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Abstract

Abstract

Industrial waste can have devastating effects on the environment. These pollute soil, water,
and air and have a significant impact on biodiversity, human health, and climate change. Due
to the wide variety of different types of industrial waste, such as gases (CO,, N,), heavy metals,
mineral waste (e.g., dust or ash), and organic residues (e.g., lignin), there are currently
insufficient recycling and recovery options for all types of industrial waste. With the European
Green Deal 2019, the EU has committed to becoming climate neutral by 2050. To achieve this,
the development of a sustainable circular economy and associated recycling strategies require
further advancement. A particular focus is on lignolytic industrial waste. Lignin is produced in
large quantities of around 70 — 100 million tons annually as a by-product of the paper and pulp
industry, of which only 2 % is currently recycled. The maijority is burned for energy. Since Lignin
is a constantly renewable raw material with an aromatic basic structure that can be used in a
wide range of industrial applications due to its complexity and stability, there is particular
interest in finding further modification and degradation options for industrial lignin waste.
Filamentous fungi, especially basidiomycetes, are of particular interest because they produce
a variety of lignin-degrading enzymes such as laccases and peroxidases and may therefore
also be important for the recycling of lignolytic industrial waste.

As part of this work, 180 different filamentous fungi were submerged-cultivated with two
different types of industrial lignin waste, and the resulting culture filtrate was extracted and
subsequently analyzed using HPLC. A comprehensive screening process identified 50 different
fungal strains that survived in the lignolytic industrial waste and degraded Magnesium
lignosulfonate and Kraftlignin consistently. Since the focus was not only on degradation but
also on the activity of lignin-degrading enzymes, qualitative and quantitative enzyme tests were
performed. However, no lignin-degrading enzyme could be isolated, so priority was given to
the isolation and structural elucidation of potential new phenolic substances formed during
lignin degradation. A total of six different fungal strains were identified, including three
basidiomycetes and three ascomycetes, which were able to consistently degrade lignolytic
industrial waste. Eleven potential novel phenolic substances were detected in the culture
filtrate, eight of which were successfully identified using NMR analysis.

Agrocybe pediades produced the two resin acid derivatives 15-hydroxy-7-oxo-dehydroabietic
acid and 16-hydroxy-7-oxo-dehydroabietic acid, which were detected for the first time during
the fermentation of a filamentous fungus in industrial lignin waste. 16-hydroxy-7-oxo-
dehydroabietic acid has not been described in the literature before. Furthermore, toxicity tests
revealed that both substances are less toxic than the precursors, abietic acid and
dehydroabietic acid, which means that they could be used more widely in the future, e.g., in

pharmaceuticals and cosmetics.
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Alternaria alstroemeriae produced the lignan derivative Detetrahydroconidendrine, which is
bioactive against Bacillus brevis. During the fermentation of Coniolariella hispanica, the indole
derivative Methyl indole-5-carboxylate and the isocoumarin derivatives 8,9-Dehydroxylarone
and 5-Carboxymellein were isolated. Another resin acid derivative, 7-oxo-dehydroabietic acid,
was produced by Chaetomium leptoderma and exhibited an inhibitory effect on Bacillus brevis.
The two basidiomycetes Pleurotus pulmonarius and Pleurotus ostreatus produced
anisaldehyde.

These studies have confirmed that filamentous fungi can be successfully used in the
biotechnological valorization of industrial lignin waste. In addition, the biotransformation of
potentially bioactive lignin and resin acid derivatives as well as the secretion of various
secondary metabolites were detected, which could potentially find industrial applications in the

future.
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Zusammenfassung

Industrielle Abfalle kdnnen gravierende Auswirkungen auf die Umwelt haben. Diese belasten
Boden, Wasser sowie Luft und beeinflussen maf3geblich die Biodiversitat, die Gesundheit der
Menschen sowie den Klimawandel. Aufgrund der Anzahl unterschiedlicher Industrieabfalle,
wie z.B. Gase (CO2, N), Schwermetalle, mineralische Abfalle, beispielsweise Staub oder
Asche, aber auch organische Reststoffe, wie z.B. Lignin, gibt es bislang nicht fir alle
Industrieabfalle ausreichende Recycling- bzw. Verwertungsmaglichkeiten. Mit dem European
Green Deal 2019 hat sich die EU verpflichtet bis 2050 klimaneutral zu werden. Um dies zu
erreichen, muss die Entwicklung einer nachhaltigen Kreislaufwirtschaft und damit
einhergehende Recyclingstrategien weiter geférdert werden. Im besonderen Fokus steht dabei
lignolytischer Industrieabfall. Lignin entsteht jahrlich in der Papier- und Zellstoffindustrie in
grolen Mengen von ca. 70 — 100 Mio. Tonnen als Nebenprodukt, wovon derzeit nur ca. 2 %
recycelt werden. Der Uberwiegende Teil wird zur Energiegewinnung verbrannt. Da es sich um
einen stetig nachwachsenden Rohstoff mit aromatischer Grundstruktur handelt und dieser
aufgrund seiner Komplexitat und Stabilitdt industriell vielfaltig einsetzbar ist, besteht
besonderes Interesse daran weitere Modifikations- bzw. Degradationsmdglichkeiten fur
industrielle Ligninabfalle zu finden. In besonderem Fokus stehen dabei filamentose Pilze,
darunter vor allem Basidiomyceten, da diese eine Vielzahl an Lignin-degradierenden
Enzymen, wie z.B. Laccasen und Peroxidasen produzieren, weshalb diese bei der Verwertung
lignolytischer Industrieabfélle ebenfalls von Bedeutung sein kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 180 verschieden filamentdse Pilze in zwei verschiedenen
industriellen Ligninabfallen kultiviert und das daraus resultierende Kulturfiltrat extrahiert und
im Anschluss mittels HPLC analysiert. Anhand des umfassenden Screening-Verfahrens
konnten 50 verschiedene Pilzstamme identifiziert werden, welche in den lignolytischen
Industrieabfallen, Magnesium-Lignosulfonat und Kraftlignin, Gberlebten und eine Degradation
dieser aufwiesen. Da neben der Degradation auch die Aktivitat der Lignin-degradierenden
Enzyme im Fokus stand, wurden sowohl qualitative wie auch quantitative Enzymtests
durchgefuhrt. Im Zuge dieser Arbeit konnte jedoch kein Lignin-degradierendes Enzym
erfolgreich isoliert werden, sodass die Prioritdt auf der Isolierung und Strukturaufklarung
potenziell neuer phenolischer Substanzen, welche, wahrend der Lignindegradation entstehen,
lag. Insgesamt konnten sechs verschiedene Pilzstdmme, darunter drei Basidiomyceten und
drei Ascomyceten identifiziert werden, welche konstant die lignolytischen Industrieabfalle
degradieren konnten und wobei potenziell 11 neue phenolische Substanzen im Kulturfiltrat

detektiert wurden.
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Insgesamt konnten 8 der isolierten Substanzen erfolgreich mittels NMR-Analyse identifiziert
werden. Agrocybe pediades produzierte die zwei Harzsaure-Derivate 15-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure und 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure, welche erstmals durch
Kultivierung eines filamentdsen Pilzes in industriellem Ligninabfall detektiert werden konnten.
Die Substanz 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure wurde zudem zuvor noch nicht in der
Literatur beschrieben. Anhand durchgeflihrter Toxizitats-Assays konnte auRerdem gezeigt
werden, dass beide Substanzen weniger toxisch sind als die Ausgangssubstanzen Abietin-
bzw. Dehydroabietinsdure, wodurch diese zukinftig z.B. in der Pharmazie sowie in der
Kosmetikbranche verstarkt einsetzbar waren. Alternaria alstroemeriae produzierte das Lignan-
Derivat Detetrahydroconidendrin, welches bioaktiv gegenulber Bacillus brevis ist. Bei der
Kultivierung von Coniolariella hispanica konnte das Indol-Derivat Methylindol-3-Carboxylat
sowie die Isocumarin-Derivate 8,9-Dehydroxylaron und 5-Carboxymellein isoliert werden. Ein
weiteres Harzsaure-Derivat, 7-oxo-Dehydroabietinsdure, wurde von Chaetomium leptoderma
produziert und wies zudem ebenfalls eine inhibitorische Aktivitat gegenlber Bacillus brevis auf.
Die zwei Basidiomyceten Pleurotus pulmonarius und Pleurotus ostreatus produzierten
Anisaldehyd.

Die vorliegende Arbeit beweist, dass filamentdse Pilze bei der biotechnologischen Verwertung
von industriellem Ligninabfall erfolgreich eingesetzt werden kdnnen. Zudem konnte sowohl die
Biotransformation von potenziell bioaktiven Lignin- und Harzsdure-Derivaten sowie die
Sekretion verschiedener Sekundarmetabolite nachgewiesen werden, welche potenziell

zukunftig in der Industrie Anwendung finden kénnten.
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1. Einleitung
1.1 Lignin als alternativer Rohstoff fiir eine nachhaltige Zukunft

Der Klimawandel, welcher Uberwiegend im Zusammenhang mit der Nutzung fossiler Rohstoffe
als Brennstoffe steht, zahlt zu den gréRten Herausforderungen unserer Zeit. Das
Intergovermental Panel on Climate Change (IPCC) prognostizierte 2021, dass sich die
Erdoberflache im Vergleich zur vorindustriellen Zeit bis 2100 um 1,4 °C — 4,4 °C erwarmen
wird (IPCC, 2021). Die Hauptursache dafur sind Treibhausgase, die zum einen naturlichen
Ursprungs sind, aber auch durch unser menschliches Handeln entstehen. Allen voran
Kohlenstoffdioxid (CO.), aber auch Distickstoffmonoxid (N2O) und Methan (CH4) tragen
malfdgeblich zur Erderwadrmung bei (Joos und Sarmiento, 1995). Der stetige Anstieg der CO»-
Emission geht vor allem auf die Nutzung fossiler Rohstoffe, wie z.B. Erddl oder Erdgas, zuruck,
insbesondere wenn diese zur Energiegewinnung verbrannt werden. Im Jahr 2023 konnte
bereits ein CO2-Gehalt von mehr als 419 Parts per million (ppm) gemessen werden. Im
Vergleich dazu lag dieser Wert vor der Industrialisierung mit 280 ppm bei etwas mehr als die
Halfte (World Meteorological Organization, 2024).

Die Problematik bezieht sich jedoch nicht nur auf die steigenden Emissionen, sondern auch
auf die begrenzte Verfiigbarkeit der fossilen Ressourcen. Die weltweiten Vorkommen von
Erdodl, das seit Jahrzehnten zur Herstellung von z.B. Kunststoffen, Losungsmitteln oder
chemischen Zwischenprodukten genutzt wird, ist limitiert. Nach aktuellen Berechnungen aus
dem Jahr 2023 wird die vorhandene Menge an Erddl bei gleichbleibendem Verbrauch
voraussichtlich nur noch 40 — 50 Jahre ausreichen. Zudem wird es mit der Zeit immer schwerer
und teurer werden, die verbleibenden Erddl-Ressourcen zu erschlieen (IEA, 2023; Murray
und King, 2012). Die doppelte Belastung aus Klimawandel und Ressourcenknappheit,
verdeutlicht die Notwendigkeit auf langfristig nachhaltige Alternativen umzusteigen.

Um den Ubergang zu einer klimaneutralen, ressourcenschonenden Wirtschaft zu schaffen, ist
die Entwicklung neuer Materialien auf Basis alternativer, biobasierter Rohstoffe von
entscheidender Bedeutung. Dies lenkt den Fokus vor allem auf die Forschung und Anwendung
alternativer Ressourcen. Im Hinblick auf eine nachhaltige Zukunft ist es vor allem wichtig, die
anfallenden Industrieabfélle weitgehend nach dem Prinzip der Kreislaufwirtschaft
wiederzuverwerten (Fetting, 2020; IPCC, 2021; Schoenmakere et al., 2016).

Bei dem Modell der Kreislaufwirtschaft (Circular Economy), welches von Stahel und Reday-
Mulvey in den 1970er Jahren erstmals bei der europaischen Kommission vorgetragen wurde,
geht es im Vergleich zur ,Linear Economy* darum, dass Ressourcen geschont und nachhaltig
genutzt werden. Der Fokus liegt klar auf der Wiederverwendung und Foérderung der

Lebensdauer.
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Wie in Abbildung 1 zu sehen, sollen nicht nur Produkte aus erneuerbaren Ressourcen
erschaffen werden, die langer halten bzw. wiederverwendet werden kénnen, sondern auch die
dabei anfallenden Neben- und Abfallprodukte bleiben Bestandteil des Kreislaufs
(Schoenmakere et al., 2016; Stahel, 2016).

Abbildung 1: Diagramm der Kreislaufwirtschaft nach dem Schweizer Bundesamt fiir Umwelt (2019).

Die Forderung der Kreislaufwirtschaft ist eines der Ziele des europaischen Green Deals, der
2019 von der europaischen Kommission vereinbart wurde. Darin ist festgehalten, dass Europa
bis 2050 der erste klimaneutrale Kontinent werden soll, sodass ab diesem Zeitpunkt keine
Netto-Treibhausgase mehr ausgestolien werden. Im Zuge dessen sind auch Aspekte wie die
Nutzung erneuerbarer Energien, der Schutz der Biodiversitat und eine nachhaltigere
Agrarwirtschaft im Green Deal bericksichtigt (Fetting, 2020).

Ein besonderer Fokus in der nachhaltigen Ressourcennutzung liegt seit Jahren auf dem
Recycling industrieller Neben- und Abfallprodukte. In diesem Zusammenhang gilt Lignin als
vielversprechende Alternative zu fossilen Rohstoffen. Aufgrund des pflanzlichen Ursprungs als
Bestandteil der Lignozellulose (Abb. 2), fallt Lignin in groRen Mengen als Nebenprodukt in der
Papier- und Zellstoffindustrie an (Haile et al., 2021; Vigh, 2023). Die Nutzung industrieller
Nebenprodukte steht auch im Fokus der Kreislaufwirtschaft, um mit biobasierten Ressourcen
die Industrie nachhaltig und klimabewusst zu verandern (Schoenmakere et al., 2016). Durch
die komplexe, aromatische Struktur hat Lignin eine groRe chemische Ahnlichkeit zu einer
Vielzahl an Verbindungen, die erdodlbasierten Ursprungs sind. Daher eignet sich Lignin
besonders fur die Herstellung nachhaltiger Materialien (Upton und Kasko, 2016). Biobasierte
Ausgangsstoffe koénnten in Zukunft fossile Rohstoffe in vielen Bereichen, wie z.B. der
chemischen Industrie, ersetzen.

Im  Hinblick auf die Nachhaltigkeit existieren bereits erste industrielle
Anwendungsmoglichkeiten, wie z.B. die Verwendung bei der Herstellung von nachhaltigen
Kunststoffen oder Chemikalien (Rinaldi et al., 2016). Auch die elektrochemische Umwandlung
von Lignin in Vanillin, wie von Zirbes et al. 2020 gezeigt, ertffnet neue Perspektiven fur eine

ressourcenschonende Zukunft.
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1.2 Lignin — ein natirlich vorkommendes Biopolymer

Lignin ist neben Zellulose und Hemizellulose Bestandteil jeder pflanzlichen Zellwand und bildet
zusammen mit diesen, die so genannte Lignozellulose (Abb. 2), welche Hauptbestandteil (ca.
70 %) der pflanzlichen Biomasse ist (van Maris et al., 2006). Es ist das Zweithaufigste naturlich
vorkommende Biopolymer nach Zellulose und tragt vor allem zur Stabilitat und Festigkeit der
Pflanze bei, schitzt sie gleichzeitig aber auch vor mikrobiellen Angriffen und Abbau sowie
oxidativem Stress. Des Weiteren unterstitzt Lignin den Wasser- und Nahrstofftransport
innerhalb der Pflanze Uber weite Strecken, da es durch seine hydrophoben Eigenschaften den
Austritt dieser aus den Leitbahnen verhindert (Whetten und Sederoff, 1995; Sarkanen et al.,
1971; Funaoka et al., 1995).

Lignin ist zudem biologisch abbaubar und fungiert auch als Antioxidationsmittel oder UV-
Absorber (Lin et al., 2021). Die exakte Zusammensetzung von Zellulose, Hemizellulose und
Lignin ist abhangig von den jeweiligen Pflanzen und ihrer Herkunft. Im Allgemeinen enthalten
Harthdlzer 40 — 55 % Zellulose, 24 — 40 % Hemizellulose und 18 — 25 % Lignin, Weichhdlzer
hingegen ca. gleich viel Zellulose und Hemizellulose wie Harthdlzer jedoch mit 25 — 35 % mehr
Lignin. Insgesamt bestehen 15 —30 % der gesamten Lignozellulose aus Lignin (Abb. 2)
(Thakur und Thakur, 2015; Erfani Jazi et al., 2019).

Lignocellulosic biomass

Plant cell

¢

emicellulose (25-35 wt%)

VAR TR IR IRy
Y K ¢ A

()

Lignin (15-20 wt%)

Microfibril ; o Qﬂﬂe>
e Ve d
Macrofibril TR
. } A
o > RO =P by
XS REDAKY

Abbildung 2: Struktureller Aufbau der Lignozellulose mit Fokus auf die Einzelkomponenten Zellulose,
Hemizellulose und Lignin (Bertella und Luterbacher, 2020).
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Lignin selbst ist ein komplexes, wasserunlosliches, dreidimensionales, aromatisches Netzwerk
(Funaoka et al., 1995). Es besteht aus den drei Phenylpropanoid-Einheiten p-Coumaryl-,
Coniferyl- und Synapylalkohol (Abb. 3), welche Uber Kohlenstoff-Kohlenstoff (C-C) oder
Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen  (Ether-Bindungen (C-O-C)) miteinander radikalisch
verknupft werden. Die haufigste Verknipfung ist die B-O-4 Verknupfung (> 50 %)
(Boudet et al., 1995; Whetten und Sederoff, 1995).

Durch Sekundarreaktionen wahrend der Polymerisierung entsteht die Verknipfung zwischen
Lignin und Hemizellulose (Kirk & Farrell, 1987). P-Coumaryl ist die Vorstufe fir die p-
Hydroxyphenyl-Einheit (H), Coniferylalkohol fir die Guaiacyl-Einheit (G) und der
Synapylalkohol fir die Syringyl-Einheit (S) (Abb. 3). Die Zusammensetzung der einzelnen
Monolignol-Einheiten G, S und H variiert von Pflanze zu Pflanze. Weichhdlzer haben den
groéfdten Lignin-Anteil, wobei dieses Uberwiegend aus G-Einheiten besteht, wahrend Harthdlzer
Uber eine Mischung aus G- und S-Einheiten verfligen. Graser wiederum bestehen
Uberwiegend aus G-Einheiten, erganzt durch H- und S-Einheiten (Faix, 1991; Calvo-Flores
und Dobado, 2010; Martinez et al., 2005).

OH OH OH
/O /O O\
= = =
HO HO HO
p-coumaryl alcohol coniferyl alcohol sinapyl alcohol

Abbildung 3: Chemische Struktur der Phenylpropanoid-Einheiten des nativen Lignins (Erfani Jazi et al.,
2019). Abgebildet sind von links nach rechts p-Coumaryl-Alkohol (H-Einheit), Coniferyl-Alkohol (G-Einheit) und
Sinapyl-Alkohol (S-Einheit).

Das Biopolymer Lignin ist ein nachwachsender Rohstoff, welcher ca. 30 % des organischen
Kohlenstoffs weltweit ausmacht und einen hohen Anteil an Aromatizitat besitzt (Upton und
Kasko, 2016). Durch elektro- oder thermochemische, photokatalytische oder biologische
Verfahren kann Lignin abgebaut und bereits in eine Vielzahl von Chemikalien und Polymeren
bzw. Werkstoffen umgewandelt werden. Dennoch ist es nach wie vor das am wenigsten
genutzte erneuerbare aromatische Polymer, sodass es von besonderem Interesse ist, neue
Aufschluss- und Anwendungsmdglichkeiten zu erforschen (Rinaldi et al., 2016; Gan et al.,
2022).
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1.3 Industrielle Lignine und ihre Anwendung

Aufgrund der steigenden Bevdlkerungszahl und der damit stetig zunehmenden Nachfrage
nach Chemikalien, Kraftstoffen und anderen mehrwertigen Produkten ist es von Interesse flr
die Herstellung dieser, Lignin, welches eine nicht essbare, kohlenstoffneutrale, stetig
nachwachsende Bioressource ist, anstelle von fossilen Rohstoffen zu verwenden
(Rinaldi et al., 2016). Lignin kann durch verschiedene, Uberwiegend chemische
Delignifizierungsprozesse, wie z.B. das Sulfit- oder Sulfatverfahren, aus Holz-, Pflanzen- oder
Agrarabfallen gewonnen werden und ist aufgrund seiner Vielfaltigkeit in den letzten Jahren
innerhalb der Industrie in den Fokus als erneuerbare aromatische Alternative zu fossilen
Rohstoffen fur die Synthese nachhaltiger Biomaterialien gertckt (Vasquez-Garay et al., 2021;
Gillet et al., 2017; Lupoi et al., 2015).

Vor allem die Papier- und Zellstoffindustrie, welche das Lignin von der Zellulose abtrennen,
um diese weiter zu verwenden, produzieren jahrlich weltweit ca. 100 Millionen Tonnen
Ligninabfall, der derzeit Uberwiegend verbrannt wird. Lediglich etwa 2 % werden verwendet,
um hoherwertige Produkte zu produzieren (Tanase-Opedal et al., 2019; Gosselink et al.,
2004).

Lignin ist biologisch abbaubar, thermisch stabil und vielfaltig einsetzbar, wie z.B. in
Epoxidharzen, Verbundwerkstoffen, Kohlenstofffasern oder aber auch als Elektrodenmaterial.
Darliber hinaus ist es glinstig in groRen Mengen verfligbar, sodass seine Verwendung
zukunftig nicht nur wirtschaftliche Vorteil bieten, sondern auch zur Reduktion klimarelevanter
COz-Emissionen beitragen kann. Aufgrund seiner vielen verschiedenen aliphatischen und
auch aromatischen Hydroxylgruppen eignet sich Lignin hervorragend fur chemische
Anwendungen wie z.B. bei Materialanwendungen (Upton und Kasko, 2016).

Jedoch ist die Ligninstruktur nicht immer gleich, was eine standardmaflige Anwendung
erschwert. Abhangig vom Ursprung des Holzes sowie des Aufschlussverfahrens, verandert
sich die Ligninstruktur, (Kun und Pukanszky, 2017; Mimini et al.,, 2019; Li und Ragauskas,
2012; Vasquez-Garay et al,, 2021). Aktuell existieren vier industrielle Methoden zur
Aufreinigung von Lignin, welche sich dahingehend differenzieren, ob das Endprodukt Schwefel
enthalt oder nicht.

Beim Sulfit-Verfahren, welches das alteste Verfahren ist, wird das Lignin durch die Sulfonat-
Bildung gespalten und herausgeldst. Dies kann unter sauren (pH 1 — 2), neutralen (pH 5 —-7)
oder alkalischen (pH 9 - 13,5) Bedingungen stattfinden, wobei abhangig vom pH-Wert
unterschiedliche Kationen (Ca?*, Mg?*, Na* oder NH*") eingesetzt werden. Das Lignin wird zu
einem wasserldslichen Salz der Ligninsulfonsaure und die Hemizellulose wird entweder zu
Zucker umgewandelt oder verbleibt zusammen mit der Zellulose als Faser zurlick. Der so
entstehende helle Zellstoff wird ausschlieRBlich fur die Herstellung von Papier oder

Chemiezellulose verwendet (Chakar und Ragauskas, 2004).
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Die entstehenden Lignosulfonate enthalten 3,5-8 Gew.-% Sulfat, haben ein
Molekulargewicht von weniger als 15.000 g/mol, sind wasserléslich und werden z.B. zur
Herstellung von Tensiden, Adsorbentien und Pestiziden verwendet (Rico-Garcia et al., 2020;
Aro und Fatehi, 2017; Upton und Kasko, 2016; Eraghi Kazzaz und Fatehi, 2020).

Das Sulfat-Verfahren, auch Kraft-Prozess genannt, ist das weltweit dominierende Verfahren,
wobei jahrlich ca. 150 Millionen Tonnen Kraftzellstoff entstehen. Der Aufschluss des Lignins
aus dem Kraftzellstoff erfolgt mittels Natriumsulfit (Na>S) und Natronlauge (NaOH) (pH-
Wert > 10) bei 165 — 175 °C in einem Kessel mit Hochdruckdampf Gber mehrere Stunden. Die
daraus resultierende Schwarzlauge enthalt Hemizellulose und Lignin, wobei letzteres durch
eine anschlieende Saurefallung oder Ultrafiltration abgetrennt werden kann (Li und
Takkellapati, 2018; Rinaldi et al., 2016; Zhang et al., 2020). Das daraus resultierende
Kraftlignin ist derzeit die grofite Quelle nachwachsender Biotreibstoffe in Finnland und
Schweden, da die Chemikalien (Na;S & NaOH) zurtickgewonnen und dabei Strom erzeugt
wird. Daher ist Kraftlignin kommerziell nur wenig verfligbar. Die Anwendung bei der Herstellung
von hdherwertigen Chemikalien ist durch die komplexen Eigenschaften, vermehrte Anzahl an
konjugierten C-C-Bindungen sowie die stabile Verknupfung, ebenfalls erschwert (Evstigneyev
und Shevchenko, 2020; Rinaldi et al., 2016). Kraftlignin hat ein Molekulargewicht von maximal
25.000 g/mol und einen Schwefelanteil von 1 — 3 Gew.-% und ist zudem hydrophob (Eraghi
Kazzaz und Fatehi, 2020). Kraftlignin wird z.B. in Dungemitteln, Harzen, Kohlenstofffasern und
Bindemittel verwendet. Aber auch hochwertige Chemikalien, wie z.B. Vanillin, Chinin, Aldehyde
oder Fettsauren kdnnen daraus hergestellt werden (Bajwa et al., 2019).

Des Weiteren gibt es noch den Soda- und Organosolv-Prozess. Beim Soda-Prozess werden
Uberwiegend Ausgangsmaterialien verwendet, die keinen Holzbestandteil haben. Die
Biomasse wird dabei mit NaOH und Anthrachinon behandelt, welches die Delignifizierung
begunstigt. Somit ist Soda-Lignin insgesamt reiner und hat keine Schwefelanteile im Vergleich
zum Kraftlignin oder Lignosulfonat (Doherty et al., 2011; Vishtal und Kraslawski, 2011). Durch
die hydrolytische Spaltung verfallt das Lignin aul’erdem in kleinere Fragmente, welche
chemisch nahezu unverandert sind (Windeisen und Wegener, 2012).

Beim Organosolv-Prozess wird das Lignin mit einem organischen Ldsungsmittel wie z.B.
Ethanol, Methanol oder Aceton und einem Saure-Katalysator (z.B. Salzsaure) oder
organischen Sauren (z.B. Ameisensaure) behandelt, wodurch die Struktur des
aufgeschlossenen Lignins dem des nativen stark ahnelt. Organosolv-Lignin hat ebenfalls keine
Schwefelanteile und ist reiner als Kraftlignin oder Lignosulfonat. Mit einem Molekulargewicht
von weniger als 5000 g/mol ist es das kleinste aller in der Industrie aufgeschlossenen Lignin-
Arten (Eraghi Kazzaz und Fatehi, 2020; Vishtal und Kraslawski, 2011). Ein wesentlicher Vorteil
dieser Methode besteht darin, dass alle drei Komponenten der Lignozellulose, Zellulose,

Hemizellulose und Lignin, isoliert werden kénnen (Kumar et al., 2009).
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Des Weiteren existieren noch mechanische- (z.B. Mahlen) und andere industrielle Prozesse,
wie z.B. Pyrolyse oder Dampfexplosion, welche derzeit jedoch noch nicht in grokem Malstab
in der Industrie zum Einsatz kommen (Upton und Kasko, 2016). Da bei allen klassischen
Verfahren viele nicht verwertbare Nebenprodukte, verunreinigtes Abwasser sowie nur eine
geringe Menge an verwertbarem, nicht vollstandig reinem Lignin entstehen, steht die Suche
nach Alternativen im Fokus der Wissenschaft. Enzymatische Verfahren sind dabei von
besonderem Interesse, da sie unter milden Reaktionsbedingungen ablaufen, als
umweltfreundlich gelten und potenziell kosteneffizient eingesetzt werden kénnen (Brebu und
Vasile, 2010; Bugg et al., 2011; Bajwa et al., 2019).

1.4 Lignin-degradierende Mikroorganismen im Uberblick

Das aromatische Biopolymer Lignin ist ein wesentlicher Bestandteil der Lignozellulose in
pflanzlichen Zellwanden. Dort tragt es zur Standfestigkeit bei, schitzt die Pflanze vor
mikrobiellen Attacken und erméglicht durch seine hydrophoben Eigenschaften den
Wassertransport (Hammel, 1997; van Maris et al., 2006). Der Lignin-Anteil variiert je nach
Pflanzenart und besteht aus verschiedenen Verkniipfungen der Phenylpropanoid-Monomere.
Aufgrund der dadurch bedingten Komplexitat ist Lignin nur schwer abbaubar (Boudet et al.,
1995; Whetten und Sederoff, 1995). Einige aerobe Mikroorganismen, wie z.B. flamentdse
Pilze, darunter in erster Linie die Basidiomyceten, aber auch Bakterien kénnen das
Ligningerust angreifen und degradieren (Kirk und Farrell, 1987). Der mikrobielle Abbau des
Lignins ist in der Natur von entscheidender Bedeutung, denn ohne ihn wirde der Boden durch
die abgestorbenen Pflanzen dauerhaft verholzen, was einen negativen Effekt auf die
Fruchtbarkeit des Bodens und somit auch auf die Bewirtschaftung hatte (Hammel, 1997).

Vor allem Weil3faulepilze, wie z.B. Phanerochaete chrysosporium, zugehdrig zu den
Basidiomyceten, sind dafiir bekannt Lignin abzubauen. Sie kdnnen das Lignin sowohl selektiv
als auch parallel zu den anderen Zellwandbestandteilen, Zellulose und Hemizellulose,
abbauen (Martinez et al., 2005). Sie greifen dabei enzymatisch Uberwiegend die nicht
kondensierten aromatischen Einheiten des Ligninpolymers an. Ligninperoxidasen, Laccasen,
Manganabhangige Peroxidasen und versatile Peroxidasen sind die am haufigsten
nachgewiesenen extrazellularen Enzyme der Basidiomyceten, insbesondere der
Weil¥faulepilze (Kirk et al., 2018; Bugg et al., 2011). Eine etwas andere Abbaumechanismus
findet durch die Braunfaulepilze, wie z.B. Gloeophyllum trabeum statt, welche nur etwa 7 %
der holzzersetzenden Basidiomyceten ausmachen. Sie greifen Gberwiegend die Zellulose- und
Hemizellulose-Anteile der Pflanze Uber Hydrolyse an, kénnen aber auch teilweise das Lignin
direkt oxidieren und somit modifizieren. Sie sind dafir bekannt, Lignin mit Hydroxy-Radikalen
anzugreifen, welche durch die Fenton-Reaktion entstanden sind (Jensen etal, 2001;
Hammel et al., 2002; Arantes et al., 2011; Bugg et al., 2011).
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Manche Bakterien konnen ebenfalls Lignin abbauen, die bekanntesten sind die
Aktinomyceten, a-Proteobakterien und y-Proteobakterien. Der Ligninabbau durch Bakterien ist
weniger erforscht als der pilzliche Abbau, dennoch ist bekannt, dass die Bakterien ahnliche
extrazellulare Enzyme verwenden wie die filamentésen Pilze und dabei vor allem Laccasen
zum Einsatz kommen (Bugg et al., 2011; Mathews et al., 2015).

Innerhalb der vy-Proteobakterien gibt es einige Lignin-abbauende Bakterien, wie z.B.
Pseudomonas fluorescens, welches eine Ligninperoxidase produziert oder Escherichia coli,
welches Laccasen produziert. Innerhalb der Aktinomyceten, die Lignin verandern kénnen, aber
nicht ganzlich degradieren (Kirk und Farrell, 1987; Whetten und Sederoff, 1995), gibt es
mehrere Arten, die Laccasen, Lignin- und Manganabhangige Peroxidasen produzieren. Dabei
hervorzuheben ist vor allem die Gattung Streptomyces mit z.B. S. viridosporus und S. griseus
(Janusz et al., 2017; Tian et al., 2014).

1.4.1 Charakterisierung des Basidiomyceten Agrocybe pediades

Der Saprobiont Agrocybe pediades, auch als raustieliger Ackerling bekannt, erstmals
beschrieben 1889 von Fayod, wurde im Rahmen dieser Arbeit eigenstandig isoliert und
molekularbiologisch identifiziert (6.1). A. pediades gehdrt zur Klasse der Agaricomycetes,
innerhalb dieser zur Ordnung der Agaricales und zur Familie der Strophariaceae. Er ist
hauptsachlich in Waldern und auf Weiden zu finden, kann aber auch in anthropogenen
Gebieten, wie z.B. begriinten Stralienrandern gefunden werden. Er tritt allein auf oder zu
mehreren und ist Uberwiegend im Sommer zu finden, kann aber in warmen Klimazonen auch
ganzjahrig gefunden werden. Urspriinglich entdeckt wurde er in Europa, ist aber auch in
Nordamerika sowie in Asien, der Karibik und Siidamerika auffindbar. A. pediades verflgt Uber
ein 10 — 20 mm breiten, halbkugelférmigen, glatten bis leicht runzeligen Hut, welcher in
nassem Zustand eine gelbliche Farbung aufweist. Die Lamellen sind ebenfalls gelblich und
ganzrandig. Auch der zylindrische Stiel weist eine gelbliche Farbung auf. Das monomitische
Hyphensystem enthalt 2 — 3 uM breite, septierte, miteinander verzweigte generative Hyphen.
Die Basidien sind etwa 21 — 32 uM x 7 — 10 yM grof3, clavat, tetra-sterigmatisch und sind zwei-
oder viersporig. Die darin enthaltenen Basidiosporen sind ellipsoid, enthalten eine Keimpore
und haben eine rostbraune Farbung (Acharya et al., 2017; Calacga et al., 2020).

Agaricales Arten sind vor allem bekannt dafiir, dass sie lignozellulosehaltige Bestandteile
besiedeln und eine Vielzahl an lignolytischen Enzymen, wie z.B. Laccasen, besitzen und somit
eine entscheidende Rolle im biologischen Ligninabbau spielen (Azaetal., 2021; Ruiz-
Duenas et al., 2021).
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1.4.2 Charakterisierung des Ascomyceten Alternaria alstroemeriae

Die Gattung Alternaria umfasst pathogene, endophytische und saprophytische Pilzarten, die
eine Vielzahl an verschiedenen Substraten, wie z.B. Pflanzen, Tiere oder verschiedene Boden
besiedeln kdnnen. Verschiedene Alternaria Arten treten vor allem als Pflanzenpathogene auf
und verursachen Ernteausfalle von erheblichem Ausmall. Des Weiteren kénnen sie auch
schadlich flir den Menschen sein und verschiedene negative Gesundheitszustiande auslésen
(Woudenberg et al., 2013).

Alternaria alstroemeriae wurde erstmals 2008 von Simmons & Hill in Japan entdeckt und aus
einer infizierten Pflanze isoliert (Simmons, 2007). A. alstroemeriae verursacht die
Schwarzflecken-Krankheit bei Alstroemeria (Inkalilie), welche ursprunglich aus Sudamerika
kommt, jedoch mittlerweile in Japan kultiviert wird (Yamagishi et al., 2009). Alternaria gehdren
zur Klasse der Dothideomycetes, innerhalb dieser zur Unterklasse der Pleosporomycetidae
und zur Ordnung der Pleosporales. Die Konidien von A. alstroemeriae sind etwa
7—-625uMx5-18 yM grol3, eiférmig bis subzylindrisch und haben eine braune bis
dunkelbraune Farbung. Sie werden an einfachen Konidiophoren, welche eine Grélie von ca.
3-32uM x3-5uM haben in Ketten von 2-5 Konidien produziert. Die sekundaren
Konidiophoren sind oftmals kurz und haben nur 1 — 2 Zellen. Diese Eigenschaften sowie die
Fahigkeit der Sporulation unter Wasser in Agarsubstraten unterscheidet diese von allen

anderen der Gattung Alternaria (Simmons, 2007; Yamagishi et al., 2009).

1.4.3 Charakterisierung des Ascomyceten Coniolariella hispanica

Coniolariella hispanica wurde urspringlich im Jahr 2003 als Endophyt aus den Blattern des
Feld-Mannstreu (Eryngium campestre) in Spanien von Checa und Blanco isoliert (Checa et al.,
2008). Er gehort zur Klasse der Sodariomycetes und innerhalb dieser zur Ordnung der
Xylariales der Familie der Xylariomycetidae. C. hispanica ist cleistokarp, was bedeutet, dass
die dunklen Ascosporen passiv freigesetzt werden, wenn die sie einschlieRende Stromata-
Wand zerfallt. Die Asci sind kurzstielig und enthalten 8 Ascosporen, die zweireihig angeordnet
sind. Die Ascosporen sind ca. 16 —17,5 uMx 9 —-9,5 uyM grof3, glatt und ellipsoid bis
ungleichseitig, sie enthalten aulRerdem einen Keimschlitz. Der Anamorph ist im jungen
Entwicklungsstadium des Stromata beobachtbar und die Konidien sind meist
55—-12mm x 3 —4 mm groB, hyalin und variabel in Gré3e und Form (Checa et al., 2008;
Zare et al., 2010). Xylariales sind dafir bekannt, dass sie Holz und andere pflanzliche
Komponenten abbauen kénnen und dabei vor allem Weil3faule bedingen (Nilsson und Daniel,
1989).
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1.4.4 Charakterisierung des Ascomyceten Chaetomium leptoderma

Zur Klasse der Sodariomycetes und innerhalb dieser zur Ordnung Sodariales und zur Familie
Chaetomiaceae gehort die Art Chaetomium, wozu auch die Spezies Chaetomium leptoderma
zahlt. Sie haben Kleistothecien mit ellipsoiden bis zitronen-férmigen, einzelligen Ascosporen,
welche wiederum Uber eine einzelne Keimspore verfligen. Die Asci entwickeln sich nicht
synchron und l|6sen sich zur Freisetzung der Sporen auf. Charakteristisch fir alle
Chaetomiaceae sind die Peridialhaare, welche auch C. leptoderma besitzt, der erstmals von
Greif und Currah 2007 beschrieben wurde (Greif et al., 2009).

1.4.5 Charakterisierung der Basidiomyceten Pleurotus pulmonarius und
Pleurotus ostreatus

Die Basidiomyceten Pleurotus pulmonarius und Pleurotus ostreatus gehoren, ebenso wie
A. pediades zur Klasse der Agaricomycetes und der Ordnung Agaricales. Innerhalb dieser
zahlen die zwei erstgenannten Pilze zur Familie der Pleurotaceae. Sie gehéren aullerdem zu
den essbaren lignolytischen Pilzen, welche auch von biotechnologischer und okologischer
Bedeutung sind. Pleurotus Arten sind daflir bekannt, dass mit Hilfe ihrer lignolytischen Enzyme
Agrarabfalle in nutzbares Tierfutter umgewandelt und industrielle Abfalle biologisch abgebaut
werden koénnen. Die saprophytischen Pilze bewachsen aullerdem lignozellulosehaltige
Substrate und konnen aufgrund ihrer vielen verschiedenen Enzyme, wie z.B. Laccasen,
Peroxidasen, Zellulasen usw. ebenfalls Lignin abbauen. P. ostreatus ist einer der am
haufigsten kultivierten essbaren Speisepilze und kommt in der Natur Uberwiegend in den
gemaRigten Zonen vor (Cohen et al., 2002a; Venturella et al., 2015).

P. pulmonarius, auch als grauer Austernpilz bekannt, findet man tberwiegend zu mehreren auf
Stdmmen von Laubbdumen. Der Hut ist etwa 3 —11 cm groRRen, konvex kugelig bis
nierenformig und hat eine braune Farbung. Der Stiel fehlt oftmals oder ist sehr kurz. Das
Hymenophoraltrama ist unregelmafRig und besitzt sklerifizierte Hyphen mit einem
Durchmesser von ca. 5,2 — 7,8 yM. Die Basidiosporen sind subzylindrisch bis zylindrisch,
dinnwandig und haben eine Grélke von 7,5 — 14,5 x 2,5 — 5,0 ym (Venturella et al., 2015).
Pleurotus ostreatus, auch Austernseitling genannt, hat einen 4 — 20 cm grol3en, zungen- bis
spatelférmigen, konvex konisch bis halbkreisformigen Hut mit einer beige bis lila-
schwarzlichen Farbung. Das Hymenophoraltrama ist nicht ganzlich unregelmaflig und besitzt
herablaufende Lamellen. Der Stiel ist nicht ganzlich ausgebildet und seitlich angewachsen.
Die Basidiosporen sind elliptisch, hyalin und etwa 6,2 — 8 x 4 — 6,5 uM grof3. P. ostreatus ist
ebenfalls Uberwiegend in Waldern auf Stdmmen und Stimpfen von Laubbdumen zu finden.

Kann aber auch in Parks gefunden werden (Venturella et al., 2015).
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1.5 Biologischer Abbau von Lignin durch enzymatische Rektionen

Aufgrund der Komplexitat und der Vielzahl an unterschiedlichen Verknipfungen ist Lignin nur
schwer abbaubar. Die Fahigkeit Lignin effektiv abzubauen und zu zersetzen hat sich innerhalb
der holzzersetzenden Basidiomyceten etabliert. Man unterscheidet hierbei zwischen Weil3-,
Braun- und Weichfaule Pilzen. Weiltfaule Pilze sind die haufigsten holzzersetzenden Pilze, da
sie alle drei Bestandteile der pflanzlichen Zellwand (Zellulose, Hemizellulose und Lignin)
degradieren koénnen. Uberwiegend zersetzen sie jedoch das Lignin, sodass eine weise
zellulosehaltige Faser zurlckbleibt, welche zur Namensgebung diente. Braunfaule Pilze,
welche nur 7 % der holzzersetzenden Basidiomyceten ausmachen, bauen die Zellulose und
Hemizellulose ab, sodass das oxidierte Lignin als braune Struktur zurickbleibt. Auch
Ascomyceten konnen Holz besiedeln, dabei kommt es zu einer Veranderung der
mechanischen Eigenschaften des Holzes, welche man auch als Weichfaule bezeichnet
(Martinez et al., 2005; Leonowicz et al., 1999; Kirk und Farrell, 1987).

Pilze verfugen uber einen Enzym-Pool, der es ihnen ermdglicht Lignin bzw. andere
Holzbestandteile zersetzen zu kdnnen. Die am Ligninabbau beteiligten Enzyme der
Basidiomyceten konnen in drei Gruppen eingeteilt werden. Zum einen Enzyme, wie z.B. die
Laccasen und Peroxidasen, welche die Holzbestandteile Zellulose, Hemizellulose und Lignin
direkt angreifen. Die zweite Gruppe umfasst die Enzyme, welche mit der ersten Gruppe
zusammen agieren, aber niemals eigenstandig Holz zersetzen, wie z.B. die
Superoxiddismutase und Glyoxaloxidase. Die letzte Gruppe umfasst Ruckkopplungsenzyme,
wie z.B. die Arylalkohol-Oxidase oder Veratrylalkohol-Oxidase, welche fir die Verbindung von
Stoffwechselketten zustandig sind. Alle drei Enzymgruppen kénnen separat oder miteinander
fungieren (Staszczak et al., 1996).

