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Ziel der Untersuchungen war es, Gluten in Lebensmitteln mit Hilfe von Peptidasen aus
verschiedenen Quellen abzubauen und dabei die positiven Qualitatsmerkmale der
Lebensmittel beizubehalten.

Zur Untersuchung des Abbaus von Gluten mit Hilfe glutenspezifischer Peptidasen wurden
die folgenden Lebensmittel eingesetzt: Weizenstarke, Weizenkleie aus nativem und
gekeimtem Getreide und Brottrunk. Zusatzlich wurden Roggensauerteig, eine Sauerteig-
Starterkultur und Roggenmehl verwendet. Zur Behandlung von im Handel erhaltlicher
Weizenstarke wurden sowohl Peptidasen aus gekeimtem Getreide (Gerste, Weizen, Emmer)
als auch AN-PEP eingesetzt. Alle weiteren Proben wurden ausschlieBlich mit wassrigen
Lésungen von AN-PEP inkubiert. Zur Behandlung wurden die Proben nach Zusatz von
Wasser mit verschiedenen Konzentrationen der Enzymlosungen bei definierten Bedingungen
(pH 1-9,4-90 °C, 10 min - 48 h) inkubiert, gefriergetrocknet und im Anschluss mittels eines
kompetitiven ELISA mit dem R5-Antikdrper auf verbliebenes Gluten untersucht. Um Gehalte
von weniger als 20 mg Gluten pro kg abzusichern, wurde zusatzlich eine LC-MS Analyse
(nach Verdau mit Chymotrypsin) durchgefiihrt. Auf diese Weise behandelte Lebensmittel
wurden anschlieBend auf Veranderungen ihrer Zusammensetzung, sowie ihrer
technologischen und sensorischen Eigenschaften, untersucht. Weizenstarke wurde auf in
der Probe verbliebene Peptidase- und Amylaseaktivitait geprift, die thermischen
Eigenschaften mittels dynamischer Differenzkalorimetrie und die
Verkleisterungseigenschaften mittels Rotationsviskosimeter untersucht. Die
Zusammensetzung von Weizenkleie wurde anhand der Gehalte an ernahrungsphysiologisch
wertvollen Ballaststoffen und Folaten analysiert, behandelter Brottrunk mit dem
unbehandelten Produkt anhand des sensorischen Profils verglichen. Mit AN-PEP inkubierte
Roggenprodukte wurden zur Herstellung von glutenfreiem Brot eingesetzt. Dabei wurden das
Brotvolumen, die Krumenfestigkeit und die sensorischen Eigenschaften als wertgebende
Parameter untersucht.

Es wurde gezeigt, dass Enzyme aus gekeimtem Getreide eine genigend hohe
Peptidasenaktivitdt aufweisen, um sowohl Gesamtgliadin als auch einzelne zéliakieaktive
Peptide zu hydrolysieren. Diese Aktivitdt reicht jedoch nicht aus, um Gluten aus
Lebensmitteln soweit zu entfernen, dass sie als glutenfrei bezeichnet werden dirfen. Dieses
Ziel kann jedoch mit dem kommerziell erhaltlichen AN-PEP erreicht werden. Getranke mit
einem Glutengehalt von bis zu 223 mg/kg, Weizenstarke mit bis zu 2 000 mg/kg und sogar
Weizenkleie mit einem Gehalt von uber 100 000 mg Gluten/kg wurden durch AN-PEP in
einem breiten Bereich von pH-Werten und Temperaturen detoxifiziert. Es zeigte sich, dass
die Peptidasebehandlung keine nachteiligen Auswirkungen auf die Qualitat der Produkte
hatte. Davon ausgenommen waren die Verkleisterungseigenschaften der Weizenstarke. Die
Peptidasebehandlung hatte keinerlei negative Auswirkungen auf die Eigenschaften der
Weizenkleie, da die Gehalte wertvoller Nahrstoffe (Ballaststoffe, Folate) nicht beeinflusst
wurden. Kleie aus gekeimtem Getreide wies im Vergleich zu herkdbmmlicher Kleie einen
erhéhten Gehalt an Ballaststoffen (1,5-fach) und insbesondere an Folaten (20-fach) auf und
kann daher als glutenfreies Lebensmittel gesehen werden, das fiir Zdliakiebetroffene einen
zusatzlichen Gesundheitswert bietet. Auch die sensorische Analyse von Brottrunk zeigte
keine negativen Auswirkungen der Behandlung. Nach Optimierung der Rezeptur war es
moglich, aus peptidasebehandeltem Roggenmehl und Eiweil3 ein glutenfreies Brot auf
Roggenbasis herzustellen. Die sensorischen Untersuchungen zeigten, dass die Qualitat
zwar hinter konventionellem Roggenbrot zuriickblieb, im Vergleich zu einem glutenfreien
Brot aus den zodliakievertraglichen Rohstoffen Buchweizen, Reis und Mais hinsichtlich
Textur, Aroma und Geschmack jedoch deutlich besser bewertet wurde. Das Ziel des
Vorhabens wurde erreicht.
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Ausgangslage und Zielsetzung. Ziel der Untersuchungen war es, Gluten in
Lebensmitteln mit Hilfe von Peptidasen aus verschiedenen Quellen abzubauen und
dabei die positiven Qualitatsmerkmale der Lebensmittel beizubehalten.

