F. velutipes. Gefundene ESI-MS/MS Peptidfragmente sind unterstrichen dargestellt

In Tabelle 3.14 sind die gefundenen Peptidfragmente der HPLC-ESI-MS/MS-Analyse der

vereinten Fraktion 23-29 von P. citrinopileatus aufgefiihrt.

Tabelle 3.14 Gefundene Peptidfragmente der HPLC-ESI-MS/MS-Analyse der SEC-Fraktion C2 23-29 von
P. citrinopileatus

Peptidfragment SEC Fraktion
C2 23-29
DAGVGNLGLQDQR X
FLGIPYAQPPTGDR X
QONTWAFLSK X
FQGDAVFQAPR X
SIQLGEPVIYVS X
FLGIPY X
HASDILNVY X
YTTSSPNLVTF X
DAINFLT X
DGGLIVER X
FGGELGDY X
GFLASQEVK X
VTLANPL X
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Der Datenbankvergleich ergab hohe Homologien zu einer Carboxylesterase aus Pleurotus
ostreatus (UniProt Zugriffsnummer AOAO67NQW6).

Abbildung 3.63 zeigt die Aminosauresequenz einer Carboxylesterase aus P. ostreatus, dabei

sind die gefundenen Peptidfragmente der HPLC-ESI-MS/MS-Analyse unterstrichen

dargestellt.
MFFVLQVVLG LFAIQSTATP LPRANSVTLD SATFTGTTSG RVTKFLGIPY AQPPTGDRRF €0
RLPEPIPPYT GTVRATAFGP ACPQQSARLP LPDGLASDVV DLIVNTAYKA IFPDSEDCLS 120
INVVVPTSAT PTSKLPVAVW IFGGGFELGS PSLYDGGLIV ERSIQLGEPV IYVSMNYRLS 180
AFGFLASQEV KDAGVGNLGIL QDQREALRWI QKYISSFGGD PTKVTIWGES AGATSVALHM 240
VANDGNHEGL FRGAFMQSGS PIPVGDISHG QTYYEATAAE TGCSSASDTL ACLRSVPYST 300
LKTAVDHTPF IFDYQSLALA WLPRADGVFL TDNPQKLVQA GKVANVPEVT GDCDDEGTLE 360
SLANLNVTTT SQVRTYIKTF FMPQSTNAEL DQMLNHYPLD LIQGSPFGTG ILNALSPQFK 420
RLAAFQGDAV FQAPRRFFLQ QRSSKQNTWA FLSKRFKAAP FLGSFHASDI LNVYFGGELG 480
DYLINFVNKL DPNGQGRGIN WPKYTTSSPN LVTENDNLFF PVTITQDTFR KDAINFLTGV 540
TLANPL 546

Abbildung 3.63 Aminosauresequenz einer Carboxylesterase (UniProt Zugriffsnummer AOA067NQWS6) aus
Pleurotus ostreatus und deren Homologien zu einer Esterase/Lipase aus P. citrinopileatus (SEC-Fraktion
C2 23-29). Gefundene ESI-MS/MS Peptidfragmente sind unterstrichen dargestellt.

3.7.3 RNA-Isolierung und Transkription in cDNA

Anhand des Screenings wurden fir die Basidiomyceten F. velutipes und P. citrinopileatus
Esterase-Aktivitdtsmaxima im Kulturiiberstand an den Kulturtagen 14 (81 U L™ bezogen auf
pNPH ) bzw. 21 (505 U L bezogen auf pNPO) ermittelt. Somit wurden ab Tag 12 bzw. 19
In Tabelle 3.15 sind die
Konzentrationen der jeweiligen Gesamt-RNA fir F. velutipes an den Kulturtagen 12, 13 und

Myzel-Proben entnommen und die RNA daraus isoliert.

14 und fur P. citrinopileatus an den Kulturtagen 19, 20 und 21 aufgefihrt.

137



Ergebnisse

Tabelle 3.15 Konzentrationen und Reinheit der Gesamt-RNA aus F. velutipes und P. citrinopileatus an
verschiedenen Kulturtagen

Probenbezeichnung Konzentration AseolAsso Aseol Assg
[ng*uL ]
F. velutipes (T-12.1) 258 2,144 2,959
F. velutipes (T-12.2) 142 2,129 2,379
F. velutipes (T-13.1) 103 2,085 2,137
F. velutipes (T-13.2) 344 2,185 2,533
F. velutipes (T-14.1) 47 2,157 1,429
F. velutipes (T-14.2) 260 2,054 2,253
P. citrinopileatus (T-19.1) 458 2,146 2,663
P. citrinopileatus (T-19.2) 344 2,156 2,694
P. citrinopileatus (T-20.1) 319 2,017 2,408
P. citrinopileatus (T-20.2) 562 2,132 2,263
P. citrinopileatus (T-21.1) 485 2,162 2,436
P. citrinopileatus (T-21.2) 524 2,152 1,881

In Abbildung 3.64 sind exemplarisch Proben nach der RNA-Isolierung von F. velutipes an
Kulturtag 12 und von P. citrinopileatus an Kulturtag 19 zur Uberpriifung der RNA-Qualitat
aufgetragen (Accerbi et al., 2010). Es wurden jeweils zwei Banden sichtbar, welche der 28S
rRNA bzw. der 18S rRNA entsprechen. Das Verhdltnis der Intensitaten der Banden

zueinander betrug ca. 2:1.

bp M 1 2 3 4

4000
3000
2500
2000

1500 28SrRNA

1000 ;
Wi W W cowy  19STRNA

500

Abbildung 3.64 Agarosegel (3%ig) zur Uberpriifung der RNA-Qualitéat von F. velutipes und
P. citrinopileatus. Auftragung: Marker (M), P. citrinopileatus nach 19 Tagen Hauptkultur (1,2), F. velutipes
nach 12 Tagen Hauptkultur (3,4)
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Nach Isolierung der Gesamt-RNA und Uberpriifung der Qualitdt wurde diese zur
Erststrangsynthese der cDNA mittels reverser Transkription und anschlie@endem Verdau der
verbleibenden RNA eingesetzt. Die erhaltene Erststrang-cDNA wurde als Vorlage zur
Amplifizierung der putative carotinoid ester lipase aus F. velutipes verwendet. Dazu wurden
erneut die Primer Fvelu_lip_fw und Fvelu_lip_rev herangezogen. In Tabelle 3.16 sind die
Konzentrationen und die Reinheiten der cDNA aus F. velutipes an Kulturtag 14 und

P. citrinopileatus an Kulturtag 21 aufgefihrt.

Tabelle 3.16 Konzentrationen und Reinheit der cDNA aus F. velutipes an Kulturtag 14 und
P. citrinopileatus an Kulturtag 21

Probenbezeichnung Konzentration Azeo/Azgo Azeol Azzo
[ng*puL™]

F. velutipes (T-14.2.1) 990 1,787 2,676

F. velutipes (T-14.2.2) 867 1,789 2,321

P. citrinopileatus (T-21.1.1) 917 1,796 2,306

P. citrinopileatus (T-21.1.2) 1171 1,793 2,316
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3.7.4 Amplifikation und Sequenzierung des Zielenzyms aus F. velutipes

Anhand der Nukleotidsequenz einer putative carotenoid ester lipase aus F. velutipes wurden
Primer fur die Amplifizierung und anschlieRende Sequenzierung abgeleitet. Die entworfenen
Primer wurden am Anfang der Sequenz (Fvelu_lip_fw) und direkt am Ende der Sequenz
(Fvelu_lip_rev) angesetzt. In Abbildung 3.65 ist die entsprechende Nukleotidsequenz einer
putative carotenoid ester lipase (UniProt Zugrifisnummer G8A515) aus F. velutipes
dargestellt. Die Primer Fvelu_lip_fw und Fvelu_lip_rev sind unterstrichen dargestellt.

ATGACTAGGG CGCCATTACC ACATCTTTCC CACCATGGTC CGACTTCGGA AGATTGTTTG 60
ACGATAAACG TCGTCAAGCC CGCGAATGTT GAAGAGGGAG CTCAACTTCC TGTTGTTGCG 120
GTTAGCAGCT TTGAAGTTGG CGGGACCTCC GAGTATAACG GCACGAGCAT CGTATCGCGG 180
TCCCTCGAGC TACAGGAACC AGTCATTTAT GTGTCCTTTA ACTATCGTCT CAACGGCTTC 240
GGATTCCTGG CGAGCAAAGA AGTTAAGGAA GCCGGCGTAG GCAACTTGGG CTTACAGGAT 300
CAACGGTTGG CCCTCAAGTG GATACAGAAG TATGTTGGTG CATTCGGCGG AGATCCTACC 360
ARAAGTAACAA TATGGGGAGA ATCTGCGGGA GCGGAGGCAG TTGTCTACCA CATGGTTTCG 420
AACGATGGTA ACACGGAGGG CCTCTACCGA GCAGCTTTCG CGCAATCGGG TTCGGTCGGT 480
TCCTATGGCG GTCTTGAAAA TGGACAAGAT GCCTACGACG GGATCGTCAA CAAGACCGGC 540
TGTTCCAACG CTTCAGATAC CCTCGCTTGC TTGCGAACCG CCGATTTCGA CACCTTGAAA 600
GCGGCTATCG ACGAAGCGGA ATTTGTATGG ACGCCCCGAT TTGATGGCGC ACTCTTTAGC 660
GACCTCCCTC AGAACCTTAT ATTGCAGGGA AAAGTAGCGG ATGTCCCCCT GATCACCGGA 720
AACTGTGGCG ACGAGGGAAC ACTCTATTCC ATCAGCTATA ACATCAGTAC CGACGCCGAG 780
TTCAAGACAT TCCTACAGAC TCGCTGGCTT CCCACAGCAT CCGATGCAGA GATCGACAGA 840
CTGCTAGCTT TATACCCATC AGATCCCTCC CAAGGCTCGC CGTTCGACAC TGGCTCTGAC 900
AACGCCATARA CGCCACAGTA CAAACGTTCC GCCGCTTTGC TAGGAGACCT TCTCTTCCAA 960
ACTTCTCGGA GGTACCTGAT TAACGAATTG TCCGGCAAGC AAGATATCTA CACCTACATA 1020
CACAATCGTC AGAGAAGACT CCCGGICTTG GGATCGTTCC ATGCTTCTGA CCTTGTCAAT 1080
GTGTACGGCG GTGGAGATAT GTCCGATTAT CTCATTCGTT TCGTCGCCAC ACTGGATCCT 1140
AACGGAAATA CTGGGATTTC CTGGCCGAAR TGGACGTCCG AAGCACCAAA CATGCTAGCA 1200
TTCAGCGATG ACGAAGCCGT CCCACTGAGT CTTACGGAGG ATACATATCG CAAGGAGGCC 1260
ATGGCGGCTT CCGGTATGAT CCAATCATGT TACATATATG TCTGGCAGCG CCAGATTARAG 1320
ACCCTCCTCG AAGCATACGT ATATGGCCGC TATCCCGATC GTGCTAGCGA GAAAGTCACC 1380
GCCACTCGAA CGCTAAACAC CGTCTCTATC ACCGTCACCG CGARAAGGARAA GACAGGTCGA 1440
TTCTCCGCTA CGTTAGCCCT CCCTTCCAGG GCTTCCAAGA ATAAACCCGT CCCGGCGGTT 1500
ATTGTTATTG GATTTGCCGA CTCAACTTTT CTGAATAACG GGATTGCGCA GGCGACGTTC 1560
GACGCTRAACA GTGTGGCGGC CGATTCTACC TCCAAGACAG GCGCGTTCCA CAACATCTAT 1620
TCTGAGGATA TTGGTTCACT TCTAGCTTGG GGATGGGGAT CCCATCGTGT CCTGGATGCG 1680
CTCGAGTTGG TCGCGCCTGA GATTGACTCG ACACGTGTGG GAGTTATGGG ATGTAGTCGA 1740
TACGGCAARAG GTGCCCTCGC TGCTGGGATT TTCGATGATA GACTGGTCGA AACGARAGGC 1800
TTGGCTCCAT GGTCGAGGCT ATTCCATGGT GGACAAARAGC GGGCTTGCAA GACTACATAC 1860
CGGATGAGAA TCGTCTTCCC GTGGATGCCA ATTTCCTTAC CGCTGCTGTT GCTCCGCGCG 1920
CTGCCGTTTG GGATCAAGAT GAACCCAGAG GGTGTGGCAG GCGTTACCTT CCCCGCTACT 1980
CARAATGGTAT ACAAGTTTCT TGGCGCCGAA GAAAACGTCG GAGTTGCACT CCGTAACAGT 2040
GGGCACTGTG ATCCTTCTGG AACARATAAT GTATTGGACT TCGTCAAGTC AGTCCTTCTT 2100
GGCTCGCAGA GGACGCGCAA CTACACAACA ATCTCTCCGT ATCAGGCGCA TCCTGRAAGCC 2160
TACCCATGGG CCATTTGA 2178

Abbildung 3.65 Nukleotidsequenz einer putative carotenoid ester lipase (UniProt Zugriffsnummer

G8A515) aus F. velutipes. Die Primer Fvelu_lip_fw und Fvelu_lip_rev sind unterstrichen dargestellt
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Die mit den oben genannten Primern erhaltenen Amplifikate durch die Umsetzung mit der
cDNA aus F. velutipes sind in Abbildung 3.66 dargestellt. Dabei sind zwei Banden zu
erkennen. Zum einen auf einer Hohe von 2500 Basenpaaren und zum anderen auf einer
Hohe von 1500 Basenpaaren. Diese Banden wurden ausgeschnitten, mittels PCR Clean up
Kit gereinigt (2.13.7) und sequenziert (2.13.8). Die Sequenzierergebnisse zeigten keine
Ubereinstimmung mit der codierenden Sequenz des gesuchten Gens aus F. velutipes.

Abbildung 3.66 Agarosegel der mittels PCR erhaltenen Amplifikate aus cDNA aus F. velutipes mit den
Primern Fvelu_lip_fw und Fvelu_lip_rev (mit M: Marker, N: Negativkontrolle, 1: cDNA von F. velutipes)

In Abbildung 3.67 ist ein Agarosegel mit Amplifikaten einer PCR mit genomischer DNA aus
F. velutipes, welche mit den Primern Fvelu_lip_fw und Fvelu_lip_rev bei verschiedenen
Temperaturen zur Anlagerung generiert wurden, dargestellt.
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Temperaturgradient [°C]
bp M 51,0 51,6 528 54,5 56,7 58,5 59,5 60,0 N

S0 e s e et Y Gy

500

Abbildung 3.67 Agarosegel der mit den Primern Fvelu_lip_fw und Fvelu_lip_rev mittels PCR erhaltenen
Amplifikate aus genomischer DNA aus F. velutipes bei verschiedenen Temperaturen

Bei allen Temperaturen wurde eine intensive Bande zwischen 4000 und 5000 bp detektiert.
Diese Banden wurden ausgeschnitten, mittels PCR Clean up Kit gereinigt und sequenziert.
Aufgrund der GréfRRe des Amplifikats wurden zur vollstdndigen Sequenzierung des Enzyms
aus der genomischen DNA sieben weitere Primer entworfen. In Abbildung 3.68 ist die
vollstdndige Sequenz des Gens dargestellt. Die Primerbindungsstellen sind als griine Balken
eingezeichnet, die Exons als graue Balken. Die Exons wurden mit Hilfe des Programms
Geneious 9.1.8 anhand der Nukleotidsequenz einer putative carotenoid ester lipase (UniProt

Zugriffsnummer G8A515) aus F. velutipes abgeleitet.
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1 10 20 30 40 1 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
ATGACTAGGLCGCCAT TACCACATCTTTCCCACCAGTATATAAAGGTAAAGTGT TCAACCTGCTATTTACTTCCATCTCTCACGCGATGCATCC TCAGC TTETCG TELETGCTCTCACTCT TECT GHCHCTECTTCTGCTOCAAGCATCTCCLOCCOTHCHGCGCCCACTGTTTACT \CAGTGCCACAGTTACTGGTGTTGA
NKrl
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
A 6E G TT e AT T T GEATACCAT TCCC TAAA T GAT GTCAGGE TTETACETCET 6 TCAT AT ACECETTTAT AL CAAC TAANGTC TAGT G AMCEARTCAL 6T TACAC T TECAGTCCE G TEAC GG T ATTCCGECAEC TTC A LACECCTT T GECECEETTCGTTEC AR GARTECGAGT
420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
CCCTOCE AT TOAAG TTATTCAGC AR TTE T TCCACAGEARACCATC AL TTTCTCGTCANTGTTTTAGHC T TCARTCE T AGT G TCCCAC T TCLCARGAT TG TCAGG T TAGGATGT TTGEAGE TGO (T CAACC TACATCGETATETAGE T T TOACCATARACS TLGTCAACCCE LCGARTOTTGAACAGEGAGE TCAACT
NKrd-
620 630 640 650 650 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820
TCCTGTTGTTGL TTA TAT: TTC'"'CCTTTT‘ T GTTGGATACTGATGTTGAGT TTCTTCTACTATAGT GGAT TTATGGAGGTGCGAATTGGTATTGTAGTTACT TTGACCCETGCATCTAACCCGATGTTCAGGCAGCTTTGAAGTTGGL! ACCTCCCAGTAAGTTGGTACCGCCAAAGCGTCGTTGCCTGATACTA
NKr4
on 4
830 840 850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1,000 1,010 1,020

AAGGAACATCATTCTAGGTATAACGETACCAGCATCETATCGCEGTCECTCGAGCTACAGCAACCAGTCATTTATGTGTCCTTTAAC TATE CTCTCAACEGTACG TTTCACT GCAGCAASTETAC CETEE GAGECCACT TEACGATCCCCTE GTAGGCTTCGEATTCCTEGEOAGCARAGAAGT TAAGGAAGCCGGEGTAGGCAR

Exon 5 Exon 6

1,030 1,040 1,050 1,060 1,070 1080 1,090 100 1,110 1120 1130 1,140 1150 1160 1,170 1,180 1,190 1200 1210 1220 123
T GCTTACAGCATC TAAGTC SECACATCAT T TCTTCTET T ATACCEAATETCAAC CATTCACAGAAC T T GCCCTC AR TEEAT ACAC ARG TATGTT CGTGEATTC A CE G EACATCC TACCAAAGT AACAATGTAG T TG TTCACCOTETCATGAECAACACCTCATECGTACATAT STCAGAT GG GAGAATET

Exon Exon ¢ (IR

1,240 1,250 1,260 1,270 1,280 1,290 1,300 1,310 1,320 1,330 1,340 1,350 1, 1,380 1,390 1,400 1,410 1,420 1,430
CCOGACC G AGGCAGTT T CTACCACAT LGT TTCGARC ATGG T ARCALCGAGCGEC TCTACCOAGCHLCTTTCOCCOAATCEGACTCAGTCETTCE T ATGACGETC T TCARAAT GLACAAGAT G TAAGGACTGL T LCTCATCAAT TAGGATCE TALCTAATTGT TCTACGCACCE TACCACCGIAT COTCAACAACACCEG

Exon 8

on

1,440 1,450 1,460 1,470 1.480 1,490 1,500 1,510 1,520 1,530 1,540 1.550 1,560 1,570 1,580 1,590 1,600 1,610 1,620 1,630 1,640
CTGTTCCAACGETTCAGATACCETCGCTTGCTT GLGAACCECCGATTTCGACACCTTGAAAGCGECTATCGACGAAGCGGAAT TTGTATGEACGECCCGATTTGATGGTGEACTCTTTAGCGACCTCCCTCAC m(crmnrr SCAGCGAAAAGTAGCGGATGTCCCCCTGATCACCGGTACGTGEEGTCCCAGTGTGTTCGTE

Exon 9

1,650 1,660 1,670 1,680 1,690 1,700 1710 1,720 1,730 1,740 1,750 1,760 1,770 1.780 1,790 1.800 1,810 1,820 1,830 1,840
CCATCGTAACCATGCTTAACATCETGGCACCAAACTGT GUCOACGAGGCAACACTCTATTCCATCAGCTATAACATTAGETT TETGTCTCTGTGTCTCTAAGECT TTCTAACTGTGTCGCAGTACCEACGCCGAGTTTAAGACATTCCTACAGACTCOCTGOETTCCCACACCATCC GATGCAGAGATTGACAGECTACT

1,850 1,860 1,870 1,880 1,890 1,900 1,910 1920 1930 1,940 1950 1,960 1,970 1980 1,990 2,000 2,010 2,020 2,030 2,040 2,05
AGCT TG \ACE(A\(A A((C(VCCCAA GCTCOCCATTCOACACTGOCTCTOACAAC GCCATAACHCCACAG TACAAAL LT TECLECHCT TTACTAG CAGATCTACTCT TCCARACT TCTCOGAGGTACCTCATCAACCAACTLTCCLOCAAGCAAGATATC TACACC TACAG TAAGTCOTTCAG G TCEACCAGAAC TGOOACT

Exon 11

2,060 2070 2,080 2,090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2,170 2180 2,190 2200 2210 2,220 27230 2240 2,250
AACEGATTCARCGTGTAGTACACARTCETEAGAGAAGAC TECCEGTETT S GATCGTTCEATGETTCTEACC T TG TCAAT BTG TACH CCAGTEGECATAT GEC TOATTATCTCATTCET T TG TECCCACACTECATCC TAACGEARAT AC TCCGATT TECTGOCCOAART GOACTCE AAACCACCAARCATCCTAGEATTCA

Exon 12

2260 2,270 2,280 2,290 2,300 2310 2,320 2330 2340 2,350 2360 2,370 2380 2390 2400 2410 2420 2,430 2,440 2450 2,46
COATGACCAAGCCETCCCACTGAGTCTTACGGAGCATACATATCGCAAGGAGGCCATGOCGECTTCCLGTEAGGTCT TG T T TCCOAACCCATCG TEAGGTTETCTACCTG TATTAGCTGE TACGACACCG TCGETCT TTGAATCCAATTAATACCACCCTTTTCOT TTATGCATGCCAGGCCCACGAATGCACATTTTCGAATTTTT

2,470 2,480 2,490 2,500 2510 2,520 2,530 2,540 2,550 2,560 2,570 2,580 2590 2,600 2,610 2,620 2,630 2,640 2,650 2,660
GATAAATGTGGCGCACCTATCAAT GCATCAATGCAAGGCCAACT GTCTACTGACCGTTGGATAGGTATGACCCAATCATGT TACATATATGTCTGLCAGCGCCGTAAGCATGATTCTGAT T TTTCAGCTCTTCTCTCATATTCTCCCTAAGTGT TCAAACGAGATAT TCAAAGTCTATGGAAGAAGACCCAAAGCTGCCAGGCAG
NKr8

2,670 2,680 2,690 2,700 2,710 2,720 2,730 2,740 2,750 2,760 2,770 2,780 2,790 2,800 2,810 2,820 2,830 2,840 2,850 2,860 2,870
(GAGTCCGAGTCEOACCCGAAGCAC TAGEEGTCTARAGECTGATCEC GAAC CACGGCAGTTTATCCTCTCTGE TCACGAACG T TTGTTCCTC T TCCCCACCAT TTTCC TECACAAGAGAT TTAAGCTCGAAL T TG TAAGCTCCACCTCGTACTCACTCTAMCAATGCTT TACACAACCTTCTT TTCGATCATATTCTTGGTAC