Weil¥faule Pilze produzieren verschiedene extrazellulare Oxidoreduktasen, wie z.B. Laccasen
(Lcc) und lignolytische Peroxidasen, welche am Ligninabbau beteiligt sind. Laccasen (EC
1.10.3.2) sind Polyphenoloxidasen, welche phenolische Substanzen aufgrund ihres niedrigen
Redoxpotentials direkt mithilfe von Sauerstoff (O2) oxidieren kénnen, wobei O, zu Wasser
(H20) reduziert wird (Abb. 4) (Xu, 1996). Sie gehéren zu den Multikupferoxidasen, da in ihrem
aktiven Zentrum vier Kupferatome (Cu?*) sind. Mithilfe von chemischen Mediatoren wie z.B. 1-
Hydroxy-Benzotriazol (HBT) oder 2,2‘-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS)
kénnen Laccasen auch nicht-phenolische Komponenten oxidieren (Abb. 4). Laccasen sind
substratunspezifisch, wodurch sie eine Vielzahl an verschiedenen Substanzen oxidieren
kénnen, so auch ca. 80 — 90 % der Ligninstruktur (Camarero et al., 2004; Leonowicz et al.,
1999; Bugg et al., 2011).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Laccase- (A) und Laccase-Mediator (B) katalysierten Oxidation
von Substraten (Kaur et al., 2022).

Laccasen kdénnen sowohl native als auch synthetische Ligninpolymere abbauen. Dabei
werden durch die Oxidation aromatische und aliphatische C—C-Bindungen aufgebrochen,
wodurch das Lignin depolymerisiert wird (Eggert et al., 1995). Laccasen sind technisch
vielfaltig einsetzbar, so werden sie schon in der Medizin, Agrarwirtschaft, Weinherstellung oder
in der Papierindustrie erfolgreich verwendet (Singh Arora und Kumar Sharma, 2010). In Form
von Biopulping tragen Laccasen von Weil3faulepilzen dazu bei, dass die Ligninstruktur der
Holzspane vor dem eigentlichen Aufschluss bereits teilweise abgebaut wird (Widsten und
Kandelbauer, 2008). Beim Biobleaching wird das restliche Lignin im Zellstoff durch Laccasen
abgebaut und entfarbt (Call, 1994).

Peroxidasen sind Ham-enthaltende Enzyme, die sowohl phenolische als auch nicht-
phenolische Bestandteile des Lignins abbauen kénnen, wobei Wasserstoffperoxid (H202) und
Veratrylalkohol als Elektronendonor fungieren. Man unterscheidet dabei die Lignin- und
Manganabhangige Peroxidase (LiP & MnP) voneinander.

Bei Ligninperoxidasen (EC 1.11.14), auch Ligninasen genannt, wird Fe(lll) durch H>O, zu
Fe(IV) oxidiert, wobei das Zwischenprodukt | (Fe(IV)=0) entsteht, welches als Radikal fungiert
und das Substrat, z.B. Lignin, angreifen kann. In der nachfolgenden Reduktion durch ein
Elektron aus dem Substrat wird das Zwischenprodukt | zu einem nichtradikalischen Kation
umgewandelt (Zwischenprodukt Il). Durch einen weiteren Elektronentransfer entsteht das
Ausgangsprodukt Fe(lll) (Abb. 5). Im Gegensatz zu den klassischen Peroxidasen kénnen
Ligninperoxidasen aromatische Ringe oxidieren (Hammel und Cullen, 2008; Schick Zapanta
und Tien, 1997).
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Abbildung 5: Darstellung eines katalytischen Zyklus einer Ham-Peroxidase (Sugano und Yoshida, 2021).
AH ist das Substrat z.B. Lignin, A- ist das oxidierte Substrat und oval eingekreist sind die Ham-Zentren des Enzyms.
Innerhalb der Peroxidasen der Weilfaulepilze sind die Manganperoxidasen (EC 1.11.1.13) die
am haufigsten Lignin modifizierenden Peroxidasen. Bei Manganperoxidasen wird zunachst,
wie bei der LiP das Eisen im Zentrum des Enzyms durch H;O; zu Fe(lV)=0O oxidiert
(Zwischenprodukt 1), wobei das Wasserstoffperoxid zu H.O reduziert wird (Abb. 6). Das
Zwischenprodukt | fungiert als Radikal und es kommt zur Oxidation von Mn#* zu Mn3*. Das
dabei entstehende Zwischenprodukt Il hat keine radikalische Funktion mehr. Das chelatisierte
Mn3* fungiert als Redox-Mediator und kann die phenolischen Verbindungen innerhalb des
Lignins angreifen. In einem letzten Schritt wird Mn?* erneut zu Mn3' oxidiert und das
Ausgangsprodukt Fe(lll) dadurch regeneriert (Hofrichter, 2002; Wariishi et al., 1988).

Die Versatile Peroxidase (VP) (EC 1.11.1.16) hingegen besitzt beide katalytische
Eigenschaften, die der Lignin- und der Manganabhangigen Peroxidase, man spricht daher

auch von einem Hybridenzym (Camarero et al., 1999).

Abbildung 6: Darstellung eines katalytischen Zyklus einer Manganabhingigen Peroxidase (Hofrichter,
2002).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Derzeit wird der Grofteil der Industrieabfalle weitestgehend zur Energiegewinnung genutzt
und daher hauptsachlich verbrannt oder vergast, wodurch eine grole Menge an CO:
freigesetzt wird. Dies steht im Widerspruch zur klimaneutralen Umgestaltung industrieller
Prozesse sowie der Ressourcenschonung, die Stahel und Reday-Mulvey bereits in den 1970er
Jahren mit ihrem Modell Circular Economy vorgeschlagen haben. Daher ist es von
besonderem Interesse, flr die zahlreichen anfallenden Industrieabfdlle alternative
Verwertungs- bzw. Anwendungsmoglichkeiten zu finden, um eine nachhaltigere und
ressourcenschonende Zukunft gestalten zu kénnen (Haile et al., 2021; Vigh, 2023; Stahel,
2016).

Im Fokus dieser Arbeit stand dabei die Nutzung industrieller Ligninabféalle, welche
insbesondere in der Papier- und Zellstoffindustrie in grolem Malde anfallen. Die derzeit
haufigste Verwendung des anfallenden lignolytischen Abfalls ist die Verbrennung zur
energetischen Nutzung (Rinaldi et al., 2016). Aufgrund des strukturellen Aufbaus von Lignin
und seine Eigenschaften als erneuerbares Biopolymer bietet es jedoch groRes Potenzial fir
die Anwendung in der Kreislaufwirtschaft. Die biotechnologische Verwertung der industriellen
Ligninabfalle, konnte langfristig nicht nur zur Gewinnung hdherwertiger Produkte genutzt
werden, sondern auch dazu beitragen fossile Rohstoffe, im Sinne einer nachhaltigen Zukunft,
zu ersetzen (Vasile und Baican, 2023; Schutyser et al., 2018).

Ziel dieser Arbeit war es daher, verschiedene filamentdse Pilze dahingehend zu analysieren,
ob sie lignolytische Industrieabfalle degradieren und zugleich dabei verwertbare bzw. weiter
anwendbare Metabolite produzieren kénnen. Der Fokus lag dabei auf den Basidiomyceten, da
diese bekannt dafur sind, viele am Ligninabbau beteiligte Enzyme, wie z.B. Laccasen und
Peroxidasen, zu produzieren. Erganzend wurden auch andere Pilzgruppen wie Ascomyceten
und Endophyten berlcksichtigt, um die Auswahl an madglichen Lignin-abbauenden
Organismen zu erhdhen, wodurch sich mdglicherweise auch die Anzahl an zukunftig potenziell
industriell anwendbaren Metaboliten erhoht.

Ein weiteres Ziel war es, die bei der Kultivierung neu entstandenen Metabolite zu isolieren und
aufzureinigen. Im Anschluss wurden diese chemisch analysiert sowie biologisch naher
charakterisiert, um ihr mdgliches Anwendungspotenzial prifen zu kdnnen. Neben der Analyse
der sekretierten Metabolite stand auch die Untersuchung der bei der Degradation des
industriellen Ligninabfalls beteiligten Enzyme im Fokus. Hierzu wurden verschiedene Enzym-
Assays mit den jeweiligen Kulturfiltraten durchgefihrt, um die Aktivitat der lignolytischen

Enzyme der verschiedenen Pilze naher bestimmen zu konnen.
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2. Material und Methoden
2.1 Chemikalien und Medienbestandteile

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Medienbestandteile wurden von folgenden
Herstellern bezogen: Carl Roth GmbH & Co. KG, Chemikalienlager Universitat Mainz,
Diagonal GmbH & Co. KG, Machery-Nagel, Merck KGaA, New England Biolabs, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Thermo Fisher Scientific und VWR International GmbH.

2.1.1 Wasser

Zur Medienherstellung sowie fir Loésungen wurde, soweit nicht anders vermerkt,
vollentionisiertes Wasser (H2Ove) von der Wasseraufbereitungsanlage Seradest SD 2000
(SERAL-Reinstwasser Systeme GmbH) des Biozentrums |l verwendet. Fir Antibiotika-
Stammlosungen wurde ultrafiltriertes Wasser (H20ur) aus der Milli-Q® IQ 7000 Anlage (Merck)

und flr molekularbiologische Arbeiten wurde Nuklease-freies Wasser (H2Opcr) verwendet.

2.1.2 Antibiotika

Die Antibiotika-Stammlésungen wurden in H>Our geldst, sterilfiltriert und anschlieRend bei
-20°C gelagert.

Tabelle 1: Zur Selektion neu isolierter Pilzstdamme und zur Durchfiihrung biologischer Aktivitatstest
verwendete Antibiotika-Stammlésungen.

Antibiotika Losungsmittel Konzentration
Hygromycin (Hyg) H20ur 100 mg/mL
Penicillin (Pen) H2Our 100 mg/mL
Streptomycinsulfat (Strep) H20ur 100 mg/mL

2.1.3 Losungsmittel

Acetonitril (AcN) HPLC/MS grade | Cyclohexan (CH) pro analysis (p.a.) | Dimethylsulfoxid
(DMSO) p.a. | Ethanol (EtOH) p.a. | Ethylacetat (EA) p.a. | Isopropanol p.a. | Methanol
(MeOH) p.a. | Toluol p.a.

2.1.4 Sauren und Laugen

Ameisensaure (FA)p.a. | Essigsdure (CH3COOH) p.a. | Kaliumchlorid (KCl) p.a. |
Kaliumhydroxid (KOH) p.a. | Natronlauge (NaOH) p.a. | Phosphorsaure (H3POs) 85 % p.a. |
Salzsaure (HCI) p.a. | Trifluoressigsaure (TFA) HPLC/MS grade
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2.1.5 Industrielle Ligninabfalle

Zur Verfigung gestellt wurden die Lignine von der AG Waldvogel, Fachbereich Chemie,

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz.

Kraftlignin (KL): Nadelholz-Kraftlignin Indulin AT, MeadWestvaco, Lot-Nr.: KH22M

Magnesium-Lignosulfonat (LigS): Magnesium-Lignosulfonat, Borregaard, Lot-Nr.: DP- 28238

2.1.6 Losungen, Puffer und weitere Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben beziehen sich die Mengen auf einen Liter Endvolumen. Der
pH-Wert wurde mit HCI oder NaOH bzw. KOH eingestellt.

2.1.6.1 Losungen zur Medienherstellung

Tabelle 2: Fiir die Herstellung von Medien zur Submerskultivierung sowie zum Nachweis von
Enzymaktivitidten verwendete Losungen.

Lésungen Bestandteile
Biotinlésung 100 mg Biotin
Eisenchlorid-Kaliumhexa- 10 g FeClz | 10 g K3[Fe(CN)s]

cyanoferrat (Ill)-L6sung

Natriumhypochlorit-Lésung 416,66 mL 12 % Natriumhypochlorit-Lésung
(5 %)
Nitratsalzldsung (20x) 120 g NaNO3 | 10,4 g KCI | 10,4 g MgSO4 x 7 H20 |

30,4 g KH2PO4
Kraftlignin-Losung (pH 12,0) 100 g Kraftlignin

Spurenelementlosung | 1,7 g CoCl x 6 H2O | 1,6 g CuSO4 x 5 H,0 | 5 g FeSO4 x
(X-Trace) (pH 6,5) 7 H20 | 11 g HsBOs | 5 g MnClz x 4 Hz0 | 50 g Na.EDTA x
2 H,0 | 1,5 g NazMoO4x 2 H;0 | 22 g ZnSO4x 7 H,0

Thiamindichloridlésung 10 g Thiamindichlorid
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2.1.6.2 Puffer fiir molekularbiologische Arbeiten und Enzym-Assays

Tabelle 3: Fiir die Herstellung von genomischen DNA-Extraktionen, anschlieBender Auftrennung mittels
Gelelektrophorese sowie fiir Enzym-Assays verwendete Puffer.

Puffer

Bestandteile

Extraktionspuffer (pH 8,0)

100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0)

TAE-Puffer (50 x) (pH 8,0)
pH-Wert wird mit CH;COOH p.a. eingestellt

TE-Puffer (1x) (pH 8,0)

TE-RNase-Puffer

7,45 g KCI | 0,29 g Na:EDTA x 2 H.O |
1,21 g Tris

4,52 g KH2PO, | 11,6 g KoHPO,

110 mM Na;EDTA x 2 H,O | 2 M Tris

10 mM Tris | TmM NazEDTA x 2 H.0

40 yL RNase (20 mg/mL) | ad 20 mL TE-
Puffer

2.1.6.3 Weitere Chemikalien

Alle gelisteten Chemikalien wurden nach Herstellerangaben oder Bedarf in einem gut I6slichen

Lésungsmittel geldst und je nach Anwendung sterilfiltriert oder direkt verwendet.

Tabelle 4: Fiir die Herstellung von Medien zur Submerskultivierung sowie zum Nachweis von

Enzymaktivitiaten verwendete Chemikalien.

Chemikalien

Losungsmittel

2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-
6-sulfonsaure (ABTS)

H2Ove

5-nitro-1,3-benzodioxol (NBD)

Abietinsaure DMSO
Azur B H2Ove
Dehydroabietinsaure DMSO

Acetonitril p.a.

Katalase Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0)
Poly R H20ve
Wasserstoffperoxid (30 %) Gebrauchsfertig
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2.1.7 Kulturmedien

Zur Sterilisierung wurden die angefertigten Medien, wobei die jeweiligen pH-Werte mit
Natronlauge (NaOH) oder Salzsaure (HCI) zuvor eingestellt wurden, bei 121 °C und 2,1 bar
fur mindestens 20 Minuten (min) autoklaviert. Zur Herstellung von Festmedien wurde vor der
Sterilisation 2 % (w/v) Agar hinzugefugt. Thermoinstabile Zusatze, wie z.B. Antibiotika, wurden
im Anschluss nach Abklhlung des Mediums auf ca. 55 °C steril hinzugefligt. Die jeweiligen

Mengenangaben beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, auf einen Liter Endvolumen.

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

Gebrauchsfertig (Gibco™ Thermo Fisher Scientific)

Hefeextrakt-Malzextrakt-Glukose-Medium (HMG) (pH 5,5)
4 g Hefeextrakt | 10 g Glukose | 10 g Malzextrakt

Kartoffelextrakt-Glukose-Medium (PDA) (pH 6,5)
26,5 g Kartoffel-Glukose-Bouillon

PDA+Pen+Strep
100 mg/L Penicillin | | 200 mg/L Streptomycinsulfat | ad 1 L PDA

Komplett-Medium (CM) (pH 6,5)
1 g Casamino Acids | 2 g Pepton | 1 g Hefeextrakt | 10 g Glukose | 50 mL

Nitratsalzl6sung (20 x) | 1 mL Spurenelementlésung | (X-Trace)

Luria-Bertani-Medium (LB) (pH 7,0)
10 g Pepton aus Casein | 5 g NaCl | 5 g Hefeextrakt

Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) (nach Pointing, 1999)

Die Glukose wird separat angesetzt und sterilfiltriert. Die restlichen Komponenten werden
autoklaviert und im Anschluss wird die Glukose steril hinzugeflgt. Fur Festmedien wurde

1,6 % (w/v) Agar hinzugefugt.

1 g KH2PO4 | 0,5 g C4H12N206 | 0,5 g MgSO4 x 7 H20 | 10 mg CaCl; x 2 H.O | 1 mg CuSOq4 x
5 H20 | 1 mg MnSO4 x H20 | 1 mg Fe2(SO4)s | 10 mg Hefeextrakt | 2 g Glukose

LBM + ABTS
1 g 2,2’-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure (ABTS) | ad 1 L LBM

LBM + Azure B
100 mg Azure B|ad 1 L LBM
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LBM + Kraftlignin-Losung (KL)
25 mL KL-Lésung | ad 1 L LBM

LBM + Magnesium-Lignosulfonat (LigS)
25¢gLigS|ad1LLBM

LBM + Poly-R
200 mg Poly-R |ad 1 L LBM

Minimal-Medium (MM) (pH 6,5)
10 g Glukose | 250 pL Biotinldsung (0,01 %) | 50 mL Nitratsalzlésung | 1 mL

Spurenelementlésung | (X-Trace) | 1 mL Thiamindichloridlésung (1 %)

MM + Magnesium-Lignosulfonat (pH 6,5)

10 g Magnesium-Lignosulfonat | ad 1 L MM

MM + Kraftlignin-Lésung (pH 6,5)
100 mL Kraftlignin-Lésung wird separat autoklaviert | ad 1 L MM

Nutrient-Broth medium (NB) (pH 6,8)
3 g Fleischextrakt | 5 g Pepton

Soja-Medium (pH 6,6)
30 g Bio-Sojamehl (Borchers) | 15 g Maltose | 5 g Pepton

Tryptone-Soy-Broth medium (TSB) (pH 7,3)
17 g Trypton | 5 g NaCl | 3 g Sojapepton | 3 g Fleischextrakt | 2,5 g Glukose | 2,5 g K:2HPO4
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2.1.8 Programme und Software

Die Programme und Software, die wahrend dieser Arbeit verwendet worden sind, sind

nachfolgend tabellarisch gelistet.

Tabelle 5: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Programme und Software.

Programme / Software

Anwendung

Ape V
(©2003 — 2020 M. Wayne Davis)

Darstellung von Sequenzen (z.B. DNA,

Oligonukelotide usw.)

BioRender

(Science Suite Inc., Kanada)

Abbildungen und Vorlagen aus dem Life
Science Bereich sowie Erstellung eigener
Abbildungen

BIOVIA Draw
(©2019 Dassault Systemes)

Darstellung von chemischen Strukturformeln

BLAST

(National Center for Biotechnology
information (NCBI))

Abgleich von Sequenzen (Alignment)

CAS Scifinder”
(©2022 American Chemical Society)

Datenbank chemischer Strukturen und

Anwendungsmoglichkeiten

Image Lab™

(Bio-Rad Laboratories, Inc.)

Visualisierung und Dokumentation von

Agarosegelen

LabSolution 5.99
(©2008-2020 Shimadzu)

Auswertung und Visualisierung von Daten
der analytischen HPLC

LabSolution 5.110
(©2008-2021 Shimadzu)

Auswertung und Visualisierung von Daten

der praparativen HPLC

LabSolution 5.109
(©2008-2021 Shimadzu)

Auswertung und Visualisierung von Daten
der HPLC-MS

NEB-TM-Calculator
(New England Biolabs, Inc.)

Berechnung der Annealing-Temperatur fir

die Polymerase-Ketten-Reaktion

Origin 7.5
(OriginLab Corporation, USA)

Analyse und Darstellung wissenschaftlicher

Daten

PCR Primer Design Tool
(Eurofins Scientific SE)

Design von Oligonukleotiden
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2.2 Organismen

2.2.1 Kultivierte Pilzstamme

Die in der nachfolgenden Tabelle gelisteten Pilzstdmme wurden fir das in dieser Arbeit
durchgefuhrte Screening-Verfahren verwendet. Die Pilze wurden im zweiwochigen Rhythmus
auf neue Nahrmedien Uberimpft und bei 23 °C bzw. 26 °C inkubiert. Sie stammen teilweise
aus der Stammsammlung des Instituts fr Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF) und
der AG Thines. Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Pilze

eigenstandig isoliert.
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Tabelle 6: Organismen und ihre Herkunft. Die Organismen stammen aus der Stammsammlung des IBWF sowie der AG Thines oder wurden zum Teil eigenstandig isoliert. In der
Tabelle befindet sich die jeweilige vergebene Nummer des Pilzstammes sowie ein Kirzel, falls vorhanden. Des Weiteren sind auch die Herkunft und die jeweilige IBWF- bzw.
Kryostocknummer (AG Thines) der Tabelle zu entnehmen. * = Pilzisolat nicht ndher bestimmt. X = IBWF- bzw. Kryostocknummer nicht vorhanden.

IBWF- bzw.
Nummer | Pilzstamm Kiirzel Herkunft Kryostocknummer
1 Serpula himantioides IBWF 05157
2 Leucocoprinus birnbaumii IBWF 16001
3 Gloeophyllum sepiarium IBWF 78002
4 (Neo)-lentinus lepideus IBWF 93071
5 Trametes versicolor IBWF 96287
6 Morchella importuna IBWF A04-91
7 Morchella sp. IBWF A15B-95
8 Xylaria enterogena IBWF A55-2009
9 Tricharina sp. IBWF E00097
10 Epicoccum sp. IBWF E00117
11 Alternaria infectoria IBWF E11032
12 Epicoccum nigrum IBWF E99013
13 Pleosporo-mycetidae IBWF E99050
14 Penicillium sp. IBWF E99105
15 Alternaria alternata IBWF E99230
16 Phaeomoniella chlamydospora Pch BASF 1315 X
17 Phaeoacremonium minimum Pmi BASF 1189 345
18 Fomitiporia mediterranea Fmed BASF 295
19 Eutypa lata Ela IBWF IBWF 160112 bzw. 296
20 Hyphoderma radula IBWF 83001
21 Agaricales IBWF 83021
22 Tyromyces chioneus IBWF 83101
23 Fomitopsis pinicola IBWF 83109
24 Phellinus igniarius IBWF 84066
25 Phellinus igniarius IBWF 84067
26 Fomes fomentarius IBWF 84068
27 Phellinus igniarius IBWF 84070
28 Phellinus sp. IBWF 84073
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IBWF- bzw.

Nummer | Pilzstamm Kirzel Herkunft Kryostocknummer
29 Fomitopsis pinicola IBWF 84074
30 Fomes fomentarius IBWF 84075
31 Daedalea quercina IBWF 84098
32 Trametes gibbosa IBWF 84101
33 Phellinus ferrugineus IBWF 84110
34 Pleurotus drynius IBWF 84113
35 Coprinus radiatus IBWF 84115
36 Armillariella mellea IBWF 84125
37 Laetiporus sulfureus IBWF 85020
38 Coprinellus micaceus IBWF 01077
39 Coprinus sp. IBWF 05004
40 Trametes cinnabarina IBWF 06026
41 Pleurotus o. Pleurocybe IBWF 06033
42 Trametes sp. IBWF 06042
43 Coprinus sp. IBWF 06127
44 Coprinellus micaceus IBWF 09110
45 Crepidotus sp. IBWF 84103
46 Rhodotus palmatus IBWF 84112
47 Agaricles IBWF 84122
48 Amaroposita stiptica IBWF 99117
49 * IBWF 019-86
50 Mortierella IBWF 031-86
51 Mortierella IBWF 033-86
52 Botrytis cinerea IBWF 038-86
53 Botrytis cinerea IBWF 039-86
54 * IBWF 040-86
55 Mortierella IBWF 041-86
56 Purpureocillium lilacinum IBWF 043-86
57 Clonostachys IBWF 046-86
58 Fusarium oxysporum IBWF 049-86
59 * IBWF 055-86
60 Fusarium accuminatum IBWF 065-86
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IBWF- bzw.
Nummer | Pilzstamm Kirzel Herkunft Kryostocknummer
61 Penicillium IBWF 069-86
62 Omphalotus sp. IBWF 02045-2
63 Omphalotus sp. IBWF 02045-4
64 Omphalotus sp. IBWF 02045-5
65 Omphalotus olearius IBWF 03020-03
66 Omphalotus olearius IBWF 03020-04
67 Omphalotus olearius IBWF 03021
68 Omphalotus olearius IBWF 03021-02
69 Omphalotus olearius IBWF 03021-09
70 Omphalotus olearius IBWF 03021-13
71 Penicillium steckii P. steckii IBWF 104-06
72 * IBWF 06022
73 Roesleria subterranea IB-Rid01-16 Eigenisolat (AG Thines) 351
74 Coprinus cinerea Eigenisolat (AG Thines) X
75 Guignardia bidwellii Gb_ 10113 DLR-Rheinpfalz 399
76 Guignardia bidwellii Gb_9450 DLR-Rheinpfalz 400
77 * IBWF 053-86
78 Umbelopsis sp. Umb AG Thines 354
79 Hypsizygus ulmarius Ulm AG Thines 355
80 * #14 AG Thines X
81 * #20 AG Thines X
82 * #16 AG Thines 356
83 * #11 AG Thines 357
84 Mortierella hyalina ALH2101 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 377
85 Mortierella verticillata TP2101 Eigenisolat (AG Thines) X
86 Mortierella gamsii TP2102 Eigenisolat (AG Thines) X
87 Sordaria fimicola TP2103 Eigenisolat (AG Thines) X
88 Phanerochaete livescens TP2104 Eigenisolat (AG Thines) X
89 Phanerochaete sp. TP2105 Eigenisolat (AG Thines) X
90 Agrocybe pediades TP2106 Eigenisolat (AG Thines) X
91 Coprinellus radians TP2107 Eigenisolat (AG Thines) X
92 Fusarium culmorum TP2108 Eigenisolat (AG Thines) X
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IBWF- bzw.

Nummer | Pilzstamm Kirzel Herkunft Kryostocknummer
93 Sordaria fimicola TP2109 Eigenisolat (AG Thines) X
94 Sordaria fimicola TP2110 Eigenisolat (AG Thines) X
95 Coprinellus radians TP2111 AG Thines X
96 Trametes gibbosa TP2112 Eigenisolat (AG Thines) X
97 Fusarium sp. TP2113 Eigenisolat (AG Thines) X
98 Panaeolous cinctulus TP2114 Eigenisolat (AG Thines) X
99 Magnaporthe oryzae 70-15 Eigenisolat (AG Thines) X
100 M. oryzae Mutante Mo::Lcc1:.Efa IBWF X
101 M. oryzae Mutante Mo::Lcc1::53Pro | IBWF X
102 Panaeolous sp. TP2115 IBWF X
103 Trametes versicolor TP2116 Eigenisolat (AG Thines) 348
104 Alternaria alstroemeriae AG Thines 352
105 * AG Thines X
106 * AG Thines X
107 * AG Thines X
108 * AG Thines X
109 * AG Thines X
110 * AG Thines X
111 * AG Thines X
112 * AG Thines X
113 * AG Thines X
114 * AG Thines X
115 * AG Thines X
116 * AG Thines X
117 * AG Thines X
118 * AG Thines X
119 * AG Thines X
120 * AG Thines X
121 * AG Thines X
122 * CG2201 AG Thines 426
1221 * CG2201.1 AG Thines 489
122.2 * CG2201.2 AG Thines 490
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IBWF- bzw.

Nummer | Pilzstamm Kirzel Herkunft Kryostocknummer
123 * CG2202 AG Thines 494
124 * CG2203 AG Thines 492
125 * Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 488
126 * ALH2201 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 497
127 * ALH2202 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 493
128 * ALH2203 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 502
129 * ALH2204 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) X
130 * ALH2205 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) X
131 * ALH2206 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 499
132 * CG2204 AG Thines 491
133 * CG2205 AG Thines X
134 * CG2206 AG Thines X
135 * AG Thines X
136 * AG Thines 495
137 * AG Thines X
138 Plectosphaerella sp. / Fusarium sp. / IBWF X

Verticillium sp. CW #34
139 Pleosporales sp. CW #38 IBWF 496
140 Emericellopsis maritima / IBWF X

Parasarocladium breve /

Acremonium potronii CW #11
141 Clonostachys sp. CW #40 IBWF X
142 Fusarium sp. CW #47 IBWF X
143 Stachybotryis sp. CW #45 IBWF X
144 Penicillium virgatum CW #33 IBWF X
145 Penicillium sp. (vermutlich P. janczewskii) CW #41 IBWF X
146 Penicillium sp. (vermutlich P. bialowiezense) | CW #43 IBWF X
147 Penicillium scabrosum CW #39 IBWF X
148 Penicillium sp. CW #35 IBWF X
149 * ALH2207 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 504
150 Pleurotus pulmonarius ALH2208 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 506
151 Pleurotus pulmonarius ALH2209 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) X
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IBWF- bzw.

Nummer | Pilzstamm Kirzel Herkunft Kryostocknummer
152 Pholiota ALH2210 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) X
153 Epicoccum nigrum ALH2211 Eigenisolat A. Hiller (AG Thines) 505
154 Fusarium oxysporum LS2201 Eigenisolat (AG Thines) 473
155 Trichoderma sp. LS2202 Eigenisolat (AG Thines) 474
156 Mucor hiemalis LS2203 Eigenisolat (AG Thines) 475
157 Mucor genevensis LS2204 Eigenisolat (AG Thines) 476
158 Mortierella minutissima AG Thines X
159 Trichoderma viride LS2205 Eigenisolat (AG Thines) 477
160 Boeremia sp. LS2206 Eigenisolat (AG Thines) 478
161 Neodidymelliopsis sambuci LS2207 Eigenisolat (AG Thines) 479
162 Phoma sp. LS2208 Eigenisolat (AG Thines) 480
163 Earliella scabrosa LS2209 Eigenisolat (AG Thines) 481
164 Penicillium bialowiezense LS2210 Eigenisolat (AG Thines) 482
165 Penicillium brevicompactum / bialowiezense | LS2211 Eigenisolat (AG Thines) 483
166 Aspergillus parasiticus / transmontanensis LS2212 Eigenisolat (AG Thines) 484
167 Diploida mutila LS2213 Eigenisolat (AG Thines) 485
168 Pleurotus ostreatus AG Thines X
169 Diaporthe foeniculina LS2214 Eigenisolat (AG Thines) 486
170 * LS2215 Eigenisolat (AG Thines) 487
171 * AG Thines X
172 * AG Thines X
173 * AG Thines X
174 * AG Thines X
175 * AG Thines X
176 * AG Thines X
177 Phomopsis sp. AG Thines X
178 Kréuterseitling AG Thines X
179 L. Leucocoprinus AG Thines X
180 M. oryzae Expressionsmutante Mo.::AaeUPO IBWF X
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2.2.2 Testorganismen zur biologischen Charakterisierung

In der nachfolgenden Tabelle sind alle Organismen gelistet, welche fir die genauere
biologische Charakterisierung einzelner Rohextrakte bzw. Reinsubstanzen, verwendet worden
sind. Die biologische Charakterisierung erfolgte eigenstandig sowie teilweise am Institut fur
Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF).

Tabelle 7: Bakterien, Pilze, Oomyceten, Pflanzen und Zellen, welche fiir die biologische Charakterisierung

einzelner Substanzen verwendet worden sind. Angegeben sind die Organismen, der jeweilige verwendete
Stamm sowie deren Temperaturoptimum in Grad Celsius [°C]. RT = Raumtemperatur.

Organismen Stamm Temperatur [°C]
Bakterien

Bacillus brevis (99) ATCC 9999 37
Enterobacter dissolvens (ED) LMG 2683 27
Micrococcus luteus (SL) ATCC 381 37
Pseudomonas aeruginosa / 37
Pseudomonas aeruginosa PAO1 DSM 19880 37
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 37
Staphylococcus aureus / 37

Pilze/Oomyceten

Botrytis cinerea DMS 877 RT
Candida albicans ATCC 90028 37
Magnaporthe oryzae 70-15 26 - 28
Mucor miehi TU 284 37
Nematospora coryli ATCC 10648 27
Penicillium notatum (Pn) / 27
Paecilomyces variotii (Pvar) / 37
Phytophthora infestans CBS 430.90 18
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Pflanzen

Lepidium sativum / 26
Setaria italica / 26
Zellen

HelLa S3 ACC 161 37
VH10tert / 37
HepG2 / 37
RPE-1 / 37
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2.2.3 Isolierung von Pilzen aus der Natur

Neue Pilze wurden sowohl mittels Fruchtkdrper als auch aus Asten unterschiedlicher Baume
isoliert. Die Isolierung Uber den Fruchtkorper erfolgte mittels kleiner Stlicke aus dem Hut des
Fruchtkérpers, wobei diese am Deckel einer Petrischale mittels Silikonfett befestigt worden
sind, sodass die herunterfallenden Sporen auf der Selektions-Agarplatte (PDA + Pen + Strep)
anwachsen konnten. Fir die Isolierung aus Asten, wurden diese zunéchst in kleinere Stiicke
zerteilt, oberflachensterilisiert und anschlieRend nach Trocknung ebenfalls zur Kultivierung auf
eine Selektions-Agarplatte (PDA + Pen + Strep) Uberfuhrt. Die Oberflachensterilisation der
Aste erfolgte mittels 5 % Natriumhypochlorit (NaOCI) und 70 % Ethanol (EtOH), wie der
Tabelle 8 zu entnehmen. Sind auf den jeweiligen Agarplatten mehrere Pilze angewachsen
wurden diese wiederum so lange auf weiteren Selektions-Agarplatten vereinzelt, bis alle

getrennt voneinander vorlagen.

Tabelle 8: Protokoll der Oberflichensterilisation von Asten. Angegeben ist die Reihenfolge der Lésungen (von
oben nach unten), sowie die Inkubationszeit der Probe in Sekunden [s].

Lésungen Inkubationszeit [s]
Natriumhypochlorit 5 % 15
Ethanol 70 % 30
Natriumhypochlorit 5 % 15
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2.3 Fermentationsmethoden und Naturstoffanalyse

2.3.1 Vorkultivierung verschiedener Pilzstamme

Alle in Tabelle 6 gelisteten Pilzstdmme wurden in 150 mL HMG-Medium in 250 mL
Erlenmeyerkolben ohne Schikane flir mindestens acht Tage bei Raumtemperatur (RT) und
120 Umdrehungen pro Minute (Upm) vorkultiviert. Dazu wurden die Kolben jeweils mit 10 — 15,
mit dem jeweiligen Pilz, bewachsenen Agarstlicken (ca. 0,5 cm x 0,5 cm) steril inokuliert. Mit
Erreichen von ausreichender Biomasse wurde die Vorkultur zur Inokulation der Hauptkulturen
verwendet (2.3.1.1).

2.3.1.1 Fermentation in Lignin-supplementierten Submerskulturen

Fir das Screening-Verfahren wurde die Kultivierung in 500 mL Medium in 1L
Erlenmeyerkolben mit einer Schikane durchgefuhrt. Dazu wurden die verschiedenen
Kulturmedien (2.1.7), Minimalmedium (MM), Minimalmedium mit Kraftlignin (MM + KL) sowie
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (MM + LigS), mit je 25 mL der jeweiligen
Vorkultur (2.3.1) steril inokuliert. Die 14-tagige Kultivierung erfolgte bei RT und 120 Upm.
Sowohl nach einer Woche wie auch am Ende der Fermentation, wurde der pH- und

Glukosewert bestimmt und ein Aliquot der Kultur fir z.B. Enzym-Assays bei -20 °C eingelagert.

2.3.1.2 Fermentation im 20 L MaRstab

Zur Fermentation im 20 L Mafstab wurde zunachst eine 250 mL HMG-Vorkultur des jeweiligen
Pilzes in 500 mL Erlenmeyerkolben mit einer Schikane vorkultiviert (2.3.1). Mit Erreichen von
ausreichender Biomasse wurde die gesamte Vorkultur in den zuvor autoklavierten Fermenter
Uberfuihrt. Die Fermentation erfolgte bei 23 °C, einer Rotation von 120 Upm und einer
Luftzufuhr von 3 L/min. Bereits vor dem Autoklavieren sowie nach Bedarf wurde ca. 1 mL
Antischaum (Antifoam, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in den Fermenter steril hinzugegeben.
Taglich wurde 150 mL Kultur steril enthommen, der pH- und Glukosewert bestimmt und ein
Aliquot der Kultur fir z.B. Enzym-Assays bei -20 °C eingelagert. Die Fermentation wurde nach

14 Tagen beendet.
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2.3.2 Gewinnung von Rohextrakten aus Submerskulturen

Nach 14-tagiger Kultivierung wurde die gesamte Kultur mittels Flissig-Flussig-Extraktion mit
Ethylacetat oder einer 1:1-Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat aufbereitet. Fur die
Extraktion wurde die Kultur im Verhaltnis 1:1 (v/v) mit dem jeweiligen Lésungsmittel in einer
1 L Schottflasche extrahiert. Nach Trennung der organischen von der wassrigen Phase wurde
die organische Phase Uber wasserfreies Natriumsulfat (Na;SO4) in einen Rundkolben
Uberfiuhrt und im Anschluss am Rotationsverdampfer eingeengt. AnschlieRend wurde der
Rohextrakt (RE) mit ca. 2 mL Methanol p.a. (MeOH) rickgel6st und in ein zuvor eingewogenes
Probenglaschen (Supelco®) iberfiihrt und wiederum, zur Bestimmung des Gewichts, in einem
Vakuumkonzentrator (Speedvac®) getrocknet. Die Lagerung der Probengléaschen erfolgte bei

4 °C bzw. -20 °C bei dauerhafter Lagerung.

2.3.2.1 Kieselgelchromatographie

Zur weiteren Aufreinigung der, aus einer 20 L Fermentation gewonnen, Rohextrakte (2.3.2)
wurde eine Kieselgelchromatographie durchgeflihrt. Dazu wurde zunachst die Menge an RE
bestimmt und die ca. 3 — 5-fache Menge an Kieselgel 60 abgewogen. Der RE wurde dann in
1 — 2 mL MeOH p.a. rickgel6st und an das zuvor abgewogene Kieselgel 60 gebunden. Dabei
muss darauf geachtet werden, dass das gesamte Losungsmittel wieder verdampft. Ein zweiter
Teil Kieselgel 60, ca. die 30 - 50-fache Menge des REs wurde abgewogen, in eine
Saugflasche Uberfuhrt, mit Cyclohexan Uberschichtet und mittels Vakuumpumpe entgast. Das
entgaste Kieselgel 60 wurde dann in eine Glassaule Uberfihrt, dass an Kieselgel 60
gebundene RE obendrauf gegeben und mit einer ca. 1 — 2 cm breiten Schicht an Glasperlen
oder Sand beschwert. Die anschliefiende Elution erfolgte mit dem in Tabelle 9 angegeben
Lésungsmittelgradienten unter Normaldruck. Alle Fraktionen wurden im Anschluss mittels
Rotationsverdampfer eingetrocknet, in 1 —2 mL MeOH p.a. rickgeldést und in ein zuvor
eingewogenes Probenglaschen (Supelco®) Uberfiihrt. Die Lagerung der Probenglaschen

erfolgte bis zur HPLC-Analyse bei 4 °C bzw. -20 °C bei dauerhafter Lagerung.

Tabelle 9: Elutionsschritte der Kieselgelchromatographie. Angegeben sind die verschiedenen Losungsmittel
und ihr Anteil in Prozent [%] pro Elutionsschritt.

Elutionsschritt Cyclohexan [%] Ethylacetat [%] Methanol [%]
1 100 0 0
2 90 10 0
3 75 25 0
4 50 50 0
5 0 100 0
6 0 75 25
7 0 0 100
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233 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) und
Massenspektrometrie (MS)

2.3.3.1 Analytische HPLC und HPLC-MS der Rohextrakte

Alle in dieser Arbeit generierten Rohextrakte (RE) wurden mittels analytischer
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) auf den Abbau von Lignin-Bestandteilen
sowie moglichen neuen Metaboliten hin analysiert. Dazu wurden die RE mit MeOH p.a. auf
eine Konzentration von 5 mg/mL eingestellt und anschlieRend flir mind. 10 Minuten (min) bei
13.000 Upm zentrifugiert, um mdgliche Schwebepartikel zu entfernen. Die Messungen
erfolgten am Institut fir Molekulare Physiologie (IMP) in der Abteilung Mikrobiologie und
Biotechnologie (AG Thines) an einem LC-System der Firma Shimadzu. Das System ist mit
zwei LC-20AD-Pumpen, einem DGU-405-Degaser, einem SIL 20AC-Autosampler, einem
CBM-20A-Controller sowie einem CTO-20-AC-Saulenofen ausgestattet. Die Trennung der
einzelnen in dem RE enthaltenen Substanzen erfolgte auf einer analytischen RP18-Saule
(Waters Sunfire C18, PartikelgroRe 5 pM, 4,6 x 250 mm) bei 20 °C. Eluiert wurde mit zwei
Eluenten, Eluent A (H2Our mit 0,1 % TFA) und Eluent B (Acetonitril p.a.) mit einer Flussrate
von 1 mL/min und dem in der Tabelle 10 beschriebenen Standard-Gradienten. Das
Injektionsvolumen pro Probe betragt 20 uL. Die anschlieRende Detektion der Metabolite
erfolgte mit einem SPD-M20A Photodioden Array Detector (Shimadzu) bei 210 nm, 250 nm,
270 nm, 300 nm, 350 nm und 400 nm. Die UV-Spektren wurden von 200 - 800 nm
aufgenommen. Die abschlielende Analyse und Auswertung der Spektren erfolgte mit der
Software LabSolution 5.99 (2.1.8).

Tabelle 10: Standard-Gradient der analytischen HPLC. Angegeben sind die Anteile der Eluenten in Prozent [%)]
Uber die Zeit in Minuten [min]. Eluent A: H2Our mit 0,1 % TFA, Eluent B: Acetonitril p.a.

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,01 99 1
20 0 100
24 0 100
25 99 1
30 99 1
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Die Vorbereitung der an der analytischen HPLC-MS zu messenden RE erfolgte wie zuvor bei
der analytischen HPLC-Messung. Die LC-ESI-MS-Analysen erfolgten am IMP in der Abteilung
Mikrobiologie und Biotechnologie (AG Thines) an einem LC-System der Firma Shimadzu. Das
System ist mit zwei LC-40AD-Pumpen, einem DGU-405-Degaser, einem SIL 40AC-
Autosampler, einem SCL-40-Controller sowie einem CTO-40C-Saulenofen ausgestattet. Die
Trennung der einzelnen in dem RE enthaltenen Substanzen erfolgte auf einer analytischen
RP18-Saule (Nucleoshell™ RP18, PartikelgroBe 2,7 uM, 2 x 100 mm) bei 40 °C. Eluiert wurde
mit zwei Eluenten, Eluent A (H2Our mit 0,1 % TFA) und Eluent B (Acetonitril p.a.) mit einer
Flussrate von 0,3 mL/min und dem in der Tabelle 11 beschriebenen Standard-Gradienten. Das
Injektionsvolumen pro Probe betragt 1-10 yL. Die anschlieRende Detektion der Metabolite
erfolgte mit einem SPD-M40A Photodioden Array Detector (Shimadzu) bei 210 nm, 250 nm,
270 nm, 300 nm, 350 nm und 400 nm. Die UV-Spektren wurden von 200 - 800 nm
aufgenommen. Die Massenanalyse wurde mit einem Single quadrupol-LCMS-2020-System
(Shimadzu) mit Elektrospray-lonisierung (ESI) unter folgenden Parametern durchgeflhrt:
Scan-Modus, positiv und negativ, beginnend bei 150 bis 1000 m/z mit einer Aufnahmezeit von
2 —10 min. DL-Temperatur 250 °C, Vernebelungsgasfluss 1,5 L/min, Trocknungsgasfluss
10 L/min bei 200 °C. Die abschlieiende Analyse und Auswertung der Spektren erfolgte mit der
Software LabSolution 5.109 (2.1.8).

Tabelle 11: Standard-Gradient der analytischen HPLC-MS. Angegeben sind die Anteile der Eluenten in Prozent
[%] Uber die Zeit in Minuten [min]. Eluent A: H2Our mit 0,1 % FA, Eluent B: Acetonitril p.a.

