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1. Einleitung

1.1 Pseudocerealien und ihre Eigenschaften

Glutenfreie Pseudocerealien wie Amaranth, Buchweizen und Quinoa gelangen in
jungster Zeit als Lebensmittel vermehrt in den Mittelpunkt des weltweiten Interesses.
Brot oder Broterzeugnisse welche teilweise oder vollstandig aus Pseudocerealien
hergestellt werden, sind neben ihren erndhrungsphysiologischen Eigenschaften
sowie aufgrund ihrer Potentiale, neue Aromakomponenten im Lebensmittel zu
kreieren, von Bedeutung. Sie zeichnen sich durch die nicht zdliakietoxischen
Eigenschaften der Prolamine als Ersatznahrungsmittel fur Zdliakiepatienten aus. Im
Vergleich zu Weizen, Roggen, Hafer und Gerste haben MaTuz et al. (2000) keine
Reaktionen der Prolaminfraktion von Amaranth gegeniber Hasen Anti-Gliadin
(Weizen) Antikorper analysieren kénnen. Dies konnte durch andere Studien bestétigt
werden. Durch das Fehlen von Gluten weisen sie jedoch keine Klebereigenschaften
im Teig auf und das Ausbilden eines viskoelastischen dreidimensionalen Netzwerkes
im Teig und somit im spateren Gebackstiick ist nicht gegeben. Als Geriistsubstanz
fur glutenfreie volumindse Backwaren wird daher stets glutenfreie Starke im Brotteig

mitgefuhrt.

Pseudocerealien sind aus botanischer Sicht zweikeimblattrige Pflanzen und
unterscheiden sich aufgrund dessen von den echten, zur Gruppe der einkeim-
blattrige Pflanzen gehdrenden, Cerealien. Die Produktion von starkereichen Kdérnern
ist ebenso gegeben. Strukturell und chemisch gesehen ahnelt das Endosperm dem
des Cerealienkornes, das aus einer nicht aus Starke bestehende Aleuronschicht und
groRen starkehaltigen Zellen, welche den meisten Anteil des Endosperms

ausmachen, besteht.

Amaranthkoérner sind runde, linsenférmige, einen Millimeter kleine Samen. Weltweit
sind Uber 60 Amaranth Spezies bekannt. Bei der bekanntesten Spezies handelt es
sich um Amaranthus caudatus L. (syn. edulis Spegazzini), Amaranthus cruentus L.
(syn. paniculatus L.) und Amaranthus hypochondriacus (SCHOENLECHNER et al.,

2008). Besonders der aus Mexiko stammende Amaranthus hypochondriacus (SiLvA-
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SANCHEZ, 2008) ist aufgrund seines hohen erndhrungsphysiologischen N&hrwertes
ein interessantes Nahrungsmittel. Insbesondere ist damit der Proteingehalt von
Bedeutung, der mit einem Anteil von 8,9 bis 16,5% héher liegt als bei Buchweizen
und Quinoa. Der Proteingehalt und die Aminosaurenzusammensetzung sind stark
abhangig vom jeweiligen Genotyp und von den Wachstumsbedingungen (SCHOEN-
LECHNER et al., 2008). Der Gehalt an essentiellen Aminosauren bei Amaranth ist
auffallend hoch. Lysin, Methionin, Arginin und Tryptophan wurden im Vergleich zu
anderen Cerealien in grol3eren Mengen gefunden (MATUZ et al., 2000; GORINSTEIN et
al., 2002). Die Aminosaurenzusammensetzung von Amaranth entspricht in etwa den
Anforderungen, welche von der WHO/FAO (OLUSEGUN, 1983) vorgeschrieben wer-
den und ist demnach wertvoll fir die menschliche Erndhrung. Die Proteinqualitat
hangt einerseits von der Aminosaurenzusammensetzung ab, andererseits von der
Bioverfugbarkeit der Proteine. Diese ist fur Pseudocerealien weitaus grof3er als fur
konventionelle Cerealien (74,2% fur Amaranth Vollkornmehl) (BEjosaNo und CORKE,
1998). Amaranth ist reich an Vitaminen, Mineralstoffen und besonders an Kalzium,
Magnesium, Eisen, Kalium und Zink (GAMEL et al., 2006; BECKER et al., 1981). Der
Mineralstoffgehalt (Asche) ist im Amaranth doppelt so hoch als in anderen Cerealien.
Der Fettgehalt, insbesondere der Gehalt an ungesattigten Fettsauren, ist um 2-3-mal
hoher als bei herkdmmlichen Cerealien.

Die Starke im Amaranth ist im Vergleich zur Starke aus konventionellem Getreide
unterschiedlich. Im Amaranth stellt sie die Hauptkomponente an Kohlenhydraten dar
(55%), ist jedoch in kleineren Mengen als in Cerealien vorhanden (SCHOENLECHNER
et al., 2008). Weiter ist Amaranthstarke nicht im Endosperm sondern im Perisperm
lokalisiert. Amaranthkérner weisen zusatzlich geringe Mengen resistenter Starke auf.
GONzALEZ et al., 2007 haben einen Gehalt von 0,65% im Korn analysiert. Bei der
Extrusion und durch Erhitzen steigt der Gehalt an, wahrend er durch Kochen und
Aufpoppen eher sinkt (GAMEL et al., 2005). Resistente Stéarke ist, &hnlich wie
Ballaststoffe, fur menschliche Darmenzyme nicht spaltbar und gelangt unverdaut in
den Darm, wo sie von Bakterien fermentiert wird. lhr werden gesundheitsférdernde
Eigenschaften, wie eine blutfettsenkende Wirkung und die Verminderung des Risikos
an Darmkrebs zu erkranken, zugeschrieben. Mono- und Disaccharide kdnnen im

Amaranth nur in geringen Mengen gefunden werden (1,84-2,17 g/100 g, GAMEL et
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al., 2006). Saccharose konnte als das vorherrschende Kohlenhydrat im Korn ana-
lysiert werden (0,58-0,75 g/100 g). In geringeren Mengen sind andere Kohlen-
hydrate wie Galaktose und Glukose (0,34-0,42 g/100 g), Fruktose (0,12-0,17 g/100
g), Maltose (0,24-0,28 g/100 g), Raffinose (0,39-0,48 g/100 g), Stachyose (0,15-0,13
g/100 g) und Inositol (0,02-0,04 g/100 g) vorhanden (GAMEL et al., 2006; vgl. auch
BECKER et al., 1981). Beziglich dem Gehalt an Ballaststoffen liegen die Werte fir
Amaranth im Bereich der Cerealien (19,5-27,5% A. cruentus und 33,1-49,3%
A. hypochondriacus; BRESSANI et al., 1990).

1.2  Die Krankheit Zoliakie — Definition, Vorkommen und Therapie

Unter Zoliakie wird eine immunologische Erkrankung verstanden, welche durch mit
der Nahrung aufgenommenes Gluten ausgelost wird (HURTADO-VALENZUELA et al.,
2008). Es handelt sich um eine chronische gastrointestinale Entztndung, die
ausschliel3lich durch den lebenslangen Verzicht auf Gluten behandelt werden kann
(GREEN und CELLIER, 2007; LESTER, 2008). Der Codex Alimentarius definiert Gluten
als eine Proteinfraktion von Weizen, Roggen, Gerste und Hafer oder deren Kreuz-
ungen und Derivate, auf die manche Menschen intolerant reagieren und welche in
Wasser und 0,5 M NaCl unléslich sind (CoDEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2008).
Diese Definition ist &hnlich zur Festlegung der FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA;
2007): ,Die Proteine, welche naturlicher Weise in Weizen, Roggen, Gerste und deren
Kreuzungen vorkommen und welche nachteilige Gesundheitsauswirkungen fur
Zoliakiepatienten hervorrufen kdnnen“. Heutzutage ist quer durch alle Bevolkerungs-
schichten etwa 1-2% der Weltbevolkerung von dieser Krankheit betroffen (GREEN
und CELLIER, 2007; RODRIGO, 2006). In genetisch isolierteren Landern, wie z. B.
Nordirland, Finnland oder Sardinien, soll eine starkere Inzidenz vorliegen (MAkI et al.,
2003). In Nordamerika scheint die Krankheit weniger verbreitet zu sein als in Europa.
Grunde dafiir kdnnten protektivere Umweltfaktoren in den USA sein, da Amerikaner
und Europaer weitestgehend einen gemeinsamen genetischen Hintergrund haben
(FAsaNO et al., 2003). Zdliakie ist nicht nur in entwickelten Landern zu finden, sie

nimmt ebenso in Landern der Dritten Welt, wie Nordafrika (Bpioui et al., 2006), dem
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mittleren Osten (SHAHBAZKHANI et al., 2003) und Indien (SoobD et al., 2006) zu. Oft
manifestiert sich Zoliakie schon in der frihen Kindheit und die hohe Kinder-
sterblichkeit in Entwicklungslander kann auf die Unvertraglichkeit des Glutens

zuruckgefuhrt werden.

Glutenproteine sind aufgrund ihres hohen Prolingehaltes sehr resistent gegen
proteolytische Degradation im Gastrointenstinaltrakt, da den Magen- und Pankreas-
enzymen post-prolinspaltende Aktivitat fehlt (CATAssI und FAsANO, 2008). Die
Ursachen der Krankheit sind noch weitgehend unklar, werden aber in erster Linie auf
genetische Faktoren zurtickgefuihrt. Typische Syndrome der Krankheit sind
chronische Diarrhd, Gewichtsverlust, Ausdehnung des Unterleibs und Symptome mit
Auswirkungen auf verschiedene Organe. Durch die verminderte Nahrstoffaufnahme
aufgrund der entziindeten Darmzotten kommt es vermehrt zu Osteoporose, da im
Korper Kalziummangel herrscht. FAsaANO und CATAssI (2001) haben aufgrund
undiagnostizierter Féalle von Zoliakie ein erhohtes Risiko fir Unfruchtbarkeit,
Osteoporose und Krebs feststellen kénnen. Sehr oft bleibt die Krankheit unerkannt.
Dies resultiert aus dem Fehlen typischer Symptome, und sie kann nur durch

serologische Prifverfahren erkannt werden.

Da glutenhaltige Lebensmittel, wie Brot und Nudeln, in vielen Teilen der Welt zu
Grundnahrungsmitteln gehoren, ist es eine Herausforderung fur zéliakiebetroffene
Menschen, lebenslang auf Gluten zu verzichten. Als Grundnahrungsmittel tragen
diese einerseits dazu bei, den Energiebedarf der Menschen zu decken, und stellen
zusatzlich ein Genussmittel dar, welches einen Teil unserer Kultur ausmacht. In
vielen hochverarbeiteten Lebensmitteln ist ,verstecktes® Gluten enthalten. Als
Stabilisator oder als Bindemittel dienende Weizenproteine oder mit Gluten verun-
reinigte Weizenstarke konnen zur Glutentoxizitdt eines Produktes beitragen. Bei-
spiele hierfur sind Suppen, SofRRen, Wurst- und Kasewaren oder auch Vitamin-
praparate. In einigen Biersorten ist ebenfalls Gluten enthalten. Aufgrund dieser
beschrankten Lebensmittelauswahl ist es fur die Betroffenen sehr schwierig ein
normales Leben zu fuhren. Auf Weizen, Gerste und Roggen sollte lebenslang ver-
zichtet werden. Ob dies ebenso auf Hafer zutrifft ist noch nicht vollstédndig geklart.

Klinische Studien haben mit wenigen Ausnahmen ergeben, dass eine dauerhafte
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Aufnahme von Hafer keine Schadigungen beziglich Zoéliakie bei Kindern und
Erwachsenen hervorruft (HABousl et al., 2006). Viele auf dem Markt erhaltliche
Haferprodukte sind jedoch mit glutenhaltigen Cerealien kreuzkontaminiert und sollten
aufgrund dessen von Erkrankten gemieden werden. Alternativ zu diesen Produkten
konnen Amaranth, Buchweizen, Hirse, Reis und Mais ohne Bedenken verzehrt
werden. In Reformh&usern, und vereinzelt auch in Supermarkten, werden speziell fur
Zoliakiepatienten glutenfreie Nahrungsmittel angeboten. Zoéliakievereinigungen ge-
ben als Unterstitzung der betroffenen Bevolkerung jahrlich Daten Uber verarbeitete

Lebensmittel heraus, welche als glutenfrei einzustufen sind.

1.3  Sauerteig — Eigenschaften, Typisierung und Milc  hs&aurebakterien

Sauerteig besteht aus Mehl und Wasser und kann mit Milchsaurebakterien (MSB),
die ihren Ursprung aus der autochthonen Mikrobioflora der Kérner, den Teigzutaten
oder der Umwelt haben (DE VuysT und VANCANNEYT, 2007), spontan fermentiert
werden. Die Verwendung von Sauerteig als natirlicher Starter eines Géarprozesses
ist einer der altesten biotechnologischen Ablaufe zur Fermentation von Lebensmitteln
(ROCKEN und VoYsEYy, 1995). Sauerteig wird als natirlich und additivfrei angesehen
und hat eine Vielzahl weiterer positiver Effekte. Weizen- und Roggensauerteige
verbessern die sensorischen Eigenschaften von Broterzeugnissen, die Textur und
vermindern zusatzlich Brotverderb (HAMMES et al., 1996). Sie tragen zur Verbes-
serung der Brotstruktur, des Geschmacks, des Nahrwertes und der Haltbarkeit von
Brot und Broterzeugnissen bei. Insbesondere wird beispielsweise durch die Teig-
sauerung das Brotvolumen erhoht, das Gashaltevermdgen des Teiges gesteigert
sowie der Geschmack von Vollkorn- und faserreichem Brot verbessert. Weiter wird
die Retrogradation, also das Altbackenwerden von Brot und Broterzeugnissen, durch
das Verlangsamen des Abbaus der Starkemolekule bestimmt (CROWLEY et al., 2002).
Besonders bei den meist auf Starke basierenden glutenfreien Broterzeugnissen ist
aufgrund des Fehlens von Gluten das Retrogradieren schneller gegeben als bei
herkdbmmlichen Produkten (MooORE, 2005). Weiter kénnen diese beziglich Ge-

schmackseindruck und Mundgefuhl nicht Gberzeugen (GALLAGHER et al., 2004) und
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sind von sehr niederer Qualitdt. Sauerteige aus Amaranth verleihen den Brot-
erzeugnissen einen charakteristischen qualitatsverbessernden Geschmackseindruck
und steigern neben Texturverbesserungen den ernahrungsphysiologischen Beitrag.
Amaranthsauerteige sichern zudem, durch die Verwendung bei der Brotherstellung
von konventionellen Backwaren aus Weizen- oder Roggenmehl, die Erzeugung

neuartiger Brotarten und -aromen.

Nach BOCKER et al. (1995) und De VuysT und NEYSENS (2005) kann eine Typisierung
dreier Varianten von Sauerteig vorgenommen werden: Typ-lI-Sauerteige werden
taglich neu angefrischt, um die darin befindlichen MSB aktiv und lebensfahig zu
halten und eine hohe metabolische Aktivitdt zu gewahrleisten. Die Fermentation
findet bei Temperaturen von 20-30C statt und der E nd-pH-Wert befindet sich bei
etwa pH 4,0 (GoBBeTTI et al., 2008). Beispiele hierfur sind die traditionelle Dreistufen-
fuhrung bei Roggensauerteig und die Herstellung von San Francisco Sourdough
French Bread und Panettone bei Weizensauerteig. Mit dieser Art der Sauerteig-
fuhrung kann ein Brot ohne Hefezusatz hergestellt werden (BRANDT, 2001). Typ-lI-
Sauerteige werden hauptséchlich verwendet um einen hohen Sauregrad zu erzielen
und dienen als Teigsduerungsmittel. Die gewtinschte pH-Wert-Absenkung soll durch
sie gewahrleistet werden, eine Triebleistung ist hier nicht erforderlich. Um den
Prozess zu beschleunigen, wird zwei bis funf Tage bei Uber 30T fermentiert. Nach
24 h sind die pH-Werte unter 3,5 (HAMMES und GANzLE, 1998). Die Mikroorganismen
befinden sich dann in der stationaren Phase und haben eine eingeschrénkte
metabolische Aktivitat. Typ-lll-Sauerteige sind getrocknete, meist aus Typ-II-Sauer-
teigen hergestellte, Sauerteige. Sie dienen in erster Linie als Zusatzstoff in Form
eines Teigsauerungsmittels und als Aromatrdger im Teig. Zusatzlich zu dieser
Typisierung ist eine weitere Variante des Sauerteiges bekannt, die im Weizenbereich
oft angewandt wird. Die Vorteigfuhrungen, und somit der Zusatz von Backhefe
(Saccharomyces cerevisiae) und anschlieBender 3-24stindiger Fermentation, wer-
den als Typ-0-Sauerteige bezeichnet. In der Praxis sind neben diesen Klassifika-
tionen weitere Ausfuhrungen in der Anwendung von Sauerteigen in Handwerks-

betrieben und in der industriellen Sauerteigfertigung bekannt (GoBBeTT!I et al., 2005).
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Die Mikrobiota von konventionellen Sauerteigen besteht aus einem Zusammenspiel
von MSB und Hefen. Die urspringliche Mikroflora der Kdrner, und dementsprechend
des Mehles, ist von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst. In erster Linie ist sie vom
Klima (Temperatur und Luftfeuchtigkeit) des jeweiligen Anbaulandes, den Lager-
bedingungen, dem Insektenbefall und dem Einsatz von Fungiziden abhangig (DE
VuYsT und NEYSENS, 2005). Eine Vielzahl von Parametern hat einen Einfluss auf die
letztendliche Zusammensetzung eines Sauerteiges. So sind endogene Faktoren wie
die chemische und die enzymatische Zusammensetzung, sowie exogene Faktoren
wie Temperatur, Redoxpotential, Teigausbeute (TA) und Fermentationsdauer, mal3-
geblich an der Zusammensetzung der Sauerteige beteiligt (HAMMES und GANZLE,
1998). Im reifen Sauerteig herrschen MSB in Keimzahlen von etwa 108 KbE g™ vor,
wahrend Hefen in deutlich geringerer Anzahl vorhanden sind. Es wurden bisher Gber
50 verschiedene Spezies an MSB in Sauerteigen identifiziert, wobei der Genus
Lactobacillus am haufigsten auftritt (HAMMES und GANzLE, 1998; VOGEL et al., 1999).
Reprasentative Genera an Sauerteig-MSB sind zusatzlich Leuconostoc, Pediococcus
und Weissella (DE VUYST und VANCANNEYT, 2007). MSB, welche typischerweise im
Roggensauerteig vorkommen, sind Lactobacillus plantarum (SCHEIRLINCK et al.,
2008; CoRrseTTI et al., 2001), L. acidophilus, L. fermentum, L. alimentarius (CORSETTI
et al., 2001), L. amylovorus (MOORE et al., 2007), L. curvatus (FAsANO et al., 2003),
L. brevis, L. sakei (DE ANGELIS et al., 2002), L. sanfransiscensis (DE ANGELIS et al.,
2002; CoRrsETTI et al., 2001), L. pontis (SCHEIRLINCK et al., 2008), L. paralimentarius
(Cal et al., 1999; ScHEIRLINCK et al., 2008) und Pediococcus pentosaceus (GEREZ et
al., 2006). In kommerziell erhaltlichen Roggensauerteigstartern werden Stamme von
L. plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. paralimentarius und L. sanfranciscensis als
Einzelstamme oder in Kombination verwendet (VOGELMANN et al., 2009). In Ab-
hangigkeit der Sauerteigfihrung variiert die Zusammensetzung an obligat und
fakultativ heterofermentativen MSB im Teig. Nach GANzLE (2006b) sind Beispiele fur
homofermentative und fakultativ heterofermentative MSB P. pentosaceus, L. sakei,
L. plantarum, L. alimentarius und L. acidophilus. Zu den obligat heterofermentativen
MSB zéhlen L. sanfranciscensis, L. brevis, L. pontis, L. reuteri und L. fermentum. In
Typ-I-Sauerteigen werden hauptsachlich L. brevis, L. fermentum, L. paralimentarius,

L. plantarum, L. pontis und besonders L. sanfranciscensis, als ein Schlissel-
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bakterium im Sauerteig, isoliert (GoBBETTI und CORSETTI, 1997). Typ-ll-Sauerteige
werden Uberwiegend von L. brevis, L. fermentum, L. frumenti, L. pontis, L. panis und

L. reuteri charakterisiert (DE VUYST und VANCANNEYT, 2007).

Glukose Pentosen
Fruktose-1-6-bP Glukose-6-P
2 NADH
l [Aldolase] , NAD+§1
2 Triose-3-P Xylulose 5-P + CO, Xylose 5-P
2 ADP — Ty e [Phosphoketolase]....... — T
2ATP §l Triose-3-P Acetyl-P Triose-3-P Acetyl-P
ADP ADP
2 Pyruvat ATP§ ’ 2 NADH? ATP > v ADP
Pyruvat . Pyruvat
l y | 2 NAD y l ATP ?
2 Laktat Laktat Ethanol Laktat Acetat
homofermentative

heterofermentative Milchsduregéarung

Milchsauregérung

Abbildung 1. Ubersicht tiber den Kohlenhydratstoffwechsel homo- und heterofermentativer MSB
nach KANDLER (1983). NAD" und NADH: oxidiertes und reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid;
ADP und ATP: Adenosyldi- und triphosphat.

Verschiedenartige Kombinationen der Starterkulturen resultieren in einer Variation
der Sauerteigsauerung und der Entwicklung des pH-Wertes wahrend des Fermen-
tationsprozesses (SPICHER, 1984). Die verminderten pH-Werte im Sauerteig resul-
tieren aus der Produktion von Laktat und Acetat das von den vorherrschenden MSB
wahrend der Fermentation gebildet wird. Zusatzlich wurde die Bildung von Ethanol,
Bakteriozinen, Exopolysacchariden, Aromakomponenten und Enzymen wahrend

Sauerteigfermentationen beobachtet (LEROY und DE VuysT, 2004). Das fur die MSB
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im Sauerteig verfugbare Substrat beeinflusst die Produktion der Stoffwechsel-
produkte Laktat und Acetat und spielt eine wesentliche Rolle bei der Aromabildung.
Im Vergleich zu Roggen- und Weizenmehlen unterscheidet sich Amaranth wesentlich
in seiner Substratzusammensetzung (siehe Kapitel 1.1). Beim Abbau von Hexosen
oder Pentosen verwenden MSB zwei Stoffwechselwege. Den Emden-Meyerhof-
Parnas-Weg und den Pentose-Posphat-Weg (GANzLE, 2006b; Abbildung 1).
Homofermentative MSB verwerten Hexosen wie Glukose Uber den Embden-
Meyerhof-Parnas-Weg (Glykolyse) zu Laktat. Obligat homofermentative MSB kénnen
keine Pentosen verwerten. Fakultativ heterofermentative MSB vergaren Hexosen
Uber die homofermentative Milchsauregarung, Pentosen werden jedoch Uber den
Pentose-Phosphat-Weg zu Laktat und Acetat abgebaut. Obligat heterofermentative
MSB verwerten Hexosen nach dem Pentose-Phosphat-Weg zu Laktat, Ethanol und
CO..

1.4  Problemstellung und Zielsetzung der wissenschaf tlichen Arbeit

Aufgrund der sich steigernden Nachfrage nach glutenfreien Nahrungsmitteln hat
besonders die lebensmittelproduzierende Industrie ein Interesse daran, dem
Verbraucher solche Nahrungsmittel zu bieten, und sich dadurch in neuen Bereichen
auf dem Markt zu bewegen (vgl. auch REeVEs, 2006). Ein groRes Augenmerk liegt
auf der Verbesserung von Geschmack und Textur von Backwaren aus Pseudo-
cerealien, da die Qualitdt bisher erhdltlicher glutenfreier Produkte denen konven-
tioneller Produkte nicht im Geringsten ahnelt. Durch die Entwicklung eines flr
Pseudocerealien geeigneten Sauerteiges wuirde ein wesentlicher Beitrag zur
Verbesserung der Brotqualitéat geleistet werden. Insbesondere kleine und mittlere
Unternehmen (KmU) kénnten durch das Vertreiben solcher neuartiger Sauerteige
oder den damit hergestellten glutenfreien Endprodukten profitieren. Mittels ziel-
gruppenorientiertem Herstellen bedarfsgerechter Produkte ware ein Abheben von

industriellen GroRRbackereien moglich.

Das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war es, die in spontan fermentierten
Amaranthsauerteigen vorherrschenden MSB-Stamme der autochthonen Mikroflora
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zu isolieren. Diese sollten molekularbiologisch Uber Sequenzierung ihrer 16S rDNA
und einer dadurch moglichen Spezieszuordnung identifiziert werden. Weiter sollte
mittels Randomly Amplified Polymorphic Desoxyribonucleic acid Polymerase Chain
Reaction (RAPD-PCR) die Charakterisierung der isolierten Stamme auf Stammes-
ebene durchgefiihrt werden. In weiteren Fermentationsexperimenten sollte die
Eignung ausgewahlter Isolate als Starterkulturen fir Fermentationen in Amaranth
geprift werden. Dabei sollten Untersuchungen der Fermentationsparameter der
inokulierten Teige innerhalb der ersten 24 Stunden im Mittelpunkt stehen. Aufgrund
gewinschter wettbewerbsfahiger Eigenschaften der potentiellen Starterkulturen
sollten Versuche gegeniber der mehleigenen Mikroflora im Teig durchgefihrt
werden. Nach dem Heranwachsen der autochthonen Flora sollten ausgewahlte
Stamme mit dieser konkurrieren. Weiter sollten in Abhéangigkeit verschiedener
Fermentationstemperaturen ausgewahlte Stamme fermentiert werden und der
Einfluss auf pH-Wert, Sauregrad und MSB-Keimzahlen wahrend der Fermentation
bestimmt werden. Die wahrend den Fermentationen gezogenen und bei -20C
tiefgefrorenen Teigproben sollten einer High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)-Analyse unterzogen werden und somit die im Teig vorhandenen Metabolite
wie Kohlenhydrate, organische Sauren, Mannitol und Ethanol analysiert werden. Es
sollte ein kommerzieller api®-Test angewendet werden, um einen Uberblick tiber die
Verwertung von 49 Kohlenhydraten der Stamme zu bekommen. Ein weiteres Ziel war
es, die ausgewahlten Stamme mit kommerziell verfigbaren Sauerteigstartern zu
vergleichen. Daflur sollten Fermentationen mit einer handelstblichen Mehrstamm-
sauerteigstarterkultur fir Reis und einer Einzelstarterkultur fir Roggen/Weizen fur
24 h durchgefiuihrt werden. Es sollten die Fermentationsparameter pH-Wert,
Sauregrad und MSB-Keimzahlen verglichen werden und aufgrund dessen

Ruckschlisse auf eine industrielle Verwendung gezogen werden.



