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Einleitung

1. Einleitung

Die Herstellung von Wein gilt als eines der Aaltesten technologischen Verfahren zur
Gewinnung von Lebens- und Genussmitteln. So gibt es Befunde, dass Menschen schon vor
tber 8000 Jahren in der Lage waren, aus Weintrauben Wein herzustellen (McGovern, 2003).
In seiner langen Geschichte spielte der Wein nicht nur im Alltag eine wichtige Rolle, sondern
unter anderem auch in der Medizin oder der christlichen Liturgie. Im Jahr 2009 gab es in
Deutschland eine Rebflache von ungefahr 102.000 Hektar auf der circa 9,2 Millionen
Hektoliter Wein produziert wurden — in der Hauptsache Weilwein (Deutsches Weininstitut,
20009).

Neben der Arbeit der Winzer in den Weinbergen und Weinkellern ist auch die Mikrobiota des
Weines von grof3er Wichtigkeit fir die Weinherstellung. So sind Hefen essentiell fir die
Bildung von Ethanol, wahrend andere Mikroorganismen in der Lage sind, die Sensorik des
Weines negativ zu beeinflussen oder aber auch gesundheitsschadliche Substanzen zu

synthetisieren.

1.1 Mikrobiologie des Weines

Wie bereits erwadhnt, spielen Mikroorganismen eine wichtige Rolle in verschiedenen Stadien
der Weinbereitung. Hier kommen vor allem Hefen aber auch Bakterien und, jedoch nur auf
den Trauben, verschiedene Pilze vor. Ihr Vorkommen im Wein ist jedoch schon aufgrund des
natirlichen S&uregehalts sowie dem Vorhandensein von Polyphenolen im Most limitiert
(Figuerido et al., 2008). Gleichzeitig kommt es durch die Bildung von Ethanol wahrend der
alkoholischen Géarung ebenfalls zu einer Erschwerung des Wachstums fiir Mikroorganismen
(Waite und Daeschel, 2007).

Fur die chemische Hauptreaktion, die Umwandlung von Glucose in Ethanol, die so genannte
alkoholische Garung, sind in erster Linie Hefen verantwortlich (Beltran et al., 2002). Man
unterscheidet hier grob zwei Gruppen von Hefen: Die Saccharomyceten und die Nicht-
Saccharomyceten (auch Wildhefen). Systematisch sind die im Wein vorkommenden Hefen
den Ascomyceten oder den Basidiomyceten zuzuordnen. Uber 20 verschieden Gattungen
von Hefen konnten bereits aus Weinen isoliert werden (Renouf et al., 2007). Hierbei
unterscheidet sich die Zusammensetzung der Hefe-Flora extrem in den unterschiedlichen
Phasen der Weinherstellung. Auf der Oberflache der Traube sind vor allem drei Arten zu
finden: Hanseniaspora uvarum (anamorph: Kloeckera apiculata), Metschnikowia pulcherrima
(anamorph: Candida pulcherrima) und Candida stellata (Bisson und Joseph, 2009). Die
Anzahl der Hefen auf den Trauben liegt zwischen 10* und 10° Zellen/cm? und wird in erster

Linie durch den Gesundheitszustand der Traubenhaut beeinflusst (Fleet et al., 2002).
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Neben den genannten Arten kdnnen noch weitere auftreten. So sind zum Beispiel auf
Trauben kihlerer Anbaugebiete die kalteunempfindlichen Hefen Cryptococcus und
Rhodotorula vorherrschend (Yanagida et al., 1992). Hefen der Gattung Saccharomyces,
welche spater in der Weinbereitung in den Vordergrund geraten, sind auf der Traubenhaut
nur in niedrigen Titern vorzufinden oder nicht vorhanden (Prakitchaiwattana et al., 2004;
Raspor et al., 2006).

Ein weiterer Bestandteil der Hefe-Flora ist die so genannte Keller-Flora. Hierbei handelt es
sich um Hefen, die auf Geraten oder Fassern im Weinkeller vorkommen. Diese Flora stellt
eine direkte Infektionsquelle fir den Most oder Wein dar. Zur ihr gehdren vor allem Hefen der
Gattung Saccharomyces, aber auch andere wie Candida, Cryptococcus und Brettanomyces
kénnen in niedrigeren Konzentrationen vorkommen (Renouf et al., 2006).

Die meisten Untersuchungen gibt es zur Hefe-Flora wahrend der alkoholischen Gérung.
Hierbei muss man zwischen zwei méglichen Ansatzweisen des Winzers zur Durchfiihrung
der alkoholischen Gé&rung unterscheiden. Zum einen der unbeimpften Géarung und zum
anderen der beimpften Géarung. Bei der unbeimpften Garung (Spontangarung) beruht die
Mikroflora der Garung auf der Mikroflora der Traube und der Keller-Flora. Diese Hefen, vor
allem Nicht-Saccharomyceten, beginnen mit der chemischen Umwandlung von Most in
Wein, sprich mit der alkoholischen Garung. Mit steigenden Ethanolkonzentrationen nimmt
die Zellzahl von Saccharomyces im Most beziehungsweise Jungwein starker zu. Am Ende
der Garung ist Saccharomyces meist die einzige Hefe, die isoliert wurde (Bisson und
Joseph, 2009). Bei der beimpften Garung wird der Most zu einem bestimmten Zeitpunkt mit
einer hohen Zellzahl von Saccharomyces beimpft. Hierbei handelt es sich vor allem um die
Arten Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces bayanus, welche als kommerzielle
Starterkulturen erworben werden konnen. Die Inokulation des Mosts mit diesen Hefen flhrt
zu einer schnellen Hemmung der Wildhefe-Flora und Durchfihrung der alkoholischen
Garung (Egli et al., 1998; Ganga und Martinez, 2004).

Beide MalRnahmen zur Durchfiihrung der alkoholischen Garung haben ihre Vor- und
Nachteile. Wahrend bei der Spontangarung viele aromaaktive Stoffe durch die Wildhefen
gebildet werden konnen, die einen positiven Effekt auf die Sensorik des Weines haben
kénnen, besteht eine hohere Gefahr, dass die alkoholische Géarung nicht komplett
durchgefuhrt werden kann. Bei der Vergarung des Mostes mit Reinzuchthefen wird zu einem
grol3en Prozentsatz gewahrleistet, dass die im Most vorhandene Glucose nahezu vollstéandig
in Ethanol umgewandelt wird. Jedoch ist hierbei die Sensorik des Weines in weiten Teilen
durch die von den Reinzuchthefen gebildeten Aromen abhé&ngig (Dittrich und GrofZmann,
2005).

Die zweite Gruppe von Mikroorganismen in der Weinbereitung stellen die Bakterien dar.

Hierbei sind vor allem zwei Gruppen zu nennen: Die Milchsaurebakterien und die
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Essigsaurebakterien. Bei den Essigséurebakterien handelt es sich um strikt aerobe, gram-
negative a-Proteobakterien. lhre Hauptstoffwechselaktivitat liegt in der Oxidation von
Zuckern und Alkoholen und vor allem in der Umwandlung von Ethanol zu Essigséure
(Bartowsky und Henschke, 2008; Guillamén und Mas, 2009). Aufgrund dieser Reaktion
werden Essigsaurebakterien in der Herstellung von Essig, aber auch bei der Produktion von
Gluconsaure, Vitamin C und Cellulose eingesetzt (Deppenmeier et al., 2002). In der
Weinbereitung sind zur Zeit elf verschiedene Arten beschrieben: Acetobacter aceti,
Acetobacter cerevisiae, Acetobacter cibinongensis, Acetobacter malorum, Acetobacter oeni,
Acetobacter  pasteurianus, Acetobacter tropicalis, Gluconacetobacter hansenii,
Gluconacetobacter liquefaciens, Gluconobacter cerinus und Gluconobacter oxydans
(Guillamén und Mas, 2009; Wirth et al., 2011). Das Vorkommen dieser Organismen im Wein
ist stark von dem Gesundheitszustand des Traubenmaterials abhangig. So beeinflussen
Pilzbefall, Hagelschaden und Wespenfral mafigeblich die Essigsdurepopulation im Wein.
Wahrend auf gesundem Traubenmaterial vor allem Gluconobacter oxydans mit Zellzahlen
von 10? bis 10° KBE/ml vorkommt (Gonzélez et al., 2005; Prieto et al., 2007), bestimmten bei
verletzten Trauben Vertreter der Gattung Acetobacter die Mikroflora der Essigséaurebakterien
(Barbe et al., 2001). Essigsaurebakterien kommen also hauptsachlich tiber die Traube in den
Wein. Eine weitere Infektionsquelle sind Fruchtfliegen. In der Regel nimmt die Anzahl der
Essigsaurebakterien wahrend der alkoholischen Garung ab. Zwar sind diese Organismen in
der Lage bei den im Wein herrschenden pH-Werten noch leicht zu wachsen (Du Toit und
Pretorius, 2002), jedoch wird dies durch die steigende Ethanolkonzentration, aber vor allem
durch das Fehlen von Sauerstoff unterbunden. Auch die wahrend der Weinbereitung
vorhandenen Temperaturen wirken sich negativ auf das Wachstum dieser Organismen aus.
Am Ende der Garung sind in den meisten Féllen nur noch 10? bis 10®° KBE/ml der
Essigsaurebakterien vorhanden (Du Toit und Lambrechts, 2002; Bartowsky et al., 2003;
Prieto et al., 2007).

Weit mehr im Milieu Wein verbreitet sind die Milchsaurebakterien. In der Literatur sind zurzeit
um die 25 verschiedenen Arten, die aus Wein isoliert wurden, bekannt (Mafies-L4zaro et al.,
2008a, 2008b, 2009; Kénig und Frohlich, 2009; Mesas et al., 2011). Hierzu gehéren Vertreter
der Gattungen Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus und Weisella.
Milchs&urebakterien sind gram-positve Bakterien, die sich durch Bildung von Milchsdure als
Endprodukt der Glucoseverwertung auszeichnen. Bei der Milchsduregarung gibt es zwei
Formen: Die homo- und die heterofermentative Milchsduregarung. Bei der homo-
fermentativen Milchsduregarung entsteht Lactat als einziges Endprodukt der Garung,
wahrend bei der homofermentativen Géarung zusétzlich CO, und Acetat gebildet wird (Kdnig
und Frohlich, 2009). Ein wichtiges Merkmal dieser Bakterien-Gattungen, welches ihr

Vorkommen im Wein beginstigt, ist ihre teilweise stark ausgepragte Toleranz gegeniber
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niedrigen pH-Werten (pH 2,9-3,6 im Wein) und hohen Alkoholkonzentrationen (bis zu 18 %
Ethanol).

Als eine der wichtigsten Stoffwechselreaktionen der Milchs&urebakterien ist der biologische
S&aureabbau zu nennen. Hierbei handelt es sich um die Decarboxylierung von Malat unter
der Bildung von Lactat (Liu, 2002). Diese Umwandlung wird durch das Malolaktat-Enzym
katalysiert. Durch diese Reaktion kommt es zu einem Anstieg des pH-Wertes, welcher
besonders bei Weinen mit hohem Sauregehalt erwinscht wird. Neben Milchsdurebakterien
sind auch verschiedene Hefen wie Schizosaccharomyces pombe oder Saccharomyces
cerevisiae in der Lage Malat abzubauen, jedoch wird hierfir ein anderes Enzym, das
Malatenzym, verwendet. Unter den Milchsaurebakterien spielt beim biologischen
Séaureabbau vor allem Oenococcus oeni in der Weinbereitung eine zentrale Rolle. Aufgrund
seiner hohen Sauretoleranz (zum Teil Wachstum bei pH 2,9) findet dieses Bakterium einen
Einsatz als Starterkultur fir den biologischen Saureabbau bei sdurereichen Weinen (Dittrich
und GrolBmann, 2005). Daneben sind noch Starterkulturen von Lactobacillus plantarum und
Lactobacillus hilgardii erhaltlich. Der Abbau des Malats ist jedoch nicht in allen Weinen
erwiinscht, da er teilweise mit der Bildung anderer aromaaktiven Stoffe einhergehen kann.
Ebenfalls ist eine Reduzierung des Sauregehalts in bereits saurearmen Weinen nicht
wuinschenswert.

Generell ist jedoch das Vorkommen von Milchsdurebakterien, aber auch Essig-
saurebakterien, in der Weinbereitung kritisch zu betrachten, da viele dieser Organismen in
der Lage sind, Weinfehler zu verursachen, das heil3t die Qualitdt des Weines zu vermindern.
Hierbei spricht man von Weinschéadlingen. Zu den wichtigsten und am weitesten verbreiteten
mikrobiell verursachten Weinfehlern gehdren der Essigséureton, der Milchsdureton, das
Bitterwerden und der Lindton (Dittrich und GroBmann, 2005; Bartowsky, 2009). Der
Essigséaureton, der bei besonders starker Auspragung auch Essigstich genannt wird (Dittrich,
1984), geht hauptsachlich auf die Stoffwechselaktivitat von Milchsédurebakterien zuriick.
Hierbei entsteht Essigsédure als Nebenprodukt der Zuckerverwertung, vor allem bei
heterofermentativen Vertretern dieser Familie (Sponholz et al., 1982). Daneben sind auch
Essigsaurebakterien, durch die Oxidation von Ethanol, und einige Hefen in der Lage Acetat
zu bilden (Wirth et al., 2011). Durch eine richtige Kellerhygiene, gesundes Traubenmaterial
und dem reduktiven Ausbau des Weines kann jedoch die Bildung von Essigsaure durch
Essigsaurebakterien minimiert werden (Bartowsky, 2009). Die gebildete Essigsdure kann
dem Wein nicht mehr entzogen werden, was zu einer irreversiblen Schadigung des Weines
fuhrt, der nur noch zur Essigherstellung verwendet werden darf. In Deutschland liegt die
Grenze fir die zugelassene Menge an Acetat bei 1,08 g/l bei Weildweinen und 1,2 g/l bei
Rotweinen (Dittrich und Grol3mann, 2005). Der Milchsaureton, welcher sensorisch an Molke

oder Butter erinnert, beruht auf der Bildung von Diacetyl wahrend des Abbaus von
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Zitronensaure durch Milchsaurebakterien (Ramos et al., 1995; Hihn et al., 1999). Zu einer
Erhéhung der Viskositat des Weines und der damit verbundenen UngenielR3barkeit kommt es
durch die Polymerisierung von Glucose oder Fructose. Man spricht vom Zahwerden des
Weines (Lindton). Ein fur die Weinbereitung relevanter Dextran-Bildner ist Leuconostoc
mesenteroides (Montersino et al., 2008). Velasco et al. (2007) konnte die Bildung von
extrazellularen Polysacchariden bei Pediococcus parvulus nachweisen. Stoffe wie Acrolein,
die zum Bitterwerden des Weines beitragen, werden vor allem durch verschiedene Arten der
Gattung Lactobacillus gebildet (Sponholz, 1993). Ein weiteres Produkt des bakteriellen
Stoffwechsels im Wein sind biogene Amine (Garai et al., 2007; Vincenzini et al., 2009). Diese
Stickstoffverbindungen kénnen, neben sensorischen Einflissen auf den Wein (Rohn et al.,
2005), auch einen physiologischen Effekt auf den menschlichen Kérper hervorrufen (Smit et
al., 2008). Sie werden im nachfolgenden Kapitel naher behandelt. Eine Ubersicht

verschiedener durch Bakterien verursachter Weinfehler gibt Abbildung 1.1 wieder.
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Abbildung 1.1: Zusammenfassung der Stoffwechselwege von weinrelevanten Bakterien, die zur
Bildung von Weinfehlern fihren kénnen (Aus: Bartowsky, 2009).

Neben den genannten Bakterien besitzen auch Wildhefen ein grofRes Potenzial zur Bildung

von Weinfehlern (Loureiro und Malfeito-Ferreira, 2003). Hier sind vor allem der Esterton
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sowie das Mauseln (hervorgerufen durch Brettanomyces, Lay, 2003) zu nennen (Kdnig und
Frohlich, 2009). Des Weiteren kdnnen im Wein beziehungsweise auf den Trauben
verschiedene Schimmelpilze (zum Beispiel Plasmopara viticola, Eichhorn und Lorenz, 1980;
Kassemeyer und Berkelmann-Lohnertz, 2009) auftreten, welche die Weinqualitat negativ
aber auch positiv, bei edelsiRen Weinen (zum Beispiel Botrytis cinerea, Dittrich, 1989),
beeinflussen.

Zur Minimierung des Risikos der Bildung der genannten Weinfehler kann die Verwendung
von gesundem Traubenmaterial, das Vergaren des Mosts mit Starterkulturen, eine Most-

oder Maischeschwefelung sowie eine gute Kellerhygiene beitragen.

1.2 Biogene Amine in Lebensmitteln

Als biogene Amine bezeichnet man niedermolekulare Stickstoffverbindungen, die von
tierischen, pflanzlichen und bakteriellen Zellen gebildet werden (ten Brink et al., 1990). Man
unterscheidet hierbei drei Gruppen von Aminen: Die aliphatischen, zu denen zum Beispiel
Putrescin und Cadaverin gezahlt werden, die aromatischen (zum Beispiel Tyramin und
Phenylethylamin) sowie die heterocyclischen biogenen Amine wie Histamin oder Tryptamin
(Silla-Santos, 1996; Ruiz-Capillas und Jiménez-Colmenero, 2004). In einem Organismus
haben diese Stickstoffverbindungen verschiedene Aufgaben. So dienen einige als
Neurotransmitter, wahrend andere eine hormonelle Funktion annehmen (Ohtsu und
Watanabe, 2003). Ebenfalls stellen sie eine Stickstoffquelle dar und dienen als Vorlaufer zur
Synthese von Nukleinsduren oder Proteinen (Karovicova und Kohajdova, 2005). Weiter
kénnen biogene Amine einen Einfluss auf die Regulation der Koérpertemperatur, der
Nahrungsaufnahme sowie den Blutdruck haben (Smit et al., 2008).

Biogene Amine kénnen auf vier verschiedene Arten gebildet werden. Die am haufigsten
auftretende Reaktion, die zur Bildung biogener Amine fihrt, ist die Decarboxylierung von
Aminosauren. Zwei der wichtigsten Amine, Histamin und Tyramin, entstehen aus den
Vorlauferaminosduren Histidin und Tyrosin. Die Abspaltung der Carboxylgruppen wird von
den Enzymen Histidin- bzw. Tyrosin-Decarboxylase katalysiert. Beide Enzyme besitzen in
der Regel Pyridoxal-5’-Phosphat als Co-Faktor (Moreno-Arribas und Lonvaud-Funel, 1999;
Coton und Coton, 2005; Smit et al., 2008). Weitere Reaktionsmechanismen zur Bildung
biogener Amine sind die Transaminierung, die reduktive Aminierung und der Abbau von
Stickstoffverbindungen (Askar und Treptow, 1986; Maijala, 1993; Silla-Santos, 1996). Die
vier Reaktionstypen sind in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Decarboxylierung von Aminoséauren

COOH Pyridoxal- H
phosphat |
HN—C—H ——* HN—C—H + CO,

R R
Aminosaure Amin

Reduktive Aminierung von Aldehyden und Aminosauren

H

Aldehyd Amin

Transaminierung

H R—CH-COOH
+ | —> R—CH,—NH, + F’—(r"ﬁCOOH
R—C=0 NH; 0
Aldehyd Aminosaure Amin o - Ketosaure

Hydrolytische Spaltung von Stickstoffverbindungen
Phospholipide — Cholin: N(CH3)3-CH,-CH,-OH — Ethanolamin: NH;-CH,-CH,-OH

Abbildung 1.2: Mogliche Reaktionsmechanismen zur Bildung biogener Amine (verandert nach

Baumlisberger, 2011).

Neben den genannten Aufgaben im Organismus kénnen einige biogene Amine in héheren
Konzentrationen oder bei Wechselwirkungen mit anderen Verbindungen toxisch wirken. Das
wohl am bestuntersuchteste biogene Amin Histamin wird mit verschiedenen Symptomen in
Verbindung gebracht und spielt eine zentrale Rolle bei Lebensmittelvergiftungen. So kann
Histamin Kopfweh, Bluthochdruck und Verdauungsprobleme hervorrufen, wéahrend Tyramin
oft mit Migrane assoziiert wird (Smit et al., 2008). Andere biogene Amine wie
Phenylethylamin und Tryptamin erhéhen den Blutdruck oder potenzieren die Wirkung
anderer Amine. Dies ist zum Beispiel bei Cadaverin und Putrescin der Fall (Anli und Bayram,
2009). Im menschlichen Kdrper wird ein Teil der aufgenommen biogenen Amine im Darm
durch Aminoxidasen abgebaut. Hierbei handelt es sich um Monoaminoxidasen (MAO) und
Diaminoxidasen (DAO). Diese Enzyme sind abhangig von Sauerstoff und werden gehemmt
durch Ethanol und einige biogene Amine (Lucas et al., 2008). Zudem ist die Wirkung der
Enzyme bei Personen die MAO-Hemmer einnehmen eingeschrankt (Kala¢ und Kfizek,
2003). Die Toxizitat von Histamin wurde von Lehane und Olley (2000) beschrieben. Sie
geben an, dass eine orale Einnahme von 10 mg Histamin als tolerable Hochstgrenze
gesehen werden kann, wahrend 100 mg eine mittlere und 1000 mg eine schwere Vergiftung
hervorrufen kann. Generell kbnnen Konzentrationen zwischen 8 und 20 mg/l (Histamin), 25
und 40 mg/l (Tyramin) und 3 mg/l (Phenylethylamin) in alkoholischen Getrdnken bereits

einen negativen physiologischen Effekt hervorrufen (Soufleros et al., 1998).
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Biogene Amine kommen in verschiedenen fermentierten, aber auch nicht-fermentierten
Nahrungsmitteln vor (Askar und Treptow, 1986; Karovi¢ova und Kohajdova, 2005). Hier sind
vor allem Fisch, Fleisch, Kase, Wein und Bier zu nennen. Auch in fermentiertem Gemise
konnten biogene Amine nachgewiesen werden (Simon-Sarkadi et al., 1994). Das
Vorhandensein dieser Stickstoffverbindungen geht in den meisten Fallen auf
Stoffwechselaktivitat von Mikroorganismen zuriick. So sind zum Beispiel in der
Fleischherstellung vor allem Vertreter der Familien Enterobacteriaceae, Pseudo-
monadaceae, Micrococcaceae sowie Milchsaurebakterien verantwortlich (Bover-Cid et al.,
2001; Ruiz-Capillas und Jiménez-Colmenero, 2004). Daneben sind noch weitere Gattungen
wie Bacillus, Citrobacter oder Clostridium in der Lage biogene Amine in Lebensmitteln zu
bilden (Silla-Santos, 1996). Die Funktion der Bildung dieser niedermolekularen
Verbindungen wurde vielfach untersucht (van de Guchte et al., 2002; Rhee et al., 2002; Lee
et al., 2007). Zum Teil gilt sie als Reaktion auf Saurestress, da der Abbau von Aminosaure in
einer Erh6hung des pH-Wertes resultiert, ebenfalls stellt sie einen moglichen Mechanismus
zur Energiegewinnung dar, da durch den Aminosaure/Amin-Antiport eine Protonen-
motorische Kraft aufgebaut werden kann (Molenaar et al., 1993).

In Weinen sind am haufigsten die Amine Cadaverin, Histamin, Putrescin und Tyramin zu
finden (Ancin-Azpilicueta et al., 2008; Beneduce et al., 2010). Neben den durch Bakterien
produzierten Aminen sind einige wie Ethanolamin, Ethylamin und Putrescin bereits auf der
Traube vorhanden (Del Prete et al., 2009). Cadaverin und Putrescin sind normalerweise ein
Indiz fir verunreinigtes Traubenmaterial (Leitdo et al., 2005). Einen Einfluss auf die
Konzentration und die Zusammensetzung der biogenen Amine im Wein haben auch
verschiedene o©nologische Faktoren wie die Auswahl der Rebsorte, Verwendung von
Fungiziden und Dingemitteln, Qualitdt des Traubenmaterials, Verwendung von
Starterkulturen oder die Lagerung der fertigen Weine (Marques et al., 2008; Bach et al.,
2011). Als Vertreter der Milchsaurebakterien sind die Gattungen Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus sowie Pediococcus als potentielle Amin-Bildner in der Weinbereitung zu nennen
(Guerrini et al., 2002; Moreno-Arribas et al., 2003; Landete et al., 2005; Beneduce et al.,
2010). Die meisten Spezies dieser Gattungen kdnnen als Weinschadlinge fungieren und
somit auf niedrige Hygiene- oder Kellerwirtschaft hindeuten. Die Haupt-Amine im Wein, die
auf mikrobielle Aktivitat zurtckzufiihren sind, sind Histamin, Putrescin und Tyramin
(Beneduce et al., 2010). Mangani et al. (2005) konnten neben den toxischen Eigenschaften
von Putrescin auch einen negativen Einfluss dieser Verbindung auf die Sensorik des Weines
nachweisen. Die Gesamt-Konzentration an biogenen Aminen im Wein reicht von wenigen
Milligramm bis zu 50 mg/l (Beneduce et al.,, 2010). Diese Konzentrationen sind stark
abhangig von den oben genannten o©nologischen Faktoren, dem Vorhandensein von

Bakterien und dem Angebot an Aminoséuren als potentielle Vorstufen der biogenen Amine.
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Mehrere Studien zeigten, dass im Allgemeinen die Konzentrationen an biogenen Aminen in
Rotweinen hoher ist, als in WeiRweinen (Marcobal et al., 2005; Kaschak et al., 2009; Pefa-
Gallego et al., 2009). Grunde hierfur sind der in der Regel héhere pH-Wert von Rotweinen,
der mikrobielles Wachstum erleichtert, sowie héhere Konzentrationen von Aminosauren als
Vorstufen fir biogene Amine. Kaschak et al. (2009) konnten neben den genannten biogenen
Aminen, Histamin, Tyramin, Putrescin und Cadaverin, noch Ethanolamin (7,7 mg/l in
WeilRwein, 10,1 mg/l in Rotwein) und Isoamylamin (1,5 mg/l in Weil3wein; 10,3 mg/l in
Rotwein) in deutschen Discount-Weinen nachweisen.

Ein weiteres alkoholisches Getrank, in dem biogene Amine vorkommen kénnen, ist Bier
(Gléria und lIzquierdo-Pulido, 1999; Kala¢ und KFizek, 2003). Hier sind jedoch niedrigere
Konzentrationen dieser Verbindungen zu finden, als in den vorhergehend beschriebenen
Lebensmitteln. Auffallig hierbei ist die Tatsache, dass kein Unterschied im Amin-Gehalt
zwischen alkoholischem und alkoholfreiem Bier zu beobachten ist. Als hauptverantwortliche
Amin-Bildner im Bier sind Lactobacillus frigidus, Lactobacillus brevissimilis, Lactobacillus
brevis und Pediococcus damnosus zu nennen (Kala¢ und Kfizek, 2003).

Eine wichtige Rolle spielen biogene Amine auch in der Produktion von Milchprodukten.
Wahrend in frischer Milch noch geringe Konzentrationen von Histamin nachweisbar sind
(weniger als 0,3 mg/kg), kann der Gehalt dieses Amins in gereiftem Kése bis zu 2,5 g/kg
betragen (Bodmer et al., 1999). Neben Histamin sind vor allem die Amine Tyramin,
Cadaverin, Putrescin, Tryptamin und Phenylethylamin in verschiedenen K&sesorten zu
finden (Silla-Santos, 1996; Novella-Rodriguez et al., 2000). Stratton et al. (1991) konnten
beobachten, dass der Gehalt an Histamin und Tyramin nicht nur bei verschiedenen
Kasesorten, sondern auch innerhalb einer Sorte stark variiert.

Auch in Fleisch- und Fischgerichten kdénnen biogene Amine vorkommen. Vor allen in
fermentierten Wurstgerichten konnten hohe Konzentrationen dieser Stickstoffverbindungen
nachgewiesen werden (bis zu 100 mg/kg Histamin, 500 mg/kg Tyramin oder 400 mg/kg
Putrsecin; Ruiz-Capillas und Jiménez-Colmenero, 2004). Von noch héheren Mengen an
Histamin (bis zu 350 mg/kg), Cadaverin (bis zu 650 mg/kg), Putrescin (bis zu 500 mg/kg) und
Tyramin (bis zu 740 mg/kg) in verschiedenen Trockenwitrsten berichten Suzzi und Gardini
(2003). Biogene Amine in frischen Fleisch- und Fischprodukten deuten in den meisten Fallen
auf einen Verderb dieser Lebensmittel hin. Manche Fische, wie Thunfisch und Makrelen,
bilden hohere Konzentration von Histamin (Al Bulushi et al., 2009). Des Weiteren kdnnen die
Amine Cadaverin und Putrescin in gréReren Mengen in Fisch nachgewiesen werden.
Aufgrund des weitverbreiteten Vorkommens biogener Amine und ihrer bestatigten
physiologischen Wirkung auf den menschlichen Organismus wurde in manchen Lander die
EinflUhrung gesetzlicher Grenzwerte diskutiert oder solche bereits eingefihrt. So erlaubt die

FDA (American Food and Drug Administration) maximal 5 mg/100g Histamin in Fischen
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(FDA, 1998). In der Slowakei wurden Grenzwerte flr zwei biogene Amine festgelegt (Halasz
et al., 1999): Histamin (20 mg/kg fur Bier; 200 mg/kg fur Fischprodukte) und Tyramin (200
mg/kg fur Kase). In der Européaischen Union soll die Konzentration von Histamin in rohem
Fisch nicht 100 mg/kg Uberschreiten wohingegen bei Fischprodukten die enzymatisch
behandelt wurden und in Salzlage gereift sind der Grenzwert dieser Verbindung bei 400
mg/kg liegt (EG-Verordnung 2073/2005). Fur den Histamin-Gehalt in Fleisch und
Fleischgerichten gibt es gesetzliche Grenzwerte in den Niederlanden und in Tschechien (200
mg/kg; Soufleros et al., 1998). Die Einfihrung von Grenzwerten fur biogene Amine in Wein
wurde bereits mehrfach diskutiert (Kdnig, 2008). In Deutschland wurde jedoch bis heute
keine Ho6chstgrenze dieser Stickstoffverbindungen definiert. Ein 1995 in der Schweiz
eingefuihrter Grenzwert von 10 mg/l fur Histamin im Wein (SR 817.021.23) wurde 2010
wieder aufgehoben.

Es ist somit zusammenfassend zu sagen, dass biogene Amine aufgrund ihres Vorkommens,
ihrer physiologischen Effekte und sensorischen Beeinflussung eine grof3e Rolle in der
Lebensmittelindustrie spielen. Die genauere Erforschung ihrer Bildung durch Mikro-

organismen stellt somit eine zentrale Aufgabe der Lebensmittelwissenschaft dar.

1.3 Der Einsatz von Enzymen in der Lebensmitteltechnologie

Der Einsatz von Enzymen in der Industrie ist heutzutage stark verbreitet. So finden Enzyme
zum Beispiel Verwendung bei der Waschmittelherstellung, in der Textilindustrie,
Papierindustrie, Landwirtschaft und Futterherstellung, Petrochemie und Lebensmittel-
industrie (Kirk et al., 2002; Sanchez und Demain, 2011). In den letzten Jahren hat sich der
Weltmarkt an industriell verwendeten Enzymen stetig erhéht. Wahrend er 1998 noch 1,6
Milliarden US-Dollar betrug, wurden 2009 bereits 5,1 Milliarden US-Dollar in Enzyme
investiert (Sanchez und Demain, 2011). Im Bereich der Lebensmittelherstellung betrug der
Weltmarkt 2003 634 Millionen US-Dollar und stellte somit den zweitgré3ten Sektor, nach der
Waschmittelindustrie, an Enzymverbrauchen dar (Lorenz und Eck, 2005). Man geht davon
aus, dass zurzeit Uber 500 Produkte durch den Einsatz von Enzymen hergestellt werden
(Johannes und Zhao, 2006). Die Hauptproduzenten dieser Enzyme sind Pilze (Uber 50 %).
Hier ist vor allem die Gattung Aspergillus zu nennen. Einen ebenfalls grof3en Teil der
Enzymproduzenten machen, mit ungefdhr einem Drittel, die Bakterien aus, wahrend
pflanzliche und tierische Enzyme eher die Minderheit darstellen (Sanchez und Demain,
2011). In n&herer Vergangenheit geht der Trend mehr und mehr zur Verwendung
rekombinanter Enzyme, die bereits heute circa 50 % der erhéltlichen Produkte ausmachen.
Die hierfir verwendeten Organismen sind vor allem den Gattungen Aspergillus,
Trichoderma, Kluveromyces, Saccharomyces, Yarrowia und Bacillus zuzuschreiben (Galante

und Formantici, 2003). Durch die hetereologe oder homologe Expression von Genen, die zur
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Produktion von Enzymen fihrt, kann die Ausbeute dieser um ein vielfaches gesteigert
werden.

Enzyme zeichnen sich durch hohe Aktivitat in bereits niedrigen Konzentrationen, hohe
Substratspezifitat und meist niedrige Toxizitat aus. Die Mehrzahl der industriell verwendeten
Enzyme besitzen eine hydrolytische Aktivitdt und werden zum Abbau von Naturstoffen
eingesetzt (Kirk et al., 2002). So finden beispielsweise Amylasen einen Einsatz in der
Backindustrie (Godfrey und West, 1996; Sanchez und Demain, 2011). Andere Enzyme wie
Proteasen, Pektinasen oder Lipasen dienen der Freisetzung von Inhaltsstoffen und somit
dem Aroma der Lebensmittel. Proteasen spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Kaseherstellung und werden hier auch zur Produktion niedrig allergener Milchproteine als
Zusatz zu Sauglingsnahrung verwendet (Gupta et al., 2002).

Tabelle 1.1 gibt eine Ubersicht einiger Enzyme und deren Einsatz in verschiedenen Zweigen

der Lebensmittelindustrie.

Tabelle 1.1: Einige Bespiele zur Anwendung von Enzymen in der Lebensmittelindustrie
(verandert nach Kirk et al., 2002).

Industriezweig Enzymklasse Anwendung

Lebensmittelherstellung Protease Milchgerinnung, Sauglingsnahrung,

Geschmacksentwicklung

Lipase Geschmacksentwicklung (Kése), Teigstabilitat
(Backwaren)
Lactase Entfernung von Lactose aus der Milch
Pektinase Aromaentfaltung (Fruchtprodukte)
Amylase Aromaentfaltung (Brot)
Getréankeherstellung Pektinase Maischebehandlung (Fruchtsafte, Wein)

B-Glucanase  Maischebehandlung

Laccase Klarung (Fruchtséfte)

Auch in der Weinherstellung finden Enzyme ihren Einsatz. Hierzu zahlen pektolytische
Enzyme, Wein stabilisierende Enzyme und Aroma verstirkende Enzyme (Moreno-Arribas
und Polo, 2005; Ugliano, 2009). Pektinasen werden zur Freisetzung von aromaaktiven
Stoffen aus der Zellwand der Trauben eingesetzt. In der Rotweinherstellung werden sie oft in
Kombination mit Hemicellulasen und Cellulasen verwendet und tragen somit zu einer
besseren Entfaltung der Farbe bei (Ducruet et al., 2000; Gil und Valles, 2001). Der Einsatz
von Pektinasen dient ebenfalls der Zersetzung fester Bestandteile nach der Pressung der
Trauben. Eine grol3e Anzahl an Pektinase-Praperaten sind bereits kommerziell erhaltlich
(Ugliano, 2009). Zu den aromaverstdrkenden Enzymen sind Glycosidasen, Lyasen und
Esterase zu zahlen. Viele aromaaktive Stoffe im Wein sind glykosidisch gebunden

11
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(Cordonnier und Bayonove, 1974). Hierzu z&hlen zum Beispiel Linalool, Geraniol oder
Vinylguajacol (Sefton, 1998). Diese Aromastoffe kdnnen durch den Einsatz glykosidischer
Enzyme entfaltet werden. Wie Glycosidasen, dienen Lyasen und Esterasen der Freisetzung
von gebundenen Aromastoffen. Bei den Lyasen handelt es sich hauptsachlich um Cystein-
gebundene Thiole (Tominaga et al., 1998), die durch die Spaltung mit den Enzymen
freigesetzt werden. Ester, welche dem Wein eine fruchtige Note verleihen (Fugelsang und
Edwards, 2007), sind h&ufig an Acetat- oder Ethyl-Fettsduren gebunden (Claus, 2007;
Ugliano, 2009).

Eine wichtige Rolle bei der Weinherstellung spielen, wie bereits erwdhnt, stabilisierende
Enzyme. Hierzu zahlen vor allem Proteasen und Muramidasen. Wéhrend der Lagerung der
Weine kann es zum Ausfallen oder zur Aggregation von Proteinen kommen, was in einer
Tribung der Weine resultieren kann (Ferreira et al., 2002). Der Einsatz von Proteasen in
Kombination mit Hitzebehandlung kann zu einer Abnahme der Tribung des betroffenen
Weines fulhren (Pocock et al., 2003). Zur Verhinderung des bakteriellen Wachstums wahrend
der Weinbereitung darf seit 2001 Lysozym aus Hihnereiweil3 eingesetzt werden (EG-
Verordnung 1622/2000). Hierbei handelt es sich um eine Muramidase, die die B-1,4-
glykosidische Bindung im Peptidoglykan von Bakterien spaltet. Eine Wachstumshemmung
einiger Bakterien im Wein sowie die Verzdgerung des biologischen Saureabbaus konnte von
Gerbaux et al. (1997) und Weiand (2001) festgestellt werden. Nachteile der Anwendung von
Lysozym in der Weinbereitung kénnen unter Anderem der Farbverlust von Rotweinen oder
die Tribung von Weil3weinen sein (Bartowsky et al., 2004). Ebenfalls konnte nachgewiesen
werden, dass die Wirkung des kommerziell vertriebenen Lysozyms aus Hiuhnereiweil3 unter
den im Wein vorhanden pH-Werten und Ethanolkonzentrationen stark gehemmt ist (Eggert
et al., 2006). Der Einsatz von Lysozym in der Weinbereitung muss ab Mitte 2012 auf den
Flaschen gekennzeichnet werden, da es als Eiprodukt ein gewisses Allergenpotential
aufweisen kann.

Wie erwahnt spielen Enzyme bereits heute eine wichtige Rolle in der Industrie. Aufgrund
ihrer vielseitigen Anwendbarkeit und der Moglichkeit der Uberproduktion werden Enzyme
auch in den né&chsten Jahren einen wichtigen Aspekt der Forschung in der

Lebensmittelindustrie darstellen.

1.4 Die Gattung Streptomyces als Produzent fir bioaktive Stoffe

Streptomyceten gehéren zur Familie der Actinomyceten und besitzen ihren bevorzugten
Lebensraum im Boden. Der typische Erdgeruch ist auf die Bildung von Geosmin durch diese
Organismen zuriickzufiinren (Madigan et al., 1997). Mit einer Zellzahl von bis zu 10° Zellen
pro Gramm Erde bilden die Streptomyceten die vorherrschende Organismengruppe. Viele

Mitglieder dieser Gattung spielen eine wichtige Rolle in der Zersetzung und Sanierung des
12
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Bodens (Ishiyama et al., 2004) durch beispielsweise den Abbau von Lignin und
aromatischen Verbindung (Phelan et al., 1979; Grund et al., 1990). Vertreter der aeroben,
gram-positiven Gattung Streptomyces weisen einen durchschnittichen G+C-Gehalt von
72 % auf (Starr et al., 1981; Wright und Bibb, 1992; Borodina et al., 2005).

Streptomyceten zeichnen sich durch einen komplexen Lebenszyklus aus. Nach der
Zellteilung kommt es zu keiner Trennung der Tochterzellen. Stattdessen kommt es zur
Bildung eines Substratmycels, welches der Nahrungsaufnahme dient (Claessen et al., 2006;
Manteca et al., 2007). Durch verschiedene Differenzierungen des Substratmycels kommt es
zur Ausbildung eines Luftmycels. Die Verbreitung erfolgt durch Exosporen, die sogenannten
Konidien. Hierbei handelt es sich um Abschnirungen des Luftmycels (Ensign et al., 1978;
Chater, 2001). Ein weiteres Charakteristikum der Gattung Streptomyces ist das Vorliegen
ihres Genoms als lineares Chromosom. Bentley et al. (2002) gelang die Sequenzierung des
Genoms von Streptomyces coelicolor A3(2). Mit 8,7 Millionen Basenpaaren stellt es das bis
heute grofdte sequenzierte prokaryotische Genom dar. Neben Streptomyces coelicolor A3(2)
liegen zurzeit weitere funf komplett sequenzierte Genome von Streptomyceten
(Streptomyces ambofaciens, Streptomyces griseus, Streptomyces clavuligerus, Strepto-
myces percietius, Streptomyces scabiae) vor.

Streptomyceten sind bekannt fir die Sekretion mehrerer bioaktiver Substanzen wie
Antibiotika und hydrolytischer Enzyme (McCarthy und Williams, 1992; Borodina et al., 2005;
Dharmaraj, 2010). Aufgrund dieser Tatsache wurden seit den 1970er Jahren ber 3000
verschieden Arten von Streptomyceten beschrieben (Guo et al., 2008). Einige Arten der
Gattung Streptomyces wurden bereits nach der Entdeckung von Actionmycin und
Streptomycin in den 1940er Jahren von wirtschaftlichem Interesse als Bildner von Antibiotika
(Challis und Hopwood, 2003). Heute werden mehr als die Halfte aller bekannter Antibiotika
von Streptomyceten gebildet (Berdy, 2005; Borodina et al., 2005), wobei die Angaben zur
Anzahl dieser stark variieren. Als die wichtigsten, in der Industrie eingesetzten, Produzenten
fur Antibiotika sind die Arten Streptomyces griseus (Actinomycin, Streptomycin),
Streptomyces antibioticus (Actinomycin) sowie Streptomyces aureofaciens (Tetracyclin) zu
nennen (Sauermost,1994).

Die Produktion dieser bioaktiven sekundaren Stoffwechselprodukte ist eng an die
Differenzierung der Bakterienzelle gekoppelt (Rodriguez und McDaniel, 2001; Worrall und
Vijgenboom; 2010). Wahrend des Abbaus des Substratmycels beziehungsweise zum
Zeitpunkt der Bildung des Luftmycels kommt es zur Herstellung der bioaktiven Substanzen
(Susstrunk et al., 1998; Viollier et al., 2001). Die Sekretion der hydrolytischen Enzyme dient
neben der Abwehr von Konkurrenten in erster Linie der Beschaffung von Nahrungsmitteln
(Challis und Hopwood, 2003). Da es sich bei den meisten im Boden enthaltenen

Kohlenstoffquellen um unldsliche Polymere handelt, missen diese extrazellular gespalten
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werden, damit die Oligo- oder Monomere in die Zelle aufgenommen werden kdénnen. Die
wichtigsten Enzyme stellen hierbei Cellulasen, Hemicellulasen, Pektinasen, Chitinasen und
Proteasen dar, die bereits bei verschiedenen Streptomyceten nachgewiesen werden konnten
(Wilson, 1992; Shidu et al., 1995; Kawase et al., 2006; Jacob et al., 2007).

Von besonderem Interesse fur den industriellen Einsatz sind von Streptomyceten gebildete
bakteriolytische, aber auch fungizide Enzyme (Welsch, 1962; Hayshi et al., 1981; Worrall
und Vijgenboom; 2010). Zur Bekampfung von bakteriellem Wachstum sind hier die
Peptidoglykan spaltende Muramidasen zu nennen, welche bereits mehrfach bei
Streptomyceten gefunden wurden (Harada et al., 1981; Rau et al., 2001, Blattel et al., 2009).
Daneben wurde auch eine bakteriolytische Aktivitat einer Protease (Yokogawa et al., 1974)
und einer Aminopeptidase (Karadzic et al., 2002) beschrieben. Ohbuchi et al. (2001) und
Blattel et al. (2009) waren in der Lage mit Hilfe bakteriolytischer Enzyme von verschiedenen
Streptomyceten weinrelevante Milchsaurebakterien in ihrem Wachstum zu hemmen.

Obwohl viele Studien zur Produktion bioaktiver Substanzen durch Streptomyceten vorliegen,
ist davon auszugehen, dass erst circa 10 % der durch diese Organismengruppe produzierten
Stoffe entdeckt wurden (Watve et al., 2001; Clardy et al., 2006).

1.5 Motivation

Wein ist durch seine lange Geschichte nicht nur ein Kulturgut, sondern aufgrund seiner Rolle
als Genussmittel ebenfalls von wirtschaftlichen Interesse. So betrug der deutsche Weinmarkt
im Jahre 2009 ein Volumen von 19,7 Millionen Hektoliter, was einem Gesamtumsatz von
7,21 Milliarden Euro entsprach (Deutsches Weininstitut, 2009). Aufgrund dieser Tatsache ist
es eine wichtige Aufgabe der Weinforschung die Qualitat des Weines so hoch wie maglich
zu halten und stetig zu verbessern. Hierzu gehort neben den Arbeiten im Weinberg und in
den Weinkellern auch die chemische und mikrobiologische Untersuchung des Produktes von
der Traube bis zum Wein.

Die Bildung von aromaaktiven Stoffen durch Bakterien spielt — wie bereits erwahnt — eine
wichtige Rolle in der Weinbereitung. Die so moglicherweise entstandenen Weinfehler kdnnen
zu hohen wirtschaftlichen Schaden fiihren, aber auch gesundheitliche Folgen fir den
menschlichen Korper haben. So im Fall der biogenen Amine (Smit et al., 2008; Ammon,
2010). Deshalb erwog die Européische Union im Jahr 2001 die Einfiihrung von Grenzwerten
fur biogene Amine (COST 922). Hier wurde ein Héchstwert von 2 mg/l Histamin diskutiert,
was jedoch dazu fuhren wirde, dass ein betrachtlicher Teil der in Deutschland erzeugten
Weine nicht mehr verkehrsfahig wére (Rainer, 2005).

Um einen solchen Grenzwert einzufihren, ist es wichtig einen Uberblick Uber das
Vorkommen von Bakterien, die in der Lage sind diese Verbindungen zu bilden, zu gewinnen.

Ebenfalls ist die Kenntnis Uber die Haufigkeit und Quantitdt solcher Verbindungen
14
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unabdingbar. Hierzu missen Methoden entwickelt werden, die es erméglichen das
Vorkommen dieser unerwiuinschten Stoffe friihzeitig zu erkennen, um gegebenenfalls darauf
reagieren zu kénnen.

In der géngigen Praxis der Weinbereitung wird zur Kontrolle des mikrobiellen Wachstums der
Wein haufig geschwefelt. Aufgrund von gesundheitlichen Bedenken (Bartowsky et al., 2003;
Lustrato et al., 2003) und sinkender Grenzwerte soll der Einsatz von Schwefel in der
Weinbereitung in den n&chsten Jahren minimiert werden. Seit dem Jahr 2001 ist der Einsatz
von Lysozym zur Stabilisierung des Weines erlaubt (EG-Verordnung 1622/2000). Jedoch ist
die Aktivitat dieses Enzyms unter den im Wein herrschenden Bedingungen sehr
eingeschrankt (Eggert et al.,, 2006). Ebenfalls besitzt das Lysozym ein eingeschranktes
Wirkspektrum, was es ihm nicht erlaubt alle als potentielle Weinschadlinge vorkommenden
Bakterien in ihrem Wachstum zu hemmen (Weiand, 2001). AuRerdem wird der Zusatz dieses
Enzyms ab Mitte 2012 kennzeichnungspflichtig, da Lysozym als Eiprodukt ein Allergen-
potential aufweist. Hier ist die Suche nach anwendbaren Alternativen ein zentrales Thema

der aktuellen Weinforschung.

1.6 Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte durch gezielte Isolierung von Milchsédurebakterien
aus Versuchsweinen des Dienstleistungszentrums landlicher Raum (DLR) Pfalz in Neustadt
an der Weinstrasse ein Uberblick tber die Zusammensetzung von deren Mikrobiota
gewonnen werden. In weiteren Versuchen stand die Bildung von biogenen Aminen im
Vordergrund. Hierbei sollte untersucht werden, ob und wie viele der isolierten
Milchséurebakterien in der Lage sind diese zum Teil gesundheitsschadlichen
Stickstoffverbindungen zu bilden. Hier sollte auch eine teilweise Quantifizierung der Bildung
biogener Amine durchgefiihrt werden. Neben der Quantifizierung steht vor allem auch die
Entwicklung einer schnellen und einfachen Nachweismethode von biogenen Aminen in
Kultur-, aber auch Most- und Weinproben im speziellen Fokus der durchgefiihrten
Forschungsarbeit.

Zur Identifizierung der isolierten Milchsaurebakterien werden verschiedene am Institut fur
Mikrobiologie und Weinforschung, Mainz entwickelte molekularbiologische Methoden
angewandt, die somit in ihrer praktischen Anwendbarkeit bestéatigt werden sollten. Anhand
der Ergebnisse der Isolierung und Identifizierung in Kombination mit dem Wissen Uber die
Bildung von biogenen Aminen, sollte ermittelt werden, welche Bakterienarten als
hauptverantwortliche Verursacher fir die Bildung von biogenen Aminen gesehen werden
kénnen. Hierdurch sollte es ermdglicht werden bereits bei frihzeitiger Detektion dieser

Bakterien auf deren Auftreten zu reagieren. Deshalb war die Entwicklung einer schnellen
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Nachweismethode fir biogene Amine und spezielle Arten von Milchsaurebakterien ein
Hauptziel dieser Forschungsarbeit.

Um mikrobielles Wachstum zu hemmen und somit die Bildung von unerwinschten Stoffen,
wie zum Beispiel biogenen Aminen, wahrend der Weinherstellung zu verhindern, sollten
verschiedene Enzyme mit bakteriolytischem Potential gereinigt und charakterisiert werden.
Hierbei lag der Fokus auf der Gattung Streptomyces, da diese fur die Bildung von
Exoenzymen bekannt ist. Durch den Einsatz verschiedener Aufarbeitungstechniken sowie
proteinbiochemischer Methoden sollten gereinigte Enzymldsungen gewonnen werden. Die
Untersuchung dieser Enzyme hinsichtlich ihrer bakteriolytischen Aktivitat wurde
durchgefuhrt. Ebenfalls sollte Gberprift werden, ob die gereinigten Enzyme in der Lage sind
unter weinrelevanten Bedingungen zu arbeiten. Diese Enzyme sollten mit Hilfe zweier
Methoden identifiziert werden (N-terminale Sequenzierung und Massenspektroskopie). Auch
sollten die gereinigten Enzyme als mégliche Alternativen zu den konventionellen Methoden
der mikrobiellen Stabilisation wahrend der Weinbereitung, das heil3t Einsatz von Schwefel
oder Lysozym, diskutiert werden.