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,01 95 5
2 95 5
6 10 90
8 10 90
8,5 95 5
12 95 5
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2.3.3.2 Praparative HPLC der Rohextrakte

Die Aufreinigung und Isolierung einzelner Substanzen aus dem RE erfolgte mittels praparativer
HPLC. Dazu wurden 250 mg RE in 1 mL H20:AcN (1:1) gel6st, bei 13.000 Upm fir mind.
10 min zentrifugiert und anschlie®end in die Anlage injiziert. Die Auftrennung erfolgte auf einer
praparativen RP18-Saule (Waters Sunfire C18, Partikelgréfte 5 uM, 19 x 250 mm) bei RT.
Eluiert wurde mit zwei Eluenten, Eluent A (H2Our mit 0,1 % FA) und Eluent B (Acetonitril p.a.)
mit einer Flussrate von 17,1 mL/min und dem in der Tabelle 12 beschriebenen Standard-
Gradienten. Das Volumen der gesammelten Fraktionen betrug 1 mL. Die Detektion der
Metabolite erfolgte mit einem SPD-M40A Photodioden Array Detector (Shimadzu) bei 210 nm,
250 nm, 270 nm, 300 nm, 350 nm und 400 nm. Die UV-Spektren wurden von 200 — 800 nm
aufgenommen. Die abschlieRende Analyse und Auswertung der Spektren erfolgte mit der
Software LabSolution 5.110 (2.1.8). Im Anschluss wurden die Fraktionen mit 5 % Toluol p.a.
versetzt, in ein zuvor eingewogenes Probenglaschen (Supelco®) Uberfiihrt und in einem
Vakuumkonzentrator (Speedvac®) getrocknet. Zur Uberpriifung der Reinheit der Fraktionen
sowie der weiteren Analyse der isolierten Substanzen erfolgte im Anschluss eine analytische
HPLC-MS Messung (2.3.3.1). Die Probenglaschen wurden im Anschluss bei 4 °C oder
langerfristig bei -20 °C gelagert.

Tabelle 12: Standard-Gradient der praparativen HPLC. Angegeben sind die Anteile der Eluenten in Prozent [%]
Uber die Zeit in Minuten [min]. Eluent A: H2Our mit 0,1 % TFA, Eluent B: Acetonitril p.a

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 99 1
1 99 1
20 0 100
23 0 100
25 99 1
30 99 1

2.3.4 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Kernspinresonanzspektroskopien wurden am
Fachbereich Chemie an der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz durchgefuhrt. Far die
NMR-Analyse wurden die zuvor mittels praparativer HPLC (2.3.3.2) aufgereinigten und
isolierten Reinsubstanzen im trocknen Zustand Ubergeben. Die Probenvorbereitung sowie

Messung wurde am Fachbereich Chemie durchgefihrt.
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2.4 Enzym-Assays
2.4.1 Qualitativer Nachweis lignolytischer Enzymaktivitat

Zur Charakterisierung lignolytischer Enzymaktivitadt wurden verschiedenen Organismen auf
Lignin modifying enzyme basal medium (LBM)-Agarplatten mit verschiedenen Enzym-
spezifischen Zusatzen, wie 2,2°-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS), Azur B,
Poly R, Kraftlignin (KL) und Magnesium-Lignosulfonat (LigS) (2.1.7) inokuliert (Pointing, 1999).
Dazu wurden zunachst @ 1 cm grof3e Stiicke des jeweiligen Pilzes aus einer gut bewachsenen
Agarplatte, mit Hilfe eines Korklochbohrers ausgestanzt und jeweils mittig auf die LBM-Platten
platziert. Die Inkubation erfolgte bei RT fir 10 Tage. Im Anschluss daran wurden die Platten
mit KL und LigS zur Auswertung mit einer 1 % (w/v) Eisenchlorid-Kaliumhexacyanoferrat (ll1)-
Losung Uberschichtet. Dabei weist eine Aufhellung des Mediums die Oxidation phenolischer
Substanzen nach. Die Entfarbung von Poly R impliziert eine Aktivitat von Polyphenoloxidasen,
Lignin- und Manganabhangigen Peroxidasen. Azure B dient als Nachweis fiur Lignin- und
Manganabhangigen Peroxidasen, jedoch nicht fir Laccasen und ABTS ausschlieldlich flr

Laccasen.

2.4.2 Quantitativer Nachweis von Laccasen und Peroxidasen - ABTS-Test

Fur den quantitativen Nachweis von Laccasen und Peroxidasen nach Niku-Paavola et al.
(1990) im Kulturfiltrat (KF) wurden 1,5 mL pro Tagesprobe in ein Reaktionsgefal® uberfuhrt und
entweder direkt gemessen oder bei spater Messung zunachst bei -20 °C gelagert. Durch eine
5-minutige Zentrifugation bei 13.000 Upm wurde das KF vom Myzel getrennt. Von dem KF
wurden drei verschiedene Verdinnungen mit H.O.. angesetzt (1:10, 1:100, 1:1000). Je 100 pL
des unverdinnten bzw. verdinnten KFs wurde mit 100 yL H>O.e (Nachweis Laccase) oder
100 pL 4,5 mM H,0O,-Lésung (Nachweis Peroxidase) in einer 96-Well-Platte vermischt. Nach
Zugabe von 100 uL ABTS-Lésung zu den bereits vorgelegten Proben wurde die Extinktion bei
420 nm gemessen (FLUOstar® Omega, BMG LABTECH,). Alle Proben wurden im Triplikat

gemessen.
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2.4.3 Qualitativer Katalase-Assay

Zum Ausschluss von Peroxidase-Aktivitat wurden zunachst zwei Vorkulturen des zu
untersuchenden Pilzes angesetzt (2.3.1) und diese fiur eine Woche bei RT und 120 Upm
inkubiert. Danach wurde zu beiden Kolben Magnesium-Lignosulfonat (LigS) mit einer
Endkonzentration von 10 g/L hinzugegeben. Zusatzlich wurde zu einem der beiden Kulturen
zweimal am Tag 100 mg Katalase, gel6st in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, tber einen Zeitraum
von vier Tagen hinzugegeben. Taglich, sowie vor erstmaliger Zugabe der Katalase, wurden
jeweils 100 mL Tagesprobe beider Kolben entnommen. Diese wurden jeweils direkt mittels
Flissig-Flussig-Extraktion aufbereitet und der RE mittels HPLC analysiert (2.3.2 & 2.3.3). Der

Kolben ohne Katalase diente zur Kontrolle.

2.4.4 Quantitativer Peroxygenase-Assay

FUr den quantitativen Peroxygenase-Assay nach Poraj-Kobielska et al. (2012) wurde das KF
einzelner Tagesproben in 1,5 mL Reaktionsgefalie Uberfiihrt und entweder direkt analysiert
oder bei spaterer Messung zunachst bei -20 °C gelagert. Durch eine 5-minutige Zentrifugation
bei 13.000 Upm wurde das KF vom Myzel getrennt. Von dem KF wurde eine 1:10
Verdinnungen mit H.O,. angesetzt. Je 30 yL KF wurden mit 30 pyL 5-nitro-1,3-benzodioxol
(NBD), 165 L 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH7), 60uL HO und 15puL
Wasserstoffperoxid (20 mM) versetzt, in eine 96-Well-Platte Uberfihrt und bei 425 nm
photometrisch gemessen (FLUOstar® Omega, BMG LABTECH). Alle Proben wurden im

Triplikat gemessen.

2.4.5 Qualitativer P450-Monooxygenase-Assay

Zum Nachweis der P450-Monooxygenasen wurden zundchst zwei 250 mL HMG-Vorkulturen
des jeweiligen Pilzisolats angesetzt (2.3.1). Nach einwdchiger Kultivierung wurden die Kolben
an die Universitat Stuttgart Ubergeben, welche den Kohlenstoffmonoxid-Assay (CO-Assay)
durchfiihrten. Kohlenstoffmonoxid blockiert das aktive Zentrum der P450-Monooxygenase,
somit ist das Enzym inaktiv und kann das Substrat nicht umsetzen (Durairaj et al., 2016;
Omura und Sato, 1964). Einer der beiden Kolben wurde fir ca. 5 min mit reinem CO geflutet
und im Anschluss beide mit LigS versetzt. Nach 24 und 72 Stunden (h) wurde jeweils aus
beiden Kolben eine 50 mL Probe entnommen und direkt bei -20 °C gelagert. Im Anschluss
wurden die Proben an die AG Thines Ubergeben und diese mittels Flussig-Flussig-Extraktion
mit Ethylacetat extrahiert und der RE anschlieRend mittels HPLC analysiert (2.3.2 & 2.3.3), um

zu Uberprufen, ob an der Umsetzung des LigS P450-Monooxygenasen beteiligt sind.
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2.5 Biologische Aktivitatstests
2.5.1 Agardiffusionstest

Zur Testung mdglicher antibiotischer oder antimykotischer Aktivitat wurden alle im Rahmen
dieser Arbeit isolierten Reinsubstanzen gegeniber verschiedenen Bakterien und Pilzen
getestet. Die vom IBWF zur Verfigung gestellten Organismen Bacillus brevis,
Enterobacter dissolvens, Microccocus luteus, Mucor miehi, Nematospora coryli,
Penicillium notatum und Penicillium variotii wurden in Agarplatten eingegossen und bis zur
Verwendung bei 4 °C gelagert. Die zu untersuchenden Reinsubstanzen wurden mit MeOH p.a.
rickgeldst und mit einer Konzentration von 10 ug, 50 pg, 100 pg und 200 ug auf Filterrondelle
(9 0,6 cm) aufgetragen und nach Evaporation des Ldsungsmittels in Triplikaten auf die
jeweiligen Agarplatten Uberfihrt. Zur Positivkontrolle gegeniiber Bakterien wurden 100 g
Penicillin und 100 ug Streptomycinsulfat sowie gegeniber Pilzen 100 ug Hygromycin
verwendet. Als Negativkontrolle diente das zur Losung der Reinsubstanzen verwendete
Losungsmittel MeOH p.a. Die Platten wurden nach Auftragen der Filterrondelle flir 24 — 48 h
bei dem jeweiligen Temperaturoptimum (2.2.2) inkubiert. Die Tests wurden sowohl
selbststandig als auch am IBWF in Mainz durchgeflihrt. Letztere testeten auf’erdem die
Bakterien  Staphylococcus aureus (grammpositiv) und Pseudomonas aeruginosa

(grammnegativ) in 96-Well-Platten.

2.5.2 Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest

Der Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest wurde gegenlber verschiedenen Pilzen und
Pflanzen in 96- bzw. 48-Well-Platten am IBWF durchgefiihrt. Die zuvor isolierten und
aufgereinigten Reinsubstanzen wurden in MeOH p.a. oder EtOH p.a. riuckgeldost und auf
folgende Konzentrationen eingestellt: 5 pg, 10 ug, 25 ug, 50 pg und 100 ug. Nach Vorlage der
Reinsubstanzen in den Well-Platten, wurden nach Evaporation des Losungsmittels 200 yL
Sporen bzw. Sporangien von Botrytis cinerea, Candida albicans, Magnaporthe oryzae und
Phytophthora infestans in einer bestimmten Konzentration (Tab. 13) hinzugegeben und bei
dem jeweiligen Temperaturoptimum (2.2.2) fur 48 h inkubiert. Als Negativkontrolle diente das
zur Lésung der Reinsubstanzen verwendete Losungsmittel sowie als Positivkontrolle

Ciclopirox (1 mg/mL). Alle Tests wurden in Duplikaten durchgefuhrt.
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Tabelle 13: Organismen, welche fiir den Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest verwendet worden sind.
Angegeben sind die angewandten Sporen- bzw. Konidien- oder Zell-Konzentrationen in (X/mL) sowie das
Inkubationsmedium.

Organismus Sporen- bzw. K?nidien- oder Inkubationsmedium
Zell-Konzentration [X/mL]

Botrytis cinerea 4 x 10 H20ve

Fusarium graminearum 4 x 10* H20ve

Magnaporthe oryzae 5x10* H20ve

Magnaporthe oryzae 5x 104 CM:H20ve (1:1)

Phytophthora infestans 1x 10° H2Ove

Pseudomonas aeruginosa 1x10° NB

Staphylococcus aureus 1x10° NB

Setaria italica und Lepidium sativum wurden flr die Keimungsinhibitionstests gegenlber
Pflanzen verwendet. Dabei wurden die Reinsubstanzen in den Konzentrationen von 10 ug,
20 pg und 50 pg zunachst in die Well-Platten vorgelegt. Nach Evaporation des Lésungsmittels
MeOH p.a. wurden jeweils 12 Samen der jeweiligen Pflanze sowie 200 uyL H.O pro Well
hinzugefugt. Als Negativkontrolle wurde Wasser anstelle der Reinsubstanzen verwendet sowie
als Positivkontrolle 5 % Phosphorsaure. Die Inkubation erfolgte anschlieend bei 26 °C fur vier
Tage in einer feuchten Kammer. Durchgefuhrt wurden die Tests in Triplikaten am IBWF in

Mainz.

2.5.3 Zytotoxizitats-Assay

Zur Uberprifung méglicher Humanpathogener Eigenschaften wurden die, in dieser Arbeit
isolierten, Reinsubstanzen am IBWF gegenlber Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HelLa
S3) getestet. Die Zellen wurden daflr zunéchst im CO.-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO: in
DMEM mit 5 % fetalem Kalberserum (FKS, gebrauchsfertig) kultiviert. Zur Durchfihrung des
Tests wurden die Zellen auf eine Konzentration von 1x10* Zellen/mL eingestellt und jeweils
200 pL in jede Vertiefung einer 96-Well-Platte Uberfuhrt. Nach 24 h wurde das Medium
erneuert und die geldsten Reinsubstanzen hinzugegeben. Als Positivkontrolle diente 10 pg/mL
Camptothecin oder 50 pug/mL Cycloheximid. Die Zelldifferenzierung wurde mikroskopisch
uberprift (Leica DM IL LED Labormikroskop, Leica Systems GmbH). Bei Bedarf wurde das

Zellwachstum anhand einer Kristallviolett-Farbung ermittelt.
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Die Reinsubstanzen P1 und P2 wurden zusatzlich an der Universitatsmedizin Mainz,
Fachbereich  Toxikologie, AG Christmann, gegenuber Fibroblasten (VH10tert),
Leberkrebszellen (HepG2) und retinalen Pigment Epithelzellen (RPE-1) getestet. Dazu wurden
zunachst 20.000 Zellen pro Zelltyp mit DMEM in jedes Well einer 96-Well-Platte ausgesat und
24 h inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der Reinsubstanzen P1 und P2 sowie der
Kontrollen, Dehydroabietinsdure und Abietinsdure. Nach einer dreitdgigen Inkubation wurde
das Medium entfernt und die Zellen in PBS gewaschen. Im Anschluss wurde pro Well 100 uL
MTT enthaltendes DMEM (cena: 0,5 mg/mL) zugegeben und bei 37 °C inkubiert bis MTT-
Kristalle entstanden sind. Daraufhin wurde das Medium entfernt, die Zellen wiederum mit PBS
gewaschen und im Anschluss die Kristalle mit 100 uL 0,04 M HCL in Isopropanol aufgeldst und
die Absorption bei 570 nm gemessen. Nach Korrektur des Hintergrundes wurde die Absorption

der Kontrolle als 100 % festgelegt und die Werte entsprechend berechnet.

2.5.4 Wachstums- und Biofilm-Assay

Um die Wirkung der aus der Kultivierung mit lignolytischem Industrieabfall isolierten
Substanzen auf Wachstum und Biofilmbildung zu testen, wurden fir die Substanzen mit
bekanntem Molekulargewicht Konzentrationen von 10 uM, 1 yM und 100 nM sowie bei
Substanzen mit unbekanntem bzw. noch nicht bestatigtem Molekulargewicht Konzentrationen
von 1 ug, 10 yg und 100 pg verwendet. Die zu testenden Bakterien, Pseudomonas aeruginosa
PA 01 DSM 19880 und Pseudomonas aeruginosa PA 14 DSM 19982, wurden Uber Nacht in
LB-Medium vorkultiviert und am nachsten Morgen auf eine ODsoo von 0,1 eingestellt.
AnschlieRend wurden je 135 pL der jeweiligen Bakteriensuspension in eine 96-Well-Platte
Uberfuhrt und mit den jeweiligen Konzentrationen der Substanzen versetzt. Zur Bestimmung
des Wachstums wurde die ODeoo Uber 6 h alle 30 min sowie nach 24, 48 und 72 h mittels
Spektrometer bestimmt (Tecan Spark-Plattenlesegerat, Tecan Group Ltd.). Zur Kontrolle

wurden die Bakterien jeweils ohne Reinsubstanzen inkubiert und gleichermafien behandelt.

Zum Nachweis eines potenziellen Quorum-Quenching-Effekts nach der Inkubation mit den
isolierten Substanzen wurden Biofilm-Assays durchgefihrt (Christensen et al., 1985; O'Toole
und Kolter, 1998; O'Toole, 2011; Zamora-Lagos et al., 2018). Die 96-Well-Platten wurden
zunachst zur Entfernung von planktonischen Zellen auf Papiertiichern trocken geklopft und mit
H2Our gewaschen. Anschlielend wurden die Platten Uber Nacht vollstadndig getrocknet und
am nachsten Tag mit 135 pL einer 1 % (w/v) Kristallviolett-Lésung fir 30 min gefarbt. Das
Uberschussige Kristallviolett wurde im Anschluss durch Klopfen der 96-Well-Platten auf
Papierticher und dem zweimaligen Waschen mit H2Our entfernt. Es erfolgte wiederum ein
Trocknungsschritt Gber Nacht. Am nachsten Tag wurden die einzelnen Vertiefungen der 96-
Well-Platte jeweils in 135 yL 30 % (v/v) Essigsaure rickgeldst und mittels Absorptions-

Messung nach O’Toole (2011) bei 575 nm quantifiziert.
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Die Messung erfolgte am Tecan Spark-Plattenlesegerat (Tecan Group Ltd.). Fir jede getestete
Bedingung wurden Triplikate angesetzt. Die Auswertung erfolgte anhand der in Tabelle 14
gelisteten Absorptionswerte. Die Wachstums- und Biofilm-Assays wurden von der AG

Heermann am IMP der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz durchgeflhrt.

Tabelle 14: Absorptionswerte fiir die Auswertung des Biofilm-Assays.

Absorption Auswertung

0-0,2 keine Biofilmbildung

0,2 -1 schwache Biofilmbildung
1-2 gute Biofilmbildung
2-4 sehr gute Biofilmbildung

41



Material und Methoden

2.6 Molekularbiologische Arbeiten

2.6.1 Nukleinsauren-Praparation
2.6.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Pilzen

Fir die Isolierung genomische DNA (gDNA) aus Pilzmyzel wurde zunachst eine Submerskultur
des jeweiligen Organismus angesetzt (2.3.1). Die Kultivierung erfolgte in HMG-Medium bei RT
und 120 Upm fir ca. ein bis zwei Wochen. Bei optisch ausreichender Biomasse wurde das
Kulturfiltrat (KF) vom Myzel mittels Vakuumfiltration Gber einen Blchnertrichter abgetrennt und
das Myzel fir mindestens 2 — 4 Stunden (h) bei -80°C gelagert. Nach vollstandiger Gefrierung
wurde das Myzel fir 24 — 48 h gefriergetrocknet (Lyophilizer Alpha 1-4 LD, Martin Christ). Im
Anschluss an die Lyophylisierung wurde das getrocknete Myzel unter Zugabe von fllissigem
Stickstoff (N2) gemorsert und mittels GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Fisher™) die gDNA nach Herstellerangaben isoliert. Die Lagerung der gDNA erfolgte bei
-20 °C.

2.6.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Pilzen mittels FastPrep™

Zur schnelleren gDNA-Isolierung wurde das Protokoll von Chi et al. aus dem Jahr 2009
abgewandelt durchgefihrt. Dazu wurde Luftmyzel von einer gut bewachsenen Agarplatte steril
entnommen und in ein mit Glasperlen und 500 uL Extraktionspuffer beflllten, 1,5 mL
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Der nachfolgende Aufschluss erfolgte mittels FastPrep™ (MP
Biomedical™) fur drei Minuten (min) bei 4,5 m/s. Im Anschluss wurde der Ansatz bei
5.000 Upm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein mit 200 pL Isopropanol p.a.
beflllites Reaktionsgefald tberfihrt und vermischt. Die anschlieRende Zentrifugation erfolgte
far 10 min bei 12.000 Upm. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70 % EtOH p.a.
gewaschen. Zum Schluss wurde das Pellet fir ca. 15 min bei 37 °C im Konzentrator
getrocknet. Das Rucklosen der gefallten gDNA erfolgte dann mit 50 uL H>Ove oder TE-Puffer
(2.1.6). Hier erfolgte die anschlieRende Lagerung der gDNA ebenfalls bei -20 °C.
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2.6.1.3 Konzentrations- und Qualitatsbestimmung von Nukleinsauren

Nach Aufschluss der gDNA wurde eine Konzentrations- und Reinheitsbestimmung
photometrisch mit dem NanoDrop® Lite (Thermo Fisher™) durchgefiihrt. Die Konzentration
wird durch die Absorption bei A = 260 nm gemessen und die Reinheit anhand des Quotienten
der Absorption bei 260/230 bestimmt.

2.6.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Amplifikation der ITS-Region

Fur die Amplifikation der internal transcribed spacer region (ITS-Region), welche im Anschluss
fur die Identifizierung des Pilzes mittels ITS-Sequenzierung genutzt werden kann, wurde eine
PCR mit der DreamTag™ DNA-Polymerase und den Primern ITS1-F oder ITS4 und ITS5
(Tab. 16) durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur der Primer, die Reaktionsansatze sowie der

Ablauf der PCR sind den nachfolgenden Tabellen zu entnehmen.

PCR-Reaktionsansatz mit der DreamTag™ DNA-Polymerase

DreamTaq™ Puffer (10 x) 5,0 ML
dNTP’s (10 mM) 1,0 ML
Dioxigenin-11-dUTP alkali lable 1,0 pL
Primer forward (5 pmol/uL) 2,5 ML
Primer reverse (5 pmol/uL) 2,5 ML
Template-DNA (~ 100 ng) X ML
DreamTaq™ Polymerase 0,5 ML
H20pcr ad 50,0 pL

Tabelle 15: Ablauf der Three-Step PCR mit der DreamTaq™ DNA-Polymerase zur Amplifikation der ITS-
Region. Gelistet sind die Temperaturen in Grad Celsius [°C], die Zeit in Sekunden [s] und die jeweilige Anzahl der
Zyklen pro Reaktionsschritt.

Reaktionsschritt Temperatur in [°C] Zeit in [s] Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 180 1
Denaturierung 95 30

Primer-Annealing 49 15 34
Elongation 72 36

Terminale Elongation 72 300 1
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2.6.2.1 Primer zur Amplifizierung der ITS-Region

Die Oligonukleotide, die der nachfolgenden Tabelle 16 zu entnehmen sind, wurden von
Eurofins MWG Operon synthetisiert (Reinheitsgrad: High Purity Salt Free (HPSF)) und im
lyophilisierten Zustand versandt. Alle Primer wurden vor Verwendung mit H.Opcr gel6st und

auf eine Konzentration von 100 pmol/uL eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 16: Oligonukleotide, welcher zur Amplifikation der ITS-Region mittels PCR verwendet worden sind.
Angeben ist die zu amplifizierende Region, die Oligonamen sowie die Oligonukleotidsequenz in 5-3‘-Richtung.

Amplifikat Oligoname Sequenz (5° 2 39
ITS-1-F_forward CTTGGTCAT TAGAGGAAGTA

ITS-Region ITS-5_ forward GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG
ITS-4_reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC

2.6.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Mittels gelelektrophoretischer Auftrennung der zuvor mittels PCR amplifizierten DNA-
Fragmente kénnen diese der GréRe nach aufgetrennt werden. Dazu werden die DNA-Proben
zunachst mit Loading Dye versetzt und anschlieRend in ein 1 %iges Agarosegel, angesetzt in
1x TAE-Puffer (2.1.6) und mit 40 yL 1:20 verdinntem Midori Green Advance (Nippon Genetics
Japan) pro 100 mL Agarose versetzt, Uberflhrt. Als DNA-GroRRenstandard wird der GeneRuler
1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) mitgeflhrt. Bei einer Spannung von 80 — 120 V in
einer Standard-Gelkammer (Biorad Laboratories, Inc) wurden die Proben aufgetrennt. Im
Anschluss erfolgte die Darstellung und Dokumentation des Gels mit dem Molecular Image®
Gel Doc™ XR+ (Biorad Laboratories, Inc) und dem Programm ImagelLab™. Fir die
anschliellende Aufreinigung der gewutnschten DNA-Fragmente wurden diese mit Hilfe eines
Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten in ein 1,5 mL Reaktionsgefal® tberfiuhrt und Gber Nacht
bei -20°C gelagert. Am nachsten Tag erfolgte dann die Aufreinigung des DNA-Fragments mit
dem GeneJET™ Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). Im Anschluss wurde die

aufgereinigte DNA zur Sequenzierung an Eurofins Genomics versendet.
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3. Ergebnisse

Aromatische Grundbausteine sind essenziell fur zahlreiche industrielle Produkte, wie z.B.
Kunststoffe, Arzneimittel oder Chemikalien. Derzeit werden diese hauptsachlich aus fossilen
Rohstoffen, wie z.B. Erddl, hergestellt. Im Hinblick auf die begrenzte Verflgbarkeit und die
negative Klimawirkung fossiler Ressourcen, gewinnt die Anwendung alternativer, biobasierter
Rohstoffe, wie Lignin, zunehmend an Bedeutung in der Industrie und Wissenschaft (Isikgor
und Becer, 2015). Lignin ist die weltweit am haufigsten vorkommende naturliche Ressource
fur aromatische Verbindungen. Dennoch wird Lignin, welches grotenteils bei der Herstellung
von Papier und Zellstoff als Abfall- oder Nebenprodukt anfallt, kaum genutzt. So fallen jahrlich
in der Papier- und Zellstoffindustrie ca. 50 — 70 Millionen Tonnen lignolytischer Abfall an,
wovon derzeit nur etwa 2 % recycelt und z.B. fUr die Herstellung von Klebestoffen,
Dispersionsmitteln, Tensiden oder Duftstoffen, wie z.B. Vanillin, verwendet werden
(Gosselink et al., 2004; Tanase-Opedal et al., 2019). Daher ist es von groliem Interesse
andere Abbau- bzw. Verwertungsmaglichkeiten fiir industrielle Ligninabfalle zu finden. Im Zuge
dieser Arbeit wurde die biotechnologische Verwertung lignolytischer Industrieabfalle mittels
filamentoser Pilze untersucht, um mogliche Kandidaten zu finden, die den industriellen
Ligninabfall verwerten koénnen. Gleichzeitig wurde auch nach parallel neu entstandenen
phenolischen Substanzen gesucht und diese, falls vorhanden, isoliert, aufgereinigt, analysiert
und biologisch charakterisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 180 verschiedene Pilzisolate (2.2.1), hinsichtlich
der Verwertung industrieller Ligninabfalle untersucht. Die Organsimen stammen grofitenteils
aus der Stammsammlung der AG Thines und des Instituts fur Biotechnologie und
Wirkstoffforschung (IBWF). Zusatzlich wurden auch neue Stadmme aus Boden- oder
Holzproben sowie Fruchtkérpern isoliert (2.2.3). Die verschiedenen Pilzstdmme wurden
zunachst in HMG-Flassigkulturen vorkultiviert (2.3.1). Nach ca. einer Woche war ausreichend
Biomasse vorhanden, sodass die Hauptkulturen bestehend aus dem definierten
Minimalmedium (MM), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (MM + LigS) und
Minimalmedium mit Kraftlignin (MM + KL) angeimpft werden konnten (2.3.1.1). Das
Magnesium-Lignosulfonat stammt aus der norwegischen Bioraffinerie Booregaard und das
Kraftlignin von dem amerikanischen Unternehmen MeadWestvaco, beide wurden von der AG
Waldvogel, Fachbereich Chemie an der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, zur
Verfugung gestellt (2.1.5). Nach zweiwdchiger Kultivierung wurde diese beendet und wie unter
Abschnitt 2.3.2 beschrieben extrahiert. Von allen Proben wurde der Glukose- und pH-Wert
bestimmt. Wie nachfolgend in Abbildung 7 beschrieben wurde der Rohextrakt (RE)
anschliefend mit Hilfe der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) bzw. HPLC mit
Massenspektrometrie (HPLC-MS) analysiert (2.3.3).
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Wobei insgesamt bei 50 verschiedenen Pilzstdmmen neue Signale nach Abgleich der
Chromatogramme mit den Kontrollen detektiert werden konnten. Im Anschluss daran wurde
von diesen Rohextrakten die extrazellulare Laccase- und Peroxidase-Aktivitat mittels ABTS-
Test (2.4.2) bestimmt. Wobei bei 15 Pilzstammen eine Aktivitdt analysiert werden konnte.
Diese 15 verschiedenen Pilzstamme wurden mehrfach in den verschiedenen Medien kultiviert,
wobei durch das Screening-Verfahren 6 verschiedene Pilzisolate detektiert werden konnten,
die industrielle Ligninabfalle konstant verwerten kdnnen. Wahrend der Fermentation dieser
sind 11 neue aromatische Verbindungen detektiert worden, die mittels NMR weitestgehend in
ihrer Struktur aufgeklart und anhand von ersten Bioaktivitatstests charakterisiert wurden. Bei
den Pilzstammen handelt es sich um drei Basidiomyceten mit Agrocybe pediades,
Pleurotus ostreatus und  Pleurotus pulmonarius und um drei Ascomyceten mit

Alternaria alstroemeriae, Chaetomium leptoderma und Coniolariella hispanica.

verschiedenen Pilzstammen in
MM, MM+LigS, MM+KL haky
—

Analyse der Extrakte mittels ==

HPLC —
-_— |
Neue Signale bei 50 J- ﬁ |

Kultivierung von 180

Pilzstammen

ABTS-Test des Kulturfiltrates ‘W

Aktivitat bei 15 Pilzstammen \/

<=

HPLC-und ABTS-Ergebnisse
wiederholbar bei 6
Pilzstammen

Aufreinigung der 11
unbekannten Substanzen

»

&
Bioaktivitat-Assays

Abbildung 7: Darstellung des Ablaufs der im Verlauf dieser Arbeit angewandten Vorgehensweise. Erstellt
mit BioRender.
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3.1. Fermentation von Agrocybe pediades mit industriellem
Ligninabfall

3.1.1. Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat und Isolierung neuer
phenolischer Substanzen

Agrocybe pediades wurde wahrend dieser Arbeit isoliert und morphologisch sowie
molekularbiologisch charakterisiert (6.1). Nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit
Magnesium-Lignosulfonat (MM + LigS) wurde die Kultur nach Bestimmung des pH- und
Glukosewerts beendet und vollstandig mit Ethylacetat extrahiert (2.3.2). Der daraus
resultierende Rohextrakt (RE) wurde im Anschluss mittels HPLC analysiert (2.3.3.1). Dabei
konnte der Abbau des Magnesium-Lignosulfonats durch A. pediades beobachtet werden
(Abb. 8). Die signifikanten Signale im Chromatogramm der Kontrolle MM + LigS fehlen in dem
Chromatogramm des RE von A. pediades (Abb. 8). In dem RE hingegen ist ein neues Signal
(Substanz P) bei einer Retentionszeit (Rt) von 14,5 min zu beobachten. Dieses Signal ist in
keiner der Kontrollen, MM + LigS, MM oder A. pediades kultiviert in MM, detektierbar (6.2.1,
Abb. 81). Das UV-Spektrum der Substanz P ist in Abbildung 9 zu sehen. Nach zweiwdchiger
Kultivierung ist die freie Glukose im Medium verbraucht und der pH-Wert von 6,5 zu Beginn
auf 4,62 am Ende gesunken. Des Weiteren konnte mittels ABTS-Test eine Laccase-Aktivitat
von 33 U/L gemessen werden. Eine Peroxidase-Aktivitit war unter den gegebenen
Bedingungen nicht messbar. Eine anschlieliende Messung mittels HPLC-MS ergab fiir das
Signal bei Rt 14,5 min eine Masse von 330 m/z (Abb. 9). Ein Abgleich mit der Datenbank der
AG Thines sowie des Instituts fur Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF) ergab keine
Ubereinstimmung. Woraufhin eine 20 L Fermentation durchgefiihrt wurde, um die Substanz P

im Anschluss mittels Strukturaufklarung identifizieren zu kénnen.
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Abbildung 8: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurde Substanz P mit einer Retentionszeit
von 14,5 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 9: UV- (A) und Massenspektren (B) der Substanz P aus dem Rohextrakt von Agrocybe pediades
nach 14-tigiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat. Fir Substanz P konnte eine
Masse von 330 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels Elektrospray-lonisierung (ESI) an der HPLC-
MS aufgenommen.
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Nach 14-tagiger Fermentation im 20 L Mal3stab wurde die gesamte Kultur mittels Flissig-
Flissig-Extraktion mit Ethylacetat extrahiert (2.3.2). Der daraus gewonnene RE wurde im
Anschluss Uber eine Kieselgelchromatographie (2.3.2.1) weiter aufgetrennt, sodass danach
die Fraktion 4, welche die Substanz P enthielt, mittels praparativer HPLC (2.3.3.2) weiter
aufgereinigt werden konnte. Nachfolgend wurde die Probe am Fachbereich Chemie (Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz) mittels NMR-Spektroskopie untersucht (2.3.4). Hierbei konnte
festgestellt werden, dass es sich bei der Substanz P, um zwei sehr ahnliche Substanzen
handelt. Die in der AG Thines zur Verfigung stehenden Messmethoden detektierten immer
nur eine Substanz. Nachfolgend werden die zwei Substanzen daher P1 und P2 genannt.
Anhand der NMR-Analyse (6.4.1, Abb. 104 - 107) konnte die bereits zuvor analysierte Masse
von 330 m/z fur beide Substanzen bestéatigt werden. Es handelt sich dabei um Derivate der
Dehydroabietinsaure mit einer Summenformel von CxoH2604. P1 konnte als 15-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure und P2 als 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure identifiziert werden.

In der nachfolgenden Abbildung 10 sind die Strukturformeln von P1 und P2 zu sehen.

CHs
OH

CHs

O

P1 P2

Abbildung 10: Chemische Struktur von 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2) aus der Fermentation von Agrocybe pediades in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat.

Die zwei Substanzen unterscheiden sich an der Hydroxygruppe, welche sich bei P1 an der
Position C+s befindet und bei P2 an C+s. Aufgrunddessen, dass es sich bei P1 und P2 um
Derivate der Dehydroabietinsdure (DHAA) handelt, wurde Uberprift, ob die mdglichen
Ausgangsprodukte, DHAA und Abietinsdure (AA), in dem industriellen Magnesium-
Lignosulfonat vorhanden sind. Die Reinsubstanzen wurden an der analytischen sowie HPLC-
MS gemessen und mit dem Chromatogramm der Kontrolle, Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat, verglichen (Abb. 11 & 13). Die Abietinsdure wurde dafir kommerziell erworben
und die Dehydroabietinsaure aufgrund des hohen Preises von der AG Waldvogel (Fachbereich
Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) aus der von uns zur Verfiigung gestellten

Abietinsaure synthetisiert.
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Nach Abgleich der Chromatogramme, wobei diese zur besseren Darstellung von AAund DHAA
bei einer Wellenlange von 250 nm dargestellt werden, konnte sowohl AA mit einer
Retentionszeit von 24,8 min (Abb. 11) sowie DHAA mit einer Rt von 22,4 min (Abb. 13) in der
Kontrolle Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat detektiert werden, jedoch nicht in
Minimalmedium alleine (6.2.2, Abb. 88 & 89). In den Abbildungen 12 und 14 sind zudem die
UV- und Massenspektren von AA und DHAA zu sehen.

2250

2000 / (‘

1750 Abietinsaure

1500

-
N
a
o

1000
750

Intensitét A,50 . [MAU]

500

252 . %@M@AM -

5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30
Retentionszeit [min]

Abbildung 11: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanz Abietinsdure (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiet wurde Abietinsdure mit einer
Retentionszeit von 24,8 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 250 nm.
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Abbildung 12: UV- (A) und Massenspektren (B) von Abietinsdure aus der Kontrolle Minimalmedium mit
Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Reinsubstanz (grau). Fir Abietinsaure konnte eine Masse
von 302 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanz Dehydroabietinsdure (blau) im Vergleich zur
Kontrolle Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurde Dehydroabietinsaure mit
einer Retentionszeit von 22,4 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 250 nm.
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Abbildung 14: UV- (A) und Massenspektrum (B) von Dehydroabietinsdure aus der Kontrolle Minimalmedium
mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Reinsubstanz (grau). Fir Dehydroabietinsdure konnte
eine Masse von 300 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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3.1.1.1 Supplementierung potenzieller Vorstufen zur Bestatigung der Produktion
von P1 und P2

Anhand der HPLC-Analyse, welche bestatigte, dass die moglichen Vorstufen, Abietinsaure
(AA) und Dehydroabietinsdure (DHAA), der Substanzen P1 und P2 im industriellen
Magnesium-Lignosulfonat vorhanden sind (Abb. 11 & 13), wurde Agrocybe pediades mit AA
bzw. DHAA zusammen fir 14 Tage in Minimalmedium kultiviert. Zunachst wurden 500 mL
Minimalmedium separat in 1 L Schikanekolben autoklaviert sowie AA und DHAA in DMSO
gelost, sterilfiltriert und zugegeben. Durch die Zugabe von 5 mL einer 50 mM Stammlésung
von AA bzw. DHAA wurde eine Endkonzentration von 0,5 mM AA bzw. DHAA erreicht. Als
Kontrolle diente Minimalmedium mit 5 mL DMSO. In regelmaRigen Abstanden wurde der pH-
und Glukosewert Uberpruft, sowie die Laccase- und Peroxidase-Aktivitat bestimmt (2.4.2).
Dabei konnte festgestellt werden, dass Uber die gesamte Kultivierung hinweg, die freie
Glukose im Medium bei beiden Ansatzen nicht aufgebraucht wurde. Bei der Kultivierung mit
Abietinsaure stieg der pH-Wert von anfanglich 4,04 auf 4,36 bis Tag 7 und fiel danach wieder
auf 4,13 bis Tag 14 ab. Wahrend der Kultivierung mit Dehydroabietinsdure stieg der pH-Wert
ebenfalls von zu Beginn 4,26 bis Tag 7 auf 4,51 an und fiel danach wieder auf 4,19 bis Tag 14
ab. Der zu Beginn so niedrige pH-Wert kam durch die Zugabe von AA und DHAA. Laccase-
oder Peroxidase-Aktivitat konnte nicht detektiert werden.

Im Kultivierungsansatz mit DHAA konnten bereits ab Tag 3 die Substanzen P1 und P2 mittels
HPLC detektiert werden, im Ansatz mit AA hingegen erst ab Tag 7. Insgesamt produzierte
A. pediades wahrend der Kultivierung mit DHAA ca. doppelt so viel P1 und P2 (0,57 g/mL) als
wahrend der Kultivierung mit AA (0,33 g/mL) (Abb. 15). Im Anhang in den Abbildungen 82 und
83 (6.2.1) sind die Chromatogramme mit allen Kontrollen (MM + AA bzw. MM + DHAA,
MM + DMSO, A. Pediades kultiviertin MM + DMSQO) abgebildet.
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Abbildung 15: Konzentration von P1 und P2 wihrend der Kultivierung von Agrocybe pediades in
Minimalmedium mit Abietinsadure im Vergleich zur Kultivierung in Minimalmedium mit Dehydroabietinsaure
tiber einen Zeitraum von 14 Tagen. Angegeben ist die Konzentration der Substanzen P1 und P2 in g/mL Uber
einen Zeitraum von 14 Tagen nach Kultivierungsbedingung. Grau: Kultivierung in Minimalmedium mit Abietinsaure
(MM + AA), gruin: Kultivierung in Minimalmedium mit Dehydroabietinsdure (MM + DHAA).
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3.1.2 Fermentation mit Kraftlignin

Agrocybe pediades wurde ebenfalls in Minimalmedium mit Kraftlignin (MM + KL) kultiviert.
Nach 14-tagiger Kultivierung konnte der Abbau des Kraftlignins anhand des analysierten RE
im Vergleich zu den Kontrollen (MM + KL, MM und MM inokuliert mit A. pediades) beobachtet
werden (6.2.1, Abb. 84). Dabei konnte ein Signal bei Rt 14,6 min detektiert werden (Abb. 16).
Anhand des Abgleichs des UV-Spektrums sowie der Masse (Abb. 17) konnte bestatigt werden,
dass es sich bei dem Signal ebenfalls um die Substanzen P1 und P2 handelt, wie bei dem

Signal bei Rt 14,5 min aus der Kultivierung mit MM + LigS.
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Abbildung 16: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 14-tigiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Kraftlignin (schwarz). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,6 min.
Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 17: UV- (A) und Massenspektren (B) von Substanz P1 und P2 aus dem Rohextrakt von
Agrocybe pediades nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin. Fur die Substanzen P1
und P2 konnte eine Masse von 330 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS
aufgenommen.

3.1.3 Fermentations-Monitoring sowie quanti- und qualitative Enzym-Assays

Um feststellen zu kénnen wieviel von den Substanzen 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure
(P1) und 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure (P2) von Agrocybe pediades in MM + LigS
produziert wurde und um das daflir potenziell zustandige Enzym besser charakterisieren zu
kénnen wurde ein Fermentationsverlauf Gber 14 Tage durchgefiihrt (Abb. 18). Dazu wurde
eine 2,5 L Fermentation angesetzt, von der taglich eine 150 mL Probe entnommen und der
pH- und Glukosewert, die Konzentration der neu entstandenen Substanzen sowie die
Enzymaktivitat der extrazellularen Laccasen und Peroxidasen im Kulturfiltrat (KF) analysiert
wurde. Dabei konnte beobachtet werden, dass der pH-Wert, wie in Abbildung 18 zu sehen,
Uber die Kultivierungszeit hinweg sich nicht mafigeblich veranderte und insgesamt im sauren
Bereich blieb. Die freie Glukose im Medium war bereits nach 2 Tagen verbraucht. Ebenfalls
nach 2 Tagen konnten bereits die Substanzen P1 und P2 mittels HPLC-Analyse detektiert
werden. Die Menge an P1 und P2 schwankte Uber die Zeit. Zunachst stieg die Menge bis Tag
4 auf4,6 mg/L, um dann im Anschluss bis Tag 9 auf 1,4 mg/L zu fallen. Danach stieg sie wieder
auf 2,6 mg/L an, um dann wieder auf 1 mg/L an Tag 12 abzufallen. Ein zweites Maximum von
4,3 mg/L war am letzten Tag der Fermentation zu beobachten. Die hohe Laccase-Aktivitat von

33 U/L wahrend der ersten Kultivierung (3.1.1) konnte nicht nochmal beobachtet werden.
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Innerhalb der ersten vier Tage konnte nur Peroxidase-Aktivitat mit einem Hohepunkt von
6,2 U/L an Tag 4 gemessen werden, wobei an diesem Tag auch die gréfite Menge an P1 und
P2 vorlag. An Tag 5 und 6 hingegen wurden Laccase-Aktivitaten von 11,4 U/L und 6,2 U/L
gemessen, wobei die Menge an P1 und P2 wieder abnahm. An Tag 7 wiederum konnte mit
10,2 U/L wiederum eine hdohere Peroxidase-Aktivitit gemessen werden, die am
nachfolgenden Tag jedoch nicht mehr detektiert werden konnte und stattdessen eine Laccase-
Aktivitat von 1,5 U/L gemessen wurde. Danach konnte nur noch Peroxidase-Aktivitat mit einem
Hoéhepunkt von 25,4 U/L an Tag 11 gemessen werden. Am letzten Tag, wo ein zweites
Maximum an P1 und P2 vorlag, konnte weder Laccase- noch Peroxidase-Aktivitat gemessen

werden.
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Abbildung 18: Fermentationsverlauf von Agrocybe pediades in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat liber einen Zeitraum von 14 Tagen im 2,5 L-MaRstab. Abgebildet sind die pH-Werte (grau), die
Glukosekonzentration in g/L (blau), die Substanzmenge von P1 und P2 in mg/L (griin) sowie die Laccase- (orange)
und Peroxidase-Aktivitat (dunkelrot) in U/L. Erstellt mit Origin 7.5.
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3.1.3.1 Qualitativer Nachweis extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme

Um die Aktivitat noch anderer am extrazellularen Ligninabbau beteiligten Enzyme, wie z.B. die
Polyphenoloxidasen oder die Lignin- bzw. Manganabhangigen Peroxidasen, nachweisen zu
konnen, wurde ein qualitativer Enzymtest auf Agarplatten nach Pointing (1999) durchgeflhrt.
Das dafur verwendete Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) wurde mit
verschiedenen, fir die jeweiligen Enzyme charakteristischen Substraten, versetzt (2.1.7). Die
Entfarbung von Poly R impliziert die Anwesenheit von Polyphenoloxidasen sowie Lignin- und
Manganabhangigen Peroxidasen. Die Verfarbung von ABTS weist die Aktivitat von Laccasen
nach und die Entfarbung des Azur B Lignin- und Manganabhangige Peroxidasen. Fir den
Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen wurden LBM-Platten mit Magnesium-
Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) versetzt. Alle Platten wurden mit gleichgrolien
Stlicken von Agrocybe pediades inokuliert und anschlieRend fir 10 Tage bei 25 °C inkubiert
(2.4.1). Nach der Inkubationszeit konnte, wie in Abbildung 19 zu sehen, im Vergleich zur
Negativkontrolle, Penicillium steckii IBWF 104-06, eine starke gelbliche Verfarbung der LBM-
Poly R-Platte beobachtet werden. Das A. pediades Laccase-Aktivitat hat, zeigt die griun-blaue
Verfarbung der LBM-ABTS-Platte. Auf der LBM-Platte versetzt mit Azur B ist eine sehr geringe
Aufhellung der Platte, so gro3 wie das Pilzwachstum, zu sehen. Wiederum sehr stark entfarbt

waren die Platten mit LigS und KL zum Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen.

