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Ausgangssituation:

In den letzten Jahren wurden in Industrie und
Forschung Stammsammlungen aufgebaut, die
derzeit mangels klarer Auswahlkriterien und
schneller Bewertungsmethoden ungenutzt blei-
ben. Zudem erfordert die von der EFSA vorge-
schlagene ,Qualified Presumption of Safety
(QPS)” eine konkrete Wissensbasis fir Starter-
kulturen (Taxonomie, Abwesenheit des Potenzi-
als unerwinschter Wirkungen auf den Men-
schen, Kenntnis der Wirkung in der industriellen
Anwendung und letztliche Verwendung - hier
lebend im Produkt). Dem gegeniber steht ein
wachsender Anspruch der Wirtschaft an die Fa-
higkeit von Starterkulturen, Verbindungen mit
technofunktionellen und sensorisch erwiinschten
Eigenschaften zu bilden unter gleichzeitiger Re-
duktion unerwilinschter Metabolite bzw. bioge-
ner Amine. Die molekulare Sensorik, die Be-
stimmung der Genomsequenz von > 20
Lactobacillus-Species und der Fortschritt bei der
Durchfiihrung metabolischer Analysen erlauben

eine umfassende Bewertung von Starterorga-
nismen. Ein Test auf An- bzw. Abwesenheit von
Leitgenen ermdéglicht eine schnelle Auswahl und
Bewertung von Stdmmen. Dies ist allerdings
bisher nur fir Milchsaurebakterien in der Milch-
wirtschaft etabliert.

Die Rohwurstreifung ist ein komplexes Gesche-
hen, in dem endogene Fleischenzyme und die
eingesetzten Starterkulturen eine wichtige Rolle
hinsichtlich hygienischer Sicherheit, Textur-,
Farb-, Geschmack- und Aromabildung spielen.
Im Besonderen sind die pH-Absenkung durch die
Milchsaurebakterien sowie die Lipolyse und Pro-
teolyse mit ihren Folgereaktionen fir diese Ei-
genschaften bestimmend. Hinsichtlich Sicherheit
und Aromabildung ist der Metabolismus von
Peptiden und Aminosduren von besonderer Be-
deutung, da die Bildung toxikologisch bedenkli-
cher biogener Amine und sensorisch bedeutsa-
mer Substanzen aus denselben Vorstufen
erfolgt. Neben den endogenen Fleischenzymen
sind fakultativ heterofermentative Milchsaure-
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bakterien, z. B. Lactobacillus-Arten wie L. sakei,
L. curvatus oder L. plantarum, Pediococcus-
Arten wie P. pentosaceus sowie die Staphy-
lococcus-Arten S. carnosus und S. xylosus be-
teiligt.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, die Vor-
aussetzungen zu schaffen, um die Auswahl von
Starterorganismen fir die Rohwurstreifung ent-
lang ihres genetischen Potenzials mittels PCR-
Reaktionen zu erleichtern und zu beschleunigen.

Forschungsergebnis:

Stamme von L. sakei wurden in Modellsyste-
men, Rohwurstfermentationen im LabormafRstab
und im Rahmen der industriellen Eigenleistungen
im groRBeren technischen Maldstab eingesetzt
und flichtige, sowie darin enthaltene aromarele-
vante Metabolite bestimmt. Es wurde eine gro-
RBere Zahl von Organismen metabolisch und ge-
netisch  untersucht als dies urspringlich
vorgesehen war. In Abstimmung mit dem Pro-
jektbegleitenden  Ausschuss wurden auch
Stadmme von Lactobacillus curvatus vergleichend
in die genetischen Untersuchungen und Modell-
fermentationen einbezogen. Darlber hinaus
wurde in mehreren Rohwurstchargen zuséatzlich
zu Lactobacillus sakei auch Staphylococcus
carnosus eingesetzt. Die Ergebnisse aus den
Modellen waren denjenigen in Rohwurstfermen-
tationen vergleichbar.

