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Zusammenfassung Xl

Zusammenfassung

Mikroorgansimen spielen bei der Rohwurstreifung eine wichtige Rolle. Sie beeinflussen
durch ihren Stoffwechsel die Qualitat (Bildung von Aromastoffen und Farbstabilisierung)
und die Sicherheit (SAuerung und Konservierung) des Produktes. Lactobacillus sakei ist
eine der am haufigsten vorkommende Laktobazillenspezies in spontan fermentierten
Rohwurstprodukten. Aufgrund seiner evolutiondren Anpassung an den Lebensraum
Fleisch und durch die Absenkung des pH-Wertes wird die Dominanz der Starterkultur

wahrend der gesamten Reifung gewahrleistet.

Der Geschmack von Rohwirsten rihrt von den eingesetzten Zutaten (Fleisch, Gewurze
und Rauch) und den chemischen Veranderungen wahrend der Fermentation her.
Wahrend der Reifung kommt es zur fermentativen Aromabildung durch Bakterien und
fleischeigene Enzyme, die fir eine Metabolisierung von Fett, Kohlenhydraten und
Proteinen verantwortlich sind und so ein breites Spektrum an flichtigen und nicht
fluichtigen Verbindungen bilden. Hinsichtlich der Bildung aromarelevanter Stoffe ist der
Metabolismus von Peptiden und Aminosauren durch die Starterkulturen von besonderer
Bedeutung. Der grote Teil der Aminosauren in Fleisch liegt in Proteinen gebunden vor.
Bei der Verarbeitung werden diese durch die Peptidasen der Rohstoffe und extrazellulare
Hydrolasen der Mikroorganismen in Peptide und Aminosauren gespalten und nachfolgend
in die Zellen transportiert. In die Milchsaurebakterienzelle transportierte oder intrazellular
durch Peptidasen gewonnene freie Aminosduren konnen, neben anderen
Stoffwechselwegen, durch Transaminierung und Decarboxylierung in verschiedene
flichtige Verbindungen umgewandelt werden. Es kommt zur Bildung von Aldehyden,

Alkoholen und Carbonsauren die am spezifischen Aroma dieser Produkte teilhaben.

Es ist bekannt, dass es bei Stammen von L. sakei groRe Unterschiede in der Genomgréfe
gibt, die nahe legen, dass das metabolische Potenzial dieser Stamme ebenso
unterschiedlich sein kann. Auch wurde in mehreren Studien die phanotypische
Heterogenitat von L. sakei-Stammen nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde das
metabolische Potential verschiedener L. sakei-Stamme im Hinblick auf den
Aminosaurestoffwechsel verglichen. Mehrere Studien mit Milchsaurebakterien zeigten eine
bevorzugte Aufnahme von Peptiden, ein damit verbundenes besseres Wachstum der
Mikroorganismen und eine wirksamere Metabolitbildung im Vergleich zu freien
Aminosauren. Zur Charakterisierung des Aminosdurestoffwechsels und daraus

entstehender qualitatsbestimmender Leitsubstanzen wurden daher Studien mit
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Peptidzusatzen durchgefuhrt. Ziel dieser Versuche war es, die physiologische Fahigkeit
der L. sakei-Stamme, Peptide aufzunehmen und zu metabolisieren zu Uberprifen und
Unterschiede im Ausmall der Metabolisierung im Vergleich zu freien Aminoséuren und
aufgrund der Stellung der Aminoséauren innerhalb der Peptide zu messen. Hierfir wurden
Modellfermentationen mit Resting Cells unterschiedlicher L. sakei-Stamme durchgefiihrt,
in denen ein definierter Substratiberschuss, bestehend aus aquimolaren Mengen freier
Aminosauren oder Peptide, herrschte. Durch Messung der Abnahme der
Substratkonzentrationen durch LC-UV/ESI-MS" und GC/MS bzw. der Zunahme an deren
komplementéren flichtigen Metaboliten durch SPME-GC/MS, sollten die Metabolisierung
der Substrate beobachtet und Unterschiede zwischen den L. sakei-Stdmmen sichtbar
gemacht, sowie eine Bevorzugung der zellularen Transportsysteme hinsichtlich der

Stellung der Aminosauren innerhalb der Peptide erkannt werden.

Durch den Vergleich von drei Stammen L. sakei konnten substratspezifische Differenzen
bezlglich des Ausmalles der Metabolitbildung aus Aminosauresubstraten festgestellt
werden. Die Gegenuberstellung der gemessenen Konzentrationen an flichtigen
Substanzen mit den im gleichen System ermittelten Werten fir einen weiteren
Mikroorganismus aus der Rohwurstherstellung (Staphylococcus carnosus) zeigten aber
auch, dass das metabolische Potential von L. sakei in Bezug auf die Bildung der
aromarelevanten Metabolite als gering einzustufen ist. Da Milchsaurebakterien jedoch
hohe Zellzahlen am Ende der Reifung von Rohwirsten erreichen, sollte ihr Einfluss auf
das Aroma dieser Produkte nicht unterschatzt werden. Die Ergebnisse zeigten, dass
Peptide und Aminosauren in der L. sakei-Zelle unterschiedlich metabolisiert werden.
Wahrend Dipeptide besser von den Bakterien aufgenommen wurden, konnten gréfere
Mengen an flichtigen, aromarelevanten Metaboliten aus den Aminosauren gemessen
werden. Es wird angenommen, dass ein Teil der Peptide fur die Bildung von Proteinen
verwendet wird. AuRerdem wurden strukturisomere Peptide unterschiedlich metabolisiert,
was die Spezifitdt und Komplexitdt der Transport- und peptidolytischen Systeme dieser

Mikroorganismen zeigt.

Der erste Schritt des intrazellularen Aminosaureabbaus hin zu den fluchtigen,
aromarelevanten  Metaboliten in  Milchsdurebakterien ist eine enzymatische
Transaminierung, wobei a-Ketosauren gebildet werden. Bei der Untersuchung des
genetischen Potentials von Uber 50 Stdmmen L. sakei konnte in keinem Stamm eine
Gensequenz fur in Milchsaurebakterien bekannte Transaminasen mit einer Spezifitat fur
verzweigtkettige bzw. aromatische Aminoséauren (araT und bcaT) gefunden werden. Die

Transaminierungsaktivitat eines Stammes (L. sakei 23K) konnte jedoch durch Einsatz
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radioaktiv markierter Substrate nachgewiesen werden. Auch durch die in dieser Arbeit
beschriebenen Versuche zur Metabolisierung von Aminoséauren und Peptiden durch
L. sakei konnte eine Metabolisierung der Aminosauresubstrate gezeigt werden. Das fur
den ersten Metabolisierungsschritt und somit fir die Bildung der flichtigen Metabolite aus
Aminosauren verantwortliche Enzym ist jedoch unbekannt. Aus diesem Grund wurde die
aktivitatsgeleitete Aufreinigung eines Enzyms mit Transaminierungsaktivitat aus L. sakei
23K durchgefuhrt. Durch lonenaustauschchromatographie und Gelfiltration konnte ein
Protein identifiziert werden, das fur die Transaminierungsaktivitat dieses Stammes
verantwortlich gemacht wurde. Die anschlieRend durchgefiihrte Sequenzierung ergab die

Aminosauresequenz einer putativen Acylphosphatase.

Um die Transaminierungsaktivitat des aufgereinigten Proteins zu bestatigen, wurde die
Klonierung des Proteins im Wirt Escherichia coli TOP10 durchgefiihrt. Das rekombinante
Protein konnte affinititschromatographisch aufgereinigt werden. Mit dem ann&dhernd rein
vorliegenden Enzym wurden anschlieRend biochemische Untersuchungen durchgefihrt.
Ein Assay zur Uberpriifung der Acylphosphataseaktivitat zeigte, dass das rekombinante
Enzym in aktiver Form vorlag und die postulierte Aktivitat besalR. AuRerdem konnte die
vermutete Transaminierungsaktivitdt nachgewiesen werden. Somit wurde ein Enzym
identifiziert, das an der Transaminierung von Aminosauren im Metabolismus von L. sakei
beteiligt sein kann. Das Ergebnis liefert einen bedeutenden Beitrag zum Verstandnis der

intrazellularen Stoffwechselwege von Aminosauren in L. sakei.
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Summary

Microorganisms play an important role in the ripening process of dry fermented sausages.
They contribute to the quality (formation of aroma compounds and color stability) and the
safety (acidification and conservation) of the product by their catabolism. Lactobacillus
sakei is one of the dominating lactic acid bacteria (LAB) on dry spontaneously fermented
sausages. Due to its evolutionary adaption to the meat environment and by lowering the

pH value it ensures the dominance of the starter during the whole ripening process.

The flavor of fermented sausages derives from the ingredients (meat, spices and smoke)
and the chemical changes occurring during the fermentation and drying process. During
the ripening process, fermentative flavor formation occurs caused by bacterial ferments
and by the meat enzymes which are responsible for the metabolism of fats, carbohydrates
and proteins, forming a wide range of volatile and nonvolatile compounds. Regarding the
formation of aroma-relevant substances, the catabolism of peptides and amino acids by
the starter cultures is of particular importance. Most of the amino acids in meat are bound
in proteins. While processing, they are cleaved into peptides and amino acids by the
peptidases of raw materials and extracellular hydrolases of microorganisms and
subsequently transported into the cells. Free amino acids transported into the LAB cell or
released intracellular by peptidase activity can be converted, among other metabolic
pathways, to various volatile compounds by transamination and decarboxylation, resulting
in the formation of aldehydes, alcohols and carboxylic acids, which participate in the

specific aroma of these products.

It is well known, that the intraspecies diversity in genome size among L. sakei strains is
quite high. Furthermore, in many studies wide phenotypic heterogeneity within strains of
L. sakei has been reported. This suggests that the metabolic potential of these strains can
be as diverse. For this reason, the metabolic capacity of different L. sakei strains regarding
the catabolism of amino acids was compared. Several studies with LAB showed a
preferential uptake of peptides, an associated better growth of the microorganisms and a
more efficiently conversion into metabolites compared to free amino acids. To characterize
the amino acid metabolism and resulting compounds, studies with the addition of peptides
were performed. The aim of these experiments was to investigate the physiological ability
of the L. sakei strains to transport and metabolize peptides and to measure differences in
the extend substrates were converted to volatile compounds and due to the position of the
amino acids within the peptides. Therefore, model fermentations with whole resting cells of

different L. sakei strains with defined substrate additions consisting of equimolar amounts
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of free amino acids or peptides were performed. By measuring the decrease of substrate
concentration by LC-UV/ESI-MS" and GC/MS analysis and the increase of their
corresponding volatile metabolites by SPME-GC/MS analysis, the degradation of
substrates and differences among the L. sakei strains should be shown. Furthermore,
preferences of the cellular transport systems concerning the position of the amino acids
within the peptides should be identified.

By comparing three strains of L. sakei, some substrate-specific differences respecting the
extent of metabolite formation from amino acids were observed. The comparison of the
measured concentrations of volatile substances with the values determined for a strain of
Staphylococcus carnosus in the same system also showed that the metabolic potential of
L. sakei concerning the formation of aroma-relevant metabolites has to be classified as
low. However, since LAB reach high bacteria counts at the end of the ripening period of
dry fermented sausages, their effects on the overall flavor of dry fermented sausages
should not be underestimated. The results showed that peptides and amino acids are
catabolized differently within L. sakei cells. While dipeptides were more efficiently taken up
by the bacteria than amino acids, higher levels of volatiles were produced from amino
acids. It is assumed that a portion of the peptides is used for the formation of proteins. In
case of L. sakei free amino acid substrates yielded the highest amounts of aroma active
metabolites. Furthermore, structural isomers of peptides were metabolized differently,
demonstrating the specificity and complexity of the transport and peptidolytic systems of

these microorganisms.

An enzymatic transamination leading to the formation of the corresponding a-keto acids
describes the first step of the intracellular amino acid catabolism to the volatile, aroma-
relevant metabolites in LAB. Although the specific genes coding typical transaminases with
a specificity for branched-chain and aromatic amino acids in LAB (araT und bcaT) could
not be found in the genome sequences of more than 50 L. sakei strains, the
transamination activity of one strain (L. sakei 23K) was verified by applying radioactively
labeled substrates. The experiments investigating the metabolism of amino acids and
peptides by L. sakei described in this work also showed the degradation of the amino acid
substrates. However, the enzyme responsible for the first metabolization step and
therefore for the formation of volatile metabolites from amino acids, remains unknown. For
this reason an enzyme with transamination activity has been purified from L. sakei 23K. By
ion-exchange chromatography and gel filtration a protein was identified, which was held
responsible for the transamination activity of this strain. Sequencing revealed the amino

acid sequence of a putative acylphosphatase.
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To verify the transamination activity of the purified protein, the corresponding gene
sequence was cloned into the host Escherichia coli TOP10. The recombinant protein could
be purified by immobilized metal ion-affinity chromatography and investigated in
biochemical studies. An assay to verify the acylphosphatase activity showed the
postulated activity of the recombinant enzyme. Furthermore, the presumed transamination
activity could be proofed. Hence, an enzyme that can be involved in the transamination of
amino acids in the metabolism of L. sakei was identified. The result is important for
understanding the intracellular pathways of amino acids in L. sakei.
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1. Einleitung

Viele bekannte Lebensmittel und Getrdnke werden mit Hilfe von Mikroorganismen
hergestellt oder in ihrer Qualitat verandert. Wahrend pflanzliche Produkte vorwiegend
spontan durch die pflanzeneigene Flora fermentiert werden, werden tierische
Fermentationsprodukte fast ausschlief3lich mit Hilfe zugesetzter Starterkulturen hergestellt.
Milchsaurebakterien sind z.B. malRgeblich an der Herstellung von Sauergemise,

Sauerteig, Fleisch- und Milcherzeugnissen beteiligt (Kramer, 2002).

Aminosauren, Peptide und Proteine sind wichtige Bestandteile von Lebensmitteln. Sie
liefern die fur die Proteinbiosynthese notwendigen Bausteine. Andererseits tragen
Aminosauren und Peptide direkt zum Geschmack von Lebensmitteln bei und sind auch
Vorlaufer fir Aromastoffe und Farbstoffe, die Uber thermische und/oder enzymatische
Reaktionen bei der Gewinnung, Verarbeitung und Lagerung von Lebensmitteln gebildet
werden (Belitz et al., 2001). Vor allem in fermentierten Lebensmitteln wie z.B. Rohwurst,
Kase, Sauerteig und traditionellen japanischen Produkten wie Sake und Sojasauce kommt
es haufig zu einem enzymatischen Abbau der Aminosduresubstrate, was zur Bildung
geschmacksaktiver Metabolite fiihren kann (Ordéfiez et al., 1999; Savijoki et al., 2006;
Vermeulen et al., 2005). Von sichtbarem Fett und Knochen befreites mageres Fleisch
besitzt einen Proteinanteil von etwa 20 % (Kr&mer, 2002). Somit sind auch
Fleischprodukte mit einem hohen Muskelanteil zu den proteinreichen Lebensmitteln zu

zahlen.

1.1 Rohwurst

Rohwirste sind in der Regel umgerttete, ungekuhlt (Uber +10 °C) lagerfahige, in der
Regel roh zum Verzehr gelangende Wurstwaren, die streichfahig oder nach einer mit
Austrocknung verbundenen Reifung schnittfest geworden sind. (Leitsatze fir Fleisch und
Fleischerzeugnisse, 2010). In Abhangigkeit von der Konsistenz unterscheidet man
schnittfeste Rohwiurste (u.a. Salami, Plockwurst, Landjager), bei denen das im Laufe der
Reifung ausgetretene Muskeleiweil®3 die Fleisch- und Fettgewebspartikel im Gelzustand
miteinander verbindet und streichfahige Rohwirste (u.a. Teewurst, Mettwurst), bei denen
das aus zerkleinertem Fettgewebe freigesetzte Fett die Fleischteilchen umhillt und

aneinander gleiten lasst (Kramer, 2002; Leistner, 1986).
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1.1.1 Rezeptur

Rohwirste bestehen aus zerkleinertem rohem Muskelfleisch, Fettgewebe, Gewirzen,
Starterkulturen, Zucker und Kochsalz bzw. Nitritpokelsalz. Die daraus hergestellte
Mischung wird in Wursthillen abgefillt und erlangt durch Trocknen und Rauchern ihre
Genussreife. Schnittfeste Rohwirste werden erst nach mehrwochiger Reifung und
Lagerung handelsfahig (Leistner, 1986).

Die typische Zusammensetzung der Zutaten einer in Deutschland hergestellten Rohwurst
ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Zutaten einer in Deutschland hergestellten Rohwurst
(Kurt Hermann, FG Technologie funktioneller Lebensmittel, Universitat Hohenheim).

Zutat Anteil
Schweinefleisch (mager, ohne Sehnen) 44 %
Rindfleisch (mager, ohne Sehnen) 29 %
Schweinertckenspeck 24 %
Nitritpokelsalz 2,8%
D-Glucose (Dextrose) 0,3%
Pfeffer und andere Gewirze 0,1%
Natriumascorbat 0,05 %
Starterkulturen 10° Zellen/kg

Nitritpokelsalz stellt einen wichtigen Zusatz dar, da es fir die Stabilisierung der
Fleischfarbe wahrend der Umrétung verantwortlich ist. Es besteht aus Kochsalz und 0,5
bis 0,6 % Natriumnitrit. Kalium- oder Natriumnitrat kdnnen auch eingesetzt werden. Bei
ihrer Verwendung muss das Nitrat jedoch erst durch bakterielle Reduktion in Nitrit
umgewandelt werden. Des Weiteren ist Nitrit zu Beginn der Reifung fur die
mikrobiologische Stabilitat wichtig. Es hemmt das Wachstum von gramnegativen
Bakterien, z.B. Salmonellen. Auch das im Pokelsalz enthaltene Kochsalz hat einen
Einfluss auf die Rohwurstqualitat und verbessert in erster Linie den Geschmack (Leistner,
1986; Niinivaara und Pohja, 1957).

Zucker werden als zusétzliche Energiequelle der Mikroorganismen, neben fleischeigenem
Glykogen, zugesetzt. In der Praxis werden vor allem Glucose, Saccharose, Laktose,
Maltose und Trockenstérkesirup in einer Menge von nicht mehr als 2 % eingesetzt

(Coretti, 1974, Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2010).
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Gewilrze wie Pfeffer, Kardamom oder Knoblauch sind eine in regional unterschiedlichen
Mischungen verwendete Zutat von Rohwiirsten. lhre fliichtigen Verbindungen tragen zur
Geschmacksverfeinerung bei (Mateo und Zumalacarregui, 1996). Besonders in hohen
Mengen eingesetzt hemmt Knoblauch zudem unerwtinschte Bakterien (Sollner, 2007).

1.1.2 Herstellung

Abbildung 1 zeigt den schematischen Ablauf der Rohwurstherstellung.

Muskelfleisch Fettgewebe Pokelsalze, Gewlirze,
(gekdhlt oder gefroren) (gefroren) Pdkelhilfsstoffe Zutaten

1 |

\ 4
Wolfen

|
|
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Za)
c
=
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5
A

Starterkulturen

Abfiillen

A 4

Reifung

______________________

v v

schnittfeste Rohwurst streichfahige Rohwurst
Salami, Plockwurst, Teewurst,
Cervelatwurst, Landjager Mettwurst
u.a. u.a.

Abbildung 1: Allgemeines Herstellungsschema fiir Rohwurst (Belitz et al., 2001;
Kramer, 2002).
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Die Zerkleinerung des Rohmaterials kann im Kutter oder Wolf vorgenommen werden. Der
in der Regel verwendete Kutter ermdglicht eine sehr feine Zerkleinerung von gefrorenem
bzw. gekihltem Fleisch und Fettgewebe ohne Schmierbildung und zudem ein griindliches
Vermischen mit den stufenweise zugegebenen Zutaten und Zusatzstoffen. Das nach dem
Zerkleinern und Mischen erhaltene, homogene Rohwurstbréat wird je nach Wursttyp in
wasserdampfdurchlassige Kunstdarme (z.B. Faserddrme) oder Naturdarme (z.B.
Pferdedarme fur die original Mail&ander Salami) abgeftillt (Soliner, 2007).

1.1.3 Reifung

Wahrend der Reifung kommt es zu wichtigen chemischen, physikalischen und
mikrobiologischen Verdnderungen des Rohwurstbrats. Das Zusammenwirken von
Kochsalz, Nitrit, Pokelhilfsstoffen, fleischeigenen Enzymen und der Pdkelflora fuhrt zur
Konservierung, Stabilisierung der Fleischfarbe (Umrétung), Sauerung, Entwicklung

typischer Aromen und Beeinflussung der Fleischbratbeschaffenheit (Kramer, 2002).

Bei der Umrotung des Fleisches oxidiert das zugesetzte Nitrit zunachst den
Fleischfarbstoff Myoglobin zu Metmyoglobin. Myoglobin besitzt eine purpurrote Farbe,
Metmyoglobin ist braun. Das entstehende Stickstoffmonoxid liefert sowohl mit Myoglobin,
wie auch mit Metmyoglobin Komplexe von leuchtend roter Farbe. Reduktionsmittel wie
Natriumascorbat beschleunigen diesen Vorgang durch Reduktion von Nitrit zu

Stickstoffmonoxid und Metmyoglobin zu Myoglobin (Belitz et al., 2001).

Die Sauerung wird vor allem durch die Milchsaurebakterien-vermittelte Milchsaurebildung
aus Kohlenhydraten erreicht. Der Zusatz von Zucker oder Glucono-o-lacton (GdL) zum
Brat beschleunigt die Sauerung. GdL hydrolysiert im Brat zur Gluconséure und senkt
damit den pH-Wert auf etwa 5,6 ab. Bei einem Absinken des pH-Wertes auf 5,3
(isoelektrischer Punkt des Fleisches) bildet das Muskeleiweild ein Gel, das wie ein
Netzwerk die Speck- und Fleischteile verbindet. Mit fortschreitender Reifung verliert die
Wurst immer mehr an Wasser und wird schnittfest. Die Absenkung des pH-Wertes darf
nicht zu schnell erfolgen, da unter pH 5,4 zahlreiche sdureempfindliche Mikroorganismen
in ihrer Aktivitat gehemmt werden, die mal3geblich an der Ausbildung der Farbe, des
Aromas und des Geschmacks der Rohwurst beteiligt sind (Kr&mer, 2002; Pyrcz und
Pezacki, 1981).

Zugesetztes Kochsalz entzieht dem Fleisch Wasser und begunstigt hierdurch die
Vernetzung der gelosten Fleischproteine und somit letztlich die Schnittfestigkeit der

Rohwurst. Dabei werden die an der Grenzflache zwischen Speck- und Fleischteilchen
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liegenden Muskelproteine Myosin und Actin durch das zugegebene Salz herausgeldst und
durch Absinken des pH-Wertes der Gelzustand erreicht. Dadurch werden die einzelnen
Wurstteilchen verbunden, und die Wurst wird schnittfest. Aul3erdem kommt es in
Verbindung mit der Abtrocknung der Wirste zur Absenkung die Wasseraktivitat und
verbessert somit die mikrobielle Stabilitat der Rohwurst (Coretti, 1974; Pfeil und Liepe,
1974).

Die kurze Raucherung in der Anfangsphase der Wurstreifung soll vor allem die Farbe und
das Aroma guinstig beeinflussen und das Wachstum der Schimmelpilze auf der Oberflache
hemmen. Schimmelpilzgereifte Rohwirste werden nicht (Mailander Salami) oder nur leicht
gerauchert (Ungarische Salami) (Kramer, 2002).

1.1.4 Starterkulturen

Die Fermentation ist eine traditionelle Methode fir die Haltbarmachung von Fleischwaren,
ihre Anwendung kann bis in die Zeiten Babyloniens zurtickgeflihrt werden. Fermentierte
Wirste wurden schon von den antiken Romern und Griechen hergestellt, bevor sich im
Mittelalter ihre Produktion und ihr Konsum Uber ganz Europa ausbreiteten. Die
Herstellungsbedingungen wurden an die Umwelteinfliisse angepasst, so dass die Reifung
in mediterranen Gegenden angewandt wurde, wahrend in Nordeuropa hauptsachlich die
Raucherung zum Einsatz kam. Heutzutage stellen fermentierte Fleischerzeugnisse den
Hauptteil der in der westlichen Welt konsumierten fermentierten Lebensmittel dar (Flores
und Toldra, 2011; Hammes et al., 1990).

Traditionell werden Rohwirste ohne den Zusatz von Starterkulturen hergestellt.
Dementsprechend beruhen die Fermentationsprozesse in traditionellen Rohwirsten auf
der endogenen Bakterienflora der verwendeten Zutaten. Hier zeigen sich vor allem zwei
Gruppen von Mikroorgansimen: Milchsdurebakterien und grampositive, Katalase-positive
Kokken. Weitere Mikroorganismen, Hefen und Schimmelpilze sind an der spontanen
Fleischfermentation auch beteiligt, spielen jedoch eine untergeordnete Rolle. Lactobacillus
sakei gehort zu den am haufigsten in spontan fermentierten Rohwirsten beschriebenen
Milchsaurebakterien (Aymerich et al., 2003). Dominierende Stamme wurden deshalb
isoliert und teilweise in Starterkulturen fur die Herstellung von Rohwursten verwendet, um
eine optimale Fermentation und die Reproduzierbarkeit des Produkts zu gewéhrleisten
(Hammes und Hertel, 1998; Leroy et al., 2006). Starterkulturen fiir Rohwirste sind somit
Praparate, die aktive oder ruhende Mikroorganismen enthalten, welche im Produkt die

gewtunschte metabolische Aktivitat entfalten (Hammes et al., 1990).
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Tabelle 3 zeigt die bei der Herstellung von Rohwurst in Starterkulturen am haufigsten

verwendeten Mikroorganismen.

Tabelle 3: Wichtige Mikroorganismen in Starterkulturen fir die Rohwurstherstellung
(Hammes und Hertel, 1998).

Mikroorganismus Genus Spezies
Bakterien Lactobacillus L. acidophilus, L. alimentarius. L. casei,
L. curvatus, L. plantarum, L. pentosus, L. sakei
Lactococcus L. lactis
Pediococcus P. acidilacitici, P. pentosaceus
Kocuria K. varians
Streptomyces S. griseus
Staphylococcus S. xylosus, S. carnosus subsp. carnosus,
S. carnosus subsp. utilis, S. pentosaceus
Micrococcus M. varians

Schimmelpilze Penicillium P. nalgiovense, P. chrysogenum, P. camemberti
Hefen Debaryomyces D. hansenii
Candida C. famata

Die sduernden homofermentativen und fakultativ heterofermentativen Milchs&urebakterien
(Lactobacillus-Arten oder milder s&uernde Pediococcus-Arten) haben sich als
Starterkulturen bewahrt, vor allem die Spezies L. sakei und L. curvatus. Sie sind primar fur
eine Absenkung des pH-Wertes durch Bildung von Milchsaure verantwortlich und
bewirken hierdurch eine Konservierung, indem sie das Wachstum von Konkurrenzflora
sehr effektiv hemmen. Aber auch eine Festigung des Wurstbrats, die Beschleunigung der
Umrotung und die Aromabildung werden hierdurch beginstigt (Hammes et al., 1990;
Kramer, 2002; Roig-Sagués und Eerola, 1997).

Die verwendeten Micrococcacaeae (Staphylococcus-Arten und Micrococcus varians) und
Kokurien besitzen eine hohe Katalaseaktivitdt (enzymatische Spaltung von
Wasserstoffperoxid) und verhindern hierdurch Geschmacksveranderungen durch
mikrobiell gebildetes Wasserstoffperoxid. Des Weiteren reduzieren sie Nitrat, bewirken
eine Absenkung des Redoxpotentials im Inneren der Rohwurst und sind am Fettabbau
beteiligt. Sie liefern somit das fur die Umrdtung wichtige Nitrit und wirken bei der

Farbstabilisierung mit (Kramer, 2002). lhr Zusatz dient auch der Sicherstellung der
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sensorischen Qualitat durch Beeinflussung der Zusammensetzung der fllichtigen
Substanzen (Beck et al., 2004; Hugas und Monfort, 1997; Masson et al., 1999; Montel
etal., 1998; Talon et al., 2000). Sie sind in frischem Rohwurstbrat kompetitiv, bei
Absenkung des pH-Wertes aber nicht mehr vermehrungsfahig und werden deshalb in
hoheren Konzentrationen zugesetzt (Liicke, 1986).

Streptomyces griseus besitzt eine hohe Proteaseaktivitdat und wirkt sich somit durch

Spaltung von Proteinen und Peptiden auf die Aromastoffbildung aus (Bruna et al., 2002).

Hefen werden ebenfalls fiir die Stabilisierung der roten Pékelfarbe und die Entwicklung
des typischen Aromas verantwortlich gemacht (Kramer, 2002). Sowohl D. hansenii, wie
auch C. famata zeichnen sich durch eine hohe Salztoleranz aus und wachsen aufgrund
ihres aeroben bzw. schwach fermentativen Stoffwechsels hauptsachlich an der Oberflache
und in den &uRReren Zonen der Wurst (Weber, 2003).

Zur Herstellung von bestimmten Rohwurstsorten (Salami ungarischer oder italienischer
Art) wird die Wurst direkt nach dem Fillen in ein Tauchbad mit Sporen eines nicht
toxinogenen Penicillium-Stammes getaucht. Bei der Reifung entwickelt sich an der
Wurstoberflache ein weil3es Schimmelpilzmycel. Hierdurch verdrangen sie unerwinschte
Mikroorganismen und Erhdhen dadurch die Sicherheit fr den Verbraucher, da bei einer
spontanen Verschimmelung die Beteiligung von Mykotoxinbildnern nicht auszuschliel3en
ist (Krdmer, 2002). Des Weiteren schitzt das Schimmelpilzmycel vor Austrocknung,
Sauerstoff und Licht und tragt zu einer gleichmafRigen Trocknung bei (Sunesen und
Stahnke, 2004). Durch ihre proteolytische und lipolytische Aktivitdt beeinflussen
Schimmelpilze die Bildung flichtiger Verbindungen, welche fir das Aroma der Produkte
verantwortlich sind (Garcia et al., 2001).

1.2 Transport und Metabolismus von Aminoséauren in

Milchsaurebakterien

Der grof3te Teil an Aminosauren in einem Lebensmittelrohstoff liegt in Proteinen gebunden
vor, die bei der Verarbeitung durch die Peptidasen der Rohstoffe und extrazellulare
Peptidasen der Mikroorganismen in Peptide und Aminosauren gespalten und nachfolgend
in die Zellen transportiert werden. Das proteolytische System von Milchsaurebakterien und
der Abbau von freien Aminosduren durch Milchs&durebakterien tragen zur Aromabildung in
fermentierten Lebensmitteln wie Rohwurst, Kase, Sauerteig und traditionellen japanischen
Produkten wie Sake und Sojasauce bei (Ordéfiez et al., 1999; Savijoki et al., 2006;

Vermeulen et al., 2005). Da die innere Bakterienflora von fermentierten Fleischprodukten
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von Milchsaurebakterien dominiert wird (oft L. sakei, L. curvatus and L. plantarum) und sie
Zellzahlen von 10° koloniebildende Einheiten pro Gramm am Ende der Reifung erreichen,
ist es wahrscheinlich, dass sie an der Entwicklung charakteristischer Aromen beteiligt sind
(Montel et al., 1998).

Abbildung 2 zeigt die intrazellularen Stoffwechselwege von Aminoséauren in Milchsaure-

bakterien.
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Abbildung 2: Intrazellulare Stoffwechselwege von Milchsaurebakterien (van Kranenburg
et al., 2002; abgeé&ndert).

Wie in Abbildung 2 dargestellt, werden Proteine extrazellular durch Proteasen zu Peptiden

und freien Aminoséuren gespalten. Diese werden anschlie@end in das Zellinnere
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transportiert, bevor sie weiter abgebaut werden. Toldra et al. (1992) berichten, dass die
Aromaentwicklung in getrockneten Schinken mit einem Anstieg der freien
Aminosaurekonzentrationen in  Verbindung gebracht werden konnte. Die
Proteinaseaktivitat einiger L. sakei-Stamme wurde durch Beobachtung der Hydrolyse von
Myofibrillen aus Schweinefleisch verfolgt. Es konnte die Hydrolyse der Proteine durch die
Enzyme aus L. sakei und muskeleigene Enzyme beobachtet werden. Es kam hierdurch
zur Bildung von Peptiden, die fur den Geschmack von gepokeltem Fleisch verantwortlich
gemacht werden (Sanz et al.,, 1999). Fadda et al. (1999) beobachteten die Hydrolyse
sarkoplasmatischer Proteine aus Schweinemuskel durch L. sakei. Hierbei zeigte sich ein
Abbau der Proteine zu Peptiden bis hin zu freien Aminosauren, welche auch in gré3eren
Mengen verstoffwechselt wurden. Verschiedene Peptidasen dieser Spezies wurden
aufgereinigt und studiert. Es konnten Aminopeptidasen, Dipeptidasen und Tripeptidasen
mit unterschiedlichen Spezifitdten identifiziert werden (Montel et al., 1995; Flores und
Toldra, 2011; Sanz und Toldra, 1997; Sanz et al., 1998; Sanz und Toldra, 2001; Sanz und
Toldra, 2002).

In Milchsaurebakterien sind drei Transportsysteme fir die Aufnahme von Peptiden in die
Zelle bekannt. Ein Opp-System, das Oligopeptide bestehend aus bis zu 35 Aminosauren
transportiert (Doeven et al., 2005), ein Dpp-System (friher DtpP genannt), welches Di-,
Tri- und Tetrapeptide mit relativ hydrophoben verzweigtkettigen Aminosauren
transportieren kann und die hochste Affinitéat gegentiber Tripeptiden zeigt (Foucaud et al.,
1995; Sanz et al., 2003) und ein DtpT-System mit einer Vorliebe fir hydrophilere und
geladene Di- und Tripeptide (Hagting et al., 1994). Des Weiteren verfligen
Milchsaurebakterien lber eine wechselnde Anzahl von Aminosauretransportern (Savijoki
et al., 2006).

Mehrere Studien mit Milchsaurebakterien, vor allem aus der Késeherstellung, aber auch
aus der Sauerteigfermentation und Orangensaftherstellung zeigten eine bevorzugte
Aufnahme von Peptiden, ein damit verbundenes besseres Wachstum der
Mikroorganismen und eine wirksamere Metabolitbildung im Vergleich zu freien
Aminosauren (Foucaud et al.,, 2001; Kunji et al.,, 1996; Saguir et al., 2008; Smit und
Konings, 1990; Vermeulen et al., 2006). Dennoch wurden bei den meisten verdffentlichten
Studien zum Aminosauremetabolismus von Lactobazillen freie Aminoséauren und nicht
Peptide als Substrate herangezogen. Die Mdglichkeit, den Aminosaureumsatz durch ein
optimiertes Angebot an Substraten zu erhéhen, muss noch aufgeklart werden. Vermeulen
et al. (2006) konnten die Metabolisierung von Phenylalanin in L. plantarum und

L. sanfranciscensis durch das Angebot von Peptiden im Vergleich zu freien Aminosauren
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erhohen. Zur Charakterisierung des Aminosaurestoffwechsels und daraus entstehender
gualitatsbestimmender Verbindungen sind daher insbesondere Studien mit Peptid-

zusatzen sinnvoll.

In die Milchsaurebakterienzelle transportierte oder intrazellular durch Peptidasen
gewonnene freie Aminosauren kdnnen, wie in Abbildung 2 dargestellt, neben anderen
Stoffwechselwegen durch Transaminierung und Decarboxylierung in verschiedene
flichtige Verbindungen umgewandelt werden. Es kommt zur Bildung von Aldehyden,
Alkoholen und Carbonsduren (Christensen et al., 1999; van Kranenburg et al., 2002;
Ordofiez et al.,, 1999; Smit et al., 2009). Obwohl die Gensequenzen fir die Kodierung
typischer Transaminasen in Milchsaurebakterien, die fur den ersten Schritt dieses
Stoffwechselweges verantwortlich sind (araT und bcaT), nicht in L. sakei 23K und anderen
L. sakei-Stammen auffindbar sind (Freiding et al., 2011; Liu et al., 2008), kann die Bildung
flichtiger Metabolite durch diesen Stamm und durch diese Reaktionen nachgewiesen
werden (Larrouture et al., 2000).

1.3 Aromastoffbildung in Rohwurst

Der Geschmack von Rohwiursten rihrt von den eingesetzten Zutaten (Fleisch, Gewlirze
und Rauch) und den chemischen Verédnderungen wahrend der Fermentation und der
Trocknungsphase her. Wahrend der Reifung kommt es zur fermentativen Aromabildung
durch Bakterien und fleischeigene Enzyme, die fur eine Metabolisierung von Fett,
Kohlenhydraten und Proteinen verantwortlich sind und so ein breites Spektrum an
flichtigen und nicht flichtigen Verbindung bilden (Dainty und Blom, 1995; Ordéfiez et al.,
1999).

Viele sensorische Eigenschaften von fermentierten Fleischprodukten hangen von der
Lipidzusammensetzung des Muskel- und Fettgewebes des verwendeten Fleisches und
dessen Abbau durch ein komplexes System an lipolytischen und oxidativen Reaktionen,
dem Lipidstoffwechsel, wahrend der Verarbeitung ab. Hierbei kommt es zur Hydrolyse der
Triglyceride und zum Abbau bzw. der Oxidation von Fettsduren durch Hydrolasen,
Lipasen, Phospholipasen und Oxidasen, die wahrend des ganzen Herstellungsprozesses
aktiv sind. Es kommt zur Bildung einer Vielzahl flichtiger Verbindungen (Gandemer,
2002).

Essigsaure, die das Aroma von Rohwurst maf3geblich pragt, wird wahrend der Reifung als
Nebenprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels gebildet. Zwischenstufe ist dabei das durch

die Glykolyse aus Glucose oder durch Oxidation aus Lactat entstehende Pyruvat, das tber
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verschiedene Folgereaktionen abgebaut werden kann (Burns et al., 2010; Sdéllner und
Schieberle, 2009).

Wie in 1.2 beschrieben, fuhrt der Abbau von Aminosauren in Milchs&urebakterien zur
Bildung von fliichtigen Aldehyden, Alkoholen und Carbonsauren. So fuhrt die Umwandlung
der verzweigtkettigen Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin, der aromatischen
Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin und der schwefelhaltigen
Aminosauren Methionin und Cystein zu fliichtigen Verbindungen, die zum typischen
Aroma von fermentierten Lebensmitteln beitragen (Ardd, 2006; Smit et al., 2005; Smit et
al., 2009; Yvon & Rijnen, 2001). Einige dieser flichtigen Verbindungen konnten in
ungarischer Salami als sehr geruchsaktiv identifiziert werden (Séllner und Schieberle,
2009). Unter 45 identifizierten Geruchsstoffen mit einem Aromawert kleiner oder gleich 16
konnten 3-Methylbutanal, 3-Methylbuttersdure, 3-(Methylthio)-propanal (Methional) und
Phenylacetaldehyd identifiziert werden, welche aus dem Abbau der Aminosauren Leucin,
Methionin bzw. Phenylalanin resultieren kdnnen. Auch die Metabolite 2-Methylpropanal,
2-Methyl-1-propanol und 2-Methylpropansaure aus dem Valin-Abbau, wie auch
3-Methyl-1-butanol aus dem Leucin-Metabolismus konnten in hohen Konzentrationen in
Rohwirsten identifiziert werden (Flores et al., 2004; Marco et al., 2008; Partidario et al.,
2006). Meynier et al. (1999) zufolge stammen 11,8 % der flichtigen Verbindungen in

Mailander Salami aus dem Aminosaurestoffwechsel.

1.4 Lactobacillus sakei

Lactobacillus sake wurde 1934 das erste Mal als Verderbsorganismus in dem aus Japan
stammenden, fermentierten Getrank Sake beschrieben (Champomier-Verges et al., 2001)
und den Empfehlungen von Tripler und De’ Clari (1997) folgend in Lactobacillus sakei
umbenannt. Es wurde vielfach aus fermentierten Produkten tierischen und pflanzlichen
Ursprungs isoliert. So konnte es in Silage, Sauerkraut, Sauerteig und gerauchertem Fisch
gefunden werden. Es kommt jedoch hauptsachlich in Fleischprodukten vor, wo es
zusammen mit L. curvatus die vorherrschende Spezies darstellt. Aus diesem Grund wird
es haufig in Starterkulturen fir die Produktion von Rohwirsten verwendet, da es die
Dominanz der Starterkultur wahrend der gesamten Reifung gewéhrleistet (Hammes et al.,
1990; Hugas et al, 1993). Die Produktion von Lactat durch dieses fakultativ
heterofermentative Milchsaurebakterium fuhrt zur Absenkung des pH-Wertes und tragt
hierdurch direkt zur Verbesserung der Lebensmittelsicherheit und der Stabilitdét des
fermentierten Lebensmittels bei, indem es das Wachstum von Konkurrenzflora sehr

effektiv. hemmt (Hammes et al., 1990; Ross et al., 2002). Es produziert au3erdem
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verschiedene spezifisch-hemmende Substanzen, einschlielich organischen Sauren,
Wasserstoffperoxid, Antibiotika und Bakteriozine (D’Angelis et al., 2009; de Carvalho et
al., 2010; Champomier-Verges et al., 2001; Vaughan et al., 2003).

L. sakei ist ein grampositiver Bazillus, das sich in Paaren oder kurzen Ketten gruppiert
(Abbildung 3).

l 1.38 ym |

Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopie von L. sakei 23K (Champomier-Vergeés et al.,
2001).

Die phénotypische Unterscheidung zwischen L. sakei-Stammen aufgrund der
Konfiguration der produzierten Milchsaure, des Zuckerstoffwechsels und der Ammoniak-
Produktion aus Arginin zeigt eine groRe Heterogenitat innerhalb der aus Fleisch isolierten
Stdmme. In vielen Studien, die auf biochemischen und physiologischen Merkmalen
beruhten, konnte dies vor allem anhand des Zuckerstoffwechsels gezeigt werden.
Aufgrund der l6slichen Proteinfraktionen wurde die Spezies in zwei Gruppen aufgeteilt,
welche jedoch nicht durch phénotypische Merkmale unterscheidbar sind: L. sakei subsp.
sakei und L. sakei subsp. carnosus. Da jedoch keine Studie diese Untergruppen mit
Eigenschaften, die fur die Industrie von Bedeutung waren in Verbindung bringen konnte,
wird dieser Unterscheidung im Allgemeinen wenig Beachtung geschenkt (Champomier-
Verges et al., 2001; Klein et al., 1996; Zufiga et al., 1998).