2,880 2,890 2,900 2,910 2,920 2,930 2,940 2,950 2,960 2,970 2,980 2,990 3,000 3,010 3,020 3,030 3,040 3,050 3,060 3,070
TCTTAGCGGTACATCGCTCATCTGERTCAAT GCGCTTCACT TCCTTETCCTCTTCCAGETTACAACGACC TEACTGCATCEATCCCTCTECCGRATCCCTTCACATTCTACAACE AAC GECCCTCACCTCTCCTOATGATTEGGCETGTCGACECACAGAGAT TAAGGCCCTCCTCEAA  CATACGTATATGGCCGETACCCCCA

3.080 3,090 3,100 3,110 3,120 3,130 3,140 3,150 3,160 3,170 3,180 3,190 3,200 3,210 3,220 3,230 3,240 3,250 3,260 3,270 3,280

CCGTTCTAGCGAGAAAGTCACCECCACTCEARC GEGAAATACCGTCTCTATCACCGTCACCECGARAGGARAGACAGGTCGATTCTCCCECACG TTAGCCCTCCE TTCCGEGACT TCCARTCATARACCCGTCCLGACGGTTATTGTTATCAGATTTGCCCACTCARCTTTTCTGAATAACGEAATTGCECAGGETACSTTCCAC

Exon 14

3,290 3,300 3,310 3,320 3,330 3,340 3,350 3,360 3,370 3,380 3,390 3,400 3,410 3,420 3,430 3,440 3,450 3,460 3,470 3,480
CCTAACAGTGTGGCGOCCGATTCTACCTCCAAGACAGGEGEGTTCCGCAACATCTATTCT GAGGATGCTGGTTCACTTTTAGE TTGGGGAT CGGGATCCCATCGTGTCCT GEATEEGETCGAGTTGETCLEGCCTGAGATTGATTCGACACGTETGOGT GTTATGGEAT GTAGTCCATACGGGAAAGGTEECCTCGETECTGGEA

Exon 14

3,490 3,500 3,510 3,520 3.330 3,540 3,350 3,560 3,570 3,580 3,590 3,600 3610 3,620 3,630 3,640 3,650 3,660 3,670 3,680 3,690
TTTTCGATGACAGASTETGTTARACCCCTCTCTCTCATAGTACTTGETGATTTTTGTTATGTCGTTGCTTTCCCCAGATETCGTTGACGATCCCTATGTECAGTEGTGTGTT GG GCACTTCACCAATTAGGTTCCATTATGATCAAGGTCCTATTGCACCTCTAT G TTGAGCAATCGCAGCACTAATATTGCTTCCATTTAGCTS

S - £on 14 exon 1508

3,700 3,710 3,720 3,730 3,740 3,750 3,760 3,770 3,780 3,790 3,800 3,810 3,820 3,830 3,840 3,850 3,860 3,870 3,880 3,890
TCAA

TCOAAMCGARAGECTTGECTCEATEGTCEAGGCTATTCCTTGGTGOACARRAGCGAGC TTGCAACACT ATATCCCCOAT GAGAATE GTCTTCCEG TECATCCCARCCTCCTCACCAETCCTGTTCECCCAETAATTTARAAARACTCCCCTT TARATAT TATTCT GACAGACACTCGT CAAGL GCGCCUCAGTTTL

3,900 3,910 3,920 3,930 3,940 3,950 3,960 3,970 3,980 3,990 4,000 4,010 4,020 4,030 4,040 4,050 4,060 4,070 4,080 4,090 4,100
CTECGCCACATTTACTACTTCGGGACAACATCTCAATTCAATTCAGGTCAARCTCAATACCAGGTTTTTGTCATCAMAMAGAGECTTAGTGCAATCTCTCACTGT TECEGATACTACATGAACE CAGAGGAT G TGOCAGECETTACCTTCCCTGETACTCAAGEAGTATACAAS TTCETTGECGCTCAACCARATATCGGAGTT

4,110 4,120 4,130 4,140 4,150 4,160 4,170 4,180 4,190 4,200 4,210 4,220 4,230 4,240 4,250 4,260 4,270 4,280 4,290 4,30¢
CACTCCGTAACAG GG GLAC TECGATCCTTC T COAACGTAGGTAATTCTCEC TATATTTGAACATC TCATACTEATAGACCAT COATACAAC TAATGTATTCGAC TTCS TCAAGTCAGTCCTTE TTGEC TCUCATAGACACGCAAC TACACAACCATC TCTCE G TATCAGCEGCATCC TGAAGCC TACCCATEGECCATTTEA
NKré N

Abbildung 3.68 Darstellung des vollstédndig sequenzierten Gens der putative carotenoid ester lipase
(UniProt Zugriffsnummer G8A515) aus F. velutipes. Primerbindungsstellen sind griin markiert und Exons
grau
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Die codierende Sequenz wurde in die entsprechende Aminosauresequenz umgeschrieben
und mit der Sequenz einer putative carotenoid ester lipase (UniProt Zugriffsnummer
G8A515) aus F. velutipes verglichen. In Abbildung 3.69 ist dieser Abgleich der translatierten
codierenden  Aminosauresequenz der sequenzierten genomischen DNA, nach
Herausschneiden der |Introns und Zusammenfigen der Exons, dargestellt Die
Ubereinstimmung der Sequenzen, welche bei 96,7% lag, ist in rot dargestellt. Es wurden nur

wenige Punktmutationen gegen Ende der Sequenz detektiert.

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 0 100 110 120 130

1 |

Literatur HTRAPLPHLSHHGPTSEDCLTINYYKPANYEEGAOLPYYAYSSFEYGGTSEYNGTSIVSRSLELOEPYIYYSFHYRLHGFGFLASKEYKEAGYGHLGLADORLALKHIOKYYGAF GGDPTKYTIMGESAG
Sequenzierung HTRAPLPHLSHHGPTSEDCLTINYYKPANYEEGAOLPYYAYSSFEYGGTSEYNGTSIYSRSLELOEPYIYYSFHYRLNGF GFLASKEVYKEAGYGHLGLADORL ALKHIAKYYGAF GGDPTKYTIHGESAG
Consensus  HTRAPLPHLSHHGPTSEDCLTINVYKPANYEEGAOLPYYAYSSFEVGGTSEYNGTSIYSRSLELOEPYIYYSFHYRLHGF GFLASKEYKEAGYGHLGLODORLALKHIOKYYGAF GGDPTKVTIMGESAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I |

Literatur AEAYYYHHYSHDGNTEGL YRARFAOSGSYGSYGGLENGODAYDGIVNKTGCSHASOTLACLRTADFDTLKARIDEAEFYHTPRFDGALFSOLPONLILAGKYADYPLITGNCGDEGTLYSISYNISTORE
Sequenzierung AEAYYYHHYSHDGHTEGL YRARFAOSGSYGSYGGLENGODAYDGIVHKTGCSHASDTLACLRTADFDTLKARIDEAEFYHTPRFDGALF SOLPONLTLOGKYADYPLITGHCGDEGTLYSISYNISTDARE
Consensus  AEAYYYHHYSHDGHTEGLYRARFAQSGSYGSYGGLENGADAYDGIVHKTGCSHASDTLACLRTADFOTLKARIDEAEF YHTPRFDGALF SDLPONLILOGKYADYPLITGHCGDEGTLYSISYNISTORE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I |

Literatur FKTFLOTRHLPTASDAEIDRLLALYPSDPSOGSPFDTGSONALTPOYKRSARLLGOLLFOTSRRYLINELSGKADIYTYTHHRORRLPYLGSFHASDLYNYYGGGDHSDYLIRFYATLOPHGNTGISHPK
Sequenzierung FKTFLOTRHLPTASDAEIDRLLALYPSDPSOGSPFDTGSDHAITPOYKRSAALLGDLLFQTSRRYLINELSGKODIYTYIHHRQRRLPYLGSFHASDLYNYYGSGOHADYLIRFYATLDPHGHTGISHPK
Consensus FKTFLOTRHLPTASDAEIDRLLALYPSDPSOGSPFOTGSONALTPOYKRSAALLGDLLFOTSRRYLINELSGKODIYTYIHHRORRLPYLGSFHASDLYNYYGgGDHaDYLIRFYATLOPHGHTGISHPK

391 Ay 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I |

Literatur HTSEAPHHLAFSDDEAYPLSLTEDTYRKEAHARSGHIOSCYIYYHOROIKTLLEAYYYGRYPDRASEKYTATRTLNTYSITYTAKGKTGRFSATLALPSRASKHKPYPAYIVIGFADSTFLHNGIAQATE
Sequenzierung HTSEAPHHLAFSDDEARYPLSLTEDTYRKEAHARSGHTOSCYIYVHORODIKALLEAYYYGRYPDRSSEKY TATRTGHTYSITYTAKGKTGRFSATLALPSGASHDKPYPAYIVIGFADSTFLHHNGIAQATF
Consensus  HTSEAPHHLAFSDDEAYPLSLTEDTYRKEAHAASGHiOSCYIYYHOROIKaLLEAYYYGRYPORASEKYTATRTgNTYSITYTAKGKTGRFSATLALPS-ASn#KPYPAYIVIGFADSTFLNNGIAOATF

521 530 540 550 560 570 580 580 600 610 620 630 640 650

1 1

Literatur DAHSYARDSTSKTGAFHNIYSEDIGSLLAMGHGSHRYLDALELYAPEIDSTRYGYHGCSRYGKGALARGIFDDRLYETKGLAPHSRLFHGGOKRACKTTYRHRIYFPHHPISLPLLLLRALPFGIKHHPE
Sequenzierung DANSYARDSTSKTGAFRMIYSEDAGSLLAMGHGSHRYLDALELYAPEIDSTRYGYNGCSRYGKGALAAGIFDDRLYETKGLAPHSRLFLGGOKRACKTISPHRIVFPHHPTSSPLLLPRAPOFGIKHHPE
Consensus  DANSYARDSTSKTGAFrNIYSEDaGSLLAMGHGSHRYLDALELYAPEIDS TRYGYHGCSRYGKGALARGIFODRLYETKGLAPHSRLFhGGAKRACKT isrHRIYFPHHPiS1PLLL1RA1qFGIKHNPE

651 1) 670 680 690 700 710 Fe0 725
1

I
Literatur GYAGYTFPATOHYYKFLGAEEMYGYALRHSGHCDPSGTHHYLDFYKSYLLGSORTRHYTTISPYORHPEAYPHAL
Sequenzierung GYAGYTFPATAAYYKFLGAEANIGYALRNSGHCOPSGTTHYLDFYKSYLLGSARTRNYTTISPYOAHPEAYPHAT
Consensus GYAGYTFPATOaYYKFLGAEaH ! 6YALRHSGHCDPSGTnHYLDFYKSYLLGSORTRHY TTISPYORHPEAYPHAL

Abbildung 3.69 Abgleich der Translation der sequenzierten gDNA nach Herausschneiden der Introns mit
der cDNA einer putative carotenoid ester lipase aus F. velutipes (UniProt Zugriffsnummer G8A515).
Rot: Ubereinstimmung
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3.7.5 Amplifikation und Sequenzierung des Zielenzyms aus P. citrinopileatus

Anhand der Nukleotidsequenz einer Carboxylesterase aus Pleurotus ostreatus wurden
Primer fur die Amplifizierung und anschlieende Sequenzierung abgeleitet. Die entworfenen
Primer wurden am Anfang der Sequenz (PCl_c1+2_for), direkt am Ende der Sequenz
Mitte (PCIl_cons_forl und PCIl_cons_revl),
In Abbildung 3.70
Nukleotidsequenz dieser Carboxylesterase (UniProt Zugriffsnummer AOAO67NQW6) aus

(PCI_c2_revl) sowie in der in einem

hochkonservierten Bereich, angesetzt. ist die entsprechende

P. ostreatus dargestellt. Die Primer sind unterstrichen dargestellt.

ATGTTCTTCG TTCTACAGGT CGTGCTTGGG CTCTTCGCCA TTCAATCCAC CGCAACCCCT 60
CTCCCAAGGG CAAACAGCGT AACCCTTGAC TCTGCGACCT TCACCGGCAC TACCTCAGGT 120
CGCGTCACCA AGTTTCTCGG TATTCCTTAC GCCCAACCCC CTACGGGAGA CCGCCGGTTC 180
AGGCTACCAG AGCCCATTCC ACCGTACACA GGAACAGTCC GGGCGACAGC ATTTGGCCCT 240
GCTTGCCCTC AGCAAAGTGC TCGCCTTCCC TTGCCCGATG GCCTAGCTAG CGATGTGGTC 300
GACTTGATCG TCAACACGGC ATATAAAGCT ATCTTCCCAG ACAGCGAAGA CTGCCTCTCG 360
ATCAACGTTG TAGTACCCAC AAGTGCAACG CCGACATCCA AGCTTCCTGT GGCAGTGTGG 420
ATCTTTGGTG GTGGTTTCGA ACTGGGTAGC CCCAGTCTAT ATGATGGTGG TCTGATAGTC 480
GAGCGATCCA TACAGCTTGG CGAGCCAGTC ATCTACGTGA GCATGAACTA CAGATTAAGT 540
GCATTTGGCT TTTTGGCGAG CCAAGAAGTA AAAGACGCTG GCGTTGGAAA TCTTGGACTG 600
CAAGATCAAC GTGAAGCATT ACGCTGGATC CAGAAGTACA TCAGCAGCTT CGGAGGCGAC 660
CCCACGAAGG TCACTATTTG GGGAGAGAGT GCGGGTGCTA TTTCTGTTGC ACTCCATATG 720
GTAGCGAACG ATGGGAATCA TGAGGGTCTC TTCCGTGGTG CCTTCATGCA GTCTGGATCA 780
CCCATTCCCG TGGGAGACAT TTCACACGGT CAAACGTACT ATGAGGCTAT CGCAGCCGAG €40
ACGGGTTGTT CCAGCGCATC TGACACCCTG GCGTGCTTGC GATCGGTTCC GTACTCAACA 900
TTGAAGACCG CAGTTGATCA TACACCCTTT ATATTCGATT ACCAGTCCCT GGCGCTTGCA 960
TGGCTTCCCA GAGCCGACGG CGTTTTTCTT ACGGACAACC CACAGAAGCT CGTCCAGGCT 1020
GGGAAAGTGG CGAACGTGCC ATTCGTAACC GGCGACTGCG ACGACGAAGG CACCCTGTTC 1080
TCCCTAGCGA ATCTCAACGT CACTACCACC AGTCAGGTCC GGACTTATAT CAAGACTTTC 1140
TTCATGCCCC AATCAACGAA CGCTGAACTG GATCAAATGT TGAATCATTA TCCACTGGAT 1200
CTTATACAAG GATCTCCGTT CGGCACAGGC ATTCTGAATG CATTGTCACC GCAGTTTAAG 1260
AGGCTTGCTG CATTTCAAGG AGACGCTGTA TTCCAAGCGC CGCGACGATT CTTCTTGCAA 1320
CAACGCTCTA GCAAACAGAA CACGTGGGCT TTCCTCAGCA AGCGATTCAA GGCCGCTCCT 1380
TTCCTTGGCT CCTTCCACGC CTCCGACATT CTCAATGTGT ACTTCGGTGG TGAGCTGGGG 1440
GACTACCTCA TCAACTTCGT GAATAAGCTC GATCCCAACG GCCAAGGGCG CGGAATCAAC 1500
TGGCCGAAGT ACACCACATC GTCGCCGAAC CTAGTGACCT TCAACGACAA CCTCTTCTTC 1560
CCCGTTACAA TTACCCAAGA CACTTTCAGA AAAGATGCCA TCAACTTTTT GACCGGTGTG 1620
ACTCTAGCAA ATCCACTTTG A 1641

Abbildung 3.70 Nukleotidsequenz der codierenden DNA einer Carboxylesterase (UniProt Zugriffsnummer
AOA067NQWE) aus Pleurotus ostreatus. Die Primer sind unterstrichen dargestellt
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In Abbildung 3.71 ist ein Agarosegel mit Amplifikaten nach Umsetzung der cDNA aus
P. citrinopileatus mit den Primern PCI_c1+2 for und PCIl_c2_revl bei verschiedenen
Temperaturen dargestellt. Das Amplifikat, zwischen 1500 und 2000 bp, ist im Gel durch
einen roten Rahmen hervorgehoben. Diese Bande wurde ausgeschnitten, mittels PCR Clean
up Kit gereinigt (2.13.7) und sequenziert (2.13.8). Die Sequenzierergebnisse zeigten keine
Ubereinstimmung mit der codierenden Sequenz des gesuchten Gens aus P. citrinopileatus.

Temperaturgradient [°C]
bp M 450 46,5 49,6 54,2 60,0 64,8 67,6 69,0

Abbildung 3.71 Agarosegel der mittels PCR erhaltenen Amplifikate aus der cDNA aus P. citrinopileatus
bei verschiedenen Temperaturen zur Anlagerung der Primer PCI_c1+2_for und PCl_c2_revl. Roter
Kasten: Amplifikat mit entsprechender GroR3e.

Da das Genom von P. ostretaus bekannt ist, ist in Abbildung 3.72 die genomische Sequenz
der entsprechenden Carboxylesterase (UniProt Zugriffsnummer AOA067NQWS6) aus P.
ostreatus dargestellt. Die fur die Amplifikation des Enzyms aus der genomischen DNA
entworfenen Primer sind unterstrichen und die Introns rot dargestellt.
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ATGTTCTTCG
CTCCCAAGGG
CGCGTCACCA
TTGTAGACGG
CTACCAGAGC
TGCCCTCAGC
TTGATCGTCA
ATTGGTCCAG
GTTGTAGTAC
TAATATTCTG
ATGTCCGATT
TTCGAACTGG
TCTCATCATA
ACAGCTTGGC

TTCTACAGGT
CAAACAGCGT
AGTTTCTCGG
TACCCATATA
CCATTCCACC
ADAGTGCTCG
ACACGGCATA
TAGTAGACGC
CCACAAGTGC
TCCGCGTGGT
TGACGGCGAC
GTAGCCCCAG
TGCTTCGCAC

GAGCCAGTCA

CTGTATCGTT
TACTTGGTGC
AGCCAAGAAG
CCCCTTTTGC
GATCCAGAAG
TTCCCATGGA
AGAAGCTTCT
TCTGTTGCAC
TTCATGCAGT
GAGGCTATCG
TCGGTTCCGT
CAGGTAAGCC
TGGCGCTTGC
TCGTCCAGGC
GCACCCTGTT
TGCTACGACT
CTTCATGCCC
TCTTATACAA
GAGGCTTGCT
ACAACGCTCT
GGAGTGTTTT
CTCCGTACGC
TTCCACGCCT
AACTTCGTGA
ACCACATCGT
ACCCAAGACA
CCACTTTGA

CTAGCTCTGA
ATACGCACCC
TAAANGACGC
CCCCTTTCGC
TACATCAGCA
GCTTCGGAGG
TTCTCGGCTG
TCCATATGGT
CTGGATCACC
CAGCCGAGAC
ACTCAACATT
TTACGCCATG
ATGGCTTCCC
TGGGAAAGTG
CTCCCTAGCG
AATGCACTGT
CAATCAACGA
GGATCTCCGT
GCATTTCAAG
AGCAAACAGA

CGTGCTTGGG

CTCTTCGCCA

TTCAATCCAC

AACCCTTGAC
TATTCCTTAC
CTCATTGACG
GTACACAGGA
CCTTCCCTTG
TAAAGCTATC
GACCTGAACG
AACGCCGACA
GACGAAACTG
CCTGCATTGG
TCTGTGAGTG
CAATCAGATA
TCTACGTGAG
CATCGACCGA
TGACTTTTCT
TGGCGTTGGA
CCCCTAAAGC
GGTGAGTTAT
CGACCCCACG
ATCCAATGTT
AGCGAACGAT

TCTGCGACCT
GCCCAACCCC
CGTTATAGTA
ACAGTCCGGG
CCCGATGGCC
TTCCCAGACA
TGTTCCCCTC

TCCAAGCTTC

TCACCGGCAC
CGTAAGCCAT
CGGGAGACCG
CGACAGCATT

CGCAACCCCT
TACCTCAGGT
ATAANCCAGC
CCGGTTCAGG
TGGCCCTGCT

TAGCTAGCGA
GCGAAGACTG
TTGCAGGCCT
CTGTGGCAGT

AMCCCGGATG
TACTGATCAG
ACATTCCGAG
TGATGGTGGT
CATGAACTAC
ATTAGATTAA
TTTCCCTACT
AATCTTGGAC
GACGCATGTA
ACTCATGTGG
AAGGTCACTA
TAAAGTTGGG
GGGAATCATG

CATTCCCGTG
GGGTTGTTCC
GAAGACCGCA
ATGACAAAAT
AGAGCCGACG

GGAGACATTT
AGCGCATCTG
GTTGATCATA
AACTTGACAA
GCGTTTTTCT

CGTAGTGGAT
AGATTACCGC
AGACTCCCAT
CTGATAGTCG
AGGTATGATC
GTGGTGGGTG
CAGCATTTGG
TGCAAGATCG
GAACGTGAAG
ATCTGCGACA
TGTAAGTGCA
GAGAGAGTGC
AGGGTCTCTT
CACACGGTCA
ACACCCTGGC
CACCCTTTAT
TGAGACTGTG
TACGGACAAC

GCGAACGTGC
AATCTCAACG
TTAGTACCAC
ACGCTGAACT
TCGGCACAGG
GAGACGCTGT
ACACGTGGGC

CATTCGTAAC
TCACGTATGA
CAGTCAGGTC
GGATCAAATG
CATTCTGAAT
ATTCCAAGCG
TTTCCGTACG

GTGACATTCT
TTTCTTTTTT
CCGACATTCT
ATAAGCTCGA
CGCCGAACCT
CTTTCAGARAA

CTATAGTCAG
TCTAAATCGA
CAATGTGTAC
TCCCAACGGC
AGTGACCTTC
AGATGCCATC

CAAGCGATTC
GCGGTTACTT
TTCGGTGGTG
CAAGGGCGCG

CGGCGACTGC
CACCTTCCTC
CGGACTTATA
TTGAATCATT
GCATTGTCAC
CCGCGACGAT
TTGATAGCAA
AAGGCCGCTC
AATTCAACTT
AGCTGGGGGA
GAATCAACTG

TGTGGTCGAC
TGGGTTGCGC
CTCGATCAAC
GGTACGTTAT
CTTTGGTGGT
ACCAGGTGGT
ACTCGTGGAT
AGCGATCCAT
CTTCCTGTCA
CTGTTATCCG
CTTTTTGGCG
TGCGTGTTTT
CATTACGCTG
ATCAGCTCAA
TGGCGCACAC
GGGTGCTATT
CCGTGGTGCC
AACGTACTAT
GTGCTTGCGA
ATTCGATTAC
ACATAGTCCC
CCACAGAAGC
GACGACGAAG
TACTGCTTGG
TCAAGACTTT
ATCCACTGGA
CGCAGTTTAA
TCTTCTTGCA
CTTTGATACT
CTTTCCTTGG
CCTCCTGTAG
CTACCTCATC
GCCGAAGTAC

AACGACAACC
AACTTTTTGA

TCTTCTTCCC
CCGGTGTGAC

CGTTACAATT
TCTAGCAAAT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2409

Abbildung 3.72 Nukleotidsequenz der genomischen DNA einer Carboxylesterase (UniProt

Zugriffsnummer AOA067NQW6) aus Pleurotus ostreatus. Die Primer sind unterstrichen und die Introns rot
dargestellt

In Abbildung 3.73 ist ein Agarosegel der mittels PCR erhaltenen Amplifikate aus
genomischer DNA aus P. citrinopileatus bei verschiedenen Temperaturen zur Anlagerung
der Primer PCI_forl_gDNA, PCI_revl gDNA, PCIl_rev2_gDNA, PCIl_rev3_gDNA und
PCI_rev4d_gDNA dargestellt. Das Amplifikat, auf H6he von ca. 2000 bp, ist im Gel durch
einen roten Rahmen hervorgehoben. Diese Bande wurde ausgeschnitten, mittels PCR Clean

up Kit gereinigt (2.13.7) und sequenziert (2.13.8). Die Sequenzierergebnisse zeigten keine
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Ubereinstimmung mit der Sequenz der genomischen DNA des gesuchten Gens aus

P. citrinopileatus.

Primer PCI_for1_gDNA + rev1_gDNA Primer PCI_for1_gDNA + rev2_gDNA

A A
[ Temperaturgradlet["C] | [ Temperaturgradient[°C] |

o
T

NNWANNHINO
(=18 (==l ==
COO0O0000O
COO0O00O00O

Abbildung 3.73 Agarosegel der mittels PCR erhaltenen Amplifikate aus genomischer DNA aus
P. citrinopileatus bei verschiedenen Temperaturen zur Anlagerung der Primer PCI_forl_gDNA,
PCl_revl_gDNA, PCI_rev2_gDNA, PCI_rev3_gDNA und PCI_rev4_gDNA. Roter Kasten: Amplifikat mit
entsprechender GréRRe

Weitere Amplifikationen wurden im Anschluss mit den Primern PCI_forl_gDNA und
PCl_rev4d_gDNA bei 57,2 °C als Hybridisierungstemperatur durchgefihrt. Keine der
Sequenzierungen war erfolgreich.