Zusammenfassend gliedert sich die vorliegende Forschungsarbeit in zwei Teile: Zum Ersten
die Isolierung und Identifizierung von potentiellen Bildnern biogener Amine und zum Zweiten
die Hemmung des Wachstums dieser Bakterien durch den Einsatz von gereinigten und
charakterisierten Enzymen, welche durch Bakterien der Gattung Streptomyces produziert

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien

Folgende Chemikalien der genannten Hersteller wurden genutzt:

Aceton
Acrylamid/Bisacrylamid
Adonitol

Agar

Agarose peqGold Universal-Agarose

Agmatin
Aminocapronsaure
Ammoniak
Ammoniumpersulfat
Azocasein

Borsaure

Brij
Bromcresol-Violet
Butanol

Cadaverin
Calciumcarbonat
Calciumchlorid
Casaminosauren
Casein

Cellulose
Chloroform
Citronenséaure
Coomassie Brilliantblau G-250
Cycloheximid
Cystein
Dansylchlorid
Di-Ammoniumcitrat
Di-Ammoniumsulfat
Di-Ethylether
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natrium-EDTA

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Marcor, New Jersey, USA
Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Di-Natriumhydrogenphosphat
Dinitrosalicylsaure
Eisensulfat
Essigsaure
Ethanol
Ethanolamin
Ethidiumbromid
Ethylamin
Fleischextrakt
Fructose
Galaktose
Glucose

Glycerin

Glycin
Hefeextrakt
Heptylamin
Hexan
Hexylamin
Histamin

Histidin

Inositol
Isoamylamin
K/Na-Tartrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumsorbat
Kupfersulfat
Lactose
Lithiumchlorid
Lysin
Magnesiumsulfat
Malat

Maltose
Malzextrakt
Manganchlorid
Mangansulfat
Mannitol

Mannose

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Hartge Integedients, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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3-Mercaptoethanol
Methanol

Muraminsaure
Natriumhydrogencarbonat
Natriumacetat
Natriumborhydrat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Natriumsulfit
Natronwasserglas

Ornithin
ortho-Phtaldialdehyd (OPA)

Pepton aus Casein (tryptisch verdaut)

Pepton aus Fleisch
Pepton aus Sojamehl
Phenol
Phenylethylamin
Phosphorséaure
Prolin

Propionat

Putrescin
Pyridoxal-5-Phosphat
Raffinose
Rhammnose

Ribose

Saccharose
Salzsaure

Serotonin

Serva Violett 17
Spermidin

Spermin

Stéarke

Taurin

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Thiamin

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BD Difco™, Franklin Lakes, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Toluol
Tomatensaft
Trichloressigsaure
Triethylamin
Tris

Triton X-100
Tryptamin
Tween 80
Tyramin
Tyrosin
Xylose
Zinksulfat

2.2 Geréate und Hilfsmittel

Roth, Karlsruhe

Neu’s, Freinsheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Folgende Gerate und Hilfsmittel der genannten Hersteller wurden genutzt:

Autoklav Certoclav

Blot-Apparatur Pegasus

Brutschrank

CarboPac MA1-Saule
Cross-Flow-System

Digitalkamera Nikkon Coolpix 4500
Dunnschichtplatten (Kieselgel 60, F;s4)
Durchlaufzentrifuge Sepatech Contifuge 17RS
Elektrophoresekammer (fir Agarose-GE)
Elektrophoresekammer (fir SDS-PAGE)
Festphasenextraktionssystem 10SPE™
FPLC-Detektor: Single path Monitor UV-1
Control Unit und Optical Unit
FPLC-Mischzelle: Flow Cell HR 10

FPLC-Programmer: Gradient programmer GP-
250
FPLC-Pumpe: Pump P-500

Certoclav, Traun, Osterreich
Phase, Molin

Kottermann, Uetze/Hanigsen
Dionex, Germering

Satorius, Géttingen

Nikon, Tokyo, Japan

Merck, Darmstadt

Heraeus Instruments, Hanau
Biorad, Hercules, CA, USA
Biorad, Hercules, CA, USA
Baker, Griesheim
Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden
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FPLC-Sammler: Fraction collector Frac-10

FPLC-Saule: MonoS™ HR 5/5

FPLC-Verteiler: Valve V-7 und Valve V-8

Geldokumentationseinheit
Gelfiltrationssaule: Sephadex G-75
Glaskugeln

Glasplatten fir Polyacrylamid-Gele
Heizblock Thermomixer comfort
Horizontale DC-Entwicklungskammer
HPLC-Controller SCL-10Avp
HPLC-Entgaser DGU-14A
HPLC-Fluoreszendetektor RF-535
HPLC-Probengeber SIL-10A
HPLC-Pumpen LC-10AT vp und LC-10AT
HPLC-Séaulenofen CTO-10A
IEF-Apparatur Multiphor 1l

Kryostat: Julabu F10 und Julabu UC
Leitfahigkeitsmessgerat WTW LF530
LyovacGT2

Magnetrihrer

Mikropipetten

Mikroskop SM Lux
Mikrotiterplatten-Gerat Titertek Multiskan
Mischer Vibrofix VF1

pH-Meter CG840

Photometer Specord 50

Pilotfermenter

Prontosil Spherisorb ODS-2 Saule 5,0 um

Reinstwasseranlage: Milli-RO Plus 30 und Milli-

Q plus 185

Ruhrzelle

Schuttler

Spannungsgerat Consort E122

Spannungsgerat Power Supply Model 3000/300

Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden
Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden
Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden
Vilber Lourmat, Eberhardzell
GE Healthcare, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Eppendorf, Hamburg
Camag, Muttenz, Schweiz
Shimadzu, Kyoto, Japan
Shimadzu, Kyoto, Japan
Shimadzu, Kyoto, Japan
Shimadzu, Kyoto, Japan
Shimadzu, Kyoto, Japan
Shimadzu, Kyoto, Japan
LKB, Bromma, Schweden
Julabo, Seelbach

WTW, Weilheim
Leybold-Heraeus, KdIn
IKA, Staufen

Eppendorf, Hamburg
Leitz, Wetzlar

Berthold, Pforzheim

IKA, Staufen

Schott, Mainz

Analytic Jena, Jena

Bioengineering, Wald, Schweiz

Bischoff, Leonberg
Millipore, Eschborn

Amicon, Houston, USA

Brunswick Scientific, Edison, USA

Consort, Turnhout, Belgien
Biorad, Hercules, CA, USA
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Starta® SCX Kartusche
Thermocycler

Thermocycler

Ultraschallbad Sonorex RK 106
Waagen

Zellmihle Vibrogen

Zentrifuge 5415

Zentrifuge J2-MC

2.3 Biochemikalien und Enzyme

Varian, Darmstadt

Biorad, Hercules, CA, USA
Eppendorf, Hamburg
Bandelin, Berlin

Sartorius, Gottingen
Edmund Buhler, Hechingen
Eppendorf, Hamburg

Beckmann Coulter, Krefeld

Folgende Biochemikalien und Enzyme der genannten Hersteller wurden genutzt:

Anhydrase

Anodenflissigkeit 3 fur IEF

Aprotonin

BC-Assay protein quantification kit

Bovines Serumalbumin (BSA)

Cytochrom C

DNA-GroRenstandard: ,GeneRuler*
DNA-Ladepuffer

dNTPs

IEF Marker 3-10, Liquid-Mix
Kathodenflissigkeit 10 fur IEF

Lysozym aus Hiihnereiweil3 (Bacticare), Nr.
21431

PCR-Reaktionspuffer

Proteinase K

Protein-Gré3enstandard: ,PageRuler
Prestained Protein Ladder plus (11-250 kDa)"
Protein-Ladepuffer Rotiload 1

Servalyt 2-9

Servalyt 7-9

Tag-Polymerase

Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Uptima, Montelucon, Frankreich
Uptima, Montelucon, Frankreich
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Peglab, Erlangen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Handelspraparat der Fa. Erbsloh,
Geisenheim

Peglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Peglab, Erlangen
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2.4 Verbrauchsmaterialien und Kits

Folgende Verbrauchsmaterialien und Kits von den genannten Herstellern wurden genutzt:

= Dialyseschlauche, Porengrol3e: 3,5 kDa Roth, Karlsruhe

= Elektroden-Dochte fir IEF Serva, Heidelberg

= Eppendorf-Gefalle Eppendorf, Hamburg

= Falcon-Gefalte, 15 ml und 50 ml Fisher, Schwerte

= HPTLC-Kieselgel 60-Platten (mit Fs4) Merck, Darmstadt

= Hydrosart®0,1u Filterkasette Satorius, Goétting

= |EF-Gel, Servalyt Precotes 3-10, Serva, Heidelberg
125 x 125 mm

= |EF-Gel, Servalyt Prenets 3-10, Serva, Heidelberg
125 x 125 mm

= Kivetten, 1,5 ml Roth, Karlsruhe

=  Membranfilter, 25 mm Syringe, 0,45 pum und Fisher, Schwerte

0,2 pm

=  Microcon, YM10 und YM3 Millipore, Eschborn

= Multiplex-PCR-Kit Qiagen, Hilden

= Omega'" Polyethersulfon-Ultrafiltrations- Pall, New York, USA
Membran

= Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg

= Plastik-Petrischalen Fisher, Schwerte

= Polyethersulfon-Ultrasart (3 kDa) Satorius, Goétting

=  PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran Millipore, Eschborn

= QiAgen Blood and Tissue, DNA-Isolierungskit  Qiagen, Hilden

= QiAquick gele extraction, Gelextraktionskit Qiagen, Hilden

= QiAquick PCR purification, PCR- Qiagen, Hilden
Aufreinigungskit

=  SDS-Fertiggele Serva, Heidelberg

= Sijlberfarbekit Fermentas, St. Leon-Rot

= Vivaspin 5000Da, 30000Da und 50000Da Sartorius, Gottingen
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2.5 Oligonucleotide

Die verwendeten Oligonucleotide (Primer) wurden von der Firma Eurofins MWG Operon,

Ebersbach bezogen und sind in Tabelle 2.1 nach ihrer Verwendung aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Oligonucleotide.

Name Sequenz (52> 3) bp Tm GC
[°ClI*  [%]®
Primer zur Sequenzierung der 16S rDNA von Bakterien
PurEubak3 AGA AAG GAG GTGATCC 16 48,2 50
PurEubak5 AGAGTT TGATCM TGG CT 17 48,7 44
BSF8 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 20 58,4 50
BSR1541 AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA 20 59,9 60
Primer zur Sequenzierung der 16S rDNA der Streptomyceten
16F1 GTT CCT TGA GAA CTC AAC AG 20 55,3 45
16F2 GCG GAG CAT GTG GCT TAATTC 21 59,8 52,4
16R1 CAATAATTC CGG ACAACGCT 20 55,3 45
16/23R AGA TGC TCG CGT CCACTG TG 20 61,4 60
Primer zum Nachweis von Decarboxylase-Genen
HDC 3 GAT GGT ATT GTT TCK TAT GA 20 51,3 44.6
HDC 4 CAA ACACCAGCATCTTC 17 49,9 47
TD 2 ACA TAG TCAACCATRTTG AA 20 51,3 32,5
TD5 CAA ATG GAA GAA GAA GTA GG 20 54,3 40
Primer zum Nachweis von Protease-Genen
FSC1 CGA CCG GCT GGAAGAAGGT 19 61,6 63
RSC 1 CAA GGT CCG CCACGG GCG C 19 68,1 79
RSC 3 CGC GGG CACCGCCTGGAAC 19 68,1 79
FSC 2 GTG AGG ATC AAG CGC ACC 18 58,4 61
RSC 2 TGS AAA AGA AGG TCG GGC CAG 21 63,2 57
RSC 4 GCA GTT GCC GCT GCC GCC 18 65,3 78
PNT 1 AGC GGC GGC GAT GCG ATT TAT 21 63,2 57

a

Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu).

mittlere Schmelztemperatur und mittlerer GC-Gehalt, berechnet mit Oligo Calc; Oligonucleotide
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Tabelle 2.1: Verwendete Oligonucleotide (Fortsetzung).

Name Sequenz (52> 3)) bp Tm GC
[°ClI*  [%]*
Primer zum Nachweis von Muramidase-Genen
MurF1 GGC GTG CAG GGC ATT GAT GTG 21 65,3 62
MurF2 GCC GTT AAATTT GTT GCG ATC CAC 24 63,6 46
LyF1 TGC VCA GAT CCG GAR C 16 53,3 62,5
LyF2 GTG GAC GTC TCC AGC CA 17 57,3 65
LyR1 CCA GCC SGC CGG RAG 15 58,5 83,5
LyR2 TCA GCC GTT SGC SAG 15 51,7 67
Primer fir SAPD-PCR
A-Not AGC GGC CGCA 10 36 80
C-Not AGC GGC CGC C 10 38 90
G-Not AGC GGC CGC G 10 38 90
T-Not AGCGGCCGCT 10 36 80
Primer zur Sequenzierung des ITS1-5,8S rDNA-ITS2 Bereichs bei Hefen
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 19 61,6 63
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 20 56,4 45
Primer fur Multiplex-PCR
SCAR-OENI-F GGT AGATTAACC CGC GAC G 19 59,5 58
SCAR-OENI-R GGA ATC GGT AGC ATC CTG 18 56,3 56
SCAR-LBR-F GGA AGA TCA AGA ATATCG GTG 21 57,5 43
SCAR-LBR-R GCG TCT CTAATT CACTGA GC 20 58,4 50
SCAR-LPL-F GAA GAT TTG CCC ATC GGT G 19 57,5 53
SCAR-LPL-R CGTTTG ATG GTAGCG TTG C 19 57,5 53
SCAR-LBU-F CTATCT TTAACC GCATTG CCG 21 59,5 48
SCAR-LBU-R GAC ACG CTT CTC ATG ATT GTC 21 59,5 48
SCAR-LEU-F GTG GTC ATG GGT CTT AGC 18 56,3 56
SCAR-LEU-R GGA TCA AGA CTA GCC AAT GG 20 58,4 50
SCAR-PAC-F ATG ATG GACAGACTCCCT G 19 57,5 53
SCAR-PAC-R CGA GCT GCG TAG ATATGTC 19 57,5 53

a

Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu).

mittlere Schmelztemperatur und mittlerer GC-Gehalt, berechnet mit Oligo Calc; Oligonucleotide
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Tabelle 2.1: Verwendete Oligonucleotide (Fortsetzung).

Name Sequenz (52> 3)) bp Tm GC
[°ClI*  [%]*
Primer fur Multiplex-PCR
SCAR-LBH-F TTC CTT GGT AAT GTG CTT GC 20 56,4 45
SCAR-LBH-R AAT GGC AAT CGC AAT GGA CG 20 58,4 50
SCAR-WPA-F GCT GAT GAACCCATACCTC 19 57,5 53
SCAR-WPA-R GAC CTG ATT CGC TCG TTG 18 56,3 56
SCAR-PIN-F CTATCC TTA CAATGT GCATCG 21 57,5 43
SCAR-PIN-R TGG TGC GTC AGT AAATGT AAG 21 57,5 43
SCAR-PDA-F GTC TAAACT GGT GGT TAA ACG 21 57,5 43
SCAR-PDA-R ATC GCACCT GGTTCAATG C 19 57,5 53
SCAR-LCU-F CCA GAT CCA TCA GAA GAT ACG 21 59,5 48
SCAR-LCU-R GCT AAC TTA CCA CTAACG ACC 21 59,5 48
SCAR-PPE-F GGG AAC GGT TTT AGT TTT ATACG 23 59,2 39
SCAR-PPE-R CTA AGA GCG GTG ATG ATA AG 20 56,4 45
SCAR-PPA-F GCATGAATCACTTTTCGC TC 20 56,4 45
SCAR-PPA-R CAA AGATTG TGA CCCAGT TG 20 56,4 45

a

Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu).

2.6 Untersuchte Weine

mittlere Schmelztemperatur und mittlerer GC-Gehalt, berechnet mit Oligo Calc; Oligonucleotide

Bei den Weinen, aus denen Mikroorganismen isoliert wurden, handelte es sich um
Versuchsweine des Dienstleistungszentrums landlicher Raum (DLR) Rheinpfalz, Neustadt
an der Weinstrasse. Die Weine wurden hinsichtlich verschiedener Parameter, wie pH-Wert,
Zugabe von BSA-Starterkulturen, Sulfit- und Lysozymzugabe und Temperatur hergestellt.
Hierzu wurden drei verschiedene Rebsorten des Jahrgangs 2008 verwendet. Daneben
wurden noch vier Weine des Jahrgangs 2009 untersucht (drei Weil3burgunder und ein
Trollinger).

Tabelle 2.2 gibt den Versuchsansatz der Rebsorte Chardonnay, Tabelle 2.3 der
WeilRburgunder und Tabelle 2.4 die der Spéatburgunder des Jahrgangs 2008 wieder. Pro

Variante wurden zwei 20 Liter-Versuchstanks angesetzt.
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Tabelle 2.2: Versuchsvarianten zur Herstellung von Weinen der Rebsorte Chardonnay.

Bezeichnung Zeitpunkt des BSA? Zugabe von Lysozym
Ch BSAnNAG_08 nAG -

Ch SpoBSA_08 SpPoBSA, nAG -

ChLy 08 - +100 mg

4 BSA = biologischer Saureabbau; AG = alkoholischer Garung; spo = spontan; n = nach

Tabelle 2.3: Versuchsvarianten zur Herstellung von Weinen der Rebsorte WeilRburgunder.

Bezeichnung pH-Wert Faulnis des Zugabe Zugabe
Traubenmaterials von Sulfit von Lysozym
WB 3,4_0_50_08 3.4 0 % + 50 mg -
WB 3,6_0_50_08 3,6 0 % + 50 mg -
WB 3,4 0 Ly 08 3.4 0 % - + 100 mg
WB 3,6_0 Ly 08 3,6 0 % - + 100 mg
WB 3,4 50 Ly 08 3.4 50 % - + 100 mg
WB 3,6_50 Ly 08 3,6 50 % - + 100 mg
WB 3,4_50_0_08 3.4 50 % - -
WB 3,6_50_0_08 3,6 50 % - -
WB 3,4 0 _0_08 3.4 0 % - -
WB 3,6_0_0_08 3,6 0 % - -
WB 3,4_50_50 08 3.4 50 % + 50 mg -
WB 3,6_50_50 08 3,6 50 % + 50 mg -

Tabelle 2.4: Versuchsvarianten zur Herstellung von Weinen der Rebsorte Spatburgunder.

Bezeichnung pH-Wert Zeitpunkt des BSA? Sonstiges
Sp_3,4_MH_BSANnAG_08 3,4 nAG Maischeerhitzung
Sp_3,6_MH_BSAnAG_08 3,6 nAG Maischeerhitzung
Sp_3,4_ MG_SpoBSA_08 3,4 SpPoBSA, nAG Maischegarung
Sp_3,6_MG_SpoBSA_08 3,6 SpPoOBSA, nAG Maischegarung

% BSA = biologischer Saureabbau; AG = alkoholischer Garung; spo = spontan; sim = simultan; n =

nach
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Tabelle 2.4: Versuchsvarianten zur Herstellung von Weinen der Rebsorte Spatburgunder

(Fortsetzung).

Bezeichnung pH-Wert Zeitpunkt des BSA? Sonstiges
Sp_3,4_ MG_BSAnAG_08 3,4 nAG Maischegarung
Sp_3,6_MG_BSAnAG_08 3.6 nAG Maischegarung
Sp_3,4 MG_SIimAGBSA 08 3,4 SIMAGBSA Maischegarung
Sp_3,6_MG_SIimAGBSA 08 3,6 SIMAGBSA Maischegéarung
Sp_3,4 MG_SpoAGBSA_08 3,4 SPoAGBSA Maischegéarung
Sp_3,6_MG-SpoAGBSA_08 3,6 SPoAGBSA Maischegéarung

% BSA = biologischer Saureabbau; AG = alkoholischer Garung; spo = spontan; sim = simultan; n =
nach

2.7 Mikroorganismen

Die verwendeten Mikroorganismen wurden der Kulturensammlung des Instituts fir
Mikrobiologie und Weinforschung der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (IMW)
entnommen bzw. von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) Braunschweig oder dem Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)

Utrecht, Niederlande bezogen (siehe Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5: Herkunft der verwendeten Mikroorganismen®.

Stamm Spezies Herkunft  IMW-Stammsammlung®
DSM3508"  Acetobacter aceti DSMZ B 775

DSM 143627  Acetobacter cerevisiae DSMz B 804

DSM 143377  Acetobacter malorum DSMZ B 794

K 113 Acetobacter malorum IMW B 797

K 299 Acetobacter malorum IMW

K 30 Acetobacter malorum IMW B 795

K 313 Acetobacter malorum IMW

K 66 Acetobacter malorum IMW B 796

K42 Acetobacter pasteurianus IMW B 808

4T = Typstamm
® Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fiir Mikrobiologie und Weinforschung,
Mainz.

28



Material und Methoden

Tabelle 2.5: Herkunft der verwendeten Mikroorganismen?® (Forstsetzung).

Stamm Spezies Herkunft — IMWP
K 99 Acetobacter pasteurianus IMW B 803
DSM 155517  Acetobacter tropicalis DSMzZ B 798
CBS 4805 Brettanomyces custersianus CBS H 576
CBS 1945 Brettanomyces nanus CBS H 577
DSM 70732  Dekkera anomala DSMz H 574
DSM 70001 Dekkera bruxellensis DSMzZ H 575
DSM5603"  Gluconacetobacter liquefaciens DSMzZ B 774
DSM 19674"  Lactobacillus bobalius DSMZ B 732
B 190 Lactobacillus brevis IMW Lactobacillus buchneri
DSM 200547  Lactobacillus brevis DSMZ B 737
B 137 Lactobacillus buchneri IMW

DSM 20057"  Lactobacillus buchneri DSMZ B 729
DSM 5987 Lactobacillus buchneri DSMzZ B 736
DSM 20011" Lactobacillus casei DSMZ B 777
DSM 20019" Lactobacillus curvatus DSMZ B 818
DSM 20074"  Lactobacillus delbrueckii DSMZ

DSM 144217  Lactobacillus diolivorans DSMZ B 724
B 168 Lactobacillus fermentum IMW

B 169 Lactobacillus fermentum IMW

B 170 Lactobacillus fermentum IMW

B171 Lactobacillus fermentum IMW

B 191 Lactobacillus fermentum IMW

DSM 20052"  Lactobacillus fermentum DSMZ B 730
DSM 20203"  Lactobacillus fructivorans DSMz B 731
B 706 Lactobacillus hilgardii IMW

DSM 20176"  Lactobacillus hilgardii DSMZ B 279
DSM 205577  Lactobacillus jensenii DSMZ

DSM 123617 Lactobacillus kunkeei DSMZ B 771
DSM 20444"  Lactobacillus mali DSMZ B 725

4T = Typstamm

® Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fiir Mikrobiologie und Weinforschung,

Mainz.
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Tabelle 2.5: Herkunft der verwendeten Mikroorganismen?® (Forstsetzung).

Stamm Spezies Herkunft — IMWP
DSM 13675' Lactobacillus nagelii DSMZ B 723
DSM 56227 Lactobacillus paracasei DSMz B 726
DSM 201747 Lactobacillus plantarum DSMzZ B 727
DSM 199717 Lactobacillus uvarum DSMz B 728
DSM 20605" Lactobacillus vini DSMz B 781
DSM 203437 Leuconostoc mesenteroides DSMz B 3/6-28
B 577 Micrococcus luteus IMW

B 139 Oenococcus oeni IMW entspricht DSM 202527
DSM 20284" Pediococcus acidilactici DSMz B 3/5-20
DSM 203317 Pediococcus damnosus DSMz B 3/5-14
DSM 20285" Pediococcus inopinatus DSMzZ B 3/5-19
DSM 203327 Pediococcus parvulus DSMz B 3/5-15
DSM 20336" Pediococcus pentosaceus DSMzZ B 3/5-18
B 578 Streptomyces albidoflavus IMW Streptomyces albus
DSM 40233 Streptomyces albidoflavus DSMz

DSM 40455" Streptomyces albidoflavus DSMZ

DSM 401497 Streptomyces daghestanicus DSMz

DSM 40586 " Streptomyces hydrogenans DSMzZ

DSM 41864 " Streptomyces koynagensis DSMzZ

DSM 40738 " Streptomyces somaliensis DSMz

DSM 401837 Streptomyces violascens DSMz

DSM 20288" Weisella paramesenteroides DSMz

4T = Typstamm

b Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fir Mikrobiologie und Weinforschung,

Mainz.

Neben den in Tabelle 2.5 angegebenen Mikroorganismen wurde eine Reihe von Bakterien

aus Versuchweinen des Dienstleistungszentrums landlicher Raum (DLR), Neustadt an der

Weinstrasse isoliert. Diese Eigenisolate sind in Tabelle 2.6 zusammengefasst.
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Tabelle 2.6: Herkunft der Eigenisolate aus den Versuchsweinen.

Stamm Spezies Herkunft? IMW?®
4.1 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MH_BSANAG (T 1)

521 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MH_BSANAG (T 2)

5.2.2 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MH_BSANAG (T 2)

12.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)

12.2.1  Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)

14.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

15 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

16.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

16.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

17.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

18.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

19.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

21.2 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_spoBSA (T 1)

213 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_spoBSA (T 1)

22 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_spoBSA (T 1)

25 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_spoBSA (T 1)

28 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_spoBSA (T 2)

32.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)

32.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)

35.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)

35.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)

37 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1) B763
41.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1) B 861
42.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1) B 882
52.1 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_BSANAG (T 1) B 896
53.2 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_BSANAG (T 1)

54.1.1 Lactobacillus brevis

57.1 Lactobacillus brevis
57.2 Lactobacillus brevis
59.1 Lactobacillus brevis

59.2.1 Lactobacillus brevis

Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)

? Bezeichnungen siehe Tabelle 2.2, Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4; T = Tank.

® Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fiir Mikrobiologie und Weinforschung,

Mainz.
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Tabelle 2.6: Herkunft der Eigenisolate aus den Versuchsweinen (Fortsetzung).

Stamm Spezies Herkunft? IMW?®
59.2.2  Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)

60 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_BSANAG (T 2)

62.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_simAGBSA (T 1)

63.1.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_simAGBSA (T 1)

63.1.3 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_simAGBSA (T 1)

63.2 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_simAGBSA (T1) B 864
68.2 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_simAGBSA (T1) B 865
71.2.3 Lactobacillus brevis Sp_3,6_MG_simAGBSA (T1) B 898
87 Lactobacillus brevis Sp_3,4_MG_SpoAGBSA (T 2) B 867
116.2 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 0 08 (T 2)

121 Lactobacillus brevis ChLy 08 (T1)

122.1 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 0 08 (T 2)

123.1 Lactobacillus brevis WB_3,6_ 50 0 08 (T 2)

123.3 Lactobacillus brevis WB_3,6_ 50 0 08 (T 2) B 869
124.1 Lactobacillus brevis WB_3,6_0 50 08 (T 2) B 870
124.3 Lactobacillus brevis WB_3,6_0 50 08 (T 2)

130 Lactobacillus brevis WB_ 3,4 0 Ly 08 (T1)

132 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 0 08 (T1)

133.1 Lactobacillus brevis Sp_3,4 MG_SImAGBSA (T1) B 886
327 Lactobacillus brevis WB_3,6 0 Ly 08 (T 1) B 873
331 Lactobacillus brevis WB_3,6_50 50 08 (T 2) B 874
365 Lactobacillus brevis WB_3,6_ 50 0 08 (T ?2) B 875
378 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 Ly 08 (T1) B 876
379 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 Ly 08 (T1) B 866
382 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 Ly 08 (T 2) B 877
383 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 Ly 08 (T 2) B 878
386 Lactobacillus brevis WB_3,4 0 Ly 08 (T 2) B 902
3 Pediococcus parvulus Sp_3,6_MH_BSANAG (T 1)

4.2 Pediococcus parvulus Sp_3,6_MH_BSANAG (T 1)

14.1.1  Pediococcus parvulus Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

14.1.2  Pediococcus parvulus Sp_3,4_MG_spoBSA (T 2)

 Bezeichnungen siehe Tabelle 2.2, Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4; T = Tank.

® Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fiir Mikrobiologie

Mainz.

und Weinforschung,
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Tabelle 2.6: Herkunft der Eigenisolate aus den Versuchsweinen (Fortsetzung).

Stamm Spezies

Herkunft? IMWP

201
104.1
104.2
107
108
128

24
26
27
318
320
321
325
23
37
38.2

46.1
49.2
51
73
76.1
76.2
200
300
301
311
316
328
334
335
337

Pediococcus parvulus
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus

Pediococcus damnosus

Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Pediococcus damnosus
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni
Oenococcus oeni

Oenococcus oeni

Spétburgunder, Pfalz
Sp_3,6_MG_SpoAGBSA (T 2) B 885
Sp_3,6_MG_SpoAGBSA (T 2)
Sp_3,6_MG_SpoAGBSA (T 2) B 899
Sp_3,6_MG_SpoAGBSA (T 2)

WB 3,6_50_0_08 (T 2)
Sp_3,6_MG_SpoBSA (T 1)
Sp_3,6_MG_SpoBSA (T 1)
Sp_3,6_MG_SpoBSA (T 1) B 893
WB 3,6_0_0_08(T1)

WB 3,6_0_0_08 (T 2)

WB 3,6_50_50_08 (T 2)

WB 3,6_50_50_08 (T 2)
Sp_3,6_MG_SpoBSA (T 1)
Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)
Sp_3,4_MG_BSANAG (T 1)
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 1) B 862
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 1) B 863
Sp_3,6_MG_BSANAG (T 1)
Sp_3,6_MG_simAGBSA (T 2)
Sp_3,4_MG_spoAGBSA (T 1)
Sp_3,4_MG_spoAGBSA (T 1)
Trollinger, Wirttemberg

Ch BSANAG_08 (T 1)

Ch BSANAG_08 (T 1)

ChLly 08(T1) B 872
WB 3,6_0_50_08 (T 2)
Ch BSANAG_08 (T 1) B 904

WB 3,4 0 50_08 (T 1)
WB 3,6_Ly 08 (T 1)
Ch Ly 08 (T 1)

? Bezeichnungen siehe Tabelle 2.2, Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4; T = Tank.
b Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fur Mikrobiologie und Weinforschung,

Mainz.
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Tabelle 2.6: Herkunft der Eigenisolate aus den Versuchsweinen (Fortsetzung).

Stamm Spezies Herkunft? IMW?®
343 Oenococcus oeni WB 3,4 0 0 08(T1)

346 Oenococcus oeni WB 3,6_50_50 08 (T 2)

349 Oenococcus oeni WB3,4 0 Ly 08(T1)

350 Oenococcus oeni Ch Ly 08 (T 2) B 905
351 Oenococcus oeni WB 3,4 0 Ly 08 (T 2)

352 Oenococcus oeni WB 3,4 0 Ly 08(T2)

353 Oenococcus oeni WB 3,6 0 0 08 (T1) B 906
354 Oenococcus oeni WB 3,6_50 0 _08 (T 2) B 907
355 Oenococcus oeni WB 3,4 _0 50 08 (T 2) B 888
356 Oenococcus oeni WB 3,6_50_Ly_08 (T 2)

357 Oenococcus oeni WB 3,4 50 _0_08 (T1)

358 Oenococcus oeni WB3,4 0 Ly 08(T1)

359 Oenococcus oeni WB3,4 0 Ly 08(T1)

360 Oenococcus oeni Ch BSAnNAG_08 (T 1)

361 Oenococcus oeni WB 3,4 0 Ly 08(T2)

362 Oenococcus oeni WB 3,6_50 0 08 (T1)

363 Oenococcus oeni WB 3,4 0 Ly 08(T2)

364 Oenococcus oeni WB 3,6_50 0 08 (T2) B 908
366 Oenococcus oeni WB 3,6 0 0 08 (T2)

367 Oenococcus oeni Ch Ly _08 (T1)

368 Oenococcus oeni WB 3,6_0_0 08 (T1)

369 Oenococcus oeni WB3,4 0 Ly 08(T1)

370 Oenococcus oeni WB3,4 0 Ly 08(T1)

371 Oenococcus oeni WB3,4_0 Ly 08 (T1)

372 Oenococcus oeni WB 3,4 0 Ly 08 (T 2)

373 Oenococcus oeni WB 3,4 50_0_08 (T 1)

374 Oenococcus oeni WB 3,4 50 0 08 (T 2) B 901
402 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 883
411 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 909
412 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz

 Bezeichnungen siehe Tabelle 2.2, Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4; T = Tank.

b Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fir Mikrobiologie und Weinforschung,

Mainz.
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Tabelle 2.6: Herkunft der Eigenisolate aus den Versuchsweinen (Fortsetzung).

Stamm Spezies Herkunft? IMW®
414 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 889
415 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 881
416 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz

420 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz

423 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 883
424 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 910
425 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 890
426 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 891
427 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 884
428 Oenococcus oeni WeilRburgunder, Pfalz B 892
408 Lactobacillus hilgardii WeilRburgunder, Pfalz B 880
9 Acetobacter oeni Sp_3,4_MG_spoBSA (T 1)

13 Acetobacter tropicalis Sp_3,4_MG_spoBSA (T 1) B 799
64.2 Acetobacter tropicalis Sp_3,4 MG_simAGBSA (T1) B 800
106.2  Acetobacter tropicalis Sp_3,6_MG_spoAGBSA (T2) B813
133.1 Staphylococcus condimenti  WB 3,4 0 0 08 (T 1)

133.2 Staphylococcus condimenti  WB 3,4 0 0 08 (T 1)

109.1 Staphylococcus captitis Sp_3,6_MG_spoAGBSA (T 2)

109.2 Staphylococcus captitis Sp_3,6_MG_spoAGBSA (T 2)

202 Staphylococcus captitis Spétburgunder, Pfalz B 871
65.1 Staphylococcus captitis Sp_3,4 MG_simAGBSA (T 2)

98.2 Staphylococcus captitis Sp_3,6_MG_spoAGBSA (T 2)

305 Staphylococcus captitis Ch SpoBSA_08 (T 1)

306 Staphylococcus captitis Ch SpoBSA_08 (T 1)

309 Staphylococcus epidermitis ~ Ch Ly 08 (T 1)

? Bezeichnungen siehe Tabelle 2.2, Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4; T = Tank.

® Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fiir Mikrobiologie und Weinforschung,

Mainz.
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2.8 Kulturmedien und Puffer

Falls nicht anders angegeben, beziehen sich die Mengen- und Volumenangaben auf einen
Liter eH,O. Der pH-Wert wurde in der Regel mit 1 N HCI| bzw. 1 N NaOH eingestellt. Die
Sterilisation der Medien und Puffer erfolgte durch Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C. Zur

Herstellung von Néhrbdden wurden den Medien 1,5 % Agar zugegeben.

Phosphatpuffer | (100 mM, pH 5,9)

Komponente Menge [g]
KH,PO, 12,25 g/l
Na,HPO, 1,58 g/l

Phosphatpuffer Il (100 mM, pH 6,8)

0,1 M NaH,PO,-L6sung wurde mittels 0,1 M K,HPO,-Losung auf einen pH-Wert von 6,8

eingestellt.

Spurenelementlésung |

Komponente Menge [g]
ZnS0O,4 x 7 H,O 1,0
FeSO, x 7 H,O 1,0
MnCl, x 2 H,O 1,0
CaCl, 1,0

Spurenelementlésung Il

Komponente Menge [g]*
ZnS0O,4 x 7 H,O 0,15
FeSO, x 7 H,O 0,11
MnCl, x 2 H,O 0,79
CuSO, 0,64

% Angaben pro 100 ml
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MRS-Medium zur Anzucht von Milchsaurebakterien (DSMZ 11 modifiziert, pH 6,2)

Komponente Menge [g]
Glucose 20
Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) 10
Natriumacetat 5,0
Hefeextrakt 50
(NH,).-Citrat 2,0
KoHPO, 2,0
Fleischextrakt 2,0
Tween 80 1,0
MgSO, x 7 H,O 0,2
MnSO, x H,O 0,05

Zur Hemmung des Hefewachstums wurde dem Medium nach Bedarf 670 mg/L Kaliumsorbat

und 20 mg/l Cycloheximid zugegeben.

Tomatensaftmedium (TJM) zur Anzucht von Oenokokken (DSMZ 59 modifiziert, pH 5,5)

Komponente Menge [g]
Pepton aus Casein (trytisch verdaut) 20,0
Pepton aus Fleisch 5,0
Glucose 50
Hefeextrakt 5,0
Di-Ammoniumhydrogencitrat 3,5
KoHPO, 2,0
Tween 80 1,0
MgSO, x 7 H,0O 0,2
MnSO, x H,O 0,05
Zentrifugierter Tomatensaft 250°

% Angabe in ml

Zur Hemmung des Hefewachstums wurde dem Medium nach Bedarf 670 mg/L Kaliumsorbat

und 20 mg/l Cycloheximid zugegeben.
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GYM-Medium zur Anzucht von Streptomyceten (DSMZ 65, pH 7.2)

Komponente Menge [g]
Malzextrakt 10,0
Hefeextrakt 4.0
Glucose 4.0
CaCOg; 2,0

Zur DNA-Isolierung aus Streptomyceten wurde das Medium mit 5 g/l Glycin versetzt.

TSB-Medium zur Anzucht von Streptomyceten (DSM 545, pH 7,3)

Komponente

Menge [g]

Pepton aus Casein
Pepton aus Soyamehl
Glucose

NacCl

KoHPO,

15,0
3,0
2,5
5,0
2,5

Das Medium wurde als Fertigmedium von der Firma BD Difco™, Franklin Lakes, USA

bezogen. Zur DNA-Isolierung aus Streptomyceten wurde das Medium mit 5 g/l Glycin

versetzt.

NMMP-Medium (Hopwood et al., 1985) zur Enzymproduktion der Streptomyceten

Komponente Menge [g]
Glycerin 40,0
MgSO, x 7 H,O 6,25
Casaminoséaure 2,5
(NH,4).SO, 2,5
Spurenelementlésung | 1,25%
Phosphatpuffer Il 18,75

% Angaben in ml

38



Material und Methoden

Gluconobacter-Medium zur Anzucht der Essigaurebakterien (DSMZ 105, pH 6,8)

Komponente Menge [g]
Glucose 100
Hefeextrakt 10
CaCO; 20

AAB-Medium zur Anzucht von Essigsaurebakterien (DSMZ 989, pH 6.6 - 7,0)

Komponente Menge [g]
Pepton aus Fleisch (tryptisch verdaut) 5,0
Hefeextrakt 5,0
Glucose 50
MgSO, x 7 H,0O 1,0

GYP-Medium zur Anzucht von Hefen (DSMZ 852 modifiziert, pH 6,8)

Komponente Menge [g]
Glucose 20,0
Pepton aus Fleisch (tryptisch verdaut) 10,0
Hefeextrakt 5,0

Glucose-Pepton-Medium zur Anzucht von Brettanomyces (DSMZ 85, pH 6,8)

Komponente Menge [g]
Glucose 10
Pepton aus Fleisch (tryptisch verdaut) 20
Hefeextrakt 10
CaCO; 10
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2.9 Kultivierung und Lagerung der Mikroorganismen

Die verwendeten Milchsdurebakterien wurden nach Beimpfung mit 1 % Inokulum bei 30 °C
als Standkulturen bis zur gewiinschten optischen Dichte bei 600 nm kultiviert. Bakterien der
Art Oenococcus oeni wurden zusatzlich in Tomatensaft-Medium (siehe Kapitel 2.8)
angezogen. Essigsaurebakterien und Hefen wurden schittelnd in den jeweiligen Medien
kultiviert. Dies geschah ebenfalls bei 30 °C. Die Streptomyceten wurden sowohl in Schiittel-
als auch in Standkulturen gehalten (Inkubation bei 30 °C).

Zur Lagerung wurden die Kulturen mit Hilfe einer Impfése auf Schragagar oder Agarplatten
Uberfiihrt und nach der Kultivierung bei 4 °C gelagert. Zudem wurden die Kulturen in

Medium, versetzt mit 20 % Glycerin (v/v), aufgenommen und bei -20 °C eingefroren.

2.10 Isolierung von Mikroorganismen aus Versuchsweinen

Zur lIsolierung von Mikroorganismen wurden insgesamt 54 Versuchsweine des DLR
Neustadt untersucht. Das Augenmerk bei der Isolierung lag auf Vertretern der Ordnung
Lactobacillales, da sie als Hauptverantwortliche fur die Bildung von biogenen Aminen im
Most und Wein bekannt sind. Hierzu wurden zwei verschiedene Kulturmedien gewahlt. Fur
die Isolierung aller Milchsdurebakterien (MSB) wurde MRS-Medium, versetzt mit
Cycloheximid und Kaliumsorbat, verwendet. Tomatensaft-Medium (ebenfalls mit
Cycloheximid und Kaliumsorbat) diente der gezielten Isolierung von Oenococcus oeni. Die
Zugabe von Cycloheximid und Kaliumsorbat sollte ein mdgliches Wachstum von Hefen
hemmen.

Fur die Isolierung von Bakterien aus Versuchsweinen wurden 1,0 ml Versuchswein sowie
etwaige Verdinnungen mit 15 ml flissigem Kulturmedium versetzt und steril in Petrischalen
gegossen. Diese wurden anschlie3end bei 30 °C inkubiert. Gewachsene Bakterienkolonien
wurden in Flissig-Medien uberfiihrt oder auf Agar-Platten weiter vereinzelt. Die Kultivierung
erfolgte unter Standardbedingungen bei 30 °C bis zur gewiinschten optischen Dichte bei 600
nm. Die Uberpriifung der Reinheit der Eigenisolate erfolgte mittels Phasenkontrast-

Mikroskopie.

2.11 Identifizierung von Mikroorganismen

Die Identifizierung von Mikroorganismen ist eine wichtige Vorraussetzung, um gezielt auf ein
Auftreten einer bestimmten Art im Most und Wein reagieren zu kdnnen. Ebenfalls sollte
durch die Identifizierung der isolierten Bakterienstamme ein Uberblick (iber das momentane
Vorkommen in Most und Wein gewonnen werden. Dies galt auch hinsichtlich der Frage nach

potentiellen Bildnern biogener Amine.
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Zur lIdentifizierung der Eigenisolate wurden verschiedene Strategien angewandt. Die
Sequenzierung der 16S rDNA bedingt ebenso wie die specifically polymorphic DNA-PCR
(SAPD-PCR) das Vorhandensein von Reinkulturen, wahrend die Multiplex-PCR eine

Identifizierung einzelner Bakterienarten in Mischkulturen zul&sst.

2.11.1 Isolierung der Gesamt-DNA

Die Isolierung der Gesamt-DNA von Bakterien erfolgte mit Hilfe des QIlAgen Blood and
Tissue Kits (QlAgen, Hilden) nach Angaben des Herstellers nach dem Protokoll fur ,gram-
positive bacteria“ mit folgenden Modifikationen: Behandlung der Zellen mit Lysozym fir 2 h
bei 37 °C, Behandlung der Zellen mit Proteinase K fir 30 min bei 72 °C.

Zur DNA-Isolierung aus Hefen wurde ebenfalls das QlAgen Blood and Tissue Kits (QlAgen,

Hilden) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.11.2 Polymerasekettenreaktion der 16S rDNA/ITS-Region

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eines der wichtigsten molekularbiologischen
Werkzeuge dar, mit dessen Hilfe man gezielt bestimmte DNA-Regionen amplifizieren kann.
Zur ldentifizierung von Bakterien dient die 16S rDNA als phylogenetischer Marker. Gleiches
gilt fir die ITS-Region bei Hefen. Tabelle 2.7 gibt die Reaktionsansatze fir die jeweilige PCR

fur Bakterien und Hefen wieder.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes zur 16S rDNA-PCR/ITS-PCR.

Komponente Volumen [ul]
dNTPs 2,0
Primer 1 (BSF8%/ITS1) 1,5
Primer 2 (BSR1541%ITS5) 1,5
MgCl, 2,0
Reaktionpuffer 50
Template-DNA (20 ng / pl) 2,0
PCR-Wasser 34,0
Taqg Polymerase 2,0

* Primer fir 16S rDNA

® Primer fur ITS-Region
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Die PCR erfolgte in einem Thermocycler (Biorad, Minchen oder Eppendorff, Hamburg) unter

Verwendung des in Tabelle 2.8 angegebenen PCR-Programmes.

Tabelle 2.8: Thermocycler-Programm zur Amplifizierung der 16S rDNA bzw. ITS-Region.

Nr. Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit
1 Initial-Denaturierung 95 5 min
2 Denaturierung 94 1 min
3 Annealing 55 1 min
4 Elongation 72 1,5 min
5 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2

6 Finale Elongation 72 10 min

2.11.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die PCR-Produkte von Bestandteilen des Reaktionsansatzes, die weitere Analyseschritte
storen konnten, zu befreien, wurde diese aufgereingt. Dies erfolgte mit Hilfe des QIAquick
PCR Purifikation Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die gereinigte DNA

wurde anschliel3end in 50 pl ultrareinem Wasser aufgenommen.

2.11.4 Agarosegelelektrophorese

Nach der PCR erfolgte die Untersuchung der Amplifikate durch elektrophoretische Trennung
in einem 1,5 %-igen Agarosegel (in 1 x TBE, siehe Tabelle 2.9).

Tabelle 2.9: Zusammensetzung 10 x TBE.

Komponente Menge [g]
Tris 108
Borsaure 55
Na,-EDTA 70

Zur schérferen Auftrennung der DNA-Banden wurden die Agarosegele mit 1 %
Natronwasserglas (Na,SiOs, 35 % v/v) versetzt. Zur Analyse der PCR-Produkte wurde 5 pl
Probe mit 1 pl Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese
wurde bei konstanter Spannung in einer horizontalen Elektrophoresekammer durchgefiihrt.
Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurden die Agarosegele nach der Elektrophorese fr
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30 min in einem Ethidiumbromid-Bad (0,1 % v/iv in 1 x TBE) gefarbt. Die Detektion und

Auswertung erfolgte unter UV-Licht mit Hilfe einer Geldokumentationseinheit.

2.11.5 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden zur Bestimmung ihrer Basenabfolge nach einer
Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) sequenziert. Dies erfolgte durch die Firma Eurofins
MWG Operon, Ebersbach. Die so identifizierten DNA-Sequenzen wurden mit hinterlegten

Sequenzen in Datenbanken (www.ncbi.nim.nih.gov und www.eztaxon.org) verglichen

(BLAST-Suche). Hierdurch konnte eine Identifizierung der amplifizierten DNA-Fragmente

erzielt werden.

2.11.6 Specifically amplified polymorphic DNA-PCR

Die specifically amplified polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR) stellt eine PCR-Fingerprint-
Methode dar, mit der eine Identifizierung von Bakterien auf Art-Ebene mdglich ist (Frohlich
und Pfannebecker, 2007). Sie beruht auf der Amplifikation bestimmter DNA-Regionen mit
Hilfe spezieller Primer, die von der Notl-Erkennungssequenz abgeleitet sind. So ergibt sich
nach der PCR und der elektrophoretischen Auftrennung (3 h bei 65 V) der Amplifikate ein
spezies-spezifisches Bandenmuster auf dem Agarose-Gel (1,5 % in 1 x TBE-Puffer).

Tabelle 2.10 gibt die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und Tabelle 2.11 das
SAPD-PCR Programm wieder.

Tabelle 2.10: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes fur die SAPD-PCR zur Identifizierung
von Mikroorganismen.

Komponente Volumen [ul]
dNTPs 1,0
SAPD-Primer 1,0
MgCl, 2,0
Reaktionspuffer 2,5
Template-DNA (20 ng / pl) 5,0
PCR-Wasser 12,5
Taqg Polymerase 1,0
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Tabelle 2.11: Thermocycler Programm zur SAPD-PCR zur Identifizierung der Eigenisolate.

Nr. Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit
1 Initial-Denaturierung 95 5 min
2 Denaturierung 94 1 min
3 Annealing 35 1 min
4 Rampe (Temperatur-Inkrement) 35 (+0,5)% 12s
5 15 Zyklen beginnend bei Nr. 4
6 Annealing 425 1 min
7 Rampe (Temperatur-Inkrement) 42,5 (+0,5)° 12s
8 19 Zyklen beginnend bei Nr. 7
9 Elongation 72 5 min
10 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2
11 Finale Elongation 72 10 min

®Zunahme der Annealing-Temperatur bei jedem Zyklus um 1 °C

Zur ldentifizierung der lIsolate wurde die DNA der Typstdmme der weinrelevanten
Milchs&urebakterien (Tabelle 2.12) isoliert und damit eine SAPD-PCR durchgefihrt. Anhand
des Vergleichs der Bandenmuster der Kulturen aus den Weinproben mit denen der

Referenzstamme konnte die Mehrzahl der Isolate auf Art-Ebene bestimmt werden.

Tabelle 2.12: Typstamme der weinrelevanten Milchsaurebakterien (DSMZ®-Stamme), die als

Referenz fur die Identifizierung verwendet wurden.

Art Sammlungsnummer IMW?®
Lactobacillus bobalius DSM 19674 B 732
Lactobacillus brevis DSM 20054 B 737
Lactobacillus buchneri DSM 20057 B 729
Lactobacillus casei DSM 20011
Lactobacillus curvatus DSM 20019
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074
Lactobacillus diolivorans DSM 14421 B 724
Lactobacillus fermentum DSM 20052 B 730
Lactobacillus fructivorans DSM 20203 B 731
Lactobacillus hilgardii DSM 20176 B 279
Lactobacillus jensenii DSM 20557

4 DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig.
® Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fir Mikrobiologie und Weinforschung,
Mainz.
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Tabelle 2.12: Typstamme der weinrelevanten Milchsaurebakterien (DSMZ®-Stamme), die als

Referenz fur die Identifizierung verwendet wurden (Fortsetzung).

Art Sammlungsnummer IMW?®
Lactobacillus kunkeei DSM 12361
Lactobacillus mali DSM 20444 B 725
Lactobacillus nagelii DSM 13675 B 723
Lactobacillus paracasei DSM 5622 B 726
Lactobacillus plantarum DSM 20174 B 727
Lactobacillus uvarum DSM 19971 B 728
Leuconostoc mesenteroides DSM 20343
Oenococcus oeni DSM 20252 B 139
Pediococcus damnosus DSM 20331
Pediococcus parvulus DSM 20332
Pediococcus pentosaceus DSM 20336
Weisella paramesenteroides DSM 20288

4 DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig.
b Stammbezeichnung in der Kulturensammlung des Instituts fir Mikrobiologie und Weinforschung,
Mainz.

2.11.7 Multiplex-PCR

Eine schnelle Methode zur Identifizierung von Mikroorganismen direkt aus Mischkulturen
oder aus Most- und Weinproben stellt die Multiplex-PCR dar. Hierzu wurden von Petri et al.
(2011) und Pfannebecker und Frohlich (2008) konstruierte Primer verwendet, die
artspezifisch PCR-Produkte bestimmter Grof3e amplifizieren. Mit Hilfe von Vergleichs-DNA
bekannter Mikroorganismen ist so eine direkte ldentifizierung moglich. Reaktionsansatz und
Thermocycler-Programm zur Multiplex-PCR sind in Tabelle 2.13 und Tabelle 2.14

zusammengefasst.

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des Multiplex-PCR Ansatzes.

Komponenten Volumen [ul]
2x Multiplex PCR Mastermix (Qiagen, Hilden) 12,5
10x Primer-Mix (2 - 3 uM je Primer) 2,5
Q-Solution 2,5
Template-DNA 1-5
PCR-Wasser 0-4
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Tabelle 2.14: Thermocycler-Programm der Multiplex-PCR.

Nr. Reaktionsschritte Temperatur [°C] Zeit
1 Initiale Denaturierung 95 15 min
2 Denaturierung 94 0,5 min
3 Annealing 69 (-1)? 3 min
4 Elongation 72 1,5 min
5 6 Zyklen beginnend bei Nr. 2
6 Denaturierung 94 0,5 min
7 Annealing 62 3 min
8 Elongation 72 1,5 min
9 22 Zyklen beginnend bei Nr.6
10 Finale Elongation 72 10 min

®Abnahme der Annealing-Temperatur bei jedem Zyklus um 1 °C

2.12 Nachweis biogener Amine

Der Nachweis der Bildung biogener Amine durch Mikroorganismen erfolgte zum einen
gualitativ und zum anderen quantitativ. Eine schnelle und einfache Methode zur Detektion
der Amin-Produktion war Vorraussetzung fir die Untersuchung einer groRen Anzahl an
Versuchsorganismen. Hierzu eignete sich am Besten die Dunnschichtchromatographie. Zur
Absicherung der Ergebnisse wurde der Amin-Gehalt einiger ausgewahlter Proben ebenfalls

mit Hilfe von HPLC quantifiziert.

2.12.1 Decarboxylase-Medium

Durch die Bildung biogener Amine durch Mikroorganismen kommt es zu einer Alkalisierung
des Mediums. Dieser Vorgang kann durch die Zugabe eines pH-Indikators zum Medium
sichtbar gemacht werden. Hierzu wurde ein Decarboxylase-Medium (DC-Medium, Bover-Cid
und Holzapfel, 1999) verwendet (Tabelle 2.15). Durch Zugabe bestimmter Vorlaufer-
Aminosauren (Histidin, Lysin, Ornithin oder Tyramin) lasst sich die Bildung bestimmter

biogener Amine induzieren.
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Tabelle 2.15: Zusammensetzung des Decarboxylase-Mediums nach Bover-Cid und Holzapfel
(1999).

Komponente Menge [g]
Casein aus Fleisch (tryptisch verdaut) 5,0
Hefeextrakt 5,0
Fleischextrakt 50
NacCl 2,5
Glucose 0,5
Tween 1,0
MgCl, 0,2
MnSO, 0,05
FeSO, 0,04
Ammonium-Citrat 2,0
Thiamin 0,01
KoHPO, 2,0
CaCOg; 0,1
Pyridoxal-5-Phosphat 0,05
Aminosauren?® 10,0
Bromcresol-Violet 0,06
Agar 20,0

Histidin, Lysin, Ornithin oder Tyrosin

Die Versuchorganismen wurden in den jeweiligen Medien (MRS, AAB und GYP) vorkultiviert
und dann mittels einer Impfose auf DC-Medium-Platten ausgestrichen. Die Inkubation
erfolgte bei 30 °C. Durch die Bildung biogener Amine kam es zu einer Verfarbung des

Mediums von grunlich gelb nach violett.

2.12.2 Hochauflésende Dinnschichtchromatographie

Die schnelle und qualitative Detektion der Bildung biogener Amine im Kulturiiberstand von
Bakterien erfolgte diinnschichtchromatographisch. Hierzu wurden hochauflésende Kieselgel-
Platten (HPTLC Kieselgel 60 Fs4, Merck, Darmstadt) verwendet. Zur Visualisierung der
biogenen Amine mit Hilfe von UV-Licht wurden die Proben mit Dansyl-Chlorid derivatisiert.
Hierbei entsteht ein Derivat der biogenen Amine, welches unter UV-Licht detektiert werden

kann. Abbildung 2.1 stellt die Reaktion der Derivatisierung schematisch dar.
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N{CHsh N(CH3),

OG + MH;-R —— ‘e + HCl

Abbildung 2.1: Derivatisierung von Aminen mittels Dansyl-Chlorid (Aus: Hernandez-Borges et
al., 2007).

Durch Zentrifugation (10 min bei 13000 x g) und Sterilfiltration der Bakteriensuspensionen
wurde zellfreier Kulturiiberstand gewonnen. 200 pl dieses Uberstandes wurden mit 200 pl
einer gesattigten NaHCO;-Ldsung versetzt. Zur Derivatisierung wurde dem Gemisch 400 pl
einer Dansyl-Chlorid-L6sung (5 mg/ml in Aceton) zugegeben und nach grundlichem Mischen
Uber Nacht dunkel und bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Erhéhung der Inkubations-
Temperatur konnte die Derivatisierungsdauer auf 2 h minimiert werden.

Nach der Inkubation wurde den Proben 100 pl einer wassrigen Prolin-Losung (100 mg/ml)
zugegeben. Dies diente der Entfernung Uberschiissigen Dansyl-Chlorids. Zur Abtrennung
von weiteren stérenden Substanzen wurden die Proben mit 500 pl Toluol versetzt und fiir 30
min bei -20 °C gefallt. Die zu untersuchenden Derivate befanden sich nun in den
Losungsmittel-Phasen, welche fur anschlieRende Untersuchungen in neue Reaktionsgefalie
tberfihrt wurden.