Wie andere Milchséurebakterien, bendtigt auch L. sakei mehrere Nahrstoffe. Es ist

grundsétzlich auxotroph fir die meisten Aminosduren. Dementsprechend sind



1. Einleitung 13

peptidolytische Aktivitaten besonders wichtig fir ihr Wachstum. Uber die Basen- und
Vitaminanforderung ist wenig bekannt, es wird jedoch grundsétzlich angenommen, dass
die L. sakei-Stamme den meisten dieser Substanzen gegenlber auxotroph sind
(Champomier-Verges et al., 2001).

Hexosen werden in L. sakei homofermentativ durch die anaerobe Glykolyse metabolisiert.
Die daraus resultierende Milchsaurebildung und damit die Absenkung des pH-Wertes sind
von grofRer Bedeutung fir die hygienische Sicherheit und Qualitat der fermentierten
Produkte (1.1.4). Auch Laktose und Galaktose werden durch L. sakei metabolisiert.
Ribose, Arabinose und Gluconsaure werden Uber den Phosphoketolase-Weg abgebaut.
Beim Abbau dieser Zucker ist jedoch Thiamin essentiell, da es als Vorstufe fir
Thiaminpyrophosphat, einem Cofaktor in Phosphoketolase, dient. Genetische
Untersuchungen zum Potential des Bakteriums beziglich des Kohlenhydratmetabolismus
wiesen auf eine starke Korrelation des Glucose- und Ribosestoffwechsels in L. sakei hin
(Champomier-Verges et al., 2001).

Durch die Sequenzierung des vollstdndigen Genoms von L. sakei 23K (Chaillou et al.,
2005), war es moglich das proteolytische System und die Transportsysteme von
Milchséaurebakterien zu vergleichen (Freiding et al., 2011; Liu et al., 2008; Liu et al., 2010).
Diese Studien zeigten, dass L. sakei 23K sowohl ein putatives Transportsystem fur
Oligopeptide (Puopt), wie auch ein Di-/Tripeptid-ABC-Transportsystem bestehend aus fiinf
Untereinheiten (DppA/P, DppB, DppC, DppD und DppF) und ein Di-/Tripeptid-ion-linked-
Transportsystem (DtpT) besitzt. Des Weiteren konnten 18 Peptidasen mit
unterschiedlichen Spezifitditen (Aminopeptidasen, Endopeptidasen, Di- und Tripeptidasen
und Prolinpeptidasen) erkannt werden. In verschiedenen Arbeiten wurden Peptidasen aus
L. sakei aufgereinigt und charakterisiert. Es wurden eine Aminopeptidase mit geringer
Spezifitét (Sanz und Toldra, 1997), eine Dipeptidase mit breiter Spezifitdt gegentber allen
Dipeptiden auf3er welchen mit Pro und Gly am N-Terminus (Montel et al.,, 1995), eine
Tripeptidase die ausschlie3lich die Hydrolyse von Tripeptiden katalysiert (Sanz et al.,
1998), eine X-Proyl-Dipeptidyl-Peptidase die fast ausschlieRlich X-Pro von N-terminalen
Peptidenden abspaltet (Sanz und Toldra, 2001) und eine Arginin-Aminopeptidase die
ausschlie3lich basische Aminosauren vom N-terminalen Peptidende hydrolysiert (Sanz
und Toldra, 2002) identifiziert.

Eine Studie, in der die Vielfaltigkeit von 73 L. sakei-lsolaten durch Pulsed-Field-
Gelelektrophorese untersucht wurde, zeigte eine 25 %ige Variation in der Genomgrolie,
mit Werten zwischen 1.815 kb und 2.310 kb (Chaillou et al., 2009). Sehr geringe



1. Einleitung 14

Verwandtschaftsgrade zwischen L. sakei -Stdmmen konnte auch durch DNA-DNA
Rekombination gezeigt werden (Champomier et al., 1987). Dies zeigt, dass die genetische
Vielfalt innerhalb der L. sakei -Stamme relativ hoch ist und legt nahe, dass das
metabolische Potential dieser Stamme ebenso unterschiedlich ist. Metabolische
Untersuchungen zur Bildung von 3-Methylbutanal aus Leucin mit zahlreichen Lactococcus
lactis-Stammen und auch anderen Mikroorganismen zeigten, dass die Unterschiede
innerhalb von Arten deutlich gré3er sind als bisher vermutet und sogar grof3er sein kénnen
als die Unterschiede zwischen den Arten (Brandsma et al., 2008; Smit et al., 2004).

1.5 Enzyme

Enzyme sind globuléare Proteine mit katalytischer Aktivitat. Die Struktur der Proteine wird
durch die Aminosauresequenz und die daraus resultierende Konformation bestimmt. Sie
werden von biologischen Zellen synthetisiert und bewirken die Gesamtheit der
chemischen Reaktionen eines Organismus, die als Stoffwechsel in Erscheinung tritt. Zu
den hervorstechenden Eigenschaften eines Enzyms gehort aufl3er der Fahigkeit die
Geschwindigkeit einer Reaktion enorm zu steigern, noch die Spezifitat im Hinblick auf die
Verbindung, die umgesetzt wird (Substratspezifitat) und auf die Reaktion, die katalysiert
wird (Reaktionsspezifitdt). Eine Reihe von Enzymen sind Komplexe, die aus dem Protein
und einer damit fest verknlUpften nichtproteinartigen Komponente bestehen, die als
prosthetische Gruppe an der Katalyse beteiligt ist. Andere Enzyme bediirfen eines
Cobsubstrates, das reversibel gebunden wird (Belitz et al., 2001).

Wie schon in den Kapiteln 1.1 bis 1.4 dargestellt, spielen Enzyme eine wichtige Rolle
wahrend der Rohwurstreifung und sind aktiv an der Bildung aromarelevanter
Verbindungen aus Aminosauresubstraten in L. sakei beteiligt. Im Folgenden werden einige

Proteine, auf deren Bedeutung fiir diese Arbeit spater eingegangen wird, ndher vorgestellt.

151 Transaminasen

Den ersten Schritt des intrazellularen Aminosaureabbaus in Milchsaurebakterien stellt eine
Transaminierung dar, wobei die Aminosaure unter Abspaltung der a-Aminogruppe zu einer
a-Ketosaure umgewandelt wird (Abbildung 2; 1.2). Diese Reaktion kann durch Enzyme der
Klasse der Transfersen - den Transaminasen (= Aminotransferasen) - katalysiert werden.
Sie besitzen in ihrem aktiven Zentrum als prosthetische Gruppe Pyridoxalphosphat (PLP)
und geben die bei der Transaminierung aufgenommene a-Aminogruppe anschlie3end an
ein Cosubstrat, haufig a-Ketoglutarsdure oder Pyruvat ab, wobei L-Glutaminsédure bzw.

L-Alanin entsteht (Berg et al., 2003). Der Reaktionsmechanismus der Transaminierung
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einer Aminosaure zur a-Ketosaure unter Beteiligung von Pyridoxalphosphat ist in
Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Reaktionsmechanismus der Transaminierung einer Aminosaure zur
a-Ketosaure unter Beteiligung von Pyridoxalphosphat (Berg et al., 2003).

Die Aldehydgruppe des Pyridoxalphosphats bildet zunachst mit der Amino-Gruppe der
Aminosaure eine Schiffsche Base. Durch die elektronenziehende Wirkung des
protonierten Pyridinstickstoffs wird ein Elektronenfluss im Sinne der Pfeile eingeleitet, der
schlieBBlich zur Eliminierung des a-Protons fihrt. Die anschlieBende Hydrolyse liefert
Pyridoxamin und die entsprechende a-Ketosaure (Berg et al., 2003).

Die spezifischen Transaminasen BcaT und AraT sind fir die Umwandlung von
verzweigtkettigen bzw. aromatischen Aminoséuren in ihre komplementéaren a-Ketosauren
verantwortlich. Zur Charakterisierung der Gensequenzen, die Enzyme fir den Abbau
dieser Aminosduren kodieren (araT und bcaT), wurden mehrere Studien mithilfe von
Genklonierung und Mutantenkonstruktion mit Lactococcus lactis durchgefiihrt (Atiles et al.,
2000; Rijnen et al., 1999; Yvon et al.,, 1997, Yvon et al., 2000). Die Untersuchungen
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deuten darauf hin, dass die Transaminierung das einzige enzymatische System flr den
ersten Schritt des Leucin-Abbaus in Lactobazillen ist. Der Abbau von Leucin durch L. sakei
ist jedoch sehr gering im Vergleich zu anderen Organismen aus der Rohwurstfermentation
(Larrouture et al., 2000). Im Genom vieler Milchsaurebakterien konnten araT- und bcaT-
Gene gefunden werden, jedoch nicht bei L. sakei 23K (Liu et al., 2008) und auch 51
weiteren L. sakei-Stammen (Freiding et al., 2011). Die Charakterisierung einer BcaT aus
Lactobazillen wurde lediglich fur L. paracasei durchgefuhrt (Thage et al., 2004).

Wie in Abbildung 2 (1.2) dargestellt, reagieren die intermediar gebildeten a-Ketosauren
durch enzymatische Decarboxylierung weiter zu Aldehyden. Bei hohen Temperaturen
konnen diese beiden Reaktionsschritte auch chemisch eintreten und wurden erstmals von
Strecker (1862) beschrieben, der einen oxidativen Abbau von Aminosduren in
Anwesenheit von Alloxan beobachtete. Spater wurde bekannt, dass auch andere
a-Dicarbonylverbindungen, vinyloge Dicarbonyle, sowie Glucose in der Lage sind, aus
Aminosauren die um ein C-Atom verkirzten Aldehyde zu generieren (Schénberg und
Moubacher, 1952). Der Reaktionsmechanismus des sogenannten Strecker-Abbaus einer

a-Dicarbonylverbindung mit einer Aminosaure zum Aldehyd ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Durch a-Dicarbonylverbindungen induzierter Strecker-Abbau von
Aminosauren (Belitz et al., 2001).



1. Einleitung 17

Wie beim enzymatischen Abbau wird die Reaktionssequenz durch Bildung einer
Schiffschen  Base eingeleitet, wobei die  Aminosdure nun mit einer
1,2-Dicarbonylverbindung reagiert. Dies fuhrt unter oxidativer Decarboxylierung der
a-Aminosaure zur Bildung von Aldehyden, CO, und a-Aminoketonen. Die Reaktion lauft in
Lebensmitteln bei hoheren Konzentrationen an freien Aminosduren und unter
drastischeren Bedingungen, z.B. bei hoheren Temperaturen oder unter Druck ab (Belitz et
al., 2001).

15.2 Lysozym

Lysozym wurde 1922 von A. Fleming in Schleimabsonderungen von Schnupfenpatienten
entdeckt (Fleming, 1922). Es ist das erste Enzym, dessen Kristallstruktur vollstandig
aufgeklart wurde (Blake et al., 1965).
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Abbildung 6: Reaktionsmechanismus von Lysozym. Das Substrat wird so gebunden,
dass die 4-OH-Gruppe eines N-Acetylglucosaminrests (NAG) durch die Carboxylgruppe
des Glu-35 im aktiven Zentrum von Lysozym protoniert wird. Im Intermediat (INT) wird die
gestrichelt gekennzeichnete intermolekulare Bindung (x) mit dem Asp-52 im aktiven
Zentrum von Lysozym eingegangen. (Kirby, 2001; Vocadlo et al., 2001)
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Es ist ein bakterizides Protein, das vor allem in der Tranenflissigkeit, im Nasenschleim
und im Eiklar enthalten ist, aber auch in vielen tierischen Geweben und Sekreten, im Latex
verschiedener Pflanzen und in einigen Schimmelpilzen vorkommt. Lysozym spaltet die
glykosidische Bindung des Mureins der Zellwand von Bakterien zwischen dem C-Atom 1
der N-Acetylmuraminsédure und dem C-Atom 4 des N-Acetylglucosamins und baut die
Muropolysaccharidkette zu dem Disaccharid GIcNAc-MurNAc ab, es ist somit eine
(N-Acetyl-)Muramidase (Abbildung 6). Bei vielen gramnegativen Bakterien wird die
Mureinschicht erst dann fir Lysozym zuganglich, wenn eine Behandlung mit
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) durchgefiihrt wurde (Belitz et al., 2001; Schlegel, 1992).

Lysozym aus Huhnereiweil3 ist heutzutage der bekannteste Vertreter der Glycosidasen,
welche zur Enzymklasse der Hydrolasen gehéren. Es wird technologisch aus
Huhnereiweil? gewonnen und ist auch unter dem Namen HEWL (hen egg-white lysozyme)
bekannt. In der Mikrobiologie wird es haufig zur Vorbehandlung von grampositiven
Bakterien vor dem Zellaufschluss mittels Ultraschall verwendet (Kirby, 2001).

153 Acylphosphatase

Acylphosphatasen (AcP) zahlen, wie auch Lysozym, zur Enzymklasse der Hydrolasen und
sind mitunter die kleinsten bekannten Enzyme (Stefani et al., 1997). Sie katalysieren die
Hydrolyse von Acylphosphaten - Verbindungen die eine Carboxyl-Phosphat-Gruppe
enthalten - wie z.B. 1,3-Bisphosphoglycerat, Carbamoylphosphat, Succinyl-Phosphat,
Acetylphosphat und Aspartylphosphat (Harary, 1957; Hokin et al., 1967; Ramponi, 1975).
Diese Molekille spielen eine wichtige metabolische und physiologische Rolle als
Intermediate in der Glykolyse, dem Zitronensdurezyklus und der Pyrimidin- und

Harnstoffsynthese.
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Abbildung 7: Durch Acylphosphatasen (AcP) katalysierte Reaktion am Beispiel von
Acetylphosphat.

Im Gegensatz zur alkalischen und sauren Phosphatase kdnnen diese Enzyme keine

Phosphat-Ester-Bindungen oder organische Anhydride hydrolysieren, sie unterscheiden
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sich auch strukturell von diesen beiden Enzymen (Sperow und Butler, 1971; Taga und van
Etten, 1982). Die durch Acylphosphatasen katalysierte Hydrolyse ist in Abbildung 7 am
Beispiel von Acetylphosphat dargestellit.

Im Gewebe von Saugetieren werden zwei AcP-lsoenzyme exprimiert: Muskel-AcP (MT,
muscle type) ist vor allem in der Skelettmuskulatur und im Herzen aufzufinden,
wohingegen die Organ-AcP (CT, organ common type) in den Erythrozyten, dem Gehirn

und dem Hoden exprimiert wird.

0o Asngq

Argog Argag

Abbildung 8: Vorgeschlagener Mechanismus fur die durch Acylphosphatase katalysierte
Hydrolyse (Stefani et al., 1997).

Die biologische Rolle beider Enzyme konnte, obwohl sie in unterschiedlichen Versuchen

untersucht wurde, nicht vollstandig aufgeklart werden (Rosano et al., 2002). AcP aus
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Pferdemuskel wurde 1980 zum ersten Mal sequenziert. In den darauffolgenden Jahren
wurde die Struktur vieler weiterer Saugetier- und Vogel-AcPs identifiziert. Grundsatzlich ist
das Protein aus 98 Aminosauren aufgebaut und am N-Terminus acetyliert. Das aktive
Zentrum des Proteins wird durch zwei katalytische Bindungsstellen gepragt: Arg-23, das
die Bindungsstelle fir den Phosphatrest des Substrats darstellt und Asn-41, das an der
Bindung und Orientierung des Wassermolekils beteiligt ist (Stefani et al., 1997). Der in
Abbildung 8 dargestellte Reaktionsmechanismus wurde fir die durch Acylphosphatase
aus Saugetieren katalysierte Hydrolyse von Stefani et al. (1997) vorgeschlagen.

Des Weiteren ist die Acylphosphatase des hyperthermophilen Archaeons Sulfolobus
solfataricus (Sso-AcP) gut untersucht, da an ihr die Entstehung der native-like Aggregation
von normalerweise loslichen und funktionellen Proteinen studiert wird. Diese
Proteinaggregate werden fir eine Reihe neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus
Alzheimer oder Morbus Parkinson verantwortlich gemacht. Die Sso-AcP ist aus
103 Aminosauren aufgebaut. Corazza et al. (2006) konnten durch Vergleich der
Aminosauresequenzen von Acylphosphatasen eine universell konservierte AcP-Signatur
identifizieren (Val-GIn-Gly-Val-X-X-Arg), die eine Wiegen-artige Konformation in der
Polypeptidstruktur definiert. Der Argininrest am Ende der Signatur (Arg-30) stellt in Sso-
AcP die Substratbindungsstelle im aktiven Zentrum dar. Des Weiteren konnten sie Asn-48
als Bindungsstelle im aktiven Zentrum identifizieren. Somit sind die Bindungsstellen der
aktiven Zentren von Acylphosphatase aus Saugetieren und Sulfolobus solfataricus durch

die gleichen Aminosauren im gleichen Abstand zueinander definiert.

Uber Acylphosphatasen aus Lactobazillen ist wenig bekannt. Einige wurden sequenziert,
Uber die Substratbindung und den Reaktionsmechanismus im aktiven Zentrum sind jedoch
keine Veroffentlichungen auffindbar. Burns et al., 2010 geben jedoch an, dass AcP im
Stoffwechsel von Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis beim Pyruvat-Abbau eine wichtige
Rolle spielt. Das bei der zur Energiegewinnung durchgefiihrten Glykolyse aus Glucose
entstehende Pyruvat kann zum einen die in homofermentativen Milchsaurebakterien
primar durchgefiihrte Milchsduregarung eingehen und durch die Lactat-Dehydrogenase
(LDH) zu Milchsaure umgewandelt werden. In Konkurrenz hierzu steht die durch die
Pyruvat-Oxidase (POX) katalysierte Decarboxylierung des Pyruvats zu Acetylphosphat.
Das entstehende Acetylphosphat kann zum einen durch die Phosphat-Acetyltransferase
(PTA) zu Acetyl-CoA und weiter durch die Acetaldehyd-Dehydrogenase (ADH) zu
Acetaldehyd reagieren. Zum anderen kann es unter gleichzeitiger Phosphorylierung von
ADP zu ATP durch die Acetatkinase (AcK) oder die Acylphosphatase (AcP) zu Essigsaure

reagieren (Abbildung 9). Beim Vergleich des Genoms von L. sakei 23K konnten Homologe
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aller genannten Enzyme gefunden werden (Chaillou et al.,, 2005; KEGG Pathway

Database).
NADH + H* NAD*
Glucose Acetyl-CoA M Acetaldehyd
| ADH
|
F=———— Pl
:_ Glykolyse | Y PTA
[}
______ |
v co, ADP+P  ATP
Pyruvat » Acetyl-P Essigsaure
POX AcP
NADH + H* AcK
LDH
NAD*
Lactat

Abbildung 9: Schematische Darstellung des homofermentativen Stoffwechsels und
Pyruvatabbaus in Milchsaurebakterien. LDH = Lactat-Dehydrogenase; POX = Pyruvat-
Oxidase; PTA = Phosphat-Acetyltransferase; ADH = bifunktionale Acetaldehyd-CoA-/
Alkohol-Dehydrogenase; AcK = Acetatkinase; AcP = Acylphosphatase (Burns et al., 2010).

Homofermentative Milchsaurebakterien bauen Glucose Uber den Fructosebiphosphat-Weg
ab und bilden zu 90 % Lactat. Es ist jedoch bekannt, dass selbst ein so ausgepragt
homofermentatives Bakterium wie Lactobacillus casei zwar Glucose homofermentativ
vergart, aber Ribose heterofermentativ zu Essigsdure und Lactat umsetzt (Schlegel,
1992). Glucose und Ribose sind die in Fleisch am haufigsten vorkommenden Zucker.
Diaz-Mufiiz et al. (2006) konnten beobachten, dass L. casei bei einem Mangel an
Kohlenhydraten als Energiequelle hauptsachlich Essigsdure produzierte und auch bei
einer hohen  Kohlenhydratverfigbarkeit noch  beachtliche  Mengen diese
Stoffwechselproduktes bildete. Wie Champomier-Vergés et al. (2001) feststellten, ist
L. sakei zu den fakultativ heterofermentativen Milchsaurebakterien zu z&hlen, welche
Hexosen homofermentativ vergaren, wahrend Pentosen Uber den Phosphoketolase-Weg

abgebaut werden.

Sollner und Schieberle (2009) identifizierten Essigsaure und Acetaldehyd als die fllichtigen
Verbindungen mit den hochsten Aromawerten in ungarischer Salami. Die
heterofermentative Milchséduregarung stellt somit auch einen Bildungsweg wichtiger

aromarelevanter Metabolite dar.
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154 Ribosomale Proteine

Ribosomen sind makromolekulare Komplexe bestehend aus Proteinen und
Ribonukleinséuren, die im Cytoplasma vorkommen. In ihnen findet die Proteinbiosynthese
statt. Sie bestehen aus zwei Untereinheiten (30S und 50S). Im Falle von L. sakei 23K
enthalt die 30S-Untereinheit 21 Proteine (S1 bis S21) und ein RNA-Molekil von 16S, in
der 50S-Untereinheit befinden sich 36 Proteine (L1 bis L36) und zwei RNA-Molekile,
eines von 23S und eines von 5S. Die ribosomalen Proteine unterstiitzen die Faltung der
rRNA und sind fir die Aufrechterhaltung einer optimalen Konfiguration zustandig.
Hierdurch beschleunigen sie die Proteinbiosynthese und erhthen die Genauigkeit der
Translation. Es werden ihnen aber auch extraribosomale Funktionen wie Replikation,
Transkription, DNA-Reparatur und DNA-Bindung zugeschrieben. Das 50S ribosomale
Protein L33 aus L. sakei besteht aus 49 Aminosauren (Berg et al., 2005; Chaillou et al.,
2005; Munk, 2008; Wool, 1996). De Carvalho et al. (2010) berichten, dass sie bei der
Identifizierung eines Bakteriozins aus Lactobacillus sakei subsp. sakei 2a - einem Stamm
mit hohem bakteriozinem Potential, der aus einem brasilianischem Schweinfleischprodukt
isoliert wurde - ein Protein aufreinigten und das entsprechende Gen klonierten. Das
Protein ist identisch zu dem 30S ribosomalen Protein S21 aus L.sakei 23K,
L. monocytogenes 1/2a F6854 und E. faecalis v583 und weist hohe bakteriozine Aktivitat
auf. Sie schlagen vor, dass das Protein bakteriozid gegen L. monocytogenes und
E. faecalis wirken konnte, indem es durch Ribosomgleichheit und -funktion die

Proteinsynthese behindert und somit zum Zellsterben fihrt.

155 Thioredoxin

Thioredoxin ist ein 12-kDa-Protein mit einander benachbarten Cysteinresten, das 1964
erstmals aus Escherichia coli extrahiert wurde. Das aktive Zentrum von Thioredoxin ist
nach auf3en gerichtet und besitzt die Aminosauresequenz -Cys-Gly-Pro-Cys-. Das Protein
existiert in der reduzierten Form als Dithiol, oder in der oxidierten Form mit einer
intramolekularen Disulfidbriicke. Die reduzierte Form des Thioredoxins aktiviert viele
Biosyntheseenzyme, indem sie Disulfidbriicken reduziert, die deren Aktivitat kontrollieren;
ebenso werden verschiedene Abbauenzyme auf gleiche Weise gehemmt. Thioredoxin
nimmt auch an Redoxreaktionen durch die reversible Oxidation seiner Thiolreste im
aktiven Zentrum zu einem Disulfid teil und katalysiert Dithiol-Disulfid-Austausch-
Reaktionen. In der oxidierten Form wird es normalerweise von NADPH/H® und
Thioredoxin-Reduktase reduziert, die reduzierte Form ist eine starke Protein-Disulfid-

Reduktase die an vielen Thiol-abh&ngigen, reduzierenden Prozessen in der Zelle beteiligt
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ist. Es hat in praktisch allen Organismen eine grof3e Bedeutung (Berg et al.,, 2005;
Holmgren, 1985).

156 Phosphotransportprotein HPr

Ein zentrales Protein im bakteriellen Kohlenhydrathaushalt ist das Histidin-enthaltende
Phosphotransportprotein HPr (histidine-containing phosphocarrier protein). Es spielt eine
wesentliche Rolle bei der Aufnahme von Kohlenhydraten in die Zelle durch das
Phosphoenolpyruvat-abhangige Phosphotransportsystem (PTS) und bei der Regulation
des Kohlenhydrathaushaltes, indem es die Expression entsprechender Gene hemmt
(Viana et al., 2000). Beide Funktionen von HPr werden durch Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsreaktionen gesteuert. Im Kohlenhydrattransportsystem fungiert HPr,
indem es eine Phosphatgruppe vom Phosphoenolpyruvat tGber mehrere Proteine auf den
jeweiligen Zucker Ubertragt, der daraufhin in die bakterielle Zelle transportiert wird. Hierbei
wird HPr am His-15 phosphoryliert und Ubertragt dann diese Phosphatgruppe. In den
meisten grampositiven und einigen gramnegativen Bakterien hat HPr eine zweite
regulatorische Phosphorylierungsstelle am Ser-46. Der Phosphorylierungszustand von
Ser-46 wird ATP-abhéngig von der bifunktionalen HPr-Kinase/Phosphatase (HPrK/P)
moduliert (Deutscher und Saier Jr., 1983; Kravanja et al., 1999; Russell et al., 2002). Ist
HPr an Ser-46 phosphoryliert, wird seine Funktion als Phosphat-tbertragendes Protein im
PTS blockiert, indem die Interaktion mit weiteren Enzymen gestort wird (Reizer et al.,
1998). Weiterhin fungiert das an Ser-46 phosphorylierte HPr als Repressor fur
gluconeogene Systeme (Jones et al., 1997; Stulke und Hillen, 1999). Da die HPr-Kinase
durch Fructose-1,6-bisphosphat aktiviert wird, wird so Uber HPr bei ausreichender
Zuckerversorgung der Zelle sowohl die Zuckeraufnahme, als auch die Zuckersynthese
gehemmt. Sinkt der Energiegehalt der Zelle, wobei freies Phosphat als Signal dient, wird
die Phosphatasefunktion der HPrK/P aktiviert. So wird durch Dephosphorylierung von HPr
das PTS wieder in Gang gesetzt. Das am Ser-46 phosphorylierte HPr scheint auch noch in
weiteren regulatorischen Systemen eine Rolle zu spielen (Viana et al., 2000; Dossonnet et
al., 2000).

1.5.7 DNA-bindende HU Proteine

Histon-ahnliche, DNA-bindende HU Proteine gehtéren zu den in bakteriellen Nucleoiden
am haufigsten vorkommenden Proteinen (Rouviére-Yaniv und Gros, 1975). Sie wurden
zunachst aufgrund ihrer Fahigkeit, in Gegenwart von Topoisomerase | negatives
Supercoiling in entspannte, ringférmige DNA-Molekdle einzufiihren und hierdurch DNA zu

kompaktieren, als Histon-ahnliche Proteine charakterisiert (Rouviere-Yaniv et al., 1979).
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Bakterielle HU Proteine sind entscheidend fur die Aufrechterhaltung der Nucleoid-Struktur.
Daruber hinaus beteiligen sie sich in allen DNA-abhangigen Funktionen, einschliel3lich
Replikation, Reparatur, Rekombination und Genregulation. Hier ist ihre Funktion in der
Regel architektonischer Natur, indem sie eine spezifische raumliche Struktur der DNA
erzeugen. Obwohl HU-Proteine ausgepragt konserviert sind, konnte gezeigt werden, dass
individuelle Homologe eine breite Palette an unterschiedlichen DNA-Bindungsspezifitdten
und -affinitdten aufweisen. Die Existenz solch ausgepragter Spezifitaten legt eine
funktionale Entwicklung und eine besondere Rolle in vivo nahe. Aktuelle Ergebnisse
deuten darauf hin, dass HU-Proteine zwischen DNA-Bindungsstellen aufgrund
spezifischer Knicke unterscheiden und dass zwei Besonderheiten der Substrat-Protein-
Bindung zur Auswahl der Bindungsstellen beitragen: das Ausmal3, in dem Protein-
vermittelte DNA-Knicke stabilisiert werden und ein Netzwerk aus Salzbricken an der
Oberflache, die Wechselwirkungen zwischen der DNA, welche die Knicke umgibt und dem
Proteinmolekill eingehen. Diese Merkmale ermdglichen die hohe Bindungsspezifitat der
HU-Homologe, sie legen die Fahigkeit der HU nahe, je nach Substrat unterschiedliche
DNA-Strukturverformungen  herbeizufihren und sie erklaren das ausgepréagte
Bindungsvermdgen, das fur HU Homologe charakteristisch ist (Balandina et al., 2001;
Grove, 2010). Wie schon fir das 30S ribosomalen Protein S21 berichten de Carvalho et
al. (2010) auch fur das DNA-bindende HU Protein aus L. sakei 23K, dass sie bei der
Identifizierung mehrerer Bakteriozine aus L. sakei subsp. sakei 2a ein identisches Protein
mit bakterioziner Aktivitat aufreinigten und klonierten. Sie vermuten, dass die Wirkung als
Bakteriozin durch Behinderung des Aufbaus und der Replikation von DNA im

Zielorganismus erklarbar ist.

1.5.8 Kalteschock-Proteine

Wenn wachsende Bakterien einem Temperaturabfall ausgesetzt werden, kommt es zu
einem voriibergehenden Stillstand oder zu einer Abnahme des Zellwachstums, wahrend
die allgemeine Proteinsynthese stark gehemmt wird (van de Guchte et al.,, 2002).
Allerdings wird unter diesen Bedingungen die Synthese einer Reihe von Proteinen
induziert, die Kalteschock-induzierte Proteine (CIP, cold shock induced proteins) genannt
werden. Die Kalteschock-Proteine (CSPs, cold shock proteins) stellen die am haufigsten
auftretende Gruppe innerhalb der CIPs dar (Beaufils et al., 2000). Zu den am starksten
induzierten CSPs gehotrt eine Familie eng verwandter Polypeptide mit niedrigem
Molekulargewicht, die aus etwa 70 Aminosauren aufgebaut sind (Graumann et al., 1996;
Yamanaka et al., 1998; Wouters et al., 2001). Diese Proteine besitzen eine hohe

Sequenzidentitdt und Orthologe wurden in vielen grampositiven und gramnegativen
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Bakterien mit multiplen Kopien gefunden (von zwei bis neun). Multiple Knock-Out-
Mutanten zeigten, dass mindestens ein funktionelles CSP fir die Lebensfahigkeit der
Zellen bendotigt wird. Dies weist darauf hin, dass CSPs nicht nur eine wichtige Rolle bei der
Kalteschock Anpassung spielen, sondern auch wahrend des aktiven Wachstums
(Graumann et al., 1997). Wahrend des Kalteschocks werden sie fir mehrere Aufgaben
verantwortlich gemacht: die Stabilisierung des DNA-Supercoilings indem sie das negative
Supercoiling reduzieren und die fur die Anpassung der Zelle an die niedrigen
Temperaturen bengtigte Transkription und Translation (van de Guchte et al., 2002). In
Escherichia coli beispielsweise existieren neun CSPs (CspA - Cspl). Nur vier von ihnen
(CspA, CspB, CspG und Cspl) werden voribergehend wéahrend des Kalteschocks
induziert (Lee et al.,, 1994; Wang et al., 1999), wohingegen die anderen wahrend des
Wachstums bei optimaler Wachstumstemperatur hergestellt oder beim Ubergang in die
stationdre Phase induzierten werden (Yamanaka et al., 1998). Es konnte hingegen die
Bildung von 13 CSPs bei einem Temperaturabfall von 37 °C auf 10 °C in Escherichia coli
beobachtet werden (Jones et al., 1987). Sie sind eine vielseitige Gruppe von Proteinen die
an verschiedenen zellularen Prozessen beteiligt sind und alle gehéren dem E. coli
Kalteschock-Regulon an. Eines von ihnen ist das CspA Protein. Es wird nach dem
Temperaturabfall 200-fach induziert und ist fir die Regulierung anderer Kalteschock-Gene
verantwortlich (Jones et al., 1992). Milchsaurebakterien kdnnen sich schnell an einen
Kéalteschock anpassen. In mehreren Studien konnte fir L. lactis subsp. lactis, L. lactis
subsp. cremoris, S. thermophilus, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. plantarum und
E. faecalis nachgewiesen werden, dass sie bei einem Temperaturabfall von 20 °C unter
ihrer optimalen Wachstumstemperatur ihr Wachstum lediglich verlangsamen. Zumindest in
L. lactis, S. thermophilus und E. faecalis konnte die Anpassung an den Kalteschock mit
der Synthese von CIPs durch zweidimensionale Gelelektrophorese in Verbindung
gebracht werden. Die Identifizierung von mehreren L. lactis-CIPs legt nahe, dass sie an
einer groRen Anzahl von zellularen Prozessen wie dem Aufbau von Chromosomen,
SignalUbertragungen und Stressadaption beteiligt sein kdnnten. Als eine der Reaktionen
auf die Kalteanpassung wurden CSPs oder entsprechende Gene in mehreren
Milchsaurebakterien (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, S. thermophilus,
Pediococcus pentosaceus, L. helveticus, E. faecalis, L. acidophilus, B. animalis,
S. pyogenes, L. casei, S. dysgalactiae, L. plantarum und S. pyogenes) nachgewiesen
und/oder identifiziert. Die Anzahl an CSP-Genen kann zwischen den Subspezies und den
Stammen variieren (Champomier-Verges et al., 2002; van de Guchte et al., 2002; Kim und
Dunn, 1997). Zum Kalteschock in L. sakei ist keine Studie verfugbar (Champomier-Vergés
et al., 2001).
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1.6 Aufgabenstellung

Mikroorgansimen spielen bei der Rohwurstreifung eine wichtige Rolle. Sie beeinflussen
durch ihren Stoffwechsel die Qualitat (Bildung von Aromastoffen und Farbstabilisierung)
und die Sicherheit (Sauerung und Konservierung) des Produktes. Hinsichtlich der
Aromabildung ist der Metabolismus von Peptiden und Aminoséauren durch die
Starterkulturen von besonderer Bedeutung. Lactobacillus sakei wird haufig fur die
Produktion von Rohwtirsten verwendet, da es die Dominanz der Starterkultur wahrend der

gesamten Reifung gewdhrleistet.

Es ist bekannt, dass es bei Stammen von L. sakei grof3e Unterschiede in der Genomgrofie
gibt, die nahe legen, dass das metabolische Potenzial dieser Stamme ebenso
unterschiedlich sein kann. Auch wurde in mehreren Studien die phanotypische
Heterogenitat von L. sakei-Stammen nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde im ersten
Teil dieser Arbeit das metabolische Potential verschiedener L. sakei-Stémme im Hinblick
auf den Aminosaurestoffwechsel verglichen. Mehrere Studien mit Milchséaurebakterien
zeigten eine bevorzugte Aufnahme von Peptiden, ein damit verbundenes besseres
Wachstum der Mikroorganismen und eine wirksamere Metabolitbildung im Vergleich zu
Aminosauren. Zur Charakterisierung des Aminosaurestoffwechsels und daraus
entstehender qualitdtsbestimmender Leitsubstanzen wurden daher Studien mit
Peptidzusatzen durchgefihrt. Ziel dieser Versuche war es, die physiologische Féhigkeit
der L. sakei-Stamme, Peptide aufzunehmen und zu metabolisieren zu Utberprifen und
Unterschiede im Ausmald der Metabolisierung im Vergleich zu freien Aminosauren und

aufgrund der Stellung der Aminosauren innerhalb der Peptide zu messen.

Aus Forschungsergebnissen ist bekannt, dass der erste Schritt des intrazellularen
Aminosaureabbaus hin zu den flichtigen und teilweise aromarelevanten Metaboliten in
Milchséurebakterien eine enzymatische Transaminierung ist, wobei a-Ketoséuren gebildet
werden. Bei der Untersuchung des genetischen Potentials von tGber 50 Stammen L. sakei
konnte in keinem Stamm eine Gensequenz fur in Milchsaurebakterien bekannte
Transaminasen mit einer Spezifitat fur verzweigtkettige bzw. aromatische Aminosauren
(BcaT bzw. AraT) gefunden werden. Die Transaminierungsaktivitat eines Stammes
(L. sakei 23K) konnte jedoch durch Einsatz radioaktiv markierter Substrate nachgewiesen
werden, wenn auch in einem sehr geringen Ausmalf3. Auch durch die in dieser Arbeit
beschriebenen Versuche zur Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden durch
L. sakei konnte eine Metabolisierung der Aminosdauresubstrate gezeigt werden. Das fur

den ersten Metabolisierungsschritt und somit fur die Bildung der flliichtigen Metabolite aus
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Aminosauren verantwortliche Enzym ist jedoch unbekannt. Aus diesem Grund sollte im
zweiten Teil der Arbeit die aktivititsgeleitete Aufreinigung eines Enzyms mit
Transaminierungsaktivitat aus L. sakei 23K durchgefuhrt werden. Ziel war die

Identifizierung eines Proteins mit Transaminierungsaktivitat.

Bei der aktivitatsgeleiteten Aufreinigung eines Enzyms aus L. sakei 23K konnte ein Protein
identifiziert werden, das fur die Transaminierungsaktivitat dieses Stammes verantwortlich
gemacht wurde. Die anschlie@end durchgefihrte Sequenzierung ergab die
Aminosauresequenz einer putativen Acylphosphatase. Um die Transaminierungsaktivitét
des aufgereinigten Proteins und die korrekte Sequenzierung zu bestéatigen, wurde im
dritten Teil der Arbeit das Protein heterolog im Wirt Escherichia coli TOP10 exprimiert und
affinitatschromatographisch aufgereinigt. Mit dem annahernd rein vorliegenden Enzym
wurde anschlieend die vermutete Transaminierungsaktivitat Gberpruft.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien entsprachen, soweit nicht anders in Tabelle

4 vermerkt, p. A. Qualitat.

Tabelle 4: Chemikalien

Chemikalie Hersteller Ort
Acetonitril (fur die HPLC) J.T. Baker/Mallinckrodt Baker Griesheim
Acetylphosphat Li-K-Salz 297 % Fluka AG Buchs
Ameisensaure 298 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Ammoniumchlorid reinst Riedel-de Haén AG Seelze
Ampicillin Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
L(+)-Arabinose fir die Mikrobiologie Carl-Roth GmbH & Co KG Karlsruhe
Benzaldehyd =99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Bromphenolblau Fluka AG Buchs
Calciumchlorid 298 % Carl-Roth GmbH & Co KG Karlsruhe
Coomassie Brilliant Blue G250 Fluka AG Buchs
Cyanocobalamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
L-Cysteinhydrochlorid 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Dikaliumhydrogenphosphat Trihydrat Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Dikaliumhydrogenphosphat wasserfrei Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
1,2-Dimethoxyethan 299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Dimethyldisulfid 299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Dimidiumbromid =98 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Dinatriumhydrogenphosphat 298 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Dithiothreitol (DTT) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat Merck KGaA Darmstadt
Essigsaure 100 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Ethanol J.T. Baker/Mallinckrodt Baker Griesheim
Fleischextrakt pulv., fir Nahrboéden Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Folsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Formaldehyd 36 % Fluka AG Buchs
D-Glucose wasserfrei Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Glycerol 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Glycin 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Hefeextrakt pulv., fir die Bakteriologie Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Hydroxylamin Hydrochlorid =99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Imidazol 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
L-Isoleucin 298,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat 299,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
a-Ketoglutarsaure Na-Salz 298 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
g;}l;e(}/glsovalenansaure (KIV) Na-Salz Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
a-Ketoisocapronsaure (KIC) 298 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
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Chemikalie Hersteller Ort
a-Keto-y-(methylthio)buttersdure (KMBA)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Na-Salz 297 %

L-Leucin 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Lysozym aus Huhnereiweil3 Fluka AG Buchs
Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck KGaA Darmstadt
D(+)-Maltose Monohydrat 295 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Mangansulfat Monohydrat Merck KGaA Darmstadt
2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Methanol (fir die HPLC bzw. LC/MS) J.T. Baker/Mallinckrodt Baker Griesheim
L-Methionin =299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
2-Methylbutanal 299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
3-Methylbutanal 298 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
3-Methyl-1-butanol 298 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
2-Methylbuttersaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
3-Methylbuttersaure =299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
2-Methylpropanal 299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
2-Methylpropansaure 299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
3-(Methylthio)-propanal (Methional) 298 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
B-Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
(B-NAD) 299 %

Natriumacetat Merck KGaA Darmstadt
Natriumcarbonat Fluka AG Buchs
Natriumchlorid 295 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat 298 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Natriumhydroxid Hanns Nierle Freising
Natriumdodecylsulfat (SDS) 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Natriumthiosulfat Fluka AG Buchs
Nicotinsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Pantothensaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Phenylacetaldehyd =99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
L-Phenylalanin 299 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Phenylpyruvat (PPA) Na-Salz 298 % Fluka AG Buchs
o-Phosphorséaure (85 %) Fluka AG Buchs
Pepton aus Casein Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Pyridoxal Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Pyridoxal-5‘-phosphat (PLP) fiir Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Zellkulturen

Salzséaure 232 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Silbernitrat Fluka AG Buchs
D-Sorbit 298 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Stickstoff, fliissig Linde AG Minchen
Thiamin Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Trichloressigséaure Fluka AG Buchs
Triethanolamin 299 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
=299,5 %

Tween® 80 Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
L-Valin 298,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Wasser (fur die LC/MS) J.T. Baker/Mallinckrodt Baker Griesheim
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2.1.2 Peptide

Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide Leu-Leu, Leu-Met, Met-Leu, Met-Phe-Leu-Val,
Phe-Met-Val-Leu, Phe-Val und Val-Phe wurden durch die Firma GenScript USA Inc.
(Piscataway, New Jersey, USA) synthetisiert.

2.1.3 Bakterienstamme

In dieser Studie wurden folgende Bakterienstamme verwendet:

e Lactobacillus sakei TMW 1.1322

e Lactobacillus sakei TMW 1.1383

e Lactobacillus sakei TMW 1.1393

e Lactobacillus plantarum TMW 1.708

e Staphylococcus carnosus TMW 2.801
e Escherichia coli TOP10

Sie wurden alle aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Technische Mikrobiologie,
Technische Universitat Miinchen bezogen. Bei L. sakei TMW 1.1322 handelt es sich um
einen genomsequenzierten Stamm, welcher in der Literatur unter dem Namen
Lactobacillus sakei 23K bekannt ist (Chaillou et al., 2005). L. sakei TMW 1.1383 und
L. sakei TMW 1.1393 wurden aus Rohwdirsten isoliert, die nach Angaben der
fleischverarbeitenden Industrie ein gutes (TMW 1.1383) bzw. schlechtes (TMW 1.1393)
Aroma aufwiesen. Die Milchsaurebakterien konnten jedoch nicht mit der Aromaqualitat der

Produkte in Verbindung gebracht werden.