LBM LBM + LBM + LBM + LBM + LBM +

0,02 % (wiv) Poly R 0,1 % (wiv) ABTS 0,01 % (wiv) Azur B 0,25 % (w/v) Lig$ 0,25 % (wiv) KL
——
R
R
/ \ y/
Penicillium steckii
IBWF 104-06 |
(Negativkontrolle)
Agrocybe pediades . ‘ .
N 4
Poly 1 L 1 Lignin- und Mangan- Oxn:latlon Oxidation
Lignin- und Mangan- abhangige phenolischer phenolischer
abhangige Peroxidasen Peroxidasen Substanzen Sub 1zen

Abbildung 19: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme von Agrocybe pediades. Lignin modifying
enzyme basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt und mit A. pediades inokuliert, um
extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen
und Lignin- bzw. Manganabhéangige Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von
Azur B Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten
wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-
Platte ohne Zusatze inokuliert und als Negativkontrolle wurde Penicillium steckii IBWF 104-06 mitgefuhrt. Die
Inkubation erfolgte tber 10 Tage bei RT. Angesetzt in Triplikaten.
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3.1.3.2 Analyse der Laccase-Aktivitat wahrend der Produktion von P1 und P2
Aufgrund der detektierten hohen Laccase-Aktivitat wahrend der Fermentation mit LigS (3.1.1)
sowie beim qualitativen Enzymtest (3.1.3.1, Abb. 19), wurde vermutet, dass bei der Produktion
von 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure
(P2) Laccasen beteiligt sein kdnnten. Um dies zu Uberprifen, wurde zunachst nach einem
Medium gesucht, indem Agrocype pediades ebenfalls eine hohe Laccase-Aktivitat aufwies,
um mit den dabei produzierten extrazellularen Enzymen arbeiten zu kénnen. Wahrend der
Kultivierung in Soja-Medium konnte die hochste Aktivitat von 28 U/L nach 8 Tagen gemessen
werden. FiUr den weiteren Versuch wurde A. pediades daher flir 8 Tage in Soja-Medium
vorkultiviert. Anschlieliend wurde das Myzel vom Kulturfiltrat mittels Vakuumfiltration getrennt,
um mit den sekretierten Enzymen weiterzuarbeiten. Mittels ABTS-Test (2.4.2) konnte fur das
KF eine Laccase-Aktivitat von 40 U/L gemessen werden. Dieses wurde sterilfiltriert und mit
LigS (cend: 10 g/L) versetzt und fur weitere 48 h inkubiert. Parallel dazu wurde zur Kontrolle
auch das Myzel mit LigS versetzt. Bereits nach 24 h konnten in beiden Ansatzen die
Substanzen P1 und P2 mittels HPLC-Analyse detektiert werden (Abb. 20). Die Laccase-
Aktivitat des Kulturfiltrat-Ansatzes hatte nach 24 h eine Aktivitat von 36 UJ/L.

Zahlreiche Wiederholungen dieses Versuchs blieben ohne Ergebnis, sodass weitere Enzym-
Tests durchgefiihrt worden sind, um die wahrend der Produktion von P1 und P2 beteiligten

Enzyme identifizieren zu kénnen.
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Abbildung 20: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 24-stiindiger
Kultivierung des Kulturfiltrates der einwéchigen Soja-Vorkultivierung mit Magnesium-Lignosulfonat (blau)
im Vergleich zur Kontrolle Sojamedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurden die
Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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3.1.3.3 Analyse der Peroxidase-Aktivitat wahrend der Produktion von P1 und
P2

Um eine Beteiligung der Peroxidasen, wie z.B. den am Ligninabbau beteiligten Mangan- oder
Ligninperoxidasen, an den von Agrocype pediades wahrend der Kultivierung mit LigS
produzierten Substanzen, 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2), zu bestatigen bzw. ausschlieen zu kénnen, wurde ein Katalase-
Assay durchgefihrt. Katalasen spalten das fir die Peroxidasen zur Reaktion notwendige
Wasserstoffperoxid (H202) in Sauerstoff (O2) und Wasser (H20), sodass diese nicht mehr
funktionsfahig sind (Stellmach, 1988). Zur Durchfuhrung dieses Experiments wurden zunachst
zwei 1 L Schikanekolben, beflllt mit 500 mL HMG-Medium, mit A. pediades inokuliert und fur
7 Tage vorkultiviert (2.3.1). AnschlieBend wurden beide mit LigS (Cena: 10 g/L) versetzt. Der
eine Kolben enthielt zusatzlich noch Katalase, wobei zweimal taglich 100 mg Katalase
zugegeben wurden, um das von A. pediades produzierte Wasserstoffperoxid zu spalten. Dies
wurde vier Tage lang durchgefuhrt. Bereits nach 24 h konnte P1 und P2 mittels HPLC-Analyse
in beiden Ansatzen detektiert werden (Abb. 21). Auch in den nachfolgenden Tagen, konnte

trotz regelmaRiger Zugabe von Katalase, P1 und P2 detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Substanz P1 & P2

o

mAU Ay70 nm

Substanz P1 & P2

e

0 5 10 15 20 25
Retentionszeit [min]

Abbildung 21: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 24-stiindiger
Kultivierung in HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz) im Vergleich zur Kultivierung in
HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat unter Zugabe von Katalase (orange). Detektiert wurden die
Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 min in beiden Ansatzen. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 270 nm.
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3.1.3.4 Analyse der Peroxygenase-Aktivitat wahrend der Produktion von P1 und
P2

Die Biotransformation von Abietinsaure bzw. Dehydroabietinsdure zu 15-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure (P2), welche bei der
Kultivierung von Agrocybe pediades in MM + LigS detektiert wurde, kénnte auch durch eine
unspezifische Peroxygenase (UPO) katalysiert worden sein. UPOs sind extrazellulare
Monooxygenasen, welche ein Sauerstoffatom (O2) von dem Co-Substrat Wasserstoffperoxid
(H20.) auf das Zielsubstrat Ubertragen, ganz gleich ob es sich dabei beispielsweise um eine
Epoxidierung, Dealkalylierung oder Hydroxylierung handelt (Hofrichter und Ullrich, 2006;
Hofrichter et al., 2015). Fir den Peroxygenase-Assay wurde das Kulturfiltrat (KF) aus einer
Kultivierung mit LigS mit 5-nitro-1,3-benzodioxol (NBD) versetzt und photometrisch bei 425 nm
gemessen (2.4.4). Alle Tagesproben des 14-tdgigen Fermentationsverlaufs von A. pediades
wurden analysiert. Zur Kontrolle wurde aullerdem das KF der Magnaporthe oryzae
Expressionsmutante Mo::AaeUPO (2.2.1) mitgefuihrt (Jacob et al.,, 2021). Dabei konnte im
Vergleich zur Kontrolle, welche eine Aktivitdt von 2050 U/L aufwies, keine Aktivitat bei

Agrocybe pediades nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.3.5 Analyse der P450-Monooxygenase-Aktivitat wahrend der Produktion von
P1 und P2

Da der Peroxygenase-Assay negativ ausgefallen war, wurde untersucht, ob wahrend der
Produktion von 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsdure (P2), welche bei der Kultivierung von A. pediades in MM + LigS
entstehen, eine P450-Monooxygenase aktiv ist. Dazu wurden zunachst zwei HMG-Vorkulturen
von A. pediades angesetzt und flr mindestens eine Woche vorkultiviert (2.3.1). Im Anschluss
wurde eine der beiden Kulturen mit Kohlenstoffmonoxid (CO) versetzt, was dazu flhrt, dass
das aktive Zentrum des Enzyms blockiert ist und somit keine Enzymaktivitat vorliegt
(Durairaj et al., 2016; Omura und Sato, 1964). Beide Submerskulturen wurden danach mit
LigS (cenda: 10 g/L) versetzt und flr drei Tage bei RT inkubiert. Nach 24 und 72 h wurde jeweils
eine 50 mL Tagesprobe entnommen, extrahiert und mittels HPLC analysiert (2.3.2 & 2.3.3.1).
Dabei konnte sowohl nach 24 h wie in der Abbildung 22 zu sehen, als auch nach 72 h kein
Unterschied zwischen der Probe, welche zuvor mit CO versetzt wurde und der Kontrollprobe
(ohne CO) beobachtet werden. In allen Proben konnten die Substanzen P1 und P2 detektiert
werden (6.2.1, Abb. 85 — 87).
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Abbildung 22: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 24-stiindiger
Kultivierung in HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz) im Vergleich zur Kultivierung in
HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat unter Zugabe von Kohlenmonoxid (orange). Detektiert wurden
die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 min in beiden Ansatzen. Aufgenommen bei einer

Wellenlange von 270 nm.
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3.1.4 Biologische Charakterisierung der Substanzen P1 und P2

Zur biologischen Charakterisierung der von Agrocybe pediades bei der Fermentation mit LigS
produzierten Substanzen 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2) wurden diese gegenuber verschiedenen Organismen, wie z.B.
Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Humanzellen, getestet. Dazu wurde zunachst ein
Agardiffusionstest (2.5.1) durchgefiihrt. Im Anschluss daran erfolgte ein Keimungs- und
Wachstumsinhibitionstest (2.5.2) am Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF),
ein Biofilm-Assay (2.5.4) durchgefihrt von der AG Heermann am IMP der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz sowie ein Toxizitats-Assay (2.5.3) gegentiber Humanzellen am

IBWF und an der Universitatsmedizin Mainz.

3.1.4.1 Agardiffusionstest gegenuiber Bakterien und Pilzen

Zum Nachweis moglicher antibiotischer bzw. antimykotischer Aktivitat wurden P1 und P2
zunachst gegeniber den Organsimen Bacillus brevis,  Enterobacter dissolvens,
Microccocus luteus, Mucor miehi, Nematospora coryli, Penicillium notatum und
Paecilomyces variotii auf eine Wachstumsinhibition dieser getestet. Dazu wurden P1 und P2
in MeOH p.a geldst, auf die entsprechenden Konzentrationen eingestellt und auf die
Filterrondelle, welche zuvor auf den verschiedenen Testplatten platziert wurden, aufgetragen
(2.5.1). Nach einer Inkubation von 24 — 48 h bei dem entsprechenden Temperaturoptimum des
jeweiligen Organismus (2.2.2) erfolgte die Auswertung. Dabei konnte keine Aktivitat gegenlber

den oben genannten Testorganismen beobachtet werden.

3.1.4.2 Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest gegeniiber Pilzen, Oomyceten
und Pflanzen

Zur Testung moglicher keimungs- und wachstumsinhibierender Wirkung der Substanzen P1
und P2 gegenuber den Organismen Botrytis cinerea, Fusarium graminearum,
Magnaporthe oryzae und Phytophthora infestans sowie Setaria italica und Lepidium sativum
wurden diese zunachst in MeOH p.a. oder EtOH p.a rlickgeldst, auf die jeweilige Konzentration
eingestellt und dann in die Vertiefungen der Well-Platten vorgelegt (2.5.2). Nach Evaporation
des LoOsungsmittels wurden die entsprechenden Sporen- bzw. Konidiensuspensionen
(Tab. 13) oder die jeweiligen Pflanzensamen hinzugefliigt und anschlielend bis zur
Auswertung bei dem jeweiligen Temperaturoptimum inkubiert (2.2.2). Es konnte keine Aktivitat

gegenuber den oben genannten Testorganismen beobachtet werden.
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3.1.4.3 Toxizitats-Assay gegentiber Zellen

Um die Substanzen P1 und P2 auf eine mogliche toxische Aktivitat gegenuber Humanzellen
zu testen, wurden diese am IBWF gegenuber HelLa S3 Zellen getestet. P1 und P2 wurden in
DMSO ruckgeldst, auf die entsprechenden Konzentrationen eingestellt und zu den Zellen
zugegeben (2.5.3). Nach 72-stiindiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die Auswertung. Fur P1
und P2 konnte keine Aktivitat festgestellt werden.

Des Weiteren wurde die Zelllebensfahigkeit von VH10tert, HepG2 und RPE-1 Zellen nach
Behandlung mit P1 und P2 als Reinsubstanzen, dem Gemisch P1 & P2 sowie den
Ausgangsstoffen, Abietinsdure (AA) und Dehydroabietinsaure (DHAA), indirekt Uber die
metabolische Aktivitat mittels MTT-Assay bestimmt (2.5.3). Dies wurde am Institut far
Toxikologie an der Universitatsmedizin Mainz durchgefihrt (Abb. 23). Bei der Durchfiihrung
des MTT-Assays mit den RPE-1 Zellen konnte gemessen werden, dass DHAA mit einem ED50
von 241 yM am starksten toxisch von allen getesteten Substanzen war. Unmittelbar danach
folgte AA mit einem ED50 von 479 uM. Am wenigsten toxisch war das Gemisch P1 & P2 mit
einem Wert von 2465 uM. Etwas toxischer, aber immer noch gering im Vergleich zu AA und
DHAA, waren P1 mit einem ED50 von 1560 pyM und P2 mit einem ED50 von 1206 uM.

120 120

-
N
(=]

o
=]
@
=]
-]
o

+
2

- AA
-»- DHAA

4
3

- DHAA -e- DHAA

&~
=1

Zelllebensfahigkeit [%]
Zelllebensfahigkeit [%]
Zelllebensfahigkeit [%)]

- P1&P2 - P13P2 - P18P2
- P1 - P - P1
0 ) P2 P2
EPS - SRS~ S H (RPN H H H H R P TP\ T TP P B P PN Y
S P PSP & ‘?@ S PSP S RO & P PSP SO
A Substanz [uM] B Substanz [pM] c Substanz [uM]

Abbildung 23: Auswertung des MTT-Assays der Zelllinien RPE-1 (A), HepG2 (B) und VH10tert (C). Getestet
wurden folgende Substanzen in Triplikaten: Abietinsaure (AA), Dehydroabietinsdure (DHAA), P1 (15-hydroxy-7-
oxo-Dehydroabietinsaure), P2 (16-hydroxy-7-oxo-Dehydro-abietinsdure) sowie das Gemisch P1 & P2. Der ED50
Wert wurde mit dem Quest Graph™ ED50 Calculator berechnet.

Der mit der Zelllinie HepG2 durchgefiuihrte MTT-Assay ergab ahnliche Ergebnisse, wie der
zuvor mit der Zelllinie RPE-1 durchgeflhrte Assay. Auch hier war am starksten toxisch mit
einem ED50 von 167 uM die DHAA, gefolgt von der AA mit einem ED50 von 394 uM. P1 hatte
einen ED50 von 1082 uM und P2 von 1203 uM. Das Gemisch war wiederum am schwachsten
toxisch mit einem ED50 von 2438 uM. Bei der Auswertung des MTT-Assays mit den VH10tert
Zellen fiel auf, dass das Gemisch P1 & P2, welches zuvor immer am schwéchsten toxisch war,
zwar weiterhin am schwachsten toxisch blieb, jedoch der ED50 mit 1751 uM sich nur
wesentlich von den Reinsubstanzen P1 (1631 uM) und P2 (1604 uM) unterschied. Am
starksten toxisch war wiederum DHAA mit einem ED50 von 155 pM gefolgt von AA mit 525 pM.
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3.1.4.4 Wachstums- und Biofilm-Assay

Far den Nachweis einer inhibitorischen Aktivitat gegenlber verschiedenen Biofilmen wurden
die Reinsubstanzen 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2) zunachst zusammen in MeOH p.a gel6ést und auf Konzentrationen
von 10 uM, 1 uM und 100 nM eingestellt. Im Anschluss Ubernahm die AG Heermann am IMP
der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz die Durchfuhrung des Biofilm-Assays (2.5.4).
Dabei konnte beobachtet werden, dass sich das Wachstumsverhalten bei beiden
P. aeruginosa Stammen trotz Zugabe von P1 und P2 3hnlich zu dem der Kontrollen (6.5.1,
Abb. 120) verhielt. In Bezug auf die Biofilmbildung konnte keine inhibitorische bzw.
reduzierende Wirkung detektiert werden. Bei Pseudomonas aeruginosa PA 01 DSM 19880
konnte mit 104 % nahezu keine Zunahme im Vergleich zur Kontrolle (P. aeruginosa PA01 DSM
19880 kultiviert in  TSB-Medium) detektiert werden (6.5.2, Abb. 126). Bei
Pseudomonas aeruginosa PA 14 DSM 19982 wurde mit 249 % mehr als eine Verdopplung des
Biofilms detektiert (6.5.2, Abb. 127). Aufgrund des gemessenen Absorptionswerts von 0,54
(ODsvs) ist dies jedoch, unter Beriicksichtigung der in Tabelle 14 (2.5.4) gelisteten Werte, als

schwache Biofilmbildung einzustufen.
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3.2 Fermentation von Alternaria alstroemeriae mit industriellem
Ligninabfall

3.2.1. Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat und Isolierung einer neuen
phenolischen Substanz

Alternaria alstroemeriae stammt aus der Stammsammlung der AG Thines und wurde zuvor
isoliert und molekularbiologisch sowie morphologisch charakterisiert (6.1). Im Gegensatz zu
A. pediades handelt es sich bei A. alstroemeriae um einen Ascomyceten, welche in der Natur
eher weniger Lignin abbauen als die dafur bekannten Basidiomyceten. Dennoch verfugen
auch Ascomyceten Uber Enzyme, welche Lignin abbauen kdnnen (Lee, 2000; Ferrari et al.,
2021). A. alstroemeriae wurde fur 14 Tage in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat
(MM + LigS) kultiviert. Am Ende der Kultivierung wurde der pH- und Glukosewert bestimmt
und die Proben vollstandig mit einem Lésungsmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat
(1:1 (v/v)) extrahiert (2.3.2). Wahrend der Kultivierungszeit von zwei Wochen ist die freie
Glukose im Medium vollstandig verbraucht worden und der pH-Wert von 6,5 auf 8,72
gestiegen. Nach Analyse des Rohextraktes (RE) mittels analytischer HPLC (2.3.3.1) konnte
der vollstindige Abbau des Magnesium-Lignosulfonats anhand des Abgleichs des
Chromatogramms des RE mit dem der Kontrollen (MM, MM + LigS und A. alstroemeriae
kultiviert in MM) detektiert werden (6.2.3, Abb. 91). In dem RE von Alternaria alstroemeriae
kultiviert in MM + LigS ist ein neues Signal (Substanz X1) bei einer Retentionszeit (Rt) von
14,2 min zu beobachten (Abb. 24). Dieses Signal ist in keiner der Kontrollen, MM + LigS, MM
oder MM kultiviert mit A. alstroemeriae, detektierbar (6.2.3, Abb. 91). Das dazugehdrige UV-
Spektrum der Substanz X1 ist in Abbildung 25 zu sehen. Eine anschlielende Messung in der
HPLC-MS ergab fiir das Signal bei Rt 14,2 min eine Masse von 352 m/z (Abb. 25). Ein Abgleich
mit der Datenbank der AG Thines sowie des Instituts fiir Biotechnologie und Wirkstoffforschung

(IBWF) ergab keine Ubereinstimmung.
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Abbildung 24: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Alternaria alstroemeriae nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiet wurde Substanz X1 mit einer
Retentionszeit von 14,2 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 25: UV- (A) und Massenspektren (B) von Substanz X1 aus dem Rohextrakt von
Alternaria alstroemeriae nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat. Fir
Substanz X1 konnte eine Masse von 352 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels Elektrospray-
lonisierung (ESI) an der HPLC-MS aufgenommen.
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Fir die Aufreinigung von Substanz X1 wurde das am Ende der 14-tdgigen Kultivierung
gewonnen RE einer nachfolgenden 20 L Fermentation verwendet (2.3.1.2). Im ersten Schritt
wurde eine Kieselgelchromatographie (2.3.2.1) durchgefiihrt, wobei Substanz X1 danach in
Fraktion 4 nachweisbar war. Diese Fraktion wurde an der praparativen HPLC weiter
aufgereinigt (2.3.3.2), sodass am Ende Substanz X1 isoliert wurde. Eine erneute Messung an
der HPLC-MS bestatigte, die bereits zuvor gemessene Masse von 352 m/z. Die anschlieRende
NMR-Analyse (6.4.2, Abb. 108 & 109) wurde am Fachbereich Chemie an der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz durchgefiihrt. Diese konnten fir die Substanz X1 eine
Summenformel von CxH1606 detektieren und die Struktur ganzlich aufklaren (Abb. 26). X1

konnte als Detetrahydroconidendrin identifiziert werden.
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Abbildung 26: Chemische Struktur von Detetrahydroconidendrin (X1) aus der Fermentation von
Alternaria alstroemeriae in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat.

Bei genauer Betrachtung der HPLC-Messungen fallt auf, dass das Signal bei Rt 12,8 min,
welches sich in der Kontrolle MM + LigS befindet, jedoch nicht in der Kontrolle MM, mit Verlauf
der Fermentation abgebaut wurde und das Signal, zugehorig zu Substanz X1, bei Rt 14,2 min
dafur entstanden ist (Abb. 24). Aufgrund der Annahme, dass es sich dabei mdglicherweise um
eine Vorstufe von Detetrahydroconidendrin handelt, wurde die Substanz bei Rt 12,8 min
ebenfalls mittels praparativer HPLC (2.3.3.2) aus dem Magnesium-Lignosulfonat aufgereinigt.
Mittels HPLC-MS-Messung konnte eine Masse von 356 m/z und das dazugehdrige UV-
Spektrum detektiert werden (Abb. 27). Die anschlieend Strukturaufklarung bestatigte die
Masse von 356 m/z und konnte die Substanz als Conidendrin identifizieren (Abb. 28). Eine
anschlieBende analytische HPLC-Messung des aufgereinigten Conidendrins und der
anschlieende Vergleich mit den Kontrollen Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat
(Abb. 29) und Minimalmedium (6.2.4, Abb. 93) bestatigten ebenfalls, dass Conidendrin im

Magnesium-Lignosulfonat vorhanden ist.
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Abbildung 27: UV- (A) und Massenspektren (B) von Conidendrin aus dem Rohextrakt von Magnesium-
Lignosulfonat. Fir Conidendrin konnte eine Masse von 356 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels
ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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Abbildung 28: Chemische Struktur von Conidendrin isoliert aus dem Rohextrakt von Magnesium-
Lignosulfonat.
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Abbildung 29: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanz Conidendrin (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
Conidendrin hat eine Retentionszeit von 12,8 min.

3.2.1.1 Supplementierung von Conidendrin zur Bestatigung der Produktion von
X1

Zur Bestatigung, dass Conidendrin das Ausgangsprodukt von Detetrahydroconidendrin
(Substanz X1) ist, wurde das zuvor aus dem Magnesium-Lignosulfont isolierte Conidendrin
wiederum fur 14 Tage mit Alternaria alstroemeriae Kultiviert. Zunachst wurden 500 mL
Minimalmedium separat in einem 1L Schikanekolben autoklaviert sowie Conidendrin in
MeOH p.a. gelést und nachtraglich zugegeben. Durch die Zugabe von 5 mL einer 50 mM
Stammlésung des Conidendrins wurde eine Endkonzentration von 0,5 mM erreicht. Als
Kontrolle diente Minimalmedium mit 5 mL MeOH p.a. In regelmaRigen Abstanden wurde der
pH- und Glukosewert Uberprift. Dabei konnte festgestellt werden, dass die freie Glukose
bereits nach drei Tagen vollstandig verbraucht war. Der pH-Wert stieg von anfanglich 6,17 auf
8,24 nach einer Woche und auf 8,86 nach zwei Wochen stetig an. Da sowohl fiir die einzelnen
Tagesproben sowie nach zwei Wochen die Substanz X1, Detetrahydroconidendrin, mittels
HPLC-Analyse nicht detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde auf die
Durchfihrung des ABTS-Test verzichtet. Trotz mehrmaliger Wiederholung konnte
Detetrahydroconidendrin nach Kultivierung von A. alstroemeriae mit Conidendrin nicht

nachgewiesen werden.
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3.2.2. Fermentation mit Kraftlignin

Alternaria alstroemeriae wurde gleichermafien in Minimalmedium mit Kraftlignin (MM + KL)
kultiviert. Durch den Abgleich der Chromatogramme des RE von A. alstroemeriae kultiviert in
MM + KL mit dem RE der Kontrollen (6.2.3, Abb. 92) konnte nur ein Abbau des im Kraftlignin
vorkommenden signifikanten Signals bei Rt 11,1 min beobachtet werden (Abb. 30). Der Abbau
der anderen Signale bei Rt 9,75 min und Rt 15 min ist anhand der HPLC-Analyse des RE von
A. alstroemeriae kultiviert in MM + KL nicht zu beobachten. Das Signal bei Rt 14,2 min,
welches wahrend der Kultivierung mit Magnesium-Lignosulfonat detektiert werden konnte,

wurde wahrend der Kultivierung mit Kraftlignin nicht beobachtet (Abb. 30).

1200

1000

800

600

400

Intensitét A, ., [NAU]

200

0 N M MA} Aoaaa A 1

0 5 10 15 20 25 30
Retentionszeit [min]

Abbildung 30: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Alternaria alstroemeriae nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Kraftlignin (schwarz). Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.

69



Ergebnisse

3.2.3 Fermentations-Monitoring sowie quanti- und qualitative Enzymtests

Far die Durchfihrung des Fermentations-Monitorings uUber 14 Tage wurde eine 2,5L
Fermentation angesetzt, von der taglich 150 mL entnommen und analysiert wurden. Es wurde
der pH- und Glukosewert, die Enzymaktivitdt der Laccasen und Peroxidasen im Kulturfiltrat
(KF) mittels ABTS-Test (2.4.2) sowie die Menge an Substanz X1 gemessen (Abb. 31). Nach
Analyse der einzelnen Tagesproben konnte beobachtet werden, dass die freie Glukose im
Medium bereits nach 48 h vollstdndig verbraucht war. Der pH-Wert hingegen ist mit
zunehmender Fermentationsdauer von 6,38 an Tag 1 auf 8,72 an Tag 14 kontinuierlich im
alkalischen Bereich gestiegen. Das Signal bei Rt 14,2 min, zugehérig zur Substanz X1, konnte
ab Tag 7 mit einer Menge von 2,4 mg/L detektiert werden. Danach nahm die Menge bis Tag
10 mit 1,2 mg/L ab, um dann kurzfristig an Tag 11 wieder auf 2,2 mg/L anzusteigen. Danach
fiel die Menge ein zweites Mal ab, um dann zum Maximum von 3,6 mg/L an Tag 14
anzusteigen. Zu Beginn konnte zunachst eine zunehmende Peroxidase-Aktivitat von 5,5 U/L
an Tag 2 gemessen werden. An Tag 3 betrug die Laccase-Aktivitat 2,9 U/L, welche an Tag 4
wieder von der Peroxidase mit 4,9 U/L abgeldst wurde. An den nachfolgenden Tagen 5 — 11
konnte nur Laccase-Aktivitdt gemessen werden. Diese war an Tag 5 mit 4,1 U/L am hdchsten,
nahm dann ab, bis zum Minimum von 0,3 U/L an Tag 9, um anschlie®end wieder auf 1,2 U/L

an Tag 11 anzusteigen. An Tag 12 war wiederum eine Peroxidase-Aktivitdt von 1,6 U/L

messbar.
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Abbildung 31: Fermentationsverlauf von Alternaria alstroemeriae in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat tiber einen Zeitraum von 14 Tagen im 2,5 L-MaRstab. Abgebildet sind die pH-Werte (grau), die
Glukosekonzentration in g/L (blau), die Substanzmenge von X1 in mg/L (griin) sowie die Laccase- (orange) und
Peroxidase-Aktivitat (dunkelrot) in U/L. Erstellt mit Origin 7.5.
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3.2.3.1 Qualitativer Nachweis extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme

Um die Aktivitat noch anderer am extrazellularen Ligninabbau beteiligten Enzyme, wie z.B. die
Polyphenoloxidasen oder die Lignin- bzw. Manganabhangigen Peroxidasen, nachweisen zu
konnen, wurde ein qualitativer Enzymtest auf Agarplatten nach Pointing (1999) durchgefuhrt.
Das dafur verwendete Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) wurde mit
verschiedenen, fir die jeweiligen Enzyme charakteristischen Substraten, versetzt (2.1.7). Die
Verfarbung von ABTS weist die Aktivitat von Laccasen nach und die Entfarbung des Azur B
Lignin- und Manganabhangigen Peroxidasen. Fir den Nachweis der Oxidation phenolischer
Substanzen wurden LBM-Platten mit Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL)
versetzt. Alle Platten wurden mit gleichgroRen Stucken von Alternaria alstroemeriae inokuliert
und anschlieRend fir 10 Tage bei 25 °C inkubiert (2.4.1). Nach der Inkubationszeit konnte wie
in Abbildung 32 zu sehen im Vergleich zur Negativkontrolle, Penicillium steckii IBWF 104-06,
eine starke blaue Verfarbung der LBM-ABTS-Platte beobachtet werden, was auf eine Laccase-
Aktivitat hinweist. Bei den Platten mit Poly R und Azur B hingegen konnte keine Entfarbung
beobachtet werden. Stark verfarbt waren die Platten mit LigS und KL zum Nachweis der

Oxidation phenolischer Substanzen.

LBM + LBM +
0,02 % (wlv) Poly R 0,1 % (va)ABTS 0,01 % (va) Azur B 0,25 % (wiv) Lig$ 0,25 % (wiv) KL

”\. Q

Penicillium steckii
IBWF 104-06
(Negativkontrolle)

Alternaria
alstroemeriae

v

Polyph id L ) Lignin- und Mangan- Oxidation Oxidation
Lignin- und Mangan- abhingige phenolischer phenolischer
abhangige Peroxidasen Peroxidasen Substanzen Substanzen

Abbildung 32: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme von Alternaria alstroemeriae. Lignin modifying
enzyme basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt und mit A. alstroemeriae inokuliert, um
extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen
und Lignin- bzw. Manganabhéangige Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von
Azur B Lignin- bzw. Manganabhéngige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten
wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-
Platte ohne Zuséatze inokuliert und als Negativkontrolle wurde Penicillium steckii IBWF 104-06 mitgefuhrt. Die
Inkubation erfolgte tber 10 Tage bei RT. Angesetzt in Triplikaten.
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3.2.4 Biologische Charakterisierung der Substanz X1

Zur biologischen Charakterisierung der von Alternaria alstroemeriae  wahrend der
Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat produzierten Substanz Detetrahydroconidendrin
(X1) wurde diese gegenulber verschiedenen Organsimen, wie z.B. Bakterien, Pilzen, Pflanzen
und Humanzellen, getestet. Dazu wurde zunachst ein Agardiffusionstest (2.5.1) durchgefihrt.
Im Anschluss daran erfolgte ein Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest (2.5.2) am Institut
fur Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF), ein Biofilm-Assay (2.5.4) durchgeflihrt von
der AG Heermann am IMP der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz sowie ein Toxizitats-

Assay (2.5.3) gegenuber Humanzellen am IBWF.

3.2.4.1 Agardiffusionstest gegenuiber Bakterien und Pilzen

Zum Nachweis mdglicher antibiotischer bzw. antimykotischer Aktivitdt wurde
Detetrahydroconidendrin ~ zunachst gegenliber den  Organsimen  Bacillus brevis,
Enterobacter dissolvens, Microccocus luteus, Mucor miehi, Nematospora coryli,
Penicillium notatum und Paecilomyces variotii auf eine Wachstumsinhibition dieser getestet.
Dazu wurde X1 in MeOH p.a. geldst, auf die entsprechenden Konzentrationen eingestellt und
auf die Filterrondelle, welche zuvor auf den verschiedenen Testplatten platziert wurden,
aufgetragen (2.5.1). Nach einer Inkubation von 24 -48 h bei dem entsprechenden
Temperaturoptimum des jeweiligen Organismus (2.2.2) erfolgte die Auswertung. Dabei konnte
eine Aktivitat gegenliber Bacillus brevis mit einer Menge von 100 ug (& 0,6 cm) und 50 ug
(9 0,2 cm) beobachtet werden. Eine Wiederholung am IBWF konnte das Ergebnis nicht

bestatigen.

lcm

Abbildung 33: Fotografische Dokumentation des Agardiffusionstest der Substanz
Detetrahydroconidendrin (X1) (links) gegeniiber Bacillus brevis im Vergleich zu den Kontrollen (rechts).
Folgende Mengen von Detetrahydroconidendrin wurden aufgetragen: 1 pg (A), 10 pg (B), 25 pg (C), 50 pg (D) und
100 ug (E). Als Positivkontrolle wurde 20 ug (Pen2) und 100 ug (Pen1) Penicillin sowie 20 ug (Strep2) und 100 ug
(Strep1) Streptomycinsulfat mitgeflihrt. Angesetzt in Triplikaten.
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3.2.4.2 Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest gegenuiber Pilzen, Oomyceten
und Pflanzen

Zur Testung moglicher keimungs- und wachstumsinhibierender Wirkung der Substanz X1
gegenuber den Organismen Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae
und Phytophthora infestans sowie Setaria italica und Lepidium sativum wurde diese zunachst
in MeOH p.a. oder EtOH p.a. riickgelost, auf die jeweilige Konzentration eingestellt und dann
in die Vertiefungen der Well-Platten vorgelegt (2.5.2). Nach Evaporation des Ldsungsmittels
wurden die entsprechenden Sporen- bzw. Konidiensuspension (Tab. 13) oder die jeweiligen
Pflanzensamen hinzugefigt und anschlielend bis zur Auswertung bei dem jeweiligen
Temperaturoptimum inkubiert (2.2.2). Es konnte keine Aktivitdt gegenuber den oben

genannten Testorganismen beobachtet werden.

3.2.4.3 Toxizitats-Assay gegeniiber Zellen

Um die Substanz X1 auf eine mogliche toxische Aktivitdt gegeniber Humanzellen zu testen,
wurde diese am IBWF gegeniber HeLa S3 Zellen getestet. X1 wurde in DMSO rickgeldst, auf
die entsprechenden Konzentrationen eingestellt und zu den Zellen zugegeben (2.5.3). Nach
72-stindiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C erfolgte die Auswertung. Fir X1 konnte keine

Aktivitat festgestellt werden.

3.2.4.4 Wachstums- und Biofilm-Assay

Far den Nachweis einer inhibitorischen Aktivitat gegenlber verschiedenen Biofilmen wurde die
Reinsubstanz Detetrahydroconidendrin  (X1) zunachst in MeOH p.a. gelést und auf
Konzentrationen von 10 uM, 1 uM und 100 nM eingestellt. Im Anschluss Ubernahm die AG
Heermann am IMP der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz die Durchfiihrung des Biofilm-
Assays (2.5.4). Fur Pseudomonas aeruginosa PA 01 DSM 19880 konnte nach Zugabe von X1
trotz des Uber den gesamten Zeitraum im Vergleich zur Kontrolle (P. aeruginosa PA 01 DSM
19880 kultiviert in TSB-Medium) starkeren Wachstums (6.5.1, Abb. 121) eine Reduktion der
Biofilmbildung von ca. 16 % detektiert werden (6.5.1, Abb. 126). Bei Pseudomonas aeruginosa
PA 14 DSM 19982 war das Wachstum schwacher im Vergleich zur Kontrolle (6.5.1, Abb. 121),
jedoch die Biofilmbildung mit 128 % wurde wiederum gesteigert (6.5.1, Abb. 127). Dennoch ist
aufgrund des gemessenen Absorptionswertes von 0,27 (ODs7s), unter Berticksichtigung der in

Tabelle 14 (2.5.4) gelisteten Werte, dies als schwache Biofilmbildung einzustufen.
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3.3. Fermentation von Coniolariella hispanica mit industriellem
Ligninabfall

3.3.1 Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat und Isolierung neuer
phenolischer Substanzen

Coniolariella hispanica wurde urspringlich als Endophyt von Blattern des Feld-Mannstreu
(Eryngium campestre) isoliert (Checa et al., 2008) und gehdrt zur Familie der Xylariaceae,
welche dafur bekannt sind auf Holz zu leben und dieses auch abbauen zu kénnen. Da diese
Zellulose und Lignin abbauen kénnen, wird dadurch hauptsachlich Weil3faule verursacht
(Rogers, 1979).

C. hispanica stammt aus der Stammsammlung der AG Thines und wurde zuvor isoliert und
molekularbiologisch sowie morphologisch charakterisiert (6.1). Im Rahmen des Screening-
Verfahrens konnte nach zweiwodchiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat (MM + LigS) der Abbau des Magnesium-Lignosulfonats sowie neue Substanzen
detektiert werden. Vor Extraktion der Submerskultur mit Ethylacetat wurde der pH- und
Glukosewert bestimmt sowie die Laccase- und Peroxidase-Aktivitat gemessen. Innerhalb der
zwei Wochen war die freie Glukose im Medium vollstandig verbraucht und der pH-Wert auf
8,35 gestiegen. Eine geringe Laccase-Aktivitat von 0,3 U/L konnte gemessen werden,
Peroxidase-Aktivitdt war nicht detektierbar. Nach Abgleich des Chromatogramms des
aufbereiteten Rohextrakts (RE) mit dem der Kontrollen (6.2.5, Abb. 94) konnte, wie bereits
erwahnt, der Abbau des Magnesium-Lignosulfonats sowie vier neue Signale bei einer Rt von
13,9 min (Substanz L1), 14,4 min (Substanz L2), 15,0 min (Substanz L3) und 16,6 min
(Substanz L8) detektiert werden (Abb. 34). Anhand der nachfolgenden HPLC-MS-Messung
konnte flr die Substanz L1 eine Masse von 352 m/z, flr Substanz L2 eine Masse von 175 m/z,
fur L3 eine Masse von 206 m/z und fur Substanz L8 eine Masse von 220 m/z detektiert werden
(Abb. 36 — 38). L1 hat mit 352 m/z die gleiche Masse wie X1 von A. alstroemeriae. Beim
Vergleich beider UV-Spektren fallt ebenfalls auf, dass diese identisch sind (Abb. 35), sodass
trotz der Verschiebung der Rt von 14,2 min bei X1 auf 13,9 min bei L1, davon ausgegangen
werden kann, dass es sich um die gleiche Substanz handelt. Daher wurde L1 nicht weiter
aufgereinigt. Ein Abgleich anhand der Rt, UV- und Massenspektren mit der Datenbank der AG
Thines sowie des Instituts fir Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF) ergab fir die

Substanzen L2, L3 und L8 keine Ubereinstimmung.
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Abbildung 34: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Coniolariella hispanica nach 14-tigiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurden die Substanzen L1 mit einer
Retentionszeit von 13,9 min, L2 bei 14,4 min, L3 bei 15 min und L8 bei 16,6 min. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 35: UV-Spektren der Substanz L1 aus dem Rohextrakt von Coniolariella hispanica nach 14-
tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (A) im Vergleich zur Substanz X1 von
Alternaria alstroemeriae (B). Die Spektren wurden mittels Elektrospray-lonisierung (ESI) an der HPLC-MS
aufgenommen.
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Abbildung 36: UV- (A) und Massenspektrum (B) von Substanz L2 aus dem Rohextrakt von
Coniolariella hispanica nach 14-tdgiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat. Fuir
Substanz L2 konnte eine Masse von 175 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS
aufgenommen.
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Abbildung 37: UV- (A) und Massenspektren (B) von Substanz L3 aus dem Rohextrakt von
Coniolariella hispanica nach 14-tiagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat. Fur
Substanz L3 konnte eine Masse von 206 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI| an der HPLC-MS
aufgenommen.
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Abbildung 38: UV-(A) und Massenspektrum (B) von Substanz L8 aus dem Rohextrakt von
Coniolariella hispanica nach 14-tiagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat. Fuir
Substanz L8 konnte eine Masse von 220 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS
aufgenommen.

Zur Aufreinigung der Substanzen L2, L3 und L8 wurde nachfolgend eine 20 L Fermentation
angesetzt (2.3.1.2). Nach 14-tagiger Fermentation wurde die gesamte Kultur mittels Flussig-
Flissig-Extraktion mit Ethylacetat extrahiert (2.3.2) und der daraus gewonnene RE zunachst
mittels Kieselgelchromatographie (2.3.2.1) weiter aufgereinigt. L2 und L3 waren danach in
Fraktion 4, wohingegen L8 in Fraktion 5 detektierbar war. Die Fraktionen 4 und 5 wurden
mittels praparativer HPLC weiter aufgereinigt (2.3.3.2), wobei am Ende alle Substanzen isoliert
wurden. Anhand der nachfolgenden Messungen an der HPLC-MS konnten die bereits zuvor
analysierten Massen von 175 m/z fir L2, 206 m/z fir L3 sowie 220 m/z fur L8 wiederum
bestatigt werden. Fir die anschlieBende NMR-spektroskopischen Analysen wurden die
Proben an den Fachbereich Chemie an der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz Gbergeben
(6.4.3, Abb. 110 - 111 & 114 - 115). Fur die Substanz L2 konnte eine Summenformel von
C10HgNO2 analysiert und diese als Methylindol-3-Carboxylat identifiziert werden (Abb. 39). L8
konnte als 8,9-Dehydroxylaron (C43H1703) identifiziert werden (Abb. 39). Fur Substanz L3

konnte aufgrund der zu geringfiigigen Menge keine Strukturaufklarung erfolgen.
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CHs
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Abbildung 39: Chemische Struktur von Methylindol-3-Carboxylat (L2) und 8,9-Dehydroxylaron (L8) aus der
Fermentation von Coniolariella hispanica in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat.