Material und Methoden. Fur die Untersuchungen wurden zunachst acht
verschiedene Getreidearten und —sorten (Dinkel, Einkorn, Emmer, Gerste, Hafer,
Mais, Roggen und Weizen) bei 15 und 25 °C fur 7 Tage gekeimt, anschliel3end
geschrotet, gefriergetrocknet und zu Mehl und Kleie vermahlen. Die Kleie, in der die
Peptidasen angereichert waren, wurde anschlieBend auf ihre spezifische
Peptidasenaktivitat gegentber Gluten untersucht. Als Substrate wurden zu diesem
Zweck selbst isoliertes Gliadin der Weizensorte Cubus sowie die als zdliakieaktiv
bekannten Peptide PQPQLPYPQPQLPY aus a-Gliadin und
SQQQFPQPQQPFPQQP aus y-Hordein eingesetzt. Mittels RP-HPLC und Messung
bei 210 nm, wurden die Aktivitaten Uber die Abnahme der Absorptionsflachen der
Substrate nach Inkubation als prozentualer Abbau berechnet. Die nach Keimung
aktivsten Getreidesorten wurden bezulglich ihrer Peptidasenaktivitdten anschliefend
mit einem im Handel erhaltlichen Praparat verglichen, einer Prolylendopeptidase aus
Aspergillus niger, (,AN-PEP®). Dieses wird direkt in die Fermentationslosung des
Mikroorganismus abgeschieden und kann so preisgunstig in hohen Mengen und
hoher Reinheit gewonnen werden. Das Enzym hat sein pH-Optimum im sauren pH-
Bereich. Die Aktivitat von AN-PEP wurde gegenuber den drei genannten Substraten
ermittelt.

Als Rohmaterialen zum Abbau von Gluten in Lebensmitteln wurden drei
verschiedene Weizenstarken (zwei selbst isoliert und eine im Handel erhaltlich), drei



Weizenkleien (eine aus gekeimten und eine aus ungekeimten Weizenkornern, eine
im Handel erhaltliche Probe), Brottrunk und Roggenprodukte (Mehl, verschieden
lange fermentierte Sauerteige) eingesetzt. Diese wurden zunachst mit Hilfe eines
kompetitiven ELISA mit dem R5-Antikérper auf ihre Glutengehalte untersucht.
AnschlieRend wurden die Proben mit den Enzymen fur Zeitrdume zwischen 4 und
48 h bei pH-Werten zwischen 1,0 und 9,0 und Temperaturen zwischen 4 und 90 °C
inkubiert. Danach wurde Uberpruft, wie viel Gluten abgebaut worden war.

Zuletzt wurden die Eigenschaften der durch die Enzymbehandlung glutenfrei
gewordenen Produkte untersucht und deren Eigenschaften mit denen der
Ausgansprodukte verglichen. Dafur wurde Weizenstarke auf ihre thermischen und
Verkleisterungseigenschaften untersucht, wahrend bei Weizenkleie die Gehalte an
Folsaure und Ballaststoffen ermittelt wurden. Glutenfreies Roggenbrot auf Basis
behandelter Rohstoffe wurde mit glutenhaltigem Brot und Brot aus naturlicherweise
glutenfreien Rohstoffen bezuglich seiner sensorischen und backtechnischen
Eigenschaften untersucht und verglichen.

Ergebnisse und Diskussion. Die Kleien, die nach Keimung der Getreide Emmer
(Sorte Osiris), Gerste (Sorte Marthe) und Weizen (Sorte Winnetou) erhalten wurden,
wiesen gegenuber den Substraten Gliadin und PQPQLPYPQPQLPY die hochsten
Peptidaseaktivitaten auf, allerdings waren diese im Vergleich zu AN-PEP deutlich
niedriger. Die Peptidasepraparate aus gekeimtem Getreide wiesen bis zu 60 U/kg
Getreide auf, wahrend AN-PEP mit 7 x 10° U/kg Praparat eine um ein Vielfaches
hdhere Aktivitat zeigte.