Metabolische Untersuchungen: Dipeptidsubstra-
te waren nach kurzer Zeit nicht mehr im Puffer
nachweisbar. Tetrapeptide wurden hingegen
zwar teilweise abgebaut, sie waren nach der
Fermentationszeit jedoch noch in groReren Men-
gen in den Suspensionen vorhanden. Die Kon-
zentration an freien Aminosauren stieg an, es
konnte jedoch nicht die zugesetzte Menge an
Aminosaure-Substraten gefunden werden. In
beiden Fallen flOhrte der Peptidabbau- und
Transport nicht zu einer im gleichen Ausmal}
vermehrten Bildung der fir die Qualitdt von
Rohwirsten relevanten Metabolite. In Anséatzen
mit Zusatz freier Aminosduren kam es zu einem
geringfiigigen Abbau dieser. Somit ist anzuneh-
men, dass die Peptide nach dem Transport in die
Zelle vermutlich nur teilweise zu den Aminoséau-
ren hydrolysiert werden, der Rest aber Uber an-
dere Stoffwechselwege metabolisiert wird. In
einigen Versuchen wurden Unterschiede zwi-
schen den drei verwendeten Stdmmen L. sakei
bezliglich der Metabolisierung der Substrate und
aufgrund der Stellung der Aminosauren innerhalb
der Peptide beobachtet. AulRerdem konnte fest-
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gestellt werden, dass alle L. sakei-Stamme die
groBten Metabolitmengen in dem Ansatz mit
Zusatz freier Aminosauren produzieren, obwohl
sie diese schlechter aufnehmen als Peptide.

Durch den Zusatz der Aminosauren konnte in
Modellsystemen keine Steigerung der zugehori-
gen flichtigen Alkohole, Aldehyde und S&uren
beobachtet werden. Durch die Zugabe der a-
Ketosauren hingegen konnten die gebildeten
Menge von den aromaintensiven Sauren
2-Methylpropansaure, 2-Methylbuttersdure und
3-Methylbuttersdure erheblich gesteigert wer-
den.

Auch Stressbedingungen, wie sie in der Roh-
wurst auftreten, beeinflussen Wachstumsverhal-
ten und Metabolitbildung der Starterorganismen.
Untersucht wurde der Einfluss von Stressfakto-
ren wie 8 % Salz, 0,125 % Nitrit, pH 5,5 und
Manganmangel. Unter Salzstress zeigte sich,
dass sowohl die Metabolite aus dem Aminoséau-
restoffwechsel, Fettstoffwechsel als auch aus
dem Zuckerstoffwechsel in verminderter Menge
gebildet wurden. Dies deutet darauf hin, dass
die Laktobazillen unter Salzstress ihren Metabo-
lismus weitestgehend einstellen. Unter Nit-
ritstress wurde eine gréRBere Anzahl von
Thioverbindungen gebildet, die allerdings eher
chemischen als biologischen Ursprungs zu sein
scheinen. Bei einem pH von 5,5 wurden die
aromarelevanten Alkohole 1-Hexanol, 1-Hep-
tanol und 1-Nonanol vermehrt gebildet. Bei Man-
ganmangel wurde mehr 3-Methyl-1-Butanol-
Acetat, 3-Methyl-1-Butanol und 3-Hydroxy-2-
Butanon gebildet. 3-Methyl-1-Butanol-Acetat
und 3-Methyl-1-Butanol stammen aus dem Leu-
cinabbau, wahrend 3-Hydroxy-2-Butanon beim
anaeroben Glucoseabbau gebildet wird.

Biogene Amine: Zur Quantifizierung der in der
Rohwurst enthaltenen biogenen Amine wurden
eine Methode etabliert, die es ermdglicht, die bi-
ogenen Amine Isobutylamin, 2- und 3-Methyl-
butylamin, 3-(Methyl)thiopropylamin, 2-Phenyl-
ethylamin, Tyramin, Tryptamin, Histamin,
Putrescin, Cadaverin, Ethanolamin, S-Alanin,
y-Aminobuttersaure, Spermin und Spermidin zu
quantifizieren. Die Methode beruht auf einer
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse nach Deriva-
tisierung der Amine mit Benzoylchlorid und an-
schlieRender LC-MS-MS-Bestimmung. Hierfir
wurden isotopenmarkierte Standards syntheti-
siert. Fir die meisten Amine ist ein signifikanter
Konzentrationsanstieg im Laufe des Reifungs-
prozesses zu beobachten. Diese Bildung wird
hauptséachlich in den ersten 2 Wochen beobach-
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tet. Die Tyraminkonzentration stieg um den Fak-
tor 15 im Vergleich zu Tag O auf Gber 100
mg/kg an. Da die eingesetzten Stdmme keine
Fahigkeit zur Tyraminbildung besitzen, werden
diese wahrscheinlich durch die autochtone
Fleischflora gebildet.