2. Material und Methoden 23

2. Material und Methoden

2.1 Kultivierungsbedingungen

Zur Isolierung von Milchsaurebakterien (MSB) wurde festes mMRS-5-Medium
verwendet. Die Inkubation erfolgte fur 48 h bei 30°C unter kontrollierter Atmosphare
(88% N3, 10% CO3, 2% 0O,). Fur die Anzucht der MSB kam flissiges mMRS-5-
Medium zum Einsatz mit einer aeroben Inkubationszeit von 16 bzw. 24 h bei 30TC.

Um Hefen und Schimmelpilzen zu isolieren wurde festes YGC-Medium verwendet.
Es wurde fur 24 bis 48 h aerob bei 30T inkubiert. Zur Anzucht von Hefen und
Schimmelpilzen wurde flissiges YGC-Medium verwendet. Die Inkubation erfolgte
aerob fur 16 h bei 30TC.

Fur die Isolierung und Kultivierung von Enterobakteriaceen wurde ENDO-Agar
verwendet. Es wurde aerob fur 24 bis 48 h bei 30T inkubiert. Die Sterilisation aller
Medien erfolgte bei 121C, 1 bar und 20 min.

2.2 Maedien

MMRS-5-Medium (modifiziertes de Man-Rogosa-Sharp-5), StoLz (1995)

Casein-Pepton (Trypton) 10g
Fleischextrakt 59
Hefeextrakt 59
Glukose 10g
Maltose 10g
Fruktose 59
Tween 80° 1g
K2HPO,4 x 3 H,0 2,64
KH,PO, 49
Cystein-HCI 0,59

MgSQO,4 x 7 H20O 0,19
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MnSO,4 x 1 H,O 0,05 g
Vitaminstammldsung 1 ml
entionisiertes Wasser ad 1000 ml

pH 5,8£0,1 (mit 1 M HCI eingestellt)

Zur Herstellung fester Medien wurden 20 g I Agar-Agar zugegeben. Zur selektiven
Keimzahlbestimmung der MSB aus Teigen wurden dem Medium 0,025 g I Brom-
kresolgriin, 0,1 g Cycloheximid (Actidion®) und 5 g Na-Acetat [C,H3NaO, x 3 H,0]

zugesetzt.

Vitaminstammldsung fir mMRS-5-Medium

Thiamin 10 mg Cobalamin 10 mg
Panthothensaure 10 mg Niacinamid 10 mg
Pyridoxal 10 mg Folsaure 10 mg
entionisiertes Wasser ad 50 ml

pH 5,84£0,1 (mit 1 M HCI eingestellt); Sterilfiltration: Porengréf3e 0,2 um

YGC-Medium (Yeast-Glucose-Chloramphenicol) , MEROTH et al. (2003a)

Glukose 20¢
Hefeextrakt 50
entionisiertes Wasser ad 1000 ml

pH 6,6£0,1 (mit 1 M HCI eingestellt)

Es wurden 15 g I Agar-Agar zur Herstellung fester Medien zugegeben. Zur selek-
tiven Hefenbestimmung aus Teigen wurden dem Medium 0,025 g I Bromkresolgriin
sowie 0,1 g I'* Chloramphenicol zugesetzt.

ENDO-Agar (Laktose-Fuchsin-Sulfit-Agar)

Fertigmedium (Merck, 1.04044) 399
entionisiertes Wasser ad 1000 ml
pH 7,2-7,6 (mit 1 M HCI eingestellt)
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2.3 Puffer und Losungen
PBS-Puffer (0,9% NaCl; pH 7,4)

NacCl

KCI

Na;HPO,4 % 2 H,0

KH>PO,

entionisiertes Wasser

pH 7,4£0,1 (mit 1 M HCI eingestellt)

TAE-Puffer (50-fach konzentriert; pH 8,0)

Tris-HCI

EDTA

entionisiertes Wasser

pH 8,0+0,1 (mit 1 M Eisessig eingestellt)

STE-Puffer (1-fach konzentriert; pH 8,0)

Tris (2 M; pH 8,0)

EDTA (0,1 M; pH 8,0)

Saccharose

entionisiertes Wasser

pH 8,0+£0,1 (mit 1 M HCI eingestellt)

Lysispuffer

Lysing Enzymes von

Trichoderma harzianum (Sigma, L1412)
Lyticase (Sigma, L2524)

STE-Puffer (1-fach konzentriert; pH 8,0)

8,18 g
0,29

1,42 g
0,245 ¢

ad 1000 ml

242 g
37,29
ad 800 ml

69

1,869
679

ad 1000 ml

40 mg
20 mg
ad 1 mi

Anwendung fur die DNA-Isolierung mittels Phenol-Chloroform-Methode aus Schim-

melpilzen siehe Kapitel 2.6.2.
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Physiologische NaCl-Trypton-Lésung  (pH 8,0)

NaCl 8,59
Casein-Pepton (Trypton) 1lg
entionisiertes Wasser ad 1000 ml

pH 5,94£0,1 (mit 1 M HCI eingestellt)
SDS-Losung (20%, w/v)

Natrium-Dodecylsulfat 200 g

entionisiertes Wasser ad 1000 ml
Natrium-Acetat-Lésung (3 M; pH 5,2)

Natriumacetat 400,8 g
entionisiertes Wasser ad 1000 ml
pH 5,2 (mit 1 M HCI eingestellt)

Tris-HCI-Lésung (10 mM; pH 8,0)

Tris/HCI 1219
entionisiertes Wasser ad 1000 ml
pH 8,0 (mit 1 M HCI eingestellt)

2.4 Herstellung von Amaranthmehl

Amaranthkérner aus Indien (Alnatura® Produktions- und Handels GmbH, Al), Peru
(Alnatura® Produktions- und Handels GmbH, AP; Neuform VDR e. G., NP; Davert
GmbH, DP), Mexiko (Allos GmbH, AM) und Deutschland (St. Josefgut, SG) wurden zu
Vollkornmehl auf einer Retsch-Getreidemihle vermahlen (ZM100; Retsch, Haan,
Deutschland). Die Lochgrol3e des Siebes betrug 0,5 mm. Es erfolgte vor dem
Mahlvorgang eine Reinigung der Mihle mit 70%igem Ethanol. Anschliel3end wurde

das Mehl in sterilen luftdichten Plastikdosen bis zum Gebrauch bei 4T gelagert.
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2.5 Spontane Sauerteigfermentationen mit Amaranth

Die Sauerteige wurden in sterilen 1-Liter Plastikdosen mit einer Teigausbeute
[(Teigmasse / Mehlmasse) x 100] von 200 (TA 200) bereitet. Der Feuchtegehalt des
Mehles wurde auf einem Sartorius Moisture Analyser (Sartorius AG, Goéttingen,
Deutschland) anhand der ICC-Standard-Methode 110/1 mit einer Dreifachbestimmung
ermittelt. Die genaue Mehlmenge wurde mit der Feuchtekorrekturformel bestimmt als:

[100-(Feuchte Soll)] / [100-(Feuchte Ist)] x g Mehl = eingesetzte Mehlmenge (Q)

Der Variable ,Feuchte Soll* entsprechen 14%, da eine Standardisierung des Feuchte-
gehalts des Amaranthmehles vorgenommen wurde. Die genaue Einwaage fur das auf
30T erwarmte Leitungswasser wurde aus der Differenz des Gesamtgewichtes des
Teiges und der eingesetzten Mehlmenge errechnet. Die berechnete Mehl- und
Leitungswassermenge (jeweils ca. 200 g) wurde mit Hilfe eines Haushaltshandruhr-
gerates bis zur vollstdandigen Homogenisierung des Teiges vermengt (ca. 1 min). Bei
30T wurde der Teig in einem Wasserbad 24 h fermentiert und anschlieRend propa-
giert. 40 g des reifen Sauerteiges wurden hierfir mit ca. 180 g Amaranthmehl und ca.
180 g auf 30C erwarmtes Leitungswasser (genaue Einwaage: siehe Feuchte-
korrekturformel) gemischt und zu einem neuen Teig verarbeitet, welcher weitere 24 h
fermentiert wurde. Es wurde tber 10 Tage mit taglichem Propagieren fermentiert. Bei
jedem Propagationsschritt wurden Proben fir die pH-Wert-Bestimmung, die Bestim-
mung des Sauregrades, die MSB-Keimzahlen und fir die HPLC-Analysen gezogen.
Der pH-Wert und der Sauregrad wurden mit dem TitroLine alpha (Schott AG, Mainz,
Deutschland) bestimmt. Der pH-Wert trifft eine Aussage lber die H'-lonen-
Konzentration und gibt die Saurestarke an, wahrend der Sauregrad die Menge an
0,1 M NaOH in ml angibt, die notwendig ist, um einen pH-Wert von 8,5 zu erreichen.
Dieser trifft eine Aussage uber freie Sauren und die Saurekonzentration im Teig. Fur
die Bestimmung des Sauregrades wurden 10 g des reifen Sauerteiges mit 100 ml
demineralisiertem Wasser gemischt und bis zum End-pH-Wert (8,5) titriert. Um MSB
und Hefen im Teig zu bestimmen wurde 1 g des Teiges mit 9 ml steriler physio-
logsicher NaCl-Trypton-Lésung suspendiert, eine dezimale Verdinnungsreihe erstellt

und in einer Doppelbestimmung auf mMMRS-5- und YGC-Agar ausplattiert. Anschlies-
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end wurde bei 30T fir 48 h anaerob unter kontrolli erter Atmosphéare (MMRS-5) und
bei 30C fur 24 bis 48 h aerob (YGC) inkubiert (sie he Kapitel 2.1). 50 g des reifen

Sauerteiges wurden bei -20<C fur weitere Analysen ( HPLC) tiefgefroren.

2.6 Molekularbiologische Analysen

2.6.1 DNA-Isolierung von MSB

Die Kolonien wurden aufgrund ihrer Morphologie (GroRRe, Farbe, Form, Rand- und
Oberflachenbeschaffenheit) visuell auf MMRS-5-Agarplatten charakterisiert und
somit in Morphologietypen unterschieden. Ein Morphologietyp wurde als vor-
herrschend eingeordnet, wenn der Anteil an Kolonien eines Morphologietypes an der
Gesamtkeimzahl an MSB mehr als 50% ausmachte. Finf MSB-Kolonien jedes
Morphologietypes wurden zuféllig ausgewahlt und auf mMRS-5-Agarplatten rein-
gezuchtet (30C, 48 h, kontrollierte Atmosphare). Einzelkolonien wurden in 8 ml
MMRS-5-Medium bei 30T als Ubernachtkultur (16 h) a ngeziichtet. 2 ml der Uber-
nachtkultur wurden zentrifugiert (5 000 x g, 10 min, 4C) und das resultierende Zell-
pellet wurde fir die DNA-Isolierung mit dem illustra™ bacterial genomicPrep Mini
Spin Kit (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) verwendet. Die Isolierung erfolgte,
abgesehen von kleineren Anderungen, entsprechend den Herstellerangaben. Bei
dem letzten Schritt der Isolierung (DNA-Elutionsschritt) wurde statt mit 200 pl
Elutionspuffer zweimal mit 50 pl Reinstwasser (70C) eluiert. Die DNA-Konzentration
wurde photometrisch bei 260 nm (Photometer GeneQuant 1300; Biochrom,
Cambridge, United Kingdom) unter Verwendung einer 10 mm Quarzkivette (Soul
Sub Micro) bestimmt. Dazu wurden die Proben seriell mit destilliertem Wasser auf ein

Volumen von 80 pl verdinnt.

2.6.2 DNA-Isolierung von Schimmelpilzen

Schimmelpilze wurden in 8 ml YGC-Medium aerob bei 30T fur 16 h angezichtet,
anschlieRend bei 4C mit 5 000 x g fur 10 min zentrifugiert und danach der Uber-

stand verworfen. Die resultierenden Zellpellets wurden zweimal mit PBS gewaschen.
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Dazu wurden die Pellets jeweils in 1 ml PBS resuspendiert und nach Zentrifugation
mit 5 000 x g bei 4T fur 10 min der Uberstand verworfen. Nach de m zweiten
Waschschritt wurden 6 ul Lysispuffer, 13 pl Ribonuklease A (1 mg/ml), sowie 117 ul
STE-Puffer zugesetzt, gemischt und eine Stunde im Thermoblock bei 37<C inkubiert.
Anschlieend wurden die Proben mit 6 pl 20%iger SDS-Lésung und 14 pl
Proteinase-K-Losung (10 mg/ml) gemischt. Nach einer Inkubation bei 60T fir
30 min wurden der Probe 200 pl auf 65T vorgewarmtes Phenol (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) unter dem Abzug zugesetzt und bei 65T weitere 6 min inkubiert. Nach
kurzem Abkuhlen auf Eis wurden 220 pl Tris-HCI-Losung (10 mM) und zweimal
300 ul eines Gemisches aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhaltnis
25:24:1 (Roth) zugegeben, um die DNA zu extrahieren. Nach einem einminitigen
manuellen Mischschritt wurde bei 16 000 x g fir 5 min zentrifugiert (Zentrifuge
5415D, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Durch eine zweimalige Extraktion mit
Chloroform (Roth) im Verhaltnis 1:1 wurden Phenolrickstande entfernt. Die Proben
wurden mit dem dreifachen Volumen an kaltem Ethanol (-20C; 99,8%) und mit 1/10
des Volumens an Natriumacetat-Lésung (3 M) versetzt und anschlieRend die DNA
bei -85C fur 15 min geféllt. Die prazipitierte DNA wurde bei 20 000 x g und 4<C flr
25 min zentrifugiert und nach Entfernung des Uberstandes im Vakuum getrocknet
(Savant SpeedVac Concentrator, Albertville, USA). Vor der Lagerung bei -20C

wurde das Pellet in 100 pl Reinstwasser resuspendiert und fir 5 min bei 35T gel6st.

2.6.3 Differenzierung dominanter MSB-Stdmme mit RA  PD-PCR

Um einzelne Stamme innerhalb einer Spezies unterscheiden zu kdnnen, wurde
Randomly Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR)
angewendet. Hierzu wurden mit Hilfe eines der zwei Olionukleotidprimer 1254 (5°-
CCGCAGCCAA-3"; TorrIANI et al.,, 1999) und M13Vpnog. (in dieser Arbeit: 5°-
GTTTTCCCAGTTCACGAC-3") (hergestellt von Operon, Koéln, Deutschland) spezifi-
sche Bandenmuster erstellt. Der Reaktionsansatz der RAPD-PCR bestand aus
Reagenzien der Firma Genaxxon (Biberach, Deutschland) und ist in Tabelle 1
dargestellt. Reinstwasser wurde mit einer Milli-Q Plus PF-Anlage (Millipore™,
Billerica, USA) hergestellt. Es wurde der Thermocycler Primus 96 Plus (MWG AG
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Biotech, Ebersberg, Deutschland) mit dem in Tabelle 2 dargestellten Programm

verwendet.

Tabelle 1. Reaktionsansatz RAPD-PCR mit den Primern M13V,,.q. 0der 1254

PCR-Reagenzien Volumen (50 pl)
10 x PCR-Puffer (S) [15 mM MgCl;] 5,00 pl

MgCl, [25 mM] 7,00 pl
dNTP-Mix [je 10 mM] 2,00 pl

Primer M13Vmeq. bzw. 1254 [100 pmol/ul] 1,00 pl
Tag-Polymerase [5 U/ul] 0,30 ul
Template-DNA 2,00 ug

steriles Reinstwasser ad 50 pl

Tabelle 2. PCR-Programm fiir RAPD-PCR mit den Primern M13V,,o4, 0der 1254

Zyklus Temperatur Zeit
1x  Denaturierung 94<C 45 s
Denaturierung 94<C 180 s
3 X { Annealing 40C 300 s
Elongation 72C 300 s
Denaturierung 94<C 60 s
32 x5 Annealing 60C 120 s
Elongation 72C 180 s
1x Kuhlen 15C o0

Die PCR-Produkte wurden in einem 1,5%igem (wt/vol) Agarosegel (LE Agarose,
Biozym, Oldendorf, Deutschland) aufgetrennt (1-fach TAE-Puffer, 100 V, 90 min). Es
wurde der Molekulargewichtsmarker A Hindlll/EcoRI (Fermentas, St. Leon Rot,
Deutschland) eingesetzt. Nach 20minutigem Farben in Ethidiumbromid (10 mg/ml)
und 10minutigem Wassern wurden die Banden unter UV Licht (302 nm) sichtbar
gemacht und mit Hilfe eines Geldokumentationssystems (Herolab, Wiesbaden,
Deutschland) digitalisiert. Die RAPD-Bandenmuster wurden mit der Bionumerics
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Software (Version 2.00; Applied Maths, Sint-Martens-Latern, Belgium) evaluiert. Um
das arithmetische Mittel zu bestimmen, wurde der Pearson Korrelationskoeffizient
und das Dendrogramm UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages) angewendet. Mit diesem Programm und den angewendeten Algorithmen
konnten die Bandenmuster in Verwandtschaftsgrade umgerechnet werden. Die ver-
schiedenen Bandenmuster der Stdmme wurden untereinander verglichen und be-
stimmten Clustergruppen zugewiesen, welche als RAPD-Typ bezeichnet wurden
(RT). Die Zugehorigkeit einer Clustergruppe wurde bei einer Ahnlichkeit der Muster
von >91% festgelegt.

2.6.4 Amplifikation bakterieller 16S rDNA

Die gesamte bakterielle 16S rDNA wurde mit dem Primerpaar 616V (5'-
AGAGTTTGATYMTGGCTCA-3") und 630R (5"-AAGGAGGTGATCCARCC-3") ampli-
fiziert. Der Primer 616V bindet an die Position 11-26, wahrend der Primer 630 R an
die Position 1525-1541 der 16S rDNA bindet. Der Reaktionsansatz der 16S rDNA-
PCR und das verwendete Amplifikationsprogramm sind in Tabelle 3 und 4 darge-

stellt.

Tabelle 3. Reaktionsansatz 16S rDNA-PCR mit den Primern 616V und 630R

PCR-Reagenzien Volumen (25 pl)
10 x Puffer (E) [15 mM MgCl,, 160 mM (NH4)>SO4] 2,5l

dNTP-Mix [je 10 mM] 0,5 ul

Primer 616V [10 pmol/ul] 0,5 ul

Primer 630R [10 pmol/ul] 0,5 ul
Tag-Polymerase [5 U/ul] 0,3 ul
Template-DNA 1,0 pl

steriles Reinstwasser 20,7 ul

Alle verwendeten Reagenzien stammten von der Firma Genaxxon. Die PCR-
Produkte wurden auf einem 1%igem (wt/vol) Agarosegel (LE Agarose) bei konstanter

Spannung von 130 V und 1-fach TAE-Puffer 45 min aufgetrennt. Die erhaltenen
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PCR-Produkte wurden nach 10mintutigem Farben in Ethidiumbromid (10 mg/ml) und
kurzem Wassern unter UV Licht (302 nm) sichtbar gemacht, mit Hilfe des Geldoku-
mentationssystems (Herolab) digitalisiert und die Konzentration mit Hilfe des

Molekulargewichtsmarkers A Hindlll (Fermentas) abgeschéatzt.

Tabelle 4. PCR-Programm fiir 16S rDNA-PCR mit den Primern 616V und 630R

Zyklus Temperatur Zeit
1x  Denaturierung 94<C 240s
Denaturierung 94<C 30s
35 x{ Annealing 57C 60 s
Elongation 72C 120 s
1x  Elongation 72T 300 s
1x  Kihlen 15C o

2.6.5 Amplifikation eukaryontischer 28S rDNA

Fur die Amplifikation der 28S rDNA wurden das Primerpaar P1 (5"-ATCAATAAGCG
GAGGAAAAG-3") und P2 (5"-CTCTGGCTTCACCCTATTC-3") verwendet. Der Reak-
tionsansatz ist in Tabelle 5 beschrieben und das Amplifikationsprogramm wurde wie
in Tabelle 6 beschrieben gewahlt. Die Auftrennung und Konzentrationsabschéatzung

der PCR-Produkte erfolgte gemal’ den Beschreibungen in Kapitel 2.6.4.

Tabelle 5. Reaktionsansatz 28S rDNA-PCR mit den Primern P1 und P2

PCR-Reagenzien Volumen (25 pl)
10 x Puffer (E) [15 mM MgCl,, 160 mM (NH4)>SO4] 2,5l

dNTP-Mix [je 10 mM] 0,5 pl

Primer P1 [50 pmol/ul] 0,125 pl

Primer P2 [50 pmol/ul] 0,125 pl
Tag-Polymerase [5 U/ul] 0,25 ul
Template-DNA 0,5 ul

steriles Reinstwasser 21,0 ul
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Tabelle 6. PCR-Programm fiir 28S rDNA-PCR mit den Primern P1 und P2

Zyklus Temperatur Zeit
1x  Denaturierung 94<C 240 s
Denaturierung 94<C 30s
35 x{ Annealing 62T 60 s
Elongation 72C 60 s
1x  Elongation 72C 420 s
1x  Kihlen 15C 0

2.6.6 Aufreinigung der 16S rDNA bzw. 28S rDNA PCR- Produkte

Die amplifizierte 16S rDNA bzw. die 28S rDNA wurde mit einer Exo-SAP-Methode
aufgereinigt und dabei einzelstrangige DNA und Phosphatgruppen von freien dNTPs
entfernt. 5 pl 16S rDNA-PCR-Produkt wurde 0,5 pl Exonuklease | [20 U/ul] (Qiagen,
Hilden, Deutschland) und 2 pl Shrimp Alkaline Phosphatase [1 U/ul] (Qiagen) zu-
pipettiert, anschlie3end bei 37<C fur 15 min und be i 80T fur 15 min inkubiert.

2.6.7 Sequenzierung der 16S- bzw. 28S rDNA PCR-Pro dukte

Die Sequenzierung der PCR-Produkte fand mit dem Sequenzer CEQ™ 8000 Genetic
Analysis System (Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) statt. Es wurde die
Kettenabbruchmethode nach SANGER et al. (1977) angewandt. Bei dieser Methode
wurden neben den Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTPs) in geringerer Konzen-
tration auch 2’-3’-Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) dem Reaktionsansatz
zugesetzt. Aufgrund der fehlenden 3’-Hydroxylgruppen kam es nach Einbau der
ddNTPs durch die Polymerase bei der Amplifikation der DNA zu Kettenabbrichen.
Dadurch entstanden bei dieser PCR-ahnlichen enzymatischen Reaktion DNA-Strange
unterschiedlicher Lange, welche jeweils mit einem der vier verschiedenen bekannten
ddNTPs endeten. Diese Produkte wurden mittels Kapillarelektrophorese nach ihrer
GroRRe aufgetrennt und registriert. Es wurde fur die Kapillarelektrophorese die

Laufmethode Longfastread (LFR1) angewandt und fir die Analyse der Qualitat der
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Rohdaten die CEQ™-Software (Beckmann coulter) verwendet. Zur Gewahrleistung
einer erfolgreichen Reaktion musste die Konzentration der Template-DNA bekannt
sein. Die DNA-Konzentrationen wurden auf einem 1%igen Agarosegel durch Vergleich
mit einem Molekulargewichtsmarker abgeschatzt. Neben dem Quick StartMix
(Beckmann coulter), bestehend aus dNTPs, ddNTPs, Polymerase und Puffer wurde
die DNA mit einer Konzentration von 50 fmol eingesetzt. Fir die Sequenzierung der
ersten 400 bis 650 bp der 16S rDNA der MSB wurde der Primer 616V (5"-AGAGTTTG
ATYMTGGCTCA-3) verwendet, wahrend fur die Sequenzierung der ersten 400 bis
650 bp der 28S rDNA der Schimmelpilze der Primer P1 (5"-ATCAATAAGCGGAGGAA
AAG-3") verwendet wurde. Fur die Sequenzierung des kompletten 16S rDNA Gens
wurden die Primer 616V, 699V (5"-AACGAGCDCAACCC-3), 630R (5"-AAGGAGGTG
ATCCARCC-3), 610V (5"-GTGCCAGCAGYYGCGG-3") und 97K (5"-CTGCTGCCTC
CCGTA-3") angewandt. Das Amplifikationsprogramm bestand aus 30 Zyklen: 96<C fur
20 s, 50C fur 20 s und 60T fur 360 s. Die einzeln en Fragmente wurden mit der
BioEdit Sequence Alignment Software nach HALL (1999) zusammengefligt und unter
Verwendung des Blast-Algorithmus wurden die 16S rDNAs bzw. 28S rDNAs mit den in
der National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast) Datenbank hinterlegten Sequenzen verglichen.

2.7 Fermentationseigenschaften ausgewahlter Stamme

2.7.1 Fermentationen mit ausgewéhlten Stammen

Ausgewahlte Stamme, welche sich in Spontanfermentationen als dominant erwiesen
hatten, wurden in weiteren Fermentationen dem Teig zugesetzt. Dabei wurden die
Stdmme Uber Nacht bei 30C in mMMRS-5-Medium angezic htet und die Zellen mit
Hilfe einer Thomazahlkammer gezahlt. Hierzu wurden 8 ml des inkubierten Mediums
fir 10 min bei 5 000 x g und 4T zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 20 ml physiologischer NaCl-Trypton-Losung aufgenommen und suspen-
diert. Nach entsprechender Verdinnung wurden 10 ul der Suspension fur die Zell-
zahlbestimmung mit der Thomazahlkammer herangezogen. Die Teige wurden pro

Stamm mit 10’ KbE g™ Teig inokuliert. Das eingesetzte NaCl-Trypton-Volumen wurde
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von der fur den Teig verwendeten Wassermenge subtrahiert. Die Fermentations-
bedingungen und Vorgehensweise waren aquivalent zur Beschreibung in Kapitel 2.5.

2.7.2 Fermentationsverlauf innerhalb von 24 h

Die Fermentationen wurden analog den Beschreibungen in Kapitel 2.5 und 2.7.1
durchgefihrt, wobei zur Standardisierung das Amaranthmehl DP verwendet wurde.
Innerhalb der ersten 24 h wurden Proben zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
12, 14,16 und 24 h entnommen, pH-Werte, S&uregrade, MSB-Keimzahlen auf
MMRS-5-Agar, Hefen und Schimmelpilze auf YGC-Agar bestimmt. Die Kolonien
wurden visuell Morphologietypen zugeordnet. Da gezeigt werden konnte, dass eine
gute Korrelation zwischen den Morphologietypen und der molekularbiologischen
Identifikation besteht (95,2% von 175 uberpriuften Kolonien), wurde auf eine weitere
RAPD-PCR verzichtet.