Bei einer erneuten Kultivierung von C. hispanica in MM + LigS, etwa 5 Monate nach der ersten,
konnten die zuvor detektieren Substanzen L1 — L3 und L8 nicht mehr detektiert werden. Daflr
konnte eine neue Substanz (L7) bei einer Rt von 13,8 min beobachtet werden (Abb. 40; 6.2.6,
Abb. 96). Da auch in der Kontrolle, MM +LigS, bei Rt 13,8 min ein Signal zu sehen ist, wurde
zunachst das UV-Spektrum der Substanz L7 mit dem UV-Spektrum des Signals der Kontrolle
verglichen (Abb. 41). Anhand des Abgleichs wurde festgestellt, dass es sich bei L7 um eine
neue unbekannte Substanz handelt. Aufgrund dessen, dass L7 das einzige und starkste Signal

war, wurde auch dieses zur genaueren Charakterisierung aufgereinigt.
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Abbildung 40: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Coniolariella hispanica nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurde die Substanz L7 mit einer
Retentionszeit von 13,8 min. Aufgenommen bei einer Wellenl&dnge von 270 nm.
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Abbildung 41: UV-Spektrum von Substanz L7 aus dem Rohextrakt von Coniolariella hispanica nach 14-
tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu dem Signal bei
Retentionszeit 13,8 Minuten aus der Kontrolle Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (grau). Die
Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.

Dazu wurde eine 20 L Fermentation angesetzt und bereits nach 8 Tagen, aufgrund der hohen
Konzentration an L7 beendet. Wie in Abbildung 103 (6.3) zu sehen stieg der pH-Wert von
anfanglich 6,56 auf ein Maximum von 7,16 an Tag 5 an und sank im Anschluss wieder auf 6,93
an Tag 8. Die freie Glukose im Medium war mit Erreichen von Tag 8 auf 0,5 g/L gesunken. Eine
Laccase- oder Peroxidase-Aktivitdt konnte nicht analysiert werden. Bereits nach 24 h konnte
L7 mit einer Konzentration von 2,3 mg/L detektiert werden. Im Anschluss sank die
Konzentration bis Tag 3 wieder auf 0,6 mg/L ab, um in Anschluss an Tag 5 ein Maximum von
3,9 mg/L zu erreichen. In den restlichen drei Tagen sank die Konzentration von L7 auf 3 mg/L
ab. Da der RE bis auf das Signal von Substanz L7 bei Rt 13,8 min keine weiteren signifikanten
Signale enthielt, wurde dieses direkt mittels praparativer HPLC aufgereinigt (2.3.3.2). Im
Anschluss wurde von der aufgereinigten Substanz eine HPLC-MS Analyse zur Bestimmung
der Masse durchgefuhrt (2.3.3.1). Dabei konnte eine Masse von 222 m/z analysiert werden
(Abb. 42). Ein Abgleich mit der Datenbank des IBWF und der AG Thines ergab keine
Ubereinstimmung, sodass die Substanz an den Fachbereich Chemie an der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz zur Strukturaufklarung Gbergeben wurde (6.4.3, Abb. 112 & 113).
Nach erfolgreicher NMR-Analyse wurde festgestellt, dass es sich bei L7 um zwei Substanzen
handelt (L7-1 & L7-2), wobei nur eine aufgeklart werden konnte. Fur L7-1 konnte eine
Summenformel von C41H10Os analysiert und die Substanz als 5-Carboxymellein identifiziert
werden (Abb. 43).
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Abbildung 42: UV- (A) und Massenspektren (B) von Substanz L7-1 aus dem Rohextrakt von
Coniolariella hispanica nach 14-tidgiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat. Fur
Substanz L7-1 konnte eine Masse von 222 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-
MS aufgenommen.
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Abbildung 43: Chemische Struktur von 5-Carboxymellein (L7-1) aus der Fermentation von
Coniolariella hispanica in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat.
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3.3.2 Fermentation mit Kraftlignin

C. hispanica wurde ebenfalls in Minimalmedium mit Kraftlignin (MM + KL) kultiviert. Nach 14-
tagiger Kultivierung wurde der RE mittels HPLC analysiert und das Chromatogramm, mit dem
der Kontrollen verglichen (6.2.5, Abb. 95). Dabei konnte der teilweise Abbau des Kraftlignins
beobachtet werden. Die signifikanten Signale bei Rt 11,1 min und 15 min sind nahezu
abgebaut, wodurch die Signale des Mediums bei Rt 11,2 min, 12,6 min und 15,4 min starker

sichtbar wurden (Abb. 44). Ein neues Signal konnte nicht detektiert werden.
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Abbildung 44: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Coniolariella hispanica nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Kraftlignin (schwarz). Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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3.3.3. Fermentations-Monitoring mit quanti- und qualitativem Enzymtest

Zur weiteren Charakterisierung der Substanzen L2, L3 und L8 wurde eine 2,5 L Fermentation
durchgefuhrt. Im Zuge dieser 14-tagigen Kultivierung wurden taglich Proben genommen und
der pH- und Glukosewert sowie die Laccase- und Peroxidase-Aktivitat des Kulturfiltrates
bestimmt. Anhand der Abbildung 45 ist zu sehen, dass der pH-Wert kontinuierlich von zu
Beginn 6,1 auf 8,52 am Ende anstieg. Die freie Glukose war mit Erreichen von Tag 5
verbraucht. Die Laccase-Aktivitat war gering und stieg bis zu einem Maximum von 43,5 mU/L
an Tag 12 kontinuierlich an. Zum Ende der Fermentation fiel diese wieder auf 25 mU/L ab.
Peroxidase-Aktivitdt konnte nicht gemessen werden. Wahrend des Fermentationsverlaufs
wurden L3 und L8 nicht produziert, sodass nur die Konzentration von L2 analysiert werden
konnte. Diese stieg zunachst bis Tag 3 auf 0,3 mg/L, um kurzzeitig an Tag 4 auf 0,2 mg/L
abzufallen. Im Anschluss stieg die Substanzmenge von L2 auf 0,9 mg/L an Tag 9 an. Diese fiel
dann auf ein Minimum von 0,02 mg/L an Tag 12, bevor an Tag 14 das Maximum von 2,3 mg/L

erreicht war.
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Abbildung 45: Fermentationsverlauf von Coniolariella hispanica in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat liber einen Zeitraum von 14 Tagen im 2,5 L-MaRstab. Abgebildet sind die pH-Werte (grau), die
Glukosekonzentration in g/L (blau), die Substanzmenge von L2 (griin) in mg/L sowie die Laccase-Aktivitat (orange)
in mU/L. Erstellt mit Origin 7.5.
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3.3.3.1 Qualitativer Nachweis extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme

Um die Aktivitat noch anderer am extrazellularen Ligninabbau beteiligten Enzyme, wie z.B. die
Polyphenoloxidasen oder die Lignin- bzw. Manganabhangigen Peroxidasen, nachweisen zu
konnen, wurde ein qualitativer Enzymtest auf Agarplatten nach Pointing (1999) durchgefuhrt.
Das dafur verwendete Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) wurde mit
verschiedenen, fir die jeweiligen Enzyme charakteristischen Substraten, versetzt (2.1.7). Die
Entfarbung von Poly R impliziert die Anwesenheit von Polyphenoloxidasen, Lignin- und
Manganabhangigen Peroxidasen. Die Verfarbung von ABTS weist die Aktivitat von Laccasen
nach und die Entfarbung des Azur B Lignin- und Manganabhéangigen Peroxidasen. Fir den
Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen wurden LBM-Platten mit Magnesium-
Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) versetzt. Alle Platten wurden mit gleichgrolien
Stlicken von Coniolariella hispanica inokuliert und anschlielend fir 10 Tage bei RT inkubiert
(2.4.1). Nach der Inkubationszeit konnte wie in Abbildung 46 zu sehen im Vergleich zur
Negativkontrolle, Penicillium steckii IBWF 104-06, eine starke blaue Verfarbung der LBM-
ABTS-Platte beobachtet werden, was auf eine Laccase-Aktivitat hinweist. Bei den Platten mit
Poly R und Azur B hingegen konnte keine Entfarbung beobachtet werden. Wiederum sehr

stark verfarbt waren die Platten mit LigS und KL zum Nachweis der Oxidation phenolischer

Substanzen.
LBM LBM + LBM + LBM + LBM + LBM +
0,02 % (w/v) Poly R 0,1 % (w/v) ABTS 0,01 % (w/v) Azur B 0,25 % (wiv) LigS 0,25 % (wiv) KL
Penicillium steckii \
IBWF 104-06 )
(Negativkontrolle)

Coniolariella hispanica

\
.

Polyphenoloxidasen Laccasen Lignin- und Mangan- Oxidation Oxidation
Lignin- und Mangan- abhangige phenolischer phenolischer
abhangige Peroxidasen Peroxidasen Sub 1 bstanzen

Abbildung 46: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazelluldrer Lignin-modifizierender Enzyme von Coniolariella hispanica. Lignin modifying
enzyme basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt und mit C. hispanica inokuliert, um
extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen
und Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von
Azur B Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten
wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-
Platte ohne Zusatze inokuliert und als Negativkontrolle wurde Penicillium steckii IBWF 104-06 mitgefuhrt. Die
Inkubation erfolgte tber 10 Tage bei RT. Angesetzt in Triplikaten.
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3.3.4 Biologische Charakterisierung der Substanzen L2, L3, L7-1 und L8

Zur biologischen Charakterisierung der von Coniolariella hispanica wahrend der Fermentation
mit Magnesium-Lignosulfonat produzierten Substanzen Methylindol-3-Carboxylat (L2), L3,
5-Carboxymellein (L7-1) und 8,9-Dehydroxylaron (L8) wurden diese gegenlber
verschiedenen Organsimen, wie z.B. Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Humanzellen, getestet.
Dazu wurde zunachst ein Agardiffusionstest (2.5.1) durchgefiihrt. Im Anschluss daran erfolgte
ein Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest (2.5.2) am Institut flr Biotechnologie und
Wirkstoffforschung (IBWF), ein Biofilm-Assay (2.5.4) durchgeflihrt von der AG Heermann am
IMP der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz sowie ein Toxizitats-Assay (2.5.3) gegenulber
Humanzellen (IBWF).

3.3.4.1 Agardiffusionstest gegeniiber Bakterien und Pilzen

Zum Nachweis madglicher antibiotischer bzw. antimykotischer Aktivitat wurden
Methylindol-3-Carboxylat (L2), L3, 5-Carboxymellein (L7-1) und 8,9-Dehydroxylaron (L8)
zundchst gegenuber den  Organsimen  Bacillus brevis,  Enterobacter dissolvens,
Microccocus luteus, Mucor miehi, Nematospora coryli, Penicillium notatum und
Paecilomyces variotii auf eine Wachstumsinhibition dieser getestet. Dazu wurden L2, L3,
L7-1 und L8 in MeOH p.a. gelést, auf die entsprechenden Konzentrationen eingestellt und auf
die Filterrondelle, welche zuvor auf den verschiedenen Testplatten platziert wurden,
aufgetragen (2.5.1). Nach einer Inkubation von 24 —48 h bei dem entsprechenden
Temperaturoptimum des jeweiligen Organismus (2.2.2) erfolgte die Auswertung. Dabei konnte

keine Aktivitat gegenlber den oben genannten Testorganismen beobachtet werden.

3.3.4.2 Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest gegeniiber Pilzen, Oomyceten
und Pflanzen

Zur Testung moglicher keimungs- und wachstumsinhibierender Wirkung der Substanzen
Methylindol-3-Carboxylat (L2), L3 und 5-Carboxymellein (L7-1) gegentiber den Organismen
Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae und Phytophthora infestans
sowie Setaria italica und Lepidium sativum wurden diese zunachst in MeOH p.a. oder
EtOH p.a. rickgeldst, auf die jeweilige Konzentration eingestellt und dann in die Vertiefungen
der Well-Platten vorgelegt (2.5.2). Nach Evaporation des Ldsungsmittels wurden die
entsprechenden Sporen- bzw. Konidiensuspensionen (Tab. 13) oder die jeweiligen
Pflanzensamen hinzugefligt und anschlielend bis zur Auswertung bei dem jeweiligen
Temperaturoptimum inkubiert (2.2.2). Es konnte keine Aktivitdt gegenuber den oben
genannten Testorganismen beobachtet werden. Substanz L8 konnte aufgrund der geringen

Menge nicht mitgefihrt werden.
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3.3.4.3 Toxizitats-Assay gegentiber Zellen
Um die Substanzen Methylindol-3-Carboxylat (L2), L3 und 5-Carboxymellein (L7-1) auf eine

mdgliche toxische Aktivitdt gegentiber Humanzellen zu testen, wurde diese am IBWF
gegenlUber HelLa S3 Zellen getestet. L2, L3 und L7-1 wurden in DMSO rickgeldst, auf die
entsprechenden Konzentrationen eingestellt und zu den Zellen zugegeben (2.5.3). Nach 72-
stundiger Inkubation bei RT erfolgte die Auswertung. Es konnte keine Aktivitat festgestellt

werden. Substanz L8 konnte aufgrund der geringen Menge nicht mitgefiihrt werden.

3.3.4.4 Wachstums- und Biofilm-Assay

Far den Nachweis einer inhibitorischen Aktivitat gegenlber verschiedenen Biofilmen wurden
die Reinsubstanzen Methylindol-3-Carboxylat (L2), 5-Carboxymellein (L7-1) und
8,9-Dehydroxylaron (L8) zunachst in MeOH p.a. gelést und auf Konzentrationen von 1 pg,
10 pug und 100 g eingestellt. L3 konnte nicht getestet werden, da nicht genug Reinsubstanz
vorlag. Im Anschluss Ubernahm die AG Heermann am IMP der Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz die Durchfiihrung des Biofilm-Assays (2.5.4).

Durch die Zugabe von Methylindol-3-Carboxylat konnte trotz des im Vergleich zur Kontrolle
(P. aeruginosa PA 01 DSM 19880 kultiviert in TSB-Medium) uberwiegend starkeren
Wachstums von Pseudomonas aeruginosa PA 01 DSM 19880 eine Reduktion der
Biofilmbildung von ca. 16 % detektiert werden (6.5.1, Abb. 126). Bei Pseudomonas aeruginosa
PA14 DSM 19982 konnte ebenfalls eine Reduktion von ca. 14 % detektiert werden (6.5.1,
Abb. 127), wobei das Wachstum im Vergleich zur Kontrolle geringer war (6.5.1, Abb. 122).

Fir 5-Carboxymellein konnte sowohl bei P. aeruginosa PA 01 DSM 19880 mit 143 %, wie auch
bei P. aeruginosa PA 01 DSM 19880 mit 220 % eine Zunahme der Biofilmbildung im Vergleich
zur jeweiligen Kontrolle detektiert werden (6.5.2. Abb. 126 & 127). Wobei die Biofiimbildung
anhand der gemessenen Absorptionswerte von 0,84 (ODszs) und 0,47 (ODsys), auf Grundlage
der in Tabelle 14 (2.5.4) gelisteten Werte, als schwache Biofilmbildung einzustufen ist. Bei
beiden P aeruginosa Stammen konnte trotz Zugabe von L7-1 ein &hnliches

Wachstumsverhalten im Vergleich zu den Kontrollen detektiert werden (6.5.1, Abb. 124).

Bei Pseudomonas aeruginosa PA 01 DSM 19880 konnte durch die Zugabe von 8,9-
Dehydroxylaron mit 105 % nahezu keine Zunahme im Vergleich zur Kontrolle (P. aeruginosa
PA 01 DSM 19880 kultiviert in TSB-Medium) detektiert werden (6.5.2, Abb. 126). Bei
Pseudomonas aeruginosa PA 14 DSM 19982 wurde mit 142 % eine Zunahme Biofilms
detektiert (6.5.2, Abb. 127), wobei dies aufgrund des gemessenen Absorptionswertes von 0,3
(ODs75), im Vergleich zu den in Tabelle 14 (2.5.4) gelisteten Werten, als schwache
Biofilmbildung einzustufen ist. Das Wachstumsverhalten beider P. aeruginosa Stamme war
trotz Zugabe von L8 &hnlich zu dem der Kontrollen (6.5.1, Abb. 125).
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3.4. Fermentation von Chaetomium leptoderma mit industriellem
Ligninabfall

3.41 Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat und Isolierung neuer
phenolischer Substanzen

Chaetomium leptoderma ist ein Ascomycet, welcher zu den Schimmelpilzen gehdrt. Die
Gattung Chaetomium wird besonders haufig im Boden, auf zellulosereichem Material oder
Dung gefunden und ist dafur bekannt Zellulose abbauen zu kdnnen (Yadav und Bagool, 2015;
Ahmed et al.,, 2016). Chaetomium leptoderma wurde eigenstandig isoliert und mittels ITS-
Sequenzierung identifiziert (6.1).

C. leptoderma wurde fur 14 Tage in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat
(MM + LigS) kultiviert, wobei am Ende der pH- und Glukosewert sowie die Laccase- und
Peroxidase-Aktivitat im Kulturfiltrat (KF) mittels ABTS-Test bestimmt wurde (2.4.2). Im
Anschluss an die Kultivierung wurde die gesamte Kultur mittels Flussig-Flussig-Extraktion mit
Ethylacetat extrahiert (2.3.2) und anschlieend der aufbereitete Rohextrakt (RE) mittels HPLC
analysiert (2.3.3.1). Innerhalb der zweiwdchigen Kultivierung war die freie Glukose im Medium
vollstandig verbraucht und der pH-Wert stieg auf 8,92 an. Eine geringe Laccase-Aktivitat von
20 mU/L konnte ebenfalls detektiert werden. Anhand des Vergleichs des Chromatogramms
des RE von C. leptoderma kultiviert in MM + LigS mit dem der Kontrollen (MM, MM + LigS
sowie C. leptoderma kultiviert in MM (6.2.6, Abb. 97) konnte der Abbau des Magnesium-
Lignosulfonats sowie zwei neue Signale bei einer Rt von 16,4 min (Substanz L4) und
Rt 18,4 min (Substanz L5) detektiert werden (Abb. 47). Durch eine anschlielende HPLC-MS-
Messung des RE konnte fir L4 eine Masse von 314 m/z und fiir L5 eine Masse von 298 m/z
bestimmt werden (Abb. 48 & 49). Die dazugehdrigen UV-Spektren sind in den Abbildungen 48
und 49 zu sehen. Ein Abgleich mit der Datenbank der AG Thines sowie des Instituts flr

Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF) ergab keine Ubereinstimmung.
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Abbildung 47: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Chaetomium leptoderma nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurden die Substanzen L4 mit einer
Retentionszeit von 16,8 Minuten und L5 bei 18,4 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 48: UV- (A) und Massenspektren (B) von Substanz L4 aus dem Rohextrakt von
Chaetomium leptoderma nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat.
Fur Substanz L4 konnte eine Masse von 314 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels Elektrospray-
lonisierung (ESI) an der HPLC-MS aufgenommen.
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Abbildung 49: UV- (A) und Massenspektrum (B) von Substanz L5 aus dem Rohextrakt von
Chaetomium leptoderma nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat.
Fir Substanz L5 konnte eine Masse von 298 m/z detektiert werden. Die Spektren wurden mittels ESI| an der HPLC-
MS aufgenommen.

Fir die Aufreinigung der Substanzen L4 und L5 wurde der RE einer nachfolgenden 20 L
Fermentation verwendet (2.3.1.2). Nach zweiwochiger Fermentation wurde die gesamte Kultur
mit Ethylacetat Flissig-Flissig extrahiert (2.3.2) und der RE im Anschluss mittels
Kieselgelchromatographie (2.3.2.1) aufgereinigt. L4 befand sich in Fraktion 3, wohingegen L5
in Fraktion 4 detektierbar war. Die Fraktionen 3 und 4 wurden mittels praparativer HPLC weiter
aufgereinigt (2.3.3.2), wobei am Ende alle Substanzen isoliert vorlagen. Anhand der
nachfolgenden Messung an der HPLC-MS konnten die bereits zuvor analysierten Massen von
314 m/z fur L4 und 298 m/z fir L5 wiederum bestatigt werden. Die Substanzen wurden dann
zur vollstandigen Strukturaufklarung an den Fachbereich Chemie an der Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz tGbergeben (6.4.4, Abb. 116 & 117). Diese konnten fir die Substanz L4 eine
Summenformel von C20H2603 analysieren und sie als 7-oxo-Dehydroabietinsdure identifizieren
(Abb. 50). Fur Substanz L5 konnte aufgrund zu geringfligiger Menge keine Strukturaufklarung

erfolgen.
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Abbildung 50: Chemische Struktur von 7-oxo-Dehydroabietinsdure (L4) aus der Fermentation von
Chaetomium leptoderma in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat.

3.4.2. Fermentation mit Kraftlignin

Chaetomium leptoderma wurde ebenso fur 14 Tage in Minimalmedium mit Kraftlignin
(MM + KL) kultiviert. Dabei wurden keine Fermentationsparameter analysiert. Nach Extraktion
der gesamten Kultur mit Ethylacetat wurde der RE mittels HPLC analysiert. Anhand des
Abgleichs des Chromatogrammes des aufbereiteten RE mit dem der Kontroll-Chromatogramme
(MM, MM + KL, C. leptoderma kultiviert in MM, (6.2.6, Abb. 98) kann festgestellt werden, dass
die signifikanten Signale des Kraftlignins bei Rt 11,1 min und 15,4 min abgebaut wurden und
ein neues Signal bei Rt 16,8 min entstand (Abb. 51). Aufgrund des zuvor in der Kultivierung
mit Magnesium-Lignosulfonat detektierten Signals bei Rt 16,8 min (Substanz L4) (Abb. 47),
wurde vermutet, dass es sich um das gleiche Signal handelt. Der Abgleich der UV-Spektren
(Abb. 52), sowie die Massen-Analyse mittels HPLC-MS bestatigten dies (Daten nicht gezeigt).

Daher wurde auf eine weitere Aufreinigung und Isolierung der Substanz verzichtet.
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Abbildung 51: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Chaetomium leptoderma nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Kraftlignin (schwarz). Detektiert wurde Substanz L4 mit einer Retentionszeit von 16,8 Minuten. Aufgenommen bei
einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 52: UV-Spektren der Substanz L4 aus dem Rohextrakt von Chaetomium leptoderma nach
zweiwochiger Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) und Minimalmedium mit Lignosulfonat
(grau) im Vergleich. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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3.4.3 Fermentations-Monitoring mit quanti- und qualitativem Enzymtest

Anhand des Fermentations-Monitorings, welches Uber 14 Tage in 5 L-Kolben durchgefihrt
wurde, wurden taglich der pH- und Glukosewert, die Enzymaktivitat der Laccasen und
Peroxidasen im KF mittels ABTS-Test sowie die Menge an L4 und L5 analysiert (Abb. 53).
Dazu wurden taglich 150 mL Probe entnommen, alle Parameter bestimmt, eine Fllssig-
Flissig-Extraktion mit Ethylacetat durchgefiihrt und der RE mittels HPLC analysiert. Dabei
konnte beobachtet werden, dass die freie Glukose im Medium nach 72 h vollstandig verbraucht
war. Der pH-Wert stieg mit zunehmender Kultivierungszeit von 6,62 zu Beginn auf 8,92 am
Ende kontinuierlich im alkalischen Bereich an. Die Substanzen L4 und L5 konnten bereits nach
24 h mit 4,4 mg/L (L4) und 3,4 mg/L (L5) detektiert werden. In den nachfolgenden Tagen ist
die Substanzmenge bei Konzentrationen zwischen 2,2 mg/L und 3,5 mg/L geschwankt. An Tag
6 konnte das erste Minimum mit jeweils 1,3 mg/L flr L4 und L5 beobachtet werden. Danach
stieg die Substanzmenge wieder kurzeitig an, bis an Tag 9 ein zweites Minimum mit 1 mg/L fur
L4 und 1,2 mg/L fur LS verzeichnet wurde. An den restlichen Tagen konnte immer wieder eine
Zu- und Abnahme beobachtet werden, bis schlieRlich an Tag 14 ein Maximum von 4,9 mg/L
fur L4 und 5,5 mg/L fur L5 verzeichnet wurde. Zu Beginn konnte zunachst eine zunehmende
Peroxidase-Aktivitat beobachtet werden, welche an Tag 5 ihr Maximum von 29 mU/L erreichte.
An Tag 6 sank die Peroxidase-Aktivitat auf 4 mU/L. Ab Tag 7 konnte Uber den restlichen
Kultivierungszeitraum hinweg nur Laccase-Aktivitdt gemessen werden. Diese stieg bis zu
ihrem Maxmium von 17 mU/L an Tag 10 an, um dann bis Tag 13 (2 mU/L) kontinuierlich

abzunehmen. Am letzten Tag stieg die Laccase-Aktivitat nochmals auf 9 mU/L an.

40+

455
354
45,0

304 +44,5

g
IS
©

[mg/L]

25

1
»
(9}

& Peroxidase [mU/L]

-
L od
=}

20

pH-Wert

i
e
&)

15 4

1
I
<)

Glukosekonzentration [g/L]

10 4

Substanzmenge L4 &

1
=
[3,)

1
s
©

Enzymaktivitat

L
o
(42}

L
o
[S)

Zeit [Tage]

Abbildung 53: Fermentationsverlauf von Chaetomium leptoderma in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat liber einen Zeitraum von 14 Tagen im 2,5 L-MaRstab. Abgebildet sind die pH-Werte (grau), die
Glukosekonzentration in g/L (blau), die Substanzmenge von L4 (dunkelgriin) und L5 (hellgriin) in mg/L sowie die
Laccase- (orange) und Peroxidase-Aktivitat (dunkelrot) in mU/L. Erstellt mit Origin 7.5.
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3.4.3.1 Qualitativer Nachweis extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme

Um die Aktivitat noch anderer am extrazellularen Ligninabbau beteiligten Enzyme, wie z.B. die
Polyphenoloxidasen oder die Lignin- bzw. Manganabhangigen Peroxidasen, nachweisen zu
konnen, wurde ein qualitativer Enzymtest auf Agarplatten nach Pointing (1999) durchgefuhrt.
Das dafur verwendete Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) wurde mit
verschiedenen, fir die jeweiligen Enzyme charakteristischen Substraten, versetzt (2.1.7). Die
Entfarbung von Poly R impliziert die Anwesenheit von Polyphenoloxidasen, Lignin- und
Manganabhangigen Peroxidasen. Die Verfarbung von ABTS weist die Aktivitat von Laccasen
nach und die Entfarbung des Azur B Lignin- und Manganabhéangigen Peroxidasen. Fir den
Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen wurden LBM-Platten mit Magnesium-
Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) versetzt. Alle Platten wurden mit gleichgrofRen
Stlicken von Chaetomium leptoderma inokuliert und anschlieend fiir 10 Tage bei RT inkubiert
(2.4.1). Nach der Inkubationszeit konnte wie in Abbildung 54 zu sehen im Vergleich zur
Negativkontrolle, Penicillium steckii IBWF 104-06, eine starke blaue Verfarbung der LBM-
ABTS-Platte beobachtet werden, was auf eine Laccase-Aktivitat hinweist. Bei den Platten mit
Poly R konnte keine Entfarbung beobachtet werden, jedoch auf der Platte mit Azur B. Ebenfalls
stark verfarbt waren die Platten mit LigS und KL zum Nachweis der Oxidation phenolischer

Substanzen.

LBM LBM + LBM + LBM + LBM + LBM +
0,02 % (wiv) Poly R 0,1 % (wiv) ABTS 0,01 % (wiv) Azur B 0,25 % (wiv) Lig$ 0,25 % (wiv) KL

Penicillium steckii
IBWF 104-06
(Negativkontrolle)

Chaetomium leptoderma

Polyph i L 1 Lignin- und Mangan- Oxidation Oxidation
Lignin- und Mangan- abhangige phenolischer phenolischer
abhangige Peroxidasen Peroxidasen St

Abbildung 54: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazelluldrer Lignin-modifizierender Enzyme von Chaetomium leptoderma. Lignin modifying
enzyme basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt und mit C. leptoderma inokuliert, um
extrazellulédre Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen
und Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von
Azur B Lignin- bzw. Manganabhéangige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten
wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-
Platte ohne Zuséatze inokuliert und als Negativkontrolle wurde Penicillium steckii IBWF 104-06 mitgefuhrt. Die
Inkubation erfolgte tber 10 Tage bei RT. Angesetzt in Triplikaten.
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3.4.4 Biologische Charakterisierung der Substanzen L4 und L5

Zur naheren biologischen Charakterisierung der von Cheatomium leptoderma wahrend der
Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat produzierten Substanzen 7-0x0-
Dehydroabietinsaure (L4) und L5 wurden diese gegenlber verschiedenen Organsimen, wie
z.B. Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Zellen, getestet. Dazu wurde zunachst ein
Agardiffusionstest (2.5.1) durchgefihrt. Im Anschluss daran erfolgte ein Keimungs- und
Wachstumsinhibitionstest (2.5.2) am Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoffforschung (IBWF),
ein Biofilm-Assay (2.5.4) durchgefihrt von der AG Heermann am IMP an der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz sowie ein Toxizitats-Assay (2.5.3) gegenuber Humanzellen am
IBWF.

3.4.4.1 Agardiffusionstest gegenuiber Bakterien und Pilzen

Zum Nachweis madglicher antibiotischer bzw. antimykotischer Aktivitat wurden
7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4) und L5 zunachst gegentiber den Organsimen Bacillus brevis,
Enterobacter dissolvens, Microccocus luteus, Mucor miehi, Nematospora coryli,
Penicillium notatum und Paecilomyces variotii auf eine Wachstumsinhibition dieser getestet.
Dazu wurden L4 und L5 in MeOH p.a. gelost, auf die entsprechenden Konzentrationen
eingestellt und auf die Filterrondelle, welche zuvor auf den verschiedenen Testplatten platziert
wurden, aufgetragen (2.5.1). Nach einer Inkubation von 24 — 48 h bei dem entsprechenden
Temperaturoptimum des jeweiligen Organismus (2.2.2) erfolgte die Auswertung. Dabei konnte
fur L4 eine Aktivitat gegeniber Bacillus brevis mit einer Menge von 100 ug (& 0,3 cm) und
50 pg (J 0,2 cm) beobachtet werden. Eine Wiederholung am IBWF konnte das Ergebnis nicht

bestatigen.

Abbildung 55: Fotografische Dokumentation des Agardiffusionstest der Substanz 7-oxo-
Dehydroabietinsaure (L4) (links) gegeniiber Bacillus brevis im Vergleich zu den Kontrollen (rechts).
Folgende Mengen von 7-Oxodehydroabietinsaure (L4) wurden aufgetragen: 1 ug (E), 10 ug (D), 25 ug (C), 50 pg
(B) und 100 pg (A). Als Positivkontrolle diente 20 ug (Pen2) und 100 ug (Pen1) Penicillin sowie 20 ug (Strep2) und
100 pg (Strep1) Streptomycinsulfat. Angesetzt in Triplikaten.
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3.4.4.2 Keimungs- und Wachstumsinhibitionstest gegenuiber Pilzen, Oomyceten
und Pflanzen

Zur Testung mdglicher keimungs- und wachstumsinhibierender Wirkung der Substanzen
7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4) und L5 gegentber den Organismen Botrytis cinerea,
Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae  und Phytophthora infestans  sowie
Setaria italica und Lepidium sativum wurden diese zunachst in MeOH p.a. oder EtOH p.a.
rickgeldst, auf die jeweilige Konzentration eingestellt und dann in die Well-Platten vorgelegt
(2.5.2). Nach Evaporation des Losungsmittels wurden die entsprechenden Sporen- bzw.
Konidiensuspensionen (Tab. 13) oder die jeweiligen Pflanzensamen hinzugefigt und
anschlieRend bis zur Auswertung bei dem jeweiligen Temperaturoptimum inkubiert (2.2.2). Es

konnte keine Aktivitat gegenluber den oben genannten Testorganismen beobachtet werden.

3.4.4.3 Toxizitats-Assay gegeniiber Zellen

Um die Substanzen 7-oxo-Dehydroabietinsdure (L4) und L5 auf eine mogliche Aktivitat
gegenlUber Humanzellen zu testen, wurde diese am IBWF gegenlber HeLa S3 Zellen getestet.
L4 und L5 wurden in DMSO rickgeldst, auf die entsprechenden Konzentrationen eingestellt
und zu den Zellen zugegeben (2.5.3). Nach 72-stundiger Inkubation bei RT erfolgte die

Auswertung. Es konnte keine Aktivitat festgestellt werden.

3.4.4.4 Wachstums- und Biofilm-Assay

Far den Nachweis einer inhibitorischen Aktivitat gegenlber verschiedenen Biofilmen wurde die
Reinsubstanz L5 zunachst in MeOH p.a. gelést und auf Konzentrationen von 1 ug, 10 ug und
100 ug eingestellt. 7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4) konnte nicht getestet werden, da nicht
genug Reinsubstanz vorlag. Im Anschluss ibernahm die AG Heermann am IMP der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz die Durchfuhrung des Biofilm-Assays (2.5.4). Dabei konnte mit
34 % die starkste Biofilm-Reduktion aller getesteten Substanzen gegeniber
Pseudomonas aeruginosa PA 01 DSM 19880 im Vergleich zur Kontrolle (P. aeruginosa PA 01
DSM 19880 kultiviert in TSB-Medium) beobachtet werden (6.5.2, Abb. 126). Fur
Pseudomonas aeruginosa PA 14 DSM 19982 hingegen konnte mit 154 % eine Zunahme der
Biofilmbildung beobachtet werden (6.5.2, Abb. 127). Anhand des gemessenen
Absorptionswertes von 0,33 (ODsys) ist dies jedoch, unter Berlcksichtigung der in Tabelle 14
(2.5.4) gelisteten Werte, als schwache Biofilmbildung einzustufen. Insgesamt war das
Wachstumsverhalten beider P. aeruginosa Stamme trotz Zugabe von L5 &hnlich zu dem der
Kontrollen (6.5.1, Abb. 123).
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3.5 Fermentation von Pleurotus pulmonarius mit industriellem
Ligninabfall

3.5.1 Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat

Pleurotus pulmonarius, auch Lugen-Seitling genannt, wurde eigenstandig isoliert und
molekularbiologisch sowie morphologisch charakterisiert (6.1). Er gehért zu den drei weltweit
am meisten kultivierten essbaren Pilzen. P. pulmonarius ist ein saprophytischer Basidiomycet,
der fir seine Holzabbauenden-Fahigkeiten und die Produktion von lignolytischen Enzymen
bekannt ist (dos Santos Bazanella et al., 2013; Wood und Smith, 1987).

Nach 14-tagiger Kultivierung in MM + LigS wurde der pH- und Glukosewert sowie die Laccase-
und Peroxidase-Aktivitat im KF mittels ABTS-Test bestimmt (2.4.2). Im Anschluss daran wurde
die gesamte Kultur mit Ethylacetat vollstandig extrahiert (2.3.2). Innerhalb der zweiwdchigen
Kultivierung hat sich der pH-Wert mit 6,0 am Ende nicht wesentlich verandert zu dem
Ausgangswert von 6,5. Freie Glukose war ebenfalls noch vorhanden (1,5 g/L), zudem konnte
eine Laccase-Aktivitat von 0,76 U/L gemessen werden. Der aufbereitete RE wurde mittels
HPLC analysiert (2.3.3.1), wobei der Abbau des Magnesium-Lignosulfonats anhand des
Abgleichs der Chromatogramme der Kontrollen, MM + LigS, MM und P. pulmonarius Kultiviert
in MM, mit dem des aufbereiteten RE (P. pulmonarius kultiviertin MM + LigS) detektiert werden
konnte (6.2.7, Abb. 99). Des Weiteren wurde im RE ein im Vergleich zu den Kontrollen neues
Signal bei Rt 14,5 min beobachtet. Da das dazugehérige UV-Spektrum aussah wie das der
Substanzen P1 und P2 (Abb. 57) und diese ebenfalls eine Rt von 14,5 min hatten, wurde
nachfolgend eine Massenbestimmung mittels HPLC-MS-Analyse durchgefihrt. Anhand dieser
konnte fur das neue Signal bei Rt 14,5 min eine Masse von 330 m/z detektiert werden (Daten
nicht gezeigt), die ebenfalls mit der Masse der Substanzen P1 und P2 Ubereinstimmt. Nach
abschlielendem Abgleich der Daten konnte eindeutig festgestellt werden, dass es sich bei
dem Signal bei Rt 14,5 min um die Substanzen P1 und P2 handelt. P. pulmonarius kann aus
Magnesium-Lignosulfonat, ebenso wie Agrocybe pediades, P1 und P2 produzieren. Auf eine

weitere Aufreinigung sowie Isolierung der Substanzen wurde daher verzichtet.
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Abbildung 56: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus pulmonarius nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle
Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit
einer Retentionszeit von 14,5 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 57: UV-Spektren des Signals bei Retentionszeit 14,5 Minuten aus dem Rohextrakt von
Pleurotus pulmonarius nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (A)
im Vergleich zu der Substanz P1 und P2 von Agrocybe pediades (B). Die Spektren wurden mittels ESI an der
HPLC-MS aufgenommen.
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3.5.2 Fermentation mit Kraftlignin und Isolierung einer neuen phenolischen
Substanz

Eine Kultivierung in MM + KL wurde ebenfalls durchgefihrt. Nach 14 Tagen wurde der pH- und
Glukosewert sowie die Laccase- und Peroxidase-Aktivitat mittels ABTS-Test bestimmt (2.4.2).
Dabei sank der pH-Wert von dem zuvor eingestellten Wert 6,5 auf 5,93. Die Glukose war mit
Erreichen des Fermentationsende noch nicht ganzlich verbraucht (0,5 g/L). Mit 1,9 U/L wurde
eine hohere Laccase-Aktivitat gemessen als bei der Kultivierung mit Magnesium-Lignosulfonat
(0,7 U/L). Die Kultur wurde im Anschluss mit Ethylacetat vollstandig extrahiert (2.3.2) und der
RE an der analytischen HPLC analysiert (2.3.3.1). Durch den Abgleich des RE-
Chromatogramms mit dem der Kontroll-Chromatogramme (MM, MM + KL, P. pulmonarius
kultiviert in MM (6.2.7, Abb. 100) konnte ein fast vollstandiger Abbau des Kraftlignins sowie
zwei neu entstandene Signale bei RT 14,1 min und 14,6 min beobachtet werden (Abb. 58).
Aufgrund des zuvor in der Kultivierung mit Magnesium-Lignosulfonat detektierten Signals bei
Rt 14,5 min, wurde vermutet, dass es sich bei dem Signal bei Rt 14,6 min wiederum um die
Substanzen P1 und P2 handelt. Der Abgleich des UV-Spektrums (Abb. 59), sowie die Massen-
Analyse (Daten nicht gezeigt) mittels HPLC-MS bestatigten dies. Das zweite Signal bei
Rt 14,1 min (Substanz A1) hingegen wurde zuvor noch nicht beobachtet, weder in der
Kultivierung mit Magnesium-Lignosulfonat noch bei einem anderen Pilzisolat. Eine eindeutige
HPLC-MS-Messung zur Bestimmung der Masse war anhand des RE nicht mdglich, sodass
zunachst im 20 L-Mafstab fermentiert wurde (2.3.1.2). Im Anschluss wurde die Substanz A1
mittels praparativer HPLC (2.3.3.2) aufgereinigt. Eine erneute Messung an der HPLC-MS
ergab daraufhin eine Masse von 177 m/z (Abb. 60). Da ein Abgleich mit der Datenbank der
AG Thines sowie des IBWF keine Ubereinstimmung ergab, Ubernahm der Fachbereich
Chemie (Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) die NMR-spektroskopische Analyse (6.4.5,
Abb. 118 & 119). Diese bestatigten die Masse von 177 m/z und konnten die Struktur vollstandig
aufklaren (Abb. 61). Substanz A1 ist Anisaldehyd. Anisaldehyd hat in reiner Form eine Masse
von 136 m/z. Die zuséatzlichen 41 m/z stammen von dem Acetonitril-Addukt, welches durch die

zuvor durchgefuhrte Aufreinigung entstanden ist.
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Abbildung 58: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus pulmonarius nach 14-tigiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Kraftlignin (schwarz). Detektiert wurden die Substanz A1 bei einer Retentionszeit von 14,1 min und die
Substanzen P1 und P2 bei einer Retentionszeit von 14,6 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 59: UV-Spektren von Substanz P1 und P2 aus dem Rohextrakt von Pleurotus pulmonarius nach
14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (A) im Vergleich zu der Substanz P1 und P2 von
Agrocybe pediades (B).Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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Abbildung 60: UV- (A) und Massenspektrum (B) von Substanz A1 aus dem Rohextrakt von
Pleurotus pulmonarius nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin. Die Spektren wurden
mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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Abbildung 61: Chemische Struktur von Anisaldehyd (Substanz A1) aus der Fermentation von
Pleurotus pulmonarius in Minimalmedium mit Kraftlignin.

3.5.3 Fermentations-Monitoring mit quanti- und qualitativem Enzymtest

Wahrend des 14-tadgigen Fermentations-Monitoring, welches in einem 5 L-Kolben
durchgefuhrt wurde, wurden der pH- und Glukosewert, die Enzymaktivitat der Laccasen und
Peroxidasen im KF mittels ABTS-Test (2.4.2) sowie die produzierte Menge an A1 analysiert
(Abb. 63). Alle zwei Tage wurde dazu eine 150 mL Probe entnommen und nach dem
Bestimmen aller Parameter mit Ethylacetat Fllissig-Fllssig extrahiert (2.3.2) und im Anschluss
der RE mittels HPLC analysiert (2.3.3.1). Der pH-Wert nahm tber die Kultivierungszeit hinweg
von zu Beginn 6,76 kontinuierlich ab und erreichte ein Minimum an Tag 12 mit 5,69. Am letzten
Tag stieg er nochmals auf 5,76 an. Die freie Glukose wurde innerhalb der 14-tagigen
Kultivierung nicht vollstandig aufgebraucht und betrug am Ende noch 5 g/L. Bereits nach 48 h
konnte A1 mittels HPLC mit einem Wert von 0,01 mg/L detektiert werden.
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Die Menge an A1 nahm mit fortschreitendem Fermentationsverlauf zu und erreichte ein
Maximum mit 3,9 mg/L an Tag 10. Im Anschluss daran sank die Menge auf 1,6 mg/L an Tag
12 bzw. 1,5 mg/L an Tag 14 ab. Ahnlich war dies auch bei der Laccase-Aktivitat zu beobachten.
Diese nahm zu Beginn stetig zu und erreichte ein Maximum an Tag 6 mit 20,3 U/L. Im
Anschluss sank diese auf 0,06 U/L an Tag 10 auf ein Minimum ab, um dann wieder leicht
anzusteigen auf 1,6 U/L an Tag 12 und 1,5 U/L an Tag 14. Peroxidase-Aktivitat konnte nicht
detektiert werden.
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Abbildung 62: Fermentationsverlauf von Pleurotus pulmonarius in Minimalmedium mit Kraftlignin tber
einen Zeitraum von 14 Tagen im 2,5 L-MaRBstab. Abgebildet sind die pH-Werte (grau), die Glukosekonzentration
in g/L (blau), die Substanzmenge von Anisaldehyd (A1) in mg/L (griin) sowie die Laccase-Aktivitat (orange) in U/L.
Erstellt mit Origin 7.5.

3.5.3.1 Qualitativer Nachweis extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme

Um die Aktivitat noch anderer am extrazellularen Ligninabbau beteiligten Enzyme, wie z.B. die
Polyphenoloxidasen oder die Lignin- bzw. Manganabhangigen Peroxidasen, nachweisen zu
kénnen, wurde ein qualitativer Enzymtest auf Agarplatten nach Pointing (1999) durchgefuhrt.
Das dafur verwendete Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) wurde mit
verschiedenen, fir die jeweiligen Enzyme charakteristischen Substraten, versetzt (2.1.7). Die
Entfarbung von Poly R impliziert die Anwesenheit von Polyphenoloxidasen, Lignin- und
Manganabhangigen Peroxidasen. Die Verfarbung von ABTS weist die Aktivitat von Laccasen
nach und die Entfarbung des Azur B Lignin- und Manganabhangigen Peroxidasen. Fir den
Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen wurden LBM-Platten mit Magnesium-
Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) versetzt.
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Alle Platten wurden mit gleichgroBen Stlicken von Pleurotus pulmonarius inokuliert und
anschliel®end fir 10 Tage bei RT inkubiert (2.4.1). Nach der Inkubationszeit konnte wie in
Abbildung 63 zu sehen im Vergleich zur Negativkontrolle, Penicillium steckii IBWF 104-06,
eine starke blaue Verfarbung der LBM-ABTS-Platte beobachtet werden, was auf eine Laccase-
Aktivitat hinweist. Bei den Platten mit Azur B konnte keine Entfarbung beobachtet werden,
jedoch auf der Platte mit Poly R. Ebenfalls stark verfarbt waren die Platten mit LigS und KL

zum Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen.

