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Zusammenfassung |

Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden salzgeschmacksverstirkende Peptide wie L-Arginyl-Dipeptide in
Proteinhydrolysaten identifiziert. Sie erdffnen eine Moglichkeit Speisesalz in Lebensmitteln zu
reduzieren, ohne gleichzeitig EinbuBBen im Geschmack hinnehmen zu miissen. Um die Entwick-
lung in diesem Gebiet voran zu bringen, befasste sich die vorliegende Arbeit mit der Freisetzung
salzgeschmacksverstiarkender Peptide mittels Peptidasen aus Basidiomyceten. Als Modellsub-
strate wurden Casein und Lysozym verwendet. Das angestrebte Anwendungsgebiet waren Milch-

produkte wie Kise.

In einem Screening nach extrazelluldren Peptidasen hatten sechs von 22 Basidiomyceten hohe
azocaseinolytische Aktivitit (> 3 kaU mL™): Grifola frondosa, Pleurotus eryngii, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus var. florida, Schizophyllum commune und Trametes versico-
lor. Durch Variation der Substrate (hauptséichlich Gluten, Erbsen-, Reis- und Sojaproteine) wurden
die Peptidaseaktivititen weiter erhoht. Die hochste Aktivitdt (> 15 kaU mL!) besaB der essbare
Basidiomycet T. versicolor kultiviert in Minimalmedium mit Sojaproteinen. Die Kulturiiberstidnde
der sechs Basidiomyceten wurden ultrafiltriert, wodurch ihre extrazelluldren Peptidasen als kom-
plexe Gemische von Endo- und Exoenzymen im semi-priparativen Mallstab gewonnen wurden.
Daraus wurden insgesamt 30 Peptidasen identifiziert und eine Ubersicht der Peptidasefamilien und
Spaltspezifititen erstellt. Alle Peptidasegemische waren in einem breiten und leicht sauren pH-
Bereich hoch aktiv. Zudem waren die Peptidasen von T. versicolor bei pH 4 bis 6 besonders stabil,

sodass deren Einsatz auch wihrend der Verarbeitung von Milchprodukten realisierbar wire.

Mit den sechs Peptidasegemischen wurden die Modellsubstrate Casein und Lysozym vergleichend
hydrolysiert. Besonders zu Beginn stieg der Hydrolysegrad und lag nach 24 Stunden bei 14 bis
29 %. Es entstanden u. a. niedermolekulare Hydrolyseprodukte wie Aminoséduren und Dipeptide.
Obwohl kein Peptidasegemisch eine arginylspezifische Peptidase enthielt, wurden salzge-
schmacksverstirkende L-Arginyl-Dipeptide frei. Generell wurden aus Lysozym mindestens
20fach hohere Gehalte freigesetzt (43 bis 75 umol g'!) als aus Casein. Mit P. chrysosporium und
T. versicolor wurden in der Lysozymhydrolyse rund 10 % der maximal méglichen Ausbeuten an

L-Arginyl-Dipeptiden erzielt.

In ersten Applikationsstudien wurden die Lysozymhydrolysate sowohl in eine synthetische Kise-
matrix als auch in verdiinnten Magerquark (jeweils mit 50 mM NaCl) eingearbeitet. Die Hydroly-
sate von G. frondosa und T. versicolor hatten einen salzgeschmacksverstarkenden Effekt. Fiir
T. versicolor wurde aullerdem gezeigt, dass bei erhohten Gehalten des Hydrolysats (2,5 % (w/v))
dessen siiBer Eigengeschmack dominierte, wihrend bei niedrigeren Gehalten (0,1 bis 0,5 % (w/v))

der salzmodulierende Effekt wahrgenommen wurde.

Schlagworter: Basidiomycota, Peptidasen, Salzgeschmacksverstirker, L-Arginyl-Dipeptide



II Abstract

Abstract

Some peptides, such as L-arginyl dipeptides, have been identified as salt taste enhancers in protein
hydrolysates, thus opening the possibility to reduce the sodium chloride content of food without
compromising palatability. Peptidases of basidiomycetes were investigated for their ability to re-
lease salt taste enhancing peptides from the model substrates casein and lysozyme. Dairy products

such as cheese were the intended area of application.

Screening extracellular peptidases of basidiomycetes revealed six out of 22 species with high azo-
caseinolytic activity (> 3 kaU mL"): Grifola frondosa, Pleurotus eryngii, Phanerochaete chryso-
sporium, Pleurotus ostreatus var. florida, Schizophyllum commune und Trametes versicolor. Their
secretion of peptidases was increased by different substrates (mainly gluten, pea, rice, and soy
proteins). Overall, the highest peptidolytic activity (> 15 kaU mL ") was observed for T. versicolor
cultivated in minimal medium containing soy proteins. The culture supernatants of the six basidi-
omycetes were ultrafiltrated, and their extracellular peptidases obtained as complex endo- and
exoenzyme sets on a semi-preparative scale. In total, 30 peptidases were identified, and an over-
view of families and cleavage specificities is given. All peptidase mixtures were highly active in
a wide and slightly acidic pH range. T. versicolor peptidases were additionally most stable at pH 4

to 6 and should, thus, be applicable in dairy products (even during food processing).

As model substrates casein and lysozyme were hydrolysed by the six peptidase mixtures. The
degree of hydrolysis increased and was between 14 to 29 % after 24 hours. Low molecular mass
products of peptidolysis, such as amino acids and dipeptides were liberated. Though no peptidase
mixture contained an arginyl specific peptidase, all released L-arginyl dipeptides. At least 20 times
higher amounts of L-arginyl dipeptides were released from lysozyme (43-75 umol g') compared
to casein. Lysozyme hydrolysates prepared by peptidases of P. chrysosporium and T. versicolor

showed about 10 % of the theoretical yield.

Lysozyme hydrolysates were added to a synthetic cheese matrix and to diluted low fat curd cheese
(each with 50 mM NaCl) in a first application study. The hydrolysates of G. frondosa and
T. versicolor exhibited a salt taste enhancing effect. A sweet natural taste of the 7. versicolor hy-
drolysate dominated at higher hydrolysate concentrations (2.5 % (w/v)), while lower levels (0.1 to

0.5 % (w/v)) showed salt taste modulating activity.

Keywords:

Basidiomycota, peptidases, salt taste enhancers, L-arginyl dipeptides
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o Irrtumswahrscheinlichkeit

ACN Acetonitril

APS Ammoniumperoxodisulfat

alU Arbitrary Unit (frei definierte Einheit der Peptidaseaktivitit)

BIS Bisacrylamid

Bz Benzoyl-

CBB Coomassie Brilliant Blue

ddH>O Bidestilliertes Wasser

dH20 Destilliertes Wasser

DH Degree of Hydrolysis (Hydrolysegrad)

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

ESI ElektronenstoBionisation

EtOH Ethanol

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure

HIC Hydrophobe Interaktionschromatografie

HPLC High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatografie)

IEF Isoelektrische Fokussierung

IEX lon Exchange Chromatography (Ionenenaustauschchromatografie)

LC Liquid Chromatography (Fliissigchromatografie)

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization
(Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption / Ionisation)

MeOH Methanol

MES 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsédure

MM Minimalmedium

MS Massenspektrometrie

MW Molecular Weight (molekulare Masse)

MWCO Molecular Weight Cut-Off (Ausschlussgrof3e)

miz Masse-Ladungsverhiltnis
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NaAc
NCBI
PAGE
pl
PMSF
PNA-
rpm
RT
SDS
SEC
SNL
spp-
Suc
TEMED
Tris

TOF

uv
var.
vlv

w/v

Natriumacetat

National Center for Biotechnology Information
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Isoelektrischer Punkt
Phenylmethylsulfonylfluorid

para-Nitroanilid-

Revolutions per Minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Size Exclusion Chromatography (GroBenausschlusschromatografie)
Standardnéhrlosung

Species (Arten)

Succinyl-

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Time of Flight (Flugzeit)

Unit (umol min™)
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Volume by volume (Volumenkonzentration)
Weight by volume (Massenkonzentration)

Benzyloxycarbonylschutzgruppe

Die verwendeten Basidiomyceten werden wie in Tabelle 2.3 aufgefiihrt abgekiirzt. Die am meis-

ten verwendeten Basidiomyceten und deren Abkiirzungen sind:

Gfr
Pch
Per
Posf
Sco

Tve

Grifola frondosa
Phanerochaete chrysosporium
Pleurotus eryngii

Pleurotus ostreatus var. florida
Schizophyllum commune

Trametes versicolor

Aminoséduren werden nach dem internationalen Ein- und Dreibuchstabencode abgekiirzt.



1 Einleitung

1  Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Freisetzung salzgeschmacksverstiarkender Peptide.
Einleitend sind die Funktionen von Speisesalz in Lebensmitteln und die Notwendigkeit sowie Stra-
tegien zur Reduktion beleuchtet. Aulerdem ist das Potenzial von Basidiomyceten zur Peptidolyse

in der Lebensmittelindustrie dargestellt. Im Anschluss sind die Ziele dieser Arbeit formuliert.

1.1 Speisesalz in Lebensmitteln

Etwas ist ,,wie das Salz in der Suppe.“ Mit einer solchen Formulierung beschreibt man einen Be-
standteil, der unbedingt zu einer Sache dazu gehort und ohne den diese Sache unvollstindig oder
uninteressant wire. Diese Redewendung spiegelt die immense Bedeutung von Speisesalz fiir Le-

bensmittel wider.

NaCl hat einen entscheidenden Einfluss auf die Geschmacksqualitdt von wiirzigen und deftigen
Lebensmitteln. Bei Produkten wie Kise, Suppen, Sof3en, Knabberartikeln und Fertiggerichten kor-
reliert die Auswahl und Akzeptanz der Verbraucher mit deren Gehalt an NaCl. Generell werden
NaCl-Konzentrationen préferiert, die im Bereich der Blutplasmakonzentration liegen. Dies erklart
sich mit den physiologischen Funktionen von Natrium als wichtigsten Elektrolyten der extrazel-
luldren Korperfliissigkeiten (Daniels und Fluharty, 2004; Wittmann, 1991). NaCl fiihrt neben dem
salzigen Geschmack zu einer verringerten Wahrnehmung von Bitterstoffen. Dieser maskierende
Effekt verbessert den Geschmack und erhoht zusétzlich die Priferenz fiir gesalzene Produkte

(Breslin und Beauchamp, 1997).

Speisesalz hat neben dem Wiirzen von Lebensmitteln auch eine wichtige Rolle in der Konservie-
rung. Durch den Einsatz von Salz kann die Haltbarkeit eines Lebensmittels verbessert werden. Es
schrinkt das Wachstum von unerwiinschten Mikroorganismen wie Fiulnisbakterien ein, indem
die Wasseraktivitit (aw-Wert) reduziert wird. Dieser Effekt wird z. B. beim Einsalzen und Pokeln
von Lebensmitteln genutzt. Gleichzeitig begiinstigt Salz das Wachstum von niitzlichen Mikroor-

ganismen wie Milchsdurebakterien im Kise (Guinee und Fox, 2004).

Dariiber hinaus beeinflusst NaCl die physikochemischen Eigenschaften von Lebensmitteln und
trdagt zu einer besseren Verarbeitbarkeit sowie Qualitit bei. Beispiele dafiir sind: die Festigung von

Teigen fiir Backwaren, die Festigung der Textur von Hartkése, der Erhalt einer knackigen Textur
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von eingelegtem Gemiise oder die Regulierung der Fermentation von Gemiise wie Sauerkraut

(Brady, 2002; Guinee und Fox, 2004; Miller und Hoseney, 2008).

In Japan und China wird das meiste Salz durch frisch zubereitete Nahrung konsumiert. Im Gegen-
satz dazu erfolgen in Europa und Nordamerika iiber 75 % der Natriumaufnahme durch den Genuss
verarbeiteter Lebensmittel. Studien zeigten, dass in GrofBbritannien und den USA das meiste
Natriumchlorid iiber Getreideprodukte und Backwaren aufgenommen wird (Brown et al., 2009).
Weitere verarbeitete Lebensmittel mit hohen Salzgehalten sind Produkte wie Kése, Fleisch- und

Fischwaren. Tabelle 1.1 listet die typischen NaCl-Gehalte einiger Lebensmittel auf.

Tabelle 1.1: NaCl-Gehalt verschiedener verarbeiteter Lebensmittel nach Souci ef al. (2008).

Lebensmittel NaCl-Gehalt in mg pro 100 g
Milchprodukte Speisequark mager 100
Schmelzkise (45 oder 60 % Fett i. Tr.) 1200
Gouda (45 % Fetti. Tr.) 1300
Parmesan 1500
Miinsterkése (45 % Fetti. Tr.) 2600
Feta 3180
Fleischerzeugnisse Bockwurst 1800
Gekochter Schinken 2300
Biindner-Fleisch 5330
Fischerzeugnisse Marinierter Bismarckhering 2500
Matjeshering 6400
Lachs in Ol 10400
Backwaren Roggenbrot 1278°
WeiBbrot 1350°

i. Tr. — in Trockenmasse, * aus dem Na-Gehalt wurde durch Multiplikation mit 2,5 der NaCI-Gehalt berechnet.

1.2  Gesundheitliche Beeintrichtigungen durch Speisesalz

In der menschlichen Geschichte war Speisesalz lange Zeit ein seltener und wertvoller Rohstoff.
Das sogenannte weifje Gold war daher eine beliebte Tauschwéhrung. Heute ist NaCl eine der ver-
breitetsten und giinstigsten Zutaten zum Wiirzen von Lebensmitteln. Das trug allerdings dazu bei,

dass die NaCl-Aufnahme den physiologischen Bedarf mittlerweile weit iibersteigt.
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Bereits in den 1940er Jahren wurde der Speisesalzkonsum in Zusammenhang mit Bluthochdruck
gebracht (Grant und Reischsman, 1946; Schroeder et al., 1949). Es folgte eine Vielzahl an epide-
miologischen, Interventions-, Migrations-, Tier- und meta-analytischen Studien zu gesundheitli-
chen Beeintriachtigungen durch NaCl (Cook et al., 2007; Denton et al., 1995; Nagata et al., 2004;
Poulter ef al., 1990). Inzwischen ist es Konsens, dass ein hoher Speisesalzkonsum fiir genetisch
pradisponierte Personen ein Gesundheitsrisiko darstellt. Durch die Erhdhung des Blutdrucks
(Group, 1988; He und MacGregor, 2010) kénnen Herz-Kreislauf- und Nierenerkrankungen folgen
(Cianciaruso et al., 1998; Cook et al., 2007). Unabhingig davon kann ibermifiger Konsum von
Speisesalz auch direkt zu Schlaganfillen, Linksherzhypertrophie und zur Verschlechterung von
Nierenerkrankungen fiihren (Cianciaruso et al., 1998; Kupari et al., 1994; Nagata et al., 2004;
Perry und Beevers, 1992). Diverse Studien legten nahe, dass auch erhohte Inzidenzen fiir Osteo-
porose, Nierensteine, Asthma und Magenkrebs bestehen (Arvaniti et al., 2011; Cappuccio et al.,

2000; Kurosawa et al., 2006).

Eine Reduktion des Speisesalzkonsums verringert dagegen den Blutdruck (Graudal et al., 2012;
Sacks et al., 2001). Dies gilt besonders fiir hypertensive, aber auch fiir normotensive Personen
(Sacks et al., 2001). AuBerdem sinkt der Blutdruck in Abhéngigkeit des Alters, des Geschlechts
und der ethnischen Herkunft (Vollmer et al., 2001), was in der Literatur als unterschiedliche Salz-
sensitivitidt beschrieben wird. So wird der Blutdruck nicht bei jeder Person durch eine reduzierte
NaCl-Aufnahme verringert. Allerdings sind bis zu 50 % aller Patienten mit starker Hypertension
empfindlich gegeniiber NaCl (Doaei und Gholamalizadeh, 2014) und wiirden von einer Speise-

salzreduktion profitieren.

Die World Health Organization (WHO) empfiehlt eine tigliche Aufnahme von weniger als
5 Gramm Natriumchlorid. Dementsprechend miisste der aktuelle Konsum (8 bis 12 Gramm pro
Tag) in etwa halbiert werden (World Health Organization, 2012). Analysen zeigten, dass je stidrker
der Verzehr von Speisesalz reduziert wurde (Testbereich: 3 bis 12 Gramm pro Tag), desto mehr
sank der Blutdruck. Einige Studien empfehlen daher eine noch weitere Reduktion auf 3 Gramm
Speisesalz pro Tag (He et al., 2013). Entsprechend einer Metaanalyse wiirde eine solch drastische
Begrenzung deutlich weniger Herzinfarkte und Schlaganfille bedeuten. Es wurden 44.000 bis
92.000 weniger Todesfille pro Jahr in den USA prognostiziert. Der Studie zufolge wiirden neben
der reduzierten Sterblichkeit auch Einsparungen von 10 bis 24 Milliarden US-Dollar (9 bis 22 Mil-
liarden Euro) im Gesundheitsbereich erzielt werden (Bibbins-Domingo et al., 2010). Auch in
Deutschland wire bereits durch moderate Salzreduktion eine verbesserte Gesundheit zu erwarten,

schlieBlich sind etwa 30 % der Bevolkerung von Hypertonie betroffen (Neuhauser et al., 2013).
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1.3 Strategien zur Senkung des Speisesalzgehalts in Lebensmitteln

Heutzutage gibt es weltweit Bestrebungen zur Reduktion der NaCl-Aufnahme. Vor allem in Eu-
ropa etablierten verschiedene Lander und Organisationen Programme zur Senkung der NaCl-Auf-
nahme (Webster et al., 2011). Zur offentlichen Gesundheitsvorsorge beschloss der Rat der Euro-
pdischen Union am 08.06.2010 konzertierte Aktionen zur Senkung des Speisesalzverzehrs
(Council of the European Union, 2010). In Finnland beispielsweise wurden bereits erfolgreich
Programme zur Speisesalzreduktion durchgefiihrt. Dadurch wurde der Konsum seit 1970 um ein

Drittel reduziert (Karppanen und Mervaala, 2006).

Es bestehen zwei grundsitzlich verschiedene Strategien zur Senkung der NaCl-Aufnahme. Zum
einen kann bewusst auf NaCl verzichtet werden. Durch Aufkldrungsarbeit iiber die gesundheit-
lichen Beeintrachtigungen iiberméfBigen Speisesalzkonsums sollen Verbraucher sensibilisiert wer-
den. Zum anderen sind reduzierte NaCl-Gehalte verarbeiteter Lebensmittel bei gleichbleibender
Geschmacksqualitit und Verbraucherakzeptanz angestrebt. In Abbildung 1.1 ist eine Ubersicht
moglicher Strategien zur Reduktion der NaCl-Aufnahme aufgelistet. Nachfolgend werden die An-

sitze zur NaCl-Reduktion unter Erhalt des Salzgeschmacks nédher aufgezeigt.

Bewusster Verzicht auf NaCl Verinderte Wahrnehmung des Salzgeschmacks

* Sensibilisierung der Verdnderung der Gustatorische und
Verbraucher fiir Lebensmittelstrukturen olfaktorische Stimulation
Natriumreduktion

* Schrittweise NaCl- * Schnellere Loslichkeit » Salzassoziierte
Reduktion zur Gewohnung von NaCl-Kristallen Riechstoffe
an salzarmere Produkte * Erhohte NaCl-Freisetzung * Salzsubstitute

* Verstindlichere * Inhomogene NaCl- * Salzgeschmacksverstirker
Kennzeichnung des Verteilung
Natriumgehalts von
Lebensmitteln

[ Reduktion der NaCl-Aufnahme ]

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Strategien zur Reduktion der NaCl-Aufnahme.
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1.3.1 Verinderung der Lebensmittelstrukturen

Der Salzgeschmack von trockenen Lebensmittels wie Chips und anderen Knabberartikeln ist ab-
hingig von der Grofle, Form und Morphologie der Speisesalzkristalle. Werden die Salzkristalle
beispielsweise verkleinert, so 16sen sie sich rascher und NaCl kann durch die Geschmacksrezep-
toren besser wahrgenommen werden (Jensen et al., 2011; Shepherd et al., 1989). Diese Methode
beschrinkt sich allerdings auf trockene Lebensmittel, in denen das NaCl zunichst ungelost vor-

liegt.

Die Textur eines Lebensmittels beeinflusst die Freisetzung und Wahrnehmung des enthaltenen
NaCl. Beispielsweise verlangsamte eine hohe Viskositit fliissiger Nahrungsmittel die Freisetzung
(Ferry et al., 2004; Koliandris et al., 2010). Auch die variierende Textur eines Kises mit unter-
schiedlichen Fett-, Protein- und Wassergehalten beeinflusste die Natriumfreisetzung und die wahr-
genommene Salzigkeit (Phan et al., 2008). Allerdings ist es oftmals nicht leicht die Konsistenz

eines Lebensmittels zu verdndern, ohne zugleich die Verbraucherakzeptanz zu beeinflussen.

Eine weitere Strategie zur Senkung des Speisesalzgehalts von Lebensmitteln ist die inhomogene
Verteilung des NaCl. Bereits Meiselman und Halpern (1973) zeigten, dass durch den stindigen
Wechsel einer NaCl-Losung und Wasser eine hohere Salzintensitdt wahrgenommen wurde, als bei
der Verkostung von reiner NaCl-Losung. In Lebensmitteln kann der NaCl-Gehalt insgesamt redu-
ziert werden, indem manche Bereiche hohere und benachbarte Bereiche geringere NaCl-Konzent-
rationen enthalten (Noort ef al., 2010). Es besteht eine Textur-Geschmacks-Interaktion, die eine
NaCl-Reduktion bei gleichbleibender Geschmacksqualitit erlaubt (Stieger, 2011). Fiir Brot konn-
ten bis zu 25 % NaCl eingespart werden ohne Verluste in der wahrgenommenen Salzintensitit
(Konitzer et al., 2013; Stieger et al., 2009a, b). Ein Problem bei der inhomogenen Verteilung von
NaCl in Lebensmittels ist allerdings, dass die Natriumionen wandern und den Konzentrationsun-
terschieden entgegen wirken (Noort ez al., 2010). Fiir Lebensmittel wie reifenden Kése, die nicht
zeitnah zur Produktion verzehrt werden und eine Migration der Ionen erlauben, miissen andere

Strategien gefunden werden.

1.3.2 Salzassoziierte Riechstoffe

Die Interaktion von gustatorischer und olfaktorischer Wahrnehmung ermoglicht die Speisesalzre-
duktion. Geschmackslose Riechstoffe, die mit Salz assoziiert werden, intensivierten die wahrge-
nommene Salzigkeit von wissrigen Losungen (Djordjevic et al., 2004; Lawrence et al., 2009) und

festen Lebensmitteln (Lawrence et al., 2011). Zu solchen Riechstoffen gehoren z. B. kommerzielle
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Aromen von Speck, Anchovis, Sojasof8e und Erdniissen (Lawrence et al., 2009). Der Einsatz von
Riechstoffen kompensierte eine 25 %ige Verringerung des NaCl-Gehalts in wissrigen Losungen
(Nasri et al., 2013). Allerdings ist die Verstiarkung des Salzgeschmacks abhédngig von dem NaCl-
Gehalt. Fiir Proben mit geringen Konzentrationen (0 bis 20 mM NaCl) wurde der Salzgeschmack
durch Riechstoffe gesteigert, wihrend bei hoheren Konzentrationen (40 mM NaCl) kein signifi-
kanter Effekt festgestellt wurde (Nasri ef al., 2011). Dieser Trend wurde auch von Seo et al. (2013)
mit einer 16 und 64 mM NaCl-Probe beobachtet. Dadurch werden die Anwendungsmoglichkeiten
der geruchsabhingigen Steigerung des Salzgeschmacks auf speisesalzarme Lebensmittel redu-

ziert.

1.3.3 Speisesalzsubstitute

Als Substitute fiir Natriumchlorid werden hédufig Gemische von Salzen eingesetzt, da organische
und anorganische Salze wie Kaliumchlorid, Calciumchlorid und Magnesiumsulfat einen salzigen
Geschmack zeigten. Oft wird eine Salzmischung aus Natrium- und Kaliumchlorid mit geringen
Mengen Magnesiumsulfat, Calciumcarbonat, Zinkoxid und Folsidure verwendet (Ryberg, 2010;
Toldra und Barat, 2012). AuBBerdem gibt es ein Patent fiir eine Mischung von Natrium- und Kali-
umchlorid mit Getreidemehl und Sduerungsmitteln (Chigurupati, 2007). Eine dhnliche Zusam-
mensetzung hat auch das Natrium-arme Salz von Vasquez (2008). Es enthilt Kalium-, Calcium-
und Magnesiumsalze, organische Sidure sowie Reismehl. Als Additive zum Natrium- und Kalium-
chlorid verwendeten Zolotov et al. (1998) unter anderem ein Nukleosidmonophosphat und einen

Zucker.

Der Einsatz der Salzsubstitute wird jedoch durch Fehlgeschmicke limitiert. So ist Kaliumchlorid
bitter und hat und einen metallischen Nachgeschmack (van der Klaauw und Smith, 1995; Sinopoli
und Lawless, 2012). Daher werden maskierende Zusitze wie Aromen (z. B. durch Zwiebeln,
Knoblauch, Chili, Pfeffer, Curry und viele mehr) oder L-Lysin-Hydrochlorid eingesetzt (Berglund
und Alizadeh, 1999; Toldra und Barat, 2012). Es existieren noch diverse weitere Patente zur Sub-
stitution von Natriumchlorid durch andere Salzgemische. In den letzten Jahren wuchs die Anzahl
an Patenten exponentiell, was das Bestreben widerspiegelt, Natrium-reduzierte Lebensmittel zu
entwickeln (Toldra und Barat, 2012). Gleichzeitig zeigt es jedoch, dass bislang kaum praktikable

Losungen fiir die Lebensmittelindustrie zur Salzsubstitution erzielt wurden.
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1.3.4 Salzgeschmacksverstirker

Ein alternativer Ansatz ist die Geschmacksverstiarkung. Dabei werden Zusitze gewihlt, die typi-
scherweise von sich aus keinen ausgeprigten Geschmack haben und dennoch den Salzgeschmack
eines NaCl-haltigen Produkts intensivieren. Der Mechanismus der Geschmacksverstirkung ist
meist nicht gekldrt, wodurch viele Versuche zum Auffinden neuer Geschmacksverstirker notig
sind (Détsch et al., 2009). In der Literatur sind verschiedene Systeme beschrieben, die als Salzge-
schmacksverstirker fungieren. Dazu gehoren das Disaccharid Trehalose (Uchida et al., 2000),
Natrium- und Kaliumgluconat (Ise et al., 1996; Takano und Kondou, 2002), Aminosdure-Hydro-
chloride, Glycinmethylester und -ethylester (Tamura et al., 1989), Citratsalze basischer Amino-
sdauren (Okai, 2003), Mischungen der Aminosiuren L-Arginin und L-Asparagin (Lee, 1992), das
Peptid L-Ornithyltaurin-Hydrochlorid (Nakamura ef al., 1996; Tada et al., 1984) sowie enzymati-
sche Hydrolysate von Hiihnereiwei3 und Gelatine mit Ammoniumsulfat (Guerrero et al., 1998).
Fiir die Produkte der Maillard-Reaktion von Glucose mit L-Alanin bzw. L-Arginin wurde ebenfalls
ein salzgeschmacksverstiarkender Effekt gezeigt (Ottinger et al., 2003; Soldo et al., 2004). Aller-
dings wurde nur bei geringen NaCl-Konzentrationen eine Wirkung beobachtet, sodass die Mail-

lard-Produkte wie (S)-Alapyridain fiir speisesalzreiche Produkte nicht geeignet sind.

Der Geschmacksverstiarker Natriumglutamat intensiviert die Geschmacksrichtung umami. In eini-
gen Studien erlaubten geringe Zusitze von Natriumglutamat deutliche Einsparungen von Natri-
umchlorid. Insgesamt wurde dadurch der Natriumgehalt in Suppen und anderen Lebensmitteln
reduziert ohne negative Auswirkungen auf deren Geschmacksqualitét (Altug und Demirag, 1993;
Leong et al., 2015). Solche Forschungen zeigen, dass das gesamte Geschmacksprofil eines Pro-
duktes fiir die Speisesalzreduktion wichtig ist. In diversen Studien wurde NaCl erfolgreich einge-
spart, indem komplexe Wiirzmittel wie Sojasof3e, Fischsof3e oder getrockneter Bonito (gehort zur
Familie der Makrelen und Thunfische) zugesetzt wurden (Goh et al., 2011; Huynh et al., 2015;
Kremer et al., 2009; Manabe, 2008).

Die allgemeine Verbesserung des Geschmacks durch zugesetzte Proteinhydrolysate oder Hefeex-
trakte wurde bereits vielfach beschrieben. Wie oben aufgefiihrt, wurde ein Hydrolysat mit Ammo-
niumsulfat speziell als Salzgeschmacksverstirker patentiert (Guerrero et al., 1998). Traditionelle
Wiirzmittel wie Soja- und FischsoBe stellen ebenfalls Proteinhydrolysate dar. Neben dem enthal-
tenen Glutamat spielen vermutlich weitere Hydrolyseprodukte eine wichtige Rolle in der Ge-
schmacksmodulierung. So wurde ein salzgeschmacksverstarkender Effekt fiir einige Aminoséduren

und Peptide entdeckt, die im Folgenden niher aufgefiihrt werden.
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Die Aminosduren L-Lysin, L-Arginin (Schindler et al., 2011) und L-Asparaginsdure (Kuramitsu et
al., 1996) fiihrten zur verstirkten Wahrnehmung des Salzgeschmacks. In Gouda-Kise war neben
Natriumchlorid auch Natriumphosphat fiir den salzigen Geschmack verantwortlich. Dieser wurde
durch freies L-Arginin verstidrkt (Toelstede und Hofmann, 2008a). Ein zu hoher Arginin-Gehalt

fiihrte jedoch zu einem fischigen Fehlaroma.

Schindler et al. (2011) entdeckten den salzgeschmacksverstirkenden Effekt einer Reihe von
L-Arginyl-Dipeptiden aus enzymatischen Hydrolysaten von Fisch-Protamin. Die einzelnen
L-Arginyl-Dipeptide unterschieden sich in ihrer Wirksamkeit (Abbildung 1.2). Viele Peptide ver-
stiarkten den Salzgeschmack einer 50 mM NaCl-Losung bis zu 20 %, wihrend einige inhibierend
wirkten. Der Effekt war au8erdem abhédngig von der Matrix, in der die Peptide verkostet wurden.
So verstérkte z. B. das Peptid RP die Salzigkeit von Briihe, aber nicht von reiner NaCl-Losung.
Ein groBer Vorteil der L-Arginyl-Dipeptide RA, AR, RG, RS, RV, VR und RM ist, dass sie keinen

Fehlgeschmack in wissriger Losung zeigten (Schindler et al., 2011).
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Abbildung 1.2: Salzgeschmacksmodulierende Aktivitit der L-Arginyl-Dipeptide (12 mM) in Wasser (rote Stri-
che) bzw. in Briihe (blaue Striche). Die Matrix enthielt insgesamt 50 mM NaCl (schwarze Linie) [Konfidenzintervall
o= 0,05, gestrichelte Linie]. RW/WR waren stark bitter, sodass der Salzgeschmack nicht bewertet wurde, (modifiziert

nach Schindler et al., 2011).
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Dariiber hinaus wurde ein Salzgeschmack fiir diverse weitere Di- und Tripeptide beschrieben.
Nakata et al. (1995) untersuchten ein aus Rindersuppe identifiziertes schmackhaftes Peptid sowie
Fragmente davon. Sie bestimmten einen salzigen Geschmack fiir Di- und Tripeptide, die aus Glu-
tamin- und Asparaginsidure aufgebaut waren. Kuramitsu et al. (1996) bestitigten den Salzge-
schmack dieser Dipeptide und der Aminosédure Asparaginsiure. Sie schlussfolgerten, dass ionische
Gruppen der Peptide wichtig fiir deren Geschmack sind. Aus enzymatischen Proteinhydrolysaten
wurden drei weitere salzige Tripeptide isoliert, die Asparagin- oder Glutaminsdure enthielten
(Maehashi et al., 1999). In einer weiteren Studie wurden fiir ein Screening nach salzgeschmacks-
verstirkenden Peptiden Dipeptide gezielt mit einer L-Aminosidure-Ligase synthetisiert. Fiir die
Dipeptide LS und MG wurde ein positiver Effekt beschrieben (Kino et al., 2015). Aulerdem wur-
den in einem Patent salzgeschmacksverstirkende Dipeptide beschrieben, die mindestens einen
Glutaminsdurerest enthalten. IThre Gewinnung durch enzymatische Proteinhydrolyse und die an-
schlieBende Anreicherung wurden patentiert. Speziell die a-Glutamyl-Dipeptide ET und EE wur-
den als Salzgeschmacksverstirker benannt (Shimono und Sugiyama, 2013). Die Zusammenset-
zung der Aminoséduren in den salzigen Peptiden DEKR (Jin-Young Suh et al., 2014) und KGDEE
(Nakata et al., 1995) zeigt Ahnlichkeiten zu den zuvor beschriebenen Peptiden, die vor allem ba-
sische oder saure Aminosduren enthalten. Ein von Ohta et al. (2005) patentiertes salzgeschmacks-
verstirkendes Peptid zeichnet sich ebenfalls durch mehr als 20 % saure Aminosduren aus. Zur
besseren Ubersichtlichkeit sind die salzigen bzw. salzgeschmacksverstirkenden Peptide mit be-

kannter Aminosduresequenz tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2: In der Literatur beschriebene salzgeschmacksverstirkende bzw. salzige Peptide.

Salzgeschmacksverstirkende oder salzige Peptide Quelle

Arginyl-Dipeptide Schindler et al. (2011)

z. B.RP, RA, AR, RG, RS, RV !