DNA-Amplifikate, die nach 2.13.7 isoliert wurden und zu geringe Konzentrationen fir eine
direkte Sequenzierung aufwiesen, wurden mittels Zero Blunt® Cloning Kit (Invitrogen) in
E. coli zwischenkloniert. Die Transformation in E. coli blieb ohne Erfolg.
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3.7.6 Bioinformatische Analyse der Sequenzen

Durch Einfigen der aus der genomischen DNA abgeleiteten Aminoséuresequenz aus
F. velutipes in verschiedene freizugangliche Datenbanken im Internet (Tabelle 2.13), konnten

weitere Parameter des Zielenzyms ermittelt werden.

3.7.6.1 Zielenzym aus F. velutipes

Die cDNA des Zielenzyms aus F. velutipes codiert ein Protein mit insgesamt 725
Aminosauren und hat eine theoretische molekulare Masse von 78,2 kDa. Der berechnete
isoelektrische Punkt betragt 5,4 (ExPASy ProtParam, (Gasteiger et al.,, 2005)). Das
Zielenzym kann aufgrund des konservierten Bereiches der Aminosauren 17 bis 27
(EDCLTINVVKP) dem Typ 2 der Carboxylesterasen zugeordnet werden. Die Aminosauren
126 bis 130 bilden eine Pentapeptidsequenz mit dem Strukturmotiv GxSxG um das aktive
Zentrum Serin herum, welches typisch fir die Enzymklasse der Hydrolasen ist. Somit kann
das Enzym der Superfamilie der a/B-Hydrolasen zugeordnet werden (ExPASy Prosite (Sigrist
et al., 2002, Sigrist et al., 2013,) und EMBL-EBI InterProSan (Quevillon et al., 2005,
McWilliam et al., 2013)). Mit den Programmen NetNglyc 1.0 (Gupta et al., 2004b) und
NetoGlyc 4.0 (Steentoft et al., 2013) wurden potentielle N- bzw. O-Glykosylierungsstellen
identifiziert. In der Sequenz befinden sich finf potentielle N- und 19 potentielle
O-Glykosylierungsstellen. Mit Hilfe des Programms SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011) zur
Ermittlung potentieller Schnittstellen fiir Signalpeptidasen konnte keine Signalsequenz

ermittelt werden.

3.7.6.2 Zielenzym aus P. citrinopileatus

Fur P. citrinopileatus konnte keine Sequenz identifiziert werden, anhand von
Peptidfragmenten konnte eine hohe Homologie zu einer Carboxylesterase (UniProt

Zugriffsnummer AOAO67NQW®6) aus P. ostreatus festgestellt werden.
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4 Diskussion

Das Interesse an herzhaften Kasesorten, die ohne Zusatz animalischer Enzyme hergestellt
werden, steigt stetig. Da der Vertrieb dieser Produkte auch an ethnische Gruppen des Islams
und des Judentums vorgedrungen ist, setzt das voraus, dass diese Produkte halal- bzw.
koscher-zertifiziert sind. Der Einsatz animalischer Enzyme ist somit nur noch dann mdglich,
wenn die Produkte nicht fir den Export in L&nder dieser Glaubensgemeinschaften
vorgesehen sind. Ziel dieser Arbeit war es deshalb diese animalischen Lipasen, welche aus
den Zungenwurzeln von Ziegen, Schafen oder Kalbern gewonnen werden, durch mikrobielle
Lipasen aus Speisepilzen zu ersetzen. In Deutschland wurden im Jahr 2016 insgesamt
2.494 Mio. Tonnen Kase hergestellt. Die grofdten Anteile entfallen auf Frischkase und
Schnittkdse. Die Erzeugung von Pasta Filata ist von 2000 bis 2016 um mehr als das
Vierfache angestiegen (Tabelle 4.1). Der Pro-Kopf-Verbrauch an Weichkase lag im Jahr
2016 bei insgesamt 2,3 kg, bei Pasta Filata lag der Verbrauch sogar bei 3,2 kg. Insgesamt
wurden im Jahr 2016 in Deutschland pro Kopf 24,5 kg Kase verzehrt (Tabelle 4.2)
(Milchindustrie-Verband e.V.). Diese Zahlen machen deutlich, wie grof3 der Markt ist. Des
Weiteren werden bisher nur animalische Produkte eingesetzt, da mikrobielle Lipasen haufig

seifige Fehlaromen generieren.

Tabelle 4.1 Herstellung von Kése in Deutschland von 2000 bis 2016 in 1.000 Tonnen

Jahr 2000 | 2005 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016

Angaben in 1.000 t

Hartkase 188 208 208 197 210 212 217 217 207
Schnittkase 471 563 705 692 697 699 696 697 696

Halb.fester 42 48 49 50 49 49 46 55 56
Schnittkase

Weichkase 113 137 145 148 139 135 138 143 160
Frischkase 759 773 787 812 825 845 848 844 815
Pasta Filata 81 171 245 270 311 305 327 339 359

Schmelzkéase

und - 171 | 177 | 183 | 177 | 165 | 171 | 174 | 173 | 172
zubereitungen
~ Kase 1.857 | 2.107 | 2.350 | 2.373 | 2.421 | 2.440 | 2.472 | 2.495 | 2.494
msgesamt
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Tabelle 4.2 Pro-Kopf-Verbrauch von Kase in Deutschland von 2010 bis 2016 in kg

Jahr 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016

Angaben in kg je Kopf

Hartkéase 1,9 2,0 2,1 2,2 2,2 2,4 2,2
Schnittkase

und 67 | 69 | 67 | 67 | 69 | 68 | 7.1
halbfester

Schnittkase
Weichkase 2,1 2,2 2,0 2,0 2,0 2,1 2,3

Frischkase 6,8 6,9 6,9 6,7 6,4 8,1 7,7
Pasta Filata 3,4 3,7 4,2 4,2 4,5 3,1 3,2
Schmelzkase

und - 1,6 1,6 1,4 1,5 1,5 | 15 | 1,4
zubereitungen
~ Kase 22,8 | 23,7 | 237 | 237 | 241 | 246 | 245
msgesamt

4.1 Einsatz von Pilzen als Biokatalysatoren

Pilze spielen eine groRere Rolle in unserem Leben als bisher von der Allgemeinheit
angenommen. Sie sind in jedem Okosystem auf der Erde vertreten und kénne sowohl als
pathogene aber auch als pflanzen-assozierte, in Symbiose lebende Formen existieren.

Einige Spezies sind aus der Biotechnologie nicht mehr weg zu denken (Grube et al., 2017).

Unterschiedliche morphologische, physiologische und 6kologische Eigenschaften von Pilzen
(Hefen, Schimmelpilze und Fruchtkérper bildende Pilze) tragen zu den unterschiedlichsten
Lebensformen bei. Dazu zéhlen Parasiten, Saprobionten, welche totes, organisches Material
hauptséachlich aus Pflanzen abbauen und Symbionten, die Flechten und Mykorrhyza bilden.
Spezifische artiibergreifende Interaktionen, wie der Kampf um Ressourcen und die Abwehr
von Krankheitserregern und Fraf3feinden in ihrer Umgebung, fordert die Produktion einer
groRen Reihe von bioaktiven Substanzen. Es gibt schatzungsweise 140.000 Pilzspezies,
welche aufgrund der Ausbildung von dikariotischen Hyphen zur Klade der Dikarya
zusammengefasst werden. Dazu gehéren Ascomyceten und Basidiomyceten, die zu den
hoheren Pilzen zahlen und sich durch die Bildung von Fruchtkdrpern auszeichnen (Hibbett et
al., 2007).
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Die Schatzungen der Deutschen Gesellschaft fir Mykologie e.V. liegen ebenfalls bei ca.
140.000 pilzlichen Organismen weltweit. In Deutschland liegen die Schatzungen bei ca.
14.000 pilzlichen Organismen (Deutsche Gesellschaft fur Mykologie e.V. 2015).

Pilze werden in vielen industriellen Prozessen eingesetzt, dabei haben sie sich vor allem in
medizinischen und biotechnologischen Anwendungen bewahrt, z.B. in der Produktion von
Enzymen, Vitaminen, Polysacchariden und Lipiden. Sekundarmetabolite von Pilzen sind sehr
wichtig flr unsere Gesundheit und Ernéahrung und haben enorme 6konomische Bedeutung.
Zusatzlich zum Einsatz in vielen Fermentationsprozessen sind sie sehr nutzlich fur die

Ausfiihrung von Biotranformationen (Adrio und Demain, 2003).

Pflanzliche Zellwénde bestehen hauptsachlich aus Cellulose, Hemicellulose und Lignin,
diese bilden ein komplexes und robustes Geflecht. Pilze nutzen diese Bestandteile als
Kohlenstoff- und Energiequelle. Dabei bauen Weil3faulepilze bevorzugt Lignin und
Hemicellulose ab, wohingegen Braunfaulepilze die Zersetzung von Cellulose und
Hemicellulose bevorzugen (Eriksson et al., 1990, Zabel und Morrell 1992, Schwarze et al.
2000, Singh Arora und Kumar Sharma, 2010, Bouws et al., 2008). Fur die Umwandlung und
den Abbau solch komplexer Bestandteile sekretieren Pilze unter anderem Enzyme wie
Laccasen, Peroxidasen, Peptidasen, Esterasen und Lipasen. Diese extrazellularen Enzyme
aus Basidiomyceten finden in den unterschiedlichsten biotechnologischen Prozessen
Anwendung (Zorn et al., 2005b). Im Jahr 2016 wurde ein Marktwert zwischen 5.000 und
5.500 Millionen $ fir die Enzymentwicklung und die -produktion fur industrielle Anwendungen
abgeschatzt. Die Lebensmittelindustrie setzt vermehrt auf den Einsatz von Enzymen, z.B. in
Milchprodukten, Backwaren, Fruchtsaften, Bier, Wein, aber auch in Reinigungsmitteln,
Biokraftstoffen sowie Futtermitteln kommen sie zum Einsatz (Guerrand, 2017). Glycosidasen
werden z.B. fur die Herstellung von Sifstoffen eingesetzt, die Milchindustrie setzt auf
Peptidasen aus Pilzen zur Milchgerinnung und Késeherstellung. Lipasen werden fir die
Fettmodifikation in der Back- und Milchindustrie eingesetzt. Schatzungen zur Folge stammen
60% der 260 kommerziell erhaltlichen Enzyme von Pilzen und davon lediglich funf von

hoheren Pilzen (Jdstergaard und Olsen, 2011).

Lipasen sind dank ihres Potenzials an verschiedenen industriellen Reaktionen, sowohl in
wassrigen als auch organischen Systemen, beteiligt. Auf dem Welt-Enzymmarkt haben
Lipasen ihren Platz hinter den Glycosidasen und Peptidasen mit einem Anteil von etwas
unter 10% des Enzymmarktes eingenommen (Guerrand, 2017). Dabei spielen Lipasen
mikrobieller Herkunft eine gréf3ere Rolle in der Industrie als Lipasen aus Pflanzen und
Tieren, da sie im Vergleich stabiler sind. In der Milchindustrie werden Lipasen zur Ausbildung

des Aromas in Kaseprodukten (z.B. enzyme-modified cheese flavour) eingesetzt. Aul3erdem
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beschleunigen sie den Reifungsprozess von Kase und die Lipolyse des Milchfettes tragt zum

spezifischen Aroma bei (Marilley und Casey, 2004, Jooyandeh et al., 2009).

4.2 Flammulina velutipes

Der Basidiomycet Flammulina velutipes, auch bekannt als Gemeiner Samtful3riibling (Chu et
al., 2017), ist ein Weil3faulepilz, der von Frihjahr bis in den spéten Herbst auf verschiedenen
Hartholzern wachst. Dabei ist er in gemalfiigten bis kaltgemafiigten Zonen weit verbreitet. Die
Kultivierung findet hauptsachlich in China und Japan statt. Bezogen auf die Produktion und
den Verzehr liegt Flammulina velutipes auf dem vierten Platz der essbaren Pilze (Leifa et al.,
2001, Mizuno et al., 2009). Er zeichnet sich durch seinen hohen N&ahrwert bezogen auf
Vitamine, Aminoséauren, Polysaccharide und Ballaststoffe aus. Die Polysaccharide bilden
dabei die Hauptkomponente mit grof3er biologischer Aktivitat wie z.B. zur Verbesserung der
Gedachtnisleistung und antioxidative Aktivitat (Dong et al., 2017).

4.3 Pleurotus citrinopileatus

Der zu den hoheren Pilzen zéhlende Pleurotus citrinopileatus, auch bekannt als
Zitronenseitling, zahlt zur Gattung der Pleuroten aus der Familie der Pleurotaceae (Seitlinge)
(Zhang et al., 1994, Liu et al.,, 2012). In China, Japan und Tawain ist er eine gefragte
Spezialitat beziglich seines Geschmacks und seiner gesundheitsférdernder Eigenschaften.
Die Spezies wachst in Gruppierungen von kleinen, hellgelben Trichtern auf umgesturzten
Baumen und Stimpfen von Laubbaumen. Der Extrakt dieser Pilze ist wirksam bei
antioxidativen Prozessen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes und Tumoraktivitaten (Liu
et al., 2012).
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4.4 Referenzenzym opti-zym z10uc

4.4.1 Hydrolyseprofil des Referenzenzyms

Bei der Ziegenzungengrundlipase opti-zym z10uc handelt es sich um eine animalische
Lipase, die fur die Herstellung von K&asesorten wie Provolone, Feta oder Kaschkawal zum
Einsatz kommt. Dieses Enzym wurde vom Projektpartner optiferm GmbH zur Verfligung
gestellt und diente als Referenz fir das Screening geeigneter Basidiomyceten fiur den
Einsatz im Kéasereiprozess. Die optiferm GmbH empfiehlt eine Dosage von 20 g bis 150 g in
1000 L Kesselmilch. Angelehnt an diese Mengen wurde ein Hydrolyseprofil dieser Lipase
gegenlber sechs verschiedener Substrate p-Nitrophenylacetat, -butyrat, -valerat,
-hexanoat, -octanoat und -palmitat im Esterase- bzw. Lipaseassay aufgenommen. Laut
Herstellerangaben sollte das Referenzenzym gut in Wasser l6slich sein, was nicht bestatigt
werden konnte. Daher wurden unterschiedliche Konzentrationen des Enzyms in
verschiedenen Losungsmitteln angesetzt. Die Messungen der empfohlenen Konzentrationen
erbrachten keine Ergebnisse, daher mussten die Konzentrationen um den Faktor 1000
angepasst werden, um Aktivitdt im Assay nachweisen zu kénnnen. Die schlechte Léslichkeit
des Enzyms erforderte aul3erdem den Einsatz unterschiedlichster Losungsmittel, wobei sich
Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH 7) mit dem Zusatz von 0,5% Triton X-100 als Emulgator
als am besten geeignet herausstellte. Dennoch war das Enzym in keinem verwendeten
Losungsmittel vollstandig geldst. Wenn man davon ausgeht, dass das Enzym zur
Kéaseherstellung eingesetzt wird und daher in Milch gelost wird, konnte das bedeuten, dass
Milch das am besten geeignete Losungsmittel sein kdnnte. Da es sich dabei aber um eine
Emulsion handelt ware eine photometrische Messung zur Bestimmung der Aktivitat nicht
mdglich. Auch der Einsatz von Ultraschallwellen und Erhitzen brachte keinen Erfolg beim
Versuch das Enzym in Loésung zu bringen.

Imran et al. (2008) untersuchten verschiedene physikochemische Parameter der Milch von
Buffeln, Kilhen und Ziegen. Sie ermittelten dabei pH-Werte von 6,9, 6,8 und 6,6. Das pH-
Optimum von opti-zym z10uc wurde in dieser Arbeit nicht bestimmt. Wenn man von einer
optimalen Stabilitat des Enzyms in Milch ausgeht, dann sollte der optimale pH-Wert im
schwach sauren Bereich liegen. Die optimalen Bedingungen bezogen auf pH-Wert und
Temperatur von pragastrischen Enzymen aus verschiedenen Tierarten wurden von
verschiedenen Arbeitsgruppen bestimmt. O'Connor et al. (1996) ermittelten einen optimalen
pH-Wert von 6,4 fur eine Lammlipase und von 6,0 flr eine Ziegenlipase. Die optimalen
Temperaturen betrugen 43 °C bzw. 52 °C. Als Substrat fur die Aktivitatsbestimmungen kam

Tributyrin zum Einsatz. Ebenfalls mit pragastrischen Enzymen aus Ziegen beschéftigten sich
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Lai et al. (1997); sie bestimmten einen optimalen pH-Bereich zwischen 5,6 und 6,5 und einen
optimalen Temperaturbereich zwischen 43 °C und 60 °C. Laut Hersteller (Caglificio Clerici)
des Referenzenzyms opti-zym z10uc liegt das Temperaturoptimum bei 32 °C, somit deutlich
unter den optimalen Werten der pragastrischen Enzyme aus der Literatur. Allerdings ist zu
beachten, dass es sich um ein Gemisch handelt und nicht um ein gereinigtes Enzym.

Das Hydrolyseprofil des Referenzenzyms zeigte eine Substratspezifitat bevorzugt gegeniber
kurz- und mittelkettigen Fettsdauren (Abbildung 3.2). Die hoéchsten Aktivitdten wurden
demnach gegeniber pNPH, gefolgt von pNPO, pNPV, pNPB, pNPA und in geringem Male
auch pNPP generiert. Ein direkter Vergleich mit &hnlichen Enzymen anhand von
Literaturdaten ist an dieser Stelle schwierig, da diese im Gegensatz zum verwendeten
Enzymgemisch in den meisten Fallen gereinigt wurden. Die Stereo-, Substrat- und
Regiospezifitat préagastrischer Esterasen aus Ziegenkitz, Kalb und Lamm wurden von
Villeneuve et al. (1996) untersucht. Die Lipasen wiesen bei der Hydrolyse chiraler
Triglyceride eine Substratspezifitat gegenuUber Kkurzkettigen Fettsduren und eine
Stereospezifitéat in Sy-3-Position auf. Zu denselben Erkenntnissen kamen auch Lai et al.
(1997) fur die Hydrolyse kurzkettiger Acylreste aus bovinem Milchfett durch pragastrische
Lipasen aus Ziegen und Kitzen.

4.4.2 Bestimmung der Moleklilmasse des Referenzenzyms mittels

elektrophoretischer Methoden

Die Bestimmung der Molekilmasse des Referenzenzyms erfolgte mittels elektrophoretischer
Methoden. Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5 zeigen ein halbnatives und ein denaturierendes
SDS-PAGE-Gel. Im halbnativen Gel wurden insgesamt sieben Banden mit Molektlmassen
zwischen 9 und 84 kDa sichtbar. Im denaturierenden Gel wurden mehrere teils sehr
schwache Banden mit Molekilmassen zwischen ca. 10 und 93 kDa detektiert. Da es sich bei
dem Referenzenzym um ein nicht gereinigtes Enzymgemisch handelt und es mit
Natriumchlorid, Molkenpulver und Milchpulver versetzt zum Verkauf angeboten wird, war zu
erwarten, dass mehrere Banden in der Coomassie-Farbung sichtbar wurden. Die Féarbung
des halbnativen Gels mittels Aktivitatsfarbelosung machte keine Banden sichtbar. Tay und
Gam (2011) untersuchten die Gesamtheit der Proteine in menschlicher sowie Kuh- und
Ziegenmilch mittels SDS-PAGE. Dabei wurden unter anderem Caseine (as;-, 0s:-, 8- und k-
Casein), B-Lactoglobulin und a-Lactalbumin identifiziert. Die aufgezahlten Proteine konnten

sowohl in Kuh- als auch in Ziegenmilch identifiziert werden, allerdings liegen in Ziegenmilch
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mehr Proteine vor als in Kuhmilch. Der grof3te Unterschied zwischen Kuh- und Ziegenmilch
ergibt sich ab Molekilmassen zwischen ~50 und ~73 kDa (Tay und Gam, 2011). Lee et al.,
(1980) bestimmte die Molektlmassen kommerziell erhaltlicher pragastrischer Esterasen aus
dem Zungengrund von Kalbern, Kitzen und Lammern. Die Reinigung der pragastrischen
Esterasen erfolgte mittels GroRenausschlusschromatographie und anschlieRender
Polyacrylamidgel-Elektrophorese. Die pragastrische Esterase aus Kalbern war mit einer
molekularen Masse von ~172 kDa am grof3ten, gefolgt von der Kitzesterase mit 168 kDa und
der Lammesterase mit 150 kDa. Zu anderen Erkenntnissen kamen hingegen Calvo und
Fontecha (2004). Sie reinigten pragastrische Esterasen aus Kitzen mittels FPLC und
ermittelten eine molekulare Masse von 53 kDa fiir das isolierte Enzym, welches die héchste
Aktivitdt gegenltber pNPB aufwies. Lai et al. (1998) ermittelten mittels SDS-PAGE eine
molekulare Masse von 50 kDa fir die ebenfalls mittels chromatographischer Methoden

gereinigten Enzymepraparationen aus Kitzen und Ziegen.

