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Ausgangssituation:

Die Enzymaktivitat ist ein wichtiger prozess-
technischer Faktor bei der Herstellung von
Backwaren. Die endogene Enzymaktivitat
schwankt dabei in Abhéangigkeit von Getreide-
art, Umweltbedingungen und Reifegrad bei
der Ernte. Zum Ausgleich sowie zur Verbesse-
rung der Maschinengangigkeit und Produkt-
charakteristika werden oftmals exogene En-
zyme bei der Backwarenherstellung verwen-
det, um die Teig- und Gebdckeigenschaften
gezielt zu verbessern. Hierbei kommen haupt-
sachlich Hydrolasen (Amylasen, Lipasen und
Xylanasen) sowie Oxidoreduktasen (Glucose-
und Hexoseoxidasen) zum Einsatz. Die Effekte
exogener Enzymaktivitditen werden bei der
Backwarenherstellung weitverbreitet genutzt.
Die wissenschaftlichen Zusammenhédnge zu
den genauen Wirkmechanismen und Wirkzeit-
punkten exogener Enzyme wahrend der

Backwarenproduktion waren jedoch noch
nicht bekannt. Allgemein wurde davon ausge-
gangen, dass sowohl endo- als auch exogene
Enzyme aufgrund der thermischen Belastung
wahrend des Backvorganges inaktiviert wer-
den wirden und somit im Endprodukt keine
technologische Wirkung mehr auftreten
konnte. Aufgrund dieser Annahme werden
Lebensmittelenzyme als Zusatzstoffe oder
Verarbeitungshilfsstoffe betrachtet und unter-
liegen keiner Deklarationspflicht. Es gab je-
doch aus der wissenschaftlichen Literatur
erste Hinweise, dass dies keine allgemein guil-
tige Aussage ist.

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher,
die Aktivitaten verschiedener bei der Herstel-
lung von Backwaren relevanter endogener
und exogener Enzyme von der Teigbereitung
uber die Verarbeitung bis zum Endprodukt
und Uber den Zeitraum der Lagerung
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systematisch zu analysieren. Die hierzu beno-
tigten Extraktionsverfahren und Aktivitatsas-
says flir Enzyme sollten im Rahmen des For-
schungsprojektes entwickelt und optimiert
werden, um die Aktivitdt von Enzymen Uber
den gesamten Herstellungsprozess verfolgen
zu kénnen. Zudem sollten Methoden zum
Nachweis einer technologischen Wirkung der
Enzyme im Endprodukt erarbeitet werden, die
dabei helfen sollten, die funktionelle Wirkung
moglicher Restaktivitdten auf die Textur der
Krume wéahrend der Lagerung zu analysieren
und dadurch den gesamten Zeitraum (insbe-
sondere von Amylasen) entlang des Herstel-
lungs- und Lagerprozesses beurteilen zu kon-
nen. Als Hypothese wurde angenommen,
dass bestimmte exogene Enzyme sowohl
wahrend der Teigbereitung als auch noch
nach dem Backprozess eine technologische
Wirkung aufweisen und somit deklarations-
pflichtig waren. Exogene Enzyme wirken sich
zum einen wahrend der Herstellung auf die fi-
nale Brottextur aus, zum anderen fiihren die
postulierten Restaktivitaten wahrend der La-
gerung zu einem verlangsamten Altbacken-
werden. Eine ausfuhrliche Charakterisierung
kommerziell erhaltlicher Enzympréparate hin-
sichtlich ihrer Haupt- und Nebenaktivitaten in
Backwaren sollte ferner zur Aufklarung en-
zyminduzierter inhaltsstofflicher Veranderun-
gen und Struktur/Funktionsbeziehungen wah-
rend der Teig- und Lagerungsphase beitra-
gen.

Forschungsergebnis:

Um die Prozessstabilitdit verschiedener
Amylasen, Xylanasen, Lipasen und Glucose-
oxidasen in Teig untersuchen zu kdnnen, wur-
den zunachst an das Teigsystem angepasste,
sensitive Aktivitatsassays entwickelt. Dabei
konnte beispielsweise fiir den Betamyl3-As-
say zur Bestimmung von Exo-Amylaseaktivi-
taten eine Bestimmungsgrenze von 1 pkat
mL" erreicht werden. Um fiir das Projekt die
relevanten, thermostabilen Enzyme auswah-
len zu konnen, wurden verschiedene Amyla-
sen, Glucoseoxidasen und Lipasen auf ihre
funktionelle Stabilitdt in Teig hin untersucht.
Dazu wurde zunachst die Riickgewinnung (Ex-
traktion) der verschiedenen Enzyme aus der
Teigmatrix optimiert. Um die Temperatursta-
bilitdt der Enzyme in Hinblick auf eine mogli-
che Restaktivitat in WeilRbrot nach dem Ba-
cken abschéatzen zu kénnen, wurde der Tem-
peraturverlauf, der im Backofen in einem
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hefegelockerten Standardweil3brot aufge-
nommen wurde, im Labormalistab nachge-
fahren. Auf diese Weise wurden die hochsten
Restaktivitdten mit zwei Amylase-Praparaten,
einer maltogenen Amylase aus G. stearother-
mophilus und einer maltotetragenen Amylase
aus P. saccharophila, ermittelt. Bei den unter-
suchten Lipase-Praparaten wurde im Teigsys-
tem lediglich flr ein Praparat aus 7hermomy-
ces lanuginosus eine geringe Restaktivitat er-
mittelt. Diese war aber in spateren Backversu-
chen mit hefegelockertem Standardweil3brot
nicht mehr nachweisbar. Bei den untersuch-
ten Glucose- und Hexoseoxidasen wurden
sehr geringe Restaktivitaten von unter einem
Prozent nachgewiesen, die als , nicht signifi-
kant” eingestuft wurden.