LS, MG ! Kino et al. (2015)

Glutamyl-Dipeptide, z. B. EE, ET ! Shimono und Sugiyama (2013)

DD, DE, ED, EE ? Kuramitsu et al. (1996),
Nakata er al. (1995)

EEE, EED, EDE, DEE, EDE, DED, DDE, EDD, Maehashi et al. (1999),

DDD, DES, SPE ? Nakata et al. (1995)

DEKR ? Jin-Young Suh et al. (2014)

KGDEE 2 Nakata et al. (1995)

1 — Salzgeschmacksverstirkendes Peptid, 2 — salziges Peptid.
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Unter den aufgefiihrten Salzgeschmacksverstirkern dominieren vor allem Aminoséduren, deren
Derivate (z. B. Glycinmethylester und (S)-Alapyridain) und Peptide. Der Mechanismus solcher
bioaktiven Substanzen ist bislang wenig verstanden. Auffillig ist, dass dabei basische und saure
Aminosduren vermehrt eine Rolle spielen. Dies gilt speziell fiir Arginin, welches beispielsweise
als Ausgangsstoff mit Glucose zu einem salzgeschmacksverstiarkenden Maillard-Produkt reagiert.
AuBerdem zeigte Arginin als freie Aminosdure und in (Di-)Peptiden einen Effekt. Die salzge-
schmacksverstirkende Wirkung der Fischsofle und des getrockneten Bonito lassen sich ebenfalls
auf das Arginin-reiche Protamin und dessen Hydrolyseprodukte zuriickfiihren. Die Guanidyl-
Gruppe scheint eine wichtige Funktion in der Geschmackswahrnehmung zu haben. Dies wurde

bereits von Soldo et al. (2004) postuliert.

1.4 Gewinnung von Dipeptiden

Dipeptide konnen verschiedene Bioaktivititen und -funktionalititen aufweisen und haben daher
Potenzial fiir die Anwendung in der Lebensmittelindustrie und Pharmazie. Einige Dipeptide wur-
den als Salzgeschmacksverstirker identifiziert (siche Tabelle 1.2). Allerdings stehen Dipeptide
kaum im industriellen MaBstab zur Verfiigung, da die kostengiinstige Gewinnung bislang schwer

realisierbar ist (Yagasaki und Hashimoto, 2008).

Zum einen besteht die Moglichkeit Dipeptide aus natiirlichen Ressourcen zu extrahieren. Ein Bei-
spiel dafiir ist die Isolierung von Carnosin ($-Ala-L-His) aus dem Muskelgewebe von Sdugetieren
und Vogeln. Es wird als Nahrungsergidnzungsmittel speziell fiir Sportler eingesetzt (Derave et al.,
2010). AuBerdem wird die therapeutische Wirkung von Carnosin fiir eine Reihe von Krankheiten
untersucht (Budzen und Rymaszewska, 2013). Ansonsten sind kaum natiirliche Quellen fiir gro-
Bere Gehalte an Dipeptiden bekannt, die eine rentable Extraktion ermoglichen (Krehenbrink ez al.,

2014).

Durch die chemische Synthese konnen eine Vielzahl an Dipeptiden gebildet werden. Die Synthese
und Aufarbeitung von Peptiden ist ein mehrstufiger, komplexer und dadurch meist teurer Prozess.
Eine umfassende Schutzgruppenchemie und eine Aktivierung der Edukte sind fiir eine gezielte
Synthese notig (Merrifield, 1963; Nilsson et al., 2005; Noguchi et al., 2012). Nur wenige Dipep-
tide werden in groen Mengen kommerziell synthetisiert. Der synthetische SiiBstoff Aspartam
(a-L-Asp-L-Phe-OMe) ist ein Beispiel eines Dipeptid-Esters, der u. a. durch chemische Synthese

gewonnen wird (Krehenbrink et al., 2014).
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Die chemoenzymatische Synthese nutzt dagegen isolierte Peptidasen zur Kniipfung von Peptidbin-
dungen sowie Schutzgruppen zur Kontrolle der Reaktion. Die herstellbaren Dipeptide werden
durch die Spezifitit der Peptidase bestimmt (Kumar und Bhalla, 2005). In einem thermodynamisch
kontrollierten Prozess erfolgt die reverse Hydrolyse von einzelnen Aminosduren. Die Dipeptid-
synthese ist durch die Entfernung der Produkte (Wasser oder Dipeptide) und kontrollierte Reakti-
onsbedingungen moglich. In einem kinetisch kontrollierten Prozess ist dagegen nicht das Reakti-
onsgleichgewicht, sondern der Reaktionsmechanismus entscheidend. Die Aminosdure, welche
spater im Dipeptid N-terminal vorliegen soll, wird chemisch zu einem Ester oder Amid umgesetzt.
Mittels Serin- und Cysteinpeptidasen bildet sich daraus das Aminoacyl-Enzym als Intermediat
(Bongers und Heimer, 1994). Dieses wird entweder von einer weiteren Aminosiure oder von Was-
ser nucleophil angegriffen. Im ersten Fall entsteht ein Dipeptid, wihrend in der Konkurrenzreak-
tion mit Wasser die Aminosiure frei wird. Durch sorgfiltig gewéhlte Reaktionsbedingungen muss
eine anschlieBende Hydrolyse des synthetisierten Dipeptids verhindert werden. Beispielsweise
wurde so L-Ala-L-Gln mit einer Peptidase aus Empedobacter brevis synthetisiert (Yokozeki und
Hara, 2005). Die Herstellung von Aspartam kann ebenfalls tiber die chemoenzymatische Synthese
erfolgen. Dabei erfolgte die Verkniipfung von Z-L-Asp und D/L-Phe-OMe mittels Thermolysin,
einer neutralen Zinkpeptidase (Kiihn et al., 2002).

Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPS) kommen in Bakterien und Pilzen vor. Es handelt
sich um groBe modulare Proteine. Jedes Modul ist verantwortlich fiir die Addition einer speziellen
Aminoséure. In biotechnologischen Ansidtzen wurden Module der NRPS gezielt kombiniert und
zur Dipeptidsynthese verwendet (Doekel und Marahiel, 2000). Die Ausbeuten waren allerdings
gering. Auflerdem erfolgt die Verkniipfung von Aminosiuren durch die NRPS ATP-abhiéngig.

Die L-Aminoséure-Ligase (Lal) aus Bacillus subtilis wurde zur Synthese von Dipeptiden genutzt
(Tabata et al., 2005). Ihre natiirliche Funktion ist die Ligation von L-Ala mit Anticapsin zur Syn-
these des Antibiotikums Bacilysin (Parker und Walsh, 2013). Unter in vitro-Bedingungen wurden
viele weitere Aminosduren verkniipft. Die Aminosduren Asp, Glu, Arg und Lys wurden jedoch
nicht akzeptiert. Dadurch ist die Synthese vieler der in Tabelle 1.2 aufgefiihrten salzigen / salzge-
schmacksverstidrkenden Peptide nicht moglich. Die Synthese mittels Lal ist ebenfalls ATP-abhén-

gig und die Ausbeuten an Dipeptiden waren nur gering (Tabata et al., 2005).

In allgemeinen hydrolytischen Prozessen erfolgt die unspezifische Synthese von Peptiden. Dem-
gegeniiber kann durch gezielte Auswahl geeigneter Peptidasen mit limitiertem Substratspektrum

(Trypsin spaltet z. B. nur Lys-X und Arg-X) die bevorzugte Bildung spezifischer Produkte erreicht
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werden. Durch optimierte Reaktionsparameter wird die Freisetzung von kleinen Peptiden begiins-
tigt. AuBerdem beeinflusst die Wahl des Substrats die erzielbaren Produkte (Tavano, 2013). Al-
lerdings handelt es sich stets um ein heterogenes Gemisch von Peptiden, was gegebenenfalls eine
Reinigung der Zielpeptide notwendig macht (Yan et al., 2015). Gro3e Vorteile der Proteinhydro-
lyse mittels Peptidasen oder Peptidasegemischen sind die einfache und kostengiinstige Freisetzung

von Peptiden.

1.5 Proteinhydrolyse in der Lebensmittelindustrie

Die gezielte Bildung von salzgeschmacksmodulierenden Substanzen kam etwa in den letzten
40 Jahren auf und stellt ein aktuelles Forschungsthema dar. Demgegeniiber ist die Hydrolyse von
Proteinen gingige Praxis zur Verbesserung des Geschmackprofils von Lebensmitteln. So werden
in Asien schon seit vielen Jahrhunderten z. B. Soja- oder Fischsof8e durch Fermentation von Pflan-
zen- und Fischproteinen mit Mikroorganismen wie Ascomyceten der Gattung Aspergillus herge-
stellt (Murooka und Yamshita, 2008). In Europa wurde die Hydrolyse zur Herstellung von Spei-
sewiirzen dagegen erst viel spiter genutzt. Ein bekanntes Beispiel ist die Maggi-Suppenwiirze, die
aus Soja- und Weizenproteinen hergestellt wird. Im klassischen chemischen Verfahren werden
durch harsche Reaktionsbedingungen die Proteine salzsauer hydrolysiert und anschlieBend mit
NaOH neutralisiert. Dadurch ergeben sich im Produkt hohe Salzkonzentrationen von 40 bis 45 %
(Chigurupati et al., 2001). Neben den angestrebten geschmacksaktiven Substanzen wie L-Gluta-
minsdure und kleineren Peptiden entstehen auch gesundheitsschiddliche Nebenprodukte. So rea-
gieren die im Gluten enthaltenen Triacylglyceride mit den Chlorid-lonen zu Chlorpropanolen wie
3-Monochlor-1,2-propandiol und 1,3-Dichlorpropan-2-ol, die in Tierversuchen kanzerogen waren
(Hamlet et al., 2002; Wittmann, 1991). Mittlerweile gewinnen die enzymatischen Proteinhydroly-
sen bzw. fermentative Prozesse an Bedeutung. Sie zeichnen sich durch milde Reaktionsbedingun-
gen aus, die umweltfreundlicher und besser regulierbar sind. Zudem kann durch die selektive Wahl
von spezifischen Enzymen die Bildung gewiinschter Hydrolyseprodukte gelenkt werden (Tavano,

2013).

Enzymatische Proteinhydrolysate sowie diverse gereinigte Peptide sind von wachsendem Interesse
fiir die Lebensmittelindustrie. Die enzymatische Hydrolyse pflanzlicher und tierischer Proteine
(wie der reichlich verfiigbaren Milchproteinfraktionen) und die Eigenschaften der Hydrolysepro-
dukte waren Gegenstand zahlreicher Studien (Luo et al., 2014; Rahulan et al., 2012; Wang et al.,
2011). Viele Arbeiten befassten sich mit verbesserten Funktionalitidten, wie der Loslichkeit, den

Emulgier- oder Schaumbildungseigenschaften und mit Bioaktivititen, wie den antimikrobiellen,
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antiviralen, antioxidativen, blutdrucksenkenden, antithrombotischen und geschmacksaktiven Ei-
genschaften (Luo et al., 2014; Rahulan er al., 2012; Schindler et al., 2011; Tavano, 2013;
Udenigwe und Aluko, 2012).

Die geschmacksaktiven Eigenschaften von Proteinhydrolysaten lassen sich vor allem auf freie
Aminosduren und kleinere Peptide zuriickfiihren. Sie tragen neben Maillard-Produkten, die beim
Pasteurisieren entstehen, mageblich zum herzhaften und wiirzigen Geschmack bei (Aaslyng et
al., 1998; Aaslyng et al., 1999). Héaufig wird das Hydrolyseprodukt L-Glutaminsidure angestrebt,
welches eine Schliisselrolle als Geschmacksverstiarker der Geschmacksrichtung umami spielt
(Aaslyng et al., 1998). Diverse y-Glutamyl-Dipeptide fungieren als Modulatoren des Geschmacks
kokumi (Dunkel et al., 2007), wihrend a-Glutamyl- und Arginyl-Dipeptide sowie weitere Di- und
Tripeptide (siehe Tabelle 1.2) den Salzgeschmack beeinflussen (Schindler et al., 2011; Shimono
und Sugiyama, 2013). Sie erdffnen die Moglichkeit zur Salzreduktion in Lebensmitteln und gelten
gleichzeitig als physiologisch unbedenklich. SchlieBlich dienen hydrolysierte Proteine u. a. als
hypoallergene Nahrung (El-Agamy, 2007).

Die Herstellung von Milcherzeugnissen wie Kise ist ein klassisches Beispiel fiir eine Fermentation
und Reifung. Es findet eine Glykolyse, Lipolyse und Peptidolyse statt. Letztere erfolgt durch zu-
gesetztes Lab zur Milchdicklegung, Peptidasen wie Plasmin aus der Milch und Enzymen aus den
hinzugefiigten Starterkulturen (Milchsidurebakterien — Lactobacillales). Die Proteinhydrolyse ist
entscheidend fiir die Gewinnung von Geschmacksstoffen und —modulatoren (Fox et al., 2004). In
vielen Kidsen werden zusitzlich hohe NaCl-Gehalte eingesetzt (siehe Tabelle 1.1). Demnach
scheinen im Reifeprozess keine ausgeprigten Gehalte an salzgeschmacksverstirkenden Peptiden
generiert zu werden. In den Milchsdurebakterien Lactobacillus casei und L. helveticus finden sich
zwar Dipeptidyl-Peptidasen, allerdings nur prolylspezifische (Rawlings et al., 2014; The UniProt
Consortium, 2015). Vermutlich haben sie eine ungeeignete Spaltspezifitit fiir die Generierung von
Salzgeschmacksverstidrkern. Schlieflich sind bislang vor allem Glutamyl- und Arginyl-Dipeptide
als salzgeschmacksverstirkende Peptide bekannt (siehe Kapitel 1.3.4).

1.6 Peptidasen

Da sich die vorliegende Arbeit mit Peptidasen befasst, sollen im Folgenden einige wichtige Grund-
lagen zu diesen Enzymen aufgefiihrt werden. Fiir detailliertere Informationen gibt es zahlreiche

Literaturen (z. B. Rawlings et al., 2014).
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Peptidasen machen ca. 60 % des weltweiten Umsatzes an technischen Enzymen aus. Sie kommen
in der Natur ubiquitdr vor, haben unterschiedliche Funktionen und zeigen daher eine enorme
Diversitit. In der Enzymnomenklatur (Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology — NC-IUBMB) haben Peptidasen der gleichen Enzyme Com-
mission-(EC-)Nummer eine vergleichbare Wirkspezifitit. Tabelle 1.3 gibt einen kurzen Uberblick
dieser Klassifizierung. Die Einteilung von Peptidasen entsprechend ihres aktiven Zentrums und
Sequenzhomologien hat sich durch die MEROPS-Datenbank (http://merops.sanger.ac.uk) eben-
falls etabliert (Rawlings et al., 2014).

Tabelle 1.3: Klassifizierung wichtiger Peptidasen (nach NC-IUBMB). Spaltstelle: -//-; X, Y und Z stellen Amino-

sduren dar.
Benennung Spaltsequenz EC-Nummer
Exopeptidasen:
Aminopeptidasen NH»-X-//-Peptid 34.11
Dipeptidasen NH>-X-//-Y-COOH 3.4.13
Di- / Tripeptidyl-Peptidasen NH»-X-Y-(Z-)//-Peptid 34.14
Peptidyl-Dipeptidasen Peptid-//-X-Y-COOH 3.4.25
Carboxypeptidasen Peptid-//-Y-COOH 34.16-3.4.18
Endopeptidasen: Peptid-//-Peptid 3.4.21 -3.4.25,3.4.99

Die Interaktionen zwischen einer Peptidase und ihrem Substrat werden durch das Modell von
Schechter und Berger (1967) beschrieben. Demnach wechselwirken die Aminoséurereste des Sub-
strats (Pi, ..., P3, P2, P1, P1¢, P2¢, P3¢, ..., Pi) mit denen der Enzymbindungsstelle (Si, ..., S3,
S2, S1, S1¢, S2¢, S3°, ..., Si‘) nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip. Die hydrolytische Spaltung
des Substrats erfolgt zwischen den Positionen P1 und P1° (siche Abbildung 1.3).

Spal}stelle
-P4 - P3 --- P2 --- P1 -1- P1*--- P2*--- P3‘--- P4*-

X

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Spaltstelle entsprechend der Nomenklatur von Schechter und
Berger (1967). P4 bis P4° stellen Aminoséuren dar.
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1.7 Peptidasen aus Basidiomyceten

Die Abteilung Basidiomycota umfasst ca. 30.000 verschiedene Arten und stellt im Reich der Pilze
etwa 30 % aller Arten dar. Zusammen mit der Abteilung Ascomycota bilden sie das Unterreich
der Dikarya. Viele beliebte Speisepilze wie der Champignon (Agaricus bisporus) oder Seitlinge
(Pleurotus spp.) gehoren zu den Basidiomyceten. Bislang sind nur wenige Arten intensiv erforscht,
und die Basidiomyceten spielen in der industriellen Nutzung noch keine groB3e Rolle. Allerdings
wird ein groBes biotechnologisches Potenzial angenommen. Viele von ihnen haben den GRAS-
Status (generally regarded as safe), was ihren Einsatz in Lebensmitteln erleichtert. Zudem kénnen
die Enzyme aus filament6sen Pilzen relativ kostengiinstig, schnell und mit hohen Produktionsraten
gewonnen werden (Souza et al., 2015). Durch die Sekretion einer Vielzahl an Enzymen in den

extrazelluldren Raum wird deren Reinigung erleichtert (Souza et al., 2015).

Unter den von Basidiomyceten sekretierten Enzymen bilden Peptidasen eine der gro3ten Gruppen
(Alfaro et al., 2014). Die Peptidasen haben oft eine ungewohnliche Substratspezifitit und Stabilitit
bei extremen pH-Werten, Temperaturen oder Ionenstirken (Kudriavtseva et al., 2008). In der Na-
tur dienen die extrazellulidren Peptidasen zum Substratabbau bzw. Stickstoffversorgung, zur Ab-
wehr von Nahrungskonkurrenten, zur Freisetzung von Peptiden, die fiir die Pathogenitit wichtig
sind, sowie zur Regulation anderer Enzymaktivititen (Alfaro et al., 2014; Palmieri et al., 2001).
In der Forschung befassten sich diverse Studien mit Peptidasen aus Basidiomyceten. Tabelle 1.4
fasst die Anzahl an bekannten und hypothetischen Proteinen von sechs in dieser Arbeit genutzten

Basidiomyceten zusammen.

Tabelle 1.4: Anzahl der bekannten und hypothetischen Peptidasen verschiedener Arten von Basidiomyceten

(nach Rawlings et al., 2014).

Art Anzahl bekannter und Anzahl nichthomologer

hypothetischer Peptidasen Peptidasen*

(nach MEROPS) (nach MEROPS)
Grifola frondosa 3 0
Phanerochaete chrysosporium 177 57
Pleurotus eryngii 1 0
Pleurotus ostreatus 6 1
Schizophyllum commune 172 28
Trametes versicolor 165 11

*Proteinsequenz, die einer Peptidasefamilie zugeordent wird, aber der eine / mehrere funktionelle Gruppen fehlen.
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Die peptidolytische Diversitidt von Basidiomyceten wurde beispielsweise in einem Screening von
Saboti€ et al. (2007) dargestellt. Sowohl der Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf die Sek-
retion von Peptidasen, die Isolierung und Charakterisierung einiger Enzyme sowie die Analyse der
Gesamtheit an Peptidasen (Degradomik) sind in der Literatur fiir einzelne Basidiomyceten be-
schrieben (Ellstrom et al., 2015; Grimrath, 2011; Kirsch et al., 2011; Mandujano-Gonzélez et al.,
2013; Nishiwaki et al., 2009). Fiir einige der basidiomycetischen Peptidasen ergaben sich vielver-
sprechende industrielle Anwendungsmoglichkeiten. So konnten beispielsweise Peptidasen aus
Piptoporus soloniensis und Termitomyces clypeatus zur Milchdicklegung genutzt werden (Abd
El-Baky et al., 2011b; Majumder et al., 2015). Chen et al. (2012) beschrieben eine prolylspezi-
fische Oligopeptidase des Coprinopsis clastophylla, welche Anwendung in dem Abbau von Glu-
ten fiir Zoliakie-Patienten haben konnte. Aus Schizophyllum commune wurde eine fibrinolytische
Peptidase isoliert, die als antithrombotisches Medikament genutzt werden konnte (Park et al.,

2010).

Verglichen mit der Anzahl an Basidiomyceten und ihren vielen Peptidasen liegen insgesamt den-
noch nur begrenzte experimentelle Arbeiten zu Peptidasen aus Basidiomyceten vor. Auf Basis von
Genomprojekten (Joint Genome Institute (Nordberg et al., 2014)) wurden detaillierte Informatio-
nen fiir bislang 91 Basidiomyceten publiziert (Floudas et al., 2012; Kohler et al., 2015). Diese
Daten erlauben die bioinformatische Analyse des Sekretoms (Alfaro et al., 2014) und die gezielte

Suche nach speziellen Enzymaktivititen (Judrez-Montiel et al., 2014).

In der Literatur existieren kaum Studien, die sich mit der Hydrolyse von pflanzlichen oder tieri-
schen Proteinen zur Herstellung bioaktiver und speziell geschmacksaktiver Hydrolysate mittels
Basidiomyceten beschiftigen. Mit einem Peptidasegemisch des Flammulina velutipes wurde Glu-
ten hydrolysiert und dabei ein wiirziges Hydrolysat erzielt (Grimrath et al., 2011). Auerdem
konnten schmackhafte Feta- und ein Gouda-dhnlicher Kidse mit sekretierten Peptidasen von

Wolfiporia cocos hergestellt werden (Abd El-Baky et al., 2011a).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Wie einleitend dargestellt, existieren bereits einige Ansitze zur Reduktion des Speisesalzgehalts
in Lebensmitteln bei gleichbleibender Geschmacksqualitit. Bislang begrenzen Fehlgeschmiicke,
eine zu geringe Wirksamkeit oder zu hohe Produktionskosten deren Einsatzmdglichkeiten. Spezi-
ell fiir Milchprodukte wie Kise, die hohe NaCl-Gehalte aufweisen, fehlen derzeit noch passende
Losungsansitze. Daher wurde diese Arbeit auf Milchprodukte ausgelegt. Eine Reihe von salzge-
schmacksverstirkenden Peptiden wurde bereits identifiziert, sodass die Proteinhydrolyse vielver-
sprechend zur Entwicklung didtetischer, natriumreduzierter Lebensmittel ist. Ziel dieser Arbeit
war die Freisetzung von salzgeschmacksverstirkenden Peptiden aus Milch- und Eiklarproteinen

mittels Peptidasen aus Basidiomyceten.

Teilziel dieser Arbeit war zunédchst das Auffinden von peptidolytisch hochaktiven Basidiomyceten
in einem ausgedehnten Screening. Komplexe Gemische von Endo- und Exopeptidasen sollten

dann im semi-priparativen Maf3stab gewonnen werden.

Milch- und Eiklarproteine, als auf die Milchindustrie ausgelegte Vorldufersubstanzen, sollten
durch die Modellsubstrate Casein und Lysozyme reprisentiert werden. Sie sollten mittels der zu-
vor gewonnenen Peptidasegemische hydrolysiert werden. Die angestrebten Hydrolyseprodukte
waren salzgeschmacksverstiarkende Verbindungen wie L-Arginyl-Dipeptide als bereits bekannte

Salzgeschmacksverstirker, sowie bislang unbekannte salzgeschmacksverstirkende Peptide.

AnschlieBend sollten in ersten Applikationsstudien die erzeugten Hydrolysate in Kidsemodelle ein-
gearbeitet werden. Die salzgeschmacksmodulierende Wirkung der Hydrolysate sollte validiert
werden. Aullerdem sollte fiir die Hydrolysate ein Gesamteindruck des Geschmacks gewonnen

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Losungsmittel wurden in der benotigten Reinheit von Sigma-Aldrich (Tauf-
kirchen), Carl Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), VWR International GmbH (Darmstadt),
PeptaNova (Sandhausen), AppliChem (Darmstadt), ThermoFisher Scientific (Braunschweig) oder
der Bachem AG (Bubendorf, Schweiz) bezogen. Tabelle 2.1 fiihrt einige der wichtigsten Chemi-
kalien auf. Gluten wurde von Nestlé Product Technology Centre (Singen / Hohentwiel) erhalten.
Sojaproteine wurden von LSP Sporterndhrung (Bonn) und Erbsen- sowie Reisproteine von Bioti-
cana (Rendswiihren) erworben. Die Soja-, Erbsen- und Reisproteine hatten einen Proteingehalt
von mindestens 80 %. Eiklarpulver wurde von Backstars (Bellenberg) und Milchpulver von Carl
Roth bezogen. Fiir die Analytik der Dipeptide mittels LC-MS/MS (Ulrike Krah, Lebensmittelche-
mie und molekulare Sensorik, TU Miinchen) wurden folgende Peptide als Standards verwendet:
RA, RR, RD, ER, RE, RQ, GR, RG, RH, HR, IR, RIL, LR, KR, RK, RM, MR, FR, PR, SR, RS
(Bachem AG); RN, DR, RC, TR, WR, YR, RY, VR, RV (EZBiolab Inc, Carmel, USA). Fiir die

Verkostungen wurde handelsiibliches Speisesalz und Magerquark mit 0,3 % Fett verwendet.

Tabelle 2.1: Chemikalienliste

Chemikalie Qualitét Hersteller
Ala-pNA >98 % PeptaNova
Aminosaurestandard Analytischer Standard ~ Sigma-Aldrich
Antipain Sigma-Aldrich
Arg-pNA >98 % Bachem AG
Arg-Pro-pNA >98 % Bachem AG
Azocasein Sigma-Aldrich
Bz-Arg-pNA >98 % PeptaNova
Casein >96 % Carl Roth

(Gemisch von a-, B- und k-Casein)

Chymostatin Sigma-Aldrich
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Chemikalie Qualitét Hersteller
EDTA >99 % Carl Roth
epoxy-aktivierte Sepharose 6 B GE Healthcare (Miinchen)
Gelatine Carl Roth
Gly-Arg-pNA >98 % Bachem AG
Hefeextrakt, mikro-granuliert Carl Roth
N*-Hippuryl-Arginin >99 % PeptaNova
L-Arginin >98 % Sigma-Aldrich
L-Asparagin >99 % Carl Roth
L-Glutamin >99,5 % Sigma-Aldrich
L-Tryptophan >99 % Carl Roth
Lysozym (Typ c aus Hiihnereiklar) Fluka / Sigma-Aldrich
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA > 98 % Merck
o-Phenanthrolin >99 % Sigma-Aldrich
Pepstatin >98 % AppliChem
PMSF >99 % ThermoFisher Scientific
Z-Gly-Gly-Leu-pNA >98 % Sigma-Aldrich
Z-Gly-Pro-pNA >98 % Bachem AG

2.2 Allgemeine Geriite

Tabelle 2.2: Verwendete Laborgeriite
Gerit Typ Hersteller
Autoklav Varioklav 75S H+P Labortechnik

(Oberschlei3heim)

Crossflow-Filter Sartocon Slice PESU  Sartorius (G6ttingen)

Elektrophorese Stromversorgung
(SDS-PAGE / Zymografie)

Cassette, 10 kDa

EV 231
EV 202

Consort (Turnhout, Belgien)
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Gerit Typ Hersteller
Elektrophorese-Flachbettsystem /  Multiphor 2 Pharmacia LKB (Uppsala,
horizontale IEF MultiDrive XL Schweden)
Elektrophoresekammer Mini PROTEAN® Bio-Rad (Miinchen)

(SDS-PAGE / Zymografie)
Inkubator

Kryostat

Magnetriihrer
pH-Meter

Fotometer
Kolbenhubpipetten
Schiittler
Sicherheitswerkbank
Thermoschiittler

Ultrafiltrationseinheiten

Ultraschallbad
Ultraturrax
Vakuumzentrifuge
Vortex

Waage
Wasseraufbereiter

Zentrifuge

Tetra System
Certomat HK

Frigomix U-2/Ther-

momix® BU

MR 3001

Qph 70

UV-1650pc
Transferpette®
Multitron

Clean Air CA/RE 4
Thermomixer comfort
Vivaspin 500, 10 kDa
Vivaspin 20, 10 kDa
RK 100 H

TP-18/10
Concentrator plus
RS-VA 10

SI-234

GenPure UV-TOC/UF
Rotina 460R

Rotina 380R

Mikro 200R

Mikro Star 17R

B. Braun (Melsungen)

B. Braun

Heidolph (Kelheim)
Merck

Shimadzu (Duisburg)
Brand (Wertheim)
Infors HT (Einsbach)
Clean Air (Hilden)
Eppendorf (Hamburg)

Sartorius

Bandelin electronic (Berlin)
IKA Labortechnik (Staufen)
Eppendorf

Phoenix Instruments (Garbsen)
Denver Instrument (Gottingen)
TKA (Niederelbert)

Hettich (Tuttlingen)

VWR




21 Material und Methoden

2.3 Kaultivierung

2.3.1 Basidiomycetenstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Basidiomyceten stammten groftenteils von der Deutschen
Stammsammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) und dem
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Niederlande). Einer der Pilze wurde von
dem Institut fiir molekulare Holzbiotechnologie (IfmH, Georg-August-Universitit Gottingen) er-
halten, einer vom United States Department of Agriculture (USDA) und einer eigenstindig isoliert.

In Tabelle 2.3 sind die genutzten Stimme aufgelistet.

Tabelle 2.3: In dieser Arbeit verwendete Basidiomyceten und deren Bezugsquelle.

Basidiomycet Abkiirzung Herkunft Stammnummer
Agaricus bisporus Abi DSMZ 3054
Fistulina hepatica Fhe DSMZ 4987
Fomitopsis pinicola Fpi DSMZ 4957
Gloeophyllum odoratum God CBS 444.61
Grifola frondosa Gfr CBS 480.63
Hericium erinaceus Her CBS 260.74
Hirneola auricula-judae Haj DSMZ 11326
Hypholoma sublateritium Hsu DSMZ 8260
Laetiporus sulphureus Lsu Eigenisolat

Lentinula edodes Led Keine Angaben

Lepista nuda Lnu DSMZ 3347
Meripilus giganteus Mgi DSMZ 8254
Phanerochaete chrysosporium Pch DSMZ 1547
Pleurotus eryngii Per CBS 613.91
Pleurotus ostreatus Pos DSMZ 1833

Pleurotus ostreatus var. florida Posf IftMH
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Basidiomycet Abkiirzung Herkunft Stammnummer
Postia placenta Ppl USDA Mad-698-R
Pycnoporus sanguineus Psan CBS 614.73
Schizophyllum commune Sco DSMZ 1024
Serpula lacrymans Sla CBS 751.79
Trametes versicolor Tve DSMZ 11269
Tremella mesenterica Tme DSMZ 1557
Ustilago maydis Uma DSMZ 17144

2.3.2 Nihrmedien

Als Nihrmedien wurden die nihrstoffreiche Standardnihrlésung und das néhrstoffreduzierte

Minimalmedium verwendet.

2.3.2.1 Standardnéhrlosung (SNL)

Die Standardnihrlosung wurde nach Sprecher (Sprecher, 1959) hergestellt (Tabelle 2.4, Tabelle
2.5) und mit 1 M NaOH auf pH 6,0 eingestellt. Fiir festes Nihrmedium (SNL-Platten) wurden
zusitzlich 15 g L Agar-Agar hinzugefiigt. Das Medium wurde bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Standardnihrlosung (SNL).

Komponente Konzentration
D-(+)-Glucose x H2O 30,0 gL
L-Asparagin x H>O 45¢gL!
Hefeextrakt 3,0gL!
KH2PO4 1,5¢gL!
MgSOs4 0,5¢gL!

Spurenelementldsung (s. u.) 1,0 mL L!
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung der Spurenelementlosung.

Komponente Konzentration

FeCl3 x 6 H20 0,08 gL'

ZnSOq4 x 7 H20 0,09 gL'

MnSO4 x H2O 0,03gL!

CuSO4 x 5 H20 0,005 g L'!

EDTA 0,4 gL!

2.3.2.2 Minimalmedium

Das Minimalmedium (Tabelle 2.6) wurde mit 1 M NaOH auf pH 6,0 eingestellt und bei 121 °C

fiir 20 min autoklaviert. Das Medium wurde entweder als solches oder zusammen mit einem Sub-

strat fiir die Kultivierung verwendet. Als Substrate wurden Casein, Eiklarpulver, Magermilchpul-

ver, Gelatine, Gluten, Erbse-, Reis- oder Sojaproteine eingesetzt. Sie wurden bei 140 °C fiir 8 h

trocken sterilisiert und anschliefend mit Minimalmedium versetzt, sodass fiir die Kultivierung

10 g L'! vorlagen.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung des Minimalmediums.

Komponente Konzentration
D-(+)-Glucose x H.O 10,0 g L
Hefeextrakt 1,0gL!
KH2PO4 1,5gL!
MgSO4 0,5gL!
Spurenelementldsung (s. 0.) 1,0 mL L!
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2.3.3 Kulturfiihrung

2.3.3.1 Stammbhaltung

Fiir jeden verwendeten Organismus wurden Stammkulturen auf SNL-Agar in Petrischalen ange-
legt. Dafiir wurde eine Agarplatte (SNL-Agar) mit einem 1 cm? groBen, mit Pilzmyzel bewachse-
nen Agarstiick einer Masteragarplatte angeimpft. Es wurde bei 24 °C fiir ein bis zwei Wochen
kultiviert, bis die Agarplatte vollstindig bewachsen war. AnschlieBend wurde die Kultur im Kiihl-

schrank bei 4 °C gelagert.