Als Standards fur die Detektion der biogenen Amine wurden Ldsungen folgender Amine mit
einer Endkonzentration von 1 mg/ml hergestellt und derivatisiert: Agmatin, Cadaverin,
Ethanolamin, Ethylamin, Hexylamin, Histamin, Isoamylamin, Phenylethylamin, Putrescin,
Serotonin, Spermin, Spermidin, Taurin, Tryptamin und Tyramin. Durch serielle
Verdinnungen konnte so die Detektionsgrenze fir die untersuchten biogenen Amine

ermittelt werden.

Die dunnschichtchromatographische Auftrennung der Derivate erfolgte in einer horizontalen
Entwicklungskammer der Firma Camag, Muttenz, Schweiz. 5 pl der Proben wurden auf die
zuvor bei 105 °C fur ca. 1 h aktivierte Kieselgel 60 F,s, -Platte aufgetragen. Als Negativ-
Kontrolle wurde Wasser analog den Proben behandelt und ebenfalls aufgetragen. Zur

Auftrennung der Derivate wurden verschiedene Laufmittel getestet (Tabelle 2.16).
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Tabelle 2.16: Laufmittel fir den dinnschichtchromatographischen Nachweis von biogenen

Aminen.

Laufmittel Zusammensetzung Mischungsverhaltnis [v/v/v]
LM 1 Toluol:Chloroform:Triethylamin 10:6:7

LM 2 Hexan:n-Butanol: Triethylamin 90:10:8,1

LM 3 Toluol:Methanol:Cyclohexan:Wasser 85:5:10:0,1

LM 4 Chloroform:Dieethylether: Triethylamin 6:2:1

Um die Fluoreszenz-Signale der Derivate zu verstarken und zu stabilisieren wurde den
Laufmitteln 1 % v/v Tween 80 zugegeben (Linares et al., 1998). Nach der Durchfiihrung der
Dunnschichtchromatographie wurden die Kieselgel-Platten bei Raumtemperatur getrocknet

und anschliel3end ausgewertet.

Zur Detektion der biogenen Amine wurden die Kieselgel-Platten mit UV-Licht (320 nm)
angeregt. Die Ergebnisse der Duinnschichtchromatographie wurden fotographisch
festgehalten und fluoreszierende Spots wurden markiert. Anhand der Laufstrecken der Spots
und der FlieBmittelfront konnten R~Werte fir die jeweiligen Derivate berechnet werden.
Durch den Abgleich mit den eingesetzten Standards wurden die detektierten Spots, dem

jeweiligen biogenen Amin zugeordnet.

2.12.3 High Performance Liquid Chromatography

Neben dem qualitativen Nachweis der Bildung biogener Amine wurde diese bei
ausgewahlten Stdmmen mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
guantifiziert. Hierzu wurde eine HPLC-Methode nach Kaschak et al. (2009) mit leichten
Modifikationen angewandt.

Zur Aufarbeitung der Proben und zur Entfernung ungewinschter Medienbestandteile wurde
eine Festphasen-Extraktion (SPE, solid phase extraction) durchgefuhrt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde eine Strata®SCX Kationenaustauscher-Séule verwendet. Vor der
SPE wurden 2970 pl zellfreier Kulturiiberstand mit 30 pl internem Standard (Heptylamin,
0,05 mg/L) und 7 ml MiliQ-H,O vermischt. Der interne Standard diente der Konzentrations-
bestimmung der anderen biogenen Amine und somit der Kalibrierung der Methode. Als
Negativ-Kontrolle wurde MilliQ-H,O mitgefuhrt. Ein Standard aus 11 biogenen Aminen

(Tabelle 2.17) wurde analog behandelt.
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Tabelle 2.17: Zusammensetzung des externen Standards fir die Bestimmung biogener Amine

mittels HPLC.

Biogenes Amin

Menge [mg]*

2-Phenylethylamin
Cadaverin
Ethanolamin
Ethylamin
Hexylamin
Histamin
Isopentylamin
Putrescin
Serotonin
Tryptamin

Tyramin

10
10
1,5
10
10
10
10
10
10
10
10

% Angaben pro 100 ml

Die einzelnen Schritte der Durchfiihrung der SPE sind in Tabelle 2.18 zusammengefasst.

Tabelle 2.18: Durchfiihrung der SPE mittels Strata®SCX-Kartuschen.

SPE-Schritt

Substanz

Volumen [ml]

Equilibrieren der Séaule [1]
Equilibrieren der Saule [lI]

Equilibrieren der Saule [lII]

Beladen der Saule
Waschen der Saule

Eluieren der Probe

Na-Acetat
Na-Acetat
+ 3 M NaCl : Methanol (1:1)

Na-Acetat (20 mM, pH 4.0)

3,0
3,0
15
10
20
3,0
(3x1ml, trockenlaufen

lassen)

Die Eluate wurde bis zu ihrer Verwendung bei 4 °C gelagert. Zur Uberprifung der SPE-

Ausbeute wurde der Durchfluss der Probe ebenfalls aufbewahrt, falls nicht alle biogene

Amine an der Saule gebunden wurden.

Die Detektion der biogenen Amine in den Eluaten erfolgte fluorometrisch. Hierzu wurde eine

Vorsaulen-Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA) durchgefiihrt. Der Reaktions-

mechanismus ist in Abbildung 2.2 dargestellt.
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7
CH=0 C
+HS-Ry + HoN-R;, — /N —R, +2H,0
&7 ~CH=0 X =0

Abbildung 2.2: Derivatisierung von Aminen mittels ortho-Phthaldialdehyd (OPA).

Aus einer OPA-Stammldsung (Tabelle 2.19) wurde an jedem Messtag die Derivatisierungs-
reagenz (Tabelle 2.20) frisch angesetzt. Die Derivatisierung der Proben erfolgte automatisch
im Probengeber der HPLC-Anlage. Hierbei wurden 50 pl Probe mit 50 pl Derivatisierungs-
reagenz vermischt. Nach einer Reaktionszeit von 1 min wurden 10 pl des Derivatisierungs-

ansatzes auf die HPLC-Saule injiziert.

Tabelle 2.19: Zusammensetzung der OPA-StammIdsung.

Komponente Volumen
ortho-Phthaldialdehyd (OPA) 100 mg
Methanol 9 ml
Boratpuffer [0,5 M; pH 10,4] 1ml
2-Mercaptoethanol 100 pl

Tabelle 2.20: Zusammensetzung der Derivatisierungsreagenz.

Komponente Volumen
OPA-Stammldsung 100 pl
Methanol 450 pl
Boratpuffer [0,5 M; pH 10,4] 450 pl
Brij-Lsg. [2,2 mM] 50 pl

Fur die Trennung der biogenen Amine wurde ein binares Puffersystem verwendet. Bei Puffer
A handelte es sich um Phosphatpuffer pH 6,0 (Na,HPO, x 2H,0 = 5,93 g/l; KH,HPO, = 2,27
g/l; pH-Wert eingestellt mit konz. H3PO,) bei Puffer B um 100 % Methanol. Beide Puffer
wurden vor Gebrauch fiir 20 min entgast. Die Elution der biogenen Amin-Derivate erfolgte
durch eine Gradienten-Elution von einer ODS 2-S&ule (Tabelle 2.21). Die Flussrate betrug

1 ml/min bei einer Ofentemperatur von 40 °C.
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Tabelle 2.21: Binarer Elutionsgradient zur Trennung biogener Amine mittels HPLC.

Zeit [min] Puffer A [%)] Puffer [B]
0 60 40
30 40 60
50 20 80
59 20 80
59 0 100
69 0 100
71 60 40
80 60 40

Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmungen. Die Auswertung der Messergebnisse
erfolgte mit Hilfe der LC Solution Software der Firma Shimadzu, Kyoto, Japan. Hierbei wurde

eine externe Kalibrierung fir jedes biogene Amin durchgefthrt.

2.13 Molekularbiologischer Nachweis der Decarboxylase-Gene

Die Hauptreaktion zur Bildung biogener Amine ist die Decarboxylierung von Aminosauren.
So entsteht Tyramin durch die Decarboxylierung von Tyrosin und Histamin durch
Decarboxylierung von Histidin. Diese Reaktionen werden von dem Enzym Decarboxylase
katalysiert. Durch Nachweis der entsprechenden Gene sollte gezeigt werden, dass der
Versuchorganismus potentiell in der Lage ist biogene Amine zu bilden.

Nach DNA-Isolierung wurden mit Hilfe spezifischer Primer die entsprechenden Gene mittels
PCR amplifiziert (Reaktionsansatz und Thermocycler-Programm siehe Tabelle 2.22 und

Tabelle 2.23), die PCR-Produkte Uberprift, aufgereinigt und abschlieend sequenziert.

Tabelle 2.22: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Amplifizierung der Decarboxylase-

Gene.
Komponente Volumen [ul]
dNTPs 1,0
Forward-Primer (TD 2 oder HDC3) 1,0
Reverse-Primer (TD5 oder HDC4) 1,0
MgCl, 2,0
Reaktionspuffer 2,5
Template-DNA (20 ng / pl) 5,0
PCR-Wasser 11,5
Taqg Polymerase 1,0
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Tabelle 2.23: Thermocycler-Programm zur Amplifizierung der Decarboxylase-Gene.

Nr. Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1 Initial-Denaturierung 95 15

2 Denaturierung 94 1

3 Annealing 48 1

4 Elongation 72 1,5

5 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2

6 Finale Elongation 72 5

Die Identifizierung der erhaltenen Sequenzen erfolgte durch Datenbank-Recherche (BLAST-
Suche).

Fur den gleichzeitigen Nachweis von zwei verschiedenen Decarboxylase-Genen wurde eine
Multiplex-PCR durchgefuhrt (Tabelle 2.24 und Tabelle 2.25). Durch Hinzunahme eines

weiteren Primer-Paares (BSF8 und BSR 1541) konnte der untersuchte Organismus als

Bakterium identifiziert werden.

Tabelle 2.24: Zusammensetzung des Multiplex-PCR Ansatzes.

Komponenten Volumen [ul]
2x Multiplex PCR Mastermix (Qiagen, Hilden) 12,5
10x Primer-Mix (2-3 uM je Primer) 2,5
Template-DNA 3,5
PCR-Wasser 6,5

Tabelle 2.25: Thermocycler-Programm der Multiplex-PCR.

Nr. Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit
1 Initial-Denaturierung 95 15 min
2 Denaturierung 95 45 s
3 Annealing 52 45 s
4 Elongation 72 75 s
5 32 Zyklen beginnend bei Nr. 2

6 Finale Elongation 72 5 min

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, durch eine Ethidiumbromid-

Farbung sichtbar gemacht und dokumentiert.
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2.14 Proteinbiochemische Methoden

Um bestimmte Enzyme nadher zu charakterisieren, wurden verschiedene protein-
biochemische Standardmethoden angewandt, die in den folgenden Kapiteln naher

beschrieben werden.

2.14.1 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese

Eine weit verbreitete Methode zur Untersuchung von Proteinen ist die SDS-
Polyacrylamidgelelektophorese (SDS-PAGE). Das hierbei eingesetzte anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an das Protein und denaturiert es. Durch diese Bindung
Uberdeckt das SDS die Eigenladung des Proteins und es kommt zu einem konstanten
Masse/Ladungs-Verhéltnis (Lammli, 1970). Hierdurch ergibt sich die Situation, dass Proteine
nur aufgrund ihrer Masse unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten in einem elektrischen Feld
besitzen. Dies ermdglicht die Trennung einzelner Komponenten eines Proteingemisches
sowie die ungeféhre Abschatzung ihrer molekularen Masse anhand eines Grof3enstandards.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorwiegend 20 %-ige SDS-Gele benutzt, die aus einem
Trenn- und einem Sammelgel bestanden. Zur Herstellung des Trenngeles wurden 0,3 ml
eH,0, 1,51 ml Trenngelpuffer (1 M Tris-HCI, pH 8,8) und 2,0 ml einer 40 %-igen Acrylamid-
Losung vermischt. Es wurden 40 pl einer 10 %-igen SDS-Lésung, 32 ul einer 10 %-igen
Ammoniumpersulfat-Losung (APS) und 3,3 pl TEMED (Tetramethylethylendiamin)
hinzugefiigt. Diese Mischung wurde in die dafiir vorgesehenen Gelkassetten gegossen und
mit Wasser uberschichtet. Nach einer Polymerisationsdauer von ca. 30 min wurde das
Wasser entfernt und das Trenngel mit einem Sammelgel, hergestellt aus 1,23 ml eH,0, 0,21
ml Sammelgelpuffer (1 M Tris-HCI, pH 6,8), 0,21 ml Acrylamid-Losung, 16,67 pl einer
10-%igen SDS-L6sung, 1,7 yl TEMED und 16,7yl einer 10-%ige APS-Ldsung, Uberschichtet,
in welches dann der Probenkamm eingefihrt wurde. Falls nicht sofort bendtigt, wurden die
SDS-Gele bis zu ihrem Gebrauch bei 4 °C gelagert.

Zur Durchfihrung der Elektrophorese wurden die SDS-Gele in den mit Kammerpuffer
(Tabelle 2.26) gefillten Gelkammern befestigt. Die Proben (22,5 pl) wurden mit 7,5 pl
Probenpuffer (Rotiload 1) versetzt und fir 5 min bei 65 °C erhitzt. Anschlielend wurden die
Losungen in die Probentaschen des SDS-Geles pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 60-
100 V fir ca. 2 h durchgefinhrt.
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Tabelle 2.26: Zusammensetzung des Kammerpuffers zur SDS-PAGE.

Komponenten Menge [g]
TRIS 3,0
Glycin 14.4
10-%ige SDS-Ldsung 10,0?

% Angabe in ml

Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus den Glasplatten genommen, ca. 5 min in
eH,O gewaschen, um tberschissigen Kammerpuffer zu entfernen, und dann je nach Bedarf

gefarbt.

2.14.2 Proteinfarbung mittels Coomassie

Eine Methode zur Visualisierung von Proteinen ist die Coomassie Farbung. Hierzu wurde
das Gel nach der Elektrophorese fur 20 min in die Proteinfarbelésung (Tabelle 2.27) gelegt
und anschlieBend in der Entfarbelésung (Tabelle 2.28) entwickelt. Die Lagerung der

gefarbten Gele fand in 10 %-iger Essigsaure statt.

Tabelle 2.27: Zusammensetzung der Proteinfarbeldsung.

Komponenten Volumen [ml]
Ethanol 500
Essigsaure 100
Coomassie Brilliant Blue R250 500°?

% Angabe in mg

Tabelle 2.28: Zusammensetzung der Entfarbelésung.

Komponenten Volumen [ml]
Ethanol 100
Essigsaure 70
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2.14.3 Proteinfarbung mittels Silberfarbung

Um kleinere Proteinmengen in einem SDS-Gel nachweisen zu koénnen, wurde eine
Silberfarbung durchgefiihrt. Sie ist ungeféahr 100 Mal sensitiver als die Coomassie Farbung.
Hierzu wurde der ,Silver-Staining“-Kit der Firma Fermentas genutzt. Nach der Fixierung der
Proteine mittels Ethanol und Essigsaure konnen die Proteine nicht mehr aus dem Gel
diffundieren. Zur Farbung der Proteine wird eine Silbernitratldsung hinzugegeben, hierbei
binden die Silberionen an das Protein. Diese Silberionen werden durch die Zugabe von
alkalischem Formaldehyd (Bestandteil der Entwicklerlosung) zu elementarem Silber
reduziert, was in einer Schwarzfarbung der Banden resultiert. Die Silberfarbung wurde
gemal den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Nachweisgrenze der Methode wurde

0,1 ng pro Bande angegeben.

2.15 Identifizierung und Charakterisierung von Streptomyces sp. B 578

Fur eine eindeutige Identifizierung von Streptomyces sp. B 578 wurde die Komplett-Sequenz
der 16S rDNA ermittelt. Durch Datenbank-Recherche wurden neue Primer entwickelt, mit
denen Anfangs- und Endbereiche dieser Gene ermittelt werden konnten. Zusammen mit
Universal-Primern fur die 16S rDNA (BSF8/BSR1541) wurde die Komplett-Sequenz ermittelt.
Der PCR-Ansatz sowie das Thermocycler-Programm waren analog zu denen der 16S rDNA-
PCR (siehe 2.11.2, Tabelle 2.7 und Tabelle 2.8). In Abbildung 2.3 sind die Bindungsstellen

der verwendeten Primer dargestellt.

16F1 ~-200 16R1 ~ 500 BSR1541 ~1500 16/23R ~ + 300
5- GTTCCTTGAGAACTCAACAG -3 5- CAATAATTCCGGACAACGCT -3’ 5"- TGCGGCTGGATCACCTCCTT -3°  5™-AGA TGC TCG CGT CCACTG TG -3’

L | ) l

BSF8 ~8 16F2 ~900

5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3" 5- GCGGAGCATGTGGCTTAATTC - 3"

Abbildung 2.3: Bindungsstellen der Primer zur Sequenzierung der 16S rDNA.

Nach der Amplifikation der DNA-Bereiche wurden die erhaltenen PCR-Produkte
elektrophoretisch aufgetrennt und tberprift. Es folgte die Aufreinigung und Sequenzierung
positiver Proben. Durch Zusammenfiigen der Sequenzen der einzelnen Teilabschnitte

konnte die Komplett-Sequenz der 16S rDNA ermittelt werden. Mit dieser Sequenz wurde
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eine Datenbank-Recherche durchgefiihrt (www.ncbi.nim.nih.gov und www.eztaxon.orq).

Anhand dieser Ergebnisse wurde eine Stammbaumanalyse durchgefiihrt (ClustalWw,

http://www.ebi.ac.uk). Als Referenzen dienten die Komplett-Sequenzen anderer nah

verwandter Streptomyceten, welche ebenfalls nach der oben beschriebenen Methode
ermittelt wurden.

Die genetische Identifizierung wurde durch die Bestimmung der verwertbaren C-Quellen
physiologisch tberpriift. Hierzu wurde Streptomyces sp. B 578 auf einem Mangelmedium
(Tabelle 2.29, Shirling und Gottlieb, 1966) mit nur einer C-Quelle kultiviert.

Tabelle 2.29: Zusammensetzung des Basalmediums zur Bestimmung der verwertbaren
Kohlenstoff-Quellen.

Komponente Menge [g]
(NH,4).SO, 2,64
KH,PO, 2,38
KoHPO, 5,65
MgSO, 1,00
Spurenelementlésung Il 1,00%
Agar 15,0

% Angabe in ml

Jedes Medium wurde mit 10 % (v/v) einer 10 %-igen (w/v) C-Quellen-Stammldsung versetzt.
Als C-Quellen wurden folgende Substanzen verwendet: Adonitol, Cellulose, Cystein, D-
Fructose, Galaktose, D-Glucose, Glycerin, D-Lactose, D-Xylose, Maltose, D-Mannitol,
Mannose, I-Inositol, Propionat, Raffinose, Rhammnose, Ribose, Saccharose und Stérke.

Zur Kultivierung wurden die Zellen mit Hilfe einer Impfose auf Schragagar-Rohrchen
ausgestrichen und bei 30 °C inkubiert. Als Referenzstamme wurden der Typstamm von
Streptomyces albidoflavus DSM 40455" sowie ein weiterer DSMZ-Stamm, DSM 40233,

mitgefuhrt. Die Verwertbarkeit der C-Quelle wurde als Wachstum makroskopisch bestimmit.

2.16 Produktion und Anreicherung lytischer Enzyme von Streptomyceten

Bakterien der Gattung Streptomyces sind bekannt fir die Bildung bakteriolytischer Agenzien.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden durch verschiedene Kultivierungs-Methoden
lytische Exoenzyme produziert, welche dann fir weitere Versuche angereichert und gereinigt

wurden. Als Produzent fur diese Enzyme wurde Streptomyces albidoflavus B 578 verwendet.
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2.16.1 Produktion im Labormaf3stab

Zur Produktion lytischer Enzyme durch Streptomyces albidoflavus B 578 wurde dieser in
einem Produktions-Medium nach Hopwood et al. (1985; NMMP-Medium) fur 6 d bei 30 °C
schittelnd kultiviert (500 ml Kultur in 2000 ml Schikane-Kolben). Nach der Kultivierung
wurden die Zellen mittels Zentrifugation (30 min, 13000 x g) vom Kulturiiberstand getrennt

und dieser flr weitere Versuche bei 4 °C aufbewahrt.

2.16.2 Produktion im halbtechnischen Mal3stab

Fur die Produktion gréRerer Mengen an Kulturiiberstand wurden mehrere Fermenter-
Ansatze zu je 20 | durchgefiihrt. Die Beimpfung des Mediums (NMMP-Medium) erfolgte
durch 1 | Vorkultur. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C und O,-Zufuhr in einem Pilotfermenter
der Firma Bioengineering, Wald, Schweiz. Nach ihrem Wachstum wurden die Zellen mit Hilfe
einer Durchlauf-Zentrifuge vom Kulturiberstand getrennt und dieser wurde weiter

verarbeitet.

2.16.3 Anreicherung der Kulturiiberstande

Zur Erhéhung der Enzymkonzentrationen und um die Kulturiiberstdnde von unerwinschten
Stoffen zu reinigen, wurden die Proben mit Hilfe verschiedener Methoden angereichert.

Um die Kulturiiberstande von niedermolekularen Verbindungen zu befreien, wurden diese
durch Dialyse gegen eH,O oder Puffer entfernt. Dies geschah mit Hilfe wvon
Dialyseschlauchen (AusschlussgrofRe 3,5 kDa) bei 4 °C fur 36 bis 48 h. Hierdurch war auch
eine Konzentrierung der Proteine gréRer 3,5 kDa méglich.

Eine Methode zur Anreicherung von Proteinen in grof3eren Kulturvolumina stellt die
Ultrafiltration dar. Hierbei wurde zellfreier Kulturiberstand mit Rihrzellen unterschiedlicher
Volumina (bis zu 350 ml) der Firma Amicon unter langsamem Ruhren in Stickstoff-
atmosphare bei 2 bar Druck und 4 °C Uber eine Omega'"-Polyethersulfon-Ultrafiltrations-
Membran konzentriert. Die nominale Ausschlussgrenze der Membran betrug 3,0 kDa. Das
gewonnene Konzentrat wurde anschlie3end gegen das gewinschte Medium dialysiert. Zur
Ultrafiltration  kleinerer Volumina (0,4 bis 150 ml) wurden Vivaspin-Columns
(Ausschlussgrenze 5,0 kDa) oder Microcons (Ausschlussgrenze 3,0 kDa) gemald Hersteller-
Anweisung verwendet. Die Proben konnten anschlie@end bei Bedarf in den gleichen
Konzentrationsgefal3en dialysiert oder umgepuffert werden. Die Cross-Flow-Methode wurde
angewandt, um den Kulturiiberstand der Fermenteransidtze einzuengen. Die
Ausschlussgro3e der benutzten Kartuschen lag bei 5 kDa. Die so gewonnenen

Enzymkonzentrate wurden fur weitere Untersuchungen bei 4 °C gelagert.
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2.16.4 Bestimmung des Proteingehalts

Zur Quantifizierung des Proteingehaltes im Kulturiberstand wurde ein Kit (BC-Assay) der
Firma Uptima, Frankreich, benutzt. Es handelt sich hierbei um eine kolorimetrische Methode,
die auf der Reduktion von Cu?- zu Cu*-lonen durch Peptidbindungen und Aminos&auren-
seitenketten (Cystein, Tyrosin, Tryptophan) beruht. Diese Cu’-lonen werden mit hoher
Spezifitat von dem Chelatbildner Bicinchoninsaure (BCA) gebunden, was in der Bildung
eines purpurfarbenen Komplexes resultiert, welcher photometrisch bei 562 nm
nachgewiesen werden kann.

Die Durchfiihrung des BC-Assays wurde gemaf der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
Zur Bestimmung der Konzentration der einzelnen Proben wurde eine Kalibrierungskurve mit
verschiedenen BSA-Konzentrationen (von 50 pg bis 2,0 mg/ml) erstellt, anhand derer die

Konzentration der Probe errechnet werden konnte.

2.17 Nachweis lytischer Aktivitat in den Kulturiiberstanden

Der Nachweis bakteriolytischer Aktivitdt von Kulturiiberstanden und gereinigten
Enzyml6sungen erfolgte photometrisch. Hierzu wurde als Testorganismus Lactobacillus
brevis B 190 gewahlt, da dieser sowohl Histamin als auch Tyramin bildet und somit einen
potentiellen Produzent biogener Amine im Wein darstellt.

Die Zelllyse wurde standardmafig bei 600 nm im Photometer gemessen (Ohbuchi et al.,
2001). Der Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt: Gefriergetrocknete oder lebende
Zellen wurden in 10 mM Phosphatpuffer | geldst und die optische Dichte dieser Suspension
auf ca. 0,7 eingestellt. Zur Bestimmung der lytischen Aktivitdt wurden 1950 pl dieser
Zellsuspension mit 50 pl des Kulturiiberstandes bzw. der Proteinproben versetzt und fir 24 h
bei 30 °C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle diente eH,O, als Positiv-Kontrolle Lysozym
(Konzentration: 1,0 mg/l). Die Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm der Probe im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle wurde als %-Zelllyse berechnet.

Um groRere Mengen an Proben zu messen, wurden die Reaktionsansatze teilweise in
kleineren Volumina (195 pl Bakteriensuspension + 5 pl Enzymlésung/Kulturiiberstand)

angefertigt und in Mikrotiter-Platten bei 578 nm gemessen.

2.18 Reinigung der lytischen Enzyme

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war es gereinigte Enzyme zu erhalten, welche
anschlieBend néher charakterisiert werden sollten. Hierzu wurden verschiedene

Chromatographie-Verfahren angewandt.
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2.18.1 Fast Performance Liquid Chromatography

Bei der in dieser Arbeit durchgefihrten Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC)
handelte es sich um eine lonenaustauscherchromatographie. Sie beruht auf Wechsel-
wirkungen der Probe mit dem S&ulenmaterial. Es wurde eine Kationenaustauschersaule
(MonoS™ HR 5/5, Biotech Pharmacia, geladene Gruppe: -CH,-SO3) verwendet, welche eine
Auftrennung von Proteinen nach Ladung ermdglichte. Hierzu wurde ein Citratpuffer pH 4,0
(Puffer A: Zitronensdure = 2,35 g/l; Na,HPO, x H,O = 2,82 g/l; Puffer B = Puffer A+ 1 M
NaCl) genutzt. Die eingesetzte Probe wurde gegen den entsprechenden FPLC-Puffer mittels
Dialyseschlauch oder Ultrafiltration dialysiert. Der niedrige pH-Wert der Probe wurde zur
besseren Bindung der Proteine an das S&ulenmaterial gewahlt. Die dialysierte Probe wurde
auf die Séaule gegeben und mittels eines NaCl-Gradienten, der in Tabelle 2.30 dargestellt ist,
chromatographisch aufgetrennt. Das eingesetzte Probenvolumen war abhangig von der

Proteinkonzentration der Probe und betrug zwischen 0,5 und 2 ml.

Tabelle 2.30: FPLC-Programm zur Reinigung der lytischen Enzyme.

Zeit [min] Konzentration NaCl [M] Konzentration Puffer B [%]
0 0 0
6 0 0
36 1,0 100
41 1,0 100
41 0 0
48 0 0

(pH 4,0, Flussrate: 1 ml/min, Papiervorschub: 0,5 cm/min)

Die eluierten Proteine wurden mit Hilfe eines UV-Detektors bei 280 nm nachgewiesen und in
Fraktionen zu je 1,0 ml gesammelt. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf

ihre Reinheit untersucht sowie auf ihre lytische Aktivitat hin Gberpruift.

2.18.2 Gel-Permeations-Chromatographie

Alternativ zur SDS-PAGE stellt die Gel-Permeations-Chromatographie (Geffiltration) eine
weitere Methode zur GroRenbestimmung von Proteinen dar. Hierbei wird eine Proteinprobe
(200 pl) auf eine Saule (hier Sephadex® G-75) gegeben und mittels eines Elutionspuffers
eluiert (Tabelle 2.31). Das Saulenmaterial besteht aus Partikeln bestimmten Durchmessers
und PorengrdRe. Je nach Grol3e kann ein Protein in die Poren eindringen und wird dabei
zuriickgehalten, oder es kann sich nur zwischen den Partikel bewegen. Dementsprechend
eluieren grolRere Proteine schneller als kleine. Anhand verschiedener Referenz-Proteine von
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bestimmter GrofRe und Retentionszeit kann man die GrolRe der Proteine berechnen. Das
Eluat wurde in Fraktionen zu je 1 ml gesammelt und die Proteine mit einem UV-Detektor bei

280 nm gemessen.

Tabelle 2.31: Zusammensetzung des Elutionspuffers fiir die Gelfiltration.

Komponente Menge [g]
Na,HPO, 0,32
KH,PO, 2,45
NaCl 5,84
MgCl, 0,38

Durch die Trennung einzelner Proteine aufgrund ihrer Gro3e stellt die Gelfiltration ebenfalls
eine Methode zur Reinigung von Enzymen dar. Einzelne Fraktionen wurden anschlielRend

auf ihre lytische Aktivitat hin untersucht.

2.19 Charakterisierung der lytischen Enzyme

Nach der Reinigung der lytischen Enzyme erfolgte die Charakterisierung. Hierzu wurden

einige Parameter wie Grol3e, isoelektrischer Punkt und Art der Enzym-Aktivitat untersucht.

2.19.1 GrofRRenbestimmung mittels SDS-PAGE
Die SDS-PAGE wurde gemal} Kapitel 2.14.1 durchgefiihrt. Die Bestimmung der Grol3e, d.h.

des Molekulargewichts der Probe erfolgte durch die Kalibrierung der Laufstrecke auf die im
Proteinmarker befindlichen Referenz-Proteine. So konnte durch die Eintragung der
Laufstrecke des unbekannten Proteins in die Eichgerade das Molekulargewicht berechnet

werden.

2.19.2 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) bietet die Moglichkeit Proteine gemdalR ihres
isoelekrischen Punktes (pl) aufzutrennen (Awdeh et al., 1968). Der pl ist fir jedes Protein
typisch und stellt den pH-Wert dar, an dem es keine Nettoladung aufweist, d.h. die Anzahl
positiver und negativer Ladungen seiner Aminosauren gleich sind. Bei der IEF wird mittels
niedermolekularer Ampholyte ein pH-Gradient erstellt. In einem elektrischen Feld wandern

zwitterionische Proteine zu dem pH-Wert, der ihrem spezifischen pl entspricht.
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Die IEF-Elektrophoreseeinheit wurde auf 5 °C vorgekuinhlt. AnschlieRend wurde das IEF-Gel
aufgelegt, die Elektrodendochte in Anoden- bzw. Kathodenflissigkeit getrankt und auf das
Gel aufgelegt. Da von einem Protein mit leicht alkalischem pl ausgegangen wurde, wurde
der Applikatorstreifen zur Kathode versetzt platziert. Mit Hilfe eines Netzgerates wurde eine
Spannung von 2000 V (5 mA, 1 W) aufgebaut. Bei Erreichen dieser Endspannung, wurden 8
pl der entsalzten Proteinldsung pro Tasche aufgetragen sowie 1 pl eines Proteinstandards.
Die Dauer der IEF betrug ca. 3 h.

Nach Beendigung der IEF wurde das Gel fur 20 min in der Fixierldsung (20 %
Trichloressigsaure) inkubiert. AnschlieBend folgte eine Inkubation von ca. 1 min in der
Entfarbeldsung (20 ml konz. HsPO,in 1 | eH,0). Zur Farbung des IEF-Gels wurden ein Teil
Stammldsung | (2 g Serva Violett 17-Pulver in 1 | eH,O) mit einem Teil Stammlésung 1l (70
ml konz. H3PO,4 in 500 ml eH,O) vermischt und das Gel darin fir 20 min gefarbt. Das Gel
wurde danach dreimal 10 min mit Entfarbelésung entfarbt, zweimal 10 min mit eH,O
neutralisiert und anschlielend bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Alternativ wurde eine

Silberfarbung gemanR Kapitel 2.14.3 durchgefiihrt.

2.19.3 Nachweis der Enzym-Aktivitaten

Um die gereinigten Enzyme naher zu charakterisieren, wurden verschiedene Enzym-
Aktivitdéten untersucht. Da davon ausgegangen werden konnte, dass es sich bei den
Exoenzmyen um Muramidasen und/oder Proteasen handelt, wurden hierfir zwei Test-
Verfahren angewandt.

Zur Bestimmung der Protease-Aktivitdt wurde der Azocasein-Test durchgefiihrt. Hierbei
handelt es sich um einen unspezifischen Nachweis des Abbaus von Proteinen. Durch den
Abbau von Azocasein durch Proteasen kommt es zur Abspaltung von kleinen
azofarbstoffmarkierten Peptiden, die saureldslich sind und dadurch nach Zugabe von
Trichloressigsaure den Uberstand verfarben. In Abwesenheit von Proteasen bleibt Azocasein
intakt und fallt durch Zugabe von Trichloressigsaure aus (Gifford et al., 2002).

Die Substratlésung bestand aus 250 mg Azocasein gel6st in 50 ml Tris-HCI| pH 7,2. Zur
Untersuchung der proteolytischen Aktivitat wurden 980 pl der Substratldsung mit 20 pl
Enzyml6sung versetzt und fir 24 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden 150 pl 20 %-
ige Trichloressigsaure hinzugegeben und fir weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Ausgefallenes Azocasein wurde durch 30 minttige Zentrifugation bei 13000 x g der Probe
entfernt. 500 pl des entstandenen Uberstandes wurden mit 800 pl einer 1 M NaOH-Ldsung

versetzt und die Extinktion bei 440 nm gemessen. Als Negativ-Kontrolle diente eH,0.
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Der Nachweis der Muramidase-Aktivitat erfolgte zum einen indirekt Gber den Nachweis
reduzierender Zucker und zum anderen direkt aufgrund der Abnahme der optischen Dichte
einer Zellwand-Suspension. Fiur beide Verfahren wurden Zellwédnde des Versuchs-
organismus Lactobacillus brevis B 190 hergestellt. Die Zellwandpraperation erfolgte nach
Schleifer und Kandler (1967). Zellen einer Vorkultur wurden abzentrifugiert und mehrfach mit
eH,O gewaschen. Anschlie3end wurden die Zellen mit zwei Drittel des Volumens Glasperlen
vermischt und fur 20 min in einem Homogenisator (Buhler, Tibingen) zerkleinert. Mittels
Filtration wurde das Homogenisat von den Glasperlen getrennt. Die gewonnenen Zellwande
wurden abzentrifugiert und mehrmals gewaschen. Es folgte die Aufnahme der Zellwande in
50 mM Phosphatpuffer | und der tryptische Verdau fir 24 h bei 37 °C (Trypsin 5 mg/ml).
Nach der Inkubation wurden die Zellwande abzentrifugiert, mehrfach gewaschen und
gefriergetrocknet.

Zur direkten Bestimmung der Muramidase-Aktivitdt wurden Zellwande in Phosphatpuffer |
suspendiert und auf eine optische Dichte von ca. 0,5 bei 600 nm eingestellt. Zu 1950 pl
dieser Suspension wurden 50 pl Enzymldsung zugegeben und fir 24 h bei 30 °C inkubiert.
Die Messung der Trilbungsabnahme der Zellsuspension erfolgte photometrisch.

Die indirekte Bestimmung der Muramidase-Aktivtat erfolgte mit Hilfe des Dinitrosalicylsdure-
Tests (DNS-Test; Miller, 1959) in modifizierter Form. Dieser Test dient dem Nachweis
reduzierender Zucker. Da Muramidasen die -1,4-glycosidische Bindung im Peptidoglycan
der bakteriellen Zellwand spalten, kommt es zur Freisetzung dieser reduzierenden Zucker,
welche dann mittels 3,5-Dinitosalicylsdure nachgewiesen werden kénnen. Hierbei wird die
3,5-Dinitrosalicysédure zu 3-Amino-5-nitrosalicylsdure reduziert, was in einen Farbumschlag
von gelb nach rot resultiert. Dieser Farbumschlag kann photometrisch bei 575 nm gemessen
werden. Durch Ermittlung einer Eichgeraden mit Glucose kann die Konzentration an neu
gebildeten reduzierenden Zucker quantifiziert werden.

Zur Durchfiihrung des DNS-Tests wurden 450 pl Zellwandsuspension (0,25 % in 50 mM Na-
Acetatpuffer pH 6,0) mit 125 pl Enzymlésung und 125 pl eH,O versetzt und fiir 2 h bei 50 °C
inkubiert. Zu der Probe wurden anschliel3end 50 pl Schutz-Glucose (1 mg/ml) und 750 pl
DNS-Reagenz (Tabelle 2.32) hinzugegeben.

Tabelle 2.32: Zusammensetzung der DNS-Reagenz.

Komponente Menge [g]
NaOH 10
Phenol 1,0
Na,SO; 0,25
K/Na-Tartrat 200
3,5-Dininosalicylsdure 50
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Dieser Reaktionsansatz wurde fir 15 min im Wasserbad gekocht. Nach der Abkiihlung auf
Raumtemperatur wurden die Proben bei 575 nm im Photometer gemessen. Die Messungen
erfolgten in Doppelbestimmung, als Kontrolle diente eH,O bzw. hitzeinaktivierter

Kulturtiberstand.

2.19.4 Bestimmung der Aktivitats-Optima

Die optimale Aktivitat der Enzyme wurde bzgl. Temperatur, pH-Wert und Ethanol-Gehalt
bestimmt. Hierzu wurde der Standardtest zur Bestimmung Iytischer Aktivitat (siehe 2.16)
durchgefuhrt. Zellen des Versuchsorganismus Lactobacillus brevis B 190 wurden in
verschiedenen Puffern geldst und mit den gereinigten Enzymlésungen behandelt. Nach der
Inkubation wurde die Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm photometrisch bestimmt.
Zur Bestimmung des Temperatur-Optimums wurden die Zellen bei den Temperaturen 20 °C,
25 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C und 50 °C inkubiert. Die Analyse des Optimums bzgl. des
Ethanol-Gehalts fand bei 0 %, 2 %, 5 %, 7 %, 10 %, 12 % und 15 % Ethanol in
Phosphatpuffer | (Endkonzentration v/v) statt.

Fur die Ermittlung des pH-Optimums wurden Universalpuffer nach Skujins et al. (1962; siehe
Tabelle 2.33) mit Hilfe von 1 M NaOH auf verschiedene pH-Werte eingestellt (3,0, 3,5, 4,0,
4,5,5,0,5,5, 6,0, 7,0, und 8,0).

Tabelle 2.33: Zusammensetzung des Univesalpuffers nach Skujins et al. (1962).

Komponente Menge [g]
Tris 13,0
Malat 11,6
Citrat 14,0
Borsaure 6,3

2.20 Identifizierung der lytischen Enzyme

Neben der Charakterisierung der lytischen Enzyme stand ebenso deren Identifizierung im
Vordergrund dieser Arbeit. Hierzu wurden verschiedene Methoden der Identifizierung von

Proteinen angewandt, die in den folgenden Kapiteln naher beschrieben werden.

2.20.1 Protein-Blot

Proteine kdnnen nach der gelektrophoretischen Auftrennung mit Hilfe eines Protein-Blots auf

eine Membran (im Rahmen dieser Arbeit eine PVDF-Membran) lbertragen werden.
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Hierdurch werden die Proteine auf der Membran fixiert und konnen fur weitere
Untersuchungen (z.B. N-terminale Sequenzierung) genutzt werden.

Zur Durchfiihrung des Protein-Blots wurde ein Semi-Dry-Blot-Verfahren nach Kyhse-
Andersen (1984) angewandt. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in Tabelle
2.34 dargestellt.

Tabelle 2.34: Zusammensetzung der Puffer fiir den Protein-Blot.

Komponente Menge [g]

Anodenpuffer pH 9,4

Tris 3,03

Aminocapronsaure 5,25

Methanol 100%
Katodenpuffer pH 10,4

Tris 36,34

Methanol 100%

% Angabe in ml

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel fur 15 min in Kathodenpuffer equilibriert. Zur
Equilibrierung der PVDF-Membran wurde diese fir 15 s in 100 % Methanol gelegt, 2 min
eH,O gewaschen und anschlieRend 5 min mit Anodenpuffer behandelt.

Zur Durchfiihrung des Protein-Blots wurden auf die Kathodenseite der Blot-Apparatur zwei in
Kathodenpuffer eingeweichte Filterpapiere gelegt. Es folgte das Auflegen des SDS-Gels, der
PVDF-Membran und abschlielRend von zwei in Anodenpuffer eingeweichten Filterpapieren.
Der Semi-Dry-Blot wurde fir 2 h bei Raumtemperatur und konstanter Stromstarke
durchgefuhrt. Die eingesetzte Stromstérke berechnete sich anhand der Flache der PVDF-
Membran (Flache PVDF-Membran x 0,8 = Stromstarke [mA], Angabe des Herstellers). Nach
Beendigung des Transfers wurde die Membran fir 2 min mit Farbelésung geféarbt. Es folgten
2 Entfarbeschritte zu je 10 min mit Entfarbelésung | und Il. Die Zusammensetzungen der

Losungen sind Tabelle 2.35 zu entnehmen.

Tabelle 2.35: Zusammensetzung der verwendeten Losung zur Farbung der PVDF-Membran.

Komponente Volumen [ml]

Farbeldsung

Methanol 500
Essigsaure 70
Coomassie Brilliant Blue R250 1,0%
? Angabe in g
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Tabelle 2.35: Zusammensetzung der verwendeten Lésung zur Farbung der PVDF-Membran

(Fortsetzung).

Komponente Volumen [ml]
Entfarbeldsung |

Methanol 500

Essigsaure 70
Entfarbeldsung Il

Methanol 900

Essigsaure 100

Nach der Farbung wurde die Membran luftgetrocknet und die vorhandenen Banden fir die

N-terminale Sequenzierung ausgeschnitten.

2.20.2 N-terminale Sequenzierung

Die N-terminale Sequenzierung erfolgte mittels Edman-Abbau (Edman und Begg, 1967). Die
N-terminale Aminosdure eines Peptids wird hierbei in ein Phenylisothiocyanat-Derivat
umgewandelt und anschlieRend abgespaltet. Dieses Derivat kann dann mit Hilfe der High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) identifiziert werden kann. Diese Methode l&asst
die schrittweise Identifizierung der ersten 10 bis 20 Aminoséauren des N-Terminus zu.

Die N-terminalen Sequenzierungen wurden am Leibnitz-Institut fir Altersforschung in Jena
oder von der Firma TopLab, Martinsried durchgefihrt.

Mit den erhaltenen Aminosduresequenzen wurde eine Datenbank-Recherche durchgefiihrt
(BLAST-Suche). So war eine Identifizierung der Enzyme anhand ihrer Sequenz maglich.
AuBBerdem dienten die N-terminalen Sequenzen der Konstruktion spezifischer Primer zum

Nachweis der jeweiligen Gene.

2.20.3 Massenspektroskopie

Zusatzlich zu der Identifizierung der gereinigten Proteine aufgrund ihres N-Terminus wurden
diese auch massenspektroskopisch untersucht. Hierzu wurden die Proteinldsungen in einer
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und anschlielRend in selbigem tryptisch verdaut
(Shevchenko et al., 1996). Die Trennung der entstandenen Peptid-Fragmente erfolgte durch
eine LC-MS/MS-Methode (Aebersold und Mann, 2003). Hierzu wurde eine Kombination aus
Kapillar-HPLC mit Nanospray-ESI-Quelle (nanoAcquity™ HPLC/UPLC™ System, Waters)
und Tandem Q-TOF (Quadropole-Time-of-Flight) Massenspektrometer (Q-Tof Premier™

Massenspektrometer, Waters) verwendet. Die Auswertung der Fragmentspektren erfolgte
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mit Hilfe der MassLynx™ Expression und ProteinLynx™ Global SERVER 2.2 Software
(Waters).
Die massenspektrometrischen Untersuchungen der gereinigten Enzyme wurden am Institut

fur Immunologie der Johannes Gutenberg-Universitéat, Mainz durchgefihrt.

2.20.4 Nachweis der Gene

Fur den Nachweis der Gene der einzelnen Enzyme wurden anhand der N-terminalen
Sequenzen und bekannten Sequenzen in Datenbanken spezifische Primer konstruiert.
Hierzu wurden die Sequenzen aligniert (ClustalW) und konservierte Bereiche fir die
Konstruktion von Primern ausgewahlt. Nach der DNA-Isolation aus Streptomyces
albidoflavus B 578 wurde eine PCR mit den ermittelten Primern durchgefiihrt. PCR-Ansatz

und Thermocycler-Programm sind in Tabelle 2.36 und Tabelle 2.37 dargestellt.

Tabelle 2.36: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Amplifizierung der Muramidase-
bzw. Protease-Gene.

Komponente Volumen [ul]
dNTPs 2,0
Forward-Primer?® 1,5
Reverse-Primer® 1,5
MgCl, 2,0
Reaktionspuffer 50
Template-DNA (20 ng / pl) 2,0
PCR-Wasser 34,0
Taqg Polymerase 2,0

# Muramidase: MurF1, LyF1 und LyF2; Protease: FSC1, FSC3 und PNT1
® Muramidase: MurR1, LyR1 und LyR2; Protease: RSC1, RSC2, RSC3 und RSC4
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Tabelle 2.37: Thermocycler-Programm zur Amplifizierung der Muramidase- bzw. Protease-

Gene.
Nr. Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1 Initial-Denaturierung 95 15
2 Denaturierung 94 1
3 Annealing 48/52° 1
4 Elongation 72 1,5
5 35 Zyklen beginnend bei Nr. 2
6 Finale Elongation 72 5

% 48 °C zur Amplifizierung der Protease; 52 °C zur Amplifizierung der Muramidase

Nach der PCR wurden die erhaltenen DNA-Fragmente aufgereinigt und sequenziert. Die so
gewonnenen Sequenzen wurden durch die BLAST-Suche identifiziert und mit Hilfe einer

Translations-Software (www.expasy.org) in die entsprechenden Aminosaurensequenzen (6

Leseraster) uUbersetzt. Durch die Auswahl des richtigen Leserasters konnte somit tGber die
Gen-Sequenz die Aminosauren-Abfolge der isolierten und gereinigten Enzyme bestimmt

werden.

2.20.5 Bestimmung der Schnittstelle der Muramidase

Die Bestimmung der Schnittstelle wurde mit Hilfe einer Anionenaustauscher-
chromatographie mit gekoppelter gepulster amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD, High
Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection)
durchgefuhrt. Hierbei werden Zucker und Zuckeralkohole aufgrund ihrer schwach sauren
Eigenschaften bei hohen pH-Werten an einer Anionenaustauschersaule getrennt (Johnson
und La Course, 1990). Die Detektion der getrennten Verbindungen erfolgt durch Messung
von Stromdnderungen an einer Goldelektrode, welche aufgrund der Oxidation ihrer
Oberflache durch die jeweiligen Zucker entstehen (Schiller, 2002).

Zur Bestimmung der Enzymspezifitdt wurde die préparierte Zellwand (100 pg/ml) von
Micrococcus luteus B 577 (Praparation analog Kapitel 2.18.3) mit Enzymldsung (10 %, v/v)
versetzt und fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Als Negativkontrolle diente eH,O, als
Positivkontrolle Lysozym (1 mg/ml). Analog wurden 100 pl Muraminsdure (1 mg/ml) als
Standard behandelt. Nach der Inkubation wurden 100 pl des Reaktionsansatzes mit 1 mg
NaBH, versetzt und fir eine Stunde aus Eis inkubiert. Hierdurch kommt es zu einer

Reduktion freier Carbonylgruppen-Gruppen. AnschlieRend wurde die Probe mit 1 ml
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Essigséaure versetzt. Der entstandene Borséduremethylester wurde durch mehrmalige Zugabe
von Methanol mittels eines Vakuumkonzentrators (SpeedVac) abgedampft.

Zur Hydrolyse der Proben wurden diese mit 100 pl einer 6 N HCI versetzt. Die Hydrolyse
erfolgte fur 2 h bei 99 °C im Thermocycler. AnschlieRend wurde die HCI im Exikator mit Hilfe
von KOH-Plattchen entfernt. Die Probe wurde in 100 pl MilliQ-H,O aufgenommen und bis zur
HPAEC-PAD-Analyse bei 4 °C aufbewahrt.

Die Parameter zur Bestimmung der entstandenen Zuckeralkohole mittels HPAEC-PAD sind
in Tabelle 2.38 zusammengefasst. Bei der verwendeten Anionenaustauschersdule handelte

es sich um eine CarboPac MA1-Saule. Die Fluf3rate betrug 0,4 ml/min.

Tabelle 2.38: Binares Gradientenprogramm zur Bestimmung von Zuckeralkoholen.

Zeit [min] Eluent A [%]? Eluent B [%]°
0,0 94
6,0 94
35,0 34 66
40,0 34 66
41,0 94
50,0 94
% eH,O
®1 M NaOH

2.20.6 Abbau von S-Layer-Strukturen durch die gereinigte Protease

Die proteolytische Aktivitdt der gereinigten Enzymlosung sollte durch weitere
Untersuchungen bestétigt werden. Hierzu wurden S-Layer-Molekille mit der Enzymldsung
versetzt und ihr Abbau durch SDS-PAGE berprft.
Zur Uberprifung der Lyse von S-Layer-Proteinen wurden diese nach einer Methode von
Lortal et al. (1992) von dem Testorganismus Lactobacillus brevis B 190 extrahiert. Nach der
Kultivierung in MRS-Medium wurden die Zellen abzentrifugiert und mehrfach mit eH,O
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 5 ml/g (Nassgewicht) 5 M LiCl gel6st und fur
2 h bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen
abzentrifugiert und der gewonnene Uberstand (enthélt die S-Layer-Proteine) fiir 3 d bei 4 °C
gegen eH,O dialysiert. AbschlieRend folgte eine Zentrifugation (30 min, 20000 x g) des
Dialysats. Die Reinheit und Grol3e der extrahierten S-Layer-Proteine wurde mit Hilfe von
SDS-PAGE Uberprift. Um die Lyse der S-Layer-Protein zu untersuchen, wurde 20 pl einer
S-Layer-Suspension mit 10 pl Enzymldsung versetzt und fir verschiedene Zeiten bei 30 °C
inkubiert. Durch SDS-PAGE konnte der mdgliche Abbau der S-Layer-Proteine Uberprift
werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung von Mikroorganismen aus Versuchsweinen

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es Mikroorganismen aus verschiedenen
Versuchsweinen zu isolieren und diese hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Bildung biogener
Amine zu untersuchen. So sollte ein Uberblick tiber das Vorkommen und die Anzahl der
biogenen Amin-Bildner in deutschen Versuchsweinen gewonnen werden.

Insgesamt wurden 54 Versuchsweine der Jahrgange 2008 und 2009 untersucht. Hierbei
handelt es sich um Weine der Rebsorten Chardonnay, Spatburgunder, Trollinger und
WeilRburgunder, die vom Dienstleistungszentrum landlicher Raum (DLR) Neustadt an der
Weinstrasse zur Verfiigung gestellt wurden. Tabelle 3.1 stellt die Anzahl der Stdmme aus

den verschiedenen Weinproben dar, die gemaf Kapitel 2.10 isoliert wurden.

Tabelle 3.1: Verteilung der bakteriellen Isolate nach Rebsorte.

Rebsorte Anzahl untersuchter Weine Anzahl der bakteriellen Isolate
Chardonnay 6 11
Spétburgunder 20 71
Trollinger 1 1
WeilRburgunder 27 64

Aus Tabelle 3.1 geht hervor, dass die Mehrzahl der 148 Eigenisolate aus Weinen der
Rebsorten Spat- und Weil3burgunder isoliert werden konnten. Jedoch wurde von diesen
Rebsorten auch eine gro3ere Anzahl an Proben untersucht.

Anhand der Anzahl der Isolaten aus den verschiedenen experimentell hergestellten Weinen
lasst sich keine eindeutige Aussage Uber die tatsachliche Populationszusammensetzung
treffen, da nicht davon auszugehen ist, dass samtliche in diesen Proben vorkommende
Bakterienarten isoliert werden konnten. Somit kann man aufgrund dieser Ergebnisse auch
keinen Rickschluss auf die Auswirkungen der verschiedenen Versuchsvarianten auf die
Mikroflora des Weines ziehen. Dies war aufgrund der Fragestellung nach der Verteilung
biogener Amin-Bildner jedoch auch nicht notwendig.

Die gewonnenen Kulturen wurden fir weitere Untersuchungen kultiviert und mit Hilfe

verschiedener molekularbiologischer Methoden identifiziert.
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3.2 Molekularbiologische Untersuchungen zur Identifizierung der Eigenisolate

aus Versuchsweinen

Um die 148 Eigenisolate aus den Versuchsweinen eindeutig identifizieren zu kdnnen,
wurden neben der klassischen 16S rDNA-Sequenzierung zwei am Institut fir Mikrobiologie
und Weinforschung entwickelte Methoden zur schnellen Identifizierung von Mikroorganismen
angewandt. Hierbei handelte es sich um eine DNA-Fingerprintmethode und eine Multiplex-
PCR, die die Identifizierung von Bakterien in Mischkulturen oder Weinen zul&sst.