2.1.4 Vektor

Die heterologe Expression von Proteinen in E. coli TOP10 erfolgte mit dem
pBAD/Myc-His B Expressionsvektor (Invitrogen GmbH, Darmstadt; Abbildung 10). Die
Selektion transformierter Organismen erfolgte durch die Antibiotika-Resistenz gegen
Ampicillin. Der araBAD-Promotor (Pgap) VOn E. coli erlaubte eine durch L(+)-Arabinose
induzierbare Expression rekombinanter Proteine in E. coli. Die C-terminale
Polyhistidinregion (6x His) bildete einen His-Tag am rekombinanten Enzym, welcher eine
Affinitatsaufreinigung (,immobilized metal ion affinity chromatography“, IMAC) an der Ni-
Sepharose™ High Performance-Matrix einer HisTrap FF 5 mL-Affinitatssdule

(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Schweden; 2.2.1) ermdglichte.
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8835535022 2
SRHOBLETUHT X

Peap ATG MCS myc 6xHis gterm

pBAD/Myc-His
B
4.1 kb

Abbildung 10: pBAD/Myc-His B Vektor.

2.1.5 Enzyme

DNA Polymerasen KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck KGaA, Darmstadt)
Tag Polymerase (MP Biomedicals, Solon, Ohio, USA)

Restriktionsenzyme Ncol, Xbal (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Weitere Enzyme T4-DNA-Ligase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

2.1.6 Primer

Die aufgefihrten Primer wurden in der Verdinnung 100 pMol/uL verwendet und von
Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. Eingefiihrte Restriktionsschnittstellen sind

grau hervorgehoben.

Acylphosphatase-for 5-TATA TTATGCAAAAAGCAGTCCAATTAG-3
Acylphosphatase-rev 5-TATA AAACCGACAACTGAAAATTTATGA-3
pBAD-for 5-ATGCCATAGCATTTTTATCC-3’

pBAD-rev 5-TCTGATTTAATCTGTATCAGG-3
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2.1.7

Kommerzielle Kits

Die folgenden kommerziellen Kits wurden fir die Erstellung dieser Arbeit gemald den

Angaben der jeweiligen Hersteller verwendet:

2.1.8

Isolierung, Aufreinigung und Derivatisierung von Aminosauren:

EZ:faast® Amino Acid Analysis Kit fiir GC-MS (Phenomenex LTD, Aschaffenburg)
Enzymtest zur Bestimmung von D-Glucose:

D-Glucose UV-Test zur Bestimmung von D-Glucose in Lebensmitteln und anderen
Probematerialien (R-Biopharm AG, Darmstadt)

Enzymtest zur Bestimmung von L-Glutaminséure:

L-Glutaminsaure Farb-Test zur Bestimmung von L-Glutaminsaure in Lebensmitteln
und anderen Probematerialien (R-Biopharm AG, Darmstadt)

Isolierung von DNA:

E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit (Omega Bio-Tek Inc., Norcross, Georgia, USA)
Amplifizierung des Gens:

KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck KGaA, Darmstadt)

Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansatzen:

E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek Inc., Norcross, Georgia, USA)

peqGOLD plasmid miniprep Kit (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
Kolonie-PCR:

Taq Core Kit (MP Biomedicals, Solon, Ohio, USA)

Sonstige Materialien

Konzentratoren zur Konzentrierung von Proteinlésungen:

VIVASPIN 3 bzw. 20 3000 MWCO PES Concentrator

(Sartorius Stedim Biotech S.A., Aubagne Cedex, Frankreich)

Saulen zur Entsalzung von Proteinldsungen:

Zeba™ Desalt Spin Columns 2 mL und 5 mL

(Thermo Fisher Scientific, Bonn)

Protein-Fertiggele:

ProGel Tris-Glycin-Gel 12 % und 18 % SDS; 1 mm Schichtdicke
ProGel Tris-Glycin-Gradienten-Gel 4 - 20 % SDS; 1 mm Schichtdicke
(Anamed Elektrophorese GmbH, Grol3-Bieberau)
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2.1.9

2191 Medien

LB-Medium

LB-Agar (0,1 mg/mL
Ampicilin)

Modifiziertes De Man
Rogosa Sharpe
Medium (MMRS-
Medium)

(De Man et al., 1960;
Stolz et al., 1995)

MMRS-Agar

Medien, Puffer und sonstige Losungen

Trypton (10 g/L)
Hefeextrakt (5 g/L)
Natriumchlorid (10 g/L)
pH 7,0

LB-Medium
1,5 % Agar
0,1 mg/mL Ampicilin

(1) Pepton aus Casein (10 g/L)
Hefeextrakt (5 g/L)
Fleischextrakt (5 g/L)
Dikaliumhydrogenphosphat Trihydrat (4 g/L)
Kaliumdihydrogenphosphat (2,6 g/L)
Ammoniumchlorid (3 g/L)
Cystein-Hydrochlorid (0,5 g/L)
Tween® 80 (1 g/L)
(2) D(+)-Maltose Monohydrat (10 g/L)
D-Glucose wasserfrei (5 g/L)
(3) Vitamin-Mix: Cyanocobalamin, Folsaure, Nicotinsaure,
Pantothensaure, Pyridoxal, Thiamin (je 0,2 mg/L)
(4) Metall-Mix: Magnesiumsulfat Heptahydrat (0,1 g/L),
Mangansulfat Monohydrat (0,05 g/L)
pH 6,2
— (1) und (2) wurden getrennt autoklaviert

— (3) und (4) wurden separat steril filtriert (0,22 pm)

MMRS-Medium
1,5 % Agar
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MMRS-Aminosaure-

Stammldsungen

2.1.9.2 Puffer

Acetatpuffer

DNA-Auftragspuffer

Natriumphosphat-
Puffer
(0,05 M; pH 6,5)

Natriumphosphat-
Puffer

(0,02 M; pH 7,4)
fur FPLC

Natriumphosphat-
Puffer fur Resting
Cells

Kaliumphosphat-
Puffer
(0,05 M; pH 7,4)

MMRS-Medium (0,3 % Glucose, keine Maltose)
55,6 mM L-Aminosaure (Val, Leu, lle, Phe, Met)
steril filtrieren (0,45 pm)

0,1 M Essigsaure
0,1 M Natriumacetat
Mischung 2:8

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

20 % (w/v) Saccharose

15,2 mM Dinatriumhydrogenphosphat
34,8 mM Natriumdihydrogenphosphat
pH 6,5 einstellen

steril filtrieren (0,22 um)

15,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat
4,5 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid

Imidazol (2.2.1)

pH 7,4 einstellen

steril filtrieren (0,22 pm)

Natriumphosphatpuffer (0,05 M; pH 6,5)
0,3 % D-Glucose

40,1 mM Dikaliumhydrogenphosphat (wasserfrei oder Trihydrat)

9,9 mM Kaliumdihydrogenphosphat
pH 7,4 einstellen
steril filtrieren (0,22 pm)
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Kaliumphosphat- 80,2 mM Dikaliumhydrogenphosphat (wasserfrei oder Trihydrat)
Puffer 19,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
(0,1 M; pH 7,4) pH 7,4 einstellen

steril filtrieren (0,22 pm)

5x Ladepuffer 0,25 M Tris-HCI (pH 8,5)
0,025 % (w/v) Bromphenolblau
25 % Glycerol
7,5 % (w/v) SDS
12,5 % Mercaptoethanol

Oberpuffer fur 25 mM Tris

Proteingele 192 mM Glycin
0,1 % SDS

10x TBE-Puffer 154,5 g Tris

(pH 8,9) 26,2 g Borsaure
9,0 g EDTA

ad 1 L bidest. H,O
pH 8,9 einstellen

Triethanolamin-Puffer 1,5 g Triethanolamin
(0,1 M; pH 7,4) ad 100 mL bidest. H,O

pH 7,4 einstellen

2.1.9.3 Sonstige Lésungen

Aminosaure- Val: 9,4 mg/mL
Stammldsungen in Leu: 10,5 mg/mL
dest. H,O Phe: 13,2 mg/mL

Met: 11,9 mg/mL
steril filtrieren (0,22 pm)
Zugabe 1 mL zu 19 mL mMRS-Medium = 4 mMol/L
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Bradford-Ldsung

Calciumchlorid-
Ldsung (0,1 M)

Coomassie-
Farbelosung fur

Proteingele

DNA-Langenstandard

Eisen(lll)-chlorid-

LOsung

Entfarbel6sung fir

Proteingele

Entwicklerlosung fur

Silberfarbung

Farbeldsung fur

Silberfarbung

Fixierlésung fir

Silberfarbung

Glycerol fur
Cryostocks
(Malhardt 2006)

50 mg Coomassie Brilliant Blue G250 in 25 mL Ethanol
+ 50 mL Phosphorséure (85 %)
ad 1 L H,O (bidest.)

0,1 M Calciumchlorid
(15 % Glycerol)

0,33 g Coomassie Brilliant Blue G250 in 120 mL Methanol
+ 24 mL Essigsaure
+120 mL H,O

GeneRuler 100 bp bzw. 1 kb DNA Ladder Plus
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

5 % (w/v) Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat in 0,1 N Salzsaure

20 % Ethanol
10 % Essigsaure

3 % Natriumcarbonat
0,05 % Formaldehyd (36 %)
0,0004 % Natriumthiosulfat

0,2 % Silbernitrat

40 % Ethanol

10 % Essigsaure

65 % Glycerol

0,1 M Magnesiumsulfat

25 mM Tris-HCI

pH 8,0 (eingestellt mit 0,1 N HCI)
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Hydroxylamin-Ldsung

Protein-
GrolRenstandard

Sensitivierldsung fur

Silberfarbung

Stoplésung fur

Silberfarbung

Waschldsung fur

Silberfarbung

2.2 Gerate

4 M Hydroxylamin-Hydrochlorid
3,5 M Natriumhydroxid
Mischung 1:1

SDS 7 Marker MW 14000 - 66000

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

0,02 % Natriumthiosulfat

0,5 % Glycin

30 % Ethanol

221 Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC)

System

Pumpe

Trennsaulen

Injektionsmenge

Saulentemperatur

AKTApurifier
(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Schweden)
AKTA P-900
(1) HiLoad 16/10 Q Sepharose High Performance

(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Schweden)
(2) Superdex 200 10/300 GL

(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Schweden)
(3) HisTrap FF 5 mL

(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Schweden)
(1) 80 - 430 mg Protein
(2) 0,2 - 5,2 mg Protein
(3) 55 - 65 mg Protein
RT
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Laufpuffer

Flussrate

Gradient

UV-Detektor
Leitfahigkeitsdetektor
Fraktionierer

Fraktionierung

Datenaufnahme und

Datenauswertung

(1) Startpuffer: Kaliumphosphat-Puffer (2.1.9.2)

Elutionspuffer:  Kaliumphosphat-Puffer + 0,5 M NaCl
(2) Elutionspuffer:  Kaliumphosphat-Puffer + 0,15 M NacCl

(3) Waschpuffer: Natriumphosphat-Puffer fir FPLC (2.1.9.2)

+ 35 mM Imidazol

Elutionspuffer:  Natriumphosphat-Puffer fir FPLC

+ 500 mM Imidazol
(1) 3 mL/min
(2) 0,4 mL/min
(3) 2 mL/min (Waschen) bzw. 1 mL/min (Elution)
(1) 0 - 25 mL: 100 % Startpuffer
25 - 325 mL: 0 - 100 % Elutionspuffer
Laufzeit; 108,3 min
(2) 0 - 45 mL.: isokratisch (100 % Elutionspuffer)
Laufzeit; 112,5 min
(3) 0-50 mL: 100 % Waschpuffer (= Waschen; keine
Fraktionierung bzw. Probesammlung)
50 - 70 mL: 0 - 100 % Elutionspuffer (= Elution)
70 - 100 mL: 100 % Elutionspuffer (= Elution)
Laufzeit: 75 min
AKTA UV-900 (Wellenlange 280 nm)
AKTA UPC-900
AKTA Frac-950
(1) 16 x 2,5 mL; 57 x 5 mL — 73 Fraktionen
(2) 2x6,5mL; 54 x0,5mL; 1 x5 mL — 57 Fraktionen
(3) 30 x 1 mL; 2 x 10 mL — 32 Fraktionen
UNICORN 5.20

(GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Schweden)

(1) System Anionenaustausch

(2) System Gelfiltration

(3) System HisTrap
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2.2.2 Flussigkeitschromatographie-Elektrosprayionisations-
Massenspektrometrie (LC-UV/ESI-MS")

System Agilent 1100 Series
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA)
Pumpe Agilent 1100 Quarterndre Pumpe
Injektor Agilent Sample Injector Model G1313A ALS
Injektionsvolumen 5uL
Trennsaule Luna 3u C18(2) 100A, 15 cm x 2 mm (ID)
(Phenomenex LTD, Aschaffenburg)
Vorsaule Security Guard Cartridges C18 4 x 2 mm
(Phenomenex LTD, Aschaffenburg)
Saulentemperatur 25°C
FlieRmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisenséaure

B: Methanol mit 0,1 % Ameisenséaure
Flussrate 0,2 mL/min
Gradient 0-50 % B in 30 min
50 - 100 % B in 5 min
100 % B fir 15 min
100-0% B in 5 min
Laufzeit: 55 min
UV-Detektor Agilent 1100 Variable Wavelength Detector
(Wellenlange 280 nm)
MS Bruker Daltonics esquire 3000°" lonenfalle

(Bruker Daltonics, Bremen)

Spraygas Stickstoff (30,0 psi)
Trockengas Stickstoff (330 °C, 9 I/min)
Scanbereich m/z 50 - 800

Polaritat positiv/negativ

ICC Target 20000 oder 200 ms
Zielmasse (SPS) m/z 400

lonisierungsspannung - 4000 V
Endplattenspannung - 500 V

MS/MS Auto-tandem MS?
Kollisionsgas Helium 5.0 (3,56 x 10° mbar)

Kollisionsenergie 10V
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Einstellungen lonenfalle :

Skimmer
Cap Exit
Oct1DC
Oct2DC
Trap Drive
Oct RF
Lens 1

Lens 2

Datenaufnahme und

Datenauswertung

+ 40,0 V
+121V
12,0V
+1,7V
49,4
112,2 V
+5,0V
+ 60,0 V

Bruker Daltonics Esquire 5.1 Software

Bruker DataAnalysis 3.1 (Bruker Daltonics, Bremen)

2.2.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

System

Pumpe
Autosampler/Injektor
Injektionsvolumen

Trennsaule

Vorsaule

Saulentemperatur
Fliel3mittel

Flussrate

Gradient

UV-Detektor

Jasco HPLC (JASCO GmbH, GroRR-Umstadt)
Jasco PU-1580 Quarterndre Pumpe

Jasco AS-1555

20 pL

Luna 3u C18(2) 100A, 15 cm x 2 mm (ID)
(Phenomenex LTD, Aschaffenburg)
Security Guard Cartridges C18 4 x 2 mm
(Phenomenex LTD, Aschaffenburg)

RT

A: Wasser (bidest.) mit 0,1 % Ameisensaure
B: Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure

0,2 mL/min

10 - 30 % B in 15 min

30 - 100 % B in 5 min

100 % B fiir 10 min

100 - 10 % B in 5 min

10 % B fur 10 min

Laufzeit: 45 min

Jasco UV-1575 (Wellenlange 210 nm)
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Dioden Array
Detektor (DAD)
Datenaufnahme und

Datenauswertung

Datenaufnahme und

Datenauswertung

Hewlett Packard Series Il 1090 Liguid Chromatograph
(Hewlett-Packard GmbH, Bdblingen)

Jasco HSS-2000

JASCO-BORWIN Version 1.50

(JASCO GmbH, Grof3-Umstadt)

Agilent ChemStation Rev. A.09.03

(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA)

224 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS)

2241 GC/MS fir die Analyse derivatisierter Aminosauren

GC

Autosampler

Injektor

Injektion
Temperaturen GC

Kapillarsaule

Tragergas

Temperaturprogramm

MSD
lonisation

Temperaturen MSD

Photomultiplier
Scanbereich

Scanrate

Agilent 6890N

(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA)
Agilent 7683

Split/Splitless-Injektor

Temperatur: 250 °C

2 uL Split injection (15:1)

Injektor: 250 °C

Transferline: 310 °C

Zebron Amino Acid 10 m x 0,25 mm (ID)
(Zebron, Phenomenex LTD, Aschaffenburg)
Helium 5.0

konstanter Fluss von 1,1 mL/min

110 °C

30 °C/min bis 320 °C (5 min isotherm)

Post run: 320 °C fur 5 min isotherm
Laufzeit: 12 min

Agilent 5975

Elektronenstofionisation (El positiv), 70 eV
MS lonenquelle: 230 °C

MS Quadrupol: 150 °C

1471V

m/z 45 - 450

3,54 scans/sec
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Datenaufnahme und ~ MSD ChemStation E.02.00.493

Datenauswertung (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA)
EZ:faast™ Amino Acid Derivative Mass Spectral Library
(Phenomenex LTD, Aschaffenburg)

2.2.4.2 Solid Phase Microextraction (SPME)-GC/MS fiir die Analyse fliichtiger

Metabolite
GC Agilent 7890A
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA)
Autosampler CTC CombiPAL ausgeriistet mit SPME-Vorrichtung und Agitator
(CTC Analytics AG, Zwingen, Schweiz)
SPME-Phase 75 um corboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS)

(Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA)
Autosampler-Zyklus Inkubationstemperatur: 30 °C
Vial-Eindringtiefe: 22 mm
Extraktionszeit: 30 min
Schuttelgeschwindigkeit: 250 rpm
Desorption: GC-Injektor
Injektor-Eindringtiefe: 54 mm
Desorptionszeit: 10 min

Injektor Split/Splitless-Injektor
Temperatur: 250 °C
Injektion Splitless injection fiir 6 min
Temperaturen GC Injektor: 250 °C
Transferline: 250 °C
Kapillarsaule ZB-Wax 60 m x 0,25 mm (ID); 0,25 um (FD)

(Zebron, Phenomenex LTD, Aschaffenburg)
Tragergas Helium 5.0

konstanter Fluss von 1,03 mL/min
Temperaturprogramm  30°C (15 min isotherm)

3 °C/min bis 50 °C

4 °C/min bis 110 °C

5 °C/min bis 150 °C

10 °C/min bis 250 °C (10 min isotherm)

Laufzeit: 64,67 min
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MSD
lonisation

Temperaturen MSD

Photomultiplier
Scanbereich
Scanrate
Datenaufnahme und

Datenauswertung

2.2.5

Autoklaven

Gel-Dokumentations-
system
Gelelektophorese

Inkubator
Lyophilisator

Nanodrop

pH-Meter

Reagenzglasschiuittler

Schittelinkubator
Spektralphotometer
Sterile Werkbank

Thermocycler

Thermomixer

Agilent 5975C

Elektronenstolionisation (EI positiv), 70 eV

MS lonenquelle: 230 °C

MS Quadrupol: 150 °C

1212V

m/z 29 - 150

9,93 scans/sec

MSD ChemStation E.02.00.493

(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornien, USA)
NIST MS Search 2.0

(FairCom Corporation, Columbia, Missouri, USA)

Sonstige Gerate

Zirbus LVSA 50/70 (Zirbus Technology, Bad Grund)
Systec V 95 (Systec GmbH, Wettenberg)

INTAS-Science Imaging Instruments GmbH, Goéttingen

Spannungsquelle: Consort E835

(Consort nv, Turnhout, Belgien)

Kammer: Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG)

Forma (Thermo, Cambridge, England)

Savant ModulyoD Freeze Dryer

(Thermo, Cambridge, England)

Nanodrop 1000 Spectrophotometer

(Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)

CG 820 (Schott Gerate GmbH, Mainz)

Vortex-Genie® 2

(Scientific Industries Inc., Bohemia, New York, USA)
GFL3033 (Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel)
Nicolet evolution 100 (Thermo, Cambridge, England)
Hera safe (Heraeus Holding GmbH, Hanau)
Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Hamburg)
Primus 96 plus

(MWG Biotech AG / Eurofins MWG Operon, Ebersberg)
Thermomixer comfort 1,5 & 2 mL (Eppendorf AG, Hamburg)
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Ultraschallbad RK103H (Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin)
Ultraschall- Ultraschall-Homogenisator: Sonoplus UW 2070
Homogenisator Sonotrode: MS 73

(Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin)
UV-Transilluminator Min UVIS (Desaga GmbH, Heidelberg)
Waagen TP 214 (Denver Instrument, Bohemia, New York, USA)
Scout Pro SP U 4001
(Ohaus, Pine Brook, New Jersey, USA)
Wasserbad HC 5/6 (Julabo Labortechnik, Seelbach)
Zentrifugen Sigma 4K15 (Sigma, Osterode)
Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf AG, Hamburg)
Eppendorf miniSpin (Eppendorf AG, Hamburg)

2.2.6 Software und Internetressourcen

e Datenbank fiir den Abgleich von LC/MS-Metabolitspektren:
METLIN Metabolite and Tandem MS Database
(Scripps Center for Metabolomics, La Jolla, Kalifornien, USA)
(http://metlin.scripps.edu/metabo_search_alt2.php)

o Datenbank fir die Sequenzierung von Peptidfragmenten nach Verdau und
LC-MS/MS-Analyse
Mascot Search (Matrix Science Ltd., London, England)
(http://lwww.matrixscience.com/help/scoring_help.html)

e Datenbank fiir Stoffwechselwege:
KEGG Pathway Database (Kanehisa Labratories, Kyoto University / University of
Tokyo, Japan)
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html)

e Server fur die dreidimensionale Darstellung von Proteinmodellen basierend auf
bekannten Strukturen von homologen Proteinen:
3D-JIGSAW Version 2.0 (Cancer Research UK, London, England)
(http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/)

o Programm fir die dreidimensionale Darstellung und Bearbeitung von
Proteinmodellen:
RasMol Version 2.7.5 (Biomolecular Structures Group, Glaxo Wellcome Research
& Development, Stevenage, England)

(http://rasmol.org/)
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2.3 Methoden
2.3.1 Grundlegende mikrobiologische Arbeitsmethoden

23.1.1 Anlegen von Glycerolkulturen

Die Archivierung der Organismen erfolgte als Glycerolkulturen, die bei - 80 °C gelagert
wurden. 700 pL durch Zentrifugieren ankonzentrierte frische Kultur wurden mit 700 pL

Glycerol fuir Cryostocks (Milhardt, 2006) gemischt und anschlieRend eingefroren.

2.3.1.2  Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo)

Die Zelldichte von Bakterien im Medium bzw. im Puffer wurde photometrisch durch
Messung der optischen Dichte bei 600 nm und einer Schichtdicke von 1 cm bestimmt. Das
Spektralphotometer wurde auf das jeweilige Medium kalibriert. Bei einer ODggo > 1 wurde

die Probe vor der Messung mit dem jeweiligen Medium verdinnt.

2.3.1.3 Kulturbedingungen

MMRS-Agar-Platten wurden mit Glycerolkulturen der jeweiligen Arten bzw. Stdmme
beimpft und bei 30 °C fiir 2 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden diese mit Parafilm®

verschlossen und bei 4 °C fir maximal 7 Tage gelagert.

Um Stamme flr Peptidversuche mit Resting Cells zu kultivieren, wurden 2 mL
MMRS-Medium mit einer Kolonie beimpft und Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. 20 mL
MMRS-Medium, welches in Anlehnung an die Rohwurstmatrix lediglich 0,3 % Glucose und
keine Maltose beinhaltete, wurden mit den Ubernachtkulturen angeimpft und fir
5 -7 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Lange der Inkubation richtete sich nach dem
Erreichen der stationaren Wachstumsphase (2.3.1.4), welche photometrisch durch
Messung der ODgg bestimmt wurde (2.3.1.2). Die Zellen wurden durch Zentrifugieren

geerntet (3000 x g, 5 min).

Um groRe Mengen Bakterien flr die Proteinaufreinigung zu kultivieren, wurden 4x 2 mL
MMRS-Medium mit einer Kolonie beimpft und 8 - 10 Stunden bei 30 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden mit diesen Vorkulturen 4x 5 L mMRS-Medium angeimpft und tber
Nacht bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren geerntet (3000 x g,
5 - 15 min).
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2.3.14 Bestimmung von Wachstumskurven der Bakterienstdmme

Um den Zeitpunkt der stationaren Wachstumsphase der Bakterienstamme anhand der
ODggy bestimmen zu konnen, wurden Wachstumskurven fir die verwendeten
Milchs&urebakterien erstellt. Hierfir wurden wie in 2.3.1.3 beschrieben Kolonien der
Stdmme L. sakei TMW 1.1322, L. sakei TMW 1.1383 und L. sakei TMW 1.1393 kultiviert
und 2 mL mMRS-Medium damit angeimpft. Nach 15 Stunden Wachstum bei 30 °C wurden
200 pL der Vorkultur enthommen, 20 mL mMRS-Medium (0,3 % Glucose, keine Maltose)
damit beimpft und unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Stiindlich wurden Proben
entnommen und die ODgy photometrisch bestimmt. Dieser Ansatz wurde fir jeden

Bakterienstamm in Dreifachbestimmung durchgefihrt.
2.3.2 Grundlegende analytische Arbeitsmethoden

23.2.1 Messung von fliichtigen Metaboliten

Die Bestimmung wichtiger flichtiger Metabolite aus dem Aminoséaurestoffwechsel fand
durch Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS) statt. Fir die Probenahme
wurde die ,Solid Phase Microextraction® (Festphasenmikroextraktion, SPME) verwendet.
Hierfir wurde im Rahmen des dieser Arbeit zugrundeliegenden AiF-Projektes ein
entsprechendes Gerat angeschafft und in Betrieb genommen. Durch Auswahl einer
SPME-Phase und Anpassung der GC/MS-Bedingungen zur Trennung und ldentifizierung
der fluchtigen Substanzen wurde eine Methode entwickelt (2.2.4.2), mit der anschlielend
die qualitative Analyse und die Quantifizierung der fliichtigen Substanzen durchgefihrt
wurden. In Abbildung 53 (Anhang) ist das ,otal ion chromatogram®
(Totalionenchromatogramm, TIC) der fliichtigen Substanzen nach 7-tagiger Fermentation
aus dem mMRS-Medium dargestellt. Als interner Standard wurde 1,2-Dimethoxyethan in

einer Konzentration von 19,24 nMol/mL eingesetzt.

Die Auswertung der aus den zugesetzten Aminosauren wahrend der Fermentation
gebildeten Verbindungen mittels GC/MS zeigte, dass in dem verwendeten mMRS-Medium
zahlreiche fliichtige Verbindungen nachweisbar sind (Abbildung 53, Anhang). Fir diese
Studie wurden deshalb nur die aus den zugesetzten Aminosduren resultierenden
Verbindungen ausgewertet. In Tabelle 5 sind die flichtigen Metabolite, sowie die zur

Auswertung der Massenspektren ausgewéhlten Fragment-lonen dargestellt.
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Tabelle 5: Fliichtige Metabolite der zugesetzten Aminosduren und deren zur Auswertung
ausgewahlte Fragment-lonen.

Aminosaure Fluchtiger Metabolit / IS Massenspur (m/z)
Valin 2-Methylpropanal 72
2-Methyl-1-propanol 74
2-Methylpropanséaure 88
Leucin 3-Methylbutanal 71
3-Methyl-1-butanol 70
3-Methylbuttersaure 87
Isoleucin 2-Methylbutanal 57
Phenylalanin Phenylacetaldehyd 91
Benzaldehyd 105
Methionin 3-(Methylthio)-propanal (Methional) 48
Dimethyldisulfid 94
1,2-Dimethoxyethan (IS) 90

2.3.2.2 Quantifizierung von flichtigen Metaboliten

Die Quantifizierung der flichtigen Metabolite wurde durch eine Kalibrierung mit kauflich
erworbenen Standards und der dargestellten Methode zur Bestimmung der fliichtigen
Metabolite (2.2.4.2) durchgefiihrt. Um die variierende Sensibilitat der SPME-GC/MS zu
berticksichtigen, wurde auch hier bei allen Messungen der interne Standard
1,2-Dimethoxyethan zugesetzt. Durch die Verwendung der SPME-Phase zur Probenahme
war eine Kalibrierung Uber relative Responsefaktoren (RRF) nicht moéglich, da der RRF
nicht konstant war und fir die Beobachtung der Bildung der flichtigen Metabolite ein

grolRer Konzentrationsbereich berlcksichtigt werden musste (Abbildung 11).
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relativer Responsefaktor (RRF)
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Abbildung 11: Verlauf des relativen Responsefaktors (RRF) in Abhangigkeit von der
Konzentration des Metabolit Phenylacetaldehyd. Interner Standard 1,2-Dimethoxyethan.

Aus diesem Grund wurde die Kalibrierung Uber die Berechnung der relativen
Konzentration durchgefuhrt und mit ihr Kalibrierkurven erstellt. Die relative Konzentration
ergibt sich durch Gleichsetzung der Verhdltnisse von Konzentration zu Flache des
Kalibrierstandards und des internen Standards.

c(Std) c(S)
A (Std) A (IS)

c (Std) Konzentration des Kalibrierstandards

A (Std) Flache des Peaks des Kalibrierstandards

c (I1S) Konzentration des internen Standards 1,2-Dimethoxyethan

A (1S) Flache des Peaks des internen Standards 1,2-Dimethoxyethan

Somit erhdlt man die relative Konzentration des Kalibrierstandards bezogen auf den
internen Standard 1,2-Dimethoxyethan durch folgende Berechnung:

std) = <92 (sta)

C td) = ——=- t

I'el A (IS)

Crel (Std) relative Konzentration des Kalibrierstandards

A (Std) Flache des Peaks des Kalibrierstandards

c (IS) Konzentration des internen Standards 1,2-Dimethoxyethan

A (1S) Flache des Peaks des internen Standards 1,2-Dimethoxyethan
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Tragt man die bekannte absolute Konzentration der Kalibrierstandards gegen die relative
Konzentration auf, erhalt man Kalibrierkurven die durch polynomische Gleichungen
darstellbar sind. Fur jede Substanz wurde die Kalibrierung in Dreifachbestimmung
durchgefuhrt und der Durchschnitt gebildet (Abbildung 55 bis Abbildung 63, Anhang).

Nach dem Auflésen der polynomischen Gleichungen ist die Berechnung der absoluten
Konzentration in Abhangigkeit vom internen Standard 1,2-Dimethoxyethan mdglich
(Tabelle 6).

Tabelle 6: Gleichungen zur Berechnung der Konzentrationen der flichtigen Metabolite
aus den zugesetzten Aminoséauren.

Subst Relative Konzentration Absolute Konzentration
ubstanz [nMol/mL] [ng/mL] bzw. [pg/mL]
y = -0,0046x° + 0,7845x y — 45,95284
2-Methylpropanal +12.505 x= — W+ 85,271739

2-Methylpropansaure  y = 0,00008x? + 0,0034x = +0,036125

B 0,00008 21,25

i

—183,32669

3-Methylbutanal y = -0,00009%? + 0,2569x x=— 2
0,00009

+ 1427,2

y — 54,285125

3-Methyl-1-butanol y = -0,00002x* + 0,0659x x= —
0,00002

+1647,5

i

y +0,3187812

3-Methylbuttersaure y = 0,00008x* + 0,0101x x = -
0,00008

JEEN
N
9]
921

)

{

Phenylacetaldehyd y = 0,00001x? + 0,0304x L= [pF23104

~ | 0,00001 — 1520

g

y + 304,5512

Benzaldehyd = 0,0002x? + 0,4936 - _
enzaideny y X X X 0,0002 1

234

i

Methional y= 0,000002X2 +0,0033x ‘= v+ 1,36125

~ .| 0,000002 — 825

i

y — 2183,1552

Dimethyldisulfid y =-0,0117x% + 10,108x x= —
0,0117

+431,96581

§

X = absolute Konzentration [ng/mL], Ausnahme: 3-Methylbuttersdure & 2-Methyl-
propansaure: [ug/mL]; y = relative Konzentration [nMol/mL]
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Die relative Konzentration der Substanz in der Probe, ¢, (Probe), berechnet sich analog

zur Berechnung der relativen Konzentration in der Kalibrierldsung nach folgender Formel:

c (IS)

Crel (Probe) = m

- A (Probe)

Crel (Probe) relative Konzentration der Substanz in der Probe

A (Probe) Flache des Peaks des Substanz in der Probe

c (1S) Konzentration des internen Standards 1,2-Dimethoxyethan

A (1S) Flache des Peaks des internen Standards 1,2-Dimethoxyethan

Somit ergeben sich nach Einsetzen der relativen Konzentrationen der Substanz in der
Probe in die in Tabelle 6 dargestellten Gleichungen die absoluten Konzentrationen. Durch
diese Methode konnte eine gerateunabhangige Bestimmung der Konzentrationen der

flichtigen Metabolite in den Fermentationssuspensionen stattfinden.

2.3.2.3 Messung der Konzentration an freien Aminosauren

Die Bestimmung der freien Aminosauren wurde mit dem kauflich erhéaltlichen EZ:faast™-
Kit (Phenomenex LTD, Aschaffenburg) durchgefiihrt. Hierfir wurden 100 pL Uberstand der
Fermentationssuspension nach Abtrennung der Zellen durch Zentrifugieren und
Verdinnung verwendet. Den Angaben des Herstellers folgend wurde die Probe mit dem
internen Standard Norvalin versetzt und anschlieBend die Begleitstoffe durch eine
Festphasenreinigung an einem lonenaustauscherharz abgetrennt. Die gereinigten
Aminosauren wurden nach Vorséaulenderivatisierung durch GC/MS getrennt (2.2.4.1). In
Abbildung 54 (Anhang) ist das TIC der freien Aminosauren aus dem mMRS-Medium
dargestellt. Da die Nachweisgrenze mit 1 nMol/mL sehr niedrig und die Wiederfindung der
Aminosauren sehr hoch ist, kdnnen mit dieser Methode auch kleinste Anderungen im

Gehalt an freien Aminosauren gemessen werden.

Die Quantifizierung der freien Aminosauren wurde mithilfe der durch den Hersteller
mitgelieferten Kalibrierstandards durchgefiihrt. Dabei wurden Aminosaurelésungen in drei
unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt (50 nM/mL, 100 nM/mL und 200 nM/mL)
und auf die gleiche Weise derivatisiert wie fir freie Aminosduren in
Fermentationssuspensionen beschrieben. Nach GC/MS-Trennung wurde der relative

Responsefaktor (RRF) fiir jede Aminoséure nach folgender Formel bestimmit.
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RRE Cas (Std) - A (IS)
RRF relativer Responsefaktor
Cas (Std) Konzentration des Aminosaure-Kalibrierstandards
Aas (Std) Flache des Peaks des Aminosaure-Kalibrierstandards
c (1S) Konzentration des internen Standards Norvalin
A (1S) Flache des Peaks des internen Standards Norvalin

Da sich die relativen Responsefaktoren tber alle Konzentrationsbereiche hinweg konstant
verhielten, konnten sie fur alle Berechnungen der Konzentration an freien Aminoséuren
herangezogen werden. Die Konzentration der Aminoséure in der Fermentations-

suspension wurde somit nach folgender Formel berechnet:

RRF - c (IS) - Apg (Probe)
A (IS)

cas (Probe) =

Cas (Probe)  Konzentration der Aminosaure in der Probe
Aas (Probe)  Flache des Peaks der Aminosaure in der Probe

c (1S) Konzentration des internen Standards Norvalin
A (1S) Flache des Peaks des internen Standards Norvalin
RRF relativer Responsefaktor

In Tabelle 7 sind fur jede Aminosaure die zur Auswertung der Massenspektren

ausgewahlten Fragment-lonen, sowie der relative Responsefaktor dargestellt.
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Tabelle 7: Zur Auswertung ausgewdahlte Fragment-lonen und relative Responsefaktoren
(RRF) der derivatisierten Aminosauren.

Aminosaure Massenspur (m/z) RRF
Alanin 130 0,17
Asparagin 202 6,86
Asparaginsaure 216 0,12
Cystin 174 0,44
Glutamin 84 0,39
Glutaminsaure 230 0,38
Glycin 162 2,81
Histidin 282 0,54
4-Hydroxyprolin 172 0,15
Isoleucin 172 0,14
Leucin 172 0,1
Lysin 170 0,1
Methionin 203 0,42
Norvalin (IS) 159 -
Ornithin 286 2,06
Phenylalanin 190 0,27
Prolin 156 0,11
Serin 146 0,56
Threonin 101 0,2
Tryptophan 130 0,03
Tyrosin 107 0,09
Valin 159 1,71

2.3.24 Messung der Konzentration an Dipeptiden

Der Gehalt an Dipeptiden in den Fermentationssuspensionen wurde durch
LC-UV/ESI-MS" bestimmt (2.2.2). Hierfir wurden 5puL des Uberstandes der
Fermentationssuspensionen nach Abtrennung der Zellen durch Zentrifugieren direkt
verwendet. In Abbildung 64 (Anhang) ist das Massenspektrum (positiver Modus) des
Signals mit der Retentionszeit 17,4 min einer LC-UV/ESI-MS"-Analyse des Dipeptides
Phe-Val (M = 264,33 g/mol) mit einer Konzentration von 2 mMol/L in mMRS-Medium
dargestellt. Es ist das Pseudomolekilion bei m/z 265 ([Phe-Val + H]") zu erkennen,

welches dem Dipeptid entspricht.
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In Tabelle 8 sind fir jedes Peptid das Molekulargewicht sowie deren
Fragmentierungsmuster dargestellt. Fir die Auswertung der Massenspekiren wurde die

Massenspur der [M + H]*-lonen ausgewahit.

Tabelle 8: Fragmentierungsmuster der durch LC-UV/ESI-MS" analysierten Di- und
Tetrapeptide.

Peptid Molekulargewicht [g/mol] MS (m/z) MS2 (m/z)
Leu-Leu 244,34 245 [M + H]" 86, 199, 132
Leu-Met 262,37 263 [M + H]" 149, 86, 169
Met-Leu 262,37 263 [M + H]" 104, 215 131
Met-Phe-Leu-Val 508,67 509 [M + HJ 379, 231, 279
Phe-Met-Val-Leu 508,67 509 [M + HJ" 392, 231, 279
Phe-Val 264,33 265 [M + H]" 120, 219, 247
Val-Phe 264,33 265 [M + H]" 166, 120, 219

Auf eine Quantifizierung der Di- und Tetrapeptidkonzentrationen konnte verzichtet werden,
da die eingesetzten Substrate wahrend des Fermentationszeitraums nahezu vollstandig
abgebaut wurden (3.1.2.1, 3.1.3.3.1, 3.1.3.4.1).

2.3.25 Messung der Konzentration an D-Glucose

Die Konzentration der freien D-Glucose in den Fermentationssuspensionen wurde
enzymatisch mit einem kauflich erhaltlichen UV-Test zur Bestimmung von D-Glucose in
Lebensmitteln und anderen Probematerialien (R-Biopharm AG, Darmstadt) durchgefihrt.
Gemessen wurde die in Abh&ngigkeit von der vorhandenen Menge an D-Glucose
enzymatisch produzierte Menge an reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH/H"). Hierfur wurde der Uberstand der Fermentationssuspension nach Abtrennung
der Zellen durch Zentrifugieren und Verdinnung eingesetzt. Anschlieend wurde nach
Zusatz von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP*) und Adenosin-5‘-
triphosphat (ATP) das Enzym Hexokinase zugegeben. D-Glucose wird durch das Enzym
Hexokinase und ATP zu D-Glucose-6-phosphat unter gleichzeitiger Bildung von Adenosin-
5‘-diphosphat (ADP) phosphoryliert. Nach Zugabe des Enzyms Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase wird das gebildete D-Glucose-6-phosphat von NADP* zu D-Gluconat-6-
phosphat oxidiert. Es entsteht NADPH/H". Die wahrend der Reaktion gebildete Menge an
NADPH/H" ist der D-Glucose-Menge &quivalent. Dies war die MessgroRe und wurde

aufgrund seiner Absorption bei 340 nm bestimmt. Zu jeder Probe wurde ein Leerwert ohne
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Probelosung gemessen, welcher die Grundabsorption der verwendeten Ldsungen

widerspiegelte und von der gemessenen Absorption der Probe subtrahiert wurde.

Dem Lambert-Beerschen Gesetz folgend konnte Uber die Berechnungsformel fir die

Bestimmung der Konzentration der Gehalt an D-Glucose berechnet werden:

(e/L] V - MG AE

C = .

5 e d v -1000

\% Testvolumen [mL] (hier: 3,02 mL)

v Probevolumen [mL] (0,1 mL)

MG Molekulargewicht D-Glucose [g/mol] (hier: 180,16 g/mol)
Schichtdicke [cm] (hier: 1 cm)

£ Extinktionskoeffizient von NADPH/H" bei 340 nm [L » mMol™ » cm™]
(hier: 6,3 L * mMol™ « cm™)

AE Extinktionsdifferenz Probe-Leerwert

2.3.2.6 Messung der Konzentration an a-Ketoisocapronséure

Der Gehalt an a-Ketoisocapronsaure (KIC) in Enzymassays (2.3.5.3) wurde durch
HPLC-UV bestimmt (2.2.3). Hierfir wurden 20 pL des Uberstandes des Assaypuffers nach
Abtrennung der durch Erhitzung ausgeféllten Proteine durch Zentrifugieren direkt
verwendet. Aufgrund der konjugierten Doppelbindungen in KIC absorbierte diese bei
210 nm und die gebildete Menge konnte bei einer Retentionszeit von 8 - 9 min detektiert
werden (Abbildung 65, Anhang).

Die Quantifizierung der KIC wurde anhand einer Kalibriergerade des kauflich erworbenen
Standards durchgefuihrt. Es wurden neun unterschiedliche Konzentrationen des Standards
in Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) in Dreifachbestimmung injiziert und aus den
ermittelten Peakflachen der Durchschnitt gebildet (Abbildung 66, Anhang). Uber die
hierdurch erhaltene Geradengleichung konnte die Konzentration an KIC in den

Enzymassays berechnet werden.

2.3.2.7 Messung der Konzentration an L-Glutaminséure

Die Konzentration der freien L-Glutaminsdure in den Ansétzen zur Bestimmung der
Enzymaktivitdt wurde enzymatisch mit einem Kkauflich erhéltlichen Farb-Test zur
Bestimmung von L-Glutaminsdure in Lebensmitteln und anderen Probematerialien
(R-Biopharm AG, Darmstadt) durchgefiihrt. Gemessen wurde die in Abhangigkeit von der

vorhandenen Menge an L-Glutaminsdure enzymatisch produzierte Menge eines
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Formazan. Hierfir wurde der Uberstand der Fermentationssuspension nach Abtrennung
der durch Erhitzung ausgeféllten Proteine durch Zentrifugieren eingesetzt. Anschliel3end
wurden Puffer (pH 8,6), lodnitrotetrazoliumchlorid (INT), Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD") und die Enzyme Diaphorase sowie Glutamat-Dehydrogenase zugegeben.
L-Glutaminsaure wird durch NAD" in Gegenwart des Enzyms Glutamat-Dehydrogenase
oxidativ zu 2-Oxoglutaminsaure desaminiert. Das entstehende NADH/H" setzt INT in
Gegenwart des Enzyms Diaphorase zu einem Formazan um, welches im Maximum im
sichtbaren Bereich bei 492 nm gemessen wird. Zu jeder Probe wurde ein Leerwert ohne
Probenlosung gemessen, welcher die Grundabsorption der verwendeten Ldsungen

wiederspiegelte und von der gemessenen Absorption der Probe subtrahiert wurde.