2.3.3.2 Submerskultur

Zunichst wurde eine Vorkultur in SNL-Medium angesetzt. Ein 1 cm? grof3es, bewachsenes Agar-
stiick wurde in einen 300-mL-Erlenmeyerkolben, befiillt mit 100 mL Medium, gegeben und mit-
tels Ultraturrax homogenisiert. Nach einer Kultivierung von 5 bis 10 Tagen bei 24 °C und 150 rpm
wurde die Kultur bei 4.800 x g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und das Myzelpellet noch zweimal
mit Wasser gewaschen. Fiir das Screening wurde das Myzel in einen 500-mL-Erlenmeyerkolben
mit 250 mL des jeweiligen Medium iiberfiihrt. Zur semi-priparativen Gewinnung von Peptidasen
wurden ausgewihlte Basidiomyceten in 2-L-Erlenmeyerkolben mit 1 L. Medium kultiviert. Die
Hauptkulturen wurden jeweils mit 10 % (v/v) der Vorkultur inokuliert. In der Hauptkultur wurde
SNL-, Minimal- oder Minimal-Medium mit einem Substrat verwendet. Es wurde bei 24 °C und
150 rpm fiir bis zu 16 Tage kultiviert. Im Screening wurde tdglich oder mindestens jeden zweiten

Tag 1 mL Kulturiiberstand entnommen und die extrazelluldre Azocasein-Aktivitéit bestimmit.

2.3.3.3 Ernte der Submerskultur

Die Ernte der Hauptkultur erfolgte am Tag der maximalen azocaseinolytischen Aktivitit. Dafiir
wurde der Kulturiiberstand bei 9.000 x g und 4 °C fiir 30 min von dem Myzel abgetrennt. Um
storende Polysaccharide zu entfernen, wurden die Proben iiber Nacht eingefroren. Die dabei un-
16slich gewordenen Polysaccharide wurden durch Filtration entfernt. Verbliebene Partikel wurden
durch erneute Zentrifugation entfernt (45 min bei 4 °C und 9.000 x g). Die Kulturiiberstéinde wur-
den durch Querstrom-Ultrafiltration ca. zehnfach konzentriert und bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.
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2.3.3.4 Zellaufschluss

Fiir das Screening nach arginylspezifischen Peptidasen wurden ca. 100 bis 250 mg Pilzmyzel mit
ca. 400 uL Kaliumphosphatpuffer (0,1 M KoHPO4/KH>PO4 pH 6) versetzt. Anschlielend wurden
die Zellen mittels Glasperlen und Homogenisator (Precellys 24-Dual, PeqLab, Erlangen) aufge-
schlossen (2800 min!, 2 x 15 s mit 10 s Pause). Der Ansatz wurde bei 15.000 x g und 4 °C fiir

10 min zentrifugiert und der Uberstand fiir die Peptidase-Assays verwendet.

2.4 Proteinchemische Assays

2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (1976) mit einem kommerziellen Reagenz
(Nr. B6916, Sigma-Aldrich). Der Assay wurde in Mikrotiterplatten (96 well) durchgefiihrt. Dafiir
wurden 300 uL Bradfordlosung mit 15 uLL Probe versetzt, 15 min bei Raumtemperatur (RT) inku-

biert und anschlieend die Extinktion bei 595 nm gemessen.

2.4.2 Peptidase-Assay mit Azocasein

Der Azocasein-Assay von Iversen und Jgrgensen (1995) wurde leicht modifiziert durchgefiihrt.
100 uL Substratlosung (5 % (w/v) Azocasein in H20), 375 uL Puffer (0,1 M K:HPO4/KH2PO4
pH 6, sofern nicht anders angegeben) und 25 uL Probe wurden vermischt und fiir 20 min bei 43 °C
und 700 rpm (Thermomixer, Eppendorf) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
3 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA) gestoppt. Fiir den Blindwert wurde die Probe erst nach der
TCA-Fillung zugesetzt. Die Proben und die Blindwerte wurden 10 min auf Eis gestellt und dann
bei 15.000 x g und 20 °C fiir 15 min zentrifugiert. Die Extinktion des Uberstands wurde bei 366 nm
gemessen. Eine arbitray Unit (aU) wurde definiert als die Enzymmenge, die unter den gewihlten

Bedingungen zu einer Anderung der Extinktion um 0,01 pro h fiihrte.

2.4.3 Peptidase-Assay mit para-Nitroanilid-Substraten

Die Peptidaseaktivitdt wurde gegeniiber verschiedenen para-Nitroanilid-Substraten (pNA-Sub-
strate) getestet: Arg-, Ala-, Arg-Pro-, Gly-Arg-, Z-Gly-Pro-, Bz-Arg- und N-Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA verwendet. Der Assay wurde in Mikrotiterplatten (96 well) durchgefiihrt. Der Reakti-
onsansatz bestand aus 20 uL. Probe, 10 uL Substratlosung (2 mM in DMSO) und 120 uL Puffer
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(50 mM NaAc pH 4, 50 mM K>HPO4/KH>PO4 pH 6 oder 50 mM Tris pH 8). Die Anderung der
Extinktion wurde bei 37 °C und 405 nm iiber 60 min gemessen. Der molare Extinktionskoeffizient
von para-Nitroanilin ist e = 4,567 M cm™ (Giesler et al., 2014). Eine Unit wurde definiert als die

Enzymaktivitdt, die 1 ymol para-Nitroanilin pro Minute bildete.

2.4.4 Peptidase-Assay mit Hippuryl-Arginin

Fiir diesen Peptidase-Assay wurde die Substratlosung stets frisch angesetzt. Dafiir wurden
100 mM Hippuryl-Arginin in EtOH gel6st und 1:100 mit dem Puffer verdiinnt. Als Puffer wurde
50 mM NaAc pH 4, 50 mM K;HPO4+/KH;PO4 pH 6 oder 50 mM Tris pH 7,5 verwendet. Der Assay
wurde in UV-Mikrotiterplatten (96 well) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz bestand aus 290 uL
Substratlésung und 10 uL Probe. Die Anderung der Extinktion wurde bei 25 °C und 254 nm iiber
1

30 min gemessen. Der molare Extinktionskoeffizient von Hippursidure war & = 0,36 mM™! cm™'.

Eine Unit wurde definiert als die Enzymmenge, die 1 xmol Hippursiure pro Minute freisetzte.

2.4.5 Untersuchung der Peptidaseaktivitiit in Abhéingigkeit des pH-Werts

Der Azocasein-Assay wurde zur Bestimmung des pH-Optimums sowohl der Peptidasemischungen
(Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve) als auch der gereinigten Peptidasen verwendet. Dafiir wurde
der Britton-Robinson-Puffer im Bereich von pH 2 bis 9 genutzt (Britton und Robinson, 1931). Der
universelle Puffer bestand aus 40 mM H3BOs3, 40 mM H3POs, 40 mM CH3COOH und der jewei-
lige pH-Wert wurde mit 0,2 M NaOH eingestellt. Der pH-Wert wurde nach Zugabe der Probe
uiberpriift. Fiir alle Peptidasemischungen wurden relative Aktivititen bei verschiedenen pH-Wer-
ten bestimmt. Die relative Enzymaktivitit wurde definiert als der Prozentsatz der detektierten Ak-

tivitit bezogen auf die maximale Aktivitit in dem Experiment.

2.4.6 Untersuchung der Peptidasestabilitiit in Abhingigkeit des pH-Werts

Der Effekt des pH-Werts auf die Stabilitéit der extrazelluldren Peptidasen von Tve wurde im pH-
Bereich 3,8 bis 8,3 in verschiedenen Puffersystemen bestimmt (40 mM Milchsédure/60 mM f-Ala-
nin pH 3,8; 80 mM Milchsiure/160 mM f-Alanin pH 4,4; 60 mM MES/60 mM Histidin pH 6,1;
70 mM HEPES/86 mM Imidazol pH 7,4; 50 mM Glycin/172 mM Tris pH 8,3). Es wurde ca.
30fach konzentrierter Kulturiiberstand 1:2 mit dem jeweiligen Puffer versetzt und fiir 20 h bei 4 °C
inkubiert. Davon wurden 4 uL als Probe mit 246 uL Puffer (0,1 M K;HPO4+/KH2PO4 pH 6) im

Azocasein-Assay eingesetzt. Ansonsten wurde wie zuvor beschrieben verfahren. Der pH-Wert
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wurde vor der 20-stiindigen Inkubation und vor dem Aktivitits-Assay tiberpriift. Die relative En-
zymaktivitit wurde definiert als der Prozentsatz der detektierten Aktivitit bezogen auf die maxi-

male Aktivitit in dem Experiment.

2.4.7 Inhibierungsstudien

Um den katalytischen Typ der affinitdtschromatografisch gereinigten Peptidasen (des Gfr und Pch)
zu bestimmen, wurden Inhibierungsstudien durchgefiihrt. Dafiir wurden die Proben zunéchst mit
verschiedenen Inhibitoren versetzt (Tabelle 2.7) und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieBend wurde der Azocasein-Assay mit Zusatz der Inhibitoren durchgefiihrt. Bei der Vorinku-
bation und dem Assay wurden die verschiedenen Inhibitoren in effektiven Endkonzentrationen
eingesetzt (Tabelle 2.7). Die relative Enzymaktivitiat wurde definiert als der Prozentsatz der de-

tektierten Aktivitidt bezogen auf die Aktivitit ohne Inhibitor.

Tabelle 2.7: Verwendete Peptidaseinhibitoren und deren Konzentration im Ansatz.

Inhibitor Inhibierte Peptidasen Endkonzentration im Ansatz

Antipain Manche Serin- und Cysteinpeptidasen, 1,65 mM
Peptidasen mit Ahnlichkeit zu Trypsin

Chymostatin Cysteinpeptidasen 0,2 mM
EDTA Metallopeptidasen 20 mM
Pepstatin Aspartatpeptidasen 1 uM
o-Phenanthrolin Metallopeptidasen 10 mM
PMSF Serinpeptidasen 10 mM

2.5 Gelelektrophoretische Verfahren

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die in der SDS-PAGE verwendeten Losungen sind Tabelle 2.8 zu entnehmen. Die Gele wurden
entsprechend der Tabelle 2.9 pripariert. Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde nach Laemmli

(1970) semi-nativ oder denaturierend durchgefiihrt. Die Proben wurden 1:2 mit dem nativen bzw.
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denaturierenden Probenpuffer versetzt. Bei denaturierenden SDS-PAGE-Analysen wurden die
Proben vor der Auftragung fiir 10 min bei 95 °C inkubiert. Je nach Probe wurden 5 bis 35 uL pro
Geltasche aufgetragen und die Trennung erfolgte bei 15 mA pro Gel. Im Anschluss wurden die
Proteinbanden mit Instant Blue (Expedeon, Cambridgeshire, GroBbritannien) angeférbt. Zur Be-
stimmung der molekularen Proteinmassen wurde der Marker Precision Plus Protein Standard™
(Bio-Rad) verwendet. Die Bestimmung der molekularen Massen wurde iiber den linearen Zusam-
menhang der relativen Wanderstrecke (Ri-Wert) zur logarithmierten molekularen Masse

(log (MW)) berechnet.

Tabelle 2.8: In der SDS-PAGE verwendeten Losungen.

Losung Komponente Konzentration

APS-Losung Ammoniumperoxodisulfat 0,4 gL' (1,75 mM)

Lagerung bei -20 °C

Elektrophorese-Laufpuf-  Tris 3,02 g L' (25 mM)
fer Glycin 14,42 ¢ L7 (192 mM)

SDS 1,0 g L1 (3,5 mM)
Probenpuffer Tris-HCI pH 6,8 23,64 ¢ L' (150 mM)

(nativ bzw. denaturie- Dithiothreitol (im denaturierenden Puffer) 30,85 g L'! (200 mM)

rend, 2fach konzentriert)

Glycerol 20 % (vIv)
SDS 40 g L' (139 mM)
Bromphenolblau 25mg L

Lagerung bei -20 °C




29

Material und Methoden

Tabelle 2.9: Zusammensetzung eines diskontinuierlichen Gels mit 12 bzw. 18 %" Acrylamid.

Komponente Trenngel Sammelgel
ddH>O 2,15 bzw. 1,4" mL 1,45 mL
Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1) 1,5 bzw. 225" mL 2435 uLL
1,5 M Tris pH 8,8 1,25 mL

1,5 M Tris pH 6,8 250 uL
10 % (w/v) SDS 50 uL 20 uL
APS-Losung 13 ul 10 uLL
TEMED 4 ulL 4 ulL

2.5.2 Zymografie

Die in der Zymografie verwendeten Losungen sind Tabelle 2.8 und Tabelle 2.10 zu entnehmen.

Bei der Zymografie wurden kontinuierliche Gele (Yim et al., 2002) verwendet, jedoch mit einpo-

lymerisiertem Substrat. Die Gele wurden entsprechend der Tabelle 2.11 hergestellt. Die Proben

wurden 1:2 mit nativem Probenpuffer versetzt und auf vorgekiihlte Gele aufgetragen. Die Tren-

nung erfolgte bei 4 °C mit gekiihltem Laufpuffer bei 10 mA pro Gel. Nach dem Gellauf wurde das
Gel mit 2,5 % (w/v) Triton X-100 und dreimal mit dH,O gewaschen. Das Gel wurde in 100 mM
K>HPO4/KH>PO4 pH 6 iiber Nacht bei RT inkubiert. Anschliefend wurde es dreimal mit dH>O

bei ca. 60 °C gewaschen und mit Coomassie Brilliant Blue-Féarbelosung (CBB) fiir mindestens 1 h

angefdrbt. Es handelte sich um eine Negativ-Firbung, bei der helle Bereiche Peptidasen reprisen-

tierten und der Hintergrund angefiarbt wurde. Zur Verstirkung des Kontrastes wurde das Gel iiber

Nacht in dH>O gelagert.
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Tabelle 2.10: In der Zymografie verwendete Losungen.

Losung Komponente Konzentration

Gel-Puffer (2fach konzentriert) Tris 18,42 g L't (76 mM)
Serin 21,02 ¢ L1 (100 mM)
Glycin 15,02 ¢ L1 (100 mM)
Asparagin 30,02 g L' (100 mM)

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 7,4 eingestellt, sterilfiltriert (0,22 ym) und bei 4 °C gelagert.
Das Substrat Casein bzw. Lysozym wurde vor dem Gielen der Gele im Gel-Puffer gelost

(2 mg mL™).

CBB-Firbelosung Coomassie Brilliant Blue G 250 80 mg L
HCl <35mM

CBB wurde mit dH20 2-3 h bei Raumtemperatur geriihrt und dann mit HCI versetzt.

Tabelle 2.11: Zusammensetzung eines Zymografiegels mit 12 % Acrylamid.

Komponente Volumen
ddH20 1,4 mL
Gel-Puffer (mit 2 mg mL! Substrat) 3,5mL
Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1) 2,1 mL
APS-Losung 8 uL
TEMED S5uL

2.5.3 Analytische isoelektrische Fokussierung (IEF)

Fir die IEF wurden vorgefertigte Gele (Servalyte Precotes pH 3 bis 10, 300 um,
125 mm x 125 mm, Serva, Heidelberg), ein Proteinstandard im Bereich pl 3 bis 10 (IEF-Markers
3 bis 10 Liquid Mix, Serva) und Anoden- sowie Kathodenlosung (pH 3 und 10, Serva) verwendet.
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Die Durchfiihrung erfolgt geméfl den Herstellerangaben. Es wurden 10 bis 20 L der Probe mit-
hilfe von Applikatorstreifen auf das Gel aufgetragen. Die Fokussierung erfolgte mit einem LKB
Multiphor II (Pharmacia, Freiburg) bei 4 °C, 6 mA, max. 2.000 V und 12 W fiir 3.500 Vh. Es
wurde darauf geachtet, dass die Anfangsspannung iiber 200 V lag. Die Gele wurden zur Visuali-
sierung der Proteine anschlieBend direkt mit Coomassie G gefirbt (Tabelle 2.12) oder zur Detek-
tion von Peptidasen genutzt. Um Peptidaseaktivitdt nachzuweisen, wurde das IEF-Gel mit einem
Substratgel (1 mg mL™! Casein, 1 % (w/v) Agarose, 100 mM K,HPO4/KH>PO4 pH 6) iiberschich-
tet, dieses wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend mit Coomassie R (Tabelle 2.12) gefirbt.
Wie bei der Zymografie handelte es sich um eine Negativ-Firbung, fiir die der Hintergrund mit

Coomassie angefirbt wurde.

Tabelle 2.12: Zusammensetzung der Coomassie R- bzw. G-Férbelosung.

Komponente Konzentration
EtOH 250 mL L™
CH3;COOH 100 mL L!
Coomassie Brilliant Blue R- bzw. G-250 500 mg L!

2.6 Fliissigchromatografische Methoden (FPLC) zur Proteinreinigung

Zur Reinigung der Peptidasen aus den verschiedenen Kulturiiberstinden wurde eine BioLogic
DuoFlow oder eine NGC Quest Anlage (Bio-Rad) gekoppelt mit einem Fraktionssammler Modell
2128 genutzt. Die Durchfiihrung erfolgte bei 4 °C und die Proteine wurden bei 280 nm detektiert.
Die Datenerfassung und -auswertung fand mit der BioL.ogic DuoFlow Software bzw. ChromLab

(Bio-Rad) statt.

2.6.1 Affinititschromatografie (AC)

2.6.1.1 Herstellung der Affinitdtsmatrix

Um die Affinititssidule herzustellen, wurde L-Arginin an epoxy-aktivierte Sepharose 6B gekoppelt.
Dafiir wurde die gefriergetrocknete Sepharose in ddH,O suspendiert (200 mL g!) und fiir 1 h auf

einem gesinterten Glasfilter gewaschen. Pro Gramm Sepharose wurden 1400 gymol L-Arginin in
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ddH>O gelost, mit 50 % NaOH auf pH 11,4 eingestellt und auf 17,5 mL aufgefiillt. Die aktivierte
Sepharose wurde mit der Ligand-Losung versetzt und die Kopplung erfolgte iiber Nacht im Rota-
tionsschiittler (Thermomixer, Eppendorf) bei 200 rpm und 45 °C. Die Sepharose wurde mit
50 mL g'! ddH>O gewaschen. Die restlichen aktiven Gruppen wurden mit 1 M Ethanolamin (pH 8)
iber Nacht im Rotationsschiittler (Thermomixer, Eppendorf) bei 200 rpm und RT blockiert. Erneut
wurde gewaschen, zunichst mit 50 mL g”' ddH>O und dann in drei Zyklen mit jeweils 10 mL g
alternierenden Puffern (0,1 M NaAc, 0,5 M NaCl, pH 4; 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl, pH 8). Die
Arginin-Sepharose wurde in eine Econo-Pac Chromatografiesdule (Bio-Rad) gegossen, mit

ddH>O bis zur Druckkonstanz gespiilt und in 20 % (v/v) EtOH gelagert.

2.6.1.2 Durchfiihrung der Affinititschromatografie

Die Chromatografie wurde mit 100 mM K;HPO4/KH2PO4 pH 6 als Laufpuffer durchgefiihrt. Der
Elutionspuffer enthielt zusétzlich 400 mM L-Arginin. Die Sédule hatte ein Volumen von 5 mL. Es
wurden 5 bis 20 mL der ca. 6fach konzentrierten Kulturiiberstinde mit doppelt konzentriertem
Laufpuffer versetzt und als Probe injiziert. Es wurde mit drei Sdulenvolumina an Laufpuffer ge-
waschen und die Stufenelution erfolgte mit 5, 10, 20 und 100 % des Elutionspuffers (10 mL pro

Stufe). Es wurde ein Fluss von 1 mL min"! verwendet und 2-mL-Fraktionen gesammelt.

2.6.2 GroBenausschlusschromatografie (SEC)

Um in der GroBenausschlusschromatografie (Size Exclusion Chromatography — SEC) eine bessere
Auftrennung zu erzielen, wurden zwei Siulen (Superdex 75 10/300, GE Healthcare) miteinander
gekoppelt. Als Chromatografiepuffer wurden 50 mM KoHPO4/KH2PO4 pH 6 mit 100 mM NaCl
verwendet. Die Proben wurden 30- bis 60fach konzentriert (MWCO 10 kDa) und maximal 50 uL.
pro Lauf injiziert. Es wurde ein Fluss von 0,5 mL min! verwendet und 0,4-mL-Fraktionen gesam-

melt.

2.6.3 Ionenaustauschchromatografie (IEX)

Fiir die Ionenaustauschchromatografie (lon Exchange Chromatography) wurde der starke Anio-
nenaustauscher HiTrap Q XL (GE Healthcare) verwendet. Als Laufpuffer wurde 20 mM Tris
pH 7,5 genutzt und der Elutionspuffer enthielt zusitzlich 1 M NaCl. Die Kulturiiberstinde (3 bis
5 mL, ca. 6fach konzentriert) wurden mit 40 bis 100 mL Laufpuffer versetzt, sodass die Proben

auf pH 7,5 eingestellt wurden. Nach der Probeninjektion wurde mit 50 mL Laufpuffer gewaschen
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und mit einem linearen Gradienten (20 mL) eluiert. Die Flussrate betrug 1 mL min™! und es wurden
I-mL-Fraktionen gesammelt. Die Startlosung, der Durchbruch und die einzelnen Elutionsfraktio-

nen wurden ca. zehnfach konzentriert sowie entsalzt (MWCO 10 kDa) und weiter analysiert.

2.7 Hydrolyseexperimente

Als Substrate dienten vorwiegend Casein und Lysozym, daneben wurden aber auch Gelatine, Erb-
sen-, Reis- und Sojaproteine verwendet. Sie wurden mit Peptidasemischungen der sechs Basidio-
myceten Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve hydrolysiert. Die Reaktionsansitze enthielten
10 mg mL"! Substrat, eine Azocasein-Aktivitit von 400 aU mg' Substrat in 50 mM Acetat-Puffer
pH 6. Die Hydrolysen von Casein und Lysozym erfolgten in einem Endvolumen von 50 mL fiir
die humansensorische Verkostung in Kisematrix und die Quantifizierung der L-Arginyl-Dipep-
tide, 4 mL fiir die Messung der Loslichkeit des Caseins oder 1 mL fiir die Analyse mittels SDS-
PAGE und die Quantifizierung der L-Aminosduren. Zur Bestimmung der L-Arginyl-Dipeptide in
Hydrolysaten anderer Substrate wurde ein Endvolumen von 1 mL gewihlt. Die Hydrolysen fiir die
humansensorische Verkostung in Magerquark erfolgten mit 20 mg mL"! Lysozym, 400 aU mg™!
und einem Volumen von 25 bis 50 mL. Sie wurden zu Beginn der Hydrolyse mit 100 mM KHCO3
auf pH 6 eingestellt. Negativkontrollen wurden mit Hitze-inaktivierten Enzymen und ohne En-
zyme durchgefiihrt. Nach einer Inkubation von 0, 1, 3, 5, und 24 h bei 37 °C im Rotationsschiittler
(Thermomixer, Eppendorf) bei 600 rpm wurde durch Hitze inaktiviert (99 °C fiir 30 min). Die
Proben wurden bei -20 °C gelagert. Fiir die Quantifizierung der L-Arginyl-Dipeptide und die hu-

mansensorischen Verkostungen wurden die Proben gefriergetrocknet und bei -20 °C gelagert.

2.8 Untersuchung der zunehmenden Loslichkeit des Caseins

Um die zunehmende Loslichkeit des Caseins wihrend der Hydrolyse zu bestimmen, wurde der
Hydrolyseansatz zentrifugiert (5.000 x g fiir 30 min) und das pufferunlosliche Casein in 100 mM
NaOH gelost. Dann wurde die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt (Kapitel 2.4.1). Als
Kalibrationsstandard wurde Casein (0,05 bis 1 mg mL") in 100 mM NaOH verwendet.

2.9 Bestimmung der Aminosiuren und des Hydrolysegrades

Die freien L-Aminosduren wurden mittels o-Phthalaldehyd-(oPA-)Vorsdulenderivatisierung, Um-

kehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (RP-HPLC) und Fluoreszenz-Detektion
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(AExzitation = 330 nm, AEmission = 460 nm) quantifiziert. Die verwendete HPLC-Anlage ist in Tabelle
2.13 beschrieben. Fiir die Derivatisierung wurden 100 uL 0,5 M Borat-Puffer pH 10, 20 uL oPA-
Reagenz (100 mg oPA, 1 mL Borat-Puffer, 9 mL MeOH und 100 uL 3-Mercaptopropionsiure)
und 10 uL verdiinnte Probe vermischt. Nach 2 min wurde die Reaktion mit 50 uL. 1 M CH;COOH
gestoppt. Davon wurden 20 uL injiziert und die Analyten wurden auf einer Nucleodur C18 Pyra-
mid-Siule (250 mm x 4 mm, 5 ym, Macherey-Nagel, Diiren) bei 40 °C separiert. Es wurde ein
Fluss von 1 mL min™! und der folgende Gradient aus Eluent A (MeOH) und Eluent B (0,1 M NaAc,
0,044 % (v/v) Triethylamin, mit Eisessig eingestellt auf pH 6,5) genutzt: 0-5 min 10 % A, 5-8 min
15 % A, 8-40 min 60 % A, 40-50 min 100 % A, 50-55 min 10 % A und 55-60 min 10 % A. Die
Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt und die Quantifizierung der L-Amino-
sdauren wurde mittels einer Fiinf- oder Sechs-Punkt-Kalibrierung (5 bis 100 uM) fiir jede einzelne
Aminosédure durchgefiihrt. Die Aminosduren L-Prolin, Hydroxyprolin und L-Cystein waren mit

dieser Methode nicht zu detektieren.

Der Hydrolysegrad (engl.: Degree of Hydrolysis, DH in %) wurde nach Nielsen et al. (2001) be-
rechnet (Gleichung 1).

DH [%] = h/hte - 100 % (1)

h — Konzentration der enzymatisch freigesetzten L-Aminosduren pro Gramm Substrat

hot — Konzentration der L-Aminosduren pro Gramm Substrat nach der salzsauren Hydrolyse
(6 M HCl bei 100 °C fiir 24 h)

Vor und nach der Hydrolyse wurden die freien Aminosduren bestimmt. Es wurde die Differenz

der Aminosdurekonzentrationen gebildet, um die freigesetzten Aminosiuren zu bestimmen.

Tabelle 2.13: Bauteile der HPLC-Anlage fiir die Bestimmung der Aminosiuren.

Gerit Typ und Hersteller
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL (Shimadzu)

Pumpe PU 980 (Jasco)

Degaser DG-980-50 3-Line Degaser (Jasco)
Gradienten System LG-980-02 (Jasco)

Autosampler Optimas (Spark Holland)
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2.10 Bestimmung der L-Arginyl-Dipeptide!

Die gefriergetrockneten Hydrolysate wurden in ddH>O gelost, 10 min bei 15.000 x g und 4 °C
zentrifugiert und die enthaltenen L-Arginyl-Dipeptide bestimmt. Dafiir wurden zwei verschiedene
Chromatografien verwendet (Tabelle 2.14). Die Dipeptide RA, AR, RG, GR, RS, SR, RD, DR,
RQ, QR, RK, KR, RE, ER, RF, FR, RT, TR, RN, NR, RW und WR wurden mit dem Chromato-
grafiesystem [ und die Dipeptide RP, PR, RV, VR, RM, MR, RR, IR, RI, RL, LR, RY und YR mit
dem Chromatografiesystem II analysiert. Tabelle 2.15 beschreibt die verwendeten Bedingungen
der MS. Die Bestimmung der L-Arginyl-Dipeptide basierte auf Arbeiten von Schindler et al.
(2011). Die Quantifizierung erfolgte mit externen Standards (50 mg L!) in verschiedenen Verdiin-

nungen (1:1000 bis 1:10).

Tabelle 2.14: HPLC-Messsysteme I + II zur Bestimmung der L-Arginyl-Dipeptide.

HPLC UltiMate 3000 series (Dionex, Idstein)

Stationdre Phase I ~ TSKgel Amide-80 (Tosoh Bioscience, Stuttgart); 2 mm x 150 mm, 3 ym
Mobile Phase I Eluent A: ACN/5 mM Ammoniumacetatepuffer pH 3,5 (95/5 (v/v))
Eluent B: 5 mM Ammoniumacetatpuffer pH 3,5

Gradient 1 0-6 min 5 % B, 25 min 30 % B, 40 min 100 % B, 45-60 min 5 % B

Stationdre Phase [  Luna PFP (Phenomenex, Aschaffenburg); 2 mm x 150 mm, 3 ym
Mobile Phase 11 Eluent A: ACN + 1 % (v/v) Ameisensiure
Eluent B: ddH20 + 1 % (v/v) Ameisensiure

Gradient II 0-6 min 100 % B, 10 min 90 % B, 14-19 min 0 % B, 21-30 min 100 % B

Fluss 0,2 mL min’!

Injektionsvolumen 2 uL.

! Die L-Arginyl-Dipeptide wurden von Ulrike Krah (Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare
Sensorik, Technische Universitidt Miinchen) bestimmt.
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Tabelle 2.15: MS-Bedingungen zur Bestimmung der L-Arginyl-Dipeptide.

MS API 4000 QTRAP (AB Sciex, Darmstadt)

Ionisation Turbo Spray Electrospray lonisation (EST"), positive Ionisierung
Scan Modus MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Curtain Gas Stickstoff (1,72 bar)

Zerstdubergas Zero grade air (3,1 bar)

Software Analyst 1.5 (AB Sciex)

2.11 Herstellung einer Kisematrix

Das angestrebte Anwendungsgebiet dieser Arbeit waren Milchprodukte wie Kése. Im Hinblick
darauf wurde eine synthetische Kdsematrix? hergestellt. Dieses Modelllebensmittel diente der hu-
mansensorischen Evaluierung der erzeugten Hydrolysate. Die Kidsematrix wurde auf Basis der
Arbeit von Toelstede und Hofmann (2008a) hergestellt, in der das Sensometabolom von vier Wo-
chen gereiftem Gouda identifiziert wurde. Es wurden die Aminoséuren L-Lysin (742,8 mg L),
Mononatrium-L-Glutamat x H2O (572,0 mg L), L-Leucin (505,6 mg L), L-Phenylalanin
(255,2mg L"), L-Tyrosin (180,8 mg L), L-Isoleucin (166,4 mg L), L-Valin (132,9 mg L),
L-Methionin (81,1 mg L"), L-Alanine (77,3 mg L, Mononatrium-L-Aspartat x H2O
(62,4 mg LY, L-Tryptophan (38,3 mg L'!), sowie die Mineralien NaCl (2460,0 mg L'!), KH,PO4
(569,3 mg L), Milchsdure (1480,5mg L), Ca(CH3COO). (372,0 mg L) und MgCl,
(582,5 mg L") in Wasser (Evian, Danone, Wiesbaden) gelost. Der pH-Wert wurde mit Ca(OH),

auf 5,7 eingestellt.

2.12 Humansensorische Experimente

Ausgewihlte Lysozymhydrolysate (Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve nach 24-stiindiger Hydro-

lyse) wurden in humansensorischen Experimenten eingesetzt. Es wurde eine Profilsensorik der

2 Die Kisematrix wurde am Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie und molekulare Sensorik der Technischen
Universitdt Miinchen zur Verkostung der in dieser Arbeit erzeugten Hydrolysate genutzt.
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Hydrolysate in Wasser durchgefiihrt, um den Eigengeschmack der Hydrolysate zu bewerten. Au-
Berdem wurde der salzmodulierende Effekt der Hydrolysate in einer Kédsematrix und in Mager-
quark evaluiert. Die Profilsensorik und die Verkostungen in der Kidsematrix wurden mit einem
geschulten Panel durchgefiihrt®. Die Verkostungen in Magerquark wurden mit einem ungeschulten
Panel durchgefiihrt. Beide Panels bestanden aus gesunden Probanden, die angegeben haben keine

bekannten Storungen in der Geschmacks- und Geruchswahrnehmung zu haben.

Das geschulte Panel bestand aus 16 Probanden. Sie wurden zuvor mindestens ein Jahr lang in der
sensorischen Bewertung von Grundgeschmacksrichtungen (siif3, sauer, salzig, umami und bitter)
ausgebildet. Um zu iiberpriifen, ob das Panel in der Lage war verschiedene NaCl-Gehalte in der
Késematrix zu unterschieden, wurde jeder Proband gebeten Proben nach der wahrgenommenen
Salzigkeit zu ordnen. Dabei lag die NaCl-Konzentration zwischen 40 bis 60 mM jeweils in
10; 5 und 2,5 mM-Schritten. Die Codierung der Proben erfolgte mit dreistelligen Zufallszahlen.
Fiir jede Testperson wurde ein sogenannter Friedman-Wert bestimmt. Das ungeschulte Panel be-

stand aus 12 bzw. 18 Probanden.

Die Profilsensorik der Lysozymhydrolysate fand in Wasser (0,4 % (w/v)) statt. Die Intensitéiten
der Grundgeschmacksrichtungen sowie der Adstringenz wurden auf einer Skala von O (nicht wahr-

nehmbar) bis 5 (stark wahrnehmbar) bewertet.

Um die Salzgeschmacksverstirkung der Proteinhydrolysate in der Kdsematrix zu bewerten, wurde
ein paarweiser (2AFC — Two-Alternative Forced Choice) Test durchgefiihrt. Dafiir wurde die Ké-
sematrix mit bzw. ohne Hydrolysat (0,5 % (w/v)) verkostet. Die Ansétze wurden auf 50 mM NacCl

eingestellt. Die Losung mit der hoheren Salzintensitit sollte bestimmt werden.

AuBerdem wurde der salzmodulierende Effekt der Hydrolysate in Magerquark (0,3 % Fett) be-
stimmt. Dafiir wurde Magerquark mit dH>O verdiinnt (je Gramm Quark wurde 1 mL H>O zuge-
setzt). Der verdiinnte Quark wurde mit 50 mM NaCl und 0,1; 0,5 bzw. 2,5 % (w/v) Hydrolysat
versetzt. Die Referenz enthielt statt Hydrolysat weiteres H>O. Es wurde eine paarweise Vergleichs-
priifung von Referenz und Probe durchgefiihrt (2AFC-Test). Es handelte sich um einen zweiseiti-

gen Test, in dem der Quark mit dem intensiveren Salzgeschmack bestimmt werden sollte.

3 Die Hydrolysate wurden von einem geschulten Panel des Lehrstuhls fiir Lebensmittelchemie und mole-
kulare Sensorik an der Technischen Universitdt Miinchen evaluiert.