2.7.3 Wettbewerbsfahigkeit gegentber der autochtho  nen Mikroflora

Um die Wettbewerbsfahigkeit der potentiellen Starterkulturen gegentber der Mikro-
flora der spontan fermentierten Sauerteige zu evaluieren, wurde fir 24 h spontan
fermentiert und anschlieRend mit 10% Vorteig neu angefrischt. Bei diesem Propa-
gationsschritt wurden die ausgewéhlten Stamme mit 10’ KbE g™ Teig inokuliert. Die
Fermentationen wurden wie in Kapitel 2.5 und 2.7.1 beschrieben vorbereitet und
durchgefuihrt. Um eine Standardisierung zu gewahrleisten wurden alle Teige mit
Amaranthmehl DP fermentiert. Vor Beginn und nach 24 h der Spontanfermentationen
fand eine Analyse der pH-Werte, der Sauregrade und der MSB-Keimzahlen auf
MMRS-5-Agar statt. Nach anschlieiender Propagation und Zusatz des Inokulums
wurde nach 0, 4, 8, 12 und 24 h innerhalb der anschlieRenden Fermentations-
perioden erneut pH-Werte, Sauregrade und MSB-Keimzahlen bestimmt. Nach einem
weiteren Propagationsschritt wurden dieselben Analysen in gleichen Intervallen
durchgeftihrt. Die Zuordnung der Kolonien zu den Morphologietypen fand visuell
statt. Durch RAPD-PCR erfolgte die Unterscheidung einzelner Stamme.



2. Material und Methoden 36

2.7.4 Eigenschaften bei unterschiedlichen Fermenta  tionstemperaturen

Um die Einflusse der Temperatur auf das Wachstum und die Dominanz ausge-
wahlter Stamme zu Uberprifen wurde bei 25, 30 und 35T mit ausgewahlten
Stammen in Parallelfermentationen mit Amaranthmehl DP (Standardisierung) tber
24 h fermentiert. Die Teige wurden analog den Beschreibungen in Kapitel 2.5 und
2.7.1 hergestellt. Es wurden nach 0, 4, 8, 12 und 24 h die pH-Werte, Sauregrade und
MSB-Keimzahlen in den Teigen analysiert. Die MSB-Keimzahlen und die Zuordnung
zu Morphologietypen wurden aufgrund der guten Korrelation zwischen den Morpho-
logietypen und der molekularbiologischen ldentifikation visuell bestimmt. Die Stoff-

wechselprodukte im Teig wurden mittels HPLC analysiert.

2.8 Analyse von Metaboliten in mMRS-5-Medium mittel s HPLC

Ausgewahlte Bakterienisolate wurden bei 30T aerob fir 24 h in mMRS-5-Medium
kultiviert (siehe Kapitel 2.1). 50 pl dieser Kultur wurden in 5 ml frisches mMRS-5-
Medium Uberfuihrt und fir 16 h bei 30T inkubiert. 1 ml der Ubernachtkultur wurde bis
zur Analyse bei -20C tiefgefroren. Jede der Proben wurde mit Carrez I- [10,6% (w/v)
K4Fe(CN)g x 3H,0] und Carrez llI- [28,8% (w/v) ZnSO4 x 7H,0] Lésungen geklart, um
Proteine, Fette und langkettige Zucker zu entfernen. 930 ul Reinstwasser wurden mit
20 ul der aufgetauten Probe versetzt, 10 ul der Carrez I-L6sung zugefigt und fur 1
min inkubiert. Anschlie3end wurde 10 pl Carrez llI-L6sung zugegeben und weitere 5
min inkubiert. Die Proben wurden bei 5 000 x g bei 4T fur 30 min zentrifugiert. 700
ul des Uberstandes wurden sterilfiltriert (0,45 pm) und fir die High Performance
Liqguid Chromatography (HPLC)-Analysen verwendet. Die Bestimmungen fir die
Stoffwechselprodukte wurden wie in Kapitel 2.9 beschrieben durchgefiihrt und

ausgewertet.

2.9 Analyse von Metaboliten in Sauerteig mittels HP  LC

Um bakterielle Stoffwechselprodukte sowie Metabolite aus den Enzymaktivitdten im
Teig analysieren zu kénnen, wurde HPLC angewandt.
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2.9.1 Bestimmung von organischen S&uren und Ethan ol

Um die Sduremenge der Teige zu analysieren wurden 2,5+0,1 g des jeweilig aufge-
tauten Teiges mit 25 ml 5 mM H,SO, (entgast) fur 1 min homogenisiert (Dispo X; IDL,
Nidderau, Deutschland) und ftr 10 min bei 5 000 x g und 4T zentrifugiert. 700 pl
des Uberstandes wurde sterilfiltriert (Cellulosefilter, 0,45 pum; Merck, Darmstadt,
Deutschland) und mittels HPLC analysiert. Es wurde von Acetat, Succinat, Propionat,
1-Propanol, Valeriat, Iso-Butyrat, Glycerin, Ethanol (alle Merck) und Laktat, Formiat,
Citrat, Butyrat (alle Sigma-Aldrich Holding AG, Basel, Schweiz) 100 mM-Stamm-
l6sungen hergestellt und mit den Konzentrationen 0,1, 0,5, 0,7 und 1,0 mM als
externe Standards mit einer 4-Punkt-Kalibrierung verwendet. Mit einer HPLC-Anlage,
bestehend aus einer Siule (Rezex ROA-Organic Acid H* (8%), 300 x 7,8 mm,
8 micron; Phenomenex Inc., Torrance, USA), einem Autosampler (728 auto sampler;
Bischoff, Leonberg, Deutschland), einer Pumpe (2871; IRICA, Japan), einem Ventil
(Rheodyne MX 7900-000; Rheodyne Europe GmbH, Bensheim, Deutschland), einem
Saulenofen (70C; Bischoff) und einem RI-Detektor ( model 8100; Bischoff) wurden
die Stoffwechselprodukte qualitativ und quantitativ bestimmt. Als Ldsungs- und
Laufmittel wurde 5 mM H,SO,4 mit einem Fluss von 0,4 ml min™ verwendet. Innerhalb
der Versuchsreihe wurden Zweifachbestimmungen pro Probe durchgefiihrt und
zusatzlich Ruckstellmuster der Proben bei -20C auf bewahrt. Zur Auswertung der
Chromatogramme wurde die Software McDAcq Integrator v1.5 (Bischoff)
herangezogen und die Peaks der mitgefiihrten Standards mit den aus den Mes-

sungen erhaltenen verglichen.
2.9.2 Bestimmung von Kohlenhydraten und Mannitol

Fur die Analysen der Kohlenhydrate und des Zuckeralkohols Mannitol in den
fermentierten Teigen wurden 1 860 pl steriles Reinstwasser mit 40 mg einer aufge-
tauten homogenisierten Probe gemischt. AnschlielBend wurde fir die Klarung der
Proben 20 ul Carrez I-Losung [10,6% (w/v) K4sFe(CN)g x 3 H,O] zugesetzt und fur
1 min inkubiert. Nach Zugabe von 20 ul Carrez 1l-Lésung [28,8% (w/v) ZnSO, x
7 H,O] wurde weitere 5 min inkubiert. Die Proben wurden anschliel3end bei 5 000 x

g und 4T fur 30 min zentrifugiert. 500 pl des Uberstandes wurde sterilfiltriert
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(Cellulosefilter, 0,2 um; Merck), 1:2 mit 80:20 (w/w) Acetonitril/Reinstwasser verdinnt
und fur die HPLC-Analysen herangezogen. Innerhalb der Versuchsreihen wurden pro
Probe Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Es wurden Rickstellmuster der Proben
bei -20C aufbewahrt. Kohlenhydrate und der Mannitol wurden mit einer HPLC-
Anlage, bestehend aus einer Prevail Carbohydrate ES Séaule (N708717; Alltech
Grom GmbH, Rottenburg, Deutschland), einem ELS-Detektor (2000 ES; Alltech
Grom GmbH), einem Saulenofen (25TC; Agilent 1100 Series G1316A Colcom;
Agilent Technologies GmbH, Bdblingen, Deutschland), einem Autosampler (Agilent
1100 Series G1313A ALS), einer Pumpe (Agilent 1100 Series G1311A) und einem
Entgaser (Agilent 1100 Series 61322A), analysiert. Die Identifizierung und
Quantifizierung der Peaks erfolgte mit Hilfe externer Standards und einer 6-Punkt-
Kalibrierung, wobei die Peakflachen mit den Standards verglichen wurden. Fir die
Verwendung als externe Standards wurden Stammlésungen fir Mannitol, Maltose,
Glukose, Fruktose, Saccharose (jeweils 0,1 gI?*; alle Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz), Trehalose, Cellobiose und Gentiobiose (jeweils 0,1 g I'; alle Merck, Darm-
stadt, Deutschland) hergestellt. Fir die Evaluation der Ergebnisse wurde die
Software Agilent Chem Station (B.01.01) verwendet. Das Elutionsverhéltnis von
Eluent A (Acetonitril, Lichrosolv® HPLC grade (1.00030; Merck)) und Eluent B
(Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit < 0,05 pS cm™) betrug 70:30. Es herrschte eine

Flussrate von 0,9 ml min™.

2.10 Verwertung von Kohlenhydraten

Um die Fermentationseigenschaften ausgewahlter Stamme zu charakterisieren
wurde ein kommerziell erhaltlicher api®-50CH-Test (bioMérieux, Nirtingen, Deutsch-
land) verwendet. Mit diesem Test wurden 49 Kohlehydrate Uberpruft. Die Stamme
wurden Uber Nacht in flissigem mMMRS-5-Medium bei 30C kultiviert und anschlies-
send mittels einer Impfése im Vediunnungsausstrich auf mMRS-5-Agar ohne Brom-
kresolgriin ausgestrichen (Inkubationszeiten siehe Kapitel 2.1). Mit einem sterilen
Tupfer wurden Kolonien vom Agar abgeimpft und in api 50CHL-Medium (bioMérieux)

Uberfuhrt. Die optische Dichte wurde mit McFarland Standard 2 (bioMérieux) ver-
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glichen und so eine Standardisierung gewahrleistet. Die Evaluation der Ergebnisse
wurde mit der apilab Software Version 5.1 (bioMérieux) durchgefihrt.

2.11 Vergleich der Fermentationsleistungen der Isol  ate mit denen

kommerzieller Starterkulturen

Fur den Vergleich der Fermentationsleistungen der ausgewdahlten Stamme mit denen
kommerziell erhaltlicher Starterkulturen wurde Amaranthmehl DP in Doppelbestim-
mungen Uber 24 h bei 30T fermentiert. Hierzu wurde zum einen eine handelstbliche
frische Bio Reisstarterkultur (BR) (Bocker GmbH & Co. KG, Minden, Deutschland)
mit einer MSB-Gesamtkeimzahl von 10° KbE g™ + 50% und einer Keimzahl der Hefe
Saccharomyces pastorianus mit 10 KbE g* + 50% zugesetzt. Es handelte sich um
einen frischen Sauerteig, der nach Herstellerangaben folgende sechs homo- und
heterofermentativen MSB-Spezies enthielt: Lactobacillus plantarum, L. fermentum,
L. paracasei, L. helveticus, L. paralimentarius und Leuconostoc argentinum. Das
Produkt wurde Ublicherweise fir Fermentationen mit Reis angewandt. Der zweite
Fermentationsansatz fand unter Zusatz des kommerziell erhéltichen Reinstamms
L. fermentum (LF1) (Blessing Biotech GmbH, Stuttgart, Deutschland) statt. L. fer-
mentum ist ein obligat heterofermentatives MSB und wird laut Hersteller fiir Roggen-
und Weizensauerteigfermentationen verwendet. Die Inokulation aller Teige fand
aufgrund der Vorgabe der Produktspezifikation des frischen Sauerteiges mit 5 x 10’
KbE g* statt. Dabei wurden Reinstdamme der ausgewéhlten Stamme und die des LF1
fur 16 h bei 30T in MMRS-5-Medium angezlchtet und die Zellen mit Hilfe einer
Thomazahlkammer gezahlt (siehe Kapitel 2.7.1). Die frische Starterkultur BR wurde
gemal der Produktspezifikation mit 10% (bezogen auf die Mehlmenge) eingesetzt.
Die Durchfihrung der Fermentationen entsprach der Vorgehensweise in Kapitel 2.5
und 2.7.1. Zu den Zeitpunkten 0, 4, 8, 12 und 24 h wurden Proben gezogen und die
pH-Werte, Sauregrade und MSB-Keimzahlen auf mMRS-5-Agar bestimmt. Fir die
Kontrolle auf Hefen und Schimmelpilze wurde YGC-Agar mitgefihrt. Die Zuordnung
zu den Morphologietypen fand visuell statt. Zusatzlich wurden Teige ohne Zusatz
einer Kultur mitgefihrt, um einen Aufschluss Uber den direkten Einfluss der

Starterkulturen zu bekommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Fermentationsparameter spontan fermentierter S  auerteige

Um die stabile Mikroorganismenflora der spontan fermentierten Amaranthsauerteige
zu charakterisieren wurden die Mehle mit Kérnern von Al, AP, NP, AM und SG (siehe
Kapitel 2.4) in Doppelbestimmungen fermentiert. Bei den Analysen wurden die
chemischen Eigenschaften der Mehle nicht berlcksichtigt, da sie ausschliel3lich als
Quelle fur die Isolierung unterschiedlicher Milchsaurebakterien (MSB) dienen sollten.
Eine potentielle Starterkultur sollte in der Lage sein, verschiedene Mehle fermen-
tieren zu konnen, ohne den Ursprung des Mehles bericksichtigen zu mussen.
Wahrend den Fermentationen wurden taglich Proben entnommen, um die pH-Werte
und die Sauregrade der Teige sowie die MSB-Keimzahlen zu bestimmen. Tabelle 7
zeigt die Anzahl der durchgefiihrten Amaranthfermentationen je Mehlart, die pH-
Werte und die Sauregrade am Ende der Fermentation (End-pH-Wert, End-Saure-

grad) sowie die MSB-Keimzahl am letzten Tag der Fermentation.

Tabelle 7. pH-Werte, Sauregrade und MSB-Keimzahlen [KbE g'l] aus spontan fermentierten

Amaranthsauerteigen nach zehn Tagen Fermentation mit tdglichem Propagieren.

Amaranth Anzahl der End-pH- End- MSB Keimzahlen
Mehl Fermentationen Werte Sauregrade [KbE g ]
AP 2 40+00 265+35 44x10°+1,4x10°
AM 3 41+01 252+22 28x10%°+5,6 x10°
Al 4 39+0,1 315+0,8 5,0x10°+24x10°
NP 4 40+01 250+14 4,1x10°+1,3x10°
SG 2 41+00 331+50 56x10°+54 x10°

Die pH-Werte fielen von pH 6,0+0,2 am Anfang der Fermentation auf pH 4,0+0,1 an
Tag 3 und blieben auf diesem Wert bis zum Ende der Fermentation. Alle finf Mehle
zeigten ahnliche pH-Werte am Ende, welche sich schon nach dem dritten Tag der
Fermentation zeigten. Die Sauregrade der Teige lagen bei 3,0+1,0 am ersten Tag bis
33,145,0 am letzten Tag der Fermentation. Die S&uregrade erreichten diesen Wert
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am dritten Tag der Fermentation und blieben dann konstant bis zum Ende. Bei den
Mehlen aus Europa und Asien (SG und Al) wurden leicht hohere Sauregrade am
Ende des Fermentationsprozesses gemessen als bei den Mehlen aus Sidamerika
(AP, AM und NP) (Tabelle 7).

Abbildung 2 zeigt exemplarisch den Verlauf der MSB-Keimzahlen [KbE g*] (A) sowie
den Verlauf des pH-Wertes und des S&auregrades (B) wahrend einer Spontan-
fermentation mit Amaranth SG. Um MSB, Hefen und Schimmelpilze zu bestimmen
wurden taglich bei jedem Propagationsschritt Proben enthommen und auf mMMRS-5-
sowie YGC-Agar in einer Doppelbestimmung ausgestrichen. Die MSB-Keimzahlen
lagen wéhrend der Fermentation bei 10°-10'° KbE g* (Tabelle 7). Mikrobielle
Kolonien wurden aufgrund ihrer Morphologie (GréR3e, Farbe, Form, Rand- und Ober-
flachenbeschaffenheit) visuell auf mMMRS-5-Agarplatten charakterisiert und somit in
Morphologietypen unterschieden. Es wurden bei dieser Fermentation vier verschie-
dene Morphologietypen beobachtet. Typ 1 (weil3, gewolbt, erhaben, glanzend, aul3en
glatt, mittig leicht griin) war von Tag 1 bis Tag 10 in groRer Anzahl vorhanden (Ab-
bildung 2A, grine Balken), wahrend Typ 2 (wie Typ 1, jedoch aulRen leicht gewellt)
erst an Tag 9 erschien und an Tag 10 bis auf 10° KbE g* anstieg (Abbildung 2A,
gelbe Balken). Typ 3 (wie Typ 1, jedoch kleiner) und 4 (grin, auf3en weil3er Rand,
glanzend, gewdlbt) (in Abbildung 2A zusammengefasst als blaue Balken) waren von
Tag 1 an mit 10° KbE g* Teig vorhanden, wuchsen an Tag 2 auf 10® KbE g™ heran,
fielen an Tag 3 auf 10’ KbE g™ ab und waren am letzten Tag nicht mehr zu beob-
achten. Die Kolonien, die den blauen Balken in Abbildung 2A entsprechen, wurden
nicht ndher charakterisiert, da das wichtige Ziel dieser Arbeiten die Isolierung poten-
tieller Starterkulturen war und kein naheres Augenmerk auf die am Anfang vorher-

rschende Begleitflora gelegt wurde.
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Abbildung 2. A. MSB-Keimzahlen [KbE g'l] des spontan fermentierten Amaranthsauerteiges SG uber
zehn Tage. Keimzahlen von Typ 1-Kolonien (griine Balken), Typ 2-Kolonien (gelbe Balken), Typ 3-
und 4-Kolonien (blaue Balken) und MSB-Gesamtkeimzahl (schwarze Linie). B. pH-Wert-Verlauf (m)

und Sauregradverlauf (e) wahrend der Spontanfermentation.

Fur alle anderen Amaranthmehle wurden vergleichbare Ergebnisse beobachtet. Die
Typ 1-Kolonien im obigen Beispiel waren die interessantesten Kolonien, da sie vom
Beginn der Fermentation bis zum Ende hin in hoher Anzahl im Teig vorhanden

waren. Solche Morphologietypen, welche den Typ 1-Kolonien im oben beschrieben-
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en Experiment entsprachen, wurden ebenfalls in anderen Fermentationen
beschrieben. Insgesamt wurden 35 verschiedene Morphologietypen in den Fermen-
tationsexperimenten identifiziert. Am letzten Tag der Fermentation wurden funf
Kolonien von jedem Morphologietyp abgeimpft (entsprechen im Beispiel Abbildung
2A den Typen 1 und 2) und mit molekularbiologischen Methoden analysiert. In allen
durchgeflihrten Spontanfermentationen konnten keine Hefen in den Teigen gefunden
werden. Schimmelpilze wurden in allen Teigen bis zum Ende der Fermentation
analysiert. Durch die Isolierung der Schimmelpilz-DNA und einer anschlielRenden
Sequenzierung der ersten 400 bis 650 bp der 28S rDNA mit dem Primer P1 (5-
ATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) (siehe Kapitel 2.6) konnten die Sequenzen unter
Verwendung des Blast-Algorithmus mit denen in der National Center for Bio-
technology Information (NCBI) Datenbank hinterlegten Sequenzen verglichen wer-
den. Dies ergab eine Identifikation von Mucor spp. mit einer Identitat von etwa 98-
100%.

3.2 Differenzierung und Identifizierung dominanter MSB

Von den am Ende der Fermentation zufallig ausgewéhlten finf Kolonien eines jeden
Mophologietypes wurden Reinkulturen auf mMRS-5-Agar hergestellt, die genomische
DNA prapariert und mittels RAPD-PCR eine Differenzierung auf Stammesebene
vorgenommen. In allen 15 durchgefiihrten Spontanfermentationen wurden insgesamt
175 Kolonien isoliert (entsprechen 35 Morphologietypen). In den Fermentationen tra-
ten die gleichen Morphologietypen mehrmals auf. Um verlassliche Ergebnisse zu
erhalten wurden Ansétze einer RAPD-PCR mit zwei unterschiedlichen Primern durch-
gefuhrt. Die Bandenmuster aller aus Spontanfermentationen isolierten Stamme sind
exemplarisch in Abbildung 3 dargestellt. Stamme, die dasselbe RAPD-Muster zeigten
wurden zu einem RAPD-Typ (RT) zugeordnet und fortlaufend nummeriert. Die Ahn-
lichkeiten der RAPD-Muster pro RT lagen bei mehr als 91% (Abbildung 4). ROSSETTI
UND GIRAFFA legten 2005 die Ahnlichkeit der RT der Stamme bei 89% fest. Fir diese
Studie war nach eigenem Ermessen eine Marke von 91% sinnvoll, da so eine
Differenzierung aller Stamme maoglich war. Insgesamt wurden sechs RT fir die Spe-
zies P. pentosaceus (RTa3, 5, 7, 8, 9, 11), ein RT fur die Spezies L. plantarum
(RTal2) und zwei RT flr die Spezies L. sakei (RTal, 14) isoliert (Abbildung 3, 4).
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Abbildung 3. Agarosegel (1,5%) mit RAPD-PCR-Mustern von ausgewahlten MSB-Isolaten
(identifiziert durch Sequenzierung) erhalten durch den Pimer 1254 (A) und M13V,4 (B). In den
Klammern stehen die Mehle, aus denen die Stamme isoliert wurden (vgl. Tabelle 8). 1, 11: A
Hindlll/EcoRI-Marker; 2: Lactobacillus sakei (LS) RTal4 (AM 1); 3: LS RTal (AM 1); 4: L. plantarum
(LP) RTal2 (SG 2); 5: Pediococcus pentosaceus (PP) RTa3 (AM 2); 6: PP RTa5 (SG 1); 7: PP RTa7
(Al 2); 8: PP RTa8 (AP 1); 9: PP RTa9 (Al 1); 10: PP RTall (AP 2).
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Abbildung 4. Dendrogramm der RAPD-Typen (erhalten durch den Primer M13V,,.4) der aus allen
Spontanfermentationen mit Amaranth isolierten Stamme. Pediococcus pentosaceus (PP) RTa3, 5, 7,
8, 9, 11; Lactobacillus plantarum (LP) RTal2; L. sakei (LS) RTal, 14.

Reprasentativ fir einen Stamm jedes RT wurde die 16S rDNA amplifiziert, mit den
Primern 616V und 97K ansequenziert (450-600 bp) und unter Verwendung des Blast-
Algorithmus mit denen in der National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Datenbank hinterlegten Sequenzen verglichen und identifiziert. Drei Stamme, welche
in Spontanfermentationen vorherrschend waren und sowohl als Starterkulturen in
anderen Lebensmittelprodukten bekannt waren, als auch aufgrund sehr guter Fermen-
tationscharakteristika auffielen, wurden fir weitere Fermentationen ausgewahlt und
naher charakterisiert. Flr diese drei Stamme wurden Sequenzierungen der kompletten
16S rDNA Gene mit den Primern 616V, 699V, 630R, 610V und 97K angewandt.
Reprasentativ fir den Genus Pediococcus wurde der Stamm P. pentosaceus RTall
gewahlt, der aus der Spontanfermentation AP 2 isoliert wurde. Die DNA-Sequenz
dieses Stammes war zu 100% identisch zu P. pentosaceus ATCC 25745 (Accession
No. CP000422), ein Stamm, welcher in einem Projekt tiber komparative Genome von
MSB evaluiert wurde (MAKAROVA et al., 2006). Weiter wurden reprasentativ fir den
Genus Lactobacillus die Stamme L. plantarum RTal2 und L. sakei RTal4, isoliert aus
den Spontanfermentationen NP 3 und AM 1, verwendet (Tabelle 8). Die Sequenz des
Stammes L. plantarum RTal2 war zu 100% identisch zur 16S rDNA von L. plantarum
LP3 (Accession No. AY675256; JuNG et al., 2004), welcher aus fermentierten
koreanischen Lebensmitteln isoliert wurde. Der Stamm Lactobacillus sakei RTal4

besitzt eine Sequenz, die zu 99,9% (1540/1542 Ubereinstimmungen) zur Sequenz von
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L. sakei 23 K (Accession No. CR936503; CHAILLOU et al., 2005) identisch war (siehe
Anhang). Es handelt sich hier um einen Stamm, der aus frischem Fleisch und Fisch
isoliert wurde. Die 16S rDNA-Sequenzen der Stamme L. plantarum RTal2, L. sakei
RTal4 und P.pentosaceus RTall wurden in der EMBL Nucleotid-Datenbank
hinterlegt und erhielten die Accession No. FM 179607, FM179608 und FM 179610.
Weiter wurden sie in der Stammsammlung fir Mikroorganismen des Fachgebietes fur
Lebensmittelmikrobiologie hinterlegt mit den Nummern: LTH 6724 (L. plantarum
RTal2), 6725 (L. sakei RTal4) und 6727 (P. pentosaceus RTall).

Im Allgemeinen konnte festgestellt werden, dass P. pentosaceus in nahezu allen
fermentierten Teigen prasent war. Der prozentuale Anteil, welcher als der Anteil der
Stamme an der MSB-Gesamtkeimzahl am letzten Tag der Fermentation definiert war,
lag bei P. pentosaceus zwischen 70,9 und 100% (Tabelle 8) und stellte damit die
Spezies mit dem durchschnittlich grof3ten prozentualen Anteil in allen Teigen,
unabhangig vom Ursprungsland, dar. Die Spezies L. plantarum kam zwischen 4,0 und
65,7% und L. sakei zu 11,6 und 69,0% am letzten Tag der Fermentation im Teig vor.
Vergleicht man die Spezies der aus Spontanfermentationen isolierten Stamme der
jeweiligen Anbaulander der Amaranthmehle, so brachten die Mehle aus Deutschland
und Indien Stdmme der Spezies L. plantarum und P. pentosaceus hervor, wahrend mit
Mehlen aus Siddamerika am letzten Tag der Fermentation Stamme der Spezies
P. pentosaceus, L. paralimentarius, L. plantarum, L. sakei und Enterococcus sp. iso-
liert wurden (Tabelle 8). Eine direkte anbaulandspezifische Korrelation wurde in diesen
Experimenten nicht gefunden. Im Gegensatz zu Literaturangaben, die allgemeine
Sauerteigfermentationen betreffen, wurden keine Stamme von L. sanfranciscensis in

diesen spontan fermentierten Sauerteigen isoliert.
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Tabelle 8. MSB-Spezies, isoliert aus spontan fermentierten Amaranthsauerteigen, deren prozentualer
Anteil an der MSB-Gesamtkeimzahl und die Anzahl der vorkommenden Stamme. AP, AM, Al, NP, SG:
siehe Kapitel 2.4.