4.4.3 Ermittlung des isoelektrischen Punktes des Referenzenzyms

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes erfolgte mittels IEF, dabei wurden mehrere
Banden in einem Bereich von pl 4,5 und 6,9 sichtbar. Die Hauptbanden lagen bei pl ~4,5 und
~6,3. In der Aktivitatsfarbung wurden zwei schwache Banden bei pl ~5,3 und ~6,0 detektiert.
Caro et al. (1995) reinigten und charakterisierten eine pragastrische Lammlipase und
ermittelten ebenfalls mittels IEF den isoelektrischen Punkt des Enzyms. Dabei wurden vier
schwache Banden mit isoelektischen Punkten von 4,6, 4,7, 4,9 und 5,1 und eine Hauptbande
mit einem pl von 4,8 sichtbar. Die im opti-zym z10uc ermittelten Werte liegen im selben
Bereich wie die durch Caro et al. (1995) gereinigte und charakterisierte Lammlipase.
Allerdings ist zu beachten, dass es sich bei opti-zym z10uc, im Gegensatz zu der

beschriebenen Lammlipase, um kein gereinigtes Enzym handelt.

4.5 Screening geeigneter Basidiomyceten

4.5.1 Kultivierung der Basidiomyceten

Aus der institutseigenen Stammsammlung wurden insgesamt 31 verschiedenen Basidio-
myceten ausgewahlt (Tabelle 2.2). Dabei handelte es sich ausschlieBlich um Speisepilze.
Das Screening der Basidiomyceten nach geeigneten Lipasen erfolgte in Submerskulturen in

Malzextraktpepton-Medium (MEP). Zuvor wurden die Basidiomyceten zur Stammhaltung auf
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Malzextraktpepton-Agarplatten (MEPA) kultiviert. Abbildung 3.7 zeigt die verschiedenen
Basidiomyceten Lentinus squarrosulus, Auricularia fuscosuccinea, Flammulina velutipes,
Pleurotus eryngii und Pleurotus citrinopileatus nach einwochigem Wachstum auf
Malzextraktpepton-Agarplatten. Bei diesen Basiodiomyceten handelte es sich um Weil3faule-
Pilze. Das Wachstum verlief in Bezug auf die Wachstumsdauer und die Myzelbeschaffenheit
sehr unterschiedlich, zu erkennen an der nach einer Woche schon voll bewachsenen Platte
mit L. squarrosulus im Gegensatz zu P. eryngii, der das langsamste Wachstum auf der Platte
zeigte. Die Vorkulturen dieser Basidiomyceten in MEP-Medium wiesen nach sieben Tagen
Kulturfihrung ebenfalls Unterschiede in der Farbe des Mediums, der Pelletform und —groR3e
sowie in der Wachstumsdauer des Myzels auf (Abbildung 3.8). Das eingesetzte Medium
wies nach einer Woche Kulturfihrung eine rotbraune Farbe auf, welche sich bei
L. squarrosulus und P. citrinopileatus nach einer Woche hellgelb farbte. Bei den ubrigen
Basidiomyceten blieb das Medium bernsteinfarben. F. velutipes bildete runde, haarige
Pellets aus, P. citrinopileatus und S. squarrosulus bildeten ebenfalls runde aber gréRRere
Pellets aus. Einzig P. eryngii bildete keine runden Pellets, sondern eher ein fadenférmiges
Myzel in Submerskultur. In Abbildung 3.9 sind die Hauptkulturen der Basidiomyceten
F. velutipes und P. citrinopileatus in Malzextraktpepton-, Kartoffel-Glucose-Medium und
Standard-Nahrlosung nach zweiwochiger Kultivierung aufgefihrt.  Auch hier sind
Unterschiede in der Farbung des Mediums sowie der Struktur und Form der Pellets zu
erkennen. Vor allem die Kulturen von P. citrinopileatus waren nach zwei Wochen in SNL-
und MEP-Medium voll bewachsen und viskos. Die Farbe des MEP-Mediums wurde hellgelb
und das helle Medium der SN-LOsung verfarbte sich braun. Bei F. velutipes waren die
Kulturen auch nach zwei Wochen nicht voll bewachsen, aber auch hier farbte sich die SN-

Ldsung braun.

4.5.2 Esterase- bzw. Lipaseaktivitaten in den Kulturtiberstanden

Das Sekretionsprofil von Esterasen bzw. Lipasen der Basidiomyceten wurde analog zum
Referenzenzym anhand photometrischer Assays mittels sechs verschiedener Substrate
quantitativ erfasst. Die Selektion vielversprechender Organismen erfolgte durch den
Vergleich mit dem Hydrolyseprofil des Referenzenzyms. Basierend auf den Resultaten des
Screenings wurden zwei weitere Medien fur die Hauptkulturfihrung zur Optimierung der
Enzymexpression eingesetzt. Dabei handelte es sich um die Standardnéahrldsung und das

Kartoffel-Glucose-Medium. Die oben genannten Basidiomyceten wurden entsprechend in
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allen drei Medien kultiviert und die Esterase- bzw. Lipaseaktivitat erneut Uber einen Zeitraum

von 32 Tagen in den Kulturiberstanden bestimmit.

Der Vergleich der Hydrolyseprofile des Basidiomyceten F. velutipes mit dem Referenzenzym
zeigt die groRte Ubereinstimmung und die hochsten Aktivitaten in den Kulturen in KG- und
MEP-Medium gegeniiber den Substraten pNPH und pNPV (Abbildung 3.10). In SN-L&sung
lag vor allem Enzymaktivitdt gegentiber dem Substrat pNPA vor. In den Kulturiberstanden
des Basidiomyceten P. citrinopileatus in den verschiedenen Medien lagen die geringsten
Aktivitaten in KG-Medium und in SN-LAsung vor (Abbildung 3.11). Die Kultur in MEP-Medium
erreichte dagegen hohere Enzymaktivitaten, wobei das Hydrolyseprofil nicht genau dem des
Referenzenzyms entsprach, denn die hdchsten Aktivitaiten wurden mit den langerkettigen
Substraten pNPO und pNPP ermittelt. Die hochsten Aktivitdten in den Kulturiiberstdnden von
P. eryngii wurden in SN-LOsung erreicht, allerdings nicht nur bezogen auf die Substrate
pNPO und pNPP (Abbildung 3.12). Aufgrund dessen wurde auch bei diesem Basidiomyceten

das MEP-Medium am geeignetsten, bezogen auf das Hydrolyseprofil, angesehen.

Den Haupbestandteil der Medien (Tabelle 2.15, Tabelle 2.16, Tabelle 2.17) macht die
Kohlenstoffquelle aus. Dabei besteht das KG-Medium neben Wasser hauptséchlich aus
Glucose, auch in SN-L6sung macht die Glucose neben Wasser den grof3ten Anteil aus. In
MEP-Medium ist es der Malzextrakt. Neben der Kohlenstoffquelle sind in SN-L&sung
Hefeextrakt und Asparagin als Stickstoffquellen enthalten; dieses Medium ist von diesen
Medien das komplexeste. Im Gegensatz dazu besteht das MEP-Medium aus zwei
Komponenten, dabei dient Sojapepton als Stickstoffquelle. Das KG-Medium besteht
ebenfalls nur aus zwei Komponenten, beinhaltet aber hauptsachlich Kohlenhydrate und nur
wenig Stickstoff. Die verschiedenen Basidiomyceten sind in allen Medien gewachsen.
Bezogen auf die ermittelten Aktivitaten in den Kulturiberstanden der verschiedenen Medien,
wurde das Malzextraktpepton-Medium als das am besten geeignete Medium ausgewabhilt.
Dass Pepton dabei eine entscheidende Rolle fiir die Lipaseproduktion spielt, wurde schon
1963 von Alford und Pierce festgestellt; sie kultivierten Pseudomonas fragi in einem 1%-igen
Peptonmedium und erreichten darin die hdchsten Lipaseaktivitdten. Chander et al. (1980)
kultivierten Aspergillus wentii in einem Glucose-haltigen Medium mit 2% Pepton und
ermittelten darin die hochsten Lipaseaktivititen. Vor allem das Hydrolyseprofil des
Basidiomyceten Flammulina velutipes kam dem Profil des Referenzenzyms sehr nahe. Die
beiden Pleuroten P. citrinopileatus und P. eryngii zeichneten sich durch ihre hohen
Aktivitaten gegenuber den langerkettigen Substraten pNPO und pNPP aus. Entscheidend
war der Einsatz der Enzyme aus verschiedenen Basidiomyceten im Kéasereiprozess; dabei
setzten sich die Kandidaten Flammulina velutipes und Pleurotus citrinopileatus, aufgrund des

ahnlichen Fettsaureprofils im Vergleich zum Referenzenzym, durch.
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4.5.3 Aktivitatssteigerung durch Zusatz geeigneter Induktoren

Lipasen sind in verschiedenen metabolischen Prozessen involviert. Daraus folgt, dass die
Genexpression streng reguliert ist (Lotti und Alberghina, 2007). Lipasen aus Pilzen kommen
in den meisten Fallen extrazellular vor (Ghosh et al., 1996) und werden stark durch
verschiedene Faktoren wie Temperatur, pH-Wert, Stickstoff- und Kohlenstoffquelle, aber
auch durch Fette, Salze, Schittelgeschwindigkeit und Sauerstoffgehalt beeinflusst (Gupta et
al., 2004a). Den groften Einfluss auf die Expression von Lipasen hat die Kohlenstoffquelle
(Lotti et al., 1998). Als Induktoren konnen z.B. Ol, Fettsauren, Triglyceride, Ester, Salze,
Tween oder auch Glycerol zum Einsatz kommen. Aber auch die Stickstoffquelle ist wichtig
fur das Wachstum und die Optimierung der Enzymproduktion. Das richtige Verhaltnis der
einzelnen Medienbestandteile spielt dabei auch eine entscheidende Rolle (Ghosh et al.,
1996, Lotti et al., 1998, Gupta et al., 2004a).

Durch den Zusatz geeigneter Induktoren zum  Kulturmedium wahrend der
Submerskultivierung ist es moglich, die Sekretion gewlinschter Enzyme zu steigern. Daher
wurden dem Malzextraktpepton-Medium verschiedene Induktoren zugesetzt zur Steigerung
der Sekretion der extrazellularen Esterasen/Lipasen. Bei diesen Induktoren handelte es sich
um Fett, das mittels der Methode nach Weilbull-Stoldt aus Speisequark extrahiert wurde,
Butterschmalz und Butter. In den Abbildung 3.13, Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15 sind
die Aktivitaten der Basidiomyceten F. velutipes, P. citrinopileatus und P. eryngii in MEP-

Medium mit diesen Induktoren dargestellt.

Durch die Verwendung von Fett aus Quark als Induktor konnte die Aktivitat bei F. velutipes
im Mittel nicht gesteigert werden. Sowohl die Verwendung von Butter als auch von
Butterschmalz bewirkten dagegen eine leichte Erhéhung der Enzymaktivitat. Der Vergleich
mit dem Hydrolyseprofil des Referenzenzyms zeigte (Abbildung 3.1) hohe
Ubereinstimmungen. Bei P. citrinopileatus wurde die Enzymaktivitat durch die Zugabe von
Butter reduziert. Dagegen konnten sowohl Fett aus Quark als auch Butterschmalz die
Aktivitaten steigern. Insbesondere gegen Ende der Kultivierung wurde nach Zugabe von
Butterschmalz eine Aktivitatszunahme verzeichnet. Mit allen Kulturiberstanden wurden
hauptsachlich die Substrate pNPO und pNPP umgesetzt. Eine Aktivitatssteigerung wurde bei

P. eryngii hauptsachlich durch die Zugabe von Butterschmalz erreicht.

Neben der Steigerung der Sekretion extrazellularer Esterasen/Lipasen war auch eine
MafstabsvergroRerung entscheidend, um ausreichende Mengen fir die Applikation im
Kasereiprozess generieren zu konnen, auch im Hinblick auf den Einsatz im industriellen

Mal3stab. Die Kultivierung fand zu Anfang in 250-mL-Erlenmeyerkolben statt und wurde dann
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auf 500-mL- bzw. 1-L-Erlenmeyerkolben ausgeweitet. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte in
diesem Fall bezogen auf das am besten umgesetzte Substrat des jeweiligen Basidiomyceten
im photometrischen Assay. Die Mal3stabsvergrofRerung fuhrte bei F. velutipes (Abbildung
3.16) zu keiner nennenswerten Anderung der Enzymaktivitat (bezogen auf das Substrat
pNPH). Durch die VergrofRerung des Kulturvolumens wurde die Enzymaktivitat im
Kulturiberstand des Basidiomyceten P. citrinopileatus (Abbildung 3.17) deutlich reduziert,
was nhicht zu erwarten war, da alle Kultivierungs-Parameter lediglich an das groRere
Volumen angepasst und nicht verandert wurden. Die VergroRerung des Kulturvolumens
hatte bei P. eryngii (Abbildung 3.18) zur Folge, dass das Aktivitdtsmaximum bezogen auf das
Substrat pNPO spéter erreicht wurde. Mdglicherweise wurde durch ein gréf3eres Volumen

und eine grolRere Oberflache in den grélReren Kolben die Expression verzégert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den verschiedenen Medien zeigte im
Vergleich die hdchste Proteinkonzentration fur F. velutipes und P. citrinopileatus in MEP-
Medium und fur P. eryngii in SN-LOsung. Allerdings korrelierten die héchsten Proteingehalte
dabei nicht mit den héchsten enzymatischen Aktivitaten, was moglicherweise auf andere
Enzyme in den Kulturiberstanden, wie Peptidasen, Peroxidasen oder Laccasen, die nicht

ermittelt wurden, zurtickzufiihren sein kdnnte.

4.6 Enzymreinigung

4.6.1 Verschiedene Reinigungsmethoden im Vergleich

Die Reinigung von Enzymen besteht meist aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten,
welche oft mit hohen Verlusten der Enzymaktivitdt einhergehen. Fir den Einsatz von
Esterasen bzw. Lipasen aus Speisepilzen fiir den Kasereiprozess war es daher wichtig eine

schonende, schnelle und vor allem kostenglinstige Reinigungsmethode zu etablieren.

4.6.2 Reinigung mittels praparativer Schaumfraktionierung

Bei der Schaumfraktionierungsanalyse handelt es sich um ein sehr schonendes,
kostengtinstiges sowie schnelles Verfahren zur Reinigung von Enzymen. Schon 1920 hatte
Ostwald die praparative Schaumfraktionierung patentieren lassen (Ostwald, 1920). Das

Prinzip der Methode beruht auf der Abtrennung von oberflachenaktiven, l6slichen

160



Diskussion

Verbindungen aus stark verdiinnten, wassrigen Losungen (Uraizee und Narsimhan, 1990).
Um eine Grenzschicht zwischen Gas und Flissigkeit zu generieren, wird ein inertes Gas in
die mit Zielprotein enthaltene LOsung eingeleitet. Die oberflachenaktiven Verbindungen
lagern sich an diese Phasengrenzflache an und werden mit dem gebildeten Schaum
abgetrennt (Loha et al., 1997). Das Prinzip der Schaumfraktionierung macht sich die
Eigenschaft zu Nutze, dass sich grenzflachenaktive Substanzen an die Gasblasen anlagern.
Dabei ragen die hydrophoben Teile des Molekiils ins Innere der Gasblasen und die
hydrophilen Teile nach auf3en in die wassrige Phase. Der sowohl mit oberflachenaktiven
aber auch mit nicht-oberflachenaktiven Molekilen beladene Schaum steigt in der Saule auf
und durch physikalische Mechanismen wie Koaleszenz und Drainage werden die
adsorbierten Molekule angereichert, wobei die mitgerissenen nicht-oberflachenaktiven
Substanzen zurlck in die Ausgangslosung flieBen. Innerhalb der Saule kommt es zu einer
Art chromatographischen Trennung durch unterschiedliche Hydrophobizitaten der einzelnen
Molekilgruppen. Entscheidend fur eine effektive Adsorption ist die Konzentration der
Molekiile, die zwischen 107 und 10 mol L™ liegen sollte (Maas 1973). Durch Anlegen von
Vakuum wird der Schaum mit dem konzentrierten Zielenzym in flissiger Form aufgefangen.
Die maximale Hydrophobizitat von Proteinen liegt dabei an dem ihrem isoelektrischen Punkt
entsprechenden pH-Wert. An diesem Punkt sind die Proteine in wassrigen Phasen schlecht
I6slich und adsorbieren daher verstarkt an die Phasengrenzflache zwischen Gas und
Flussigkeit (Charm et al.,, 1966, Desouza et al.,, 1991, Loha et al., 1997). Durch eine
isoelektisch fokussierte, praparative Schaumfraktionierung ist daher eine selektive Trennung
unterschiedlicher Proteine moglich. Neben den aufgefiihrten Einflussparametern wie dem
pH-Wert und der Konzentration spielen auch die Gasflussrate, die Gasart, der Zusatz
geeigneter Additive, die Saulendimension, der Flussigkeitsstand der Ausgangslosung und

die verwendete Fritte, entscheidend fir die GasblasengroRle, eine wichtige Rolle.

Die Durchfihrung der Reinigung mittels isoelektrisch fokussierter, praparativer
Schaumfraktionierung erfolgte insgesamt mit sechs verschiedenen Basidiomyceten, darunter
Pleurotus sapidus, Lentinus squarrosulus, Pleurotus eryngii, Auricularia fuscosuccinea,
Pleurotus citrinopileatus und Flammulina velutipes. Die Schaumfraktionierung fuhrte nur
unter Einsatz des Kulturiiberstandes des Basidiomyceten P. citrinopileatus zum Erfolg. Die
Parameter pH-Wert, Temperatur, Saulenldange und damit einhergehend das Volumen der
Ausgangslosung sowie die Gasflussrate und die Schaumfraktionierungszeit wurden variiert.
Nach Brown et al. (1999) sind sowohl der Saulendurchmesser als auch die S&ulenléange
entscheidend fir den Prozess. Somit werden hohere Anreicherungen erzielt je langer die
Saule ist, da der Schaum langer aufsteigt und damit die Koaleszenz und die Drainage

begunstigt werden. Je mehr Ausgangslosung zur Verfugung steht, desto langer wird ein
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Kontakt zwischen oberflachenaktiven Substanzen und der Phasengrenze gefordert (Uraizee
und Narsimhan, 1996). Genau umgekehrt verhalt es sich bei der Gasflussrate. Je hoher
diese ist, umso geringer fallen die Anreicherungsfaktoren aus, da mehr Flussigkeit mit in den
Schaum ubergeht und somit eine schlechtere Trennung zwischen oberflachenaktiven und
nicht-oberflachenaktiven Substanzen stattfindet. Entgegen dieser Erwartungen wurden bei
der Schaumfraktionierung des Kulturiberstandes von P. citrinopileatus hohere
Anreicherungsfaktoren bei Verwendung der kleineren Saule mit weniger Ausgangsvolumen
und hoherer Gasflussrate erreicht. Die Ergebnisse der Schaumfraktionierung des
Kulturlberstands von P. citrinopileatus sind in Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23 sowie
Tabelle 3.1 aufgeflihrt. Die Proteinausbeute betrug 8,8% und es konnte eine Anreicherung
um den Faktor 6,7 erzielt werden. Die Wiederfindung der Aktivitat lag bei 11,6%. Allerdings
wurden neben den Esterasen/Lipasen auch Peptidasen konzentriert. Linke et al. (2009)
beschrieben die Schaumfraktionierung des Kulturliberstandes von P. sapidus zur
Abtrennung extrazellularer Esterasen aus Flussigkulturen und erreichten den hdéchsten
Anreicherungsfaktor von 62,0 bei niedriger Begasungsrate. Des Weiteren wird beschrieben,
dass Peptidasen bei hoheren Begasungsraten mit in den Schaum (bergehen. Da eine
Schaumfraktionierung im Falle von P. citrinopileatus aber nur bei hoher Gasflussrate mdglich
war, konnte keine vollstandige Trennung der Esterasen/Lipasen von Peptidasen aus der
Ausgangslosung erreicht werden. Aufgrund des Eintrags von Peptidasen in den Schaum
erwies sich die Schaumfraktionierung als nicht optimal zur Reinigung der
Enzympréparationen fir den Einsatz im Kéase, da durch Peptidasen Bitterpeptide im Kase

entstehen, welche nicht erwiinscht sind.

4.6.3 Reinigung mittels chromatographischer Methoden

In den meisten Fallen reicht eine einstufige chromatographische Reinigung nicht aus, um ein
ausreichend gereinigtes Produkt zu erhalten (Gilbert et al., 1991, Hiol et al., 2000, Nieter et
al., 2014). Daher werden in der Regel mehrere chromatographische Reinigungsstufen
kombiniert. Dabei kommt die lonenaustauschchromatographie am haufigsten zum Einsatz,
vor allem unter Nutzung der Diethylaminoethyl-Gruppe (DEAE) als Anionenaustauscher. Fur
den zweiten Reinigungsschritt wird vor allem die Gelfiltration herangezogen. Erst darauf
folgen Reinigungen mittels Affinitats- oder hydrophober Interaktionschromatographie
(Saxena et al., 2003). Saxena et al. (2003) haben verschiedene Methoden zum Reinigen von
Lipasen verglichen und stellten fest, dass es keine optimale Methode gibt, die auf alle

Lipasen eines jeden Organismus Ubertragen werden kann.
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Zorn et al. (2003, 2005a) gelang es, eine Xanthophyllester-Hydrolase als erstes Enzym
dieser Klasse aus dem Kulturiiberstand des Basidiomyceten Pleurotus sapidus zu isolieren
und auf molekularer Ebene zu charakterisieren. Linke et al. (2013) untersuchten die
Sekretion von Esterasen des Basidiomyceten Pleurotus sapidus in einem mit Tween 80
angereicherten Nahrmedium und entdeckten dabei eine Feruloyl-Esterase. Die Reinigung
dieser Hydrolasen aus dem Kulturiberstand erfolgte jeweils Uber einen zweistufigen
Reinigungsprozess mittels FPLC. Als erste Reinigungsstufe diente eine schwache
Anionentauschersaule und die aktiven Fraktionen wurden anschlieRend vereint, konzentriert

und einer GréRenausschlusschromatographie unterzogen.