Material und Methoden 38

2.13 Proteinsequenzierung mittels ESI-MS/MS

Nach der IEX und der SDS-PAGE wurden Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten. Sie wurden
mit 30 % EtOH bei 60 °C fiir 20 min entférbt, tryptisch hydrolysiert und die resultierenden Peptide
extrahiert und gereinigt gemif den Standardprotokollen. Die Sequenzierung erfolgte anschlieBend

mittels Nano-LC-QTOF MS/MS gemil Tabelle 2.16 und Tabelle 2.17 (Linke ef al., 2013).

Tabelle 2.16: Messsystem zur Proteinsequenzierung der tryptischen Peptide.

Geriteaufbau Typ und Hersteller

Geriit EASY nLC II mit Autosampler (Bruker Daltronik, Bremen)

MS maXis impact QTOF MS (Bruker Daltronik)

Vorsidule C18-A1 3PCS (Thermo Fisher Scientific, Bremen)

Séule CP3-61271-00 0,1 mm x 150 mm Magic C18AQ 3 u 200 A (Michrom

Bioresources, Inc., Auburn, CA)
Datenaufnahme QTOF Control 1.5 (Bruker Daltronik)
Datenauswertung DataAnalysis 4,1; ProteinScape 3.0 (Bruker Daltronik)

Peptiddatenbanksuche Mascot Software Server (Mascot 2.4.0 search engine, Matrix Science),

NCBI-Proteindatenbank”

* Folgenden Parameter wurden in der Datenbanksuche gewihlt: globale Modifikationen, Carbamidomethylierung
(variabel); Oxidation (M, Variable), bis zu eine fehlende Spaltung erlaubt; Vorlduferionenmassentoleranz, 10 ppm;
Fragmentionenmassentoleranz, 0,05 Da; Peptid-Ladung, 1%, 2*, 3*; Instrument, EST QUAD TOF; Mindestpeptidlidnge,
4; Mascot Score > 30.
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Tabelle 2.17: Methodenparameter der ESI-MS/MS zur Proteinsequenzierung der tryptischen Peptide.

Methodenparameter

Mobile Phase Eluent A: ddH>O + 0,1 % (v/v) Ameisensdure
Eluent B: ACN + 0,1 % (v/v) Ameisensdure

Gradient Omin95 % A,25min5 % A, 40 min 5 % A

FlieBgeschwindigkeit 500 nL min!

Sédulentemperatur 22 °C (Raumtemperatur)

Injektionsvolumen 2 bis 5 uLL

Ionenquelle ESI*

Massenbereich miz 400 bis 1400

Die Ionisierung erfolgte im ESI™-Modus. Fiir Collision-induced Dissociation-Experimente wurden

mehrfach geladene Ausgangsmolekiile (parent ions) selektiv (mittels massenselektivem Quadru-

pol) in die Kollisionszelle (21-50 eV) gefiihrt. Die dort entstandenen Tochterionen wurden mittels

eines orthogonalen Flugzeitmassenspektrometers (TOF-MS) getrennt. Die Massenauflosung be-

trug etwa 25.000 bis 30.000.
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3  Ergebnisse

3.1 Screening nach Peptidasen aus Basidiomyceten

Fiir die Generierung salzgeschmacksverstiarkender Peptide sollten Peptidasen aus Basidiomyceten
verwendet werden. Zunichst wurde ein Screening nach peptidolytisch aktiven Basidiomyceten

durchgefiihrt. Dabei war allgemeine und arginylspezifische Peptidaseaktivitit von Interesse.

3.1.1 Allgemeine Peptidaseaktivitit

Das Screening nach allgemeiner Peptidaseaktivitit basierte auf dem Substrat Azocasein, welches

durch eine Vielzahl von Peptidasen gespalten werden kann.

3.1.1.1 Kultivierungen mit dem Substrat Gluten

Im ersten Schritt wurden 22 Basidiomycetenstimme auf extrazelluldre Peptidaseaktivitét gescre-
ent. Die kultivierten Pilze gehorten zu 3 Klassen, 8 Ordnungen und 15 unterschiedlichen Familien.
Zahlreiche von ihnen waren Speisepilze oder zumindest essbare Pilze. Die Auswahl der Arten
basierte auBerdem auf Literatur- und sequenzbasierten Recherchen in Protein-Datenbanken. Es
wurde nach Dipeptidyl-Peptidasen (setzen Dipeptide frei, Tabelle 1.3) und nach arginylspezifi-
schen Peptidasen (enthalten Arginin in der Spaltstelle) gesucht. Diese Auswahlkriterien basierten

darauf, dass Arginyl-Dipeptide bekannte Salzgeschmacksverstirker sind (Schindler et al., 2011).

Fiir das Screening wurden die Pilze submers in Minimalmedium mit dem Substrat Gluten bis zu
16 Tage kultiviert. Gluten stellte die Hauptquelle fiir Kohlenstoff und Stickstoff dar und wurde
verwendet, da es in vorangegangenen Arbeiten (Abd El-Baky et al., 2011a; Grimrath ez al., 2011)
erfolgreich zur Gewinnung hoher Peptidaseaktivititen eingesetzt wurde. Die Bildungskinetiken
der Peptidasen wurde fiir jeden Pilz aufgezeichnet. Die maximalen extrazelluldren Azocasein-Ak-
tivititen erstreckten sich von unter 0,2 kaU mL™! bis 6,3 kaU mL™' (Tabelle 3.1). Die hochsten
Aktivititen wurden fiir P. chrysosporium und T. versicolor mit mehr als 5,7 kaU mL™! erzielt. Die
Hilfte der Basidiomyceten erreichte deutliche Peptidaseaktivititen (> 1 kaU mL™!). Die maxima-
len Aktivitidten wurden zwischen dem 6. bis 11. Tag der Kultivierung erreicht. Innerhalb der deut-

lich aktiven (> 1 kaU mL"!) Basidiomyceten wurde lediglich fiir P. ostreatus eine relativ konstante
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Peptidaseaktivitit gemessen. Abbildung 3.1 stellt den Kulturverlauf des P. chrysosporium und

P. ostreatus beispielhaft dar.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die maximalen extrazelluliren Azocasein-Aktivitiiten und die Kultivierungszeit-

punkte der maximalen Aktivitidten. Die Basidiomyceten wurden submers in Minimalmedium mit Gluten kultiviert.

Basidiomycet Abkiirzung  Aktivitit [aU mL'']  Tag der max. Aktivitit
Phanerochaete chrysosporium Pch 6294 +127 7
Trametes versicolor Tve 5766 +76 9
Pleurotus ostreatus var. florida Posf 5460 +170 10
Schizophyllum commune Sco 4014 +59 8
Grifola frondosa Gfr 3654 +£110 7
Pleurotus eryngii Per 3276 +£119 7
Pleurotus ostreatus Pos 2910 =25 8
Tremella mesenterica Tme 1860 +170 10
Ustilago maydis Uma 1716 +51 8
Fomitopsis pinicola Fpi 1578 £38 10
Meripilus giganteus Mgi 1482 +178 10
Hirneola auricula-judae Haj 966 +76 11
Lepista nuda Lnu 792 %51 6
Hericium erinaceus Her 654 +59 6
Hypholoma sublateritium Hsu 396 +38 7
Laetiporus sulphureus Lsu 336 12 8
Serpula lacrymans Sla 216 =17 8
Fistulina hepatica Fhe <200 —
Gloeophyllum odoratum God <200 —
Agaricus bisporus Abi <200 -
Lentinula edodes Led <200 -
Postia placenta Ppl <200 —

Die Daten sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen + Standardabweichungen.



Ergebnisse 42

8000 1
3
= 6000 -
HE
£5 4000 1 e Pos
cs .
g 2000 - Peh
<

O T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tag der Kultivierung [d]

Abbildung 3.1: Bildungskinetiken extrazelluléirer Peptidasen im Verlauf der Kultivierung des P. chrysosporium
(Pch) und P. ostreatus (Pos). Die Basidiomyceten wurden submers in Minimalmedium mit Gluten kultiviert. Die
Aktivitit der Peptidasen wurde mittels Azocasein-Assay bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte von Doppelbestim-

mungen * Standardabweichungen (Fehlerbalken).

Zusitzlich wurden die Peptidasen des Screenings mittels Casein-Zymografie visualisiert. Dafiir
wurden jeweils Proben vom Tag der maximalen azocaseinolytischen Aktivitit verwendet. In Ab-
bildung 3.2 sind diverse Uberstiinde in der Zymografie gezeigt. Fiir jeden Pilz wurden mindestens
eine (Uma) Peptidase detektiert. Fast alle Basidiomyceten sekretierten mehrere Peptidasen unter-
schiedlicher molekularer Massen (ca. 10 bis 250 kDa im semi-nativen Gel). Fiir Per, Pos, Posf und

Pch wurden jeweils mindestens vier Peptidasen detektiert.
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Abbildung 3.2: Casein-Zymografie verschiedener Kulturiiberstinde am Tag ihrer maximalen Azocasein-Ak-

tivitit. Alle Pilze wurden submers in Minimalmedium mit Gluten kultiviert. Weille Banden reprisentieren extrazel-

luldre Peptidasen. Banden mit geringer Intensitit wurden eingerahmt; Marker (M).
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3.1.1.2 Kultivierungen mit variierenden Proteinsubstraten

Nach dem ersten Screening mit dem Substrat Gluten wurden die sechs aktivsten Basidiomyceten
mit mehr als 3 kaU mL! fiir weiterfiilhrende Studien ausgewihlt: G. frondosa (Gfr),
P. chrysosporium (Pch), P. eryngii (Per), P. ostreatus var. florida (Posf), S. commune (Sco) und
T. versicolor (Tve). Diese Basidiomyceten wurden mit variierenden Proteinen (Gelatine, Erbsen,
Reis und Soja) kultiviert. Verglichen mit dem Weizenprotein Gluten enthalten die gewéhlten Sub-
strate hohere Gehalte an Arginin (Tabelle 3.2). Es wurde beabsichtigt, arginylspezifische Pep-
tidasen zu induzieren, da sie als besonders zielfiihrend zur Freisetzung salzgeschmacksverstidrken-
der Peptide erachtet wurden. In der Zymografie wurden trotz variierender Substrate kaum Unter-
schiede im Peptidasemuster (Anzahl der Banden und deren native molekulare Massen) beobachtet.
Die Unterschiede beschrinkten sich vorwiegend auf die Signalintensititen (Abbildung 3.3 und

Abbildung 3.4).

Tabelle 3.2: Prozentualer Anteil des Arginins in den verwendeten Proteinen. Aus Weizen, Soja, Reis und Erbsen

wurden die extrahierten Proteine als Substrate mit vermuteter Induktorwirkung eingesetzt.

Anteil Arginin [%]"

Casein 3,7
Weizen, ganzes Korn 4,5
Soja, trockene Samen 6,8
Reis, unpoliert 7,1
Gelatine 7,6
Lysozym 12,1
Erbsen, trockene Samen 14,3

*Anteil des Arginins bezogen auf alle enthaltenen Aminosiuren. Die Berechnungen erfolgten anhand der Aminoséu-

regehalte in mg g! nach Souci et al. (2008).
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Abbildung 3.3: Casein-Zymografie der Kulturiiberstinde von Tve bei variierenden Substraten. Es wurden
20 puL. Kulturiiberstand vom Kulturtag der maximalen Azocasein-Aktivitit eingesetzt. Kultivierung in Minimalme-
dium mit Erbsen- (E), Reis- (R), Sojaproteinen (S), Gluten (G), Casein (C) oder Eiklarproteinen (EK); Marker (M).

Die Pfeile markieren die jeweiligen Hauptbanden.

Abbildung 3.4: Casein-Zymografie der Kulturiiberstinde von Gfr, Pch, Per, Posf und Sco bei variierenden
Substraten. Es wurden 20 uL. Kulturiiberstand vom Kulturtag der maximalen Azocasein-Aktivitdt eingesetzt.

M — Marker. Kultivierung in Minimalmedium mit Erbsen- (E), Reis- (R) oder Sojaproteinen (S).
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Tabelle 3.3: Extrazellulire Azocasein-Aktivitit und Kulturtag der maximalen Aktivitit im Screening. Die Ba-

sidiomyceten wurden submers in Minimalmedium mit verschiedenen Proteinen kultiviert.

Basidiomycet Abkiirzung Protein Aktivitit [aU mL?] Tag der max. Aktivitit
Grifola frondosa Gfr Gluten 3654 £110 7
Erbsenproteine <200 —
Reisproteine 1776 153 8
Sojaproteine 420 =136 8
Gelatine 234 +93 8
Ohne 258 £8 9
SNL' 396 £17 12
Phanerochaete Pch Gluten 6294 + 127 7
chrysosporium Erbsenproteine 13200 + 339 8
Reisproteine 3462 +25 8
Sojaproteine 6648 + 356 8
Pleurotus eryngii Per Gluten 3276 £119 7
Erbsenproteine 4368 +288 6
Reisproteine 5118 +552 6
Sojaproteine 1830 +£212 8
Gelatine <200 —
Pleurotus ostreatus  Posf Gluten 5460 =170 10
var. florida Erbsenproteine 2484 +356 11
Reisproteine 4212 £ 119 6
Sojaproteine 2364 + 305 6
Gelatine 444 + 17 9
Ohne <200 —
Schizophyllum Sco Gluten 4014 =59 8
commune Erbsenproteine 7908 +238 8
Reisproteine 9132 +221 8
Sojaproteine 1986 =178 8
Trametes Tve Gluten 5766 £76 9
versicolor Erbsenproteine 15060 + 1137 8
Reisproteine 2184 +356 4
Sojaproteine 8898 + 144 8
Gelatine 324 +136 7
Ohne <200 —
SNL' <200 —
Milchpulver 864 +34 4
Casein 6282 £76 16
Eiklarpulver 3510 £ 110 16

Fiir jeden Basidiomyceten wurde das effektivste Substrat fett hervorgehoben. Die Daten sind Mittelwerte von Dop-

pelbestimmungen + Standardabweichung. * Es wurde SNL statt Minimalmedium ohne Zusatz eines Proteins genutzt.
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Trotz der nahezu unverinderten Peptidasemuster variierten die gemessenen extrazelluldren Azo-
casein-Aktivitdten in Abhéngigkeit vom Proteinsubstrat. Die Aktivitdt von Tve wurde beispiels-
weise von 5,8 kaU mL! auf 15 kaU mL! erhoht, wenn Erbsenproteine anstatt Gluten verwendet
wurden. Die maximalen Peptidaseaktivititen sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Tve und Pch
stellten sich als die peptidolytisch aktivsten Basidiomyceten dieser Arbeit heraus mit
> 15 kaU mL"! bzw. > 13 kaU mL"! (Tabelle 3.3). Innerhalb eines Pilzes variierte die maximale
Aktivitit abhédngig vom Substrat (Gluten, Gelatine, Erbsen-, Reis- und Sojaproteine) um den Fak-
tor 4 (Pch) bis hin zu 47 (Tve). Die hochsten Peptidaseaktivititen wurde fiir Per und Sco durch
Reisproteine, fiir Pch und Tve durch Erbsenproteine und fiir Gfr und Posf durch das anfidnglich
genutzte Gluten erzielt. In vielen Féllen fiihrten die verschiedenen Proteine (Gluten, Gelatine, Erb-
sen, Reis und Soja) innerhalb eines Basidiomyceten zu vergleichbaren Kurvenverldufen der En-
zymbildungskinetiken. So dhnelten sich beispielsweise die Bildungskinetiken fiir Kultivierungen
des Tve mit Gluten, Erbsen- und Sojaproteinen (Abbildung 3.5). Dieser Trend zeigte sich auch
durch die vergleichbaren Tage der maximalen Aktivitét innerhalb eines Pilzes (z. B. Pch, Per und

Sco, Tabelle 3.3).
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Abbildung 3.5: Bildungskinetiken der extrazelluléren Peptidasen von Tve in Minimalmedium mit variierenden
Substraten. Die Legende listet die verwendeten Proteinsubstrate auf. Die Daten sind Mittelwerte von Doppelbestim-

mungen * Standardabweichungen (Fehlerbalken).

In dieser Arbeit stellten Milch- und Eiklarproteine die beabsichtigten Ausgangsstoffe zur Gene-
rierung von salzgeschmacksverstirkenden Peptiden fiir die Milchindustrie dar. Daher wurden Ca-

sein, Eiklarpulver und Milchpulver als Substrate in der Kultivierung des peptidasereichen Tve
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analysiert. Mit diesen Substraten waren das sichtbare Myzelwachstum, sowie die azocaseinolyti-
sche Aktivitit zunéchst gering. Erst am Ende der Kultivierungen fiihrten Casein und Eiklarpulver
zu ansteigenden Aktivitidten (Tabelle 3.3, Abbildung 3.5). Die bisherigen Proteinsubstrate wur-
den wegen der kiirzeren Kultivierung und der hoheren Aktivitéten als effizienter erachtet, insbe-
sondere da die Peptidasemuster (Anzahl der Banden und deren native molekulare Massen) in der

Zymografie unverindert blieben (Abbildung 3.3).

Die extrazelluldren Proteine der sechs aktivsten Pilze (Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve) wurden
mittels SDS-PAGE visualisiert (Abbildung 3.6). Alle Kulturiiberstinde stellten komplexe Proben
dar, mit einer Vielzahl von Proteinen unterschiedlicher molekularer Massen. Um die Anzahl der
sekretierten Proteine zu reduzieren und damit eine anschlieBende Reinigung der Peptidasen zu
erleichtern, wurden einfachere Medien ohne Proteinsubstrat erprobt: Minimalmedium (fithrt zu
raschem Nihrstoffmangel) und SNL-Medium (ausreichend Kohlenstoff- und Stickstoffquellen).
Die Basidiomyceten Gfr, Posf und Tve wurden in Minimalmedium kultiviert. Gfr und Tve wurden
zusitzlich in SNL-Medium kultiviert. Die Aktivititen aller Kulturen blieben mit < 0,4 kaU mL'!
gering (Tabelle 3.3). Zur Gewinnung von Peptidasen wurden daher weiterhin Proteinsubstrate

eingesetzt.
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Abbildung 3.6: Denaturierende SDS-PAGE der Kulturiiberstinde des Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve sub-
mers kultiviert in Minimalmedium mit Proteinsubstraten. Es wurden jeweils 26 uL. des Kulturiiberstands zum

Zeitpunkt der maximalen Azocasein-Aktivitit eingesetzt.
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3.1.2 Arginylspezifische Peptidaseaktivitit

Das Screening nach arginylspezifischen Peptidasen basierte auf der Arginin-Affinitétschromato-

grafie sowie auf synthetischen Arginyl-Substraten.

3.1.2.1 Arginin-Affinitdtschromatografie

Die Affinitdtsmatrix Arginin-Agarose (Abbildung 3.7) diente in der Literatur bereits der Reini-
gung arginylspezifischer Peptidasen, beispielsweise des Trypsins (Chamrad et al., 2011). Daher
wurde die Arginin-Affinitdtschromatografie (Arg-AC) gewihlt, um arginylspezifische Peptidasen

aufzufinden und direkt zu gewinnen.

OH o
H
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der genutzten Affinitdtsmatrix Arginin-Agarose. Sie wurde aus
L-Arginin und epoxy-aktivierter Sepharose 6B (GE Healthcare) hergestellt. Es lag ein hydrophiler Spacer mit einer

Lénge von 12 Atomen vor.

Zu diesem Zweck wurden die konzentrierten Kulturiiberstinde der sechs peptidolytisch aktivsten
Basidiomyceten (Gftr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve, Tabelle 3.1) auf die Arginin-Saule appliziert.
Zusitzlich wurde der peptidolytisch aktive Kulturiiberstand des Psan verwendet (> 8 kaU mL™!,
vorangehende Arbeiten am Institut fiir Lebensmittelchemie). Die Elutionsfraktionen des Gfr, Pch
und Psan enthielten jeweils ein 36 kDa-Protein in der semi-nativen PAGE. Alle drei Proteine zeig-
ten in der Casein-Zymografie peptidolytische Aktivitit. Zur Isolierung (Polishing) der 36 kDa-
Peptidasen folgte eine GroBenausschlusschromatografie (PAGE der Reinigungen im Anhang: Ab-
bildung 7.1). Diese Peptidasen wurden biochemisch charakterisiert und die Ergebnisse sind in

Tabelle 3.4 zusammengefasst. Das beschriebene Vorgehen ist in Abbildung 3.8 dargestellt.

Charakterisierung
Ultrafiltration der Arginin-Affinitéts- GroBenausschluss- « Identifizierung
Kulturiiberstande chromatografie chromatografie « pH-Optimum

* Geeignete Substrate

Abbildung 3.8: Affinititsbasierte Reinigung und Analyse einer 36 kDa-Peptidase des Gfr, Pch und Psan.
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Durch tryptische Hydrolyse und Peptidsequenzierung wurden die drei Peptidasen als Aspartatpep-
tidase der Familie AO1 identifiziert. (Ndhere Informationen zu den identifizierten Peptidasen wie
Accession numbers, gefundene Peptide, etc. sind im Anhang der Tabelle 7.1 zu entnehmen.) Ge-
mil der MEROPS-Datenbank ist fiir diese Peptidasen eine breite Spaltspezifitit mit Priferenz fiir
groB3e hydrophobe Aminosiuren zu erwarten (Rawlings et al., 2014). In der Analyse der Spaltspe-
zifitdt zeigte keine der Peptidasen Aktivitit gegeniiber den Arginyl-Substraten Bz-Gly-Arg,
Arg-pNA, Gly-Arg-pNA, Arg-Pro-pNA und Bz-Arg-pNA. Die Gfr-Peptidase wurden dennoch zur
Hydrolyse der Modellsubstrate Casein und Lysozym verwendet und die freigesetzten L-Arginyl-

Dipeptide bestimmt. Die Summe aller L-Arginyl-Dipeptide war mit < 2,5 ymol g!' Substrat gering.

Tabelle 3.4: Charakterisierung der affinititschromatografisch isolierten Peptidasen von Gfr, Pch und Psan.

G. frondosa P. chrysosporium  P. sanguineus

Molekulare Masse: semi-nativ 36 kDa 36 kDa 36 kDa

denaturiert 36 kDa n. b. 36 kDa
Identifizierung A01 Peptidase! AO01 Peptidase' A01 Peptidase'
Inhibierung [%]:  Antipain® 47 % 39 % n. b.

Pepstatin® 85 % 86 % n.b.
pH-Optimum pH 4 pHS5 pH 4 bis 5
pl 3,5 n. b. n. b.

"' AO1 — Aspartatpeptidase der Pepsin-Familie; > Antipain inhibiert manche Serin- und Cysteinpeptidasen, oft argi-

nylspezifische Peptidasen; * Pepstatin inhibiert Aspartatpeptidasen; n. b. — nicht bestimmt.

3.1.2.2 Synthetische Arginyl-Substrate

Um arginylspezifische Peptidasen aufzufinden, wurden die synthetischen Arginyl-Substrate Bz-
Arg-pNA und Gly-Arg-pNA eingesetzt. Bz-Arg-pNA wird von Endopeptidasen gespalten, wih-
rend Gly-Arg-pNA von Endo- und Dipeptidyl-Peptidasen gespalten wird. Von besonderem Inte-
resse war Aktivitit gegeniiber Gly-Arg-pNA, da das Hydrolyseprodukt Gly-Arg einen starken
salzgeschmacksverstirkenden Effekt hat (Schindler et al., 2011).

Von den anfidnglich in Minimalmedium mit Gluten kultivierten Basidiomyceten (Kapitel 3.1.1)

wurden zwolf ausgewdhlt: Abi, Fhe, Her, Led, Pch, Pos, Ppl, Sco, Sla, Tme, Tve und Uma. Die
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Auswahl dieser Pilze basierte auf Literatur- und Sequenz-Datenbankrecherchen zu arginylspezifi-

schen Peptidasen.

Mindestens an jedem zweiten Tag der Kultivierung wurden die Kulturiiberstinde auf Aktivitéit
gegeniiber den Arginyl-Substraten getestet. Das Screening wurde im Sauren und leicht Alkali-
schen durchgefiihrt (pH 4, 6 und 8), um arginylspezifische Peptidasen unabhingig von ihrem Ak-
tivitdtsbereich aufzufinden. Dennoch wurde keine extrazellulidre Aktivitidt gegeniiber Bz-Arg-pNA

und Gly-Arg-pNA beobachtet.

Zusitzlich wurden die zwolf Basidiomyceten auf intrazelluldre arginylspezifische Peptidasen un-
tersucht. Dafiir wurden die Pilze auf SNL-Agar kultiviert und das Myzel aufgeschlossen. In den
Zellaufschliissen wurde ebenfalls keine Aktivitit gegeniiber Bz-Arg-pNA weder bei pH 4, 6 oder
8 detektiert. Dagegen wurde das Substrat Gly-Arg-pNA durch eine intrazelluldre Peptidase des
Her hydrolysiert. Dieses Ergebnis wurde erst zu einem spéten Zeitpunkt dieser Arbeit erzielt, so-

dass keine weiteren Studien zu der arginylspezifischen Peptidase des Her durchgefiihrt wurden.

3.2 Gewinnung und Charakterisierung komplexer Peptidasegemische

Konzentrierte Kulturiiberstiande sollten als komplexe Gemische von (Exo- und Endo-)Peptidasen
eingesetzt werden, um die Substrate effizient und weitgehend zu hydrolysieren und die bioaktiven
Zielmolekiile freizusetzten. Die sechs azocaseinolytisch aktivsten Basidiomyceten (Gfr, Pch, Per,

Posf, Sco und Tve) wurden fiir die Hydrolyseexperimente ausgewdhlt.

Um ausreichende Peptidaseaktivitéiten fiir Hydrolyseexperimente zu gewinnen, wurden die Kulti-
vierungen in einem groBeren Kulturvolumen durchgefiihrt (up-scaling des Kulturvolumens von
250 mL auf 1 L). Die Kultivierungsbedingungen waren ohne Verluste in der Aktivitit iibertragbar

und die maximalen Aktivititen wurden etwa zeitgleich wie zuvor erreicht.

3.2.1 Visualisierung von Peptidasen mittels Zymografie

Die generelle Eignung der ausgewihlten Kulturiiberstinde zur Hydrolyse der Modellsubstrate
wurde zunichst mittels entsprechender Zymografie analysiert. Die Casein- und Lysozym-Zymo-
grafie sind vergleichend in Abbildung 3.9 dargestellt. Die peptidolytische Aktivitit aller Basidi-
omyceten setzte sich aus mehreren (Endo-)Peptidasen zusammen. Es lagen wenigstens zwei (Sco)
und bis zu sechs (Pch) deutliche Banden vor. Die Aktivitdten reichten von geringen bis zu sehr

hohen molekularen Massen im aktivititsgefarbten Gel (ca. 15 bis 250 kDa, verglichen mit einem



51 Ergebnisse

denaturierten Marker). Die einpolymerisierten Substrate Casein und Lysozym fiihrten zu alternie-
renden Banden und Bandenintensitidten. Der Kulturiiberstand des Sco ergab in beiden Zymogra-
fien zwei Banden. Fiir die anderen Basidiomyceten wurden mit dem Substrat Casein mehr Pep-

tidasen visualisiert als mit Lysozym.

[kDa] M Gfr Pch Per Posf Sco Tve [kDa] M Gfr Pch Per Posf Sco Tve
250 . 250 i
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Abbildung 3.9: Casein-Zymografie (links) und Lysozym-Zymografie (rechts) der konzentrierten Kulturiiber-

stiinde des Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve. Es wurden Azocasein-Aktivitidten von 75 aU pro Spur aufgetragen.

3.2.2 Einfluss des pH-Werts auf die Peptidasegemische

Die Aktivitdt der extrazelluldren Peptidasen von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve wurde in Ab-
hingigkeit des pH-Werts bestimmt (Abbildung 3.10). Per und Posf zeigten maximale Aktivitdten
bei pH 6, wihrend fiir Gfr, Pch, Sco und Tve die hochsten Aktivititen bei pH 5 detektiert wurden.
Die Peptidasegemische von Pch, Per und Posf zeigten in einem besonders breiten Bereich von
mindestens 4 pH-Einheiten iiber 50 % ihrer maximalen Aktivitit. Alle Basidiomyceten waren in

einem breiten und leicht sauren pH-Bereich aktiv.

Tve hatte die hochsten Peptidaseaktivititen in dieser Arbeit (Tabelle 3.3). Fiir diese Peptidasen
wurde zusitzlich der Effekt des pH-Werts auf die Enzymstabilitit bestimmt (Abbildung 3.11). Es
wurden verschiedene Puffersysteme im pH-Bereich 3,8 bis 8,3 verwendet. Bei pH 4,4 und 6,1
wurden die maximalen Aktivititen erhalten (jeweils 100 % relative Aktivitit). Bei pH 3,8 verblieb
mit iiber 90 % ebenfalls hohe Aktivitit. Im Alkalischen nahm die Aktivitdt dagegen deutlich ab
(bei pH 8,3 < 5 % relative Aktivitit).
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Abbildung 3.10: Effekt des pH-Werts auf die Peptidaseaktivitit der Basidiomyceten. Die pH-Optima wurden
mit dem universellen Britton-Robinson-Puffer (pH 2 bis 9) und dem Azocasein-Assay bestimmt. Der pH-Wert im
Assay wurde tiberpriift. Fiir jeden einzelnen Basidiomyceten wurde die relative Enzymaktivitit definiert als der Pro-
zentsatz der detektierten Aktivitit bezogen auf die maximale Aktivitdt im Experiment. Die Werte sind Mittelwerte

von Dreifachbestimmungen + Standardabweichungen (Fehlerbalken).
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Abbildung 3.11: Effekt des pH-Werts auf die Stabilitit der extrazelluliren Peptidasen von Tve. Die Proben
wurden zunéchst 20 h bei 4 °C in verschiedenen Puffersystemen inkubiert (20 mM Milchsdure/30 mM f-Alanin
pH 3.8; 40 mM Milchsdure/80 mM f-Alanin pH 4,4; 30 mM MES/30 mM Histidin pH 6,1; 35 mM HEPES/43 mM
Imidazol pH 7,4; 25 mM Glycin/86 mM Tris pH 8,3). Die verbliebene Aktivitit wurde in 100 mM KH>PO4/K,HPO4
pH 6 bestimmt. Der pH-Wert wurde in der Vorinkubation und dem Assay iiberpriift. Die relative Aktivitit wurde
definiert als der Prozentsatz der detektierten bezogen auf die maximale Aktivitiat im Experiment. Die Werte sind

Mittelwerte von Doppelbestimmungen + Standardabweichungen (Fehlerbalken).
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3.2.3 Analyse der Substratspezifitiit

Die Substrat- und Spaltspezifititen der Peptidasen (von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve) wurden
mithilfe von synthetischen Substraten analysiert. Dafiir wurden die Arginyl-Substrate Bz-Gly-Arg,
Arg-pNA, Gly-Arg-pNA, Arg-Pro-pNA und Bz-Arg-pNA und als weitere Substrate Ala-pNA, Z-
Gly-Pro-pNA, Z-Gly-Gly-Leu-pNA und N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA verwendet. Tabelle 3.5

gibt eine Ubersicht iiber die Substrate und die damit zu detektierenden Peptidasen.

Wie in Kapitel 3.2.2 aufgefiihrt, lagen die pH-Optima der Peptidasegemische bei pH 5 bis 6. Dem-
entsprechend wurde die Analyse der Substratspezifitit bei pH 6 durchgefiihrt, sodass nur Pep-
tidasen mit Aktivitéit im leicht Sauren detektiert werden konnten. Da arginylspezifische Endo- und
Dipeptidyl-Peptidasen von besonderem Interesse waren, wurden die Aktivitétstests gegeniiber den
Substraten Bz-Arg-pNA und Gly-Arg-pNA zusitzlich bei pH 4 und 8 durchgefiihrt. Fiir alle Sub-

strate wurden kommerzielle Peptidasen als Positivkontrollen mitgefiihrt.

Das Substrat Bz-Gly-Arg war nicht geeignet, um Peptidasen aus den Kulturiiberstinden zu detek-
tieren. Das Absorptionsmaximum der im Assay peptidolytisch freigesetzten Hippursiure (bei
254 nm) iiberlagerte sich mit der hohen Eigenabsorption der Kulturiiberstinde. Daher war keine

Signalzunahme messbar.

In Tabelle 3.5 sind die Aktivititen der sechs Basidiomyceten gegeniiber den pNA-Substraten zu-
sammengefasst. Die Arginyl-Substrate Arg-pNA, Gly-Arg-pNA und Bz-Arg-pNA wurden von
keiner Probe hydrolysiert. Lediglich Arg-Pro-pNA wurde durch Peptidasen von Gfr, Per und Tve
hydrolysiert. Die Spaltung dieses Substrats erfolgte C-terminal des Prolins und ist typisch fiir
Prolyl-Dipeptidyl-Peptidasen (Exoaktivitit). Peptidasen von Gfr und Tve hydrolysierten zusitz-
lich das Substrat Z-Gly-Pro-pNA, dessen Spaltung charakteristisch fiir Prolyl-Endopeptidasen ist.
Die Proben von Posf, Sco und Tve zeigten Aktivitit gegeniiber N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, was
auf Endopeptidasen der Chymotrypsin-Familie hindeutet. Des Weiteren wurde fiir Per und Posf
mit dem Substrat Z-Gly-Gly-Leu-pNA Subtilisin-Aktivitdt nachgewiesen. Fiir Gfr, Pch, Post und
Tve deutet Aktivitit gegeniiber Ala-pNA auf eine Alanyl-Aminopeptidase hin.