Fermentations-  Spezies Anzahl der prozentualer Anteil der
experiment @ Stamme Spezies an der MSB-
Gesamtkeimzahl [%0]
AP 1 P. pentosaceus 3 70,9
Enterococcus spp. 1 17,5
L. sakei 1 11,6
AP 2 P. pentosaceus 3 100
AM 1 L. sakei 2 69,0
Enterococcus sp. 1 31,0
AM 2 P. pentosaceus 2 100
AM 3 P. pentosaceus 1 76,2
L. plantarum 1 23,8
All P. pentosaceus 2 100
Al 2 P. pentosaceus 2 100
Al 3 P. pentosaceus 1 96,0
L. plantarum 1 4,0
Al 4 P. pentosaceus 1 100
NP 1 P. pentosaceus 1 100
NP 2 P. pentosaceus 1 100
NP 3 L. plantarum 1 65,7
L. paralimentarius 1 34,3
NP 4 P. pentosaceus 1 100
SG1 P. pentosaceus 4 100
SG 2 P. pentosaceus 2 89,6
L. plantarum 1 10,4

% Die Zahlen in der Spalte des Fermentationsexperiments geben die fortlaufende Nummerierung der

Fermentation des jeweiligen Mehles an.
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3.3 Morphologische Beschreibung der MSB-Stdmme

3.3.1 Lactobacillus plantarum RTal2 (LTH 6724)

1,0 mm

Abbildung 5. Kolonienmorphologie von Lac-
tobacillus plantarum RTal2 LTH 6724 auf
MMRS-5-Agar nach Kultivierung von 48 h bei

30T und kontrollierter Atmosphére.

Kolonien von L. plantarum RTal2 zeigten
auf mMRS-5-Agar, je nach Auspragung
stark bis leicht gewellte Kolonien, mit einem
Durchmesser von etwa 2 mm (Abbildung 5).
Sie waren meist weild bis cremefarben, tru-
gen innen gelegentlich eine leichte Grin-
farbung (Bromkresolgrin des Mediums) und
waren glanzende platte Kolonien. L. planta-
rum zeigte sich unter dem Mikroskop als ein
stabchenférmiges, am Ende abgerundetes,
etwa 0,9 bis 1,2 pum breites und 3,0 bis
8,0 um langes Bakterium, welches einzeln,

gepaart oder in kurzen Ketten auftrat.

3.3.2 Lactobacillus sakei RTal4 (LTH 6725)

1,0 mm

—

Abbildung 6. Kolonienmorphologie von Lac-
tobacillus sakei RTal4 LTH 6725 auf mMRS-
5-Agar nach Kultivierung von 48 h bei 30C

und kontrollierter Atmosphére.

Kolonien von L. sakei erschienen auf
MMRS-5-Agar mit weil3em dicken Rand und
innen gruner Farbung (Abbildung 6). Die
Kolonien waren 1-2 mm grol3 und zeigten
sich mit rundem bis leicht gewelltem Rand
sowie einer glanzenden Erscheinungsform
auf den mMRS-5-Agarplatten. Das Bakteri-
um erschien unter dem Mikroskop stab-
chenférmig und wies abgerundete Enden
auf. Im Allgemeinen war es 0,6 bis 0,8 pm
breit und 2,0 bis 3,0 um lang und trat einzeln

oder in kurzen Ketten auf.



3. Ergebnisse 49

3.3.3 Pediococcus pentosaceus RTall (LTH 6727)

P. pentosaceus wuchs auf mMRS-5-Agar
4,8 meist weil3 mit runden Kanten, hatte einen
Durchmesser von etwa 2 mm, war in seiner

Erscheinungsform gewdlbt, erhaben, glan-

N
i

zend und zeigte mittig eine leicht grine
Farbung auf (Abbildung 7). Unter dem
& Mikroskop war P. pentosaceus als kokko-

ides, meist paarweise auftretendes, etwa 1,0

Abbildung 7. Kolonienmorphologie von pum grof3es Bakterium zu erkennen.
Pediococcus pentosaceus RTall LTH 6727

auf mMRS-5-Agar nach Kultivierung von

48 h bei 30T und kontrollierter Atmosphéare.

3.4 Fermentationseigenschaften ausgewahlter Stamme

3.4.1 Fermentationen mit ausgewahlten Stammen

Es wurden fur weitere Experimente aufgrund sehr guter Fermentationseigenschaften
die Stamme L.sakei RTal4, P.pentosaceus RTall und L.plantarum RTal2
ausgewahlt. Mehl aus Amaranthkdrnern Al, AP, AM, NP, SG und DP (siehe Kapitel
2.4) wurden fur Einzelfermentationsexperimente jeweils mit einem der drei Stamme
verwendet. Um die Dominanz und Stabilitat der Stamme zu untersuchen wurden die
Teige mit jeweils 10" KbE des entsprechenden Stammes g™ Teig inokuliert. Zusétzlich
wurde DP mit einer Kombination aus L. sakei RTal4, L. plantarum RTal2 und
P. pentosaceus RTall (jeweils 10’ KbE g™ Teig) versetzt, und in einem weiteren
Ansatz eine Kombination aus L. sakei RTal4 und P. pentosaceus RTall (jeweils
10" KbE g* Teig) dem Amaranthteig zugegeben. Es konnten in den Einzelfermen-
tationen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Keimzahlen von L. plantarum
RTal2, L. sakei RTal4 und P. pentosaceus RTall festgestellt werden (Tabelle 9).
Alle Stamme wuchsen je nach Mehl bis 10'° KbE g™ Teig und waren die Stamme,

welche Uberwiegend im Teig vorherrschten.
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Tabelle 9. Eigenschaften und Charakteristika von Amaranthsauerteigen, fermentiert mit ausgewahlten

Stammen. Es wurde jeweils mit 10” KbE g™ Teig inokuliert.

Stamm Amaranth End- End- MSB-Keimzahlen prozentualer
Mehl pH-Wert Sauregrad [KbE g ™ Anteil 2 [%]
L. sakei RTal4
AP 3,9 25,3 1,0 x 10™ 58
AM 4,1 22,4 6,9 x 10° 67
NP 4,1 21,7 8,0 x 10° 75
SG 4,1 27,7 1,5 x 10™ 60
P. pentosaceus
RTall AP 4,1 25,0 3,0 x 10*° 100
AM 3,8 26,9 4,2 x 10° 100
Al 4,0 25,1 3,0 x 10" 100
NP 3,9 30,6 2,9 x 10° 100
SG 3,9 23,8 4,2 x 10° 100
L. plantarum
RTal2 DP 3,9 25,5 2,3 x 10" 100

% Anteil der Kolonien der eingesetzten Stamme an der MSB-Gesamtkeimzahl am Ende der

Fermentation in %.

Aus der Vielzahl von untersuchten Kolonien auf mMRS-5-Agar konnten L. plantarum
RTal2 sowie P. pentosaceus RTall zu 100% der MSB-Isolate aus den Teigen am
letzten Tag der Fermentation isoliert werden. L. sakei RTal4 wies am Ende einen
prozentualen Anteil an der MSB-Gesamtkeimzahl von 58% bis 75% auf. Die RAPD-
Muster der inokulierten Starterkulturen und die aus dem Teig isolierten Klone am
letzten Tag der Fermentation zeigten, dass es sich um dieselben Stamme handelte
(Abbildung 8). Der durchschnittliche pH-Wert aller Fermentationen mit Einzelstamm-
starterkultur (jeweils ein Stamm pro Fermentation) lag bei pH 6,3+0,1 am Anfang der
Fermentation, fiel dann auf pH 4,0+0,1 an Tag 2 und blieb auf diesem Level bis zum

Ende der Fermentation. Die durchschnittichen Sauregrade lagen bei 2,4+0,7 am
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ersten Tag der Fermentation, erreichten 25,1+3,1 am zweiten Tag und blieben bis zum

Ende des Experimentes bei diesen Werten.

bp] 1 23456 78 91011

Abbildung 8. RAPD-PCR Fingerprints unter Verwendung von Primer M13V,,.q, aufgetrennt in einem
1,5%igen Agarosegel. 1: A Hindlll/EcoRI-Marker; 2-6: eingesetzter Stamm L. plantarum RTal2; 7-11:

Isolate aus dem Teig nach zehntéagiger Fermentation.

Nach dem Inokulieren einer Kombination von L. sakei RTal4, L. plantarum RTal2 und
P. pentosaceus RTall in den Teig aus Amaranth DP herrschte L. plantarum RTal2
zu 100% am Ende der Fermentation vor. Der pH-Wert lag am Ende der Fermentation
bei 3,8, wahrend der Sauregrad bei 25,2 war. Wurden L. sakei RTal4 und P. pento-
saceus RTall dem Teig in Kombination zugesetzt, so war P. pentosaceus RTall zu
70% vorhanden, wahrend L. sakei RTal4 nicht detektiert werden konnte. Der pH-Wert
lag bei dieser Fermentation bei 3,9 und der S&duregrad wurde mit 23,5 analysiert. Fur
weitere Fermentationsexperimente wurden aufgrund ihrer 100%igen Dominanz im
Teig ausschlie3lich die Stamme L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall

verwendet.
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3.4.2 Fermentationsverlauf innerhalb von 24 h

Die in den vorhergehenden Experimenten zu 100% im Teig vorherrschenden Stamme
L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall wurden in weiteren Fermentationen
auf ihre Fermentationseigenschaften innerhalb von 24 h evaluiert. Wahrend den
Fermentationen wurden keine mafl3gebenden Unterschiede beziglich des Wachstums
zwischen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall beobachtet. P. pentosaceus
RTall war wahrend den Fermentationen trotz geringerer Anfangskeimzahlen tenden-
ziell dominanter, jedoch waren die Unterschiede der Keimzahlen der beiden Stamme
geringfiigig (<10 KbE g*) (Abbildung 9A). Am Ende der Fermentation waren die-
selben Keimzahlen erreicht. Die MSB-Keimzahlen bewegten sich fir beide Stamme
zwischen 107 und 10%° KbE g*. Auf den YGC-Agar Platten der Fermentation mit
L. plantarum RTal2 konnten wahrend der ersten 16 h Schimmelpilze analysiert
werden (Abbildung 10), wahrend sie bei der Fermentation mit P. pentosaceus RTall
innerhalb 24 h nicht inhibiert wurden. Wahrend der Fermentationsperiode konnten bei
dem Einsatz beider Stamme keine Hefen im Teig beobachtet werden. Der pH-Wert
Verlauf der Fermentationen war bei beiden Stammen sehr &hnlich. Der pH-Wert von
4,2 wurde mit P. pentosaceus RTall im Teig friher gemessen, jedoch hatten beide
Stamme nach 10 h dieselben pH-Werte erreicht (Abbildung 9B). Am Ende wurden
leicht niedrigere pH-Werte im Teig mit L. plantarum RTal2 als im Teig mit P. pento-
saceus RTall (pH 3,82 und pH 3,98) gemessen. Fur den Sauregrad konnten
dieselben Fermentationseigenschaften der beiden Stamme bis 10 h Fermentation im
Teig analysiert werden. Jedoch waren danach die Unterschiede signifikanter. Die
Sauregrade am Ende der Fermentation lagen bei 26,0 fur L. plantarum RTal2 und bei

22,5 fur P. pentosaceus RTall.
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Abbildung 9. A. MSB-Keimzahlen [KbE g*] der Fermentationen tiber 24 h mit Amaranth DP. B. pH-
Wert- (o) und Sauregradverlauf (o) wahrend den Fermentationen. P. pentosaceus (gelbe Balken bzw.

Kurven) und L. plantarum (rote Balken bzw. Kurven).
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Abbildung 10. Schimmelpilzkulturen, die im Teig DP fermentiert mit L. plantarum RTal2 nach 16 h
vorhanden waren. Nachweis auf YGC-Agarplatten, Inkubation fiir 48 h bei 30<C.

3.4.3 Wettbewerbsfahigkeit gegentber der autochtho  nen Mikroflora

Bei der Analyse der Wettbewerbsfahigkeit der ausgewahlten Stdmme L. plantarum
RTal2 und P. pentosaceus RTall gegeniber der autochthonen Mikroorganismen-
flora zeigten die beiden mit DP spontan fermentierten Teige fast identische chemische
und mikrobiologische Parameter. Die pH-Werte der fermentierten Teige bewegten sich
von pH 6,9+0,0 am Anfang der Spontanfermentationen bis 3,7+0,1 am Ende der
Fermentationen nach 64 h, was den vorher durchgefiihrten Fermentationsversuchen
mit Amaranth entsprach. Die Sauregrade lagen bei 1,8+£0,1 bei O h und stiegen bis
26,0x1,3 nach 64 h. Nach 24 h Spontanfermentationen wurden die Stamme L. planta-
rum RTal2 und P. pentosaceus RTall in zwei Ansatzen mit jeweils 1x10’ KbE g™
inokuliert. Die initiilerten Stdmme reprasentierten etwa 10% der bakteriellen Mikrobiota
zum Zeitpunkt des Inokulierens. Die MSB-Gesamtkeimzahlen der spontan fermen-
tieren Sauerteige betrugen nach 24 h 1,1x10® KbE g* (L. plantarum RTal2) und
1,3x10® KbE g™ (P. pentosaceus RTall) (Abbildung 11). Nach weiteren 24 h Fermen-
tation betrug die Gesamtkeimzahl an MSB jeweils 7,5x10° KbE g* (L. plantarum
RTal2 und P. pentosaceus RTall) mit einem prozentualen Anteil der inokulierten
Stamme an der MSB-Gesamtkeimzahl von 40% (L. plantarum RTal2) und 73%
(P. pentosaceus RTall). Bei der Fermentation mit P. pentosaceus RTall sind
deutlich mehr verschiedene Morphologien zwischen 24 und 48 h der Fermentation im
Teig vorhanden als bei der Fermentation mit L. plantarum RTal2. Diese Begleitflora
wurde nicht naher charakterisiert, da es sich ausschlieRlich um die Uberprufung der

Wettbewerbsfahigkeit und des Durchsetzungsvermégen der eingesetzten potentiellen
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Starterkulturen handelte. Den beiden Teigen gemeinsam war das Vorhandensein
anderer Stdmme, welche aus der autochthonen Mikroflora stammten, jedoch
ausschlief3lich bis 48 h der Fermentationen im Teig nachweisbar waren. Zu diesem
Zeitpunkt war nur der inokulierte Stamm bis zum Ende der Fermentation im Teig zu
finden. Nach dem Propagieren der Teige (48 h) Uberwuchsen die eingesetzten
Stamme die anderen MSB innerhalb der ersten Stunden und nach 4 h spiegelten die
Keimzahlen ausschlie3lich die inokulierten Stdmme wider (52 h). Die MSB-
Gesamtkeimzahlen am Ende der Fermentation betrugen 7,0x10° KbE g™ (L. plantarum
RTal2) und 6,0x10° KbE g* (P. pentosaceus RTall).
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Abbildung 11. MSB-Keimzahlen [KbE g'] der Fermentationen zur Evaluation der Wettbewerbs-
fahigkeit Uber 64 h mit Amaranth DP. P. pentosaceus (gelbe Balken); L. plantarum (rote Balken);
Begleitflora (mittelblaue, grine, hellblaue, dunkelblaue Balken); MSB-Gesamtkeimzahl (schwarze
Kurven). Einsatz von 10" KbE g'l L. plantarum RTal2 (A) und P. pentosaceus RTall (B) nach 24 h

Spontanfermentation, nach 48 h mit 10% Vorteig angefrischt.
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3.4.4 Eigenschaften bei unterschiedlichen Fermenta  tionstemperaturen

Der Einfluss der Temperatur auf die Fermentationscharakteristika der Fermentationen
mit den Stammen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall wurde bei 25T,
30T und 35T untersucht. Die Teige wurden mit jewe ils 1x10° KbE g™ inokuliert.
Nach 4 h wurden Unterschiede der MSB-Keimzahlen sowie der chemischen
Parameter fiur beide Kulturen beobachtet, welche tendenziell signifikanter fur
P. pentosaceus RTall als fur L. plantarum RTal2 waren (Abbildung 12). Die Unter-
schiede wurden nach 8 h Fermentation deutlich gro3er und nahmen bis zum Ende der
Fermentation (nach 24 h) bei beiden Stammen wieder ab. Es konnten zwischen
beiden Stammen keine grof3en Unterschiede beziglich MSB-Keimzahlen, pH-Werte
und Sauregrade festgestellt werden. Die MSB-Keimzahlen lagen am Anfang der
Fermentation durchschnittlich bei 2,0x10” + 2,8x10° KbE g™ fiir L. plantarum RTal2
und 1,6x10" + 1,1x10° KbE g™ fiir P. pentosaceus RTall und stiegen bis 8 h auf
3,8x10° + 2,8x10° KbE g™ fiir L. plantarum RTal2 und 5,4x10°+ 3,2x10° KbE g™ fiir
P. pentosaceus RTall an. Diese Werte blieben annahernd konstant bis 24 h (L. plan-
tarum RTal2: 7,5x10° + 4,1x10° KbE g*; P. pentosaceus RTall: 7,7x10° KbE +
4,5x10% KbE g?). Bei 25 wurden fiir die MSB-Keimzahlen und die F ermentations-
aktivitdt reduzierte Werte wahrend der ersten 12 h fur beide Kulturen gefunden,
wahrend diese Unterschiede zu spateren Messpunkten (24 h) weniger grol3 waren. Im
Gegensatz zu den anfanglichen Unterschieden beziglich pH-Werten und Séure-
graden, wurden sehr ahnliche pH-Werte am Ende der Fermentation festgestellt
(Abbildung 12). Tendenziell konnten bei 25 hohere pH-Werte im Teig bei beiden
Stdmmen beobachtet werden, wahrend die Sauregrade positiv mit der Temperatur
korrelierten. Die Unterschiede der MSB-Keimzahlen zwischen den Fermentationen mit
den Stdmmen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall in Abhangigkeit von

den Fermentationstemperaturen waren sehr gering.
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Abbildung 12. MSB-Keimzahlen [KbE g'l], pH-Wert- und Sauregradverlauf von Amaranthfermenta-
tionen mit Temperaturvariationen. A, C. L. plantarum RTal2. B, D. P. pentosaceus RTall. Blaue Bal-
ken und Kurven: 25C; griine Balken und Kurven:; 30C ; gelbe Balken und Kurven: 35C; o: pH-Werte;

o: Sauregrade.
3.5 Analyse von Metaboliten in mMRS-5-Medium mittel s HPLC

Die zu anfangs ausgewahlten Stdmme L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und
P. pentosaceus RTall wurden fur die Bestimmung der Stoffwechselaktivitaten in
MMRS-5-Medium herangeziichtet, um die Uberstande anschlieRend mittels HPLC
auf Kohlenhydrate, organische Sauren, Mannitol und Ethanol zu analysieren. Die im
MMRS-5-Medium enthaltene Glukose wurde von den Stdmmen L. plantarum RTal2,
L. sakei RTal4 und P. pentosaceus RTall vollstandig verstoffwechselt. Maltose war
urspriinglich mit 10 g I'* im Medium vorhanden, wovon L. plantarum RTal2 7,6+0,4 g
metabolisierte, P. pentosaceus RTall 7,330,3 g Maltose verstoffwechselte und
L. sakei RTal4 7,0+£0,1 g Maltose nach dem Heranwachsen verbraucht hatte. Wei-

tere Metabolite wurden in den Uberstanden nicht gefunden.
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3.6 Analyse von Metaboliten in Sauerteig mittelsH  PLC

3.6.1 Fermentationen mit ausgewahlten Stammen

Es wurden Fermentationen mit sechs verschiedenen Amaranthmehlen mit den
ausgewahlten Stammen L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und P. pentosaceus
RTall durchgefiihrt. Um Aufschluss tber die im Teig vorhandenen Metabolite zu
bekommen wurden Proben am Ende der Fermentation gezogen und nach
voribergehender Lagerung bei -20C mit HPLC analysi ert. Es wurden Kohlenhydrate
wie Glukose, Fruktose, Saccharose, Cellobiose und Maltose im Teig detektiert und die
Proben auf organische Sauren wie Laktat, Acetat, Formiat, Propionat, Succinat und
Citrat untersucht (Tabelle 10). Weiter wurden der Zuckeralkohol Mannitol und Ethanol
im Teig ermittelt. Far die analysierten Kohlenhydrate wurden die hochsten
Konzentrationen im Teig am Ende der Fermentation fur Glukose gefunden, wéhrend
die Konzentrationen an Fruktose, Saccharose, Cellobiose, Maltose und Mannitol bei
oder unter 40 mM lagen. Das Detektionslimit des verwendeten RI-Detektors lag bei
0,5 bis 1,0 mM. Die Teige AM, welche mit P. pentosaceus RTall fermentiert wurden,
und die Teige DP, fermentiert mit L. plantarum RTal2, zeigten hdhere Glukose-
konzentrationen (175,2+0,2 mM und 126,8+2,2 mM), wahrend die Konzentrationen der
anderen Teige von 20,4+2,2 bis 67,1+1,3 mM variierten. Eine Korrelation zwischen
den Kohlenhydratkonzentrationen im Teig und der Herkunft des Amaranthes konnte
nicht festgestellt werden. Weiter waren die Kohlenhydratkonzentrationen nicht ab-
hangig von den Fermentationsstammen. Was die organische Saureproduktion
innerhalb der Fermentation betraf, wurde Laktat, wie erwartet, als die in gréf3ten
Mengen vorkommende S&ure analysiert. In allen Teigen wurden hohe Konzentra-
tionen an Formiat gefunden, wahrend variierend geringe Mengen an Acetat, Pro-
pionat, Succinat und Citrat bestimmt wurden (Tabelle 10). Fiur P. pentosaceus RTall
(ausgenommen: Teig AM und Al) und L. sakei RTal4 wurden sehr hohe Werte an
Ethanol detektiert, wahrend er im Teig mit L. plantarum RTal2 fast nicht nachweisbar

war. 1-Propanol, Glycerin und Valeriat wurden in den Teigen nicht gefunden.
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Tabelle 10. Konzentrationen [mM] der Metabolite am Ende der Fermentation mit A. P. pentosaceus
RTall (AP, AM, SG, Al und NP), B. L. sakei RTal4 (AP, AM, SG und NP) und L. plantarum RTal2
(DP), analysiert mit HPLC.

Analyten Amaranth

A AP AM SG Al NP
D(-)-Fruktose 6,4+0,9 9,3148,2 4,7+0,9 14,614,4 16,445,1
D(+)-Glukose 20,4+2,2 175,2+0,2 35,5%3,1 50,7+8,8 67,1+1,3
D(+)- Saccharose 00 00 2,1+1.3 2,3+2,0 0,6+1,0
Cellobiose 0+0 0+0 0,6+0,6 0,5+0,8 0,4+0,7
D-Maltose 2,0+0,2 1,940,3 2,710,1 2,1+0,4 2,1+0,2
D(-)-Mannitol 31,6+0,8 20,9+2,4 39,9134 20,340,1 20,8+3,9
Formiat 103,745,5 58,9+4,7 113,539 82,3#5,6 103,3%7,2
Acetat 3,3+0,3 1,941,3 7,6+1,3 6,614,3 3,742,3
Propionat 2,510,3 1,7+0,4 2,4+0,9 2,0£0,5 2,0+0,2
Laktat 162,9+3,3 151,742,2 178,1+3,2 177,5+5,1 168,4+2,9
Succinat 1,540,3 1,640,7 1,61+0,5 1,240,2 1,64+0,5
Citrat 1,5+0,1 1,5+0,2 2,6+0,6 1,4+0,3 1,5+0,1
Ethanol 241,945,8 72,9+4,3 145,7+1,6 77,94,7 134,246,8
B AP AM SG NP DP
D(-)-Fruktose 5,3+0,7 8,2+0,9 5,8+1,1 6,4+0,9 6,9+1,6
D(+)-Glukose 66,5+6,7 62,5+3,9  35,246,3 56,917,3 | 126,8+2,2
D(+)- Saccharose 0,9+0,8 0,6+0,7 0,6+0,6 0,4+0,6 4,421
Cellobiose 0,7+0,6 0,4+0,6 0,4+0,7 0,4+0,5 3,410,2
D-Maltose 2,4+0,3 2,4+0,1 2,0£0,3 2,4+0,4 1,9+0,2
D(-)-Mannitol 19,9+1,2 20,3+1,7 36,6%3,6 40,6%0,2 20,9415
Formiat 88,3+3,0 84,1+2,8 103,7+6,4 102,748,2 | 37,3+2,3
Acetat 4,3+0,7 3,1+1,3 6,3+3,1 2,1+1,8 6,8+1,4
Propionat 2,4+0,2 2,61£0,7 1,7+0,4 3,1+0,3 0,840,2
Laktat 162,3+2,9 136,6+3,6 155,2+4,3 139,4+2,6 | 163,5+5,9
Succinat 1,540,3 1,4+0,4 3,8+2,2 1,340,0 1,940,2
Citrat 1,040,2 1,540,2 3,2+0,2 1,640,1 1,240,1
Ethanol 173,1+2,9 187,5+2,9 151,5+2,5 314,945,6 7,715,4
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Ein Qualitatskriterium im Teig stellt das molare Verhéaltnis von Laktat zu Acetat dar.
Dieses Verhéltnis trifft im Allgemeinen eine Aussage Uber die sensorischen
Eigenschaften fertiger Brote. In Tabelle 11 und 12 sind die Verhaltnisse dieser beiden
Teigmetabolite in den mit L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und P. pentosaceus
RTall fermentierten Mehlen AP, AM, SG, Al, NP und DP dargestellt. Das gréf3te
molare Verhaltnis war in dem mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teig AM (79,8)
sowie in dem mit L. sakei RTal4 fermentierten Teig NP (66,4) am Ende der Fermen-
tation gegeben. In den mit SG fermentierten Teigen waren, unabh&agig vom einge-
setzten Stamm, sehr geringe Werte analysiert worden (23,4 und 24,6). Es konnte
keine Korrelation zwischen dem molaren Verhaltnis von Laktat und Acetat in Ab-

hangigkeit des eingesetzten Stammes gefunden werden.

Tabelle 11. Molares Verhdltnis von Laktat zu Acetat, analysiert in den mit P. pentosaceus RTall
fermentierten Teigen und den Mehlen AP, AM, SG, Al und NP am Ende der Fermentation.

Amaranth Mehl AP AM SG Al NP

Laktat : Acetat 49 4 79,8 23,4 26,9 455

Tabelle 12. Molares Verhéltnis von Laktat zu Acetat, analysiert in den mit L. sakei RTal4 (AP, AM,
SG, NP) und L. plantarum RTal2 (DP) fermentierten Teigen am Ende der Fermentation.

Amaranth Mehl AP AM SG NP DP

Lakat : Acetat 37,7 44 1 24.6 66,4 24.0

3.6.2 Fermentationsverlauf innerhalb von 24 h

Bei der Analyse des Fermentationsverlaufs innerhalb der ersten 24 h mit den
Stammen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall wurden zu den Zeit-
punkten O, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16 und 24 h wahrend der Fermentation
Proben fur die Bestimmung von Kohlenhydraten, organischen Sauren, Mannitol und
Ethanol mit HPLC gezogen und bis zur Analyse bei -20CT tiefgefroren. Wichtige
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Stoffwechselprodukte innerhalb diesen Fermentationen waren Laktat, Acetat,

Glukose und Saccharose.

