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1 Zusammenfassung 

In dem letzten Jahrzehnt rückte die Erforschung von Weizeninhaltsstoffen, wie 

Weizenproteinen und Fruktanen, aufgrund von zunehmenden 

Weizenunverträglichkeiten und damit verbundenen negativen Auswirkungen auf 

die Gesundheit immer mehr ins Visier der Wissenschaft. Während die Zöliakie 

bei einem nur sehr geringen Prozentsatz der Bevölkerung auftritt, zeigen andere 

Weizenunverträglichkeiten wie die Nicht-Zöliakie-Nicht-Weizenallergie-

Weizensensitivität und das Reizdarmsyndrom steigende Prävalenzen von bis zu 

16 %. Neben Weizenproteinen wie Gluten, wurden die Amylase-Trypsin-

Inhibitoren (ATIs) als Hauptauslöser von Weizenunverträglichkeiten identifiziert. 

Im Vergleich zu Gluten, liegen nur wenig wissenschaftliche Daten über diese 

antinutritiven Inhaltsstoffe vor. 

Diese Arbeit beschäftigte sich mit der Charakterisierung sechs ausgewählter 

Mehlsorten in Bezug auf deren Rohproteingehalt, Amylase-Trypsin-Inhibitoren-

Gehalt, Glutengehalt sowie die Trypsin-Inhibitoraktivität und die Verdaubarkeit. 

Anschließend wurde die Verbesserung der Verdaubarkeit und die Reduktion des 

allergenen Potentials der hergestellten reinsortigen Weizenprodukte aufgrund 

von Rezeptur-bedingten Unterschieden untersucht. Speziell wurde der Einfluss 

der Sauerteigführung auf die produzierten Teiglinge sowie Gebäcke analysiert.  

Anhand eines ersten Backversuches wurde eine Rezeptur zur Produktion von 

Sauerteigprodukten der Bäckereien Haubis und Ströck entwickelt und diese im 

zweiten Backversuch angewendet. Des Weiteren erfolgte ein Hefeteig-geführter 

Semmelbackversuch der AGES. Die Ergebnisse des Hauptbackversuches, 

zeigten einerseits, dass durch die Sauerteigführung der Gehalt an Amylase-

Trypsin-Inhibitoren im Teigling um mehr als die Hälfte reduziert wurde. 

Andererseits ist die Trypsin-Inhibitoraktivität der Sauerteig-geführten Teiglinge im 

Vergleich zum jeweiligen Mehl gestiegen. Der Glutenabbau im Gebäck zeigte 

keine signifikanten Unterschiede bezogen auf die Teigführung. Hervorzuheben 

ist, dass die Verdaubarkeit unter Einsatz der Sauerteigtechnologie signifikant 

verbessert wurde. 
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2 Abstract 

Over the past decade, the study of wheat ingredients, such as wheat proteins 

and fructans, has received an increasing scientific importance since wheat 

intolerances and associated negative health effects are becoming more common. 

While celiac disease occurs in a very small percentage of the population, other 

wheat intolerances such as non-celiac wheat sensitivity and irritable bowel 

syndrome show increasing prevalence of up to 16 %. In addition to wheat proteins 

such as gluten, amylase trypsin inhibitors (ATIs) have been identified as major 

triggers of wheat intolerance. When compared to gluten, little is known about 

these antinutritive wheat ingredients. 

This work dealt with the characterization of six selected flours in terms of their 

crude protein content, amylase trypsin inhibitor content, gluten content, trypsin 

inhibitor activity and protein digestibility. Subsequently, the investigation was 

about improving digestibility and reducing the allergenic potential of the produced 

pure wheat products due to formulation-related differences. Specifically, the 

influence of sourdough technology on the produced dough pieces as well as 

baked goods was analyzed. 

Based on a first baking trial, a recipe to produce sourdough products of the 

bakeries Haubis and Ströck was developed and applied in the second baking 

trial. Furthermore, a yeast fermentation baking trial was conducted by AGES. On 

the one hand the results of the main baking trial showed that the sourdough 

fermentation reduced the content of amylase trypsin inhibitors in the dough by 

more than half. On the other hand the trypsin inhibitor activity of the sourdough 

baking products increased in comparison to the respective flour. Gluten 

degradation in the baked product showed no significant differences related to 

dough management. It is worth pointing out that digestibility was significantly 

improved using the sourdough technology. 
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3 Einleitung und Aufgabenstellung 

Heutzutage zählt der Weizen, neben Mais und Reis, zu den weltweit wichtigsten 

Kulturpflanzen für die menschliche Ernährung und wird in allen Ländern innerhalb 

der gemäßigten Zone angebaut. Etwa ein Drittel der Getreideanbaufläche wird 

für den Anbau von Weizen genutzt (Miedaner 2014). Für das Jahr 2020 wird eine 

Weizenproduktion von 756 Millionen Tonnen erwartet (FAO 2020). Laut Austria 

Statistik 2020 wurden allein in Österreich vorläufig um die 1,58 Millionen Tonnen 

Weizen im Jahr 2020 geerntet. 