Dem Lambert-Beerschen Gesetz folgend konnte Uber die Berechnungsformel fir die
Bestimmung der Konzentration der Gehalt an L-Glutaminséaure berechnet werden:

/L] V - MG AR

C = :

5 e d v -1000

\% Testvolumen [mL] (hier: 3,03 mL)

v Probevolumen [mL] (0,2 mL)

MG Molekulargewicht L-Glutamins&ure [g/mol] (hier: 147,13 g/mol)

d Schichtdicke [cm] (hier: 1 cm)

€ Extinktionskoeffizient von Formazan bei 495 nm [L » mMol™ « cm™]
(hier: 19,9 L » mMol™ » cm™)

AE Extinktionsdifferenz Probe-Leerwert

2.3.2.8 Messung der Konzentration an Acetylphosphat

Die Konzentration an Acetylphosphat in den Ansatzen zur Bestimmung der
Acylphosphataseaktivitdit wurde nach einer Methode von Lipmann und Tuttle (1945)
durchgefiihrt. Der Nachweis beruht auf der Reaktion von Acetylphosphat mit Hydroxylamin
zu N-Hydroxyacetamid (Acetohydroxamsaure), welches im sauren Milieu mit Eisen(lll)
einen roten Chelatkomplex bildet, der durch seine Absorption bei 510 nm bestimmt wurde.
Hierfir konnte direkt der Ansatz des Enzymassays fir die Bestimmung der
Acylphosphataseaktivitdt verwendet werden (2.3.6.4.1). Dieser (200 pL) wurde zu einer
Mischung aus 1 mL Hydroxylamin-Losung (2.1.9.3) und 1 mL Acetatpuffer (2.1.9.2)
pipettiert und durch Zugabe von 0,8 mL dest. H,O das Volumen auf 3 mL aufgefullt.
Wahrend der 10-minitigen Reaktionszeit bei Raumtemperatur bildete sich die
Acetohydroxamsaure. Anschlielend wurden je 1 mL Salzsaure (8 M) zur Ansauerung,

Trichloressigsaure (12 %; w/w) zur Ausfallung der Proteine und Eisen(lll)-chlorid-Lésung
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(5% in 0,1 N HCI; w/v) fur die Komplexbildung (2.1.9.3) zugegeben. Durch Zentrifugieren
(3000 x g, 20 min) wurden die ausgefallten Proteine abgetrennt und die Absorption bei

510 nm im Uberstand photometrisch gemessen.

Die Quantifizierung erfolgte anhand einer Kalibriergerade mit drei unterschiedlichen
Konzentrationen an Acetylphosphat. Der Standard wurde in Triethanolamin-Puffer geldst
und die oben beschriebene Reaktion durchgefuhrt. Aus den ermittelten Absorptionen
wurde eine Kalibriergerade gebildet (Abbildung 67, Anhang). Uber die hierdurch ermittelte
Geradengleichung konnte die Konzentration an Acetylphosphat in den Enzymassays fur
die Bestimmung Acylphosphataseaktivitat berechnet werden.

2.3.3 Allgemeine molekularbiologische Techniken

2.3.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt. Fir
Klonierungszwecke wurde eine Polymerase mit 3"-5"-Exonucleaseaktivitat (KOD Hot Start
DNA Polymerase, Merck KGaA, Darmstadt), fir die Kolonie-PCR die Tag-Polymerase
(Tag Core Kit, MP Biomedicals, Solon, Ohio, USA) verwendet. Die Pipettierschemata fir
einen 50 pL-Ansatz mit der KOD- bzw. einen 25 pL-Ansatz mit der Tag-Polymerase sind in
Tabelle 9 angegeben. Genomische DNA wurde mit dem E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit
(Omega Bio-Tek Inc., Norcross, Georgia, USA) aus L. sakei TMW 1.1322 gewonnen.

Tabelle 9: Pipettierschemata der Polymerasekettenreaktionen.

KOD Hot Start DNA Polymerase Taq Core Kit
(Amplifizierung) (Kolonie-PCR)

5 L Puffer 2,5 uL Puffer

3 yuL Magnesiumsulfat -

5 UL dNTPs 0,5 uL dNTPs

0,15 L for Primer (100 uM) 0,15 L for Primer (100 uM)
0,15 L rev Primer (100 uM) 0,15 L rev Primer (100 pM)
1 pL Template (genomische DNA) Template (Koloniematerial)
34,7 uL bidest. H,O 21,55 pL bidest. H,O

1 pL KOD Polymerase 0,15 uL Taqg Polymerase
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Die PCR wurde anschlieRend mit den im Folgenden genannten Temperaturprogrammen

durchgefihrt.
Amplifizierung mit KOD DNA-Polymerase:

2min 95 °C Initiale Denaturierung
20sec 95°C Denaturierung

32 x 10sec 53°C Annealing
7sec 70°C Elongation

5min 70 °C Finale Elongation

Kolonie-PCR mit Tag-Polymerase:

2min 95 °C Initiale Denaturierung
20 sec 95°C Denaturierung

32 x 40 sec 53 °C Annealing
40 sec 72 °C Elongation

5min 72 °C Finale Elongation

Fur die Kolonie-PCR wurden zwei unterschiedliche Primer-Paare verwendet. Zum einen
die fur die Amplifizierung des putativen Acylphosphatasegens verwendeten Primer
(Acylphosphatase-for und Acylphosphatase-rev, 2.1.6), zum anderen zwei auf dem Vektor
pBAD/Myc-His B bindende Primer (pBAD-for und pBAD-rev, 2.1.6).

2.3.3.2 Agarosegelelektrophorese und Dokumentation

Die analytische Auftrennung der DNA erfolgte in 1 %igen Agarosegelen mit 0,5x TBE-
Puffer (2.1.9.2) bei einer Feldstarke von 140 mV als horizontale Gelelektrophorese. Vor
dem Einbringen in die Geltaschen wurden die DNA-Proben mit 1/5 Volumen DNA-
Auftragspuffer (2.1.9.2) versetzt. Zur spateren Auswertung und GroéRenbestimmung der
DNA-Fragmente wurde ein DNA-Langenstandard (GeneRuler™ 100 bp bzw. GeneRuler™
1 kb; Abbildung 12) aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele fur
mindestens 15 min im Dimidiumbromid-Bad gefarbt, mittels des UV-Transilluminators

visualisiert und durch das Gel-Dokumentationssystem digitalisiert (2.2.5).
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(A) (B)

N

— 500

— 250

Abbildung 12: DNA-Langenstandards GeneRuler™ 100 bp (A) bzw. 1 kb (B) DNA Ladder

2.3.3.3 DNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansatzen erfolgte mit einem
kommerziellen Aufreinigungs-Kit (E.Z.N.A. Cycle Pure Kit, Omega Bio-Tek Inc., Norcross,
Georgia, USA), das nach den Angaben des Herstellers verwendet wurde. Plasmide
wurden mittels des peqGOLD plasmid miniprep Kit (Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) den Angaben des Herstellers folgend aufgereinigt. Die anschliel3ende
Konzentrationsmessung von PCR-Produkten, Restriktionsansatzen und aufgereinigten

Plasmiden wurde photometrisch mit Nanodrop (2.2.5) durchgefinhrt.

2.3.34 Restriktionsverdau

Das Schneiden der DNA an den spezifischen Restriktionsschnittstellen wurde mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen (Ncol und Xbal) den Angaben des Herstellers
folgend durchgeftihrt und fir 20 min bei 37 °C inkubiert. Der Restriktionsansatz wurde
Uber ein Agarosegel elektrophoretisch Uberprift (2.3.3.2) und anschlieBend mit dem

Aufreinigungs-Kit (2.3.3.3) prapariert.



2. Material und Methoden 59

Die Restriktionsansatze fur den Vektor und das PCR-Produkt wurden nach dem folgenden

Pipettierschema angesetzt (Tabelle 10):

Tabelle 10: Pipettierschemata der Restriktionsansatze.

Vektor PCR-Produkt

0,5 ug Vektor (= 108 L) 2 ug PCR-Produkt (= 27 L)
15 pL 10x Puffer (FD) 10 pL 10x Puffer (FD)

5 uL Ncol (FD) 10 pL Ncol (FD)

5 pL Xbal (FD) 10 pL Xbal (FD)

5 uL FastAP™ Phosphatase -

12 pL bidest. H,O 43 uL bidest. H,O

2.3.35 Ligation

Die mit Ncol und Xbal geschnittenen PCR-Produkte wurden unter Verwendung der
T4-DNA-Ligase in den ebenso verdauten kommerziellen Vektor pBAD/Myc-His B (2.1.4)
ligiert. Die notigen Ligationen zur Vektorerstellung wurden mit 45 ng (1) bzw. 90 ng (Il)
Vektor und 170 ng PCR-Produkt durchgefiihrt, alle verwendeten Puffer und Enzyme
stammten von Fermentas GmbH (St. Leon-Rot). Die Ligation erfolgte fur 1 h bei 22 °C.

AnschlieBend wurde durch 15 min Inkubation bei 65 °C inaktiviert.
Die Ligationen wurden nach dem folgenden Pipettierschema angesetzt (Tabelle 11):

Tabelle 11: Pipettierschemata der Ligationen

0,5 uL Vektor 1 pL Vektor

15 pL PCR-Produkt 15 pL PCR-Produkt
0,5 uL T4-DNA-Ligase 0,5 uL T4-DNA-Ligase
2 uL Ligase-Puffer 2 uL Ligase-Puffer

2 pL bidest. H,O 1,5 pL bidest. H,O

2.3.3.6 Herstellung kompetenter Escherichia coli TOP10 Zellen

100 mL LB-Medium wurden 1 %ig mit einer Ubernachtkultur von E. coli TOP10-Zellen
angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer ODgqo vVon 0,5 - 0,6 inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugieren geerntet (3000 x g; 5 min; 4°C) und mit 30 mL
Calciumchlorid-Losung (0,1 M; 4 °C) gewaschen. Nach dem Zentrifugieren (3000 x g;
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5 min; 4 °C) wurde das Pellet in 2 mL Calciumchlorid-Lésung (0,1 M; 15 % Glycerol; 4 °C)
resuspendiert. Die in 200 pL-Chargen aliquotierte Zellsuspension wurde direkt fur die

Transformation verwendet oder bei -80 °C gelagert.

2.3.3.7 Transformation von Escherichia coli TOP10 Zellen

Fur die Transformation wurden 200 pL der kompetenten E. coli Zellen auf Eis aufgetaut,
mit 8 pL Ligationsansatz versetzt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock bei 42 °C fur 90 s folgte eine weitere Inkubationzeit von 2 min auf Eis.
AnschlieRend wurde 1 mL LB-Medium hinzugegeben und die Zellen unter Schiitteln bei
37 °C fur 30 min inkubiert. Nach dem Ausplattieren auf LB-Agar-Platten (100 pg/mL

Ampicillin) wuchsen die Kolonien tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

2.3.3.8 Kolonie-PCR

Zum Screening der Transformanten wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde
etwas Zellmaterial von den gewachsenen Kolonien in ein PCR-Reaktionsgefald tberfihrt
und wie in 2.3.3.1 beschrieben eine PCR durchgefiihrt. Die Kolonie-PCR wurde tber ein
Agarosegel elektrophoretisch Uberprift. Die Amplifikation des PCR-Fragments bestatigte
die Insertion des Acylphosphatasegens in den Vektor.

2.3.3.9 Sequenzierung von DNA

Klone, die bei der Kolonie-PCR Amplifikate der gewlinschten GroR3e zeigten, wurden in
50 mL LB-Medium (100 pg/mL Ampicillin) UOber Nacht bei 37 °C unter Schitteln
angezogen. Von diesen Kulturen wurde Plasmid mittels des peqGOLD plasmid miniprep
Kit (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) extrahiert und mit dem Primer pBAD-for
(2.1.6) sequenziert (GATC Biotech GmbH, Konstanz), um die Korrektheit der Gensequenz

zu Uberprifen.

2.3.4 Durchfihrung der Aminosaure- und Peptidversuche mit
Lactobacillus sakei

2.34.1 Metabolisierung von Aminosauren in mMRS-Medium

Um die physiologische Fahigkeit der L. sakei-Stamme Aminosduren aufzunehmen und zu
metabolisieren zu tberprifen, wurden Modellfermentationen in mMMRS-Medium mit einem
Zusatz von 50 mMol/L an Aminoséuren in Doppelbestimmung durchgefihrt. Hierfur
wurden wie in 2.3.1.3 beschrieben Kolonien der Stamme L. sakei TMW 1.1322, L. sakei
TMW 1.1383 und L. sakei TMW 1.1393 kultiviert, 2 mL mMRS-Medium damit angeimpft
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und Uber Nacht bei 30 °C unter Schitteln inkubiert. Anschlieend wurden 18 mL mMRS-
Aminosaure-Stammldsung (2.1.9.1), in denen je eine der Aminosauren L-Valin, L-Leucin,
L-Isoleucin, L-Phenylalanin oder L-Methionin enthalten war, sowie ein Blindwert ohne
Substratzugabe, mit den Ubernachtkulturen angeimpft und 7 Tage bei 30 °C unter
Schutteln inkubiert.

Die Aminosaurekonzentrationen sowie die Konzentration an deren komplementéaren
flichtigen Metaboliten wurden zu Beginn und am Ende der Fermentation gemessen.
Hierfir wurden 7 mL der Fermentationssuspensionen in ein steriles Zentrifugengefaf
dberfihrt und 5 min zentrifugiert (3000 x g; 15°C). 5mL der von Zellen befreiten
Losungen wurden fir die Messung der fliichtigen Metabolite in ein 20 mL Headspace-Vial
(VWR International GmbH, Darmstadt) tberfuhrt und nach Zusatz von 100 pL internem
Standard durch SPME-GC/MS analysiert (2.3.2.1). Weitere 100 pL der von Zellen
befreiten Loésungen wurden fir die Bestimmung der Aminoséaurekonzentrationen verdinnt

(1:20) und nach Reinigung und Derivatisierung durch GC/MS analysiert (2.3.2.3).

Des Weiteren wurde die Entwicklung der Zellzahl wéhrend der gesamten Zeit beobachtet,
um auch hier eventuelle Unterschiede im Zellwachstum in den unterschiedlichen Ansatzen
zu erkennen. Deshalb wurden an den Tagen 1 und 2 zweimal taglich, an den Tagen 3 bis
7 taglich Proben entnommen und die ODggo Wie in 2.3.1.2 beschrieben bestimmt.

2.3.4.2 Metabolisierung von Dipeptiden in mMRS-Medium

In diesen Versuchen wurden Modellfermentationen in mMMRS-Medium mit einem
Uberangebot an freien Aminosauren und Dipeptiden durchgefiihrt. Hierdurch sollte die
Aufnahme und die Metabolisierung von Peptidsubstraten durch die L. sakei-Stamme
beobachtet werden. Des Weiteren sollten Unterschiede im Ausmafd der Metabolisierung
im Vergleich zu freien Aminosauren und aufgrund der Stellung der Aminosauren innerhalb
der Peptide Uberprift werden. Aufgrund der geringen Ldslichkeit der Dipeptide wurden die

folgenden Ansatze mit den angegebenen Konzentrationen durchgefiihrt (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Arbeitsplan zur vergleichenden Bestimmung der Metabolisierung von
Dipeptiden und freien Aminosauren in mMRS-Medium.

Versuch Ansatz Zusatz Konzentration
BW MMRS + L. sakei -
Leu-Met MMRS + L. sakei + Leu-Met 2 mMol/L
Met-Leu MMRS + L. sakei + Met-Leu 2 mMol/L
LEU MET _ _
Leu + Met MMRS + L. sakei + Leu + Met je 2 mMol/L
Leu MMRS + L. sakei + Leu 4 mMol/L
Met MMRS + L. sakei + Met 4 mMol/L
BW MMRS + L. sakei -
Phe-Val MMRS + L. sakei + Phe-Val 2 mMol/L
Val-Phe mMMRS + L. sakei + Val-Phe 2 mMol/L
PHE_VAL . .
Phe + Val MMRS + L. sakei + Phe + Val je 2 mMol/L
Phe MMRS + L. sakei + Phe 4 mMol/L
Val MMRS + L. sakei + Val 4 mMol/L

Hierfir wurden wie in 2.3.1.3 beschrieben Kolonien kultiviert, 2 mL mMRS-Medium damit
angeimpft und Uber Nacht bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Fir Ansétze mit
Dipeptid-Zusatz wurden die Dipeptide in ein steriles 15 mL-Zentrifugengefal® eingewogen
(Leu-Met: 10,5 mg; Met-Leu: 10,5 mg; Phe-Val: 10,6 mg; Val-Phe: 10,6 mg), in 18 mL
MMRS-Medium (0,3 % Glucose, keine Maltose) geldst und steril filtriert (0,45 pm). Fir
Ansatze mit Zusatz freier Aminosduren wurden 1 mL (4 mMol/L) bzw. je 0,5mL
(je 2 mMol/L) Aminosaure-Stammldsung in H,O dest. (2.1.9.3) zu 17 mL mMRS-Medium
(0,3% Glucose, keine Maltose) pipettiert. Die Ldsungen wurden mit den

Ubernachtkulturen angeimpft und 7 Tage bei 30 °C unter schitteln inkubiert.

Die Aminosaure- und Dipeptidkonzentrationen sowie die Konzentration an deren
komplementéren flichtigen Metaboliten wurden zu Beginn und am Ende der Fermentation
gemessen. Hierfir wurden 7 mL der Fermentationssuspensionen in ein steriles
Zentrifugengefall tberfuhrt und 5 min zentrifugiert (3000 x g; 15 °C). 5 mL der von Zellen
befreiten Losungen wurden fir die Messung der flichtigen Metabolite in ein 20 mL
Headspace-Vial (VWR International GmbH, Darmstadt) Uberfiihrt und nach Zusatz von
100 pL internem Standard durch SPME-GC/MS analysiert (2.3.2.1). 1mL der

zentrifugierten Lésung wurde in ein Eppendorf®-ReaktionsgefaR (ERG) uberfiihrt und bis



2. Material und Methoden 63

zur Messung durch LC-UV/ESI-MS" (2.3.2.4) bei -18 °C gelagert. Weitere 100 pL der von
Zellen befreiten Losungen wurden fur die Bestimmung der Aminosdurekonzentrationen

verdiinnt (1:10) und nach Reinigung und Derivatisierung durch GC/MS analysiert (2.3.2.3).

Wie in 2.3.4.1 beschrieben wurde auch hier die Entwicklung der Zellzahl wahrend der
gesamten Zeit beobachtet. Der Arbeitsplan wurde in Doppelbestimmung mit dem Stamm
L. sakei TMW 1.1322 durchgefihrt.

2.3.4.3 Resting Cells (R/C)

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Metabolisierung von Dipeptiden in mMRS-
Medium durch L. sakei (3.1.2) zeigten auf, dass eine Beobachtung der Metabolisierung
von Aminosaure- und Peptidzusatzen in geringen Konzentrationen in mMRS-Medium
schwierig ist. Um die biologische Variabilitat einzuschrdnken und gezielt einzelne
Substrate fir die Metabolisierung bereitzustellen, wurde eine Biotransformationsmethode
entwickelt, die es ermdglichte selbst geringste Unterschiede im AusmafR der

Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden zu messen.

Hierflr dienten Zellsuspensionen mit einer ODgy vVon 1 in einem 50 mMolaren Natrium-
Phosphat-Puffer bei pH 6,5. Wie in 2.3.1.3 beschrieben, wurden Zellen der Stdmme
L. sakei TMW 1.1322, L.sakei TMW 1.1383 und L.sakei TMW 1.1393 Kkultiviert und
geerntet. Die geernteten Zellen wurden 2 x mit Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5)
durch Resuspension und Zentrifugieren gewaschen. AnschlieBend wurde durch
Resuspension bis zu einer ODgg von 1 in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) eine

Zellsuspension hergestellt.

In Vorversuchen wurde das Maximum der Bildung der flichtigen Substanzen in
Abhangigkeit von der Zeit ermittelt und das Ergebnis fiir die vergleichenden Messungen
zwischen unterschiedlichen Stdmmen verwendet. Hierfir wurden freie Aminosauren in
einer Konzentration von 4 mMol/L in einer Suspension aus Resting Cells gelést und
Fermentationen bei 30 °C durchgefiihrt. Taglich wurden die Aminosaurekonzentrationen
im Puffer sowie die Bildung von flichtigen Substanzen gemessen und beobachtet.
AulRerdem wurden die Zellsuspensionen bzw. Verdinnungen der Suspensionen taglich
auf mMMRS-Agar-Platten ausgestrichen, um ein Sterben der Zellen feststellen zu kénnen.
Des Weiteren wurde der Einfluss der Coenzyme a-Ketoglutarsaure (10 mM) und
Pyridoxal-5-phophat (2 mM) auf die Bildung der fliichtigen Aminosauremetabolite

untersucht.
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2344 Metabolisierung von Aminosauren und Dipeptiden durch Resting Cells

Um die Transporteffizienz von Dipeptiden und Aminoséuren in die Zelle und das Ausmal}
ihrer Metabolisierung Zu vergleichen, wurden mit der dargestellten
Biotransformationsmethode (2.3.4.3) Fermentationsversuche mit drei verschiedenen
Stammen L. sakei (TMW 1.1322, TMW 1.1383 und TMW 1.1393) und drei verschiedenen
Substratkombinationen aus Dipeptiden und Aminoséuren in aquimolaren Konzentrationen
durchgefuhrt. Durch die Auswahl der Dipeptide wurde auRerdem ermittelt, ob die Stellung
der Aminosauren innerhalb der Peptide eine Bevorzugung der zellularen
Transportsysteme bzw. der fir die Metabolisierung von Aminosauren verantwortlichen

Enzyme erkennen lasst (Tabelle 13).

Tabelle 13: Arbeitsplan zur vergleichenden Bestimmung der Metabolisierung von
Dipeptiden und freien Aminoséuren durch Resting Cells (R/C).

Versuch Ansatz Zusatz Konzentration
BW | R/C + L. sakei -
Leu-Met R/C + L. sakei + Leu-Met 10 mMol/L
LEU MET _
Met-Leu R/C + L. sakei + Met-Leu 10 mMol/L
Leu + Met R/C + L. sakei + Leu + Met je 10 mMol/L
BW | R/C + L. sakei -
Phe-Val R/C + L. sakei + Phe-Val 10 mMol/L
PHE_ VAL .
Val-Phe R/C + L. sakei + Val-Phe 10 mMol/L
Phe + Val R/C + L. sakei + Phe + Val je 10 mMol/L
BW | R/C + L. sakei -
LEU LEU Leu-Leu R/C + L. sakei + Leu-Leu 10 mMol/L
Leu + Leu R/C +L. sakei + Leu + Leu je 10 mMol/L

Hierfir wurden wie in 2.3.4.3 beschrieben Resting Cells hergestellt. Fir Ansétze mit
Aminosaure- oder Dipeptid-Zusatz wurden die Substrate (Leu-Met: 39,4 mg;
Met-Leu: 39,4 mg; Phe-Val: 39,7 mg; Val-Phe: 39,7 mg; Leu-Leu: 36,7 mg; Leu: 19,7 mg;
Met: 22,4 mg; Phe: 24,8 mg; Val: 17,6 mg; Leu 20 mM: 39,4 mg) sowie die Coenzyme
(a-Ketoglutarsdure: 25,2 mg; PLP: 7,4mg) in ein steriles 50 mL-Zentrifugengefaf}
eingewogen und in 15 mL Resting Cells gelost. Fur den Blindwert wurden die Coenzyme

(a-Ketoglutarsaure: 33,6 mg; PLP: 9,9mg) in ein steriles 50 mL-Zentrifugengefald
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eingewogen und in 20 mL Resting Cells gelost. AnschlieRend wurden bei Ansatzen mit
Substrat-Zusatz je 2x 5mL, bei den Blindwerten 3x 5mL in ein steriles 20 mL
Headspace-Vial Uberfiihrt und 100 pL interner Standard zugeftigt. Des Weiteren wurden je
4 x 1 mL der Fermentationssuspensionen in ein ERG pipettiert. Alle Ansatze wurden bei
30 °C inkubiert.

Die Aminoséaure- und Dipeptidkonzentrationen, sowie die Menge an D-Glucose in den
Fermentationssuspensionen wurden an den Tagen O, 1, 3 (bzw. 4) und 5 bestimmt. Hierfur
wurden die Fermentationsansatze in den ERGs zum jeweiligen Zeitpunkt durch
Zentrifugieren von den Zellen getrennt und der Uberstand verwendet. Je 100 pL der von
Zellen befreiten Lésungen wurden verdinnt (1:10) und fir die Bestimmung der
Aminosaurekonzentrationen nach Reinigung und Derivatisierung durch GC/MS analysiert
(2.3.2.3) bzw. enzymatisch die Konzentration an D-Glucose bestimmt (2.3.2.5). Fur die
Bestimmung der Peptidkonzentrationen wurde die verbleibende Menge der zentrifugierten
Losungen bis zur Messung durch LC-UV/ESI-MS" (2.3.2.4) bei -18 °C gelagert. Die
Konzentrationen der komplementéaren flichtigen Metabolite wurden an den Tagen
0, 3 (bzw. 4) und 5 der Fermentation gemessen. Hierflr wurden die Fermentationsansatze
in den 20 mL Headspace-Vials zum jeweiligen Zeitpunkt durch SPME-GC/MS analysiert
(2.3.2.1). Der Wert des Blindwertes fur den Tag 0 wurde auch fiir Ansatze mit
Substratzusatz verwendet. Durch die Methode und das verwendete Gerat bedingt
(2.3.2.1), war eine Messung der flichtigen Bestandteile in den Ansatzen nicht zum exakt
gleichen Zeitpunkt durchfiihrbar. Deshalb wurden die Ergebnisse aus den drei
Messpunkten jedes Ansatzes durch eine Funktion beschrieben und der Gehalt zu dem in

Vorversuchen bestimmten Maximum der Metabolitbildung berechnet (3.1.3.1).

Der Arbeitsplan wurde in Dreifachbestimmung fur alle verwendeten Stamme L. sakei
durchgefuhrt. Als sich zeigte, dass die Ergebnisse aus den Aminoséaure- und Glucose-
Bestimmungen in den unterschiedlichen Versuchen (Tabelle 13) mit den verschiedenen
Stammen L. sakei die gleichen Ergebnisse lieferten, wurde hier auf eine
Dreifachbestimmung verzichtet. Sie wurden jedoch fir jede Substratkombination und flr

jeden Stamm L. sakei mindestens einmal ermittelt.

AulRerdem wurden fur die Blindwerte der flichtigen Metabolite der Dipeptide und
Aminosauren in Natrium-Phosphat-Puffer die Substrate (Leu-Met: 13,1 mg;
Met-Leu: 13,1 mg; Phe-Val: 13,2 mg; Val-Phe: 13,2 mg; Leu-Leu: 12,2 mg; Leu: 6,6 mg;
Met. 7,5 mg; Phe: 8,3mg; Val: 59 mg; Leu 20 mM: 13,1 mg), sowie die Coenzyme

(a-Ketoglutarsdure: 8,4 mg; PLP: 2,5mg) in ein steriles 20 mL Headspace-Vial
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eingewogen, in 5 mL Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) gelést und 5 Tage bei
30 °C inkubiert. Die Konzentrationen der komplementéren fliichtigen Metabolite wurden an
den Tagen 0, 3 (bzw. 4) und 5 durch SPME-GC/MS analysiert (2.3.2.1). Dies wurde fur
Dipeptide in Einfachbestimmung, fir freie Aminosauren in Dreifachbestimmung
durchgefunhrt.

2.34.5 Metabolisierung von Aminosauren und Tetrapeptiden durch
Resting Cells

Die in Abschnitt 2.3.4.3 beschriebene Biotransformationsmethode wurde auch verwendet,
um die Transporteffizienz von Tetrapeptiden und Aminosauren in die Zelle und das
Ausmal ihrer Metabolisierung zu vergleichen. Hierfir wurden Fermentationsversuche mit
drei verschiedenen Stammen L. sakei (TMW 1.1322, TMW 1.1383 und TMW 1.1393) und
einer Substratkombination aus Tetrapeptiden und Aminosauren in &aquimolaren
Konzentrationen durchgefiihrt. Durch die Auswahl der Tetrapeptide sollte ermittelt werden,
ob die Stellung der Aminosauren innerhalb der Peptide eine Bevorzugung der zellularen
Transportsysteme bzw. der fir die Metabolisierung von Aminosauren verantwortlichen

Enzyme erkennen lasst (Tabelle 14).

Tabelle 14: Arbeitsplan zur vergleichenden Bestimmung der Metabolisierung von
Tetrapeptiden und freien Aminosauren durch Resting Cells (R/C).

Versuch Ansatz Zusatz Konzentration
BW | R/C + L. sakei -

PHE_MET_  F-M-L-V R/C + L. sakei + F-M-L-V 10 mMol/L

LEU VAL M-F-V-L R/C + L. sakei + M-F-V-L 10 mMol/L
F+M+L+V R/C+L.sakei+F+M+L+V je 10 mMol/L

Die Versuche wurden analog den in Abschnitt 2.3.4.4 beschriebenen Untersuchungen zur
Metabolisierung von Aminosduren und Dipeptiden durch Resting Cells durchgefihrt.
Aufgrund der schlechten Ldéslichkeit der Tetrapeptide wurden diese fiir die Bestimmung
der Aminosaure-, Peptid- und D-Glucosekonzentrationen in ein steriles 15 mL
Zentrifugengefald bzw. fur die Bestimmung der flichtigen Metabolite in die 20 mL
Headspace-Vials eingewogen (F-M-L-V: 25,4 mg; M-F-V-L: 25,4 mg) und je 5 mL Resting

Cells, in denen die Coenzyme geldst waren, zugegeben.

Der Arbeitsplan wurde in Dreifachbestimmung fur alle verwendeten Stamme L. sakei

durchgefuhrt. Als sich zeigte, dass die Ergebnisse aus den Aminosaure- und Glucose-
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Bestimmungen in den unterschiedlichen Versuchen (Tabelle 14) mit den verschiedenen
Stdmmen L. sakei die gleichen Ergebnisse lieferten, wurde hier auf eine
Dreifachbestimmung verzichtet. Sie wurden jedoch fir jede Substratkombination und fir

jeden Stamm L. sakei mindestens einmal ermittelt.

AuBerdem wurden fir die Blindwerte der flichtigen Metabolite der Tetrapeptide in
Natrium-Phosphat-Puffer die Substrate (F-M-L-V: 25,4 mg; M-F-V-L: 25,4 mg) sowie die
Coenzyme (o-Ketoglutarsaure: 8,4 mg; PLP: 2,5 mg) in Einfachbestimmung in ein steriles
20 mL Headspace-Vial eingewogen, in 5 mL Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4)
geldst und 5 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Konzentrationen der komplementéren fliichtigen
Metabolite wurden an den Tagen 0, 3 (bzw. 4) und 5 durch SPME-GC/MS analysiert
(2.3.2.2).

2.3.4.6 Metabolitbildung anderer Starterkulturen aus der Rohwurstreifung

Um die Methode zu Uberpriifen und Unterschiede zwischen verschiedenen Starterkulturen
zu erkennen, wurden die in Tabelle 13 (2.3.4.4) und Tabelle 14 (2.3.4.5) beschriebenen
Versuche in Einfachbestimmung mit L. plantarum TMW 1.708 und S. carnosus
TMW 2.801, zwei weiteren in der Rohwurstherstellung verwendeten Starterkulturen,
durchgefihrt. Die Versuche wurden analog den in Abschnitt 2.3.4.4 und Abschnitt 2.3.4.5
beschriebenen Untersuchungen zur Metabolisierung von Aminosduren und Dipeptiden
bzw. Tetrapeptiden durch Resting Cells durchgefihrt, auf eine Bestimmung der

Aminosaure-, Peptid- und Glucosekonzentrationen wurde hier verzichtet.

2.3.4.7 Zusatz von a-Ketosauren als Substrate

Da die Transaminierung der Aminosauren zu a-Ketosauren im ersten Reaktionsschritt des
Aminosauremetabolismus in L. sakei sehr gering ist (3.1.4), wurden mit der dargestellten
Biotransformationsmethode  (2.3.4.3)  Fermentationsversuche  mit  aquimolaren
Konzentrationen an Aminosauren und deren komplementaren a-Ketosauren als Substrate
(20 mMol/L) durch den Stamm L. sakei TMW 1.1383 durchgefuhrt. Die Versuche wurden
analog den in Abschnitt 2.3.4.4 beschriebenen Untersuchungen zur Metabolisierung von
Aminoséauren und Dipeptiden durch Resting Cells durchgefuhrt. Auf eine Bestimmung der
Aminosaure- und Glucosekonzentrationen wurde hier verzichtet. Es wurde eine
Konzentration der Substrate von 20 mMol/L in 15 mL Resting Cells gewahlt (Val: 35,2 mg;
KIV: 41,4 mg; Leu: 39,4 mg; KIC: 39,0 mg; Phe: 49,6 mg; PPA: 49,3 mg; Met: 44,8 mg;
KMBA: 51,1 mg).
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AuBerdem wurden fur die Blindwerte der flichtigen Metabolite der a-Ketosduren in
Natrium-Phosphat-Puffer die Substrate (KIV: 13,8 mg; KIC: 13,0 mg; PPA: 16,4 mg;
KMBA: 17,0 mg) sowie die Coenzyme (a-Ketoglutarsédure: 8,4 mg; PLP: 2,5mg) in
Doppelbestimmung in sterile 20 mL Headspace-Vial eingewogen, in 5 mL Natrium-
Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) gelést und 5 Tage bei 30 °C inkubiert. Die
Konzentrationen der komplementaren flichtigen Metabolite wurden an den Tagen
0, 3 (bzw. 4) und 5 durch SPME-GC/MS analysiert (2.3.2.1).

2.3.5 Aktivitatsgeleitete Aufreinigung eines Enzyms mit

Transaminierungsaktivitat aus Lactobacillus sakei TMW 1.1322

2351 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Die mit bidest. Wasser
verdinnten Proben (100 pL) wurden mit 1 mL Bradford-Loésung vermischt und nach
frihestens 2 min photometrisch bei 595 nm gegen einen Blindwert ohne Proteingehalt
(100 pL bidest. Wasser) vermessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde eine
Kalibriergerade mit BSA als Standard erstellt.

2.35.2 Zellaufschluss von Lactobacillus sakei TMW 1.1322

Fur die Herstellung von Rohproteinextrakten und die darauffolgende Proteinaufreinigung
wurden wie in 2.3.1.3 beschrieben Zellen des Stammes L. sakei TMW 1.1322 in 20 L
MMRS-Medium  kultiviert und geerntet. Es wurde ausschlieBlich mit diesem
Bakterienstamm gearbeitet, da es sich hierbei um den genomsequenzierten Stamm
L. sakei 23K handelt. Die geernteten Zellen wurden zweimal mit Kalium-Phosphat-Puffer
(50 mM; pH 7,4) durch Resuspension und Zentrifugieren gewaschen und vereint. Nach
Zugabe von 8 mL Startpuffer (System Anionenaustausch; 2.2.1) wurden die Zellen durch
10-malige Ultraschallbehandlung (30 sec, Intensitdt 10 %) auf Eis lysiert. Die
Zellbestandteile wurden durch zweimaliges Zentrifugieren (12000 x g; 20 min; 4 °C) von
den ldslichen Proteinen getrennt. AnschlieRend wurde die Proteinkonzentration im so

erhaltenen Rohproteinextrakt bestimmt (2.3.5.1).

Zu Beginn der Arbeiten zur aktivitdtsgeleiteten Aufreinigung eines Enzyms mit
Transaminierungsaktivitat wurde vor der Lysis durch Ultraschall eine Lysozymbehandlung
durchgefuhrt. Hierfur wurden 10 mg/mL Lysozym aus Huhnereiweis zugegeben und 1 h
bei 30 °C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt zur Entfernung des zugesetzten

Lysozyms, wurden die Bakterien wie oben beschrieben mittels Sonotrode aufgeschlossen.
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2.3.5.3 Enzymassay zur Uberpriifung der Transaminierungsaktivitat

Um die Transaminierungsaktivitdt der Rohproteinextrakte und der durch FPLC
aufgereinigten Fraktionen zu tberprifen, wurde ein Enzymassay in Anlehnung an Thage
et al. (2004) entwickelt. Hierbei wurde die enzymatisch katalysierte Bildung von
a-Ketoisocapronsaure aus der Aminosaure Leucin bzw. von L-Glutaminsaure aus
a-Ketoglutarsaure beobachtet. Der Assaypuffer mit einem Gesamtvolumen von 250 pL
bestand aus Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4; 2.1.9.2) und beinhaltete
a-Ketoglutarsaure (5 mM), Pyridoxal-5-phosphat (50 uM), das Substrat Leucin (5 mM),
sowie 100 pyL Rohproteinextrakt bzw. aufgereinigte Fraktion (im folgenden Proteinextrakt
genannt). Stammlésungen von a-Ketoglutarsédure und Leucin wurden vor jedem Test frisch
hergestellt, PLP-Stammlésung wurde fir maximal 4 Wochen bei -20 °C gelagert. Die
Inkubationszeit betrug 24 Stunden bei 37 °C, die Reaktion wurde durch Erhitzung auf
80 °C fur 15 min gestoppt. Zu jedem Testansatz wurden Kontrollen hinzugefligt, Blindwert
A (BW A) ohne Zusatz von Protein und Blindwert B (BW B) ohne Zusatz von Substrat.

Fur die Herstellung des Assaypuffers wurden zu 75 puL Kalium-Phosphat-Puffer (100 mM;
pH 7,4) und 45pL bidest. H,O je 10puL der Stammldésungen in bidest. H,O
(a-Ketoglutarsaure: 21,0 mg/mL; Leu: 16,4 mg/mL und PLP: 15,4 mg/100 mL) pipettiert.
Die Reaktion wurde durch Zusatz von 100 pL Proteinextrakt und Inkubation bei 37 °C
gestartet. Fir BW A wurden 100 pL Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) anstelle von

Proteinextrakt, fur BW B 10 pL bidest. H,O anstelle von Leucin-Stammlésung verwendet.

Die gebildete Menge an a-Ketoisocapronsaure wurde durch HPLC-UV analysiert (2.3.2.6),
die gebildete Menge an L-Glutaminsaure wurde durch einen kauflich erworbenen
Enzymtest beobachtet (2.3.2.7).

2354 FPLC-Aufreinigung

Fur die Identifizierung eines Enzyms mit Transaminierungsaktivitat wurde eine zweistufige,
aktivitatsgeleitete Aufreinigung durch Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC)
gewahlt. Im ersten Schritt wurden 15 mL des wie in 2.3.5.2 beschrieben hergestellten
Rohproteinextraktes durch eine ionenaustauschchromatographische Trennung an den
quartdren Ammoniumverbindungen der Q-Sepharose™ High Performance-Matrix einer
HiLoad 16/10 Q Sepharose HP-Saule (GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala,
Schweden) fraktioniert (System Anionenaustausch; 2.2.1). Das UV-Chromatogramm der
Aufreinigung ist in Abbildung 68 (Anhang) dargestellt. Je 100 pL der erhaltenen Fraktionen

wurden direkt auf Transaminaseaktvitat tberprift.
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Die aktiven Fraktionen aus dem ersten Aufreinigungsschritt wurden vereint und mithilfe
eines VIVASPIN 20 3000 MWCO PES-Konzentrators (Sartorius Stedim Biotech S.A.,
Aubagne Cedex, Frankreich) auf ein Volumen von ca. 1,5mL eingeengt und der
Natriumchlorid-Gehalt analog dem Elutionspuffer fir das System Gelfiltration (2.2.1) auf
0,15 M eingestellt. Im zweiten Aufreinigungsschritt wurden die Proteine aus 700 pL der
konzentrierten aktiven Fraktionen durch Gelfiltration ihrer GréRe nach fraktioniert. Hierfur
diente die Sephadex™-Matrix einer Superdex 200 10/300 GL-Saule (GE Healthcare
Biosciences AB, Uppsala, Schweden), bestehend aus quervernetzten Dextran/Agarose-
Gelkugelchen (System Gelfiltration; 2.2.1). Das UV-Chromatogramm der Aufreinigung ist
in Abbildung 69 (Anhang) dargestellt. Je 100 uL der erhaltenen Fraktionen wurden direkt

auf Transaminaseaktvitat Gberprift.

Da der UV-Peak des zweiten Aufreinigungsschrittes eine sehr hohe Absorption zeigte, auf
SDS-PAGE-Gelen jedoch keine Proteinbanden erkennbar waren (nicht gezeigt), wurden
die vereinten aktiven Fraktionen aus der Gelfiltration mittels LC-UV/ESI-MS" analysiert.
Hierfir wurde die gleiche Methode wie fir die Bestimmung der Dipeptidkonzentrationen
angewandt (2.2.2).

2.355 Entsalzung und Gefriertrocknung aktiver Fraktionen

Die aktiven Fraktionen nach dem zweiten Aufreinigungsschritt (2.3.5.4) wurden, um eine
gute Trennung bei der anschlieBenden SDS-PAGE zu gewahrleisten, mit den kauflich
erwerblichen Zeba™ Desalt Spin Columns 5 mL (Thermo Fisher Scientific, Bonn) den
Angaben des Herstellers folgend entsalzt. Hierfir wurden die Fraktionen auf die
Entsalzungssaule aufgetragen, diese in ein steriles 15 mL-Zentrifugengefald gegeben und
2 min bei 1000 x g zentrifugiert. Das Eluat entsprach den entsalzten, vereinten Fraktionen
und wurde vor der Gefriertrocknung auf Transaminierungsaktivitat tberprift. Aufgrund der
geringen Probemenge wurden dazu 50 pL entsalzte Fraktionen mit 50 pL Kalium-
Phosphat-Puffer (100 mM; pH 7,4) versetzt und ein Enzymassay wie in 2.3.5.3
beschrieben durchgefihrt. Es wurde die gebildete Menge an L-Glutaminsaure gemessen
(2.3.2.7), da dieser Nachweis eine geringere Nachweisgrenze als die HPLC-Bestimmung

der KIC aufweist.

