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Die meisten bei der Lebensmittel- und GenuBmittelherstellung verwendeten Enzyme
stammen aus Mikroorganismen. Handelt es sich bei der zu katalysierenden Um-
setzung um eine Ein- oder Wenigschrittreaktion, wird das Enzym bzw. Enzymge-
misch dem umzusetzenden Rohprodukt zugemischt. Alternativ zu dieser Einweg-
Strategie bietet sich eine Enzym- Trégerfixierung an. Sind bei der angestrebten
Umsetzung mehrere enzymkatalysierte Schritte nétig, so sind diese Vielschritt-
umsetzungen in der Zelle als Reaktionsraum am besten durchfiihrbar, da ja die
Zelle nichts anderes als eine Trdgermatrix darstellt, an der eine Vielzahl von
Enzymen fixiert sind. Abhéngig vom Endprodukt kann es vorteilhaft sein, auch
Zellen an Tréager zu fixieren, nicht nur, um einen ProzeB kontinuierlich zu gestalten,

sondern auch um die Zellen einfacher aus dem Produkt abtrennen zu kdnnen.

Um einen Mikroorganismus, der ein gewiinschtes Enzym bildet bzw. eine bestimmte
Umsetzung durchfiihren kann, zu erhalten, wird man Ublicherweise entsprechende
Mikroorganismen aus der Natur bzw. aus Stammsammlungen aufsplren. Durch
Optimierung der Substratzusammensetzung und des Kulturverfahrens 8Bt sich die
von Natur aus vorhandene Produktbildungskapazitdat weiter erhéhen. Bedenkt man
jedoch, daB sidmtliche Stoffwechselleistungen eines Organismuses im Gleichgewicht
stehen und es somit fiir ein Naturisolat unsinnig wére, einzelne Komponenten

in UbermaB zu produzieren, wird deutlich, daB man bei der ausschlieBlichen
Optimierung von externen Faktoren nur mittelméBe Produktivitédten erwarten

wird koénnen. Eine integrierte Optimierung muB daher auch eine Optimierung des
Organismus selbst miteinschlieBen, was sich nur durch eine Anderung seiner Erb-
information bewerkstelligen 14Bt. In Kombination mit der Optimierung der externen
Faktoren, wird sich nicht nur eine Erh8hung der Produktmenge erzielen lassen, sondern
auch eine Aquirierung von vdllig neuen Eigenschaften bzw. Féhigkeiten. Dieses Ziel
|&Bt sich durch zwei Vorgangsweisen, ndmlich Mutation und Rekombination, am

glinstigsten in Kombination, erreichen:

Wiahrend bei der Mutation die Erbinformation spontan gedndert wird, so daB eine
schon vorhandene Eigenschaft abgeschwécht, veréndert oder verbessert wird, werden
durch Rekombination Eigenschaften aus unterschiedlichen Organismen miteinander
kombiniert, so daB es nicht nur zu einer Verbesserung einer schon vorhandenen

Eigenschaft kommt, sondern sich auch véllig neue Leistungen etablieren lassen.
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In jedem Fall muB jedoch, wie bei der Mutation, eine Selektion angeschlossen
werden, um die meist als seltenes Ereignis auftretenen Mutanten/Rekombinanten

aus der Vielzahl von nicht verdnderten Zellen herauszufinden.

Bei einer im Rahmen eines Sexualzykluses oder einer Protoplastenfusion stattfinde-
nen Rekombination, wird das Erbmaterial der Elternstdmme in seiner Gesamt-
heit kombiniert, wodurch, abh&ngig vom Zufall, Nachkommen entstehen, bei denen
die positiven bzw. negativen Eigenschaften lberwiegen. Im Gegensatz zu solch
einer in vivo- Rekombination, wo eine gezielte Kombination von Eigenschaften
nicht méglich ist, gelingt es mit Hilfe einer in vitro- Rekombination, welche
meist als Gentechnik bezeichnet wird, einzelne Gene, und damit Eigenschaften,