Der Laktatanstieg bei dem mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teig war bis
10 h etwas grol3er als bei dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teig, wahrend
letzterer nach 24 h hdhere Laktatkonzentrationen aufzeigte (Abbildung 13). Die
Acetatkonzentrationen waren bei beiden Teigen ahnlich. Die Acetatproduktion setzte

jeweils nach 8 h Fermentation ein.
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Abbildung 13. Konzentrationen [mM] von Laktat (o) und Acetat (o) mit Standardabweichung aus
Dreifachbestimmungen wahrend den Fermentationen innerhalb 24 h. Rote Kurven: Lactobacillus

plantarum RTal2, gelbe Kurven: Pediococcus pentosaceus RTall.

Weiter wurde das molare Verhaltnis von Laktat zu Acetat im Teig zu den jeweiligen
Messpunkten bestimmt. Den beiden Fermentationen gemeinsam war die deutliche
Abnahme der Ratio ab 8 h bis zum Ende der Fermentation nach 24 h. Das Verhéltnis
stieg von 0 am Anfang der Fermentation auf 97,7 (L. plantarum RTal2) und 81,8
(P. pentosaceus RTall) nach 8 h, und sank nach 24 h auf 26,3 (L. plantarum
RTal2) und 23,5 (P. pentosaceus RTall). Das molare Verhdltnis von Laktat zu
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Acetat war mit L. plantarum RTal2 ab 8 h bis zum Fermentationsende tendenziell
hoher als das mit P. pentosaceus RTall (Abbildung 14). Die Unterschiede waren am

Ende der Fermentation geringer.
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Abbildung 14. Molares Verhéltnis von Laktat zu Acetat im Teig innerhalb einer 24stindigen

Fermentation mit L. plantarum RTal2 (o) und P. pentosaceus RTall (o).

Weiter in den Teigen analysiertes wichtiges Stoffwechselprodukt war Glukose.
Wahrend des Fermentationsverlaufs mit L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus
RTall konnte jeweils ein Anstieg der Glukosekonzentration innerhalb der ersten 4
bzw. 6 h beobachtet werden. Von diesem Zeitpunkt an blieb die Konzentration an
Glukose mit leichten Schwankungen auf dem erreichten Level (Abbildung 15). Der
mit L. plantarum RTal2 fermentierte Teig wies nach 2 h gré3ere Glukosemengen auf
als der mit P. pentosaceus RTall fermentierte Teig, obwohl dieser einen hoheren
anfanglichen Glukosegehalt zeigte (PP RTall: 95,6£8,1 mM vs. LP RTal2: 41,7+1,9
mM). Die Saccharosekonzentration sank wahrend den 24stiindigen Fermentationen
in beiden Teigen gleichermal3en (Abbildung 15). Der mit P. pentosaceus RTall
fermentierte Teig zeigte hohere anfangliche Saccharosegehalte (33,6+4,2 mM) als
der mit L. plantarum RTal2 fermentierte Teig (21,9£3,1 mM). Dennoch wurde darin

am Ende der Fermentation nach 24 h keine Saccharose mehr nachgewiesen.
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Abbildung 15. Konzentrationen [mM] von Glukose (A) und Saccharose (0) mit Standardabweichung
aus Dreifachbestimmungen wahrend der Fermentation innerhalb 24 h. Rote Kurven: Lactobacillus

plantarum RTal2, gelbe Kurven: Pediococcus pentosaceus RTall.

Die Konzentration an Formiat nahm bei beiden Fermentationen innerhalb der ersten
24 h zu (Abbildung 16). Die Zunahme bei dem mit P. pentosaceus RTall fermen-
tierten Teig war deutlich gré3er als bei dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten
Teig (PP RTall: 18,8 mM; LP RTal2: 12,7).

Propionat wurde im Teig mit P. pentosaceus RTall nach 5 h gebildet, wahrend in
dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teig diese Produktion erst nach 8 h
einsetzte. Es herrschten in beiden Teigen etwa gleich grof3e Konzentrationen vor
(1,0+0,0 mM bis 2,8+1,7).

Die Konzentrationen an Succinat und Citrat blieben im Verlauf der Fermentationen
auf einem konstanten Level und unterschieden sich innerhalb den Fermentationen
nicht wesentlich (Succinat: 1,6+0,4 mM bis 3,4+0,2; Citrat: 1,6+0,0).
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Iso-Butyrat war im Teig mit P. pentosaceus RTall nicht detektierbar, wahrend im
Teig fermentiert mit L. plantarum RTal2 nach 8 h Fermentation Iso-Butyrat in ge-

ringen Konzentrationen vorhanden war (Abbildung 16).

Butyrat konnte in beiden Teigen am Anfang der Fermentationen nicht gefunden
werden. Es war in dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teig nach 5 h und in
dem mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teig nach 4 h in &quimolaren Mengen
bis zum Ende der Fermentation vorhanden (LP RTal2: 4,8+0,2 bis 6,0+0,6 mM; PP
RTall: 4,3+0,6 bis 7,8+1,2 mM). 1-Propanol, Glycerin und Valeriat wurden in den

Teigen nicht nachgewiesen.

Die Kohlenhydratkonzentrationen waren in den Teigen im Allgemeinen gréf3er als die
Konzentrationen der organischen Sauren (vgl. Abbildung 16 und 17). Die Konzentra-
tion an Maltose blieb bei dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teig wahrend
den Fermentationen konstant bei etwa 5,1 bis 6,7 mM. In dem mit P. pentosaceus
RTall fermentierten Teig war Maltose wahrend den Fermentationen ausschlie3lich

bis 4 h nach Fermentationsbeginn vorhanden (Abbildung 17).

Die anfanglichen Fruktosegehalte waren bei der Fermentation mit L. plantarum
RTal2 niedriger als bei dem mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teig. Innerhalb
der ersten 24 h war allgemein eine leichte Zunahme des Fruktosegehaltes festzu-
stellen. Bei dem mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teig nahm der Gehalt an
Fruktose um 8,5 mM zu, wahrend bei dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten

Teig die Zunahme innerhalb 24 h bei 3,8 mM lag.

Cellobiose war mit hoheren Gehalten am Anfang der Fermentation im Teig mit
P. pentosaceus RTall analysiert worden, wahrend sie am Ende nicht mehr nach-

weisbar war.

Trehalose und Gentiobiose waren in dem Teig mit P. pentosaceus RTall nicht
nachweisbar. In dem mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teig schwankten die
Trehalosekonzentrationen von 5,0+0,0 bis zu 8,3%£1,4 mM, jedoch nicht in Korrelation

zur Fermentationsdauer. Gentiobiose war erst nach 4 h im Teig nachweisbar.
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Abbildung 16. Mittelwerte der Konzentrationen [mM] der analysierten organischen Sauren in den mit

Lactobacillus plantarum (A) und Pediococcus pentosaceus (B) fermentierten Teigen Uber 24 h
(Standardabweichungen siehe Anhang).



3. Ergebnisse

Konzentration [mM]
o
o

50

300
250
200 .
150+

100

Konzentration [MM]

Zeit[h]

Abbildung 17. Mittelwerte der Konzentrationen [mM] der analysierten Kohlenhydrate und des
Zuckeralkohols Mannitol in den mit Lactobacillus plantarum RTal2 (A) und Pediococcus pentosaceus
RTall (B) fermentierten Teigen Uber 24 h (Standardabweichungen siehe Anhang).

67
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3.6.3 Eigenschaften bei unterschiedlichen Fermenta  tionstemperaturen

Die mit guten Fermentationsleistungen evaluierten Stamme L. plantarum RTal2 und
P. pentosaceus RTall wurden bei 25, 30 und 35T fermentiert und je weils zu den
Zeitpunkten 0, 4, 8, 12 und 24 h fur die HPLC-Analysen Proben gezogen. Die wich-
tigsten Stoffwechselprodukte der Fermentationen waren Laktat, Acetat, Glukose und
Saccharose. Diese Stoffwechselprodukte veranderten sich in Abhangigkeit von der
Fermentationstemperatur und dem eingesetzten Stamm. MSB bildeten in erster Linie
durch Verstoffwechselung von Glukose und anderen Zuckern Lakat im Teig. Am
Anfang der Fermentationen war Laktat im Teig nicht nachweisbar (Abbildung 18). Bei
den Fermentationen bei 35 mit L. plantarum RTal2 und bei 25T mit P. pento-
saceus RTall wurden jedoch Laktatkonzentrationen von 1,1+0,3 mM und 0,5+0,2
mM im Teig analysiert, welche nicht erklart werden kdnnen. Diese Gehalte nahmen
wéahrend den Fermentationen innerhalb der ersten 24 h stetig zu. Bei 30 und 35T
wurde bei beiden Stammen deutlich mehr Laktat detektiert als bei 25€C. Unabhangig
von der Fermentationstemperatur war bei den Fermentationen mit L. plantarum
RTal2 nach 24 h mehr Laktat in den Teigen vorhanden als in den mit P. pento-
saceus RTall fermentierten Teigen.

Die Acetatkonzentrationen korrelierten bei den mit L. plantarum RTal2 fermentierten
Teigen positiv mit der Temperatur, wahrend bei den Teigen mit P. pentosaceus
RTall keine eindeutige Korrelation zu erkennen war (Abbildung 18). Bei 25€C-
Fermentationstemperatur wurde Acetat, unabhangig vom eingesetzten Stamm, erst
nach 24 h nachgewiesen, wahrend die Bildung bei 30 und 35T schon friher
einsetzte (12 bzw. 8 h). Bei den Fermentationen mit L. plantarum RTal2 mit 25 und
30C-Fermentationstemperatur waren die Acetatgehalte geringer als bei der
Fermentation mit P. pentosaceus RTall. Der mit P. pentosaceus RTall bei 35C
fermentierte Teig enthielt geringere Mengen an Acetat als der mit L. plantarum
RTal2 fermentierte Teig.
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Abbildung 18. Konzentrationen [mM] von Laktat (o) und Acetat (o) mit Standardabweichung aus

Zweifachbestimmungen wéhrend der Fermentation innerhalb von 24 h bei 25T (blaue Kurven), 30C

(grine Kurven) und 35T (gelbe Kurven). A. Lactobacillus plantarum RTal2, B. Pediococcus pento-

saceus RTall.

Weiter wurde das Verhéltnis von Laktat zu Acetat in den Teigen bestimmt und so den

Einfluld der Fermentationstemperaturen auf dieses Qualitatskriterium untersucht.

Grundsatzlich waren niedrige Werte fur das molare Verhéltnis von Laktat zu Acetat
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im Teig erwinscht. Aufgrund der spaten Acetatbildung in den Teigen wéahrend den
Fermentationen konnte das molare Verhaltnis von Laktat zu Acetat fur die Fermen-
tationstemperatur von 25T erst nach 24 h berechnet werden, wéhrend in den
Ubrigen Teigen nach 8 bzw. 12 h (35 bzw. 30C) das molare Lakat-Acetat-Verhéaltnis
ermittelt wurde (Tabelle 13 und 14). Bei den Fermentationen mit L. plantarum RTal2
war das molare Laktat-Acetat-Verhaltnis bei 35C nach 24 h niedriger als bei
niedrigen Fermentationstemperaturen von 25 und 30C (Tabelle 13). Im Gegensatz
dazu war bei den Fermentationen mit P. pentosaceus RTall das Verhéltnis bei
niedriger Fermentationstemperatur (25C) nach 24 h kleiner als bei den anderen
untersuchten Temperaturen (Tabelle 14). Grundsatzlich war das molare Verhaltnis
von Laktat zu Acetat, unabhéngig vom eingesetzten Stamm, bei fortgeschrittener
Fermentation durch die gesteigerte Acetatbildung kleiner.

Tabelle 13. Molares Verhdltnis von Laktat zu Acetat analysiert in den mit L. plantarum RTal2
fermentierten Teigen bei 25, 30 und 35C nach 0, 4, 8, 12 und 24 h.

Zeit [h] 0 4 8 12 24

Ratio (bei 25C) 0 0 0 0 45,2
Ratio (bei 30C) 0 0 0 39,7 30,2
Ratio (bei 35C) 0 0 37,8 26,8 24,7

Tabelle 14. Molares Verhaltnis von Laktat zu Acetat analysiert in den mit P. pentosaceus RTall
fermentierten Teigen bei 25, 30 und 35C nach 0, 4, 8, 12 und 24 h.

Zeit [h] 0 4 8 12 24

Ratio (bei 25C) 0 0 0 0 19,8
Ratio (bei 30C) 0 0 0 26,0 22,2
Ratio (bei 35C) 0 0 54,5 39,3 35,0
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Glukose war ein weiteres wichtiges Stoffwechselprodukt in den Teigen. Die
Konzentration an Glukose stieg bei gleichen Anfangsgehalten bei beiden Stammen
bei 35T Fermentationstemperatur deutlich schneller innerhalb der ersten 4 h als bei
25 und 30T (Abbildung 19). Nach 8 h waren sowohl bei der Fermentation mit
L. plantarum RTal2 als auch mit P. pentosaceus RTall nahezu dquimolare Mengen
an Glukose bei 30 und 35<C erreicht (LP RTal2: 230, 0+4,8 mM bzw. 238,7+2,5 mM,;
PP RTall: 167,7+9,3 mM bzw. 170,6£2,3 mM). Die Glukosekonzentrationen waren
nach 24 h Fermentation mit beiden Stammen bei 30 und 35T ahnlich (LP RTal2:
292,0£2,5 mM bzw. 288,9+2,5 mM; PP RTall: 247,5£0,1 mM bzw. 243,6+5,1 mM).
Bei 25T lagen die Glukosekonzentrationen wéahrend der gesamten Fermentation
deutlich unter den Mengen an Glukose, die in den Fermentationen bei 30 und 35C
analysiert wurden, mit Ausnahme der mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teige
nach 12 h.

Aufgrund der groRen Standardabweichung der Saccharosegehalte in den mit
L. plantarum RTal2 fermentierten Teigen konnte keine positive Korrelation mit der
Temperatur gefunden werden (Abbildung 19A). Nach 12 und 24 h zeigten die bei
25T fermentierten Teige die hochste Konzentration an Saccharose auf, wahrend die
bei 30 und 35T fermentierten Teige jeweils unterhalb von diesen Werten lagen. Bei
den Teigen fermentiert mit P. pentosaceus RTall konnte nach 4 h Fermentation
eine inverse Korrelation von Saccharosegehalt und Fermentationstemperatur
festgestellt werden (Abbildung 19B). Je hoher die Fermentationstemperatur war,

desto niedriger waren die Saccharosegehalte im Teig.
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Abbildung 19. Konzentrationen [mM] von Glukose (A) und Saccharose (0) mit Standardabweichung
aus Zweifachbestimmungen wahrend der Fermentation innerhalb von 24 h bei 25T (blaue Kurven),
30T (grune Kurven) und 35T (gelbe Kurven). A. Lactobacillus plantarum RTal2, B. Pediococcus
pentosaceus RTall.

Weitere in den Teigen analysierte Stoffwechselprodukte waren die Kohlenhydrate
Maltose, Fruktose, Cellobiose, Trehalose sowie der Zuckeralkohol Mannitol (Abbil-
dung 20 und 21).
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Die Maltosegehalte wahrend der Fermentation mit L. plantarum RTal2 zeigten sich
unabhangig von der Temperatur und bewegten sich von 6,5+0,1 mM bis 8,7+0,2 mM
(Abbildung 20). Bei den Fermentationen mit P. pentosaceus RTall war ausschlies-
slich bis 4 h (30 und 35C) bzw. 8 h (25C) nach Fe rmentationsbeginn Maltose im
Teig analysiert worden. Die Gehalte an Maltose in den mit P. pentosaceus RTall
fermentierten Teigen zeigten in Abhangigkeit von der Fermentationstemperatur bei
25T nach 8 h Maltose im Teig, wahrend bei 30 und 35T keine Maltose mehr
vorhanden war (Abbildung 21C).

Die Fruktosekonzentrationen blieben wahrend den Fermentationen mit L. plantarum
RTal2 (Abbildung 20) und P. pentosaceus RTall (Abbildung 21), unabhangig von
der Fermentationstemperatur, weitestgehend konstant. Es konnten bei den mit
P. pentosaceus RTall fermentierten Teigen hohere Fruktosegehalte analysiert
werden als bei den mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teigen. Nach 24 h konnte
bei den mit P. pentosaceus RTall bei 30 und 35T fermentierten Teigen eine
Zunahme des Fruktosegehaltes im Vergleich zu den bei 25T fermentierten Teigen
festgestellt werden (Abbildung 21E; 25<C: 31,2 +0,5 mM 30C: 34,6 +0,1 mM, 35T:
38,0+1,8 mM).

Bei den Fermentationen mit L. plantarum RTal2 wurden sehr grof3e Standard-
abweichungen fur die Gehalte an Cellobiose analysiert, die nicht erklart werden
konnen (Abbildung 20). Aufgrund dessen ist eine Korrelation der Cellobiosekonzen-
trationen und der Fermentationstemperaturen nicht aussagekréftig. Dennoch wurden
sehr hohe Cellobiosegehalte zu Fermentationsbeginn (0 h) in den Teigen analysiert
(26,9£3,4 mM (25<), 30,3+7,8 mM (30<C) und 39,1 +8,5 mM (35T)), die innerhalb
24 h Fermentation abnahmen (16,1+3,8 mM (25<), 9,6 £3,5 mM (30<C) und 6,3 0,9
mM (35%)). Bei den Fermentationen mit P. pentosaceus RTall war ab 8 h Fermen-
tation eine Tendenz der negativen Korrelation von Cellobiosegehalt und Fermen-
tationstemperatur analysiert worden (Abbildung 21). Es wurden am Anfang (0 h)
hohere Cellobiosegehalte in den Teigen ermittelt (19,1+0,8 mM (25<C), 21,6 +2,5 mM
(30C) und 24,0 £3,1 mM (35€)) als nach 24 h (12,4 +0,3 mM (25<), 10,9 +0,3 mM
(30C) und 10,4 £0,4 mM (35%C)).
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Die Trehalosegehalte waren in allen Teigen sehr niedrig. Sie bewegten sich
insgesamt zwischen 1,6£0,1 mM und 15,2+1,9 mM. Bei den Fermentationen mit
L. plantarum RTal2 konnte von 4 bis 12 h Fermentation eine Tendenz der negativen
Korrelation von Trehalosegehalt und Temperatur beobachtet werden. Nach 24 h
jedoch waren die Werte, unabhéngig von der Temperatur, ahnlich. Bei 25C-Fermen-
tationstemperatur war in dem mit P.pentosaceus RTall fermentierten Teigen
Trehalose nach 8 h noch in geringen Konzentrationen prasent (1,7£0,0 mM), wahr-
end sie bei allen anderen Fermentationstemperaturen von da an nicht mehr im Teig
nachweisbar war. Im Vergleich der Fermentationen mit L. plantarum RTal2 war we-

niger Trehalose im Teig vorhanden (LP RTal2: 1,7+0,0 mM bis 2,9+0,1 mM).

Die Mannitolmengen in den Teigen nahmen bei allen Fermentationen innerhalb 24 h
zu (Abbildung 20 und 21). Die Gehalte waren bei den Fermentationen mit
L. plantarum RTal2 niedriger (38,9+1,1 mM bis 71,7+0,9 mM) als bei den Fermenta-
tionen mit P. pentosaceus RTall (111,2+0,5 mM bis 126,7+0,2 mM). Diese sehr
unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen an Mannitol sind schwer erklarbar, da
das Fermentationsmehl gleich war. Die Werte waren jedoch in einer Dreifachbe-
stimmung reproduzierbar. Eine Korrelation zwischen den Fermentationstempera-
turen und den Mannitolgehalten war nicht festzustellen, dennoch war die Zunahme
der Mannitolmenge innerhalb 24 h bei der Fermentation mit L. plantarum RTal2
weitaus grolRer als bei der Fermentation mit P. pentosaceus RTall (LP RTal2,
35C: 32,8 mM; PP RTall, 35€C: 7,9 mM).

Es wurde in den Teigen keine Gentiobiose analysiert.
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Abbildung 20. Konzentrationen [mM] von Fruktose, Maltose, Cellobiose, Trehalose und Mannitol
wahrend der Fermentation mit Lactobacillus plantarum RTal2 nach 0 h (A), 4 h (B), 8 h (C), 12 h (D)
und 24 h (E) bei 25T (blaue Balken), 30T (griine Balken) und 35T (gelbe Balken). Die Fehlerbalken

entsprechen den Abweichungen von dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung.
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Abbildung 21. Konzentrationen [mM] von Fruktose, Maltose, Cellobiose, Trehalose und Mannitol

wahrend der Fermentation mit Pediococcus pentosaceus RTall nach 0 h (A), 4 h (B), 8 h (C), 12 h
(D) und 24 h (E) bei 25T (blaue Balken), 30T (griine Balken) und 35T (gelbe Balken). Die

Fehlerbalken entsprechen den Abweichungen von dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung.
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An organischen Sauren wurden Citrat, Formiat, Propionat, Succinat, Iso-Butyrat und
Butyrat untersucht (Abbildung 22 und 23).

Die Citratkonzentrationen waren in allen fermentierten Teigen, unabhanig von der
Fermentationstemperatur, niedrig (0,5+0,1 mM bis 3,9+0,1 mM). Bei den Fermenta-
tionen mit L. plantarum RTal2 korrelierten die Citratgehalte nach 8 h Fermentation
negativ mit den Fermentationstemperaturen und es konnte eine Abnahme des Citrat-
gehaltes innerhalb der 24stindigen Fermentation festgestellt werden (Abbildung 22).
Bei der Fermentation mit P. pentosaceus RTall variierten die Citratgehalte bei 25,
30 und 35T zwischen 2,0 £0,1 mM und 3,2+0,0 mM ohne Zusammenhang zur Fer-

mentationstemperatur (Abbildung 23).

Die Produktion von Formiat nahm wéhrend den 24stiindigen Fermentationen mit
beiden Stdmmen zu (Abbildung 22 und 23). Die Gehalte bewegten sich von
5,8£0,0 mM bis 21,6£0,7 mM (L. plantarum RTal2) und 1,5£0,0 mM bis 27,5+
3,8 mM (P. pentosaceus RTall) innerhalb 24 h. Es konnte demnach kein signifi-
kanter Unterschied auf die Formiatproduktion beziglich des Einsatzes der beiden
Stamme im Teig nachgewiesen werden. Nach 12 h war in den bei niedrigeren
Temperaturen fermentierten Teigen bei beiden Stammen weniger Formiat im Teig
nachweisbar als bei héheren Temperaturen. Davor korrelierte die Formiatkonzen-

tration nicht mit der Temperatur.

Innerhalb der ersten 4 h war in keinem der fermentierten Teige Propionat analysiert
worden. Nach 8 h wurde Propionat ausschliel3lich bei den bei 35C-Fermentations-
temperatur fermentierten Teigen detektiert, wahrend nach 12 h Propionat in den bei
30 und 35T mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teigen in geringen Mengen
vorhanden war (1,7+0,1 mM (30C); 2,2+0,2 mM (35C)). Bei den Fermentationen
mit L. plantarum RTal2 war Propionat nach 12 h bis zum Ende der Fermentation in

allen Teigen in geringen Konzentrationen nachweisbar.

Die Succinatgehalte blieben wéhrend der Fermentation, unabhéangig vom einge-
setzten Stamm und der Fermentationstemperatur, relativ konstant und bewegten sich
fur beide Stamme zwischen 1,2+0,3 mM (0 h) und 5,0+0,3 mM (24 h). Eine Korrela-
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tion zwischen der Succinatkonzentration im Teig und der Fermentationstemperatur

konnte nicht festgestellt werden.

Iso-Butyrat war in den mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teigen bei keiner
Temperatur detektiert worden. Bei den mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teigen
wurden bei htheren Fermentationstemperaturen (35C) die Iso-Butyratgehalte schon
nach 8 h analysiert, wahrend bei 25T und 30T Iso- Butyrat erst nach 24 bzw. 12 h

analysiert wurde.

Am Anfang der Fermentationen (0 h) war in keinem der Teige Butyrat analysiert
worden. Bei 25- und 30C-Fermentationstemperatur war bei der Fermentation mit
L. plantarum RTal2 erst nach 8 h Butyrat im Teig nachweisbar, wahrend bei 35C
schon nach 4 h Fermentation Butyrat detektiert werden konnte. Die Butyratgehalte
bewegten sich bei der Fermentation mit L. plantarum RTal2, unabhangig von der
Temperatur, zwischen 3,8+0,0 MM und 6,4+1,1 mM. Bei den mit P. pentosaceus
RTall fermentierten Teigen war Butyrat bei 25T erst nach 8 h im Teig vorhanden,
wahrend sie bei 30 und 35T schon nach 4 h analysie rt werden konnte. Unabh&ngig
von der Temperatur variierten die Butyratmengen in den Teigen zwischen 4,0+

0,0 mM und 6,4+0,4 mM.

1-Propanol, Glycerin und Valeriat wurden, unabhangig von der Fermentations-

temperatur und dem eingesetzten Stamm, in den Teigen nicht gefunden.
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Abbildung 22. Konzentrationen [mM] von Citrat, Formiat, Propionat, Succinat, Iso-Butyrat und Butyrat
wahrend der Fermentation mit Lactobacillus plantarum RTal2 nach 0 h (A), 4 h (B), 8 h (C), 12 h (D)
und 24 h (E) bei 25T (blaue Balken), 30T (griine Balken) und 35T (gelbe Balken). Die Fehlerbalken

entsprechen den Abweichungen von dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.
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Abbildung 23. Konzentrationen [mM] von Citrat, Formiat, Propionat, Succinat, Iso-Butyrat und Butyrat
wahrend der Fermentation mit Pediococcus pentosaceus RTall nach 0 h (A), 4 h (B), 8 h (C), 12 h
(D) und 24 h (E) bei 25T (blaue Balken), 30T (griine Balken) und 35T (gelbe Balken). Die

Fehlerbalken entsprechen den Abweichungen von dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.
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3.7 Verwertung von Kohlenhydraten

Um das Potential der ausgewahlten Stamme L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und
P. pentosaceus RTall verschiedene Kohlenhydrate verwerten zu kénnen zu ermit-
teln, wurden kommerzielle api®-50CH-Tests angewendet. Mit diesen Tests konnte
eine Aussage uber die 6kologischen Anspriiche der Organismen getroffen werden.
Die Ergebnisse der Tests wurden mit der apilab Software (Version 5.1) ausgewertet
und ergaben folgende Zuordnung: P. pentosaceus RTall wurde mit einer wider-
spruchlichen Reaktion (Saccharosefermentation) mit einer Identitat von 96,5% identifi-
ziert. L. plantarum RTal2 wies keine widersprichlichen Reaktionen auf und wurde mit
97,9% erkannt. Die Spezies L. sakei war nicht in der Datenbank enthalten. Deshalb
wurde der Stamm als L. fermentum mit einer ldentitdt von nur 53,5% identifiziert. Wi-
derspruchliche Ergebnisse waren hier die Fermentationen von Laktose, Raffinose, N-
Acetylglucosamin und Turanose.