Um die entsalzten Fraktionen zu konzentrieren, wurden sie in ein 1,5 mL-ERG uberfuhrt
und Uber Nacht gefriergetrocknet. Die lyophilisierten Proteine wurden vor der SDS-PAGE
in Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) gelost.
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2.35.6 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Férbung

Zur Untersuchung von Proteinldsungen auf Grof3e und Reinheit des Zielproteins wurde
eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefihrt.
Dazu wurden vier Teile Proteinlésung mit einem Teil 5x Ladepuffer (2.1.9.2) versetzt. Zur
spateren Auswertung und GréfRenbestimmung der Proteine wurde ein Protein-
GroRenstandard (SDS 7 Marker MW 14000 - 66000; Abbildung 13) verwendet, welcher
vor der Denaturierung 1:1 mit Dithiothreitol versetzt wurde. Die vorbereiteten Proben und
der Protein-GroRRenstandard wurden 5 min bei 95 °C denaturiert und vor dem Auftragen
auf das Gel auf Eis gekuhlt. Anschlieend wurden die Proben auf homogene Tris-Glycin-
Gele (12 % bzw. 18 % SDS, 1 mm Schichtdicke) oder auf ein Tris-Glycin-Gradienten-Gel
(4-20% SDS, 1 mm Schichtdicke) (Anamed Elektrophorese GmbH, Grol3-Bieberau)
aufgetragen und in einer vertikalen Gelkammer fir 90 Minuten bei einer konstanten

elektrischen Spannung von 125 V aufgetrennt.

b6 Da

45 Da
- 36 Da

— 29Da
S 24 Da

20.1 Da

m—— 14.2 Da

Abbildung 13: Protein-Grolienstandard. SDS 7 Marker MW 14000 - 66000.

Fur die Sichtbarmachung der Proteinbanden auf den Gelen wurden zwei Methoden
gewahlt. Zum einen wurden die Gele in Coomassie-Farbeldsung fur eine Stunde gefarbt,
zweimal eine Stunde in Entfarbeldsung fir Proteingele geschuttelt und Uber Nacht in dest.
H,O entfarbt (2.1.9.3). Zum anderen wurde eine modifizierte Silberfarbung nach Blum et
al. (1987) angewandt. Alle Arbeitsschritte wurden unter Schiitteln durchgefihrt, fir die
Zusammensetzung der Losungen siehe 2.1.9.3. Sollten Banden fur die Sequenzierung

von Proteinen ausgeschnitten werden, wurde fir alle Lésungen und Waschschritte bidest.
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H,O verwendet. Die Proteingele wurden mindestens 2 Stunden oder tber Nacht in
Fixierldsung gelegt und anschlieRend 3x 20 min mit Waschlosung gewaschen. Auf eine
1-minutige Behandlung mit Sensitivierlosung und drei Waschschritte mit bidest. H,O fiir je
20 sec folgte die einstiindige Farbung mit Farbeldsung. Nach weiteren drei Waschschritten
mit bidest. H,O fir je 20 sec wurden die Proteinbanden durch 5 - 10-minitiges Schiitteln in
Entwicklerldsung sichtbar gemacht. Es folgten ein weiterer Waschschritt in bidest. H,O fur
eine Minute, eine 5-minitige Behandlung mit Stoplésung und ein letzter Waschschritt fur
30 min in bidest. H,O. Die Gele wurden verschweildt in 1 %iger Essigsaure bei 4 °C

gelagert.

2.35.7 Sequenzierung von Proteinbanden

Aufgereinigte  Proteinbanden, welche zur Identifizierung des Enzyms mit
Transaminierungsaktivitdt von Interesse waren, wurden aus den gefarbten Gelen
ausgeschnitten, in einem 0,2 mL ERG mit 150 L Fixierlésung (2.1.9.3) versetzt und bei
-20 °C gelagert. Die Sequenzierung wurde durch das Zentrallabor fir Proteinanalytik (ZfP)

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen durchgefihrt.

2.3.6 Klonierung, heterologe Expression, Aufreinigung und
biochemische Uberpriifung einer putativen Acylphosphatase aus
Lactobacillus sakei TMW 1.1322 in Escherichia coli TOP10

2.3.6.1 Klonierung

Die Nukleotidsequenz eines putativen Acylphosphatasegens aus L. sakei TMW 1.1322
(= L. sakei 23K) war bereits aus einer Datenbank (Chaillou et al. 2005) bekannt
(NC 007576; Abbildung 70, Anhang). Als Template fur die PCR-Reaktion wurde
genomische DNA aus L. sakei TMW 1.1322-Zellen verwendet (2.3.3.1). Die PCR mit KOD
DNA-Polymerase wurde mit Primern, die jeweils eine Restriktionsschnittstelle enthielten
(2.1.6), durchgefuhrt (2.3.3.1). Das aufgereinigte PCR-Amplifikat (2.3.3.3) wurde mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen (Ncol und Xbal) an den spezifischen
Restriktionsschnittstellen  geschnitten (2.3.3.4) und in den mit den gleichen
Restriktionsendonukleasen geschnittenen Expressionsvektor pBAD/Myc-His B (2.1.4)
ligiert (2.3.3.5; Abbildung 71, Anhang). Der Expressionsvektor wurde in kompetente E. coli
TOP10-Zellen (2.3.3.6) transformiert (2.3.3.7). Die Insertion des Genfragments in den
Vektor pBAD/Myc-His B wurde mittels Kolonie-PCR Uberprift (2.3.3.8). Des Weiteren

wurde aus Klonen, die bei der Kolonie-PCR Amplifikate der gewiinschten Grofe zeigten,
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Plasmid extrahiert und sequenziert (2.3.3.9), um die Korrektheit der Gensequenz zu

Uberprifen.

2.3.6.2 Heterologe Expression

Fur die heterologe Expression einer putativen Acylphosphatase in E. coli wurden LB-Agar-
Platten (100 pg/mL Ampicillin) mit Glycerolkulturen des Klons beimpft und bei 37 °C fur
2 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden diese mit Parafilm® verschlossen und bei 4 °C fiir

maximal 7 Tage gelagert.

Um Klone fir die Expression des Proteins und die anschlieRende Aufreinigung zu
kultivieren, wurden 50 mL LB-Medium (100 pg/mL Ampicillin) mit einer Kolonie beimpft
und Uber Nacht unter Schutteln (160 rpm) bei 37 °C inkubiert. 4x 500 mL LB-Medium
(100 pg/mL Ampicillin) wurden mit je 5 mL der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C
unter Schutteln (160 rpm) bis zu einer ODggo vVon 0,7 inkubiert. Nach Erreichen einer ODggo
von 1 durch Inkubation unter Schutteln (160 rpm) bei 30 °C wurde die Expression des
rekombinanten Proteins durch Zugabe von L(+)-Arabinose (100 uM) induziert. Die

Expression erfolgte ber Nacht bei 30 °C unter Schiitteln (120 rpm).

2.3.6.3 Aufreinigung

2.3.6.3.1 Zellaufschluss von Escherichia coli TOP10

Fur die Herstellung von Rohproteinextrakten und die darauffolgende Proteinaufreinigung
wurden wie in 2.3.6.2 beschrieben Zellen des Klons kultiviert, induziert und nach der
Expression durch Zentrifugieren (3000 x g, 20 min, 4 °C) geerntet. Die geernteten Zellen
wurden zweimal mit Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) durch Resuspension und
Zentrifugieren gewaschen und vereint. Nach Zugabe von 5 mL Waschpuffer (System
His-Trap; 2.2.1) wurden die Zellen durch 5-malige Ultraschallbehandlung (30 sec,
Intensitat 10 %) auf Eis lysiert. Die Zellbestandteile wurden durch zweimaliges
Zentrifugieren (12000 xg; 20 min; 4°C) von den l6slichen Proteinen getrennt.
AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration im so erhaltenen Rohproteinextrakt
bestimmt (2.3.5.1).

2.3.6.3.2 His-Tag-Affinitatschromatographie

Fur die Aufreinigung der heterolog exprimierten Acylphosphatase wurde eine
affinitatschromatographische Trennung (IMAC) des His-Tags an der Ni-Sepharose™ High

Performance-Matrix einer HisTrap FF 5 mL-Affinittssdule (GE Healthcare Biosciences
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AB, Uppsala, Schweden), welche an ein FPLC-System angeschlossen war, durchgefihrt.
Es wurden 5mL des wie in 2.3.6.3.1 beschrieben hergestellten Rohproteinextraktes
injiziert und fraktioniert (System His-Trap; 2.2.1). Die Fraktionen unter dem Peak im
UV-Chromatogramm der FPLC-Aufreinigung (Abbildung 72, Anhang) wurden durch die
Methode nach Bradford (2.3.5.1) auf Proteingehalt tberpruft.

In gleicher Weise wurden Zellen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 kultiviert,
aufgeschlossen und der His-Tag-Affinitatschromatographie unterzogen.

2.3.6.3.3 Pufferwechsel, Konzentrierung und SDS-PAGE

Bei den vier Fraktionen mit der héochsten Proteinkonzentration (0,69 - 1,37 pg/mL;
Fraktionen 13 - 16) wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt, da sich das fur die Elution von
der Ni-Sepharose™ High Performance-Matrix notwendige Imidazol storend auf die
Enzymaktivitat auswirken konnte. Es wurden die kauflich erwerblichen Zeba™ Desalt Spin
Columns 5 mL (Thermo Fisher Scientific, Bonn) den Angaben des Herstellers folgend
vorbereitet. AnschlieBend wurden die Fraktionen auf die Entsalzungssaule aufgetragen,
diese in ein steriles 15 mL-Zentrifugengefal gegeben und 2 min bei 1000 x g zentrifugiert.
Das Eluat entsprach den Proteinen aus den vereinten Fraktionen im gewtnschten Kalium-
Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4). Es wurde mithilfe eines VIVASPIN 2 3000 MWCO PES-
Konzentrators (Sartorius Stedim Biotech S.A., Aubagne Cedex, Frankreich) auf ein

Volumen von ca. 1,5 mL eingeengt.

Zur Untersuchung der konzentrierten Proteinlosung auf Grée und Reinheit des
Zielproteins, wurde eine SDS-PAGE wie in 2.3.5.6 beschrieben mit einem homogenen
Tris-Glycin-Gel (18 % SDS) durchgefihrt.

Mit den identischen Fraktionen der His-Tag-Affinitditschromatographie des Wildtyps des
Stammes E. coli TOP10 wurde in gleicher Weise verfahren.

2.3.6.4 Biochemische Uberpriifung

2.3.6.4.1 Enzymassay zur Uberpriifung der Acetylphosphataseaktivitét

Die Hauptaktivitdt der putativen Acylphosphatase, die Hydrolyse von Acylphosphaten,
wurde durch einen Enzymassay nach Albina et al. (1999) Uberprift. Es wurde der
enzymatische Abbau des als Substrat zugesetzten Acetylphosphat gemessen. Der
Assaypuffer mit einem Gesamtvolumen von 200 pL bestand aus Triethanolaminpuffer
(0,1 M; pH 7,4; 2.1.9.2) und beinhaltete NAD" (10 mM), das Substrat Acetylphosphat
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(4 mM), sowie 50 uL des konzentrierten, aufgereinigten Enzyms. Stammldsungen von
NAD" und Acetylphosphat wurden vor dem Test frisch hergestellt. Die Inkubationszeit
betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur. Zu jedem Testansatz wurden Kontrollen
hinzugefugt, Blindwert A (BW A) ohne Zusatz von Protein und Blindwert B (BW B) ohne
Zusatz von Substrat. Die Testansatze wurden in Zweifachbestimmung durchgefihrt, die

Kontrollen in Einfachbestimmung.

Fur die Herstellung des Assaypuffers wurden zu 140 uL NAD'-Stammldsung in
Triethanolamin-Puffer (9,5 mg/mL) 10pL der Acetylphosphat-Stammlosung in
Triethanolamin-Puffer (14,7 mg/mL) pipettiert. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 50 pL
Proteinlésung und Inkubation bei Raumtemperatur gestartet. Fir BW A wurden 50 pL
Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 7,4) anstelle von Proteinlésung, fir BW B 10 pL
Triethanolaminpuffer anstelle von Acetylphosphat-Stammldsung verwendet.

Nach der zweistiindigen Inkubationszeit wurde der Gehalt an Acetylphosphat in den
Enzymassays und Kontrollen wie in 2.3.2.8 beschrieben bestimmit.

Mit den konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 wurde der

Enzymassay in gleicher Weise durchgefihrt.

2.3.6.4.2 Enzymassay zur Uberpriifung der Transaminierungsaktivitat

Um die Transaminierungsaktivitdt der Rohproteinextrakte, des aufgereinigten und
konzentrierten Proteins sowie der konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes
E. coli TOP10 zu uberpriufen, wurde der in 2.3.5.3 beschriebene Enzymassay in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Als einzige Unterschiede wurden dem Assaypuffer NAD*
in einer Konzentration von 5 mMol/L zugesetzt und die Inkubationszeit betrug 1 h, 8 h und
24 h.

Die gebildete Menge an a-Ketoisocapronsdure wurde durch HPLC-UV analysiert (2.3.2.6),
die durch die heterolog exprimierte Acylphosphatase gebildete Menge an L-Glutaminsaure
wurde durch einen kauflich erworbenen Enzymtest beobachtet (2.3.2.7). AulRerdem wurde
die Konzentration an gebildeter KIC durch LC-UV/ESI-MS" gemessen. Hierfur wurde die
gleiche Methode wie fir die Bestimmung der Dipeptidkonzentrationen angewandt (2.2.2),
fur die Auswertung der Massenspektren wurde die Massenspur des m/z 129 [M - H]-lons
ausgewahlt. Die Quantifizierung der KIC durch LC-UV/ESI-MS" wurde anhand einer
Kalibriergerade des kauflich erworbenen Standards durchgefiihrt. Es wurden drei

unterschiedliche Konzentrationen des Standards in Kalium-Phosphat-Puffer (50 mM,;
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pH 7,4) injiziert (Abbildung 73, Anhang). Uber die hierdurch erhaltene Geradengleichung

konnte die Konzentration an KIC in den Enzymassays berechnet werden.

Mit den konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 wurde der

Enzymassay in gleicher Weise durchgefihrt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden durch

Lactobacillus sakei

3.1.1 Metabolisierung von Aminosauren in mMRS-Medium

Um die physiologische Fahigkeit verschiedener L. sakei-Stamme Aminosauren
aufzunehmen und zu metabolisieren zu Uberprifen, wurden Modellfermentationen in
MMRS-Medium mit einem Zusatz von 50 mMol/L an Aminosauren durchgefuihrt. Hierfar
wurden Ansatze, in denen je eine der Aminosauren Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin
oder Methionin in einer Konzentration von 50 mMol/L enthalten war, sowie ein Blindwert
ohne Aminosaurezugabe, mit ca. 10° Zellen/mL angeimpft und 7 Tage bei 30 °C inkubiert.
Die Aminosaurekonzentrationen sowie die Konzentration an deren komplementaren
flichtigen Metaboliten wurden zu Beginn und am Ende der Fermentation gemessen. Die
Entwicklung der Zellzahl wurde wahrend der gesamten Zeit beobachtet, um auch hier
eventuelle Unterschiede im Zellwachstum in den unterschiedlichen Ansatzen zu erkennen
(2.3.4.2).

3111 Aminosaurekonzentrationen

Nach der 7-tdgigen Fermentation konnte anhand der Konzentrationsmessung der nicht
zugesetzten Aminosauren festgestellt werden, dass die Konzentrationen der Aminosauren
Alanin, Glycin, Leucin, Isoleucin, Threonin, Tyrosin und Valin in allen Ansatzen zunahmen,
die von Asparagin, Asparaginsdure, Methionin und Serin abnahmen und der Gehalt an
Cystin, Glutaminsaure, Histidin, 4-Hydroxyprolin, Lysin, Ornithin, Phenylalanin, Prolin und

Tryptophan wahrend der Fermentationszeit annéhernd gleich blieb.

In Abbildung 14 ist das Ergebnis der Bestimmung der freien Aminosauren nach sieben
Tagen Fermentation in mMMRS-Medium fir die zugesetzten Aminosauren am Beispiel von
L. sakei TMW 1.1393 graphisch dargestellt. Aus den Doppelbestimmungen wurde der
Durchschnitt gebildet.



3. Ergebnisse und Diskussion 78

1,0
0,5 £ . ~
—_ 2 *BW
2 00 »®
g >< + Val
€ o5 012 % A+Lleu
; - A -0,22 *
< 0,64 X X+ lle
(8]
a -1.0 0,85 X + Phe
+ Met
-1,5
-1,50
-2,0
Val Leu lle Phe Met

Abbildung 14: Zusammenfassung der Anderung der Aminosaurekonzentrationen
Ac [mMol/L] wahrend der Inkubationsperiode in den Ldsungen mit Aminosdurezusatz
durch L. sakei TMW 1.1393. Jedes Symbol stellt einen Ansatz mit dem entsprechenden
Aminosaurezusatz dar (Legende). Positiver Wert bedeutet Zunahme, negativer Wert
bedeutet Abnahme der Aminoséurekonzentration wéahrend der Fermentation.

Der graphisch dargestellte Wert entspricht dem Umsatz Ac [mMol/L], d.h.
(Cireieas TAQ 7) - (Creie as TAg 0). Anhand dieser Darstellung sind Unterschiede im
Aminosaure-Umsatz wéahrend der Fermentationszeit erkennbar. Liegen die Werte aus den
verschiedenen Ansétzen nahe zusammen, so wurde wahrend der Fermentation von dieser
Aminosaure die gleiche Menge freigesetzt bzw. metabolisiert. Ein positiver Wert bedeutet
somit eine Zunahme (Freisetzung), ein negativer Wert hingegen eine Abnahme
(Metabolisierung) der Konzentration an freien Aminosduren wahrend der 7-tdgigen

Fermentation.

Durch die Bestimmung der freien Aminosauren ist erkennbar, dass in den Ansatzen mit
einem 50 mMolaren Zusatz der jeweiligen Aminosdure auch deren Umsatz erhoht ist.
Wahrend der siebentagigen Fermentation wurden bei einem Uberangebot an einer freien
Aminoséaure 0,6 mMol/L (Isoleucin) — 1,02 mMol/L (Methionin) mehr von dieser umgesetzt,
als dies durchschnittlich in den anderen Ansatzen der Fall war. Dieses Ergebnis konnte

auch bei den anderen Stammen beobachtet werden.

3.1.1.2 Konzentration an fliichtigen Metaboliten

Neben den Aminosaurekonzentrationen wurden auch die in Tabelle 5 (2.3.2.1)

dargestellten flichtigen Komponenten mittels SPME-GC/MS quantitativ bestimmt.
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Zusatzlich wurde der Metabolit 2-Methylbutanal aus der Aminoséaure Isoleucin detektiert.
Da fir ihn keine absolute Quantifizierung durchgefiihrt wurde (2.3.2.2), sind hier die
relativen Konzentrationen bezogen auf den internen Standard 1,2-Dimethoxyethan in
nMol-Aquivalente/mL angegeben.

Bei den meisten Ansatzen, in denen Aminosauren zugesetzt wurden, kam es wahrend der
7-tagigen Fermentation zu einer vermehrten Bildung der komplementdren Metabolite
(Abbildung 15). Die  graphisch  dargestellten = Werte  entsprechen  der
Konzentrationsanderung AC (Cumetapoiit 189 7) - (Cumetaboit 129 0) in [ng/mL] bzw. [pg/mL].
Durch diese Darstellung ist die Veranderung der Konzentration der fliichtigen Metabolite
wahrend der Fermentationszeit erkennbar. Liegen die Werte aus den verschiedenen
Ansatzen nahe zusammen, so wurde wahrend der Fermentation von der flichtigen
Verbindung die gleiche Menge gebildet bzw. metabolisiert. Ein positiver Wert bedeutet
eine Zunahme (Bildung), ein negativer Wert hingegen eine Abnahme (Metabolisierung)
der Konzentration einer flichtigen Verbindung wahrend der 7-tédgigen Fermentation.

Am starksten war die vermehrte Produktion bei einem Zusatz von Methionin zu erkennen.
Es wurden 7231,1 ng/mL 3-(Methylthio)-propanal (Methional) mehr gebildet, als dies
durchschnittlich in den anderen Ansétzen der Fall war. Dimethyldisulfid wurde um
50,2 ng/mL vermehrt gebildet. Auch bei den verzweigtkettigen Aminosauren Valin, Leucin
und Isoleucin war die verstarkte Metabolisierung deutlich messbar. Es kam zur erhéhten
Bildung der komplementaren Aldehyde 2-Methylpropanal (Ac = 33,7 ng/mL),
3-Methylbutanal (Ac = 73,3 ng/mL) und 2-Methylbutanal (Ac,, = 59,6 nMol/mL). Der Zusatz
von Phenylalanin fiihrte zu einer um 750,0 ng/mL erhéhten Bildung an Phenylacetaldehyd
und um 133,5 ng/mL hoheren Konzentration an Benzaldehyd. Der Alkohol
3-Methyl-1-butanol aus Leucin wurde um 84,0 ng/mL mehr gebildet, als dies
durchschnittlich in den anderen Ansétzen der Fall war. Lediglich die aus den
verzweigtkettigen Aminosauren entstehenden Carbonsauren bildeten hier eine Ausnahme.
2-Methylpropansédure wurde in dem Ansatz mit Leucin-Zusatz in einer hodheren
Konzentration gebildet als in dem Ansatz mit Valin-Zusatz, dem eigentlichen
biogenetischen Vorlaufer. Bei 3-Methylbuttersaure betrug die Anderung der Konzentration
nach Leucin-Zusatz im Vergleich zu den anderen Ansatzen im Durchschnitt lediglich
13,1 pg/mL.
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Abbildung 15: Anderung der Konzentrationen Ac [ng/mL] bzw. [ug/mL] ausgewahiter
flichtiger Verbindungen in den Inkubationsldsungen mit Aminosaurezusatz durch L. sakei
TMW 1.1393 nach sieben Tagen Fermentation. Angegeben ist die Konzentrations-
anderung des flichtigen Metabolits (Cuetavoit TA9 7) - (Cumetaboit TAG 0) in dem Ansatz mit der
zugesetzten Aminoséaure (Legende).
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3.1.1.3 Zellzahl

Die Beobachtung der Zellzahl (2.3.4.1) zeigte, dass innerhalb von 24 Stunden in allen
Ansatzen ein Wachstum der L. sakei TMW 1.1393 Zellen bis zu einer ODgy von 2,3 — 2,4
stattfand. Den restlichen Fermentationsverlauf Uber &anderte sich die Zellzahl nur
geringfugig. Es kam zu keinem weiteren Zellwachstum (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Bestimmung der L. sakei TMW 1.1393 Zellzahl wahrend sieben Tagen
Fermentation in mMMRS-Medium nach Zusatz verschiedener Aminosauren (Legende).

Auch der Stamm L. sakei TMW 1.1322 zeigte dieses Verhalten, im Gegensatz zu L. sakei
TMW 1.1383, welcher bis zu einer ODgyo von 2,5 - 2,7 wuchs. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede im Zellwachstum durch die Zugabe von freien Aminosauren

festgestellt werden.

3.1.2 Metabolisierung von Dipeptiden in mMRS-Medium

Durch diese Versuche sollte die Aufnahme und die Metabolisierung von Peptidsubstraten
durch die L. sakei-Stdmme beobachtet werden. Des Weiteren sollten Unterschiede im
Ausmald der Metabolisierung im Vergleich zu freien Aminosauren und aufgrund der
Stellung der Aminoséauren innerhalb der Peptide Uberprift werden. Deshalb wurden
Modellfermentationen in mMMRS-Medium mit einem Uberangebot an freien Aminosauren
und Dipeptiden durchgefuhrt. Hierfir wurden Ansétze, in denen Kombinationen der
Aminosauren Valin, Leucin, Phenylalanin und Methionin in Form von Dipeptiden oder frei
vorliegend in A&quimolaren Mengen enthalten waren, sowie ein Blindwert ohne

Aminosédurezugabe, mit ca. 10° Zellen/mL angeimpft und 7 Tage bei 30 °C inkubiert
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(Tabelle 12, 2.3.4.2). Die Aminoséaure- und Peptidkonzentrationen sowie die Konzentration
an deren komplementaren flichtigen Metaboliten wurden zu Beginn und am Ende der
Fermentation gemessen. Wahrend der gesamten Zeit wurde die Entwicklung der Zellzahl
beobachtet, um eventuelle Unterschiede im Zellwachstum in den unterschiedlichen
Ansatzen zu erkennen (2.3.4.2).

3.1.21 Aminosaure- bzw. Dipeptidkonzentrationen

Anhand der Messung der Dipeptidkonzentrationen durch LC-UV/ESI-MS" wurde erkannt,
dass alle zugesetzten Dipeptide innerhalb von 24 Stunden nicht mehr im mMRS-Medium
nachweisbar waren. Dies deutete auf einen schnellen Peptidtransport in die Zellen oder
eine hohe Aktivitat von Peptidasen hin. Das Ergebnis der Bestimmung der Konzentration
an freien Aminosauren im Medium war nicht eindeutig. In den Ansatzen mit einer
2 mMolaren Dipeptidzugabe waren nach der Fermentation die aus ihnen durch Hydrolyse
entstehenden freien Aminosauren vermehrt nachweisbar. Wurden freie Aminosauren
zugegeben, konnte zwar ein geringflgig vermehrter Abbau dieser nachgewiesen werden,

der jedoch aufgrund der biologischen Variabilitat nicht als eindeutig gewertet werden kann.

3.1.2.2 Konzentration an flichtigen Metaboliten

Es wurden die in Tabelle 5 (2.3.2.1) aufgefiihrten flichtigen Metabolite aus den
zugesetzten Aminosauren ausgewertet. In Abbildung 17 ist das Ergebnis der Bestimmung
der flichtigen Metabolite nach sieben Tagen Fermentation in mMMRS-Medium im Versuch
PHE_VAL (Tabelle 12; 2.3.4.2) am Beispiel der Metabolite Phenylacetaldehyd und
2-Methylpropanal dargestellt. Aus den Doppelbestimmungen wurde der Durchschnitt
gebildet. Der graphisch dargestellte Wert entspricht der Anderung Ac [ng/mL] (3.1.1.2).

In Ansatzen mit den Dipeptiden Phe-Val und Val-Phe bzw. freiem Phenylalanin kam es
wahrend des Fermentationszeitraums zur Bildung von Phenylacetaldehyd. Im Blindwert
wurde eine hohere Konzentration an Phenylacetaldehyd gemessen als in den Ansétzen
mit Dipeptidzusatz (,+ Val-Phe“ und ,+ Phe-Val“: 2 mM) und Valinzusatz (,Val“: 4 mM).
Dies deutet darauf hin, dass die Peptidsubstrate nicht von den Bakterien zu
Phenylacetaldehyd metabolisiert wurden. In den beiden Ansatzen mit Phenylalaninzusatz
(,+ Phe + Val: 2mM; ,+Phe”: 4mM) kam es zur vermehrten Bildung von
Phenylacetaldehyd, mit Konzentrationen von 48,5 ng/mL und 77,9 ng/mL (Abbildung 17

oben).
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Abbildung 17: Anderung der Konzentrationen Ac [ng/mL] von Phenylacetaldehyd (oben)
und 2-Methylpropanal (unten) wahrend der siebentdgigen Fermentation in den
Inkubationsldsungen durch L. sakei TMW 1.1322 nach Zusatz verschiedener Aminosaure-
Substrate.

Bei der Bildung von 2-Methylpropanal aus Valin entsprach das Ergebnis hingegen keinem
zu erwartenden Muster. Im Blindwert ohne Aminosaurezusatz kam es zu einer
Konzentrationsabnahme um 0,3 ng/mL. Der Zusatz von Val-Phe fihrte zur Bildung von
2-Methylpropanal in einer Konzentration von 0,3 ng/mL, bei Phe-Val-Zugabe waren nach
der Fermentation hingegen 0,1 ng/mL weniger 2-Methylpropanal zu messen als vor der
Fermentation. Auch der Zusatz von freien Aminoséuren fiihrte zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Im Ansatz mit den freien Aminosauren Phenylalanin und Valin (je 2 mMolar

nebeneinander vorliegend) kam es zu einer Abnahme der Konzentration an
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2-Methylpopanal wéahrend der Fermentation. In den Ansatzen mit jeweils 4 mMol/L
Phenylalanin bzw. Valin als einziger Substratzusatz nahm der Gehalt an 2-Methylpropanal
nahezu im gleichen Ausmalfd zu, obwohl Phenylalanin kein biogenetischer Vorlaufer des
Aldehyds ist (Abbildung 17, unten).

Auch die Ergebnisse aus dem Versuch LEU MET (Tabelle 12; 2.3.4.2) waren nicht

eindeutig.

3.1.2.3 Zellzahl

Die L. sakei TMW 1.1322 Zellen zeigten innerhalb von 24 Stunden in allen Anséatzen ein
Wachstum bis zu einer ODgy VOn 2,4 — 2,7. Den restlichen Fermentationsverlauf tber
anderte sich die Zellzahl nur geringfiigig, es kam zu keinem weiteren Zellwachstum
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Bestimmung der L. sakei TMW 1.1322 Zellzahl wahrend sieben Tagen
Fermentation in mMMRS-Medium nach Zusatz aquimolarer Aminosauren-Kombinationen
(Legende).

Dieses Ergebnis konnte auch im Versuch LEU_MET (Tabelle 12; 2.3.4.2) beobachtet
werden, es konnten keine signifikanten Unterschiede im Zellwachstum durch die Zugabe

unterschiedlicher Aminosauresubstrate festgestellt werden.
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3.1.3 Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden durch
Resting Cells

Die Ergebnisse der Versuche zur Metabolisierung von Aminoséuren und Peptiden in
MMRS-Medium (3.1.2) zeigten, dass die Beobachtung der Metabolisierung von geringen
Mengen an zugesetzten Aminosauren und Peptiden in einem komplexen mMRS-Medium
schwierig war. Aus diesem Grund wurde eine Methode entwickelt, die es ermdglichte den
L. sakei-Stammen gezielt einzelne Substrate anzubieten und deren Metabolisierung ohne

Fremdeinflisse zu beobachten (2.3.4.3).

3.1.31 Vorversuche mit Resting Cells

Durch Vorversuche mit Resting Cells konnte festgestellt werden, dass bei einer
Fermentation in  Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) mit ausschlieflich
Aminosaurezusatz nach 24 Stunden keine Aminoséduren mehr nachweisbar waren. Nach
Zugabe von 0,3 % D-Glucose hingegen veranderte sich der Aminosauregehalt in der
Suspension wahrend des gesamten Fermentationszeitraumes nur geringfigig (Abbildung
19).
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Abbildung 19: Verlauf der Konzentration an freiem Leucin [mMol/L] wahrend der
Inkubation mit gewaschenen L. sakei TMW 1.1322 Zellen in 50 mMolarem Natrium-
Phosphat-Puffer mit 0,3% D-Glucose, pH 6,5 (ODgy = 1).

Auch bei Zusatz von anderen freien Aminosauren spiegelte sich das gleiche Bild wieder.
Lediglich die Konzentration an Methionin sank wahrend des 9-tdgigen

Fermentationszeitraumes um ca. 2 mMol/L. Die Versuche zeigten, dass auf’er den
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Aminosauren eine weitere Energiequelle vorhanden sein muss, damit die Aminosaure-
Substrate nicht vollstandig im Primarstoffwechsel abgebaut, sondern die aromaaktiven

flichtigen Metabolite gebildet werden.

Die Bestimmung der flichtigen Verbindungen mittels SPME-GC/MS zeigte, dass die
Bildung der potentiell aromarelevanten Stoffe aus freien Aminosauren zwischen Tag 4 und
Tag 6 ein Maximum durchlauft (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Bildung flichtiger Verbindungen [ng/mL] nach Inkubation von
gewaschenen L. sakei TMW 1.1322 Zellen in 50 mMolarem Natrium-Phosphat-Puffer mit
0.3% D-Glucose, pH 6,5 (ODgg = 1). Bildung von 3-Methylbutanal ( =—#—) und 3-Methyl-1-
butanol ( ) nach Zugabe von Leucin (4 mMol/L) zur Zellsuspension. Bildung von
Phenylacetaldehyd ( —*—) nach Zugabe von Phenylalanin (4 mMol/L) zur Zellsuspension.

Die héchsten Konzentrationen der Metabolite aus Valin, Leucin und Methionin konnten an
Tag 5 gemessen werden, an Tag 4 hingegen konnte die gréite Menge an

Phenylacetaldehyd in einer Suspension mit Phenylalanin-Zusatz nachgewiesen werden.

Das Ausplattieren der Zellen bzw. von Verdinnungen der Suspension auf mMRS-Agar
zeigte, dass die Anzahl lebender Zellen im Puffer sich nur sehr langsam verringerte. So
konnten selbst nach neun Tagen noch lebende Zellen nachgewiesen werden, jedoch

deutlich weniger als in den ersten sieben Tagen der Fermentationszeit.

Durch Zusatz der Coenzyme a-Ketoglutarsaure (10 mMol/L) und Pyridoxal-5‘-phosphat

(2 mMol/L) konnte der Umsatz der Substrate deutlich gesteigert werden (Abbildung 21).
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a-Ketoglutarsaure stellt ein Cosubstrat bei Transaminierungsreaktionen dar, wahrend

Pyridoxal-5‘-phophat als prosthetische Gruppe in Aminotransferasen fungiert.
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Abbildung 21: Bildung von 3-Methylbutanal aus Leucin (20 mMol/L) durch L. sakei
TMW 1.1322 in 50 mMolarem Natrium-Phosphat-Puffer mit 0,3 % D-Glucose, pH 6,5
(ODggo = 1) ohne (Leu, =—*—) und mit (Leu+, ) Zusatz von Coenzymen.

Die beschriebene Biotransformationsmethode in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM;
pH 6,5) mit 0,3% D-Glucose, a-Ketoglutarsaure (10 mMol/L) und Pyridoxal-5-phophat
(2 mMol/L) erwies sich als geeignet um die Metabolisierung von geringen
Aminosaurekonzentrationen zu beobachten. Durch weniger Stérsignale und weniger
Substrate als im zuvor verwendeten mMRS-Medium wurde die biologische Variabilitét
gesenkt und selbst bei Zugabe geringer Mengen der Substrate konnten noch
Unterschiede im Metabolisierungsausmalfd zwischen den verschiedenen Stammen L. sakei
gemessen werden. Abbildung 22 zeigt die lonenspur m/z 71 eines SPME-GC/MS-
Chromatogramms der flichtigen Verbindungen aus der Zellsuspension. Bei einer
Retentionszeit von 9,45 min bzw. 9,25 min sind die Peaks des Leucin-Metaboliten
3-Methylbutanal an Tag 1 und Tag 5 der Fermentation tbereinandergelegt dargestellt. Es
ist deutlich die Bildung dieser fir das Aroma der Rohwurst wichtigen Substanz erkennbar

und selbst kleinste Unterschiede im Grad der Metabolisierung sind messbar.
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Abbildung 22: GC/MS Analyse der in Zellsuspensionen gebildeten fliichtigen Stoffe.
lonenspur m/z 71. Bildung des Metaboliten 3-Methylbutanal aus Leucin in Natrium-
Phosphat-Puffer mit 0,3 % D-Glucose nach einem Tag und funf Tagen Inkubation bei
30 °C.

3.1.3.2 Wachstumskurven der Bakterienstamme

Das Ergebnis der Bestimmung der Wachstumskurven der Bakterienstamme in mMRS-
Medium (2.3.1.4) ist in Abbildung 23 dargestellit.
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Abbildung 23: Bestimmung des Zellwachstums in Abh&ngigkeit von der Zeit durch
Messung der ODgy von L. sakei TMW 1.1322 ( —*—), L. sakei TMW 1.1383 ( ) und
L. sakei TMW 1.1393 (——).
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Fur den Beginn der stationaren Wachstumsphase ergab sich fur L. sakei TMW 1.1322
eine ODgg von 2,3 - 2,6; fir L. sakei TMW 1.1383 eine ODgqo Von 3,3 - 3,5 und fir L. sakei
TMW 1.1393 eine ODggo VOn 2,0 - 2,2.

3.1.3.3 Metabolisierung von Aminosauren und Dipeptiden durch Resting Cells

3.1.3.3.1 Aminosaure- bzw. Dipeptidkonzentrationen

Die Messung der Dipeptidkonzentrationen in den Fermentationssuspensionen zeigte, dass
die zugesetzten Dipeptide innerhalb von 24 Stunden auch nach Zusatz von 0,3 %
D-Glucose nahezu vollstandig abgebaut waren (Abbildung 24). Dies war in allen Anséatzen

und unabhangig vom verwendeten L. sakei-Stamm zu beobachten.
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Abbildung 24: Massenspur m/z 263 (positiver Modus) der LC-UV/ESI-MS" Analyse des
Fermentationsansatzes mit Zusatz des Dipeptides Met-Leu (M = 262,37 g/Mol) vor (grau)
und nach (schwarz) 24-stindiger Fermentationszeit.

Die Bestimmung der freien Aminosdurekonzentrationen in den Fermentations-
suspensionen ergab, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Bestimmung der
Dipeptidkonzentrationen, dass der Gehalt an freien Aminosauren in den Ansatzen mit
Peptid-Zusatz wahrend der Fermentationszeit anstieg. Die Konzentrationen der
zugesetzten freien Aminosauren hingegen anderte sich nur geringfugig (Abbildung 25).

Die graphisch dargestellten Werte in Abbildung 25 entsprechen dem Umsatz Ac [mMol/L].
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Abbildung 25: Vergleich der Konzentrationsdnderungen Ac [mMol/L] an freien Aminosauren (Achsenbeschriftung) in den Ansétzen der
Versuche LEU_MET (oben), PHE_VAL (Mitte) und LEU_LEU (unten) (Tabelle 13; 2.3.4.4) durch die verschiedenen Stamme L. sakei
(Legende) wahrend der 5-tdgigen Fermentationszeit.
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Leucin-Konzentrationen von 2,9 bis 6,2 mMol/L und Methionin-Konzentrationen von
2,4 bis 5,5 mMol/L wurden in den Ansatzen mit Dipeptidzusatz (10 mMol/L) des Versuches
LEU_MET am Ende der Fermentationszeit gemessen. Im Versuch PHE_VAL wurden
2,2 bis 4,0 mMol/l Valin und 0,6 bis 2,5 mMol/L Phenylalanin aus den Dipeptidsubstraten
(10 mMol/L) freigesetzt. Die analysierten Leucin-Konzentrationen aus dem Dipeptid
Leu-Leu im Versuch LEU_LEU bewegten sich zwischen 8,2 und 12,1 mMol/L. Im Versuch
LEU_MET wurden durch alle drei L. sakei-Stamme hdhere Konzentrationen an Leucin und
Methionin aus dem Dipeptid Met-Leu freigesetzt, wobei L. sakei TMW 1.1383 von den
verwendeten Stammen hier die geringsten Mengen produzierte. Der gleiche Stamm wies
in den Versuchen PHE_ VAL und LEU_LEU hingegen in allen Ansatzen mit Peptiden die
hdchsten Aminosaurekonzentrationen im Medium auf. Die Bestimmung der intrazelluléaren
Aminosaurekonzentrationen durch Messung vor und nach der Lysis der
Milchsaurebakterien mittels Lysozym aus Hihnereiweil3 und Ultraschall ergab keinen

Anstieg der gemessenen Konzentrationen in den Anséatzen mit Dipeptidzugabe.

Bei Zusatz freier Aminosauren (je 10 mMol/L) zu Resting Cells verédnderten sich deren
Konzentrationen nur geringfligig. Der hdchste Umsatz war im Versuch PHE_VAL durch
den Stamm L. sakei TMW 1.1383 nachzuweisen, hier kam es zu einem Abbau von
1,8 mMol/L der freien Aminosauren wahrend der Fermentationszeit. In den Blindwerten

ohne Substratzugabe konnten keine freien Aminosauren gemessen werden.

3.1.3.3.2 Glucosekonzentrationen

Vorversuche zeigten, dass Resting Cells die héchsten Metabolitmengen nach Zugabe von
0,3 % D-Glucose zur Fermentationssuspension produzierten. Es wurde deshalb auch die
Anderung der Glucosekonzentrationen mittels Enzymtest (2.3.2.5) wahrend der
funftagigen Fermentationszeit bestimmt (Abbildung 26). Die graphisch dargestellten Werte
in Abbildung 26 entsprechen dem Umsatz Ac [g/L], d.h. (Cp.cucose T@Q 5) - (Cp.clucose TAG 0).
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Abbildung 26: Vergleich der Konzentrationsdnderungen Ac [g/L] an D-Glucose in den Anséatzen der Versuche LEU_MET (oben links),
PHE_VAL (oben rechts) und LEU_LEU (unten links) (Tabelle 13; 2.3.4.4) durch die verschiedenen Stamme L. sakei (Legende) wéhrend
der 5-tdgigen Fermentationszeit. Der Wert entspricht dem Umsatz.
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3. Ergebnisse und Diskussion 93

Da in allen Ansatzen nach einer Fermentationszeit von 48 Stunden konstante
Konzentrationen gemessen werden konnten, schien ein 0,3 %iger D-Glucose-Zusatz fur
die Energiegewinnung der Bakterien ausreichend zu sein. In allen Versuchen und
unabhangig von den L. sakei-Stammen zeigte sich, dass der Gehalt an D-Glucose in den
Ansatzen mit Dipeptid-Zusatz um durchschnittlich 0,8 g/L (0,5 bis 1,0 g/L) sank, wahrend
er sich in den Ansatzen mit Zusatz freier Aminosauren bzw. im Blindwert ohne

Substratzusatz um durchschnittlich 1,5 g/L (1,3 bis 1,8 g/L) verringerte.

3.1.3.3.3 Konzentration an fliichtigen Metaboliten

Die Konzentration an flichtigen Metaboliten (Tabelle 13; 2.3.4.4) wurde fur alle Ansatze
mit allen L. sakei-Stdmmen in Dreifachbestimmung ermittelt. In Tabelle 15 sind die
Ergebnisse inklusive Standardabweichungen dargestellt. Die ermittelten Blindwerte der
Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) - Blindwert Il - enthalt Tabelle 16.

Graphische Darstellungen der gemessenen Konzentrationen an flichtigen Metaboliten
sind in Abbildung 74 bis Abbildung 76 (Anhang) zu finden. Hier wurden die Werte aus den
Dreifachbestimmungen gemittelt und nach Abzug der Blindwerte der Substrate in Natrium-
Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) die Standardabweichungen eingetragen. Um die
verwendeten Stamme L. sakei miteinander vergleichen zu kdnnen, ist in jedem Diagramm
die Konzentration fir einen flichtigen Metabolit in den verschiedenen Ansatzen und den

verschiedenen Stammen nebeneinander dargestellt (Achsenbeschriftung).