Die Restaktivitat der thermostabilsten Amy-
lase, der maltogenen Amylase aus G. stea-
rothermophilus, wurde ebenfalls in gebacke-
nem Standardweil3brot untersucht und be-
trug 17,8 %. Fir die a-Amylase aus B. subtillis
wurde in hefegelockertem Standardweil3brot
eine Restaktivitdit von 2,3 % ermittelt. Die
Amylase-, Lipase-, Xylanase und Glucoseoxi-
dasepraparate wurden jeweils auf ihre Neben-
aktivitdten zueinander untersucht. Das heil3t
beispielsweise, dass das a-Amylasepraparat
auf Lipase-, Xylanase- und Glucoseoxidase
hin untersucht wurde. Dabei wurden in den
Amylase-, Lipase- und Xylanasepraparaten
sehr geringe Glucoseoxidase-Nebenaktivita-
ten nachgewiesen. Diese lagen, im Vergleich
zu einem Original-Glucoseoxidase-Praparat,
bei unter einem Prozent. Auf diese Weise wur-
den ebenfalls geringe Lipase-Nebenaktivita-
ten von unter 5 % und Amylase-Nebenaktivi-
taten von unter 10 %, jeweils im Vergleich zu
den originalen Lipase- bzw. Amylaseprapara-
ten, nachgewiesen. Die hochste ermittelte Ne-
benaktivitat mit 34 % waren die Xylanase-Ne-
benaktivitaten in einem Glucoseoxidase-Pra-
parat aus Aspergillus niger. Es wurde die Fest-
legung getroffen, dass Nebenaktivitaten von
unter 10 %, im Vergleich zu den Hauptaktivita-
ten keinen bedeuteten Einfluss auf die Herstel-
lung von Backwaren haben sollten.

Zur Charakterisierung von Weizenmehl sowie
der Amylaseprédparate wurde eine Identifizie-
rung der enthaltenen Amylasen Giber massen-
spektrometrische Techniken etabliert und
durchgefiihrt. Dabei wurde 3-Amylase als do-
minierende endogene Amylase in den Wei-
zenmehlen identifiziert. Die Analyse zeigte,
dass in den Praparaten jeweils eine sehr
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begrenze Anzahl an Amylasen vorhanden ist
und die Aktivitat resultierend aus den Prapa-
raten daher eindeutig zugeordnet werden
konnte. Mittels einer an die Matrix Brot adap-
tierten und vereinheitlichten Extraktionsme-
thode wurden Amylasen aus der Brotkrume
extrahiert und ihre Aktivitat mittels kommerzi-
ell erhaéltlicher Assays quantifiziert. Dabei
wurde fir die Gruppe der a-Amylase Prépa-
rate lediglich flir eine Bacillus-amyloliquefa-
ciens-a-Amylase eine sehr geringe Aktivitat,
verglichen mit der zudosierten Aktivitat, ge-
messen. Alle tbrigen bakteriellen und funga-
len a-Amylasen zeigten keine messbare
Restaktivitat in den Modellbroten. Fir die
Gruppe der maltotetragenen Amylasepréapa-
rate wurde ebenfalls eine sehr niedrige
Restaktivitat in der Brotkrume gemessen. Die
Gruppe der maltogenen a-Amylasepraparate
wies eine geringe bis mittlere Restaktivitat
auf. Diese Restaktivitat ergibt sich durch die
hohe Temperaturstabilitat der eingesetzten
Amylase aus Geobacillus stearothermophilus.
Alle untersuchten Praparate mit detektierter
Restaktivitat zeigten Veranderungen des
Spektrums der in der Brotkrume enthaltenen
Gehalte an Mono-, Di-, und Oligosacchariden
wahrend der Lagerung der Brote.