Es wurden fir 23 Kohlenhydrate keine positiven Reaktionen beobachtet. Alle Stamme
konnten D-Ribose, D-Galaktose, D-Glukose, D-Fruktose, D-Maltose, D-Saccharose
und N-Acetylglukosamin fermentieren. Die hauptséchlichen Unterschiede waren bei
der Verwertung von folgenden Kohlenhydraten zu beobachten, welche ausschlief3lich
von L. plantarum RTal2 fermentiert wurden: D-Mannitol, D-Sorbitol, Laktose, Melezi-
tose, Raffinose und 2-Ketoglukonat. Alle Stdamme mit Ausnahme von L. sakei RTal4
verwerteten die Kohlenhydrate D-Mannose, Amygdalin, Arbutin, Esculin, Salicin, D-
Cellubiose, D-Trehalose und D-Gentiobiose. Die beiden Laktobazillen konnten D-Meli-
biose und D-Turanose verwerten, wahrend D-Arabinose, D-Tagatose und D-Xylose

nur von P. pentosaceus RTall metabolisiert wurde.

3.8 Vergleich der Fermentationsleistungen der Isol  ate mit denen

kommerzieller Starterkulturen

FUr den Vergleich der Fermentationsleistungen der ausgewahlten Stamme L. planta-
rum RTal2 (LP RTal2) und P. pentosaceus RTall (PP RTall) mit denen kommer-
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ziell erhaltlicher Starterkulturen (BB LF1; BR) wurde Amaranth DP Uber 24 h bei
30T fermentiert. Es wurden die MSB-Keimzahlen, die pH-Werte und die Saure-
grade wahrend den Fermentationen zu den Zeitpunkten 0, 4, 8, 12 und 24 h ermittelt
(Abbildung 24). Alle Fermentationen zeigten zu den ermittelten Zeitpunkten &hnliche
MSB-Keimzahlen und waren, trotz der Unterschiede der MSB-Anfangskeimzahlen,
tiber den Fermentationsverlauf nahezu identisch. Sie la-gen bei 5,7x10" + 4,4x10’
KbE g™ (LP RTal2), 2,7x10" +1,4x10’ KbE g™* (PP RTall), 1,3x10% +5,0x10" KbE
g’ (BB LF1) und 1,3x10° +5,0x10" KbE g* (BR) am Anfang der Fermentation und
7,6x10°+1,8x108KbE g* (LP RTal2), 5,7x10° +1,1x10% KbE g* (PP RTall),
4,0x10° + 5,7x10% KbE g™* (BB LF1) und 5,7x10° + 5,7x10° KbE g* (BR) am Ende der
Fermentation nach 24 h (Abbildung 24A). Nach 8 h waren die MSB-Keimzahlen bei
allen Teigen tiber 10° KbE g* und blieben auf diesem Level bis zum Ende der
Fermentation. Der Teig fermentiert mit dem Stamm PP RTall, dessen MSB-
Anfangskeimzahlen am niedrigsten waren (2,7x10” + 1,4x10” KbE g*), hatte schon
nach 4 h tendenziell hbhere MSB-Keimzahlen im Teig als die anderen Stamme
(0=1,0x10° + 6,3x10® KbE g). Die mitgefiihrten Leerteige (= Spontanfermentation-
en) zeigten den Einfluss der zugesetzten Starterkulturen im Teig. Die pH-Werte der
mit kommerziellen Starterkulturen fermentierten Teige und die pH-Werte, fermentiert
mit den Stammen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall, waren etwa nach
12 h kleiner gleich pH 4,0 (Abbildung 24B). Die Sauregradverlaufe entsprachen den
Beobachtungen der pH-Wert-Verlaufe. Der Sauregrad stieg bei den spontan
fermentierten Teigen viel langsamer an als bei den Fermentationen mit Starterkultur-
zusatz. Der pH-Wert- und Séauregradverlauf der inokulierten Teige waren sehr
ahnlich. Es konnte eine leicht langsamere S&uerung und ein leicht langsamerer
Sauregradanstieg bei den mit BR fermentierten Teigen beobachtet werden (Abbild-
ung 24B: grine Kurven; 8 h: pH-Wert 4,8+0,1; Sauregrad 10,6£0,2). Die Sauregrade
am Ende der Fermentationen lagen zwischen 23,8+0,4 (PP RTall) und 28,1+0,4
(BR).
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Abbildung 24. MSB-Keimzahlen [KbE g'l] (A), pH-Wert- und Sauregradverlauf (B) von Amaranth-
fermentationen mit kommerziellen Starterkulturen und ausgewahlten Stammen. Grine Balken und
Kurven: Bocker Bio Reisstarter (BR); rote Balken und Kurven: Lactobacillus plantarum RTal2; gelbe
Balken und Kurven: Pediococcus pentosaceus RTall; blaue Balken und Kurven: Blessing Biotech

Lactobacillus fermentum (LF1); schwarze Kurven: Leerteige.
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4. Diskussion

Um Mikroorganismen mit guten Wachstumseigenschaften in Pseudocerealien zu
isolieren und diese als potentielle Starterkulturen zu charakterisieren, wurden funf
Amaranthmehle von vier verschiedenen Anbaulandern (Indien, Peru, Mexiko und
Deutschland) fur spontane Fermentationsexperimente verwendet. Das Fermentations-
muster in den Amaranthsauerteigen beztglich der Milchsaurebakterien (MSB) war am
Anfang der Experimente auf Kulturebene sehr dynamisch (Tag 1 bis 3). Die
Beobachtung einer groBen Anzahl von Kolonienmorphologien auf mMMRS-5-
Agarplatten lie3 auf eine Vielzahl von Spezies und Stammen schlie3en. Fir den
restlichen Fermentationszeitraum (Tag 4 bis 10) waren die wettbewerbsfahigen
Stamme dominant, wahrend die Anzahl an verschiedenen Morphologietypen sank. Am
Ende der spontanen Fermentationen wurden sauerteigspezifische MSB wie
Lactobacillus und Pediococcus detektiert. Diese Vielfalt an Isolaten wurde unabhangig
vom Mehlursprungsland gefunden, was auf eine individuelle Sauretoleranz und einen
an die Cerealienumwelt angepassten Metabolismus dieser Mikroorganismen zurick-
zufuihren ist (GANZzLE et al., 2007). Im Teig vorhandene externe Elektronenakzeptoren
(z. B. Fruktose) begunstigen die Wettbewerbsfahigkeit von MSB (GANZzLE et al., 2007)
aufgrund der Verstarkung der Energieproduktion und Redoxstabilitdt dieser Mikro-
organismen. In stabilen konventionellen Sauerteigsystemen wurden typische MSB,
welche an deren Umwelt adaptiert waren, beobachtet (D VuysT und NEYSENS, 2005).
Die Mikrobiota pflanzenassoziierter Habitate wird von extrinsischen Faktoren wie
Temperatur, und intrinsischen Faktoren wie Mehlkohlenhydrate, -enzyme, Wasser-
gehalt und Wechselwirkungen mit anderen Bakterien beeinflusst (ARAUJO et al., 2002;
GoOBBETTI, 1998; Wick et al., 2003). P. pentosaceus, L. plantarum und L. sakei sind
typische Sauerteig-MSB (GoBBETTI et al., 1999b; VAN DER MEULEN et al., 2007; De
ANGELIS et al., 2002) und wurden in anderen Arbeiten ebenso in Sauerkrautfermen-
tationen entdeckt (HUFNER et al., 2007; PLENGVIDHYA et al., 2007). P. pentosaceus
wurde aus spontanen Fermentationen mit Sorghum isoliert (MOHAMMED et al., 1991),
L. plantarum konnte in Weizen- und Dinkelfermentationen beobachtet werden (VAN
DER MEULEN et al., 2007) und ist sehr oft in anderen Sauerteigbkosystemen vorhanden

(DE VuYsT und VANCANNEYT, 2007). Diese Beobachtung kann durch seinen adaptierten
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Kohlenhydratmetabolismus in Cerealienfermentationen erklart werden (KLEEREBEZEM
et al., 2003). L. sakei wurde ebenso in Silage (KLAENHAMMER et al., 2002; VOGEL et al.,
1993), fermentiertem Kohl (BJORKROTH et al., 2002; MURCIA-MARTINEZ und COLLINS,
1990; VOGEL et al., 1993) und rohen fermentierten Wirstchen in Westeuropa (HAMMES
und HERTEL, 1998; LEROY et al., 2006) gefunden. Den Namen tragt das Bakterium vom
Reisalkohol Sake, aus dem L. sakei das erste Mal isoliert und beschrieben wurde
(syn. L. sake; BERGEY, 2005b). P. pentosaceus wurde in Kornsilage (KLEINSCHMIT et
al., 2006) und in Wirstchenfermentationen (CHACON et al., 2006) beobachtet, wahrend
L. plantarum in Fermentationen mit Kése detektiert wurde (SIRAGUSA et al., 2007) und
fur kalziumangereicherte Sojamilch als Starterkultur verwendet wurde (TANG et al.,
2007). Seinen Namen tragt das Bakterium aufgrund seiner Eigenschaft zur Zucker-

verwertung (vgl. Pentose = Zucker; BERGEY, 2005a).

Die Differenzierung der Stamme mittels RAPD-PCR wurde mit dem Primer M13Voq.
und dem Primer 1254 durchgefihrt. Aufgrund der unterschiedlichen Sequenzen der
Primer konnten in Abh&ngigkeit der Stamme verschiedene Bandenmuster erzeugt
werden. Aufgrund dessen wurde eine weitere Differenzierung vorgenommen. Mit der
Methode der RAPD-PCR ist fur die Vielzahl der durchgefuhrten Analysen eine
schnelle, kostenguinstige und leicht durchfuhrbare Methode angewandt worden
(RosseTTI und GIRAFFA, 2005). In den Arbeiten von GIRAFFA et al. (2001, 2004) und
LoMBARDI et al. (2002) wurde erkannt, dass ein 15 bp gro3er M13 Primer fur die
Stammidentifizierung erfolgreich eingesetzt werden konnte. HAMAD et al. (1997)
verwendeten zur Stammidentifizierung fir aus Sorghumsauerteig isolierte MSB den
Primer M13V nach StoLz et al. (1993). Jedoch haben friihere Forschungsarbeiten
gezeigt, dass es sich bei Stammen mit gleichen Bandenmustern, dennoch um
unterschiedliche Stdmme handelt kénnte (WEiss et al.,, 2005). Eine genauere
Differenzierung ware mit der Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) mdglich. Bei dieser
Methode wird im Gegensatz zur normalen Gelelektrophorese ein wechselndes
Spannungsfeld aufgebaut und aufgrund dessen eine GrofRentrennung der DNA
erzeugt. HucH NEe KOSTINEK et al. (2008) haben so in Kombination mit RAPD-PCR
178 MSB-Isolate aus Cassavasauerteigen auf Stammebene naher charakterisieren

kdnnen.



4. Diskussion 86

Insgesamt wurden in den Spontanfermentationen mit Amaranth typischerweise in
spontanen Sauerteigfermentationen vorkommende MSB gefunden. Dabei wurden in
den vier verschiedenen Mehlen von vier verschiedenen Herstellern 6 Stamme der
Spezies P. pentosaceus, 2 Stamme der Spezies L. sakei und 1 Stamm der Spezies
L. plantarum gefunden. Nach GANzLE (2006a) waren in spontan fermentierten Sauer-
teigen (es wurden keine Angaben uber die Mehlart gemacht) homo- und fakultativ
heterofermentative MSB wie Lactobacillus acidophilus, L. alimentarius, L. paracasei,
L. plantarum, L. sakei und Pediococcus pentosaceus zu finden. Weiter wurden in
diesen Arbeiten obligat heterofermentative MSB wie L. brevis, L. buchneri, L. cello-
biosus, L. hilgardii, Leuconostoc mesenteroides, Weissella viridescens und W. cibaria
in Spontansauerteigen analysiert. In den in dieser Arbeit durchgefihrten Amaranth-
fermentationen wurden keine obligat heterofermentative MSB, wie z. B. L. sanfran-
ciscensis, analysiert. L. sanfranciscensis wurde in anderen Studien in einer Vielzahl
von Sauerteigisolaten nachgewiesen und ist als Sauerteigstarterkultur sehr bekannt
(SCHEIRLINCK et al., 2008 und 2009; FERCHICHI et al., 2007). Wie von CORSETTI et al.
(2007) gezeigt wurde kann eine schnelle Weizenteigsauerung durch P. pentosaceus
und E. faecium fur die Teigreifung verantwortlich sein und somit Ursache fiir das
Wachstum von L. sanfranciscensis. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass vergleich-
bare Stamme von L. sanfranciscensis auf mMRS-5-Agar kultivierbar sind und bei
einem Vorhandensein im Teig nachweisbar gewesen wéaren. VOGELMANN et al. (2009)
konnten in Sauerteigfermentationen aus Cerealien, Pseudocerealien und Cassava

ebenfalls L. sanfranciscensis nicht nachweisen.

Die Anzahl der isolierten Stamme aus den Amaranthspontanfermentationen ist
vergleichbar mit den Ergebnissen von HAMAD et al. (1997). Sie isolierten aus spontan
fermentierten sudanesischen Sorghumsauerteigen von anfanglich sieben Stdmmen
nach 42 h Fermentation zwei dominante Stdmme der Spezies L. fermentum und
L. reuteri. In den Spontanfermentationen mit Amaranth in dieser Arbeit konnten
durchschnittlich 1-4 Stamme pro Mehl nach 10 Tagen isoliert werden. Eine Korrelation
der Anbaulander des Amaranthes und der isolierten Stamme konnte nur vermutet
werden. P. pentosaceus kam in allen Mehlen, unabhangig vom Anbauland vor,
wahrend L. sakei und Enterococcus sp. nur in den Mehlen aus Studamerika (Mexiko
(AM), Peru (AP)) vorhanden waren. L. plantarum hingegen war in den Mehlen aus
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Sudamerika (AM und AP) und aus Deutschland (SG) anwesend. SCHEIRLINCK et al.
(2007) fanden heraus, dass bei belgischem Sauerteig vielmehr das Umfeld bei der
Sauerteigherstellung fir die typische mikrobielle Zusammensetzung verantwortlich
war, weniger der Mehltyp. DE VuYysST und VANCANNEYT (2007) sahen die mikrobielle
Okologie eines Sauerteiges ebenfalls nicht als Ergebnis des geografischen Ursprungs,
sondern fuhrten die Ursache auf unterschiedliche traditionelle Herstellungs-
gewohnheiten in den jeweiligen geografischen Regionen zurtick. Beispielsweise
enthielten die in Arbeiten von GoBBETTI et al. (1994) und CORSETTI et al. (2001, 2003)
untersuchten italienischen Weizensauerteige Stdmme der Spezies L. sanfran-
ciscensis, L. brevis, L. fermentum, L. fructivorans, L. plantarum, L. alimentarius,
L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii und L. farciminis, wohingegen in
Sauerteig aus Umbrien (Zentralitalien) L. sanfranciscensis und L. plantarum die
dominierenden Spezies waren (CORSETTI et al., 2001). Sauerteige aus Foggia und
Lecce (Suditalien) brachten typischerweise Stamme der Spezies L. sanfranciscensis,
Leuconostoc citreum und L. alimentarius hervor. Eine gréf3ere Rolle fur die Zusam-
mensetzung eines Sauerteiges spielen technologische Fermentationsparameter, die
Matrixkomposition und andere Faktoren (MEROTH et al., 2003b, CORSETTI et al., 2004),
wie beispielsweise Lagerbedingungen der Koérner oder des fertigen Mehles
(Temperatur, Feuchte). Dies kann die Ursache fir die unterschiedliche MSB-

Zusammensetzung der Parallelfermentationen sein.

Aus der Gesamtheit der isolierten Stamme aus den Amaranthsauerteigen wurde je
Spezies der jeweils dominanteste Stamm ausgewahlt. Es wurden die Stdmme
L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und P. pentosaceus RTall fur weitere Fermen-
tationen herangezogen und naher charakterisiert. Hierfir wurde der kommerzielle
api®-50CH-Test verwendet, um das metabolische Verhalten der Stamme beziiglich
ihrer Spezieszugehdorigkeit zu erkunden und um speziesspezifische Eigenschaften zu
ermitteln. L. sakei war nicht in der Datenbank enthalten. Die hauptséchlich vorhan-
denen Mono- und Oligosaccharide des unfermentierten Sauerteiges waren Glukose,
Saccharose, Fruktose und Maltose, welche von allen Stammen im api®-Test sehr gut
verwertet werden konnten. Eine Umsetzung dieser Kohlenhydrate im Teig war somit

gegeben. Aufgrund dessen waren die Voraussetzungen fir die Substratfermen-
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tationen mit den Stammen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall in den

Amaranthteigen moglich.

Die Stamme L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und P. pentosaceus RTall wurden
weiter verwendet um Amaranthteige zu inokulieren und deren Dominanz im Teig zu
Uberprufen. Im Gegensatz zu Spontansauerteigen werden gefiihrte Sauerteige mit
einer Starterkultur bzw. dem Anstellgut beimpft. Durch die Verwendung von Anstellgut
konnen Fehlgarungen vermieden werden und bei gleich bleibender Mikroflora ein
reproduzierbarer S&uerungsverlauf sowie eine standardisierte Brotqualitdt erreicht
werden (GANZzLE, 2006a). Die pH-Werte der hier untersuchten Sauerteige erreichten
den Wert von etwa pH 4,0 am zweiten Tag der Fermentation und blieben auf diesem
Level bis zum Ende. Die Sauregrade verhielten sich invers proportional, jedoch waren
sie ebenso am zweiten Tag stabil bis zum Ende der Fermentation. Diese erreichten
Werte von 21,7 bis 30,6. Die MSB-Keimzahlen waren nach zehn Tagen Fermentation
bei 102 bis 10* KbE g™ und der prozentuale Anteil aller initierten Stamme an der
MSB-Gesamtkeimzahl am Ende der Fermentation lag zwischen 58 und 100%.
L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall zeigten die beste Wettbewerbs-
fahigkeit von allen inokulierten Stammen (100% prozentualer Anteil). Vergleichbare
Ergebnisse wurden in Arbeiten von Vogelmann et al. (2009) erzielt. Hier wurde
Amaranth mit 10% eines Startermixes aus sieben verschiedenen Kombinationen von
Starterkulturen versetzt. Es handelte sich um Stamme der Spezies L. pontis, L. brevis,
L. plantarum, L. fermentum, L. paralimentarius, L. sanfranciscensis, L. lactis, L. aceto-
tolerans, L. paracasei, L. spicheri, L. helveticus, L. casei und L. curvatus. Teilweise
wurde mit Hefen der Spezies Saccharomyces cerevisiae, Candida humilis,
Issatchenkia orientalis und Picchia anomala inokuliert. Bei den Fermentationen der
Sauerteige konnten pH-Werte von 3,7-3,8 (diese Studie: 3,9) und Sauregrade von
26,4-30,4 (diese Studie: 24,2) analysiert werden. Experimente mit Buchweizen, einer
anderen Pseudocerealie, zeigten &hnliche Ergebnisse (MoOORE et al., 2007). Hierflr
wurden glutenfreie Buchweizensauerteige mit den Stdmmen L. plantarum FST 1.11
und L. plantarum 2115KW inokuliert. Die finalen pH-Werte lagen bei 3,8 und 3,9, die
Séauregrade variierten von 16,5 bis 16,2 und die MSB-Keimzahlen wurden bei 10° KbE
g’ fir beide Stamme analysiert (diese Studie: 10'° KbE g™). In mit L. plantarum 20B

initiierten Weizensauerteigen konnten niedrigere pH-Werte (<4,0) und niedrigere
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Sauregrade (5,88) nach 8 h bei 30C beobachtet werd en (GoBBETTI et al., 1999b).
Diese Abweichungen koénnten auf Unterschiede im Substrat zurlickgefuhrt werden.
Beispielsweise weist Amaranth einen doppelt so hohen Mineralstoffgehalt im Vergleich
zu anderen Cerealien auf, und der Fettgehalt ist 2-3-mal héher als bei Weizen und
Roggen. Allerdings ist Starke im Amaranth in kleineren Mengen als in Cerealien
vorhanden (SCHOENLECHNER et al., 2008). Bezuglich dem Gehalt an Ballaststoffen
liegen die Werte fir Amaranth im Bereich der Cerealien (19,5-27,5% A. cruentus und
33,1-49,3% A. hypochondriacus; BRESSANI et al.,, 1990). Im Gegensatz zu den
Fermentation mit L. plantarum wird P. pentosaceus zwar héufig aus Sauerteigfermen-
tationen isoliert und ist als Sauerteigstarterkultur bekannt, jedoch gibt es keine
Literaturhinweise auf Fermentationen mit P. pentosaceus als Einzelstammstarter-

kultur.

Das Wachstum der potentiellen Starterkulturen im Teig, sowie die Entwicklung der pH-
Werte und der Sauregrade, sind entscheidende Kriterien tUber die Anwendung einer
Starterkultur. Aber auch die Produktion von organischen Séauren, Ethanol und
Zuckeralkoholen im Teig, sowie die Umsetzung von Kohlenhydraten im Substrat, sind
wichtige Parameter fir die Qualitdt des spéteren Broterzeugnisses. Organische
Sauren wie Laktat, Acetat, Formiat, Propionat, Succinat, Citrat, Butyrat und Iso-
Butyrat, der Ethylalkohol Ethanol und der Zuckeralkohol Mannitol haben teilweise
geschmacksgebende Eigenschaften im Teig (BRANDT, 2006b; LUCK und JAGER,
19954, b) und sind bei der Aromabildung beteiligt. Zusatzlich zeigen Acetat, Formiat,
Propionat und Butyrat antimykotische und konservierende Eigenschaften in
Sauerteigen (CorRseTTl et al.,, 1998) und tragen zur Lebensmittelsicherheit bei.
LILOEBERG und BJORCK (1996) analysierten die Verbesserung erndhrungsphysio-
logischer Eigenschaften, wie Blutzuckersenkung, durch Laktat und Propionat in
Sauerteigen. Im Teig vorhandene niedermolekulare Kohlenhydrate und deren Spalt-
produkte wie Glukose, Fruktose, Maltose, Saccharose, Cellobiose, Trehalose und
Gentiobiose dienen einerseits als Substrat und somit als Energiequelle fur die MSB im
Teig. Andererseits sind sie wichtige Aromaprakursoren beim Backprozess fur die
Bildung von Aromakomponenten, insbesondere in der Brotkruste (Maillardreaktion)
(BRANDT, 2006a). Ihr Angebot hangt in erster Linie von der Aktivitat mikrobieller, sowie

getreideeigener Amylasen und der Anwesenheit von Enzyminhibitoren ab.
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Wahrend den Fermentationen mit L. plantarum RTal2, L. sakei RTal4 und P. pento-
saceus RTall zur Evaluation der Dominanz wurden die Metabolite im Teig unter-
sucht. Hauptmetabolite in allen Teigen waren Laktat, Formiat, Glukose und Ethanol.
Die Laktatgehalte, variierend von 136,6 bis 178,1 mM, waren in allen Teigen etwa
gleich. Die Acetatgehalte lagen zwischen 1,9 und 7,6 mM. Ahnlich hohe Laktat- und
niedrige Acetatkonzentrationen wurden in Sauerteigfermentationen mit Weizen und
Dinkel beobachtet (VAN DER MEULEN et al.,, 2007; BRANDT, 2001). Acetat tragt zur
Aromabildung bei und verbessert die sensorische Qualitdt von Sauerteigweizenbrot
(SPICHER, 1983). Weiter konnen positive Effekte beziglich Klebrigkeit (ROCKEN,
1996) und antimykotischer Effekte (CORSETTI et al., 1998) durch Acetat im Teig
ausgemacht werden. Das molare Verhéltnis von Laktat zu Acetat stellt ein Qualitats-
kriterium im Teig dar. Dieses Verhaltnis trifft eine Aussage Uber die sensorischen
Eigenschaften fertiger Brote. Das optimale molare Verhaltnis von Laktat zu Acetat in
industriellen Weizen- und Dinkelsauerteigfermentationen betragt 2,5 (ROCKEN, 1996)
und ist im Sauerteigbereich eine wichtige KenngréRe. Solche Kennzahlen sind fur
Pseudocerealienfermentationen nicht bekannt. Die molaren Verhdltnisse in den
Teigen zur Evaluation der Dominanz von L. plantarum RTal2, P. pentosaceus
RTall und L. sakei RTal4 variierten von 23,4 bis 79,8. Aufgrund der Unterschied-
lichkeit der Zusammensetzung des Amaranths im Vergleich zu Weizen- und Dinkel-
mehlen kdnnen durchaus nicht vergleichbare Werte entstehen. Um den Einfluss des
Acetatgehaltes im Amaranthsauerteig auf die sensorischen Eigenschaften der
Endprodukte zu analysieren, sollten in weiteren Experimenten Backversuche mit
anschlieBenden sensorischen Verkostungen durchgefihrt werden. Zur vermehrten
Produktion von Acetat kann dem Teig Fruktose als alternativer Elektronenakzeptor
zugesetzt werden (GoBBETTI et al.,, 1999a; KoORAKLI et al., 2000; ROCKEN, 1996).
Geringe Acetatkonzentrationen kénnten durch das Enzym Citrat-Lyase aus im Teig
vorhandenem Citrat katabolisiert werden (GANzLE, 2006b; GoBBETTI und CORSETTI,
1996; HAMMES et al., 1996; StoLz et al., 1995). Beziglich der Glukose- sowie der
Formiat- und Ethanolkonzentration schien eine Korrelation wahrscheinlich. Wahrend
die meisten Teige relativ geringe Glukosewerte bei hohen Formiat- und
Ethanolgehalten zeigten, wurden gegensatzliche Werte fir den mit P. pentosaceus

RTall fermentierten Teig AM und den mit L. plantarum RTal2 fermentierten Teig
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DP gefunden. Diese Ergebnisse konnten nicht den MSB-Keimzahlen sowie den
Fermentationsparametern pH-Wert und Sauregrad zugeschrieben werden, welche
ahnliche Werte in allen Teigen aufzeigten. Die stochiometrischen Verhaltnisse der
Ergebnisse von Formiat und Ethanol kénnen nicht erklart werden, jedoch kénnten sie
mit dem Substrat Amaranth oder der residenten Mikrobiota in Verbindung gebracht
werden. Pseudocerealien unterscheiden sich von konventionellen Cerealien in der
Kornzusammensetzung, so z. B. im Proteingehalt (Weizen: 0,35%; Amaranth:
0,49%) und dem Fettgehalt (Weizen: 0,54%; Amaranth: 1,1%) (BECKER et al., 1981).
Zusatzlich kann die Zusammensetzung der Fettsauren und Kohlenhydrate sowie die
Konzentration an Vitaminen nicht mit der von konventionellem Weizen verglichen
werden. Pseudocerealien enthaltende glutenfreie Brote zeigten signifikant hdhere
Gehalte an Protein, Fett, Ballaststoffen und Mineralstoffen als die Kontrollbrote
(ALVAREZ-JUBETE et al., 2009). Aufgrund dieser Unterschiedlichkeit im Vergleich zu
konventionellem Getreide sind keine vergeichbaren Werte zu erwarten. Der hetero-
fermentative Stoffwechselweg, welcher Pyruvat fur die Bildung von Formiat, Ethanol
und/oder Acetat bildet, kann eine Erklarung fur die beobachteten Ergebnisse liefern.
Dennoch findet laut Literatur diese Biotransformation bei neutralen pH-Werten und
unter aeroben Bedingungen im Sauerteig statt (gemessene End-pH-Werte von 4,0).
Falls dieser Stoffwechselweg stochiometrisch ausgefihrt wurde, sollten 2 mol
Formiat und 2 mol Acetat und/oder Ethanol pro mol Glukose resultieren. Die
Relationen zwischen Formiat und Acetat/Ethanol im Teig erreichten dieses Gleich-
gewicht nicht. Da Formiat ein wichtiges Produkt von Enterobakteriaceen ist, wurde
der Teig ebenso auf Endo-Agar evaluiert. Hierbei wurden weniger als 100 KbE g™
Teig am Ende der Fermentation zum Zeitpunkt der HPLC-Analysen beobachtet.
Demzufolge scheinen Enterobakteriaceen eine unwahrscheinliche Quelle der hohen
Formiatkonzentrationen zu sein. Die Prasenz von Formiat wurde in &hnlichen
Studien mit Weizen und Roggen nicht untersucht und kann daher nicht verglichen
werden (z. B. KORAKLI et al., 2001). Die Ethanolkonzentrationen konnte teilweise auf
das Vorhandensein von Pilzen, speziell Mucor spp., welche bekannt dafir sind,
Ethanol zu produzieren, zurtickgefuhrt werden (INDERLIED und SYPHERD, 1978). Diese

waren ein Teil der autochthonen Flora des Teiges und waren nicht direkt von den
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Starterkulturen beeinflusst, was wiederum auf geringe antimykotische Aktivitaten der
Stamme schlie3en lasst.