zu kombinieren, um sie anschlieBend in einen geeigneten Wirt zu transferieren

und dort zur Expression zu bringen. Hinzu kommt noch, daB bei der Protoplasten-
fusion, vor allem jedoch bei der Gentechnik, Erbinformationen aus nicht verwandten
Organismen miteinander kombiniert werden kénnen, wogegen bei der klassischen
Kreuzungszilichtung ausschlieBlich innerhalb einer Art es zu Rekombinationsvorgingen
kommt. Abh&ngig vom zu optimierenden Organismus (z. B. besitzt er einen
Sexualzyklus bzw. die Fahigkeit zur Konjugation), vor allem jedoch von den zu
kombinierenden Eigenschaften, wird unter den genannten Methoden auszuw#hlen
sein, um mdglichst effektiv und kostengiinstig Mikroorganismen mit verbesserten
Eigenschaften zu erstellen (1). Im folgenden sollen aus dem Brauereibereich
exemplarisch zwei Beispiele der Stammoptimierung aus dem Forschungsinstitut fir

Mikrobiologie vorgestellt werden:

Kontaminationsschutz der Brauhefe gegeniiber Wildhefen

Bedingt durch Virus-&hnliche Partikel, die sich im Zytoplasma von Hefen unter-
schiedlicher Art- und Gattungszugehérigkeit befinden, sind diese in der Lage, Toxine
zu bilden (Killer-Stdmme), die Artgenossen, die solche Virus-Partikel nicht besitzen,
inaktivieren. Dieses Virus macht gleichzeitig die Hefezelle, die es tragt, immun gegen
das eigene Toxin, so daB weder sie noch Artgenossen, die ebenfalls das gleiche Virus
tragen, betroffen werden, sondern ausschlieBlich nur Zellen, die kein Virus besitzen.
Da diese Partikel nicht infektids sind, werden sie iiblicherweise nur im Rahmen eines

Sexualzykluses von Zelle zu Zelle ibertragen.

Um Brauhefe mdglichst umfassend gegen natiirliche Kontaminanten zu schitzen,
wurde die Aktivitat einer Reihe unterschiedlicher Killerstamm-Typen gegen

immer wieder in der Brauerei zu findenen Wildhefen getestet, um einen Killer-
Stamm mit einem fiir Brauhefe giinstigen Aktivitdtsspektrum aufzusplren.

Die Ubertragung der "Killer"=Aktivitdt wird durch Protoplastenfusion vorgenommen,
wobei allerdings Sorge getragen werden muB, daB nur die Zellen des Braustammes

mit jenen des Virusstammes fusionieren, nicht jedoch die Zellkerne; eine Ver-
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anderung der Braueigenschaften wére die Folge. Durch geschickte genetische
"Markierung" des Virusstammes (Einbringung der kar-Mutation, welche eine
Kernfusion verhindert; mitochondrialkodierte Atmungskompetenz) gelingt es,

nur solche Fusionsprodukte zu selektieren, die einerseits den Zellkern und die
Mitochondrien der Brauhefe tragen, andererseits die Viruspartikel der "Killer'"-

Hefe (2). Brauversuche im kleinen MaBstab werden zeigen, ob derartige Viruspartikel-
tragende Brauhefen die Technologie der Bierbereitung werden vereinfachen kénnen,

wie dies,vor allem bei franzésischen Weinhefen, schon derzeit der Fall ist.

Erstellung einer Diacetyl- freien Brauhefe

Wihrend der Hauptgdrung entsteht im Rahmen des Valin-/Isoleucin-Stoffwechsels
als Zwischenprodukt e-Acetolactat, welches, vor allem am Ende der Haupt-
garung, in so groBen Mengen anféllt, daB es von der Hefezelle ausgeschieden