3.2.1 Anwendung der specifically amplified polymorhic DNA-PCR zur Identifizierung
von weinrelevanten Milchsaurebakterien

Aus allen Eigenisolaten wurde jeweils die Gesamt-DNA extrahiert. Mit dieser DNA wurde
eine specifically amplified polymorhic DNA-PCR (SAPD-PCR) durchgefiihrt. Die
eingesetzten Primer binden hierbei an spezifische DNA-Sequenzen, die Notl-
Erkennungssequenzen (5- GCG GCC GC -3"). Hierdurch kommt es zu einem spezifischen
PCR-Fragment-Muster, das gelelektrophoretisch aufgetrennt werden kann. Als Referenzen
zur Identifizierung der Eigenisolate wurden die PCR-Fragment-Muster der 25 weinrelevanten

Milchsaurebakterien verwendet. Diese sind in Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte weinrelevanter
Lactobacillus-Arten (Typstamme) nach der SAPD-PCR. Photographie eines Agarose-Gels nach
Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). Als Primer wurde C-Not (5"- AGC GGC CGC C-3)
verwendet. Als Negativ-Kontrolle diente PCR-Wasser. Artnamen: siehe Tabelle 3.2. M = Marker
(GeneRuler).
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Abbildung 3.2: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte weinrelevanter
Milchsaurebakterien-Arten (Typstdmme) nach der SAPD-PCR. Photographie eines Agarose-Gels
nach Ethidiumbromid-Féarbung (Negativ-Darstellung). Als Primer wurde C-Not (5"- AGC GGC CGC C-
3") verwendet. Als Negativ-Kontrolle diente PCR-Wasser. Artnamen: siehe Tabelle 3.2. M = Marker
(GeneRuler).

In Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 ist deutlich zu erkennen, dass jede einzelne Art ein
spezifisches Bandenmuster aufwies. Mit Hilfe der Vision Capt 14.1 Software (Vilber Lourmat,
Eberhardzell, Deutschland) wurden die Fragmentlangen der einzelnen Banden jeder Art
bestimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3.2 zusammengestellt.

Tabelle 3.2: Fragmentlangen der entstandenen Bandenmuster weinrelevanter Milchsaure-
bakterien nach der SAPD-PCR.

Art DSMZ- SAPD-PCR Fragmentlange
Nummer [bp]

Lactobacillus bobalius DSM 19674 3465, 1785, 1026, 847, 740, 652, 576, 535,
492

Lactobacillus brevis DSM 20054 2060, 1652, 1378, 914, 840, 740, 705, 597,
525, 479, 417, 378, 296

Lactobacillus buchneri DSM 20057 2374, 2099, 1673, 1535, 1338, 1107, 987,
914, 862, 775, 694, 609, 573, 535, 492,
440, 394

Lactobacillus casei DSM 20011 3290, 3000, 2459, 2171, 1695, 1464, 1310,
1089, 961, 885, 796, 740, 625, 471, 440,
333
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Tabelle 3.2: Fragmentlangen der entstandenen Bandenmuster weinrelevanter Milchsaure-
bakterien nach der SAPD-PCR (Fortsetzung).

Art DSMz- SAPD-PCR Fragmentlénge
Nummer [bp]

Lactobacillus curvatus DSM 20019 2844, 2237, 1416, 1107, 921, 792, 676,
579, 558, 475, 338

Lactobacillus delbrueckii DSM 20074 2135, 1903, 1695, 1428, 1107, 914, 832,
771,694, 647, 548, 471, 335

Lactobacillus diolivorans DSM 14421 2403, 2269, 1739, 1452, 1249, 974, 869,
806, 735, 670, 551, 507, 338

Lactobacillus fermentum DSM 20052 2330, 1611, 1365, 1265, 1072, 892, 783,
744, 700, 630, 573, 535, 488

Lactobacillus fructivorans DSM 20203 2844, 2188, 2060, 1500, 1217, 914, 711,
522, 414

Lactobacillus hilgardii DSM 20176 2221, 2041, 1717, 1265, 1143, 921, 749,
658, 600, 564, 522, 432

Lactobacillus jensenii DSM 20557 1808, 1500, 914, 840, 576, 525

Lactobacillus kunkeei DSM 12361 1855, 1488, 1324, 1072, 948, 869, 753,
688, 647, 573, 488, 410

Lactobacillus mali DSM 20444 1808, 1517, 1351, 1162, 854, 806, 664,
579, 542, 410, 338

Lactobacillus nagelii DSM 13675 2445, 2285, 2000, 1832, 1553, 1365, 1026,
885, 716, 532

Lactobacillus oeni DSM 19972 2254, 2000, 1265, 1026, 900, 792, 721,
558, 352

Lactobacillus paracasei DSM 5622 3147, 2345, 2153, 1717, 1416, 1000, 832,
749, 711, 658, 579, 542, 475

Lactobacillus plantarum DSM 20174 1378, 1233, 1040, 921, 847, 762, 744, 664,
597, 447

Lactobacillus uvarum DSM 19971 2625, 2459, 2345, 2221, 1338, 1200, 935,
819, 740, 630, 579, 400

Lactobacillus vini DSM 20605 2768, 1652, 1440, 1310, 869, 792, 735,
597, 535, 376

Leuconostoc mesenteroides DSM 20343 1350, 1149, 1105, 880, 825, 576, 400, 332
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Tabelle 3.2: Fragmentlangen der entstandenen Bandenmuster weinrelevanter Milchsaure-
bakterien nach der SAPD-PCR (Fortsetzung).

Art DSMZ- SAPD-PCR Fragmentlange
Nummer [bp]

Oenococcus oeni DSM 20252 1315, 1200, 1124, 980, 920, 815, 704, 607,
421, 355

Pediococcus damnosus DSM 20331 2255, 2106, 1850, 1520, 1406, 1297, 1000,
865, 800, 726, 435, 385, 353

Pediococcus parvulus DSM 20332 980, 795, 678, 600, 554, 482, 444, 397,
353, 229

Pediococcus pentosaceus DSM 20336 1263, 1022, 975, 930, 805, 685, 607, 558,
488, 424, 387

Weisella DSM 20288 2075, 1626, 1472, 1255, 1099, 935, 910,

paramesenteroides 805, 721

Aufgrund der nach der SAPD-PCR erhaltenen Fragmentlangen, die in Tabelle 3.2 aufgefuhrt
sind und den Bandenmustern der Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 konnte eine Vielzahl der
isolierten Bakterien identifiziert werden. Ein Beispiel fur die Identifizierung der Eigenisolate
mit Hilfe der SAPD-PCR ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
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Abbildung 3.3: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte einiger Eigenisolate und
des Typstamms DSM 20252 von Oenococcus oeni nach der SAPD-PCR. Photographie eines
Agarose-Gels nach Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). Als Primer wurde C-Not (5- AGC
GGC CGC C-3") verwendet. Als Negativ-Kontrolle diente PCR-Wasser.
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In Abbildung 3.3 ist deutlich zu erkennen, dass die Eigenisolate P 356 - P 364 und P 366 - P
374 dasselbe Bandenmuster wie der Typstamm von Oenococcus oeni DSM 202527
aufwiesen. Charakteristisch waren hierbei die starke Bande bei ca. 850 bp, sowie die zwei
Banden etwas oberhalb und unterhalb von 400 bp. Weiter geht aus Abbildung 3.3 hervor,
dass es sich bei den Eigenisolaten P 365 und P 375 nicht um Oenococcus oeni handelt, da
die Bandenmuster eindeutig von dem des Typstammes unterscheidbar sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Eigenisolate mit Hilfe der SAPD-PCR untersucht. Es
zeigte sich, dass diese Methode sehr gut anwendbar fiir eine hohe Anzahl von Proben war
und gut reproduzierbare Ergebnisse lieferte. Jedoch konnten nicht alle Isolate durch die
SAPD-PCR identifiziert werden, da einige Bandenmuster nicht eindeutig den
Referenzstammen zugeordnet werden konnten. Ebenso konnten Eigenisolate, die nicht den
Milchsaurebakterien angehdrten, mangels Referenzen nicht identifiziert werden. Hierzu

mussten weitere Untersuchungen angestellt werden.

3.2.2 Art-ldentifizierung durch Multiplex-PCR

Die im Rahmen dieser Arbeit angewandte Multiplex-PCR zur Identifizierung von
weinrelevanten Mikroorganismen wurde am Institut fur Mikrobiologie und Weinforschung
entwickelt und beruht auf dem Einsatz spezies-spezifischer Primer (Pfannebecker und
Frohlich, 2008; Petri et al., 2011). Mit Hilfe dieser Primer lassen sich PCR-Fragmente
bestimmter Gro3e generieren, die fur die jeweiligen Mikroorganismen charakteristisch sind.
Zum derzeitigen Zeitpunkt kdnnen durch den Einsatz der Multiplex-PCR 14 verschiedene
Milchsaurebakterien einzeln und in Mischung identifiziert werden. Die Ergebnisse einer
gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte von Typstdmmen weinrelevanter

Bakterien sind in Abbildung 3.4 dargestellt.

| DSM 20332
DSM 20331
DSM 20288

- DSM 20343
DSM 20174
DSM 20054

. DSM 20252
DNA-Mix A
GeneRuler
DSM 20444
DSM 20336
DSM 20019
DSM 20285
DSM 20176
DSM 20284
DSM 20057
DNA-Mix B

i
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Abbildung 3.4: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte weinrelevanter
Milchsaurebakterien (Typstamme) nach der Multiplex-PCR. Der DNA-Mix A enthielt die in A
dargestellten Arten, DNA-Mix B die in B. Photographie eines Agarose-Gels nach Ethidiumbromid-
Farbung (Negativ-Darstellung). Artnamen: siehe Tabelle 3.2.
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Aufgrund der besseren Unterscheidbarkeit der DNA-Banden, wurden zwei Multiplex-PCR-
Systeme angewandt. So sind die einzelnen Banden eindeutig sichtbar, in ihrer bp-Grof3e
unterscheidbar und den jeweiligen Banden im Standard-Gemisch zuzuordnen (siehe
Abbildung 3.4). Diese Methode ermdglicht es ebenfalls Bakterien, die nicht in Reinkulturen
vorliegen, zu identifizieren. Ein Teil der Eigenisolate wurde mit Hilfe der Multiplex-PCR

eindeutig identifiziert bzw. die Ergebnisse der SAPD-PCR bestatigt.

DNA-Mix
P 53.1.1
P 53.1.2
P 53.2
P54.1.1
P 424

P 425

P 426

P 427
DNA-Mix

Lactobacillus brevis

WBD BED B gy wee  Ocnococcus oeni
o -
BT

AT

Abbildung 3.5: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte einiger Eigenisolate nach
der Multiplex-PCR. Photographie eines Agarose-Gels nach Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-

Darstellung).

Aus Abbildung 3.5 A geht hervor, dass es sich bei den Eigenisolaten P 53.1.1, P 53.1.2,
P53.2 und P 54.1.1 um Stdmme der Art Lactobacillus brevis handelte. Die entstandenen
PCR-Produkte konnten eindeutig dem PCR-Produkt dieses Bakteriums im Standard
zugeordnet werden. Das gleiche gilt fir Abbildung 3.5 B. Hier lagen die bei der Multiplex-
PCR erzeugten DNA-Amplifikate der Eigenisolate auf derselben Hohe wie die von
Oenococcus oeni und konnten somit als Vertreter dieser Art identifiziert werden. Ein Nachteil
dieser Methode war, genauso wie bei der SAPD-PCR, dass fur die Identifizierung
unbekannter Bakterien das Vorhandensein von Referenzen notwendig war. Konnten
Stamme nicht mit Hilfe der SAPD-PCR oder der Multiplex-PCR identifiziert werden, wurde
deren 16S rDNA sequenziert.

3.2.3 Identifizierung der Eigenisolate mit Hilfe von 16S rDNA-Analysen

Die 16S rDNA der Bakterien gilt in der Molekularbiologie als phylogenetischer Marker zur
Zuordnung von Bakterien zu bestimmten Arten. Zur Sequenzierung dieser DNA-Bereiche
werden diese mit bestimmten universellen Primern amplifiziert. Durch die Amplifikation und
anschlielende Sequenzierung der 16S rDNA der Eigenisolate mit unbekanntem bzw.

uneindeutigem SAPD-PCR Fragmentmuster konnten diese identifiziert werden. So wurden
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zum Beispiel verschiedene Vertreter der Gattung Acetobacter und Staphylococcus unter den

Eigenisolaten nachgewiesen.

3.2.4 Isolierung und Identifizierung von Essigsaurebakterien aus Versuchsweinen

Neben den mit Hilfe von SAPD-PCR und Multiplex-PCR nachweisbaren Milchsédurebakterien
wurden auch verschiedene Arten der Gattung Acetobacter aus den Versuchsweinen isoliert.
Diese Stdmme zeigten eine eindeutige Katalase-Aktivitat und Wachstum auf CaCO;-Platten.
Eine Identifizierung dieser Mikroorganismen anhand der SAPD-PCR Fragment-Muster war
mangels Referenzen nicht mdglich, so dass eine 16S rDNA-Analyse zur Identifizierung diese

Stamme notwendig war (Sequenzen siehe Anhang).

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Datenbank-Analyse der 16S rDNA-Sequenzen von Eigenisolaten.

Stamm  Spezies Nachster Verwandter Sequenzidentitat
(NCBI Datenbank) [bp/bp]

P9 Acetobacter oeni Acetobacter oeni B7 959/966 (99 %)
Accession number: EU131161.1

P13 Acetobacter tropicalis Acetobacter tropicalis Y-1BM 871/872 (99 %)
Accession number: AB052716.1

P 64.2 Acetobacter tropicalis Acetobacter tropicalis Y-1BM 977/978 (99 %)

Accession number: AB052716.1
P 106.2 Acetobacter tropicalis Acetobacter tropicalis LMG 1663 944/946 (99 %)
Accession number: AJ419842.1

Aus Tabelle 3.3 geht hervor, dass es sich bei drei der vier isolierten Essigsdurebakterien um
Stamme der Art Acetobacter tropicalis handelte. Dieses Essigsaurebakterium ist bisher im
Gegensatz zu Acetobacter oeni noch nicht aus Wein- oder Mostproben isoliert worden und
hat sein natirliches Habitat auf den Friichten der Stachelannone (Annona muricata).

Um sicherzustellen, dass es sich bei den drei Stdmmen von Acetobacter tropicalis
tatsachlich um diese Art handelt, wurde deren 16S rDNA mit Hilfe des Restriktionsenzyms
Hpall verdaut. Anhand des Restriktions-Musters sollten, im Vergleich zum Typstamm DSM
155517, die Eigenisolate identifiziert werden kénnen. Als Negativ-Kontrolle wurde die 16S
rDNA eines nahverwandten Essigsdurebakterium, Acetobacter malorum DSM 143377,

ebenfalls verdaut.
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Abbildung 3.6: Gelelektrophoretische Auftrennung eines Restriktionsverdaus der 16S rDNA
verschiedener Essigsaurebakterien mit Hpall. Photographie eines Agarose-Gels nach
Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung).

Wie in Abbildung 3.6 zu erkennen, zeigten die Stamme, die mit Hilfe der 16S rDNA-
Sequenzierung als Acetobacter tropicalis identifiziert wurden, das gleiche Bandenmuster wie
der Typstamm DSM 15551". Das Bandenmuster des nahverwandten Essigsdurebakteriums
Acetobacter malorum DSM 14337" war eindeutig von den anderen Proben zu unterscheiden.
Es konnten somit durch 16S rDNA-Analysen und Restriktionsverdau vier Stamme von
Essigsaurebakterien identifiziert werden, die den Arten Acetobacter oeni und Acetobacter
tropicalis angehdorten.

3.2.5 Zusammenfassung der Isolierung von Mikroorganismen aus Versuchsweinen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten insgesamt 148 Stamme von Bakterien aus
insgesamt 54 Versuchsweinen isoliert werden. Diese wurden mit Hilfe verschiedener
molekularbiologischer Methoden wie SAPD-PCR, Multiplex-PCR und 16S rDNA-Analysen
identifiziert. Tabelle 3.4 gibt die Verteilung der bakteriellen Eigenisolate nach Rebsorten

wieder.
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Tabelle 3.4: Verteilung der bakteriellen Eigenisolate nach Rebsorten.

Rebsorte Spezies Anzahl

Spétburgunder Lactobacillus brevis 41
Pediococcus parvulus
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus casei

Acetobacter oeni

5
4
3
Pediococcus damnosus 9
1
Acetobacter tropicalis 3

5

Staphylococcus captitis

WeilRburgunder Lactobacillus brevis 16
Lactobacillus paracasei
Leuconostoc mesenteroides 4
Oenococcus oeni 40
Lactobacillus hilgardii

Staphylococcus condimenti

Chardonnay Oenococcus oeni
Staphylococcus captitis
Lactobacillus brevis

Staphylococcus epidermitis

Rl R PN ®©O N R

Trollinger Oenococcus oeni

Es ist festzustellen, dass es sich bei der Mehrzahl der Eigenisolate um Vertreter der
Milchsaurebakterien handelte. So konnten 134 der 148 Isolate dieser Familie zugeordnet
werden. Die Hauptarten waren hierbei Lactobacillus brevis (58 Stamme) und Oenococcus
oeni (49 Stamme). Diese beiden Arten machten somit ca. 80 % der isolierten
Milchsadurebakterien aus. Daneben wurden noch weitere Arten wie Lactobacillus casei,
Lactobacillus hilgardii und Lactobacillus paracasei, sowie die Pediokokken-Arten
Pediococcus damnosus und Pediococcus parvulus, und Leuconostoc mesenteroides in
geringerer Anzahl isoliert. Auffallig war, dass trotz der hohen Anzahl an Proben aus keinem
Versuchswein der Rebsorte Spéatburgunder das Bakterium Oenococcus oeni isoliert werden
konnte, wohingegen diese Art in nahezu allen Weillburgundern nachweisbar war
(40 Stdmme). Lactobacillus brevis wurde vor allem aus Spatburgunderweinen isoliert
(41 stamme), konnte aber ebenfalls in WeiRburgundern und Chardonnay nachgewiesen
werden.

Bei den restlichen, nicht den Milchsaurebakterien angehtérenden, Eigenisolaten handelte es

sich um vier Stamme der Gattung Acetobacter sowie 10 Stdmme von Staphylokokken.
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Wéhrend Essigsaurebakterien in der Weinherstellung vorkommen und das Milieu Wein ein
natiirliches Habitat fir sie darstellt, ist davon auszugehen, dass die verschiedenen
Staphylococcus-Arten durch Verunreinigungen, z.B. bei der Probenentnahme, in die
Versuchsweine gelangt sind.

Zusammenfassend lieR3 sich feststellen, dass es sich bei ca. 90 % der isolierten Stdmme um
Milchsaurebakterien handelte. Die SAPD-PCR und Multiplex-PCR stellten sich hierbei als
Methoden der Wahl zur Identifizierung von weinrelevanten Bakterien heraus. Die so
identifizierten Eigenisolate wurden in weiteren Versuchen auf ihr Potential zur Bildung
biogener Amine hin untersucht.

3.3 Analytische und physiologische Untersuchungen zum Nachweis biogener
Amine

Biogene Amine spielen eine wichtige Rolle in der Weinbereitung, da sie zum einen Einfluss
auf die Sensorik des Weines haben kdnnen, aber auch zum anderen einen physiologischen
Effekt beim Weinkonsumenten hervorrufen kénnen. Um das Vorkommen von Bakterien, die
diese Stickstoffverbindungen bilden konnen, zu untersuchen, wurden die 148 aus
Versuchsweinen isolierten Bakterienstamme auf ihre Fahigkeit zur Produktion biogener
Amine hin untersucht. Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Vertreter der
Milchsaurebakterien gelegt, da diese als Hauptproduzenten biogener Amine gelten.

3.3.1 Nachweis biogener Amine durch Wachstum auf einem Decarboxylasemedium

Die Bildung biogener Amine ist mit der Alkalisierung des Mediums und somit einem Anstieg
des pH-Werts verbunden. Dieser pH-Anstieg lasst sich durch die Zugabe eines pH-Indikators
nachweisen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Decarboxylasemedium nach Bover-Cid und
Holzapfel (1999) verwendet, dem die Vorstufen-Aminosaure Tyrosin zugegeben wurde.

Abbildung 3.7: Decarboxylasemedium zum Nachweis der Bildung biogener Amine. A = beimpft
mit Lactobacillus brevis B 190. B = unbeimpfte Kontrolle. Photographie. Beide Platten wurden fur 48 h
bei 30 °C inkubiert.
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Durch die Umwandlung von Tyrosin zu Tyramin durch Abspaltung der Carboxylgruppe
kommt es zu einer pH-Wert-Erh6hung. Abbildung 3.7 zeigt die Photographie zweier
Agarplatten mit Decarboxylasemedium. Die Platte A wurde mit dem Bakterium Lactobacillus
brevis B 190 beimpft, wohingegen Platte B als Negativ-Kontrolle diente. Es ist zu erkennen,
dass es bei Platte A zu einer Verfarbung des N&hrmediums von gelblich-griin zu violett
gekommen ist. Dies l&sst eine Bildung von Tyramin vermuten.

Der Nachweis einer Bildung biogener Amine mit Hilfe dieses Decarboxylasemediums setzt
voraus, dass fir jedes biogene Amin die jeweilige Vorlaufer-Aminosaure im Medium
vorhanden ist. Zudem werden nicht alle biogene Amine durch Decarboxylierung gebildet, so
dass deren Nachweis mit Hilfe dieser Methode nicht méglich ist. Da der Nachweis nur auf
eine Anderung des pH-Wertes beruht, ist gleichfalls nicht auszuschlieRen, dass der
Farbumschlag durch andere Stoffwechsel-Prozesse, die einen Anstieg des pH-Werts mit
sich bringen, bewerkstelligt wird.

Aufgrund dieser Nachteile wurden fur die Analyse der Bildung biogener Amine durch die
Eigenisolate sensitivere und spezifischere Methoden, wie Dinnschichtchromatographie und
HPLC, genutzt.

3.3.2 Nachweis biogener Amine durch Dinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie stellt eine schnelle und einfache Methode zur Trennung
verschiedener Verbindungen in einer Probe dar. Zur Trennung von biogenen Aminen wurde
eine Derivatisierung dieser Verbindungen mit Dansylchlorid durchgefiihrt. Die entstandenen
Derivate lieRen sich dann mit Hilfe von UV-Licht detektieren und durch den Einsatz
verschiedener Laufmittel diinnschichtchromatographisch auftrennen.

Es wurden vier verschiedene Laufmittel zur Trennung der Derivate untersucht. Mit den
Laufmitteln LM 2 (Hexan:n-Butanol:Triethylamin; 90:10:8,1, v/v/v) und LM 3 (Toluol:
Methanol:Cyclohexan:Wasser; 85:5:10:0,1, v/v/v) konnte keine zufriedenstellende Trennung
der biogenen Amine erreicht werden. Eine bessere Auftrennung wurde durch das Laufmittel
LM 4 (Chloroform:Dieethylether:Triethylamin; 6:2:1, v/v/v) erreicht (siehe Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Diunnschichtchromatographische Auftrennung der Standards biogener Amine
(2 mg/ml). Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus
Chloroform:Dieethylether: Triethylamin im Verhdltnis 6:2:1 (v/iv/v) verwendet. Die biogenen Amine

wurden dansyliert. Als Negativ-Kontrolle diente Wasser.

Die R-Werte der in Abbildung 3.8 aufgetrennten biogenen Amine sind in Tabelle 3.5

zusammengefasst.

Tabelle 3.5: R-Werte der einzelnen biogenen Amine durch Auftrennung mit Laufmittel LM 4

(Chloroform:Dieethylether:Triethylamin; 6:2:1,v/v/v).

Biogenes Amin Ri-Wert [abs.]
Serotonin 0,254
Ethanolamin 0,214
Putrescin 0,398
Tryptamin 0,422
Cadaverin 0,506
Histamin 0,631
Tyramin 0,722
Ethylamin 0,727
Phenylethylamin 0,811
Isoamylamin 0,816
Hexylamin 0,835

Aus Abbildung 3.8 geht hervor, dass vor allem die biogenen Amine mit einem R-Wert unter
0,5 (Cadaverin, Ethanolamin, Putrescin, Serotonin und Tryptamin) mit Hilfe dieses

Laufmittels getrennt werden konnten. Bei den restlichen Aminen lagen die Signale sehr nahe
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beieinander und die R-Werte konnten nicht eindeutig unterschieden werden. Zur besseren
Auftrennung dieser Amine wurde ein weiteres Laufmittel, LM 1, verwendet, das aus einem
Gemisch von Toluol:Chloroform:Triethylamin im Verhaltnis 10:6:7 (v/v/v) bestand. Die
Ergebnisse der diunnschichtchromatographischen Auftrennung der Standards biogener
Amine sind in Abbildung 3.9, die R-Werte in Tabelle 3.6 dargestellt.
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Abbildung 3.9: Dunnschichtchromatographische Auftrennung der Standards biogener Amine
(1 mg/ml). Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus
Toluol:Chloroform:Triethylamin im Verhaltnis 10:6:7 (v/iv/v) verwendet. Die biogenen Amine wurden

dansyliert. Als Negativ-Kontolle diente Wasser.

Tabelle 3.6: R-Werte der einzelnen biogenen Amine durch Auftrennung mit Laufmittel LM 1

(Toluol:Chloroform:Triethylamin; 10:6:7, v/iviv).

Biogenes Amin R¢-Wert [abs.]
Serotonin 0,109
Ethanolamin 0,17
Putrescin 0,176
Tryptamin 0,241
Cadaverin 0,241
Histamin 0,476
Tyramin 0,667
Ethylamin 0,743
Phenyethylamin 0,804
Isoamylamin 0,883
Hexylamin 0,92
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Wie in Abbildung 3.9 ersichtlich ist, konnte eine Trennung der biogenen Amine Ethylamin,
Hexylamin, Isolamylamin, Phenylamin und Tyramin mit Hilfe dieses Laufmittels erzielt
werden. Auch die berechneten Ri-Werte lassen sich unterscheiden (vergleiche Tabelle 3.6).
Jedoch war eine zufriedenstellende Trennung von Cadaverin, Ethanolamin, Putrescin und
Tryptamin nicht méglich.

Als mogliche Methode zur Trennung dieser vier biogenen Amine wurde eine 2D-
Dunnschichtchromatographie durchgefiihrt. Hierbei wurden die Derivate zuerst in einer
Dimension mit LM 1 getrennt und, nach der Trocknung der Dinnschichtplatte, in der zweiten

Dimension mit LM 4 getrennt.
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Abbildung 3.10: 2D-Dinnschichtchromatographische Auftrennung von Cadaverin/Tryptamin
und Ethanolamin/Putrescin (1 mg/ml). Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht. Als
Laufmittel wurde A = Chloroform:Diethylether:Triethylamin (6:2:1, viv/v) und B = Toluol:Chloroform:

Triethylamin (10:6:7, v/viv) verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert.

Durch den Einsatz eines zweiten Laufmittels orthogonal zum ersten konnte eine Trennung
der biogenen Amine Cadaverin/Tryptamin und Ethanolamin/Putrescin erzielt werden (siehe
Abbildung 3.10). Wahrend nach der dinnschichtchromatographischen Auftrennung der
Amine mit dem ersten Laufmittel nur zwei Signale erkennbar waren, konnten nach der
zweiten Auftrennung vier Signale detektiert werden. Da jedoch fur das Auftrennen einer
Probe in zwei Dimensionen jeweils eine hp-TLC-Platte notwendig war, wurde diese Methode
nicht zur Untersuchung der Bildung biogener Amine durch die Eigenisolate genutzt.

Eine Trennung aller biogenen Amine konnte durch den Einsatz von zwei parallelen
Dunnschichtchromatographien mit verschiedenen Laufmitteln bewerkstelligt werden. So
konnten die Amine Cadaverin, Ethanolamin, Putrescin und Tryptamin am besten mit dem
Laufmittel LM 4 (Chloroform:Diethylether:Triethylamin; 6:2:1, v/v/v) getrennt werden,
wahrend bei den Aminen Ethylamin, Hexylamin, Histamin, Isoamylamin, Phenylethylamin,
Serotonin und Tyramin Laufmittel LM 1 (Toluol:Chloroform:Triethylamin; 10:6:7, viv/v) die
besten Ergebnisse zeigte (siehe Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Dinnschichtchromatographische Auftrennung der Standards biogener Amine
(0,1 mg/ml). Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht (schwarz-wei3-Darstellung). Als
Laufmittel wurde A = Chloroform:Diethylether:Triethylamin (6:2:1, viv/v) und B = Toluol:Chloroform:

Triethylamin (10:6:7, v/viv) verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert.

Wie in Abbildung 3.11 dargestellt, konnte durch den Einsatz von zwei parallelen
Dunnschichtchromatographien mit  verschiedenen Laufmitteln die Trennung aller
untersuchten biogenen Amine erzielt werden. Weiter war zu erkennen, dass die besonders
beachteten biogenen Amine Histamin, Phenylethylamin und Tyramin eindeutig von den
anderen Aminen unterschieden werden konnten und so die Bildung dieser Verbindungen
zweifelsfrei nachweisbar war. Da mit Laufmittel LM 4 (Toluol:Chloroform:Triethylamin; 10:6:7,
viviv) die Trennung dieser Amine am Besten war, wurde dieses Laufmittel standardmé&Rig
zur Untersuchung biogener Amin-Bildung durch die Eigenisolate eingesetzt. Durch Zugabe
von 1 % Tween 80 zum Laufmittel konnte die Stabilitdt und Intensitéat der Fluoreszenzsignale
der Dansylderivate noch gesteigert werden.

Zur genaueren Beschreibung der Methode wurden die Nachweisgrenzen fir jedes biogene
Amin bestimmt. Hierzu wurden serielle Verdiinnungen der Standard-Lésungen angesetzt
und diese mit Dansylchlorid derivatisiert. Anschlielend wurden die Derivate diinnschicht-
chromatographisch aufgetrennt und die minimal nachweisbare Konzentration ermittelt. Ein
Beispiel fur die Bestimmung der Nachweisgrenze gibt Abbildung 3.12. Hier wurden die

Nachweisgrenzen fir Histamin und Tyramin bestimmt.
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Abbildung 3.12: Dinnschichtchromatographische Auftrennung von Standardlésungen
biogener Amine zur Bestimmung der Nachweisgrenze. Photographie einer hp-TLC-Platte unter
UV-Licht. A = Histamin; B = Tyramin. Als Laufmittel wurde Toluol:Chloroform:Triethylamin (10:6:7,

viviv) verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert. Als Negativ-Kontrolle diente Wasser.

Aus Abbildung 3.12 geht hervor, dass sowohl Histamin als auch Tyramin noch in einer
Konzentration von 10 mg/l nachweisbar waren. Die Konzentration von 1 mg/l konnte nicht
mehr detektiert werden. Analog zur Durchfihrung der in Abbildung 3.12 dargestellten
Dunnschichtchromatographie zur Bestimmung der Nachweisgrenze, wurde diese fir weitere

biogene Amine bestimmt (siehe Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Nachweisgrenzen verschiedener biogener Amine durch Dinnschicht-
chromatographie.

Biogenes Amin Minimale Nachweisgrenze [mg/l]
Agmatin 100

Ethylamin, Histamin, Hexylamin, Tryptamin, 10

Tyramin, Spermidin, Phenylethylamin, Serotonin

Cadaverin, Ethanolamin, Spermin, Putresin 1

Taurin n.d.

Wahrend Cadaverin, Ethanolamin, Putrescin und Spermin noch in Konzentrationen von 1
mg/l detektiert werden konnten, lag die Nachweisgrenze der Mehrzahl der untersuchten
Amine bei 10 mg/ml (siehe Tabelle 3.7). Lediglich Agmatin konnte nur in hohen
Konzentrationen, das hei3t ab 100 mg/l, nachgewiesen werden. Auffallig war, dass das
biogene Amin Taurin nicht durch Dansylchlorid derivatisiert werden konnte. Da dieses Amin
jedoch nicht in Wein und Most vorkommt, wurden keine weiteren Versuche zum Nachweis

von Taurin durchgefuhrt.
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Zur Verfeinerung der Methode wurde versucht durch Erhéhung der Derivatisierungs-
temperatur die Inkubationszeit zu verringern. Hierzu wurde die Derivatisierung der Proben
bei 70 °C fur 2 h, anstatt bei Raumtemperatur fir 24 h durchgefihrt. Abbildung 3.13 zeigt

das Ergebnis dieser Schnellderivatisierung.
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Abbildung 3.13: Dinnschichtchromatographische Auftrennung von Standardldsungen
biogener Amine (1 mg/ml) nach Schnellderivatisierung. Photographie einer hp-TLC-Platte unter
UV-Licht. Als Laufmittel wurde Toluol:Chloroform:Triethylamin (10:6:7, viviv) verwendet. Die biogenen

Amine wurden dansyliert. Als Negativ-Kontrolle diente Wasser.

Durch die Erhoéhung der Derivatisierungstemperatur konnte die Inkubationsdauer der
Derivatisierung reduziert werden. Wie aus Abbildung 3.13 hervorgeht, konnten schon nach
2 h bei 70 °C Signale verschiedener biogener Amine nach der diinnschichtchromato-
graphischen Auftrennung detektiert werden. Die Signale unterschieden sich hierbei in
Intensitat und Stabilitdt nicht von denen der Proben, die fir 24 h inkubiert wurden. Aufgrund
dieser Ergebnisse konnte die Derivatisierung der zu untersuchenden Proben und damit die
Analysezeit drastisch verkirzt werden.

Mit Hilfe der beschriebenen entwickelten und verfeinerten Diinnschichtchromatographie ist
es gelungen elf verschiedene weinrelevante biogene Amine zu trennen und bis zu einer
Konzentration von durchschnittlich 10 mg/l nachzuweisen. Dies diente als Grundlage zum
Nachweis der Bildung biogener Amine durch die aus Versuchsweinen isolierten

Bakterienstamme.

87



Ergebnisse

3.3.3 Nachweis der Bildung biogener Amine durch die Eigenisolate mit Hilfe der

Dunnschichtchromatographie

Mit Hilfe der im vorhergehenden Kapitel beschriebenen Dinnschichtchromatographie sollte
die Bildung biogener Amine durch die Eigenisolate tUberprift werden. Dafir wurden die
Bakterien in Kulturmedium inkubiert. Nach dem Wachstum wurde der Kulturiiberstand der

Eigenisolate auf das Vorhandensein von biogenen Aminen untersucht. Abbildung 3.14 zeigt

die diinnschichtchromatographische Auftrennung der Kulturiiberstande einiger Eigenisolate.

£
=
k-]
@
=
[2]
14
=

BA-Standard
P54.1.1

o N
s =
(32 (523
n n
o o

P 4.1
P4.2
P 53.2

. B ¥ <«— Tyramin

Abbildung 3.14: Diunnschichtchromatographische Auftrennung der Kulturiiberstande einiger
Eigenisolate. Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde
Toluol:Chloroform:Triethylamin (10:6:7, v/viv) verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert. Als

Negativ-Kontrolle diente Wasser.

In Abbildung 3.14 ist zu erkennen, dass neben den Signalen, die bereits im unbeimpften
MRS-Medium auftraten, weitere Signale in den Proben der Kulturiberstéande detektierbar
waren. Durch Abgleich mit dem Standard, konnte eine Bildung von Tyramin bei den
Eigenisolaten P 4.1, P 53.1.1, P 53.1.2, P 53.2 und P 54.1.1, die als Lactobacillus brevis
identifiziert wurden, nachgewiesen werden. Das hellgriine Fluoreszenzsignal in den Proben
wies denselben R+-Wert auf wie das vierte Signal des Standards (von oben), welches dem
biogenen Amin Tyramin zuzuordnen ist. Das Eigenisolat P 4.2 (Pediococcus parvulus) zeigte
ein Signal mit einem RgWert von 0,8 und bildete offenbar das biogene Amin
Phenylethylamin.

In allen diinnschichtchromatographischen Auftrennungen der Kulturiiberstinde fiel auf, dass

in jeder Probe ein starkes Fluoreszenzsignal mit dem R-Wert von etwa 0,30-0,33 auftrat, das
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zwischen den Signalen von Cadaverin/Tryptamin und Histamin lag. Ebenfalls war in der
Lauffront ein Signal in jeder Probe detektierbar. Da Dansylchlorid sowohl Amino- als auch
HydroxIgruppen derivatisiert, wurde untersucht, ob es sich bei den auftretenden Signalen um
diejenigen der Dansyl-NH,- bzw. Dansyl-OH-Derivate handelte. Hierzu wurde zum einen
Ethanol und zum anderen Ammoniak analog der Vorgehensweise bei den Proben

derivatisiert und dunnschichtchromatographisch aufgetrennt (siehe Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Dinnschichtchromatographische Auftrennung von derivatisiertem Ammoniak
und Ethanol. Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde

Toluol:Chloroform:Triethylamin (10:6:7, viviv) verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert.

In Abbildung 3.15 ist zu erkennen, dass sowohl in Fluoreszenzfarbe als auch in den Ry
Werten die Signale, die durch Derivatisierung von Ammoniak und Ethanol entstanden sind,
denen in den Kulturiberstidnden entsprachen. Es war somit davon auszugehen, dass es sich
bei den Signalen im Medium bzw. in den Proben um die NH,- bzw. OH-Derivate des

Dansylchlorids handelte.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle 148 Eigenisolate diinnschichtchromato-

graphisch auf die Bildung biogener Amine hin untersucht. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind in Tabelle 3.8 zusammengefasst.
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Tabelle 3.8: Verteilung der biogenen Amine, die durch dinnschichtchromatographische

Auftrennung der Kulturiiberstande der Eigenisolate nachgewiesen werden konnten.?

Art Anzahl Anzahl Ety® His® Tyr® Phe®
der der
Stamme Produzenten

Lactobacillus brevis 58 58 4 8 58 6
Lactobacillus casei 3 - 1 2 -
Lactobacillus paracasei 5 4 2 4 - -
Lactobacillus hilgardii 1 - - - - -
Pediococcus damnosus 9 4 - 3 -
Pediococcus parvulus 5 2 - 2 1
Leuconostoc mesenteroides 4 2 - - 1 1
Oenococcus oeni 49 - - - - -
Acetobacter oeni 1 - - - - -
Acetobacter tropicalis 3 2 - - 2 -
Staphylococcus condimenti 2 - - - - -
Staphylococcus captitis 7 6 - 5 2 3
Staphylococcus epidermitis 1 - - 1
Summe 148 81 6 22 71 12

% Ety = Ethylamin, His = Histamin, Tyr = Tyramin, Phe = Phenylethylamin

® Absolute Anzahl der produzierenden Stamme

Insgesamt waren 81 der 148 isolierten Stdmme in der Lage, mindestens ein biogenes Amin
zu bilden (siehe Tabelle 3.8). Hierbei war Tyramin, welches von 71 Stammen gebildet wurde,
das am haufigsten auftretende Amin. Wéahrend Histamin in 22 Kulturiiberstanden
detektierbar war, wurde die Produktion der biogenen Amine Phenylethylamin und Ethylamin
in 12 bzw. 6 Stdmmen nachgewiesen. Betrachtet man nur die Milchsaurebakterien, so liel3
sich bei 72 der 134 Eigenisolate die Produktion biogener Amine nachweisen. Auch hier
handelte es sich vor allem um Tyramin (66 Stamme). Histamin wurde von 17,
Phenylethylamin von 8 und Ethylamin von 6 Stammen gebildet. Auffallig war, dass nicht alle
isolierten Arten von Milchsaurebakterien in der Lage waren biogene Amine zu bilden. So
wurden in allen Kulturiiberstanden der Stamme, die als Lactobacillus brevis identifiziert
wurden, biogene Amine detektiert, wahrend eine Bildung dieser Verbindungen durch
Oenococcus oeni und Lactobacillus hilgardii nicht nachgewiesen werden konnte. Bei den
anderen Arten zeigte sich, dass die Bildung biogener Amine stammspezifisch war, da z.B.
bei den isolierten Pediokokken-Stdmmen nur etwa die Halfte der Kulturiberstinde biogene

Amine enthielt.
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Tyramin, welches das haufigste biogene Amin darstellte, wurde von allen Stdmmen von
Lactobacillus brevis gebildet. Daneben konnte eine Produktion der anderen drei biogenen
Amine (Ethylamin, Histamin und Phenylethylamin) durch diese Spezies nachgewiesen
werden. Innerhalb dieser Art gab es auch Stamme, die in der Lage waren bis zu drei biogene
Amine zu bilden. Die Arten Lactobacillus casei und Lactobacillus paracasei zeichneten sich
durch die Bildung von Histamin aus. So konnte dieses Amin in 5 der 8 untersuchten Stamme
detektiert werden. Bei Leuconostoc mesenteroides konnte die Bildung von Tyramin und
Phenylethylamin in je einem Stamm nachgewiesen werden. Das am haufigsten gebildete
Amin bei den Pediokokken war ebenfalls das Tyramin. Es konnte in 5 der 14 isolierten
Stamme nachgewiesen werden, gefolgt von Histamin (4 Stdmme) und Phenylethylamin
(1 Stamm). Wie bereits erwahnt enthielt kein Kulturiberstand der 49 Oenococcus oeni-
Stamme biogene Amine.

Auch bei den isolierten Essigsaurebakterien konnte bei 2 Stammen der Art Acetobacter
tropicalis eine Bildung von Tyramin detektiert werden. Die anderen beiden Stdmme zeigten
hingegen keine Produktion dieser Verbindungen. Von den 10 Staphylococcus-Isolaten waren
7 in der Lage biogene Amine zu bilden. Hierbei handelte es sich vor allem um Histamin
(5 Stamme). Aufféallig war die gleichzeitige Bildung mehrerer biogener Amine durch einen
Staphylococcus-Stamm.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass etwa 54 % der isolierten Milchs&urebakterien in
der Lage waren unter den gegebenen Versuchsbedingungen ein oder mehrere biogene
Amine zu bilden. Tyramin wurde hierbei von 49 % der Milchs&urebakterien-Isolate gebildet,

gefolgt von Histamin (13 %), Phenylethylamin (6 %) und Ethylamin (4 %).

3.3.4 Quantifizierung der Bildung biogener Amine

Neben der dunnschichtchromatographischen Untersuchung von Kulturiiberstanden der
isolierten Bakterien, wurde die Bildung biogener Amine bei finf ausgewahlten Stammen
verschiedener Arten mit Hilfe von HPLC-Analyse quantifiziert. Hierzu wurde eine am Institut
fur Mikrobiologie und Weinforschung entwickelte Umkehrphasen-HPLC Methode mit einer
Vorsaulenderivatisierung der Amine mit ortho-Phtaldialdehyd (OPA) durchgefiihrt. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3.9 dargestellt.
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Tabelle 3.9: Quantifizierung der Bildung biogener Amine durch einige Eigenisolate.?

Art (Stamm) Eta His Ser Ety Tyr Try Phe Iso Cad Put
[mg/ml]

Pc. parvulus P 4.2 401 119 nd. 528 197 018 nd. 25 0,38 0,08

Lb. brevis P 17.2 1,11 3,02 nd. 539 191 081 0,23 1,92 0,18 n.d.

Lb. casei P 26 223 412 nd. 553 1,22 0,74 033 1,41 0,18 n.d.

Lb. paracasei P 104.1 1,17 9,1 nd. 6,72 n.d. 04 nd. 269 0,15 0,68

Lc. mesenteroides P 325 0,42 567 193 461 89 0,18 053 158 0,09 0,16

% Eta = Ethanolamin, His = Histamin, Ser = Serotonin, Ety = Ethylamin, Tyr = Tyramin, Try =
Tryptamin, Phe = Phenylethylamin, Iso = Isoamylamin, Cad = Cadaverin, Put = Putrescin; Pc. =
Pediococcus, Lb. = Lactobacillus, Lc. = Leuconostoc; n.d. = nicht detektiert.

Wie in Tabelle 3.9 ersichtlich konnte mit Hilfe der HPLC eine Vielzahl biogener Aminen
nachgewiesen werden. Neben den Aminen Ethylamin, Histamin, Phenylethylamin und
Tyramin, deren Bildung durch die Eigenisolate mittels Dinnschichtchromatographie
nachgewiesen wurde, wurden des weiteren die Amine Cadaverin, Ethanolamin,
Isoamylamin, Putrescin, Serotonin und Tryptamin detektiert. Mit Ausnahme von Ethanolamin
und Isoamylamin lagen die Konzentrationen dieser biogenen Amine jedoch unter 1 mg/I.
Histamin und Ethylamin wurde in allen untersuchten Proben mit einer Konzentration von 3,02
bis 11,9 mg/l (Histamin) bzw. 4,61 bis 6,72 mg/l (Ethylamin) nachgewiesen. Tyramin,
welches das am héaufigsten nachgewiesene biogene Amin bei der dinnschicht-
chromatographischen Untersuchung der Eigenisolate war, konnte in vier der finf StAmme in
Konzentrationen von 1,22 bis 8,89 mg/l wiedergefunden werden. Das Eigenisolat
Lactobacillus paracasei P 104.1 zeigte jedoch schon bei der Dunnschichtchromatographie
keine Bildung von Tyramin. Eine Bildung von Cadaverin und Tryptamin konnte in allen
untersuchten Stammen detektiert werden. Mit Konzentrationen von unter einem mg/l war
diese jedoch nicht sehr ausgeprégt. Eine Bildung von Serotonin war nur bei Leuconostoc
mesenteroides P 325 zu beobachten. Dieser Stamm zeichnete sich auch durch eine
besonders hohe Bildung von Tyramin aus (8,89 mg/l). Die Gesamt-Konzentration der
gebildeten biogenen Amine betrug von 14,57 mg/l bei Lactobacillus brevis P 17.2 bis zu
23,38 mg/l bei Pediococcus parvulus P 4.2 und somit durchschnittlich 20,33 mg/l.

Durch die Quantifizierung der biogenen Amine konnte ein Uberblick (ber die
Konzentrationen der gebildeten biogenen Amine gewonnen werden. Weiterhin wurde die
Bildung weiterer Amine nachgewiesen. Dass diese gebildeten biogenen Amine nicht mit Hilfe
der Dinnschichtchromatographie nachweisbar waren, ist hochstwahrscheinlich der
Nachweisgrenze der einzelnen Verbindungen geschuldet. Somit stellte die HPLC eine
sinnvolle Ergdnzung zu den Ergebnissen der dinnschichtchromatographischen

Untersuchungen der Eigenisolate dar.

92



Ergebnisse

3.4 Der Testorganismus Lactobacillus brevis B 190

Ein Ziel dieser Arbeit war es, Enzyme zu isolieren und identifizieren, mit denen man in der
Lage ist, das Wachstum von biogenen Aminen bildenden Bakterien zu hemmen. Hierzu
wurde ein Testorganismus gewahlt, der im Milieu Most und Wein zu finden ist und biogene

Amine produziert. Die Wabhl fiel hierbei auf Lactobacillus brevis B 190.

3.4.1 Molekularbiologische Identifizierung von Lactobacillus brevis B 190

Zur molekularbiologischen Identifizierung des Stammes B 190, der in der Stammsammlung
des Instituts fur Mikrobiologie und Weinforschung als Lactobacillus buchneri hinterlegt war,
wurde dessen 16S rDNA mit Hilfe von PCR amplifiziert und anschlieRend sequenziert (siehe

Tabelle 3.10, Sequenz siehe Anhang).

Tabelle 3.10: Ergebnisse der Datenbank-Analyse der 16S rDNA-Sequenz von Stamm B190.

Stamm  N&chster Verwandter Sequenzidentitéat
(NCBI Datenbank) [bp/bp]
B 190 Lactobacillus brevis GIMC3:BVL-390 998/1001 (99 %)

Accession number: JF728255.1

Durch Sequenzierung der 16S rDNA konnte der Stamm B 190 als Lactobacillus brevis

identifiziert werden.

3.4.2 Bildung biogener Amine durch Lactobacillus brevis B 190 unter weinrelevanten
Bedingungen

Nachdem der Testorganismus eindeutig identifiziert werden konnte, wurde dieser hinsichtlich
seiner Fahigkeit zur Bildung biogener Amine untersucht. Dazu wurden Kulturiiberstédnde von
Lactobacillus brevis B 190 mit Dansylchlorid derivatisiert und anschlieend die Derivate
dunnschichtchromatographisch  aufgetrennt. Der Testorganismus wurde in drei
verschiedenen Medien (MRS-Medium, TJ-Medium und Traubensaft) kultiviert, um eine
etwaige Abhangigkeit der Produktion biogener Amine vom Kulturmedium zu untersuchen
(siehe Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Dinnschichtchromatographische Auftrennung der Kulturiberstande von
Lactobacillus brevis B 190, angezogen in verschiedenen Kulturmedien (angegeben in
Klammern). Photographie einer hp-TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde
Toluol:Chloroform:Triethylamin (10:6:7, v/viv) verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert. Als

Negativ-Kontrolle diente Wasser. GJ = Traubensaft.

Wie in Abbildung 3.16 zu erkennen, war der Testorganismus Lactobacillus brevis B 190 in
der Lage in allen untersuchten Kulturmedien biogene Amine zu bilden. Die Signale in den
Proben entsprachen hierbei denen von Histamin und Tyramin, deren Signalstarke in allen
Medien nahezu gleichmaRig ausgepradgt war. Lediglich das Histamin-Signal in den
Kulturiiberstdnden des Traubensafts war etwas schwéacher. Somit konnte bewiesen werden,
dass Lactobacillus brevis B 190 ein potentieller Bildner biogener Amine darstellt. Da dieser
Organismus ebenfalls im Traubensaft Histamin und Tyramin bildete, war dieser Stamm ein
Reprasentant fur die mégliche Bildung biogener Amine wahrend der Weinbereitung. Dies
sollte in weiteren Versuchen spezifiziert werden.

Wichtige Parameter wahrend der Weinbereitung sind die Temperatur und der pH-Wert. Um
die Bildung biogener Amine durch Lactobacillus brevis B 190 unter verschiedenen
weinrelevanten Bedingungen zu testen, wurde dieser bei vier verschiedenen Temperaturen

und neun verschiedenen pH-Werten kultiviert. Der Nachweis der biogenen Amine erfolgte

mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie.
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Abbildung 3.17: Dinnschichtchromatographische Auftrennung der Kulturiberstande von

Lactobacillus brevis B 190, angezogen bei verschiedenen pH-Werten. Photographie einer hp-
TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde Toluol:Chloroform: Triethylamin (10:6:7, viviv)

verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert. Als Negativ-Kontrolle diente Wasser.

Aus Abbildung 3.17 geht hervor, dass Tyramin in allen Proben vorhanden war. Auch die
Intensitat der Signale war in nahezu allen Proben gleichmaliig ausgeprégt. Es liel sich also
festhalten, dass die Bildung von Tyramin vom pH-Wert des Mediums unabhangig ist.
Histamin hingegen konnte erst ab einem pH-Wert des Mediums von 4,0 zweifelsfrei
detektiert werden. Bei pH-Wert 3,5 liel3 sich bereits eine schwache Bildung von Histamin
vermuten. Wurde der Testorganismus bei einem pH-Wert von 3,0 kultiviert, konnte keine
Bildung von Histamin im Medium detektiert werden. Die Fluoreszenzstarke der Histamin-
Signale in den Proben der pH-Werte 4,0 bis 7,0 war gleichbleibend und etwas schwéacher als
die Tyramin-Signale.

Des Weiteren wurde die Abhéangigkeit der Bildung biogener Amine von der

Kultivierungstemperatur untersucht.
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Abbildung 3.18: Dunnschichtchromatographische Auftrennung der Kulturiiberstdnde von
Lactobacillus brevis B 190, angezogen bei verschiedenen Temperaturen. Photographie einer hp-
TLC-Platte unter UV-Licht. Als Laufmittel wurde Toluol:Chloroform:Triethylamin (10:6:7, v/iviv)

verwendet. Die biogenen Amine wurden dansyliert. Als Negativ-Kontrolle diente Wasser.

Bei allen getesteten Temperaturen war eine Produktion von Histamin und Tyramin durch
Lactobacillus brevis B 190 zu detektieren (siehe Abbildung 3.18). Auch hier war die
Signalstarke von Tyramin in allen Proben hoher als die des Histamins. Dariiber hinaus
unterschieden sich die Signal-Muster der Kulturiiberstdnde der einzelnen Kultivierungs-
temperaturen weitgehend nicht. Lediglich bei den Kulturen die bei 30 °C gewachsen waren,
konnte eine starkere Auspragung des Histamin-Signals als in den restlichen Proben
nachgewiesen werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich sagen, dass Lactobacillus brevis B 190 in der Lage
war unter weinrelevanten Bedingungen, d.h. niedrige Temperaturen und pH-Werte, biogene
Amine zu produzieren. Die Bildung von Tyramin konnte dabei bei allen untersuchten
Parametern detektiert werden, wohingegen Histamin bei pH-Werten unter 4,0 nur kaum oder

gar nicht nachgewiesen werden konnte.

3.4.3 Identifizierung und Sequenzierung der Decarboxylase-Gene bei Lactobacillus
brevis B 190

Nachdem die Produktion von Histamin und Tyramin durch Lactobacillus brevis B 190 mit
Hilfe der Dunnschichtchromatographie festgestellt wurde, sollten die Gene fir Enzyme zur
Bildung dieser biogenen Amine nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um zwei

Decarboxylasen, welche die Abspaltung der Carboxyl-Gruppen von Histidin und Tyrosin
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katalysieren und hierdurch Histamin bzw. Tyramin bilden. Zum Nachweis dieser Gene
wurden spezifische Primer fur die Histidin-Decarboxylase und Tyrosin-Decarboxylase

verwendet.

- .
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Abbildung 3.19: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von Lactobacillus
brevis B 190 nach Amplifikation der Decarboxylase-Gene. Photographie eines Agarose-Gels nach
Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). A = Nachweis des Gens der Tyrosin-Decarboxylase;
B = Nachweis des Gens der Histidin-Decarboxylase. Als Kontrolle diente PCR-Wasser. Oenococcus
oeni P 343 und P 350 dienten als Negativkontrolle.