LBM + LBM + LBM + LBM + LBM +
0,02 % (wiv) Poly R 0,1 % (wiv) ABTS 0,01 % (wiv) Azur B 0,25 % (wiv) Lig$ 0,25 % (wWiv) KL

- 00®
00066

P

Penicillium steckii (
IBWF 104-06
(Negativkontrolle)
/

Pleurotus pulmonarius

S

Polypher i L Lignin- und Mangan- Oxidation Oxidation
Lignin- und Mangan- abhingige phenolischer phenolischer
abhéngige Peroxidasen Peroxidasen St 1 St 1zen

Abbildung 63: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazelluldrer Lignin-modifizierender Enzyme von Pleurotus pulmonarius. Lignin modifying
enzyme basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt und mit P. pulmonarius inokuliert, um
extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen
und Lignin- bzw. Manganabhéangige Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von
Azur B Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten
wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-
Platte ohne Zusatze inokuliert und als Negativkontrolle wurde Penicillium steckii IBWF 104-06 mitgefihrt. Die
Inkubation erfolgte tber 10 Tage bei RT. Angesetzt in Triplikaten.

3.5.4 Biologische Charakterisierung der Substanz A1

Pleurotus pulmonarius produzierte ebenfalls, wie Agrocybe pediades, die Substanzen P1 und
P2, sodass auf eine erneute biologische Charakterisierung verzichtet wurde. Die produzierte
Substanz (A1), Anisaldehyd, ist allgemein bekannt und in der Literatur beschrieben, daher

wurde auf eine biologische Charakterisierung dieser verzichtet.
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3.6 Fermentation von Pleurotus ostreatus mit industriellem
Ligninabfall

3.6.1 Fermentation mit Magnesium-Lignosulfonat

Der Austern-Seitling (Pleurotus ostreatus) stammt aus der Stammsammlung der AG Thines
und wurde zuvor isoliert und morphologisch sowie molekularbiologisch identifiziert (6.1). Er
gehort ebenso wie Pleurotus pulmonarius zu den weltweit am haufigsten kultvierten
Speisepilzen. In der Natur wird er oft auf verrottetem Holz gefunden, was durch seine Lignin-
abbauenden Enzyme beglnstigt wird (Sanchez, 2010; Hadar et al., 1993).

Pleurotus ostreatus wurde fir 14 Tage in MM + LigS kultiviert. Anschlielend wurde der pH-
und Glukosewert sowie die Laccase- und Peroxidase-Aktivitat im KF anhand des ABTS-Test
bestimmt (2.4.2). Dabei konnte eine Abnahme des pH-Wertes auf 5,82 beobachtet werden.
Freie Glukose war auch nach 14-tagiger Kultivierung noch ausreichend vorhanden (5 g/L). Mit
0,8 mU/L konnte nur eine geringe Laccase-Aktivitdt gemessen werden. Nach Abschluss aller
Messungen wurde die gesamte Kultur mit Ethylacetat vollstandig extrahiert (2.3.2). Der daraus
resultierende RE wurde im Anschluss mittels HPLC analysiert (2.3.3.1), dabei konnte nach
Abgleich des RE-Chromatogramms mit den Kontroll-Chromatogrammen der Abbau des
Magnesium-Lignosulfonats sowie zwei neue Signale bei einer Rt von 14,1 min und 14,5 min
detektiert werden (6.2.8, Abb. 101). Da diese Signale die gleiche Rt hatten, wie die bereits in
P. pulmonarius detektierten Signale, wurde zundchst das UV-Spektrum miteinander
verglichen. Das UV-Spektrum des Signals bei Rt 14,1 min ist identisch zu dem des Signals bei
Rt 14,1 min von P. pulmonarius aus der Kultivierung mit Kraftlignin (Abb. 65). Aulerdem waren
auch die UV-Spektren der Signale bei Rt 14,5 min identisch zueinander (Abb. 66). Eine
abschlielende HPLC-MS-Analyse zur Bestimmung der Masse, bestatigte dies ebenfalls. Das
Signal bei Rt 14,1 min hatte eine Masse von 177 m/z und das Signal bei Rt 14,5 min von
330 m/z. Es handelt sich somit um die gleichen Substanzen, Substanz A1 (Rt 14,1 min) und
die Substanzen P1 und P2 (RT 14,5 min), wie bei Pleurotus pulmonarius. Auf eine weitere

Aufreinigung und anschlieende Strukturaufklarung wurde daher verzichtet.
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Abbildung 64: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus ostreatus nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Lignosulfonat (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Lignosulfonat (schwarz). Detektiert wurden die Substanzen A1 mit einer Retentionszeit von 14,1 min sowie P1
und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 65: UV-(A) und Massenspektrum (B) der Substanz A1 aus dem Rohextrakt von
Pleurotus ostreatus (blau) nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Lignosulfonat. Das UV-
Spektrum ist im Vergleich zur Substanz A1 von Pleurotus pulmonarius (grau) abgebildet. Die Spektren wurden
mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.
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Abbildung 66: UV-Spektren der Substanz P1 und P2 aus dem Rohextrakt von Pleurotus ostreatus (blau)
und Pleurotus pulmonarius (grau) nach 14-tagiger Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat im Vergleich. Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS aufgenommen.

3.6.2 Fermentation mit Kraftlignin

Nach 14-tagiger Kultivierung in MM+KL, konnte ein pH-Wert von 5,93 gemessen werden. Die
freie Glukose war, wie zuvor bei der Kultivierung mit Magnesium-Lignosulfonat, nicht
vollstandig verbraucht (5 g/L). Die abschliefende ABTS-Messung (2.4.2) des KF ergab eine
geringe Laccase-Aktivitat von 0,8 mU/L. Nach erfolgreicher Extraktion der gesamten Kultur
mittels Ethylacetat (2.3.2) wurde das daraus resultierende RE mittels HPLC analysiert
(2.3.3.1). Durch den Abgleich des aufgenommenen Chromatogramms mit den Kontroll-
Chromatogrammen (MM, MM + Ligs, P. ostreatus kultiviert in MM (6.2.8, Abb. 102) konnte
festgestellt werden, dass das Kraftlignin fast vollstdndig abgebaut wurde. Des Weiteren
wurden ebenfalls Signale bei einer RT von 14,1 min und 14,6 min detektiert (Abb. 67). Nach
Abgleich der UV- und Massenspektren mit den Spektren aus der Kultivierung mit Magnesium-
Lignosulfonat stellte sich raus, dass es sich ebenfalls um die Substanzen A1 sowie P1 und P2

handelt (Abb. 68). Auf eine Strukturaufklarung wurde daher verzichtet.
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Abbildung 67: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus ostreatus nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit
Kraftlignin (schwarz). Detektiert wurden die Substanzen A1 mit einer Retentionszeit von 14,1 min sowie P1 und
P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 68: UV-Spektren der Substanz A1 (A) und der Substanz P1 und P2 (B) aus dem Rohextrakt von
Pleurotus ostreatus nach 14-tigiger Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) sowie

Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (grau). Die Spektren wurden mittels ESI an der HPLC-MS
aufgenommen.

105



Ergebnisse

3.6.3 Fermentations-Monitoring mit quanti- und qualitativem Enzymtest

Aufgrund dessen, dass wahrend der Kultivierung von Pleurotus ostreatus, ebenso wie bei
Pleurotus pulmonarius, die Substanzen A1 sowie P1 und P2 detektiert werden konnten, wurde

auf ein Fermentations-Monitoring verzichtet.

3.6.3.1 Qualitativer Nachweis extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme

Um die Aktivitat noch anderer am extrazellularen Ligninabbau beteiligten Enzyme, wie z.B. die
Polyphenoloxidasen oder die Lignin- bzw. Manganabhangigen Peroxidasen, nachweisen zu
kénnen, wurde ein qualitativer Enzymtest auf Agarplatten nach Pointing (1999) durchgeflhrt.
Das daflr verwendete Lignin modifying enzyme basal medium (LBM) wurde mit
verschiedenen, fur die jeweiligen Enzyme charakteristischen Substraten, versetzt (2.1.7). Die
Entfarbung von Poly R impliziert die Anwesenheit von Polyphenoloxidasen, Lignin- und
Manganabhangigen Peroxidasen. Die Verfarbung von ABTS weist die Aktivitat von Laccasen
nach und die Entfarbung des Azur B Lignin- und Manganabhangigen Peroxidasen. Fir den
Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen wurden LBM-Platten mit Magnesium-
Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) versetzt. Alle Platten wurden mit gleichgrofRen
Stlicken von Pleurotus ostreatus inokuliert und anschlieBend fir 10 Tage bei RT inkubiert
(2.4.1). Nach der Inkubationszeit konnte wie in Abbildung 69 zu sehen im Vergleich zur
Negativkontrolle, Penicillium steckii IBWF 104-06, eine starke blaue Verfarbung der LBM-
ABTS-Platte beobachtet werden, was auf eine Laccase-Aktivitat hinweist. Bei den Platten mit
Poly R konnte ebenfalls eine leichte Entfarbung rund um das Pilzwachstum beobachtet
werden. Die Platte mit Azur B wies keine Verfarbung auf. Ebenfalls stark verfarbt waren die

Platten mit LigS und KL zum Nachweis der Oxidation phenolischer Substanzen.
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Abbildung 69: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazelluldrer Lignin-modifizierender Enzyme von Pleurotus ostreatus. Lignin modifying
enzyme basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt und mit P. ostreatus inokuliert, um
extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen
und Lignin- bzw. Manganabhéngige Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von
Azur B Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten
wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-
Platte ohne Zusatze inokuliert und als Negativkontrolle wurde Penicillium steckii IBWF 104-06 mitgefihrt. Die
Inkubation erfolgte tiber 10 Tage bei RT. Angesetzt in Triplikaten.

3.6.4 Biologische Charakterisierung der Substanzen

Pleurotus ostreatus produzierte ebenfalls, wie auch Pleurotus pulmonarius und
Agrocybe pediades, die Substanzen P1 und P2, sodass auf eine erneute biologische
Charakterisierung verzichtet wurde. Die produzierte Substanz (A1), Anisaldehyd, ist zudem
allgemein bekannt und in der Literatur beschrieben, daher wurde auf eine biologische

Charakterisierung dieser verzichtet.
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3.7 Ubersicht der Ergebnisse

In der nachfolgenden Tabelle 17 sind alle Substanzen gelistet, die im Rahmen dieser Arbeit nach der Kultivierung der verschiedenen Pilzstamme in

Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat bzw. Kraftlignin detektiert werden konnten. Angegeben sind die chemische Struktur, die Masse, die

Retentionszeit der analytischen HPLC-Messung sowie die biologische Aktivitat, falls vorhanden.

Tabelle 17: Isolierte Substanzen verschiedener Pilzstamme nach Kultivierung dieser in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat bzw. Kraftlignin. Angegeben ist die
chemische Struktur, Masse im Verhaltnis Masse zu Ladung [m/z], die Retentionszeit in Minuten [min], die produzierenden Organismen sowie die biologische Aktivitat, falls vorhanden.

X = nicht aufgeklart.

- . Masse [m/z] Retentionszeit [min] ; Biologische
Identifizierte Substanz Chemische Struktur (NMR-Analyse) (PDA-Detektor) Organismen Aktivitit
Hon
Agrocybe pediades
15-hydroxy-7-oxo- . groeybep _ _

Dehydroabietinsaure 330 14,5 Pleurotus pulmonarius Keine
(P1) Pleurotus ostreatus
Agrocybe pediades
16-hydroxy-7-oxo- greeybe p ]

Dehydroabietinsaure 330 14,5 Pleurotus pulmonarius Keine

(P2)

Pleurotus ostreatus
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Identifizierte Substanz Chemische Struktur Masse [m/z] Retentionszeit [min] Organismen Blologische
(NMR-Analyse) (PDA-Detektor) 9 Aktivitat
o (?H:
O
(e} . .
Detetrahydroconidendrin OO - 355 1427139 Alternaria alstroemeriae Bacillus brevis
(X1/L1) O Coniolariella hispanica
T
CHs: OH
R o}
Methyllndo(ll-_?é-)Carboxylat \ Chis 175 14,4 Coniolariella hispanica Keine
NH
Unbekannt (L3) X 206 15,0 Coniolariella hispanica Keine
CHs
CHs
7-Oxodehy(2[3jb|et|nsaure 314 16,4 Chaetomium leptoderma | Bacillus brevis
Unbekannt (L5) X 298 18,4 Chaetomium leptoderma Keine
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Identifizierte Substanz Chemische Struktur Masse [m/z] Retentionszeit [min] Organismen Blologische
(NMR-Analyse) (PDA-Detektor) 9 Aktivitat
OH o
} ; o] ,
5-Carboxymellein 222 13,8 Coniolariella hispanica Keine
(L7-1) CHs
HO™ O
8,9-Dehydroxylaron (L8) 220 16,6 Coniolariella hispanica Keine
Pleurotus pulmonarius )
Anisaldehyd (A1) 177 14,1 Nicht getestet

Pleurotus ostreatus
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4. Diskussion und Ausblick

Eines der grofiten Umweltprobleme unserer Zeit ist der fortschreitende Klimawandel, welcher
drastische Auswirkungen auf verschiedene Bereiche unseres Lebens hat. Die Erderwarmung,
der Verlust der Biodiversitat oder aber auch gesundheitliche Auswirkungen auf den Menschen
sind nur ein Teil der Folgen des Klimawandels (Parums, 2024; Momoh-Salami et al., 2023).
Die Verwendung von Uberwiegend erddlbasierten Rohstoffen zur Herstellung alltaglicher
Materialien, wie Kunststoffen, Textilien oder medizinischen Produkten, férdert den Anstieg der
CO2-Emission und tragt somit erheblich zum Klimawandel bei (Bajwa et al., 2019; IPCC, 2021;
Murray und King, 2012). Zudem steht nur eine begrenzte Menge an Erddl zur Verfigung und
bereits jetzt wird angenommen, dass das Férdermaximum erreicht ist, was die Verfligbarkeit
des konventionellen Erdols verringert und die Preise weiter steigen lasst (IEA, 2023; Murray
und King, 2012). Um langfristig den CO2-Fullabdruck zu reduzieren und eine nachhaltigere
Zukunft zu gestalten, die das Leben auf der Erde noch viele Jahrtausende moglich macht, ist
es von grof’em Interesse Alternativen fir die erdolbasierten Materialien zu finden.

Im Fokus stehen dabei vor allem natlrliche Ressourcen, die noch weitestgehend ungenutzt
sind, wie z.B. Lignin, welches die weltweit am haufigsten vorkommende, erneuerbare,
aromatische, aus der Natur stammende Verbindung ist (Bajwa et al., 2019). Aufgrund der
vielseitigen Eigenschaften und der groRen Verfligbarkeit, kann Lignin fir weitaus mehr
verwendet werden als Brennmaterial und einige bisher aus Erddl bestehende Materialien
ersetzen. Die Schwierigkeit besteht jedoch darin, das hochkomplexe Lignin, welches nur
schwer abbaubar ist, so zu verandern, dass neue Produkte daraus entstehen.

Um das Lignin nutzen zu kénnen muss es aus der Lignozellulosebiomasse (Abb. 2)
herausgelost und somit von der Zellulose und Hemizellulose abgetrennt werden. Dies findet
bereits im groRen Malstab in der Papier- und Zellstoffindustrie statt (Berlin und Balakshin,
2014; Gosselink et al., 2004). Das dabei abgetrennte Lignin (technisches Lignin), fallt als
industrieller Abfall in groRen Mengen an und wird bereits z.B. als Verbundwerkstoff,
Elektrodenmaterial oder aber auch als Alternative zu Kohlenstofffasern verwendet (Tanase-
Opedal et al., 2019; Gosselink et al., 2004; Upton und Kasko, 2016). Auch elektrochemische
Verfahren erzielten bereits Erfolge bei der Verwertung lignolytischer Industrieabfalle. So
konnten Zirbes etal. 2020 durch elektrochemische AufschlieBung von Kraftlignin ca.
4 Gew.-% Vanillin gewinnen. Da die Nutzung und Verwertung von Abfallprodukten, so auch
lignolytischem Abfall, zunehmend an Bedeutung gewinnt, um erddlbasierte Rohstoffe
langfristig ersetzen zu kdnnen, ist es von Interesse umweltfreundliche, biologische Abbau-
bzw. Umwandlungsprozesse zu untersuchen (Vigh, 2023). Filamentése Pilze, darunter vor
allem die Basidiomyceten, sind in der Lage mit einem einzigartigen Enzym-Pool die komplexe

Struktur des Lignins aufzuspalten und Nahrstoffe daraus zu gewinnen (Kirk und Farrell, 1987).
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4.1 ldentifizierung und Charakterisierung phenolischer Substanzen
nach Fermentation filamentoser Pilze mit industriellem Ligninabfall

4.1.1 ldentifizierung und Charakterisierung der isolierten Harzsaure-Derivate

Da bis heute zumeist chemische bzw. industrielle Anwendungsmaoglichkeiten von industriellem
Lignin vorhanden sind, ist es von besonderem Interesse potenzielle biologische
Abbauprozesse zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene filamentdse
Pilze dahingehend analysiert, ob diese wahrend der Kultivierung industriellen Ligninabfall
abbauen und gleichzeitig neue phenolische Substanzen entstehen, die zukinftig Anwendung
finden konnten. Dazu wurden verschiedene Pilzstdmme zunachst in Minimalmedium mit
Magnesium-Lignosulfonat (LigS) sowie in Minimalmedium mit Kraftlignin (KL) fir 14 Tage (d)
fermentiert, um zu untersuchen, ob die industriellen Ligninabfalle tUber die Kultivierungszeit
hinweg abgebaut werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass Agrocybe pediades, auch
Raustieliger Ackerling genannt, zugehérig zu den Basidiomyceten sowohl das LigS als auch
das KL abbauen kann (3.1.1 & 3.1.2). Bei beiden Kultivierungsansatzen entstand ein neues
Signal bei einer Retentionszeit (Rt) von 14,5 min wahrend der Kultivierung mit LigS und bei
Rt 14,6 min im Ansatz mit KL. Nach anschlieRender HPLC-MS-Messung konnte bestatigt
werden, dass es sich in beiden Ansatzen, um die gleiche Substanz (Substanz P) handelt. Zur
Isolierung und Aufreinigung dieser wurde zunachst eine 20 L Fermentation durchgefuhrt,
wobei im Anschluss eine Kieselgelchromatographie mit anschlieRender praparativer HPLC-
MS-Analyse erfolgte. Dabei konnte eine Masse von 330 m/z detektiert werden (3.1.1). Zur
vollstandigen Analyse der Substanz P wurde diese NMR-spektroskopisch untersucht (6.4.1,
Abb. 104 - 107), wobei die Substanz P als zwei Substanzen P1 und P2 differenziert und als
15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsadure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P2)
identifiziert werden konnte (3.1.1). Der Unterschied zwischen P1 und P2 liegt darin, dass sich
die Hydroxygruppe bei P1 an der Position Cis und bei P2 an C+s befindet (Abb. 70 & 71).
Aufgrund dieser Ahnlichkeit verfligen diese (iber die gleichen polaren Eigenschaften und sind
daher bei den zuvor durchgefuhrten HPLC- und HPLC-MS-Messungen immer nur als eine
Substanz wahrgenommen worden.

P1 und P2 sind Derivate der Dehydroabietinsdure (DHAA). DHAA gehort zusammen mit der
Abietinsaure (AA) zu den Harzsauren und kommt naturlicherweise in Koniferen vor, wie z.B.
Kiefern, Fichten oder Tannen (Dethlefs und Stan, 1996). Oftmals macht DHAA den Hauptanteil
der Harzsauren in Koniferen aus. Da diese, aufgrund des hohen Zelluloseanteils, ebenfalls in
der Papier- und Zellstoffindustrie verwendet werden (Volkman et al., 1993), konnten DHAA
und AA im Zuge dieser Arbeit anhand des Abgleichs der HPLC-Chromatogramme der
Reinsubstanzen, AA und DHAA, mit den Chromatogrammen der Kontrollen detektiert werden
(3.1.1, Abb. 11 & 13; 6.2.2, Abb. 88 - 90).
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Bei der Verarbeitung in der Papier- und Zellstoffindustrie, werden die Harzsauren teilweise aus
dem Holz freigesetzt und gelangen vor allem ins Abwasser wie Leach und Thakore 1973
beschrieben. Je nach Aufschlussverfahren variiert die Menge an toxischen Substanzen im
Abwasser, welches zumeist eine Mischung aus Lignin, Kohlenhydraten und Extrakten ist,
wodurch das Recycling dessen erschwert ist (Lehr et al., 2021). Da Harzsauren sehr resistent
gegenuber dem chemischen Abbau sind (Dethlefs und Stan, 1996), kdnnten méglicherweise
auch Derivate dieser in lignolytischen Abfallprodukten, wie z.B. LigS oder KL, verbleiben und
gefunden werden. Die Papier- und Zellstoffindustrie zahlt mitunter zu den umweltschadlichsten
Industrien weltweit (Ince et al., 2011; Pokhrel und Viraraghavan, 2004). Aufgrund dessen, dass
Agrocybe pediades bereits im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich in Submerskulturen mit
lignolytischem Abfall kultiviert werden konnte, sollte Uberprift werden, ob dieser ein geeigneter
Kandidat ware, um die in den Abwasser der Papier- und Zellstoffindustrie enthaltenen
toxischen Harzsauren Uber Mykoremediation zu entfernen, so wie es Costa et al. bereits 2017
fur die Pilze Phanerochaete chrysosporium und Bjerkandera adusta zeigten.

Dass DHAA und AA mogliche Vorstufen von P1 und P2 sind, konnte durch die
Supplementierung dieser bestatigt werden (3.1.1.1). Im Zuge dieses Experiments wurde
DHAA und AA in Minimalmedium dazugegeben und Agrocybe pediades darin fur 14 d
kultiviert. Bereits nach 72 h konnten die Substanzen P1 und P2 im Ansatz mit DHAA detektiert
werden. Nach 7 d auch im Ansatz mit AA. Insgesamt wurde mehr P1 und P2 im Ansatz mit
DHAA produziert (3.1.1.1, Abb. 15).

Des Weiteren konnten im Rahmen dieser Arbeit neben Agrocybe pediades noch zwei weitere
Pilzstdmme analysiert werden, wobei ebenfalls nach der Kultivierung mit LigS und KL, die zwei
DHAA-Derivate  15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2) mittels HPLC-MS-Analyse detektiert werden konnten (3.5.1 & 3.5.2;
3.6.1 & 3.6.2). Hierbei handelt es sich ebenfalls um Basidiomyceten, Pleurotus pulmonarius
und Pleurotus ostreatus. Dies legt die Vermutung nahe, dass diese Uber einen ahnlichen
Enzym-Pool zur Degradation von lignolytischen Industrieabfallen bzw. zur Metabolisierung von
Harzsduren verfigen. Abietinsaure als auch Dehydroabietinsdure kdnnen von
Mikroorganismen degradiert werden, wie bereits 1981 Kutney et al. mit dem Zygomycet
Mortierella isabellina  zeigte, welcher heute zur Gattung der  Umbelopsis
(Umbelopsis isabellina) zahlt (Meyer und Gams, 2003). Dieser detoxifizierte die im Abwasser
der Zellstoffindustrie enthaltene DHAA zu verschiedenen Methylestern. Au3erdem zeigte ein
anschlieRender Toxizitatstest, dass die, durch die Degradation entstandenen Metabolite

weniger toxisch sind als die im Abwasser enthaltene DHAA.
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1988 konnte Kutney et al. aulerdem zeigen, dass M. isabellina wahrend der Fermentation mit
Polyurethanschaum die Reinsubstanz DHAA am C+s- bzw. C1s-Atom hydroxylierte, sodass 15-
bzw. 16-hydroxy-Dehydroabietinsdure entstand, welche sehr ahnlich zu den Substanzen P1
und P2 sind (Abb. 70), die im Rahmen dieser Arbeit detektiert werden konnten.
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15-hydroxy-Dehydroabietinsaure P1 16-hydroxy-Dehydroabietinsaure P2

Abbildung 70: Chemische Struktur von 15-hydroxy-Dehydroabietinsdure im Vergleich zu 15-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P1) sowie 16-hydroxy-Dehydroabietinsdure im Vergleich zu 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2).

2014 machte diese Beobachtung auch Choudhary et al. nach der Fermentation der
filamentésen Pilze Cunninghamella elegans, Rhizopus stolonifer, Gibberella fujikuroi und
Cephalosporium aphidicola mit DHAA. Diese metabolisierten DHAA ebenfalls, wie
M. isabellina, zu 15-hydroxy- und 16-hydroxy-Dehydroabietinsaure. Die in dieser Arbeit
verwendeten Organismen, A. pediades, P. pulmonarius und P. ostreatus hydroxylierten
ebenfalls DHAA am C+s- bzw. C1s-Atom und oxidierten es zugleich noch am C+-Atom jedoch
ausgehend von den industriellen Abfallprodukten LigS bzw. KL anstelle der Reinsubstanzen.
Somit kdnnten zuklinftig alle drei Pilzstdmme zur Verwertung von LigS und KL verwendet
werden. Dahingehend waren in zuklnftigen Experimenten die Parameter fiir ein Upscaling zu
definieren, sodass weitaus mehr als 10 g/L LigS oder KL eingesetzt und somit effektiv
verwertet werden kdnnen.

A. pediades, P. pulmonarius und P. ostreatus metabolisieren, die im industriellen Ligninabfall
enthaltenen Harzsauren, DHAA und AA, moglicherweise zum Selbstschutz, so wie es auch
Kutney et al. 1981 beschrieben. Da Harzsauren toxisch fir Mikroorganismen sind
(Savluchinske Feio et al., 1999), ist dies vermutlich ein Abwehrmechanismus gegenuber den
toxischen Substanzen. Dorado et al. konnten 2000 bereits zeigen, dass die Behandlung von
Holzspanen mit den Basidiomyceten Bjerkandera sp.,  Stereum hirsutum und
Trametes versicolor die Toxizitat der resultierenden Extrakte verringerte. Die wahrend dieser
Arbeit produzierten Substanzen P1 und P2 sind ebenfalls weniger toxisch als die Vorstufen
DHAA und AA, was anhand der durchgeflhrten Bioaktivitatstests bewiesen wurde. Es konnte
sowohl fur P1 als auch fir P2 keine keimungs- bzw. wachstumsinhibierende Wirkung
gegenlber den getesteten Mikroorganismen sowie Pflanzen beobachtet werden (3.1.4.1 &
3.1.4.2).
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Der Zytotoxizitatstest zeigte aullerdem, dass P1 und P2 weniger toxisch gegenuber den
Zelllinien RPE-1, HepG2 und VH10tert sind, als DHAA, welches am starksten toxisch wirkte,
bzw. AA oder das Gemisch bestehend aus P1 und P2. Ebenfalls keine Wirkung erzielten P1
und P2 gegenuber HeLa S3 Zellen (3.1.4.3). Somit waren die Substanzen aufgrund der
reduzierten Toxizitdt auch potenziell in Anwendungsfeldern wie z.B. der biokompatiblen
Materialentwicklung oder Kosmetika anwendbar. Wo sie z.B. als Additive in Beschichtungen
von Wundverbanden, als Bestandteil des Polymergerists beim Tissue Engineering oder in
antioxidativen Cremes oder Salben eingesetzt werden kénnten. Weiterfiihrende Toxizitatstest
sowie Langzeitstudien missten daflir jedoch die im Rahmen dieser Arbeit festgestellten

Ergebnisse bestatigen.

Ein weiteres Derivat der DHAA konnte bei der Fermentation des Ascomyceten
Chaetomium leptoderma mit LigS sowie mit KL detektiert werden (3.4.1 & 3.4.2). Bei der dabei
detektierten Substanz handelt es sich um 7-oxo-Dehydroabietinsdure (Substanz L4). Diese
Substanz ist ahnlich zu den zuvor beschriebenen Substanzen P1 und P2, welche ebenfalls
am Cz-Atom eine Carbonylgruppe haben. L4 hat im Vergleich dazu jedoch keine zusatzliche

Hydroxygruppe am C1s- bzw. Cie-Atom (Abb. 71).

CHs
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Abbildung 71: Chemische Struktur von 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1), 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2) und 7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4).

Bereits 1994 wurde anhand von Chaetomium cochlioides von Yano et al. nachgewiesen, dass
die Gattung Chaetomium DHAA metabolisieren kann (van Beek etal., 2007). Dieser
metabolisierte DHAA zu 7(3,16-dihydroxy-Dehydroabietinsaure, wobei keine Carbonylgruppe
im Molekll vorhanden ist, sondern zwei Hydroxylgruppen. Dabei kénnte es sich um eine
mdgliche Vorstufe flir P1 und P2 handeln, da Sierra-Alvarez et al. (2000) in ihren Studien
zeigten, dass durch eine weitere Oxidierung der Hydroxygruppe eine Carbonylgruppe
entstehen kann. Sie konnten damals durch die Fermentation von Phlebiopsis gigantea und
Trametes versicolor neue Metabolite mit Hydroxylierungen am Ci-, C7-, C4s- und Cq7-Atom
beobachten, wobei C7 vermutlich weiter oxidiert wurde, sodass eine Carbonylgruppe entstand.
Luchnikova et al. (2019) analysierten zudem, dass Pilze die zur Verfigung stehenden
Harzsauren in der Regel in Hydroxyderivate umwandeln und nicht als Kohlenstoffquelle

nutzen.
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In der Arbeit von Luchnikova et al. (2019) wurde Uber eine Vielzahl an Derivaten berichtet, die
Uber unterschiedliche Bioaktivitaten verfliigen. So konnten antibakterielle, fungizide,
entziindungshemmende, antivirale oder aber auch antitumorale Aktivitaten detektiert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies gegenliber den getesteten Organismen, Pflanzen und
Zellen fur P1 und P2 nicht nachgewiesen werden. Lediglich 7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4)
wies eine geringe Aktivitat bei der Durchfihrung des Agardiffusionstest gegeniber dem
grampositiven Bakterium Bacillus brevis auf, wobei bei einer Konzentration von 100 ug eine
Wachstumsinhibition von @ 0,3 cm beobachtet werden konnte (3.4.4.1, Abb. 55). Die
Bioaktivitatstests sollten zukinftig hinsichtlich der getesteten Organismen, Pflanzen und Zellen
ausgeweitet werden, denn moglicherweise sind diese gegenuber anderen aktiv, so wie es flr
andere Derivate, wie z.B. 13-Hydroxy-, 2a-hydroxy-, oder 73-hydroxy-Dehydroabietinsaure, in
der Arbeit von Luchnikova et al. (2019) bereits beschrieben wurde. Bei der Kultivierung von
C. leptoderma in Magnesium-Lignosulfonat konnte noch eine zweite Substanz (L5) detektiert
werden, welche jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter analysiert werden konnte. Auch

die durchgefiihrten Bioaktivitatstests erwiesen keine Inhibition.

Harzsauren, wie z.B. AA und DHAA, finden bereits in vielen okonomischen Bereichen
Anwendung. Unter anderem als Additiv bei der Polymerherstellung sowie bei Epoxidharzen
und Silikonkautschuk, um deren Eigenschaften, wie z.B. Flexibilitat, Zugfestigkeit oder UV-
Stabilitat zu verbessern (Vevere et al., 2020). Des Weiteren werden diese auch als Polymer-
Additive oder zur Synthese von Pharmazeutika verwendet (Hao etal, 2022). Umso
spannender ist es, dass durch die Kultivierung der filamentdsen Pilze A. pediades,
P. pleurotus, P. ostreatus und C. leptoderma in Minimalmedium mit LigS, wie auch mit KL,
direkt modifizierte Derivate der Dehydroabietinsaure isoliert werden konnten, die nachweislich
weniger toxisch sind als die Vorstufen DHAA und AA. Aufgrund der vielseitigen Einsatzbarkeit
der Ausgangsprodukte, AA und DHAA, kdénnen moglicherweise auch die entstandenen
Derivate, 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure, 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure
und 7-oxo-Dehydroabietinsdure, zukinftig potenziell in der Industrie Anwendung finden. Bei
P1 und P2 handelt es sich jeweils um ein bifunktionelles Molekul, welche im Vergleich zur AA
und DHAA Gber zwei funktionelle Gruppen, eine Hydroxygruppe (OH) am C1s- (P1) bzw. C1e-
Atom (P2) sowie eine Carbonylgruppe am Cr-Atom, verfigen (Abb. 70 & 71). Somit haben
beide zwei mogliche Angriffspunkte, um weiter modifiziert werden zu kdnnen. Durch die OH-
Gruppe haben P1 und P2 aulRerdem eine bessere Loslichkeit in wassrigem Milieu, was durch
den einfachen Aufschluss mittels Flussig-Flussig-Extraktion sowie der friheren Retentionszeit
von 14,5min im Vergleich zu den Reinsubstanzen Abietinsdure (Rt 24,8 min) und
Dehydroabietinsaure (Rt 22,4 min) gestutzt wird (3.1.1, Abb. 8, 11 & 13).
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Ebenso kdnnten intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden, die in der
Industrie zur Veranderung von Materialeigenschaften, wie z.B. Thermostabilitat oder
Festigkeit, genutzt werden kénnen (Kuo, 2018; Wan und Thompson, 2024). Auch die
Carbonylgruppe, welche auch bei L4 vorhanden ist, verfligt GUber grol3es Potenzial, da sie eine
wesentliche funktionelle Gruppe vieler chemischer Verbindungen in der Industrie ist und
ebenfalls Materialeigenschaften beeinflussen kann (Eriksson et al., 2022).

Die Basidiomyceten Agrocye pediades, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus ostreatus und der
Ascomycet Chaetomium leptoderma haben die im industriellen Ligninabfall vorkommende
DHAA bzw. AA zu 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2) bzw. 7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4) metabolisiert. Entscheidend
ist hierbei, dass dies zum ersten Mal durch die Kultivierung filamentoser Pilze mit
lignolytischem Industrieabfall anstelle von Reinsubstanzen oder dem Abwasser aus der
Papier- und Zellstoffindustrie beobachtet werden konnte. Au3erdem wurde die Substanz 16-

hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure zuvor noch nicht in der Literatur beschrieben.

4.1.2 Identifizierung und Charakterisierung des isolierten Lignan-Derivates

Bei der Kultivierung von Alternaria alstroemeriae konnte im Kultivierungsansatz mit LigS ein
neues Signal (Substanz X1) bei einer Rt von 14,2 min detektiert werden. Nach Fermentation
im 20 L Mafstab und anschlielender Aufreinigung und Strukturaufklarung konnte die
Substanz X1 mit einer Masse von 352 m/z als Detetrahydroconidendrin identifiziert werden
(3.2.1). Detetrahydroconidendrin gehért zu den Lignanen und wurde 1982 erstmals aus
Juniperus formosana, dem Formosa-Wacholder, der ebenfalls zu den Koniferen gehort, isoliert
(Kuo et al., 1982). Da wie bereits erwahnt auch Koniferen in der Papier- und Zellstoffindustrie
verwendet werden, wurde Uberprift, ob die Substanz mdglicherweise schon zuvor im LigS
vorhanden war. Durch den Abgleich der Chromatogramme von A. alstroemeriae mit dem der
Kontrolle (Minimalmedium mit LigS) konnte dies jedoch ausgeschlossen werden (3.2.1,
Abb. 24; 6.2.3, Abb. 91). Gleichzeitig fiel auf, dass das in der Kontrolle vorhandene Signal bei
Rt 12,8 min nach der Kultivierung mit A. alstroemeriae nicht mehr detektierbar ist (3.2.1,
Abb. 24). Aufgrund der Annahme das dies mdglicherweise eine Vorstufe sein kénnte, ahnlich
wie bei den Substanzen P1 und P2, wurde diese Substanz ebenfalls aufgereinigt und mit einer
Masse von 356 m/z als Conidendrin identifiziert (3.2.1, Abb. 27 & 28). Laut experimentellen
Beobachtungen ist Conidendrin eine mdgliche Vorstufe von Detetrahydroconidendrin
(Kuo etal, 1990). Doch konnte dies durch mehrmaliges Wiederholen des

Supplementierungsversuches im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden (3.2.1.1).
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Durch die Aufreinigung und Isolierung des Conidendrins aus dem LigS sind die Ubrigen
Bestandteile des urspriinglichen Substrates nicht mehr vorhanden. Méglicherweise sind diese
jedoch essenzielle Signalstoffe flir die Induktion der Produktion und Sekretion der
modifizierenden Enzyme von A. alstroemeriae, sodass die Dehydrogenierung des
Conidendrins wahrend der Kultivierung mit der Reinsubstanz ausblieb. Dass die Biosynthese,
der fur die Metabolisierung notwendigen Enzyme durch fehlende Signalstoffe runterreguliert
oder inaktiviert werden kann, konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden (Horta et al.,
2019; Mozsik et al., 2022). Um zu bestatigen, dass dies der Fall ist, konnte in einem
zuklnftigen Experiment A. alstroemeriae zunachst zusammen mit dem LigS kultiviert werden,
bis kurz vor der Detektion des Detetrahydroconidendrins, um dann nur mit dem Kulturfiltrat
(KF) und den darin sekretierten Enzymen weiterzuarbeiten. Wichtig ist hierbei jedoch, dass
das Detetrahydroconidendrin noch nicht im KF nachweisbar ist und das LigS ebenfalls von
dem KF abgetrennt werden kann, was sich im Zuge der Arbeit als schwierig erwies. Sollte
dann durch die Kultivierung des ,aufgereinigten® KFs mit LigS oder der Reinsubstanz
Conidendrin, Detetrahydroconidendrin detektierbar sein, wirde dies beweisen, dass durch die
vorherige Kultivierung mit LigS die Enzymproduktion und Sekretion aktiviert wurde und somit
Bestandteile des Substrates als Signalstoffe dienen. Des Weiteren kdnnte man im Zuge dieses
Experiments das Conidendrin oder, wenn mdglich, das LigS mit '*C-Isotopen markieren und
dadurch spater mittels NMR-Analyse nachweisen, dass Detetrahydroconidendrin ausgehend
von dem LigS bzw. Conidendrin von A. alstroemeriae metabolisiert wurde.
Detetrahydroconidendrin hat im Vergleich zu Conidendrin vier Wasserstoffatome weniger und
dadurch drei anstatt zwei aromatische Ringe in seiner Molekulstruktur (Abb. 72). Es bietet
somit vielfaltige Anwendungs- und Modifizierungsmdglichkeiten, denn Aromaten sind aufgrund
ihrer Eigenschaften, wie z.B. Hitze- und UV-Bestandigkeit, vielfaltig einsetzbar und bilden die
Grundlage vieler in der Industrie hergestellten Pharmazeutika, Polymere, Farb- oder Duftstoffe
(Braga und Faria, 2022; Qiang et al., 2023).
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Abbildung 72: Chemische Struktur von Detetrahydroconidendrin (X1) und Conidendrin im Vergleich.
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Detetrahydroconidendrin gehort zu den Arylnaphthalin-Lignanen, die in verschiedenen
Heilpflanzen gefunden werden kénnen (Kuo etal., 1990). Diese bestehen aus einem
tetrazyklischen Grundgerist, indem ein Benzofuran-Ring enthalten ist und verfligen potenziell
Uber mehr als funf verschiedene Substituenten, wodurch diese eine hohe strukturelle Vielfalt
aufweisen. Detetrahydroconidendrin gehort zum Typ |l der Arylnaphthalin-Lignane. Bisher
kénnen Arylnaphthalin-Lignane nur aus pflanzlichen Quellen isoliert oder Uber mehrstufige
chemische Synthesewege hergestellt werden (Park et al., 2021; Fang und Hu, 2018).
Aufgrund des vielversprechenden breiten Bioaktivitat-Spektrums besteht ein grolRes
industrielles Interesse an den Lignanen (Nedelcheva et al., 2024).

Umso spannender ist es, dass durch die Kultivierung von Alternaria alstroemeriae mit
lignolytischem Industrieabfall, wobei eine Endkonzentration von 10 g/L vorlag, ein solches
Lignan direkt isoliert werden konnte. Nach 14-tdgiger Fermentation betrug die Menge an
Detetrahydroconidendrin 3,6 mg/L  (3.2.3, Abb. 31). Durch Optimierung der
Fermentationsbedingungen, wie die Menge an Nahrstoffen bzw. Substrat, der pH-Wert oder
die Temperatur, kdnnte die Ausbeute weiter maximiert werden. Somit kdnnte zukunftig anstelle
von Pflanzenextrakten, die je nach Pflanze und Kultivierungsmethode ca. 1 % des
Trockengewichts an Lignanen liefern (Mohagheghzadeh et al., 2002) oder der aufwendigen
industriellen Synthese ein alternatives Verfahren angewandt werden, wobei zugleich ein
ungenutztes Abfallprodukt recycelt wird.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu anderen bioaktiven Lignanen, wie z.B. Justicidin B
(Abb. 73), welches antivirale, fungizide, antiprotozoische sowie antitumorale Wirkung hat
(Hemmati und Seradj, 2016), liegt die Vermutung nahe, dass auch Detetrahydroconidendrin
uber bioaktive Eigenschaften verfugt. Im Zuge der in dieser Arbeit durchgefihrten
Bioaktivitatstests konnte eine Aktivitat gegenuber Bacillus brevis ab einer Konzentration von
50 pg detektiert werden, wobei im Vergleich zur Substanz 7-oxo-Dehydroabietinsaure eine
starkere Inhibition zu beobachten war (3.2.4.1, Abb. 33). Das Detetrahydroconidendrin aktiv
gegenuber grampositiven Bakterien sein kann, zeigte bereits 2001 Kawazoe et al. Sie
beobachteten eine Aktivitdt gegenuber verschiedenen grampositiven Methicillin-resistenten

Staphylococcus aureus Stammen (MRSA).
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Abbildung 73: Chemische Struktur von Justicidin B und Detetrahydroconidendrin im Vergleich.
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Das im Rahmen dieser Arbeit keine Aktivitat gegentber Staphylococcus aureus beobachtet
werden konnte, liegt moéglicherweise daran, dass kein MRSA-Stamm verwendet wurde.
Aufgrund dessen, dass bisher keine weitere Bioaktivitat fir Detetrahydroconidendrin in der
Literatur beschrieben ist, ware es interessant zu untersuchen, ob es maglicherweise noch
andere Bioaktivitaten aufweist, wie es flr eine Vielzahl an Lignanen beschrieben ist. Dies

kénnte anhand weiterer Bioaktivitatstests analysiert werden.

4.1.3 Identifizierung und Charakterisierung der isolierten Indol- und Isocumarin-
Derivate

Der Ascomycet Coniolariella hispanica produzierte die neu detektierten Substanzen im
Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten Kultivierungsexperimente nur mit dem
industriellen Ligninabfall LigS. Wahrend der Kultivierung mit KL konnten keine neuen
Metabolite detektiert werden. Zunachst konnten vier neue Signale, Substanz L1 mit einer
Retentionszeit von 13,9 min, L2 bei 14,4 min, L3 bei 15 min und L8 bei 16,6 min, detektiert
werden. Es fiel auf, dass das Signal bei Rt 13,9 min (L1) trotz der zeitlichen Verschiebung
identisch zu X1 (Rt 14,2 min) von A. alstroemeriae ist, was durch den Abgleich der UV- und
Massenspektren bestatigt werden konnte (3.3.1, Abb. 35), sodass auf eine weitere
Aufreinigung und Analyse von L1 verzichtet wurde. Zur Strukturaufklarung der verbliebenen
drei Substanzen, L2, L3 und L8, wurde C. hispanica zunachst im 20 L Mal3stab fermentiert
und L2, L3 und L8 aus dem KF isoliert und aufgereinigt. Dabei konnte fir L2 eine Masse von
175 m/z, fur L3 eine Masse von 206 m/z und fiir L8 eine Masse von 220 m/z detektiert werden
(3.3.1). Mittels der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten NMR-spektroskopischen
Untersuchung konnte die Struktur von Substanz L3 nicht aufgeklart werden. Fur eine
erfolgreiche Analyse musste die Kultivierung in grolem Mafistab wiederholt werden, um
ausreichend Menge an L3 fir die Strukturaufklarung isolieren zu kénnen. Dies setzt jedoch
voraus, dass C. hispanica konstant L3 produziert, was im Rahmen dieser Arbeit nicht gegeben

war. Auch die im Anschluss durchgefihrten Bioaktivitatstests erwiesen keine Inhibition (3.3.4).