wird. Abhdngig von der Garfihrung bzw. von dem in der Wiirze geldsten Sau-
erstoff, wird & ~Acetolactat spontan durch oxidative Decarboxylierung in Diacetyl
umgewandelt, welches frisch vergorenem Bier einen unangenehmen Geschmack
verleiht. Wahrend der Reifung bzw. Nachgdrung wird von den verbliebenen Hefe-
zellen Diacetyl wieder aufgenommen, um es mit Hilfe des Enzyms Diacetyl-
reduktase zu Acetoin und weiter durch Acetoinreduktase zu Butandiol zu reduzieren
(siehe Abb. in (5)). Der Geschmacksschwellenwert beider Substanzen ist im Gegen-
satz zu Diacetyl sehr hoch, so daB sie keinen EinfluB auf das Bieraroma haben.
Unter der Voraussetzung, daB auch wahrend der Nachgdrung noch aktive und gar-

fahige Hefe vorhanden ist, wird der Diacetyl-Gehalt unter 0,1 mg/l gedriickt.

Um den ReifungsprozeB zu beschleunigen und damit die lagerzeit zu verkirzen,
bietet sich zum einen an, durch Mutation die Synthese von d.-Acetolactat einzu-
schrinken (3), was jedoch dazu fiihrt, daB die Hefe zumindest teilweise be-

dirftig fir Valin, Isoleucin und Leucin werden wiirde, was wohl durch die
Wiirzeinhaltsstoffe gedeckt werden kann. Allerdings reichert sich, neben Brenz-
traubensdure, auch « -Ketobutyrat an, was schlieBendlich zu Propanol fihrt;

das fertige Getrdnk wiirde also nach Ldsungsmittel schmecken. Da andererseits
gezeigt werden konnt, daB durch Zusatz vonel-Acetolactat-Decarboxylase zu
gdrender Wiirze die Bierreifung auf ca. 24 Stunden verkiirzt werden kann (4), bie-
tet es sich an, die Erbinformation fir dieses Enzym durch in vitro-Rekombination
in Hefe einzubringen. Da Hefe dieses Enzym nicht bildet und daher das entsprechen-
de Gen nicht besitzt, wurde als Spenderorganismus das lebensmittelrechtlich un-
bedenkliche Milchsdurebakterium Streptococcus diacetylactis verwendet (5), welches

seit langem bei der Reifung von Milchprodukten zum Einsatz gelangt.

Zur lIsolation des e -Acetolactat-Decarboxylase-Gens wurde die gesamte Erbin-

formation aus S. diacetylactis isoliert, in Fragmente zerlegt (durch ein Restriktions-
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enzyms) und mit Hilfe eines entsprechenden genetischen Vektors in den Zwischen-
wirt E. coli transferiert. Da E. coli Acetoin-negativ ist, «-Acetolactat-Decarboxy-
lase also nicht besitzt, war es relativ einfach, aus den Transformanten einen Klon
zu selektieren (mit Hilfe der Voges-Proskauer-Reaktion), der Acetoin-positiv ist.
Diese Acetoin-Bildung wurde auch gaschromatographisch bestétigt (5). Nach Ein-
grenzung desd-Acetolactat-Decarboxylase-Gens auf dem zufélligerweise isolierten
Fragment wird nun dieses aus S. diacetylactis stammende Gen mit einem hefe-
spezifischen Promotor bzw. Terminator versehen, um es auch in Hefe funktions-
féhig zu machen. Entsprechende Brauversuche werden zeigen, ob es tatsdchlich
moglich ist, mit Hilfe einer {-Acetolactat-Decarboxylase-tragenden Hefe den

Diacetyl-Gehalt von Jungbier erheblich zu verringern.

Zusammenfassend |8Bt sich sagen, daB es durch die Entwicklung der letzten Jahre
moglich geworden ist, Mikroorganismen, nicht nur durch Mutation, sondern auch
durch induzierte Rekombination, zu optimieren. Abhangig von dem Zielorganismus
und der zu optimierenden Eigenschaft wird auszuwédhlen sein, welche der ange-
sprochenden Rekombinationsmethoden zum Erfolg fihrt. Im Gegensatz zur in vivo-
Rekombination hat die Gentechnik den Vorteil, daB einzelne Eigenschaften selektiv
Ubertragen werden kdénnen, ohne die Rezipientenzelle in ihren natiirlichen Merk-

malen zu verdndern.
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