Tabelle 3.5: Spaltung von pNA-Substraten mit den konzentrierten Peptidasegemischen von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve. Aktivitits-Assays bei 37 °C, iiber 60 min in
50 mM K>HPO4/KH,;PO4 pH 6; Assays mit Bz-Arg- und Gly-Arg-pNA zusitzlich in 50 mM NaAc pH 4 und 50 mM Tris pH 8.

pNA-Substrat

Peptidasen, die das Substrat spalten

Aktive Proben

Peptidase Familie Priferierte Spaltstelle
Ala-pNA Exopeptidase  Alanyl-Aminopeptidase MO1 Alain P1 Gfr, Pch, Posf, Tve
Arg-pNA Aminopeptidase B MO1 Arg, Lys in P1 —
Aminopeptidase N MO1 Ala, Arg, Lys in P1
Gly-Arg-pNA Dipeptidyl- Dipeptidyl-Peptidase 1 CO01 Pro nicht in P1 oder P1°, —
Peptidase Arg nicht N-terminal
Dipeptidyl-Peptidase 11 S28 Ala, Proin P1
Arg-Pro-pNA Dipeptidyl-Peptidase IV S09, S15 Ala, Pro in P1, Gfr, Per, Tve
Pro nicht in P1°
Dipeptidyl-Peptidase 11 S28 Ala, Proin P1
Z-Gly-Pro-pNA Endopeptidase  Prolyl-Endopeptidase S06, S08, S28  Proin P1 Gir, Tve
Bz-Arg-pNA Endopeptidasen der S01 Arg, Lys in P1 —
Trypsin-Familie
Z-Gly-Gly-Leu-pNA Subtilisin, S08 Hydrophobe AS in P1, Per, Posf
Neutrale Endopeptidase Hydrophobe AS in P1°
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Chymotrypsin- oder S01, SO8 Hydrophobe AS in P1 Posf, Sco, Tve

Subtilisin-Endopeptidase

Angaben nach der MEROPS-Datenbank (Rawlings ef al., 2014); Nomenklatur der Spaltstelle nach Schechter und Berger (1967), siche auch Abbildung 1.3; AS — Aminoséure.

54
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3.3 Hydrolyseexperimente zur Freisetzung salzgeschmacksverstirkender

Peptide

Es erfolgten Hydrolyseexperimente mit dem Ziel der Freisetzung salzgeschmacksverstirkender
Peptide. Die Kulturiiberstinde des Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve wurden als komplexe Gemi-
sche von Peptidasen eingesetzt. Folgende Hydrolyseversuche wurden aktivititsnormiert (gleiche
Azocasein-Aktivititen) durchgefiihrt, sofern nicht anders vermerkt ist. Milch- und Eiklarproteine
stellen auf die Milchindustrie ausgelegte Prikursor-Proteine zur Generierung von salzgeschmacks-
verstirkenden Peptiden dar. Daher wurden in den folgenden Hydrolyseexperimenten Casein und

Lysozym als Modellsubstrate verwendet.

3.3.1 Gelelektrophoretische Analysen der Hydrolysate

Casein und Lysozym wurden mit den Peptidasegemischen von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve
hydrolysiert. Nach unterschiedlicher Inkubationszeit wurden die Casein- und Lysozymhydrolysate
mittels SDS-PAGE analysiert. Dies ist beispielhaft fiir die Peptidasen von Tve in Abbildung 3.12
dargestellt. Die Proteinmuster der Caseinhydrolysate glichen sich fiir alle sechs Basidiomyceten.
Fiir alle Proben wurden nach einer Stunde Inkubation mit den basidiomycetischen Peptidasegemi-
schen keine Caseinbanden mehr detektiert. Allerdings wurde weiterhin unlosliches Casein als Pel-
let beobachtet (vgl. Kapitel 3.3.2). Bei der Hydrolyse von Lysozym entstanden durch die verschie-
denen Peptidasegemische unterschiedliche Peptidmuster. Im Fall von Pch, Sco und Tve lag nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden noch intaktes Lysozym vor, wihrend die entsprechende

Bande (14 kDa) fiir Gfr, Per und Posf nicht mehr auftrat.
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Abbildung 3.12: SDS-PAGE der Hydrolysate von Casein (links) und Lysozym (rechts). Inkubation der Substrate
mit Peptidasen von Tve fiir 0, 1, 3, 5 und 24 h bei 37 °C in 50 mM NaAc pH 6.

3.3.2 Effekt der Peptidolyse auf die Loslichkeit des Caseins

Die Hydrolyseexperimente wurden bei pH 6 durchgefiihrt, wo Casein eine geringe Loslichkeit
aufweist. Mit steigender Inkubationszeit nahm das unldsliche Substratpellet ab. Dies war nach dem
Zentrifugieren der Hydrolyseansitze bereits visuell erkennbar (Abbildung 3.13). Die zunehmende
Loslichkeit wurde au8erdem mittels Proteinbestimmung dokumentiert. Nach 24 Stunden der Hyd-
rolyse waren fiir alle sechs Basidiomyceten 88 bis 97 % der anfinglichen Pellets in Losung ge-
bracht (Abbildung 3.14). Fiir Pch, Per, Posf, Sco und Tve stieg die Loslichkeit nach 5 Stunden
um mehr als 50 %. Nur in der Peptidolyse mit Peptidasen von Gfr nahm die Loslichkeit des Caseins
vergleichsweise langsam zu. Nach 5 Stunden blieben noch iiber 90 % des urspriinglichen Pellets

unloslich.

e e - " I“I I? | [ B I‘ Rt ) =e wa
Posf Sco Tve ‘ ; Casein
Oh 1h 5h 24 h Oh 1®h" 5% Sih 24h_!'. Oh 1h 5 - 24h 24h
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Abbildung 3.13: Abnahme des unloslichen Caseins im Verlauf der Hydrolyse am Beispiel der Hydrolyseansitze
des Posf, Sco und Tve. Die Hydrolyse des Caseins fand in 50 mM NaAc pH 6 fiir O, 1, 5 und 24 h statt. Es wurde ein

Kontrollansatz ohne Enzymzusatz mitgefiihrt (rechts).
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Abbildung 3.14: Effekt der Hydrolyse auf die Loslichkeit des Caseins. Das unlosliche Casein wurde als Prozent-
satz des zu Beginn der Hydrolyse unltslichen Caseins dargestellt. Die Hydrolyse des Caseins fand in 50 mM NaAc
pH 6 fiir 0, 1, 5 und 24 h statt. Die Werte sind Mittelwerte von Dreifachbestimmungen + Standardabweichungen
(Fehlerbalken).

3.3.3 Hydrolysegrade der Casein- und Lysozymhydrolyse

Der Hydrolysegrad (DH) ein géingiger Indikator fiir den Fortschritt der Hydrolyse, wurde nach
1; 5 und 24 Stunden der enzymatischen Hydrolyse von Casein und Lysozym bestimmt. Der DH
nahm mit zunehmender Inkubationszeit signifikant zu und erreichte nach 24 Stunden 14 bis 29 %
(Tabelle 3.6). In dieser Arbeit représentiert ein hoher Hydrolysegrad hohe Konzentrationen freier
L-Aminosduren. Fiir die beiden Substrate Casein und Lysozym wurden jeweils dhnliche DH nach
24 Stunden der Inkubation mit Gfr (16 %), Sco (21 bis 22 %) und Tve (18 %) erreicht. Im Gegen-
satz dazu fiihrten Peptidasen von Pch, Per und Posf in der Caseinhydrolyse zu einem um 5 bis 10

Prozentpunkte hoheren DH.
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Tabelle 3.6: Hydrolysegrad (DH in %) der Casein- und Lysozymhydrolysate nach 0, 1, 5 und 24 h Inkubation

mit Peptidasen von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve. Die Werte sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen +

Standardabweichungen.
Substrat Zeit [h] DH [%]
Gfr Pch Per Posf Sco Tve
Casein 0 0+03 003 0«0 0+0 0+04 0+02
1 1,4 £0,2 39 £0,3 1,5 £0 2,3 £0,2 29 +£0,6 2,0 £0,2

24 159 +04 29,1 £03 188 +x0,9 21,8 £0,7 21,0 +03 179 0,7

Lysozym 0 0+£0,2 0«01 0+0,1 0«0 0«0 0«01
1 2,3 £0,2 0,6 £0,2 0,7 £0,1 0,3 £0,1 1,7 £0,2 0.8 £0,2
5 5,6 £0,5 2,3 £0,1 5,8 £0,1 22 +0,1 109 £04 5,7 £0,2

24 158 +2,1 16,0 £0,2 143 04 123 +19 220+0,6 17,6 0,1

3.3.4 Freisetzung von L-Aminosiuren

Um Riickschliisse auf die Art der Peptidasen und ihre Spaltspezifitdten zu erhalten, wurden die
L-Aminoséduren der Hydrolysate quantifiziert. Ganz allgemein wurde fiir die sechs Basidiomyceten
(Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve) eine Freisetzung von L-Aminosduren gezeigt. Der Gehalt aller
detektierten Aminosduren stieg mit zunehmender Inkubationszeit in dem analysierten Zeitraum
(0, 1, 5, und 24 Stunden). Nach 24 Stunden der Hydrolyse lagen die aufsummierten Konzentrati-
onen aller L-Aminosiuren bei 1,1 bis 2,0 mmol g'! Casein und 1,0 bis 1,8 mmol g"! Lysozym. Fiir
Gtr, Pch, Per, Posf und Sco waren die hauptséchlich freigesetzten Aminosduren in der Caseinhyd-
rolyse L-Lysin, L-Leucin und L-Glutaminsiure jeweils mit 117 bis 257 umol g!' Substrat. Diese
Aminosiduren stellen die drei hidufigsten Bausteine des Caseins dar. In den Lysozymhydrolysaten
des Gfr, Per, Posf, Sco und Tve wurden besonders L-Arginin, L-Lysin, L-Leucin und L-Alanin
detektiert, jeweils mit 85 bis 258 umol g! Substrat. Abgesehen von L-Lysin stellen diese Amino-
sduren die Hauptbestandteile des Lysozyms dar. Auerdem wurde bevorzugt L-Phenylalanin aus

Casein mittels Tve und L-Glutaminsdure aus Lysozym mittels Pch freigesetzt.
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3.3.5 Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden

L-Arginyl-Dipeptide sind bereits bekannte Salzgeschmacksverstédrker in Proteinhydrolysaten. Thr
Gehalt wurde in den erzeugten Hydrolysaten mittels hochauflosender LC-MS/MS bestimmt. In
der Analytik wurde die Position des Arginins im Dipeptid (N- oder C-terminal) nicht fiir alle Pep-
tide bestimmt. Die Dipeptide RX und XR, wobei X eine beliebige Aminosiure und R die Amino-
sdure Arginin repréasentiert, wurden in manchen Fillen also nicht voneinander unterschieden. Da-
her wurden in dieser Arbeit alle Arginyl-Dipeptide paarweise (RX/XR) dargestellt. Schindler et
al. (2011) beschrieben L-Arginyl-Dipeptide mit verstirkendem oder inhibierendem Effekt auf den
Salzgeschmack. AuBlerdem variierten die L-Arginyl-Dipeptide in ihrer Wirkungsstirke (vgl. Ab-
bildung 1.2). Beispielsweise war der aktivierende Effekt von RA deutlich hoher als der von RK
(Schindler et al., 2011). Daher wurden in den folgenden Tabellen und Abbildungen die L-Arginyl-
Dipeptide entsprechend ihrer Aktivitit angeordnet. Es ist zu beachten, dass innerhalb eines Paares
von Arginyl-Dipeptiden (RX/XR) die Bioaktivitit ebenfalls etwas variieren kann (vgl. Abbildung
1.2).

3.3.5.1 Berechnung der maximalen Freisetzungen von L-Arginyl-Dipeptiden

Fiir die beiden Modellsubstrate Casein und Lysozym wurden die maximalen Ausbeuten aller
L-Arginyl-Dipeptide kalkuliert. Mithilfe der Aminoséduresequenzen wurde ermittelt, welche Ami-
nosduren N- bzw. C-terminal der Argininreste vorkommen. Somit wurden die moglichen L-Argi-
nyl-Dipeptide und ihre maximalen Stoffmengen pro Gramm Substrat bestimmt. Die Aminosiu-
resequenzen der Substrate und die Rechnung sind im Anhang (Kapitel 7.2.1) detaillierter aufge-
fithrt. Abbildung 3.15 verdeutlicht, dass die maximalen Ausbeuten der Zielmolekiile fiir Lysozym
insgesamt hoher sind als fiir Casein. Das erklért sich durch den hoheren Gehalt an L-Arginin im
Lysozym verglichen mit Casein (vgl. Tabelle 3.2). Aus Casein kann demgegeniiber eine grofere

Anzahl verschiedener L-Arginyl-Dipeptide gebildet werden.

Diese theoretische Betrachtung wurde fiir die Modellsubstrate Casein und Lysozym durchgefiihrt,
nicht aber fiir die alternativ verwendeten Substrate (Gelatine, Erbsen-, Reis- und Sojaproteine).
Die alternativen Substrate stellen sehr komplexe Proteingemische dar, deren exakte Zusammen-

setzung nicht bekannt war.
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Abbildung 3.15: Berechnete maximale Ausbeuten an L-Arginyl-Dipeptiden aus den Substraten Casein und
Lysozym. Effekt der L-Arginyl-Dipeptide auf den Salzgeschmack nach Schindler et al. (2011): verstirkend, inhibie-

rend, keine Verdnderung (-), Effekt nicht bestimmt (x).

3.3.5.2 Enzymatische Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden

In grundlegenden Versuchen sollte zunichst untersucht werden, ob Peptidasen aus Basidiomyce-
ten salzgeschmacksverstiarkende L-Arginyl-Dipeptide aus den Milch- und Eiklarproteinen freisetz-
ten. Dafiir wurden mit den peptidasereichen Stimme Posf und Tve 24-stiindige Hydrolysen durch-
gefiihrt. Die Peptidasegemische von Posf und Tve wurden nicht aktivititsnormiert zueinander ein-

gesetzt.

Mit den Peptidasen von Posf und Tve wurden die Substrate Casein, Molkenproteine und Lysozym
hydrolysiert. In allen Hydrolysen wurden L-Arginyl-Dipeptide bestimmt. Aus Lysozym wurden
insgesamt die hochsten Gehalte an L-Arginyl-Dipeptiden freigesetzt und aus Casein die geringsten.
Auf das Profil der mittels Tve freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide wird weiter hinten (Tabelle 3.7
und Tabelle 3.8) eingegangen. Die Peptidasen des Posf wurden aufgrund ihres Freisetzungsprofils
als ungeeignet erachtet. So wurden in der Lysozymhydrolyse zwar L-Arginyl-Dipeptide frei, je-
doch waren rund 70 % der L-Arginyl-Dipeptide RN/NR und RH/HR, die einen inhibierenden Ef-
fekt auf den Salzgeschmack haben (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Gehalt an L-Arginyl-Dipeptiden in Lysozymhydrolysaten des Posf. Effekt auf den Salzge-
schmack nach Schindler et al. (2011): verstiarkend, inhibierend, keine Verdnderung (-), Effekt nicht bestimmt (x). 24-

stiindige Hydrolysen; die Werte sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen.

Es folgten umfassende Analysen fiir die Basidiomyceten Gfr, Pch, Per, Sco und Tve. Mit ihnen
wurden 24-stiindige Hydrolysen der Modellsubstrate Casein und Lysozym sowie alternativer Sub-
strate (Gelatine, Erbsen-, Reis- und Sojaproteine) durchgefiihrt. Im Hinblick auf die angestrebte
Anwendung in Milchprodukten waren die Modellsubstrate von besonderem Interesse. Dennoch
sollten auch andere food-grade Proteine, die verglichen mit Casein hohere Gehalte an Arginin
haben (siehe Tabelle 3.2), analysiert werden. Um die Versuche méoglichst vergleichbar zu gestal-
ten und Aussagen zur Dipeptidfreisetzung aus verschiedenen Substraten sowie mittels verschiede-
ner Peptidasegemische machen zu konnen, wurden alle Ansitze aktivitdtsnormiert (Azocasein-
Aktivitdt) durchgefiihrt. Um die Daten vereinfacht zu vergleichen, wurden die freigesetzten
L-Arginyl-Dipeptide fiir jeden Ansatz aufsummiert (Abbildung 3.17). In allen Hydrolyseexperi-

menten wurden L-Arginyl-Dipeptide freigesetzt.

Die Summe aller freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide unterschied sich insbesondere in Abhéngigkeit
des gewihlten Substrats. Aus Lysozym wurden fiir alle Basidiomyceten die hochsten Stoffmengen
von 43 bis 75 umol g! freigesetzt. Die anderen Substrate (Casein, Gelatine, Erbsen-, Reis- und
Sojaproteine) ergaben maximal 13 umol g™!. Fiir Erbsen-, Reis- und Sojaproteine dhnelten sich die
Freisetzungen (4 bis 13 umol g'). Besonders wenige L-Arginyl-Dipeptide wurden aus Gelatine
(2 bis 6 umol g!) und Casein (max. 3,5 umol g'!') gebildet. Aus dem Modellsubstrat Lysozym

wurden somit mindestens um den Faktor 20 mehr L-Arginyl-Dipeptide freigesetzt als aus Casein.
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Die enzymatische Hydrolyse des Caseins ergab weniger als 2 % der berechneten maximalen Aus-

beuten (Kapitel 3.3.5.1), withrend es fiir Lysozym 6 bis 10 % waren (Abbildung 3.17).

AuBerdem variierten die Produktausbeuten in Abhéngigkeit vom eingesetzten Peptidasegemisch.
Fiir alle Substrate fiihrten die Peptidasegemische von Gfr und Sco zu den geringsten Freisetzungen
von L-Arginyl-Dipeptiden. Mit Peptidasen von Tve wurden fiir die meisten Substrate die hochsten
Ausbeuten erzielt. Prinzipiell nahmen die freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide fiir die meisten Sub-
strate in der Reihe Gfr, Sco, Per, Pch und Tve zu (Abbildung 3.17). Die Stoffmengen der insge-
samt freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide unterschieden sich in Abhingigkeit der Peptidasen maxi-
mal um den Faktor 4,6. Die insgesamt hochsten Stoffmengen an L-Arginyl-Dipeptiden wurden in

den Lysozymhydrolysaten des Tve und Pch beobachtet; beide ergaben Ausbeuten von rund 10 %.

In allen Hydrolysaten wurden salzgeschmacksverstirkende sowie inhibierende Peptide detektiert.
Bislang ist fiir 14 der L-Arginyl-Dipeptide eine Salzgeschmacksverstirkung in NaCl-Losung be-
schrieben (Schindler et al., 2011). Dies waren RP, RA, AR, RG, RS, RV, VR, RM, RR, RD, MR,
RQ, RK und KR. Der Gehalt an salzgeschmacksverstirkenden Arginyl-Dipeptiden wurde daher
als Summe der folgenden Dipeptid-Paare nidherungsweise kalkuliert: RP/PR, RA/AR, RG/GR,
RS/SR, RV/VR, RM/MR, RR, RD/DR, RQ/QR und RK/KR. Diese Summe war in allen Hydroly-
saten unter 1 ymol g Casein bzw. zwischen 19 und 48 umol g! Lysozym (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Summe der freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide. Hydrolysate nach 24-stiindiger Inkubation mit
Peptidasen von Gfr, Pch, Per, Sco und Tve. A: Summen aller L-Arginyl-Dipeptide (R-Dipep.) aus Casein, Gelatine,
Soja-, Reis- und Erbsenproteinen sowie Summen der salzgeschmacksverstirkenden L-Arginyl-Dipeptide (SGV
R-Dipep.) aus Casein. B: Summen aller bzw. der salzgeschmacksverstirkenden L-Arginyl-Dipeptide (R-Dipep. bzw.
SGV R-Dipep.) aus Lysozym. Darstellung der Stoffmengen und der prozentualen Anteile an der berechneten maxi-

malen Ausbeute (Kapitel 3.3.5.1).

Detailliertere Darstellungen der quantifizierten L-Arginyl-Dipeptide sind Tabelle 3.7 (Casein),
Tabelle 3.8 (Lysozym) und dem Anhang (Kapitel 7.2.2, Gelatine, Erbsen-, Reis- und Sojaprote-
ine) zu entnehmen. Innerhalb der aktivitdtsnormierten Proben dhnelten sich die Muster der freige-
setzten L-Arginyl-Dipeptide fiir alle Basidiomyceten, sofern die gleichen Substrate hydrolysiert
wurden. Fiir Casein waren die hauptsidchlich freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide RL/RI/IR oder
RE/ER (bis zu 1,4 umol g'!), die keinen signifikanten Einfluss auf den Salzgeschmack haben. Aus
Lysozym wurden besonders die Salzgeschmacksverstirker RG/GR mit 7 bis 23 umol g' und
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RS/SR mit 1 bis 5 umol g gebildet. Andererseits wurden in allen Lysozymhydrolysaten auch

einige L-Arginyl-Dipeptide mit inhibierendem Effekt auf den Salzgeschmack detektiert. Dies wa-

ren fiir Pch, Per, Sco und Tve hauptsichlich RH/HR mit 9-36 umol g’!. Fiir Per und Tve ergaben
sich auBerdem erhohte Gehalte (8 umol g') RW/WR, welche stark bitter sind (Schindler et al.,

2011).

Tabelle 3.7: Freisetzung einzelner L-Arginyl-Dipeptide aus Casein nach 24-stiindiger Hydrolyse mit Peptidasen

von Gfr, Pch, Per, Sco und Tve. Effekt auf den Salzgeschmack nach Schindler ef al. (2011): verstirkend, inhibierend,

keine Wirkung (-), Effekt nicht bestimmt (x). Die hochsten Konzentrationen der Salzgeschmacksverstérker sind fett

hervorgehoben.
Aktivitdit  Dipeptide Freisetzung [umol g'! Casein]”

Gir Pch Per Sco Tve

RP/PR 0,232 0,221 0,321 0,048 0,394

RA/AR 0,003 0,002 0,001 0,002 0,007

E RG/GR 0,012 0,009 0,006 0,011 0,004

i§ RS/SR 0,100 0,056 0,023 0,086 0,031

§ RV/VR 0,190 0,024 0,174 0,165 0,416

RM/MR < 0,001 0,012 0,002 0,003 0,006

RR < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,002 < 0,001

RD/DR 0,029 0,040 0,153 0,013 0,192

RQ/QR 0,051 0,035 0,100 0,032 0,122

RK/KR < 0,001 0,011 < 0,001 < 0,001 0,004

- RL/RI/IR < 0,001 1,422 1,300 0,085 1,379

- RE/ER 0,316 0,072 0,082 0,188 0,616

RY/YR < 0,001 < 0,001 0,011 < 0,001 < 0,001

RF/FR 0,032 0,102 0,278 0,009 0,101

g RN/NR < 0,001 0,047 < 0,001 < 0,001 0,023

:_0.:) RH/HR < 0,001 0,016 0,053 < 0,001 0,168

.‘55 RT/TR 0,175 0,028 0,020 0,115 0,023

X RW/WR 0,001 < 0,001 0,001 0,001 < 0,001

X RC/CR < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

* Freisetzung = Differenz der Werte nach 0 und 24 Stunden der Hydrolyse. Es wurden Doppeltbestimmungen durch-

gefiihrt.
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Tabelle 3.8: Freisetzung einzelner L-Arginyl-Dipeptide aus Lysozym nach 24-stiindiger Hydrolyse mit Pep-

tidasen von Gfr, Pch, Per, Sco und Tve. Effekt auf den Salzgeschmack nach Schindler er al. (2011): verstirkend,

inhibierend, keine Wirkung (-), Effekt nicht bestimmt (x). Die Konzentrationen besonders effektiver Salzgeschmacks-

verstirker sind fett hervorgehoben.

Aktivitdit  Dipeptide Freisetzung [umol g Lysozym]”

Gfr Pch Per Sco Tve

RP/PR 0,367 0,171 0,199 0,344 0,097

- RA/AR 0,309 0,372 0,468 0,515 0,364
E—’ RG/GR 12,317 22,573 7,330 16,497 12,734
:‘g RS/SR 2,763 4,547 1,233 4,019 3,403
> RV/VR 0,249 1,229 0,579 0,522 0,534
RM/MR 0,491 0,428 0,058 0,480 0,317

RR 0,641 1,259 0,365 0,408 0,499

RD/DR 7,820 16,541 8,690 12,443 7,453

RQ/QR 0,203 0,502 0,283 0,363 0,393

RK/KR < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

- RL/RI/IR 7,728 2,139 2,105 5,714 7,192
- RE/ER 0,289 0,688 0,292 0,370 0,372
RY/YR 1,657 2,813 0,461 2,114 0,529

RF/FR 0,036 0,078 0,042 0,135 0,180

% RN/NR 2,499 0,806 0,675 2,827 1,051
% RH/HR 2,039 16,471 35,612 9,156 30,255
8 RT/TR 0,612 0,726 0,331 0,897 0,542
RW/WR 2,564 1,017 7,986 3,401 8,255

X RC/CR 0,590 0,849 0,451 0,901 0,737

* Freisetzung = Differenz der Werte nach 0 und 24 Stunden der Hydrolyse. Es wurden Doppelbestimmungen durch-

gefiihrt.

Das Freisetzungsmuster der L-Arginyl-Dipeptide aus den alternativen Substraten soll nur kurz er-

wihnt werden, da insgesamt geringe Mengen frei wurden. In Hydrolysaten von Erbsen-, Reis- und

Sojaproteinen dhnelten sich die L-Arginyl-Dipeptide und es iiberwogen: RA/AR, RG/GR, RS/SR,
RL/LR/RV/IR und RE/ER. Somit wurden besonders Peptide mit verstirkender bzw. ohne Wirkung

auf den Salzgeschmack gebildet. Fiir Gelatinehydrolysate tiberwogen die salzgeschmacksverstér-

kenden Peptide RA/AR, RG/GR und RQ/QR (Anhang: Abbildung 7.2).
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Die Hydrolyseexperimente zur Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden wurden standardméBig mit
einer Inkubationszeit von 24 Stunden durchgefiihrt. Um nun den Einfluss der Inkubationsdauer
auf den Gehalt der Zielmolekiile zu bestimmen, wurden zeitlich gestufte Hydrolysen durchgefiihrt.
Dafiir wurden Peptidasen von Tve und das Substrat Lysozym verwendet, mit denen zuvor die
hochsten Gehalte an L-Arginyl-Dipeptiden insgesamt erreicht wurden. Innerhalb von 18 Stunden
(neun analysierte Zeitpunkte) nahm mit steigender Inkubationszeit die Summe aller L-Arginyl-
Dipeptide kontinuierlich zu (Abbildung 3.18). Im gewihlten Zeitraum wurden somit nach
18 Stunden maximale Freisetzungen von 55 umol g'! erreicht. Innerhalb der ersten 140 min (fiinf
Datenpunkte) verlief der Anstieg der L-Arginyl-Dipeptide linear (Bestimmtheitsmall > 0,97) und
flachte dann etwas ab. Die Hydrolysate unterschieden sich kaum qualitativ, da nahezu alle der

einzelnen L-Arginyl-Dipeptide mit der Zeit zunahmen (Daten nicht gezeigt).

Es wurden Substrat-Blindwerte (ohne Enzym) und Enzym-Blindwerte (ohne Substrat) mitgefiihrt.
In den Substrat-Blindwerten blieb die Konzentration an L-Arginyl-Dipeptiden unverdndert niedrig
(0,1 umol g'). Die reinen Enzymproben setzten geringe Mengen (< 4,5 umol g'!) an L-Arginyl-

Dipeptiden frei. Die Werte stiegen bis 100 min an und blieben dann nahezu konstant.
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Abbildung 3.18: Summe aller L-Arginyl-Dipeptide im Verlauf der Hydrolyse mittels Peptidase des Tve. Frei-

setzung der Peptide aus Lysozym (schwarz) bzw. aus der Enzymlosung (Enzym-Blindwert ohne Substrat, grau).

3.3.6 Humansensorische Untersuchungen der Lysozymhydrolysate

Die hochsten Gehalte an Arginyl-Dipeptiden waren in den Lysozymhydrolysaten enthalten. Sie
wurden als Proben in den Sensorikversuchen eingesetzt. Dabei wurde fiir alle Lysozymhydrolysate
zunichst eine Profilsensorik durchgefiihrt, um deren Grundgeschmack in Wasser zu bewerten.

Keine der Proben war salzig (Tabelle 3.9, Abbildung 3.19). Fiir die Proben von Gfr, Pch und Sco



67 Ergebnisse

wurde ein stark bitterer Geschmack wahrgenommen, wihrend Per und Tve nur eine leichte Bitter-
keit aufwiesen. Lediglich fiir Gfr wurde die Geschmacksrichtung umami festgestellt. Hydrolysate

von Per, Sco und Tve waren aulerdem sii}. Zudem wirkten alle Hydrolysate auler dem von Pch

adstringierend (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: Beurteilung der Grundgeschmicke und Adstringenz der Lysozymhydrolysate in Wasser auf
einer Skala von 0 (nicht vorhanden) bis 5 (stark ausgepriigt). Es wurden Hydrolysate nach 24-stiindiger Inkubation

mit Peptidasegemischen von Gfr, Pch, Per, Sco und Tve verkostet.
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Um zu bestimmen, ob die Hydrolysate den Salzgeschmack verstirken konnen, wurden sie in salz-
haltigen (50 mM NaCl) Matrices verkostet. Die Hydrolysate wurden in einer synthetischen Kése-
matrix, welche die geschmacksaktiven Schliisselkomponenten von Gouda enthielt, sowie in einer
Matrix aus verdiinntem Magerquark evaluiert. Die Grundgeschmicke aller Hydrolysate waren in
den Verkostungsmatrices weniger wahrnehmbar als in der Profilsensorik. Die starke Adstringenz

der Proben wurde ebenfalls weniger intensiv wahrgenommen.

Die Hydrolysate wurden zunéchst in einer Kdsematrix verkostet (0,5 % (w/v)). Das Hydrolysat des
Tve zeigte eine signifikante salzgeschmacksverstirkende Wirkung (a < 0,05), wihrend die ande-

ren Hydrolysate keinen signifikanten Einfluss auf den Salzgeschmack hatten.

AuBerdem wurden die Lysozymhydrolysate in einer Quarkmatrix evaluiert (0,5 % (w/v)). In dieser
Verkostungsmatrix ergab sich ein salzgeschmacksverstiarkender Effekt fiir die Hydrolysate des Gfr
(0 <0,02) und des Tve (a < 0,16). Fiinf der 18 Probanden gaben an, dass das Hydrolysat des Tve
den Salzgeschmack effektiver verstirkte als das des Gfr. Alle Ergebnisse der Verkostungen hin-

sichtlich des Salzgeschmacks sind in Tabelle 3.9 zusammengefasst.

Tabelle 3.9: Beurteilung der Salzigkeit verschiedener Lysozymhydrolysate. Die Hydrolysate wurden in Wasser,
Kiasematrix mit 50 mM NaCl bzw. Quark mit 50 mM NaCl verkostet. Es wurde ein paarweiser Vergleichstest einer
Referenz (ohne Zusatz von Hydrolysat) mit einer Probe (mit Zusatz von Hydrolysat) durchgefiihrt. — Proben waren

nicht salziger als die Referenz, + Proben waren salziger als die Referenz.

Probe Wahrnehmung einer stirkeren Salzigkeit
in Wasser in salzhaltiger Kdsematrix in salzhaltigem Quark
Gfr — - +
Pch — - —
Per - - -
Posf — Keine Angabe —
Sco - - —

Tve — + +
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Zusiatzlich wurde fiir Tve in erneuten Seorikexperimenten der salzmodulierende Effekt des
Lysozymhydrolysats in Abhéngigkeit von dessen Konzentration im Magerquark analysiert
(12 Probanden). Bei erhohten Gehalten (2,5 % (w/v)) dominierte der siiBe Eigengeschmack des
Hydrolysats. Es wurde keine signifikante salzgeschmacksverstirkende Wirkung wahrgenommen.
Bei 0,5 und 0,1 % (w/v) wurde dagegen der Salzgeschmack verstéirkt. Mit abnehmender Konzent-
ration nahm die Irrtumswahrscheinlichkeit ab. Sie lag fiir 0,5 % bei a < 0,1 und fiir 0,1 % bei
a < 0,05 (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.20: Abhéngigkeit des Konvidenzniveaus (> 1-o) von der Konzentration des Hydrolysate in der
Verkostung. Evaluierung des salzgeschmacksverstirkenden Effekts bei verschiedenen Konzentrationen des

Lysozymhydrolysats in Magerquark. Lysozymhydrolysat nach 24-stiindiger Hydrolyse mittels Peptidasen von Tve.

3.4 Identifizierung der Peptidasen

In den Hydrolyseexperimenten wurden konzentrierte Kulturiiberstinde als Peptidasegemische ver-
wendet. Um mehr Informationen iiber die enthaltenen Peptidasen zu erlangen, sollten diese zur
Identifizierung sequenziert werden. Es waren speziell diejenigen Peptidasen von Interesse, welche
fiir die Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden bedeutend sind. Fiir die Identifizierung wurden Pep-
tidasen der sechs Basidiomyceten (Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve) mittels Anionenaustausch-
chromatografie teilgereinigt. Speziell die Peptidasen von Tve sollten umfassend identifiziert wer-
den, schlieBlich fiihrten sie zu salzgeschmacksverstirkenden Hydrolysaten. Die Peptidasen von

Tve wurden daher zusitzlich in einer analytischen isoelektrischen Fokussierung getrennt.
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3.4.1 Partielle Reinigung der Peptidasegemische

Fiir die Identifizierungen wurden die Peptidasen aller Basidiomyceten partiell gereinigt (Anionen-
austauschchromatografie bei pH 7,5). Dies war eine wichtige Voraussetzung, da die Kulturiiber-
stainde komplexe Proteingemische waren (Abbildung 3.6). Die teilgereinigten Proben wurden ver-
gleichend in einer Zymografie und einer semi-nativen SDS-PAGE eingesetzt. Den hellen Aktivi-
tatsbanden der Zymografie wurden Coomassie-gefirbte Proteinbanden der PAGE zugeordnet und
zur Identifizierung verwendet. Nach nur einem chromatografischen Reinigungsschritt lagen keine
isolierten Banden in der PAGE vor, sodass meist mehrere Proteine pro Probe identifiziert wurden.
In dieser Arbeit werden nur die identifizierten Peptidasen dargestellt. Es wurde ein Mascot Score
von mindestens 100 vorausgesetzt. Der Score basiert auf einer Wahrscheinlichkeitsrechnung und
driickt aus, wie signifikant ein erzieltes Ergebnis ist. Je hoher der Score, desto signifikanter ist die

Identifizierung.