In Abbildung 3.19 A ist in beiden Proben von Lactobacillus brevis B 190 ein PCR-Amplifikat
mit einer GroéRe von ca. 1200 bp zu erkennen. In den beiden Proben von Oenococcus oeni P
343 und P 350 konnte dieses DNA-Fragment nicht wiedergefunden werden. Oenococcus
oeni wurden als Negativ-Kontrolle gewahlt, da beide Stdmme bei der dinnschicht-
chromatographischen Untersuchung der Eigenisolate auf die Bildung biogener Amine keine
Produktion dieser Verbindungen zeigten. Ein PCR-Produkt der ungefahren Grof3e von 500
bp konnte bei der Amplifikation des Gens fiur die Histidin-Decarboxylase in den beiden
Proben von Lactobacillus brevis B 190 nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.19 B).
Auch hier war kein PCR-Produkt bei der Negativ-Kontrolle Oenococcus oeni P 350 zu
erkennen.

Um sicherzustellen, dass es sich bei den Amplifikaten tatséachlich um die Gene der
Decarboxylasen handelte, wurden diese sequenziert. Die Ergebnisse dieser Sequenzierung
sind in Tabelle 3.11 zusammengefasst.
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Tabelle 3.11: Ergebnisse der Datenbank-Analyse von Sequenzen der PCR-Produkte nach

Amplifizierung der Decarboxylase-Gene.?

Stamm

Spezies

Gen

Nachster Verwandter Sequenzidentitéat
(NCBI Datenbank) [bp/bp]

B 190

B 190

B 190

B 190

B 190

Lb. brevis

Lb. brevis

Lb .brevis

Lb. brevis

Lb. brevis

TDC

TDC

TDC

TDC

TDC

Lb. brevis, 354/357 (99 %)
Tyrosin-Decarboxylase Operon

Accession number: AF446085.5

Lb. brevis, 886/887 (99 %)
Tyrosin-Decarboxylase Operon

Accession number: AF446085.5

Lb. brevis, 982/984 (99 %)
Tyrosin-Decarboxylase Operon

Accession number: AF446085.5

Lb. brevis, 987/988 (99 %)
Tyrosin-Decarboxylase Operon

Accession number: AF446085.5

Lb. fermentum RAF15800, 258/258 (100 %)
Tyrosin-Decarboxylase

Accession number: EF371900.1

B 190

B 190

Lb. brevis

Lb. brevis

HDC

HDC

Lb. buchneri, 394/398 (99 %)
Histidin-Decarboxylase;

Accession number: DQ132890.1

Lb. buchneri, 385/386 (99 %)
Histidin-Decarboxylase;

Accession number: DQ132890.1

2 Lb. = Lactobacillus

Durch Recherchen in der NCBI-Datenbank konnten die PCR-Produkte mit einer Gréf3e von

ca. 1200 bp als das Gen fiir eine Tyrosin-Decarboxylase identifiziert werden. Die ermittelte

Sequenz wurde mit einer Sequenzidentitdt von 99 % dem Tyrosin-Decarboxylase Operon

von Lactobacillus brevis (Accession number: AF446085.5) zugeordnet. Dabei wurden bis zu

988 bp fur den Sequenzabgleich verwendet (siehe Tabelle 3.11). Eine Teilsequenz der PCR-

Produkte war zu 100 % uUbereinstimmend mit der Sequenz fur das Gen einer Tyrosin-

Decarboxylase von Lactobacillus fermentum RAF 15800 (Accession number: EF371900.1).

Jedoch hatte die in der Datenbank hinterlegte Sequenz nur eine Lange von 258 bp, so dass

eine verlassliche Aussage uber die Sequenzidentitat nicht gegeben war.
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Bezlglich der Sequenz der PCR-Produkte mit einer Grdl3e von ca. 500 bp, konnte eine
Sequenzidentitat von 99 % mit dem Gen einer Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus
buchneri (Accession number: DQ132890.1) nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.11). Da
diese Sequenz nicht der Art Lactobacillus brevis zugeordnet war und sich ebenfalls keine
Sequenz einer Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus brevis in der NCBI-Datenbank
befand, wurde ein phylogenetischer Stammbaum mit den Gensequenzen verschiedener
Histidin-Decarboxylasen von naheverwandten Mikroorganismen erstellt. Dies sollte der
phylogenetischen Einordnung des Gens fiir die Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus
brevis B 190 dienen.

Streptococcus thermophilus CHCC 6483; EN686790.1
Lactobacillus reuteri JCM 1112; NC010609.1

* Lactobacillus buchneri, DQ132890.1

Lactobacillus brevis B 190, A

Lactobacillus brevis B 190, B

Lactobacillus hilgardii IOEB 0006, AY651779.1

Lactobacillus sakei, DQ132888.1

Lactobacillus sakei LTH 2076, AY800122.1

01 Oenococcus oeni, DQ132887.1

Abbildung 3.20: Phylogenetischer Stammbaum der Gensequenzen fir eine Histidin-
Decarboxylase verschiedener Mikroorganismen. Zur Erstellung des Stammbaums wurde ein
Alignment der Sequenzen mit Hilfe der Software ClustalX durchgefiihrt (siehe Anhang). Die
Darstellung des Stammbaums erfolgte mit Hilfe von TreeView. Als Outgroup wurde Streptococcus
thermophilus bestimmt. Die Accession number der einzelnen Sequenzen ist in blau dargestellt. Die

ermittelten HDC-Sequenzen von Lactobacillus brevis B 190 sind rot umrandet (Parallele A und B).

Aus Abbildung 3.20 geht hervor, dass das Gen fir die Histidin-Decarboxylase von
Lactobacillus brevis B 190 in naher phylogenetischer Verwandtschaft zu Lactobacillus
buchneri steht (siehe rote Umrandung). Hierbei ist jedoch eine Abspaltung des Astes der
Sequenzen von Lactobacillus brevis B 190 vom Lactobacillus buchneri zu erkennen. Einen
weiteren Ast bilden die Gensequenzen von Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus sakei und
Oenococcus oeni. Innerhalb dieses Astes ist jedoch keine Abspaltung einer Art zu erkennen,
so dass davon auszugehen ist, dass bei diesen Sequenzen eine hohe Identitat besteht.
Neben den bereits erwahnten Arten zeigt die Gensequenz der Histidin-Decarboxylase von
Lactobacillus reuteri eine deutliche Entfernung von diesen. Somit hat dieses
Milchséurebakterium eine nahere phylogenetische Verwandtschaft zur Outgroup
Streptococcus thermophilus als zu den anderen Lactobacillus-Arten und Oenococcus oeni.
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Zuséatzlich zum dunnschichtchromatographischen Nachweis der Bildung von Histamin und
Tyramin, konnte fiur den Testorganismus Lactobacillus brevis B 190 somit das
Vorhandensein der Gene fir die Histidin-Decarboxylase und Tyrosin-Decarboxylase
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestétigten die Tatsache, dass es sich bei diesem
Organismus um einen potentiellen Schadling wahrend der Weinbereitung handelte. Somit
wurde dieses Bakterium als Zielorganismus fir die Untersuchung lytischer Enzyme

ausgewahlt.

3.4.4 Extraktion und Reinigung von S-Layer-Proteinen von Lactobacillus brevis B 190

Manche Bakterien besitzen als zusatzliche Schutzschicht auf der Zellwand noch S-Layer.
Hierbei handelt es sich um 2-dimensionale Strukturen, die aus Proteinen bestehen und
Poren definierter GroRe aufweisen, welche eine Barriere fir Exoenzyme darstellen. Sind
diese Strukturen vorhanden, kénnen sie somit Enzyme, die die Zellwand von Bakterien
lysieren, am Angriff auf diese hindern. Um zu Uberprifen ob Lactobacillus brevis B 190 einen
S-Layer besitzt, wurde dieser extrahiert und gereinigt. Dies geschah durch Ausschiitteln des
S-Layers mit Lithium-Chlorid. Nach der Extraktion wurde das Vorhandensein eines S-Layers

mit Hilfe einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese tberprift (siehe Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Gelelektrophoretische Auftrennung des extrahierten S-Layers von
Lactobacillus brevis B 190. Photographie einer SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung. Die Probe
wurde 1:10 mit eH,O verdinnt.

In der Probe von Lactobacillus brevis B 190 konnte nach der Gelelektrophorese eine starke
Proteinbande mit einer ungefahren Grol3e von 50 kDa nachgewiesen werden (siehe

Abbildung 3.21). Es waren noch weitere, jedoch schwéachere Banden mit niedrigeren

100



Ergebnisse

Molekulargewichten zu erkennen. Aufgrund der Stérke der Hauptproteinbande war davon
auszugehen, dass es sich hierbei um den S-Layer von Lactobacillus brevis B 190 handelte.
Somit konnte die Existenz dieser zusétzlichen Schutzschicht bei dem gewéhlten

Testorganismus nachgewiesen werden.

3.5 Physiologische und phylogenetische Analysen zur Identifizierung von

Streptomyces sp. B 578

Auf der Grundlage verschiedener molekularbiologischer und physiologischer Merkmale sollte
der Produzenten-Stamm Streptomyces sp. B 578 identifiziert werden (Sebastian, 2008;
Blattel et al., 2009).

3.5.1 Sequenzierung der kompletten 16S rDNA von Streptomyces sp. B 578

Zur ldentifizierung von Streptomyces sp. B 578 wurde die Gesamt-DNA isoliert und
anschlieBend eine PCR mit Primern zur Amplifikation der 16S rDNA durchgefuhrt. Hierzu
wurde, anhand von Sequenzen aus der NCBI-Datenbank, ein Alignment berechnet anhand
dessen Primer konstruiert wurden, mit denen die gesamte 16S rDNA amplifiziert werden
konnte. Abbildung 3.22 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der entstandenen PCR-
Produkte nach der Amplifizierung der 16S rDNA.

16F1 BSF8 16F2
16R1 BSR1541 16/23R
5
5
% o0 [1e] [oed
§ g & £ B g g B B B
D w0 ['x3 [Ted
o o a a 2 @ @& B 2 @
1500 bp
1000 bp . PR I )

500 bp

Abbildung 3.22: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von Streptomyces sp. B
578 nach Amplifikation verschiedener Teilbereiche der 16S rDNA. Photographie eines Agarose-
Gels nach Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). Als Kontrolle diente PCR-Wasser.
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In der Abbildung 3.22 sind Banden verschiedener Grof3e zu erkennen. Bei dem Amplifikat
des Primer-Paars 16F1/16F2 mit einer GrofRe von ca. 750 bp, handelt es sich um den
Anfang der 16S rDNA. Das Amplifikat bei 1500 bp stellte den mittleren Teil der 16S rDNA dar
und wurde durch das Primer-Paar BSF8/BSR1541 amplifiziert. Das dritte PCR-Produkt (ca.
1000 bp), amplifiziert mit dem Primer-Paar 16F2 und 16/23S, entsprach dem Ende der 16S
rDNA. Die entstandenen PCR-Produkte wurden sequenziert.

Durch Datenbankrecherche konnten der Anfang und das Ende der 16S rDNA bei

Streptomyceten ermittelt werden. Die jeweiligen Sequenzen sind in Tabelle 3.12 dargestellt.

Tabelle 3.12: Anfangs- und Endsequenz der 16S rDNA von Streptomyceten.

Abschnitt der 16S rDNA Sequenz
Beginn 5-TCACGGAGAGTTTGA -3
Ende 5-CTCCTT TCT AAGGAGCA-3

Anhand der erhaltenen Sequenzen und der bekannten Anfangs- und Endsequenzen der 16S
rDNA konnte die Gesamt-Sequenz der 16S rDNA von Streptomyces sp. B 578 ermittelt

werden (siehe Anhang).

3.5.2 Phylogenetische Untersuchungen zur Identifizierung von Streptomyces sp. B 578

Mit der ermittelten Gesamtsequenz der 16S rDNA von Streptomyces sp. B 578 wurden
verschiedene Datenbankrecherchen durchgefiihrt (NCBI-BLAST und Ez-Taxon). Hierbei
wies der Stamm bei der NCBI-BLAST-Suche eine 100 %-ige Sequenzidentitdt mit
Streptomyces sampsonii ATCC 25495 auf. Anhand der Ez-Taxon-Suche konnte eine
Sequenzidentitat von 99,931 % mit dem Typstamm DSM 40455 von Streptomyces
albidoflavus ermittelt werden.

Zur genaueren Uberpriifung der phylogenetischen Zuordnung von Streptomyces sp. B 578
wurde die Gesamtsequenz der 16S rDNA nahverwandter Streptomyceten analog der
Vorgehensweise von B 578 ermittelt. Die Ergebnisse der Amplifizierung der DNA-Bereiche
sind in Abbildung 3.23 dargestellt.
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Abbildung 3.23: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von Streptomyces sp.
B 578, Streptomyces albidoflavus DSM 40455 und Streptomyces albidoflavus DSM 40233 nach
Amplifikation verschiedener Teilbereiche der 16S rDNA. Photographie eines Agarose-Gels nach

Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). Als Kontrolle diente PCR-Wasser.

Die entstandenen PCR-Produkte wiesen die gleiche Gréf3e auf wie in Abbildung 3.22. Alle
Amplifikate wurden sequenziert und die Gesamtsequenzen der 16S rDNA ermittelt.
Anhand dieser Sequenzen wurde ein phylogenetischer Stammbaum berechnet, der in

Abbildung 3.24 dargestellt ist.
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Streptomyces albus NRRL B-2365"; DQ026669

Streptomyces coeruleofuscus NBRC 127577; AB184840
Streptomyces intermedius NBRC 13049"; AB184277

Streptomyces rutgersensis NBRC 12819"; AB184170
Streptomyces gougerotii NBRC 3198"; AB184742

Streptomyces diastaticus NBRC 37147; AB184785

Streptomyces cinerochromogenes NBRC 13822T AB184507

itreptomyces purpurascens NBRC 13077"; AB184859

Streptomyces levis NBRC 15423T; AB184670

Streptomyces hawaiiensis NBRC 12784T; AB184143

Streptomyces violaceus NBRC 13103T; AB184315
Streptomyces roseoviolaceus ISP 52777;AJ399484

! Streptomyces koyangensis VK-A60T; AY079156

[~ Streptomyces albidoflavus DSM 404557; Z76676

Streptomyces hydrogenans NBRC 134757; AB184868

I

Streptomyces sp. B 578

Streptomyces violascens ISP 5183"; AY999737

Streptomyces somaliensis NBRC 129167; AB184243

Streptomyces albidoflavus DSM 40233

— Streptomyces albidoflavus DSM 404557

Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T; DQ442497
0.01

Abbildung 3.24: Phylogenetischer Stammbaum einiger Streptomyceten aufgrund der
Gensequenzen ihrer 16S rDNA. Zur Erstellung des Stammbaums wurde ein Alignment der
Sequenzen mit Hilfe der Software ClustalX durchgefiihrt (siehe Anhang). Die Darstellung des
Stammbaums erfolgte mit Hilfe von TreeView. Als Outgroup wurde Streptomyces albus bestimmt. Die
Accession number der einzelnen Sequenzen ist in blau dargestellit.

Aus Abbildung 3.24 geht hervor, dass Streptomyces sp. B 578 (siehe rote Umrandung)
zusammen mit Streptomyces albidoflavus, Streptomyces daghestanicus, Streptomyces
hydrogenans, Streptomyces somaliensis und Streptomyces violascens ein Cluster bildet.
Vergleicht man nun die Astldngen, so ist zu erkennen, dass Streptomyces sp. B 578 die
nachste Verwandtschaft zu Streptomyces albidoflavus DSM 40455 und Streptomyces
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albidoflavus DSM 40233 aufweist. Die Ergebnisse des paarweisen Alignments (NCBI) der
16S rDNA-Sequenzen dieser drei Stdmme zeigt Tabelle 3.13.

Tabelle 3.13: Ergebnisse der paarweisen Alignments verschiedener Stamme von Streptomyces

albidoflavus.

Stamme Sequenzidentitat [%] Identische bp
DSM 40455 und B 578 99,675 1532/1537
DSM 40233 und B 578 99,675 1532/1537
DSM 40455 und DSM 40233 99,869 1533/1535

In allen Kombinationen zeigte sich eine Sequenzidentitat von tUber 99,6 %. Somit war davon
auszugehen, dass es sich bei Streptomyces sp. B 578 um Streptomyces albidoflavus
handelt. Diese Annahme sollte durch Untersuchungen zur Zuckerverwertung bestétigt

werden.

3.5.3 Zuckerverwertung von Streptomyces sp. B 578

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der phylogenetischen Untersuchungen von Streptomyces
sp. B 578 wurde dieser auf einem Mangelmedium mit nur einer C-Quelle kultiviert. So sollte
gezeigt werden, welche Zucker das Bakterium zum Wachstum verwerten kann. Als
Referenzen wurden der Typstamm DSM 40455 und der Stamm DSM 40233 von

Streptomyces albidoflavus analog zum Stamm B 578 kultiviert.

Tabelle 3.14: Wachstum verschiedener Stdmme von Streptomyces albidoflavus mit
unterschiedlichen C-Quellen. Wachstum fir sieben Tage bei 30 °C.

C-Quelle Streptomyces Streptomyces Streptomyces
albidoflavus albidoflavus albidoflavus
B 578 DSM 40455 DSM 40233
Adonitol - - -
Cellulose - - -
Cystein - - -
Fructose + + +
Galaktose + + +
Glucose + + +
Glycerin + + +

+ = Wachstum; - = kein Wachstum
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Tabelle 3.14: Wachstum verschiedener Stdmme von Streptomyces albidoflavus mit

unterschiedlichen C-Quellen. Wachstum fiir sieben Tage bei 30 °C (Fortsetzung).

C-Quelle Streptomyces Streptomyces Streptomyces
albidoflavus albidoflavus albidoflavus
B 578 DSM 40455 DSM 40233
Inositol - - -
Lactose + + +
Maltose + + +
Mannitol + + +
Mannose + + +
Propionat - - -
Raffinose - - -
Rhamnose - - -
Ribose + + +
Saccharose - - -
Stéarke + + +
Xylolose + + +

eH,0 (Kontrolle) - - -

+ = Wachstum; - = kein Wachstum

Wie in Tabelle 3.14 zu erkennen, zeigten alle drei untersuchten Stamme von Streptomyces
albidoflavus Wachstum bei den gleichen C-Quellen. Eine Verwertung der Zucker Raffinose
und Rhamnose, der Zuckeralkohle Adonitol und Inositol sowie der Aminoséure Cystein und
der Sdure Propionat als einzige C-Quelle zum Wachstum konnte nicht beobachtet werden.
Ebenfalls war keiner der untersuchten Stdmme in der Lage Cellulose oder Saccharose
abzubauen.

Zusammen mit den Ergebnissen der phylogenetischen Untersuchungen konnte der Stamm

B 578 als Streptomyces albidoflavus identifiziert werden.

3.6 Nachweis der bakteriolytischen Aktivitat des Kulturiberstandes von
Streptomyces albidoflavus B 578

Als Produzent bakteriolytischer Enzyme wurde das Bodenbakterium Streptomyces
albidoflavus B 578 ausgewahlt. In ersten Versuchen wurde Uberprift, ob es Exoenzyme
produziert, welche gegen weinrelevante Bakterien unter weinrelevanten Bedingungen
wirksam sind. Hierzu wurden verschiedene Versuche durchgefihrt, deren Ergebnisse in den
folgenden Kapiteln erlautert werden.
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3.6.1 Aktivitat unter weinrelevanten Bedingungen

Fur den Einsatz bakteriolytischer Enzyme in der Weinbereitung ist es wichtig, dass diese
unter den im Milieu Wein vorherrschenden Bedingungen ihre Wirkung zeigen. Hierzu wurde
die Aktivitdt des Kulturiberstandes von Streptomyces albidoflavus B 578 gegen das
weinrelevante und biogene Amine produzierende Milchsaurebakterium Lactobacillus brevis B
190 unter verschiedenen Bedingungen getestet. Neben verschiedenen pH-Werten und
Ethanol-Konzentrationen wurde auch der Einfluss der Temperatur und des Sulfit-Gehalts auf
die Wirksamkeit der Exoenzyme untersucht. Als Vergleichsenzym wurde Lysozym aus
Huhnereiweil3 mitgefihrt, welches bereits in der Weinbereitung zur Kontrolle des
mikrobiellen Wachstums eingesetzt wird. Um die Ergebnisse der Untersuchung vergleichen
zu konnen, wurde die relative Aktivitat der Enzyme bestimmt. Hierbei wurde die Aktivitat
unter Optimalbedingungen als 100 % gesetzt (Temperaturoptimum: Lysozym 37 °C,
Kulturiiberstand 60 °C; pH-Optimum: Lysozym pH 9, Kulturtiberstand pH 6). Die Ergebnisse
dieser Untersuchung gibt Abbildung 3.25 wieder.

Relative AKuvitat [%]
Relative Aktivitat [%)]

50
Ethanol [%VAV] sulfit (mg/l]

100

90

Relative Aktivitat [%]

Relative Aktivitat [%]

10 20 : 35 4
Temperatur [°C] pH-Wert [abs]

s Kulturiiberstand von Streptomyces Lysozym
albidoflavus B 578

Abbildung 3.25: Graphische Darstellung der relativen Aktivitat des Kulturiiberstandes von
Streptomyces albidoflavus B 578 und von Lysozym unter weinrelevanten Bedingungen. Als
Zielorganismus wurde Lactobacillus brevis B 190 verwendet. Die Optimalbedingungen zur
Berechnung der relativen Aktivitat wurden wie folgt gewahlt: Temperaturoptimum: Lysozym 37 °C,
Kulturiiberstand 60 °C; pH-Optimum: Lysozym pH 9, Kulturiberstand pH 6. Die eingesetzte
Proteinkonzentration betrug jeweils 1 mg/ml. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung
der Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm.
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Aus Abbildung 3.25 geht hervor, dass sowohl die Aktivitat der Exoenzyme aus Streptomyces
albidoflavus B 578 als auch die des Lysozyms mit der Steigerung der Ethanolkonzentration
abnimmt. Jedoch ist diese Abnahme mit jeweils unter 10 % nur gering und bei Lysozym
starker ausgepragt. Keinen Einfluss auf die relative Aktivitat der Exoenzyme zeigte die
Sulfitkonzentration. Beim Lysozym hingegen konnte eine Abnahme der Aktivitdt mit
steigender Sulfitkonzentration beobachtet werden (vgl. Abbildung 3.25). In Bezug auf die
Temperatur, welche ein wichtiger Faktor bei der Weinherstellung ist, war eine Abnahme der
Aktivitat beider Enzyme mit abnehmender Temperatur zu verzeichnen. Bei den fur die
Weinbereitung relevanten Temperaturen zwischen 10 °C und 20 °C lag die relative Aktivitat
der Enzyme aus Streptomyces albidoflavus B 578 héher als die des Lysozyms. Dies ist als
ein weiterer Vorteil der Enzymlésung gegeniiber dem Hihnereiweil3-Lysozym zu sehen.
Niedrige pH-Werte wirken sich auf beide Enzyme negativ aus. Jedoch ist der relative
Aktivitatsverlust bei den lytischen Enzymen aus Streptomyces albidoflavus B 578 hoher als
beim Lysozym, wobei die absolute Aktivitat h6her war. Dies lasst den Schluss zu, dass die
im Kulturiberstand vorhandenen Enzyme etwas empfindlich gegeniiber dem in Wein

vorhanden pH-Werten sind, jedoch in ihrer Wirksamkeit immer noch besser als Lysozym.

3.6.2 Kinetik der Zelllyse

Um den Verlauf der Zelllyse durch den Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578
zu untersuchen, wurde die lytische Aktivitdit im Verlauf der Zeit bei verschiedenen
Temperaturen untersucht. Als Zielorganismus wurde erneut Lactobacillus brevis B 190

gewahlt.
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Abbildung 3.26: Graphische Darstellung des Verlaufs der Zelllyse von Lactobacillus brevis B
190 durch den Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 in Abhangigkeit der Zeit
bei verschiedenen Temperaturen. Die Zellen wurden mit Enzymlésung (1 mg/ml) versetzt und bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung der
Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm.

Aus Abbildung 3.26 geht hervor, dass die Zelllyse bei allen drei gewahlten Temperaturen
einen hyperbolischen Verlauf gegen ein AktivitAitsmaximum aufweist. Die hdchsten
Lysewerte konnten bei 50°C erreicht werden. Hier betrug die Zelllyse nach finf Stunden
89 %. Bei einer Temperatur von 30 °C konnte eine Zelllyse von 77 %, bei 20 °C von 67 %
erreicht werden. Weiter konnte beobachtet werden, dass die maximalen Lysewerte bereits
nach zwei Stunden schon nahezu erreicht wurden und es danach nur noch zu einer
geringeren Steigerung der Zelllyse kam. Eine Zelllyse von 50 % wurde bei 50 °C bereits
nach 15 Minuten gemessen. Auch bei 30 °C (30 Minuten) und 20 °C (60 Minuten) wurden die
Zielzellen bereits zu Anfang der Messungen zur Halfte lysiert. Aufgrund dieser Ergebnisse
lasst sich schlieRen, dass der Einsatz der Iytischen Enzyme unter den
Temperaturbedingungen wahrend der Weinbereitung schon innerhalb kurzer Zeit eine

Wirkung gegen unerwiinschte Bakterien zeigt.
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3.6.3 Lyse der Eigenisolate aus Versuchsweinen

Anhand der Eigenisolate sollte bewiesen werden, dass der Kulturiiberstand aus
Streptomyces albidoflavus B 578 in der Lage war eine Reihe von weinrelevanten Bakterien
zu lysieren. Dazu wurden Zellen von insgesamt 69 Eigenisolaten mit der Enzymldsung

versetzt und die Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm bestimmt (Abbildung 3.27).

Anzahl der Stamme [abs.]
N
o

0 1-24 25-49 50+
Zelllyse [%]

Abbildung 3.27: Graphische Darstellung der Verteilung der durch den Kulturiiberstand von
Streptomyces albidoflavus B 578 lysierten Eigenisolate. Die Zellen wurden fir 24 h bei 30 °C mit
der Enzymldsung (1 mg/ml) inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung der
Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm.

Bei insgesamt 35 der untersuchten Stdmme (51 %) konnte eine Zelllyse von Uber 50 %
erreicht werden. Hierbei lag die Zelllyse bei der Halfte der Stamme (18 Stdmmen) bei Uber
60 %. Zu einer Abnahme der ODggo nm VON 25-49 % kam es bei 21 Stdmmen (30 %). Neun
Stamme (13 %) lieRen sich zu weniger als 25 % lysieren. Bei 4 Stdmmen (6 %) konnte keine
Abnahme der ODgoo nm gemessen werden. Die Inkubation der Enzymldsung betrug 24 h, so
dass langere Einwirkzeiten der Enzyme noch eine Steigerung der Zelllyse erzielen kénnten.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Zelllyse in Bezug auf die systematische Zugehdrigkeit

der Testbakterien sind in Tabelle 3.15 dargestellt.
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Tabelle 3.15: Systematische Zugehdrigkeit der lysierten Eigenisolate.

Spezies Stamme®  Zelllyse Zelllyse  Zelllyse  Zelllyse
0 %" 1-24%°  25-49 %" 50 % +°
Acetobacter tropicalis 1 - - 1 -
Lactobacillus brevis 35 - 1 5 29
Lactobacillus casei 4 - 1 2 1
Lactobacillus paracasei 2 1 - 1 -
Leuconostoc mesenteroides 1 - 1 - -
Oenococcus oeni 16 3 2 9 2
Pediococcus damnosus 5 - 2 1
Pediococcus parvulus 2 - 1 - 1
Staphylococcus captitis 1 - 1 - -
Staphylococcus condimenti 2 - - 1 1

# Anzahl der untersuchten Stamme

P Anzahl der Stamme

Bei der Mehrzahl der untersuchten Stamme handelte es sich um Lactobacillus brevis (35
Stamme). Von diesen konnten mehr als 82 % (29 Stamme) zu mehr als 50 % durch den
Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 lysiert werden. Lediglich bei einem
Stamm nahm die ODgg nm NUT zU 8,2 % nach der Inkubationszeit ab. Bei der Art Oenococcus
oeni (16 untersuchte Stdmme) war auffallig, dass einige Stamme nicht (drei Stamme) oder
nur zu einem sehr geringen Prozentsatz (zwei Stamme) durch die Enzymlésung gehemmt
wurden. Die Mehrzahl der Stdmme von Oenococcus oeni (9 Stamme) zeigte eine Zelllyse
von 25-49 %. Daraus folgt, dass die Zelllyse durch den Kulturiiberstand von Streptomyces
albidoflavus B 578 stammspezifisch innerhalb einer Art variiert. Dies war ebenfalls bei
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Pediococcus damnosus und Pediococcus
parvulus zu beobachten. Bei den beiden Staphylokokken-Arten konnte eine Zelllyse von Uber
25 % nur bei Staphylococcus condimenti erzielt werden (47 % bzw. 51 %). Auffallig war,
dass auch bei dem gram-negativen Acetobacter tropicalis eine Abnahme der ODggo nm (31 %)

nach Zugabe von Kulturiiberstand gemessen werden konnte.
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3.7 Reinigung der lytischen Exoenzyme von Streptomyces albidoflavus B 578

Ein Einsatz von Enzymen in der Weinbereitung setzt die Kenntnis der vorhandenen
Enzymaktivitdten voraus. Hierzu sollten verschiedene Enzymklassen, die im Kulturtiberstand
von Streptomyces albidoflavus vorhanden waren, gereinigt werden, um diese in
nachfolgenden Versuchen naher zu charakterisieren und zu identifizieren. Zur Gewinnung
groRerer Mengen an Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578, wurde dieser in
einem Pilotfermenter (Kulturvolumen 20 Liter) kultiviert. Hierzu wurde das Medium (NMMP)
mit einem Liter einer sieben Tage alten Vorkultur beimpft. Die Kultivierungsbedingungen fir
den Fermenteransatz lauteten wie folgt: Temperatur = 30 °C; pH-Wert = 6,0; Ruhrwerk = 200
rpm; BelUftung = 100 % Luft; Kultivierungsdauer = 7 Tage.

Die Entfernung der Zellen vom Kulturiiberstand erfolgte mit Hilfe der Durchlaufzentrifuge. Zur
Anreicherung der Enzyme wurde der Kulturiiberstand durch Tangentialfiltration (Cross-Flow)
aufkonzentriert und umgepuffert.

Tabelle 3.16 gibt die Proteinkonzentration sowie die bakteriolytische Aktivitat der einzelnen

Anreicherungsschritte wieder.

Tabelle 3.16: Anreicherungsschema der Enzyme im Kulturiiberstand von Streptomyces
albidoflavus B 578.%

Anreicherungsschritt Volumen Volumen- Zelllyse von Protein-
[ml] einengung Lactobacillus konzentration
[abs.] brevis B 190 [%)] [mg/ml]
Vorkultur 1000 - 72,27 1,16
Fermenteransatz 20000 - 85,06 4,58
Kulturiiberstand 20000 - 84,40 5,59
Kulturiiberstand (sf) 20000 - 81,67 5,32
Cross-Flow-Konzentrat 300 66,67 83,82 11,77
Dialysat 300 66,67 83,47 2,92
Cross-Flow Durchfluss - - 1,49 4,26
Dialysat (sf) 300 66,67 97,12 1,86

& f = sterilfiltriert (0,1 pm-Filter)

Durch den Einsatz der Cross-Flow-Filtration konnte der Kulturiberstand des 20 Liter-
Ansatzes auf ein Volumen von 300 ml eingeengt werden (66,67 % Volumeneinengung).
Dieses Konzentrat wurde gegen 20 mM Citrat-Puffer (pH 4,0) dialysiert. Nach der
Sterilfiltration dieses Dialysats konnte eine Zelllyse von 97,12 % erreicht werden. Weiter war

zu bemerken, dass die Proteinkonzentration nach der Anreicherung mit Hilfe der Cross-Flow
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mehr als verdoppelt werden konnte (5,32 auf 11,77 mg/ml). Durch Dialyse und Sterilfiltration
des Enzymkonzentrates nahm die Proteinkonzentration ab, so dass am Ende der
Anreicherung eine Proteinkonzentration von 1,86 mg/ml vorlag. Dieser Anreicherungsschritt
zeigte, wie bereits oben erwahnt, die hdchste bakteriolytische Aktivitit gegen den
Zielorganismus Lactobacillus brevis B 190.

Analog zur Anreicherung mittels Cross-Flow-Filtration wurde der Kulturiberstand in kleineren
Volumina durch Ultrafiltration (Ruhrzelle) aufkonzentriert und dialysiert. Die so gewonnenen
Enzyml6ésungen dienten der Durchfiihrung weiterer Reinigungsschritte zur Gewinnung reiner

Enzyme.

3.7.1 Fast Performance Liquid Chromatography zur teilweisen Reinigung der lytischen

Exoenzyme

Bei der angewandten Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC) handelt es sich um
eine lonenaustauscherchromatographie zur Trennung von Proteingemischen aufgrund von
Wechselwirkungen mit dem verwendeten S&aulenmaterial. Zur Reinigung der lytischen
Enzyme im Kulturiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 wurde eine
Kationenaustauschersaule (MonoS™ HR 5/5) verwendet. Aufgrund von Vorversuchen
(Sebastian, 2008) wurde als Puffersystem ein Citrat-Puffer (pH 4,0) gewahlt.

Der angereicherte Kulturiiberstand wurde auf die S&aule injiziert und in einem linearen NaCl-
Gradient in einzelne Fraktionen getrennt. Abbildung 3.28 zeigt das Chromatogramm der

Auftrennung des Kulturiiberstandes von Streptomyces albidoflavus B 578.
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Abbildung 3.28: Chromatogramm der Auftrennung des Kulturiberstandes von Streptomyces

albidoflavus B 578 mit Hilfe der FPLC. Als Saule wurde ein Kationenaustauscher (MonoS™)

verwendet. In rot ist die Konzentration des Elutionspuffers, in blau die Signalstarke bei 280 nm und in
schwarz die Proteinkonzentration dargestellt. Es wurden 0,29 mg Protein injiziert. Die Flussrate des
Elutionspuffers (20 mM Citrat-Puffer pH 4.0 + 1 M NaCl) betrug 1,0 ml/min.

In dem in Abbildung 3.28 dargestellten Chromatogramm sind drei Bereiche mit Signalen zu
erkennen. Bei den Fraktionen 1-4 handelte es sich um den Durchfluss, d.h. den Proteinanteil
der Probe, der nicht an das Saulenmaterial gebunden wurde. In den Fraktionen 9-13 waren
drei Signalmaxima (Fraktion 9, 11 und 12) erkennbar, wobei das erste Signal deutlich
ausgepragter war. Diese Fraktionen wurden bei einer NaCl-Konzentration von 0,1-0,25 M
eluiert. Weitere Proteinsignale waren in den Fraktionen 17-19 zu erkennen. Das Hauptsignal
lag hierbei in Fraktion 17, welche bei 0,35 M NaCl eluiert wurde. Ein weiteres Signal konnte
in Fraktion 15 beobachtet werden. Der Verlauf der Proteinkonzentration entsprach dem
Verlauf des Chromatogramms. Hier zeigten sich die hochsten Proteinkonzentrationen in den
Fraktionen mit ausgepragten Signalen.

Von den genannten Fraktionen wurde die bakteriolytische Aktivitdt bestimmt. Diese
Untersuchung diente der Uberpriifung, ob es mit Hilfe der FPLC gelungen war den

Kulturiiberstand in einzelne aktive Fraktionen zu trennen.
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Abbildung 3.29: Graphische Darstellung der Zelllyse Lactobacillus brevis B 190 durch die
einzelnen FPLC-Fraktionen. Die Zellen wurden mit den einzelnen Fraktionen vermischt und fir 24 h

bei 30 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung der Abnahme der
optischen Dichte bei 600 nm.

Wie in Abbildung 3.29 zu erkennen ist, lag die Hauptaktivitat in den Fraktionen 11-13 und in
der Fraktion 17. Die hochsten Lysewerte (72 %) erreichte Fraktion 12. Der Verlauf der
bakteriolytischen Aktivitdt l&dsst sich mit dem Chromatogramm der Trennung des
Kulturiiberstandes durch FPLC in Einklang bringen. Fraktionen in denen ein Proteinsignal
vorkam, zeigten auch Uberwiegend bakteriolytische Aktivitat. Lediglich Fraktion 15 zeigte nur
eine Zelllyse von 45 %, obwohl ein eindeutiges und einzelnes Signal in der FPLC detektiert
wurde. Der Durchfluss, in dem aufgrund der Signalintensitdt die Mehrzahl der im
Kulturiiberstand enthaltenen Proteine zu vermuten waren, wies keine bakteriolytische
Aktivitdét gegen Lactobacillus brevis B 190 auf. Die getesteten Fraktionen 22-36 waren
ebenfalls nicht in der Lage den Zielorganismus zu lysieren.

Aufgrund der Ergebnisse der FPLC war davon auszugehen, dass im Kulturiiberstand von
Streptomyces albidoflavus B 578 mehrere bakteriolytische Enzyme vorhanden waren, da es
zur Ausbildung zweier Aktivititsmaxima gekommen war. Zur Uberpriifung, ob in den aktiven
Fraktionen (12 und 17) Proteine enthalten waren, wurden diese mit Hilfe von SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt.
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Abbildung 3.30: Gelelektrophoretische Auftrennung der beiden aktiven FPLC-Fraktionen 12
und 17 (siehe Abbildung 3.29). Photographie einer SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung. Als
Negativ-Kontrolle diente eH,O.

Es ist zu erkennen, dass in beiden FPLC-Fraktionen Proteinbanden vorhanden waren (siehe
Abbildung 3.30). In der Fraktion 12 konnten drei Banden detektiert werden. Die Bande mit
der starksten Intensitat entsprach einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa. Daneben waren
eine sehr schwache Bande bei ca. 23 kDa sowie eine diffuse Bande der ungeféahren Grof3e
von 40 kDa zu erkennen. Lediglich eine Proteinbande konnte in der FPLC-Fraktion 17
detektiert werden. Das ungeféhre Molekulargewicht dieses Proteins lag bei 24 kDa.

Somit konnten aus dem Kulturiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 zwei aktive
Fraktionen angereichert werden, die Proteine enthielten. In darauf folgenden Schritten sollten
diese Proteinldsungen weiter aufgearbeitet werden, so dass reine Enzymldsungen

vorhanden waren.

3.7.2 Reinigung der lytischen Exoenzyme mit Hilfe der Gelfiltration

Mit Hilfe der Geffiltration sollten die angereinigten Enzymldsungen weiter aufgearbeitet
werden. Hierzu wurde eine Sephadex® G-75 Saule verwendet. Mit Hilfe dieser Saule werden
Proteine anhand ihrer GroRRe getrennt. Fur die Gelffiltration wurden die FPLC-Fraktionen 12
und 17 verwendet. Beide wurden mit Hilfe der Ultrazentrifugation (Amicon-Filter,
AusschlussgrofRe 3 kDa) auf ein Volumen von 200 pl eingeengt und auf die Saule injiziert.
Die entstandenen Chromatogramme sind in Abbildung 3.31 dargestelit.
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Abbildung 3.31: Chromatogramm der Gelfiltration der FPLC-Fraktion 12 (A) und 17 (B). Zur

Auftrennung der Proteine wurde eine Sephadex® G-75 Saule verwendete. Die Flussrate des
Elutionspuffers betrug 0,5 ml/min.

Nach der Auftrennung der FPLC-Fraktion 12 mit Hilfe der Gelfiltration waren drei Signale zu
erkennen (siehe Abbildung 3.31 A). Hierbei handelte es sich um die Fraktionen 10, 14 und
16. Die hochste Signalstarke zeigte Fraktion 14. Im Chromatogramm der FPLC-Fraktion 17
konnten zwei Proteinsignale detektiert werden. Neben einem ausgepragtem Signal in
Fraktion 13 war ein schwaches Signal in Fraktion 16 zu erkennen (siehe Abbildung 3.31 B).

Die durch die Gelfiltration gewonnenen Fraktionen wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE auf das
Vorhandensein von Proteinen untersucht.
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Abbildung 3.32: Gelelektrophoretische Auftrennung der einzelnen Fraktionen nach der

Gelfiltration der FPLC-Fraktion 12 (siehe Abbildung 3.31 A). Photographie einer SDS-PAGE nach
Coomassie-Farbung. Als Negativ-Kontrolle diente eH,0.
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Abbildung 3.32 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der einzelnen Gelffiltrations-
Fraktionen der FPLC-Fraktion 12. Es ist eine Proteinbande in Fraktion 14 zu erkennen. Das
Protein hatte ein ungefahres Molekulargewicht von 17 kDa. Weiter war eine schwache
Bande in Fraktion 10 (ca. 40 kDa) zu detektieren. In diesen beiden Fraktionen zeigten sich
auch Signale im Chromatogramm der Gelfiltration (siehe Abbildung 3.31). Eine Proteinbande
in Fraktion 16, wie sie das Chromatogramm vermuten liel3, war nicht zu erkennen. Mogliche
Grunde hierfur konnte eine zu geringe Proteinkonzentration in der Probe oder das
Vorhandensein von Proteinen mit einem Molekulargewicht von unter 10 kDa sein, die durch
SDS-PAGE nicht mehr nachweisbar waren. Es konnten somit zwei Proteine der FPLC-
Fraktion 12 gereinigt werden und lagen fur weitere Versuche als reine Enzymlésungen vor.

Hierbei handelte es sich um ein Protein der Grof3e 40 kDa sowie eines der GroRe 17 kDa.
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Abbildung 3.33: Gelelektrophoretische Auftrennung der einzelnen Fraktionen nach der
Gelfiltration der FPLC-Fraktion 17 (siehe Abbildung 3.31 B). Photographie einer SDS-PAGE nach
Coomassie-Farbung. Als Negativ-Kontrolle diente eH,0.

In der elektrophoretischen Auftrennung der Gelfiltrations-Fraktionen der FPLC-Fraktion 17
waren zwei Proteinbanden gleicher molekularer Masse (ca. 24 kDa) in den Fraktionen 13
und 14 zu erkennen (siehe Abbildung 3.33, rote Umraandung). Jedoch zeigte die
Proteinbande in Fraktion 13 eine hohere Intensitat als die der Fraktion 14. Auch hier stimmte
das Auftreten von Proteinbanden mit dem Chromatogramm der Gelfiltration Gberein. Wie in
Abbildung 3.32 konnte ebenso in Abbildung 3.33 keine Proteinbande in Fraktion 16 detektiert
werden.

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den gereinigten Proteinen um die gesuchten
bakteriolytischen Enzyme handelt, wurde ein Aktivitatstest durchgefuhrt. Hierzu wurde die
Zelllyse von Lactobacillus brevis B 190 durch die einzelnen Gelffiltrations-Fraktionen
gemessen (siehe Abbildung 3.34).
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Abbildung 3.34: Graphische Darstellung der Zelllyse von Lactobacillus brevis B 190 durch die
einzelnen Gelfiltration-Fraktionen. Gelfiltration A = FPLC-Fraktion 12; Gelfiltration B = FPLC-
Fraktion 17 (siehe Abbildung 3.31). Die Zellen wurden mit den einzelnen Fraktionen vermischt und fir
24 h bei 30 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung der Abnahme der
optischen Dichte bei 600 nm.

Aus Abbildung 3.34 geht hervor, dass die Fraktionen mit Proteinbanden die héchste
bakteriolytische Aktivitdt zeigten. So konnte Lactobacillus brevis B 190 durch das in der
Gelfiltrations-Fraktion 14 (aus FPLC-Fraktion 12) enthaltene Protein zu 62 % lysiert werden.
Fraktion 13 der Gelfiltration der FPLC-Fraktion 17 zeigte eine Zelllyse von 42 %. Eine
Zelllyse durch das Protein in Gelfiltrations-Fraktion 10 (Molekulargewicht 40 kDa, siehe
Abbildung 3.32) konnte nicht beobachtet werden. Es war somit davon auszugehen, dass es
sich bei diesem Protein nicht um ein lytisches Enzym handelte.

Tabelle 3.17 gibt abschlieRend eine Zusammenfassung der einzelnen Aufreinigungsschritte

wieder, inklusive der Proteinkonzentrationen und bakteriolytischen Aktivitat.
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Tabelle 3.17: Reinigungsschema der Enzyme im Kulturiiberstand von Streptomyces
albidoflavus B 578.°

Aufreinigungs- Volumen Protein- Protein- Bakterio- Spezifische
schritte [mI] konzentration menge lytische Aktivitéat
[mg/ml] [ng]® Aktivitat [% Zelllyse/
[%0] ng Protein]
Kulturiiberstand 350 0,58 29 59 2,03
Konzentrat 10 1,09 545 88 1,61
Dialysat 10 0,57 28,5 67 2,35
FPLC-Fraktion 12 1 0,064 3,2 72 22,5
FPLC-Fraktion 17 1 0,036 1,8 59 32,78
GF-Fraktion 13 1 0,024 1,2 42 35,00
GF-Fraktion 14 1 0,057 2,85 62 21,75

2 GF = Gelfiltration

® zur Bestimmung der bakteriolytischen Aktivitét eingesetzte Proteinmenge

Durch die Reinigung der im Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578
enthaltenen Proteine konnten zwei hochaktive Enzyme gewonnen werden. Die Abnahme der
Proteinkonzentration mit jedem Aufreinigungsschritt war hochstwahrscheinlich der
Entfernung von Fremdproteinen, d.h. Proteinen geringer molekularer Masse (Ultrafiltration
und Gelffiltration) oder anderer Ladung (FPLC), geschuldet. Jedoch zeigten die
aufgereinigten und gereinigten Enzymlésungen eine 10 bis 15-fache hohere spezifische
Aktivitat gegenliber dem Zielorganismus Lactobacillus brevis B 190 (siehe Tabelle 3.17). So
wurde z.B. wéahrend der Reinigung der Gelffiltrations-Fraktion 13 die Proteinmenge
gegeniuber dem Ausgangsmaterial (Kulturiberstand) um das 24-fache verringert, wobei die
spezifische Aktivitat sich um das 17-fache erhéht hatte.

Bei den mit Hilfe der Gelfiltration gereinigten Proteinen handelte es sich um ein Enzym mit
dem Molekulargewicht von ca. 17 kDa und eines mit dem Molekulargewicht von ca. 24 kDa.
Mit beiden Proteinlésungen wurden weitere Tests zur ndheren Bestimmung der katalytischen

Aktivitaten sowie der Identifizierung der Enzyme durchgefihrt.
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3.8 Identifizierung der lytischen Exoenzyme von Streptomyces albidoflavus
B 578

Nach der Reinigung zweier bakteriolytischer Enzyme sollten diese identifiziert werden. Durch
die Identifizierung der beiden Proteine konnte ermittelt werden, um welche Klasse von
Enzymen es sich handelte. Hierzu wurden zwei verschiedene Methoden angewandt: Die N-
terminale Sequenzierung durch Edman-Abbau und die Massenspektroskopie. Anschliel3end
wurden durch spezifische Primer die Gene der beiden Enzyme nachgewiesen und

sequenziert.

3.8.1 Bestimmung der N-terminalen Sequenz mittels Edman-Abbau

Mit Hilfe des Edman-Abbaus kann durch schrittweise Abspaltung und Detektion von mit
Phenylisothiocyanat markierten Aminosduren die N-terminale Sequenz von Proteinen
bestimmt werden. Hierzu wurden die gereinigten Enzyme durch SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und anschliel3end mittels eines Protein-Blots auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Abbildung 3.35 zeigt das Ergebnis eines Protein-Blots der beiden

aktiven Gelfitrations-Fraktionen.
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Abbildung 3.35: Ergebnis des Protein-Blots der beiden bakteriolytisch aktiven Gelfiltrations-
Fraktionen (siehe Abbildung 3.32 und 3.33). Photographie einer PVDF-Membran nach Coomassie-
Farbung.

Wie in der elektrophoretischen Auftrennung der Fraktionen mittels SDS-PAGE (vergleiche
Abbildung 3.32 und Abbildung 3.33) waren auch auf der PVDF-Membran jeweils zwei
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Banden zu erkennen. Beide entsprachen demselben Molekulargewicht wie bei der SDS-
PAGE. Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass der Transfer der beiden aktiven
Enzyme auf die PVDF-Membran erfolgreich war. Die entstandenen Proteinbanden wurden
ausgeschnitten und N-terminal sequenziert.

Die nach dem Edman-Abbau erhaltenen N-terminalen Sequenzen sind in Tabelle 3.18

aufgefuhrt.

Tabelle 3.18: N-terminale Sequenzen der gereinigten Enzyme.

Proben Molekulargewicht [kDa] N-terminale Sequenz
Gelfiltrations-Fraktion 13 ca. 24 S-G-V-Q-G-I-D-V-V-V
Gelfiltrations-Fraktion 14 ca. 17 L-S-G-G-D-A-I-I-Y

Im Fall der Gelfiltrations-Fraktion 13 konnten die ersten zehn, bei Gelffiltrations-Fraktion 14
die ersten neun Aminosauren des N-Terminus bestimmt werden. Anhand der erhaltenen
Sequenzen wurde ein Protein-BLAST (blastp) mit in einer Datenbank (NCBI) hinterlegten
Sequenzen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Datenbank-Recherche sind in Tabelle 3.19 und

Tabelle 3.20 zusammengefasst.

Tabelle 3.19: Ergebnisse des Sequenzvergleichs des ermittelten N-Terminus der gereinigten

Gelfiltrations-Fraktion 13 mit in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen.

N-terminale Sequenz In Datenbank vorhandene Sequenz-
Peptidsequenzen Identitat
S-G-V-Q-G-I-D-V-V-V Lysozym aus Streptomyces griseus subsp. 80 %

griseus XylebKG-1
NCBI-Accession-Nr.: ZP _08238524.1

Lysozym M1 aus Streptomyces roseosporus 80 %
NRRL 15998
NCBI-Accession-Nr.: ZP_06584176.1

N,O-diacetylmuramidase R2 aus 80 %
Streptomyces griseus subsp. griseus
NCBI-Accession-Nr.: AAR97572.1

Wie aus Tabelle 3.19 hervorgeht, hatte der N-Terminus des gereinigten Enzyms mit einem
Molekulargewicht von ca. 24 kDa eine 80 %-ige Sequenzidentitdt mit verschiedenen

Lysozym-Sequenzen aus unterschiedlichen Streptomyceten-Arten. Hierbei handelte es sich
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um ein Lysozym aus Streptomyces griseus subsp. griseus, dem Lysozym M1 aus
Streptomyces roseosporus sowie einer N,O-diacetylmuramidas aus Streptomyces griseus
subsp. griseus. Neben den Sequenzen fir die verschiedenen Enzyme, zeigte der
N-Terminus des gereinigten Proteins aus Streptomyces albidoflavus B 578 auch eine hohe
Sequenzidentitat zu Vorstufen verschiedener Muramidasen aus Streptomyceten. So konnte
mit der Referenzsequenz der Lysozym M1 Vorstufe von Streptomyces albus J1074 (NCBI-

Accession-Nr: ZP_04706126.1) eine Sequenzidentitat von ebenfalls 80 % ermittelt werden.

Aufgrund der Ergebnisse der Datenbankrecherche konnte davon ausgegangen werden, dass
es sich bei dem gereinigten Protein um ein Enzym der Lysozym-, das heif3t
Muramidaseklasse handelt. Diese Enzymfamilie katalysiert die hydrolytische Spaltung des
Peptidoglycanstrangs von Bakterien an der f-1,4-glykosidischen Bindung zwischen

N-Acetylmuraminsdure und N-Acetylglucosamin.

Tabelle 3.20: Ergebnisse des Sequenzvergleichs des ermittelten N-Terminus der gereinigten

Gelfiltrations-Fraktion 14 mit in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen.

N-terminale Sequenz In Datenbank vorhandene Sequenz-
Peptidsequenzen Identitat
L-S-G-G-D-A-I-I-Y Peptidase M23B aus Bacillus thuringiensis 88 %

serovar pulsiensis BGSC 4CC1
NCBI-Accession-Nr.: ZP_04081978.1

Peptidase M61 domain-containing protein 88 %

aus Thioalkalimicrobium cyclicum ALM1
NCBI-Accession-Nr.: YP_004536771.1
Streptogrisin-B aus Streptomyces sp. 77 %
NCBI-Accession-Nr.: ZP_07285963.1

Auch im Fall der Gelfiltrations-Fraktion 14 konnten verschiedene Proteine in der NCBI-
Datenbank gefunden werden, die eine hohe Sequenzidentitdt mit dem ermittelten
N-Terminus aufwiesen. Hierbei handelte es sich jeweils um Peptidasen. So wiesen die
Sequenzen einer Peptidase M23B aus Bacillus thuringiensis sowie die einer Peptidase M61
aus Thioalkalimicrobium cyclicum eine 88 %-ige Ubereinstimmung mit dem N-Terminus des
ca. 17 kDa groRRen Proteins aus Streptomyces albidoflavus B 578 auf. Bei diesen zwei
Enzymen handelt es sich um Metallopeptidase, die sowohl Endo- als auch Exopeptidasen
sein konnen und ein unspezifisches Substratspektrum aufweisen (vergleiche konservierte
Proteindoméane; NCBI-Accession-Nr.: pfam01551). Streptogrisin-B aus Streptomyces sp.

hingegen ist eine dem Trypsin &hnliche Serin-Endopeptidase, die erstmals aus Streptomyces
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griseus isoliert wurde. Dieses Enzym enthdlt eine Triade aus Serin, Histidin und Asparagin
(Glutamin) im katalytischen Zentrum, welche die Hydrolyse der Peptidbindung zwischen
einzelnen Aminosduren bewerkstelligt. Hierbei werden vor allem Phenylalanin-, Tyrosin-,
Tryptophan- und Leucin-Glycin-Bindungen gespalten. Die Sequenz dieses Proteins weist
eine 77 %-ige Identitat mit der des Enzyms aus Streptomyces albidoflavus B 578 auf. Auch
hier zeigt die Referenzsequenz einer Protein-Vorstufe, ebenfalls Streptogrisin-B, aus
Streptomyces albus J1074 (NCBI-Accession-Nr.: ZP_04701200.1) eine hohe Uber-

einstimmung der Aminoséurenabfolge. Aufgrund der hohen Homologie mit den Sequenzen

einer Serin-Endopeptidase aus verschiedenen Streptomyceten war davon auszugehen, dass
das gereinigte Enzym (Gelfiltrations-Fraktion 14, Molekulargewicht ca. 17 kDa) ebenfalls
dieser Enzymklasse zuzuordnen war. Zur Bestdtigung der Ergebnisse der N-terminalen
Sequenzierung wurden die beiden Enzymldsungen ebenfalls massenspektroskopisch

untersucht.