Im Versuch LEU_MET war die Bildung von 3-Methylbutanal bei allen Milchsdurebakterien
aus dem Dipeptid Met-Leu hoher als aus Leu-Met (Tabelle 15). In gleicher Weise wurden
groRere Mengen an Methional und Dimethyldisulfid aus dem gleichen Dipeptid freigesetzt.
Auch der Metabolit 3-Methylbuttersdure wurde durch zwei Stamme (TMW 1.1322 und
TMW 1.1393) aus dem Dipeptid Met-Leu vermehrt gebildet. Dies weist auf eine
hydrolytische und metabolische Praferenz der Bakterienstamme hin. Bei den Metaboliten
aus der Aminosaure Methionin fiel auf, dass Methional lediglich von L. sakei TMW 1.1393
aus dem Dipeptid Leu-Met gebildet wurde, wahrend alle Stamme diese Verbindung aus
Met-Leu produzierten. Die gefundene Menge an Dimethyldisulfid variierte zwischen den

Ansatzen und von Stamm zu Stamm stark.



Tabelle 15: Ergebnisse der Dreifachbestimmungen mit Standardabweichungen der fliichtigen Metabolite in den Dipeptidversuchen.

Flichtige Verbindung

Versuch / Ansatz

LEU_MET
L-M M-L L+M Blindwert |
A A B C A B C A B C
3-Methylbutanal 22 (5) 61 (7) 86 (9) 94 (4) 104 (8) 102 (12) 163 (9) 12 23 iS
3-Methyl-1-butanol 32 (11) 32 (9) 19 (1) 10 (2) 91 (15) 64 (2) 71 (18) 1(1) 1(1 4(7)
3-Methylbuttersaure 5(2) 11 (5) 27 (2) 23 (1) 32 (6) 46 (18) 36 (1) 12 17(1)) 23
3-(Methylthio)-propanal nn 122 (25) 176 (36) 189 (50) 257 (68) 295 (46) 347 (80) nn nn nn
Dimethyldisulfid 4 (1) 19 (6) 7 (6) 18 (4) 13 (1) 8 (5) 19 (2) nn nn nn
PHE_VAL
F-V V-F F+V Blindwert |
A A B C A B C A B C
2-Methylpropanal 1(0) 1(0) 22 (7) 1(0) 28 (19) 53 (16) 37 (14) nn iS iS
2-Methylpropansaure nn nn 2 (1) nn nn 6 (1) nn nn nn nn
Phenylacetaldehyd 6 (5) 8 (5) 18 (12) 30 (4) 56 (2) 102 (18) 69 (21) nn iS 7(11)
Benzaldehyd 143 (51) 200 (73) 272(85) 424 (23) 329(101) 601(88) 630(102) 22(2) 38(1) 34(12)
LEU_LEU
L-L L+L Blindwert |
A A B C A B C
3-Methylbutanal 147 (23) 253 (79) 237 (66) 311(139) 2(2) iS iS
3-Methyl-1-butanol 31 (18) 192 (63) 150(33) 89 (21) iS nn nn
3-Methylbuttersaure 40 (10) 61 (23) 53 (10) 43 (12) 15(0) 19(7) 16(8)

Konzentrationen: [ug/mL] fur 2-Methylpropansaure und 3-Methylbuttersaure; [ng/mL] fur alle anderen Metabolite
nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL bzw. <1 pg/mL)
Stamme: A = L. sakei TMW 1.1322, B = L. sakei TMW 1.1383, C = L. sakei TMW 1.1393

Blindwert I: Resting Cells ohne Substratzugabe
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Tabelle 16: Blindwert Il
Ergebnisse der Bestimmungen der flichtigen Metabolite der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5)

Fluchtige Verbindung Ansatz

L-M M-L FV V-F L-L F-M-L-V M-F-V-L L (10mM) L (20 mM) M Y F
3-Methylbutanal 2 4 9(0) nn nn 13 (3) 23 (2)
3-Methyl-1-butanol 1 2 15 (0) nn nn 8(3) 16 (1)
3-Methylbuttersaure nn nn nn nn nn 1) iS
2-Methylpropanal 1 iS iS iS 7(2)
2-Methylpropansaure nn nn nn nn nn
Phenylacetaldehyd nn nn nn nn 17 (1)
Benzaldehyd 7 6 34 22 2 (1)
3-(Methylthio)-propanal nn nn nn nn nn
Dimethyldisulfid 1 iS 1 7 2(1)

Konzentrationen: [ug/mL] fir 2-Methylpropanséaure und 3-Methylbuttersaure; [ng/mL] fur alle anderen Metabolite
nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL bzw. <1 pg/mL)
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3. Ergebnisse und Diskussion 96

Die grofite Menge an flichtigen Metaboliten wurde jedoch bei Zusatz der freien
Aminoséauren Leucin und Methionin als Substrate fir die drei Milchsaurebakterienstamme
gebildet. Lediglich die gebildete Menge an Dimethyldisulfid war im Ansatz mit Met-Leu-
Zugabe groRer. Addiert man jedoch die gebildeten Mengen an Methional und
Dimethyldisulfid, war auch hier die Konzentration bei Zusatz der freien Aminosauren am
hochsten.

Im Versuch PHE_VAL wurde der Metabolit 2-Methylpropanal in allen Ansétzen durch den
Stamm L. sakei TMW 1.1383 in deutlich htheren Konzentrationen als durch die anderen
Stamme gebildet. Auch bildete dieser Stamm im Gegensatz zu den beiden anderen den
Metaboliten 2-Methylpropanséure. Die héchste Konzentration war in dem Ansatz mit Phe-
Val-Zugabe messbar. Die Metabolitbildung aus der Aminoséure Phenylalanin war bei allen
verwendeten Stammen in dem Ansatz mit Zusatz der freien Aminoséuren am grof3ten. In
den Ansatzen mit Dipeptid-Zusatz variierten die gebildeten Mengen an Metaboliten aus
Phenylalanin. Der Metabolit Benzaldehyd wurde vermehrt aus dem Dipeptid Val-Phe
gebildet. Die Beobachtung, dass der Stamm L. sakei TMW 1.1383 die hochsten
Konzentrationen an fllichtigen Metaboliten aus der Aminoséaure Valin bildete, setzte sich
fir Phenylalanin nicht fort. Der Stamm L. sakei TMW 1.1393 zeigte eine vermehrte Bildung

von Metaboliten aus diesem Substrat.

Durch den Versuchsansatz LEU_LEU fand ein direkter Vergleich des Transportes und der
Metabolisierung einer Aminosaure (Leucin) und dem korrespondierenden Dipeptid statt.
Obwohl aguimolare Mengen der Substrate zugegeben wurden (10 mMol/L Leu-Leu und
20 mMol/L Leu) wurden immer die hochsten Konzentrationen an fliichtigen Metaboliten bei
Zugabe von freiem Leucin detektiert. Die gebildeten Mengen an Metaboliten variierten

zwischen den Stammen L. sakei.

Die chemische Bildung der flichtigen Metabolite aus den Modelsubstraten war
vernachlassigbar (Tabelle 16).

Tabelle 17 beinhaltet die im gleichen Resting Cell System ermittelten Werte fir
L. plantarum TMW 1.708 wund S.carnosus TMW 2.801, zwei weiteren in der

Rohwurstherstellung verwendeten Starterkulturen (2.3.4.6).



Tabelle 17: Ergebnisse der Bestimmung flichtiger Metabolite in den Dipeptidversuchen nach Fermentation mit anderen Starterkulturen.

Flichtige Verbindung

Versuch / Ansatz

3-Methylbutanal
3-Methyl-1-butanol
3-Methylbuttersaure
3-(Methylthio)-propanal
Dimethyldisulfid

2-Methylpropanal
2-Methylpropansaure
Phenylacetaldehyd

Benzaldehyd

3-Methylbutanal
3-Methyl-1-butanol
3-Methylbuttersaure

LEU_MET
M-L L+M Blindwert |
L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S. carnosus
526 22 75 476 nn 3
817 24 146 3425 nn 44
328 35 60 548 20 221
nn 86 332 1433 nn nn
20 50 48 2 nn iS
PHE_VAL
V-F F+V Blindwert |
L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S. carnosus
50 iS 1 1 nn nn
103 23 19 283 3 2
14 15 84 36 8 nn
29 64 1134 6 35 2
LEU_LEU
L+L Blindwert |
L. plantarum  S. carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S. carnosus
923 21 784 iS 3
115 368 8519 iS 44
192 205 479 26 221

Konzentrationen: [ug/mL] fir 2-Methylpropansaure und 3-Methylbuttersaure; [ng/mL] fur alle anderen Metabolite

nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL bzw. <1 pg/mL)
Stdmme: L. plantarum = L. plantarum TMW 1.708, S. carnosus = S. carnosus TMW 2.801
Blindwert I: Resting Cells ohne Substratzugabe
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3. Ergebnisse und Diskussion 98

In Abbildung 77 (Anhang) sind anhand einiger Beispiele (Achsenbeschriftung) die
Unterschiede zu den Milchséurebakterien graphisch dargestellt. Der Ubersichtlichkeit
wegen wurde nur ein Stamm L. sakei neben L. plantarum TMW 1.708 und S. carnosus
TMW 2.801 aufgetragen. Die Blindwerte der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer
(50 mM; pH 6,5) - Blindwert Il (Tabelle 16) - wurden hier subtrahiert.

Der Vergleich der Metabolitbildung von L. sakei mit anderen Starterkulturen aus der
Rohwurstherstellung zeigte deutliche Unterschiede im Ausmalfd der Metabolisierung der
Substrate (Tabelle 17). Vor allem S. carnosus TMW 2.801 bildete in den meisten Fallen
deutlich mehr Metabolite aus den verzweigtkettigen Aminosauren Leucin und Valin (z.B.
3-Methylbutanal und 2-Methylpropansaure) als die Milchsaurebakterien. Dieser Stamm
bildete auch in den Versuchen LEU_MET und LEU_LEU hohere Konzentrationen an
3-Methylbutanal aus in Dipeptiden gebundenem Leucin als aus der freien Aminosaure.
S. carnosus produzierte jedoch weniger flichtige Verbindungen aus der aromatischen
Aminosaure Phenylalanin (Phenylacetaldehyd und Benzaldehyd) im Vergleich zu den
Milchséurebakterien. Aus Methionin in Dipeptiden gebunden konnten bei diesem Stamm
fir den Metabolit Methional geringere Konzentrationen gemessen werden, wohingegen
hdhere Konzentrationen an Dimethyldisulfid aus den gleichen Substraten gebildet wurden.
Bei Zusatz von freiem Methionin verhielt es sich umgekehrt, wobei S. carnosus deutlich

groRere Mengen an Methional als die Milchsaurebakterien produzierte.

Der Peptid- und Aminosauremetabolismus von L. plantarum TMW 1.708 hingegen &hnelte
dem der L. sakei-Stamme. Es produzierte annahernd die gleichen Mengen an
3-Methylbutanol, 3-Methylbuttersaure, Benzaldehyd, Phenylacetaldehyd und Methional,
jedoch geringere Konzentrationen an 3-Methylbutanal und 2-Methylpropanal und hdhere

Konzentrationen an 2-Methylpropansaure und Dimethyldisulfid als die L. sakei-Stamme.

3.1.34 Metabolisierung von Aminoséuren und Tetrapeptiden durch

Resting Cells

3.1.3.4.1 Aminosaure- bzw. Tetrapeptidkonzentrationen

Aufgrund der schlechten Léslichkeit der Tetrapeptide in wassrigen Systemen lagen bei
diesen Ansatzen die Substrate in Form einer Suspension vor. Die Bestimmung der
Tetrapeptidkonzentrationen war somit nicht méglich. Die Ansatze wurden in regelméfigen
Abstanden geschiittelt. Es konnte visuell erkannt werden, dass es wahrend der 5-tagigen

Fermentationszeit zu einem Abbau der Tetrapeptide kam.
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Abbildung 27: Vergleich der Konzentrationsanderungen Ac [mMol/L] an freien Aminoséauren (Achsenbeschriftung) in den Ansatzen des
Versuches PHE_MET_LEU_VAL (Tabelle 14; 2.3.4.5) durch die verschiedenen Stdmme L. sakei (Legende) wahrend der 5-tédgigen
Fermentationszeit.
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3. Ergebnisse und Diskussion 100

Die Bestimmung der Aminosdurekonzentrationen in den Fermentationssuspensionen
zeigte, dass der Gehalt an freien Aminosduren in den Anséatzen mit Peptidzusatz wahrend
der Fermentationszeit anstieg. In den Ansatzen mit Zusatz freier Aminosauren hingegen
sanken die Konzentrationen geringfugig (Abbildung 27). Die graphisch dargestellten Werte
in Abbildung 27 entsprechen der Konzentrationsédnderung Ac [mMol/L] wahrend des

Fermentationszeitraums.

Aufféallig war ein hoherer Anstieg der Konzentrationen aller Aminoséuren in den Ansétzen
mit Phe-Met-Val-Leu-Zusatz durch alle Stamme, mit der héchsten Konzentration an
Phenylalanin (1,9 mMol/L) durch den Stamm L. sakei TMW 1.1393. Von den anderen
Aminoséauren setzte dieser Stamm 1,1 bis 1,6 mMol/L aus dem Tetrapeptid frei. Die
weiteren Stamme lieferten lediglich 1,0 mMol/L (L. sakei TMW 1.1322) und 1,5 mMol/L
(L. sakei TMW 1.1383) Phenylalanin und 0,3 bis 0,7 mMol/L (L. sakei TMW 1.1322) bzw.
0,5 bis 0,8 mMol/L (L. sakei TMW 1.1383) der anderen Aminoséauren aus diesem Substrat.
In den Ansatzen mit dem isomeren Tetrapeptid Met-Phe-Val-Leu konnte ein maximaler
Anstieg in der Phenylalanin-Konzentration (0,5 mMol/L) durch den Stamm L. sakei
TMW 1.1383 gemessen werden, wahrend die weiteren Stamme 0,3 mMol/L (L. sakei
TMW 1.1322) und 0,2 mMol/L (L.sakei TMW 1.1393) Phenylalanin freisetzten. Die
anderen Aminosduren wurden in Konzentrationen von 0,1 bis 0,4 mMol/L aus

Met-Phe-Val-Leu freigesetzt.

In den Ansatzen mit Zusatz freier Aminosauren (je 10 mMol/L) kam es zu einem
geringfugigen Abbau dieser. Die Umséatze differierten innerhalb der Stdmme stark, mit
Konzentrationsunterschieden von 0,1 bis 2,0 mMol/L. Der hochste Umsatz war durch den
Stamm L. sakei TMW 1.1393 nachzuweisen, hier kam es zu einem Abbau von 2,0 mMol/L
an freiem Methionin wéahrend der Fermentationszeit. In den Blindwerten ohne
Substratzugabe konnten keine freien Aminosauren gemessen werden. Dies zeigte sich in

allen Versuchen mit L. sakei Stammen.

3.1.3.4.2 Glucosekonzentrationen

Neben den Peptid- und Aminosaurekonzentrationen wurde auch die Anderung der
D-Glucosekonzentrationen mittels Enzymtest (2.3.2.5) wahrend der funftagigen
Fermentationszeit beobachtet (Abbildung 28). Die graphisch dargestelliten Werte in

Abbildung 28 entsprechen den Konzentrationsénderungen Ac [g/L].
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Abbildung 28: Vergleich der Konzentrationsdnderungen Ac [g/L] an D-Glucose in den
Ansatzen des Versuches PHE MET LEU VAL (Tabelle 14; 2.3.4.5) durch die
verschiedenen L. sakei Stamme (Legende) wahrend der 5-tagigen Fermentationszeit.

In allen Versuchen und unabhangig von den L. sakei-Stammen konnten, analog zu den
Ergebnissen aus den Dipeptidversuchen, konstante Glucosekonzentrationen nach einer
Fermentationszeit von 48 Stunden gemessen werden. Der Gehalt sank in den Ansatzen
mit Tetrapeptidzusatz um durchschnittlich 0,7 g/L (0,4 bis 0,8 g/L), wahrend er sich in den
Ansatzen mit Zusatz freier Aminoséauren bzw. im Blindwert ohne Substratzusatz um
durchschnittlich 1,5 g/L (1,4 bis 1,6 g/L) verringerte.

3.1.3.4.3 Konzentration an flichtigen Metaboliten

Die Konzentration an flichtigen Metaboliten (Tabelle 14, 2.3.4.5) wurde fir alle Ansatze
mit allen L. sakei-Stdmmen in Dreifachbestimmung ermittelt. In Tabelle 18 sind die
Ergebnisse inklusive Standardabweichungen dargestellt. Die ermittelten Blindwerte der
Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) - Blindwert Il - enthalt Tabelle 16
(3.1.3.3.3).



Tabelle 18: Ergebnisse der Dreifachbestimmungen mit Standardabweichungen der flichtigen Metabolite in den Tetrapeptidversuchen.

Fluchtige Verbindung Versuch / Ansatz
PHE_MET_LEU_VAL
F-M-L-V M-F-V-L F+M+L+V Blindwert |

A B C A B C A B C A B C
3-Methylbutanal 14 (5) 10 (1) 31 (10) 5(1) 6(2) 8 (3) 134 (22) 158(24) 168 (47) nn nn nn
3-Methyl-1-butanol 6 (3) 2(2) 6 (3) 10 (4) 5(2) 7() 96 (12) 36 (4) 103 (18) nn iS 3(3)
3-Methylbuttersaure nn nn nn nn nn nn 12 (3) 23 (1) 42 (4) nn nn nn
2-Methylpropanal iS iS 1(0) iS iS iS 11 (2) 4(2) 29 (10) nn nn nn
2-Methylpropanséaure nn nn nn nn nn nn 5(1) nn 59 (20) nn nn nn
Phenylacetaldehyd 2 (4) nn 45 (14) nn nn 56 (12) 208 (48) 135(47) 635(170) nn nn 24
Benzaldehyd 199 (20) 306 (93) 235(26) 66 (16) 126 (35) 76(18) 744 (95) 657 (47) 964 (157) 8(4) 24(11) 23(21)
3-(Methylthio)-propanal nn nn nn nn nn nn 671 (154) 503 (30) 1126 (260) nn nn nn
Dimethyldisulfid 1(0) 1(1) 7 (5) 14 (7) 9(1) 17 (5) 36 (7) 16 (2) 53 (24) nn nn nn

Konzentrationen: [ug/mL] fur 2-Methylpropanséaure und 3-Methylbuttersaure; [ng/mL] fiir alle anderen Metabolite
nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL bzw. <1 pg/mL)

Stamme: A = L. sakei TMW 1.1322, B = L. sakei TMW 1.1383, C = L. sakei TMW 1.1393

Blindwert I: Resting Cells ohne Substratzugabe
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Eine graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen einiger fllchtiger
Metabolite ist in Abbildung 78 (Anhang) zu finden.

Die Beobachtung, dass die L. sakei-Stamme die gréfiten Mengen an fllichtigen
Metaboliten bei Zusatz von freien Aminosauren bilden war im Versuch
PHE_MET_LEU_VAL noch ausgepragter (Tabelle 18). Die Milchsaurebakterien bildeten
hohere Konzentrationen an 3-Methylbutanal aus dem Tetrapeptid Phe-Met-Leu-Val als
aus dem Substrat Met-Phe-Val-Leu. 3-Methylbuttersdure wurde lediglich in den Anséatzen
mit Zusatz freier Aminosduren gemessen. Die Nachweisgrenze (ug/mL) ist jedoch fur
diesen Metaboliten im Vergleich zu den anderen flichtigen Substanzen (ng/mL) relativ
hoch. In den Anséatzen mit Tetrapeptiden als Aminosaurequelle wurden von allen
Stdmmen sehr geringe Mengen der Metabolite aus Valin (2-Methylpropanal und
2-Methylpropansaure) gebildet. Der Stamm L. sakei TMW 1.1393 produzierte grof3ere
Mengen an beiden Metaboliten aus der freien Aminoséure, als die beiden anderen
verwendeten Stamme. Der gleiche Stamm zeigte eine Préferenz fur die Bildung von
Phenylacetaldehyd aus den Tetrapeptiden und Phenylalanin. Bei den gebildeten Mengen
an Benzaldehyd zeigte sich, dass das Tetrapeptid Phe-Met-Leu-Val von allen Stammen
starker hin zu diesem Metabolit verstoffwechselt wurde als das Tetrapeptid
Met-Phe-Val-Leu. Die Metabolitbildung aus der Aminoséaure Phenylalanin war bei allen
verwendeten Stammen in dem Ansatz mit Zusatz freier Aminosauren am grof3ten.
Methional wurde von keinem verwendeten Stamm aus den Tetrapeptid-Substraten
gebildet. Des Weiteren konnte die Bevorzugung des Peptides Met-Phe-Val-Leu als
Substrat fir die Bildung von Dimethyldisulfid beobachtet werden. Aulierdem konnte durch
den Versuch festgestellt werden, dass der Stamm L. sakei TMW 1.1393 bei diesen
Substratkombinationen deutlich gréf3ere Mengen an Metaboliten aus den Aminosauren

Leucin, Valin, Phenylalanin und Methionin bildete als die anderen Stamme.

Tabelle 19 beinhaltet die im gleichen System ermittelten Werte fur L. plantarum
TMW 1.708 und S. carnosus TMW 2.801, zwei weiteren in der Rohwurstherstellung

verwendeten Starterkulturen (2.3.4.6).



Tabelle 19: Ergebnisse der Bestimmung fllichtiger Metabolite in den Tetrapeptidversuchen nach Fermentation mit anderen Starterkulturen.

Flichtige Verbindung

Versuch / Ansatz

PHE_MET_LEU_VAL

F-M-L-V M-F-V-L F+M+L+V Blindwert |

L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S.carnosus L. plantarum  S. carnosus
3-Methylbutanal 2 10 1 5 74 308 nn nn
3-Methyl-1-butanol 5 133 4 124 69 2285 nn 1
3-Methylbuttersaure nn 317 nn 361 nn 620 nn 120
2-Methylpropanal iS iS iS iS 1 1 nn nn
2-Methylpropanséaure nn 164 nn 171 nn 212 nn nn
Phenylacetaldehyd nn nn nn nn 117 353 nn nn
Benzaldehyd 183 nn 71 6 1296 192 20 30
3-(Methylthio)-propanal nn nn nn nn 322 204 nn nn
Dimethyldisulfid 4 iS 19 5 51 1 nn iS

Konzentrationen: [ug/mL] fur 2-Methylpropanséaure und 3-Methylbuttersaure; [ng/mL] fiir alle anderen Metabolite

nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL bzw. <1 pg/mL)

Stamme: L. plantarum = L. plantarum TMW 1.708, S. carnosus = S. carnosus TMW 2.801

Blindwert I: Resting Cells ohne Substratzugabe
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In Abbildung 79 (Anhang) sind, analog zu Abbildung 77, anhand einiger Beispiele

(Achsenbeschriftung) die Unterschiede zu den Milchsaurebakterien graphisch dargestellt.

Analog zu den Ergebnissen der Dipeptidversuche zeigte auch der Vergleich der
Metabolitbildung aus Tetrapeptiden durch L. sakei mit S. carnosus TMW 2.801 deutliche
Unterschiede im Ausmald der Metabolisierung der Substrate (Tabelle 19). So bildete der
Stamm aus den verzweigtkettigen Aminosduren Leucin und Valin deutlich hdhere
Konzentrationen an Metaboliten. Aus der aromatischen Aminosdure Phenylalanin und
dem schwefelhaltigen Methionin wurden weniger fliichtige Substanzen gebildet als durch
die Milchsaurebakterien.

L. plantarum TMW 1.708 wies auch in den Tetrapeptidversuchen ein ahnliches Verhalten
wie die L. sakei-Stdmme auf. Es produzierte von manchen Metaboliten ahnliche Mengen
wie die L.sakei-Stamme (3-Methylbutanal, 3-Methyl-1-butanol, Benzaldehyd,
Dimethyldisulfid), fir andere Metabolite konnten geringere Konzentrationen detektiert
werden (3-Methylbuttersaure, 2-Methylpropanal, 2-Methylpropanséure, Phenylacet-
aldehyd, Methional).

3.1.35 Metabolisierung von Aminosauren und a-Ketosauren durch
Resting Cells

Da bekannt ist, dass Aminosauren Uber ihre korrespondierenden a-Ketosauren zu
flichtigen Metaboliten verstoffwechselt werden, sollte Uberprift werden ob dieser
Biogeneseweg auch in L. sakei Stammen aktiv ist. Hierzu wurde die Metabolitbildung nach

Aminosaure- und a-Ketosaure-Fermentation verglichen.

Die Konzentration an fliichtigen Metaboliten wurde fir alle Ansatze in Einfachbestimmung
ermittelt. In Tabelle 20 und Tabelle 21 sind die Ergebnisse der Bestimmung der fliichtigen
Metabolite (2.3.4.7) dargestellt.

Eine graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an flichtigen Metaboliten
ist in Abbildung 80 (Anhang) zu finden. Von den ermittelten Werten wurden die Blindwerte
der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) - Blindwert Il - subtrahiert. In
jedem Diagramm ist die Konzentration eines flichtigen Metabolites fur eine
Substratkombination (Aminosdure und a-Ketosdure) nebeneinander dargestellt

(Achsenbeschriftung).



Tabelle 20: Ergebnisse der Bestimmung der fliichtigen Metabolite nach Zusatz der Aminosauren Valin und Leucin sowie ihrer
komplementaren a-Ketosauren.

Flichtige Verbindung Substrat / Ansatz
Val KIV Leu KIC
R/C BW | BW I R/C BW | BW I R/C BW | BW I R/C BW | BW I

2-Methylpropanal 38 iS 12 20 nn nn

2-Methylpropanséaure 46 54 nn 180 23 45

3-Methylbutanal 175 nn 23 nn nn nn
3-Methyl-1-butanol 161 nn 16 nn nn nn
3-Methylbuttersaure 72 92 iS 526 48 31

Konzentrationen: [ug/mL] fur 2-Methylpropanséaure und 3-Methylbuttersaure; [ng/mL] fir alle anderen Metabolite
R/C = Resting Cells + Substrate; nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL bzw. <1 pug/mL)
Blindwerte: BW I: Resting Cells ohne Substratzugabe, BW II: Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5)

Tabelle 21: Ergebnisse der Bestimmung der fliichtigen Metabolite nach Zusatz der Aminosauren Phenylalanin und Methionin sowie ihrer

komplementaren a-Ketosauren.

Flichtige Verbindung Substrat / Ansatz
Phe PPA Met KMBA
R/C BW | BW II R/C BW | BW I R/C BW | BW I R/C BW | BW I
Phenylacetaldehyd 260 nn 22 nn nn nn
Benzaldehyd 990 11 5 17402 7 5682
3-(Methylthio)-propanal 686 nn nn nn nn nn
Dimethyldisulfid 14 iS 3 659 iS 146

Konzentration: [ng/mL]; R/C = Resting Cells + Substrate; nn = nicht nachweisbar; iS = in Spuren (<1 ng/mL)
Blindwerte: BW I: Resting Cells ohne Substratzugabe, BW II: Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5)
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Die vergleichende Metabolisierung von Aminosauren und deren komplementaren
a-Ketosauren zeigte, dass in einigen Fallen deutlich mehr fliichtiger Metabolit aus den
a-Ketosauren gebildet wird. So wurden im Fall von 3-Methylbutterséure die 7-fache Menge
aus a-Ketoisocapronsaure (KIC) im Vergleich zu Leucin gebildet, bei 2-Methylpropansaure
konnte fast die 4-fache Menge aus a-Ketoisovaleriansaure (KIV) im Vergleich zu Valin
gemessen werden. Am deutlichsten wurde dies bei den Metaboliten aus Phenylalanin und
Methionin, hier lagen nach der Fermentation die 17-fache und die 47-fache Menge an
Benzaldehyd aus Phenylpyruvat (PPA) und Dimethyldisulfid aus a-Keto-y-
(methylthio)buttersaure (KMBA) vor. Die Metabolite 2-Methylpropanal, 3-Methylbutanal,
3-Methyl-1-butanol, Phenylacetaldehyd und Methional wurden vermehrt bzw.
ausschlieBlich aus der jeweiligen Aminosaure gebildet (Tabelle 20 und Tabelle 21;
Abbildung 80, Anhang)

3.1.4 Zusammenfassung und Diskussion

Ziel der Untersuchungen zur Metabolisierung von Aminosauren in mMRS-Medium durch
L. sakei (3.1.1) war es, die physiologische Fahigkeit der L. sakei-Stamme Aminosauren
aufzunehmen und zu metabolisieren zu Uberpriifen. Die Ergebnisse zeigten, dass sich die
dargestellte Methodik gut eignete um Unterschiede im Metabolismus von freien
Aminosauren bei einem 50 mMolaren Uberangebot zu beobachten. Durch das
Uberangebot im mMRS-Medium kam es in allen Féallen zu einer vermehrten Umsetzung
der zugesetzten freien Aminosduren. Die Zunahme der Konzentrationen der Aminosauren
Alanin, Glycin, Leucin, Isoleucin, Threonin, Tyrosin und Valin im mMRS-Medium wahrend
der Fermentation, wenn diese nicht zugesetzt wurden, ist durch die Aktivitat von
Proteinasen und Peptidasen, die Aminosauren aus den im Medium enthaltenen Proteinen
und Peptiden abspalten, erklarbar. Da die extrazellulare proteolytische Aktivitat von
L. sakei als gering beschrieben wird (Freiding et al., 2011; Sanz et al., 1999), ist dies auf
intrazellularen Proteinasen und Peptidasen aus gestorbenen und lysierten Zellen
zurlickzuftihren. Candogan et al. (2009) konnten wahrend der Reifung von Rohwurst die
Zunahme der freien Aminosaurekonzentrationen durch L. sakei beobachten. Fadda et al.
(1999) stellten ebenso eine signifikante Freisetzung von freien Aminosauren durch dieses
Bakterium an sarkoplasmatischen Proteinen aus Schweinemuskel fest, wahrend Sanz et

al. (1999) ahnliche Ergebnisse an Myofibrillen aus Schweinefleisch erhielten.

Als Folge des vermehrten Aminoséure-Umsatzes wurden die komplementaren fliichtigen
Metabolite (Tabelle 5, 2.3.2.1) vermehrt gebildet. Lediglich die aus den verzweigtkettigen

Aminosauren entstehenden Carbonsauren bildeten hier eine Ausnahme. Es ist jedoch zu
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erwahnen, dass die Konzentrationen hier um das tausendfache hoéher waren und die
Carbonsauren somit die mengenmaéafig am meisten gebildeten Metabolite darstellten. Dies
wurde auch durch Larrouture et al. (2000) festgestellt, die den Metabolismus von Leucin in
einer Konzentration von 2 mMol/L durch Resting Cells verschiedener Starterkulturen
verglichen. L. sakei TMW 1.1322 bildete hier lediglich 3-Methylbuttersdure, weitere
Metabolite aus diesem Substrat konnten sie nicht detektieren. Herranz et al. (2005) wies
die vermehrte Bildung der flichtigen Metabolite aus zugesetzten verzweigtkettigen
Aminoséauren in Rohwirsten nach. Die sensorische Analyse ergab eine bessere Qualitat
der Rohwirste bei Aminosdurezusatz. Allerdings waren neben einem Lactobacillus-
Stamm (L. plantarum) auch zwei Staphylococcus-Stamme (S. carnosus und S. xylosus) in
der Starterkultur. Der Einfluss des Lactobacillus auf die Bildung der fliichtigen Substanzen
wurde nicht erdrtert. Tremonte et al. (2010) konnten durch Untersuchungen zum Einfluss
von S. xylosus auf das Wachstum und die Proteolyseaktivitat von L. sakei-Stdmmen
feststellen, dass beide Faktoren durch die Anwesenheit von Staphylococcus-Stammen
gesteigert wurden. Montel et al. (1998) halten die Beteiligung von L. sakei an der
Entwicklung charakteristischer Aromen flir wahrscheinlich, da die innere Bakterienflora
von Rohwirsten von Milchsaurebakterien dominiert wird und sie Zellzahlen von

102 koloniebildende Einheiten pro Gramm am Ende der Reifung erreichen.

Im Zellwachstum konnten keine signifikanten Unterschiede bei Zugabe der Substrate
beobachtet werden. Studien mit Lactobacillus plantarum und Pediococcus pentosaceus
zeigten, dass es zu einem Anstieg des Zellwachstums bei Zugabe von Aminosauren zu
MRS-Medium kommt (Aredes Fernandez et al.,, 2003; Saguir et al., 2008). In der hier
vorliegenden Studie wurde auch das Wachstum einer Kontrolle ohne Aminosaurezusatz

gemessen, das Ergebnis konnte jedoch fir L. sakei nicht bestatigt werden.

Es sollten Untersuchungen zur Metabolisierung von Dipeptiden in mMRS-Medium durch
L. sakei (3.1.2) durchgefiihrt werden, um die Aufnahme und die Metabolisierung von
Peptidsubstraten durch die L. sakei-Stamme zu bestimmen. Des Weiteren sollten
Unterschiede im Ausmal3 der Metabolisierung im Vergleich zu freien Aminosauren und
aufgrund der Stellung der Aminoséauren innerhalb der Peptide Uberprft werden. Anhand
der durchgefihrten Bestimmungen wurde festgestellt, dass eine Beobachtung der
Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden in einer Konzentration von 2 mMol/L bzw.
4 mMol/L in mMRS-Medium schwierig ist. Durch die hohen Konzentrationen an Proteinen,
Peptiden und Aminosduren aus Pepton, Fleischextrakt und Hefeextrakt im mMMRS-
Medium, gestaltete sich die Beobachtung der Metabolisierung von geringen Mengen an

zugesetzten freien Aminosauren und Peptiden als schwierig. Auch fir die Beobachtung
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der Bildung von flichtigen Verbindungen und die Messung von geringflgigen
Unterschieden im Metabolitmuster von verschiedenen Stadmmen L. sakei war das
verwendete mMMRS-Medium zu komplex. Durch die vielen Aminoséaure-, Peptid- und
Proteinenthaltenden Inhaltsstoffe war es nicht mdoglich, absolut reproduzierbare
Ausgangssituationen zu schaffen und somit geringe Unterschiede in den
Metabolisierungsmustern der Lactobazillen zu messen. Der Substratiiberschuss und die
biologische Variabilitat fuhrten zu nicht eindeutigen Ergebnissen. Wie sich herausstellte
war ein weniger komplexes und definierteres System nétig, um die geringflgigen
Unterschiede im Abbau und der Metabolisierung von Aminosauresubstraten messen und
vergleichen zu kénnen. Hierflr wurde eine Methode zur Messung geringster Unterschiede

in der Metabolisierung von Aminoséauren und Peptiden entwickelt (2.3.4.3).

Ziel der Versuche zur Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden durch Resting Cells
(3.1.3) war es zu klaren, ob Unterschiede im Umfang der Metabolisierung durch
verschiedene Stdmme L. sakei messbar sind und ob die Stellung der Aminoséuren
innerhalb der Peptide eine Bevorzugung der zellularen Transportsysteme bzw. der
Enzyme, die fur die Metabolisierung der Aminosauren zu den flichtigen Substanzen

verantwortlich sind, erkennen lassen.

Aufgrund der Ergebnisse der Messung der Dipeptid- und Aminosaurekonzentrationen in
den Fermentationssuspensionen kann angenommen werden, dass die Dipeptide teilweise
in ihre  Aminoséaure-Komponenten hydrolysiert wurden. Da in den Anséatzen mit
Dipeptidzusatz nach deren Spaltung nicht die vollstandige zugesetzte Menge an
Aminosauren extrazellular, wie auch intrazellular gemessen werden konnte wird davon
ausgegangen, dass sie rasch und unverandert aufgenommen und teilweise extrazellular
hydrolysiert werden. Durchschnittlich wurden lediglich 3,3 mMol/L Aminosduren aus
10 mMol/L Dipeptiden freigesetzt und nur durchschnittlich 0,9 mMol/L freie Aminosauren
von den Zellen aufgenommen. Daher kann angenommen werden, dass 5,8 mMol/L
Dipeptide unmittelbar aufgenommen wurden. Dies legt nahe, dass ein erheblicher Anteil
der Dipeptide unverandert von den Milchsaurebakterien assimiliert wurde. Freie
Aminosauren hingegen stellten ungeeignete Substrate dar und wurden nur in geringen
Mengen umgesetzt. Ahnliche Ergebnisse sind auch fiir Lactococcus lactis (Stuart et al.,
1999; Kuniji et al., 1993) und Escherichia coli (Mandelstam, 1958) bei einem Mangel an
Energiequellen in der stationdren Phase beobachtet worden. Sie zeigten, dass die
Fahigkeit der Bakterien Perioden mit einem Mangel an Kohlenhydraten zu tberleben mit
ihrer Fahigkeit bestimmte Aminosduren zu transportieren und metabolisieren

zusammenhangen konnte. Da die Synthese neuer Proteine wahrend dieser Periode
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beobachtet wurde, nahmen sie an, dass Peptide das Uberleben verlangern indem sie eine
Energiequelle liefern, Aminosduren bereitstellen und den Abbau von essentiellen
Proteinen minimieren. Saguir et al. (2008) beobachteten in L. plantarum einen hohen
Dipeptid-Umsatz, was die Anwesenheit einer Peptid-Hydrolase mit einer hohen Aktivitat in
den Zellen nahelegt. Die Akkumulation von Aminosauren aus Dipeptiden in den Zellen war
hoher als aus freien Aminoséuren, was die Hauptrolle der Dipeptide als Stickstoffquelle fur
das mikrobielle Wachstum bestétigte. In Lactobacillus sanfranciscensis und Lactobacillus
plantarum konnte ein ineffizienter Transport von freien Aminoséuren gezeigt werden, was
in niedrigen Aminosdurekonzentrationen und einer niedrigen Aminosaure-Metabolisierung
resultierte. Dennoch wurden die eingesetzten Peptide quantitativ durch die intrazelluléaren

Peptidasen hydrolysiert (Vermeulen et al., 2006).

In den Dipeptidversuchen konnten grof3ere Mengen an freien Aminosauren in den Medien
nach der Fermentationszeit gemessen werden, als dies bei den Tetrapeptiden der Fall
war. Diese wurden jedoch auch nicht im gleichen MalRe aufgenommen bzw. gespalten.
Visuell waren auch nach der Fermentationszeit gréRere Mengen an Tetrapeptiden in den
Suspensionen vorhanden. Aufgrund der sehr schlechten Ldslichkeit der Tetrapeptide in
wassrigen Systemen lagen bei diesen Ansatzen die Substrate in Form einer Suspension
vor. Eine mdgliche Ursache fiur die geringe Aufnahme ist der Mangel an Oligopeptid-
Transportsystemen in L. sakei. Lediglich ein putatives Transportsystem fir Oligopeptide
wurde in der Gensequenz von L.sakei durch den Vergleich mit anderen
Milchsaurebakterien erkannt. Es konnten jedoch homologe Gene die ein Di-/Tripeptid-
ABC-Transportsystem bestehend aus flnf Untereinheiten (DppA/P, DppB, DppC, DppD
und DppF) und ein Di-/Tripeptid-ion-linked-Transportsystem (DtpT) kodieren identifiziert
werden (1.4; Freiding et al., 2011; Liu et al., 2010).

Durch die Bestimmung der freien Aminosaurekonzentrationen wurden auch Unterschiede
zwischen den Stdmmen und aufgrund der Substrate erkannt. Im Versuch LEU_MET
wurden durch alle drei L. sakei-Stamme hohere Konzentrationen an Aminosduren aus
dem Dipeptid Met-Leu freigesetzt, wahrend in den Versuchen PHE_VAL und LEU LEU
der Stamm L. sakei TMW 1.1383 in allen Ansdtzen den hdchsten Aminosdureumsatz
aufwies. Im Versuch PHE_MET_LEU_VAL war ein hoherer Anstieg der Konzentrationen
aller Aminoséauren in den Anséatzen mit Phe-Met-Val-Leu-Zusatz durch alle Stamme zu
beobachten, wobei L. sakei TMW 1.1393 die grof3ten Mengen freisetzte. Dies deutete auf
eine unterschiedliche Metabolisierung der strukturisomeren Peptide durch die beteiligten

Transportsysteme und Hydrolasen und substratspezifische Differenzen zwischen den
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verwendeten Stammen bezlglich des Ausmafles der Substrataufnahme und Verwertung
hin.

Die Bestimmung der D-Glucose-Konzentrationen zeigte, dass der Gehalt in den Ansétzen
mit Zusatz freier Aminosauren bzw. im Blindwert ohne Substratzusatz starker sank, als in
den Ansatzen mit Peptid-Zusatz. Der geringere Verbrauch an D-Glucose bei
Vorhandensein von Peptiden in den Fermentationssuspensionen ist durch eine positive
Energiebilanz der Peptide in der Zelle erklarbar. Ein geringerer Energieverbrauch fir die
Aufnahme von Peptiden im Vergleich zu freien Aminosauren wurde auch bei Pediococcus
pentosaceus beobachtet (Aredes Fernandez et al., 2003) und Unterschiede im
Glucoseverbrauch bei Zugabe von Dipeptiden und freien Aminosauren zu MRS-Medium
mit Lactobacillus plantarum wurden festgestellt (Saguir et al., 2008).

Vor allem die Messung der Konzentrationen an flichtigen Metaboliten aus den
Aminosaure-Substraten nach der Fermentation sollte Unterschiede zwischen den L. sakei-
Stammen aufzeigen. Die Konzentrationen der flichtigen Metabolite in den
Fermentationssuspensionen wurden mit denen ohne Substratzugabe (Blindwert [) bzw.
ohne Bakterienzugabe (Blindwert Il) verglichen. Geringe Mengen der fliichtigen Metabolite
konnten auch in den Blindwerten bestimmt werden. In den Fermentationssuspensionen
mit Milchs&urebakterien und Substraten war die Bildung jedoch, je nach Metabolit, 2- bis
400-fach hoher als in den Blindwerten. Eine signifikante chemische Bildung der Metabolite
konnte hierdurch ausgeschlossen werden und alle L. sakei-Stamme waren somit in der

Lage die verabreichten Substrate zu fliichtigen Substanzen umzuwandeln.