Die meisten mikrobiellen Lipasen liegen extrazellular vor. Daher erfolgt nach der Kultivierung
eine Trennung von Uberstand und Zellen entweder mittels Zentrifugation oder Filtration. Im
Anschluss wird der Kulturiiberstand konzentriert, was mittels Ultrafiltartion, Prazipitation
mittels Ammoniumsulaft oder durch Zusatz von organischen Lésungsmitteln erfolgen kann.
Die meisten der Reinigungsschemen setzen bisher auf den Einsatz einer Prazipitation, dabei
wird haufig Ammoniumsulfat verwendet. Darauf folgen in der Regel chromatographische
Reinigungsmethoden wie z.B. die Gelfiltration oder die Affinititschromatographie. Die
Reinigung der Lipasen hangt dabei von der eingesetzten Konzentration der
Ammoniumsulfatibsung ab (Pabai et al., 1995, Saxena et al.,, 2003). Die Vorteile der
Prazipitation sind unter anderem, dass groRe Mengen umgesetzt werden kénnen. Aul3erdem
resultiert diese Art der Reinigung in héheren Ausbeuten als andere Methoden (Aires-Barros
und Cabral, 1991).

Angelehnt an diese Methoden wurden die Uberstande der Basidiomyceten F. velutipes und
P. citrinopileatus nach Kultivierung in MEP-Medium unter Zusatz von Butterschmalz als
Induktor am Tag ihrer maximalen Aktivitat mittels Filtration vom Myzel getrennt. Das
Aktivitatsmaximum wurde bei F. velutipes an Kulturtag 14 und bei P. citrinopileatus an Tag
21 erreicht. Im Anschluss an die Ernte des Kulturiiberstands fand eine erste Reinigung
mittels Proteinprazipitation mit Ammoniumsulfat statt. Die optimale Ammoniumsulfat-
Sattigung wurde anhand einer fraktionierten Fallung fir die zwei Basidiomyceten ermittelt.
Fur F. velutipes wurde eine optimale Sattigung bei 70% und fur P. citrinopileatus bei 60%

erreicht.

Die erhaltenen Pellets wurden in Puffer resuspendiert und anschlieBend mittels
Tangentialfluss-Filtration Molekile >300 kDa abgetrennt. Darauf folgte die Filtration mittels
Vivaflow200 mit einer Ausschlussgrof3e von <10 kDa zum Konzentrieren und Umpuffern der

Enzympré&parationen.
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Aufgrund der grofRen Aktivitdtsverluste und der Zeit, die bei einem mehrstufigen
chromatographischen Reinigungprozess aufgewendet werden muss, haben sich Sztajer und
Bryjak (1989) mit der Konzentrierung und Reinigung von Lipasen mittels Ultrafiltration
beschaftigt. Sie testeten dabei zwei verschiedene Membrantypen, zum einen Polyacrylnitril
und zum anderen Polysulfon, jeweils mit einer Ausschlussgréf3e von 10 kDa. Die Polysulfon-
Membran eignete sich besser fir die Konzentrierung, wohingegen die Polyacrylnitril-
Membran besser fur eine erste Fraktionierung geeignet war. Die Konzentrierung der
Kulturiberstande nach der Fallung erfolgte in dieser Arbeit ebenfalls an einer Polysulfon-

Membran und diente als Vorstufe zur chromatographischen Reinigung mittels FPLC.

Als Saule diente eine Diethylaminoethyl Sepharose Fast Flow S&aule (DEAE-FF). Dabei
handelt es sich um einen schwachen Anionenaustauscher. Als Laufmittel wurden zwei
verschiedene Kaliumphosphat-Puffer verwendet (Laufpuffer A, 50 mM, pH 7,0 und Laufpuffer
B, 50 mM, pH 7,0 mit 1 M NacCl). Durch Anlegen eines Salzgradienten von 0 M bis 1 M
Natriumchlorid erfolgte die Trennung. Die gesammelten Fraktionen wurden auf ihre
Esteraseaktivitat hin untersucht. Die aktiven Fraktionen eluierten sowohl bei F. velutipes als
auch bei P. citrinopileatus ab einer Salzkonzentration von ca. 0,7 M (Abbildung 3.24,
Abbildung 3.25). Nach erneuter Konzentrierung und Umpufferung der aktiven Fraktionen,
wurden diese auf eine GroRenausschlusschromatographie-Saule aufgetragen. Die Trennung
erfolgte dabei isokratisch mit einem Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,0, 0,15 M NaCl).
Auch hier wurden die gesammelten Fraktionen auf ihre Aktivitat hin Uberprift. Signifikante
Aktivitat verteilte sich bei F. velutipes auf vier Fraktionen (Abbildung 3.26). Beim
Kulturiberstand von P. citrinopileatus verteilte sich die Aktivitat auf 13 Fraktionen (Abbildung
3.27). Des Weiteren wurde auf die GrélRenausschlusschromatographie-Saule ein Standard
(Tabelle 2.35) aufgetragen, um die molekularen Massen der Proteine in den erhaltenen
Enzymfraktionen berechnen zu kdnnen. Dabei wurden fir F. velutipes Molekilmassen in den
aktivsten Fraktionen zwischen 17 und 71 kDa berechnet und bei P. citrinopileatus wurden fur

die Fraktionen 24 bis 29 Molekilmassen zwischen 423 und >670 kDa ermittelt.

Die Vielzahl der nacheinander durchgefuhrten Aufarbeitungsschritte ging mit hohen
Aktivitdtsverlusten einher. Die Ausbeute lag bei 0,4% fiur F. velutipes und 2,9% fir
P. citrinopileatus. Die spezifische Aktivitat konnte aber bei beiden Basidiomyceten gesteigert
werden, was sich in einem Reinigungsfaktor von 22,9 fur F. velutipes und 19,5 fir
P. citrinopileatus widerspiegelt (Tabelle 3.4 und Tabelle 3.5). Linke et al., (2013) reinigten
eine Feruloyl-Esterase aus dem Kulturiberstand von P. sapidus Uber eine
Anionenaustauschersdule und im Anschluss mittels Grof3enausschluss und erreichten dabei
einen Reinigungsfaktor von 14,7 mit einer Ausbeute von 1,3%. Die ermittelten Werte liegen

somit in einem &hnlichen Bereich.
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4.6.4 Bestimmung der Moleklilmassen der Zielenzyme mittels
elektrophoretischer Methoden

Die aktivsten Fraktionen der verschiedenen Reinigungsstufen wurden auf unterschiedliche
Gele aufgetragen. Dabei handelte es sich um denaturierende, halbnative SDS-PAGE- und
im Falle von P. citrinopileatus auch native PAGE-Gele. In allen Gelen wurden auch nach
mehreren Reinigungsstufen jeweils mehrere Banden in den Gelen sichtbar, eine mogliche
Erklarung daflr ware die Oligomerisierung der Zielenzyme, welche im reduzierten Zustand in

ihre Einzeleinheiten zerfallen.

Mozaffar und Weete (1993) reinigten eine extrazellulare Lipase aus Pythium ultimum mittels
Préazipitation mit Ammoniumsulfat und anschlie3ender zweistufiger Reinigung mittels einer
Anionenaustauscherséule und GrdlRenausschlusschromatographie. Dabei detektierten sie
mittels GroRenausschlusschromatographie eine Molekilmasse von 270 kDa, welche in der
denaturierenden SDS-PAGE eine Bande mit einer Molekilmasse von 68 kDa zeigte. Diese
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass es sich bei dem Enzym im nativen Zustand um ein
Tetramer handelt. Die meisten extrazellularen Lipasen aus Pilzen weisen als Monomer eine
molekulare Masse zwischen 19 und 64 kDa auf (Mozaffar und Weete, 1993, Saxena et al.,
2003). Eine aus Antrodia cinnamomea erhaltene Lipase weist eine molekulare Masse von
60 kDa auf (Shu et al., 2006), ebenso wie eine Lipase aus dem Basidiomyceten
Schizophyllum commune (Singh et al., 2014). Fir eine extrazellulare Lipase aus Aspergillus

niger wurde eine molekulare Masse von 32,2 kDa ermittelt (Mhetras et al., 2009).

Diese Beobachtungen machten auch Zorn et al. (2005a). Die von ihnen gereinigte und
charakterisierte Carboxylesterase aus dem Kulturiberstand von Pleurotus sapidus wies in
der SDS-PAGE eine Bande mit einer Molekilmasse von 54,9 kDa auf und unter nativen
Bedingungen der GroéRenausschlusschromatographie eine Masse von 430 kDa, was

bedeutet, dass das aktive Enzym ein Homo-Octamer bildet.

Im Falle von F. velutipes liegt die Vermutung nahe, dass es sich im nativen Zustand um ein
Dimer handeln konnte, zu erkennen an den Banden im halbnativen Gel auf einer H6he von
ca. 34 kDa und ca. 70 kDa sowohl in Fraktion 14 als auch in Fraktion 15. Die Berechnung
der molekularen Masse anhand des Standards der Grol3enausschlusschromatographie wies
fur Fraktion 14 eine molekulare Masse von 71 kDa und fir Fraktion 15 von 35 kDa auf. In
beiden Fraktionen wurden die gleichen Peptidfragmente sequenziert. Fur dieses Enzym
wurde eine molekulare Masse von 78,2 kDa berechnet. In Bezug auf die Banden in der

nativen Page auf einer Hohe von ca. 530 kDa und 130 kDa und den berechneten
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Molekilmassen zwischen >670 und 423 kDa, kdnnte es sich bei P. citrinopileatus um ein
Octamer handeln. Die kalkulierte molekulare Masse von 59,2 kDa der Carboxylesterase aus
P. ostreatus, welche anhand von Peptidfragmenten eine hohe Homologie zum Zielenzym
aus P. citrinopileatus aufwies, stitzt diese Vermutung.

4.6.5 Bestimmung der isoelektrischen Punkte der Zielenzyme

Die Bestimmung der entsprechenden isoelektrischen Punkte der Zielenzyme von F. velutipes
und P. citrinopileatus erfolgte mittels isoelektrischer Fokussierung (Abbildung 3.32). Fur
F. velutipes lag der isoelektrische Punkt zwischen 3,5 und 4,3 und flr P. citrinopileatus bei
ca. 6,3. Der kalkulierte isoelektrische Punkt, der anhand der Aminosauresequenz des
Zielenzyms aus F. velutipes berechnet wurde, betrug 5,4. Der pl fir die Sequenz einer
Carboxylesterase aus P. ostreatus, welche hohe Homologien zu dem Zielenzym aus
P. citrinopileatus aufwies, lag bei 5,8. Der Vergleich der mittels IEF ermittelten Werte mit den
aus den Sequenzen kalkulierten isoelektrischen Punkten, zeigte vor allem bei F. velutipes
groRe Unterschiede. Fir die Xanthophyll-Esterase von Zorn et al. (2005a) wurde ein
isoelektrischer Punkt von 4,5 ermittelt. Die Feruloyl-Esterase, die von Linke et al. (2013)
charakterisiert wurde, wies einen pl von 5,7 auf. Der theoretische pl, der anhand der
Sequenz der Feruloyl-Esterase aus P. sapidus kalkuliert wurde lag hingegen bei 6,33. Der
Vergleich zeigt, dass die ermittelten Werte mit den Werten fir eine Xanthophyll-Esterase und
eine Feruloyl-Esterase aus der Literatur in einem ahnlichen Bereich liegen. Das Beispiel der
Feruloyl-Esterase zeigt au3erdem, dass durchaus Abweichungen der berechneten und

gemessenen Werte auftreten kénnen.

4.7 Biochemische Charakterisierung

Eine umfassende biochemische Charakterisierung der Zielenzyme aus den
Kulturiberstanden von F. velutipes und P. citrinopileatus erfolgte nach den oben

beschriebenen Aufarbeitungsschritten mit den jeweils aktivsten Fraktionen.

Die Bestimmung der nachfolgend aufgefihrten Optima erfolgte fur F. velutipes mit dem
bevorzugt umgesetzten Substrat pNPH. P. citrinopileatus hingegen setzte bevorzugt das

Substrat pNPO um, welches fir die Ermittlung der folgenden Daten zum Einsatz kam.
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4.7.1 Ermittlung der pH- und Temperaturoptima der Zielenzyme

Die Bestimmung des pH-Optimums erfolgte in einem breiten pH-Bereich von pH 5 bis pH 11
und wurde unter Verwendung zweier verschiedener Puffer durchgefihrt. In beiden Puffern
konnte fur die Zielenzyme beider Organismen ein Optimum von 8,5 bestimmt werden. Die
Aktivitdt lag aber auch in einem Bereich von pH 7,5 bis pH 9,5 noch bei ca. 80% der
maximalen Aktivitat (Abbildung 3.33). Piscitelli et al. (2017) bestimmten das pH-Optimum
zweier rekombinanter Lipasen aus Pleurotus ostreatus in einem Bereich von pH 2 bis 12.
Das Optimum lag bei pH 7, aber auch in einem Bereich von pH 6 bis 9 lag die Enzymaktivitat
noch bei ca. 50%. Diese Beobachtungen machten auch ElI-Ghonemy et al. (2017) mit einer
extrazellularen Lipase aus einem neuen Pilz Curvularia sp.; bei dieser Lipase lag das
Optimum bei pH 8, aber in einem Bereich zwischen pH 6 bis 9 konnte eine Aktivitat von Uber
90% bestimmt werden. Die ermittelten Ergebnisse fir F. velutipes und P.citrinopileatus sind

mit den Daten aus der Literatur vergleichbar.

Die Ermittlung des Temperaturoptimums der Zielenzyme aus F. velutipes und
P. citrinopileatus erfolgte in einem Temperaturbereich von 25 °C bis 65 °C. Fir die
Zielenzyme beider Basidiomyceten wurde eine optimale Temperatur von 60 °C ermittelt
(Abbildung 3.34). Das Temperaturoptimum zweier rekombinanter Lipasen aus Pleurotus
ostreatus wurde in einem Bereich von 30 °C his 60 °C bestimmt und lag bei beiden Enzymen
bei 40 °C. Bei 30 °C und 60 °C berug die Aktivitdét noch = 80%, abgesehen von eine der
Lipasen, welche bei 60 °C nur noch ca. 60% der Anfangsaktivitat aufwies (Piscitelli et al.,
2017). Die Lipase aus Curvularia sp. hatte ihr Optimum bei 50 °C, war aber auch bis zu
30 min bei 60 °C noch zu 100% aktiv. Nach 60 min sank die Aktivitat auf ca. 60%
(EI-Ghonemy et al.,, 2017). Das bestimmte Temperaturoptimum liegt deutlich Gber den
Optima anderer charakterisierter Lipasen aus der Literatur. Aber auch hier sind die Enzyme

meist Uber einen groRen Temperaturbereich aktiv, was fir Lipasen nicht ungewohnlich ist.

4.7.2 Einfluss von Salzen auf die Aktivitat der Zielenzyme

Aufgrund des Einsatzes verschiedener Salze wahrend des Reinigungsprozesses der
Proteine, wurden die Aktivitaten bei unterschiedlichen Natriumchlorid-Konzentrationen von
0 bis 1 M bestimmt. Dabei konnte die maximale Aktivitat bei F. velutipes unter Zusatz einer
Salzkonzentration von 0,2 M bestimmt werden, bei einer Salzkonzentration von 1 M betrug

die Aktivitdt noch ca. 70%. Bei P. citrinopileatus lag die hochste Aktivitdt bei einem
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Salzgehalt von 1 M (Abbildung 3.35). Die Aktivitat betrug bei allen ermittelten

Konzentrationen = 80%.

Der Zusatz von Ammoniumsulfat fihrte zu einer Aktivitatsabnahme; ab einer Konzentration
von 0,8 M war keine valide Messung mehr maoglich. Bei einer Konzentration von 0,6 M
wurden noch Aktivitaten > 60% bestimmt (Abbildung 3.36). Borkar et al. (2009) reinigten und
charakterisierten eine extrazelluldare Lipase aus Pseudomonas aeruginosa und setzten
unterschiedliche Reagenzien ein um eine inhibierende oder aktivierende Wirkung
festzustellen. Dabei konnte die Aktivitdit des Enzyms durch den Zusatz von Natrium-,
Calcium- und Magnesiumchlorid (jeweils 2 mM) gesteigert werden. Der Zusatz von EDTA,
DMSO und B-Mercaptoethanol hingegen fihrte zu Aktivitatsverlusten. Bei P. citrinopileatus
konnte die Enzymaktivitat durch eine Natriumchlorid-Konzentration von 1 M gesteigert
werden. Bei F. velutipes ging eine Konzentration von 0,2 M NaCl mit einer Steigerung der
Aktivitdt einher, hdéhere Molaritaten hingegen inhibierten das Enzym. Der Einsatz von
Ammoniumsulfat hatte auf die Zielenzyme beider Basidiomyceten eine inhibierende Wirkung.
Durch Dialyse konnte ermittelt werden, ob die Inhibierung der Aktivitat reversibel oder

irreversibel ist.

4.7.3 Verschiedene Stabilitdtsuntersuchungen der Zielenzyme

Aufgrund des Einsatzes der Zielenzyme im Kasereiprozess und der damit verbundenen
erforderlichen Aktivitat Uber einen langeren Zeitraum, wurde die Stabilitdt der Enzyme bei
24 °C, 37 °C und 60 °C Uber einen Zeitraum von 0 bis 24 h getestet. Bei Temperaturen von
24 °C und 37 °C hatte das Enzym aus F. velutipes schon nach 1 h ca. 50% seiner
Anfangsaktivitat verloren. Bei P. citrinopileatus lag die Aktivitat nach 1 h und 24 °C noch bei
80 %, bei 37 °C hingegen nur noch bei ca. 20%. In beiden Fallen fuhrte die Inkubation bei
60 °C, dem bestimmten Temperaturoptimum, zur Inaktivierung der enzymatischen Aktivitat
(Abbildung 3.37). Da die Bestimmung des Temperaturoptimums nach einer Inkubation von
lediglich 10 min erfolgte, ist diese Temperatur anhand der hier gezeigten Ergebnisse nicht fir
den Einsatz Uber langerer Zeit geeignet. Zwischen Temperaturen von 24 °C und 37 °C
kénnen daher Uber langere Zeit h6here Umsatzraten erreicht werden. Fir den Einsatz im
Kase ist es von Vorteil, wenn die Lipase ihre Aktivitat bei hdheren Temperaturen verliert, da
das Enzym in der zurtickbleibenden Molke nicht mehr aktiv sein darf. Nach kurzzeitigem
Erhitzen fur 30 s auf 72 °C, wie es bei der Pasteurisation Ublich ist, konnte keine Aktivitat
mehr nachgewiesen werden, was fur die Verwendung der beim Kasereiprozess anfallenden

Molke unabdingbar ist.

168



Diskussion

Die Bestimmung der Stabilitdt der Enzyme bei einer Lagerung von 4 °C, -20 °C und -80 °C
erfolgte nach 0, 60, 94 und 121 Tagen. Das Enzym aus F. velutipes verlor nach 60 Tagen
bei einer Lagerung bei 4 °C ca. 30% der Aktivitat, bei -20 °C und -80 °C betrug der Verlust
ca. 60%. Nach 121 Tagen wurden bei 4 °C noch 50% der Aktivitit nachgewiesen,
wohingegen bei -20 und -80 °C nur noch ca. 15% ermittelt werden konnten. Die Aktivitat der
Enzymfraktion aus P. citrinopileatus nahm uber eine Lagerung von 121 Tagen weniger stark
ab, auRerdem war die Stabilitét bei allen Temperaturen vergleichbar. Fur F. velutipes wurde
eine Lagertemperatur von 4 °C bevorzugt, fur die Enzymfraktion aus P. citrinopileatus erwies

sich eine Lagertemperatur von -20 °C als am besten geeignet (Abbildung 3.38).

4.7.4 Bestimmung der kinetischen Parameter Ky und vya der Zielenzyme

Die kinetischen Parameter Ky und vnax wurden fir F. velutipes und fur P. citrinopileatus
bestimmt, indem die Reaktionsgeschwindigkeit bei konstanter Enzymkonzentration und
variierender Substratkonzentration ermittelt wurde. Somit wurden fur das Enzym aus F.
velutipes die kinetischen Parameter Ky mit 1,79 mM und Vpa, it
0,45 pM min? gegeniber dem Substrat pNPH bestimmt. Fir das Enzym aus P.
citrinopileatus ergab sich flr das Substrat pNPO eine Michaelis-Menten-Konstante von
2,5 mM und Vpa von 9,34 pM min™. Eine vollstandige Substratsattigung wéhrend der
Michaelis-Menten-Kinetik wurde nicht erreicht.

Liu et al. (2013) charakterisierten eine Esterase aus Rhizomucor miehei und ermittelten
einen Ky-Wert von 0,12 mM und V. von 1852,6 uM min™ mg™ gegeniiber dem Substrat
pNPH. Fir das Substrat pNPO wurden die kinetischen Parameter Ky mit 0,82 mM und Vpax
mit 721 uM min™ mg™ bestimmt.

Der niedrigere Ky-Wert fUr das Substrat pNPH bei F. velutipes spricht flr eine hdhere
Affinitat des Enzyms zum Substrat als es bei P. citrinopileatus fiir das Substrat pNPO der
Fall war, aber im Vergleich zu den Werten aus der Literatur sind die Affinititen zu den

Substraten in beiden Féllen deutlich niedriger (Borkar et al., 2009).

Die Michaelis-Menten-Kinetik basiert darauf, dass die Biokatalyse in einer homogenen
Phase stattfindet, in der sowohl das Substrat als auch das Enzym I8slich sind. Lipasen
hingegen arbeiten bevorzugt an einer Grenzflache zwischen Substrat und Wasser, daher ist
das klassische Model der Enzymkinetik nicht anwendbar. Verger et al. (1973) sowie Verger

und Haas (1976) haben dafir ein einfaches Modell vorgeschlagen, um die Kinetik der
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Lipolyse an einer Grenzflache zu beschreiben. Diese Theorie basiert darauf, dass sich zwei
aufeinander folgende Gleichgewichte einstellen. In der ersten Phase adsorbiert das Enzym
an die Grenzflache und im zweiten Schritt folgt die Bindung an ein Substratmolekul, es wird
der Enzym-Substrat-Komplex gebildet, welcher dem Michaelis-Menten-Gleichgewicht
entspricht. Anschlie3end wird das Produkt freigesetzt und das Enzym regeneriert sich, bleibt
aber an der Grenzflache adsorbiert. Das Modell bertcksichtigt die Tatsache, dass die
Konzentration des Substrates in der Nahe der adsorbierten Lipase an der Grenzflache der
Konzentration an der Oberflache entspricht und wird in Mol pro Flacheneinheit statt in
Volumenkonzentration angegeben. Die regenerierte Lipase bleibt an der Grenzflache
adsorbiert und wird erst nach mehreren Katalysezyklen wieder freigesetzt (Collins et al.,
2004). Da die kinetischen Parameter anhand der kirzerkettigen Substrate ermittelt wurden,
ist davon auszugehen, dass es sich vor allem bei F. velutipes eher um eine Esterase als um
eine Lipase handelt. Da hohe Aktivitaten bei P. citrinopileatus nicht nur gegentber pNPO
sondern auch gegeniber dem langerkettigen Substrat pNPP nachgewiesen werden konnten,

konnte es sich in diesem Fall auch um eine Lipase handeln.

Fur eine eindeutige Zuordnung der Zielenzyme zur Klasse der Lipasen bzw. der Esterasen
ist eine umfassende Bestimmumg der kinetischen Parameter, anhand mehrerer Substrate,

durchzufuhren.