3.8.2 Identifizierung der gereinigten Enzyme mittels Massenspektroskopie

Zur Durchfihrung der Massenspektroskopie wurden die zwei teilgereinigten FPLC-
Fraktionen 12 und 17 durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abbildung
3.30). AnschlieRend wurden drei Banden (ca. 17 kDa und ca. 40 kDa aus Fraktion 12 sowie
ca. 24 kDa aus Fraktion 17) im Acrylamid-Gel verdaut und die Peptidfragmente in das
Massenspektrometer injiziert.

Nach Erhalt der Fragmentspektren wurden diese mit in Datenbanken hinterlegten
Referenzspektren verglichen. So konnten die drei Proteine identifiziert werden. Abbildung
3.36, Abbildung 3.37 und Abbildung 3.38 zeigen die Ergebnisse der Datenbankanalyse der
Peptid-Fragmentspektren.
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1 MFRYSSLARR GRRERVVLLG GLVSASLALT LAFTRARAFL AFPEPGEDVGE
51 GEAYMGVGTR IEQGLGRGED ERTIGFADTS EVOGIDVSHW QGESINWISVE
101 SAGMSFAYIK ATEGINYEKDD RESANYTNAY WAGIIRGAYH FARFNASSGT
151 ROLDYFASNG GGWSRLONRTIL BGVLDIEHNF SGRAMCYGLST TOMETWINDE
201 HARYERRTTR DVWVIYITASW WHICTIGSWHG MARKSFEWVA HWGVIAFIVE
251 SGFFIWIFRQ YSATGREVEEV SGDVDENEFH GSRARLLALA HNTA

Abbildung 3.36: Darstellung des Vergleichs des Peptid-Fragmentspektrums des gereinigten
Proteins der GroRe ca. 24 kDa mit der Referenzsequenz einer Lysozym M1 Vorstufe aus
Streptomyces albus J1074 (NCBI-Accession-Nr.: ZP_06594806.1). Die farbig unterlegten Bereiche

zeigen Bereiche an, in denen die einzelnen Peptidfragmente mit den Referenzsequenzen

Ubereinstimmen.

Durch Abgleich des Fragmentspektrums des Proteins mit der Molekularmasse von ca. 24
kDa mit in der Datenbank hinterlegten Referenzsequenzen, konnte dieses einer Vorstufe des
Lysozyms M1 aus Streptomyces albus J1074 zugeordnet werden (NCBI-Accession-Nr.:

ZP_06594806.1). Hiermit wurde das Ergebnis der N-terminalen Sequenzierung durch die

massenspektroskopische Untersuchung des Proteins bestatigt.

1 MRIKRTTFRS SVARRTRLVA LARGLARVEA LATFTAHAGE SRRAFSSRELT
51 SARRERVLLDTD VAGTAWYVDE BANEVVVIAD STVIKAEIRK IRERAGGEAG
101 ALEINRTEGT FSPLLSGGDA I¥5555RC5L GFRVRSGSTY YALTAGHCTH
151 GISIWYINSS RITAFGIVAG SSFPNNDYGL IRYINSSVEA SGIVGSVDIT
201 RRANFTVEOS VIRRGSTTGI RSGIVIGLNA TVNYGSEIVV YEMIQTHVCA
251 EPGDSGGFLY 3G3TALGLIS FE3GHNC556G TTFFOFVVEL LNAYGVSVE

Abbildung 3.37: Darstellung des Vergleichs des Peptid-Fragmentspektrums des gereinigten
Proteins der GroRe ca. 17 kDa mit der Referenzsequenz einer Streptogrisin B Vorstufe aus
Streptomyces albus J1074 (NCBI-Accession-Nr.: ZP_04701200.1). Die farbig unterlegten Bereiche

zeigen Bereiche an, in denen die einzelnen Peptidfragmente mit der Referenzsequenz

Ubereinstimmen. Hierbei bedeutet blau die exakte Ubereinstimmung und griin eine teilweise

Ubereinstimmung. In den helleren Bereichen uiberlappen sich mehrere Peptidfragmente.

Analog zum Ergebnis der Datenbankrecherche nach der N-terminalen Sequenzierung, zeigte
auch das Fragmentspektrum des Proteins mit der molekularen Masse von ca. 17 kDa eine

Ubereinstimmung mit der Referenzsequenz einer Streptogrisin-B-Vorstufe aus Streptomyces
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albus J1074 nach der Massenspektroskopie (NCBI-Accession-Nr.: ZP_04701200.1; siehe
Abbildung 3.37).

Aufgrund der Ergebnisse der Massenspektroskopie, welche die Befunde der N-terminalen

Sequenzierung bestatigten, konnten die beiden bakteriolytischen Enzyme als Muramidase
(Gelfiltrations-Fraktion 13, ca. 24 kDa) und Peptidase/Protease (Gelfiltrations-Fraktion 14,
ca. 17 kDa) eindeutig identifiziert werden. Neben den bereits mit Edman-Abbau untersuchten
Proteinen konnte auch das Protein mit der molekularen Masse von ca. 40 kDa identifiziert
werden (siehe Abbildung 3.38)

1 MHLORKNRAR ALTLGALALS GALALTACGS DETGDITGGE NEASASRADV
51 ECGHEGOLLA SE5SACKNAM DVWIHEYRAL CEDIQINYKE DGSGLAGVIAFR
101 LOGQTAFAGS DSALKFEETE QSAEVCHDSG ATDLEMVGGE TATGYNVEGY
151 DKLNLDALTL ADIFNDKITT WODEAIKKLY PDAELPDIKI QLFHRSDESG
201 TTONFIEYLK ALATHSWEYE BGHANELKGG 0SAOGSSEVA QOVHQTAGAT
251 SYFELSYATD GIKTVDLDTG AGTEVEATVD NASHATISERK VVEOEKDLAL
301 ELAYDTHAEG LYPITLVTYE IRCEKGNEAE EEBATR=rLe YIAGEDGOEL

351 LEDGGYAPLP TEIAEKVEIT IADLG

Abbildung 3.38: Darstellung des Vergleichs des Peptid-Fragmentspektrums des gereinigten
Proteins der GrofRe ca. 40 kDa mit der Referenzsequenz eines Phosphat-Bindeproteins aus
Streptomyces albus J1074 (NCBI-Accession-Nr.: ZP_04703060.1). Nahere Erklarung siehe
Abbildung 3.37.

Bei diesem Protein handelt es sich um ein Phosphat-Bindeprotein aus Streptomyces albus
J1074 (NCBI-Accession-Nr.: ZP_04703060.1). Die Masse des in der Datenbank hinterlegten
Proteins betragt 38,95 kDa (pl 4,38) und liegt somit in der Grofenordnung des aus

Streptomyces albidoflavus B 578 isolierten Proteins. Da von diesem Protein keine
hemmende Wirkung gegen andere Mikroorganismen ausging, wurde es im weiteren Verlauf

der vorliegenden Arbeit nicht ndher untersucht.

3.8.3 Nachweis und Sequenzierung der Gene der lytischen Exoenzyme im Genom von
Streptomyces albidoflavus B 578

Nach der Identifizierung der beiden gereinigten Enzyme sollten deren Gene in Streptomyces
albidoflavus B 578 nachgewiesen werden. Anhand der durch Edman-Abbau erhaltenen N-
terminalen Sequenzen wurden verschiedene Aminosaurensequenzen nahverwandter
Enzyme aus Streptomyceten aus der NCBI-Datenbank ausgesucht. Mit diesen Sequenzen
wurden Alignments durchgefiihrt, um Ubereinstimmende Sequenzbereiche zur Konstruktion
von Primern zu ermitteln.
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Im Fall der Protease zeigte das Alignment der Referenz-Sequenzen eine hohe Heterologie,
das heil3t einen geringen Prozentsatz von Ubereinstimmenden Aminsduresequenz-
Bereichen. Auf der Grundlage dieses Alignments wurde ein Stammbaum der verschiedenen

Streptogrisin-Sequenzen berechnet (siehe Abbildung 3.39).

Streptomyces sp.  Streptomyces albus

Streptomyces clavuligerus
Streptomyces foseosporus

Streptomyces bingchenggensis

Streptomyces pristinaespiralis

Streptomyces hygroscopicus

0.1 Streptomyces griseus

Abbildung 3.39: Darstellung eines ungewurzelten Stammbaums verschiedener Streptogrisin-
Aminosaurensequenzen aus Streptomyceten. Der Stammbaum wurde nach der Neighboor-
Joining-Methode berechnet. Als Grundlage der Berechnung dienten Referenzsequenzen

verschiedener Streptomyceten aus der NCBI-Datenbank.

Wie in Abbildung 3.39 zu erkennen, konnten zwei Cluster von Streptogrisin-Sequenzen
ermittelt werden (blaue und rote Umrandung). Die Sequenzen innerhalb eines Cluster
zeigten eine hohe Sequenzidentitat, wahrend sie mit den Sequenzen des anderen Clusters
nur einen geringen Anteil an Sequenzhomologien aufwiesen. Auffallig war, dass alle
Sequenzen den nahezu gleichen N-Terminus aufwiesen. Anhand dieses Stammbaums lasst
sich somit vermuten, dass die Sequenz der Protease artspezifisch ist. Durch Ermittlung der
Gensequenzen der verwendeten Referenz-Arten konnten Primer konstruiert werden, die
spezifisch das Gen fiir die Protease innerhalb des einen Clusters und innerhalb des zweiten
Clusters nachweisen konnten. Ebenfalls wurde ein Primer konstruiert, der an die

Gensequenz des N-Terminus binden sollte.
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Abbildung 3.40: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach Amplifikation des
vermuteten Gens der Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578. Photographie eines
Agarose-Gels nach Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). Als Negativ-Kontrolle diente PCR-
Wasser.

Abbildung 3.40 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach der
Amplifikation des Protease-Gens aus Streptomyces albidoflavus B 578. Es ist zu erkennen,
dass lediglich das Primer-Paar FSC2/RSC4 eine Amplifikation eines DNA-Bereichs
ermoglichte. Hier war eine Bande auf der H6he von ca. 500 bp zu erkennen. Jedoch konnte
ebenso eine leichte Bande etwas oberhalb der starken Bande in derselben Probe detektiert
werden. Da das Primer-Paar FSC2/RSC4 spezifisch fir ein Cluster der Protease war
(Abbildung 3.39, blaue Umrandung), konnte auch eine Aussage Uber die phylogenetische
Zugehdrigkeit des untersuchten Streptomyces-Stamm getroffen werden. So wurden die
Ergebnisse der Identifizierung von Streptomyces albidoflavus B 578 durch die Ermittlung des
Gens fir die Protease bestatigt, da Streptomyces albidoflavus auf 16S rDNA Ebene eine
nadhere Verwandschaft mit den Streptomyces-Arten des einen Clusters (Streptomyces
bingchenggensis, Streptomyces griseus, Streptomyces hygroscopius und Streptomyces
pristinaespiralis) als denen des anderen Clusters (Streptomyces albus, Streptomyces
clavuligerus und Streptomyces roseosporus) aufweist.

Um die Nukleotidsequenz der gereinigten Protease zu ermitteln, wurden die PCR-
Bedingungen optimiert, so dass mit Hilfe des Primer-Paars FSC2/RSC4 nur noch ein

Amplifikat generiert wurde (siehe Abbildung 3.41)
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Abbildung 3.41: Gelelektrophoretische Auftrennung des gereinigten PCR-Produkts des
vermuteten Gens einer Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578. Photographie eines

Agarose-Gels nach Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung).

Nach der PCR war nur noch eine Nukleotidbande mit einer ungefahren Gréf3e von 500 bp zu
erkennen (siehe Abbildung 3.41, Pfeil). Dieses PCR-Produkt wurde gereinigt und die
Nukleotidsequenz ermittelt (siehe Anhang). AnschlieRend folgte der Datenbankvergleich der

erhaltenen Sequenz mit Referenzsequenzen (siehe Tabelle 3.21).

Tabelle 3.21: Ergebnisse des Sequenzvergleichs der ermittelten Nukleotidsequenz einer
vermuteten Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578 mit in der NCBI-Datenbank

hinterlegten Sequenzen.

Stamm Spezies Gen Nachster Verwandter Sequenzidentitat
(NCBI Datenbank) [bp/bp]
B 578 Streptomyces Protease Protease A (sprA) aus 395/474 (83 %)
albidoflavus Streptomyces griseus
Accession number: M17103.1
Serin-Protease 2 Vorstufe aus 404/501 (81 %)

Streptomyces fradiae sfp2

Accession number: AJ784940.1

Serin-Protease (sprl) aus 248/313 (79 %)
Streptomyces peucetius ATCC

29050

Accession number: JF939716.1
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Bei dem Amplifikat des Primer-Paars FSC2/RSC4 handelte es sich um das Gen fur eine
Serin-Protease. So zeigte die ermittelte Sequenz eine 83 %-ige Sequenzidentitdt mit einer
Serin-Protease aus Streptomyces griseus (siehe Tabelle 3.21). Ebenfalls konnten zwei
weitere Streptomyceten, Streptomyces fradiae und Streptomyces peucetius, ermittelt
werden, deren Gene fur eine Serin-Protease eine hohe Homologie mit der ermittelten
Sequenz aus Streptomyces albidoflavus B 578 aufwiesen.

Durch Translation der Nukleotidsequenz konnte auch die Aminosaurenzusammensetzung
der Serin-Protease ermittelt werden (siehe Anhang). Die Berechnung des Molekular-
gewichts anhand der Aminosdurensequenz ab dem N-Terminus (Protein Calculator,
www.scripps.edu/cgi-bin/cdputnam/protcalc3) ergab eine mittlere Molekilmasse von ca. 16
kDa. Dies entsprach in etwa der GroRe der in der SDS-PAGE detektierten Bande des

gereinigten Enzyms. Somit konnte sowohl die Aminosaure- als auch die Nukleotidsequenz
der Serin-Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578 ermittelt werden.

Analog zur Serin-Protease wurden fir die Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578
spezifische Primer konstruiert. Die Referenzsequenzen zeigten hierbei eine hohe
Sequenzhomologie, so dass die Konstruktion zweier Primer-Paare unterschiedlicher
Amplifikationslange (LyF1/LyR1 und LyF2/LyR2) ausreichend war. Abbildung 3.42 zeigt das
Ergebnis einer PCR der DNA aus Streptomyces albidoflavus B 578 mit den verschiedenen
Kombinationsmadglichkeiten der konstruierten Primer.

LyF1 LyF2 LyF1 LyF2
LyR1 LyR2 LyR2 LyR1

B 578
B 578
B 578
B 578
B 578
B 578
B 578
B 578
B 578

~ GeneRuler
B 578
B 578
B 578

1000 bp |

500 bp -

Abbildung 3.42: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach Amplifikation des
vermuteten Gens der Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578. Photographie eines
Agarose-Gels nach Ethidiumbromid-Farbung (Negativ-Darstellung). Als Negativ-Kontrolle diente PCR-
Wasser.
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Lediglich in dem PCR-Ansatz, der mit dem Primer-Paar LyF2/Ly1l amplifiziert wurde, konnte
eine Bande detektiert werden (siehe Abbildung 3.42, Pfeil). Mit einer ungefahren Gro3e von
500 bp entsprach sie auch der anhand des Sequenz-Alignments der Referenzarten
erwarteten GroR3e. In den Proben, welche mit anderen Primer-Paaren amplifiziert wurden,
konnte keine Bande nachgewiesen werden. Es war somit davon auszugehen, dass die
konstruierten Primer in diesen Fallen nicht spezifisch genug fur das Muramidase-Gen von
Streptomyces albidoflavus B 578 waren.

Das gereinigte PCR-Produkt des Primerpaars LyF2/LyR1 wurde sequenziert und die
erhaltene Sequenz durch BLAST-Suche Uberprift (Tabelle 3.22).

Tabelle 3.22: Ergebnisse des Sequenzvergleichs der ermittelten Nukleotidsequenz der
vermuteten Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578 mit in der NCBI-Datenbank

hinterlegten Sequenzen.

Stamm Spezies Gen Nachster Verwandter Sequenzidentitéat
(NCBI Datenbank) [bp/bp]
B 578  Streptomyces Muramidase Lysozym aus 492/508 (97 %)
albidoflavus Streptomyces koyangensis

Accession number:

EU260095.1

Sezernierte Hydrolase aus 493/510 (97 %)
Streptomyces griseus

S106

Accession number:

EU296922.1

Lysozym aus 439/514 (85 %)
Streptomyces flavogriseus

ATCC 33331

Accession number:

CP002475.1

Aufgrund der Sequenzanalyse durch die BLAST-Suche konnte die ermittelte Sequenz aus
Streptomyces albidoflavus B 578 als das Gen fir eine Muramidase/ein Lysozym identifiziert
werden. Wie aus Tabelle 3.22 hervorgeht, wies die ermittelte Sequenz eine 97 %-ige
Sequenzidentitat mit dem Gen fir ein Lysozym aus Streptomyces koyangensis auf. Ein
weiteres Lysozym (aus Streptomyces flavogriseus) zeigte 85 % Ubereinstimmung mit der
ermittelten Sequenz.
Die somit gewonnene Sequenz des Gens fur die Muramidase konnte in die Aminosaure-
sequenz Ubersetzt werden. Auch die BLAST-Suche dieser Sequenz ergab eine hohe
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Ubereinstimmung mit Sequenzen verschiedener Muramidasen/Lysozyme aus Strepto-
myceten. Im Bezug auf die Gré3e des Enzyms zeigen alle nahverwandten Enzyme eine ab

dem N-Terminus berechnete molekulare Masse (Protein Calculator, www.scripps.edu/cqgi-

bin/cdputnam/protcalc3) von ca. 24 kDa. Auch hier stimmte das anhand der Nukleotid-

sequenz berechnete Molekulargewicht mit der bei der SDS-PAGE detektierten Proteinbande
Uberein.

Mit Hilfe der Gensequenzen konnten die Ergebnisse der Identifizierung der beiden
gereinigten Enzyme bestatigt werden. Auch die theoretisch berechneten Massen der
Muramidase sowie der Protease stimmten mit den beobachteten Grdof3en der Proteinbanden

uberein.

3.9 Charakterisierung der gereinigten Exoenzyme

Die beiden als Muramidase und Protease identifizierten bakteriolytischen Enzyme aus
Streptomyces albidoflavus B 578 sollten hinsichtlich verschiedener physikalischer und
biochemischer Eigenschaften naher charakterisiert werden. Hierzu zahlte neben der
Bestimmung der relativen Molekiilmasse und des isoelektrischen Punktes (pl) auch die
Ermittlung der Wirkungs-Optima sowie die Quantifizierung der Enzymaktivitat. Abschlielend
sollte noch die Schnittstelle der gereinigten Muramidase bestimmt werden. Die Ergebnisse

der oben genannten Versuche sind in den folgenden Kapiteln wiedergegeben.

3.9.1 Bestimmung der relativen Molekilmasse

Nach der theoretischen Bestimmung des Molekulargewichts der beiden Enzyme anhand
ihrer Sequenz wurde die relative Molekiilmasse experimentell durch zwei verschiedene
Methoden genauer bestimmt. Zum einen durch Berechnung des Molekulargewichts anhand
der Laufstrecke bei der SDS-PAGE und zum anderen aufgrund der GroRentrennung von

Proteinen bei der Gelfiltration, durch den Vergleich mit Referenzproteinen.

3.9.1.1 GréRenbestimmung anhand der SDS-PAGE

Da die molekularen Massen der im Grol3enstandard enthaltenen Proteine bekannt waren,
konnte anhand ihrer Laufstrecke im SDS-Gel eine Kalibrierung im Bezug zur relativen

Molekulmasse erstellt werden (siehe Abbildung 3.43).
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Abbildung 3.43: Graphische Darstellung der zur Berechnung der relativen Molekiilmassen der
gereinigten Enzyme aus Streptomyces albidoflavus B 578 benutzten Kalibrierungskurve (SDS-
PAGE). Zur Berechnung der Kalibrierungskurve wurden die Laufstrecken und Molekulargewichte der
im PageRuler™-Proteinmarker (Fermentas, St. Leon-Rot) enthaltenen Standard-Proteine benutzt.

Gleichung und Bestimmtheitsgrad der Kalibrierungskurve sind in der Abbildung dargestellt.

Aufgrund der bestimmten Ri-Werte der beiden Proteinbanden der gereinigten Enzyme und
durch das Einsetzen dieser Werte in die Gleichung der Kalibrierungskurve konnte das
Molekulargewicht der Enzyme berechnet werden. So ergab sich fir die gereinigte
Muramidase eine relative Molekilmasse von 23,4 kDa, was in etwa der geschatzten Masse
von 24 kDa anhand der SDS-PAGE und der aufgrund der Sequenz berechneten Werte
entsprach. Im Fall der gereinigten Protease wurde ein Molekulargewicht von 17,1 kDa
berechnet. Dieser Wert lag somit ebenfalls in der Nahe des geschatzten Werts von 17 kDa
(SDS-PAGE) und des anhand der Sequenz berechneten Werts von 16 kDa.

Somit konnten durch die Berechnung der relativen Molekilmassen mittels der Laufstrecken

der beiden Proteine in der SDS-PAGE die vorhergehenden Ergebnisse bestétigt werden.

3.9.1.2 Gr6Renbestimmung mit Hilfe der Gelfiltration

Zur Bestimmung des Molekulargewichts durch die Gelffiltration wurde eine Sephadex® G-75
Séaule mit verschiedenen Proteinen bekannter GroRe kalibriert. Zur Erstellung der
Kalibrierungskurve wurden drei Enzyme gewéhlt, deren Molekulargewichte in der Nahe der
zu erwartenden Massen der gereinigten Enzyme lagen. Hierbei handelte es sich um
Aprotonin (6,5 kDa), Cytochrom C (12,4 kDa) und eine Anhydrase aus bovinen Erythrocyten
(29 kDa).
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Abbildung 3.44: Graphische Darstellung der zur Berechnung der relativen Molekiilmassen der
gereinigten Enzyme aus Streptomyces albidoflavus B 578 benutzten Kalibrierungskurve
(Gelfiltration). Gleichung und Bestimmtheitsgrad der Kalibrierungskurve sind in der Abbildung

dargestellt.

Wie aus Abbildung 3.44 hervorgeht, eluierten die beiden gereinigten und bakteriolytisch
aktiven Proteine mit 10,25 ml (Muramidase) und 11,75 ml (Protease) zwischen Cytochrom C
und der Anhydrase. Durch Einsetzen der Elutionsvolumina in die berechnete Gleichung der
Kalibrierunskurve ergaben sich folgende Molekulargewichte: Die Muramidase besal’ eine
relative Molekilmasse von 24,9 kDa, wahrend fir die Protease der Wert 16,9 kDa berechnet
wurde. Beide Werte stimmten nahezu mit denen anhand der mittels SDS-PAGE sowie der
Sequenz berechneten relativen Molekulargewichte tiberein.

Zusammenfassend liel3 sich sagen, dass das Molekulargewicht der gereinigten Muramidase

um 24 kDa, das der Protease um die 17 kDa liegt.
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3.9.2 Bestimmung des isoelektrischen Punkts

Der isoelektrische Punkt (pl) eines Proteins gibt den pH-Wert an, bei dem die Nettoladung
des Proteins gleich Null ist. Somit kdnnen anhand des pls Ruckschlisse tber den Antell
geladener Reste und damit Gber die Aminosdurezusammensetzung eines Proteins gezogen
werden. Jedes Protein besitzt einen spezifischen pl, womit dieser einen wichtigen Aspekt bei
der Charakterisierung dieser Makromolekile darstellt.

Die gereinigten Enzyme wurden zur Bestimmung auf ein Acrylamid-Gel aufgetragen indem
durch das Anlegen eines elektrischen Felds durch die vorhandenen Ampholyte ein pH-
Gradient aufgebaut wurde. Somit wanderten die Proteine zu dem pH-Wert der ihrem pl

entspricht.
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Abbildung 3.45: Ergebnis der Bestimmung der gereinigten Protease (A) und Muramidase (B)
aus Streptomyces albidoflavus B 578 durch analytische IEF. Photographie eines IEF-Gels nach
Serva Violett 17 Farbung. Aufgetragen wurden 1,6 pg der gereinigten Muramidase und 3,9 pg der

Protease.

Wie aus Abbildung 3.45 hervorgeht, war in beiden Proteinproben wie erwartet nur jeweils
eine Proteinbande zu erkennen (siehe Pfeile). Im Fall der gereinigten Protease (siehe
Abbildung 3.45 A) lag diese etwas oberhalb der pH 9,5-Bande des als Referenz
aufgetragenen Markers. Durch Berechnung der Laufstrecke konnte fiir diese Proteinbande
ein ungeféhrer pl von 9,7 ermittelt werden. In der Proteinprobe der Muramidase war eine
Bande zwischen pH 8,3 und pH 9,5 zu sehen. Hier ergab die Berechnung einen ungefahren

pl von 8,8. Somit lagen die isoelektrischen Punkte beider Enzyme im alkalischen Bereich.
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Um die durch analytische IEF ermittelten Werte zu Uberprifen, wurde anhand der
Aminosauresequenzen verschiedener Muramidasen/Lysozyme und Proteasen aus

Streptomyceten der theoretische pl berechnet (Protein Calculator, www.scripps.edu/cgi-

bin/cdputnam/protcalc3). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.23 zusammengefasst.

Tabelle 3.23: Berechnetes Molekulargewicht und berechneter isoelektrischer Punkt
ausgewahlter Enzyme verschiedener Streptomyceten auf Grundlage von in der NCBI-

Datenbank hinterlegten Aminosaure-Sequenzen.

Art Enzyme NCBI- berechnetes berechneter

Accession- Molekulargewicht pl
number [kDa]

Streptomyces Lysozyme M1  ZP_06908510.1 23,5 9,4

pristinaespiralis

ATCC 25486

Streptomyces Lysozyme M1  ZP_06594806.1 23,4 9,4

albus J1074

Streptomyces Lysozyme M1  ZP 06584176.1 23,2 9,2

roseosporus

NRRL 15998

Streptomyces Protease A M17103.1 18,0 7,3

griseus

Streptomyces Streptogrisin B ZP_07285963.1 18,6 6,7

sp.

Streptomyces Streptogrisin B EGE 45398.1 18,6 7,2

griseus

XylebKG-1

Es ist zu erkennen, dass die berechneten pls der Referenzsequenzen von Lysozym M1 mit
9,2 bis 9,4 etwas hoher lagen als der mit Hilfe der analytischen IEF bestimmte Wert von 8,8
fur die gereinigte Muramidase (siehe Tabelle 3.23). Jedoch lag dieser Wert noch annahernd
im Bereich der Referenz-Proteine. Anders konnte dies bei der gereinigten Protease
beobachtet werden. Hier wich der ermittelte Wert von ca. 9,7 deutlich von den theoretischen
Werten der Referenz-Proteasen ab. Der pl dieser Proteine lag zwischen 6,7 und 7,3 und
hatte damit, trotz &hnlicher Molekulargewichte und Aminosédurensequenzen, eine
Schwankung von 0,5. Da es sich aber bei der aufgetragenen Proteinprobe der Protease um
ein bakteriolytisches und proteolytisches Enzym handelte, konnte davon ausgegangen

werden, dass der ermittelte isoelektrische Punkt dem tatsachlichen Wert entspricht. Weiter
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war anzumerken, dass es sich bei den berechneten pls um theoretische Werte handelte,
wobei als Grundlage der Berechnung nur die Aminosdurensequenz unabhangig von der
Struktur und Umgebung des Proteins genutzt wurde. Dies war eine mdgliche Erklarung far
die starke Abweichung des ermittelten Werts von 9,7 fir die Protease von den theoretischen

pls der Referenz-Proteine.

3.9.3 Bestimmung der Aktivitats-Optima der gereinigten Enzyme unter verschiedenen
Parametern

Zur weiteren Charakterisierung der bakteriolytischen Enzyme aus Streptomyces albidoflavus
B 578 wurde ihre Aktivitdt unter verschiedenen Bedingungen ermittelt. Drei wichtige
Parameter flr die Weinbereitung sind die Temperatur, der pH-Wert sowie die Ethanol-
konzentration. Deshalb wurden Zellen von Lactobacillus brevis B 190 in verschiedenen
Puffern mit den jeweiligen Versuchsparametern aufgenommen und mit Enzymlésung
versetzt. Anschlielend erfolgte die Messung der optischen Dichte bei 600 nm um
festzustellen, ob eine Zelllyse stattgefunden hatte.

Die Ergebnisse der Untersuchung des Aktivitats-Optimums bezlglich der Ethanol-

konzentration sind in Abbildung 3.46 dargestellt.
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Abbildung 3.46: Graphische Darstellung der Zelllyse von Lactobacillus brevis B 190 durch die
gereinigte Protease (A) und Muramidase (B) bei verschiedenen Ethanolkonzentrationen.
Eingesetzt wurden 1,28 pg Protease und 0,72 pg Muramidase. Die Inkubationszeit betrug 24 h bei
30 °C.

Es ist zu erkennen, dass beide Kurven einen ahnlichen Verlauf zeigten (Abbildung 3.46).
Nach einer Abnahme der bakteriolytischen Aktivitdt bei einer Ethanol-Konzentration von 2
Vol% kam es zu einer Steigerung bis zur maximalen Zelllyse bei 7 Vol% (60 % bei der
gereinigten Protease, 45 % bei der gereinigten Muramidase). Anschliel3end fiel die Aktivitat
der Enzyme leicht ab. Aus der Abbildung 3.46 geht ebenfalls hervor, dass die gereinigte
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Muramidase eine geringere Schwankung der Zelllyse hinsichtlich der Ethanol-Konzentration
aufwies als die Protease. Jedoch war zu bemerken, dass die bakteriolytische Aktivitat auch
bei der Protease bei allen Ethanol-Konzentrationen gewéhrleistet blieb. Vor allem unter den
Ethanol-Werten, die zu Beginn der Garung vorliegen, zeigten die beiden Enzyme keinen
Aktivitatsverlust. Somit hatten die im Wein vorherrschenden Ethanol-Konzentrationen keinen

groReren Einfluss auf die Aktivitat der Muramidase und der Protease.
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Abbildung 3.47: Graphische Darstellung der Zelllyse von Lactobacillus brevis B 190 durch die
gereinigte Protease (A) und Muramidase (B) bei verschiedenen pH-Werten. Eingesetzt wurden

1,28 ug Protease und 0,72 pg Muramidase. Die Inkubationszeit betrug 24 h bei 30 °C.

Ein weiterer wichtiger Faktor der Weinbereitung ist der pH-Wert. Abbildung 3.47 zeigt die
Aktivitéat der gereinigten Enzyme aus Streptomyces albidoflavus B 578 bei verschiedenen
pH-Werten. Im Fall der Protease konnten zwei Aktivitdtsmaxima beobachet werden (siehe
Abbildung 3.47 A). Das erste Maximum lag bei pH 4,0. Hier wurde eine Zelllyse von ca. 50 %
erreicht. Bei pH 4,5 nahm die Aktivitdt ab, um anschlieRend wieder anzusteigen. Die
maximale Zelllyse von ca. 62 % wurde bei pH 7,0 erreicht. Eine Erhéhung des pH-Wertes
brachte keine Steigerung der Aktivitdt mehr. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die
gereinigte Protease bei allen getesteten pH-Werten (aul3er pH 3,0) in der Lage war den
Testorganismus Lactobacillus brevis B 190 zu lysieren. Im Gegensatz zur Protease zeigte
der Aktivitatsverlauf der Muramidase nur ein Maximum (siehe Abbildung 3.47 B). Dieses lag
mit einer Zelllyse von ca. 57 % bei einem pH-Wert von 7,0. Hierbei stieg die bakteriolytische
Aktivitat kontinuierlich von pH 3,0 bis zum Maximum an. Die Messung der Probe bei pH 8,0
zeigte keine weitere Steigerung der Zelllyse. Im Fall der Muramidase konnte eine Lyse des
Testorganismus bei allen pH-Werten beobachtet werden. Zusammenfassend liel3 sich
zeigen, dass die gereinigte Protease zwei Aktivitdts-Maxima besal3, eines bei pH 4,0 und
eines bei pH 7,0, wadhrend die Muramidase ihr einziges Aktivitats-Maximum bei pH 7,0

aufwies.
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Abbildung 3.48: Graphische Darstellung der Zelllyse von Lactobacillus brevis B 190 durch die
gereinigte Protease (A) und Muramidase (B) bei verschiedenen Temperaturen. Eingesetzt

wurden 1,28 pg Protease und 0,72 ug Muramidase. Die Inkubationszeit betrug 24 h.

Bezlglich der bakteriolytischen Aktivitat unter verschiedenen Temperaturen zeigten die
Kurven der beiden gereinigten Enzyme, vergleichbar der Ethanol-Konzentration, eine hohe
Ahnlichkeit (siehe Abbildung 3.48). Bei einer Temperatur von 12 °C war die gereinigte
Protease in der Lage ca. 20 % der Zellen von Lactobacillus brevis B 190 zu lysieren. Durch
die Erhéhung der Temperatur auf 15 °C lie3 sich die Aktivitdt um tber 30 % auf 51 %
Zelllyse steigern. Anschlie3end fiel die bakteriolytische Aktivitat leicht ab, um dann bei 30 °C
ihr Maximum mit 54 % zu erreichen. Mit steigender Temperatur nahm die Wirkung der
Protease anschlieRend wieder ab. Zusammenfassend konnten somit zwei Temperatur-
Optima der Protease detektiert werden, eines bei 15 °C und eines bei 30 °C. Ahnlich zur
Protease zeigte sich die Muramidase hinsichtlich des Verlaufs des Temperatur-Optimums.
Dieses Enzym wies bei der ersten untersuchten Temperatur von 12 °C eine Zelllyse von ca.
18 % auf. Dieser Wert konnte durch die Erhéhung der Inkubations-Temperatur um 3 °C mehr
als verdoppelt werden. Das Temperatur-Optimum der gereinigten Muramidase lag mit
ungefahr 50 % Lyse von Lactobacillus brevis B 190 bei 30 °C. Eine weitere Erh6hung der
Temperatur resultierte nicht in einer Aktivitats-Steigerung. Es liel3 sich zeigen, dass zwischen
15 und 50 °C die bakteriolytische Aktivitat nahezu konstant blieb und nur um ca. 12 %
schwankte. Auch in dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass beide Enzyme in der
Lage waren unter allen getesteten Varianten die Zellen des Testorganismus Lactobacillus
brevis B 190 zu lysieren. Vor allem die niedrigen Temperaturen (15 und 20 °C) sind fiir die
Weinbereitung von speziellem Interesse, da in diesem Bereich hauptsachlich die

alkoholische Garung durchgeftihrt wird.
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AbschlieRend sind die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung der gereinigten Enzyme aus

Streptomyces albidoflavus B 578 noch einmal tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 3.24).

Tabelle 3.24: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung der Aktivitat der gereinigten

Enzyme aus Streptomyces albidoflavus B 578 bei verschiedenen Parametern.

Parameter Muramidase Protease
Ethanol Optimum 7 Vol% Optimum 7 Vol%

aktiv zwischen 0 und 15 Vol% aktiv zwischen 0 und 15 Vol%
pH-Wert Optimum pH 7.0 Optimum 1: pH 4.0

Optimum 2: pH 7.0
aktiv zwischen pH 3.0 und pH 8.0 aktiv zwischen pH 3.5 und pH 8.0

Temperatur ~ Optimum 30 °C Optimum 30 °C
aktiv zwischen 12 und 50 °C aktiv zwischen 12 und 50 °C

3.9.4 Nachweis und Quantifizierung der Protease-Aktivitat

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die gereinigte Protease aus Streptomyces
albidoflavus B 578 in der Lage war, den Testorganismus Lactobacillus brevis B 190 zu
lysieren, wurde Uberprift, ob es sich hierbei um eine proteolytische Reaktion handelte.
Hierzu wurde die proteolytische Aktivitat des gereinigten Enzymes anhand des Abbaus von
Azo-Casein ermittelt. Bei Azo-Casein handelt es sich um ein mit einem Azo-Farbstoff
gekoppeltes Casein. Durch Proteolyse des Caseins wird dieser Farbstoff freigesetzt und
kann photometrisch nachgewiesen werden.

Der Verlauf der proteolytischen Aktivitdt wurde Uber einen Zeitraum von sieben Stunden

gemessen (siehe Abbildung 3.49).
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Abbildung 3.49: Graphische Darstellung der proteolytischen Aktivitat der gereinigten Protease
aus Streptomyces albidoflavus B 578 in Abh&ngigkeit der Zeit. Als Substrat diente Azo-Casein (5
mg/ml). Eingesetzt wurden 1,14 ug Enzym. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C.

Die in Abbildung 3.49 dargestellte Kurve der proteolytischen Aktivitdt der gereinigten
Protease zeigt einen leicht sigmoidalen Verlauf. Zu Beginn der Inkubation nahm die
Extinktion, sprich die freigesetzte Menge an Azo-Farbstoff, dass hei3t die Menge an
abgebautem Casein, nur leicht zu. Zwischen der Messung nach 120 Minuten und der nach
360 Minuten kam es zu einem nahezu linearen und raschen Anstieg der Enzym-Aktivitat. Der
nach sechs Stunden erhaltene Extinktionswert blieb im weiteren Verlauf der Messung
konstant und konnte nicht mehr gesteigert werden. So ergab eine zusétzlich durchgefihrte
Messung nach 24 Stunden eine Extinktion von 0,238, was in etwa dem gemessenen Wert
nach sieben Stunden entsprach.

Auf der Grundlage der oben genannten Ergebnisse wurde eine Unit-Definition fur die
gereinigte Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578 erstellt. Hierbei entspricht ein Unit
der Menge an Enzym, die bendtigt wird um die Extinktion bei 440 nm des Azo-Farbstoffes
pro Minute um 0,001 zu erh6hen.

Durch Berechnung der Steigung der Kurve in der exponentiellen Phase (siehe Abbildung
3.49) konnte ermittelt werden, dass 1,14 ug reines Enzym in der Lage war die Extinktion des
Azo-Farbstoffes um 0,0007 pro Minute zu erh6hen. Somit entsprachen laut Definition 1,14 pg
Protease 0,7 Units. Folglich hatte ein Unit Protease die Masse 1,63 pg. Die Ergebnisse der

Unit-Bestimmung sind in Tabelle 3.25 zusammengefasst.
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Tabelle 3.25: Ergebnisse der Unit-Bestimmung der gereinigten Protease aus Streptomyces

albidoflavus B 578.

Enzym U [ug] Spezifische Aktivitat
[U/mg]

Protease aus
Streptomyces albidoflavus B 578

1,63 614

3.9.4.1 Abbau von S-Layer-Proteinen durch die gereinigte Protease

Nachdem die proteolytische Aktivitét der gereinigten Protease nachgewiesen werden konnte,
sollite Uberprift werden, ob das Enzym in der Lage ist, S-Layer-Proteine abzubauen. Diese
Proteinschicht befindet sich auf3erhalb der Zellwand mancher Bakterien und bildet somit eine
zusatzliche Barriere fur den Angriff von beispielsweise Enzymen auf die Zellwand.

Wie in Kapitel 3.4.4 gezeigt wurde, besitzt der in dieser Arbeit verwendete Testorganismus
Lactobacillus brevis B 190 ein S-Layer Protein mit der ungefahren Molekilmasse von 50
kDa. Durch Zugabe der gereinigten Protease zu der S-Layer-Suspension sollte der Abbau

dieser Proteine uberprift werden.
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Abbildung 3.50: Abbau von S-Layer-Proteinen durch die gereinigte Protease. Photographie
einer SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung. T = Zeitpunkt des Reaktionsabbruchs. Eingesetzte
Enzymkonzentration = 0,77 pg. A = Abbauverlauf Uber 2 h. B = Abbauverlauf Giber 24 h. Als Negativ-

Kontrolle wurde eH,O eingesetzt.

In der Kontrolle, die nur die S-Layer-Suspension enthielt, war vor und nach der Inkubation
eine starke Proteinbande mit einem relativen Molekulargewicht von ca. 50 kDa zu erkennen
(siehe Abbildung 3.50). Hierbei handelt es sich um den S-Layer. Die Intensitat dieser
Proteinbande nimmt nach der Inkubation mit der gereinigten Protease ab. Bereits zwei

142



Ergebnisse

Stunden nach der Enzym-Zugabe war die Intensitat der S-Layer-Bande deutlich verringert
(siehe Abbildung 3.50 A). Ebenfalls war zu beobachten, dass die Anzahl und Intensitat der
Proteinbanden, die wahrscheinlich Abbauprodukte darstellen, mit der Zeit zunehmen. Nach
24-stindiger Inkubation war die Proteinbande des S-Layer nur noch schwach zu erkennen
(siehe Abbildung 3.50 B). Es war zusatzlich zu beobachten, dass die Intensitat einer
Proteinbande mit einem relativen Molekulargewicht von ungefahr 25 kDa, was der Halfte der
S-Layer-Bande entsprach, proportional zur Abnahme der S-Layer-Bande zunahm. Hier
konnte vermutet werden, dass das S-Layer-Protein aus zwei gleich grof3en Domanen
besteht, die durch die Protease gespaltet werden. Gleichzeitig kam es zu dem Verschwinden
von anderen Abbauproteinbanden im Verlauf der Zeit. Wahrend zu Beginn der Inkubation
noch eine Vielzahl von Banden zu beobachten war, konnten in der Messung nach 24
Stunden neben der 25 kDa-Proteinbande nur noch wenige, schwache Banden detektiert
werden (siehe Abbildung 3.50 B). Es war davon auszugehen, dass diese Abbauprodukte
weiter unspezifisch durch die Protease verdaut wurden, wahrend das Protein mit ca. 25 kDa
eine gewisse Resistenz gegenuiber der gereinigten Protease aufzuweisen schien.

Um zu dberprifen, ob die gereinigte Muramidase gegebenenfalls auch eine proteolytische
Aktivitat besald beziehungsweise in der Lage war S-Layer-Protein abzubauen, wurde mit ihr
analog zur Protease verfahren. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 3.51

dargestellt.
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Abbildung 3.51: Abbau von S-Layer-Proteinen durch die gereinigte Muramidase. Photographie
einer SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung. T = Zeitpunkt des Reaktionsabbruchs. Eingesetzte

Enzymkonzentration = 0,35 pg. Als Negativ-Kontrolle wurde eH,O eingesetzt.
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Wie bereits in Abbildung 3.50 nachgewiesen, konnte auch in der Kontrolle der Abbildung
3.51 die S-Layer-Bande mit der Grofe von ca. 50 kDa beobachtet werden. Nach Zugabe der
gereinigten Muramidase zu den S-Layer-Proteinen konnte keine Abnahme der Intensitat der
S-Layer-Bande (siehe Pfeil) beobachtet werden. Auch nach zweistiindiger Inkubation besaf}
die 50 kDa-Proteinbande noch dieselbe Intensitéat wie die Kontrolle ohne Enzymzugabe.
Aufgrund dieser Ergebnisse war davon auszugehen, dass die gereinigte Muramidase, wie
erwartet, keine proteolytische Aktivitat zeigte. Bei den Banden unterhalb der 50 kDa handelte
es sich wahrscheinlich um Verunreinigungen der S-Layer-Préparation, da diese sowohl in

den Proben als auch in den Kontrollen vorhanden waren.

3.9.5 Quantifizierung der Muramidase-Aktivitat

Zur Bestimmung der Muramidase-Aktivitat wurde die Zellwand von Micrococcus luteus
B 577 prépariert und anschlieRend mit dem gereinigten Enzym inkubiert. Beim Abbau des
Peptidoglycans entstehen reduzierende Enden an der N-Acetyl-Muraminsdure. Bei Zugabe
von 3,5-Dinitrosalicylsdure zum Probeansatz kommt es zur Reduktion dieser Verbindung zu
3-Amino-5-nitrosalicylsédure. Bei dieser Reaktion kommt es zu einem Farbumschlag, der bei
575 nm gemessen werden kann. Folglich ist die Menge an freigesetztem Zucker proportional
zur Extinktionszunahme bei 575 nm. Um festzustellen welche Extinktion welcher Menge an
freigesetztem Zucker entspricht, wurde eine Kalibrierungs-Kurve mit verschiedenen Glucose-

Konzentrationen erstellt (siehe Abbildung 3.52).
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Abbildung 3.52: Graphische Darstellung der zur Berechnung der spezifischen Aktivitat der
gereinigten Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578 benutzten Kalibrierungskurve.
Als Referenz dienten verschiedene Glucosekonzentrationen. Gleichung und Bestimmtheitsgrad der

Kalibrierungskurve sind in der Abbildung dargestellt.
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Wie in Abbildung 3.52 ersichtlich, nahm die Extinktion linear mit der Konzentration der
eingesetzten Glucose zu. Mit Hilfe dieser Kenntnis konnte nun die Aktivitdt der Muramidase
im Verlauf der Zeit bestimmt werden. Es konnte davon ausgegangen werden, dass bei einer
bestimmten Extinktion — analog der Kalibrierungskurve — eine gewisse Menge reduzierende
N-Acetyl-Muraminséure freigesetzt wurde. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in
Abbildung 3.53 dargestellt.
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Abbildung 3.53: Graphische Darstellung der Ergebnisse zur Berechnung der spezifischen
Aktivitat der gereinigten Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578. Gemessen wurde

die Menge an freigesetzten reduzierenden Zuckern. Eingesetzt wurden 3,0 ug gereinigte Muramidase.

Es ist zu erkennen, dass bereits 30 Minuten nach der Enzym-Zugabe nahezu eine
Verdopplung der Extinktion zu beobachten war (siehe Abbildung 3.53). Im weiteren
Zeitverlauf stieg der Extinktionswert weiter, bis er bei vier Stunden sein Maximum erreichte.
Eine langere Inkubation der Zellwand mit dem gereinigten Enzym brachte keine Steigerung
der Extinktion. Somit war zu beobachten, dass die Reaktion hdochstwahrscheinlich bereits
nach vier Stunden abgeschlossen war. Der Anstieg der Extinktion, welcher mit der
Freisetzung von reduzierenden Zuckern einhergeht, ist ein deutlicher Nachweis der
Muramidase-Aktivitat des gereinigten Enzyms.

Auch im Falle der Muramidase wurde eine Unit-Bestimmung durchgefiihrt. Hierbei wurde ein
Unit als die Menge Enzym definiert, die bendtigt wird, um in einer Minute 1 pg Glucose (bzw.
N-Acetyl-Muraminséure) freizusetzen.

Betrachtet man die Steigung der in Abbildung 3.53 gezeigten Kurve zwischen der 60

Minuten- und der vier Stunden-Messung, so ergibt sich in diesem Zeitraum eine Freisetzung

145



Ergebnisse

von 0,32 ug reduzierendem Zucker pro Minute. Fur den Versuch wurden pro Probe 3,0 pg
gereinigte Muramidase eingesetzt. Somit entsprach ein Unit laut Definition 9,38 pug Enzym.
Um diese Werte einordnen zu kénnen, wurde die Zellwand von Micrococcus luteus ebenfalls
mit Lysozym behandelt. Hierbei ergab sich eine Freisetzung von 0,27 pg N-Acetyl-
Muraminsdure pro Minute. Analog zur gereinigten Muramidase aus Streptomyces
albidoflavus B 578 wurde auch hier eine Unit-Bestimmung durchgefthrt. Hierbei ergab sich
fur Lysozym (eingesetzt wurden 6,25 pug) eine Menge von 23,15 pg/U. Dieser Wert lag somit
deutlich Uber dem fir das gereinigte Enzym. Die Ergebnisse der Unit-Bestimmung sind

abschlie3end nochmals in Tabelle 3.26 zusammengefasst.

Tabelle 3.26: Ergebnisse der Unit-Bestimmung der gereinigten Muramidase aus Streptomyces
albidoflavus B 578.

Enzym U [ug] Spezifische Aktivitat?
[U/mg]
Muramidase aus
: 9,38 107
Streptomyces albidoflavus B 578
Lysozym EC 3.2.1.17 (Sigma-Aldrich,
23,15 43

Steinheim)

% gegeniiber der Zellwand von Micrococcus luteus B 577.

3.9.6 Bestimmung der Schnittstelle der gereinigten Muramidase

Bei der Spaltung des Peptidoglycans der bakteriellen Zellwand durch eine Muramidase
entsteht eine freie Carbonyl-Gruppe an der N-Acetyl-Muraminsdure. Durch Reduktion dieser
Gruppe durch NaBH, und anschliel3ender Hydrolyse entsteht der Zuckeralkohol Muramitol,
welcher mit Hilfe einer Anionenaustauscherchromatographie mit gekoppelter gepulster
amperometrischer Detektion (HPAEC-PAD) nachgewiesen werden kann.

Um zu Uberprifen, ob mit der angewandten Methode Muramitol nachgewiesen werden kann
und ob in der hydrolysierten Zellwand Verbindungen enthalten waren, die &hnliche
Retentionszeiten wie das Muramitol aufwiesen, wurde als Negativ- und Positiv-Kontrolle
Zellwand bzw. Muraminsdure mit NaBH, reduziert und anschlieRend hydrolysiert. Das
Ergebnis der chromatographischen Auftrennung der beiden Proben ist in Abbildung 3.54

dargestellt.
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Abbildung 3.54: Chromatographische Auftrennung des Muramitol-Standards (A) und der
hydrolysierten Zellwand von Micrococcus luteus B 577 (B) mit Hilfe der HPAEC-PAD. Die
Proben wurden jeweils mit NaBH, reduziert. Die Konzentration des Standards (Muraminsaure) betrug
1 mg/ml, die der Zellwand 1 mg/100 ml.

In Abbildung 3.54 A ist ein starkes Signal mit der Retentionszeit von ca. 16,5 Minuten zu
erkennen. Hier war davon auszugehen, dass es sich bei diesem Signal um das Muramitol
handelte, da als einzige Probenkomponente die Muraminsaure reduziert werden konnte.
Neben dem Hauptsignal konnten weitere schwache Signale mit niedrigen Retentionszeiten
detektiert werden. In der Probe, die die hydrolysierte Zellwand von Micrococcus luteus B 577
enthielt, war kein Signal mit ahnlicher Retentionszeit des Murmanitols zu erkennen (siehe
Abbildung 3.54 B). Lediglich eine Reihe schwacher Signale mit einer Retentionszeit von 5 bis
20 Minuten war detektierbar. In beiden Proben konnte ein Signal mit der Retentionszeit von
ca. 31 Minuten detektiert werden. Dieses Signal war bei der Probe mit der Zellwand deutlich
ausgepragter. Bei diesem Signal konnte es sich um unspezifische Hydrolyse-Produkte
handeln.

Um festzustellen, ob es sich bei dem gereinigten Enzym tatsachlich um eine Muramidase,
wie die Identifizierung ergab, handelte, wurde gereinigte Zellwand von Micrococcus luteus B
577 mit diesem Enzym behandelt. Anschlieend wurde die Probe analog zu den oben
beschriebenen Kontrollen behandelt. Gleichzeitig wurde die Zellwand mit Lysozym

behandelt, um die Methode zu Uberprifen.
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Abbildung 3.55: Chromatographische Auftrennung der mit Lysozym behandelten und
hydrolysierten Zellwand von Micrococcus luteus B 577 (A) und der mit gereinigten Muramidase
behandelten und hydrolysierten Zellwand von Micrococcus luteus B 577 (B) mit Hilfe der
HPAEC-PAD. Die Proben wurden jeweils mit NaBH, reduziert. Die Konzentration des Lysozyms

betrug 1 mg/ml, die der gereinigten Muramidase 24 pg/ml.

In beiden in Abbildung 3.55 dargestellten Chromatogrammen ist ein Signal mit der
Retentionszeit von 16,5 Minuten zu erkennen. Aufgrund des in Abbildung 3.54 dargestellten
Standards des Muramitols, konnte der detektierte Signal-Peak in den Proben, welche mit
Enzym behandelt wurden, dieser Verbindung zugewiesen werden. Bei der Probe, die mit
Lysozym inkubiert wurde, war — wie zu erwarten — dieses Signal stark ausgepragt (siehe
Abbildung 3.55 A). Jedoch ist dieses auch in der Probe mit dem gereinigten Enzym aus
Streptomyces albidoflavus B 578 deutlich zu erkennen. Neben den erwéhnten Signalen des
Muramitols, waren in beiden Chromatogrammen weitere schwache Signale sowie ein starkes
Signal mit der Retentionszeit von ca. 31 Minuten zu detektieren. Dieses Signal konnte schon
in den beiden Proben der Positiv- und Negativ-Kontrolle nachgewiesen werden. Die
Tatsache, dass dieses Signal in allen vier Proben vorhanden war, sprach dafir, dass es sich
hierbei um Nebenprodukte der hydrolytischen Spaltung handelte.