Nach erfolgter Grundcharakterisierung der
Enzympréaparate wurde die funktionelle Wir-
kung der Enzyme in der Teig- und Krumen-
matrix untersucht. Hierzu wurde eine Metho-
dik entwickelt (nachfolgend Pelletmethode
genannt), mit Hilfe der erstmals eine Differen-
zierung der Funktionalitdt von Enzymen in
L~vor” und ,nach” dem Backprozess maoglich
ist. Hinsichtlich der einzelnen Enzymklassen
wurde fiir Lipasen oder Xylanasen zwar ein
Einfluss auf die Krumenausbildung gezeigt,
allerdings konnte fiir diese Praparate keine
technologische Wirkung im Falle einer poten-
ziellen Restaktivitdit im Endprodukt gezeigt
werden. Folglich lag fur die untersuchten Pra-
parate lediglich eine Funktionalitat vor und
wahrend des Backprozesses vor. Im Gegen-
satz dazu fiihrte die potenzielle Anwesenheit
von Glucoseoxidase-Aktivitat wahrend der La-
gerung zu einem Effekt in der bereits ausge-
bildeten Krumenmatrix, da das Krumenfir-
ming beschleunigt ablief. Die quantifizierte
Restaktivitat verschiedener Glucoseoxidase-
Praparate im Endprodukt war allerdings ge-
ring, wodurch ein funktioneller Einfluss auf
das Endprodukt unwahrscheinlich ist.
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Durch die finale Kombination der entwickel-
ten Methoden konnte flir zwei exemplarisch
ausgewahlte Amylaseprdparate mittels eines
standardisierten Laborbackversuchs der Ef-
fekt verschiedener Prozess- und Produktpara-
meter auf die Inaktivierungskinetik untersucht
werden. In Kombination mit der entwickelten
Pelletmethode wurde die zugehorige Rest-
funktionalitat der verbliebenden Enzymaktivi-
tat nach dem Backprozess im finalen Produkt
quantifiziert. Im Fall der verwendeten thermo-
sensitiven bakteriellen a-Amylase wurde eine
vollstandige Inaktivierung wahrend des Back-
prozesses ermittelt, welche sich als unabhan-
gig von verschiedensten Prozess- und Pro-
duktparametern erwies. Ebenfalls wurde ein
thermostabiles maltogenes Amylasepraparat
untersucht, welches zwar eine deutliche
Restaktivitat aufwies, allerdings aufgrund des
nicht im Endprodukt funktionellen Wirkme-
chanismus keinen Einfluss auf die Textur des
Endproduktes wahrend der Lagerung zeigte.

Durch die Kombination der Aktivitats- und
Funktionalitatsbestimmung exogener En-
zymaktivitat konnte somit im Rahmen des For-
schungsprojektes grundlegendes Wissen
uber die Wirkmechanismen und -zeitpunkte
verschiedenster Enzymklassen wahrend der
Backwarenherstellung und -lagerung erarbei-
tet werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Im Rahmen des Forschungsvorhabens konn-
ten Basiswissen erarbeitet und Methoden ent-
wickelt werden, um die Erflllung von Stan-
dards und gesetzlichen Auflagen in der Dekla-
ration des Enzymeinsatzes in Backwaren si-
cherzustellen.

Bis dato bestand in der gesamten Branche ein
Mangel an Grundlagenwissen flir die korrekte
Deklaration von exogenen Enzymen in wei-
zenbasierten Backwaren. Das Forschungspro-
jekt lieferte Erkenntnisse dariiber, welche En-
zymgruppen eine Restaktivitdat im Brot haben
konnen und wie hoch die Aktivitat der Enzyme
wahrend und nach dem Backprozess ist. Dazu
wurden Standardnachweisassays an die Brot-
matrix adaptiert und weiterentwickelt. Durch
die Erkenntnisse des Forschungsprojektes
konnen nun wissenschaftlich basierte Emp-
fehlungen ausgesprochen werden, welche Ex-
traktions- und Assaymethoden verwendet
werden sollten, um die Restaktivitat von En-
zympraparaten in Backwaren bestimmen zu
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konnen. Zudem wurden verschiedene han-
delsubliche Enzymassays miteinander vergli-
chen und ermittelt, welche Assays fiir die Ak-
tivitdtsbestimmung verschiedenster Enzym-
klassen am besten geeignet sind. Es konnten
somit Empfehlungen hinsichtlich einer Stan-
dardmethodik zur Bestimmung der Restaktivi-
tat ausgesprochen werden.

Weiterhin wurde erstmalig eine Methode zum
Nachweis einer technologischen Wirkung
exogener Enzyme im Endprodukt entwickelt,
welche von kleinen und mittelstandischen Un-
ternehmen (KMU) dazu genutzt werden kann,
Klarheit hinsichtlich der Deklaration bestimm-
ter in Backwaren eingesetzter Enzympréapa-
rate zu erlangen und das Risiko einer nicht er-
folgten Kennzeichnung von zugesetzten, im
Endprodukt noch technologisch wirksamen
Enzymen zu vermeiden. Ob Enzymaktivitaten
bei der Lagerung vorhanden sind, bei welchen
Enzympréaparaten dies zu erwarten ist und in-
wieweit sich die Matrixzusammensetzung des
Teiges (Rezeptur) auf das Inaktivierungsaus-
mal auswirkt, wurde exemplarisch fir ver-
schiedene exogene Enzympraparate unter-
sucht. Somit wurden die wissenschaftlichen
Grundlagen und ihre Anwendung anhand der
Charakterisierung typischer Praparate, welche
in der Weizenbrotherstellung Verwendung
finden, geschaffen und aufgezeigt.
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