4.8 Kaseherstellung

4.8.1 Chemische Prozesse wahrend der Kasereifung

Gemal § 1 Absatz 1 der Kaseverordnung sind ,Kase frische oder in verschiedenen Graden

der Reife befindliche Erzeugnisse, die aus dickgelegter Kasereimilch hergestellt sind.*

Die Einteilung von Kéase in verschiedene Gruppen erfolgt gemall § 6 Absatz 1 der
Kaseverordnung anhand des Wassergehaltes in der fettfreien Kasemasse in insgesamt

sechs Kasegruppen (Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3 Késegruppen und der entsprechende Wassergehalt in der fettfreien Kadsemasse

Kéasegruppe Wassergehalt in der fettfreien Kdsemasse
Hartkése 56% oder weniger

Schnittkase mehr als 54% bis 63%

Halbfester Schnittkdase | mehr als 61% bis 69%

Sauermilchkase mehr als 60% bis 73%

Weichkase mehr als 67%

Frischkase mehr als 73%

Kéase aus Ziegenmilch wird aufgrund besonderer sensorischer Eigenschaften sehr geschatzt.
Dabei spielt die Lipolyse eine entscheidende Rolle fir die sensorischen Eigenschaften. Es
konnte gezeigt werden, dass einige freie Fettsauren direkt zum charakteristischen Aroma
mancher Kasesorten beitragen, oder indirekt als Prékursoren einiger Aromakomponenten
dienen (Forss, 1979). Die Fettsauren Hexan-, Octan- und Decansaure, welche auch als
Capron-, Capryl- und Caprinsdure bezeichnet werden, werden fir das charakteristische
Aroma von Ziegenkdse verantwortlich gemacht. Zusatzlich tragen die verzweigtkettigen
Fettsauren 4-Methyloctan-, Methyldecan-, 3-Methylbutter- und 4-Ethyloctanséure, zum
Ziegenaroma von Kéase bei (Attaie und Richter, 1996, Le Quéré et al., 1998).

In dieser Arbeit wurde Weichkase vom Typ Feta hergestellt, da die Herstellung schnell und
einfach durchzufiihren war und mit einer vergleichsweise kurzen Reifezeit der Kéaselaibe
einherging. Traditionell stammt Feta aus Griechenland. Es handelt sich dabei um einen
weichen, weilRen Kase, der aus Schafsmilch oder einem Gemisch aus Schafs- und
Ziegenmilch hergestellt wird. Der Anteil der Ziegenmilch betrégt dabei maximal 20 bis 30%.
Traditionell wird Feta aus nicht pasteurisierter Milch hergestellt, heutzutage werden die
meisten Feta jedoch aus pasteurisierter Milch hergestellt (Anifantakis 1991, Manolopoulou et
al., 2003). In Abbildung 4.1 ist ein FlieRdiagramm zur Herstellung von Weichkase vom Typ
Feta dargestellt (Mallatou et al., 2003). Nach diesem Schema wurden die Kaselaibe in dieser
Arbeit aus 3 bzw. 10 L Milch hergestellt. Es kam ausschlie3lich pasteurisierte Kuhmilch zum
Einsatz. Der Zusatz verschiedener Lipasen diente der Ausbildung des charakteristischen
Aromas von Feta. Als Lipasen kamen das Referenzenzym opti-zym z10uc, Piccantase® KLC,
eine rekombinante prégastrische Esterase der Firma DSM und Enzympraparationen von
insgesamt acht verschiedenen Basidiomyceten (Tabelle 2.53), die mittels unterschiedlicher

Verfahren gereinigt und konzentriert wurden, zum Einsatz.
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Standardisieren der pasteurisierten
Milch (4,2% Fett)

\
Vorwarmen auf 33°C

Starterkulturen, A 4
Calciumchlorid, > Vorreifen

Lipase

Lab-Enzym > Einlaben (Gerinnung, Dickung)

\
Schneiden (Harfen)

Verziehen, Wasserzugabe, Molkeabzug

Abfullen, Wenden, Formen, Abtropfen

\
Salzbad

N
Reifen (30 d, 10-15°C)

Lagerung (4 °C)

Abbildung 4.1 FlieRdiagramm zur Herstellung von Weichk&se vom Typ Feta (modifiziert nach (Akin et al.,
2003, Mallatou et al., 2003)

Es gibt zwei prinzipielle Arten zum Ausféllen der Caseine bei der Kaseherstellung: Zum
einen kann die Milch durch den Einsatz von Séauerungskulturen und zum anderen durch den
Einsatz von Labenzymen koagulieren. In manchen Fallen kommen auch S&uerungskulturen
und Labenzyme zum Einsatz. Am haufigsten wird Lab eingesetzt, welches friher
hauptséachlich aus jungen Kalbermé&gen gewonnen wurde und heutzutage als rekombinantes

Enzym zum Einsatz kommt (Jooyandeh et al., 2009).

Die Reifezeit von Kéase, die mittels Lab hergestellt werden, reichen von zwei Wochen bei
Mozzarella Uber zwei Jahre oder langer bei Parmigiano-Reggiano. Wahrend der Reifung
finden verschiedene mikrobiologische und biochemische Veradnderungen statt, die zum
charakteristischen Aroma und der Textur der verschiedenen Sorten beitragen. Die
biochemischen Veranderungen wahrend der Reifung kénnen in primére und sekundare

Prozesse unterteilt werden. Die priméaren Ablaufe werden in die Lipolyse, die Proteolyse und
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den Metabolismus von Lactose und Lactat sowie Citrat unterteilt. Die sekundaren Ablaufe

tragen vor allem zur Bildung von flichtigen Aromakomponenten bei und schliel3en den

Metabolismus von Fettsauren und Aminosauren mit ein (Fox et al.,, 1995, Fox und
McSweeney, 1996, McSweeney, 2004).

Durch Hydrolyse der Triglyceride durch endogene und/oder exogene Lipasen wahrend der
Kasereifung werden Fettsduren freigesetzt. Dabei sind Triglyceride aus dem Milchfett von
Wiederkduern besonders reich an kurzkettigen Fettsauren, welche signifikant zum Aroma
einiger Kasesorten beitragen. Neben dem direkten Einfluss auf das Aroma sind die
Fettsauren wichtige Prakusoren fir die Produktion flichtiger Aromakomponenten. Die
originar in der Milch enthaltene Lipoprotein-Lipase, welche bevorzugt mittelkettige Fettsduren
(Ce bis Cy,) in Sy und Sy Position hydrolysiert, wird durch die Pasteurisation der Milch
inaktiviert (Olivecrona et al.,, 2003, Driessen 1989, Collins et al., 2004). Kommerziell
eingesetzte Labextrakte, die fir die Herstellung vieler Kasesorten zum Einsatz kommen,
enthalten keine Lipaseaktivitat. Fur die Herstellung verschiedener italienischer Kasesorten
wie Provolone oder des typischen Feta aus Griechenland werden Labextrakte mit
Lipaseaktivitat eingesetzt. Dabei handelt es sich um pragastrische Esterasen, die bevorzugt
kurzkettige Fettsauren an der Sys Position von Triglyceriden hydrolysieren (McSweeney,
2004).

Die Proteolyse ist ein sehr komplexer und einer der wichtigsten Prozesse der primaren
biochemischen Ablaufe, welche wéahrend der Ké&sereifung stattfindet. Die Proteolyse hat
Einfluss auf die Textur des Kases und auf das Aroma. Die enzymatische Hydrolyse des
Caseins in unterschiedlich groRe Peptide bishin zu freien Aminosauren fihrt teilweise zu
Fehlaromen, die sich in einem seifigen oder bitteren Geschmack des Késes niederschlagen.
Die fur die Proteolyse verantwortlichen Peptidasen konnen aus insgesamt sechs
verschiedenen Quellen stammen. Zum einen aus Lab (Chymosin, Pepsin), milcheigenen
Enzymen (Plasmin, Cathepsin), Starterbakterien und Nichtstarterbakterien (Proteinasen,
Endo-, Amino- Di- und Tripeptidasen, prolinspezifische Peptidasen) sowie aus sekundaren
Kulturen wie P. camembertii in Camembert und Blauschimmelkase, die nicht fir die
Sauerung zustandig sind. Zum anderen kdnnen exogene Proteinasen und/oder Peptidasen
zur Milch oder zum Bruch dazugegeben werden, um die Reifung zu beschleunigen. Das am
haufigsten eingesetzte proteolytische Enzym ist Chymosin (Fox, 1989, Fox und Law, 1991,
Sousa et al., 2001, McSweeney, 2004).
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4.8.2 Herstellung von Testkase unter Einsatz verschiedener Lipasen

In Kooperation mit dem Projektpartner optiferm GmbH wurden Applikationstests
durchgefihrt. Dazu wurden Kaselaibe der Kasesorte Weichkase vom Typ Feta unter Lipase-
Zusatz erzeugt. Die Testkase wurden fir 30 Tage bei 10 bis 15 °C gereift und anschlieRend
fur weitere 12 Wochen bei 4 °C gelagert. Uber den Reifungs- und Lagerungszeitraum hinweg
wurden die generierten Ké&sespezialitaten jeweils im Vergleich zum Referenzprodukt
Ziegenlipase sensorisch beurteilt. Die Herstellung von Kéaselaiben erfolgte insgesamt mit
Enzympréparationen aus acht verschiedenen Basidiomyceten, welche mittels
unterschiedlicher Verfahren gereinigt und konzentriert wurden. Am erfolgreichsten in Bezug
auf die sensorischen Eigenschaften und den Vergleich der freien Fettsauren war die
Umsetzung mittels P. citrinopileatus und F. velutipes nach Fallung mit Ammoniumsulfat und
Konzentrierung mittels Vivaflow200. Alle anderen Kandidaten erwiesen sich als weniger

geeignet flr den Einsatz im Kase.

4.8.3 Sensorische Beurteilung der hergestellten Testkase

Der Referenzkédse ohne Lipase wurde Uber die Dauer der Verkostungen insgesamt als
geschmacklich neutral, rein und bis auf die feste, trockene Konsistenz fehlerfrei bewertet.
Konsistenz und Textur wurden grundsatzlich bei allen Proben als zu fest und trocken und
damit nicht Feta-typisch bewertet. Dies wurde jedoch nicht durch den Einsatz bzw. Nicht-
Einsatz der Lipasen verursacht, sondern ist vielmehr auf Fehler im Produktionsablauf
(insgesamt zu viel Molkenentzug aus dem Bruch), die dem kleinen Versuchsmafistab
geschuldet sind, zuriickzufiihren. Bei der Beurteilung des Geschmacks wurden die Fehler in

der Textur und Konsistenz vernachlassigt.

Die mit opti-zym z10Ouc hergestellten Feta-Proben entwickelten den typischen, durch
Ziegenlipase erzeugten Geruch und Geschmack, vergleichbar mit dem pikanten Aroma
eines Parmesans, wobei der Geruch — besonders der der Lake — grundsatzlich als intensiver
als der Geschmack bewertet wurde. Die Piccantase®Proben schnitten grundsétzlich
schlechter ab als die mit dem Referenzenzym opti-zym z10uc hergestellten Proben. Zwar
entwickelten die mit Piccantase® hergestellten Proben ein dezentes, an Ziegenlipase
erinnerndes Aroma, allerdings sehr viel weniger intensiv und Uber die Dauer weniger stabil.
Je langer die Lagerung bei 4°C andauerte, desto mehr bildete sich ein fehlerhafter

Beigeschmack (leicht bitter/seifig) aus.
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Bei den mit Enzympraparationen hergestellten Proben fiel zun&chst auf, dass Geruch und
Geschmack nicht unbedingt Ubereinstimmten. Waéhrend der Geruch der mit
Enzympréparation aus F. velutipes hergestellten Feta-Proben sehr neutral bis leicht
sauerlich empfunden wurde, wurde der Geschmack durchaus als (leicht) wirzig bewertet.
Allerdings entwickelten die Proben auch seifige und bittere Geschmackskomponenten.

Die mit Enzympraparation aus P. citrinopileatus hergestellten Feta-Proben entwickelten
einen ausgepragten, intensiv wurzigen Geruch, der sich mit zunehmender Reifedauer noch
verstarkte. Dieser Geruch wurde als intensiv und im Vergleich zu den mit Ziegenlipase
hergestellten Proben sehr &hnlich empfunden. Dieser wiurzig-pikante, mit dem von
Ziegenlipase erzeugten Aroma vergleichbare Geruch der Proben spiegelte sich auch im
Ergebnis der Fettsaure-Analyse wider. Geschmacklich wurden die Proben aus P.
citrinopileatus ebenfalls als (leicht) wirzig und vergleichbar mit den Ziegenlipase-Proben,
allerdings auch als (leicht) bitter und seifig bewertet. Die Intensitat der wirzigen Aromatik
korrelierte nicht mit der Dosage der Lipasen. Die Diskrepanz zwischen Geruch und
Geschmack lasst sich dadurch erklaren, dass ein potentielles Lipase-Aroma moglicherweise
durch den bitteren Fehlgeschmack tberdeckt wurde. Bei den spateren Verkostungen wirkte
sich die vermutlich mit der Reifung einhergehende Fett- und Proteinspaltung auch auf die

Textur des Kéases aus. Diese veranderte sich von trocken zu cremig.

4.8.4 Instrumentell-analytische Charakterisierung der hergestellten Testkése
mittels HS-SPME-GC-MS/MS

Begleitend zur sensorischen Beurteilung der hergestellten Testkase, erfolgt eine umfassende
instrumentell-analytische Charakterisierung der durch die Lipasen freigesetzten Fettséauren.
Die erste Messung fanden nach 30 Tagen Reifung des Kases bei 13 °C (Runde 1) statt,
anschlieRend wurden die Proben bei 4 °C gelagert und zusatzlich nach vier (Runde 2), acht
(Runde 3) und zwolf (Runde 4) Wochen Lagerung erneut verkostet und mittels
Festphasenmikroextraktion (SPME) in Kopplung mit der gaschromatographischen Analyse
mit massenspektrometrischer Detektion auf die Anwesenheit von freien Fettsauren hin
untersucht. Bei den detektierten Hauptfettsauren handelte es sich um Essig- (C,.0), Butter-
(C40), Capron- (Cg), Capryl- (Cg) und Caprinséure (Cio.) (Abbildung 4.2).
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io»« /\)CJ)\OH /\/\)OLOH MOH /\/\/\/\/ﬁ\OH

Abbildung 4.2 Strukturen der detektierten Fettséuren Essig- (Cz.0), Butter- (Ca.0), Capron- (Ce:o0), Capryl-
(Cs:0) und Caprinsaure (Cio:.0) (von links nach rechts)

Nach der ersten Messung wurden in der Kontrollprobe ohne Lipase sowie in der Probe mit
Enzympraparation aus F. velutipes sehr geringe Intensitaten der funf Hauptfettsauren
detektiert. In den Proben mit dem Referenzenzym opti-zym z10uc, Piccantase® und
Enzympraparation aus P. citrinopileatus waren hingegen deutliche Peaks im
Chromatogramm zu erkennen. Die zweite Messung nach zusatzlichen vier Wochen
Lagerung bei 4 °C fihrte bei allen Proben zur Steigerung der Peak-Intensitaten, vor allem bei
Kase mit Enzympraparation aus F. velutipes wurden deutliche Peaks detektiert. Weitere vier
Wochen Lagerung fiihrten bei allen Proben zu konstanten Intensitaten, ahnlich zur zweiten
Messung. Ein deutlicher Anstieg der Intensitaten wurde nach der vierten Messung detektiert,
auch erkennbar an den Trendlinien der aufgefihrten Flachen der finf Hauptfettsauren in
Abbildung 3.47. Im Referenzkase, hergestellt mit opti-zym z10uc, wurde Capronsaure
anhand der ermittelten Intensitat im Chromatogramm als Hauptfettsdure detektiert, gefolgt
von Capryl- Butter-, Caprin- und Essigsaure. In den Kaselaiben, die mit Enzympréparation
aus F. velutipes hergestellt wurden, wurde eine ahnliche Verteilung der flnf Fettsduren
erreicht. In den Kéaselaiben, welche mit Enzympraparation aus P. citrinopileatus hergestellt
wurden, wurden fir die Fettsauren Capron-, Capryl- und Caprinsdure ahnlich hohe
Intensitaten detektiert, im Vergleich dazu waren Butter- und Essigsaure weniger intensiv.
Unter Einsatz von Enzympraparationen aus P. citrinopileatus wurden im Vergleich zum

Referenzenzym opti-zym z10uc die ahnlichsten Ergebnisse generiert.

Akin et al., (2003) untersuchten die unterschiedlichen Gehalte an freien Fettsauren in
eingelegten K&se Uber den Verlauf der Reifung. Dazu stellten sie K&se mit unterschiedlichen
Konzentrationen einer kommerziellen pragastrischen Lipase her und analysierten die Proben
nach unterschiedlichen Reifungsperioden. Sie stellten dabei Zusammenhange zwischen der
Lipasekonzentration und der Reifungsdauer flir verschiedene Fettsdauregehalte,
unteranderem Essig-, Butter- Capron-, Capryl und Caprinsdure fest. Wie schon in der
Literatur beschrieben, spielen die Konzentration und die Reifungsdauer eine entscheidende
Rolle bei der Ausbildung der verschiedenen Fettsduren. Sowohl die sensorischen
Ergebnisse als auch die Daten der gaschromatographischen Analyse bestatigen diese
Aussage. Daher sind in Zukunft weitere Applikationstests mit unterschiedlichen

Konzentrationen an mikrobiellen Lipasen im Herstellungsprozess zu testen.
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Felice et al. (1991) stellten K&ése unter Zusatz animalischer Lipasen aus Kitz, Lamm und Kalb
und mikrobieller Lipasen aus Aspergillus niger und Mucor miehei her und untersuchten den
Einfluss der verschiedenen Lipasen auf die Bildung freier Fettsduren wahrend der
Kéasereifung. Die hergestellten Késeproben wurden nach zehn und 20 Tagen auf den Gehalt
an fluchtigen freien Fettsduren sowie auf die Gesamtkonzentration der freien Fettsduren hin
untersucht. Dabei bevorzugten die animalischen Lipasen aus Kitz und Lamm kurzkettige
Fettsauren, besonders C;o und Cgo, wahrend die mikrobiellen Lipasen keine Préaferenz
gegenlber kurz- oder langkettigen Fettsduren zeigten. Des Weiteren konnte der gewlnschte
wilrzige Geschmack unter Zusatz der animalischen Lipasen in kirzerer Zeit erreicht werden
als in Kaseproben, die ohne den Zusatz von Lipasen hergestellt wurden. Der Einsatz der
mikrobiellen Lipasen resultierte in Produkten mit geringeren Gehalten an freien Fettsduren
und mit einem milderen Aroma. Im Vergleich zu den aufgeflhrten Literaturdaten wurden in
Kase der mit Enzympraparation aus P. citrinopileatus hergestellt wurde vor allem die
Fettsauren Cgo, Cgo Und Cigo freigesetzt. Unter Einsatz der Enzympraparation von F.
velutipes waren es vor allem die Fettsauren Cgo und Cgo wie es auch unter Einsatz des
Referenzenzyms der Fall war. Das Aroma der Kaselaibe, die mit Enzympraparationen aus
den Basidiomyceten hergestellt wurde, war etwas milder.

Mallatou et al. (2003) stellten Teleme-Kése aus Schafs-, Ziegen- und Kuhmilch sowie aus
einer Mischung aus Schafs- und Ziegenmilch her und untersuchten die Veranderungen des
Profils der freien Fettsauren wahrend der Reifung Uber eine Dauer von 180 Tagen. Sie
stellten fest, dass der Anteil an kurzkettigen freien Fettsdauren von C,, bis Cgo in allen
hergestellten Kaseproben innerhalb von 60 Tagen der Reifung anstieg, wahrend der Anteil
an mittelkettigen Fettsauren von Cyg. bis Cy4.0 im selben Zeitraum zurtickging. Im Gegensatz
dazu blieben die Gehalte an langkettigen Fettsduren von Cig bis Cig.» Uber den Verlauf der
Reifung konstant. Essigsaure hat einen wichtigen Einfluss auf die Bildung des
charakteristischen Aromas, vor allem bei eingelegten Kasesorten wie Feta. Der Gehalt der
Essigsaure war dabei in allen Kaseproben sehr hoch und machte einen Flachenanteil von
35% bis 77% der gesamten freien Fettsauren aus. Den grofiten Flachenanteil am
Gesamtgehalt der freien Fettsduren wurde dabei im K&se aus Kuhmilch festgestellt, wahrend
in den anderen Kaseproben keine signifikanten Unterschiede erkennbar waren. In allen
hergestellten Kaselaiben wurde Essigsdure nachgewiesen, die Gehalte lagen zwischen 4%
und 11% im Kase, der mit opti-zym z10uc hergestellt wurde. Kase der mit Enzympré&paration
aus P. citrinopileatus hergestellt wurde wies Gehalte von 3% bis 9% auf und Kése mit
Enzympréparation von F. velutipes Gehalte von 11% bis 42%. Dabei wurden die

Flachenanteile im Verlauf der Reifungsdauer immer geringer.
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Die Lipolyse wahrend des Reifeprozesses (120 Tage) von traditionellem Feta-K&se wurde
von Georgala et al. (2005) untersucht. Der Feta-Kase wurde aus einer Mischung aus Schaf-
und Ziegenmilch (Verhaltnis 4:1), Joghurt als Starterkultur und zum einen mit Lab aus
Lamm- und Kitzmagen (Kase A) und zum anderen mit einem Gemisch aus traditionellem und
kommerziellem Kéalber-Lab (Kéase B) hergestellt. Der Vergleich der Fettsauren in Kése A und
B zeigte ahnlich hohe Gehalte an Essigsaure. Der Gehalt an Buttersdure, welche eine
wichtige Komponente flr das Aroma und den pikanten Geschmack von Feta darstellt, stieg
Uber den Verlauf der Reifung sowohl in Kase A als auch in Kase B kontinuierlich an, wobei
der Gehalt in Kése A signifikant hoher als in Kase B war. Der Gehalt an Buttersaure
schwankte in allen Kaselaiben zwischen 7% und 30%, die hochsten Gehalte wurden in Kase,
der mit opti-zym z10uc hergestellt wurde, ermittelt. In allen Proben stieg der Gehalt im Laufe

der Lagerung an.

4.8.5 Durchfuhrung der instrumentell-analytischen Charakterisierung

Eine instrumentell-analytische Charakterisierung wie z.B. die Analyse von Aroma-
komponenten mittels Gaschromatographie setzt eine Probenaufarbeitung voraus. Diese
kann mittels Extraktion, Konzentration, Fraktionierung oder Isolierung einzelner Analyten
erfolgen (Kataoka et al., 2000). Die ,solvent assisted flavor evaporation® kurz SAFE wurde
von Engel (1999) entwickelt. Diese Methode der Probenaufarbeitung wird zur Isolierung
flichtiger Komponenten aus wassrigen Lebensmittelproben wie Bier, Milch oder Fruchtsaften
eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine Modifikation der traditionellen Hoch-Vakuum-
Technik. Die Festphasenmikroextraktion, besser bekannt als ,solid-phase microextraction®
(SPME), ist eine l6sungsmittelfreie Methode, die in einem Schritt die Extraktion und
Konzentration fliichtiger Komponenten aus verschiedenen Matrices an einer Faser vereint
(Arthur und Pawliszyn, 1990, Zhang et al., 1994).