Aufgrund der gezeigten Ergebnisse, welche eindeutig das Freiwerden des Muramitols
belegen, konnte — =zusatzlich zur proteinbiochemischen und molekulargenetischen
Identifizierung — das gereinigte Enzym aus Streptomyces albidoflavus B 578 als Muramidase

identifiziert werden.
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit wurde das Vorkommen biogene Amine
bildender Bakterien in deutschen Versuchsweinen des Dienstleistungszentrums landlicher
Raum in Neustadt an der Weinstrasse untersucht. Hierzu wurden vor allem
Milchsaurebakterien isoliert, mit Hilfe verschiedener Methoden identifiziert und hinsichtlich
ihres Potentials zur Bildung biogener Amine tberprift. Ein weiterer Teil der Arbeit bestand in
der Reinigung und Identifizierung zweier bakteriolytischer Enzyme aus dem Kulturiiberstand
von Streptomyces albidoflavus B 578. Beide Enzyme wurden in Bezug auf ihre Aktivitat unter
verschiedenen weinrelevanten Bedingungen getestet sowie proteinbiochemisch untersucht.
Hierdurch sollte festgestellt werden, ob man mit Hilfe der gereinigten Enzyme in der Lage ist,
die Weinqualitdét mindernden Bakterien in ihrem Wachstum zu hemmen. Ein mdglicher
Einsatz der Enzyme in der Weinbereitung konnte eine Alternative zur konventionellen

mikrobiologischen Stabilisierung durch Zugabe von Sulfid oder Lysozym darstellen.

4.1 Anwendung verschiedener molekularbiologischer Methoden zur Identi-

fizierung der isolierten Bakterien aus Versuchsweinen

Durch die Isolierung mit Hilfe verschiedener Kulturmedien konnte eine grof3e Anzahl an
Reinkulturen gewonnen werden. Insgesamt wurden 148 bakterielle Stdmme aus 54
Versuchsweinen gewonnen.
Zur ldentifizierung dieser Stdmme wurden moderne molekularbiologische Methoden
verwendet. Im Gegensatz zur klassischen Identifizierung aufgrund physiologischer
Merkmale, sind fur die molekularbiologischen Untersuchungen keine Lebend- und zum Teil
auch keine Reinkulturen notwendig. Sie sind somit kulturunabhéngig. Milchsaurebakterien,
welche hauptverantwortlich fiir die Bildung biogener Amine sind (Landete et al., 2005; Garai
et al., 2007; Vincenzini et al.,, 2009), kdnnen physiologisch aufgrund der Verwertung
verschiedener C-Quellen, Endprodukte der Milchsduregarung oder Wachstumsverhalten bei
verschiedenen Bedingungen, wie Ethanol- oder NaCl-Konzentration unterschieden werden
(K6nig und Froéhlich, 2009).
Eine von Frohlich und Pfannebecker (2007) entwickelte DNA-Fingerprintmethode erméglicht
die artspezifische Identifizierung von weinrelevanten Milchsédurebakterien (SAPD-PCR,;
specifically amplified polymorphic DNA-PCR). Hierbei werden Primer verwendet, die die
Erkennungssequenz der Notl-Endonuklease enthalten. Diese Oligonukleotide binden
wahrend der PCR an die jeweiligen Zielsequenzen und erzeugen somit DNA-Fragmente
spezifischer Lange. Bei der Auftrennung dieser DNA-Fragmente in einem Agarose-Gel
entsteht ein Bandenmuster das fur die jeweilige Art spezifisch ist. Pfannebecker und Fréhlich
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(2008) konnten mit Hilfe der SAPD-PCR 65 % der untersuchten Pediococcus-Stamme
eindeutig den jeweiligen Arten zuordnen. Durch Anwendung der Methode auf weitere
Milchs&urebakterien-Arten konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass alle bis
heute im Wein beschriebenen Milchsaurebakterien (Mafies-L4zaro et al., 2008a, 2008b,
2009; Konig und Frohlich, 2009) durch die Amplifikation ihrer DNA mit dem Primer C-Not
(5" - AGC GGC CGC C - 3') ein bestimmtes Bandenmuster aufweisen, welches fir die
jeweilige Art spezifisch ist. Durch den Vergleich der Bandenmuster der isolieren Stamme mit
denen von Referenzstammen aus der Kulturensammlung der DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen), konnte somit eine grof3e Anzahl der Bakterien
identifiziert werden. Die Sequenzierung einzelner Stamme konnten die Befunde der SAPD-
PCR bestétigen. Es konnte somit gezeigt werden, dass die SAPD-PCR fir die zeitnahe
Identifizierung von Mikroorganismen in Reinkulturen genutzt werden kann.

Da nicht alle isolierten Stémme durch den Einsatz der SAPD-PCR eindeutig phylogenetisch
eingeordnet werden konnten, wurden weitere molekularbiologische Methoden angewandt.
Zur klassischen Identifizierung wird in den meisten Fallen die ribosomale DNA né&her
untersucht (Ludwig und Schleifer, 1994). Hierbei wird in der Regel die 16S rDNA sequenziert
und mit in Datenbanken hinterlegten Sequenzen verglichen. So ist eine grobe Zuordnung der
Bakterien in verschiedene Klassen mdglich. Jedoch konnten Fox et al. (1992) zeigen, dass
eine speziesspezifische Identifizierung auf Grundlage der 16S rDNA in manchen Fallen nicht
madglich ist. So weist zum Beispiel die Gattung Lactobacillus eine sehr hohe Homologie
innerhalb der verschiedenen 16S rDNA-Sequenzen auf (Mohania et al., 2008). Um einen
generellen Uberblick tber die systematische Zugehorigkeit einzelner Bakterien zu erhalten,
kann jedoch die Sequenz der 16S rDNA herangezogen werden. So konnten einige der in
dieser Arbeit isolierten Stimme bestimmten Arten zugeordnet werden.

Eine schnelle und einfache Methode zur Identifizierung von Bakterien stellt die Multiplex-
PCR dar (Pfannebecker und Fréhlich, 2008; Petri et al., 2011). Hierbei werden bestimmte
Primer verwendet, die artspezifisch ein PCR-Fragment erzeugen. Diese Oligonukleotide
werden auf der Grundlage von SAPD-PCR Banden konstruiert, die fir die jeweilige Art
einzigartig sind. Anhand der GroRRe des entstandenen DNA-Amplifikats nach der Multiplex-
PCR kann eine Art nachgewiesen werden. Durch den gleichzeitigen Einsatz mehrerer
Primer-Paare ist eine simultane Identifizierung verschiedener Bakterien moglich. Diese
Methode bedingt daher keine Reinkulturen und ist in der Lage eine geringe Anzahl an
Bakterien nachzuweisen. So konnten Pfannebecker und Fréhlich (2008) durch den Einsatz
von 35 PCR-Zyklen noch zehn Zellen von Pediococcus damnosus DSM 203327 pro Milliliter
Kultur nachweisen. Durch die Weiterentwicklung der bestehenden Methode am Institut fir
Mikrobiologie und Weinforschung der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz kénnen zum

jetzigen Zeitpunkt 13 verschiedene Milchsaurebakterien zeitgleich detektiert werden:
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Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Oenoccocus oeni, Pediococcus
acidilactici, Pediococcus damnosus, Pediococcus inopinatus, Pediococcus parvulus,
Pediococcus pentosaceus und Weissella paramesenteroides (Petri et al., 2011).

Neben den hier beschriebenen und angewandten molekularbiologischen Methoden zur
Identifizierung gibt es noch eine Reihe weiterer Techniken (Fréhlich et al., 2009). Hierzu
zahlen Fingerprint-Methoden wie die random amplified polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR,;
Du Plessis und Dicks, 1995), die pulsed field gel eletrophoresis (PFGE; Larisika et al., 2008)
oder das Ribotyping (Rodtong und Tannock, 1993), aber auch Methoden, die auf
verschiedenen Fragmentmustern aufgrund von Enzymverdau einzelner DNA-Bereiche oder
der Gesamt-DNA basieren (Rodas et al., 2003; Claisse et al., 2007). Immer haufiger findet
auch die Realtime-PCR ihren Einsatz zum Nachweis von Milchsédurebakterien (Haarman und
Knol, 2006; Kao et al., 2007). In den letzten 20 Jahren wird auch mehr und mehr die
Massenspektroskopie als analytische Anwendung zur ldentifizierung in der Mikrobiologie

verwendet (Sauer und Kliem, 2010).

4.2 Entwicklung einer dinnschichtchromatographischen Methode zum

gualitativen Schnellnachweis biogener Amine

Die Dunnschichtchromatographie stellt eine gunstige und relativ einfach handhabbare
Methode zur Trennung von Stoffgemischen dar. In der Regel beruht die Trennung der
einzelnen Komponenten auf Wechselwirkungen zwischen den Verbindungen und einer
mobilen sowie einer stationaren Phase (Stahl, 1967).

Zum Nachweis verschiedener biogener Amine mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie
wurden bereits mehrere Studien durchgefiihrt (Eaton und Mullis, 1988; Lapa-Guimardes und
Pickova, 2004; Latorre-Moratalla et al., 2009). In allen Arbeiten wurden die biogenen Amine
zuerst derivatisiert, um anschlieRend mittels verschiedener Laufmittelsysteme getrennt zu
werden. Seiler und Wiechman (1970) beschrieben erstmals die Derivatisierung mit Dansyl-
Chlorid und die anschlieRende Detektion der biogenen Amine mit UV-Licht. Als andere
Reagenzien zur Visualisierung der Amine nach der dinnschichtchromatographischen
Trennung kdénnen Ninhydrin, ortho-Phthalaldehyd, Fluorescamin oder ortho-Diacetylbenzol
verwendet werden (Lieber und Taylor, 1978). Jedoch ist man aufgrund von eventuellen
gesundheitlichen Risiken und der geringen Nachweisempfindlichkeit von dem Gebrauch von
Ninhydrin und ortho-Diacetylbenzol abgekommen. Die beiden anderen Reagenzien, ortho-
Phthalaldehyd und Fluorescamin, weisen eine hohe Nachweisgrenze fiir biogene Amine auf.
Eine hohe Lichtempfindlichkeit und die relativ kurze Stabilitdt der Amin-Derivate dieser

Reagenzien ist ein Nachteil ihrer Anwendung in der Diinnschichtchromatographie.

151



Diskussion

Mit Hilfe zweier Laufmittelsysteme konnte die Trennung von elf weinrelevanten biogenen
Aminen erzielt werden. Die optimale Trennung der Amine Ethylamin, Hexylamin, Histamin,
Isoamylamin, Phenylethylamin, Serotonin und Tyramin konnte mit einen Laufmittel aus
Toluol, Chloroform und Triethylamin (10:6:7, v/v/v) erzielt werden, wahrend zur Trennung
von Cadaverin, Ethanolamin, Putrescin und Tryptamin sich ein Gemisch aus Chloroform,
Diethylether und Triethylamin (6:2:1, v/v/v) als optimales Laufmittel herausstellte. Die
Nachweisgrenze der einzelnen Amine betrug hierbei zwischen 1 und 10 mg/l. Latorre-
Moratalla et al. (2009) konnten unter der Verwendung eines Gemisches aus Chloroform,
Diethylether und Triethylamin (4:1:1, v/viv) acht verschiedene biogene Amine nachweisen.
Dies gelang auch Lapa-Guimardes und Pickova (2004) mit Hilfe einer Doppelentwicklung der
Dunnschichtplatte mit zwei verschiedenen Laufmitteln. Im Gegensatz zu diesen Studien
reichten bei der hier entwickelten Methode geringere Mengen an Derivatisierungsreagenz
und Probe aus, um eindeutige und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Eine
Festphasen-Extraktion zur Aufreinigung der biogenen Amine vor der Dunnschicht-
chromatographie, wie sie von Meseguer-Lloret et al. (2004) beschrieben wurde, war nicht
notwendig. Ein Nachweis aller Amine mit einem Laufmittel war ebenfalls moéglich, jedoch
konnten die Amine Cadaverin, Ethanolamin, Putrescin und Tryptamin nicht eindeutig
voneinander getrennt werden. Dies lag womdglich an ihrer nahen chemischen
Verwandtschaft. Fir die Durchfihrung der Untersuchungen zur Bildung biogener Amine
durch die Eigenisolate war die Trennung aller Amine jedoch nicht notwendig, so dass hierfir
das Laufmittel Toluol, Chloroform und Triethylamin (10:6:7, v/v/v) verwendet wurde.

Durch den Einsatz nur eines Laufmittels zur Detektion der biogenen Amine konnte der
Zeitaufwand fur die Untersuchung einer groRen Probenzahl minimiert werden. Eine weitere
Zeiteinsparung wurde durch die Erhéhung der Derivatisierungstemperatur erzielt. Ebenso
konnte durch Zusatz von Tween 80 die Intensitat und die StabilitAt der Dansyl-Derivate
erhoht werden (Linares et al., 1998). Somit stellt die entwickelte Methode ein einfaches,

gunstiges und schnelles Werkzeug zum Nachweis von biogenen Aminen dar.

4.3 Bildung biogener Amine und systematische Zugehdrigkeit der aus

Versuchsweinen isolierten Bakterien

Die Mehrzahl der insgesamt 148 isolierten Stamme konnte Arten von Milchsé&urebakterien
zugeordnet werden. Der am haufigsten gefundene Vertreter dieser Familie war Lactobacillus
brevis. Diese Art konnte 58 Mal isoliert werden, was einen Gesamtanteil von ca. 40 % der
Isolate ausmachte. Oenococcus oeni, welcher einen wichtigen Bestandteil der Mikroflora im
Milieu Wein ausmacht, wurde insgesamt 49 Mal isoliert. Somit machten diese beiden
Spezies mehr als zwei Drittel der isolierten Bakterien aus. Neben den beiden genannten

Arten, machten die beiden Pediokokken-Arten, Pediococcus damnosus (9 Stdmme) und
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Pediococcus parvulus (5 Stamme) einen weiteren grof3en Anteil an den isolierten Bakterien
aus. Diese beiden Mikroorganismen konnten ausschliellich in den Versuchsweinen der
Rebsorte Spétburgunder gefunden werden, wohingegen Leuconostoc mesenteroides (4
Stamme) nur in den Weillburgunder-Weinen nachweisbar war. Die drei letztgenannten
Organismen sind in der Lage unter bestimmten Bedingungen extrazellulare Polysaccharide
zu bilden, welche zur Erhéhung der Viskositdt des Weines fuhren und im Weinfehler
,Lindton* gipfeln kénnen (Renouf et al., 2007; Montersino et al., 2008; Bartowsky, 2009).
Weiter wurden die Arten Lactobacillus casei, Lactobacillus hilgardii und Lactobacillus
paracasei in geringer Anzahl isoliert. Die identifizierten Milchs&urebakterien wurden bereits
im Wein nachgewiesen (Wibowo et al., 1985; Kdnig und Fréhlich, 2009) und kdnnen neben
erwlnschten Stoffwechselreaktionen, wie der malolaktischen Fermentation, auch
Verbindungen bilden, die die Qualitat des Weines vermindern (Gram et al., 2002; Bartowsky,
2009). Sie stellen somit potentielle Schadlinge in der Weinbereitung dar.

Neben Vertretern der Milchsdurebakterien wurden Organismen zweier weiterer Genera
isoliert. Hierbei handelte es sich um vier Essigsaurebakterien, die den Arten Acetobacter
oeni und Acetobacter tropicalis angehérten, sowie drei verschiedenen Staphylococcus-Arten:
Staphylococcus captitis, Staphylococcus condimenti und Staphylococcus epidermitis.
Wahrend das Vorkommen von Acetobacter oeni in der Weinbereitung bereits beschrieben ist
(Silva et al., 2006; Guillamon und Mas, 2009), konnte Acetobacter tropicalis noch nicht
nachgewiesen werden. Dieser Organismus wurde zuerst aus Kokosnussen isoliert (Lisdiyanti
et al.,, 2000) und von Kounatidis et al. (2009) als Hauptsymbiont der Oliven-Fruchtfliege
(Bactrocera oleae) beschrieben. Die Infektion von Weinen mit Essigsédurebakterien durch
Fruchtfliegen ist bekannt. Somit kénnte der Organismus auf diese Art in die Versuchsweine
gelangt sein. Das Vorkommen von Acetobacter tropicalis und weiterer neu isolierter
Essigsaurebakterien ist in Wirth et al. (2011) zusammengefasst. Die in dieser Arbeit
angewandte Methode des RFLP der 16S rDNA konnte bereits von Ruiz et al. (2000) und
Gonzalez et al. (2006) als zuverlassiges Werkzeug zur Identifizierung von Essigsaure-
bakterien nachgewiesen werden.

Ungewoéhnlich war die Isolierung von insgesamt zehn Stammen der Gattung
Staphylococcus. Diese Organismen spielen in der Regel keine Rolle in der Weinherstellung.
Sie konnten durch Verunreinigungen des Traubenmaterials oder der Gerate sowie durch
unsauberes Arbeiten bei der Probenverarbeitung in die Weine gelangt sein. Die drei
isolierten Arten, Staphylococcus capitis, Staphylococcus condimenti und Staphylococcus
epidermitis, wurden aus anderen Lebensmitteln isoliert. So wurde Staphylococcus
condimenti erstmals in Soja-Maische nachgewiesen (Probst et al., 1998) wahrend
Staphylococcus capitis und Staphylococcus condimenti haufig in Fleisch- und

Wourstprodukten wiedergefunden wurden (De las Rivas et al., 2007).

153



Diskussion

Neben der Bildung von Fehlaromen spielt vor allem das Vorkommen und die Bildung
biogener Amine durch Milchsaurebakterien eine zentrale Rolle in der aktuellen
Weinforschung (Landete et al., 2005; Costanini et al., 2009; Kaschak et al., 2009). Nicht nur
wegen moglicher sensorischer Beeinflussung der Weinqualitéat (Rohn et al., 2005) sondern
vor allem wegen den mit ihnen in Verbindung gebrachten gesundheitlichen Risiken (Silla-
Santos, 1996; Smit et al., 2008) sind biogene Amine von speziellem Interesse.
Hauptverantwortlich fir die Bildung dieser niedermolekularen Stickstoffverbindungen
wahrend der Weinbereitung sind Milchséaurebakterien (Landete et al., 2007a).

Die Ergebnisse der dinnschichtchromatographischen Untersuchungen zeigten, dass 72 der
134 isolierten Milchsaurebakterien in der Lage waren, in einem Vollmedium ein oder mehrere
biogene Amine zu bilden. Die Auswahl eines Vollmediums (MRS; De Man et al., 1960)
erfolgte aufgrund des besseren Vergleichs der Ergebnisse sowie der Untersuchung des
Potentials der einzelnen Isolate zur Bildung biogener Amine unter Laborbedingungen. Auf
den Zusatz von Vorlaufer-Aminoséuren wie Histidin oder Tyramin wurde verzichtet.

Am meisten wurden die Amine Tyramin (66 Stamme) und Histamin (17 StAmme) gefunden.
Diese beiden Amine kommen auch im Wein — neben Putrescin und Cadaverin — am
haufigsten vor (Beneduce et al., 2010). Die Bildung von Phenylethylamin konnte bei acht
Stammen, die von Ethylamin bei sechs Stdmmen nachgewiesen werden. Andere Amine
wurden gegebenenfalls aufgrund der Nachweisgrenze der Dinnschichtchromatographie
nicht in den Kulturiberstanden der isolierten Milchsaurebakterien detektiert. Alle 58
untersuchten Stdmme von Lactobacillus brevis waren in der Lage biogene Amine zu bilden.
Hierbei wurde Tyramin im Kulturiberstand aller Stamme detektiert, wahrend Histamin (8
Stamme), Phenylethylamin (6 Stamme) und Ethylamin (4 Stamme) in geringerer Anzahl
nachweisbar waren. Die Bildung von Tyramin durch Lactobacillus brevis in Wein wurde von
Moreno-Arribas und Lonvaud-Funel (1999) beschrieben. Coton und Coton (2009)
postulierten, dass es sich bei der Tyramin-Bildung dieses Milchsédurebakteriums um ein
stammspezifisches Merkmal handelt, welches Uber horizontalen Gentransfer gewonnen
werden oder verloren gehen kann. Dem widersprechen die Ergebnisse von Landete et al.
(2007b), die zeigten, dass alle aus Weinen isolierten Stamme von Lactobacillus brevis in der
Lage waren Tyramin zu bilden. Aufgrund dieser Befunde und denen der vorliegenden Arbeit
ist es nicht auszuschlieBen, dass die Bildung von Tyramin in Wein eine Adaptation der
Bakterien an die Umwelt darstellt, welche zum Beispiel der Regulation des intrazellularen
pH-Werts oder aber auch der zusétzlichen Energiegewinnung dient. Der Aufbau einer
protonenmotorischen Kraft zur ATP-Synthese durch den Amin/Aminosaure-Antiport wurde
von Molenaar et al. (1993) bei der Bildung von Histamin durch Lactobacillus buchneri
beschrieben. Phenylethylamin, welches ebenfalls in einigen Kulturiberstinden von

Lactobacillus brevis gefunden wurde, konnte bereits von Landete et al. (2007b) bei diesem
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Organismus nachgewiesen werden. Daneben berichten Bover-Cid et al. (2001) und Landete
et al. (2007b) von der Bildung dieses Amins durch Lactobacillus curvatus beziehungsweise
Lactobacillus hilgardii. Ein Vorhandensein von Phenylethylamin oder anderen biogenen
Aminen im Kulturiiberstand des einzigen isolierten Stamms von Lactobacillus hilgardii konnte
nicht detektiert werden. Landete et al. (2005) bezeichnen die Arten Lactobacillus hilgardii
und Pediococcus parvulus als hauptverantwortliche Amin-Bildner im Wein. Aus den
Versuchsweinen konnten jedoch nur sechs Stamme dieser Arten isoliert werden, von denen
zwei Histamin, Tyramin und Phenylethylamin bildeten. So konnte diese Annahme nicht
bekraftigt werden, sondern eher widerlegt, da der hauptverantwortliche Bildner in den
Versuchsweinen Lactobacillus brevis war. Neben Lactobacillus brevis zeigten einige Stamme
der Arten Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Pediococcus damnosus,
Pedioccoccus parvulus und Leuconostoc mesenteroides eine Bildung biogener Amine. Dies
konnten bereits Landete et al. (2005) und Marino et al. (2008) nachweisen. Lactobacillus
casei und Lactobacillus paracasei spielen vor allem in alten Weinen eine Rolle (Moreno-
Arribas und Polo, 2008). Diese Organismen konnen auch fir das Auftreten anderer
Weinfehler verantwortlich sein (Costello et al., 2001; Bunkova et al., 2009; Bartowsky, 2009;
Coton et al., 2010). Studien bezuglich der Bildung biogener Amine unter weinrelevanten
Bedingungen zeigten, dass das gleichzeitige Vorkommen verschiedener Arten die Amin-
Produktion potenziert. So konnte in einer Co-Kultur von Lactobacillus hilgardii und
Oenococcus oeni bis zu 34 % mehr Histamin nachgewiesen werden als in den jeweiligen
Reinkulturen (Aredes Fernandez et al., 2010). Ebenfalls kénnen diese Organismen als
Kontaminationen in Hefe-Starterkulturen vorkommen und somit fir die Bildung biogener
Amine verantwortlich sein (Costantini et al., 2009).

In den Kulturiberstidnden des fir die Weinbereitung am wichtigsten Milchsaurebakteriums
Oenococcus oeni wurden keine biogenen Amine gefunden. Wéhrend Straub et al. (1995)
und Moreno-Arribas et al. (2003) bei je 88 beziehungsweise 39 Stdmmen dieses Bakteriums
keine Amin-Bildung nachwiesen, berichten Landete et al. (2005) von der Bildung von bis zu
99 mg/l Histamin durch Oenococcus oeni. Coton et al. (1998) und Izquierdo Canas et al.
(2009) wiesen nach, dass Oenococcus oeni das genetische Potential zur Bildung von
Histamin besitzen kann. Bei der industriellen Herstellung von bakteriellen Starterkulturen fir
den biologischen Saureabbau werden jedoch Stdmme ausgesucht, deren Genotyp die
Bildung biogener Amine und anderer unerwiinschter Verbindungen weitgehend ausschlief3t.
Aufgrund dieser Annahme kann vermutet werden, dass es sich bei der Mehrzahl der
isolierten Oenococcus oeni-Stdamme um Bakterien handelt, die den Weinen im Rahmen der
Versuchsdurchfiihrung zugegeben wurden. Costantini et al. (2009) zeigten, dass keines der

getesteten Oenococcus oeni-Priparate in der Lage war biogene Amine zu bilden.
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Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurde der Kulturiiberstand je eines Amin produzierenden
Stammes einer Art mittels HPLC untersucht. Alle bei der Dunnschichtchromatographie
gefundenen Amine konnten auch bei der HPLC wiedergefunden werden. Neben Tyramin,
Histamin, Ethylamin und Phenylethylamin wurden noch finf weitere Amine in den
Kulturiiberstdnden nachgewiesen: Cadaverin, Ethanolamin, Isoamylamin, Putrescin und
Tryptamin, wobei lediglich Ethanolamin mit bis zu 4,01 mg/l in hdheren Konzentrationen
nachweisbar war. Ein Vergleich dieser Werte mit der Literatur ist nicht moéglich, da alle
Literaturwerte auf anderen Anzuchtmethoden beziehungsweise Nachweisverfahren beruhen.
So bildet ein Stamm von Lactobacillus brevis bei Landete et al. (2007b) bis zu 1,2 g/l
Tyramin und 0,2 g/l Phenylethylamin, wohingegen bei denen im Rahmen dieser Arbeit
angewandten Bedingungen Konzentrationen von 1,9 mg/l respektive 0,23 mg/l fur das
jeweilige Amin detektiert wurden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein grof3er Anteil der in den Versuchsweinen
vorkommenden Bakterien in der Lage war biogene Amine zu bilden. Hauptverantwortlich fur
diese Bildung war Lactobacillus brevis, wohingegen von Oenoccus oeni keine Gefahr fur die
Weinqualitat ausging.

Bezlglich der Isolate, die nicht der Familie der Milchsaurebakterien zuzuordnen waren,
konnte gezeigt werden, dass zwei Stdmme von Acetobacter tropicalis in der Lage waren
Tyramin zu bilden. Die Entstehung biogener Amine durch Essigséaurebakterien im Wein ist
noch nicht ausreichend untersucht und die genannte Art wurde — wie bereits erwdhnt —
erstmals im Rahmen dieser Arbeit aus Wein isoliert. Neben diesem Essigsaurebakterium
konnten biogene Amine im Kulturiberstand von Staphylococcus captitis und Staphylococcus
epidermitis detektiert werden. De las Rivas et al. (2007) wies das Gen fiur die Histidin-
Decarboxylase und die Bildung von Histamin bei Staphylococcus captitis nach, wahrend
keine Amin-Bildung durch Staphylococcus epidermitis beobachtet wurde. Uber die Bildung
biogener Amine durch verschiedene Staphylokokken-Arten, die als proteolytische
Starterkulturen bei der Reifung von Dauerwurst eingesetzt werden, referieren Bover-Cid et
al. (1999).

Neben den Milchsaurebakterien stellen somit weitere Gattungen von Bakterien ein Risiko
beziglich der Bildung biogener Amine in der Weinbereitung dar. Es ist somit von hochster
Prioritat fur den Winzer die Mikroflora seines Weins zu beobachten, Kontaminationen zu
verhindern und gegebenenfalls friihzeitig auf das Vorkommen dieser Schadorganismen zu

reagieren.
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4.4 Nachweis der Gene zur Produktion von biogenen Aminen durch
Lactobacillus brevis B 190

Das Milchsaurebakterium Lactobacillus brevis gehdrt zu der natirlichen Mikroflora des
Weines und ist in der Lage eine Reihe von aromaaktiven Verbindungen zu bilden (Kénig und
Frohlich, 2009). Die Bildung von biogenen Aminen durch dieses Bakterium wurde unter
anderem von Moreno-Arribas et al. (2003) nachgewiesen. Im Rahmen der vorliegenden
Forschungsarbeit wurde gezeigt, dass Lactobacillus brevis B 190 Histamin und Tyramin
unter weinrelevanten Bedingungen bildet. Hierzu z&hlte eine Amin-Bildung bei pH-Werten
unter 3,5 sowie bei Temperaturen um die 15 °C.

Zur genaueren Untersuchung von Lactobacillus brevis B 190 wurden mit spezifischen
Primern die jeweiligen Gene der Decarboxylasen zur Bildung von Histamin und Tyramin
nachgewiesen. Das Vorhandensein einer Tyrosin-Decarboxylase bei Lactobacillus brevis
wurde erstmals von Moreno-Arribas und Lonvaud-Funel (1999) bestatigt. Lucas et al. (2003)
postulierten, dass die Gene die zur Bildung von Tyramin aus Tyrosin benétigt werden in
einem Operon codiert werden. Dieses Operon besitzt neben dem Gen fur die Tyrosin-
Decarboxylase noch drei weiter Gene fir eine Tyrosyl-tRNA Synthetase, einen Na'/H’-
Antiporter und eine Tyrosin-Permease (Wolken et al., 2006). Ahnliche Genanordnungen
wurden bei den Tyramin produzierenden Arten Enterococcus durans (Fernandez et al.,
2007) und Carnobacterium divergens (Coton et al., 2004) nachgewiesen. In einer Studie von
Burikova et al. (2009) konnte gezeigt werden, dass einige Bakterien, trotz Vorhandensein der
Gene zur Bildung von Tyramin, dieses Amin nicht bilden. Somit lasst sich sagen, dass der
Nachweis der Gene nicht die Bildung von Tyramin bedingt. Eine stammspezifische Bildung
von Tyramin aufgrund von horizontalem Gentransfer bei Lactobacillus brevis wird von Coton
und Coton (2009) beschrieben. Marcobal et al. (2006) berichten von horizontalem
Gentransfer der Ornithin-Decarboxylase zur Bildung von Putrescin durch Oenococcus oeni.
Im Gegensatz zum Gen fir die Tyrosin-Decarboxylase, konnte dasjenige fir eine Histidin-
Decarboxylase bisher noch nicht bei Lactobacillus brevis nachgewiesen werden. In dieser
Arbeit konnte die mit Hilfe von spezifischen Primern amplifizierte und sequenzierte DNA-
Sequenz von Lactobacillus brevis B 190 durch Datenbankrecherche als Histidin-
Decarboxylase identifiziert werden. Dabei zeigte die Sequenz eine hohe Identitat mit dem
Gen einer Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus buchneri. Phylogenetische
Untersuchungen der Gensequenz zeigten eine nahe Verwandtschaft zu verschiedenen
Histidin-Decarboxylasen aus weinrelevanten Milchsaurebakterien wie Lactobacillus hilgardii
und Oenococcus oeni. Coton et al. (1998) und Lucas et al. (2005) referieren tber das
Vorkommen dieser Gene in den genannten Arten. Ahnlich der Gene zur Bildung von Tyramin
sind die Gene des Histamin-Bildungswegs in einem Operon codiert. Es besteht ebenfalls aus

vier Genen fir die Histidin-Decarboxylase, eine Histidyl-tRNA Synthetase, einen Histidin/
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Histamin-Antiporter und ein unbekanntes Protein (Lucas et al., 2005). Die Gene zur
Histamin-Bildung durch Lactobacillus hilgardii sind auf einem unstabilen Plasmid lokalisiert,
so dass die Fahigkeit zur Produktion dieses Amins durch das Bakterium gewonnen werden
oder verloren gehen kann (Lucas et al., 2005).

Ein weiterer Unterschied der Histidin-Decarboxylase zur Tyrosin-Decarboxylase besteht
darin, dass ihr Vorhandensein stets in der Bildung von Histamin resultiert (Landete et al.,
2005). Somit genugt der Nachweis des Decarboxylase-Gens zur Identifizierung eines
Bakteriums als Histamin-Produzent. Ferner konnten Landete et al. (2008) zeigen, dass
einige weinrelevante Parameter Einfluss auf die Expression der Gene zur Bildung von
Histamin haben. So hemmen hohe Glucose-, Fructose-, Malat- und Citrat-Konzentrationen
die Expression wahrend hohe Ethanol-Konzentrationen diese erhéhen. Dies spricht dafr,
dass die Bildung von Histamin vor allem nach Ende der alkoholischen Garung stattfindet, da
zu diesem Zeitpunkt ein Grof3teil des im Most vorhandenen Zuckers umgesetzt wurde und
erhohte Konzentrationen von Ethanol vorliegen.

Es konnte gezeigt werden, dass Lactobacillus brevis B 190 die genetische Ausstattung zur
Bildung von Tyramin und Histamin besitzt und diese auch unter weinrelevanten Bedingungen

bildet. Somit geht von dieser Spezies ein gewisses Risiko fur die Qualitdt des Weines aus.

4.5 Identifizierung von Streptomyces albidoflavus B 578

Aufgrund der wirtschaftlichen Relevanz als Antibiotika- oder Enzym-Produzent ist die
Gattung Streptomyces von hohem Interesse fur die Forschung (Welsch, 1962; Blattel et al.,
2009). Seit der Erstbeschreibung dieser Gattung durch Waksman und Henrici (1943) wurden
tber 550 verschiedene Arten von Streptomyceten beschrieben (Kampfer, 2011). Viele dieser
Arten wurden vor allem in den 1960er Jahren isoliert und beschrieben ohne die
phylogenetische Verwandtschaft genauer zu untersuchen. Zur besseren und vergleichbaren
Identifizierung von neuen Isolaten griindeten Shirling und Gottlieb (1966) das International
Streptomyces Project (ISP), in dem sie einheitliche Medien und Tests zur Charakterisierung
von neuen Arten vorschlugen. Ferner sollten Referenzstdmme neuer Arten in zentralen
Stammsammlungen hinterlegt werden (Gottlieb und Shirling, 1967). So konnte eine Reihe
von Arten reklassifiziert werden.

Durch Ampflizierung der 16S rDNA mit Primern, die zum Teil in der Intergenregion
(intergenic spacer region, IGS-Region) zwischen der 16S rDNA und der 23 rDNA binden,
konnte die Gesamtsequenz der 16S rDNA von Streptomyces albidoflavus B 578 ermittelt
werden. Die IGS-Region bei Streptomyceten besteht aus sechs hoch konservierten und finf
variablen Bereichen, die ebenfalls zur Identifizierung der jeweiligen Arten genutzt werden
kénnen (Hain et al., 1997). Der Datenbankvergleich (NCBI) der erhaltenen Nukleotidabfolge

der 16S rDNA des untersuchten Stamms B 578 zeigt eine hohe Sequenzidentitat mit
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Streptomyces albidoflavus und Streptomyces sampsonii. Rong et al. (2009) wiesen nach,
dass 13 beschriebene Arten von Streptomyceten aufgrund von 16S rDNA-Untersuchungen,
Multilocus Sequenz Analysen und DNA-DNA Hybridisierung der Art Streptomyces
albidoflavus angehdrten. Darunter befindet sich auch das Synonym Streptomyces sampsonii.
Bereits 2008 identifizierten Kiss et al. den Streptomycin produzierenden Stamm
Streptomyces griseus 45H aufgrund von Southern-Blot Ergebnissen als Streptomyces
albidoflavus. Durch die Reklassifierzung dieser Art konnte davon ausgegangen werden, dass
es sich bei dem Stamm B 578 um Streptomyces albidoflavus handelte. Diese Annahme
wurde durch den Vergleich der Gesamtsequenz der 16S rDNA mit denen aus zwei
Referenzstammen, DSM 40233 und DSM 40455", von Streptomyces albidoflavus bestatigt.
Es wurde eine Sequenzidentitat von jeweils Uber 99,6 % berechnet. Die Gene fur die
ribosomale RNA bei Streptomyceten sind in einem Operon angeordnet, welches in vier bis
sieben Ausfuihrungen vorliegt und von verschiedenen Promotoren reguliert wird (Van Wezel
et al., 1991). Aufgebaut sind die Operons aus dem Genen der 16S rRNA, gefolgt der 23S
rRNA und abschlieRend der 5S rRNA sowie den jeweiligen Promotoren und
Intergenregionen (Puji¢ et al., 2001).

Neben der genannten Identifizierung der Streptomyceten durch 16S rDNA Sequenz-
analysen, stellen RFLP Analysen (Lanoot et al., 2005) sowie Multilocus Sequenz Analysen
(MLSA), bei denen mehrere verschiedene, in der Regel Haushaltsgene, zur Bestimmung der
phylogenetischen Verwandtschaft genutzt werden (Guo et al., 2008; Kiss et al., 2008; Rong
et al., 2009), weitere Methoden zur Identifizierung von Streptomyceten dar. Die MLSA
werden vor allem zur Detektion von Antibiotika produzierenden Stdmmen durchgefiihrt
(Gharaibeh et al., 2003).

Zusatzlich zu den phylogenetischen Untersuchungen von Streptomyces albidoflavus B 578
wurden noch Tests beziiglich der Verwertbarkeit einiger Zucker durchgefuihrt. Hierbei zeigten
die beiden Referenzstdmme von Streptomyces albidoflavus das gleiche Verhalten wie der
Stamm B 578. Somit konnte der Stamm B 578 eindeutig als Streptomyces albidoflavus

identifiziert werden.
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4.6 Lyse biogene Amine produzierender Bakterien durch Kulturtiberstand von
Streptomyces albidoflavus B 578

Das Vorkommen von Bakterien in der Weinbereitung ist in der Regel unerwiinscht, da sie als
Verursacher einer Reihe von Weinfehlern in Frage kommen (Bartowsky, 2009). Lediglich
Oenococcus oeni bildet hier eine Ausnahme. Dieses Bakterium wird zum Teil als
Starterkultur fir den biologischen Saureabbau in Weinen mit hohem S&uregehalt eingesetzt.
Eine Reduktion der S&ure in von Natur aus saurearmen Weinen, vor allem Rotweinen
sudlicher Regionen, ist jedoch andererseits teilweise unerwinscht.

Insgesamt wurden 69 Stamme, davon 65 Milchsaurebakterien, die aus den Versuchsweinen
isoliert wurden und zum Teil biogene Amine bildeten, mit dem Kaulturiiberstand von
Streptomyces albidoflavus B 578 versetzt. Eine Zelllyse von tiber 50 % konnte bei mehr als
der Halfe der Stamme ermittelt werden. Vor allem Lactobacillus brevis, welcher als haufigster
Bildner biogener Amine aus den Versuchsweinen isoliert wurde, konnte in hohem Malde
lysiert werden. Eine Zelllyse von Milchsdurebakterien durch Kulturiberstdnde von
Streptomyceten wurde bereits von Ohbuchi et al. (2001) und Blattel et al. (2009)
nachgewiesen. Jedoch zeigen die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Forschungsarbeit
erbracht wurden, dass der Kulturiiberstand Streptomyces albidoflavus B 578 in der Lage ist
eine Vielzahl von Milchsaurebakterien zu lysieren und das bei hoher Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse. Auffallig war, dass die einzelnen Stamme von Oenococcus oeni im Gegensatz
zu den restlichen Milchsaurebakterien in geringeren Prozentzahlen lysiert wurden. Dies ist
jedoch aufgrund des Einsatzes dieses Bakteriums als Starterkultur zur Durchfiihrung des
biologischen S&ureabbaus erstrebenswert. Ein Nachteil des in der Weinbereitung
eingesetzten Lysozyms besteht darin, dass es eine héhere Lyseaktivitdt gegen Oenococcus
oeni besitzt, als zum Beispiel gegen den Weinschéadling Lactobacillus hilgardii (Delfini et al.,
2004; Sigler, 2004).

Ferner konnte die Lyse eines gramnegativen Essigsaurebakteriums — Acetobacter tropicalis
— beobachtet werden. Dieses Bakterium wurde erstmals aus Wein isoliert und beschrieben
(Wirth et al.,, 2011). Essigséurebakterien spielen in der Weinbereitung vor allem als
Schadorganismen eine Rolle, da sie in ihrem Stoffwechsel aromaaktive Stoffe bilden kénnen,
die die Qualitat des Weines beeinflussen (Du Toit et al., 2005; Bartowsky, 2009). Durch das
Vorhandensein einer auferen Membran kann das Lysozym das Peptidoglykan der
Essigsaurebakterien nicht angreifen und ist somit ineffektiv zur Bekampfung dieser
Mikroorganismen. Zur Zelllyse dieser Bakterien werden somit neben einer Muramidase auch
noch andere Enzymklassen wie Proteasen oder Lipasen benétigt. Diese scheinen somit im
Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 vorhanden zu sein. Kim und Park
(2007) konnten die Bildung von extrazellularen Lipasen bei Streptomyces clavuligerus

nachweisen.
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Neben den genannten Bakterien zeigten auch drei Isolate der Gattung Staphylococcus eine
Zelllyse durch den Kulturiberstand. Da das Vorkommen dieser Bakterien bisher noch nicht
in der Weinbereitung beschrieben wurde, ist davon auszugehen, dass sie durch
Verunreinigung der Probe, zum Beispiel bei der Probenentnahme, in die Versuchsweine
gelangt waren. Eine Zelllyse von Staphylococcus aureus durch Enzyme von Streptomyceten
konnten Yoshimoto und Tsuru (1972) erzielen. Babenko et al. (1990) wiesen eine
staphylolytischen Aktivitat des Kulturextrakts von Streptomyces recifensis subsp. lyticus
nach. Demnach kann auch davon ausgegangen werden, dass in der medizinischen
Forschung ein Interesse an den im Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578

enthaltenen Enzymen besteht, da viele Staphylokokken als Humanpathogene bekannt sind.

4.7 Reinigung und Charakterisierung zweier bakteriolytischer Enzyme aus
Streptomyces albidoflavus B 578

Blattel et al. (2009) konnten zeigen, dass im Kulturiiberstand des damals noch nicht naher
bestimmten Stammes B 578 von Streptomyces albidoflavus mehrere Enzyme vorhanden
sind, die eine Zelllyse bei weinrelevanten Bakterien erzielen. Diese Enzyme wurden
allerdings aufgrund von Aktivitditsnachweisen bestimmt und nicht gezielt gereinigt und
charakterisiert.

Zur Reinigung der bakteriolytischen Enzyme aus dem Kulturiberstand von Streptomyces
albidoflavus B 578 wurde eine bestimmte Form der lonenaustauscher-Chromatographie
angewandt (Fast Performance Liquid Chromatography, FPLC). Aufgrund der in
vorhergehenden Versuchen ermittelten isoelektrischen Punkte der vermuteten Enzyme,
welche im basischen Bereich lagen (Sebastian, 2008), wurde eine Kationen-Austauscher-
Séaule zur Trennung der einzelnen Verbindungen gewahlt. Zur Durchfihrung der
Chromatographie wurde der Kulturiiberstand angereichert und gegen einen Citrat-Puffer (pH
4.0) dialysiert. Nach der Injektion der Probe auf die Saule erfolgte die Elution der einzelnen
Proteinfraktionen durch einen NaCl-Gradienten. Die Reinigung eines Lysozyms aus
Streptomyces erythraeus mit Hilfe der FPLC wurde von Morita et al. (1978) beschrieben. In
diesen Versuchen wurde jedoch ein pH-Wert von 6,0 gewéhlt. Die Versuche zur Reinigung
der Enzyme aus dem Kulturiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 durch die
Durchfuihrung der FPLC bei pH 6,0 (Na-Acetat-Puffer) fielen jedoch negativ aus, da sich die
gesamte bakteriolytische Aktivitdt im Durchfluss befand, das heil3t die entsprechenden
Proteine nicht an der Séaule gebunden wurden. Zur starkeren Bindung der Enzyme an das
Séaulenmaterial wurde deshalb ein pH-Wert von 4,0 gewahlt. Hierbei konnte beobachtet
werden, dass eine Umpufferung des Kulturiiberstands stets an einen gewissen Verlust an
Proteinmenge gekoppelt war, wohingegen die bakteriolytische Aktivitat nahezu

gleichbleibend war. Mdglicherweise kam es durch das Absenken des pH-Werts zu einer
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Denaturierung einzelner Proteine im Kulturiberstand, die jedoch nicht an der Zelllyse
beteiligt waren.

Nach der Chromatographie wurden die einzelnen Fraktionen hinsichtlich ihrer Aktivitdt gegen
Lactobacillus brevis B 190 getestet. Dieser Organismus wurde aufgrund seines Vorkommens
in der Weinbereitung, was durch die Ergebnisse der Isolierung von Bakterien aus den
Versuchsweinen bestatigt wurde, und seines Potentials zur Bildung biogener Amine als
Testorganismus fur die Bestimmung der bakteriolytischen Aktivitédt verwendet. Als beste
Methode zur Ermittlung der Zelllyse stellte sich die Abnahme der optischen Dichte bei 600
nm einer Zellsuspension nach Enzymbehandlung heraus. Diese Triibungsmessungen
wurden schon mehrmals als Mittel der Wahl zur Aktivitdtsbestimmung Iytischer Enzyme
beschrieben (Morita et al., 1978; Ohbuchi et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Verringerung des pH-Werts auf 4,0 alle an der Zelllyse beteiligten Enzyme am
verwendeten Saulenmaterial gebunden haben und erst mit steigender NaCl-Konzentration
von der Saule eluierten. So verteilte sich die lytische Aktivitat auf die Fraktionen 9-13 und 16-
18 mit nahezu 70 beziehungsweise 60 % Zelllyse. Die Hauptsignale lagen bei Fraktion 12
und 17. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung dieser Fraktionen konnten in beiden
Proben Proteinbanden nachgewiesen werden. Die Visualisierung dieser Banden bedingte
allerdings die Durchfiihrung einer sensitiven Silbernitratfarbung, da die erhaltenen Protein-
mengen mit 64 und 36 pg sehr gering ausfielen. Jedoch kann durch den Einsatz dieser
Farbemethode auch die Reinheit einer Probe Uberprift werden, da sie es erméglicht selbst
Spuren (bis zu 0,1 ng) von anderen Proteinen nachzuweisen (Rabilloud et al., 1994). So
konnte in Fraktion 12 neben einer Hauptbande bei ca. 17 kDa eine weitere schwache
Proteinbande bei ungeféahr 40 kDa detektiert werden, wahrend die Fraktion 17 nur eine
Proteinbande der ungefédhren Grof3e von 24 kDa besall.

Zur weiteren Reinigung der beiden bakteriolytisch aktiven Fraktionen wurden diese
zusatzlich Uber eine Gelffiltration aufgetrennt. Yum et al. (1994) und Bono et al. (1996)
konnten durch den Einsatz der Gelfiltration zwei Proteasen aus verschiedenen
Streptomyceten isolieren. Die Trennung der einzelnen Proteine beruht hierbei vor allem auf
der Grol3e der Makromolekule. Zusatzlich kdonnen die dreidimensionale Struktur sowie
gegebenenfalls auftretende Wechselwirkungen mit dem S&aulenmaterial das Laufverhalten
der Proteine beeinflussen. Durch den Einsatz der Gelffiltration konnten zwei reine
Proteinfraktionen isoliert werden, die eine hohe Zelllyse (62 und 42 %) von Lactobacillus
brevis B 190 bewirkten. Jedoch war ein weiterer Verlust der Proteinkonzentration in den
jeweilig aktiven Fraktionen zu beobachten. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der
einzelnen Fraktionen konnte gezeigt werden, dass es sich bei den aktiven Proteinen um die

Proteine der GroRe 17 beziehungsweise 24 kDa handelte. Das Protein der ungefahren
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GroRRe von 40 kDa zeigte keine Aktivitat und wurde massenspektroskopisch als Phosphat-
Bindeprotein identifiziert.

Zur N-terminalen Sequenzierung der beiden gereinigten Enzyme wurden diese auf eine
PVDF-Membran lbertragen. Die erhaltenen N-Termini zeigten dabei hohe Identitaten mit
verschiedenen in der NCBI-Datenbank hinterlegten Aminosauresequenzen. So zeigte der
N-Terminus des 17 kDa grol3en Enzyms eine Sequenzidentitdt von dber 77 % mit
verschiedenen Peptidasen beziehungsweise Proteasen. Es handelte sich um zwei Metallo-
Peptidasen aus Bacillus thuringiensis und Thioalkalimicrobium cyclium sowie um eine Serin-
Endopeptidase aus Streptomyces sp., dem Streptogrisin B. Diese Protease ist dem Trypsin
sehr ahnlich und spaltet vor allem Phenylalanin-, Tyrosin-, Tryptophan- und Leucin-Glycin-
Bindungen. Streptogrisin B wurde erstmals bei Streptomyces griseus beschrieben (Wahlby
und Engstrom, 1968). Auch der Datenbankabgleich des N-Terminus des zweiten gereinigten
Enzyms zeigte hohe Sequenzidentitdten. Mehrere Muramidasen aus verschiedenen
Streptomyceten zeigten eine hohe Homologie mit der Sequenz des gereinigten Enzyms der
ungefdhren GroRe von 24 kDa. Das Vorkommen dieser Enzymklasse bei mehreren
Vertretern der Gattung Streptomyces wurde bereits mehrfach beschrieben (Heymer und
Schmidt, 1975; Morita et al., 1978; Rau et al., 2001; Seo et al., 2003).

Aufgrund der Ergebnisse der Datenbankrecherche anhand der N-terminalen Sequenzen der
beiden gereinigten Enzyme konnten diese somit eindeutig identifiziert werden. Bei dem
Protein mit einem ungefdhren Molekulargewicht von 17 kDa handelte es sich um eine
Protease, wahrend das groRRere Protein (ca. 24 kDa) als Muramidase identifiziert werden
konnte. Diese Befunde wurden durch die massenspektroskopischen Untersuchungen der
Proteine bestétigt. Die nach dem tryptischen Verdau der Proteine entstandenen
Peptidmuster konnten eindeutig Sequenzen aus Streptomyces albus zugeordnet werden.
Die Massenspektroskopie stellte sich hierbei als gute Methode zur Identifizierung von
Proteinen heraus, da sie im Gegenteil zur N-terminalen Sequenzierung keine reinen
Proteinproben bendtigt. Auch in der aktuellen Forschung findet die Massenspektroskopie zur
Identifizierung von Proteinen immer mehr Anwendung (Aebersold und Mann, 2003).

Zur ndheren Charakterisierung der beiden bakteriolytischen Enzyme wurden verschiedene

Tests durchgefiihrt, die im Folgenden diskutiert werden.

4.7.1 Charakterisierung der gereinigten Muramidase

Das Molekulargewicht der gereinigten Muramidase wurde mit Hilfe der SDS-PAGE und der
Gelfiltration auf circa 24 kDa bestimmt. Eine genauere Angabe konnte aufgrund der Trenn-
und Nachweisgrenzen der benutzten Methoden nicht ermittelt werden. So betrug das
ermittelte Molekulargewicht bei der SDS-PAGE 23,4 kDa wahrend bei der Gelffiltration eine

GroRRe von 24,9 kDa bestimmt wurde. Das Molekulargewicht der Muramidase lag somit im
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Bereich vergleichbarer Muramidasen aus anderen Streptomyceten. Solche lytischen Enzyme
wurden bei Streptomyces coelicolor (Rau et al., 2001), Streptomyces globisporus (Seo et al.,
2001), Streptomyces griseus (Yokogawa et al, 1976) und Streptomyces rutgersensis
(Hayashi et al., 1981) beschrieben. Heymer und Schmidt (1975) berichten von einer 10 bis
12 kDa grol3en endo-N-Acetylmuramidase bei Streptomyces albus. Der anhand von
Referenzsequenzen berechnete isoelekirische Punkt des Enyzms aus Streptomyces
albidoflavus B 578 von 9,1 konnte durch die isoelektrische Fokussierung nahezu bestétigt
werden. Hierbei lag der pl bei ungeféahr 8,8. Hayashi et al. (1981) ermittelten bei einer
gereinigten Muramidase aus Streptomyces rutgersensis einen pl von 9,19.

Die Iytische Wirkung des Enzyms wurde durch den Abbau von bakterieller Zellwand naher
charakterisiert. Hierbei konnte mit Hilfe einer Anionen-Austauscher-Chromatographie mit
gekoppelter gepulster amperometrischer Detektion die Schnittstelle bestimmt werden. Durch
das Freiwerden von Muramitol in der Probe nach Behandlung mit dem Enzym wurde gezeigt,
dass es sich bei dem untersuchten Protein um eine Muramidase handelt. Die
Durchfuhrbarkeit der Methode zur Schnittstellenbestimmung wurde durch Kontrollen mit
gereinigtem Lysozym (EC 3.2.1.17), welches die B-1,4-glykosidische Bindung zwischen der
N-Acetylmuraminsdure und dem N-Acetylglucosamin der bakteriellen Zellwand spaltet
(Salton, 1964; Vollmer et al., 2008), nachgewiesen. Mit Hilfe des DNS-Tests (Miller, 1959)
wurde eine Unit-Definition fur die gereinigte Muramidase durchgefihrt. Dabei wurde davon
ausgegangen, dass die Spaltung der Zellwand mit dem Freiwerden von reduzierenden
Zuckern beziehungsweise Zuckersduren, in diesem Fall reduzierender N-Acteyl-
muraminséaure, einhergeht. Somit konnte anhand einer Glucose-Standardkurve die lytische
Aktivitat quantifiziert werden. Es zeigte sich, dass die gereinigte Muramidase eine mehr als
doppelt so hohe spezifische Aktivitdt aufwies, als das in der Weinbereitung eingesetzte
Lysozym (Gerbeaux et al., 1997). Auch konnte durch die Behandlung mit der Muramidase
eine Zelllyse bei dem Milchsaurebakterium Lactobacillus brevis B 190 erzielt werden,
welches eine Resistenz gegen Lysozym aufwies. Bei verschiedenen Milchsaurebakterien ist
das Vorkommen von Zellwandmodifikationen bekannt (Clarke und Dupont, 1992; Delcour et
al., 1999). Hierzu zahlen O-Acetylierung, Peptidquervernetzungen, freie Aminogruppen oder
Teichonsduren am Peptidoglykan, welche die Aktivitat von Lysozym einschranken kdnnen
(Logardt und Neujahr, 1975). Es ist davon auszugehen, dass die gereinigte Muramidase in
der Lage ist Zellwdnde mit solchen Modifikationen ebenfalls zu spalten, was sie zu einem
interessanten Enzym fir die mogliche Wachstumshemmung von Weinschéadlingen macht.
Eine proteolytische Aktivitat des Enzyms war — wie zu erwarten — nicht nachweisbar.

