JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN

1) B «"’i | aJu) o = DI | _
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Einleitung Workflow

Melanine sind ubiquitar vorkommende Farbstoffe, welche durch

‘ Screening ‘ Kultivierung ‘ Enzymisolierung

enzymatische Braunung aus phenolischen Vorstufen entstehen. Sie kommen —ittels FPLC
in Haut, Haaren und Zellwadnden vor und sind fir die Braunfarbung von * Melaninagarplatten - S |

N . _ - _ e Submerskultivierung in e Hauptkultur mit Melanin e Anion Exchange Column
Fruchten verantwortlich. Durch die Braunung von angeschnittenem oder melaninhaltigem Medium bzw. anderen Substraten -

verarbeitetem Obst werden eigentlich noch geniel3bare Fruchte vom N % ~ e Y
Verbraucher abgelehnt, was zu hohen Verlusten fuhrt.

Da Basidiomyceten Uber ein enormes Enzymspektrum verfugen, wurden

daraus gewonnene Enzympraparationen auf ihr Potential zur

Farbstabilisierung hin untersucht. Dazu wurden 25 Basidiomyceten auf einen Applikationstests ’ |dentifizierung " Charakterisierung
bleichenden Effekt gegen Melanin gescreent. Aus dem Kulturuberstand von > Mk ek e LC-MALDI TOE MS L Re PREL
Irpex consors wurde mittels mehrerer Reinigungsschritte ein Enzym isoliert, * Fruchtsaft-Applikationen  IEF Gel
das anschliefend biochemisch charakterisiert und in Applikationstests ) EaTgsettj;’fgg naturlicher
: - o
eingesetzt wurde.
Ergebnisse

Abb. 5 Bleichung einer

~ | p-Carotinlosung, links

1. Screening der Basidiomyceten 3. -Carotin-Abbau egaontrole, et o,
\_,w/ Inkubationszeit 60 min

Effektive Bleichung von Melanin durch den Weil3faulepilz Irpex consors sowohl in

Submerskultur als auch emers auf Agarplatten. / \
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Abb. 1 Melaninbleichung durch Irpex consors in Submerskultur nach [A] 24 h; Abb. 2 Entfiarbung & mwm@wwwy
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[B] 48 h; [C] 120 h melaningefirbter 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Aga rstiickchen. oben Counts vs. Acquisition Time (min)
.« . Negativkontrolle, Abb. 6 HS-SPME GC-MS-Chromatogramm der bei der Umsetzung von -Carotin mit MnP aus Irpex consors
2. En ZYmc harakterisieru Ng unten /CO Subm.kult, entstehenden Abbauprodukte

. . . . Tab. 1 Identifizierte Abbauprodukte von [3-Carotin durch MnP aus Irpex consors und deren berechnete
Die aus Irpex consors mittels FPLC erhaltenen Enzymfraktionen mit - UEHTE A HPTOY P P
Kovats-Indices in Vergleich zu Literaturwerten [1]

Peroxidaseaktivitat (gemessen mittels ABTS-Assay) wurden fir die weitere “m
Charakterisierung gepoolt und in SDS-bzw. |IEF-Gelen untersucht; die Proteinfarbung

: : C erees e -Cyclocitral 20,323 1.616 1.623
erfolgte mittels Coomassie bzw. ABTS-Aktivitatsfarbung. oy
B-lonon 27,288 1.939 1.955
/ oMy waf i ), o e ) s, ], cal ol o, ), o], on] o, o, 0 0 \ 5,6-Epoxy-f-lonon 28,347 1.997 1.964
208 4-Dihydroactinidiolid 34,700 2.332 2.348
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£ , \ | 1 4. Applikation im 2-Enzym-System
g 200 a
g 1% 5 Erfolgreiche kontinuierliche in-situ-Produktion des benotigten
< Gl . \ Wasserstoffperoxids durch Kombination der Peroxidase mit Glucoseoxidase.
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1 . ' O o4 \\‘\:3\\ .
Abb. 3 FPLC-Chromatogramm (Anionenaustausch) des Kulturiiberstands von Irpex consors, Fraktionen i o — Negativkontrolle, rechts 2-Enzym-System
B5-C1 zeigten Peroxidaseaktivitat e [B] Teilausschnitt Anderung des
'} ' ‘ 0125390 4(I)0 4I10 4£O 4_;»0 4£IIO 4I50 zﬁo AbsorptionSSpektrums’ blau
- v Wellenls Negativkontrolle, rot 2-Enzym-System
A1 Ao 3 \ Abb. 4 \ ellenldnge [nm] /
, ICO ICO ICO [A]: Isoelektrische Fokussierung .
Pl M™ mnp MnP pl M" Mnp der gepoolten Peroxidase- FaZ|t
- >~ ' Enzymfraktionen (ICO MnP) mit
a 200 — — Coomassie-Farbung (A.1) und Durch Submerskultivierung und verschiedene Reinigungsschritte konnte eine
S 100 — — :\IBZTSE;_‘\S‘VI\';::EE”S:’;‘% fé‘z)‘ Peroxidase aus Irpex consors isoliert, charakterisiert und identifiziert werden.
‘ 70— e o In Applikationsversuchen zeigte diese neben Melanin auch auf andere
6.0 4 0 — - s [B]: SDS-PAGE der gepoolten Substrate wie p-Carotin  eine bleichende Wirkung. Die teilweise
0 —. zig”l‘\'/ldjs)erﬁnzggrf::'s‘l’;e” aromarelevanten Abbauprodukte von p-Carotin konnten mittels HS-SPME
53— 30 AN Farbung; Molekiilmasse ca. und GC-MS identifiziert werden. Eine farbstabilisierende Wirkung konnte bei
45 25 - 47 kDa; M: Marker 10 — 200 kDa ersten Einsatzen mit Fruchtsaft gezeigt werden; hierbei wurde das benotigte
2o 20 __ - Wasserstoffperoxid mit einem 2-Enzym-System mittels Glucoseoxidase in-
\, Y ‘/ < B situ produziert.
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