Im Dipeptid-Versuch LEU_MET zeigte sich, dass die Bildung von 3-Methylbutanal bei allen
Milchséurebakterien aus dem Dipeptid Met-Leu héher war als aus Leu-Met. Diese
Beobachtung wurde, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Bestimmung der freien
Aminosauren, als erster Hinweis auf eine stellungsabhangige Metabolisierung der
Aminosauren innerhalb der Dipeptide gewertet und durch die Untersuchungen mit
Tetrapeptiden bestatigt. Hier wurde das Peptid Phe-Met-Leu-Val eingesetzt, welches die
Kombination Met-Leu beinhaltet. Auch dieses Substrat wurde in héherem Umfang zu
3-Methylbutanal umgewandelt, als dies bei dem Substrat Met-Phe-Val-Leu der Fall war.
Die Auswertung der Metabolitbildung aus Dipeptiden ergab auch, dass die Metabolite aus
der Aminosaure Methionin (Methional und Dimethyldisulfid) verstarkt aus dem Peptid
Met-Leu gebildet wurden. Auch in den Ansétzen mit dem Tetrapeptid Met-Phe-Val-Leu
(Methionin am N-Terminus) als Substrat zeigte sich eine Bevorzugung dieses Peptids fur

die Bildung von Dimethyldisulfid. Die vermehrte Bildung der fliichtigen Metabolite aus
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diesen Peptiden konnte durch die Spezifitat einer von Sanz und Toldra (1997)
aufgereinigten und charakterisierten Aminopeptidase in L. sakei erklarbar sein. Diese
zeigte unterschiedliche Ky-Werte fur Met-AMC (AMC = 7-Amino-4-methylcoumarin) im
Vergleich zu Leu-AMC und somit unterschiedliche Affinititen gegeniber N-terminalen
Aminoséaure-Resten. Die Ergebnisse der Methional und Dimethyldisulfid-Bildung stitzten
die Hypothese der unterschiedlichen Metabolisierung der strukturisomeren Peptide. Der
Metabolit Methional wurde des Weiteren lediglich von L. sakei TMW 1.1393 aus dem
Dipeptid Leu-Met gebildet. Es wird angenommen, dass Dimethyldisulfid durch Oxidation
von Methanthiol gebildet wird, welches durch Eliminierung entweder aus Methional oder
Methionin entsteht. Da Dimethyldisulfid auch in den Ansétzen mit Leu-Met-Zusatz der
anderen L. sakei-Stamme zu finden war, kann davon ausgegangen werden, dass zuvor
Methional gebildet wurde. Eine Bildung Uber den alternativen Stoffwechselweg durch
Cystathionin-y-Lyase ist unwahrscheinlich. Keines der Gene, die Enzyme des Methionin-
und Cystein-Metabolismus in Milchsaurebakterien kodieren, konnte im Genom von
L. sakei 23K identifiziert werden (Gao et al., 1998; Liu et al., 2008).

Durch den Versuch PHE_VAL wurde eine Stamm-spezifische Praferenz fir die Bildung
von 2-Methylpropanal und 2-Methylpropansaure beobachtet. Die groRten Mengen dieser
Metabolite wurden durch den Stamm L. sakei TMW 1.1383 bei Zugabe von Phe-Val,
Val-Phe oder der freien Aminosauren Phenylalanin  und Valin zu den
Fermentationssuspensionen gebildet, was die hydrolytische Praferenz dieses Stammes
bestatigt. Hierbei schien auch die Stellung der Aminosauren innerhalb der Peptide von
Bedeutung zu sein. In dem Ansatz mit Zusatz von Phe-Val wurde fast die fiinffache Menge
an 2-Methylpropanséaure gebildet als dies bei Val-Phe-Zusatz der Fall war. Eine ahnliche
Bevorzugung konnte fir die flichtigen Metabolite aus Phenylalanin nicht beobachtet
werden. Sie wurden vermehrt durch den Stamm L. sakei TMW 1.1393 gebildet. Dieser
zeigte auch in den Tetrapeptidversuchen eine Praferenz fur die Bildung von
Phenylacetaldehnyd aus den Tetrapeptiden und Phenylalanin. Somit ist es
wahrscheinlicher, dass sich die Stamme in ihrer Fahigkeit die Aminosaure Valin zu
metabolisieren unterscheiden, als in ihrer Aufnahmefahigkeit fur die Peptid- und
Aminosauresubstrate. Bei den gebildeten Mengen an Benzaldehyd zeigte sich, dass das
Tetrapeptid Phe-Met-Leu-Val von allen Stammen zu hoheren Konzentrationen dieser
flichtigen Verbindung metabolisiert wurde als das Tetrapeptid Met-Phe-Val-Leu. Dies
demonstriert die Bevorzugung eines Substrates aufgrund der Stellung der Aminosauren
innerhalb der Peptide und deutet auf eine hohere Affinitdt des peptidolytischen Systems

dieser Aminosaurekombination gegeniber hin. Gleichermal3en wurden hdhere
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Aminosaurekonzentrationen aus Phe-Met-Leu-Val (2,6 bis 6,1 mMol/L) im Vergleich zu
Met-Phe-Val-Leu (0,7 bis 1,5 mMol/L) freigesetzt.

Deutliche Konzentrationsunterschiede an 3-Methylbutanal, 3-Methylbuttersaure, Methional
und Dimethyldisulfid wurden aus den Dipeptiden Leu-Met und Met-Leu als auch
2-Methylpropanséure und Benzaldehyd aus den Dipeptiden Phe-Val und Val-Phe durch
die drei verwendeten L. sakei-Stamme freigesetzt. Dies deutete auf eine unterschiedliche
Metabolisierung der strukturisomeren Dipeptide hin. Bei den Tetrapeptiden konnten
Unterschiede im Gehalt an 3-Methylbutanal, Benzaldehyd und Dimethyldisulfid aus den
Tetrapeptiden Phe-Met-Leu-Val und Met-Phe-Val-Leu erkannt werden. Dies stltzt die
Hypothese der unterschiedlichen Metabolisierung der strukturisomeren Peptide. In den
Dipeptidversuchen konnte des Weiteren eine verstarkte Metabolitbildung durch die
Stamme L. sakei TMW 1.1383 und L. sakei TMW 1.1393 hinsichtlich der Metabolite aus
Valin bzw. Phenylalanin festgestellt werden. Auch die Tetrapeptidversuche zeigten eine
vermehrte Umsetzung der Aminosdure Phenylalanin durch den Stamm L. sakei
TMW 1.1393. Dieses Ergebnis wurde als substratspezifische Differenz bezilglich der
Aufnahme und des Ausmafles der Metabolitbildung aus Aminosauren zwischen den

verwendeten Stammen gewertet.

Freie Aminoséuren konnten in den Versuche als die effizientesten Vorstufen fiur die
Bildung von aromarelevanten fliichtigen Metaboliten durch Milchs&urebakterien identifiziert
werden. Obwonhl sie nur geringfiigig von den Bakterienzellen absorbiert wurden lieferten
sie im Allgemeinen hohere Konzentrationen der Aromastoffe. Durch den Dipeptid-Versuch
LEU_LEU konnte der Transport und die Metabolisierung einer Aminosaure in aquimolaren
Mengen in gebundener (Dipeptid) und freier Form direkt verglichen werden. In den
Tetrapeptidversuchen war dieses Phanomen sehr viel ausgepragter. In einigen Fallen
konnten in den Ansatzen mit Peptidzusatz keine flichtigen Metabolite nachgewiesen
werden. Die einzige Ausnahme bildete der Metabolit 2-Methylpropansaure im Dipeptid-
Versuch PHE_VAL. Hier bildete L. sakei TMW 1.1383 die htéchste Konzentration in dem
Ansatz mit einer 10 mMolaren Konzentration des Dipeptides Phe-Val. Von den anderen
Stammen L. sakei wurde diese Substanz nicht akkumuliert. Die meisten Studien, in denen
die bevorzugte Aufnahme von Peptiden im Vergleich zu freien Aminosauren
nachgewiesen wurde, beschrankten sich auf die Erfassung des Wachstums der
Mikroorganismen und die Hydrolyse der Peptidsubstrate (Foucaud et al., 2001; Kunji et al.,
1996; Saguir et al., 2008; Smit und Konings, 1990). Die Bildung von Metaboliten aus
Substraten wurden lediglich vor kurzem in einer Studie beobachteten (Vermeulen et al.,

2006). Alle Experimente wurden jedoch in chemisch definierten oder Vollmedien bzw. im
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Lebensmittel durchgefuhrt. Fir die hier durchgefihrten Studien wurden als System
Resting Cells ausgewahlt, um den Einfluss der Medienbestandteile auszuschliel3en und
den Bakterien lediglich ein Substrat anzubieten. Es konnte somit die Aufnahme und der
Metabolismus der Substrate durch die Bakterien in der stationdren Phase unabhangig vom
Wachstum beobachtet werden. Ein Vergleich der Ergebnisse mit den genannten Studien
ist folglich schwer moglich. Dennoch konnte auch hier die bevorzugte Aufnahme von
Peptiden, vor allem der Dipeptide, im Vergleich zu freien Aminosduren nachgewiesen
werden. Sie fuhrte jedoch nicht zu einer vermehrten Bildung der Metabolite. Dies legt
nahe, dass die Peptide nach dem Transport in die Zelle hauptséachlich fur andere Zwecke
als die Produktion von aromarelevanten fliichtigen Substanzen verwendet werden, z.B. im
Primarstoffwechsel der Bakterien zur Bildung von Proteinen. Das Transportsystem,
welches den Transport der Substrate (als Peptide oder als freie Aminosaure) in die Zelle

reguliert, scheint das Schicksal der Aminoséaure in der Zelle zu lenken.

Der Vergleich des flichtigen Metabolitspektrums der L. sakei-Stdmme mit dem anderer in
der Rohwurstherstellung verwendeter Starterkulturen zeigte deutliche Unterschiede. Vor
allem bei S. carnosus TMW 2.801, der wahrend der Rohwurstfermentation fur die
Aromastoffbildung verantwortlich gemacht wird (Beck et al., 2004; Hugas und Monfort,
1997; Masson et al., 1999; Montel et al., 1998), konnten gro3e Unterschiede im Umfang
der Metabolisierung von verzweigtkettigen, aromatischen und schwefelhaltigen
Aminosauren im Vergleich zu den Milchsaurebakterien gemessen werden. Auch kam es
bei der Bildung von 3-Methylbutanal aus Leucin in den Versuchen LEU _MET und
LEU_LEU zu héheren Konzentrationen in den Ansatzen mit Dipeptid-Zusatz als dies bei
Vorhandensein freier Aminosauren der Fall war. AuBerdem wurde zum Vergleich der
Stamm L. plantarum TMW 1.708 verwendet, ein weiteres Milchséaurebakterium das vor
allem, wie auch L. sakei, fur die Absenkung des pH-Wertes wahrend der
Rohwurstfermentation verantwortlich gemacht wird (Hammes et al., 1990; Kramer, 2002).
Es zeigte in den Versuchen ein dhnliches Verhalten wie die L. sakei-Stamme, lediglich im
Versuch PHE_VAL konnten durch L. plantarum TMW 1.708 mehr flichtige Substanzen
aus der Aminosaure Phenylalanin freigesetzt werden als dies bei den L. sakei-Stammen
und S. carnosus der Fall war. Es wurden wenige Studien zum Aminosaurestoffwechsel mit
Resting Cells unterschiedlicher Starterkulturen durchgefuhrt. Eine vergleichbare Arbeit
stammt von Larrouture et al. (2000), sie verglichen den Leucin-Metabolismus
unterschiedlicher Starterkulturen aus der Rohwurstherstellung durch Resting Cells. Hierbei
kamen sie zu ahnlichen Ergebnissen wie in der hier vorliegenden Arbeit: L. plantarum

zeigte zwar einen deutlich erhéhten Abbau des Substrats und die Bildung groRer Mengen
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a-Ketoisocapronsaure im Vergleich zu den anderen untersuchten Starterkulturen, es fihrte
jedoch nicht zur Bildung der fir die Rohwurst aromarelevanten Metabolite. S. carnosus
zeichnete sich durch eine sehr intensive Bildung des fur Rohwirste wichtigen
Aromastoffes 3-Methylbuttersdure (Sollner und Schieberle, 2009) aus. Auch Masson et al.
(1999) untersuchten die Metabolitbildung aus Leucin durch Resting Cells von S. carnosus.
Sie konnten, analog zu den hier dargestellten Ergebnissen, die Bildung der flichtigen
Substanzen 3-Methylbutanal, 3-Methyl-1-butanol und 3-Methylbuttersdure nachweisen,
wobei in allen Ansétzen die Konzentration der Carbonsédure am hdchsten war. Auch
Montel et al. (1996) und Stahnke (1999) kamen durch Untersuchungen mit
Rohwurstmodellen zu dem Ergebnis, dass S. carnosus vor allem 3-Methylbuttersaure aus
Leucin bildet. Dies stltzt auch die in der Literatur weitlaufig auffindbare Meinung, dass vor
allem Staphylococcus-Stamme fiur die sensorische Qualitat der Produkte verantwortlich
sind (Beck et al., 2004; Hugas und Monfort, 1997; Masson et al., 1999; Montel et al.,
1998).

Die vergleichende Metabolisierung von Aminosduren und deren komplementéren
a-Ketosauren zeigte, dass in einigen Fallen deutlich mehr fliichtige Metabolite aus den
a-Ketosauren gebildet wurden (3.1.3.5). Dieses Ergebnis legt nahe, dass die
enzymatische Aktivitdt in L. sakei hinsichtlich des ersten Schritts des metabolischen
Aminosaureabbaus, der Transaminierung der Aminosauren zu a-Ketosauren, gering und
geschwindigkeitsbestimmend ist. Vergleichbare Studien, vor allem mit
Milchsaurebakterien, sind hierzu nicht durchgefihrt worden. Beck et al. (2004)
untersuchten den Abbau verzweigtkettiger Aminosduren durch S. xylosus. Sie setzten
hierbei die a-Ketosduren KIV und a-Keto-B-methylvaleriansaure (KMV) im Vergleich zu
a-Ketoglutarsaure als Akzeptoren der Aminogruppe aus Leucin bei der Transaminierung
ein. Es zeigte sich eine deutlich verbesserte Metabolisierung von Leucin zu
3-Methylbuttersaure durch Zusatz der Cosubstrate KIV und KMV. Die Autoren schlossen
hieraus auf eine bessere Funktionalitat dieser Verbindungen als Aminoakzeptoren, die
Metabolisierung der Cosubstrate wurde nicht untersucht. Larrouture-Thiveyrat und Montel
(2003) fuhrten Studien zum Metabolismus von radioaktiv markiertem Leucin mit
Carnobacterium piscicola (friiher Streptococcus lactis var. maltigenes), unter anderem mit
Resting Cells, durch. Sie gaben hierbei wahrend des Wachstums der Bakterien bis zu 2 %
KIC zum Medium und stellten wéhrend des Wachstums, wie auch im System der Resting
Cells, eine deutlich héhere Metabolitbildung aus Leucin fest. Auch sie schlossen auf die
Funktion der KIC als Aminoakzeptor bei der Transaminierungsreaktion, untersuchten

jedoch nicht die Metabolisierung der KIC ohne Zugabe von Leucin. In den hier
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durchgefihrten Experimenten kann die Wirkung der a-Ketosauren als Cosubstrate
ausgeschlossen werden, da sie nicht in Kombination mit den Aminosauren als Substrat
angeboten wurden, Cosubstrat fir die Transaminierungsreaktionen war in allen Fallen

a-Ketoglutarsaure.

3.1.5 Schlussfolgerung

In mehreren Studien wurde die phanotypische Heterogenitat von L. sakei-Stammen
nachgewiesen (Champomier-Verges et al., 2001). Auch Unterschiede in der Genomgrélie
von L. sakei-Stammen legen nahe, dass das metabolische Potenzial dieser Stamme
ebenso unterschiedlich sein kann (Chaillou et al., 2009; Champomier et al., 1987). Durch
den Vergleich von drei Stammen L. sakei konnten in den hier durchgefiihrten
Experimenten einige substratspezifische Differenzen bezlglich des Ausmafles der
Metabolitbildung aus Aminosauren festgestellt und diese Vermutung somit bestatigt
werden. Die Gegenlberstellung der gemessenen Konzentrationen an flichtigen
Substanzen mit den im gleichen System ermittelten Werten fUr S. carnosus zeigten aber
auch, dass das metabolische Potential von L. sakei in Bezug auf die Bildung der
aromarelevanten Metabolite als gering einzustufen ist. Da Milchsaurebakterium jedoch
hohe Keimzahlen am Ende der Reifung von Rohwirsten erreichen, sollte ihr Einfluss auf
das Aroma dieser Produkte nicht unterschéatzt werden.

Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass
Peptide und Aminosauren in L. sakei-Zellen unterschiedlich abgebaut werden. Wahrend
Dipeptide zwar besser von den Milchsaurebakterien aufgenommen werden als freie
Aminosauren, konnten hohere Metabolitkonzentrationen aus freien Aminosduren
gemessen werden. Es kann angenommen werden, dass ein Teil der Peptide im
Primarstoffwechsel der Bakterien, z.B. zur Bildung von Proteinen, verwendet wird. Im
Vergleich zu Tetrapeptiden wurden Dipeptide von den zellularen Transportsystemen und
Peptidasen deutlich bevorzugt. In fast allen Experimenten zeigte sich eine Bevorzugung
der freien Aminosauresubstrate hinsichtlich der Bildung von aromarelevanten fliichtigen
Metaboliten. Die in mehreren Studien mit Milchsdurebakterien belegte bevorzugte
Aufnahme und Umwandlung von Peptiden im Vergleich zu freien Aminoséuren konnte
unter den angewandten Bedingungen und im Hinblick auf die Bildung aromarelevanter

Verbindungen somit nur teilweise fur L. sakei bestéatigt werden.

Des Weiteren konnte die unterschiedliche Metabolisierung strukturisomerer Peptide in
verschiedenen Versuchen nachgewiesen werden. Dies zeigt die Spezifitat und

Komplexitat der Transport- und peptidolytischen Systeme dieser Mikroorganismen.
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3.2 Aktivitatsgeleitete Aufreinigung eines Enzyms mit
Transaminierungsaktivitat aus Lactobacillus sakei
TMW 1.1322

Die vergleichende Metabolisierung von Aminosauren und deren komplementéren
a-Ketosauren zeigte, dass in einigen Fallen deutlich mehr fliichtiger Metabolit aus den
a-Ketosauren gebildet wird (3.1.3.5). Dies weist darauf hin, dass das Vermdgen von
L. sakei, Transaminierungsreaktionen durchzufiihren, gering ist. Die Transaminierungs-
aktivitat von L. sakei TMW 1.1322 konnte jedoch durch Einsatz radioaktiv markierter
Substrate nachgewiesen werden (Larrouture et al., 2000). Auch durch die in dieser Arbeit
beschriebenen Versuche zur Metabolisierung von Aminosauren und Peptiden durch
Lactobazillen konnte eine Metabolisierung der Aminosauresubstrate gezeigt werden (3.1).
Bei der Untersuchung des genetischen Potentials von Uber 50 Stammen L. sakei konnte
jedoch in keinem Stamm eine Gensequenz fir in Milchsaurebakterien bekannte
Transaminasen mit einer Spezifitdt flr verzweigtkettige bzw. aromatische Aminosauren
gefunden werden (Freiding et al., 2011). Somit stellte sich die Frage, welches Enzym flr
die Bildung der flichtigen Metabolite aus Aminosduren bzw. flir den ersten
Metabolisierungsschritt, der Transaminierung von Aminosduren zu a-Ketosauren,
verantwortlich ist. Aus diesem Grund wurde die aktivititsgeleitete Aufreinigung eines
Enzyms mit Transaminierungsaktivitat aus L. sakei TMW 1.1322 durchgefiihrt (2.3.5).

3.21 lonenaustauschchromatographie

Im ersten Schritt der zweistufigen aktivitdtsgeleiteten Aufreinigung wurde der wie in 2.3.5.2
beschrieben hergestellte Rohproteinextrakt aus L. sakei TMW 1.1322 durch eine
ionenaustauschchromatographische Trennung an den quartdren Ammoniumverbindungen
der Q-Sepharose™ High Performance-Matrix einer HiLoad 16/10 Q Sepharose HP-Saule
fraktioniert (System Anionenaustausch; 2.2.1). Die erhaltenen Fraktionen sowie der
Rohproteinextrakt mit Kontrollen wurden anschlieBend direkt durch einen Enzymassay auf
Transaminierungsaktivitat (Bestimmung des Produktes Glutaminsaure mittels Enzymtest
oder a-Ketoisocapronsaure (KIC) mittels HPLC-UV) Uberpriift (2.3.5.3). In den aktiven

Fraktionen wurde aufRerdem der Proteingehalt bestimmt (2.3.5.1).

Der Enzymtest zur Bestimmung der Glutaminsaurekonzentrationen in den Enzymassays
wurde direkt nach der Inkubationszeit durchgefihrt, da er schneller ein Ergebnis tber die
Transaminierungsaktivitdt der Fraktionen lieferte als die Bestimmung der KIC durch
HPLC-UV. Mit der Glutaminsédure-Methode konnte nur indirekt die Bildung von KIC
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nachgewiesen werden. Bei der Transaminierungsreaktion von Leucin zur KIC stellt
a-Ketoglutarséure ein Cosubstrat dar, welches die Aminogruppe aus Leucin aufnimmt und
dabei selbst zu L-Glutaminsdure umgewandelt wird. Somit konnte Uber den Gehalt an
L-Glutaminsaure die Transaminierungsaktivitat beobachtet werden. In Abbildung 29 ist das
Ergebnis der Bestimmung der Konzentrationen an L-Glutaminsdure mittels Enzymtest
(2.3.2.7) im Rohproteinextrakt, den Kontrollen und den ersten neun Fraktionen aus der
ionenaustauschchromatographischen Trennung graphisch dargestelit.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
L-Glutaminsaure (Glu) [mMol/L] mittels Enzymtest zur Bestimmung der Transaminierungs-
aktivitat nach ionenaustauschchromatographischer Fraktionierung und 24 h Inkubation bei
37 °C. RE = Rohproteinextrakt; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von Protein; BW B =
Kontrolle ohne Zusatz von Substrat; F 1 - F 9 = Fraktionen 1 - 9 der chromatographischen
Trennung.

Der Rohproteinextrakt wie auch die zugehotrige Kontrolle Blindwert B zeigten
Transaminierungsaktivitdt. Im Rohproteinextrakt konnten 0,46 mMol/L, im Blindwert B
hingegen 0,11 mMol/L L-Glutaminsdure nachgewiesen werden. In den Fraktionen der
ionenaustauschchromatographischen Trennung konnte ab der ersten Fraktion
L-Glutaminsaure bestimmt werden. Es kam zu einem Konzentrationsanstieg bis Fraktion 3
(1,32 mMol/L), in Fraktion 4 bis 7 wurden 0,08 - 0,27 mMol/L L-Glutaminsaure gemessen.

Fur die weitere Aufreinigung des Proteins wurden die Fraktionen 1 bis 7 verwendet.

In Abbildung 30 ist das Ergebnis der Bestimmung der Konzentrationen an KIC durch
HPLC-UV (2.3.2.6) im Rohproteinextrakt, den Kontrollen und den ersten 30 Fraktionen aus

der ionenaustauschchromatographischen Trennung graphisch dargestellt, es ist die
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Konzentration an KIC [mMol/L] im Assaypuffer des jeweiligen Ansatzes nach 24 Stunden

Fermentationszeit bei 37 °C angegeben.

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25

(KIC) [mMol/L]

Q&Q§?~§<b <<'\/ <<’\z <<°) <<b‘ <<‘9 <<‘o <<’\ (<‘b <<Cb ((\/0 Q'\'r\, <<,\’/'1z (((/’) <<,\/v <<,\</o ((,»‘o <<,\’/\ :,)0
Y
<

Abbildung 30: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
a-Ketoisocapronsaure (KIC) [mMol/L] durch HPLC-UV zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat nach ionenaustauschchromatographischer Fraktionierung und
24 h Inkubation bei 37 °C. RE = Rohproteinextrakt; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von
Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz von Substrat; F 1 - F 30 = Fraktionen 1-30 der
chromatographischen Fraktionierung.

Durch die Bestimmung der Konzentrationen an KIC konnte das Ergebnis der
L-Glutaminsaure-Bestimmung bestatigt werden. Im Rohproteinextrakt wurde das Produkt
aus der Transaminierungsreaktion in einer durchschnittichen Konzentration von
0,14 mMol/L gebildet. In der Kontrolle Blindwert B war keine KIC nachzuweisen. Auch hier
war ein deutlicher Anstieg der KIC-Konzentrationen ab Fraktion 1 (0,12 mMol/l) bis
Fraktion 3 (0,45 mMol/L) messbar, ab Fraktion 4 (0,11 mMol/L) sank die Konzentration
wieder. KIC konnte bis einschlielich Fraktion 17 nachgewiesen werden mit einer

durchschnittlichen Konzentration von 0,03 mMol/L in den Fraktionen 5 bis 17.

Die Bestimmung des Proteingehalts durch die Methode nach Bradford (2.3.5.1) ergab die
folgenden Konzentrationen [ug/pL]: F1: 3,07; F2:4,08; F3:3,43; F4:0,81; F5:0,14;
F6: 0,06; F7: 0,08.

3.2.2 Gelfiltration

Vor dem zweiten Aufreinigungsschritt mittels Gelfiltration wurden die ersten sieben

Fraktionen aus der ionenaustauschchromatographischen Trennung vereint, konzentriert
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und der Salzgehalt dem Elutionspuffer angepasst (2.3.5.4). AnschlieBend wurden die
konzentrierten aktiven Fraktionen durch Gelfiltration ihrer Grof3e nach fraktioniert. Hierfur
diente die Sephadex™-Matrix einer Superdex 200 10/300 GL-Saule, bestehend aus
quervernetzten Dextran/Agarose-Gelkugelchen (System  Gelfiltration; 2.2.1). Die
erhaltenen Fraktionen sowie die konzentrierten aktiven Fraktionen aus dem ersten
Aufreinigungsschritt mit Kontrollen wurden anschliel3end direkt durch einen Enzymassay
auf Transaminierungsaktivitat Uberprift (2.3.5.3). In den vereinten aktiven Fraktionen
sowie den Fraktionen davor und danach wurde aul3erdem der Proteingehalt bestimmt
(2.3.5.1) und ihre Reinheit durch SDS-PAGE und Silberfarbung tberprift (2.3.5.6).

Auch nach dem zweiten Aufreinigungsschritt wurde die Transaminierungsaktivitat sowohl
durch Messung der Konzentration an KIC, wie auch durch Bestimmung des Gehalts an
L-Glutaminsaure bestimmt. Abbildung 31 stellt die gemessenen Konzentrationen an KIC
durch HPLC-UV (2.3.2.6) in den vereinten aktiven und konzentrierten Fraktionen aus dem
ersten Aufreinigungsschritt, dem Eluat der Konzentrierung, den Kontrollen und den
Fraktionen aus der Trennung durch Gelfiltration graphisch dar.

Die vereinten aktiven und konzentrierten Fraktionen aus dem ersten Aufreinigungsschritt
(REo) zeigten Transaminierungsaktivitat, es konnten 0,05 mMol/L KIC nachgewiesen
werden. Im Eluat der Konzentrierung (REu), wie auch in den Kontrollen BW A und BW B
konnte keine KIC bestimmt werden. In den Fraktionen der Trennung durch Gelfiltration
konnte durch diese Methode ab Fraktion 14 bis Fraktion 17 KIC gemessen werden. Es
kam zu einem Konzentrationsanstieg bis Fraktion 16 (0,07 mMol/L), in den Fraktionen
14, 15 und 17 wurden durchschnittlich 0,02 mMol/L KIC nachgewiesen.

Abbildung 32 zeigt das Ergebnis der Bestimmung der Konzentrationen an
L-Glutaminsaure mittels Enzymtest (2.3.2.7) in den vereinten aktiven und konzentrierten
Fraktionen aus dem ersten Aufreinigungsschritt, dem Eluat der Konzentrierung, den

Kontrollen und den Fraktionen 12 - 19 aus der Trennung durch Gelfiltration.
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Abbildung 31: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
a-Ketoisocapronsaure (KIC) [mMol/L] durch HPLC-UV zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat nach Gelfiltration und 24 h Inkubation bei 37 °C. REo = vereinte
aktive und konzentrierte Fraktionen aus dem ersten Aufreinigungsschritt; REu = Eluat der
Konzentrierung; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz
von Substrat; F 1 - F 28 = Fraktionen 1-28 der Fraktionierung durch Gelfiltration.
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Abbildung 32: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
L-Glutaminsadure  (Glu) [mMol/L] mittels Enzymtest zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat nach Gelfiltration und 24 h Inkubation bei 37 °C. REo = vereinte
aktive und konzentrierte Fraktionen aus dem ersten Aufreinigungsschritt; REu = Eluat der
Konzentrierung; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz
von Substrat; F 12 - F 19 = Fraktionen 12-19 der Fraktionierung durch Geffiltration.
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Durch die Bestimmung der Konzentrationen an L-Glutaminsdure konnte das Ergebnis der
KIC-Bestimmung bestatigt werden. In den vereinten aktiven und konzentrierten Fraktionen
aus dem ersten Aufreinigungsschritt (REo) wurde das Nebenprodukt aus der
Transaminierungsreaktion in einer durchschnittlichen Konzentration von 0,23 mMol/L
gebildet. Im Eluat der Konzentrierung (REu), wie auch in der Kontrolle BW B konnten hier
L-Glutaminsdure in Konzentrationen von jeweils 0,08 mMol/L bestimmt werden, in der
Kontrolle BW A hingegen konnte keine L-Glutaminsaure nachgewiesen werden. In den
Fraktionen der Trennung mittels Gelfiltration waren auch hier in den Fraktionen 14 - 17
(durchschnittlich 0,07 mMol/L) der hochste L-Glutaminsdure-Gehalt messbar, zusatzlich
konnten auch in Fraktion 13 (0,01 mMol/L) und Fraktion 18 (0,003 mMol/L) geringe
Mengen nachgewiesen werden. Fir alle weiteren Arbeitsschritte wurden die Fraktionen 14

bis 17 vereint und verwendet.

Die Analyse der vereinten aktiven Fraktionen durch LC-UV/ESI-MS" ergab einen UV-Peak
bei 280 nm und einer Retentionszeit von 10,8 min. Das Massenspektrum (positiver Mode)
des Signals zeigte ein Pseudomolekiilion bei m/z 664, welches im MS?Spektrum zu
m/z 542 und m/z 524 zerfallt. Der Datenbankabgleich (2.2.6) ergab als mdgliche Substanz
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD), welche durch Injektion des kauflich erworbenen
Standards identifiziert wurde (Abbildung 81, Anhang).

3.2.3 Entsalzung, Gefriertrocknung und SDS-PAGE

Vor der SDS-PAGE wurden die Fraktionen 14 bis 17 des zweiten Aufreinigungsschrittes
mittels Gelfiltration (3.2.2) vereint, entsalzt und durch Gefriertrocknung konzentriert
(2.3.5.5). AuRerdem wurden die drei Fraktionen vor (F11-13) und die drei Fraktionen nach
(F18-20) den aktiven Fraktionen vereint und die gleichen Arbeitsschritte durchgefihrt.
Nach der Entsalzung wurde ein Enzymtest auf Transaminierungsaktivitat (2.3.5.5)
durchgefuhrt und die gebildeten Konzentrationen an L-Glutaminsaure mittels Enzymtest
bestimmt (2.3.2.7) (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
L-Glutaminsaure  (Glu) [uMol/L] mittels Enzymtest zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat der vereinten Fraktionen nach Proteinaufreinigung mittels
Gelfiltration, Entsalzung und 24 h Inkubation bei 37 °C. F11-13 = vereinte Fraktionen
11-13; F14 - 17 = vereinte Fraktionen 14 - 17 (aktive Fraktionen); F18-20 = vereinte
Fraktionen 18 - 20; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von Protein; BW B = Kontrolle ohne
Zusatz von Substrat.

Sowohl in den vereinten Fraktionen 11 - 13, wie auch in den vereinten Fraktionen 14 - 17
konnte nach der Entsalzung Transaminierungsaktivitait durch Bestimmung der
L-Glutaminsaurekonzentrationen in den Enzymassays nachgewiesen werden (1,32 pMol/L
bzw. 2,64 pMol/L). Die zugehorigen Kontrollen Blindwert B enthielten jeweils etwa ein
Viertel der gefundenen Menge (0,26 pMol/L bzw. 0,66 uMol/L), in den Fraktionen 18 - 20,
dem zugehérigen BW B und auch der Kontrolle BW A konnte keine L-Glutaminsaure

bestimmt werden.

Die Reinheit der Fraktionen nach der aktivititsgeleiteten Aufreinigung mittels
lonenaustauschchromatographie und Gelffiltration (3.2.1 und 3.2.2) wurden durch eine
SDS-PAGE und anschlieRender Silberfarbung tberprift (2.3.5.6). Die Proben wurden auf
ein Tris-Glycin-Gradienten-Gel (4 - 20 % SDS) aufgetragen, um vor allem im niedrigen

Molekulargewichtsbereich eine gute Trennung zu gewahrleisten (Abbildung 34).
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Abbildung 34: SDS-PAGE (Tris-Glycin-Gradienten-Gel, 4-20 % SDS) der Fraktionen
nach der aktivitatsgeleiteten Aufreinigung mittels lonenaustauschchromatographie und
Gelfiltration. Dargestellt sind der Protein-GréRenstandard (M), der fur die lonenaus-
tauschchromatographie injizierte Rohproteinextrakt (RE); die fir die Gelfiltration vereinten,
aufgereinigten und konzentrierten Fraktionen (REO0); die vereinten, entsalzten und
konzentrierten Fraktionen der Gelffiltration (F11-13, F14-17 und F18-20).

Der fur die lonenaustauschchromatographie injizierte Rohproteinextrakt (RE) zeigte auf
dem SDS-PAGE-Gel Proteinbanden in hoher Dichte Uber den gesamten
Molekulargewichtsbereich hinweg. Bei den vereinten und konzentrierten aktiven
Fraktionen nach dem ersten Aufreinigungsschritt (REo) hingegen war eine Abnahme der
Konzentration an Proteinen bemerkbar, vor allem derer mit niedrigem Molekulargewicht. In
den vereinten, entsalzenen und konzentrierten drei Fraktionen vor den Transaminase-
aktiven Fraktionen aus der Gelfiltration (F11-13) waren noch 5 Banden detektierbar mit
Molekulargewichten zwischen ca. 10 und 20 kDa. Die drei Fraktionen nach den
Transaminase-aktiven Fraktionen aus der Gelfiltration (F18-20) zeigten keine
Proteinbanden. In den vier aktiven Fraktionen aus der Gelfiltration (F14-17) war hingegen
eine starker ausgepragte Bande detektierbar (Pfeil, Abbildung 34). Sie wurde aus dem
SDS-PAGE-Gel ausgeschnitten und sequenziert (2.3.5.7). Uber den
ProteingroRenstandard (M) ist ein Molekulargewicht des Proteins von ca. 10 - 12 kDa

abschatzbar.
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3.24 Sequenzierung der Proteinbande

Bei der extern durchgefiihrten Sequenzierung durch LC-MS/MS nach Verdau des durch
die aktivitatsgeleitete Aufreinigung erhaltenen Enzyms mit Transaminierungsaktivitat aus
L. sakei TMW 1.1322 (3.2.1 bis 3.2.3), ergaben sich Peptidfragmente, welche durch
Abgleich mit einer Datenbank (Mascot Search, Matrix Science Ltd., London, England) auf
die Aminosauresequenzen mehrerer Proteine aus L. sakei 23K (= L. sakei TMW 1.1322)
zurlckgefihrt werden konnten. Das Programm fiuhrt hierfir im ersten Schritt einen
Datenbankabgleich der nach Verdau und LC-MS/MS-Analyse ermittelten Peptidmassen
mit experimentell ermittelten Peptidmassen durch und bestimmt so die sogenannten
Matches. AuRerdem nehmen empirisch, nach dem Mowse scoring Algorithmus (Pappin et
al., 1993) ermittelte Faktoren Einfluss auf den Match und geben ihm hierdurch zusatzlich
statistisches Gewicht. Hieraus errechnet das Programm einen lons Score, durch den eine
Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung im sogenannten Protein Score
angegeben wird. Protein Scores werden von lon Scores abgeleitet, um Protein-Matches
nicht-wahrscheinlichkeitstheoretisch zu bewerten und geben den sogenannten Best Match
an (2.2.6). In Abbildung 35 ist das Histogramm der hier durchgefiihrten Sequenzierung
dargestellt. lons Scores > 29 gaben Gleichheit oder erhebliche Homologie an (p-Wert
< 0,05).
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Abbildung 35: Durch das Programm Mascot Search erstelltes Histogramm der extern
durchgefihrten Sequenzierung des aktivitdtsgeleitet aufgereinigten Proteins mit
Transaminierungsaktivitat aus L. sakei TMW 1.1322.

In  Abbildung 36 bis Abbildung 41 sind die Aminoséuresequenzen der sechs
wahrscheinlichsten Proteine abgebildet. Dargestellt ist die gesamte Aminosauresequenz
der Proteine, schwarz markiert sind die bei der Sequenzierung durch LC-MS/MS
erhaltenen Peptidfragmente. AuRerdem sind die Ubereinstimmung, der Protein Score und

das berechnete Molekulargewicht der Proteine angegeben.
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AVQLDVFGRVQGVGFR LGITGTVSNQPDGSVKIAMGPDAILEQFIGA
VK VVQTPLQDVSACHK

Abbildung 36: Putative Acylphosphatase (NCBI Reference Sequence: YP_395991.1).
Ubereinstimmung: 69,6 %. Protein Score: 18743. Berechnetes Molekulargewicht: 9,6 kDa.

VHITMECTECHERSYLSNK NNPDRLELKKYCPRERKVTLHRETK

Abbildung 37: 50S ribosomales Protein L33 (NCBI Reference Sequence: YP_395944.1).
Ubereinstimmung: 89,8 %. Protein Score: 4110. Berechnetes Molekulargewicht: 5,9 kDa.

TAQILNEANFNDEIKEGVTLVDFWATWCPPCKMQGPIVEQLADDYAGK VDVDQN
QNLAAQFGIQAIPTLLIMKDGQLQEQLVGLQR

Abbildung 38: Thioredoxin (NCBI Reference Sequence: YP_394828.1).
Ubereinstimmung: 82,9 %. Protein Score: 2806. Berechnetes Molekulargewicht: 11,4 kDa.

DFHVVADTGIHARPATLLVQTASKFNSDVNLEYK

Abbildung 39: Phosphotransportprotein HPr (NCBI Reference Sequence: YP_396072.1).
Ubereinstimmung: 38,6 %. Protein Score: 2233. Berechnetes Molekulargewicht: 9,2 kDa.

AQLIENVASK KDATAAVDAVFGSIQDTLKQGDKVQLIGFGTFEVR K
GRNPQTGAEIK VPAFKPGK

Abbildung 40: Histon-ahnliches, DNA-bindendes Protein HU (NCBI Reference Sequence:
YP_395626.1). Ubereinstimmung: 71,4 %. Protein Score: 2019. Berechnetes
Molekulargewicht: 9,5 kDa.

GYGFVTREDGSDVFVHFSAIQGEGYKTLEEGQSVSFDIEESDR

Abbildung 41: Kalteschock-Protein CspA (NCBI Reference Sequence: YP_396175.1).
Ubereinstimmung: 65,2 %. Protein Score: 295. Berechnetes Molekulargewicht: 7,2 kDa.

Anhand der Ubereinstimmung, der Haufigkeit des Auftretens der Peptidfragmente und

statistischer Bewertungen wurde durch die oben genannte Datenbank ein sogenannter
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Top Hit errechnet (siehe oben). Im Fall der sequenzierten Proteinbande handelte es sich

hierbei um die putative Acylphosphatase (Abbildung 36).

Zusatzlich zu dem 50S ribosomalen Protein L33 (Abbildung 37) konnten durch die
Datenbank weitere ribosomale Proteine mit einem geringeren Protein Score den
Peptidfragmenten zugeordnet werden. So kamen auferdem die 30S ribosomalen Proteine
S15, S16 und S21 und die 50S ribosomalen Proteine L29, L30 und L33 in Frage.

3.25 Lysozym

Wie in 2.3.5.2 erwahnt, wurde zu Beginn der Arbeiten zur aktivitatsgeleiteten Aufreinigung
eines Enzyms mit Transaminierungsaktivitat vor dem Zellaufschluss der Bakterien durch
Ultraschall eine Lysozymbehandlung durchgefihrt. Bei der anschlielRend durchgefiihrten
Aufreinigung (2.3.5) konnte nach dem zweiten Aufreinigungsschritt mittels Gelfiltration
Aktivitdt durch Messung der gebildeten Menge an KIC mittels HPLC-UV (2.3.2.6) in den
Fraktionen 14 bis 17 festgestellt werden. Die SDS-PAGE zeigte durch Coomassie-
Farbung lediglich eine Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 14 kDa in der aktiven
Fraktion 14 (Abbildung 43).

Die Bande wurde wie in 2.3.5.7 beschrieben ausgeschnitten und sequenziert. Hierbei
konnte als Top Hit (3.2.4) mit einem Protein Score von 104 (p-Wert < 0,05 bei lons
Scores > 83) die in Abbildung 42 dargestellte Aminosauresequenz identifiziert werden.

RHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQIN
SRWWCNDGR KIVSDGDGMNAWVAWRNRCKG
TDVQAWIR

Abbildung 42 Aminosauresequenz des bei der Sequenzierung durch LC-MS/MS
erhaltenen Proteins. Schwarz markiert sind die erhaltenen Peptidfragmente.

Die identifizierten Peptidfragmente entsprachen zu 63,6 % dem zum Zellaufschluss
zugesetzten Lysozym. Auch das Molekulargewicht von Lysozym (14,4 kDa) stimmte gut
mit dem der Proteinbande auf dem SDS-PAGE-Gel tberein. Aus diesem Grund wurde die
Transaminierungsaktivitat von Lysozym aus Huhnereiwei3 in unterschiedlichen
Konzentrationen durch Enzymassays und Messung der gebildeten Menge an KIC mittels
HPLC-UV in Doppelbestimmung untersucht (Abbildung 44).
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Abbildung 43: SDS-PAGE (Tris-Glycin-Gradienten-Gel, 4-20 % SDS) der Fraktionen
nach der aktivitatsgeleiteten Aufreinigung mittels lonenaustauschchromatographie und
Gelfiltration. Dargestellt sind der Protein-GréRenstandard (M), der fur die lonenaus-
tauschchromatographie injizierte Rohproteinextrakt (RE); die aktiven Fraktionen nach der
lonenaustauschchromatographie (aktive Fraktionen IEC); die fur die Gelfiltration vereinten,
aufgereinigten und konzentrierten Fraktionen (REo0); die aktiven Fraktionen der
Gelffiltration (F16, F14 und F15).