Mondello et al. (2005) bestimmten fliichtige Aromakomponenten in Ziegenkase mittels
automatischer HS-SPME-GC. Dazu wurde der Kase auf Raumtemperatur gebracht und die
Rinde entfernt. AnschlieBend wurde der Kase mechanisch gerieben und ca. 3 g in ein
Headspace-Vial eingewogen. Die Analyse erfolgte im Anschluss voll automatisch. Insgesamt
wurden funf verschiedene SPME-Fasern getestet. Neben den Fasern spielen auch die
Parameter Inkubationszeit, Extraktionszeit und —temperatur sowie die Desorptionszeit eine
wichtige Rolle. Die unterschiedlichen Beschichtungen der Fasern gehen mit unter-
schiedlichen Polaritaten einher. An eine Faser aus Divenylbenzen/Carboxen/Poly-

dimethylsiloxan (DVB/Car/PDMS) kdénnen aufgrund der drei verschiedenen Beschichtungen
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Molekule unterschiedlicher Flichtigkeit gebunden werden, weshalb diese Fasern sehr haufig
eingesetzt werden. Im Vergleich dazu ist die Faser mit einer Beschichtung aus
Carboxen/Polydimethylsiloxan (Car/PDMS) vor allem fir niedermolekulare Analyten bis zu
Cso geeignet. Pérez Olivero und Pérez Trujillo (2010) testeten ebenfalls verschiedene
Fasern und stellten fest, dass Car/PDMS-Fasern fur Analyten mit molekularen Massen
<115 Da geeignet sind. Wohingegen Fasern mit einer Beschichtung aus Polydimethylsiloxan
und Divenylbenzen fur Analyten mit héheren molekularen Massen als 115 Da geeignet sind.
In dieser Arbeit wurde zu Anfang mit einer DVB/Car/PDMS-Faser gearbeitet. Als
Hauptkomponeten in den Kaseproben wurden Essig-, Butter-, Capron-, Capryl und
Caprinsaure bestimmt. Aufgrund von Verschleppungen auf der Faser, welche auch durch
Ausheizen nach jeder Messung nicht vollstandig entfernt werden konnten, wurden weitere
Messungen an einer PDMS/DVB-Faser durchgefiihrt. Diese Faser wurde aufgrund der
Hauptfettsdure in den Kaseproben, der Capronsaure, ausgewahlt, welche mit einer
Retentionszeit von ca. 25 min und einer molaren Masse von 116 g mol™ als weniger fliichtig
eingestuft wurde. Trapp et al. (2018) verwendeten ebenfalls eine PDMS/DVB-Faser fir die
Analyse weniger flichtiger Komponenten. Dufour et al. (2001) untersuchten das Aroma von
Cheddar mittels HS-SPME-GC-MS-O und testeten ebenfalls unterschiedliche Fasern. Sie
stellten fest, dass PDMS/DVB und Car/PDMS die hochste Empfindlichkeit aufwiesen. Pinho
et al. (2002) bestimmten die flichtigen freien Hauptfettsauren in Schafskase mittels SPME-
GC/MS und detektierten Butter-, Capron-, Capryl- und Caprinsdure als Hauptfettsauren,
vergleichbar mit den in dieser Arbeit bestimmten Hauptfettsauren. Schon 1974 untersuchten
Wirotama und Ney (1974) das Aroma von Provolone-Kase und ermittelten ebenfalls Essig-,
Butter-, Capron-, Capryl und Caprinsdure als Hauptfettsduren. Verschiedene Kasesorten
darunter Blauschimmelkase (zwei starke und ein milder), Cheddar (unterschiedlicher
Reifeperioden von 12 bis 20 Monaten) und Hartkase wie Parmesan, Pecorino und Grana
Padano wurden mittels SPME-GC/MS-O auf ihre charakteristischen Aromakomponenten hin
untersucht. Dabei wurden vor allem in den Blauschimmelsorten sowie in Pecorino-Kase die
oben aufgeflihrten Fettsduren detektiert. Der Essigsaure wird dabei eine milde bis wiirzige
scharfe Essignote zugeordnet. Buttersdure war eine der Hauptaromakomponenten mit einem
charakteristisch wirzigen Kasearoma. Der Capronsaure wurde ein milder bis kraftig wirziger

ziegenahnlicher Geruch zugeordnet (Frank et al., 2004).

Delgado et al. (2011) und Bezerra et al. (2017) untersuchten verschiedene Arten von
Ziegenkase mittels Festphasenmikroextraktion und ermittelten ebenfalls die oben genannten
Fettsauren. Aul3erdem untersuchte Delgado et al. (2010) auch einen spanischen Weichkase

mittels SPME-GC-MS und detektierte ebenfalls die genannten Fettsauren.
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Der Vergleich der ermittelten Ergebnisse mit denen aus der Literatur zeigt, dass die gleichen
Hauptfettsduren nachgewiesen wurden. Aufgrund von Verschleppungen, welche auf der
DVB/Car/PDMS festgestellt werden konnten, wurde die PDMS/DVB-Faser als die
geeignetere Faser angesehen. Die Parameter Inkubationszeit, Extraktionszeit und
—temperatur sowie die Desorptionszeit spielten bei der Methodenoptimierung ebenfalls eine
entscheidende Rolle.

4.9 Toxikologische Beurteilung

Um zytotoxische und mutagene Wirkungen der im Kése eingesetzten Enzympraparationen
von F. velutipes und P. citrinopileatus ausschlie@en zu konnen, wurden die
Enzympréparationen analog zur Herstellung fur den Einsatz im K&sereiprozess hergestellt
und aufgearbeitet und im Rahmen eines Unterauftrags an Prof. Dr. Dr. Dieter Schrenk an der
TU Kaiserslautern weitergeleitet. Dort wurden die Enzympréparationen mittels Resazurin-
Test auf Zytotoxizitat und mittels Ames-Test auf Mutagenitat hin Gberpruft.

Zur Prufung der Enzympréparate auf zytotoxische Eigenschaften wurden primére Ratten-
hepatozyten in Kultur als Testsystem verwendet. Die Proben wurden 24, 48 und 72 h
inkubiert und anschlieRBend die Vitalitat der Zellen Gberprift. Im Anschluss wurden die Zellen
90 min mit Resazurin inkubiert und die entstandene Menge Resorufin mittels
Fluoreszenzmessung detektiert (O'Brien et al., 2000).

Bei Resazurin handelt es sich um einen blauen, wasserldslichen Redox-Farbstoff, der in
einer zweistufigen Reaktion reduziert werden kann. Die erste irreversible Reduktion fuhrt
zum rosafarbenen und fluoreszierenden Resorufin. Im zweiten, reversiblen Schritt wird das

Resorufin zum farblosen nicht fluoreszierenden Dihydroresorufin reduziert (Twigg, 1945).

Resazurin wurde schon Mitte des 20. Jahrhunderts als chemischer Indikator in der
Milchindustrie eingesetzt, um mikrobielle Kontaminationen in Milch zu tberprufen (Erb und
Ehlers, 1950).

Der Vergleich aller Proben mit der Medienkontrolle nach 24 h und 48 h erbrachte in der
ANOVA-Analyse zum Vergleich der Mittelwerte, verbunden mit dem Dunnett-Posttest keine
signifikanten Unterschiede. Fir die Proben PCI, PCI (heated) und FVE-D zeigten sich nach
48 h geringflgige, signifikante Unterschiede (p < 0,01) bei den Konzentrationen 5 Vol% und
10 Vol%. In der Probe FVE-D (heated) ergab sich bei einer Konzentration von 10 Vol% ein

schwacher, signifikanter Unterschied (p < 0,01) im Vergleich zur Medienkontrolle.
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Bei Betrachtung der Ergebnisse kann die biologische Relevanz als sehr gering eingestuft
werden, da zwar signifikante Unterschiede zur Medienkontrolle in der Vitalitat nachgewiesen
wurden, diese aber immer hoher als 80% der Kontrolle ausgefallen sind. Auf3erdem wurde
keine deutliche Abnahme bei héheren Konzentrationen beobachtet. Die Positivkontrolle mit
Triton-X100 zeigt hingegen eine signifikant (p < 0,01) reduzierte Vitalitat.

Zur Ermittlung der Mutagenitat wurde ein sehr sensitiver und einfacher Test mit Bakterien
entwickelt (Ames, 1971, Ames et al., 1973b, Ames et al., 1973a, McCann et al., 1975, Ames
et al.,, 1975). Dazu werden die Verbindungen mit speziell konstruierten Mutanten von
Samonella Typhimurium (Ames et al., 1973b, Ames et al.,, 1973a, McCann et al., 1975,
Ames et al., 1975) mit einer Histidin-Auxotrophie auf Petrischalen getestet. Durch die
Zugabe von Homogenaten aus Rattenleber (S9-Mix) direkt auf die Petrischale wurde ein
wichtiger Aspekt fur den Metabolismus von Saugetieren mit einbezogen, um Chemikalien,
die humankarzinogen oder mutagen wirken im in vitro Test nachweisen zu kénnen. Auf diese
Weise kdnnen eine Vielzahl von Karzinogenen, die eine metabolische Aktivierung bendtigen,
als mutagen nachgewiesen werden (Ames et al., 1973a, Ames et al., 1975, McCann et al.,
1975, McCann und Ames, 1976)

Es wurden zwei Stdamme von S. Typhimurium verwendet, TA 98 fir Leseraster-
verschiebungen und TA 100 fir Basenpaarsubstitutionen (McCann et al., 1975). Die Tests
wurden sowohl mit als auch ohne S9-Mix aus Rattenleber durchgefiihrt. Der S9-Mix zur
metabolischen Aktivierung der Testsubstanzen wurde aus mit Aroclor 1254 induzierten

Rattenlebern hergestellt.

In keinem der mit S. Typhimurium TA 98 und TA 100 durchgefuhrten Tests zeigte sich eine
Mutagenitat der untersuchten Kulturiiberstéande, die Gber die der Negativkontrollen signifikant

hinausging.

Die Uberstande sind als nicht relevant zytotoxisch und als nicht mutagen zu bewerten. Daher
sind die aufgearbeiteten Kulturiiberstande der Basidiomyceten F. velutipes und

P. citrinopileatus fur den Einsatz in Lebensmitteln, speziell fir den K&sereiprozess, geeignet.
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4.10 Molekularbiologische Charakterisierung

4.10.1 Identifizierung der Zielenzyme aus F. velutipes und

P. citrinopileatus

Zur molekularen Charakterisierung der Zielenzyme wurden diese nach der zweiten
Reinigungsstufe der FPLC auf SDS-PAGE-Gele aufgetragen und die entsprechenden
Banden ausgeschnitten und aufgearbeitet (Shevchenko et al.,, 2006, Gundry et al., 2009).
Die Proben wurden nach tryptischem Verdau mittels HPLC-ESI-MS/MS sequenziert
(durchgefiihrt von Frau Pegah Khamehgir-Silz aus dem Institut fir Anorganische und
Analytische Chemie der JLU Giel3en). Aufgrund der hohen Verluste durch die Reinigung aus
dem Gel wurden die Fraktionen nach 2.9.4 konzentriert, entsalzt und direkt zum tryptischen

Verdau eingesetzt und sequenziert.

Mittels Sequenzierung der Fraktionen aus F. velutipes durch HPLC-ESI-MS/MS wurden in
zwei Fraktionen Uberwiegend die gleichen Peptidfragmente identifiziert. Die gefundenen
Peptidfragmente (Tabelle 3.13) zeigten beim Datenbankvergleich hohe Homologien zu einer
putative carotenoid ester lipase aus Flammulina velutipes (UniProt Zugriffsnummer G8A515).
Anhand der erhaltenen Peptiddaten wurden degenerierte PCR-Primer abgeleitet, um die fiir
das Zielenzym codierende cDNA mittels PCR amplifizieren zu kdnnen. Dazu wurden an
Tagen maximaler spezifischer Enzymaktivitat im Kulturiiberstand Myzel enthommen und zur
RNA-Isolierung unter flissigem Stickstoff im Mdrser aufgeschlossen. Die isolierte Gesamt-
RNA wurde im Anschluss mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Bei der
Ableitung von Primern wurde darauf geachtet, dass der G/C-Gehalt zwischen 40% und 60%
lag und die Schmelztemperatur der Primerpaare maximal 2 °C auseinander lagen. Die
berechnete molekulare Masse des Zielenzyms lag bei 78,2 kDa, die cDNA-Sequenz der
putative carotenoid ester lipase aus F. velutipes hat eine GréRe von 2178 Basenpaaren,
welche fur ein Protein aus 725 Aminosauren codiert. Nachdem auch nach
Optimierungsversuchen der PCR-Methode und Einsatz verschiedener Primer kein
Sequenzierergebnis erhalten wurde, das der codierenden cDNA aus F. velutipes zugeordnet
werden konnte, wurde auf die genomische DNA zuriickgegriffen. In mehreren Schritten
gelang es mit insgesamt neun Primern, die komplette Sequenz der genomischen DNA zu
identifizieren. Die GroRe des Enzyms war mit 4305 Basenpaaren sehr viel grofRer als
erwartet und ergab nach Herausschneiden der insgesamt 17 Introns, gemaR der GT-AG-
Regel (Padgett et al., 1984) und Zusammenfiigen der Exons, mit dem Programm Geneious
9.1.8, die codierende DNA-Sequenz. Diese Sequenz wurde in die entsprechende

Aminosauresequenz umgeschrieben und mit der Aminosduresequenz der putative
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carotenoid ester lipase (UniProt Zugriffsnummer G8A515) aus F. velutipes verglichen
(Abbildung 3.69). Die Ubereinstimmung der Sequenz betrug 96,7%. In der Regel belauft sich
die Lange der Introns bei den meisten Pilzen auf eine Grof3e von ca. 60 Basenpaaren, in
diesem Fall waren die Introns allerdings bis zu 466 Basenpaare lang (Gurr et al., 1987).

In gleicher Weise wurde mit der Aufklarung der Proteinstruktur des Zielenzyms aus
P. citrinopileatus verfahren. Die entscheidende Fraktion wurde in diesem Fall von Dr. Andrzej
Majcherczyk (Georg-August-Universitat Gottingen, Busgen-Institut, Abteilung Molekulare
Holzbiotechnologie und technische Mykologie) nach tryptischem Verdau mittels HPLC-ESI-
MS/MS sequenziert. Da von P. citrinopileatus noch keine Genomdaten vorliegen, wurden die
Daten von Pleurotus ostreatus, dessen Genom vollstindig sequenziert ist, herangezogen.
Insgesamt wurden 13 Peptidfragmente (Tabelle 3.14) identifiziert und zeigten beim
Datenbankvergleich hohe Homologien zu einer Carboxylesterase aus Pleurotus ostreatus
(UniProt Zugriffsnummer AOA067NQW6). Die berechnete molekulare Masse des Zielenzyms
betragt 59,2 kDa, die cDNA-Sequenz der Carboxylesterase aus Pleurotus ostreatus hat eine
Lange von 1641 Basenpaaren, die flr ein Protein aus 546 Aminosauren codiert. Anhand
dieser Daten wurden Primer abgeleitet und zur PCR eingesetzt, um die die fir das
Zielenzym codierende cDNA amplifizieren zu koénnen. Keins der erhaltenen
Sequenzierergebnisse konnte der cDNA-Sequenz der Carboxylesterase aus Pleurotus
ostreatus zugeordnet werden, weshalb auch hier auf die genomische DNA zuriickgegriffen
wurde. Die genomische Sequenz hat eine Lange von 2409 Basenpaaren mit insgesamt 14
Introns, die zwischen 50 und 64 Basenpaaren lang sind. Die Introns fingen mit den Basen
GT an und endeten auf AG, wie es auch schon beim Enzym aus F. velutipes der Fall war. Es
wurden erneut Primer entworfen, welche in Abbildung 3.72 unterstrichen dargestellt sind. Die
erhaltenen Amplifikate auf entsprechender Hohe wurden aus den Gelen ausgeschnitten,
aufgearbeitet und sequenziert, allerdings konnte lediglich ein Sequenzier-Ergebnis einem
uncharakterisierten Enzym aus P. ostreatus zugeordnet werden. Eine Aufklarung der
Sequenz des Zielenzyms aus P. citrinopileatus blieb auch unter Einsatz verschiedener
Polymerasen sowie verschiedene Primer ohne Erfolg. Eine Transformation des Amplifikats in
E. coli, um gréRBere Mengen zur Sequenzierung generieren zu konnen, war ebenfalls

erfolglos.
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4.10.2 Sequenz- und modellorientierte Analyse des Zielenzyms aus
F. velutipes

In der Enzym-Klasse der Hydrolasen sind vor allem die Lipasen (EC 3.1.1.3, Triacylglycerol
Hydrolasen) und die wahren Esterasen (EC 3.1.1.1, Carboxylester Hydrolasen) von
Bedeutung, denn die dreidimensionale Struktur beider Enzyme zeigt ein charakteristisches
Faltungsmuster, das sogenannte a/B-Hydrolase-Faltungsmuster, eine festgelegte Anordnung
von insgesamt sechs a-Helices und acht B-Faltblattstrukturen. Die B-Faltblattstrukturen sind
dabei bis auf eine parallel angeordnet (Ollis et al., 1992). Das aktive Zentrum von a/f-
Hydrolasen besteht aus einer katalytischen Triade, diese setzt sich aus den Aminosauren
Serin, Asparaginsaure und Histidin (Glutaminsaure statt Asparaginsaure fir manche
Lipasen) zusammen. Zudem befindet sich Ublicherweise um das Serin im aktiven Zentrum
eine Ubereinstimmende Pentapeptidsequenz bestehend aus Gly-X;-Ser-X,-Gly. Dabei
entspricht X; entweder Tyrosin oder Histidin, X, entweder Glutamin oder Asparaginsaure
(Brady et al., 1990, Schrag et al., 1991, Ollis et al., 1992, Bornscheuer, 2002, Rajendran et
al., 2009, Muralidharan et al., 2013).

Das Zielenzym aus F. velutipes kann aufgrund des konservierten Bereiches der
Aminosauren 17 bis 27 (EDCLTINVVKP) dem Typ 2 der Carboxylesterasen zugeordnet

werden. Somit kann das Enzym der Superfamilie der a/B-Hydrolasen zugeordnet werden.

Ein Homologiemodell der Proteinstruktur wurde (Abbildung 4.3) mit dem Programm SWISS-
Model angefertigt. Die Sequenz-Ubereinstimmung des Modells mit der htchsten Homologie
lag bei 42,3%. Dabei handelte es sich um eine Lipase 2 aus Candida rugosa (PDB
1gz7.1.A). Die Ubereinstimmung der Sequenzen erstreckte sich von Aminosaure zwolf bis

431. Ab Aminosaure 432 konnte keine Ubereinstimmung festgestellt werden.
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Abbildung 4.3 3D-Proteinstrukturmodell einer Lipase 2 aus Candida rugosa (19z7.1.A), erstellt mittels
SWISS-MODEL Homology Modelling Report

Der Vergleich der Aminoséauresequenz aus dem Basidiomyceten F. velutipes mit anderen
Lipasen/Esterasen aus Basidiomyceten zeigte Homologien zu Carboxylesterasen aus
Cylindrobasidium torrendii (58,3%; UniProt Zugriffsnummer AOAOD7BQI1), Heterobasidion
irregulare (57%; UniProt Zugriffsnummer W4JZ43), Moniliophthora roreri (57,4%, UniProt
Zugriffsnummer AOAOWOFQU9) und Lentinula edodes (57,1%; UniProt Zugriffsnummer
AOA1Q3EPA41). In Abbildung 4.4 sind die Sequenzen der verschiedenen Carboxylesterasen
aus den verschiedenen Organismen zum Vergleich untereinader aufgefthrt. Dabei sind
konservierte Bereiche grau hinterlegt und hochkonservierte Aminosduren mit einem *
gekennzeichnet dargestellt. Beim Vergleich der Sequenzen fallt auf, dass die Sequenz aus
F. velutipes, mit insgesamt 725 Aminosauren im Gegensatz zu 557 Aminosauren fir die
Carboxylesterase aus L. edodes, wesentlich langer ist. Fir die Sequenz konnte daher ab der
Aminosaure 434 keine Ubereinstimmung mit den anderen Sequenzen festgestellt werden.
Vergleichbar mit dem Ergebnis zur Erstellung eines Homologiemodells, dabei konnte ab
Aminosaure 432 ebenfalls keine Ubereinstimmung der Sequenzen festgestellt werden. Dies

konnte ein Hinweis darauf sein, dass das Gen friiher endet.
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F _wvelutipes 471 IVIARKGRTGRFSATLALPSGASNDEFVEAVIVIGFADSTFLNNGIAQATFDANSVAADST 530

C torrendii 544 543
H irregulare 550 549
M roreri 343 S42
L edodes 338 337
531 SEIGAFRNIYSEDAGSLLAWGWGSHRVLDALELVAPEIDSTRVGVMGCSRYGRGALARGT 580
544 543
350 549
543 542
558 557
F_wvelutipes 391 FDDRLVETKGLAFWSRLFLGGQFRACKTISFMRIVEFPRMEPTSSFLLLFRAPQFGIFMNEE 630
C_torrendii 344 543
H 550 549
543 542
558 557
F _wvelutipes 651 GVAGVIFPATQAVYRFLGAERANIGVALRNSGHCDPSGTINVLDEVESVLLGSQRIRNYTT 710
C torrendii 544 543
H i 550 5449
343 342
358 557

725
543
549
542
558  ——mmmmmmm— 557

F_wvelutipes 711
C torrendii

Abbildung 4.4 Vergleich der Aminosauresequenzen von verschiedenen Carboxylesterasen aus
Basidiomyceten mit dem Zielenzym aus F. velutipes. Cylindrobasidium torrendii (58,3%; UniProt
Zugriffsnummer AOAOD7BQI1), Heterobasidion irregulare (57%; UniProt Zugriffsnummer W4JZ43),
Moniliophthora roreri (57,4%, UniProt Zugriffsnummer AOAOWOFQU9) und Lentinula edodes (57,1%;
UniProt Zugriffsnummer AOA1Q3EP41). Grau hinterlegt: konservierte Bereiche, * hoch konservierte
Aminoséauren

4.10.3 Ermittlung einer Signalsequenz fir das Zielenzym aus F. velutipes

Sighalsequenzen steuern sowohl in eukaryotischen als auch in prokaryotischen Zellen den
Eintritt von nahezu allen Proteinen in den Sekretionsweg (Gierasch, 1989, Heijne, 1990,
Rapoport, 1992). Sie sind an den N-Terminus der Aminosduresequenz gebunden und
werden nach dem Durchtritt des Proteins durch die Membran abgespalten. Die Struktur der
Signalsequenzen der meisten Proteine setzt sich haufig aus einem hydrophoben Kern
(h-Region mit sieben bis 15 Resten), welcher durch positiv geladene Aminosduren am
N-Terminus (n-Region mit ein bis funf Resten) und neutralen aber polaren Aminosauren am
C-Terminus (c-Region mit drei bis sieben Resten) flankiert wird, zusammen. Die Schnittstelle
zwischen der Signalsequenz und dem eigentlichen Protein wird durch kleine und neutrale
Aminosaurereste in den Positionen -3 und -1 der polaren Region des C-Terminus in der
Signalsequenz definiert (Gunnar, 1983, Heijne, 1985, Heijne, 1990).