P. pentosaceus ist ein homofermentatives MSB, wéhrend L. sakei und L. plantarum
fakultativ heterofermentative MSB sind. In der Regel verwerten homofermentative
MSB bevorzugt Glukose, die Verwertung von Maltose und Fruktose wird durch
Glukose reprimiert und setzt erst nach Verbrauch der Glukose ein (GANzLE, 2006b),
jedoch ist die Verwertung von Pentosen und die daraus sich ergebende Acetatbildung
durchaus moglich (TITGEMEYER und HILLEN, 2002). Unter aeroben Bedingungen
konnen die meisten fakultativ heterofermentativen Laktobazillen Sauerstoff als
Elektronenakzeptor nutzen. NADH wird dabei tUber die NADH-Oxidase und NADH-
Peroxidase-Reaktion zu NAD" oxidiert (GANZLE, 2006b). Unter anaeroben Bedingung-
en und der Abwesenheit von Elektronenakzeptoren, wie sie in konventionellen
Sauerteigen vorherrschen, wird Glukose zu Laktat mittels homofermentativen MSB
Uber die Glykolyse und anschlieBender Laktat-Dehydrogenase umgewandelt. Dabei
entsteht als Zwischenprodukt Pyruvat, und NAD" wird zu NADH reduziert. Beim
weiteren Abbau von Pyruvat wird NADH wieder zu NAD" oxidiert. Uber die Pyruvat-
Formiat-Lyase kdnnen Formiat, Ethanol und Acetat von fakultativ heterofermentativen
MSB gebildet werden. Das Enzym ist jedoch nur bei niedrigem Glukosegehalt,
neutralem pH-Wert und anaeroben Bedingungen aktiv, und spielt demnach in
Sauerteigen keine Rolle. Nach GANzLE (2006b) sind homofermentative MSB, wie die
Pediokokken, in der Lage, Citrat zu Succinat oder Laktat zu katabolisieren, was
wiederum die Bildung von Acetat oder Acetoin aus Pyruvat beeinflusst (Abbildung 25).
Die Prasenz der Enzyme, welche fur diesen metabolischen Prozess erforderlich sind,
wurde exemplarisch in den kompletten genomischen Sequenzen von L. plantarum
WCFS1 (GenBank: AL935263), L. sakei 23K (GenBank: CR936503) und P. pento-
saceus ATCC 25745 (GenBank: CP000422) gepruft. Wahrend bei L. sakei 23K alle
Enzyme, welche fur die Produktion von Acetat und Ethanol erforderlich sind, annotiert
waren, waren nur die Sequenzen fur die Acetaldehyd-Dehydrogenase und die
Acetatkinase fur L. plantarum WCFS1 und die Sequenzen fir die Pyruvatdehydro-
genase, die Phosphotransacetylase, die Alkoholdehydrogenase und die Acetatkinase
fur P. pentosaceus ATCC 25745 zu finden. Aufgrund dessen konnten diese Stoff-
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wechselwege prinzipiell eingegangen werden und die Bildung von Acetat und Ethanol

erfolgen.
Citrat Y Glukose
NAD*
& Acetat <
Cco, NADH NADH NAD*
NADH§ Oxalacetat —> Pyruvat — > Laktat
NAD/ Hydroxyethyl-TPP
NAD*, CoASH CoASH
Malat NADH, CO, 2 @Formiat
l a-Acetolacetat
Acetyl-CoA co
Fumarat NADH@ @Pi S 2
NADH NAD* + CoASH COASH @Pi, o, |[°d
NAD+E H,0,,CO,
Acetaldehyd Acetyl-Phosphat NAD{ﬁNAD+
Succinat
NADH ADP
Diacetyl —> Acetoin
NAD*§1 @ATP b4
Ethanol Acetat NADHE
NAD*
Butandiol

Abbildung 25. Pyruvat-Stoffwechsel homofermentativer MSB nach KANDLER et al. (1993),
CSELOVSZKY et al. (1992) und COCAIGN-BOUSQUET et al. (1996). Endprodukte des Stoffwechsels sind
fettgedruckt, Hauptprodukte fettgedruckt und unterstrichen. CoA: Coenzym A; P;: anorganisches
Phosphat; TPP: Thiamin-Pyrophosphat; [O,]: oxidative Decarboxylierung.

Fur die Evaluation der industriellen Anwendung und Wettbewerbsfahigkeit der aus-
gewahlten Stamme als Starterkulturen in Amaranthsauerteigproduktionen sind drei
Schlusselparameter erforderlich: die Fermentationscharakteristika innerhalb der ersten
24 h, die Dominanz gegenuber der autochthonen Mikroorganismenflora der spontanen
Sauerteige und die Sensitivitéat gegentber der Inkubationstemperatur. Dies charakteri-
siert die Leistungsfahigkeit der potentiellen Starterkulturen beztglich den Anspriichen
der Industrie: die Kulturen sollten eine kurze lag-Phase haben und so einen schnellen
Abfall des pH-Wertes garantieren; sie sollten Uber die autochthone Mikroorganismen-
flora dominant sein, um ein hygienisch einwandfreies Produkt sowie technologisch und
sensorisch konstante Produktqualitat zu garantieren; und sie sollten gegenlber

kleineren Umweltveranderungen wie z. B. der Temperatur robust sein. Fiur diese Un-
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tersuchungen wurden aufgrund der 100%igen Dominanz im Teig die beiden Stamme
L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall gewahlt.

Wahrend der ersten 24 h wuchsen die Stdmme L. plantarum RTal2 und
P. pentosaceus RTall ziemlich ahnlich. Die pH-Werte fielen bei P. pentosaceus
RTall etwas friher, wahrend beide Stamme nach 10 h Fermentation die gleichen
Werte im Teig zeigten (pH 4,2). Nach 8 h Fermentation war die exponentielle Phase
bei beiden Stdmmen Uberschritten und sie zeigten bis zum Ende stabile MSB-
Keimzahlen von 10° bis 10* KbE g*. GAnzLE und BRANDT (2006) haben nach
BOCKER et al. (1995) fur Typ-I-Sauerteige aus Roggen pH-Werte von 3,5-4,0 und
mittlere S&uregrade von 5-20 analysiert. Typ-llI-Sauerteige aus Weizen bzw. Roggen
wiesen pH-Werte von 3,2-3,8 auf und zeigten héhere Sauregrade von >20. Die MSB-
Keimzahlen dieser Teige waren nicht bekannt. Teilweise waren Sauerteig- und
Kahmhefen vorhanden. Bei der Fermentation mit L. plantarum RTal2 waren die
Sauregrade nach 6 h >5 und nach 14 h bei 20. Die pH-Werte waren nach 12 h bei
4,0 und nach 24 h bei 3,8. Bei der Fermentation mit P. pentosaceus RTal2 wurden
nach 5 h Sauregrade >5 und nach etwa 16 h >20 gemessen. Die pH-Werte waren
nach 24 h erst bei 4,0. Innerhalb 24 h wurden keine pH-Werte <4,0 gemessen.
Schlussfolgernd konnte fir beide Stdmme zum Zeitpunkt 16 h Fermentation ein
Sauregrad in den Teigen mit anschlieBendem geringem Zuwachs analysiert werden
(etwa 20). Auch die pH-Werte bewegten sich nach 16 h etwa bei 4,0. Nach GANzLE
und BRANDT (2006) setzt ein mal3geblicher Beitrag von MSB zum Fermentations-
geschehen in Teigen in der Regel voraus, dass diese in Keimzahlen von mehr als
10" KbE g* vorliegen und durch ihre Stoffwechselaktivitat den pH-Wert des Teiges
auf Werte von unter 5,0 absenken. Nach 16 h Fermentation wurden in den Fermen-
tationen mit beiden Stammen Keimzahlen von 10° KbE g™ analysiert. Letztendlich
kann nach einer Fermentationszeit von 16 h fir beide Stdmme eine Teigreifung

vorrausgesetzt werden.

Bezlugich der Analyse von Schimmelpilzen in den Amaranthteigen wurden bei der
Evaluation der Fermentationscharakteristika innerhalb 24 h bei der Fermentation mit
L. plantarum RTal2 ausschlief3lich innerhalb der ersten 16 h Schimmelpilze analysiert.

Nach 24 h waren keine Pilze im Teig nachweisbar. Im Teig mit P. pentosaceus RTall
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waren hingegen bis zum Ende Pilze im Teig vorhanden. Aufgrund des Zerbrechens
der Mycelfaden bei der Probenaufarbeitung war die Keimzahlbestimmung der Pilze
schwierig. Es kann daher kein Rickschluss auf den Pilzgehalt in den Teigen gezogen
werden. Aufgrund der Beobachtungen von Schimmelpilzen wahrend den Fermen-
tationen werden antimykotische Effekte der Stamme ausgeschlossen. Jedoch kdnnten
verminderte Gehalte an antimykotischen Substanzen im Teig durchaus produziert
werden. Es gibt nur wenige Studien zu antimykotischen Stoffwechselprodukten, und
nur wenige Substanzen mit antimykotischer Wirkung wurden chemisch charakterisiert
(GANZLE, 2006b). Nach ScHNURER und MAGNUSSON (2005) wurde L. plantarum die
Produktion von Benzoesaure, Mevalonolacton, Mehtylhydantoin, cyclo(Gly-Leu),
Phenyllactat, 4-Hydroxyphenyllactat, cyklische Dipeptide, cyclo(Phe-Pro) und cyclo
(Phe-OH-Pro) zugeschrieben, welche ein breites Wirkspektrum gegen Schimmelpilze
zeigten. Die Mehrzahl dieser Substanzen wurde noch nicht auf ihre Wirksamkeit in
Sauerteigfermentationen gepriift. Die ebenfalls in den mit L. plantarum RTal2 und
P. pentosaceus RTall fermentierten Amaranthsauerteigen analysierten organischen
Sauren Propionat, Succinat, Butyrat und Iso-Butyrat wurden durch CORSETTI et al.
(1998) in Kulturen auf Weizenhydrolysat und von GALAL et al. (1978) in Weizen-
sauerteigen als antimykotisch wirksam beobachtet. In den mit L. plantarum RTal2 und
P. pentosaceus RTall fermentierten Amaranthsauerteigen wurde hauptséachlich
Mucor spp. gefunden. Man unterscheidet generell zwischen der Schimmelpilzflora des
Getreidekorns auf dem Feld und des gelagerten Getreides (Feldflora und Lagerflora)
(GANzLE, 2006a). Die Lagerflora setzt sich nach SPICHER et al. (1997) meist aus
Schimmelpilzen der Gattung Aspergillus, Eurotium und Penicillium zusammen, welche
hohere Toleranzen gegeniber niedrigen a,-Werten zeigen. Die Feldflora besteht
Uberwiegend aus Alternaria, Cladosporium, Drechslera, Fusarium, Helminthosporium
und Ulocladium und ist gegeniber niedrigen Temperaturen toleranter (GANZLE,
2006a). REYES-VELAZQUEZ et al. (2008) haben auf Getreidesilage am haufigsten Mu-
cor, Penicillium und Aspergillus spp. gefunden. Einige Arten von Aspergillus spp.
wuchsen schon bei einer Kornfeuchte von 14% bei Temperaturen von mehr als 5C.
Penicilium spp. wurden bereits bei Temperaturen unter 5T, jedoch erst bei
Kornfeuchten von 18% beobachtet (WEIDENBORNER, 1999). Aufgrund der Mycotoxin-

bildung einiger Schimmelpilzarten ist das Vorhandensein von Pilzen im Teig flur die
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menschliche Erndhrung kritisch. Ihnen werden akut toxische, teratogene, mutagene
oder carcinogene Wirkungen zugeschrieben. Bei Mucor spp. ist eine Mykotoxin-
bildung jedoch nicht bekannt und die meisten Arten sind apathogen (OrRLOWSKI, 1991).
Die Anwendung in anderen Lebensmitteln wurde von NKwe et al. (2005) beschrieben.
Hier wurde aus dem Malz und der Stammwirze von traditionellem botswanischem
Sorghumbier unter anderem Mucor spp. isoliert. Mucor spp. findet Anwendung in der
Herstellung von fermentiertem Reiswein im Orient, in der Ethylalkoholproduktion in
Europa, in der Sufu- und Tempehherstellung oder in der Produktion fermentierter

kadseahnliche Lebensmittel aus Sojabohnen (OrRLOwSKI, 1991).

Die Evaluation der Stoffwechselprodukte innerhalb der 24stiindigen Fermentation mit
den Stammen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall zeigte Glukose,
Saccharose, Laktat und Acetat als zentrale Stoffwechselprodukte auf. Obwohl die
MSB-Keimzahlen und die Glukosegehalte in den Teigen nach 8 h bis zum Ende der
Fermentationen mit leichten Schwankungen konstant blieben, war ein Anstieg des
Laktatgehaltes innerhalb 24 h zu verzeichnen. Es zeigte sich, dass Glukose im Teig
einen intermediaren Status einnahm. Es fand eine Verstoffwechselung aufgrund des
Wachstums der MSB statt, zusatzlich wurde Glukose, aufgrund der Aktivitdt von
Teigenzymen, standig neu gebildet (BRANDT, 2006a). BRANDT (2001) hatte innerhalb
einer 24stindigen Fermentation mit L. sanfranciscensis LTH 2581 bei 30C im
Weizen weit niedrigere Glukosewerte analysiert. VAN DER MEULEN et al. (2007) fand
in spontanen Weizen- und Dinkelfermentationen mit Enterococcus faecium,
Escherichia coli, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus hirae, Leuconostoc
citreum und Lactobacillus curvatus weniger als ein Drittel der analysierten Glukose-
konzentrationen. Es wurden niedrigere Glukosegehalte, jedoch hdohere Saccharose-
gehalte in den mit P. pentosaceus RTall fermentierten Teigen analysiert. Aufgrund
dessen waren vergleichbare Laktatkonzentationen in den mit L. plantarum RTal2
fermentierten Teigen vorhanden. In den Arbeiten von VAN DER MEULEN et al. (2007)
waren nach 24 h Fermentation die Laktatkonzentrationen in den Teigen halb so grof3
bzw. nur ein Viertel so hoch wie die Laktatkonzentrationen in den Teigen mit
L. plantarum RTal2 bzw. P. pentosaceus RTall in Amaranth. Auch Acetat nhahm
proportional zur Laktatkonzentration in beiden Teigen mit Amaranth zu. Die Produk-

tion fand jedoch erst nach Beenden der expontentiellen Phase statt. VAN DER MEULEN
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et al. (2007) analysierte halb so grof3e Acetatkonzentrationen in mit L. plantarum,
L. rossiae, L. brevis, L. paraplantarum und L. fermentum fermentierten Weizen- und

Dinkelsauerteige.

Bezlglich der Maltosekonzentrationen in den mit L. plantarum RTal2 und P. pento-
saceus RTall fermentierten Teigen waren im Vergleich zu den Arbeiten von BRANDT
(2001) in Weizensauerteigen geringere Konzentrationen analysiert worden, welche
Uber den gesamten Fermentationsverlauf nahezu konstant waren (ca. 80 mM vs. 5
mM). Die HPLC-Analysen des mit den Stammen L. plantarum RTal2 und P. pento-
saceus RTall inkubierten mMRS-5-Mediums zeigten, dass Maltose von beiden
Stammen teilweise verstoffwechselt werden konnte (LP RTal2: 7,6 g von 10 g; PP
RTall: 7,3 g von 10 g). Weizen- und Amaranthkérner zeigen ahnliche Maltose-
gehalte. OGUNGBENLE (2003) wies auf einen Maltosegehalt in Pseudocerealien von
0,1% hin, wahrend BRANDT (2006a) von Maltosegehalten in Spuren, welche wahrend
der Lagerung zunahmen, berichtete. Vielmehr ist die Maltosefreisetzung aus Starke
wahrend der Fermentation durch Amylasen von Interesse. Aufgrund des hdheren
Ausmahlungsgrades im Amaranthvollkornmehl sind Mehlenzyme in gré3eren Mengen
enthalten als im Weizenauszugsmehl. Durch Amylaseaktivitdten im Teig wird im
Amaranthteig mehr Maltose gebildet, jedoch wiederum durch andere Enzymtétigkeiten
(a-Glukosidase) zu Glukose verstoffwechselt. Dies zeigt sich in hoheren Glukose-
werten im Amaranthsauerteig im Vergleich zum Weizensauerteig nach BRANDT (2001).
Weiter spielen Lagerbedingungen und Frischegehalt des Mehles eine grof3e Rolle.

Die Untersuchungen beziglich der Wettbewerbstests der ausgewahlten Stamme
L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall mit der autochthonen Flora zeigten,
dass P. pentosaceus RTall etwas schneller wuchs und einen héheren prozentualen
Anteil an der MSB-Gesamtkeimzahl nach 24 h aufwies. In den Teigen mit L. plantarum
RTal2 wurden leicht hohere Sauregrade im Teig beobachtet. Die MSB-Gesamt-
keimzahlen waren am Ende der Fermentation fur beide Stamme etwa gleich. 8 h nach
dem ersten Propagationsschritt waren beide Stdmme der autochthonen Flora
beziglich der MSB-Keimzahlen Uberlegen. Es gelang beiden Stdmmen schon 4 h
nach dem zweiten Propagationsschritt mit Keimzahlen von 10° KbE g* Teig vorzu-

herrschen. Die mehleigene Flora wurde verdrangt. Es sollte im Labormal3stab die
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Dominanz des Wachstums der beiden Stdmme gegenuber der autochthonen Flora
getestet werden. Beide Stamme zeigten sich als wachstumsstarke potentielle
Starterkulturen und waren in der Lage, sich gegenuber einer schon im Mehl
vorhandenen und herangewachsenen Flora durchzusetzen. Somit konnte ein

sicheres Produkt gewéhrleistet werden.

Die Differenzen zwischen den Fermentationen mit den Stdmmen L. plantarum RTal2
und P. pentosaceus RTall bezuglich pH-Wert, Sauregrad und MSB-Keimzahlen bei
unterschiedlichen Fermentationstemperaturen machte sich vor allem bei niedrigen
Temperaturen (25C) bemerkbar. Die pH-Werte waren b ei niedrigeren Temperaturen
hoher als bei Fermentationstemperaturen von 30 und 35C, wéahrend die Temperatur
mit den Sauregraden positiv korrelierte. Dies konnte einerseits auf das schnellere
Wachstum der beiden Stamme bei h6heren Fermentationstemperaturen zuriickzu-
fuhren sein. Andererseits sind aufgrund héherer Temperaturen im Teig teigeigene
endogene amylolytische Enzyme wie beispielsweise a- bzw. B-Amylase (Temperatur-
optimum 54-56C (a-Amylase) bzw. <50C (p-Amylase); BRANDT, 2006a) aktiver als
bei niedrigen Temperaturen. Bei erhohter Amylaseaktivitat im Teig ist der Gehalt an
Monosacchariden bzw. Disacchariden grofRer, welche aus Starke gebildet werden.
Daher steht den Stammen vermehrt Substrat fur das Wachstum zur Verfiigung. Weiter
wird durch die produzierte Saure im Teig (hauptsachlich Laktat) wahrend der
Fermentation der pH-Wert erniedrigt. Die Enzymaktivitditen werden so beeinflusst
(Boskov-HANSEN et al., 2002). Bei pH-Werten von 4,9-5,0 arbeitet bevorzugt die a-
Amylase, wahrend bei pH-Werten von 4,6-5,4 die B-Amylase aktiv ist (BRANDT,
2006a). Daher waren bei 25 nach 8 h Fermentation bei hoheren pH-Werten im Teig
(pH 5,8 mit L. plantarum RTal2; pH 5,6 mit P. pentosaceus RTall) verminderte MSB-
Keimzahlen im Vergleich zu den Fermentationen bei 30 und 35T gegeben (pH-Werte
von 4,2-4,5). An diesem Messpunkt war der grofdte Unterschied der pH-Werte
zwischen den unterschiedlich fermentierten Teigen gegeben, was sich auch in der
Differenz der MSB-Keimzahlen widerspiegelte (LP RTal2: 1,4x10° KbE g*; PP
RTall: 3,0 x 10% KbE g™). Nach 24 h waren annahernd gleiche pH-Werte in allen Tei-
gen vorzufinden (pH 3,8 bis 4,1). Dies machte sich ebenfalls in den MSB-Keimzahlen

bemerkbar, die nach 24 h fur beide Stdmme bei allen drei Temperaturen etwa bei



4. Diskussion 99

10° bis 10% KbE g™ Teig lagen. Die Unterschiede fiir beide Stamme beziiglich des
Wachstums waren nicht signifikant. Die Wachstumsoptima fur die Spezies L. plan-
tarum und P. pentosaceus liegen gemald Deutscher Stammsammliung von Mikro-
organismen und Zellkulturen (DSMZ) bei 30C, was sich fir einzelne Stamme
unterscheiden kann (vgl. auch BERGEY, 2005a, b). Aufgrund dessen waren die Unter-
schiede beztglich des Wachstums der Stamme nicht ausschlief3lich von der Tempera-
tur abhangig. Vielmehr galt es, das Zusammenspiel mit der Teigmatrix und die
Verdanderungen mit der Temperatur zu betrachten. MOORE et al. (2007) haben gezeigt,
dass die Stamme L. plantarum FST 1.11, L. plantarum 2115 KW und L. sakei 1.52 bei
einem Temperaturoptimum von 30T innerhalb der ersten 50 h in glutenfreiem
Substrat Unterschiede im Wachstum bis zu einer Zehnerpotenz zeigten. Zusatzlich
haben NeEumANN et al. (2006) bei Roggensauerteig eine mit hoherer Sauerteig-
temperatur einhergehende Beschleunigung der S&auerung festgestellt. Temperaturen
unter 30T fuhren zu einem guten Stand des Teiges, einer etwas strafferen Krume des
Broterzeugnisses bei kleinerem Volumen und einem sauerlichen Geschmack des
Brotes. Temperaturen Uber 30C machen den Teig etwas feuchter, die Krume
dehnbarer, etwas grobporiger und dunkler und fihren zu einem mild-aromatischen
Brotgeschmack. Die eingesetzten Stdmme zeigten durch diese Versuchsanordnung,
dass sie bei Temperturvariationen stabil wuchsen und mit ihnen fermentierte Teige
nach 24 h auch bei niedrigeren Temperaturen ahnliche Keimzahlen und pH-Werte

aufwiesen.

Zentrale Stoffwechselprodukte innerhalb dieser Fermentationen bei 25, 30 und 35C
waren Glukose, Saccharose, Laktat und Acetat. Der Einfluss der Fermentations-
temperatur auf die Stoffwechselprodukte im Teig ist bei héheren Temperaturen von
30 und 35T tendenziell eher gegeben als bei 25C. Die Produktion von Glukose,
Laktat und Acetat findet bei hohen Fermentationstemperaturen in gréf3eren Mengen
statt. Grinde dafir sind das schnellere Wachstum der Stamme im Teig bei héheren
Temperaturen und demnach Bildung von organischen Sauren. Zusatzlich hangt nach
BRANDT (2006a) das Angebot niedermolekularer Kohlenhydrate von der Aktivitat
mikrobieller sowie getreideeigener Amylasen und der Anwesenheit von Enzymin-
hibitoren ab. Der schnellere Anstieg von Glukose und Saccharose im Teig folgt

demnach aus der verbesserten amylolytischen Enzymaktivitat bei hheren Tempera-
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turen. Zusatzlich wird durch die vermehrte Laktatproduktion der pH-Wert erniedrigt

und so die Enzymaktivitéaten verbessert (Boskov-HANSEN et al., 2002).

Beim Vergleich der Stamme L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall mit den
kommerziell erhaltlichen Reissauerteigstarterkulturen der Fa. Bocker GmbH Co. KG
und den Roggen- und Weizensauerteigstarterkultur der Fa. Blessing Biotech GmbH
wurden annahernd aquivalente pH-Werte und Sauregrade in den Teigen Uber 24 h
Fermentation bei 30C gemessen. Die MSB-Keimzahlen der Fermentationen waren
mit kleineren Abweichungen ahnlich. Die Potenz der industriellen Anwendung der
Starterkulturen L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall fur Amaranthfermen-
tationen wurde durch dieses Vorabscreening bezuglich mikrobiologischer und
chemischer Parameter erwiesen. Es konnte eine Kombination beider Stdmme in
einer Starterkultur eine vorteilhafte Losung der industriellen Anwendung darstellen,
indem die Vorzige beider Stamme ausgenutzt werden. Die Teige wirden durch
P. pentosaceus RTall innerhalb von 10 h Fermentation schneller gesauert werden,
wahrend nach 24 h die Teige durch L. plantarum RTal2 niedrigere pH-Werte und

hohere Sauregrade aufweisen wirden.