Nach der IEX wurden insgesamt 29 Peptidasen identifiziert, iiber die Tabelle 3.10 einen Uberblick
gibt (zusitzliche Informationen zu den gefundenen Peptiden und den gene identifiers im Anhang,
Kapitel 7.3). Sie gehorten zu den Serin-, Metallo- und Aspartatpeptidasen. Die Peptidasen mit
Serin im aktiven Zentrum iiberwogen und gehorten zu verschiedenen Clans (SB, SC, SK) und
Familien. Alle identifizierten Metallopeptidasen (Clan MA und MH) waren zinkabhéngige En-

zyme. Unter den Aspartatpeptidasen waren nur Peptidasen der Familie AO1.
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Probe Mascot Identifizierung

Basidiomycet =~ MW [kDa]* | Score | Homologie zu Einteilung AC No.*! Basidiomycet MW [kDa]

Gfr 30-35 427 Aspartatpeptidase A0l Endopeptidase EJF61236  Dichomitus squalens 44

36 181 Aspartatpeptidase AO1 Endopeptidase EJF59364  Dichomitus squalens 40

80 270 Serinpeptidase S10 Carboxypeptidase KII83375 Plicaturopsis crispa 57

36 150  Serinpeptidase S10 Carboxypeptidase EIN08494  Punctularia strigo- 53

sozonata

30 338 Serinpeptidase S53, hypothetisches Protein Endo-/ Tripeptidyl-Peptidase =~ CDO69591  Trametes cinnabarina 66

Pch 35 1621 Aspartatpeptidase AO1 Endopeptidase ABB73030 P. chrysosporium 42

35 1984  Serinpeptidase S53 Endo-/ Tripeptidyl-Peptidase =~ ABB73029  P. chrysosporium 58

Per 32 517 Aspartatpeptidase AO1, hypothetisches Protein  Endopeptidase KDQ31153 P. ostreatus 43

27 170 Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35, POMEP Endopeptidase P81055 P. ostreatus 18

36 249  Fungalysin Metallopeptidase M36, hypotheti-  Endopeptidase KDQ24160 P. ostreatus 62

sches Protein

36 110 Metallopeptidase, hypothetisches Protein keine Angabe KDQ30770 P. ostreatus 39

75 194  Serinpeptidase S08, PoS1 Endopeptidase CAG25549 P. ostreatus 93

100-150 370 Serinpeptidase S10 Carboxypeptidase KDQ26706 P ostreatus 72

32 309 Serinpeptidase S53, hypothetisches Protein Endo-/ Tripeptidyl-Peptidase =~ KDQ26836  P. ostreatus 63

* Molekulare Massen in der semi-nativen PAGE, verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatsdchlichen molekularen Massen der

Proteine. *' Accession number.



Probe Mascot Identifizierung

Basidiomycet MW [kDa]* Score | Homologie zu Einteilung AC No.*! Basidiomycet MW [kDa]

Posf 60 120 Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35, POMEP Endopeptidase P81055 P. ostreatus 18

60 1061 Serinpeptidase S08, POP1 Endopeptidase ACR25273 P. ostreatus 39

Sco 18 282  Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35, hypothe-  Endopeptidase XP_003037751  S. commune 36

tisches Protein
30-32 201 Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35, hypothe-  Endopeptidase XP_003035465  S. commune 37
tisches Protein
30-32 106 Metallopeptidase MH, hypothetisches Protein ~ Amino- / Carboxy- / XP_003032752  S. commune 42
Di- / Tripeptidase

Tve 25-30 496  Aspartatpeptidase AO1 Endopeptidase EIW62808 T. versicolor 44

50-75 109  Aspartatpeptidase AO1 Endopeptidase EIW63301 T. versicolor 41

25-30 621 Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35 Endopeptidase XP_008032702  T. versicolor 37

30-45 170 Metallopeptidase M36, hypothetisches Protein ~ Endopeptidase EIWS51569 T. versicolor 64

50-75 452  Serinpeptidase S28 Endopeptidase EIW65216 T. versicolor 58

50-75 266 Serinpeptidase S28 Endopeptidase EIW61562 T. versicolor 58

75 1784  Serinpeptidase S41, hypothetisches Protein Endopeptidase XP_008043737  T. versicolor 72

25-30 110 Tripeptidyl-Peptidase A S53 Tripeptidyl-Peptidase EIW61376 T. versicolor 66

25-30 865 Serinpeptidase S53 Endo-/ Tripeptidyl-Peptidase ~EIW61051 T. versicolor 58

30-40 822  Serinpeptidase S53 Endo-/ Tripeptidyl-Peptidase ~ ETW59803 T. versicolor 63

* Molekulare Massen in der semi-nativen PAGE, verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatséichlichen molekularen Massen der

Proteine. *! Accession number.
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3.4.2 Isoelektrische Fokussierung der Peptidasen von 7. versicolor

Die extrazelluldren Proteine des Tve wurden in einer analytischen isoelektrischen Fokussierung
(IEF) getrennt. Die enthaltenen Peptidasen wurden mit einem iibergeschichteten Gel aus Casein
und Agarose detektiert (Abbildung 3.21). Helle Aktivititsbereiche des iibergeschichteten Gels
wurden mit den Coomassie-gefirbten Proteinbanden verglichen und Peptidasen zur Identifizie-
rung ausgeschnitten. Die Peptidasen stimmten mit zuvor identifizierten iiberein (vgl. Tabelle
3.10). Somit wurde einigen Peptidasen von Tve eine native molekulare Masse und ein isoelektri-
scher Punkt (pI) zugeordnet (Abbildung 3.21). Durch die IEF wurde auerdem eine zusétzliche
Peptidase der Familie M35 identifiziert. (Detailliertere Informationen wie gefundene Peptide und

Mascot Scores sind Tabelle 7.3 im Anhang zu entnehmen, Kapitel 7.3.)

Marker Tve  Aktivitits-Gel

Homologie zu AC No. pl MW [kDa]
- M36 Metallopeptidase M36 ~ EIW51569 7,6 30-45
S53 Serinpeptidase S53 EIW59803 7,6 30-40

Metallopeptidase M35 !  XP_008032702 5,3-6,5 25-30

1.2
- M35 Metallopeptidase M352 EIW62196 4,2-6,5 -

<« M352 |

<= Keine Ubereinstimmungen

Abbildung 3.21: IEF-Gel der extrazelluliren Proteine des Tve und die daraus identifizierten Peptidasen. Links:
Coomassie-gefirbte IEF und Detektion der Peptidasen im tiberschichteten Caseingel. IEF im pH-Bereich 3 bis 10.
Rechts: identifizierte Peptidasen und ihre zugeordneten nativen molekularen Massen (durch Abgleich mit Tabelle
3.10). AC No. — Accession number, MW — native molekulare Masse. !> Kennzeichnung der Positionen, an denen die

jeweilige M35 Peptidase vorgefunden wurde.
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3.4.3 Klassifizierung der identifizierten Peptidasen

Innerhalb der identifizierten Peptidasen dominierten Endoaktivititen (AO1, M35, M36, S08, S41).
Es wurden jedoch auch Exopeptidasen bestimmt (MH, S10), insbesondere C-terminale. Tabelle
3.11 gibt einen Uberblick iiber die gefundenen Peptidaseklassen und deren Spaltspezifititen beru-
hend auf der MEROPS-Datenbank (Rawlings ef al., 2014). In der Datenbank sind die Peptidasen
nach Struktur, Sequenzhomologie und katalytischem Typ in Clans und Familien eingeteilt (sieche

Tabelle 3.11).

Fiir Gfr, Pch, Per und Tve wurden S53 Peptidasen identifiziert. Die Familie S53 enthilt Endopep-
tidasen und eine Tripeptidyl-Peptidase. Die identifizierten S53 Peptidasen wurden mittels multip-
lem Sequenzalignment mit weiteren S53 Endopeptidasen sowie S53 Tripeptidyl-Peptidasen aus
Basidiomyceten verglichen. Dennoch konnten die gefundenen Peptidasen nicht in Endo- oder
Exoenzyme eingeteilt werden, da groe Sequenzhomologien innerhalb der Familie S53 bestehen.
Lediglich fiir Tve wurde eine der S53 Peptidasen bereits als Tripeptidyl-Peptidase annotiert. Sie

stellt die einzige identifizierte N-terminal agierende Peptidase in dieser Arbeit dar.

AuBerdem wurden vermehrt Peptidasen der Familie AO1 detektiert. AO1 Peptidasen sind Endo-
enzyme und haben eine breite Spaltspezifitit. Dabei priferieren sie grole hydrophobe Aminosiu-

ren auf beiden Seiten der Spaltstelle.

Peptidasen der haufig vertretenen Familien S53 und AO1 sowie der ebenfalls vorgefundenen Fa-
milie S10 haben meist ein pH-Optimum im Sauren. Somit iiberwiegen die im Sauren aktiven Pep-
tidasen. Nur fiir Peptidasen der vorgefundenen Familie SO8 sind optimale Aktivititen im Neutralen

bis leicht Basischen beschrieben.

Peptidyl-Dipeptidasen, welche Dipeptide am C-Terminus freisetzen, gehoren zu den Familien
MO02, M03 oder M09, welche in dieser Arbeit nicht gefunden wurden. Dipeptidyl-Peptidasen, die
vom N-Terminus aus Dipeptide freisetzten, kommen in diversen Familien vor (z. B. CO1, C09,
S09, S15, M49). Eine davon ist Familie S28, die prolylspezifische Carboxy-, Dipeptidyl- und En-
dopeptidasen umfasst. Aus Tve wurden zwei Peptidasen dieser Familie identifiziert. Es wurde al-

lerdings keine Peptidase identifiziert, die explizit als Dipeptidyl-Peptidase annotiert ist.

Unter den identifizierten Peptidasen waren einige, welche basische Aminoséduren in der Spaltstelle
préferieren. So waren in Per, Posf, Sco und Tve Metalloendopeptidasen der Familie M35.004. Sie

benotigen zwingend Lysin in der P1°-Position (Terminologie nach Schechter und Berger, siehe
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Abbildung 1.3). AuBlerdem wurde eine S41 Endopeptidase in Tve detektiert, die Arginin in der

P1‘-Position bevorzugt, sofern in der P2‘-Position eine aliphatische Aminosaure vorliegt.

Tabelle 3.11: Klassifizierung und Informationen zur Spaltspezifitit und Aktivitit der identifizierten Pep-
tidasen nach MEROPS (Rawlings et al., 2014).

Clan® Familie” Informationen zur Spaltspezifitit / Aktivitit

gefunden in

AA AO01  Endopeptidasen, oft breite Spaltspezifitit mit Préiferenz fiir Gfr, Pch,
groB3e hydrophobe Aminosduren in der Schnittstelle, z. T. be- Per, Tve
schriankte Spezifitit, aktiv im Sauren

MA M35 Pilzliche Zink-Endopeptidasen Per, Posf,
P priferieren basische Aminosduren (Arg, Lys) in P1° Sco, Tve
» Peptidyl-Lys Metallopeptidasen (M35.004): Lys in P1°

MA M36  Zink-Endopeptidasen, priferieren gro3e hydrophobe Amino- Per, Tve
sduren C-terminal der Schnittstelle

MH Zink-Exopeptidasen, Amino- / Carboxy- / Di- / Tripeptidasen Sco

SB S08  Endopeptidasen, unspezifische Hydrolyse, Spaltung nach hyd-  Per, Posf
rophoben Aminoséuren leicht priferiert, aktiv bei neutralem
oder leicht alkalischem pH

SB S53 » Endopeptidasen, breite Spaltspezifitit, hydrophobe Amino- Gfr, Pch,
sdauren in P1 und P2 leicht priferiert, aktiv im Sauren Per, Tve
» Tripeptidyl-Peptidase, hauptsidchlich Exoaktivitit, aktiv im Tve
Sauren

SC S10  Carboxypeptidasen, aktiv im Sauren Gfr, Per
P priferieren hydrophobe Aminoséuren in P1 und P1°
» priferieren hydrophobe und basische Aminosduren in P1
und P1°

SC S28  Exo- und Endopeptidasen, mit Priferenz fiir Pro in P1 Tve

SK S41  C-terminal prozessierende Peptidasen, erkennen C-terminal Tve

drei Aminosduren und schneiden in variabler Entfernung, eine
typische Schnittstelle enthilt Arg in P1°, wenn in P2¢ eine
aliphatische Aminosiure ist

* Der erste Buchstabe des Clans und der Familie stehen fiir den katalytischen Typ (A — Aspartat, M — Metallo, S — Se-

rin), eine individuelle Benennung ergibt sich durch den zweiten Buchstaben des Clans (nach dem Alphabet) und durch

die Zahl der Familie (fortlaufende Nummerierung).
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4 Diskussion

4.1 Kultivierung von Basidiomyceten zur Gewinnung von Peptidasen

In dieser Arbeit wurden Basidiomyceten kultiviert, um Peptidasen zu gewinnen. Es wurde ein
Einsatz in der Lebensmittelindustrie angestrebt. Fiir das Screening wurden viele beliebte Speise-
pilze oder zumindest essbare Basidiomyceten ausgewdhlt. Der Fokus lag hauptsichlich auf extra-
zelluldren Peptidasen, da sie oftmals stabiler, leichter zu gewinnen und im Screening gut handhab-
bar sind (Kudriavtseva et al., 2008; Souza et al., 2015). Die submerse Kultivierung mit Gluten
stellte ein ausgedehntes Screening nach extrazelluldren Peptidasen dar (Tabelle 3.1). Die sechs
peptidolytisch aktivsten Arten des Screenings waren Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve, die, abge-
sehen von Pch, essbare Basidiomyceten darstellen. Insgesamt wurden fiir die Hilfte aller Basidi-
omyceten deutliche Aktivititen (im Azocasein-Assay mit iiber 1 kaU mL™) nachgewiesen. Im
Screening setzten sich die quantifizierten Aktivititen fiir jeden Basidiomyceten meist aus verschie-
denen, in der Zymografie visualisierten Peptidasen zusammen. Diese Vielzahl extrazellulirer Pep-
tidasen aus Basidiomyceten wurde auch in anderen umfangreichen experimentellen (Grimrath et
al., 2011; Jaya Prakash Goud et al., 2008) und bioinformatischen Screenings (Alfaro et al., 2014)
vorgefunden. Basidiomyceten bieten ein immenses peptidolytisches Potenzial und sind eine viel-

versprechende Quelle neuer Peptidasen z. B. fiir die Lebensmittelindustrie.

Wie bereits zuvor beschrieben (Abd El-Baky et al., 2011a; Eisele et al., 2011; Grimrath et al.,
2011), stellte Gluten auch in dieser Arbeit ein geeignetes Substrat dar, um hohe extrazellulire
Peptidaseaktivititen zu erzielen. Gluten hat einen hohen Gehalt an Prolin (13 bis 23 % (Woychik
et al., 1961)). Peptidbindungen zum Prolin sind héufig cis-konfiguriert und fiihren somit zu einem
Knick in der Aminosdurekette. Das macht Gluten zu einem schwierigen Substrat. Es kann nur von
manchen Peptidasen gespalten werden (Gass und Khosla, 2007; Mika et al., 2015) und hat evtl.
daher eine stark peptidaseinduzierende Wirkung (Abd El-Baky et al., 2011a). AuBBerdem war Glu-
ten nur schlecht in dem Medium 16slich und lag suspendiert vor. Dieser Tatsache wird ebenfalls
eine peptidaseinduziernde Wirkung zugesprochen, da Basidiomyceten besonders gut auf Oberfla-

chen wachsen (Abd El-Baky et al., 2011a).
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Fiir die sechs aktivsten Basidiomyceten wurden in fortfithrenden Analysen verschiedene Proteine
als Substrate verwendet (Kapitel 3.1.1.2). Alle Basidiomyceten zeigten in den verwendeten Me-
dien sichtbares Wachstum. Demzufolge miissen sie in der Lage gewesen sein, die Proteine als
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zu verwenden. Basidiomyceten konnen anorganische Substan-
zen (wie Ammoniumsalze und Nitrate) und besser noch organische Stoffe wie Aminosiduren und

Proteine als einzige Stickstoffquelle nutzen (Guidot et al., 2005).

Die verwendeten Proteinzusitze fiihrten z. T. zu starken Aktivitdtsunterschieden (Tabelle 3.3).
Insbesondere durch Gluten, Erbsen-, Reis- oder Sojaproteine wurden hohe Peptidaseaktivititen
erreicht. Gelatine eignete sich am wenigsten, da das sichtbare Wachstum sowie die Peptidaseakti-
vititen gering waren (< 0,5 kaU mL™). Die verwendete Gelatine war deutlich kompakter als die
anderen Proteinpulver. Sie bot eine geringere Oberfliche und damit evtl. schlechtere Wachstums-
bedingungen. Auflerdem enthilt Gelatine nahezu kein Tryptophan und Cystein (Souci et al., 2008),
wihrend den anderen verwendeten Proteinen keine der proteinogenen Aminoséuren fehlt. Die feh-
lenden Aminosduren konnten ein Grund fiir das schlechtere Wachstum und die geringeren Aktivi-
tdten sein, obwohl die meisten Pilze Aminosdure autotroph sind. Ansonsten gab es keine generelle
Rangfolge der Proteinsubstrate zur effektiven Peptidasegewinnung. Bereits Grimrath (2011) be-
schrieb, dass es schwierig ist, die Wirkung eines Substrats auf die Peptidaseaktivititen abzuschit-
zen. Dies muss somit fiir jeden Basidiomyceten individuell bestimmt werden. Screenings nach
geeigneten Substraten stellten sich allerdings als lohnenswert heraus, sofern hohe Aktivitdten an-
gestrebt sind. SchlieBlich konnten die Aktivitdten beispielsweise fiir Tve um den Faktor 7 erhoht
werden, wenn Erbsen- statt Reisproteine verwendet wurden und um den Faktor 47, wenn Erbsen-

proteine statt Gelatine eingesetzt wurden.

AuBerdem wurde gezeigt, dass bei Abwesenheit eines Proteinsubstrats geringere Aktivititen
(< 0,4 kaU mL") resultierten (Tabelle 3.3). Dies wurde sowohl fiir die Kultivierungen in reinem
Minimalmedium, mit limitierter Kohlenstoff- und Stickstoffversorgung (Gfr, Posf, Tve), als auch
fiir die Kultivierungen im néhrstoffreichen SNL-Medium (Gfr, Tve) beobachtet. Fiir hohere Pilze
aus der Abteilung der Ascomycota und Basidiomycota finden sich kontridre Studien zur Bildung
hoher Peptidaseaktivitdten. In Aspergillus nidulans beispielsweise findet eine Katabolitrepression
statt, und extrazelluldre Peptidasen werden als Antwort auf eine limitierte Kohlenstoff- oder Stick-
stoffversorgung gebildet (Katz et al., 2008). Eine extrazelluldre Peptidase des P. chrysosporium

wurde ebenfalls durch Stickstofflimitierung induziert (Dass et al., 1995). Fiir andere Ascomyceten
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und Basidiomyceten wurde jedoch hiufig festgestellt, dass nédhrstoff- und proteinreiche Medien
zu hohen Peptidaseaktivititen fithrten, welche auBBerdem besonders vom pH-Wert des Mediums
abhingen (Braaksma et al., 2009; Dunaevsii et al., 2006; Ire et al., 2011; Kirsch et al., 2011; Shah
et al., 2013). Dabei war der Zusatz von Proteinen fiir die Bildung extrazellulidrer Peptidasen nicht
notig, fiihrte allerdings zu hoheren Aktivitdaten (Dunaevsii ef al., 2006). Diese Beobachtungen de-
cken sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Die in der Literatur beschriebenen Unterschiede las-
sen vermuten, dass je nach Organismus, Peptidase und deren Funktion die Induktions- und Re-

pressionsmechanismen variieren.

In dieser Arbeit blieb trotz variierender Proteinsubstrate das Peptidasemuster der einzelnen Ba-
sidiomyceten in der Zymografie nahezu unverindert (Abbildung 3.3, Abbildung 3.4). Shah e? al.
(2013) beobachteten ebenfalls gleichbleibende Peptidasemuster fiir Paxillus involutus, als dieser
mit BSA, Gliadin oder Pollen kultiviert wurde. Demgegeniiber stehen Studien mit Flammulina
velutipes, in denen das Peptidasemuster in der Zymografie abhingig vom Substrat variierte
(Grimrath et al., 2011). Allerdings handelte es sich um emerse Kulturen und die Substrate unter-
schieden sich stark. So wurden z. B. Hagebuttentreber, Schafwolle und Kartoffelschalen verwen-
det, die unterschiedliche Inhaltsstoffe, pH-Werte und Texturen haben. In dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich Proteine als Substrate genutzt. Es wurden keine auf das Substrat angepassten (argi-
nyl-)spezifischen Peptidasen sekretiert (Tabelle 3.5, Kapitel 3.1.2.2). Vielmehr scheint das Ange-
bot von Proteinen die Sekretion von Peptidasen allgemein induziert zu haben. Ein moglicher
Grund dafiir konnte sein, dass holzabbauenden Basidiomyceten in ihrem natiirlichen Substrat we-
nig Stickstoff zur Verfiigung steht. Das Kohlenstoff-/Stickstoffverhiltnis von Holz betréigt nur bis
zu 1250/1 (Watkinson et al., 2006). Proteine sind die vorwiegende Stickstoffquelle im Holz
(Kudryavtseva et al., 2008). Basidiomyceten miissen sich Stickstoff aus exogenen Proteinquellen

moglichst effektiv zugiinglich machen und sekretieren dafiir evtl. generell Peptidasegemische.

Die Arginin-Affinititschromatografie (Kapitel 3.1.2.1) bestétigte, dass die Kulturiiberstinde keine
arginylspezifischen Peptidasen enthielten. Es wurden zwar Peptidasen von Gfr, Pch und zusétzlich
von Psan affinitdatschromatografisch gereinigt, allerdings handelte es sich nicht um Peptidasen mit
Spaltspezifitit fiir Peptidbindungen neben Arginin. Auch der spitere Einsatz ausgewdhlter synthe-
tischer Arginyl-Substrate zeigte, dass keine arginylspezifische Peptidase in den Kulturiiberstinden

(von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve) vorlag (Tabelle 3.5).

Das Screening nach arginylspezifischen Peptidasen wurde daher ausgeweitet. Durch die genutzten

Substrate Bz-Arg-pNA und Gly-Arg-pNA lag der Fokus auf Trypsin-dhnlichen Peptidasen und
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arginylspezifischen Dipeptidyl-Peptidasen (Kapitel 3.1.2.2). Trypsin und Trypsin-dhnliche Pep-
tidasen haben typischerweise pH-Optima im leicht Alkalischen. Ansonsten sekretieren Basidio-
myceten iiberwiegend saure Peptidasen. Das Screening wurde daher bei pH 4, 6 und 8 durchge-
fiihrt. Nur fiir Hericium erinaceum wurde intrazellulidre Aktivitit gegeniiber Gly-Arg-pNA detek-
tiert. Evtl. ist die bereits bekannte Metallopeptidase Herinase fiir die detektierte Aktivitit verant-
wortlich. Es handelt sich um eine aus dem Fruchtkérper von Her isolierte und charakterisierte
Peptidase, die spezifisch neben Lysin und Arginin spaltet (Choi et al., 2013) und daher fiir die
Generierung von Arginyl-Dipeptiden eine aussichtsreiche Peptidase ist. Da die Aktivitit jedoch

erst zum Ende dieser Arbeit detektiert wurde, waren keine weiteren Analysen moglich.

In dem ausgedehnten Screening wurden keine Trypsin-dhnlichen Peptidasen (mit Aktivitit gegen-
iber Bz-Arg-pNA) gefunden (Kapitel 3.1.2.2). Dabei sind zumindest fiir die Fruchtkorper der im
Screening vertretenen Basidiomyceten Her, Tve und Pos Trypsinaktivitdten beschrieben (Gzogyan
et al., 2005). Da die Bildung von Peptidasen allerdings stark von den Kultivierungsbedingungen
abhiéngt, ist nicht zwingend zu erwarten, dass die Enzymausstattung der Fruchtkdrper mit der von

submersen Kulturen vergleichbar ist.

Andere Studien stellten fiir filamentdse Pilze eine Korrelation zwischen Pathogenitét und Bildung
Trypsin-dhnlicher Peptidasen fest. Je stirker die Pathogenitit, desto hoher war die Trypsin-Akti-
vitdt. Trypsin scheint direkt im pathogenen Prozess involviert zu sein. Wihrend pathogene Pilze
Trypsin-dhnliche Peptidasen sekretieren, wurden bei Saprophyten keine Trypsin-dhnlichen Pep-
tidasen gefunden. Stattdessen lagen extrazelluldre Subtilisine vor (Dunaevskii et al., 2006;
Dunaevskii et al., 2008). Der submers kultivierte phytopathogene Rhizoctonia solani zeigte ent-
weder pathogenes oder saprophytisches Wachstum. Abhéngig von der organischen Stickstoff-
quelle wurden hauptsidchlich Trypsin-dhnliche oder Subtilisin-dhnliche Peptidasen gebildet
(Kudriavtseva et al., 2010). Bioinformatische Analysen zeigten ebenfalls nur fiir pathogenen Pilze
Trypsin-dhnliche Protein- und Genomsequenzen. Ein Umkehrschluss ist allerdings nicht moglich,
denn nicht alle pathogenen Pilze enthalten Trypsin-analoge Sequenzen im Genom (Dubovenko et

al., 2010).

Ligen vergleichbare Regulationsmechanismen bei den in dieser Arbeit kultivierten Basidiomyce-
ten vor, wiirde das Fehlen von Trypsin-dhnlichen Peptidasen saprophytisches Wachstum bedeuten.
Im Screening nach arginylspezifischen Peptidasen wurden iiberwiegend Basidiomyceten der Un-

terabteilung Agaricomycotina analysiert, welche die meisten Speisepilze umfasst. Ihre Vertreter
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konnen als Saprophyt oder Parasit wachsen. Ein weiterer Pilz gehorte zur Unterabteilung Ustilagi-
nomycotina, welche ebenfalls viele obligate Parasiten beinhaltet. Die Unterabteilung Pucciniomy-
cotina war in dieser Arbeit nicht vertreten. Sie umfasst viele Parasiten und ihre Vertreter sind daher

womoglich geeignete Kandidaten fiir weitere Screenings nach Trypsin-dhnlichen Peptidasen.

4.2 Arginin-Affinitiitschromatografie zur Isolierung von Peptidasen

In der Literatur diente die Arginin-Affinititschromatografie der Reinigung von Trypsin- oder Pa-
pain-dhnlichen Endopeptidasen mit Serin bzw. Cystein im aktiven Zentrum (Chamréd et al., 2011;
Kang et al., 2004) sowie von Metallocarboxypeptidasen M 14 (Hendriks et al., 1990; Wang et al.,
1994). Die Wechselwirkungen dieser Enzyme mit der Affinitdtsmatrix lassen sich durch ihre
Spaltpriferenz fiir Arginin in der P1-Position erkldren. In dieser Arbeit wurde mittels Arginin-
Affinitdtschromatografie keine arginylspezifisch spaltende Peptidase isoliert. Dies liegt vermut-

lich am Fehlen arginylspezifischer Peptidasen in den untersuchten Kulturiiberstdnden.

Stattdessen wurden drei Aspartatpeptidasen der Familie AO1 (aus Gfr, Pch und Psan) unter Ver-
wendung der Aginin-Affinitdtschromatografie isoliert (Kapitel 3.1.2.1, Abbildung 7.1). Es wur-
den keine Beispiele in der Literatur gefunden, in denen zuvor Aspartatpeptidasen mit einer Argi-
nin-Affinitdtsmatrix gereinigt worden sind. AO1 Peptidasen haben meist eine breite Spaltspezifitit,
bevorzugen gro3e hydrophobe Aminosiuren in der Schnittstelle und sind Endoenzyme (Rawlings
et al., 2014). Die Affinitdtsmatrix bietet durch den Arginin-Liganden eine Guanidyl- und eine
Carboxylgruppe zur Wechselwirkung mit dem Analyten (Darstellung der Matrix: Abbildung 3.7).
Die Spaltspezifitit der gereinigten Peptidasen scheint daher nicht verantwortlich fiir die Bindung
an die Matrix. Es ist fraglich, ob die gereinigten Peptidasen tatsidchlich eine Affinitit zu Arginin
hatten oder die Bindung an der Matrix unspezifisch war. In der Arginin-Sepharose lag ein hydro-
philer Spacer vor (Abbildung 3.7), sodass intensive hydrophobe Wechselwirkungen (wie bei der
Hydrophoben Interaktionschromatografie) mit der Matrix ausgeschlossen werden kénnen. Die
Chromatografie fand bei pH 6 statt, wodurch die Arginylreste positiv geladen waren. Es sind io-
nische Wechselwirkungen wie bei der lonenaustauschchromatografie denkbar. Evtl. lagen auch
komplexe Wechselwirkungen wie bei der multimodalen Chromatografie vor, bei der ionische
Wechselwirkungen mit der Guanidyl- oder Carboxylgruppe, hydrophobe Interaktion mit den Koh-
lenwasserstoffen des Arginylrests und Wasserstoffbriickenbindungen auftreten konnten. Gegen
unspezifische Interaktionen spricht allerdings, dass die Peptidasen bereits durch geringe Konzent-

rationen (20 mM) an freien Liganden eluiert wurden, was typisch fiir die Affinitdtschromatografie
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ist (Rehm und Letzel, 2009). Aulerdem wurden in der Chromatografie 100 mM NaCl eingesetzt,
um unspezifische ionische Wechselwirkungen zu unterbinden. Tatsédchlich wechselwirkten neben
den Aspartatpeptidasen nur wenige weitere Proteine mit der Arginin-Matrix (Abbildung 7.1). Au-
Berdem zeigten Inhibierungsstudien, dass die Peptidasen durch Antipain (> 39 %) inhibiert wurden
(Tabelle 3.4). Antipain weist strukturelle Ahnlichkeit zu kleinen Arginyl-Peptiden auf (Abbil-
dung 4.1). Anscheinend haben die gereinigten Peptidasen spezifisch an die Arginin-Sepharose
gebunden, obwohl sie keine Spaltspezifitit fiir Arginyl-Substrate hatten. Die Peptidasen haben
womdglich nicht iiber die Substratbindestelle an die Arginin-Matrix gebunden. Evtl. kann das al-
losterische Zentrum Arginin binden und z. B. zu einer Feedback-Hemmung fithren. Aminosduren
konnen zur Produktinhibierung von Peptidasen fithren. Diverse Aminosduren wirkten z. B. inhi-

bierend auf Peptidasen von F. velutipes und Aspergillus oryzae (Flavourzyme, Novozymes Corp.)

(Giesler et al., 2013).

0.
NH, 0
H = H H H
H,N N ~ OH H,oN N N ~ )I\ OH
N N N
NH o NH (6]

L-Arginin Antipain

Abbildung 4.1: Strukturformeln der Aminosiure L-Arginin und des Peptidaseinhibitors Antipain.

Die Aspartatpeptidasen von Gfr, Pch und Psan waren sich untereinander dhnlich (Tabelle 3.4) und
glichen den biochemischen Charakteristika der Aspartatpeptidase des Piptoporus soloniensis
(molekulare Masse, pH-Optimum, isoelektrischer Punkt, etc.). Diese Peptidase fiihrte zur Milch-
dicklegung (Abd El-Baky et al., 2011b). Womdoglich weisen die isolierten Peptidasen dhnliche
Aktivitdten auf und hitten demzufolge Anwendungspotenzial in der Kéiseherstellung. Diverse ak-
tuelle Studien bestédtigen das Interesse an dicklegenden Peptidasen aus mikrobiellen Quellen wie
Pilzen (Majumder et al., 2015; Silva et al., 2014). Dagegen sind die gereinigten Aspartatpeptidasen

aufgrund ihrer breiten (Endo-)Spaltspezifitidt zur Freisetzung von Arginyl-Dipeptiden nicht als
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zielfiihrend einzustufen. Lediglich der Einsatz zur unspezifischen Vorhydrolyse der Substrate ist

denkbar, um anschlieBend gezielt salzgeschmacksverstirkende Peptide zu generieren.

4.3 Hydrolyse von Casein und Lysozym mit Peptidasen aus Basidiomyceten

Das Screening nach peptidasereichen Basidiomyceten legte den Grundstein fiir weitere Experi-
mente. Die gewonnenen Peptidasegemische und die erzeugten Hydrolysate werden im Folgenden

diskutiert.

4.3.1 Peptidasegemische aus Basidiomyceten

Die Basidiomyceten Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve zeigten hohe extrazelluldre Peptidaseaktivi-

titen. In der Zymografie, mit der Endoaktivititen nachgewiesen werden (Budic et al., 2009), wur-

den verschiedene Peptidasen visualisiert (Abbildung 3.9). Die Freisetzung von Aminoséduren war
dagegen ein Nachweis fiir Exoaktivititen (Kapitel 3.3.4). Die spiteren Identifizierungen der Pep-
tidasen durch tryptische Hydrolyse und Peptidsequenzierungen untermauerten, dass jeder Kultur-
iberstand eine Vielzahl an Peptidasen aufwies (Kapitel 3.4). Die verwendeten konzentrierten Kul-
turiiberstinde stellten Gemische verschiedener Endo- und Exopeptidasen dar. Peptidasegemische
wurden als zielfithrend zur Generierung der Dipeptide erachtet, da synergistische Wirkungen ver-
schiedener Peptidasen fiir eine effiziente und weitgehende Hydrolyse erforderlich sind (Byun et
al., 2001; Kamnerdpetch et al., 2007). So erreichten Khiari et al. (2014) hohere Freisetzungen
bioaktiver Peptide mit geringen molekularen Massen (550 bis 2000 Da) durch die Kombination
kommerzieller Peptidasen (Trypsin, Flavourzyme und Alcalase) verglichen mit einzelnen Pep-

tidasen.