Das Zielenzym aus F. velutipes wurde aus dem Kulturiiberstand gewonnen, daher handelte
es sich um ein sekretiertes Enzym, welches lber eine Signalsequenz verfigen sollte. Das
Programm SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011) dient zur Ermittlung von Schnittstellen von
Signalsequenzen. Dazu wurde die Aminoséuresequenz des Zielenzyms aus F. velutipes in

das Programm eingefiigt. Die Berechnung ergab jedoch keine Schnittstellen. Im Vergleich
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dazu verfugen die in Abbildung 4.4 aufgeflhrten Sequenzen alle Uber eine Signalsequenz,
die bis zu 32 Aminoséuren umfasst. Das verwendete Programm ermittelt Signalsequenzen,
die sich am N-Terminus der Aminosauresequenz befinden, moglicherweise befindet sich die
Signalsequenz des Zielenzyms am C-Terminus. Des Weiteren konnte die entsprechende
Signalpeptidase, die die Signalsequenz nach Membrandurchtritt abspaltet ein anderes
Muster zum Schneiden aufweisen, welches nicht bekannt ist. Wenn sich die Schnittstelle
woanders befindet und somit mehr als 30 Aminosauren abgespalten werden, kdnnte das
eine  mdgliche Erklarung fir die ermittelte molekulare Masse von etwa
71 kDa statt der theoretischen molekularen Masse von 78,2 kDa sein. Die Ermittlung von
Sighalsequenzen mittels SignalP 4.1 scheint fir Enzyme aus Basidiomyceten nur bedingt
geeignet zu sein. Da sowohl fir eine Arylalkoholoxidase als auch fir eine Dyp-Typ
Peroxidase aus Pleurotus sapidus abweichende Schnittstellen im Vergleich zu verwandten

Enzymen aus anderen Basidiomyceten berechnet wurden (Lauber 2015).

4.10.4 Ermittlung des Glykosylierungsgrades des Zielenzyms aus F. velutipes

Bei einer Glykosylierung werden bei der eukaryotischen Expression sekretierter Proteine an
verschiedene Aminosauren Zuckerreste gebunden. Vor allem extrazellulare Proteine liegen
haufig glykosyliert vor. Dabei kann zwischen N- und O-Glykosylierungsstellen unterschieden
werden. Die Glykosylierung dient als Schutz vor protelytischem Verdau sowie der Stabilitat
und Ldslichkeit von Proteinen, was mit hoheren molekularen Massen einhergeht (Romdhan
et al., 2012, Lis und Sharon, 1993).

Da es sich bei dem Zielenzym aus F. velutipes um ein sekretiertes Enzym handelt, wurde die
aus der cDNA abgeleitete Aminosauresequenz mit Hilfe der Programme NetNGly 1.0 (Gupta
et al., 2004b) und NetOGly 4.0 (Steentoft et al., 2013) auf potentielle N- und
O-Glykosylierungsstellen  Gberprift. Dabei wurden insgesamt finf  potentielle
N-Glykosylierungsstellen gefunden, von denen zwei mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
glykosyliert vorliegen. Insgesamt wurden 19 potentielle O-Glykosylierungsstellen ermittelt.
Dabei ist zu beachten, dass aufgrund einer fehlenden Signalsequenz eine Glykosylierung (in
vivo) unwahrscheinlich ist, auch wenn die entsprechenden Motive dafir in der Sequenz
enthalten sind. Die ermittelte molekulare Masse von 71 kDa, statt der berechneten
molekularen Masse von 78,8 kDa, spricht ebenfalls gegen eine Glykosylierung. Im Vergleich
dazu weist die Carboxylesterase aus Cylindrobasidium torrendii (UniProt Zugriffsnummer
AOAOD7BQI1) zwei potentielle N-Glykosylierungs- und vier potentielle O-Glykosylierungs-

stellen auf. Die Carboxylesterase aus Heterobasidion irregulare (UniProt Zugriffsnummer
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W4JZ43) weist ebenfalls zwei potentielle N-Glykosylierungs- und neun potentielle O-Glyko-
sylierungsstellen auf. Bei Moniliophthora roreri (UniProt Zugriffsnummer AOAOWOFQU?9) sind
es eine potentielle N-Glykosylierungs- und neun potentielle O-Glykosylierungsstellen und bei
Lentinula edodes (UniProt Zugriffsnummer AOA1Q3EP41) entsprechend zwei und acht
potentielle N- bzw. O-Glykosylierungsstellen.

Des Weiteren kann eine Glykosylierung den isoelektrischen Punkt eines Enzyms
beeinflussen. Der experimentell ermittelte pl des Zielenzyms lag zwischen 3,5 und 4,3 und
weicht stark von dem aus der Sequenz berechneten pl (5,4) ab. Die Bindung von
Zuckerresten an geladene Aminosauren an der Proteinoberflache konnen aufgrund ihrer
Grol3e Ladungen abschirmen und somit den isoelektrischen Punkt beeinflussen (Shaw et al.,

2001).

In Abbildung 4.5 ist die Aminosauresequenz des Zielenzyms aus F. velutipes dargestellt.
Hervorgehoben sind Reste mit potentiellen Funktionen sowie potentielle N- und O-Glyko-
sylierungsstellen.

MTRAPLPHLS HHGPTSEDCL TINVVKPANV EEGAQLPVVA VSSFEVGGTS EYNGTSIVSR 60
SLELQEPVIY VSFNYRLNGFEF GFLASKEVKE AGVGNLGLOD QRLALKWIQK YVGAFGGDPT 120
KVTIW AEAVVYHMVS NDGNTEGLYR AAFAQSGSVG SYGGLENGQD AYDGIVNKTG 180
CSNASDTLAC LRTADFDTLK AAIDEAEFVW TPRFDGALFS DLPQONLILQG KVADVPLITG 240
NCGDEGTLYS ISYNISTDAE FKTFLQTRWL PTASDAEIDR LLALYPSDP- QGSPFD ! GSD 300
NAITPQYKRS AALLGDLLFQ TSRRYLINEL SGKQDIYTYI HNRQRRLPVL GSFHASDLVN 360
VYGSGDMADY LIRFVATLDP NGNTGISWPK WT EAPNMLA FSDDEAVPLS LTEDTYRKEA 420
MAASGMTQSC YIYVWQRQIK ALLEAYVYGR YPDR  "EKVI ATRIGNTV- I TV AKGKI GR 480
FSATLALPSG A NDKPVPAV IVIGFADSTF LNNGIAQATF DANSVAADST SKTGAFRNIY 540
SEDAGSLLAW GWGSHRVLDA LELVAPEIDS TRVGVMGCSR YGKGALAAGI FDDRLVETKG 600
LAPWSRLFLG GQKRACKTIS PMRIVFPWMP TSSPLLLPRA PQFGIKMNPE GVAGVTFPAT 660
QAVYKFLGAE ANIGVALRNS GHCDPSGTTN VLDEVKSVLL GSQRTRNY I PYQAHPEA 720
YPWAT 725

Abbildung 4.5 Aminosauresequenz des Zielenzyms aus F. velutipes. Hervorgehoben sind Reste mit
potentiellen Funktionen sowie N- und O-Glykosylierungsstellen. : potentiell an der Katalyse beteiligte
Aminosauren; . konserviertes G-X-S-X-G-Motiv; rot: potentielle N-Glykosylierungsstellen; :
potentielle O-Glykosylierungsstellen

Das katalytische Zentrum des Zielenzyms aus F. velutipes befindet sich relativ weit vorne in
der Sequenz. Das an der katalytischen Triade beteiligte Histidin befindet sich wahrscheinlich
an Position 345 der Aminosauresequenz. Dies bedeutet, dass den Aminosauren ab Position
360, Halfte

Katalysemechanismus des Enzyms zugeordnet werden kdnnen. Die meisten potentiellen

entsprechend etwa der der Sequenz, keine Funktionen am

O-Glykosylierungsstellen befinden sich ebenfalls in der zweiten Halfte der Sequenz, welche

vorausgesetzt, dass sie glykosyliert sind, zu einer wesentlich héheren molekularen Masse
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des nativen Enzyms filhren missten. Da die ermittelte molekulare Masse aber ca. 8 kDa
unter der berechneten molekularen Masse lag, ist eine Glykosylierung unwahrscheinlich.
Moglicherweise befindet sich die Signalsequenz in diesem Bereich der Sequenz wodurch der
Unterschied der molekularen Masse erklart werden konnte.

In Abbildung 4.6 ist der Reaktionsmechanismus einer lipasekatalysierten Hydrolyse von
Estern aufgefuhrt und verdeutlicht das Zusammenspiel der katalytischen Triade aus Serin,
Asparaginsaure und Histidin bei der Umsetzung eines Substrates.

o< _ o= R2
o 0 0. é) R1
TH H “H He S N
\NAN' \{l:) + RAO—RZ ““N/_I_\\N/ ‘-O>\O
> I
?_ Ser — Ser
His His
Freies Enzym Tetraedrisches Intermediat
@]
- RTJJ\O—H — R20H
Asp Asp
o= H o= _ 1
H He S . TH A
\N/_}N/ C|}>\O + H,0 \N/\\N ? o
)—/ Ser 2—/ Ser
His His
Tetraedrisches Intermediat Acylenzym

Abbildung 4.6 Reaktionsmechanismus einer lipasekatalysierten Hydrolyse (Borgdorf, 2005, modifiziert
nach Kazlauskas, 1994, Schmid und Verger, 1998)

Dieser Reaktionsmechanismus erfolgt in zwei Schritten und ist mit dem Mechanismus der
Serin-Proteasen vergleichbar (Dodson und Wlodawer, 1998, Nardini und Dijkstra, 1999,
Jaeger et al.,, 1999). Im ersten Schritt, einer Acylierung, wird nach der Bindung des
Substrates an das katalytische Zentrum des freien Enzyms ein Proton von der
Hydroxygruppe des katalytischen Serins auf die Imidazolseitenkette des katalytischen
Histidins Ubertragen. Die saure Aminosaure der katalytischen Triade interagiert wahrend des
Protonentransfers mit der Imidazolseitenkette und beeinflusst so die richtige Ausrichtung des
Histidins. Durch den Protonentransfer wird aul3erdem die Nukleophilie der Serinseitenkette
gesteigert, wodurch ein nukleophiler Angriff des Serins auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom

des Substrates ermoglicht wird. Es wird ein tetraedrisches Intermediat gebildet, dabei wird
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eine negative Ladung auf das Carbonyl-Sauerstoffatom tbertragen und durch Wasserstoff-
Bruckenbindungen zu den NH-Gruppen das sogenannte ,oxyanion hole® stabilisiert. Durch
den Protontransfer vom Histidinrest auf das Sauerstoffatom der Esterbindung wird ein
Alkohol freigesetzt. Durch die Spaltung der Bindung entsteht ein Acylenzym, bei dem der
Fettsaureteil des Substrates mit dem katalytischen Serinrest verestert ist. Im zweiten Schritt,
der Deacylierung, wird durch Ubertragung eines Protons von einem Wasser-Molekiil auf die
aktive Seite des Serins ein Hydroxid-lon gebildet, welches am Carbonyl-Kohlenstoffatom des
Fettsaureteils des Substrats angreift und zu einem zweiten tetraedrischen Intermediat fuhrt.
Dieser negativgeladene Ubergangszustand wird ebenfalls durch die Ausbildung von
Wasserstoff-Briickenbindungen zum ,,oxyanion hole“ des Enzyms stabilisiert. Zum Schluss
wird ein Proton vom Histidinrest auf das Sauerstoffatom des aktiven Serins Ubertragen,
wodurch die Acylgruppe freigesetzt wird und das Enzym in seiner urspringlichen freien Form
vorliegt und fur einen neuen Reaktionszyklus zur Verfiigung steht (Verschueren et al., 1993,
Derewenda et al., 1994, Grochulski et al., 1994, Egloff et al., 1995, Longhi et al., 1997,
Dodson und Wlodawer, 1998, Lang et al., 1998, Jaeger et al., 1999, Lotti und Alberghina,
2007).
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5 Ausblick

Der Einsatz von Enzympraparationen aus Basidiomyceten im Kasereiprozess als Ersatz fir
die bisher eingesetzten animalischen Enzyme aus der Zungenwurzel von Ziege, Lamm und
Kalb konnte anhand von Enzympréaparationen aus F. velutipes und P. citrinopileatus

erfolgreich umgesetzt werden.

Die Kaseherstellung fand bisher in kleinem Maf3stab statt. Um ein Produkt auf den Markt
bringen zu kdnnen ist daher eine MalistabsvergrofRerung sowohl in Bezug auf die
Enzymproduktion als auch auf den Kasereiprozess selbst unabdingbar. Daher muss das
Kulturvolumen vergréRBert werden. In diesem Zuge ist auch ein geeignetes
Reinigungsverfahren der Enzympraparate aus der Fermentationsbrilhe zu etablieren. Zur
Vermeidung unerwiinschter Fehlaromen durch Bitterpeptide, welche durch Peptidase-
Verunreinigungen der Enzympraparate entstehen konnen, sind umfassende Qualitats-
kontrollen der hergestellten Enzymchargen durchzufuhren. Bisher wurden Kaselaibe der
Kasesorte Weichkase vom Typ Feta hergestellt, in Zukunft sollten die Enzympraparate auch
fir die Herstellung anderer Kasesorten zum Einsatz kommen. Des Weiteren sind die
Stabilitdét und die optimalen Lagerbedingungen der Enzympréaparate zu bestimmen, z.B.
durch den Zusatz von Salz, Glycerol oder durch Lyophilisation, um auch ein entsprechendes
Mindesthaltbarkeitsdatum zu ermitteln.

Die Kultivierungsdauer der Hauptkulturen der Basidiomyceten F. velutipes und P.
citrinopileatus waren mit 14 bzw. 21 Tagen sehr lang. Durch Variation der Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle sowie des pH-Wertes und der Temperatur kbnnen gegebenenfalls kirzere

Kultivierungsperioden und hohere Aktivitaten generiert werden.

Die in dieser Arbeit durchgeflihrte Reinigung der Enzyme aus den Kulturtiberstanden war mit
hohen Aktivitatsverlusten verbunden, in diesem Zuge, sollten Alternativen zur Reinigung
herangezogen werden. Vor allem in Bezug auf das Enzym aus P. citrinopileatus, welches
anhand elektroporetischer Methoden eine molekulare Masse im nativen Zustand von ca.
530 kDa aufwies, ist der Einsatz der Tangentialfluss-Filtration zur Abtrennung von

hohermolekularen Bestandteilen > 300 kDa kontraproduktiv.

Zur genaueren Charakterisierung der mittels SPME-GC-MS/MS generierten Fettsduren
(Essig-, Butter-, Capron-, Capryl- und Caprinsaure) in den mittels Referenzenzym opti-zym
z10uc sowie den Enzympraparationen aus F. velutipes und P. citrinopileatus hergestellten

Kaselaiben konnten weitere Methoden wie die SBSE-TDU-CIS-GC-MS sowie ein interner
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Standard zur Quantifizierung zum Einsatz kommen. Des Weiteren kénnten das gesamte

Aromaprofil der Késelaibe genauer untersucht werden.

Die molekularbiologische Charakterisierung sollte durch eine heterologe Expression der
Zielenzyme in einem geeigneten Organismus vervollstandigt werden. Des Weiteren kdnnten
auf diesem Wege grofRere Mengen der Enzyme generiert werden und somit der Einsatz der
rekombinanten Enzyme im Ka&sereiprozess getestet werden. AnschlieRend wére ein
Vergleich zwischen Késelaiben, die unter Einsatz von Enzympraparationen bzw. unter

Einsatz der rekombinanten Enzyme hergestellt wurden, anzustellen.
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Anhang

7 Anhang
Tabelle 7.1 Verlaufsprotokoll zum Herstellen von Kase
Zeit Schritt Wanne 1 Wanne 2 Wanne 3
Milch einstellen auf
33°C
Zugabe der Kultur | 9:20 9:25 9:30
Lyofast M 036 L
(Tabelle 2.52)
Zugabe der Lipase | + 20 mL +5mL +10mL
Zugabe Calcium + 0,3 mL + 0,3 mL + 0,3 mL
(opti-calc, Tabelle
2.52)
Vorreifen 45 min 45 min 45 min
0 min Zugabe Mikrolab 10:05 10:10 10:15
(opti-lase, Tabelle | 0,51 mL 0,51 mL 0,51 mL
2.52)
16 min Gerinnungszeit
45 min Dickungszeit
45 min Schneiden 11:33 11:47 11:57
50 min/ 60 min Verziehen I‘Ir'gklto min glio min llr_T;kltO min
70 min/ 80 min
90 min Wasserzugabe 12:10 12:30 12:40
1L mit 48°C 12:20 12:40 12:50
Schopfen
10 min Wenden 12:30 12:50 13:00
60 min 13:30 13:50 14:00
120 min 14:30 14:50 15:00
240 min 16:30 16:50 17:00
24 h Abtropfen tber Nacht Uber Nacht uber Nacht
;’ggmzié 03.03.17 | Salzbad 7:40 7:40 7-40
50 min/ 50 min/ 50 min/
20°Baumé/ 15°C | 20°Baumé/ 20°Baumé/
15°C 15°C
Tag 2/ 03.03.17 Natamycin- fig]om ?(r)n?n i?n?n
Tauchbad (opti-cid,
Tabelle 2.52) &
anschl. Abtropfen
Tag 2/ 03.03.17 in Eolie 10:15 10:15 10:15
einschweil3en
30 Tage Reifen bis 04.04.17 bis 04.04.17 bis 04.04.17
bei 10-15°C
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2017_07_20 SEC 16/60 HiLoad 200 pg Standard BioRad 1 mL
[ A1-a6 | ar-an2 [ w9 | azoazs | Anr-ass | aenso | warnar | wasass | arss-aset | mee-nes | A6o-ars | Ate-ns | aes-am |
Myoglobin  Vitamin B12 200
Y-Globulin 17kDa 1,35 kDa
Thyroglobulin ;5 1pa

g

& 0
2 670 kDa 3
g g
= 20 . 2
E Ovalbumin 100 £
5 44 kDa p
S 100 2
o 3
e — 2
M EENNENEN ESNEFSNANNNENNN N E)
10 20 30 40 50 60 70 8 % 00 10 120 130 40 150 160 170 180 90 200 20 220

Time (min) »

Abbildung 7.1: FPLC-SEC-Chromatogramm der Proteinstandards

b)

(bp)

-150
- 100

Abbildung 7.2 DNA-GréRenstandards fiir Agarose-Gelelektrophorese. a) 1 kbp DNA-Leiter, b) 100 bp DNA-
Leiter (extended). Bildquelle: Gebrauchsanweisung, Carl Roth

a) b)
kDa kDa
- 200
- 150 -116.0
- 120
- 100
- 85 - 66.2
- 70
- 60
R— 50 - 450
- 40
- 35.0
- 30
- 25 w— |- 250
- 20
. — - 18.4
8 —— 14.4
- 10
Gel Gel

Abbildung 7.3 ProteingréRRenstandards fir denaturierende SDS-PAGE. a) PageRuler Unstained Protein
Ladder, b) Unstained Protein Molecular Weight Marker. Bildquelle: Product Information Thermo Fisher)
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a) pl b) kDa
B 80
720
w78
545
- 450
272
— 4
6,9 b 148
w— 6,0 -
67
— 5.3
- 52
"
—
w42 1
21
- 35 \

Abbildung 7.4 Standards fur isoelektrische Fokussierung (IEF). a) SERVA IEF-Marker 3-10 liquid mix.
Bildquelle: Manual, Invitrogen b) SERVA Native Marker Liquid Mix for Blue Native and Clear Native
Electrophorese

x10 ¢ [+ TIC Scan 2018-05-16 - 084.a
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5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Ja 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 Is5 I6 37 I8 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 S
Counts vs. Aca (min)

Abbildung 7.5 Alkanreihe mit allen homologen n-Alkanen von C8 bis C26 (40 mg*L'l in Hexan), gemessen
mittels HS-SPME-GC-MS
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x107 [+ TIC Scan 2018-03-16 - 0as.d
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Abbildung 7.6 Fetts&urestandard
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100- 45
43
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= +Scan (14.007 min) 2018-03-16 - 085.D T Fiead to Tal MF=963 RMF=064 ~ Acetic acid

Abbildung 7.7 Massenspektrum von Essigsaure, rot analysierte Substanz, blau NIST-Datenbankident

Essigséaure
100 60
50 73
9 4% 45 55
. |4.0| | 4 | 46 50 53 | 57 61 69 71 |74 87 89
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100-
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[a +Scan (18.480 min) 2018-03-16 - 085.D I Head to Taill MF=920 RMF=920 ~ Butanoic acid

Abbildung 7.8 Massenspektrum von Butterséure, rot analysierte Substanz, blau NIST-Datenbankident

Buttersaure
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100 60
73
50-
41 87
45 55
AN (7 eposer oo [ |
38| | | la4las_a95153 | [ | 6365675971 [) 79818385 |38 97 99 117
31 [ | | |44|4648 5153 |11 50| 6365676971 [} 798183 86[88 97 99
39 4345 55 57 61 87
41
50- 73
100
60
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
= +Scan (23.516 min) 2018-03-16 - 085.D I Head to Tail MF=958 RMF=962 ~ Hexanoic acid

Abbildung 7.9 Massenspektrum von Capronsaure, rot analysierte Substanz, blau NIST-Datenbankident

Capronsaure
1004 60 73
501 101
41 55
84
39 | |45 . 69 ||87 115
2L ez s e o7 gl o3 97 |, 107111 127 144
SEEEANURE 53 [T [T 78 '|| [To1 ™ o7 | 108 [ 125 129 144
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101
504 p 55
73
100
60
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 120 150 160
= +Scan (27.805 min) 2018-03-16 - 085.D T Fead to Tal MF=011 RMF=011 ~ Octanoic acid

Abbildung 7.10 Massenspektrum von Caprylsaure, rot analysierte Substanz, blau NIST-Datenbankident

Caprylséaure

100 3
60 129
50
41 55 -
87
39 45 69 83 101 115 143
53 67 | | 97 | | 172
37011, 4750 S | At I H I by 105 gl [ 121126 [ 135 | 155 f
50 53 | | | | otoag, 1 [" 121 [E 155 172
69 83 g7 115
43 57 71
50
129
100- 60
73
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
[a +Scan (31.666 min) 2018-03-16 - 085.D I Head to Taill MF=945 RMF=951 ~ n-Decanoic acid

Abbildung 7.11 Massenspektrum von Caprinsaure, rot analysierte Substanz, blau NIST-Datenbankident

Caprinsaure
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