In dieser Arbeit wurden MSB von spontanen Amaranthsauerteigfermentationen
isoliert, identifiziert und durch ihre biochemischen und technologischen Eigen-
schaften charakterisiert. Es wurde ein besonderes Augenmerk auf die Evaluation der
technologischen Wichtigkeit der Stamme gelegt, da sie potentielle Kandidaten einer
industriellen Anwendung sein kdnnten. Die Versuchsanordnungen in dieser Arbeit
erzielten zwei vielversprechende Stamme, L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus
RTall, welche interessante Vorteile als Einzelstammkultur oder in Kombination
zeigten. Im Mittelpunkt nachfolgender Forschungsarbeiten stehen die technologische
Anwendbarkeit der Stdamme und die sensorischen Qualitaten von mit diesen

Stammen fermentiertem Amaranthsauerteigen.
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5. Zusammenfassung

Spontan fermentierte Sauerteige, hergestellt aus funf Amaranthmehlen, wurden auf
die Prasenz von Milchséaurebakterien (MSB), welche in der autochthonen Mikrobiota
im Mehl vorherrschten, Uberprift. Die vorherrschenden Stamme wurden als Starter-
kulturen fir Amaranthsauerteige in Erwdgung gezogen. Die Teige wurden mit
taglichem Anfrischen im Labormafistab fur zehn Tage bei 30C und einer TA 200
fermentiert. Alle 24 Stunden wurden pH-Werte und S&uregrade bestimmt sowie
Proben fur die Keimzahlbestimmung von MSB und Hefen mit kulturabhangigen
Methoden gezogen. Die Isolate wurden wahrend der Fermentation mit RAPD-PCR
mit zwei unterschiedlichen Primern auf Stammebene und mittels Sequenzierung der
16S rDNA auf Speziesebene identifiziert. Die Stamme Lactobacillus plantarum
RTal2, L. sakei RTal4 und Pediococcus pentosaceus RTall wurden ausgewahlt
und in weiteren Laborfermentationen als Starterkulturen verwendet. Die Stamme
L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall waren in diesen Experimenten
vorherrschend, sowohl als Einzel- oder Mehrstammstarter, und wurden fur weitere
Versuche aufgrund guter Fermentationseigenschaften ausgewahlt. Wahrend der
ersten 24 h wuchsen die Stamme L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall
ziemlich ahnlich. Die pH-Werte fielen bei P. pentosaceus RTall etwas friher,
wahrend beide Stamme nach 10 h Fermentation die gleichen Werte zeigten. Es
wurde die Wettbewerbsfahigkeit der beiden Stamme gegeniber der autochthonen
Mikroflora evaluiert. Hier Giberwuchsen beide Stamme die anderen MSB der spontan
fermentierten Teige innerhalb der ersten acht Stunden und waren somit Uber die
residierende Mikrobiota dominant. Der Einfluss der Temperatur auf die Fermen-
tationscharakteristika konnte fir die MSB-Keimzahlen, die pH-Werte und die
Sauregrade wahrend der Fermentation vor allem bei 25T beobachtet werden.
Tendenziell konnten bei hoheren Fermentationstemperaturen von 30 und 35T
hohere MSB-Keimzahlen erreicht werden als bei niedrigen Fermentationstempera-
turen von 25C. Die pH-Werte waren bei héheren Ferm entationstemperaturen (30
und 35C) wahrend der Fermentation bei beiden Stamm en jeweils niedriger als bei
25T, jedoch erreichten sie nach 24 h denselben Wert von etwa pH 4,0. Von dieser
Vielzahl an Fermentationen wurden von reprasentativen Teigproben mittels HPLC-
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Analysen Stoffwechselprofile fir Kohlenhydrate, organische Sé&uren, Mannitol und
Ethanol erstellt. Hauptmetabolite waren hier vor allem Glukose, Saccharose, Laktat
und Acetat. Um die potentiellen Starterkulturen mit kommerziell schon verfligbaren
Starterkulturen zu vergleichen wurden in diesem Rahmen Fermentationen tber 24 h
bei 30C durchgefuhrt. Beide Stdmme konnten sowohl bezlglich der MSB-
Keimzahlen, der pH-Werte als auch der Sauregrade mit den kommerziellen
Starterkulturen konkurrieren. Aufgrund der Dominanz der beiden Stamme in
Amaranthfermentationen, dem Sauerungsvermégen in kurzer Zeit, der Wettbewerbs-
fahigkeit gegenuber der autochthonen Mikrobiota, der Robustheit gegeniber
kleineren Umwelteinflissen, wie z. B. Temperaturschwankungen, und die Konkur-
renzfahigkeit gegentiber kommerziell erhéltlichen Sauerteigstartern sind die Stamme
L. plantarum RTal2 und P. pentosaceus RTall interessante Kandidaten fur die

industrielle Anwendung als Starterkulturen in Amaranthsauerteigen.
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Tabelle 15. Vergleich der kompletten 16S rDNA-Sequenz des Isolates Lactobacillus sakei RTal4
(= Query; Accession No. FM 179608) mit L.sakei 23 K (= Sbjct; Accession No. CR936503; CHAILLOU
et al., 2005). Identisch zu 99,9% mit 1540 von 1542 Ubereinstimmungen.

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Shjct

1
306199

61
306259

121
306319

181
306379

241
306439

301
306499

361
306559

421
306619

481
306679

541
306739

601
306799

661
306859

721
306919

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCACTCTCGTTTAGATTGAA
GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCACTCTCGTTTAGATTGAA

GGAGCTTGCTCCTGATTGATAAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GGAGCTTGCTCCTGATTGATAAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG

GTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACC
GTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACC

TAACACCGCATGGTGTAGGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGC
TAACACCGCATGGTGTAGGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGC

GGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGATGCATAGCCGACCTG
GGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGATGCATAGCCGACCTG

60
306258

120
306318

180
306378

240
306438

300
306498

AGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 360
AGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 306558

TAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
TAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG

TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGTATCTGATAGTAACTGATCAGGT
TTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGTATCTGATAGTAACTGATCAGGT

AGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
AGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTAT G GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAG
TAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTAT T GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAG

TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT
TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT

GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA A ATATATGGAAGAAC
GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA G ATATATGGAAGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTA
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTA

420
306618

480
306678

540
306738

600
306798

660
306858

720
306918

780
306978
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Tabelle 15 (Forts.). Vergleich der kompletten 16S rDNA-Sequenz des Isolates Lactobacillus sakei
RTal4 (= Query; Accession No. FM 179608) mit L.sakei 23 K (= Sbhjct; Accession No. CR936503;
CHAILLOU et al., 2005). Identisch zu 99,9% mit 1540 von 1542 Ubereinstimmungen.

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Shjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

781
306979

841
307039

901
307099

961
307159

1021
307219

1081
307279

1141
307339

1201
307399

1261
307459

1321
307519

1381
307579

1441
307639

1501
307699

GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGA

GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC

CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT

TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGA
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGA

TAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
TAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTT
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTT

840
307038

900
307098

960
307158

1020
307218

1080
307278

1140
307338

AGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAA 1200
AGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAA 307398

ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTT
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTT

GCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC
GCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC

AACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
AACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA

CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCC
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCC

GGTGAGGTAACCCTTCGGGGAGCCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGT
GGTGAGGTAACCCTTCGGGGAGCCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGT

CGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCT
CGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCT

1260
307458

1320
307518

1380
307578

1440
307638

1500
307698

1542
307740
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Tabelle 16. Konzentrationen [mM] der Metabolite innerhalb der ersten 24 h der Fermentation bei 30T

mit L. plantarum RTal2, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 0 2 4 5 6
D(-)-Fruktose 8,540,2 9,3+0,5 9,7#0,4 10,9+0,8 10,4+0,2
D(+)-Glukose 41,7¢1,9 129,2+3,8 162,945,7 245,9+9,5 284,0+1,9
D(+)-Saccharose | 21,943,1 24,6x0,7 19,5#4,2 24,0+6,4 18,1+1,3
Cellobiose 22,6%1,2 19,1+1,0 15,1+0,3 21,3+0,0 14,6+1,0
D-Maltose 5,4+0,2 5,7+0,4 5,4+0,1 6,7+2,1 5,4+0,2
D(-)-Mannitol 30,7#1,4 37,3x2,9 45,315,7 50,3+4,5 47,3145,3
Trehalose 7,0£1,6 8,314 6,711 7,1£2,1 6,0+0,7
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 1,4+0,0 1,9+0,8
Formiat 6,1+0,3 8,1+0,2 9,1+0,7 10,041,3 10,1+0,2
Acetat 00 0+0 0+0 0+0 0+0
Propionat 0£0 0+0 010 0£0 010
Laktat 1,1+0,1 2,0+0,6 7,310,1 15,4+0,7 34,5+0,1
Succinat 1,6+0,4 1,840,1 2,3+0,1 2,210,2 1,840,1
Citrat 1,940,0 2,240,1 1,940,3 2,1+0,2 2,1+0,2
Iso-Butyrat 0+0 0+0 0+0 0+0 00
Butyrat 00 00 00 4,8+0,2 4,9+0,3
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Tabelle 16 (Forts.). Konzentrationen [mM] der Metabolite innerhalb der ersten 24 h der Fermentation
bei 30C mit L. plantarum RTal2, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]

Analyten 7 8 9 10 12
D(-)-Fruktose 10,1+0,3 10,3+0,5 9,840,2 9,8+0,8 10,3+0,4
D(+)-Glukose 249,5+4,1 263,8+5,4 263,8+4,7 250,4+11,4 263,8+9,7
D(+)-Saccharose | 13,9+0,7 16,5£1,8 13,740,7 12,2+3,4 9,5+1,3
Cellobiose 12,7+0,3 11,240,4 12,2+0,9 11,1+3,2 10,2+1,1
D-Maltose 5,2+0,0 5,1+0,0 5,1+0,0 5,2+0,2 5,240,1
D(-)-Mannitol 44,0+1,8 52,9452 51,6+0,9 51,1+10,8 51,7+9,8
Trehalose 5,240,2 5,440,5 5,0+0,0 5,8+1,2 5,6+0,3
Gentiobiose 3,5+0,7 6,5+0,3 5,2+0,5 5,225 7,4+2.6
Formiat 12,5+1,6 16,8+0,7 15,5+0,7 16,940,1 15,9+0,4
Acetat 0+0 0,9+0,4 1,940,3 2,9+0,2 4,2+0,1
Propionat 0+0 1,1+0,1 1,4+0,0 1,3+0,0 1,8+0,0
Laktat 64,1+0,3 87,940,121 105,6+0,2 120,7+0,1 139,4+0,7
Succinat 1,940,0 2,4+0,2 2,240,2 2,9+0,0 3,4+0,2
Citrat 2,540,8 1,6+10,0 2,0+0,0 1,610,2 2,240,1
Iso-Butyrat 0+0 16104 1,4+0,4 1,5+0,0 1,3+0,0
Butyrat 5,3+0,3 5,1+0,2  5,9+0,3 5,5+0,6 6,0+0,6
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Tabelle 16 (Forts.). Konzentrationen [mM] der Metabolite innerhalb der ersten 24 h der Fermentation
bei 30C mit L. plantarum RTal2, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]

Analyten 14 16 24
D(-)-Fruktose 11,4+0,9 11,3+0,3 12,3+0,2
D(+)-Glukose 265,249,5 311,5+4,2 267,8+2,5
D(+)-Saccharose 8,3%£1,3 7,310,2 4,8+0,1
Cellobiose 9,0+1,4 7,840,1 5,9+0,1
D-Maltose 5,1+0,0 5,1+0,0 5,1+0,0
D(-)-Mannitol 53,0+8,9 55,1+1,1 50,2+0,6
Trehalose 5,3+0,5 5,4+0,3 5,010,1
Gentiobiose 8,3+1,7 8,2+0,1 5,010,1
Formiat 17,2+0,4 17,2+0,0 18,8+0,2
Acetat 5,7+0,1 6,1+0,1 7,4+0,3
Propionat 2,310,1 2,2+0,3 2,4+0,1
Laktat 158,0+0,4 167,8+0,5 194,9+0,1
Succinat 2,940,1 2,940,4 2,8+0,3
Citrat 2,710,1 2,840,2 2,610,1
Iso-Butyrat 1,8+0,1 2,110,1 2,110,1
Butyrat 5,2+0,5 5,5+0,3 4,9+0,8
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Tabelle 17. Konzentrationen [mM] der Metabolite innerhalb der ersten 24 h der Fermentation bei 30T
mit P. pentosaceus RTall, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 0 2 4 5 6
D(-)-Fruktose 29,6+0,9 29,9+0,2 30,8+0,9 32,1+1,4 30,9+0,4
D(+)-Glukose 95,648,1 123,6+1,3 186,2+1,5 161,9+0,5 154,4+0,2
D(+)-Saccharose | 33,614,2 26,5+4,6 31,4+1,0 24,3+1,3 21,9+1,6
Cellobiose 41,5+5,3 25,9+28 27,5+3 4 29,0+0,3 25,4+3,0
D-Maltose 20,6+0,5 20,5+0,6 21,0#1,0 0+0 0+0
D(-)-Mannitol 84,4+1,3 113,8+¥1,5 119,9+3,5 118,6%2,4 117,0+2,8
Trehalose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 8,9+0,0 9,5+0,2 11,7+0,4 12,0+0,0 12,540,6
Acetat 0+0 0+0 0+0 0+0 00
Propionat 010 0£0 010 1,2+0,5 1,5+0,6
Laktat 0,7+0,0 0,9+0,1 8,7+0,5 24,4+0,2 55,4+0,3
Succinat 2,3+0,5 2,0+0,5 2,4+0,3 2,3+0,4 2,3+0,2
Citrat 1,840,1 2,310,1 2,1+0,2 2,240,0 1,8+0,0
Iso-Butyrat 0+0 0+0 0+0 0+0 00
Butyrat 0+0 0+0 6,1+0,7 4,4+0,6 7,3+0,4




6. Anhang 109

Tabelle 17 (Forts.). Konzentrationen [mM] der Metabolite innerhalb der ersten 24 h der Fermentation
bei 30C mit P. pentosaceus RTall, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 7 8 9 10 12
D(-)-Fruktose 31,5#1,1 31,0+0,6 31,2+0,1  33,2+1,3 33,4+0,5
D(+)-Glukose 199,4+3,0 138,0+0,0 164,2+2,0 164,0+7,7 166,3+1,6
D(+)-Saccharose | 23,4+2,6 21,0£2,0 20,6+0,7 20,6+1,6 17,610,6
Cellobiose 25,0+2,4 22,6+3,3 23,1+1,6 23,5+1,0 18,8+1,0
D-Maltose 0+0 0+0 0+0 0+0 00
D(-)-Mannitol 122,7+3,2 118,7+2,5 118,840,7 118,7+0,1 119,3+2,8
Trehalose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 13,7+0,4 16,2+0,1 16,8+0,0 19,1+0,9 19,340,2
Acetat 0+0 1,240,3 2,2+0,1 1,940,2 4,4+0,1
Propionat 1,0+0,0 1,440,1 1,240,1 2,1+0,4 1,840,1
Laktat 83,2+0,3 98,2+0,3 111,8+0,2 120,3+0,0 134,8+0,1
Succinat 2,5+0,4 3,1+0,7 2,1+0,4 2,710,0 2,7+0,2
Citrat 2,010,1 1,940,0 1,940,0 2,0+0,0 2,1+0,2
Iso-Butyrat 00 00 00 00 00
Butyrat 6,6+0,2 6,0+0,5 5,0+0,4 5,6+0,4 4,3+0,6
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Tabelle 17 (Forts.). Konzentrationen [mM] der Metabolite innerhalb der ersten 24 h der Fermentation
bei 30C mit P. pentosaceus RTall, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 14 16 24
D(-)-Fruktose 36,5+1,5 34,2+0,6 38,1+2,9
D(+)-Glukose 224,7+54  169,5+0,9 177,5+4,8
D(+)-Saccharose 18,3£1,0 15,940,9 010
Cellobiose 18,8+1,4 16,0+0,9 0+0
D-Maltose 0+0 0+0 0+0
D(-)-Mannitol 124,6+1,8 120,6+2,4 123,745,6
Trehalose 0+0 0+0 0+0
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0
Formiat 20,1+1,0 18,9+0,4 27,7¥1,0
Acetat 5,7+0,2 6,0+0,1 7,4+0,1
Propionat 2,4+0,3 2,4+0,1 2,817
Laktat 144,4+0,8 152,3+0,1 173,6%0,2
Succinat 2,740,3 3,0£0,6 2,6+0,2
Citrat 1,940,3 2,1+0,1 2,2+0,0
Iso-Butyrat 00 00 00
Butyrat 4,9+0,2 5,3+1,1 7,8+1,2
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Tabelle 18. Konzentrationen [mM] der Metabolite nach 0, 4, 8, 12 und 24 h der Fermentation bei 25T
mit L. plantarum RTal2, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 0 4 8 12 24
D(-)-Fruktose 9,8+0,1 10,510,2 11,840,7 11,4+1,1 12,7+0,6
D(+)-Glukose 41,3+2,5 139,3+4,1 141,8+2,5 202,8+7,6 256,6+7,6
D(+)-Saccharose | 19,2+1,9 11,4+3,8 13,0+£3,7 15,0#4,1 8,7+1,1
Cellobiose 26,9+3,4 19,0+2,9 33,6+4,8 22,0+9,7 16,1+3,8
D-Maltose 7,010,6 7,210 8,6+0,7 7,2+0,4 6,9+0,5
D(-)-Mannitol 38,9+1,1  46,3+3,1 52,1+1,6 57,8+4,3 65,6+2,9
Trehalose 15,2+1,9 10,240,2 7,421 5,9+1,8 3,6+0,5
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 7,5+0,3 9,4+0,1 13,6+0,8 7,840,8 11,940,2
Acetat 0+0 00 0+0 0+0 3,410,1
Propionat 0£0 0£0 0£0 3,410,2 1,7+0,0
Laktat 00 1,5+0,0 13,4+0,1 70,2+0,4 153,8+0,1
Succinat 2,2+0,1 1,4+0,3 2,1+0,1 1,5+0,4 2,9+0,0
Citrat 3,8+0,2 2,7+0,2 3,0+0,0 2,510,2 0,7+0,1
Iso-Butyrat 00 00 00 00 1,740,1
Butyrat 0+0 0+0 4,3+0,1 6,4+1,1 4,9+0,3
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Tabelle 19. Konzentrationen [mM] der Metabolite nach 0, 4, 8, 12 und 24 h der Fermentation bei 30C
mit L. plantarum RTal2, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 0 4 8 12 24
D(-)-Fruktose 9,9+0,1 11,4+0,4 11,2+0,1 10,9+40,1 14,1+0,7
D(+)-Glukose 42,7419 158,5+1,1 230,0+4,8 288,45,3 292,5+2.5
D(+)-Saccharose | 21,1+2,3 19,7+0,6 15,9+0,8 11,6+0,6 6,1+0,6
Cellobiose 30,3+7,8  26,5+3,6 20,2+2,2 16,0+3,8 9,6+3,5
D-Maltose 7,410,0 8,7+0,2 6,540,1 4,8+3,7 7,1+0,2
D(-)-Mannitol 38,9+0,4  54,0+3,1 60,7+0,4  58,845,5 66,548,8
Trehalose 2,7+0,3 7,311 4,9+0,3 4,1+2.6 3,9+0,2
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 6,7+0,8 10,7+0,0 11,7+0,4  12,9+0,5 19,3+0,7
Acetat 0+0 0+0 0+0 3,5+0,3 6,1+0,3
Propionat 0£0 0£0 0£0 2,0:0,4 2,610,1
Laktat 00 6,0+0,1 75,5+0,2 139,040,2 184,1+0,1
Succinat 2,0+0,2 2,1+0,2 1,940,0 2,710,1 2,9+0,0
Citrat 3,940,1 2,7+0,3 2,2+0,0 0,6+0,0 0,540,0
Iso-Butyrat 00 00 00 1,940,2 2,010,1
Butyrat 0+0 0+0 4,6+1,0 4,1+0,0 3,8+0,0
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Tabelle 20. Konzentrationen [mM] der Metabolite nach 0, 4, 8, 12 und 24 h der Fermentation bei 35T
mit L. plantarum RTal2, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 0 4 8 12 24
D(-)-Fruktose 9,9+0,0 11,610,7 10,7+#0,2 12,0+0,1 14,8+1,7
D(+)-Glukose 43,845,5 235,1+7,6 238,742,5 236,94¢5,1 288,9+2,5
D(+)-Saccharose | 22,244,0  20,916,0 11,8+0,9 8,415 5,1+0,2
Cellobiose 39,1+8,5 19,0+7,9 15,7+0,9 16,8+6,1 6,3+0,9
D-Maltose 6,8+0,4 7,8+0,4 7,010,1 7,210,0 7,310,1
D(-)-Mannitol 38,9+1,0 54,7+0,5 57,3+1,9  58,3+3,7 71,7+0,9
Trehalose 5,6+0,2 5,6+2,6 1,640,1 3,1+0,5 3,9+2 .4
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 5,8+0,0 10,8+1,2 17,2+0,8 17,0+0,8 21,6+0,7
Acetat 0+0 0+0 2,8+0,3 6,0+0,1 7,7+0,4
Propionat 00 00 1,610,1 2,610,1 3,2+0,2
Laktat 1,1+0,3 10,3+0,3  105,8+1,9 160,8+0,3 190,2+0,2
Succinat 2,0+0,2 2,6+0,1 2,4+0,3 3,0+0,2 2,7+0,4
Citrat 3,540,3 3,640,2 1,4+0,0 0,540,1 0,440,1
Iso-Butyrat 00 00 1,440,1 1,940,3 2,010,1
Butyrat 0+0 5,840,1 5,4+0,9 4,3+0,6 4,2+0,6
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Tabelle 21. Konzentrationen [mMM] der Metabolite nach 0, 4, 8, 12 und 24 h der Fermentation bei 25T
mit P. pentosaceus RTall, analysiert mit HPLC.

Zeit [h]
Analyten 0 4 8 12 24
D(-)-Fruktose 28,0+0,3 28,9420 29,2+0,5 29,2+0,4 31,2+0,5
D(+)-Glukose 76,0+1,1 115,848,6 155,9+7,6 163,6+10,6 210,0+11,3
D(+)-Saccharose | 19,4+1,2  23,0%0,0 22,1¢1,0 20,6%0,8 17,0+0,1
Cellobiose 19,1+0,8 20,5+0,0 20,0+2,4  18,0+2,8 12,4+0,3
D-Maltose 19,1+0,2  19,1+0,3 18,940,2 0+0 0+0
D(-)-Mannitol 113,0£3,5 114,0+0,2 117,440,5 119,0+0,9 119,7+1,2
Trehalose 2,6x0,4 2,8+0,6 1,7+0,0 0+0 0+0
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 1,5+0,0 6,8+0,3 9,7+1,2 3,9+0,0 9,3+1,0
Acetat 0+0 00 0+0 0+0 7,0£0,0
Propionat 0£0 0£0 0£0 0£0 2,4+0,6
Laktat 0,540,2 1,9+0,0 18,9+0,1 87,840,1 138,3+0,5
Succinat 1,5+0,3 2,2+0,2 2,4+0,1 2,610,2 5,0+0,3
Citrat 2,9+0,2 2,310,1 2,4+0,2 2,010,1 2,1+0,0
Iso-Butyrat 00 00 00 00 00
Butyrat 0+0 0+0 4,8+0,1 5,6+0,5 5,2+0,0
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Tabelle 22. Konzentrationen [mMM] der Metabolite nach 0, 4, 8, 12 und 24 h der Fermentation bei 30C
mit P. pentosaceus RTall, analysiert mit HPLC.

Zeit [N]
Analyten 0 4 8 12 24
D(-)-Fruktose 27,540,2  27,5+0,3 31,0+2,9 30,0+0,5 34,6+0,1
D(+)-Glukose 70,6+1,0 128,4+7,7 167,7#9,3 204,0+1,1 247,5+0,1
D(+)-Saccharose | 22,4+0,8 22,4+1,6 19,5+0,6 18,3+0,1 16,1+0,3
Cellobiose 21,6£2,5 21,6%4,1 16,3¥1,6  15,2+0,3 10,940,3
D-Maltose 18,940,1 19,4+0,4 0+0 0+0 0+0
D(-)-Mannitol 111,2+0,5 117,5#3,5 119,2+20 120,6+2,1 126,7+0,2
Trehalose 2,1+0,1 2,5+0,4 0+0 0+0 0+0
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 6,8+0,6 10,1+0,1 9,0+0,6 14,040,2 16,4+0,7
Acetat 0+0 0+0 0+0 4,7+0,1 7,0+0,1
Propionat 0£0 0£0 0£0 1,7+0,1 2,940,2
Laktat 00 6,4+0,7 87,3+0,1 122,2+0,4 155,1+0,9
Succinat 1,4+0,3 2,0+0,3 2,2+0,5 2,4+0,3 3,6+0,6
Citrat 2,5+0,1 2,7+0,7 1,8+0,0 2,010,2 2,0+0,0
Iso-Butyrat 00 00 00 00 00
Butyrat 0+0 5,0+0,3 4,0+0,0 4,9+0,5 4,3+0,7
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Tabelle 23. Konzentrationen [mMM] der Metabolite nach 0, 4, 8, 12 und 24 h der Fermentation bei 35T
mit P. pentosaceus RTall, analysiert mit HPLC.

Zeit [N]
Analyten 0 4 8 12 24
D(-)-Fruktose 27,740,3  29,310,2 29,6+0,8 30,6+0,1 38,0+1,8
D(+)-Glukose 89,6+2,2 184,5+1,7 170,6+2,3 164,0+3,9 243,6%5,1
D(+)-Saccharose | 22,5+3,8 19,8+0,0 18,3x2,1  15,9+1,3 14,940,1
Cellobiose 24,0+3,1 18,8+4,7 14,3+2,1 11,4423 10,4+0,4
D-Maltose 19,5+0,3 18,840,1 0+0 0+0 0+0
D(-)-Mannitol 115,0+2,4 120,0+0,8 120,7+0,3 120,3+0,2 122,9+7,1
Trehalose 2,9+0,1 2,4+0,4 0+0 0+0 0+0
Gentiobiose 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Formiat 4,3+0,7 4,3+0,6 4,8+1,2 20,1+0,7 27,5+3,8
Acetat 0+0 0+0 2,2+0,0 3,7+0,0 5,1+0,0
Propionat 00 00 1,9+0,4 2,2+0,2 2,7+0,1
Laktat 0+0 19,5+¢0,2  119,8+0,6 145,3+0,6 178,6+0,8
Succinat 1,240,3 1,940,2 2,7+0,6 2,610,1 4,0+0,8
Citrat 3,2+0,0 2,840,2 2,010,1 2,240,1 2,1+0,0
Iso-Butyrat 00 00 00 00 00
Butyrat 0+0 4,0+0,3 5,0+0,6 4,9+0,7 6,4+0,4
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