Die Peptidasegemische hatten alle ein pH-Optimum bei pH 5 oder 6 (Abbildung 3.10). Auch die
Sequenzierungen (Kapitel 3.4) ergaben iiberwiegend Homologien zu sauren Peptidasen (AO1, S53,
S10). Bei filamentdsen Pilzen ist die Bildung extrazelluldrer Peptidasen vom pH-Wert wihrend
der Kultivierung abhéngig (Braaksma et al., 2009; Dunaevsii et al., 2006; Ire et al., 2011). So
zeigten Studien von Sriranganadane et al. (2010), dass Aspergillus fumigatus, der bei pH 7 wuchs,
neutrale und alkalische Endopeptidasen und Leucin-Aminopeptidasen bildete. Dagegen forderte
pH 3,5 die Bildung von sauren Endopeptidasen und Carboxypeptidasen. Auch der Basidiomycet
Bjerkandera adusta bildete wihrend der Kultivierung bei pH 4,5 vorwiegend im Sauren aktive

Peptidasen und bei pH 7,3 besonders Peptidasen mit Aktivitit im leicht Alkalischen (Dunaevsii et
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al., 2006). Basidiomyceten sind typischerweise in der Lage den pH-Wert des Ndhrmediums wih-
rend der Kultivierung zu beeinflussen (Grimrath et al., 2011; Kudriavtseva et al., 2010). In dieser
Arbeit wurde Medium mit pH 6 verwendet. Die Kulturiiberstiande des Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und
Tve blieben in einem sauren bis neutralen Bereich (pH 5,9 bis 7,3, Daten nicht gezeigt). Bei den
kultivierten Basidiomyceten konnte der pH-Wert des Mediums die Peptidasebildung ebenfalls be-

einflusst haben.

Alle Kulturiiberstinde waren iiber einen breiten pH-Bereich peptidolytisch aktiv (Abbildung
3.10). Ein Grund dafiir ist, dass es komplexe Peptidasegemische waren, deren Aktivitit in der
Summe bestimmt wurde. Die Peptidasegemische der beiden Pleurotus-Arten (Per und Posf) waren
in einem besonders breiten Bereich aktiv. Sie hatten bei pH 9 noch iiber 40 % ihrer maximalen
Aktivitdten, was sie von den anderen Basidiomyceten abhob. Die Analyse der Spaltspezifitit (Ta-
belle 3.5) und die Identifizierungen (Tabelle 3.10) wiesen fiir Per und Posf Subtilasen nach. Diese
Enzyme konnten die beobachteten Ergebnisse erklidren, denn beide Subtilasen wurden als im leicht
Basischen aktive Peptidasen beschrieben (Eisele ef al., 2011; Palmieri et al., 2001), was charakte-

ristisch fiir SO8 Peptidasen ist.

Die Peptidasen von Tve waren im Sauren besonders stabil und verloren bereits im leicht Basischen
ihre Aktivitit (Abbildung 3.11). In dieser Arbeit wurde als Anwendungsgebiet die Salzge-
schmacksverstirkung in Milchprodukten wie Kise angestrebt. Das pH-Optimum und die pH-Sta-
bilitdt der Peptidasen begiinstigen Hydrolysen bei saurem pH, was dem typischen Milieu von
Milchprodukten entspricht. Ein Einsatz der Peptidasen wire also auch wihrend der Lebensmittel-
verarbeitung moglich. Da der Effekt des pH-Werts auf die azocaseinolytische Aktivitit bestimmt

wurde, ist nicht erwiesen, dass die sauren Bedingungen auch die optimalen Bedingungen zur Frei-

setzung von L-Arginyl-Dipeptiden sind.

Die komplexen Peptidasegemische wurden zur Spaltung verschiedener pNA-Substrate eingesetzt
(Tabelle 3.5). Die synthetischen Substrate ermdglichten eine rasche und unkomplizierte Aussage
iber die Spaltspezifitit der enthaltenen Peptidasen, ohne dass eine Reinigung notig war. Fiir Gfr,
Per und Tve wurden prolylspezifische Peptidasen detektiert. Per enthielt wahrscheinlich eine
prolylspezifische Dipeptidyl-Peptidase, da nur das Substrat Arg-Pro-pNA gespalten wurde
(Shibata et al., 2003). Die Kulturiiberstinde des Gfr und Tve hatten dagegen prolylspezifische

Endo- und Exoaktivitdten, denn es wurde zusitzlich das fiir Endopeptidasen typische Substrat,
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Z-Gly-Pro-pNA (Kang et al., 2014), hydrolysiert. Fiir Gfr ist bereits eine prolylspezifische Amin-
opeptidase aus dem Fruchtkorper beschrieben (Hiwatashi et al., 2004). Fiir den Genom-sequen-
zierten Tve sind einige hypothetische Prolyl-Peptidasen annotiert (z. B. Prolyl-Aminopeptidase
XP_008034986, prolylspezifische Peptidase XP_008039325, Dipeptidyl-Aminopeptidase
EIW59929). Fiir Pch wurde in dieser Arbeit dagegen keine prolylspezifische Aktivitit detektiert,
obwohl in der Literatur eine prolylspezifische Aminopeptidase beschrieben wurde (Li et al., 2010).
Eine direkte Vergleichbarkeit ist jedoch nicht gegeben, da andere Prolyl-Substrate und stark ab-
weichende Kultivierungsbedingungen gewéhlt wurden. Auch fiir andere filamentose Pilze sind

prolylspezifische Peptidasen nicht ungewohnlich (Mika et al., 2015).

Prolylspezifische Peptidasen sind fiir die Forschung und Industrie von besonderem Interesse. In
Lebensmitteln konnen sie z. B. zur Entbitterung von Proteinhydrolysaten eingesetzt werden

(FitzGerald und O'Cuinn, 2006; Mika et al., 2015). SchlieBlich sind neben hydrophoben Amino-

sauren und Peptiden vor allem Prolin-haltige Peptide fiir ihren bitteren Geschmack bekannt
(Ishibashi, 1988; Ney, 1971). Beispielsweise wurden Prolin-reiche Peptide des in Gouda-Kise
hydrolysierten Caseins als bittere Metabolite identifiziert (Toelstede und Hofmann, 2008b). Ziel
dieser Arbeit war es, Casein und Lysozym effizient zu hydrolysieren und salzgeschmacksverstir-
kende Hydrolysate zu erzeugen. Eine entbitternde Aktivitit ist zwar nicht zielfiihrend zur Freiset-
zung von L-Arginyl-Dipeptiden, kann sich aber positiv auf den Geschmack des gesamten Hydro-
lysats auswirken. Aulerdem sind viele Peptidasen nicht in der Lage, Peptidbindungen neben Pro-
lin zu spalten (Gass und Khosla, 2007). Sollen Prolin-reiche Substrate wie Casein moglichst weit-

gehend hydrolysiert werden, ist der Einsatz prolylspezifischer Peptidasen daher von Vorteil.

Entbitternde Eigenschaften hatte auch eine Aminopeptidase N (Familie MO1) von Lactococcus
lactis verglichen mit tryptisch hydrolysiertem f-Casein (Tan et al., 1993). Fiir Gfr, Pch, Posf und
Tve wurden Alanyl-Aminopeptidasen derselben Familie detektiert (mit Ala-pNA), die der Bitter-

keit von Proteinhydrolysaten entgegen wirken konnten.

Peptidasen mit Aktivitit gegeniiber Bz-Arg-pNA und Gly-Arg-pNA wurden als besonders geeig-
net zur Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden erachtet; allerdings wurden keine arginylspezifi-
schen Peptidasen in den Proben detektiert (Tabelle 3.5). Eine Aktivitit gegeniiber Arg-pNA wurde
ebenfalls nicht detektiert. Das ist hingegen als positiv zu bewerten, schlieBlich wiirde eine solche
Aminopeptidase zur Abspaltung von Arginin fithren. Das freie Arginin stinde dann nicht mehr zur
Generierung von Arginyl-Dipeptiden zur Verfiigung. AuBerdem wére die Spaltung der Zielpeptide

denkbar. Auch die spiteren Identifizierungen ergaben keine arginylspezifischen Peptidasen.



85 Diskussion

Fiir Per und Posf wurden durch die Spaltstellenanalyse (Z-Gly-Gly-Leu-pNA, N-Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA) und die Identifizierung Subtilisine nachgewiesen, wihrend fiir Sco und Tve nur
mittels N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Hinweise auf Subtilisine erhalten wurden. Diese vorgefun-
denen Subtilisin-Aktivitdten unterstiitzen die zuvor (Kapitel 4.1) aufgestellte These, dass die kul-
tivierten Pilze als Saprophyten wuchsen und daher keine Trypsin-dhnlichen Peptidasen des patho-

genen Wachstums (Dunaevskii ef al., 2006; Dunaevskii et al., 2008) gebildet wurden.

4.3.2 Peptidolyse von Casein und Lysozym

Die prinzipielle Eignung der verwendeten Peptidasen zur Hydrolyse der Modellsubstrate wurde
sowohl mittel Zymografie (Abbildung 3.9), SDS-PAGE (Abbildung 3.12) und Aminosiure-Ana-
lytik (Kapitel 3.3.4) demonstriert. Die Loslichkeit des Caseins im leicht Sauren nahm mit zuneh-
mender Inkubationsdauer zu (Kapitel 3.3.2). Das zeigte den Fortschritt der Hydrolyse und war
eine wichtige Voraussetzung fiir bioaktive und funktionelle Peptide (Khiari et al., 2014). Die Los-
lichkeit eines Proteins héngt neben dem pH-Wert u. a. von der molekularen Masse ab (Khiari et
al., 2014; Luo et al., 2014). In der Hydrolyse nimmt die Anzahl ionisierbarer Amino- und Car-
boxylgruppen zu, was zur Loslichkeit beitrdgt (Tavano, 2013). Peptidasen von Gfr brachten Casein
am langsamsten in Losung. Ein Grund dafiir konnte sein, dass sich die Peptidasen von Gfr weniger

zur heterogenen Katalyse eigneten.

Mehrere Peptidasen waren in der Lage Casein, aber nicht Lysozym zu hydrolysieren. Diese Sub-
stratspezifitidt wurde besonders fiir Peptidasen von Pch, Per und Posf beobachtet. Fiir diese Pilze
lagen mehr Banden in der Casein- als in der Lysozym-Zymografie vor (Abbildung 3.9) und der

Hydrolysegrad des Caseins war deutlich hoher als der des Lysozyms (Tabelle 3.6). Das Auftreten

vieler Endoaktivititen (in der Zymografie) korrelierte demnach mit erhdhten Gehalten freier Ami-
nosiduren (in dieser Arbeit gleichzusetzten mit einem hohen Hydrolysegrad). Hier zeigte sich ver-

mutlich das Zusammenwirken von Endo- und Exoenzymen.

Anhand der freigesetzten Aminosduren (Kapitel 3.3.4) lassen sich prinzipiell Spaltspezifitiaten der
Peptidasen ableiten (Kamnerdpetch et al., 2007). Die Freisetzungen der Aminosduren aus den Mo-

dellsubstraten legen nahe, dass die Exopeptidasen der Kulturiibersténde iiberwiegend unspezifisch

hydrolysierten. Unter den Aminosduren dominierten nimlich die Hauptaminosduren der Substrate.

In den Caseinhydrolysaten waren dies L-Lysin, L-Leucin und L-Glutaminsidure. In den
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Lysozymhydrolysaten wurde besonders viel L-Arginin, L-Lysin, L-Leucin und L-Alanin detektiert.
Abgesehen von L-Lysin sind diese Aminoséduren die Hauptbestandteile des Lysozyms. Die erhoh-
ten Gehalte an L-Lysin sind ein Hinweis auf lysylspezifische Peptidasen in allen untersuchten Ba-
sidiomyceten. Dies deckt sich damit, dass viele lysylspezifische M35 Peptidasen identifiziert wur-
den (Tabelle 3.11). AuBerdem wurde besonders L-Phenylalanin aus Casein mittels Tve freigesetzt
und L-Glutaminsdure aus Lysozym mittels Pch, obwohl keine der Aminoséduren eine Hauptkom-
ponente des Substrats darstellt. Das konnte auf Peptidasen mit entsprechender Spaltspezifitit hin-

deuten.

Die Bestimmung der L-Arginyl-Dipeptide in den Hydrolysaten war zunéchst ein Nachweis dafiir,
dass es moglich ist mit Peptidasegemischen aus Basidiomyceten die Zielpeptide aus den gewihlten
Substraten zu generieren (Kapitel 3.3.5.2). Offensichtlich muss die Wahl des Substrates generell
starken Einfluss auf die Gehalte der freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide haben, jedoch fiithrten die
iberlappenden Spaltspezifititen der Peptidasen zu teilweise unerwarteten Ergebnissen. Mit dem
Substrat Lysozym wurden die hochsten Freisetzungen erzielt und mit Casein die geringsten (Ab-
bildung 3.17). Das deckt sich mit den berechneten maximalen Ausbeuten (Kapitel 3.3.5.1). Sie
sind fiir das Arginin-reichere Lysozym hoher als fiir Casein. Allerdings lassen sich die groBen
Konzentrationsunterschiede der L-Arginyl-Dipeptiden nicht alleine durch die verschiedenen Argi-
nin-Gehalte der Substrate erkldren. So enthélt Lysozym etwa um den Faktor drei mehr Arginin als

Casein, aber es wurden je nach verwendetem Basidiomycet um den Faktor 20 bis 80 hohere Ge-

halte an Arginyl-Dipeptiden freigesetzt. Aulerdem ergaben die alternativen Substrate (Gelatine,

Erbsen-, Reis- und Sojaproteine) mit einem etwas geringeren bzw. hoheren Arginin-Gehalt als
Lysozym (Tabelle 3.2) trotzdem deutlich geringere Konzentrationen an Arginyl-Dipeptiden (Ab-
bildung 3.17). Warum Lysozym zu hoheren Ausbeuten fiihrte, ist nicht geklirt. Jedoch decken
sich diese Ergebnisse mit denen von Schindler et al. (2011). Sie bestimmten L-Arginyl-Dipeptide
aus verschiedenen sauren, enzymatischen und kommerziellen Proteinhydrolysaten. Aus dem sehr
Arginin-reichen Protamin (> 60 % Arginin (Frehlick et al., 2006)) wurden die meisten Arginyl-
Dipeptide freigesetzt und die zweitmeisten aus dem Substrat Lysozym. Geringere Gehalte wurden

fiir Gluten, Casein, Soja-, Reis- und Erbsenproteine erzielt.

Das Substrat hatte Einfluss auf die Quantitédt und auerdem auf die Qualitit der freigesetzten Argi-
nyl-Dipeptide. Fiir Casein (Tabelle 3.7) iiberwogen in Ubereinstimmung mit den theoretischen
Ausbeuteberechnungen (Abbildung 3.15) die Peptide RI/IR/RL/LR und RE/ER, die kaum Ein-

fluss auf den Salzgeschmack haben. Auflerdem wurden in den Caseinhydrolysaten erhdhte Gehalte
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von RP/PR und RV/VR gefunden. Schindler et al. (2011) fanden in einem kommerziellen pankre-
atischen Caseinhydrolysat ebenfalls vorwiegend PR, RV und zusitzlich RI. Diese Parallelen be-

stitigen den groBen Einfluss des Substrats auf die Dipeptidfreisetzung.

In dieser Arbeit wurden aus Lysozym (Tabelle 3.8) vergleichbar zum enzymatisch hydrolysierten
Lysozym von Schindler ef al. (2011) besonders RG/GR, RS/SR, RI/IR und RD/DR freigesetzt.
Die hiufig gebildeten Peptide RG/GR und RS/SR sind vermehrt in der Aminosiduresequenz des
Lysozyms zu finden. Die Peptide RN/NR wurden kaum gefunden, obwohl sie theoretisch am héu-

figsten freizusetzen wiren. Welche Arginyl-Dipeptide generiert werden, hingt demnach nicht nur

von der Aminosiuresequenz des Substrates ab.

Das gegeniiber tryptischer Hydrolyse relativ resistente a-Lactoalbumin verdeutlicht die Rolle der
Proteinstruktur fiir die enzymatische Hydrolyse. Im a-Lactoalbumin sind die potenziellen Schnitt-
stellen fiir Trypsin durch die Proteinfaltung unzugiinglich (Antila et al., 1991). Die Anderung der
Konformation und Loslichkeit des Substrats stellt einen wichtigen Parameter zur Regulation en-
zymatischer Hydrolysen dar. So fiihrten denaturierte bzw. native Substrate zu Hydrolyseprodukten
mit unterschiedlichen Verteilungen der molekularen Massen (Cui et al., 2009; Stefanovi¢ et al.,

2014; Wang et al., 2009).

In dieser Arbeit hatte die dreidimensionale Struktur des Substrats vermutlich ebenfalls einen Ein-

fluss auf die Qualitédt und die Quantitidt der Hydrolyseprodukte. Fiir Casein, welches nahezu keine
Sekundir- und Tertidrstruktur besitzt (Holt, 2013), stimmten die experimentellen Daten zur Frei-
setzung von L-Arginyl-Dipeptiden gut mit den theoretischen iiberein. Fiir Lysozym, welches eine
ausgeprigte dreidimensionale Struktur aufweist (Gajda und Bugla-Ploskonska, 2014), stimmten

die Daten nur bedingt iiberein.

Insgesamt stellte sich Casein sowohl hinsichtlich der Qualitdt und der Quantitit als eher ungeeig-
netes Substrat zur Freisetzung von salzgeschmacksverstiarkenden L-Arginyl-Dipeptide heraus. Die
alternativen Substrate Gelatine, Erbsen-, Reis- und Sojaproteine fiihrten nur zu geringfiigig hohe-
ren Gehalten. In dieser Arbeit war Lysozym der am besten geeignete Priakursor zur enzymatischen

Freisetzung von salzgeschmacksverstirkenden L-Arginyl-Dipeptiden (Abbildung 3.17).

Die Peptidasegemische verschiedener Basidiomyceten hatten einen geringeren Einfluss auf die
Freisetzung der Arginyl-Dipeptide als die Wahl des Substrates. Dies galt fiir die freigesetzten

Stoffmengen der Zielpeptide und fiir deren Profil. Hinsichtlich der Qualitdt waren besonders Gfr,
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Pch, Sco und Tve von Interesse. Dagegen waren unter den freigesetzten Arginyl-Dipeptiden des
Per und Posf (beides Pilze der Gattung Pleurotus) nur wenige mit salzgeschmacksverstirkendem
Effekt (Tabelle 3.8, Kapitel 3.3.5.2). Mit rund 10 % der maximal moglichen Ausbeuten wurden

die hochsten Freisetzungen an Arginyl-Dipeptiden insgesamt mit Peptidasen von Pch und Tve aus

dem Substrat Lysozym erreicht (Abbildung 3.17). Durch Optimierungen der Hydrolyseparameter
wie Inkubationszeit, pH-Wert, Temperatur und Peptidase-Substrat-Verhiltnis sollten hohere Aus-

beuten realisierbar sein.

Die Analyse des Hydrolysegrades (Tabelle 3.6) deutete auf inhibierende Effekte im Verlauf der
Hydrolyse hin. Der Anstieg des Hydrolysegrades war zunéchst deutlich und nahm dann ab. Griinde
dafiir konnen die Autolyse der Peptidasen, eine Produktinhibierung oder fehlende Schnittstellen
sein (Giesler et al., 2014). Sollten diese Effekte vorliegen, verlangsamt sich nicht nur die Freiset-
zung der hier detektierten Aminoséuren, sondern aller Hydrolyseprodukte und damit auch der Ziel-
peptide. Die zeitabhingige Freisetzung der L-Arginyl-Dipeptide durch Peptidasen von Tve (Ab-
bildung 3.18) zeigte einen dhnlichen Trend und bestitigte diese Hypothese. Dennoch fiihrte im
analysierten Zeitraum (bis zu 18 Stunden) die lingste Hydrolysedauer zu den hochsten Gehalten
an L-Arginyl-Dipeptiden. Somit lagen keine Hinweise fiir einen schnellen Abbau der Zielpeptide

VOr.

4.3.3 Sensorische Evaluierung der Lysozymhydrolysate

In der Profilsensorik waren die Grundgeschmicke der Lysozymhydrolysate meist bitter, leicht siif3
und leicht sauer (Abbildung 3.19). In allen Lysozymhydrolysaten dominierten die als bitter be-
schriebenen Aminoséduren L-Arginin, L-Lysin und L-Leucin (Zorn und Czermak, 2014) in ver-
gleichbaren Konzentrationen (Kapitel 3.3.4). Die Hydrolysate wurden jedoch als unterschiedlich
bitter eingestuft. Demnach miissen zusitzlich bittere Peptide vorgelegen haben. Wie bereits be-
schrieben, wurden in den Kulturiiberstdnden des Gfr, Per und Tve prolylspezifische Peptidasen
detektiert (Tabelle 3.5, Tabelle 3.10), die typischerweise Anwendung zur Entbitterung von Pro-

teinhydrolysaten finden (Mika et al., 2015). Tatsdchlich waren die Hydrolysate des Per und Tve

weniger bitter als alle anderen. Das Hydrolysat des Gfr war dennoch bitter. Nicht nur Prolyl-Pep-

tide sind fiir ihre Bitterkeit bekannt (Ishibashi, 1988), sondern auch hydrophobe Aminoséduren und
Peptide (Ney, 1971), was die Bitterkeit des Gfr sowie der anderen Hydrolysate erkldren konnte.

Bitterkeit ist ein hdufiges Problem in der Erzeugung von Proteinhydrolysaten besonders aus Milch-
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proteinen (Liu et al., 2014; Maehashi und Huang, 2009). Sollen wie in dieser Arbeit speziell Pep-
tide mit geringen molekularen Massen gebildet werden, so geht Bitterkeit oft damit einher
(Cheison et al., 2007). Es wurde eine Korrelation der Freisetzung vieler kleiner Peptide (500 bis
1000 Da) und einer starken Bitterkeit gezeigt (Leksrisompong ef al., 2010). Hydrophobe Amino-
sduren und kleinere hydrophobe Peptide fithren zur Aktivierung der Geschmacksrezeptoren fiir
Bitterkeit (Kohl et al., 2013). Hingegen gleichen sich in gro3eren Peptiden hydrophobe und hyd-
rophile Aminosduren oft aus und die hydrophoben Bereiche liegen durch intramolekulare Wech-
selwirkungen typischerweise im Proteininneren. Fiir groBere Peptide (3000 bis 6000 Da) wurde
auerdem eine Interaktionen untereinander postuliert, sodass hydrophobe Bereiche abgeschirmt

vorliegen und nicht als bitter wahrgenommen werden (Leksrisompong et al., 2010).

Der leicht siiBe Geschmack der erzeugten Lysozymhydrolysate (Abbildung 3.19) deckt sich mit
den erhohten Konzentrationen der siiBen Aminosiduren (Zorn und Czermak, 2014) L-Lysin und
L-Alanin (Kapitel 3.3.4). Nicht hydrolysiertes Lysozym ist ein weiterer Grund fiir den siilen Ge-
schmack sowie fiir die Adstringenz der Proben (Maehashi und Udaka, 1998). Der saure Ge-
schmack der Hydrolysate ldsst sich ebenfalls mit den erhohten Gehalten an L-Lysin erkldren. Die
Aminosduren L-Lysin, L-Asparagin- und L-Glutaminsédure sind als sauer beschrieben (Kuramitsu
et al., 1996). Peptide mit diese Aminoséduren zeigten ebenso einen sauren Geschmack (Kuramitsu

et al., 1996; Maehashi et al., 1999; Nakata et al., 1995).

Die beschriebenen Eigengeschmicke der Hydrolysate konnen deren Einsatz in Lebensmitteln li-
mitieren. Es gibt zwar Strategien, um beispielsweise bittere Komponenten abzutrennen oder zu
maskieren. Sie sind aber oft fiir industrielle Zwecke zu teuer und nicht effizient genug (Saha und
Hayashi, 2001), insbesondere wenn einige spezielle Peptide erhalten bleiben sollen. Daher ist es
als positiv zu bewerten, dass der Eigengeschmack der Hydrolysate in den Verkostungsmatrices

deutlich weniger wahrnehmbar war.

In vorherigen Studien (Schindler et al., 2011) hatte die Verkostungsmatrix Einfluss auf den salz-
geschmacksverstirkenden Effekt von L-Arginyl-Dipeptiden. So wurde z. B. fiir RP in Modellbriihe
eine Verstarkung des Salzgeschmacks von iiber 20 % gezeigt, wihrend es in reiner NaCl-Losung
keinen signifikanten Effekt gab (Abbildung 1.2). Daher wurden in dieser Arbeit Verkostungs-
matrices gewdhlt, die an das gewiinschte Anwendungsgebiet in Milch- und speziell Kédseprodukten

angepasst waren. Fiir Lysozymhydrolysate des Gfr und Tve wurden salzgeschmacksverstirkende

Effekte in Magerquark festgestellt. In der Kidsematrix zeigten dagegen nur Hydrolysate des Tve
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einen Effekt (Tabelle 3.9). Demnach beeinflusste die Matrix auch in dieser Arbeit die salzge-

schmacksverstirkende Wirkung der Hydrolysate.

Keines der Hydrolysate war von sich aus salzig (Tabelle 3.9), sodass Geschmacksverstirker fiir

den intensiveren Salzgeschmack verantwortlich gewesen sein miissen. Der salzgeschmacksver-

stirkende Effekt des Tve und Gfr ldsst sich nicht durch die L-Arginyl-Dipeptide alleine erkliren.

Die beiden Pilze fiihrten ndmlich einmal zu den hochsten (Tve) und zu den geringsten (Gfr) Frei-
setzungen insgesamt. Beide Pilze lagen im Mittelfeld, betrachtet man nur die als Salzgeschmacks-
verstirker bekannten L-Arginyl-Dipeptide (Abbildung 3.17). Aulerdem &dhnelte sich das Profil
der Arginyl-Dipeptide in allen Hydrolysaten (Tabelle 3.8). Hinzu kommt, dass die Konzentratio-
nen der L-Arginyl-Dipeptide in den Verkostungen vergleichsweise gering waren. Die Peptidasen
von Tve setzten mit rund 75 ymol g'! Lysozym die meisten Arginyl-Dipeptide frei. Da die Hyd-
rolysate iiberwiegend in Konzentrationen von 0,5 % (w/v) verkostet wurden, lagen die Dipeptide
insgesamt in Konzentrationen von etwa 375 umol L'! vor. Verglichen mit den von Schindler et al.
(2011) verkosteten 12 mmol L' einzelner Arginyl-Dipeptide, wurden in dieser Arbeit um den Fak-
tor 32 geringere Konzentrationen verkostet. Schindler et al. (2011) zeigten, dass der salzge-
schmacksverstirkende Effekt von der Konzentration der Arginyl-Dipeptide abhéngt. Es wurden
0,3 bis 3 % enzymatisch hydrolysiertes Protamin, welches reich an L-Arginyl-Dipeptiden ist, in
Modellbriihe verkostet. Je hoher der Anteil des Hydrolysats war, desto intensiver war die Salzge-

schmacksverstirkung (zwischen nicht signifikant und bis zu 37 %).

Die Diskrepanz zwischen wahrgenommener Salzigkeit und den Konzentrationen an Arginyl-
Dipeptiden lassen vermuten, dass in dieser Arbeit zusétzliche Komponenten der Hydrolysate eine
Rolle fiir den Salzgeschmack spielten. Es werden weitere salzgeschmackverstirkende Peptide in
den Hydrolysaten des Gfr und Tve vermutet. Wie einleitend beschrieben, wurden bereits einige
Peptide als salzgeschmacksverstirkend bzw. salzig beschrieben (vgl. Tabelle 1.2). Allgemein
wurde der Einfluss von Peptiden auf den Salzgeschmack jedoch wenig untersucht, sodass auch

weitere bislang unbekannte Salzgeschmacksverstirker denkbar sind.

AuBerdem wurden in dieser Arbeit u. a. bittere Hydrolysate verkostet (Abbildung 3.19). Starke
Bitterkeit kann den Salzgeschmack reduzieren (Schindler ef al., 2011). Auch der umgekehrte Fall
ist bekannt: starker Salzgeschmack reduziert die Bitterkeit (Breslin und Beauchamp, 1997; Keast
et al., 2004). Es sind vielfiltige verstirkende und maskierende Effekte in den Hydrolysaten mog-

lich. Das konnte zur fehlenden Korrelation des Salzgeschmacks und der Konzentration der Argi-

nyl-Dipeptide beigetragen haben.
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Der Geschmackseindruck in der gustatorischen und olfaktorischen Wahrnehmung ist von einer
Vielzahl an Rezeptoren und Ionenkanilen abhiingig und somit komplex (Gravina ef al., 2013). Es
existieren zwar Modelle zur Vorhersage beispielsweise der Bitterkeit eines Hydrolysats (Newman
et al., 2014). Dennoch bleiben Sensorikexperimente in anwendungsorientierten Matrices unab-
dingbar, um salzgeschmacksverstiarkende und moglichst wohlschmeckende Hydrolysate aufzufin-
den. SchlieBlich gibt es bislang kaum Studien zu salzgeschmacksverstiarkenden Peptiden aus Pro-
teinhydrolysaten. AuBlerdem beinhalten die Hydrolysate heterogene Peptide und Aminosduren
wodurch eine Vorhersage des Geschmacks auch bei einer noch umfassenderen Analytik schwierig

wire.

4.3.4 Identifizierte Peptidasen der Basidiomyceten

Durch die Sequenzierungen wurden diverse Peptidasen der verwendeten Kulturiiberstinde identi-
fiziert (Kapitel 3.4). Pch, Sco und Tve sind hiufig untersuchte Modellorganismen, deren Genome
sequenziert sind. Die durch ESI-MS/MS identifizierten tryptischen Peptide wurden Peptidasen des
jeweiligen Organismus zugeordnet. Im Vergleich dazu ist das Genom der Basidiomyceten Gfr,
Per und Posf bislang nicht sequenziert (vgl. Tabelle 1.4), sodass Homologiesuchen zu anderen
Basidiomyceten durchgefiihrt wurden. Per und Posf sind beides Arten der Gattung Pleurotus, so-
dass Homologien zu P. ostreatus gefunden wurden. Fiir Gfr ergaben sich Homologien zu etwas

ferneren Verwandten innerhalb der Klasse der Agaricomycetes (Tabelle 3.10).

Die in der PAGE ausgeschnittenen Peptidasen wiesen in vielen Féllen abweichende molekulare
Massen zu den ermittelten Homologen auf (Tabelle 3.10). Dafiir gibt es verschiedene Griinde.
Zum einen erfolgte die Probenvorbereitung mittels semi-nativer PAGE, in der die Trennung von
der molekularen Masse, der Ladung und Konformation der Proteine abhiingt. Auerdem wurden
bereits hiufiger Agglomerationen von Peptidasen in der semi-nativen PAGE beobachtet
(Grimrath, 2011; Oliveira et al., 2005). Des Weiteren sind posttranslationale Modifikationen wie
N-Glykosidierungen moglich, wihrend die molekulare Masse hypothetischer Proteine nur aus de-
ren Aminosduresequenz berechnet wird. Dariiber hinaus ist speziell fiir Peptidasen von Gfr, Per
und Posf zu beriicksichtigen, dass zwar Homologien zu bekannten Sequenzen anderer Organismen
gefunden wurden, aber es sich dennoch nicht um identische Proteine handeln muss. Auch ein teil-

weiser Abbau der Proteine durch peptidolytische Aktivitit ist fiir die Peptidase-reichen Proben
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naheliegend. Dies begriindet auch, warum in der IEF das gleiche Protein in verschiedenen Banden

gefunden wurde (Abbildung 3.21).

Die Sequenzierung bestitigte, dass die verwendeten Kulturiiberstinde nicht nur hohe Peptidase-
aktivitdten hatten, sondern sich diese Aktivititen aus verschiedenen Peptidasen zusammensetzten.
Es wurden viele, aber nicht alle Peptidasen der genutzten Peptidasegemische identifiziert. So wur-
den z. B. nur zwei Peptidasen von Pch identifiziert, obwohl in der Zymografie sechs Banden sicht-
bar waren. Auch der umgekehrte Fall wurde beobachtet: fiir Tve wurden mehr Peptidasen identi-
fiziert, als Banden in der Zymografie visualisiert wurden (Abbildung 3.9). Das ist mit der Sub-
stratpriferenz, den Wirkoptima oder einer moglichen Inaktivierung der Peptidasen in der Zymo-

grafie zu erkléren.

In den Kulturiiberstidnden iiberwogen Serinpeptidasen, da besonders viele Peptidasen dieser Klasse
identifiziert wurden. In der Literatur wurde beschrieben, dass in Basidiomyceten vermehrt Serin-

peptidasen vorkommen (Saboti¢ et al., 2007).

Die meisten identifizierten Peptidasen waren Endoenzyme (Tabelle 3.11). Diverse der Endopep-

tidasen zeichnen sich durch eine breite Spaltspezifitit und Priaferenz fiir hydrophobe Aminosiduren

aus (AO1, S08, S53, M36). Diese Peptidasen eignen sich nicht direkt zur Freisetzung von Arginyl-
Dipeptiden, allerdings konnen sie das Substrat zunichst unspezifisch hydrolysieren, damit an-

schlieend Exopeptidasen vermehrt agieren konnen.

Wie bereits zuvor diskutiert, wurden mittels pNA-Substraten prolylspezifische Peptidasen fiir Gfr,
Per und Tve detektiert (Tabelle 3.5). In Tve wurden zwei prolylspezifische Peptidasen identifiziert
(Tabelle 3.10). Es waren saure Prolyl-Endopeptidasen mit der MEROPS-ID S28.004. Diese

Gruppe umfasst die Peptidasen AN-PEP und AO-PEP aus Aspergillus niger bzw. oryzae, welche
beispielsweise zur Entbitterung und zum effizienten Glutenabbau genutzt wurden (Edens et al.,

2005; Montserrat et al., 2015).