Aromastoffe: Die enthaltenen Aromastoffe wur-
den mit Methoden der molekularen Sensorik
identifiziert und quantifiziert. Mit dem hdchsten
FD-Faktor von 4.096 wurden die schweil3ig rie-
chende 2- und 3- Methylbuttersadure, die nach
Bienenwachs riechende Phenylessigsaure und
das Vanillin detektiert. Einen FD-Faktor von
2.048 hatten das nach Geranie riechende Z-1,5-
Octadien-3-on, das rauchig-siR riechende 2-
Methoxyphenol und das wirzig-maggiartig rie-
chende Sotolon. Das fakalisch riechende 3-Me-
thylindol, die ranzig riechende Buttersdure und
das metallisch riechende trans-4,5-Epoxy-(E)-2-
decenal wurden ebenfalls noch in Verdlinnungen
Uber 256 wahrgenommen. Ein Grof3teil der Aro-
mastoffe war in allen untersuchten Rohwdrsten
zu finden.

Die Konzentrationen der quantifizierten Aro-
mastoffe erstreckten sich Uber einen weiten
Konzentrationsbereich, dominiert von Essigséure
mit einem Gehalt von 1,05 g/kg. Die Sauren 2-
und 3 Methylbuttersdure, Buttersdure und Phe-
nylessigsdure sind die Aromastoffe mit den
nachsthéchsten Konzentrationen. Diese kommen
in Konzentrationen im Milligramm-Bereich vor.
Mit Konzentrationen Uber 100 ug/kg sind der
blumig riechende Phenylacetaldehyd, Pinen,
Myrcen und 4-Methylphenol enthalten. Die ge-
ringsten Konzentrationen wurden fir das Z-1,5-
Octadien-3-on, das 2,6-Dimethylphenol und das
2,3-Diethyl-5-methoxypyrazin ermittelt. Durch
Rekombinationsversuche wurde Uberprift, ob
eine Mischung der quantifizierten Aromastoffe
das typische Aroma der Rohwurst wiedergeben
konnte.

Das Rekombinat setzte sich aus 23 Aromastof-
fen zusammen. Anhand der zu Beginn der Un-
tersuchungen ermittelten Deskriptoren verglich
das geschulte, fiinfzehnkoépfige Sensorik-Panel
die Modellmischung mit der fein aufgeschnitte-
nen Rohwurst. Die vergleichende Aromapro-
filanalyse zeigte, dass die Aromaqualitaten nur
geringe Abweichungen zwischen Orginal und
Rekombinat aufwiesen, wobei ein Matrixeffekt
nur eine geringe Rolle spielte.

Leitgene: Entlang dieser Untersuchungen wur-
den Leitgene identifiziert, die fir die Qualitat der
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Rohwurst von Bedeutung sind. Diese umfassen
Gene, die an der Bildung biogener Amine betei-
ligt. Beteiligt sind, ebenso wie zwei vermutliche
Aminotransferasegene (aspD, arc7) und Gene
des Peptidtransports (oppABCDF, dtpt, opt), die
bei allen Stdmmen (L. curvatus und L. sakei),
gefunden wurden. Im Genom von L. sakei
subsp. sakei 23 K (TMW 1.1322) fehlen jedoch
wichtige SchllUsselgene, die fir die Aromabil-
dung als bedeutsam angesehen werden kénnen.
So sind z. B. keine Gene fiir Aminotransferasen
annotiert, die spezifisch verzweigtkettigte oder
aromatische Aminosauren zu ihren jeweiligen
a-Ketoséuren transaminieren kdnnen. Dies wur-
de durch PCR-Screenings auch fir weitere 51
L. sakei-Stamme bestatigt. Die Abwesenheit
dieser Gene deckt sich mit dem in metaboli-
schen Untersuchungen festgestellten limitierten
Potenzial zur Aromal(vorstufen)bildung. Durch
heterologe Expression von Aminotransferasen
aus L. paracasei, S. carnosus und Enterococcus
faecalis in L. sakei konnte gezeigt werden, dass
diese limitierend fir die Bildung von Aromastof-
fen und -vorstufen aus Aminoséduren sind bzw.
dass Bakterienstamme mit ausgepragter Amino-
transferaseaktivitat gute Kanditaten fir die Bil-
dung einer Vielfalt von Aromastoffen sind.