Die verwendeten Lebensmittel hatten teilweise sehr hohe Glutengehalte, in
einer Weizenkleie wurden sogar Gehalte uber 10 % (>100.000 mg/kg) gefunden.

Bei der Untersuchung des Abbaus von Gluten in Lebensmitteln durch die
verwendeten Enzympraparate zeigte sich schnell, dass lediglich das im Handel
erhaltliche AN-PEP in der Lage war, Gluten weitgehend abzubauen. Enzyme aus
gekeimtem Getreide reduzierten den Glutengehalt in einer Weizenstarke mit
vergleichsweise niedrigen 175 mg Gluten/kg zwar deutlich, Konzentrationen
unterhalb des gesetzlich festgelegten Grenzwertes wurden jedoch nicht erreicht.
Deshalb wurde fur alle weiteren Proben ausschliellich AN-PEP verwendet. Dieses
wurde in verschiedenen Konzentrationen von bis zu 500 mg/mL eingesetzt und baute
Gluten in Weizenstarken mit Gehalten von bis zu 2.000 mg Gluten/kg, in Weizenkleie
mit Gehalten Gber 100.000 mg Gluten/kg, in Roggenprodukten mit Gehalten Uber
80.000 mg Gluten/kg und in Brottrunk mit ca. 80 mg Gluten/kg bis unter den
Grenzwert von 20 mg/kg ab. Lediglich in einer Weizenkleie war es trotz 72-stindiger
Inkubation mit AN-PEP Konzentrationen von bis zu 750 mg/mL nicht mdglich, die
Glutenkonzentration unter den Grenzwert abzusenken.



Die Untersuchung der Qualitatsmerkmale der behandelten Weizenstarken
zeigte, dass in den Produkten weder Peptidase- noch Amylaseaktivitat nachweisbar
war. Somit reichte der durchgefihrte Waschschritt aus, um das Enzym nach der
Inkubation  vollstandig zu entfernen. Die Verkleisterungstemperatur der
peptidasebehandelten Starken war im Vergleich zu den Edukten leicht erhdht,
wahrend die Viskositat deutlich abnahm. Dieser Effekt war jedoch bei den Uber einen
langeren Zeitraum (24 h) behandelten Starken deutlich ausgepragter als bei den
kdrzer inkubierten (4 h) und konnte durch kurzere Inkubationszeiten und hohere
Enzymkonzentrationen verringert werden. In Weizenkleie wurden keine negativen
Effekte der Behandlung mit AN-PEP festgestellt. Die Gehalte an Folsaure und
Ballaststoffen waren bei behandelten und nicht behandelten Kleieproben nahezu
gleich. Kleie aus gekeimten Weizenkdrnern zeigte einen durch die Keimung deutlich
erhdhten Gehalt an Ballaststoffen und vor allem an Folsaure (Steigerung um Faktor
10 auf uber 400 ug/100g). Modellversuche zur Herstellung von glutenfreiem Brot aus
peptidasebehandeltem Roggenmehl zeigten positive Ergebnisse. Obwohl noch
sensorische Defizite im Vergleich zu einem glutenhaltigen Brot aus Weizen vorlagen,
wurde das glutenfreie Roggenbrot im Vergleich zu einem Brot aus
zoliakievertraglichem Buchweizen, Reis und Mais von einem Sensorikpanel besser
bewertet.

Schlussfolgerung. Es wurde gezeigt, dass Kleie von gekeimtem Getreide eine
genugend hohe Peptidasenaktivitat aufweist, um sowohl Gesamtgliadin als auch
einzelne zoliakieaktive Peptide zu hydrolysieren. Diese Aktivitat reicht jedoch nicht
aus, um Gluten aus Lebensmitteln soweit zu entfernen, dass sie als glutenfrei
bezeichnet werden durfen. Dieses Ziel kann jedoch mit dem kommerziell erhaltlichen
AN-PEP erreicht werden. AN-PEP baut Gluten in Weizenstarke, Weizenkleie,
Roggenmehl, Sauerteigen und Brottrunk vollstandig ab, ohne ihre positiven
Eigenschaften zu verandern. Wird Kleie aus gekeimtem Getreide mit AN-PEP
behandelt, kann daraus ein glutenfreies Produkt mit auf3erordentlich gutem Nahrwert
gewonnen werden. Glutenfreies Brot aus behandeltem Roggenmehl wird sensorisch
positiver bewertet als glutenfreies Brot aus Zutaten, die von Natur aus glutenfrei sind.
Die behandelten glutenfreien Produkte kdnnen als Rohmaterialen fur die Produktion
von glutenfreien Lebensmitteln hoher Qualitdt eingesetzt werden. Das Ziel des
Vorhabens wurde erreicht.
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