Auch fiir Carboxypeptidasen sind entbitternde Effekte beschrieben (Fu et al., 2011; Liu und
Yasuda, 2005). Fiir Gfr und Per wurden die im Sauren aktiven Carboxypeptidasen der Familie S10
identifiziert. Sie priferieren entweder hydrophobe Aminosiuren in der P1- und P1°-Position oder
zusitzlich basische Aminosduren (Rawlings et al., 2014). Die Spaltung neben hydrophoben Ami-
nosduren ermoglicht die Entbitterung von Proteinhydrolysaten. S10 Carboxypeptidasen bergen
gleichzeitig allerdings die Gefahr, dass Arginin freigesetzt wird und nicht mehr zur Bildung von

Dipeptiden zur Verfiigung steht. Fiir Gfr wurden zwei S10 Peptidasen bestimmt (Tabelle 3.10),
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und innerhalb der Lysozymhydrolysate fiihrte dieser Pilz zu der geringsten Konzentration an

L-Arginyl-Dipeptiden (Abbildung 3.17).

AuBerdem wurden in Per, Posf, Sco und Tve Peptidyl-Lys Metallopeptidasen (M35.004) nachge-
wiesen (Tabelle 3.10). Es sind pilzliche Endopeptidasen, die selektiv neben Lysin in der P1°-Po-
sition schneiden (Rawlings er al., 2014). Die Peptidyl-Lys Metallopeptidase PoMEP des
P. ostreatus wurde in der Literatur bereits beschrieben (Nonaka et al., 1998) und war homolog zu
einer Peptidase des Per und Posf. Das Auftreten der M35 Peptidasen deckt sich mit dem vermehrt
freigesetzten L-Lysin (Kapitel 3.3.4), das bereits auf eine Lysylspezifitit hindeutete. Innerhalb der
Familie M35 sind Deuterolysine (M35.002), die bevorzugt neben Arg oder Lys spalten, fiir ihren
Beitrag zur Bildung des Geschmacks von Sojasoe bekannt (Rawlings et al., 2014).

Innerhalb der identifizierten Peptidasen ist die S41 Peptidase des Tve hervorzuheben (Tabelle

3.10). S41 Peptidasen erkennen C-terminal drei Aminosiduren und schneiden in variabler Entfer-

nung. Eine typische Schnittstelle enthdlt Arg in P1°-Position, sofern P2° eine aliphatische Amino-

sdure ist (Rawlings et al., 2014). Diese Peptidase konnte daher an der Bildung salzgeschmacks-

verstirkender Arginyl-Peptide beteiligt gewesen sein. Sie sollte sich zur Spaltung von Casein eig-

nen, da in dem Substrat C-terminal des Arginins hiufig eine aliphatische Aminoséure liegt. Auch
fiir Fruchtkorper des F. velutipes wurde eine Serinpeptidase S41 als Caspase-dhnliches Enzym
beschrieben (Iketani et al., 2013). Bereits zuvor wurde die Peptidase Fvp32 aus der Koji-Kultur
des F. velutipes in die Familie S41 eingeordnet (Grimrath, 2011). Ansonsten wurden in der Lite-
ratur keine Daten zu S41 Peptidasen aus Pilzen gefunden. Sie stellen eine kaum erforschte Pep-

tidase-Familie aus Pilzen dar.

AuBerdem war die S53 Tripeptidyl-Peptidase des Tve vermutlich bei der Bildung kleiner Peptide
involviert. Tripeptidyl-Peptidasen haben hauptsichlich Exoaktivitit und generieren dabei Tripep-
tide (Rawlings et al., 2014). Bislang sind zwar vor allem Arginyl-Dipeptide als Salzgeschmacks-
verstirker bekannt (Schindler ez al., 2011), es werden jedoch weitere salzgeschmacksverstirkende
Peptide vermutet. Womdglich handelt es sich dabei um Tri- und Tetrapeptide mit enthaltenem
Arginin, wie das salzige Tetrapeptid DEKR (Jin-Young Suh et al., 2014). Aus Pilzen sind bereits
einige Tripeptidyl-Peptidasen (S53.003) bekannt (Lin et al., 2011; Reichard et al., 2006), zu diesen

Enzymen speziell aus Basidiomyceten wurde jedoch keine Literatur gefunden.
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Die Sensorik (Tabelle 3.9) zeigt, dass vor allem Peptidasen von Tve zu salzgeschmacksverstir-
kenden Peptiden fiihrten. Fiir Tve wurden die meisten Peptidasen identifiziert (Tabelle 3.10). Sie
wurden mit den sekretierten Peptidasen des Basidiomyceten F. velutipes verglichen (Tabelle 4.1),
da Peptidasen von F. velutipes bereits zur effektiven Proteinhydrolyse und Geschmacksverbesse-
rung genutzt wurden (Grimrath et al., 2011). Fiir beide Pilze iiberwogen Serin- und Metallopep-
tidasen. Fiir alle aus F. velutipes identifizierten extrazelluldren Peptidasen waren Homologe in Tve
zu finden, abgesehen von einer Subtilase. Fiir Tve gab es jedoch einen Hinweis auf eine Subtilase
(Aktivitit gegeniiber N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA). Im Gegensatz zu F. velutipes wies Tve au-
Berdem AO1 sowie S53 Endo- und Tripeptidyl-Peptidasen auf.
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Tabelle 4.1: Vergleich der identifizierten extrazelluliiren Peptidasen von F. velutipes und T. versicolor.

Flammulina velutipes Trametes versicolor Familie Aktivitat
Pepsin-dhnliche Peptidase AO01  Endopeptidase
Subtilase! S08  Endopeptidase
Prolyl-Endopeptidase’ Prolyl-Endopeptidase S28  Endopeptidase
C-terminal prozessierende C-terminal prozessierende S41 Endopeptidase
Peptidase' Peptidase
Tripeptidyl-Peptidase A S53 Tripeptidyl-
Peptidase
Tripeptidyl-Peptidase / S53  Tripeptidyl- /
Sedolisin-dhnliche Peptidase Endopeptidase
Deuterolysin! Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35  Endopeptidase
Fungalysin (FVP-I)!:? Fungalysin M36  Endopeptidase

1 — (Grimrath, 2011) , 2 — (Park et al., 2007), Familie der Peptidasen nach MEROPS (Rawlings ef al., 2014).

Letztendlich wurden fiir einige der genutzten Basidiomyceten dhnliche Peptidasen identifiziert.

Tve hob sich durch seine Vielzahl an Peptidasen und speziell durch die S28 Prolyl-Peptidase, die

S41 Peptidase und die S53 Tripeptidyl-Peptidase hervor (Tabelle 3.10). Die beiden zuletzt ge-

nannten Peptidasen sind neuartige Enzyme, welche bislang kaum aus Basidiomyceten isoliert wur-

den.
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S  Ausblick

Die wissenschaftlichen Erkenntnisse dieser Arbeit zur Proteinhydrolyse mit basidiomycetischen
Peptidasen erdffnen neue Perspektiven zur Bildung salzgeschmackverstirkender Peptide und so-

mit zur Salzreduktion in Lebensmitteln.

In dieser Arbeit konnten keine arginylspezifischen Peptidasen sequenziert werden, allerdings
wurde fiir Hericium erinaceus Aktivitit gegeniiber Gly-Arg-pNA detektiert. Die verantwortliche
Peptidase sollte isoliert und biochemisch charakterisiert werden, um mit dem Enzym gezielt
L-Arginyl-Dipeptide zu generieren. AuBBerdem konnte das Screening nach interessanten Pep-

tidasen unter Verwendung der Substrate Gly-Arg- und Bz-Arg-pNA weiter ausgedehnt werden.

Es wurden salzgeschmacksverstiarkende Hydrolysate mit den peptidasereichen Kulturiiberstinden
des Gfr und Tve hergestellt. In weiteren Arbeiten sollten die Peptidasegemische weiter analysiert
werden, da zumindest fiir Gfr nicht alle enthaltenen Peptidasen in dieser Arbeit sequenziert wur-
den. Neben der Sequenzierung konnten Spaltstellenanalysen genutzt werden, um die Peptidasen

zu bestimmen, welche zur Generierung salzgeschmacksverstiarkender Peptide wichtig sind.

Fiir weiterfithrende Arbeiten wire die Isolierung von Peptidasen aus den vielversprechenden Ge-

mischen (Gfr und Tve) denkbar, um einzelne Aktivititen geschickt zu kombinieren oder zeitlich

verzogert zu nutzen. Alternativ konnten die Aktivititen der Peptidasegemische durch Anderungen

des pH-Werts und der Temperatur wihrend der Hydrolyse geregelt werden. Durch die Reaktions-
bedingungen konnte z. B. zunéchst eine unspezifische Vorhydrolyse mit sauren AO1 Peptidasen
und anschlieBend eine gezielte Freisetzung kleinerer Peptide durch die Tripeptidyl-Peptidase des

Tve begilinstigt werden.

In einem Machbarkeitsnachweis wurden salzgeschmacksverstirkende L-Arginyl-Dipeptide mit
basidiomycetischen Peptidasegemischen freigesetzt. Um hohere Gehalte an L-Arginyl-Dipeptide
freizusetzen, konnten weitere Arginin-reichere Substrate erprobt werden, beispielweise Protamin.
SchlieBlich hatte besonders das Substrat groen Einfluss auf die Bildung der Zielpeptide. Durch
vorherige Hitze-Denaturierung der Substrate sollten die erreichten Freisetzungen mit dem Argi-
nin-Gehalt korrelieren. Eine Optimierung der Ausbeuten durch Variation der Hydrolyseparameter

wie pH-Wert, Temperatur, Inkubationszeit und Enzym/Substrat-Verhiltnis sollte realisierbar sein.
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Der salzgeschmacksverstiarkende Effekt von L-Arginyl-Dipeptiden sollte in Abhédngigkeit von des-
sen Konzentration untersucht werden. In der Literatur gibt es bereits erste Hinweise dafiir, dass
erhohte Konzentrationen zu einem intensiveren Salzgeschmack fithren. Gewonnene Erkenntnisse
wiirden die richtige Dosierung der Peptide in Lebensmitteln ermdglichen. Auflerdem konnte das

Potenzial von L-Arginyl-Dipeptiden zur Salzreduktion besser abgeschitzt werden.

Diese Arbeit verweist auf die Existenz weiterer salzgeschmackverstiarkender Peptide. Thre Identi-

fizierung konnte durch eine mehrstufige aktivitédtsorientierte Reinigung der Hydrolyseprodukte in

Kombination mit LC-MS/MS-Experimenten erfolgen.

In welcher Form die basidiomycetischen Peptidasen zur Bildung salzgeschmacksverstiarkender
Peptide Anwendung in der Lebensmittelindustrie finden konnten, ist noch offen. Es besteht die
Option, die Zielmolekiile wihrend der Lebensmittelverarbeitung zu generieren. Aullerdem ist es
denkbar, salzgeschmacksverstiarkende Peptide zu erzeugen und diese Lebensmitteln zuzusetzen.
Beide Strategien sollten abgewogen und untersucht werden. Besonders im Bereich der Késeher-
stellung ist allerdings der Zusatz von Peptiden oder Enzymen auf dem deutschen Markt stark
reglementiert. Die vielversprechendste Anwendungsmoglichkeit ist derzeit in dem Zusatz von
Peptiden zu Frisch- und Schmelzkise zu sehen, fiir die weniger Beschriankungen der Inhaltstoffe
gelten. Applikationsstudien in diesen Késeprodukten sollten folgen. Dabei ist neben dem Ge-
schmack auch die Stabilitdt der salzgeschmacksverstiarkenden Peptide unter den gegebenen Be-

dingungen zu iiberpriifen.

Unter Umstidnden wird es notig sein, storende Proteine und Peptide aus den Hydrolysaten abzu-
trennen, um Nebengeschmicke zu reduzieren. In dieser Arbeit wurde Adstringenz und ein siifler
Geschmack durch nicht hydrolysiertes Lysozym beobachtet, welches mittels Ultrafiltration ent-
fernt werden konnte. Die Trennung kleinerer Peptide in einem auch industriell realisierbaren Maf3-
stab ist dagegen eine groere Herausforderung. Dafiir sind verschiedene Strategien moglich wie
die Bindung von (z. B. bitteren) Peptiden an aktivierten Kohlenstoff, mehrstufige Reinigungen
durch Fliissigchromatografie oder Membranadsorption. Die simultane Produktion und Fraktionie-
rung der Zielpeptide ist in einem Membranreaktor in Verbindung mit der Chromatografie oder

durch die Elektrodialyse in Kombination mit Ultrafiltrationseinheiten denkbar.

Diese Arbeit befasst sich mit der Proteinhydrolyse zur Erzeugung salzgeschmackverstirkender

Peptide. Dennoch soll ein kurzer Ausblick dariiber hinaus gegeben werden. Fiir Tve wurden zwei



Ausblick 98

prolylspezifische Peptidasen sequenziert und fiir Gfr und Per wurde prolylspezifische Aktivitéit

mit pNA-Substraten detektiert. Prolyl-Peptidasen haben vielfiltige Einsatzmoglichkeiten in der
Pharmazie und Lebensmittelindustrie. Daher konnten sich weitere Arbeiten mit der Isolierung und
biochemischen Charakterisierung dieser Peptidasen befassen. Auflerdem konnten die affinitits-

chromatografisch isolierten Aspartatpeptidasen von Gfr, Pch und Psan auf ihr Potenzial zur Milch-

Dicklegung tiberpriift werden.
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7  Anhang

7.1 Affinitiitschromatografische Reinigung

Jeweils eine 36 kDa-Peptidase aus Gfr, Pch und Psan wurde in einer zweistufigen Reinigung aus
Affinitdtschromatografie und GréBenausschlusschromatografie isoliert. Die Reinigung wurde u. a.
mit semi-nativer PAGE belegt. Abbildung 7.1 zeigt Proben vor der Reinigung, nach der Affini-
tatschromatografie und nach der Gréenausschlusschromatografie. Die Ergebnisse der Identifizie-

rung sind Tabelle 7.1 zu entnehmen.
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Abbildung 7.1: Die semi-native PAGE zeigt die Reinigung einer 36 kDa-Peptidase aus Gfr, Pch und Psan.
M — Marker, S — Startprobe / Kulturiiberstand, DB — Durchbruch der Affinititschromatografie, E — Elutionsfraktion /

Probe nach dem jeweiligen Reinigungsschritt.
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Tabelle 7.1: Identifizierung der affinitdtschromatografisch gereinigten Peptidasen von Gfr, Pch und Psan.

Probe Mascot Gefundene Peptide Identifizierung

Pilz MW [kDa]* Score Homologie zu AC No.*! GI*2 Pilz MW [kDa]*?

Gfr 36 181 FTGSITYTSLTK, Aspartatpeptidase AO1 ABB73030 82408362  P. chrysosporium 41,9
FYSVFDTTNKR, AT-
GATLDNNTGLLR

Pch 36 593 FTGSITYTSLTK, Aspartatpeptidase A01 ABB73030 82408362  P. chrysosporium 41,9
LGLATTPFTTATTN,
ATGATLDNNTGLLR,
FYSVFDTTNKR

Psan 36 615 LASSGSELYLGGTDSK  Aspartatpeptidase AO1 ~ XP_008034243 636606217 T. versicolor 43,5

* Angabe der molekularen Masse in der semi-nativen PAGE verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatsdchlichen mole-

kularen Massen der Proteine. *! Accession number, ¥ gene identifier, ** berechnete molekulare Masse.
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7.2  Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden

7.2.1 Berechnung der maximalen Ausbeuten an L-Arginyl-Dipeptiden

Zur Bestimmung der maximalen Ausbeuten einzelner L-Arginyl-Dipeptide aus den Modellsub-
straten Lysozym und Casein wurden die Aminosduresequenzen von Lysozym, a-S1-, a-S2-, B-
und k-Casein analysiert. Die Sequenzen wurden jeweils ohne ihr Signalpeptid einbezogen und sind
zusammen mit ihren Molekiilmassen nachfolgend aufgefiihrt. Aus den Molekiilmassen ergibt sich
die Stoffmenge des Substrates pro eingesetztem Gramm (fiir Lysozym 69,9 ymol g'!). Anhand der
Aminosduresequenz wurden die N- bzw. C-terminal des Arginins vorliegenden Aminosduren und
die somit moglichen Arginyl-Dipeptide ermittelt. Die maximal erreichbaren Stoffmengen der
Dipeptide pro Gramm Substrat wurde berechnet, indem die Haufigkeit jedes Dipeptids in der Ami-
nosiuresequenz mit der Stoffmenge des Substrats pro Gramm multipliziert wurde. Beispielsweise
kommt die Sequenz SR zweimal im Lysozym vor und demnach sind 139,8 umol g

(2 x 69,9 umol g'') maximal freisetzbar.

Die maximale Ausbeute aller L-Arginyl-Dipeptide entspricht der Hiufigkeit des Arginins in der
Aminoséduresequenz des Substrats multipliziert mit dessen Stoffmenge pro Gramm (fiir Lysozym

11 x 69,9 umol g = 768,9 umol g!).

Es war zu beriicksichtigen, dass Casein ein Stoffgemisch darstellt. Das Verhiltnis von 42,5 %
a-S1-, 11,1 % a-S2-, 34,1 % B- und 12,3 % k-Casein wurde ausgehend von der Zusammensetzung

des Gesamtproteins der Milch gewihlt (Belitz et al., 2007).



123

Lysozym des Haushuhns Gallus gallus:

MRSLLILVLC FLPLAALGKV FGRCELAAAM KRHGLDNYRG YSLGNWVCVA KFESNENTQA
TNRNTDGSTD FGILQINSRW WCNDGRTPGS RNLCNIPCSA LLSSDITASV NCAKKIVSDG

NGMNAWVAWR NRCKGTDVQA
Molekiilmasse 14313,14 Da

WIRGCRL

Caseine des Hausrinds Bos taurus:

> o-S1-Casein

MKLLILTCLV AVALARPKHP
SESTEDQAME DIKQMEAEST
VPOQLEIVPNS AEERLHSMKE
YVPLGTQYTD APSESDIPNP

Molekiilmasse 22974,87 Da

> a-S2-Casein

MKFFIFTCLL AVALAKNTME
NANEEEYSIG SSSEESAEVA
LNPWDQVKRN AVPITPTLNR
KISQRYQKFA LPQYLKTVYQ

Molekiilmasse 24348,55 Da

> B-Casein

MKVLILACLV ALALARELEE
QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP
HKEMPFPKYP VEPFTESQSL
SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM

Molekiilmasse 23583,99 Da

> k-Casein

MMKSFFLVVT ILALTLPFLG

IKHQGLPQEV
SSSEEIVPNS
GIHAQQKEPM
IGSENSEKTT

HVSSSEESII
TEEVKITVDD
EQLSTSEENS
HOKAMKPWIQ

LNVPGEIVES
IPNSLPQONIP
TLTDVENLHL
PIQAFLLYQE

AQEQNQEQPT

LNYYQQOKPVA LINNQFLPYP
HPHLSFMAIP PKKNQDKTET
NTVQVTSTAV

Molekiilmasse 18974,42 Da

Unterstrichene Buchstaben

YYAKPAAVRS
PTINTIASGE

grau hinterlegt
Molekiilmassen

LNENLLREFEV
VEQKHIQKED
IGVNQELAYF
MPLW

SQETYKQEKN
KHYQKALNET
KKTVDMESTE
PKTKVIPYVR

LSSSEESITR
PLTQTPVVVP
PLPLLQSWMH
PVLGPVRGPF

RCEKDERFF'S
PAQILQWQVL
PTSTPTTEAV

— Signalsequenz
— Aminosdure Arginin

APFPEVFEFGKE
VPSERYLGYL
YPELFRQFYOQ

MAINPSKENL
NQFYQKFPQY
VFTKKTKLTE
YL

INKKIEKFQS
PFLQPEVMGV
QPHQPLPPTV
PIIV

DKIAKYIPIQ
SNTVPAKSCQ
ESTVATLEDS

— berechnet ohne Signalpeptid

KVNELSKDIG
EQLLRLKKYK
LDAYPSGAWY

CSTFCKEVVR
LOYLYQGPIV
EEKNRLNFLK

EEQQQTEDEL
SKVKEAMAPK
MEFPPQOSVLSL

YVLSRYPSYG
AQPTTMARHP
PEVIESPPETI
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7.2.2 Enzymatische Freisetzung von L-Arginyl-Dipeptiden

Die aus Erbsen-, Reis-, Sojaproteinen und Gelatine freigesetzten L-Arginyl-Dipeptide wurden ein-

zeln quantifiziert (Abbildung 7.2). Die Freisetzung nach 24-stiindiger Hydrolyse stellt die Diffe-

renz der Werte nach 0 und 24 Stunden dar.
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Abbildung 7.2: Freisetzung einzelner L-Arginyl-Dipeptide aus Erbsen- (A), Reis- (B), Sojaproteinen (C) oder
Gelatine (D) nach 24-stiindiger Hydrolyse mit Peptidasen von Gfr, Pch, Per, Sco und Tve. Effekt auf den Salz-

geschmack nach Schindler et al. (2011): verstirkend, inhibierend, keine Veridnderung (-), Effekt nicht bestimmt (x) .

7.3 Identifizierung von Peptidasen

Die nach der IEX identifizierten Peptidasen wurden bereits in Tabelle 3.10 dargestellt. Tabelle
7.2 umfasst zusitzliche Informationen wie gene indentifiers und die gefundenen Peptide. Tabelle

7.3 fasst die Ergebnisse der Identifizierungen nach der IEF (fiir Tve) zusammen.



Tabelle 7.2: Nach der IEX identifizierte Peptidasen der genutzten Peptidasegemische von Gfr, Pch, Per, Posf, Sco und Tve.

Probe Mascot Gefundene Peptide Identifizierung
Pilz MW [kDa]* | Score Homologie zu AC No.*! GI*2 Pilz MW [kDa]*?
Gfr 30-35 427 VILDTGSSNLWVPSVK, YDSSSSSTYK, Aspartatpeptidase A0O1 EJF61236 395328846 D. squalens 44
EPGLAFAFGK, KAYWEVELEK, AYWEVELEK,
SWNGQYTVDCAK
36 181 FYAVFDTANSR Aspartatpeptidase AO1 EJF59364 395326960 D. squalens 40
80 270 AVIVHGLADYILIAEGTR Serinpeptidase S10 KII83375 749758274 P. crispa 57
36 150 NAGTFSYVR, IFGAGHEVPAYK, NSRPNLET- Serinpeptidase S10 EIN08494 390599097  P. strigosozonata 53
VINAGVR
30 338 VCNGFAQLGAR, GLFNPNGR, Serinpeptidase S53 CDO69591 691795651 T. cinnabarina 66
GWDPVTGVGTPNFGK
Pch 35 1621 YVTTSTSK, SSGFSGVDGILGIGPVDLTEGTVS- Aspartatpeptidase AO1 ABB73030 82408362  P. chrysosporium 42
GLSTVPTVTDNLFK, FTGSITYTSLTK, YQKAT-
GATLDNNTGLLR, ATGATLDNNTGLLR,
FYSVFDTTNK, FYSVFDTTNKR, RLGLATTPFT-
TATTN, LGLATTPFTTATTN
35 1984 FRPDLK, SLANNLCNAYAQLGAR, GWDPVT- Serinpeptidase S53 ABB73029 82408360  P. chrysosporium 58

GLGTPNFAALK, AAKGWDPVTGLGTPNFAALK,

GWDPVTGLGTPNFAALKAAAGYV, GTSILFAS-
GDGGVSGGQSQSCTK, ATQSSNTLGVSG-
FIDQFANQADLTTFLNR

* Molekulare Massen in der semi-nativen PAGE, verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatséchlichen molekularen Massen

der Proteine. *! Accession number, *? gene identifier, *> berechnete molekulare Masse.
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Probe Mascot Gefundene Peptide Identifizierung
Pilz MW [kDa]* | Score Homologie zu AC No.*! GI*2 Pilz MW [kDa]*?
Per 32 517 YTQTSTSTR, SATGAVNDANTGLLR, FYSVFDT-  Aspartatpeptidase A0O1 KDQ31153 646310010 P. ostreatus 43
TNR, FYSVFDTTNRR, RVGFATTANTHSTVN,
VGFATTANTHSTVN
27 170 ATFVGCSATR, GGTLIHESSHFTR Peptidyl-Lys Me- P81055 3122615 P. ostreatus 18
tallopeptidase M35
36 249 DGALENDIIVHENTHGITNR, THPYSTSATVN- Fungalysin M36 KDQ24160 646303011 P. ostreatus 62
PLR, DAWIQADVNR, FGGANSCTLWR,
GLGVGAANHR
36 110 ASALTGEEFLGR, IQAVPVSPESFQSR, KAL- Metallopeptidase KDQ30770 646309627 P. ostreatus 39
PEAWR
75 194 LHAQGITGAGIK, RGTCTFVQK, TLFETTAQR, Serinpeptidase SO8 CAG25549 46193755 P. ostreatus 93
GTQQFTVR, TYTLR, FTLAPGK, LAFGSPK
100-150 370 MFAGNLPVQR, RDASVFLNDKR, DAS- Serinpeptidase S10 KDQ26706 646305560 P ostreatus 72
VFLNDKR
32 309 GSTILFSSGDSGVGGGDCR, AYPDLSAQANR, Serinpeptidase S53 KDQ26836 646305690 P. ostreatus 63
AGWDPATGLGTPDFAK
Posf 60 120 ATFVGCSATR, GGTLIHESSHFTR Peptidyl-Lys Me- P81055 3122615 P. ostreatus 18
tallopeptidase M35
60 1061 SVNLIAVK, APSAITVGASTITDTR, SLSLKGVLS-  Serinpeptidase S08 ACR25273 237868680 P. ostreatus 39

GIPSGTLNDLAHHA, GVLSGIPSGTLNDLAHHA

* Molekulare Massen in der semi-nativen PAGE, verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatsdchlichen molekularen Massen

der Proteine. *! Accession number, *? gene identifier, *> berechnete molekulare Masse.



Probe Mascot Gefundene Peptide Identifizierung
Pilz MW [kDa]* | Score Homologie zu AC No.*! GI*2 Pilz MW [kDa]*?
Sco 18 282 FSAVASESDSSR Peptidyl-Lys Me- XP_003037751 302696145 S. commune 36
tallopeptidase M35
30-32 201 AQYTSSCTSTYR Peptidyl-Lys Me- XP_003035465 302691572 S. commune 37
tallopeptidase M35
30-32 106 ILAANNYQGSR, DTIDKLDFTK Metallopeptidase MH ~ XP_003032752 302686144 S. commune 42
Tve 25-30 496 SKYTAASSSTSVKK, YTAASSSTSVKK, LASS- Aspartatpeptidase A0l EIW62808 392569635 T. versicolor 44
GSELYLGGTDSK
50-75 109 STTFVQGSR, SGTDTVTVGGVAAK Aspartatpeptidase AO1 EIW63301 392570128 T. versicolor 41
25-30 621 ETYVGCSTSQK, SALTTAAPNALTYATNAK, Peptidyl-Lys Me- XP_008032702 636603135 T. versicolor 37
SYLTANTAATTR, AGTLIHESSHFTK tallopeptidase M35
30-45 170 ASYLVLPITK, YGFTEAAFNFQTNNFGK, Metallopeptidase M36 EIW51569 392558381 T. versicolor 64
MFLWDLTSPQR, SHPYSTSATVNPLR
50-75 452 YWLSDR, QSAPAACITQVER, TIDEVDR, TIDE- Serinpeptidase S28 EIW65216 392572044 T. versicolor 58
VDRLITSPNAK, LAYDPGEHFQVPPEPD-
VEAVNK, LITSPNAK, ATDLSQTWR,
LITQDYASLICK, LGGYSIAYDR, ADTTLRPFK
50-75 266 YYGLSNPFPDLSVK, FHTIQQAIDDLEYFAK, Serinpeptidase S28 EIW61562 392568388 T. versicolor 58

NTKEIDSIK, LVQPAYDER, EATLAADGTNFR

* Molekulare Massen in der semi-nativen PAGE, verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatsdchlichen molekularen Massen

der Proteine. *!' Accession number, *? gene identifier, ** berechnete molekulare Masse.
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Probe

Pilz

MW [kDa]*

Mascot

Score

Gefundene Peptide

Identifizierung

Homologie zu

AC No.*!

GI*?

Pilz

MW [kDa]*?

Tve

75

25-30

25-30

30-40

1784

110

865

822

TFVPPADALACMK, QNVLDVVSR, SPAPFQDST-
TNIR, VLAIEGVDPYAYAVK, IAETQSGNYLD-
LGVR, VNSAFSSYR, SFILPDKK, SLGS-
FQNPGFQSTNR, SSSDNYMSPPSSR,
VINGQTFVESQR, FLDVCPFSVDLPEDPPFDPSK,
IALFGGKPGLATQFK, GMAGNQVLEWF-
DIDSEIK, TANLKDDPLAPPDLLVSGDEFR, IAYS-
FLDETLPIEYR, SELPHFR, FAYTADTY-
NNPQNLWTFAAK

TLAPGTYK, AIPDVAAQADLFR

LANQLCNAYAQLGAR, AGWDPVTGLGTPN-
FAK, GTSILFASGDGGVAGSQTSSCTK,
LLTAVGL

NSLGVAGYLEEFANR, ADLQTFFSR, TDA-
VGGTFTTVR, VGSVGGTSASSPTFAGVIAL-
LNDFR

Serinpeptidase S41

Tripeptidyl-Peptidase
A S53
Serinpeptidase S53

Serinpeptidase S53

XP_008043737

EIW61376

EIW61051

EIW59803

636625205

392568202

392567876

392566627

T. versicolor

T. versicolor

T. versicolor

T. versicolor

72

66

58

63

* Molekulare Massen in der semi-nativen PAGE, verglichen mit einem denaturierten Marker. Die Angaben entsprechen nicht zwingend den tatsdchlichen molekularen Massen

der Proteine. *!' Accession number, *? gene identifier, ** berechnete molekulare Masse.



Tabelle 7.3: Identifizierte Peptidasen nach der analytischen IEF der extrazelluléren Proteine von Tve.

Probe Masot-

Pilz plI* Score

Peptide Identifizierung

Homologie zu

AC No. *!

GI*2 Pilz

pI*?

Tve 7,6 748

7,6 280

5,3-6,5 233

4,2-6,5 202

ASYLVLPITK, LVLPITK, EVLTQGF, EV- Metallopeptidase M36
LTQGFQTVVD, STAPTTTANVNAAR, TAPT-

TTANVNAAR, VNAFYIVN, VNAFYIVNSIH-

DITYK, VTVSVQDSAGTDNAD, FSTPPDGQS-

GAMR, MFLWDLTSPQR, DGALEN-

DIVSHENTHGLTNR, VIADSAGIR, SHPYST-

SATVNPLR, TDPTGTAGNV VFLHLFI-

DALSLQPCNPTFLTAR, PTFLTAR, DA-

WIQADANR, GLGVNAASHNDNTAVPSGC,

AASHNDNTAVPSGC

ATVPTSCNTVITPACLR, ADLQTFFSR, FRT-  Serinpeptidase S53
DAVGGTFTTVR, TDAVGGTFTTVR, IYYST-

GGSPPFK, PSYQSTAVSTFLTK, AQGQGFQ,

PVTGLGTPDFGK, LQALIG

ETYVGCSTSQK, SYLTANTAATTR, AGTLI-  Metallopeptidase M35
HESSHFTK, SALTTAAPNALTYATNAK

NLGQTSPR, LCSGTTVASR, NSFIASSFSEGR,  Metallopeptidase M35
SYFGTTSTSTVR, SVLSAVANENSSSR

EIW51569

EIW59803

392558381 T. versicolor

392566627 T. versicolor

XP_008032702 392570915 T. versicolor

EIW62196

392569022 T. versicolor

5,2

5,0

5.4

5,1

* Angabe eines Bereichs in dem Proteine aus der IEF ausgeschnitten wurden. *! Accession number, ** gene identifier, *> aus der Aminosiuresequenz berechneter pl.

130



131

Lebenslauf

Lebenslauf

PERSONLICHE DATEN
Name, Vorname

Geburtsdatum, -ort

SCHULBILDUNG
1993 — 1997
1997 — 1999

Sept. 1999 — Juni 2006

STUDIUM

Okt. 2006 — Jan. 2010

Okt. 2009 — Mai 2012

Harth, Lisa
18.06.1987, Achim

Grundschule Amtmann-Schroter-Schule
Orientierungsstufe Lilienthal

Gymnasium Lilienthal, Abitur

Bachelor Life Science (B. Sc.)

Bachelorarbeit am Institut fiir Lebensmittelchemie der Leibniz Uni-
versitdt Hannover (LUH)

Thema: ,,Praparative Schiumung zur Reinigung einer Glutaminase
aus dem Basidiomyceten Flammulina velutipes*

Master Life Science (M. Sc.)

Masterarbeit am Institut fiir Lebensmittelchemie der LUH
Thema: ,,Screening nach Hydrolasen aus Basidiomyceten und deren
Reinigung und Charakterisierung*

STUDIENBEGLEITENDE TATIGKEITEN

Feb. 2010 — Nov. 2010

WEITERER WERDEGANG

Juni 2012 — Nov. 2012

Dez. 2012 — Dez. 2015

Studentische Hilfskraft am Institut fiir Lebensmittelchemie der LUH

Wissenschaftliche Hilfskraft
am Institut fiir Lebensmittelchemie der LUH

Waissenschaftliche Mitarbeiterin
am Institut fiir Lebensmittelchemie der LUH



Liste der wissenschaftlichen Publikationen

Posterprisentation:

Harth, L.; Krah, U.; Linke, D.; Krings, U.; Hofmann, T.; Berger, R. G.: Release of Salt Taste
Enhancing Peptides from Milk and Egg White Proteins by Peptidases of Basidiomycota. 34™ In-
ternational Symposium on the Separation of Proteins, Peptides and Polynucleotides, Wiirzburg,

05.-07. November 2014