L2 wurde als Methylindol-3-Carboxylat identifiziert (3.3.1). Dies ist der Methylester der Indol-
3-Carbonsaure und gehort somit zu den Indolderivaten. Diese verfugen Uber ein bizyklisches
Ringsystem, bestehend aus einem Benzol- und Pyrrolring sowie eine funktionelle Gruppe,
beispielsweise eine Carboxy-, Hydroxy- oder Aminogruppe (Kumar und Ritika, 2020;
Sundberg, 2012). Hu et al. zeigten bereits 2005, dass Methylindol-3-Carboxylat von Bakterien
als Sekundarmetabolit produziert wird, wobei sie die Substanz aus dem Ethylacetat-Extrakt

des marinen Bakteriums Streptomyces sp. isolieren konnten.
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2015 konnten Chen und Wang Methylindol-3-Carboxylat als Metabolit des Basidiomyceten
Antrodiella albocinnamomea nachweisen und auch fir Penicillium sp. HIJT-A-6 konnte dies
2024 bestatigt werden (Xiao et al., 2024). Um zu Uberprifen, ob C. hispanica unabhangig von
der Kultivierung in LigS ebenfalls Methylindol-3-Carboxylat als Sekundarmetabolit produziert,
sollte dieser zunachst in verschiedenen Komplexmedien fermentiert werden, da wahrend der
Kultivierung in Minimalmedium, was im Rahmen dieser Arbeit zur Kontrolle durchgefihrt
wurde, Methylindol-3-Carboxylat nicht detektiert werden konnte (6.2.5, Abb. 94). Ebenfalls
ausgeschlossen werden kénnen PDA, CM und HMG aufgrund bereits durchgefiihrter
Kultivierungen und anschlielender HPLC-Analyse (Schon, 2023).

Des Weiteren kénnte wahrend der Kultivierung auch mit Isotopenmarkierung gearbeitet
werden, indem z.B. ?H oder "*C supplementiert wird. Kann das Isotop spéter in dem isolierten
Methylindol-3-Carboxylat nachgewiesen werden, ware dies eine weitere Bestatigung, dass die
Substanz als Sekundarmetabolit von C. hispanica unabhangig von LigS produziert wird. Im
Falle, dass sich dies als negativ erweist, sollte zunachst tberprift werden, ob Methylindol-3-
Carboxylat durch die Extraktion und Aufreinigung entstanden ist, denn Lésungsmittel sind fur
Wechselwirkungen mit Substanzen bekannt (Maltese et al., 2009). Sodass der Methylester
moglicherweise am Ende der Extraktion bei der Uberfiihrung des Extraktes in das
Probenglaschen, wobei mit Methanol rickgeldst wurde (2.3.2), entstanden sein kénnte. Um
dies zu Uberprifen, misste die Kultivierung und Aufreinigung wiederholt und beispielsweise
anstelle von Methanol mit Acetonitril, Ethanol oder Isopropanol rickgeldst werden. Nach
anschlielender Messung an der analytischen HPLC-MS koénnte durch den Vergleich mit der
ersten Probe, welche mit MeOH rickgeldst wurde, Uberpruft werden, ob es sich um zwei
verschiedene Substanzen handelt oder um Methylindol-3-Carboxylat, was daflirsprechen
wirde, dass C. hispanica die Substanz produziert. Sollte es sich jedoch um zwei verschiedene
Substanzen handeln, sollte weitergehend Uberprift werden, ob die Substanz, welche mit
einem anderen LoOsungsmittel als MeOH rickgelést wurde, moglicherweise Indol-3-
Carbonsaure ist.

Denn Indol-3-Carbonsaure kann von Pilzen produziert werden, wie Que et al. 2022 anhand
des Endophyten Lasiodiploida pseudotheobroma zeigten, und ist eine potenziell Vorstufe von
Methylindol-3-Carboxylat. Die anschlieRende Methylierung, welche maoglicherweise durch
Methyltransferasen katalysiert wird, wurde jedoch bisher nicht detailliert beschrieben. Um dies
zu Uberprifen, koénnte C. hispanica sequenziert und das Genom nach Genen fir
Methyltransferasen untersucht werden. Sollte dabei ein Gen detektiert werden, kénnte man
dieses durch homologe Rekombination durch einen Marker, z.B. das grun fluoreszierende

Protein (GFP), ersetzen und somit inaktivieren.
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Gleichzeitig konnte das Reportergen GFP genutzt werden, um die Mutanten in erster Linie
visuell von den nicht transformierten Kandidaten zu unterscheiden. Des Weiteren kdnnte auch
mit einem Resistenzmarker, wie z.B. HPT gearbeitet werden. HPT codiert fir die Hygromycin B
Phosphotransferase, welche den erfolgreich transformierten Organismen ermoglicht auf
Selektionsplatten mit Hygromycin B zu wachsen. Dennoch sollte im Anschluss
molekularbiologisch Uberprift werden, ob der Marker tatsachlich an der gewilinschten Stelle
integriert und das Gen der Methyltransferase inaktiviert wurde. Ist dies erfolgt, kann die
Transformante in Minimalmedium mit LigS kultiviert werden, wobei, im Vergleich zum nicht
transformierten Stamm, kein Methylindol-3-Carboxylat detektiert werden sollte.

Fir Methylindol-3-Carboxylat konnte anhand der durchgeflihrten Bioaktivitatstests keine
Aktivitat detektiert werden (3.3.4). Literaturrecherchen ergaben jedoch, dass Methylindol-3-
Carboxylat, isoliert aus Streptomyces sp., eine Aktivitat gegeniber der humanen Leukamie-
Zelllinie K526 erwies, wobei es mit einer Konzentration von 14 ug/mL das Wachstum der
Zelllinie inhibierte (Hu et al., 2005). Ebenso berichteten 2014 Jansen et al., dass Methylindol-
3-Carboxylat, isoliert aus Sorangium cellulosum, ein gramnegatives Myxobakterium, aktiv
gegenlUber dem grampositiven Bakterium Nocardia sp. ist. Somit sollten die Bioaktivitatstests
wiederholt und dabei der Fokus vor allem auf zytotoxische und antimikrobielle Assays gelegt
werden. Die strukturellen Eigenschaften von Methylindol-3-Carboxylat, machen es zu einem
vielseitig nutzbaren Baustein in der Forschung. So dient es bereits als Ausgangsmaterial fir
die Herstellung von Ethyl-5-hydroxy-2-(mesitylthiomethyl)-1-methyl-1H-indol-3-carboxylat,
welches ein 5-Lipoxygenase-Inhibitor ist (Peduto et al., 2014). Sowie zur Herstellung
verschiedener Indol-3-Carbonsaure-Ester, welche die Prostaglandin-E>-Synthase-1 hemmen
kénnen (Troschitz et al., 2008). Auch Derivate des Strukturisomers Methylindol-2-Carboxylat
erwiesen beispielsweise eine antiproliferative Aktivitdt gegenuber Krebszellen, wie HepG2,
A549 oder MCF7 (Jietal, 2014). Sollte die Veresterung tatsachlich aufgrund des
experimentellen Vorgehens passiert sein, gabe es auch Anwendungsmaglichkeiten fur Indol-
3-Carbonsaure, die dann vermutlich anstelle von Methylindol-3-Carboxylat im KF vorliegen
wirde. Indol-3-Carbonsaure, isoliert aus dem Kulturfiltrat des Endophyten
Lasiodiploida pseudotheobroma LPS-1, erwies sich als Synergist der Jasmonsaure und

verstarkt somit den Antagonismus gegeniiber dem Weizenmehltau (Que et al., 2022).

Die Substanz L8 wurde anhand der NMR-Analyse als 8,9-Dehydroxylaron identifiziert (3.3.1).
8,9-Dehydroxylaron gehort zu den a-Pyronen und wurde erstmals 2007 von Schiffler et al.
beschrieben. Diese isolierten 8,9-Dehydroxylaron nach der Kultivierung von Xylaria hypoxylon
als Sekundarmetabolit dessen. Da es sich bei C. hispanica ebenso um einen Ascomyceten
handelt, wie bei X. hypoxylon, kénnte potenziell auch C. hispanica unabhangig vom LigS in

einem vollwertigen Komplexmedium 8,9-Dehydroxylaron produzieren.
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Zu uberprifen ginge dies im Rahmen von Kultivierungen in verschiedenen Komplexmedien
und anschlieRender HPLC-Analyse des KFs. Die Medien PDA, CM und HMG kdénnen bereits
aufgrund durchgefiihrter Kultivierungen sowie anschlieiender HPLC-Analyse ausgeschlossen
werden (Schon, 2023). Sollte C. hispanica auch ohne LigS 8,9-Dehydroxylaron produzieren
kénnen, sollte Gberprift werden, ob die Ausbeute ohne LigS héher oder niedriger ist und diese
durch Optimierung der Kultivierungsbedingungen, wie z.B. Temperatur, Nahrstoff- und
Substratversorgung, verbessert werden.

a-Pyrone verfligen ebenfalls, wie die Harzsaure-Derivate, Uber eine Carbonylgruppe sowie
konjugierte Doppelbindungen, wodurch diese gute Ausgangsstoffe flir die organische
Synthese sind. Die Verbindungen bieten vielfaltige industrielle Anwendbarkeit, wie z.B. bei der
Herstellung von Pharmazeutika aufgrund deren chemotherapeutischen Wirkung sowie
Aktivitat gegenuber Entziindungen oder mikrobiellen Infektionen (Bhat et al., 2017). Als Duft-
und Aromastoffe in der Parfum- und Lebensmittelindustrie sowie der Materialherstellung
kommen sie ebenfalls zum Einsatz (Souza Ramos et al., 2008; Suzuki et al., 2020). Somit
ware zu Uberprifen, ob auch 8,9-Dehydroxylaron, wozu bisher nichts bekannt ist, sich fir den
industriellen Einsatz anbietet.

Zahlreiche a-Pyron-Derivate sowie synthetisierte Analoga verfigen Uber verschiedene
biologische Aktivitaten. Pu et al. berichteten 2021 tUber antiinflammatorische Aktivitaten sowie
eine reduzierte Expression der induzierbaren Stickstoffmonooxid-Synthase, welche bei
Immunaktivierungen und Entzindungen relevant ist. Des Weiteren konnten auch Aktivitaten
gegenuber Biofilmen, Mikroorganismen sowie Biofuling beobachtet werden (Khan et al.,
2021). Auch Schuffler et al. konnten 2007 im Zuge ihrer Arbeit eine Aktivitdt gegenlber
Micrococcus luteus detektieren, welche im Zuge dieser Arbeit jedoch nicht beobachtet werden
konnte. Insgesamt konnte keine Bioaktivitat innerhalb dieser Arbeit nachgewiesen werden

(3.3.4). Dennoch sollten die Bioaktivitatstests wiederholt und ausgeweitet werden.

Etwa ein halbes Jahr nachdem L1, L2, L3 und L8 detektiert und bis auf L3 auch aufgereinigt
werden konnten, war dies nicht mehr mdglich. Im Zuge der ab dann durchgefuhrten
Kultivierungen wurde eine neue Substanz (L7) mit einer Retentionszeit von 13,8 min und einer
Masse von 222 m/z detektiert (3.3.1). Durch die anschlieRende Aufreinigung und NMR-
Analyse konnte L7 ebenfalls, wie die Substanz P, als zwei Substanzen L7-1 und L7-2
differenziert werden, wobei nur L7-1 strukturell aufgeklart und als 5-Carboxymellein identifiziert
werden konnte (3.3.1). Schon 1983 berichteten Anderson et al., dass sie 5-Carboxymellein
nach Kultivierung von Numularia discreta, Hypoxylon illitium und H. mammatum, zugehdrig
zur Familie der Xylariaceae, isolieren konnten. Da es sich bei C. hispanica ebenfalls um einen
Pilz aus der Familie der Xylariaceae handelt, liegt es nahe, dass auch dieser 5-Carboxymellein

produzieren kann.
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1986, isolierten Okuno efal. aus dem Kulturfilirat von Valsa ceratosperma, einem
Apfelpflanzen-Pathogen, ebenfalls 5-Carboxymellein und identifizierten es als
Sekundarmetaboliten sowie dessen phytotoxische Eigenschaften, die sich vor allem in der
Braunfarbung von Apfelzweigen zeigte. Die phytotoxischen Eigenschaften konnten anhand
der in dieser Arbeit durchgefiihrten Assays gegenlber Setaria italica und Lepidium sativum,
wobei eine Wachstumsinhibition untersucht wurde, nicht bestatigt werden (3.3.4.2). Dies
koénnte daran liegen, dass es sich bei S. italica und L. sativum nicht um einen Baum und somit
nicht um ein Holzgewachs handelt. Spannend ware hier zu prifen, ob 5-Carboxymellein
maoglicherweise gegenlber anderen Holzgewachsen eine phytotoxische Wirkung hat. Des
Weiteren konnte Uberprift werden, ob 5-Carboxymellein eine Bioaktivitat gegenliber den
ausgekeimten Pflanzen S. jtalica und L. sativum aufweist und es moglicherweise zur
Braunfarbung der Blatter kommt, was fur Melleine im Allgemeinen bekannt ist
(Venkatasubbaiah et al., 1991). Im Rahmen der durchgeflihrten Bioaktivitatstests konnten
keine weiteren Aktivitaten festgestellt werden (3.3.4). Dennoch sollte dies in zukunftigen
Studien weiter untersucht werden, da Mellein, aber auch Sekundarmetabolite im Allgemeinen,
bekannt fur zahlreiche Aktivitaten sind. 5-Carboxymellein ist ein Derivat von Mellein und
verflugt Uber ein Isocumarin-Skelett sowie eine Carboxylgruppe (3.3.1, Abb. 43), wodurch es
ebenso wie 8,9-Dehydroxylaron zu den Isocumarin-Derivaten gehort. Fur weiterflihrende
Anwendungen konnte die Carboxylgruppe von Bedeutung sein. Anhand derer konnten
beispielsweise Amidierungen oder Veresterungen durchgefihrt und die Substanz somit

modifiziert werden.

4.1.4 Identifizierung und Charakterisierung von Anisaldehyd

Nach Kultivierung von Pleurotus pulmonarius in Minimalmedium mit KL konnte ein neues
Signal (Substanz A1) bei einer Retentionszeit von 14,1 min detektiert werden. Ebenso wurde
Substanz A1 auch im Kultivierungsansatz mit Pleurotus ostreatus entdeckt, wobei im Vergleich
zu P. pulmonarius A1 in beiden Ansatzen, d.h. sowohl mit LigS als auch mit KL, detektiert
werden konnte. Nach Fermentation im 20 L Mal3stab und anschlieRender Aufreinigung und
NMR-spektroskopischer Untersuchung konnte die Substanz A1 mit einer Masse von 177 m/z
als Anisaldehyd identifiziert werden (3.5.2). Normalerweise hat Anisaldehyd als Reinsubstanz
eine Masse von 136 m/z (Brunvoll et al., 1985). Der Unterschied von 41 m/z, liegt daran, dass
bei der Aufreinigung an der préaparativen HPLC mit dem Losungsmittel Acetonitril gearbeitet
wurde. Dabei ist es nicht ungewdhnlich, dass das Lésungsmittel sich als Solvatrest anlagert
oder aber sogar das Molekdl kristallisiert, wobei dann von Kristallsolvaten gesprochen wird
(Wang et al., 2014; Reimers und Hall, 1999). Durch weiterfihrende Trocknung unter Vakuum

kdnnte das Acetonitril-Addukt entfernt werden (Armarego, 2017).
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Bereits Gutiérrez etal. zeigten 1994 in ihrer Arbeit, dass Anisaldehyd von
Pleurotus pulmonarius und Pleurotus ostreatus nach Kultivierung in Submerskulturen mit
Lignin, Stroh oder Glukose produziert wird. Sie zeigten damit, dass die Gattung Pleurotus
Lignin degradieren und gleichzeitig die aromatische Verbindung Anisaldehyd produzieren
kann. Dass Anisaldehyd aber nicht nur durch den oxidativen Abbau von Ligninkomponenten
entstehen kann, sondern auch ausgehend von Aminosauren, wie z.B. Tyrosin, zeigte
Okamoto et al. (2000) fur P. ostreatus.

Anisaldehyd zahlt zu den wichtigsten aromatischen Verbindungen, die industriell genutzt
werden. Es eignet sich vor allem als Geschmacksstoff in Lebensmitteln oder aber auch als
Duftstoff in Parfiims, wodurch die Nachfrage stetig steigt. 2022 wurde der Weltmarkt bereits
auf 627 Mio. USD geschétzt (D'Arrigo et al., 2024). Da in der heutigen Zeit mehr denn je darauf
geachtet wird, dass die Produkte natlrlichen Ursprungs sind und auch die Herstellung
umweltfreundlicher ablauft, ist das Interesse grof3 immer wieder neue Verfahren zu etablieren,
die dies berlcksichtigen. Durch die Kultivierung von P ostreatus und P. pulmonarius in
lignolytischen Industrieabfallen, wird nicht nur dieser verwertet, sondern gleichzeitig
Anisaldehyd synthetisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei der Kultivierung von
P. pulmonarius ein Maximum von 3,9 mg/L Anisaldehyd an Tag 10 erzielt (3.5.3, Abb. 62). Dies
kann jedoch durch Optimierung der Kultivierungsbedingungen, wie z.B. konstanter pH-Wert
oder die stetige Zugabe von Nahrstoffen oder dem Substrat weiter optimiert und dadurch
erhoht werden. Gleichzeitig konnte dies auch fir P. ostreatus durchgefihrt werden und somit
ein Beitrag zu der Menge sein, die synthetisch hergestellt wird und auch stetig in der
Nahrungsmittelindustrie oder als Zwischenstufe in der Industrie bendtigt wird.

Doch Anisaldehyd hat nicht nur einen industriellen Nutzen, sondern weist auch verschiedene
Bioaktivitaten auf. 2001 konnten Okamoto et al. bereits eine Aktivitdt gegenuber
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger und Fusarium oxysporum
detektieren. 2019 berichteten Che et al. Uber die Aktivitat gegenuber Penicillium digitatum und
Penicillium italicum, den pathogenen Erregern von Zitrusfriichten. Die antimykotische Wirkung
liegt bei einer Konzentration von 2 pl/mL und stort die Zellwandintegritat der Pilze. Des
Weiteren wurde 2011 in der Arbeit von Shreaz et al. von einer Aktivitat gegenliber Fluconazol
resistenten und sensitiven Candida Stammen berichtet, wobei hierbei die Ergosterol-
Biosynthese, aufgrund von zu geringem NADPH, was durch die hochregulierte Arylakohol-

Dehydrogenase verbraucht wird, reduziert wird.
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4.2 Analyse extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme und die
potenzielle Biosynthese der isolierten phenolischen Substanzen

4.2.1 Analyse extrazellularer Enzymaktivitaten sowie die potenzielle Biosynthese
der Harzsaure-Derivate

Pilze produzieren intra- sowie extrazellulare Enzyme, wobei die intrazellularen Enzyme fiir die
Regulation des zelluldren Stoffwechsels sowie die Biosynthese von Primar- und
Sekundarmetaboliten zustdndig sind. Extrazelluldre Enzyme hingegen sind am Abbau
komplexer Substrate aus der Umgebung beteiligt und dienen somit der Nahrstoffbereitstellung
und Aufnahme. Da Pilze den Standort nicht wechseln kénnen und somit den jeweiligen
Umgebungsbedingungen ausgesetzt sind, verfugen diese Uber eine Vielzahl verschiedener
extrazellularer Enzyme, welche eine Anpassung, an die sich verandernden Bedingungen
ermdglichen. Vor allem beim Abbau pflanzlicher Polymere, wie z.B. Zellulose, Pektin oder
Lignin sind extrazellulare Pilzenzyme beteiligt. Neben der 6kologischen Bedeutung finden
diese auch zahlreiche industriell bedeutsame Einsatzmdoglichkeiten, wie z.B. in der
Lebensmittel- und Getranketechnologie oder beim Biobleaching in der Textilindustrie. Etwa
50 % aller industriell eingesetzten Enzyme sind pilzlichen Ursprungs (EI-Gendi et al., 2021;
Bahadur et al,, 2015; Kohler etal., 2015). Um den biotechnologischen Nutzen weiter
voranzutreiben, besteht grolier Bedarf weitere neue Enzyme zu finden, welche in groRem
Malfistab in der Industrie eingesetzt werden kénnen. Aufgrund dessen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit, wahrend der Kultivierung verschiedener Pilzisolate in lignolytischem
Industrieabfall, nicht ausschlielllich nach neuen phenolischen Substanzen gesucht, sondern

auch die daran beteiligten extrazellularen Enzyme naher analysiert.

Bei der Kultivierung von Agrocybe pediades mit Magnesium-Lignosulfonat (LigS) konnten zwei
Harzsaure-Derivate, 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2), detektiert werden, wobei zundchst wahrend des Screening-
Verfahrens anhand der Durchfihrung des ABTS-Tests eine hohe Laccase-Aktivitat von 33 U/L
detektiert wurde (3.1.1). Dies konnte bereits ebenfalls wahrend einer Masterarbeit beobachtet
werden (Pfrengle, 2022). Das Laccasen zu den Lignin-degradierenden Enzymen gehoren ist
bereits bekannt und konnte unter anderem von Youn et al. 1995 gezeigt werden. Aber nicht
nur Laccasen sind am Ligninabbau beteiligt, sondern ebenso Mangan- und Ligninperoxidasen
sowie Polyphenoloxidasen, was schon in mehreren Studien gezeigt werden konnte
(Datta et al., 2017; Janusz et al., 2017; Hatakka und Hammel, 2010). Um die, wahrend der
Bildung von P1 und P2, beteiligten Enzyme besser analysieren zu kdnnen, wurde zunachst
ein Fermentationsverlauf Uber 14 Tage (d) durchgefuhrt und dabei die Laccase- und

Peroxidase-Aktivitat analysiert (3.1.3).
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Dabei konnte beobachtet werden, dass zu Beginn der Fermentation keine Laccase-Aktivitat,
sondern Peroxidase-Aktivitat detektiert wurde. P1 und P2 waren bereits nach 48 h mittels
HPLC-Analyse nachweisbar. Die Konzentration stieg parallel mit der Peroxidase-Aktivitat bis
Tag 4 an. In den Tagen danach wurde Laccase-Aktivitat detektiert, jedoch sank die Menge an
P1 und P2. Trotz eines kurzzeitigen Anstiegs der Peroxidase-Aktivitat an Tag 7, fiel die Menge
an P1 und P2 weiter ab. Im Anschluss, an Tag 11, konnte die héchste Peroxidase-Aktivitat mit
25,4 U/L gemessen werden, wobei ein Tag spater ein weiteres Mal eine erhéhte Menge an P1
und P2 (4,3 mg/L) mittels HPLC-Analyse detektiert wurde. Laccase-Aktivitat konnte ab Tag 10
nicht mehr detektiert werden. Aufgrund des durchgefiihrten Fermentations-Monitorings und
der abwechselnd gemessenen Aktivitadten von Laccase und Peroxidase lag die Vermutung
nahe, dass es sich moglicherweise um das Zusammenspiel mehrere Enzyme handelt.

Im Allgemeinen ist bekannt, dass an der Degradation des Lignins zumeist verschiedene
Enzyme beteiligt sind, was bereits anhand mehrerer Studien gezeigt wurde (Datta et al., 2017;
Janusz et al., 2017; Hatakka und Hammel, 2010). Um dies noch weiter zu analysieren, wurde
zunachst ein qualitativer Nachweis fur extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme
durchgefuhrt, wobei verschiedene Substrate zum Einsatz kamen (3.1.3.1). Dabei konnte, wie
in Abbildung 19 zu sehen, im Vergleich zur Negativkontrolle eine Laccase-Aktivitat durch die
zu beobachtende Entfarbung der LBM-ABTS-Platte detektiert werden, was die Beobachtung
der hohen Laccase-Aktivitat wahrend der ersten Kultivierung stitzt. Des Weiteren konnte auch
eine Aktivitat bei der Oxidation phenolischer Substanzen detektiert werden, was den
nachgewiesenen Abbau des LigS starkt und durch die Entfarbung der Agarplatte mit Poly R
ebenfalls gestitzt wird. Poly R steht ebenso fir die Aktivitdt von Lignin- und
Manganperoxidasen, welche ebenfalls wahrend des Fermentationsverlaufs anhand des
ABTS-Tests, detektiert werden konnten.

Ruiz-Duenas et al. konnten 2021 anhand durchgeflihrter Genomanalysen 11 Laccasen flr
A. pediades nachweisen, wovon im gleichen Jahr durch die Untersuchungen von Aza et al.
(2021) eine spezifische extrazellulare Laccase nachgewiesen wurde. Sie verglichen das
Sekretom des Pilzes unter lignolytischen Bedingungen mit dem unter nicht-lignolytischen
Bedingungen und konnten dabei die Laccase ApL identifizieren, welche nur unter
lignolytischen Bedingungen sekretiert wurde. Durch den Abgleich des Proteins mit dem
Genom von A. pediades AH 40210, welches in der Datenbank des Joint Genome Institute
(JGI) hinterlegt ist, konnten sie der Laccase die JGI-ID 823363 zuordnen. Aza et al. konnten
aullerdem fur ApL im Vergleich zu anderen Laccasen, isoliert aus Basidiomyceten, eine
verbesserte Aktivitat bei neutralen pH-Werten beobachten, was ahnlich zu den in dieser Arbeit
angewandten Kultivierungsbedingungen ist. Zu unterscheiden ist jedoch, dass Aza et al. die
Laccase unter Festphasenbedingungen identifizierte, nachdem der Pilz auf Weizenstroh
kultiviert wurde und im Zuge dieser Arbeit die Kultivierung in Submerskulturen stattfand.
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Da Gonzalez-Gonzalez et al. im Jahr 2023 zudem eine Laccase nach Submerskultivierung
von A. pediades unter nicht-lignolytischen Bedingungen isolieren konnten, welche zudem zu
86 % identisch mit der identifizierten Laccase von Aza et al. sein soll, sollte auch im Rahmen
dieser Arbeit zunachst die potenzielle Beteiligung sekretierter Laccasen wahrend der Bildung
von P1 und P2 untersucht und eine mégliche Ubereinstimmung Uberpriift werden.

Da es nicht méglich war nach Kultivierung in LigS eine Proteinfallung aus dem Kulturfiltrat
durchzufiihren, um potenzielle Laccasen nachzuweisen, da sich das geléste LigS nicht
abtrennen liel3, wurde zunachst ein Alternativmedium ohne lignolytische Bestandteile gesucht.
2013 zeigten Gao et al. anhand von Trichoderma harzianum, dass die Zugabe von Sojamehl
im Kultivierungsansatz die Produktion von Laccasen steigern kann, sodass A. pediades zur
Durchfuhrung dieses Experiments in Soja-Medium kultiviert wurde (3.1.3.2). Dabei konnte
nach 8 d mit 40 U/L ein Maximum an Laccase-Aktivitat im Kulturfiltrat detektiert werden. Das
KF wurde sterilfiltriert und im Anschluss daran mit LigS versetzt und fir 48 h kultiviert, wobei
bereits nach 24 h P1 und P2 nachgewiesen werden konnten (Abb. 20). Diese Beobachtung
stutzt, die wahrend des Fermentationsverlaufs und qualitativen Enzymtest beobachteten
Ergebnisse. Da die mehrfache Wiederholung dieses Versuchs ergebnislos blieb und somit
auch eine nachfolgende Proteinfallung nicht durchgeflihrt werden konnte, wurde versucht die
Beteilung mdglicher Peroxidasen zu analysieren. Der dafiir durchgeflihrte Katalase-Assay
(2.4.3) fuhrte zu keiner Bestatigung, da trotz der Zugabe der Katalase, welche das fir die
Peroxidasen notwendige Wasserstoffperoxid spalten und somit zur Inaktivitat fuhren sollte,

weiterhin P1 und P2 nachgewiesen werden konnten (3.1.3.3, Abb. 21).

Da zu diesem Zeitpunkt die Struktur von P1 und P2 aufgeklart wurde und im Vergleich zu den
Ausgangssubstanzen, Abietinsdure (AA) bzw. Dehydroabietinsdure (DHAA), sowohl eine
Hydroxylierung am Cis- bzw. Ci-Atom sowie am Cr-Atom zusatzlich eine Oxidation
stattgefunden haben muss, wurde der Fokus auf Per- und Monooxygenasen gelegt. Zunachst
wurde untersucht, ob an der Bildung von 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsdure (P1) und 16-
hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure (P2) mdglicherweise eine unspezifische Peroxygenase
(UPQO) beteiligt ist. Denn 2021 zeigten Tonin et al. dass die rekombinante unspezifische
Peroxygenase rAaeUPO von Agrocybe aegerita (UniProt ID: B9W4V6E) Ethylbenzol
hydroxylieren kann. Durch den Abgleich der Proteinsequenz der unspezifischen
Peroxygenase von A. aegerita mit dem beim JGI hinterlegten Genom von A. pediades AH
40210, konnte ein Precursor fur eine aromatische Peroxygenase analysiert werden, sodass
vermutet wurde, dass auch der in dieser Arbeit verwendete Stamm Peroxygenasen sekretiert
und somit moglicherweise AA bzw. DHAA hydroxylieren kann. UPOs katalysieren die
Ubertragung eines Sauerstoffatoms von dem Co-Substrat Wasserstoffperoxid auf ein
Zielsubstrat (Hofrichter und Ullrich, 2006; Hofrichter et al., 2015), wodurch Hydroxylierungen
an phenolischen Verbindungen, wie z.B. AA bzw. DHAA entstehen kdnnen.
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Im Vergleich zur mitgeflhrten Positivkontrolle, der Magnaporthe oryzae Expressionsmutante
Mo::AaeUPO von Jacob et al. (2021), konnte jedoch keine Aktivitat anhand des quantitativen
Peroxygenase-Assays detektiert werden (3.1.3.4). Da auch P450-Monooxygenasen diese
Modifikation katalysieren kdnnen und somit potenziell an der Bildung von P1 und P2 beteiligt
sein koénnten, wurde versucht anhand des Kohlenstoffmonoxid-Assays (2.4.5) die Aktivitat
dieser zu bestatigen. Doch auch dieses Experiment verlief negativ (3.1.3.5). Da es nicht
maoglich war, dass fir die Bildung von P1 und P2 verantwortliche Enzym zu detektieren und
aufzuklaren, kénnte mdglicherweise ein Hinweis darauf sein, dass es sich um ein
Zusammenspiel mehrerer Enzyme handelt oder die 2024 erstmals von Sanchez-Ruiz et al.
isolierte Manganperoxidase, welche im Rahmen dieser Arbeit nicht im Detail untersucht wurde,
die Bildung von P1 und P2 katalysiert. Um dies zu uberprifen, kdnnte zunachst das Genom
des in dieser Arbeit verwendeten Stamms von A. pediades auf das Vorhandensein einer
Manganperoxidase untersucht werden. Erweist sich dies als positiv konnte Uber eine
homologe Rekombination versucht werden das fur dieses Enzym codierende Gen zu
inaktivieren. Ist dies erfolgt kann Uberprift werden, ob bei der Kultivierung der Mutante in LigS
P1 und P2, wie vermutet, nicht mehr synthetisiert werden. Da sich dies jedoch méglicherweise
als schwierig erweisen kdnnte, da Basidiomyceten nur schwer transformierbar sind, kénnte
das potenzielle Gen zunadchst heterolog in einen anderen, leichter transformierbaren,
Organismus, wie z.B. Magnaporthe oryzae oder Penicillium steckii kloniert werden, um dann
wiederum inaktiviert zu werden. Hierbei ware darauf zu achten, dass ein Organismus gewahlt
wird, der keine oder nur wenige eigene Lignin-modifizierende Enzyme aufweist.

Des Weiteren konnte eine Sekretomanalyse durchgefiuhrt werden, wobei Uber mehrere
Kultivierungszeitpunkte analysiert wird, welche Proteine zu welchem Zeitpunkt sekretiert
werden. Dies konnte im Anschluss mit den im KF vorhanden Substanzen korreliert werden,
indem zusatzlich noch eine Metabolomanalyse durchgefuhrt wird. Somit kdnnte gezielt
untersucht werden, ob die detektierten sekretierten Enzyme im Zusammenhang mit den
analysierten Abbauprodukten bzw. neu entstandenen Verbindungen steht. Dadurch konnte
beispielsweise fur Aspergillus fumigatus G-13 gezeigt werden, dass verschiedene
Schlisselenzyme und Stoffwechselwege am Abbau von Lignin-Modellverbindungen beteiligt
sind (Zhu et al., 2023), wodurch angenommen werden kann, dass dies auch beim Abbau

industrieller Ligninabfalle der Fall ist.
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P1 und P2 konnten ebenfalls im Kultivierungsansatz von Pleurotus pulmonarius und
Pleurotus ostreatus detektiert werden (3.5 & 3.6). Anhand des Vergleichs der Aufnahmen des
qualitativen Enzymtest dieser mit dem von Agrocybe pediades (Abb. 74), fallt auf, dass diese
sehr ahnlich zueinander sind. Bei beiden konnte ebenso eine intensive Farbung der LBM-
ABTS-Platte detektiert werden sowie eine Entfarbung der Poly R-Platte, was flir eine Laccase,

sowie Lignin- und Manganabhangige Peroxidase-Aktivitat steht.

LBM LBM + LBM + LBM + LBM + LBM +
0,02 % (wiv) Poly R 0,1 % (wiv) ABTS 0,01 % (wiv) Azur B 0,25 % (wiv) LigS 0,25 % (wiv) KL

P. pulmonarius

P. ostreatus

A. pediades

Abbildung 74: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme von Pleurotus pulmonarius,
Pleurotus ostreatus und Agrocybe pediades im Vergleich. Lignin modifying enzyme basal medium (LBM)
wurde mit verschiedenen Substraten versetzt, um extrazellulare Lignin-modifizierende Enzyme nachzuweisen. Die
Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen und Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen nach. Die
Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von Azur B Lignin- bzw. Manganabhangige Peroxidasen. Zum
Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten wurden Magnesium-Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL)
verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-Platte ohne Zusatze mit dem jeweiligen Organismus inokuliert.

Bereits 1997 konnten Palmieri et al. sowie 2003 Marques De Souza und Peralta zeigen, dass
sowohl P. pulmonarius als auch P ostreatus Laccasen produzieren kdénnen. Youn et al.
verdeutlichten 1995 aulRerdem, dass Lignin- und Manganabhangige Peroxidasen oftmals im
Zusammenspiel mit Laccasen wirken, was die Vermutung starkt, dass bei der Degradation des
Lignins und der parallelen Bildung von P1 und P2 mehrere Enzyme beteiligt sind. Um diese
Enzyme naher analysieren und charakterisieren zu konnen, kdnnte anhand einer RNA-
Sequenzierung zunachst Uberprift werden, welche Gene wahrend der Kaultivierung in
Magnesium-Lignosulfonat bzw. Kraftlignin hochreguliert sind. Aufgrund dessen, dass beide
Pilze zur Gattung Pleurotus gehoéren, kdnnte angenommen werden, dass diese Uber ein
ahnliches Genprofil verfugen und somit potenziell die gleichen Enzyme produzieren (Li et al.,
2023; Sunetal, 2023). Das Genexpressionsprofii koénnte dann auch mit einem
Expressionsprofil von Agrocybe pediades verglichen werden, um potenzielle Ahnlichkeiten zu
prifen und die Enzyme, welche an der Bildung von P1 und P2 beteiligt sind, naher zu

analysieren.
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Der Fokus kénnte dabei vor allem auf Manganperoxidasen gelegt werden, welche auch bereits
fur Pleurotus ostreatus und Pleurotus pulmonarius nachgewiesen werden konnten (dos
Santos Bazanella et al.,, 2013; Asada et al., 1995), jedoch ebenso wie flr A. pediades im

Rahmen dieser Arbeit nicht ndher analysiert wurden.

Im Zuge der Arbeit konnte eine weiteres Harzsaure-Derivat, 7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4),
nach der Kultivierung von Chaetomium leptoderma in Magnesium-Lignosulfonat, detektiert
werden. Durch den Vergleich des Fermentations-Monitorings mit dem von Agrocybe pediades
fallt auf, dass auch hier die Substanz innerhalb von 24 h bereits detektiert werden konnte.
Anders im Vergleich zu A. pediades ist jedoch, dass nur in der ersten Halfte der Fermentation
eine Peroxidase-Aktivitat detektiert werden konnte und danach bis zum Ende nur noch
Laccase-Aktivitat (3.4.3, Abb. 53). Dies deutet daraufhin, dass madglicherweise nur
Peroxidasen an der Produktion von 7-oxo-Dehydroabietinsdure beteiligt sind, was auch durch
den Vergleich der fotografischen Auswertung des qualitativen Enzymtests (3.4.3.1, Abb. 54),
wobei eine Entfarbung der Poly R-Platte ausblieb, im Gegensatz dazu aber die Platte mit
Azur B, was fur eine Lignin- und Manganabhangige Peroxidase-Aktivitat steht, fast vollstandig
entfarbt wurde, gestitzt wird. Dies konnte wiederum bei P. pulmonarius, P. ostreatus und
A. pediades, welche ebenfalls ein Harzsaure-Derivat produzieren, nicht beobachtet werden
(Abb. 75).

LBM LBM + LBM + LBM + LBM + LBM +

0,02 % (wiv) Poly R 0,1 % (wiv) ABTS 0,01 % (wiv) Azur B 0,25 % (w/v) Lig$ 0,25 % (wiv) KL
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' W
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Abbildung 75: Fotografische Dokumentation des qualitativen LBM-Agarplatten-Tests zum Nachweis
verschiedener extrazellularer Lignin-modifizierender Enzyme von Chaetomium Ieptoderma,
Pleurotus pulmonarius, Pleurotus ostreatus und Agrocybe pediades im Vergleich. Lignin modifying enzyme
basal medium (LBM) wurde mit verschiedenen Substraten versetzt, um extrazellulare Lignin-modifizierende
Enzyme nachzuweisen. Die Entfarbung von Poly R weist Polyphenoloxidasen und Lignin- bzw. Manganabhangige
Peroxidasen nach. Die Verfarbung von ABTS weist Laccasen nach und die von Azur B Lignin- bzw.
Manganabhangige Peroxidasen. Zum Nachweis der Oxidation phenolischer Komponenten wurden Magnesium-
Lignosulfonat (LigS) bzw. Kraftlignin (KL) verwendet. Als Wachstumskontrolle wurde eine LBM-Platte ohne Zusatze
mit dem jeweiligen Organismus inokuliert.

C. leptoderma

P. pulmonarius

A. pediades
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1998 konnten Chefetz et al. zeigen, dass Chaetomium thermophilium eine Laccase sekretiert,
was die Ergebnisse dieser Arbeit starkt. AuRerdem konnten Troya et al. im Jahr 2000 anhand
von C. globosum und C. erraticum zeigen, dass Chaetomium Arten lignolytische Enzyme
sekretieren kdnnen, wobei eine Manganperoxidase sowie Laccase nachgewiesen wurde. Dies
kénnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass am Ligninabbau, sowie der parallelen
Metabolisierung der Harzsaure-Derivate, Laccasen und Manganperoxidasen beteiligt sind.
Aufgrund dessen, sollte dies in weiteren Experimenten fir C. leptoderma, aber auch fir

A. pediades, P. pulmonarius und P. ostreatus weiter untersucht werden.

4.2.2 Analyse extrazellularer Enzymaktivitaten sowie die potenzielle Biosynthese
des Lignin-Derivates

Bei der Kultivierung von Alternaria alstroemeriae in Magnesium-Lignosulfonat konnte das
Lignin-Derivat Detetrahydroconidendrin (X1) isoliert werden (3.2). Beim 14-tagigen
Fermentations-Monitoring fiel auf, dass die Substanz erst nach einer Woche detektierbar war
(3.2.3, Abb. 31). Das fur die Katalyse zustandige Enzym kénnte mdglicherweise erst durch die
im Medium vorhandenen Signalstoffe produziert und sekretiert worden sein (Archer und
Peberdy, 1997; Mdézsik et al., 2022). Da von Beginn an nahezu abwechselnd Laccase- und
Peroxidase-Aktivitdt ~ detektiert  werden konnte (3.2.3, Abb. 31), jedoch
Detetrahydroconidendrin erst nach einer Woche detektiert und auch dann keine Korrelation
mit der Substanzmenge beobachtet wurde (3.2.3, Abb. 31), liegt die Vermutung nahe, dass
die gemessene Laccase- und Peroxidase-Aktivitat nicht im Zusammenhang mit der Bildung
von X1 steht. Beim qualitativen Nachweis konnte durch die Verfarbung der LBM-ABTS-Platte
Laccase-Aktivitdt nachgewiesen werden, was die quantitativen Ergebnisse stiitzt. Ebenfalls
beobachtet wurde der positive Nachweis zur Oxidation phenolischer Substanzen, was den,
anhand des Abgleichs der HPLC-Chromatogramme detektierten, Ligninabbau ebenfalls starkt
(3.2.3.1, Abb. 32; 6.2.3, Abb. 91).

Bereits Irfan et al. konnten 2018 anhand von Alternaria alternata zeigen, dass Alternaria Arten
Laccasen produzieren und sekretieren konnen. Ebenso konnten Singh und Gupta 2021 far
einen weiteren A. alternata Stamm, isoliert aus Bodenproben, Uber einen qualitativen ABTS-
Test Laccase-Aktivitdt nachweisen. Erst letztes Jahr wurden zudem zwei neue Laccasen
LacHU1 und LacHU2 aus Alternaria sp. HU isoliert und charakterisiert (Radveikiené et al.,
2024). Dass A. alstroemeriae ebenfalls, wie in dieser Arbeit gezeigt, Laccasen produziert und
sekretiert ist aufgrund der Zugehdrigkeit zur Gattung Alternaria nicht auszuschlieBen. Denn
verschiedene Arten innerhalb einer Gattung haben durchaus ahnliche bzw. gleiche Enzyme
(Rajarammohan et al., 2019; Dang et al., 2015).
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Die wahrend dieser Arbeit zu Beginn des Fermentations-Monitorings detektierte Peroxidase-
Aktivitat kdnnte moglicherweise auf eine Ligninperoxidase zurtickzufihren sein, wie bereits
2016 von Sharma et al. flr Alternaria alternata ANF238 beobachtet wurde. Um dies zu
Uberprifen, sollte der Versuch wiederholt und ein Enzym-Assay mit z.B. Veratrylalkohol oder
Azur B durchgefiihrt werden, der speziell fur den Nachweis von Ligninperoxidasen angewandt
wird (Arora und Gill, 2001). Dennoch ist davon auszugehen, dass die detektierte Laccase- und
Peroxidase-Aktivitat vorwiegend am Abbau der Ligninbestandteile, wie in Abbildung 24 zu
sehen, beteiligt ist und nicht an der Metabolisierung von Conidendrin zu
Detetrahydroconidendrin.