Die Muramidase zeigte eine bakteriolytische Wirkung bei pH 3,0 bis pH 8,0, bei einem
Ethanolgehalt von 0 bis 15 Vol% und in einem Temperaturbereich von 12 bis 50 °C. Somit

konnte die Aktivitat des Enzyms unter den im Wein gegebenen Bedingungen nachgewiesen
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werden (Waite und Daeschel, 2007). Uber einen Aktivitatsverlust des Lysozyms unter
Weinbedingungen berichteten Delffini et al. (2004) und Azzolini et al. (2010). Vor allem der
Einsatz von Lysozym in jungen Weinen nach der Schwefelung ist kritisch zu begutachten
(Tirelli und De Noni, 2007). Freies Schwefeldioxid wirkt bereits ab Konzentrationen von
10 mg/l hemmend auf Lysozym (Amati et al., 1994). Diese Hemmung beruht wahrscheinlich
auf der Interaktion des Schwefeldioxids mit den Schwefelbriicken des Enzyms (Cecil und
Wake, 1962). Eine Hemmung der gereinigten Muramidase durch Schwefeldioxid konnte
nicht beobachtet werden.

Aufgrund der genannten Befunde kann davon ausgegangen werden, dass die gereinigte
Muramidase potentiell ihren Einsatz in der Weinbereitung finden kdnnte, da sie iber eine
hohe Stabilitat unter Weinbedingungen verfiigt sowie ein weites Spektrum an Zielorganismen

aufweist.

4.7.2 Charakterisierung der gereinigten Protease

Das Vorkommen proteolytischer Enzyme bei Streptomyceten wurde bereits mehrfach
beschrieben (Ghuysen, 1968; Yokogawa et al., 1974; Karadzic et al., 2002). Es handelt sich
vor allem um unspezifische Proteasen. Bei dem gereinigten Enzym, welches ein
Molekulargewicht von ungefahr 17 kDa besal3, konnte ein isoelektrischer Punkt von 9,7
bestimmt werden. Dastager et al. (2008) berichteten von mehreren Proteasen aus
Streptomyces gulbargensis mit Molekulargewichten in dem genannten Grof3enbereich. Die
berechneten pl's der Referenzsequenzen lagen deutlich niedriger (6,7 bis 7,3). Ein
maoglicher Grund fir diese starke Abweichung koénnte sein, dass die Berechnung des
isoelektrischen Punktes einzig auf der Aminosaurensequenz beruht. Der tatsachliche pl ist
jedoch neben der Primarstruktur ebenfalls von der Sekundéar- und Tertiarstruktur eines
Proteins sowie der chemischen Umgebung abhé&ngig. Auffallig war ebenfalls, dass die
Molekulargewichte, die anhand der Nukleotidsequenz berechnet wurden, weit Gber dem
experimentell ermittelten Wert von 17 kDa lagen. Wurde jedoch dieser Wert erst ab dem
durch Edmann-Abbau erhaltenen N-Terminus berechnet, so konnte das mit Hilfe von SDS-
PAGE und Gelfiltration gemessene Molekulargewicht bestatigt werden. Moglicherweise
bildet Streptomyces albidoflavus B 578 eine Vorlauferstufe der Protease, von der dann
spater ein Teil abgespalten wird. Solche post-translationalen Prozessierungen von
Proteasen sind bekannt (Haese und Finkelstein, 1993).

Die gereinigte Protease zeigte eine nahe phylogenetische Verwandtschaft mit dem Enzym
Streptogrisin B. Diese Serin-Protease ist Teil der Chymotrypsin Superfamilie und bildete
einen Bestandteil hydrolytischen Kulturextrakts von Streptomyces griseus, welches als
Pronase bezeichnet wird (Sidhu et al., 1994). Die Kristall-Struktur von Streptogrisin B konnte

von Fujinaga et al. (1982) bestimmt werden. Aufgrund der hohen Sequenzidentitat und des
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ahnlichen Molekulargewichts (Streptogrisin B 18,5 kDa; Fujinaga et al., 1982) war davon
auszugehen, dass es sich bei dem gereinigten Enzym aus Streptomyces albidoflavus B 578
um eine Serin-Protease analog dem Streptogrisin B handelte.

Neben der proteolytischen Aktivitat gegen Azocasein (spezifische Aktivitat von 614 U/mg)
konnte auch eine bakteriolytische Wirkung der Protease gezeigt werden. Es lasst sich
vermuten, dass das Enzym Proteine in der Zellwand der Bakterien lysiert und somit die Zelle
zum Absterben bringt. Mdglich ist aber, dass die quervernetzenden Peptide im Murein
angegriffen werden. Dass Proteasen in der Lage sind eine zelllytische Wirkung auf
Mikroorganismen auszuilben wurde bereits von Thorne et al. (1976) und Bush (1985)
berichtet.

Weiter konnte in dieser Arbeit bewiesen werden, dass die gereinigte Protease aus
Streptomyces albidoflavus B 578 S-Layer-Proteine abbaut. Diese, der Zellwand
aufgelagerten Strukturen, welche schon mehrfach bei Milchsdurebakterien beschrieben
wurden (Lortal et al., 1992; Claus et al., 2005;) und auch beim Testorganismus Lactobacillus
brevis B190 nachgewiesen werden konnten, stellen mit einer relativen Porengréf3e von 30
kDa eine Diffusionsbarriere dar, welche den enzymatischen Abbau der Zelle verhindern oder
erschweren kann. Dohm et al. (2011) konnten zeigen, dass verschieden Proteasen in der
Lage sind S-Layer-Strukturen zu zerstdren, darunter auch der Kulturiberstand von
Streptomyces albidoflavus B 578. Durch die Entfernung des S-Layers wurden die Zellen
empfindlicher gegen zelllytische Enzyme, aber auch gegen die im Wein vorherrschenden
Bedingungen (Dohm et al., 2011). Der Einsatz solcher Proteasen in der Weinbereitung
kénnte somit eventuell auftretende Schadorganismen, neben ihrer eigenen bakteriolytischen
Wirkung, einerseits gegen das Milieu Wein und andererseits gegen den Einsatz von weiteren
bakteriolytischen Enzymen empfindlicher machen. Darliber hinaus wird derzeit in der
Weinindustrie intensiv nach geeigneten Proteasen gesucht, allerdings mit dem Ziel
Weintriibungen zu verhindern und allergene Proteine abzubauen (Younes et al. 2011).

Durch die Bestimmung der Zelllyse von Lactobacillus brevis B 190 durch die gereinigte
Streptomyces Protease bei verschiedenen pH-Werten, Ethanolkonzentrationen und
Temperaturen wurde die Aktivitat dieses Enzyms unter Weinbedingungen bestatigt. Vor
allem ein pH-Optimum bei pH 4,0 macht dieses Enzym interessant fur die Weinbereitung.
Bei Weinen mit niedrigen Sauregehalten ist die Gefahr der mikrobiellen Kontamination
besonders hoch, da die meisten weinrelevanten Bakterien erst bei niedrigeren pH-Werten in
ihrem Wachstum gehemmt werden (Konig und Frohlich, 2009).

Diese Forschungsarbeit konnte zeigen, dass die gereinigte Protease, gegebenenfalls auch in
Kombination mit der gereinigten Muramidase, ein Prdparat ist, das in der Lage ist
weinrelevante Bakterien unter den im Wein vorherrschenden Bedingungen in ihrem

Wachstum zu hemmen oder zu lysieren.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Forschungseinheit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der specifically
amplified polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR) eine Identifizierung aller bisher im Wein
beschriebenen Milchsdurebakterien mdoglich ist. Durch den Vergleich der nach der
Amplifizierung mit bestimmten SAPD-Primern entstandenen Bandenmuster mit denen
bekannter Referenzstamme konnte eine Vielzahl der aus Versuchsweinen isolierten
Bakterien eindeutig einer bestimmten Art zugeordnet werden. Die Uberpriifung der Methode
mit einer grofen Anzahl an Proben bestatigte, dass die SAPD-PCR eine sichere und
reproduzierbare ldentifizierung von Milchs&urebakterien in Reinkulturen zul&asst.

Insgesamt wurden 148 verschiedene Bakterien-Stamme aus 54 untersuchten Weinen
isoliert. Mehr als 90 % dieser Organismen wurden aufgrund der molekularbiologischen
Untersuchungen den Milchsaurebakterien zugeordnet. Bei der Mehrzahl der
Milchsaurebakterien handelte es sich um Vertreter der Arten Lactobacillus brevis und
Oenococcus oeni. Neben weiteren Arten von Milchsaurebakterien wurden auch vier Stamme
der Gattung Acetobacter isoliert. Bei drei dieser Essigsédurebakterien handelte es sich um
Acetobacter tropicalis, der bisher noch nicht im Wein beschrieben wurde. Ebenfalls wurde
eine gréRere Anzahl von Staphylokokken (zehn Stadmme) in den Versuchsweinen
nachgewiesen. Diese Mikroorganismen spielen jedoch — im Gegensatz zu den vorher
genannten Bakterien — keine Rolle in der Weinbereitung und sind wahrscheinlich durch
Verunreinigungen in die Versuchweine gelangt.

Zur Untersuchung der bakteriellen Isolate hinsichtlich ihrer Produktion von biogenen Aminen
wurde eine dinnschichtchromatographische Methode entwickelt. Der Nachweis der
biogenen Amine beruht hierbei auf der Derivatisierung dieser Verbindungen mit Dansyl-
Chlorid. Die so entstandenen Derivate konnen mit Hilfe von UV-Licht nachgewiesen werden.
Durch Optimierung der Laufmittel, deren Zusammensetzung sowie der Derivatisierungs-
bedingungen konnte eine Trennung von elf weinrelevanten biogenen Aminen erzielt werden.
Die Nachweisgrenzen der einzelnen Verbindungen lagen hierbei zwischen 1 und 10 mg/l.
Somit stellt die entwickelte Dunnschichtchromatographie eine schnelle, einfache und
glunstige Methode zum Nachweis biogener Amine dar, die bereits Einsatz in Weinkellereien
finden konnte.

Es zeigte sich, dass 55 % der isolierten Stdmme in der Lage waren, ein oder mehrere
biogene Amine unter Laborbedingungen zu bilden. Die am haufigsten gebildeten Amine
waren hierbei Tyramin (71 Stdmme), Histamin (22 Stdmme) und Phenylethylamin (zwolf
Stamme). Auffallig war, dass alle isolierten Bakterien der Art Lactobacillus brevis eine
Bildung biogener Amine vorwiesen, wéhrend keine Produktion dieser Verbindungen durch

die Oenococcus oeni-Isolate beobachtet wurde. Die Bildung biogener Amine durch
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verschiedene Milchsdurebakterien wurde mittels HPLC-Untersuchungen quantifiziert. Es
zeigte sich, dass die einzelnen Stdmme bis zu 23,38 mg/l Gesamt-Konzentration an
biogenen Aminen produzierten. Acetobacter tropicalis war ebenfalls in der Lage Tyramin zu
bilden, was belegt, dass von dieser Bakterien-Art neben der Bildung von Essigséure noch
weitere Gefahr fir die Qualitat des Weines ausgehen kann. Aufgrund der Ergebnisse der
Isolierung von Bakterien aus Versuchsweinen und der Untersuchungen hinsichtlich ihrer
Produktion von biogenen Aminen lief3 sich belegen, dass das Vorkommen dieser Bakterien
im Wein eng verknipft sein kann mit der Bildung unerwinschter Aromastoffe oder
physiologisch aktiver Substanzen.

Eine mdogliche Strategie zur Wachstumshemmung solcher Schadorganismen wahrend
Weinbereitung stellt der Einsatz von bakteriolytischen Enzymen dar. Als Produzent solcher
Enzyme konnte der Stamm B 578 aus der Sammlung des Instituts fir Mikrobiologie und
Weinforschung der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz mit Hilfe physiologischer und
molekularbiologischer Methoden als Streptomyces albidoflavus identifiziert werden. Der
Kulturiiberstand dieses Organismus zeigte unter Laborbedingungen eine hdhere
bakteriolytische Aktivitdt gegen weinrelevante Mikroorganismen als das in der Weinbereitung
verwendete Hilhnereiwei-Lysozym. Ebenfalls konnte durch den Einsatz dieses Uberstands
die Mehrheit der aus den Versuchsweinen isolierten Bakterien lysiert werden. Der Einsatz
verschiedener Anreicherungs- und Reinigungsmethoden fiihrte zu einer Optimierung der
Aktivitat des Kulturiberstands von Streptomyces albidoflavus B 578.

Durch den Einsatz der Fast Liquid Performance Chromatography (FPLC) und der Gel-
Permeations-Chromatographie (GPC) konnten zwei Enzyme, welche an der Zelllyse beteiligt
waren, gereinigt und anschlielend gelelektrophoretisch nachgewiesen werden. Beide
Enzyme wiesen trotz niedriger Protein-Konzentrationen eine hohe bakteriolytische Aktivitat
auf. Mit Hilfe der N-terminalen Sequenzierung und massenspektroskopischen
Untersuchungen konnten beide Enzyme eindeutig identifiziert werden. Hierdurch konnte ein
Protein mit einer Molekularmasse von ca. 17 kDa als Protease ermittelt werden. Der
ermittelte N-Terminus wies eine Sequenzidentitdt von 77 % mit einer dem Trypsin ahnlichen
Serin-Endopeptidase (Streptogrisin-B) aus Streptomyces sp. auf. Der isoelektrische Punkt
dieses Enzyms betrug 9,7. Analog konnte ein weiteres Protein als Muramidase identifiziert
werden. Die gereinigte Muramidase besal? ein Molekulargewicht von 24 kDa und einen pl
von 8,8. Beide Proben wurden hinsichtlich ihrer Aktivitat unter verschiedenen weinrelevanten
Bedingungen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl| die Protease als auch die
Muramidase unter nahezu allen getesteten Parametern, das heildt Temperatur, pH-Wert und
Ethanolkonzentration, in der Lage waren eine Zelllyse zu erzielen. Beide gereinigten Enzyme
zeigten hierbei die hochste Aktivitat bei pH 7,0, 7 Vol% Ethanol und 30 °C. Die spezifische

Aktivitéat der Protease konnte mit 614 U/mg, die der Muramidase mit 107 U/mg quantifiziert
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werden. Zusatzlich wurden die Gene der Proteine identifiziert und zum Teil sequenziert. Eine
Datenbankrecherche mit den erhaltenen Nukleotidsequenzen bestéatigte die Ergebnisse der
Identifizierung der gereinigten Enzyme. S-Layer-Proteine, welche von manchen
Milchs&urebakterien gebildet werden und eine zusétzliche Schutzschicht darstellen, konnten
effektiv und schnell durch die gereinigte Protease abgebaut werden.

Anhand der Ergebnisse dieser Forschungsarbeit konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl
maoglicher Produzenten biogener Amine im Wein vorkommen kénnen. Ein schneller
Nachweis dieser Amine sowie eine zeitnahe Identifizierung der bildenden Organismen sind
notwendig, um gezielt auf das Auftreten dieser Weinschadigung zu reagieren. Hierbei
konnten die Dunnschichtchromatographie zur Detektion der biogenen Amine und die SAPD-
PCR zur Identifizierung der Milchs&durebakterien etabliert werden. Zwei gereinigte Enzyme
aus Streptomyces albidoflavus B 578 zeigten bereits in niedrigen Konzentrationen eine hohe
bakteriolytische Aktivitat gegeniiber weinrelevanten Produzenten biogener Amine. Hierbei
stellten sich die Enzyme effektiver als das handelstibliche Hilhnereiweil3-Lysozym heraus.
Die entwickelten Methoden erlauben dem Winzer ein zeithahes Erkennen biogener Amine im
Wein und ermdglichen ihm durch den Einsatz von Enzymen ein Fortschreiten ihrer Bildung

durch Mikroorganismen zu verhindern.
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6. Ausblick

Anhand der Ergebnisse der Isolierung von Milchsaurebakterien, die in der Lage sind biogene
Amine zu produzieren, wurde gezeigt, dass ein hohes Potential zur Bildung dieser teilweise
toxischen Verbindungen in deutschen Weinen vorliegt. Es ist davon auszugehen, dass diese
Schadorganismen weitere Weinfehler verursachende Substanzen bilden. Dies sollte in
weiterfihrenden Untersuchungen uberprift werden. Weiterhin sollte getestet werden, in
welchem Malie die isolierten Bakterien biogene Amine in der praktischen Weinbereitung
bilden. Dies bedingt die Kultivierung der Mikroorganismen in grof3eren Volumina Most.

Die Anwendung der specifically amplified polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR) zeigt eine
grol3e Reproduzierbarkeit zur Identifizierung verschiedener Milchsdurebakterien. Durch die
Ermittlung der spezifischen Bandenmuster weiterer Referenzstamme, verbunden mit der
Erstellung einer Datenbank der einzelnen DNA-Fragmentl&ngen, kénnte die Anwendung der
beschriebenen Methode noch erweitert und verbessert werden. Ebenfalls kénnten noch
weitere im Wein vorkommende Mikroorganismen wie Essigsaurebakterien und Hefen durch
die SAPD-PCR identifiziert werden.

Eine Lyse moglicher Schadorganismen in der Weinbereitung konnte mit gereinigten
Enzymen aus dem Kulturiiberstand von Streptomyces albidoflavus B 578 erzielt werden.
Ebenfalls konnten diese Enzyme in groBem Malflstab, das heif3t bis zu 20 | Kulturen,
produziert werden. Eine Aktivitat der Enzyme unter Weinbedingungen wurde ebenfalls
nachgewiesen. Fir den kommerziellen Einsatz dieser bakteriolytischen Enzyme sind
Untersuchungen hinsichtlich ihrer Aktivitdit unter Praxisbedingungen in groRReren
Versuchsvolumina von Noéten. Um die einzelnen Proteine als mogliche Alternative zur
Schwefelung oder Zugabe von Lysozym fir die mikrobielle Stabilisierung und
Wachstumskontrolle in der Weinbereitung einzusetzen, missen ebenfalls die Methoden zur
Aufreinigung der Enzyme optimiert werden, da die bestehenden Verfahren mit einem hohen
Verlust an Proteinkonzentration verbunden waren. Eine mogliche Alternative ware hierfir die
homo- oder heterologe Uberexpression der betreffenden Gene.

Das Fernziel dieser Versuche muss es sein, aus den gereinigten Enzymen ein Préparat zu
gewinnen, welches zur Regulation des mikrobiellen Wachstums sowie der Verhinderung von
Kontaminationen in Wein eingesetzt werden kann und in der Produktion und Aufarbeitung

finanziell rentabel ist.
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8. Anhang
8.1 Nukleotidsequenzen

8.1.1 16S rDNA

Acetobacter oeni P 9 (963 bp)

ACTTCCCCCAGTCGCTGACCCGACCGTGGTCGGCTGCGTCCTTGCGGTTCGCTCACCGGCTTAAGGTCAAACCAAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTCCACCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGGCTTTTAGAGATCAGCACGATGTCGC
CATCTAGCTTCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCACCGGCAGTCTCTTTAGAGTGCCCACCCAGACGTGCTGGCAACTAAAGATAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGAA
AGGTCCCTTGCGGGAAATGCCCATCTCTGGACACAGCCTCTCCATACAAGCCCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGTGTGCTTATCGCGTTAGCTACGACACTGAATGACTAAGTCACCCAACATCCAGCACACATCGTTTAC
AGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTAATGAGCCAGGTT
GCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTGAGAATTCCACAACCCTCTCTC
ATACTCTAGTCTGCACGTATCAAATGCAGCTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTGTACAAACCGCC
TACACGCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTAT

Acetobacter tropicalis P 13 (874 bp)

TTCCCCCAGTCGCTGACCCGACCGTGGTCGGCTGCGCCCCTTGCGGGTTCGCTCACCGGCTTAAGGTCAAACCAAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTCCACCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGGCTTTTAGAGATCAGCACGATGTCGC
CATCTAGCTTCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCCCACCCAAACATGCTGGCAACTAAAGATAG
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCTGT
AGGTCCCTTGCGGGAAATGCCCATCTCTGGACACAGCCTACACATACAAGCCCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGTGTGCTTATCGCGTTAGCTACGACACTGAACAACTAAGTTGCCCAACATCCAGCACACATCGTTTAC
AGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTCATGAGCCAGGTT
GCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTGGGAATTCCACAACCCTCTCTC
ACACTCTAGTCTGCACGTATCAATGCAGCTCCCAGGTT

Acetobacter tropicalis P 64.2 (980 bp)

TTCCCCCAGTCGCTGACCCGACCGTGGTCGGCTGCGCCCCTTGCGGGTTCGCTCACCGGCTTAAGGTCAAACCAAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGC
GATTCCACCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGGCTTTTAGAGATCAGCACGATGTCGC
CATCTAGCTTCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCCCACCCAAACATGCTGGCAACTAAAGATAG
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCTGT
AGGTCCCTTGCGGGAAATGCCCATCTCTGGACACAGCCTACACATACAAGCCCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTC
CCCAGGCGGTGTGCTTATCGCGTTAGCTACGACACTGAACAACTAAGTTGCCCAACATCCAGCACACATCGTTTAC
AGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTCATGAGCCAGGTT
GCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTGGGAATTCCACAACCCTCTCTC
ACACTCTAGTCTGCACGTATCAATGCAGCTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTGTACAAACCGCCT
ACACGCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
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Acetobacter tropicalis P 106.2 (946 bp)

ATCGACTTCACCCCAGTCGCTGACCCGACCGTGGTCGGCTGCGCCCCTTGCGGGTTCGCTCACCGGCTTAAGGTCA
AACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGAT
TACTAGCGATTCCACCTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGACGGCTTTTAGAGATCAGCACG
ATGTCGCCATCTAGCTTCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGCCATGAGGACT
TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCCCACCCAAACATGCTGGCAACTA
AAGATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCT
GTGCTGTAGGTCCCTTGCGGGAAATGCCCATCTCTGGACACAGCCTACACATACAAGCCCTGGTAAGGTTCTGCGC
GTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGC
CGTACTCCCCAGGCGGTGTGCTTATCGCGTTAGCTACGACACTGAACAACTAAGTTGCCCAACATCCAGCACACAT
CGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTCATGAG
CCAGGTTGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTGGGAATTCCACAACC
CTCTCTCACACTCTAGTCTGCACGTATCAAATGCAGCTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTGTACA
AACCGCCTACACGCCCTTTACGCCCAGTCATTCC

Lactobacillus brevis B 190 (998 bp)

TAATACATGCAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACT
GGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAAC
AAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTT
GGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTG
ACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTG
CATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATAT
GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA
GATAAGACGT

Streptomyces albidoflavus B 578 (1534 bp)

TCACGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGC
TTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCT
GATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCA
GTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAG
CTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCTTGACATACACCGGAACGTCTGGA
GACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCC
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACA
ATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGCAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTC
TGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGC
TGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTC
CTTTCTAAGGAGCA
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Streptomyces albidoflavus DSM 40455" (1535 bp)

TCACGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGC
TTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATCGCATGGAGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCT
GATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCA
GTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAG
CTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAACGTCTGG
AGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTAC
AATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGT
CTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAG
CTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCT
CCTTTCTAAGGAGCA

Streptomyces albidoflavus DSM 40233 (1534 bp)

TCACGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCGC
TTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCT
GATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCA
GTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG
AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAG
CTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCTTGACATACACCGGAACGTCTGGA
GACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCC
GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACA
ATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTC
TGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGC
TGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTC
CTTTCTAAGGAGCA
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8.1.2 Decarboxylase-Gene

Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus brevis B 190 (398 bp)

GGCCTATATTGGACAATTAACATGACTACCGCATCAAGTTTCTCTGGTGTAGGAGGAACAGTTCTTGGA
TATGACATTCTTCGTAACCCAGAAGTTGATAAGGCTAAGCCTTTATTTACTGAAAAGCAATGGGACGGT
AGCGAGTTACCAATTTACGACGCAAAGCCTCTGCAAGATACATTGGTTGAATACTTTGGTACCAAAGAC
GATATGCGTCATTATCCAGCTCCTGGTGCTTTTGTATGCTGTGCTAACAAAGGTGTCACTGCAGAACGT
CCAAAGAATGATGAAGACATGAAGCCAGGCCAAGGCTATGGTGTATGGTCTGCTATTGCAATTTCATTT
GCTAAGGATCCAACTAAGTATTCAAGTATGTACGTTGAAGATCTGGGTGTTTA

Tyrosin-Decarboxylase von Lactobacillus brevis B 190 (1004 bp)

CTGAATCCGTTTACCAGCCACTTCAAACTTTAAATTCTTCAAGAAATCATAGTAACGGTGGGCCCCTTC
AATTGAGGCACCTTCCAACTTCCCATATCCTGTCACGTTCAATGGCAATGTGTGGTGTGCTGCCCAAAC
AGATGCAGCAGTGGCACCCGCTTTGGAGCCCTCCAGAATATAAGCACCTAGCAATGCCGGAATATCGGC
ACCCTTCTCAAATACATATGTTGCAAAATAGGAAATCGTGTCACGCATCCGAATATCTTGAATGACAAT
GCCCCCAGCCGAGTATGGTACATATCCCATCTTATGGGGATCAATTGTAATGGACTCTGCTTGATCGAA
AGCTTTATATGCCGCATAGACTTCTGGCTTGATGTATTCTTTATCTTCCGTGAAGACATGATTTTCCGC
ATGTACTTTTTGTAAATTTTTGTATGGAATAAACTGATCGTCCTCGTCCAAGAACAATGCCCGAGCATA
TCCACCATATGCAGCATCTACGTGTAGATAAAAGTAAATTCCTTCCTTTTGCAGCTTTTGACGTAAAGC
GACAATCTTATCAATGCCATCAACGGCACCTTCTTCAGTTGATCCGGCCACACCAACCACACCTAGTAT
TGGTGTCTTTTCAGCCGCATATTTACGAATAATACTTTCTAAGGCTTGAATATCCATCCGATAATTACT
ATCAATTGGAACAGGAACAACTTGATCCAAACCAATACCAATGATATCAGCGGCCTTCATCCAAGAATA
ATGCTTCGTTTGTGGTACTAGCCATTTCCCAAGGCGTTGTAGATTCTTACCACTTCGAGCTGAACGCTT
CTTGACTTCATCGATCTGAGAACCCGCATTCTCCAAAAGATCCATAATTTCTTTAGTCGGCATATTAAG
AAGCTCCCAATCGGACTTACCGGCAACTAAATTCTGGATTAACTTCTTTCATGGCAAACGGGAGTGATT
TAATATTTCGCGCATACCAGAGTCCCTCAAGATTAGCC

8.1.3 Teilsequenz des Muramidase-Gens von Streptomyces albidoflavus B 578 (522 bp)

TCGCTGGTGGACGTCCCAGCCACCAGGGGAACGTCGACTGGGCCGGGCTGTGGAACAGCGGCGTCAAGT
GGTCGTACGTGAAGGCCACCGAAGGCACGTACTACAAGAACCCGTACTTCGCGCAGCAGTACAACGGCA
GCTACAACGTGGGCATGATCCGCGGGGCCTACCACTTCGCGACGCCCAACACGACGAGCGGLGLLGLCC
AGGCCAACTACTTCGTGGACAACGGCGGCGGCTGGTCCCGCGACGGCAAGACCCTCCCCGGCGTCLTGG
ACATCGAGTGGAACCCGTACGGCGACCAGTGCTACGGCCTGAGCCAGTCCGCGATGGTCAACTGGATCC
GCGACTTCACCAACACCTACAAGGCCCGCACCGGCCGTGACGCGGTCATCTACACCGCGACCAGCTGGT
GGACCTCCTGCACCGGCAACTACGCGGGCTTCGGCGCCACCAACCCGCTCTGGGTCGCCCGGTATGCCG
CCTCGGTGGGCGAACTCCCGGCCCGGCTGGAAACATCTC

8.1.4 Teilsequenz des Protease-Gens von Streptomyces albidoflavus B 578 (475 bp)

CTGCGGCGAGAGCGCGCCGCCGCTGTCGCCGGGCTCGGCGCAGACGTTGGTCTGGATCAGACCGGAGAC
GATGCCGTCGGCACCGTAGTTGACGGTGGCGTTGAGGCCGGTGACCGAGCCGCCGTGCAGGCCGGTGGT
GCTGCCGCTGCGCTGGACGGACTGGCCGACCGAGGCGTTGCCGGCGCCGGTGATCTCCTGGTAGCTGCC
GTTGTAGAGGTAGACACGGCCGTCGGCGGCGCTCGGGTTGGAGTGCCGGATGATGCCGTAGTCGTTGCC
CGGGAAGCTGGAGCCGGCGGTGGTGCCGATCGACCACGAGCTGCCGATGTTGGTGCAGTGGCCGGCGGT
CAGCGCGAACTTGGTGCCCGCGCTGTCCTGCACGTTGAAGCCGAGGGAGCACCGGGCGCCGCCGGTCGT
GATGGCCTCGCCGCCCGCGATGAGCTTGGAGAACTTGCCGGTGGTGCGCTTGATCCTCACA
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8.2 Sequenzalignments zur Stammbaumberechnung

Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus brevis B 190

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

——————— GGCCTATATTGGACAA-TTAACATGACTACCGCATCAAGTTTCTCTGGTGTAG
———————— TGCTATATTGGACAA-TTAACATGACTACCGCATCAAGTTTCTCTGGTGTAG
——————— TGCCTATATTGGACAAATTAACATGACTACCGCATCAAGTTTCTCTGGTGTAG
——————— TGCCTATATTGGACAAATCAACATGACTACTGCATCAAGTTTCTCTGGTGTTG
——————— TGCCTATATTGGACAAATCAACATGACTACTGCATCAAGTTTCTCTGGTGTTG
——————— TGCCTATATTGGACAAATCAACATGACTACTGCATCAAGTTTCTCTGGTGTTG
——————— TGCCTACATTGGACAAATCAACATGACTACTGCATCAAGTTTCTCTGGTGTTG
AGGCTATGGTGTCTGGTCAGCGA-TTGCTATCTCCTTTGCAGCAGATGGTACTGTTGATT
AGGATATGGTGTATGGTCAGCCA-TTGCTCTTTCATTCGCTAAGGATCCTGCAAAAGATT

* * * K * * * **x * * *

GAGGAACAGTTCTTGGATATGACATTCTTCGTAACCCAGAAGTTGATAAGGCTAAGCCTT
GAGGAACAGTTCTTGGATATGACATTCTTCGTAACCCAGAAGTTGATAAGGCTAAGCCTT
GAGGAACAGTTCTTGGATATGACATTCTTCGTAACCCAGAAGTTGATAAGGCTAAGCCTT
GTGGAACTGTTCTTGGTTATGACATCCTTCGTAACCCTGAAGTTGACAAAGCTAAGCCAT
GTGGAACTGTTCTTGGTTATGACATCCTTCGTAACCCTGAAGTTGACAAAGCTAAGCCAT
GTGGAACTGTTCTTGGTTATGACATCCTTCGTAACCCTGAAGTTGACAAAGCTAAGCCAT
GTGGAACTGTTCTTGGTTATGACATCCTTCGTAACCCTGAAGTTGACAAAGCTAAGCCAT
CAGATATGTTCATAGAAGACGCGGGTGTTTGGACGAAAAATGATAACGAAGCTGA--TTT
CGAGTATGTTTATTGAAGATGCTGGTGTATGG--GAAACACC-TAATGAAGATGA--ATT

* *  * * * * * 0 * * * * * K * * *

TATTTACTGAAAAGCAATGGGACGGTAGCGAGTTACCAATTTACGACGCAAAGCCTCTGC
TATTTACTGAAAAGCAATGGGACGGTAGCGAGTTACCAATTTACGACGCAAAGCCTCTGC
TATTTACTGAAAAGCAATGGGACGGTAGCGAGTTACCAATTTACGACGCAAAGCCTCTGC
TATTTACTGAAAAACAATGGGACGGTAGTGAACTTCCAATTTACGATGCAAAGCCTTTAC
TATTTACTGAAAAACAATGGGACGGTAGTGAACTTCCAATTTACGATGCAAAGCCTTTAC
TATTTACTGAAAAACAATGGGACGGTAGTGAACTTCCAATTTACGATGCAAAGCCTTTAC
TATTTACTGAAAAACAATGGGACGGTAGTGAACTTCCAATTTACGATGCAAAGCCTTTAC
GATCGCTTGGCTAGATACTCGTCGCAAAGCGATTGCCAAATC-CATTGCAGAATGTGGAC
AATTGAATACCTTAAGGGTCGTCGTAAGGCAATTGCTAAGTC-AATTGCTGAGTGTGGTC

* *

** * ** * * * k% * *x * *

AAGATACATTGGTTGAATACTTTGGTAC-CAAAGACGATATGC----GTCATTAT----C
AAGATACATTGGTTGAATACTTTGGTAC-CAAAGACGATATGC----GTCATTAT----C
AAGATACATTGGTTGAATACTTTGGTAC-CAAAGACGATATGC----GTCATTAT----C
AAGATACTTTAGTTGAATACTTTGGTAC-TAAAGACGATATGC----GTCACTAT----C
AAGATACTTTAGTTGAATACTTTGGTAC-TAAAGACGATATGC----GTCACTAT----C
AAGATACTTTAGTTGAATACTTTGGTAC-TAAAGACGATATGC----GTCACTAT----C
AAGATACTTTAGTTGAATACTTTGGTAC-TAAAGACGATATGC----GTCACTAT----C
AAGATAGCCATGTTCGCTTCGCAAGAACATATATTGGCTTTGCCCATGCCATGATGAAAC
AAGATGCTAATACCTCATTCAAGGGTTCATGGATCGGCTTTGCTCATGCAATGATGGAAC

R R = * * * * * * * k%% * * ** *

CAGCTCCTGGTGCTTTTGTA--TGCTGT-GCTAACAAAGGTGTCACTGCAGAACGTCCAA
CAGCTCCTGGTGCTTTTGTA--TGCTGT-GCTAACAAAGGTGTCACTGCAGAACGTCCAA
CAGCTCCTGGTGCTTTTGTA--TGCTGT-GCTAACAAAGGTGTCACTGCAGAACGTCCAA
CTGCTCCAGGTGCATTTGTA--TGCTGT-GCCAACAAAGGTGTAACTGCAGAACGTCCAA
CTGCTCCAGGTGCATTTGTA--TGCTGT-GCCAACAAAGGTGTAACTGCAGAACGTCCAA
CTGCTCCAGGTGCATTTGTA--TGCTGT-GCCAACAAAGGTGTAACTGCAGAACGTCCAA
CTGCTCCAGGTGCATTTGTA--TGCTGT-GCCAACAAAGGTGTAACTGCAGAACGTCCAA
CAAATCAAATCGGCAATGCCATCACCGTCGGCCCTTATTTTGCCATCCCAGTCGATGCAA
CAGGTCAAATTGGTAATGCAATTACCGTAGCACCTTACGTTTCAATGCCGGTTGATTCTA

* ** * *x * ** * * * * * * * X *
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HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

HDC1

HDC2
Lb.buchneril
Lb.sakeil
Lb.sakei2
0.oeni
Lb.hilgardii
S.thermophilus
Lb.reuteri

AGAATGATGAAGACAT---GAAGCCAGGCCAAGGCTATGGTGTAT--GGTCTGCTATTGC
AGAATGATGAAGACAT---GAAGCCAGGCCAAGGCTATGGTGTAT--GGTCTGCTATTGC
AGAATGATGAAGACAT---GAAGCCAGGCCAAGGCTATGGTGTAT--GGTCTGCTATTGC
AGAACGATGCAGATAT---GAAGCCTGGTCAAGGATATGGTGTTT--GGTCAGCAATCGC
AGAACGATGCAGATAT---GAAGCCTGGTCAAGGATATGGTGTTT--GGTCAGCAATCGC
AGAACGATGCAGATAT---GAAGCCTGGTCAAGGATATGGTGTTT--GGTCAGCAATCGC
AGAACGATGCAGATAT---GAAGCCTGGTCAAGGATATGGTGTTT--GGTCAGCAATCGC
TCCCTGGAGGAGACATAACGGATCCTGACGGTTGTTTTGATATTTTGGAACATTTGTCTC
TCCCAGGCGGTTCAATCTTAACACCAGATACTGACATGGATATTATGGAAAACTTAACAA

* * ** **x * * K * *

AATTTCATTTGCTAAGGATCCAACTAAGTATTCAAGTATGTACGTTGAAGATCTGGGT--
AATTTCATTTGCTAAGGATCCAACTAAGTATTCAAGTATGTACGTTGAAGATGTGGGT -~
AATTTCATTTGCTAAGGATCCAACTAAGTATTCAAGTATGTACGTTGAAGATGCCGGT--
AATTTCATTTGCAAAGGATCCAACTAAGTACTCAAGTATGTACGTTGAAGATGCTGGT--
AATTTCATTTGCAAAGGATCCAACTAAGTACTCAAGTATGTACGTTGAAGATGCTGGT--
AATTTCATTTGCAAAGGATCCAACTAAGTACTCAAGTATGTATGTTGAAGATGCTGGT -~
AATTTCATTTGCAAAGGATCCAACTAAGTACTCAAGTATGTACGTTGAAGATGCTGGT -~
TGCCTGACTGGTTA--GATGCGATGAATTACACCTCCTTGACAGCTAATGATCAGATCAA
TGCCTAAGTGGCTC--GATAAGATGGGATATAAGTCGTTAACTGCTAACGGCGCTATTAA

* X X * R = * **x * * * * *

ATATTAAC
GTACTAA-

Abkirzungen: HDC1/2 = Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus brevis B 190 (Sequnez 1/2);

Lb.buchneril/2 = Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus buchneri (Sequenz 1); Lb.sakeil/2 =

Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus sakei (Sequenz 1/2); O.oeni = Histidin-Decarboxylase von

Oenococcus oeni; Lb.hilgardii = Histidin-Decarboxylase von Lactobacillus hilgardii; S.thermophilus =

Histidin-Decarboxylase von Streptococcus thermophilus; Lb.reuteri = Histidin-Decarboxylase von

Lactobacillus reuteri.

16S rDNA von Streptomyces albidoflavus B 578

40233
40455

S.
S.
S.

daghestanicus
somaliensis
violascens

B578

NnOLHLLLOLLOLLOLLOLOOO OO,

-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGG--ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCACTTC--GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCACTTC--GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCACTTC--GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCACTTC--GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCACTTC--GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGG--ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGG--ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGG--ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGG--ATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAACCACTTC--GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
CAAGTCGAACGATGAAGCCGCTTCGGTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT

RAECE R R R R R R ok S * * * RAE R R S o o R R R R R R AR R R R AR R R R = o
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40233

40455
S.daghestanicus
S.somaliensis
S.violascens
B578
-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

NOLLLLOLOLOLLOLLOLOOL OO,

40233

40455
S.daghestanicus
S.somaliensis
S.violascens
B578
-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

(GRORONORONORONOROEORGREO RO NN

40233

40455
S.daghestanicus
S.somaliensis
S.violascens
B578
-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

(GEORONORONORONORONOROREO RO NN

GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATTG
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATTG
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATTG
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTG
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAC-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT-G
GGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT -G

R R = R o R R R R R SR R R R R R R AR AR R R o S R R R R R AR R R R R AR R SR S R R SR R R R R AR ok *

ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGAGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCACCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCATCTTGGGCATCTTTGATG-GTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCATCTTGGGCATCCTTGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCACCGCAGGCATCTGTGGTG-GTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCACCGCAGGCATCTGTGGTG-GTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCACTGGGGGCATCCTCGGTG-GTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
AGCCTCCAAGGCATCTTGGAGG-TTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACCGTCCATCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACTGTCCACCGCATGGTGGATG-GTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
AGCCTCCATCGCATGGTGGGGG-CTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
ACACGGGATCGCATGGTCTCCGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC
*

Rk = = * * B R R R R S R R R R

TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG

*xkIrXxAhhkh KhIxkiikh Khk *xxk AR R R R S R R R AR AR R SRR R R R R R R R R AR e
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Anhang

40233

40455
S.daghestanicus
S.somaliensis
S.violascens
B578
-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

NOLLLLOLOLOLLOLLOLOOL OO,

40233

40455
S.daghestanicus
S.somaliensis
S.violascens
B578
-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

(GRORONORONORONOROEORGREO RO NN

40233

40455
S.daghestanicus
S.somaliensis
S.violascens
B578
-hydrogenans
.albidoflavus
-koyangensis
-purpurascens
.levis
.violaceus
.roseoviolaceus
.hawaiiensis
.cinerochromogenes
.gougerotii
.diastaticus
.rutgersensis
.intermedius
.coeruleofuscus
.albus

(GEORONORONORONORONOROREO RO NN

GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG

R R R S R R R R S R R R R AR R AR AR AR R R R S S R R R R S R R SR AR AR R SR R R SR R R R R R R R R R R

GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT

R E R R o R R R e S o o R AR R R R S R R S R R S S S SR SR R SR R S SR R R R R R S e

CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
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GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCCTAATACGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
GCCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAA
ACCGGCTAACTACG-TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAA
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TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTT
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTT
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AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCC
AACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGCAGGGGAGATTGGAATTCC
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TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
TGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT
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GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
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TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCG
TAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGCGGCATTCCACGTCGTCCGTGCCG
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CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
CAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
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ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAT
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAA
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CCTTACCA-GGCTTGACATACACCGGAA-CGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAA-CGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCG-
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACACTCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGG
CCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGG
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TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
TGTACAGGTGGTGCATGGCT GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
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CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACNANCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTG---CTGGGGACTC
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCCTTTCGGGGAGGTTGGGGACTC

*ErkE K FEAEAEAIAXAAXAAAXAXX FXxAAxIxXxiAiiikk **kkx **x * EACE = o

ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
ACGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCC
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CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGNGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGA
CTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGA

AEEEIEXIAETEAAXTEIAEAEITEXIAXTAXAEAAXAXAXTAAXAAXAXAAXXAXAXAAXAAAXAAXA)hA dXxXxxddhidxihdt *xkx %%

GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
GGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
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TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
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CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
CTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAAC
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CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACNAAG
CCC-TTGCGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
CCC-TTGTGGG-AGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG

B ok R AR R AR AR R AR AR AR R

Abkirzungen: S. = Streptomyces; 40233 = Streptomyces albidoflavus DSM 40233; 40455 =
Streptomyces albidoflavus DSM 40455", 578 = Streptomyces albidoflavus B 578.
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8.3 Proteinsequenzen

8.3.1 Gereinigte Muramidase

In der Datenbank hinterlegte Proteinsequenzen mit hoher Ahnlichkeit zum N-Terminus der

gereinigten Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578 (Tabelle 8.1):

Tabelle 8.1: Datenbank-Vergleich des N-Terminus der gereinigten Muramidase aus Streptomyces
albidoflavus B 578.

Protein N-Terminus

Muramidase aus Streptomyces 1 - SGVQGIDVVV - 10
albidoflavus B 578

Lysozym aus Streptomyces griseus 80 - SGVQGIDVSH - 89
subsp. griseus XylebKG-1 80 - SGVQGIDV-- - 89
NCBI-Accession-Nr.: ZP_08238524.1

Lysozym M1 aus Streptomyces 78 - SGVQGIDVSH - 87
roseosporus NRRL 15998 78 - SGVQGIDV-- - 87
NCBI-Accession-Nr.: ZP_06584176.1

N,O-diacetylmuramidase R2 aus 3 - SGVQGIDVSH - 12
Streptomyces griseus subsp. griseus 3 - SGVQGIDV-- - 12

NCBI-Accession-Nr.: AAR97572.1

Die N-Termini-identischen Abschnitte liegen innerhalb der mittels Datenbank-Recherche
identifizierten Proteinsequenzen. Zur Berechnung der relativen Molekilmasse (Programm:
Protein Calculator v.3.3) wurden die Aminosauren vor den mutmallichen N-Termini, in rot

dargestellt, nicht berticksichtigt.

Lysozym aus Streptomyces griseus subsp. griseus XylebKG-1 NCBI-Accession-Nr.:
ZP_08238524.1 (berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 23,2 kDa).

1 mpayrspsrr lkrspralla agalgsaaal iltatgpaaa appapdepvr pggawmgagt
61 rieqgpassa aggvapldts gvggidvshw gqgainwgsvk aagiafaymk ategtsfkds
121 rfsanytgsy naglirgayh farpdvsnga tgagyfasng ggwskdgktl pgvidiehnp
181 ygamcyglst tgmrtwindf yntykarttr dvviyttasw wntctgswtg msaksplwva
241 hwgtsspnip agfptwtiwg ytatgrvsgv sgdvdrnkfn gsparlgala dnta
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Lysozym M1 aus Streptomyces roseosporus NRRL 15998 NCBI-Accession-Nr.:
ZP_06584176.1 (berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 23,2 kDa).

1 mlayrspsrr lkrprgavla galgsavali ltgtgtaaaa ppapdepvrs ggawmgagtr
61 ieqgpapsag gvtpmdtsgv qgidvshwqg sinwgsvkaa gidfaymkat egtsfkdssT
121 nanytgsyna glirgayhfa rpnvsngatq agyfasnggg wskdgktlpg vidiehnpyg
181 amcyglsttg mrtwindfyn tykarttrdv viyttaswwn tctgswtgma aksplwiahw
241 gtasptipag fptwtiwqyt atgrvggvsg dvdrnkfngs larlgalann tp

N,O-diacetylmuramidase R2 aus Streptomyces griseus subsp. griseus NCBI-Accession-Nr.:
AAR97572.1 (berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 23,6 kDa).

1 dtsgvqgidv shwggsinws svksagmsfa yikategtny kddrfnanyt naynagiirg
61 ayhfarpnas sgtaqadyfa sngggwsrdn rtlpgvldie hnpsgamcyg Isttgmrtwi
121 ndfharykar ttrdvviytt aswwntctgs wngmaakspf wvahwgvsap tvpsgfptwt
181 fwqysatgrv ggvngdvdrn kfngfavrll alannta

Aminosaurensequenz der gereinigten Muramidase aus Streptomyces albidoflavus B 578 (177
AS). Bei dieser Sequenz handelt es sich nur um eine Teilsequenz, da die Komplettsequenz
des Muramidase-Gens nicht ermittelt werden konnte. Der N-Terminus ist in rot dargestellt.

(berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 17,1 kDa).

AGGRPSHQGNVDWAGLWNEBMIKWSYVKATEGTYYKNPYFAQQYNGSYNVGM IRGAYHFATPNTTSGAAQ
ANYFVDNGGGWSRDGKTLPGVLDIEWNPYGDQCYGLSQSAMVNWIRDFTNTYKARTGRDAV IYTATSWW
TSCTGNYAGFGATNPLWVARYAASVGELPARLETS

Die unterstrichenen Bereiche stellen konservierten Sequenzabschnitte der Muramidase
Superfamilie GH25 dar (siehe Abbildung 8.1).

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed resuits.
1 5 Hll 18 1 15 151 m

ery sy, et

ackine site

Superfanilies [ GH25_muramidase superfanily ]

Abbildung 8.1: Ubereinstimmung der Aminosaurensequenz der gereinigten Muramidase mit dem

konservierten Sequenzbereich der Muramidase Superfamilie GH25.
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8.3.2 Gereinigte Protease

In der Datenbank hinterlegte Proteinsequenzen mit hoher Ahnlichkeit zum N-Terminus der

gereinigten Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578 (Tabelle 8.2):

Tabelle 8.2: Datenbank-Vergleich des N-Terminus der gereinigten Protease aus Streptomyces
albidoflavus B 578.

Protein N-Terminus

Protease aus Streptomyces albidoflavus 1 - LSGGDAIlY - 9
B 578

Peptidase M23B aus Bacillus 509 - FSGGDGIlY - 517
thuringiensis serovar pulsiensis BGSC 509 - -SGGDGIIY - 5177
4CC1

NCBI-Accession-Nr.: ZP_04081978.1

Peptidase M61 domain-containing 525 - LSGGDEII - 532
protein aus Thioalkalimicrobium 525 - LSGGD-II - 532
cyclicum ALM1

NCBI-Accession-Nr.: YP_004536771.1

Streptogrisin-B aus Streptomyces sp. 100 - LSGGDAIYA - 108
NCBI-Accession-Nr.: ZP_07285963.1 100 - LSGGDAI-- - 108

Die N-Termini-identischen Abschnitte liegen innerhalb der mittels Datenbank-Recherche
identifizierten Proteinsequenzen. Zur Berechnung der relativen Molekilmasse (Programm:
Protein Calculator v.3.3) wurden die Aminosauren vor den mutmallichen N-Termini, in rot

dargestellt, nicht berticksichtigt.

Peptidase M23B aus Bacillus thuringiensis serovar pulsiensis BGSC 4CC1 NCBI-Accession-
Nr.: ZP_04081978.1 (berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 14,4 kDa).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

msngtddgik
gsgtsipdal
alalgntpad
ynar Ikfknl
kytsgdlgdp
kgnnnvictv
qahppttfyv
vgpngdl lwy
hasqgsggdvt
enysdgsqyr
veikrnfpaf

ntdkglelek
rslgnqidri
nvamsvnian
ptltvyvmgl
ksitehikwr
dpnslgapam
islneelhwy
ghdgyfdgsd
twtgqikvgn
iigrgfndyl
rkvfahmdap

saldqvivvm
gaelkqiger
eigivvdkfl
Itwltarerv
iratptssnk
eldaeteagv
rnlessrpgg
rwrgphrvgw
gwahfakvfs
eviagkngvi
yvgprynpfg

afsgpqgaai
lativgdgad
rndyniwrwt
vglgetgrlis
ypvngqchfy
elllnmaevl
stilegpkki
gwngfkkifs
ggdgiiyair
yaftkdgril
Itgy

aggikavllv
ienratleql
dievrtetdp
ddagriarhl
yifenwmsgq
ghvasrgtlr
gtgwgnftsv
ggeyvvygiq
edgslIrykh
wyryyrnpga

kdilgflgyl
Inyhdeirin
gqtgmvinrvp
aavsvrpnfd
rksgdnfdiy
kqgfiggfptt
fsgggvaiyg
pngdllwyrh
tgyltgtntw
Ignrtrivgp
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Anhang

Peptidase M61 domain-containing protein aus Thioalkalimicrobium cyclicum ALM1 NCBI-

Accession-Nr.: YP_004536771.1 (berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 8,16 kDa).

61
121
181
241
301
361
421
481
541

mnnihyqgltl
qdgrplavtv
ggskephslid
evrfdaggie
ygglehrsst
Igspastqgll
sskgawtkly
ipgaglvedh
lIggtakenpn
svagldsylq

hdyrshrilal
idpshwqvap
1 ladewaqqq
hrmvitgvhd
alicsrdslp
wwfegatsyy
gqdenapnai
ieqlagelva
akpylnlgan
rrplgdrinc

tinirgpnad
hpgsiqvhye
awsvattlpa
adldriaqdl
yagmdkpsdk
diiflyragt
isyytkgala
adlteffgqga
Ivnsgngsvk
hyfrrdelav

gagmlripkwi
vyawdlsvrg
lalnpqgfgh
apiceaqglaf
yleflelcsh
idgttylgkl
vialdltlrm
lIhstadlpla
Ithvwherpa
thitldsppa

pgsymirdfs
ahydqghafl
yhasnydeli
Tfgepapfery
eyfhswnvkr
aeqltrvyrm
hsqggksldd
elfagvginf
hkaglsggde
drvvitaeqt

khiinvratt
ngtscflevv
dhpiemaaftk
i fmvmvtgdg
igpailqgsd
pgrfgqtlad
Imriiwrdyg
alrppvsnpd
iialdglrms
yswpek

Streptogrisin-B aus Streptomyces sp. NCBI-Accession-Nr.: ZP_07285963.1 (berechnetes
Molekulargewicht ab N-Terminus: 18,6 kDa).

1 mlalaaglaa taalaaptaa
61 vvtadstvtg adiarirrea
121 sgsnyyilta ghctegagtw
181 sqditsavna ttgmsvtrrg
241 ggplysgsra vgltsggsgn

saddngngfs aarlaaagas vlradvagta whtdpatgtl
gpdaaalrie rtpgkltkll sggdaiyass wrcslgfnvr
wsnsshttvv gstagssfpt ndyglikyas nspvppgtvg
sttgihsgsv tglnatvnyg ggdivygmir tnvcaepgds
cssggttffq pvvealnayg vsvy

Aminosaurensequenz der gereinigten Protease aus Streptomyces albidoflavus B 578 (158
AS). Bei dieser Sequenz handelt es sich nur um eine Teilsequenz, da die Komplettsequenz
des Protease-Gens nicht ermittelt werden konnte. Der N-Terminus ist in rot dargestellt.

(berechnetes Molekulargewicht ab N-Terminus: 14,1 kDa).

VRIKRTTGKFSKL I ABBERN T TGGARCSLGFNVQDSAGTKFALTAGHCTNIGSSWSIGTTAGSSFPGND
YGIIRHSNPSAADGRVYLYNGSYQE I TGAGNASVGQSVQRSGSTTGLHGGSVTGLNATVNYGADGIVSG

LIQTNVCAEPGDSGGALSPQ

8.4 Verwendete Websites

http://web.expasy.org/translate/

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

http://www.bioinformatics.org/sms/rev._comp.html

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.deutscheweine.de (Deutsches Weininstitut, 2009; Statistik Deutscher Wein 2009)

http://www.dsmz.de

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

http://www.eztaxon.org

http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html
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