Die Ziele des Vorhabens wurden damit nicht nur
erreicht, sondern hinsichtlich der untersuchten
Vielfalt an Stdmmen und der dadurch verbesser-
ten Aussagekraft der Ergebnisse sogar Ubertrof-
fen. Grundsatzlich zeigte sich, dass das metabo-
lische Potenzial von L. sakei zur Bildung von
Aromastoffen aus Peptiden und Aminosauren
wenig differenziert und durch die stark limitierte
Fahigkeit zur Transaminierung eingeschrankt ist.
Interessierte Unternehmen kdénnen sich deswe-
gen bei der Auswahl von Stdmmen von L. sakei
zunachst auf deren Wettbewerbskraft im
Fleischsystem und die Vermeidung zur Fahigkeit
von biogenen Aminen konzentrieren. Fir die
schnelle, sichere Bewertung dieser Stamme
wurden PCR-Primersets entwickelt. Wechselwir-
kungen mit anderen Starterorganismen, Stress-
faktoren und Prozessparameter kénnen die Bil-
dung flichtiger Metabolite jedoch beeinflussen.
Ein Teil dieser Aspekte wird im Rahmen des IGF-
Vorhabens AiF 16608 N weiter untersucht.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Das Aroma fermentierter Lebensmittel sowie die
gesundheitliche Unbedenklichkeit stehen fir
Hersteller und Verbraucher an oberster Stelle.
Fermentierte Fleischwaren gehéren dabei zu den
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sensorisch  attraktivsten Lebensmitteln, die
gleichzeitig eine hohe Wertschopfung ermdégli-
chen. Die Bildung von Verbindungen, die diese
Eigenschaften auf molekularer Ebene bestim-
men, hangt neben dem verwendeten Rohmateri-
al von der verwendeten Starterkultur und den
Fermentationsbedingungen ab. Die Unternehmen
der Fleischwarenindustrie weisen Uberwiegend
mittelstdndischen Charakter auf. Von den ca.
700 produzierenden Unternehmen gehdéren 400
zu den kleinen und mittelstdndischen Unterneh-
men. Die fleischverarbeitende Industrie in
Deutschland hat einen Jahresumsatz von ca. 15
Mrd. € mit Wachstumsraten im zweistelligen Be-
reich und ca. 80.000 Beschaftigten.

Die Ergebnisse aus diesem Projekt erlauben eine
effektive Auswahl sicherer Organismen gemalR
QPS-Kriterien sowie die Entwicklung neuer und
die Sicherung bestehender, sensorisch attrakti-
ver Fleischwaren in groRer Vielfalt. Das Potenzi-
al neuer Stamme kann Uber einen einfachen
PCR-Test auf An- bzw. Abwesenheit der ermit-
telten Leitgene ermittelt werden. Diese fir
Stamme der Milchindustrie erfolgreich etablierte
Methode wird durch das Projekt fir Starterorga-
nismen der fleischverarbeitenden Industrie ver-
fagbar. Die Verwendung von Stammen, die bio-
gene Amine oder Fehlaromastoffe bilden, kann
ausgeschlossen werden. Dadurch kénnen Unter-
nehmen, die Starterkulturen produzieren, ebenso
wie Lebensmittelhersteller entsprechende EFSA-
Richtlinien einhalten. Die Qualitat fermentierter
Fleischwaren wird entsprechend der wachsen-
den Verbraucheranspriiche gesichert und die
groRe Ressource einer Vielfalt bisher ungenutz-
ter Organismen erschlossen, die in einem Scree-
ning gezielt auf gewiinschte Eigenschaften un-
tersucht werden kénnen.
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