Conidendrin ist hochstwahrscheinlich die Vorstufe von X1, was zum einen von Kuo et al. 1990
durch experimentelle Beobachtungen nachgewiesen werden konnte und zum anderen durch,
den in dieser Arbeit durchgefihrten Abgleich der HPLC-Chromatogramme, wobei das im LigS
enthaltene Conidendrin nach der Kultivierung mit A. alstroemeriae nicht mehr nachweisbar ist
(3.2.1, Abb. 24), bestatigt werden konnte. Bei der Metabolisierung von Conidendrin zu
Detetrahydroconidendrin werden vier Wasserstoffatome abgespalten und aus dem
Cyclohexanring wird ein Benzolring (Abb. 76). Die Dehydrogenierung kdnnte moglicherweise
durch Dehydrogenasen katalysiert werden. So konnten Eshboevetal. 2025, fir
A. alstroemeriae  S6 zwei Alkohol-Dehydrogenasen sowie eine Short Chain
Dehydrogenase/Reduktase nachweisen, welche dehydrierende bzw. reduzierende Funktionen
haben. Da A. alstroemeriae S6, ebenso wie der in dieser Arbeit verwendete Pilzstamm,
endophytischen Ursprungs ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch der in dieser Arbeit
verwendete Organismus Uber diese oder ahnliche Enzyme verfigt und das Conidendrin daher

zu Detetrahydroconidendrin metabolisieren konnte.
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Abbildung 76: Potenzieller Schritt der Metabolisierung von Conidendrin zu Detetrahydroconidendrin.
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Um dies zu beweisen, kénnte zunachst eine Proteomics-Analyse durchgeflihrt werden, wobei
die, unter den lignolytischen Kultivierungsbedingungen, sekretierten Enzyme analysiert und
mit einem Kultivierungsansatz ohne lignolytische Bedingungen verglichen werden. Zusatzlich
koénnte eine Genomsequenzierung durchgeflihrt werden, um nach moglichen Dehydrogenase-
Genen zu suchen. Sollte sich dies als erfolgreich erweisen und mit den Ergebnissen der
Proteomics-Analyse korrelieren, kdnnte das ermittelte Protein zunachst anhand eines in vitro
Assays auf seine Aktivitat hin Uberprift werden. Dazu wirde zunachst eine Proteinsuspension
angefertigt werden, die dann zusammen mit der Substanz Conidendrin kultiviert werden
wurde. Anschliellend wirde der Ansatz extrahiert und mittels HPLC-MS analysiert werden,
wobei im Vergleich zur Negativkontrolle Detetrahydroconidendrin detektiert werden kénnte.

Des Weiteren kénnte das fur die Dehydrogenase codierende Gen z.B. heterolog in einen
leicht-transformierbaren Organismus wie z.B. E. coli, S. cerevisiae oder M. oryzae
transformiert werden. Dabei sollte jedoch darauf geachtet werden, dass der gewahite
Organismus nicht Uber eigene Enzyme verflgt, welche die Metabolisierung von Conidendrin
zu Detetrahydroconidendrin katalysieren kdnnen. Nach erfolgreicher Transformation kénnte
durch die Zugabe des Substrates Conidendrin geprift werden, ob die transformierten
Organismen, die Metabolisierung durchfihren koénnen. Ist dies der Fall, sollte
Detetrahydroconidendrin im Anschluss im KF mittels HPLC-Analyse nachweisbar sein. Eine
weitere Nachweismoglichkeit ware die Inaktivierung der durch die Genomanalyse ermittelten
Gene und die anschlieRende Kultivierung von A. alstroemeriae mit Magnesium-Lignosulfonat.
Kann anschliefend im KF kein Detetrahydroconidendrin nach HPLC-Analyse detektiert
werden, ware dies ebenfalls ein Nachweis flir die Zustandigkeit des Enzyms und dessen

Funktion.

4.2.3 Analyse extrazellularer Enzymaktivitaten sowie die potenzielle Biosynthese
der Indol- und Isocumarin-Derivate

Nach der Kultivierung des Ascomyceten Coniolariella hispanica in Magneisum-Lignosulfonat
konnten ein Indolderivat, Methylindol-3-Carboxylat, sowie zwei Isocumarin-Derivate, 8,9-
Dehydroxylaron und 5-Carboxymellein, isoliert werden. Alle drei Isolate haben keinen
lignolytischen Ursprung, sondern sind Sekundarmetabolite des Pilzes. Dennoch konnte auch
im Rahmen dieser Arbeit anhand des qualitativen Enzym-Assays eine Laccase-Aktivitat sowie
die Oxidation phenolischer Substanzen beobachtet werden (3.3.3.1, Abb. 46). Wahrend des
14-tagigen Fermentationsverlaufs, wobei Methylindol-3-Carboxylat isoliert werden konnte,
wurde ebenfalls Laccase-Aktivitat detektiert (3.3.3, Abb. 45). Bis Tag 8 stieg die Laccase-
Aktivitat parallel zur Substanzmenge an, wobei dann mit Erreichen der hochsten Laccase-
Aktivitat die Substanzmenge auf ein Minimum abfiel, um zwei Tage spater ein Maximum zu

erreichen.
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Die Tatsache, dass mit Erreichen der maximalen Enzymaktivitdt nahezu keine Substanz
detektierbar und diese bereits nach 24 h nachweisbar und parallel dazu keine Laccase-
Aktivitat vorhanden war, verdeutlich, dass bei der Synthese des Methylindol-3-Carboxylats
keine Laccase beteiligt ist. Dennoch beweist sich die Laccase-Aktivitat im Abbau des
Magnesium-Lignosulfonats, was anhand der HPLC-Analyse zu sehen ist (3.3.1, Abb. 34; 6.2.5
Abb. 94).

Methylindol-3-Carboxylat wurde bereits als Sekundarmetabolit eines marinen Bakteriums
sowie flr den Basidiomyceten Antrodiella albocinnamomea und fir den Endophyten
Penicillium sp. HJT-A-6 beschrieben (Hu et al.,, 2005; Xiao et al., 2024; Chen und Wang,
2015). Bei C. hispanica handelt es sich ebenfalls um einen Endophyten (Checa et al., 2008),
was zusammen mit den oben genannten Beobachtungen die Vermutung starkt, dass es sich
bei Methylindol-3-Carboxylat um einen Sekundarmetaboliten von C. hispanica handelt. Da
bisher keine Literatur fir C. hispanica dazu verdéffentlicht wurde und auch im Rahmen dieser
Arbeit aufgrund des spaten Ergebnisses der NMR-Analyse keine weiteren Experimente
durchgefuhrt werden konnten, kann ein moglicher Biosyntheseweg nur anhand von
Literaturrecherchen hypothetisiert werden. Wie bereits in 4.1.3 beschrieben, ist Indol-3-
Carbonsaure eine mdgliche Vorstufe von Methylindol-3-Carboxylat, womit zunachst zu
Uberprifen ware, ob auch diese Substanz mdglicherweise wahrend des Fermentations-
Monitorings per HPLC-MS-Analyse nachweisbar ist und somit ebenfalls von C. hispanica
produziert wird. Das Indol-3-Carbonsaure von Pilzen produziert werden kann, konnten 2014
Qian et al. anhand des Endophyten Lasiodiplodia sp. ME4-2 beweisen. Im Rahmen ihrer
durchgefuhrten Experimente konnten sie zeigen, dass wahrend der Kultivierung in Czapek’s
Medium sowohl Indol-3-Carbonsaure als auch Indol-3-Carbaldehyd von
Lasiodiplodia sp. ME4-2 produziert wurde. Demnach liegt die Vermutung nahe, dass Indol-3-
Carbonsaure auch fir C. hispanica nachgewiesen werden kann. Sollte dies gelingen, kdnnte
im Anschluss Uberpruft werden, wie in 4.1.3 beschrieben, ob die Methylierung von Indol-3-
Carbonsaure zu Methylindol-3-Carboxylat Uber eine Methyltransferase katalysiert wird
(Abb. 77).
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Indol-3-Carbonséaure Methylindol-3-Carboxylat

Abbildung 77: Potenziell letzter Schritt der Biosynthese von Methylindol-3-Carboxylat.
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Da die Biosynthese sowohl von Indol-3-Carbonsaure als auch von Methylindol-3-Carboxylat
fur Pilze bisher nicht aufgeklart wurde, gilt es weiterhin zu Uberprifen, ob die Biosynthese
dieser Metaboliten ausgehend von L-Tryptophan startet, sowie es fir viele Indole beschrieben
ist und beispielsweise auch fir die Synthese von Indol-3-Essigsaure anhand von
Candida tropicalis gezeigt wurde (Miyagi et al., 2020). Um dies zu Uberprifen kdnnte zunachst
ein Supplementierungsversuch mit Isotop-markiertem L-Tryptophan durchgefihrt werden.
Kann die Markierung spater im von C. hispanica produzierten Methylindol-3-Carboxylat
nachgewiesen werden, startet die Synthese ausgehend von L-Tryptophan, ist es nicht
nachweisbar, ist das Startermolekil ein anderes. Ausgehend von welchem Startermolekdl die
Synthese von Methylindol-3-Carboxylat beginnt, sind unterschiedliche Enzyme an der
Biosynthese beteiligt. Daher ware aulRerdem von Vorteil eine Genomanalyse durchzuflihren
und anhand eines Homologievergleichs mit Pilzen, wie z.B. Antrodiella albocinnamomea oder
Penicillium sp. HJT-A-6, die ebenfalls Methylindol-3-Carboxylat produzieren, méglicherweise
ahnliche Gencluster oder Genen zu detektieren, welche die fur die Biosynthese von
Methylindol-3-Carboxylat notwendigen Enzyme kodieren. AnschlieRend kdnnte durch gezielte
Geninaktivierungsversuche gezeigt werden, ob die Gene und die, dadurch exprimierten
Enzyme tatsachlich an der Biosynthese beteiligt sind. Ist dies der Fall, sollte nach Kultivierung

der Transformante kein Methylindol-3-Carboxylat per HPLC-Analyse nachweisbar sein.

Das Isocumarin-Derivat 8,9-Dehydroxylaron, welches ebenfalls, nach der Kultivierung in
Magnesium-Lignosulfonat, aus dem Kulturfiltrat isoliert werden konnte, gehért zu den a-
Pyronen und wurde 2007 erstmals als Sekundarmetabolit von Xylaria hypoxylon beschrieben
(Schiiffler et al., 2007). a-Pyrone haben keinen lignolytischen Ursprung, sodass die, anhand
des qualitativen Enzym-Assays, detektierte Laccase-Aktivitat nicht an der Synthese von 8,9-
Dehydroxylaron beteiligt sein wird. Vielmehr ist davon auszugehen, sowie es auch 2016
Schaberle in seiner Arbeit Uber a-Pyrone zeigen konnte, dass die Biosynthese von 8,9-
Dehydroxlaron Gber den Polyketidweg erfolgt, wie es fiur die meisten mikrobiellen a-Pyrone
beschrieben ist. Die Polyketidbiosynthese &hnelt der Fettsaurebiosynthese, denn beide
basieren auf wiederholenden Claisen-Kondensationen von Acetyl-Coenzym A und Malonyl-
Coenzym A, wobei verschiedene Enzyme, wie z.B. Ketosynthasen und Acyltransferasen sowie
ein Acyl-Carrier-Protein beteiligt sind. Wahrend bei der Fettsaurebiosynthese eine vollstandige
Reduktion stattfindet, verbleibt bei der Polyketidsynthese ein ungesattigter PKS-Kettenrest,
welcher fir die Entstehung der Pyronringe Voraussetzung ist (Schaberle, 2016). Nachfolgend
werden drei PKS-Systeme beschrieben, anhand derer die Biosynthese von a-Pyronen
erfolgen kann. Beim modularen PKSI-System beginnt die Synthese der a-Pyrone mit der
Zimtsaure als Startermolekuil und erfolgt insgesamt tber mehrere Claisen-Kondensationen mit
Malonyl-Einheiten. Die reduktiven Doméanen katalysieren dann die Umwandlung der
Ketogruppen in Hydroxygruppen und cis-Doppelbindungen.
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Die abschlieBende Bildung des Lactonrings wird dann durch die Thioesterase-Domane
katalysiert (Bouhired et al., 2014). Beim PKSII-System werden die Starter- und Malonyl-
Einheiten an ein und demselben Acyltragerprotein verbunden und durch die anschlieflende
Lactonisierung des Acyltragerprotein-gebundenen Endes entsteht der Pyronring. Im Vergleich
zu den bisherigen Systemen besteht das PKSIII-System nur aus einer einzigen Ketosynthase,
welche die Startermolektile mit den Verlangerungseinheiten verknipft. Der Pyronring entsteht
hier ebenfalls durch die abschlieliende Lactonisierung der Polyketidkette (Nakano et al., 2009;
Schaberle, 2016).

8,9-Dehydroxylaron ist ein monozyklisches a-Pyron und gleicht strukturell dem 6-Pentyl-a-
Pyron (Abb. 78), welches von verschiedenen Trichoderma-Arten produziert wird und zudem
aktiv gegenuber Phytopathogenen, wie z.B. Rhizoctonia solani und Fusarium oxysporum ist
(Scarselletti und Faull, 1994). 2025 konnten Flatschacheretal. anhand von
Trichoderma atroviride zeigen, dass 6-Pentyl-a-Pyron Uber den Polyketidbiosyntheseweg
synthetisiert wird und dabei eine PKSI beteiligt ist. Sie konnten aulRerdem das Gen pks1,
welches fur die iterative Polyketidsynthase Typ | kodiert, identifizieren und dieses einem

konservierten Biosynthese-Gencluster zuordnen.
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Abbildung 78: Chemische Struktur von 6-Pentyl-a-Pyron und 8,9-Dehydroxylaron im Vergleich.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von 8,9-Dehydroxylaron und 6-Pentyl-a-Pyron (Abb. 78)
kdénnte zunachst eine Genomanalyse fur Coniolariella hispanica durchgefuihrt werden, gefolgt
von einem Homologieabgleich, um ein potenzielles Gencluster bzw. PKS1-kodierendes Gen
zu identifizieren. Sollte dies erfolgreich sein, kdnnte Uber gezielte Geninaktivierungen Uberprift
werden, ob das identifizierte Gen bzw. Gencluster tatsachlich an der Biosynthese von 8,9-
Dehydroxylaron beteiligt ist. Des Weiteren kdnnte das identifizierte Gen bzw. Gencluster auch
heterolog in einen leicht-transformierbaren Organismus kloniert werden und nach erfolgreicher
Transformation die Produktion des Sekundarmetaboliten 8,9-Dehydroxylaron mittels HPLC
analysiert werden. Eine weitere Mdglichkeit ware aullerdem die Zufltterung von Isotop-
markierten potenziellen Vorstufen wie z.B. Acetat oder Malonat, welche bereits als
Bestandteile von o-Pyronen nachgewiesen wurden (Schaberle, 2016) und somit zur

Aufklarung des Biosynthesewegs beitragen kdnnten.
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5-Carboxymellein ist das zweite Isocumarin-Derivat, welches im Rahmen dieser Arbeit nach
der Kultivierung von Coniolariella hispanica isoliert werden konnte. Auch hierbei handelt es
sich um einen Sekundarmetaboliten, welcher unabhangig von der detektierten Laccase-
Aktivitat synthetisiert wurde. 5-Carboxymellein gehoért zu den Melleinen, welche zu den 3,4-
Dihydroisocumarinen gehoren, die der Klasse der Polyketide angehéren. Schon 1933 wurde
Mellein, was damals noch als Ocracin bezeichnet wurde, aus Aspergillus melleus isoliert
(Nishikawa, 1933). Mittlerweile weil® man, dass Pilze die grofiten Mellein-Produzenten sind
und diese Uber viele verschiedene Bioaktivitaten verfiigen (Reveglia et al., 2020). 1986 konnte
5-Carboxymellein erstmals aus Valsa ceratosperma, isoliert und seine phytopathogenen
Eigenschaften naher charakterisiert werden (Okuno et al., 1986). Bereits 1979 konnten Huff
und Hamilton zeigen, dass Mellein ausgehend von Acetyl- und Malonyl-CoA Uber den
Polyketidweg synthetisiert wird. Zunachst entsteht ein Pentaketid welches nachfolgend uber
verschiedene Reaktionen weiter modifiziert werden kann. So kdnnen Uuber eine
Kettenverlangerung Heptaketide entstehen, die dann durch Post-PKS-Modifikationen in
strukturell komplexere Isocumarine und 3,4-Dihydroisocumarinen umgewandelt werden
kénnen. Alternativ kdnnen auch Zyklisierungsreaktionen stattfinden, die den typischen
Lactonring erzeugen, welcher auch in 5-Carboxymellein (Abb. 79) vorhanden ist.
AnschlieBende Hydratisierungen sowie Aromatisierungen sind ebenfalls moglich und fuhren
unter anderem zu dem Endprodukt Mellein (Dewick, 2002; Noor et al., 2020; Reveglia et al.,
2020).
OH o
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Mellein 5-Carboxymellein

Abbildung 79: Chemische Struktur von Mellein und 5-Carboxymellein im Vergleich.
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Wie genau die Synthese von 5-Carboxymellein ablauft ist noch nicht ganzlich geklart, dennoch
ist aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum Mellein (Abb. 79) davon auszugehen, dass auch
diese Synthese ausgehend von Acetyl- und Malonyl-CoA startet und das daraus entstehende
Pentaketid zunachst zu einem 3,4-Dihydroisocumarin umgewandelt wird, so wie es auch fir
Mellein beschrieben wird (Huff und Hamilton, 1979). 3,4-Dihydroisocumarin kdnnte dann
weiter modifiziert werden, sodass 5-Carboxymellein entsteht.

Zur Uberprifung dessen, kénnte zunachst anhand der Supplementierung von Isotop-
markiertem Acetat Uberprift werden, ob, die Synthese ausgehend davon startet und tiber den
Polyketidweg ablauft. Des Weiteren sollte das Genom von C. hispanica auf mdgliche PKS-
Gencluster bzw. Gene hin untersucht werden und diese zur Uberpriifung der Beteiligung an
der Synthese, heterolog in einen anderen Organismus kloniert werden. Parallel dazu kénnte
das potenzielle Gen auch in C. hispanica selbst inaktiviert werden. Ist dies erfolgreich sollte
die Transformate kein 5-Carboxymellein mehr produzieren, was anhand einer HPLC-Analyse

des Kulturfiltrates nach Kultivierung in Magnesium-Lignosulfonat Uberprift werden kénnte.

4.2.4 Analyse extrazellularer Enzymaktivititen sowie der potenziellen
Biosynthese von Anisaldehyd

Wahrend der Kultivierung der zwei Basidiomyceten Pleurotus ostreatus und
Pleurotus pulmonarius in Magnesium-Lignosulfonat und Kraftlignin konnte neben den
Harzsaure-Derivaten, 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure (P1) und 16-hydroxy-7-oxo-
Dehydroabietinsaure (P2), auch Anisaldehyd (A1) detektiert werden. Im Vergleich der
qualitativen Enzym-Tests beider Pilze fallt auf (3.5.3.1, Abb. 63; 3.6.3.1 Abb. 69), dass diese
Uber die gleichen Enzymaktivitaten verfigen. Fur beide Organismen konnte die Oxidation
phenolischer Substanzen sowie anhand der Verfarbung der LBM-ABTS-Platte eine Laccase-
Aktivitat nachgewiesen werden. Gestarkt wird dies zusatzlich mit dem positiven Nachweis
durch die Gelbfarbung der LBM-Poly R-Platte, welche Polyphenoloxidasen sowie Lignin- und
Manganperoxidasen detektiert. Dass sowohl P ostreatus als auch P. pulmonarius Lignin-
modifizierende Enzyme produzieren und Lignin abbauen kdnnen ist bekannt. Sowohl fur
P. ostreatus als auch fur P. pulmonarius konnten bereits Laccasen, Manganperoxidasen,
versatile Peroxidasen sowie Arylalkoholoxidasen wahrend des Ligninabbaus nachgewiesen
werden (Cohen et al., 2002b; Camarero et al., 1996; Gutiérrez et al., 1994; Marques De Souza
und Peralta, 2003). Dies zeigt sich auch im Abbau der Ligninbestandteile, welche nach der 14-
tagigen Fermentation dieser Pilzstdmme anhand der HPLC-Analyse detektiert werden konnte
(3.5.1, Abb. 56; 3.5.2, Abb. 58; 3.6.1, Abb. 64; 3.6.2, Abb.67).
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Das P. pulmonarius und P. ostreatus Anisaldehyd auch unabhangig von ligninhaltigen Medien
produzieren, zeigten 1994 Gutiérrez et al. in ihren Studien. Sie konnten fir mehrere Pleurotus
Stamme die Produktion verschiedene Anisyl- und Hydroxybenzylverbindungen nachweisen.
2002 konnten Okamoto etal. aullerdem die Biosynthese von Anisaldehyd in
Pleurotus ostreatus teilweise aufklaren, wobei sie sich auf die Lignin-degradierenden Enzyme
fokussierten. Sie stellten fest, dass eine Arylalkoholoxidase an der Biosynthese beteiligt ist und
postulierten, dass das durch die Arylalkoholoxidase produzierte H>O, von der
Manganperoxidase anschlie®end bei der Lignindegradation genutzt wird. Eine
Ligninperoxidase konnte nicht detektiert werden. Anhand eines Supplementierungsversuchs
mit verschiedenen Aminosauren konnten sie auflerdem zeigen, dass die Synthese von
Anisaldehyd ausgehend von L-Tyrosin startet. L-Tyrosin wird zunachst Uber mehrere Schritte
in 4-Methoxybenzylalkohol umgewandelt, welches dann durch die Arylalkoholoxidase zu
Anisaldehyd oxidiert wird (Abb. 80). Das L-Tyrosin das Startermolekil der Biosynthese von

Anisaldehyd ist, konnten auch Burger et al. 2022 anhand von Pleurotus sapidus nachweisen.

o]

NHz . OH H
Arylalkoholoxidase
HO —  — — HaC“O — HSC\O
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L-Tyrosin 4-Methoxybenzylalkohol Anisaldehyd

Abbildung 80: Potenzieller Biosyntheseweg von Anisaldehyd.

Da P pulmonarius und P. ostreatus eng verwandt sind (Bao etal.,, 2005), ist davon
auszugehen, dass die Biosynthese von Anisaldehyd bei P. pulmonarius ahnlich ablauft. Bereits
1994 konnten Gutiérrezetal. beweisen, dass P. pulmonarius ebenfalls eine
Arylalkoholoxidase produziert, wodurch angenommen werden kann, dass zumindest der letzte
Schritt vom 4-Methylbenzylalkohol zum Anisaldehyd identisch ist. Dennoch muss fur beide
Pilze weiterhin aufgeklart werden, wie die Synthese vom L-Tyrosin bis zum 4-
Methoxybenzylalkohol ablauft. Fur Pleurotus sapidus konnte 2024 eine O-Methyltransferase
(OMT) identifiziert werden, die sehr wahrscheinlich an der Synthese von Anisaldehyd beteiligt
ist, indem diese Hydroxyaromaten, wie beispielsweise 4-Hydroxybenzylalkohol, methyliert
(Brescia et al., 2024). Dies ist jedoch nur ein erster Schritt zur Aufkldrung des
Biosynthesewegs und muss fur P. ostreatus und P. pulmonarius erst noch nachgewiesen
werden. Dies kdnnte anhand einer RNA-Sequenzierung erfolgen, indem die transkribierten
Gene der zwei Pilzstamme sequenziert und auf das Vorhandensein einer OMT hin untersucht
werden. Potenzielle OMT-Gene kdénnten dann bioinformatisch und funktionell weiter
charakterisiert werden. Anhand eines Supplementierungsversuchs mit Isotop-markierten
potenziellen Vorstufen, wie z.B. 4-Hydroxybenzylalkohol, kénnte z.B. eine potenzielle Vorstufe

sowie die Beteilung des Enzyms OMT nachgewiesen werden.
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Gestarkt werden kénnte dies weiterhin durch die heterologe Expression des detektierten OMT-
codierenden Gens oder aber auch durch eine Geninaktivierung in P ostreatus und
P. pulmonarius selbst. Auch kénnte eine RNA-Sequenzierung zu verschiedenen Zeitpunkten
der Kultivierung erfolgen, um noch weitere stark exprimierte Gencluster bzw. Gene zu
detektieren und diese auf eine mdgliche Beteiligung innerhalb des Biosynthesewegs zu
analysieren. Parallel dazu kénnte der Kultivierungsansatz auch mittels HPLC- und GC-MS
analysiert werden, um weitere Vorstufen zu detektieren, was ebenfalls Rickschlisse auf
potenzielle Enzyme zuldsst. Durch gezielte Ansatze koénnte somit die Biosynthese von

Anisaldehyd in P. ostreatus und P. pulmonarius zuklnftig vollstandig aufgeklart werden.
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6. Anhang

6.1 ITS-Sequenzen der eigenstandig isolierten Pilzstamme

Gelistet sind die analysierten und editieren Nukleotidsequenzen, die aus der PCR-
Amplifikation der ITS-Region der Pilz-rDNA mittels der Primer ITS1-F oder ITS4 und ITS5
resultierten. Die Identifikation der Organismen erfolgte Uber eine Homologiesuche mit dem

Tool BLASTn (National Center for Biotechnology information (NCBI)-Datenbank).

ITS-Sequenz von Agrocybe pediades:

CAGCGCAAACCCATTATAGCAGACGTCCACGGCGTAGATAATTATCACACCAATAGACGG
TTCCACTGCGGGCCACCGGCTAATACATTTAAGGGGAGCAGACTAATGAAAGCCAGCAA
AAAGACCCCCAAGTCCAAGCCATTATCAGCAAAAGCTAATAAGGTTGAGAATTTAATGACA
CTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC
GAGAGCCAAGAGTCCGTTGCTGAAAGTTGTATATAGTTTATAGGCACTAGGCCATATACAA
TACATTCTGTTACATTCTTTGGGGTATGTGTAAGACATAGGCCTGGATAATACAAGGAAAG
CCGACTCGTGAAAGCCAGCAGTCCTCCCGACCGAGTTGCCTCGGAAATTATCGTCCAG
GTCTACAAAGGGTGCACAGGTGGAGATATAAAGATGACGGGCGAGCACATGTCCCCGAG
AGGACCAGCTACAACCACGCCAGGTTTATTCAATAATGATCCT

ITS-Sequenz von Alternaria alstroemeriae:

GACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCAT
GCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGAT
CCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTT
ATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAG
GGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGT
AATG

ITS-Sequenz von Coniolariella hispanica:

ATGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTCGAGGTCAACCTTCTGTAAGGG
GGTTCTTTTACGGCAGGAGGGCCGGCCCGGCCGTAGGCGAGATGGAGAAAATCTACTA
CGCCTAGAGCGCGAACCGGCTCCGCCACTGGATTTGAGGAGCGACGGCGGGACGCCG
TGGGCTCCCAACGCTAAGCAACAGGGGCTTAAGGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGC
ATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
TCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGA
GATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTTCGTTTTATCGTTTCAGAGATTCAGGGCAAAAA
ACAGAGTTTCGTGGGCCGCCGGCGGGGAGGGGCGCCCCCCGCCGAGGCAACGTACG
GTATGTTCACAGGGGTTGGGGAGTTTGGGTCAACTCTCTAATGATCCCTCCGCTGGTTC
ACCAACGGAGACCTTGTTACG
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ITS-Sequenz von Chaetomium leptoderma:

TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTCTTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGGGTAAA
AAAGGCTTTTTAACGGCCGGAACCCGCAGCACGCCCTGAGCGAGATAATACTACTACGC
TCGGAGTGACTAGCGAGCCCGCCACTGGTTTTCAGGGCCTGCGGCAGCCGCAGGTCC
CCAACACAAGCCGGGGGCTTGATGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTGACTTATTCAGTACAGAAGACTCAGAGAGGCCATAAATTCAAGAGTTAGAGC
CTCCGGCGGGCGCCCTGTAGGGGGCCGGGGGGCGCCGGGGGTGAGCCCGGTGLCG
CCCGCCGAAGCAACGGTGTAAGGTAACGTTCACAGATGGTTTAGGGAGTTTTGCAACTC
TGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGA

ITS-Sequenz von Pleurotus pulmonarius:

ACAGAAGGTTCCGTAAGGTGAACCTGCGGGAAGGATCATTAATGAATTCACTATGGAGTT
GTTGCTGGCCTCTAGGGGCATGTGCACGCTTCACTAGTCTTTCAACCACCTGTGAACTTT
TGATAGATCTGTGAAGTCGTCCTTCAAGTCGTCAGACTTGGTTTGCTGGGATTTAAACGT
CTCGGTGTGACAACGCAGTCTATTTACTTAACACACCCCAAATGTATGTCTACGAATGTCA
TTTAATGGGCCTTGTGCCTATAAACCATAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTG
AGTGTCATTAAATTCTCAAACTCACATTTATTTGTGATGTTTGGATTGTTGGGGGTTGCTG
GCTGTAACAAGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCAGGACTTCTCATTGCCTCTGCGCAT
GATGTGATAATTATCACTCATCAATAGCACGCATGAATAGAGTCCAGCTCCCTAATCGTCC
GCAAGGACAATTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCCGGGAAGGAAAAAA

ITS-Sequenz von Pleurotus ostreatus:

AAAGGTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGACATTAATGAATTCACTATGGAGTTGTTGCT
GGCCTCTAGGGGCATGTGCACGCTTCACTAGTCTTTCAACCACCTGTGAACTTTTGATAG
ATCTGTGAAGTCGTCCTTCAAGTCGTCAGACTTGGTTTGCTGGGATTTAAACGTCTCGGT
GTGACAACGCAGTCTATTTACTTAACACACCCCAAATGTATGTCTACGAATGTCATTTAATG
GGCCTTGTGCCTATAAACCATAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCA
TTAAATTCTCAAACTCACATTTATTTGTGATGTTTGGATTGTTGGGGGTTGCTGGCTGTAA
CAAGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCAGGACTTCTCATTGCCTCTGCGCATGATGTGA
TAATTATCACTCATCAATAGCACGCATGAATAGAGTCCAGCTCTCTAATCGTCCGCAAGGA
CAATTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGCCGGGAAAGAAAAAA
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6.2 HPLC-Chromatogramme verschiedener Pilzisolate und
Reinsubstanzen

6.2.1 HPLC-Chromatogramme von Agrocybe pediades
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Abbildung 81: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 14-tigiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Lignosulfonat (schwarz) sowie A. pediades kultiviert in
Minimalmedium (gruin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 Minuten.
Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 82: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Abietinsédure (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium mit DMSO (gelb), Minimalmedium mit Abietinsaure (schwarz) sowie A. pediades
kultiviert in Minimalmedium mit DMSO (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit
von 14,6 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 250 nm.
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Abbildung 83: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Dehydroabietinsdure (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet
sind die Kontrollen Minimalmedium mit DMSO (gelb), Minimalmedium mit Dehydroabietinsaure (schwarz) sowie
A. pediades kultiviert in Minimalmedium mit DMSO (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer
Retentionszeit von 14,6 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 250 nm.
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Abbildung 84: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Lignosulfonat (schwarz) sowie A. pediades kultiviert in
Minimalmedium (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,6 Minuten.
Aufgenommen bei einer Wellenldnge von 270 nm.
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Abbildung 85: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 24-stiindiger
Kultivierung in HMG-Medium mit Lignosulfonat (schwarz) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind
die Kontrollen A. pediades kultiviert in HMG-Medium (gelb) und in HMG-Medium mit Kohlenmonoxid (griin).
Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 Minuten. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 86: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 72-stiindiger
Kultivierung in HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz) im Vergleich zur Kultivierung in
HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat unter Zugabe von Kohlenmonoxid (orange). Detektiert wurden
die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 Minuten in beiden Ansatzen. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 87: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Agrocybe pediades nach 72-stiindiger
Kultivierung in HMG-Medium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen A. pediades kultiviert in HMG-Medium (gelb) und in HMG-Medium mit
Kohlenmonoxid (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 Minuten.
Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.

6.2.2 HPLC-Chromatogramme der Abietinsdure und Dehydroabietinsaure
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Abbildung 88: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanz Abietinsédure (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.

Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb) und Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz).
Abietinsaure hat eine Retentionszeit von 24,8 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 250 nm.

162



Anhang

1400
1200

1000

800 Dehydroabietinsaure

600 /

400

Intensitéat A, ., [MAU]

200

0 __'.’VM,& Lﬁ'\-—v‘“;, s i *LAAL
5 10 15 20 25 30
Retentionszeit [min]

Abbildung 89: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanz Dehydroabietinsédure (blau) im Vergleich zu den
Kontrollen. Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb) und Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat (schwarz). Dehydroabietinsdure hat eine Retentionszeit von 22,4 min. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 250 nm.
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Abbildung 90: HPLC-MS-Chromatogramm der Reinsubstanzen Abietinsdure (griin) und
Dehydroabietinsaure (gelb) im Vergleich zur Kontrolle Minimalmedium mit Kraftlignin (schwarz).
Abietinsaure hat eine Retentionszeit von 11,7 min und Dehydroabietinsaure von 10,8 min. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 250 nm.

163



Anhang

6.2.3 HPLC-Chromatogramme von Alternaria alstroemeriae
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Abbildung 91: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Alternaria alstroemeriae nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)

sowie A. alstroemeriae kultiviert in Minimalmedium (grin). Detektiert wurde die Substanz X1 mit einer
Retentionszeit von 14,2 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm

1200
1000
800
600

400

Intensitat Ay ., [MAU]

200

0 L’ ;,A'AA’_/A = = - ‘—_A_A_'—J

5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25
Retentionszeit [min]

Abbildung 92: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Alternaria alstroemeriae nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Kraftlignin (schwarz) sowie A. alstroemeriae kultiviert in
Minimalmedium (griin). Aufgenommen bei einer Wellenldnge von 270 nm.
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6.2.4 HPLC-Chromatogramm von Conidendrin
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Abbildung 93: HPLC-Chromatogramm der Reinsubstanz Conidendrin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.

Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb) und Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)
Conidendrin hat eine Retentionszeit von 12,8 min. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.

6.2.5 HPLC-Chromatogramme von Coniolariella hispanica
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Abbildung 94: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Coniolariella hispanica nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)
sowie C. hispanica kultiviert in Minimalmedium (griin). Detektiert wurden die Substanzen L1 mit einer Retentionszeit
von 13,9 Minuten, L2 mit 14,4 Minuten, L3 mit 15 Minuten und L8 mit 16,6 Minuten. Aufgenommen bei einer
Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 95: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Coniolariella hispanica nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Kraftlignin (schwarz) sowie C. hispanica kultiviert in
Minimalmedium (griin). Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 96: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Coniolariella hispanica nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)
sowie C. hispanica kultiviert in Minimalmedium (griin). Detektiert wurde die Substanz L7 mit einer Retentionszeit
von 13,8 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm
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6.2.6 HPLC-Chromatogramme von Chaetomium leptoderma
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Abbildung 97: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Chaetomium leptoderma nach 14-tégiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)
sowie C. leptoderma kultiviert in Minimalmedium (griin). Detektiert wurden die Substanzen L4 mit einer
Retentionszeit von 16,4 Minuten und L5 mit 18,4 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 98: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Chaetomium leptoderma nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Kraftlignin (schwarz) sowie C. lepfoderma kultiviert in
Minimalmedium (grtin). Detektiert wurde die Substanz L4 mit einer Retentionszeit von 16,8 Minuten. Aufgenommen
bei einer Wellenlange von 270 nm.
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6.2.7 HPLC-Chromatogramme von Pleurotus pulmonarius
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Abbildung 99: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus pulmonarius nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)
sowie P. pulmonarius kultiviert in Minimalmedium (grtin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer
Retentionszeit von 14,5 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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Abbildung 100: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus pulmonarius nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Kraftlignin (schwarz) sowie P. pulmonarius kultiviert in
Minimalmedium (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,5 Minuten
sowie die Substanz A1 mit 14,1 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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6.2.8 HPLC-Chromatogramme von Pleurotus ostreatus
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Abbildung 101: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus ostreatus nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (blau) im Vergleich zu den Kontrollen.
Abgebildet sind die Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Magnesium-Lignosulfonat (schwarz)
sowie P. ostreatus kultiviert in Minimalmedium (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer
Retentionszeit von 14,5 Minuten sowie die Substanz A1 mit 14,1 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange

von 270 nm.
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Abbildung 102: HPLC-Chromatogramm des Rohextraktes von Pleurotus ostreatus nach 14-tagiger
Kultivierung in Minimalmedium mit Kraftlignin (blau) im Vergleich zu den Kontrollen. Abgebildet sind die
Kontrollen Minimalmedium (gelb), Minimalmedium mit Kraftlignin (schwarz) sowie P. ostreatus kultiviert in
Minimalmedium (griin). Detektiert wurden die Substanzen P1 und P2 mit einer Retentionszeit von 14,6 Minuten
sowie die Substanz A1 mit 14,1 Minuten. Aufgenommen bei einer Wellenlange von 270 nm.
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6.3 Fermentations-Monitoring von Coniolariella hispanica
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Abbildung 103: Fermentationsverlauf von Coniolariella hispanica in Minimalmedium mit Magnesium-
Lignosulfonat iiber einen Zeitraum von 8 Tagen im 20 L-MaRBstab. Abgebildet sind die pH-Werte (grau), die
Glukosekonzentration in g/L (blau) und die Substanzmenge von L7 (griin) in mg/L. Enzymaktivitdt konnte wahrend
der Fermentation nicht gemessen werden. Erstellt mit Origin 7.5.
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6.4 NMR-Spektren der isolierten Reinsubstanzen

Abgebildet sind die "H- und "*C-NMR-Spektren der in dieser Arbeit isolierten Reinsubstanzen
nach Kultivierung der verschiedenen Pilzstamme mit lignolytischem Industrieabfall

(Magnesium-Lignosulfonat und Kraftlignin).

6.4.1 NMR-Spektren der Reinsubstanzen P1 und P2 von Agrocybe pediades

£ 098 —
T 100 pr
E o

. 1= 096 —
L 1.00
C 0.99

2
£
-

T
10 9

7049
4728
47.14
47.00

£

_— 122.81

— 121.91
9.59

9.56

—— 2168
1

29.5¢
=5

P33
=032
=363

4
- 128
- 139

=7=1053
= 11.98]

T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 2

5 {ppm]

Abbildung 105: '*C-NMR-Spektrum von 15-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsiure (P1).
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Abbildung 106: '"H-NMR-Spektrum von 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsaure (P2).
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Abbildung 107: '*C-NMR-Spektrum von 16-hydroxy-7-oxo-Dehydroabietinsiure (P2).
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6.4.2 NMR-Spektren der Reinsubstanz X1 von Alternaria alstroemeriae
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Abbildung 108: '"H-NMR-Spektrum von Detetrahydroconidendrin (X1).
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Abbildung 109:

13C-NMR-Spektrum von Detetrahydroconidendrin (X1).
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6.4.3 NMR-Spektren der Reinsubstanzen L2, L7-1 und L8 von
Coniolariella hispanica
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Abbildung 110: "TH-NMR-Spektrum von Methylindol-3-Carboxylat (L2).
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Abbildung 111: '*C-NMR-Spektrum von Methylindol-3-Carboxylat (L2).
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Abbildung 112: "TH-NMR-Spektrum von 5-Carboxymellein (L7-1).
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Abbildung 113: 13C-NMR-Spektrum von 5-Carboxymellein (L7-1).
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Abbildung 114: "TH-NMR-Spektrum von 8,9-Dehydroxylaron (L8).
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Abbildung 115: 3C-NMR-Spektrum von 8,9-Dehydroxylaron (L8).
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6.4.4 NMR-Spektren der Reinsubstanz L4 von Chaetomium leptoderma
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Abbildung 116: "TH-NMR-Spektrum von 7-oxo-Dehydroabietinsaure (L4).
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Abbildung 117: 13C-NMR-Spektrum von 7-oxo-Dehydroabietinsdure (L4).
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6.4.5 NMR-Spektren der Reinsubstanz A1 von Pleurotus pulmonarius
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Abbildung 118: "TH-NMR-Spektrum von Anisaldehyd (A1).
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Abbildung 119: 13C-NMR-Spektrum von Anisaldehyd (A1).
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6.5 Auswertung Wachstums- und Biofilm-Assay

6.5.1 Wachstumskurven der Stamme Pseudomonas aeruginosa PA01 und
PA14 nach Inkubation mit verschiedenen Reinsubstanzen
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Abbildung 120: Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 (A) und
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 (B) nach Inkubation mit den Reinsubstanzen P1 und P2 iiber
einen Zeitraum von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Absorptionswerte bei 600 nm
Uber 72 Stunden [h]. Als Wachstumskontrolle wurde P. aeruginosa in TSB-Medium mitgefiihrt. Durchgefiihrt in
Triplikaten, abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (schwarze Balken).
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Abbildung 121: Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 (A) und
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 (B) nach Inkubation mit der Reinsubstanz X1 uber einen
Zeitraum von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Absorptionswerte bei 600 nm lber 72
Stunden [h]. Als Wachstumskontrolle wurde P. aeruginosa in TSB-Medium mitgefiihrt. Durchgefihrt in Triplikaten,
abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (schwarze Balken).
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Abbildung 122: Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 (A) und
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 (B) nach Inkubation mit der Reinsubstanz L2 iiber einen
Zeitraum von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Absorptionswerte bei 600 nm Uber 72
Stunden [h]. Als Wachstumskontrolle wurde P. aeruginosa in TSB-Medium mitgefihrt. Durchgefihrt in Triplikaten,
abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (schwarze Balken).
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Abbildung 123: Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 (A) und
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 (B) nach Inkubation mit der Reinsubstanz L5 iiber einen
Zeitraum von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Absorptionswerte bei 600 nm Uber 72
Stunden [h]. Als Wachstumskontrolle wurde P. aeruginosa in TSB-Medium mitgefihrt. Durchgefihrt in Triplikaten,
abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (schwarze Balken).
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Abbildung 124: Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 (A) und
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 (B) nach Inkubation mit der Reinsubstanz L7-1 iliber einen
Zeitraum von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Absorptionswerte bei 600 nm tber 72
Stunden [h]. Als Wachstumskontrolle wurde P. aeruginosa in TSB-Medium mitgefihrt. Durchgefihrt in Triplikaten,
abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (schwarze Balken).
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Abbildung 125: Wachstumskurven von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 (A) und
Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 (B) nach Inkubation mit der Reinsubstanz L8 iiber einen
Zeitraum von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Absorptionswerte bei 600 nm Uber 72
Stunden [h]. Als Wachstumskontrolle wurde P. aeruginosa in TSB-Medium mitgeflihrt. Durchgefihrt in Triplikaten,
abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (schwarze Balken).
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6.5.2 Biofilm-Assay der Stamme Pseudomonas aeruginosa PA01 und PA14
nach Inkubation mit verschiedenen Reinsubstanzen
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Abbildung 126: Auswertung des Biofilm-Assays von Pseudomonas aeruginosa PA01 DSM 19880 nach 72-
stiindiger Inkubation mit den Reinsubstanzen P1 & P2, X1, L2, L5, L7-1 und L8. Abgebildet sind die
Absorptionswerte bei 575 nm (A) sowie die Biofilmbildung in Prozent [%] (B) im Vergleich zur Wachstumskontrolle
(P. aeruginosa PAO1 kultiviert in TSB-Medium). Durchgefiihrt in Triplikaten von denen der Mittelwert und die
Standardabweichung (schwarze Balken) berechnet wurden.
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Abbildung 127: Auswertung des Biofilm-Assays von Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM 19982 nach 72-
stiindiger Inkubation mit den Reinsubstanzen P1 & P2, X1, L2, L5, L7-1 und L8. Abgebildet sind die
Absorptionswerte bei 575 nm (A) sowie die Biofilmbildung in Prozent [%] (B) im Vergleich zur Wachstumskontrolle
(P. aeruginosa PA14 kultiviert in TSB-Medium). Durchgefiihrt in Triplikaten von denen der Mittelwert und die
Standardabweichung (schwarze Balken) berechnet wurden.
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