Es konnte die enzymatisch katalysierte Bildung von KIC durch Lysozym aus HiUhnereiweis
gezeigt werden (Abbildung 44). Die gebildeten Mengen an KIC lagen je nach
Lysozymkonzentration zwischen 0,03 und 0,15 mMol/L, mit einem Maximum bei 1 mg/mL
Lysozym im Assaypuffer. Die Kontrolle BW A enthielt das Reaktionsprodukt der
Transaminierungsreaktion in einer Konzentration von 0,02 mMol/L, in BW B wurde keine
KIC nachgewiesen. Bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge konnte die hochste
Aktivitat mit 0,83 nMol KIC/ug Protein bei einer Lysozym-Konzentration von 0,1 mg/mL
gemessen werden. Um auszuschlieen, dass die in Rohproteinextrakten von L. sakei
TMW 1.1322 gemessene Transaminierungsaktivitdt ausschliellich durch das zum
Zellaufschluss zugesetzte Lysozym hervorgerufen wird, wurden in einem weiteren
Versuch Zellen von L. sakei TMW 1.1322 kultiviert und geerntet (2.3.1.3) und zu gleichen
Teilen aufgeteilt. AnschlieRend wurde je ein Rohproteinextrakt hergestellt, einmal ohne
(RE) und einmal mit Lysozymbehandlung (RE Lys). Die Bildung von KIC wurde durch den
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Enzymassay (2.3.5.3) und Messung der gebildeten Menge an KIC mittels HPLC-UV
(2.3.2.6) in Dreifachbestimmung bestimmt. Zusatzlich wurde als Vergleich die Bildung von
KIC durch Lysozym in den Konzentrationen 0,5 und 1 mg/mL in Dreifachbestimmung
analysiert und als weitere Kontrolle das durch Hitze inaktivierte Lysozym (95 °C, 15 min;
BW C) fuir den Enzymassay eingesetzt. (Abbildung 45).
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Abbildung 44: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
a-Ketoisocapronsaure (KIC) [mMol/L] durch HPLC-UV zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitdt von Lysozym nach 22 h Inkubation bei 37 °C.
Lysozym 0,1-10,0 mg/mL = Assaypuffer mit Lysozym in den angegebenen
Konzentrationen; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von Lysozym; BW B = Kontrolle ohne
Zusatz von Substrat, 1,0 mg/mL Lysozym.

Auch ohne Lysozymbehandlung zeigte der Rohproteinextrakt aus L. sakei TMW 1.1322
Transaminierungsaktivitdt (Abbildung 45). Es konnte hier eine héhere Konzentration an
KIC im Assaypuffer gemessen werden als in den Anséatzen mit Lysozymbehandlung.
Einen moglichen Grund hierfir koénnte ein weiterer Waschschritt nach der
Lysozymbehandlung darstellen, da hierbei die Proteine aus schon lysierten Zellen
ausgewaschen werden. Auch die Proteinkonzentrationen der Rohproteinextrakte waren
unterschiedlich: RE hatte einen Proteingehalt nach Bradford von 19,8 ug/uL, RE Lys
hingegen von 16,0 pg/uL. In den Enzymassays zur Bildung von KIC durch Lysozym
konnten deutlich geringere Konzentrationen gemessen werden als bei den
Rohproteinextrakten, bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge konnte allerdings in etwa

die sechsfache Aktivitat [nMol KIC/ug Protein] durch Lysozym festgestellt werden.
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Abbildung 45: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
a-Ketoisocapronsaure (KIC) [mMol/L] durch HPLC-UV zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitdit von Lysozym nach 24 h Inkubation bei 37°C. RE =
Rohproteinextrakt ohne Lysozymbehandlung; RE Lys = Rohproteinextrakt mit
Lysozymbehandlung; Lysozym 0,5 und 1,0 mg/mL = Assaypuffer mit Lysozym in den
angegebenen Konzentrationen; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von Protein; BW B =
Kontrolle ohne Zusatz von Substrat; BW C = Kontrolle mit durch Hitze inaktiviertem
Lysozym (95 °C, 15 min).

3.2.6 Diskussion

Die aktivitdtsgeleitete Aufreinigung eines Enzyms mit Transaminierungsaktivitit aus
L. sakei TMW 1.1322 mittels lonenaustauschchromatographie und Gelfiltration fuhrte zu
einer einzelnen Bande auf der SDS-PAGE mit einem Molekulargewicht von ca.
10-12 kDa (3.2.3). Wahrend allen Stufen des Aufreinigungsprozesses konnte in den
weiter verwendeten Fraktionen Aktivitdit gemessen werden. Aul3erdem wurde durch die
aktivitatsgeleitete Aufreinigung Transaminierungsaktivitdt durch die Hydrolase Lysozym,
welche anfangs zur Lysis der L. sakei-Zellen zugegeben wurde, festgestellt (3.2.5).
Zusatzlich wurde erkannt, dass bei den aktiven Fraktionen der Aufreinigungsschritte NAD
koeluierte (3.2.2).

Die Sequenzierung der Bande auf der SDS-PAGE mit einem Molekulargewicht von
10 - 12 kDa ergab mehrere mdogliche Enzyme (3.2.4). Als Top Hit wurde durch die
verwendete Datenbank eine putative Acylphosphatase identifiziert. Anhand der
gemessenen Peptidfragmente kamen jedoch auch die folgenden Enzyme und Proteine

nach Datenbankabgleich in Frage: 50S ribosomales Protein L33; Thioredoxin;
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Phosphotransportprotein  HPr; Histon-dhnliches, DNA-bindendes Protein HU und
Kalteschock-Protein CspA.

Das 50S ribosomale Protein L33 besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 5,9 kDa
und ist somit um etwa die Halfte leichter als die Proteinbande auf dem Gel. Bei der
Sequenzierung der Proteinbande konnten Peptidfragmente mit einer Ubereinstimmung
von 89,8 % gefunden werden. Unter weiteren ribosomalen Proteinen kam bei der
Sequenzierung das 30S ribosomalen Proteine S21 (berechnetes Molekulargewicht:
6,8 kDa) mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit in Frage (3.2.4). Dieses wurde durch
de Carvalho et al. (2010) in einem anderen Stamm L. sakei als Protein mit bakterioziner
Wirkung gegen Stdamme von L. monocytogenes und E. faecalis identifiziert (1.5.4). Auch
das DNA-bindende HU Protein wurde in der genannten Studie als Bakteriozin erkannt
(1.5.7). Es besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 9,5 kDa und wurde mit einer
Ubereinstimmung von 71,4 % durch Sequenzierung der aufgereinigten Proteinbande
identifiziert. Beide Proteine kdnnen somit dhnliche Funktionen austiben und beteiligen sich
an DNA-abhéngigen Prozessen wie z.B. der DNA-Bindung. Sie nehmen weniger an
katalytischen Reaktionen teil (Balandina et al., 2001; Berg et al., 2005; Grove, 2010;
Munk, 2008; Wool, 1996). Diese Tatsache und das geringere Molekulargewicht der
ribosomalen Proteine im Vergleich zur Proteinbande auf der SDS-PAGE, sowie die
geringe Ubereinstimmung der Peptidfragmente fiir das DNA-bindende HU Protein l4sst es
als unwahrscheinlich erscheinen, dass es sich bei diesen Proteinen um das gesuchte

Enzym mit Transaminierungsaktivitat handelt.

Sowohl Thioredoxin, als auch das Phosphotransportprotein HPr besitzen berechnete
Molekulargewichte im Bereich der sequenzierten Proteinbande (11,4 kDa bzw. 9,2 kDa).
Fur Thioredoxin wurden bei der Sequenzierung der Proteinbande Peptidfragmente mit
einer Ubereinstimmung von 82,9 % gefunden, bei dem Phosphotransportprotein HPr lag
die Ubereinstimmung lediglich bei 38,6 %. Thioredoxin aktiviert viele Biosyntheseenzyme,
indem es Disulfidbriicken reduziert, ebenso werden verschiedene Abbauenzyme auf
gleiche Weise gehemmt. AuBBerdem nimmt es an Redoxreaktionen durch die reversible
Oxidation seiner Thiolreste im aktiven Zentrum zu einem Disulfid teil und katalysiert
Dithiol-Disulfid-Austausch-Reaktionen (Berg et al., 2005; Holmgren, 1985). Es gehdrt der
Enzymklasse der Oxidoreduktasen an (1.5.5). Das Phosphotransportprotein HPr spielt
eine wesentliche Rolle bei der Aufnahme von Kohlenhydraten in die Zelle und bei der
Regulation des Kohlenhydrathaushaltes (Viana et al., 2000; 1.5.6). Eine

Transaminierungsakitivitat eines dieser Proteine ist nicht bekannt.
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Das Kalteschock-Protein CspA besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 7,2 kDa.
Kalteschock-Proteine (CSPs) werden wahrend des Kalteschocks fir die Stabilisierung des
DNA-Supercoilings und die fur die Anpassung der Zelle an die niedrigen Temperaturen
benotigte Transkription und Translation verantwortlich gemacht (van de Guchte et al.,
2002). Studien weisen darauf hin, dass CSPs nicht nur eine wichtige Rolle bei der
Kalteschock Anpassung spielen, sondern auch wahrend des aktiven Wachstums
(Graumann et al., 1997). Das CspA Protein wird in E. coli nach dem Temperaturabfall
200-fach induziert und ist fur die Regulierung anderer Kalteschock-Gene verantwortlich
(Jones et al.,, 1992). Milchsdurebakterien kénnen sich schnell an einen Kalteschock
anpassen. Die ldentifizierung von mehreren L. lactis-CSPs legt nahe, dass sie an einer
groRen Anzahl von zellularen Prozessen wie dem Aufbau von Chromosomen,
SignalUbertragungen und Stressadaption beteiligt sein konnten (Champomier-Verges et
al., 2002; van de Guchte et al., 2002; Kim und Dunn, 1997). Kalteschock-Proteine sind
somit primér an regulatorischen und weniger an katalytischen Prozessen beteiligt, was
eine durch dieses Protein katalysierte Transaminierungsreaktion unwahrscheinlich
erscheinen lasst. Zudem ist das Molekulargewicht des Kalteschock-Proteins CspA im
Vergleich zur Proteinbande auf der SDS-PAGE um ca. 3 - 5 kDa geringer und die

Ubereinstimmung der identifizierten Peptidfragmente lag lediglich bei 65,2 %.

Acylphosphatasen katalysieren die Hydrolyse von Acylphosphaten, Verbindungen die eine
Carboxyl-Phosphat-Gruppe enthalten und spielt dadurch eine wichtige metabolische und
physiologische Rolle (Harary, 1957; Hokin et al., 1967; Ramponi, 1975; 1.5.3). Sie wurde
als Top Hit durch die nach der Sequenzierung verwendete Datenbank identifiziert, es
konnten Peptidfragmente mit einer Ubereinstimmung von 69,9 % bei der LC-MS/MS-
Analyse gefunden werden. Der durch die Datenbank errechnete Protein Score, durch den
eine Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung gemacht wird, lag fur dieses
Enzym um das ca. 8fache hoher als der durchschnittliche Protein Score der anderen
Proteine. Selbst der Protein Score des am zweitwahrscheinlichsten Proteins lag um das
4,5fache niedriger, es handelte sich dabei um das 50S ribosomale Protein L33 (3.2.4).
Das bei der Sequenzierung am haufigsten auftretende Peptid hatte die
Aminosauresequenz Val-GIn-Gly-Val-Gly-Phe-Arg, welches die universell konservierte
AcP-Signatur Val-GIn-Gly-Val-X-X-Arg darstellt. Der Argininrest am Ende dieser Signatur
stellt in Acylphosphatasen die Substratbindungsstelle im aktiven Zentrum dar. Als weitere
Bindungsstelle im aktiven Zentrum von Acylphosphatasen wurde im Abstand von
18 Aminosauren ein Asparaginrest identifiziert (Corazza et al., 2006; Stefani et al., 1997).

Auch die durch die Sequenzierung und Datenbankabgleich erhaltene Sequenz der
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putativen Acylphosphatase besitzt im Abstand von 18 Aminosduren zum Arg-19 am Ende
der Signatur einen Asparaginrest (Asn-37). Somit ist die Acylphosphataseaktivitat des als
putativ annotierten Enzyms wahrscheinlich. Eine Transaminierungsaktivitat einer
Acylphosphatase ist nicht bekannt. In dieser Arbeit konnte jedoch die
Transaminierungsaktivitat der Hydrolase Lysozym nachgewiesen werden. Auch gelang es
Imoto et al. (1987) durch chemische Modifikation unter Einfihrung von Pyridoxamin durch
Lysozym Transaminierungsreaktionen zu katalysieren. Da es sich bei Acylphosphatase
auch um eine Hydrolase handelt, wurde diese als die wahrscheinlichste unter den durch
die Sequenzierung erhaltenen Proteinen angesehen. Die Tatsache, dass NAD in den
aktiven Fraktionen koeluierte konnte nicht mit der Transaminierungsaktivitit eines der

genannten Enzyme in Verbindung gebracht werden.

Um die enzymatischen Aktivitaten der putativen Acylphosphatase zu Uberpriifen wurde
dieses Protein heterolog exprimiert, aufgereinigt und biochemisch tberpruft (2.3.6).

3.3 Klonierung, heterologe Expression und biochemische
Uberprufung einer putativen Acylphosphatase aus
Lactobacillus sakei TMW 1.1322 in Escherichia coli TOP10

Durch die aktivitatsgeleitete Aufreinigung eines Enzyms aus L. sakei TMW 1.1322 konnte
ein Protein identifiziert werden, das fur die Transaminierungsaktivitat dieses Stammes
verantwortlich gemacht wurde (3.2). Die anschlieRend durchgefiihrte Sequenzierung
ergab die Aminosauresequenz einer putativen Acylphosphatase (3.2.4), deren Sequenz
der genomischen DNA in Abbildung 70 (Anhang) dargestellt ist. Um die
Transaminierungsaktivitdt des aufgereinigten Proteins aus L. sakei TMW 1.1322 und die
korrekte Sequenzierung der durch SDS-PAGE erhaltenen Proteinbande (3.2.3) zu
bestatigen, wurde die Klonierung des Proteins in den Wirt E. coli TOP10 durchgefihrt
(2.3.6). Nach heterologer Expression konnte das Protein affinitdtschromatographisch
aufgereinigt werden (2.3.6.2). Mit dem annahernd rein vorliegenden Enzym wurde
anschlielRend die Acylphosphataseaktivitdt und die vermutete Transaminierungsaktivitat

Uberpruft.

3.3.1 Klonierung

Mittels  zweier  Kolonie-PCR-Ansatze wurde die Insertion des  putativen
Acylphosphatasegens in das pBAD/Myc-His B Plasmid bestéatigt (2.3.3.8). Mit dem
Primerpaar Acylphosphatase-for/Acylphosphatase-rev wurden PCR-Produkte in der

erwarteten GréfRe von 298 bp erhalten und mit dem Primerpaar pBAD-for/pBAD-rev
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Amplifikate mit 524 bp (Abbildung 46). Fir jedes Primerpaar wurde die Kolonie-PCR in
8fach-Bestimmung, sowie eine Negativkontrolle fir das Primerpaar pBAD-for/pBAD-rev
bzw. eine Positiv- und Negativkontrolle fir das Primerpaar Acylphosphatase-for/
Acylphosphatase-rev durchgefihrt.

M | - 1 + -

Abbildung 46: Ergebnis der Uberpriifung der Kolonie-PCR uber ein Agarosegel.
Dargestellt sind der DNA-Langenstandard (M), das Ergebnis der Kolonie-PCR mit dem
Primer-Paar pBAD (I, 524 bp) und das Ergebnis der Kolonie-PCR mit dem Primer-Paar
Acylphosphatase (ll, 298 bp), sowie die Positivkontrolle (+) und die Negativkontrollen (-).

Die Sequenzierung des klonierten Acylphosphatasegens mit pBAD-for (2.3.3.9) ergab eine
korrekte Nukleotidsequenz.

3.3.2 Heterologe Expression und Aufreinigung

Zur heterologen Expression der putativen Acylphosphatase wurde der Vektor
pBAD/Myc-His B verwendet. Dieser Vektor enthédlt eine fir einen His-Tag kodierende
Sequenz. Bei der Expression entstand so ein Fusionsprotein aus der urspriinglichen
Zielsequenz und dem His-Tag am C-terminalen Ende, wodurch eine Aufreinigung des
Enzyms aus dem Rohextrakt mittels Affinitdtschromatographie (IMAC) ermdglicht wurde,
wobei der His-Tag mit matrixgebundenem Ni** chelatiert wird. Als Wirt diente der Stamm
E. coli TOP10. Die Expression wurde bei einer Temperatur von 30 °C und 120 rpm
durchgefuhrt, um durch die verlangsamte Proteinsynthese moglichst grol3e Mengen an
nativem funktionstichtigem Protein zu erhalten. Das Fusionsprotein weist ein
Molekulargewicht von 12,74 kDa (inklusive Myc- und His-Tag) auf. Die Zellen wurden
anschlieend durch Behandlung mit einer Ultraschall-Sonotrode aufgeschlossen und
affinitditschromatographisch isoliert. Die erhaltene aufgereinigte Proteinfraktion wurde fir
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die Versuche zur Uberprifung der Acylphosphatase- und Transaminierungsaktivitat
eingesetzt.

Die GroRe und Reinheit des Zielproteins nach der heterologen Expression in E. coli
TOP10 und der Aufreinigung mittels His-Tag-Affinitaitschromatographie (2.3.6.2 und
2.3.6.3) wurden durch eine SDS-PAGE und anschlielender Coomassie-Farbung tberpruft
(2.3.5.6). Die Proben wurden auf ein homogenes Tris-Glycin-Gel (18 % SDS) aufgetragen
(Abbildung 47).

RE-K RE-K RE-wt RE-wt
M F-K 5ug 10 pg 10 pg 5ug F-wt M

66 kDa

66 kDa
45 kDa

45 kDa
" 36 kDa

36 kDa

29 kDa
29 kDa

24 kDa 24 kDa

20,1 kDa 20,1 kDa

14,2 kDa
14,2 kDa

Abbildung 47: SDS-PAGE (homogenes Tris-Glycin-Gel, 18 % SDS) der heterologen
Expression einer putativen Acylphosphatase in E. coli und anschlie3enden Aufreinigung
mittels His-Tag-Affinititschromatographie. Dargestellt sind der Protein-Gro3enstandard
(M), die aufgereinigten und konzentrierten Fraktionen aus dem Klon (F-K), der
Rohproteinextrakt des Klons (RE-K) in zwei unterschiedlichen Konzentrationen, der
Rohproteinextrakt des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 (RE-wt) in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen und die aufgereinigten und konzentrierten Fraktionen
des Wildtyps (F-wt).

Das Molekulargewicht der im SDS-PAGE-Gel deutlich zu erkennenden Bande (F-K; Pfeil)
stimmt gut mit dem erwarteten Molekulargewicht des rekombinanten Enzyms Uberein. Die
putative Acylphosphatase hat ein berechnetes Molekulargewicht von 9,75 kDa und der
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Myc- und His-Tag ein berechnetes Molekulargewicht von 2,99 kDa. Zu erwarten war daher
eine Bande bei einem Molekulargewicht von 12,74 kDa. Die Bande des rekombinanten
Enzyms weildt ein geringfiigig hoheres Molekulargewicht auf. Zeitgleich wurde als
Kontrolle der Wildtyp des fur die Klonierung als Wirt verwendeten Stammes E. coli TOP10
aufgearbeitet. Im SDS-PAGE-Gel war fur diese Kontrolle (F-wt) keine stark ausgepréagte
Bande auf der Hohe des rekombinanten Proteins zu sehen.

Auch die fur die Aufreinigung verwendeten Rohproteinextrakte des Klons und des Wildtyps
wurden in je zwei unterschiedlichen Konzentrationen auf die Gele aufgetragen. Auch hier
zeigte sich im Rohproteinextrakt des Klons (RE-K) eine deutlich ausgepragtere Bande auf
Hohe des rekombinanten Proteins, als dies im Rohproteinextrakt des Wildtyps (RE-wt) der
Fall war (Abbildung 47).

3.33 Biochemische Uberpriifung

Vor den Untersuchungen zur Transaminierungsaktivitdt der putativen Acylphosphatase
sollte zunachst geklart werden, ob das rekombinante Enzym in aktiver Form vorlag und
dieses die postulierte Acylphosphataseaktivitat besitzt. Aus diesem Grund wurde die
Hydrolyse von Acetylphosphat durch das Protein in einem Enzymassay wie in 2.3.6.4.1
beschrieben Uberpriuft. Es wurde der enzymatische Abbau des als Substrat zugesetzten
Acetylphosphat (4 mM) gemessen. Durchgefiihrt wurde der Enzymassay mit dem
heterolog exprimiert und aufgereinigten Protein, den ebenso konzentrierten Fraktionen des
Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 und den Kontrollen Blindwert A (ohne Zusatz von
Protein) und Blindwert B (ohne Zusatz von Substrat). In Abbildung 48 ist das Ergebnis
graphisch dargestellt.

Im Ansatz mit dem heterolog exprimiert und aufgereinigten Protein kam es zu einem
nahezu vollstandigen Abbau des Substrats Acetylphosphat. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass es sich bei dem isolierten Protein um eine aktive
Acylphosphatase handelt. Die konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes
E. coli TOP10 hingegen fihrten lediglich zu einem sehr geringfiigigen Abbau des
Substrates, es konnten 0,7 mMol/L weniger Acetylphosphat gemessen werden als vor der
Inkubation. In den Kontrollen ohne Zusatz von Substrat (BW B) waren nach der
Fermentation geringe Mengen an Acetylphosphat messbar, in der Kontrolle ohne Zusatz

von Proteinldsung kam es zu keinem Abbau von Substrat.
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Abbildung 48: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
Acetylphosphat [mMol/L] zur Bestimmung der Acylphosphataseaktivitat nach 2 h
Inkubation bei RT. Klon = heterolog exprimiertes und aufgereinigtes Protein; E. coli TOP10
wt = ebenso konzentrierte Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10; BW A =
Kontrolle ohne Zusatz von Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz von Substrat.

Durch einen weiteren Enzymassay wurde getestet, ob die aufgereinigte, klonierte und
heterolog exprimierte Acylphosphatase aus L. sakei TMW 1.1322 die vermutete
Transaminierungsaktivitdt besitzt (2.3.6.4.2). Es wurde die enzymatisch katalysierte
Bildung von a-Ketoisocapronsaure aus der Aminosaure Leucin bzw. von L-Glutaminsaure
aus a-Ketoglutarsaure, welche als Cosubstrat fur die Transaminierungsreaktion zugesetzt
wurde, beobachtet. Durchgefuhrt wurde der Enzymassay mit dem heterolog exprimiert und
aufgereinigten Protein, den ebenso konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes
E. coli TOP10 und den Kontrollen Blindwert A (ohne Zusatz von Protein) und Blindwert B

(ohne Zusatz von Substrat).

Abbildung 49 zeigt das Ergebnis der Bestimmung der Transaminase-Reaktion durch
Quantifizierung der KIC-Konzentration mittels HPLC-UV (2.3.2.6). In den Ansatzen mit
Zusatz der Acylphosphatase (F-K) konnte nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden die
Bildung von a-Ketoisocapronsdure in einer Konzentration von durchschnittlich
0,012 mMol/L durch HPLC-UV gemessen werden. In den Ansatzen mit Zusatz der
konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 (F-wt) hingegen kam
es lediglich zur Bildung von durchschnittlich 0,004 mMol/L KIC. In allen anderen Ansétzen

konnte mit dieser Methode keine KIC-Bildung beobachtet werden.
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Abbildung 49: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
a-Ketoisocapronsaure (KIC) [mMol/L] durch HPLC-UV zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat nach 1 h, 8 h und 24 h Inkubation bei 37 °C. F-K = Assaypuffer
mit heterolog exprimiertem und aufgereinigtem Protein; F-wt = Assaypuffer mit den
konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10; BW A = Kontrolle
ohne Zusatz von Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz von Substrat.

Da die Bestimmung der Konzentration an gebildeter KIC durch LC-UV/ESI-MS" und
Integration der Massenspur des m/z 129 [M - H]-lons deutlich empfindlicher ist, wurden
die identischen Proben auch mit dieser Methode auf KIC-Gehalt untersucht (2.3.6.4.2;
Abbildung 50). Durch die Bestimmung der KIC-Konzentrationen in den Assaypuffern
mittels LC-UV/ESI-MS" konnte das Ergebnis aus der Bestimmung durch HPLC-UV
bestatigt werden. Wieder wurde eine durchschnittiche Konzentration an KIC in den
Ansatzen mit Zusatz der Acylphosphatase (F-K) nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden von ca. 0,012 mMol/L gemessen. In den Ansatzen mit Zusatz der konzentrierten
Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 (F-wt) konnten mit dieser Methode
durchschnittlich 0,007 mMol/L KIC bestimmt werden. Auch in den anderen Ansétzen
konnte durch diese Methode KIC nachgewiesen werden. So waren schon nach einer
Stunde Inkubation geringe Mengen vorhanden. Die Konzentration nahm mit der Lange der
Inkubation zu. In den Kontrollen BW B der Acylphosphatase (BW B F-K) waren ebenso
geringe Mengen KIC detektierbar. In den Kontrollen BW B der konzentrierten Fraktionen
des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10 (BW B F-wt) hingegen nicht. Zu beachten ist ein
relativ hoher Gehalt an KIC in den Kontrollen BW A, nach 24 h Inkubationszeit konnten

hier 0,003 mMol/L KIC gemessen werden.
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Abbildung 50: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
a-Ketoisocapronsaure (KIC) [mMol/L] durch LC-UV/ESI-MS" zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat nach 1 h, 8 h und 24 h Inkubation bei 37 °C. F-K = Assaypuffer
mit heterolog exprimiertem und aufgereinigtem Protein; F-wt = Assaypuffer mit den
konzentrierten Fraktionen des Wildtyps des Stammes E. coli TOP10; BW A = Kontrolle
ohne Zusatz von Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz von Substrat.

Des Weiteren wurde die gebildete Menge an L-Glutaminsaure aus a-Ketoglutarsaure in
den Enzymassays mit heterolog exprimierter Acylphosphatase (F-K) bestimmt (2.3.2.7;
Abbildung 51). Auch durch diese Methode konnte indirekt die Bildung von
a-Ketoisocapronsaure nachgewiesen werden. In den Ansatzen mit Zusatz der
Acylphosphatase (F-K) konnte schon nach einer Stunde Inkubationszeit freie
L-Glutamisdure gemessen werden. Die Konzentration nahm wahrend der 24-stindigen
Inkubation bis zu einem Gehalt von 0,036 mMol/L zu. In den Kontrollen BW A ohne Zusatz
von Protein konnte lediglich nach 8 Stunden Inkubation eine geringe Menge
L-Glutaminsdure nachgewiesen werden. In den Kontrollen BW B ohne Zusatz von Leucin

hingegen waren Konzentrationen von 0,011 - 0,014 mMol/L an Glutaminsdure messbar.
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Abbildung 51: Graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen an
L-Glutaminsaure  (Glu) [mMol/L] mittels Enzymtest zur Bestimmung der
Transaminierungsaktivitat nach 1 h, 8 h und 24 h Inkubation bei 37 °C. F-K = Assaypuffer
mit heterolog exprimiertem und aufgereinigtem Protein; BW A = Kontrolle ohne Zusatz von
Protein; BW B = Kontrolle ohne Zusatz von Substrat.

3.34 Diskussion

Mittels Kolonie-PCR wurde die Insertion des putativen Acylphosphatasegens in das
pBAD/Myc-His B Plasmid Dbestatigt und die Sequenzierung des klonierten
Acylphosphatasegens ergab eine korrekte Nukleotidsequenz (3.3.1).

Die heterologe Expression im Wirt E. coli TOP10 wurde nach Aufschluss und Aufreinigung
mittels His-Tag-Affinitatschromatographie (IMAC) durch SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung uberprift. Das Molekulargewicht der deutlich zu erkennenden Bande stimmte gut
mit dem erwarteten Molekulargewicht des rekombinanten Enzyms Uberein. Der als
Kontrolle verwendete Rohproteinextrakt des Wildtyps des fur die Klonierung als Wirt
verwendeten Stammes E. coli TOP10 zeigte im SDS-PAGE-Gel keine ausgepragte Bande
auf der Hohe des rekombinanten Proteins (3.3.2).

Acylphosphatasen katalysieren die Hydrolyse von Acylphosphaten, Verbindungen die eine
Carboxyl-Phosphat-Gruppe enthalten (Harary, 1957; Hokin et al., 1967; Ramponi, 1975).
Die biochemische Untersuchung der Acylphosphataseaktivitat durch einen Enzymassay
zeigte, dass das rekombinante Enzym in aktiver Form vorlag und die postulierte Aktivitat
besal’ (3.3.3). Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem isolierten

und heterolog exprimierten Protein um eine aktive Acylphosphatase handelt.
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Um die vermutete Transaminierungsaktivitat der Acylphosphatase zu uberprifen, wurde
zum einen die im Enzymassay enzymatisch Kkatalysierte Bildung von
a-Ketoisocapronsaure aus der Aminosaure Leucin durch HPLC-UV und LC-UV/ESI-MS"
gemessen. Zum anderen wurde die Bildung von L-Glutaminsédure aus a-Ketoglutarsaure,
welche als Cosubstrat fur die Transaminierungsreaktion zugesetzt wurde, durch einen
Enzymassay analysiert. Mit allen angewandten  Methoden  konnte die
Transaminierungsaktivitat, wenn auch in einem sehr geringen Ausmal3, nachgewiesen
werden. Eine reine chemische Bildung der KIC konnte durch die verwendeten Blindwerte
ausgeschlossen werden (3.3.3). Auch in der in gleicher Weise behandelten Kontrolle, dem
Rohproteinextrakt des Wildtyps des flir die Klonierung als Wirt verwendeten Stammes
E. coli TOP10, konnte Transaminierungsaktivitit gemessen werden. Diese war jedoch
zum einen deutlich geringer. Zum anderen sind die mit der verwendeten Kontrolle erzielten
Ergebnisse kritisch zu betrachten. Bei der affinitadtschromatographischen Aufreinigung mit
His-Tag versehener Proteine chelatieren die Polyhistidinregionen mit den an der
Ni-Sepharose™ High Performance-Matrix gebundenen Ni**-lonen in der HisTrap
Affinitatssaule. Somit kommt es bei einem Mangel an freien Histidin-Resten in der Probe
- und somit in der hier verwendeten Kontrolle - zu Verféalschungen, da in der Saule keine
Chelatierung der Ni**-lonen erfolgte. Hierdurch kénnen weitere Proteine und Substanzen
eine Bindung mit der Matrix eingehen und anschlie3end eluieren. Durch Klonierung des
verwendeten Vektors in den Wirt, oder besser durch Inaktivierung der klonierten
Acylphosphatase durch Mutation, kann dies ausgeschlossen werden.

Zwar besteht immer noch die Moglichkeit die Assaybedingungen zu optimieren und
hierdurch eventuell die geringe Transaminierungsaktivitat zu erhéhen, es konnte jedoch
die durch die Acylphosphatase aus L. sakei TWM 1.1322 katalysierte Umwandlung der
Aminosaure Leucin in ihre komplementare a-Ketosaure (a-Ketoisocapronsaure) eindeutig
nachgewiesen werden. Somit wurde ein Enzym identifiziert, das an der Transaminierung
von Aminosauren im Metabolismus von Lactobacillus sakei beteiligt sein kann. Nachdem
bei der Untersuchung des genetischen Potentials von Uber 50 Stdmmen L. sakei in
keinem Stamm eine Gensequenz fur in Milchsdurebakterien bekannte Transaminasen mit
einer Spezifitdat fur verzweigtkettige bzw. aromatische Aminosauren gefunden werden
konnte, ist dies ein wichtiges Ergebnis fir das Verstdndnis der intrazellularen

Stoffwechselwege von Aminosauren in Lactobacillus sakei.

Mithilfe des Servers 3D-JIGSAW und dem Programm RasMol (2.2.6) wurde ein
dreidimensionales Proteinmodell der identifizierten Acylphosphatase generiert. Hierbei

wurde durch den Server die Aminoséauresequenz der Acylphosphatase aus L. sakei mit
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bekannten, durch Kristallisation und R&ntgenstrukturanalyse aufgeklarten Strukturen
homologer Proteine verglichen und eine Struktur vorgeschlagen (Bates und Sternberg,
1999; Bates et al. 2001; Contreras-Moreira und Bates, 2002). Das Ergebnis ist in
Abbildung 52 dargestellt.

Abbildung 52: Modell der Tertiarstruktur der putativen Acylphosphatase aus L. sakei
TMW 1.1322. Arg-19 (Orange) und Asn-37 (Cyan) stellen das aktive Zentrum dar. Die
durch Corazza et al. (2006) identifizierte universell konservierte Signatur ist griin markiert.

Die durch den Server vorgeschlagene Struktur zeigt ein sehr kompaktes a/B-Protein. Es ist
aus einer sechs-strangigen, antiparallel verdrehten (-Faltblattstruktur, welche drei
antiparallelen a-Helices zugewandt ist, aufgebaut. Die Konformation gleicht den durch
Kristallisation und Réntgenstrukturanalyse aufgeklarten Strukturen der Acylphosphatasen
aus Wirbeltieren (Stefani et al., 1997) und Sulfolobus solfataricus (Corazza et al., 2006).

Die universell konservierte AcP-Signatur definiert auch hier eine Wiegen-artige Struktur in
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der Polypeptidkette und die Aminosaurereste im aktiven Zentrum (Arg-19 und Asn-37)

zeigen eine einander zugewandte Konformation (Abbildung 52).

Die Transaminierungsaktivitdt einer Hydrolase ist bisher nicht bekannt. Pyridoxal-5-
phosphat (PLP) wirkt in Transaminasen, u.a. durch eine Aldimin-Bindung mit einem Lysyl-
Rest verknupft, als prosthetische Gruppe. Des Weiteren bildet ein Carboxylat-Rest aus
Asparaginsaure oder Glutaminsaure eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem
Pyridinstickstoff in PLP aus, was zur Stabilisierung der positiven Ladung fuhrt. Im ersten
Schritt der Katalyse verdréngt die Substrataminosdure den Lysyl-Rest des Enzyms aus
der Aldimin-Bindung unter Bildung einer Schiffschen Base (Abbildung 4; 1.5.1). In
Lebensmitteln konnten allerdings auch Folgeprodukten der Maillard-Reaktion identifiziert
werden, in deren Vorstufen eine Schiffsche Base mit der Guanidinogruppe von Arginin
vorhanden war (Belitz et al., 2001; Goldberg und Kirsch, 1996; Hayashi et al., 1998). In
der identifizierten Acylphosphatase ware somit eine Bindung von PLP mit Arg-19 im
aktiven Zentrum uber eine Aldimin-Bindung mdéglich und wirde die Wirkung des PLP als
prosthetische Gruppe und die damit verbundene Transaminierungsaktivitat erklaren. Es
sind jedoch auch weitere Bindungsmoglichkeiten in der Acylphosphatase mit Lysyl- und
Arginyl-Resten denkbar. Auch Asparaginsdure und Glutaminsdure sind in der
Aminosauresequenz der Acylphosphatase vorhanden (Asp-8, Asp27, Asp-40, Asp-51,
Glu-55, Asp-72, Asp-81). Eine Aufklarung des Reaktionsmechanismus der durch die
Acylphosphatase katalysierten  Transaminierungsreaktion erfordert den Einsatz

strukturaufklarender Methoden wie Rontgenstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 53: SPME-GC/MS Analyse der durch L. sakei TMW 1.1322 in mMRS-Medium
gebildeten flichtigen Substanzen. Markiert sind einige Metabolite der Aminosauren Valin,
Leucin, Isoleucin und Phenylalanin (Tabelle 5; 2.3.2.1), sowie der interne Standard
1,2-Dimethoxyethan.
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Abbildung 54: GC/MS Analyse der freien Aminosauren in mMRS-Medium (2.3.2.3).
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Abbildung 55: Kalibriergerade fir die Abbildung 56: Kalibriergerade fur die
Quantifizierung von 2-Methylpropanal. Quantifizierung von 2-Methylpropansaure.
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Abbildung 57: Kalibriergerade fir die Abbildung 58: Kalibriergerade fir die
Quantifizierung von 3-Methylbutanal. Quantifizierung von 3-Methyl-1-butanlol.
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Abbildung 59: Kalibriergerade fir die Abbildung 60: Kalibriergerade fir die
Quantifizierung von 3-Methylbuttersaure. Quantifizierung von Phenylacetaldehyd.
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Abbildung 61: Kalibriergerade fur die Abbildung 62: Kalibriergerade fur die
Quantifizierung von Benzaldehyd. Quantifizierung von Methional.
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Abbildung 63: Kalibriergerade fur die
Quantifizierung von Dimethyldisulfid.
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Abbildung 64: LC-UV/ESI-MS" Analyse des Dipeptides Phe-Val. Massenspektrum
(positiver Modus) des Signals mit der Retentionszeit 17,4 min. Das Pseudomolekilion
[M + H]" mit m/z 265 entspricht dem Dipeptid Phe-Val (M = 264,33 g/mol).
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Abbildung 65: HPLC-UV Analyse der a-Ketoisocapronséaure (KIC) in Enzymassays. Peak
des Kalibrierstandards (0,5 mg/mL; oben), gebildete Menge KIC durch L. sakei
TMW 1.1322 nach 20 h (unten links) und 24 h (unten rechts).
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Abbildung 66: Kalibriergerade fir die Quantifizierung von a-Ketoisocapronsaure (KIC)
durch HPLC-UV.
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Abbildung 67: Kalibriergerade fiir die Quantifizierung von Acetylphosphat.
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Abbildung 68: UV-Chromatogramm der ionenaustauschchromatographischen Trennung
des Rohproteinextaktes aus L. sakei TMW 1.1322 an einer Q-Sepharose™ High
Performance-Matrix. Dargestellt sind der Verlauf der UV-Absorption bei 280 nm (schwarz),
die Konzentration an Elutionspuffer (grau) und die Fraktionierung (X-Achse).
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Abbildung 69: UV-Chromatogramm der Fraktionierung durch Gelfiltration der aktiven
Fraktionen an einer Sephadex™-Matrix. Dargestellt sind der Verlauf der UV-Absorption
bei 280 nm (schwarz) und die Fraktionierung (X-Achse).

ATGCAAAAAGCAGTCCAATTAGATGTATTTGGCCGAGTTCAAGGTGTCGGCTTCCGCT
GGACAACTAAGCTGGTGGCCGATCGATTAGGGATTACTGGCACCGTCTCTAACCAAC

CCGATGGTTCTGTCAAAATTATCGCAATGGGCCCCGATGCCATTTTGGAACAGTTCAT
TGGCGCCGTTAAAGCGTCTCCGACCCCTAGTGGGCGCGTTGATCGTGTTGTTCAAAC
ACCCTTGCAAGATGTGTCAGCGTGTCATAAATTTTCAGTTGTCGGTTGA

MQKAVQLDVFGRVQGVGFRWTTKLVADRLGITGTVSNQPDGSVKIIAMGPDAILEQFIGA
VKASPTPSGRVDRVVQTPLQDVSACHKFSVVG
Abbildung 70: Sequenz der genomischen DNA der putativen Acylphosphatase aus

Lactobacillus  sakei subsp. sakei 23K sowie deren  korrespondierende
Aminosauresequenz.
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Abbildung 71: pBAD/Myc-His B Vektor mit Acylphosphatasegen.
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Abbildung 72: UV-Chromatogramme der affinitdtschromatographischen Aufreinigung der
heterolog exprimierten Acylphosphatase in einem E. coli-Klon (oben) und eines in gleicher
Weise hergestellten Rohproteinextaktes des Wildtyps E. coli TOP10 (unten). Dargestellt
sind der Verlauf der UV-Absorption bei 280 nm (schwarz), die Konzentration an
Elutionspuffer (grau) und die Fraktionierung (X-Achse).
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Abbildung 73: Kalibriergerade fir die Quantifizierung von a-Ketoisocapronsaure (KIC)
durch LC-UV/ESI-MS".
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Abbildung 74: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
der flichtigen Metabolite aus Leucin (oben und Mitte) und Methionin (unten) im Versuch
LEU_MET durch L. sakei TMW 1.1322, L. sakei TMW 1.1383 und L. sakei TMW 1.1393.
Jeder Balken steht flr einen Ansatz (Legende), die Blindwerte der Substrate in Natrium-
Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) wurden subtrahiert (3.1.3.3.3).
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Abbildung 75: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
der flichtigen Metabolite aus Valin (oben) und Phenylalanin (unten) im Versuch PHE_VAL
durch L. sakei TMW 1.1322, L. sakei TMW 1.1383 und L. sakei TMW 1.1393. Jeder
Balken steht fUr einen Ansatz (Legende), die Blindwerte der Substrate in Natrium-
Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) wurden subtrahiert (3.1.3.3.3).
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Abbildung 76: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
der fliichtigen Metabolite aus Leucin im Versuch LEU_LEU durch L. sakei TMW 1.1322,
L. sakei TMW 1.1383 und L. sakei TMW 1.1393. Jeder Balken steht fir einen Ansatz
(Legende), die Blindwerte der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5)
wurden subtrahiert (3.1.3.3.3).
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Abbildung 77: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
einiger flichtiger Metabolite aus Leucin und Methionin im Versuch LEU_MET bzw. aus
Valin und Phenylalanin im Versuch PHE_VAL (siehe Achsenbeschriftung) durch einen
Stamm L. sakei und L. plantarum TMW 1.708 bzw. S. carnosus TMW 2.801. Jeder Balken
steht fur einen Ansatz (Legende), die Blindwerte der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer

(50 mM; pH 6,5) wurden subtrahiert (3.1.3.3.3).
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Abbildung 78: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
einiger fluchtiger Metabolite aus Leucin, Valin, Phenylalanin und Methionin im Versuch
PHE_MET_LEU_VAL durch L. sakei TMW 1.1322, L. sakei TMW 1.1383 und L. sakei
TMW 1.1393. Jeder Balken steht flr einen Ansatz (Legende), die Blindwerte der Substrate
in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 6,5) wurden subtrahiert (3.1.3.4.3).
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Abbildung 79: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
einiger flichtiger Metabolite aus Leucin, Valin, Phenylalanin und Methionin im Versuch
PHE_MET_LEU_VAL (siehe Achsenbeschriftung) durch L.sakei TMW 1.1393,
L. plantarum TMW 1.708 und S. carnosus TMW 2.801. Jeder Balken steht fir einen
Ansatz (Legende), die Blindwerte der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM;
pH 6,5) wurden subtrahiert (3.1.3.4.3).
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Abbildung 80: Vergleichende graphische Darstellung der gemessenen Konzentrationen
der flichtigen Metabolite aus Valin, Leucin, Phenylalanin und Methionin sowie deren
komplementéren a-Ketosduren durch L. sakei TMW 1.1383. Jeder Balken steht fiir einen
Ansatz (Legende), die Blindwerte der Substrate in Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM;
pH 6,5) wurden subtrahiert (3.1.3.5).
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Abbildung 81: LC-UV/ESI-MS" Analyse der vereinten aktiven Fraktionen aus der
Gelfiltration (A) und des NAD-Standards (0,5 g/L; M = 663,43 g/mol) (B) (3.2.2). (1) = UV-
Chromatogramm (280 nm); (2) = Massenspur m/z 664 (positiver Mode); (3) =
Massenspektrum (positiver Mode) des Signals mit der Retentionszeit 10,8 min; (4) = MS?-
Spektrum des Pseudomolekilions mit m/z 664.