Weizen enthält im Gegensatz zum hohen Nährstoffgehalt auch problematische 

Inhaltsstoffe, welche zu gesundheitlichen Beeinträchtigungen führen können 

(Dale et al. 2018). Fermentierbare Oligo-, Di- und Monosaccharide und Polyole 

(FODMAPs), aber auch eine Reihe an Weizenproteinen, Gluten- und Nicht-

Glutenproteine, können Weizenunverträglichkeiten auslösen (Scherf et al 

2016a). Neben Glutenproteinen, die als Auslöser der Zöliakie bekannt sind, 

spielen Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATIs) eine bedeutende Rolle beim 

Auftreten von Erkrankungen wie dem Bäckerasthma, der Zöliakie, der Nicht-

Zöliakie-Nicht-Weizenallergie-Weizensensitivität, der Weizenallergie, dem 

Reizdarmsyndrom und extraintestinalen Entzündungen (Huebner et al. 2015; 

Junker et al. 2012; Reig-Otero et al. 2018; Zevallos et al. 2017; Zevallos et al. 

2018). Prädisponierte Personen sollten daher den Verzehr von Getreide 

vermeiden, um bestimmte Unverträglichkeiten zu verhindern (Scherf et al 2016a).  

Durch gezielte Lebensmittelverarbeitung kann das allergene Potential von 

Weizen herabgesetzt werden. Bei der Sauerteigführung wird die 

Zusammensetzung und die Aktivität der Weizenproteine verändert und es kommt 

durch die Senkung des pH-Wertes zur Aktivierung von proteolytischen Enzymen 

(Huang et al. 2020). Die Proteolyse erfolgt durch endogene oder exogene 

Getreideproteasen und Peptidasen von Milchsäurebakterien des Sauerteiges 

und zeigt einen Einfluss auf das allergene Potential sowie auf das Potential, 

Unverträglichkeiten auszulösen (Gobetti et al. 2014). Durch die Aktivität der 

Propylendopeptidase (PEP) kann ein Abbau von Gluten verzeichnet werden 

(Jouanin et al. 2018). Zusätzlich kommt es zur Akkumulation von Glutathion im 

Sauerteig und zur Reduktion von intermolekularen und intramolekularen 

Disulfidbrückenbindungen. Huang et al. (2020) untersuchte ebenfalls die 
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Veränderung der Amylase-Trypsin-Inhibitoren während der Sauerteigführung 

und der Hefeteigführung und kam zu dem Ergebnis, dass durch die 

Sauerteigfermentation die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und 

Tumornekrosefaktoren reduziert wurde. Aktuelle Daten lassen vermuten, dass 

ATIs durch die Sauerteigfermentation abgebaut werden können sowie ihre 

Aktivität vermindert werden kann und somit die Sauerteigtechnologie eine 

Strategie zur Verbesserung der Entwicklung von Produkten für Personen mit 

Weizenunverträglichkeiten darstellt. 

Ziel dieser Arbeit war es, im Zuge des ID-WHEAT Forschungsprojektes den 

Einfluss der Sauerteigführung auf die Proteine im Weizen zu analysieren. Zuerst 

erfolgte ein Vorversuch, der sogenannte Backversuch 1. Hierbei wurden bei den 

Bäckereien Haubis und Ströck Backversuche im größeren Maßstab unter 

Verwendung von Sauerteig hergestellt. Um zusätzliche Einflussfaktoren durch 

die Verwendung verschiedener Mehle auszuschließen, wurde ausschließlich das 

gut charakterisierte W700 Rösselmehl der Pfahnl Mühle für die Herstellung der 

Teiglinge bzw. des Gebäcks verwendet. Der Backversuch 1 diente zur 

Evaluierung von rezeptbedingten Einflüssen durch die Änderung von 

Prozessparametern, wie der Vorsauermenge (5 %, 10 %, 15 %), Vorsauerstufe 

(1- bzw. 2-stufig) und der Fermentationszeit (1,5 h, 8h, 16 h). 

Im Hauptversuch (Backversuch 2) wurde eine Rezeptur für die beteiligten 

Bäckereien basierend auf den Ergebnissen des ersten Backversuches, speziell 

bezogen auf den ATI- und Fruktanabbau, entwickelt. Mit den sechs 

ausgewählten reinsortigen Mehlen wurden die jeweiligen Teiglinge/Gebäcke 

unter Anwendung der Sauerteigtechnologie produziert. Des Weiteren wurde der 

AGES Semmelbackversuch mit Hefe-fermentierten Teiglingen/Gebäckstücken 

durchgeführt. Die erhaltenen Produkte wurden mittels unterschiedlicher 

quantitativer Methoden analysiert, um lösliches Protein, ATI- und Glutengehalt, 

die Trypsin-Inhibitoraktivität (TIA) und die Verdaubarkeit zu untersuchen. Durch 

die erhobenen Daten der Mehle, der Sauerteigprodukte und der Hefe-

fermentierten Gebäcke, konnte der Einfluss der Sauerteigfermentation im 

Vergleich zum Hefe-fermentiertem Gebäck aufgezeigt werden. Somit konnten 

Aussagen über den ATI- und Glutenabbau sowie eine Veränderung der 

Verdaubarkeit, der TIA und des löslichen Proteins bei der Verarbeitung des 

Rohstoffes zu Teiglingen/Gebäck getroffen werden.  
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Zudem wurden verschiedene Extraktionsmethoden untersucht, um spezifisch die 

Amylase-Trypsin-Inhibitoren zu extrahieren und andere störende Komponenten 

zu vermeiden. Das Ziel dieses Vorversuches war es, eine Korrelation zwischen 

der biologischen Aktivität und des ATI-Gehaltes, welche bei der Extraktion mit 

Natriumchlorid nicht gegeben ist, durch modifizierte Extraktionen mit einer 

Chloroform/Methanol-Lösung oder einer Ammoniumsulfat-Fällung zu erlangen. 

Für die Quantifizierung des ATI- und Glutengehaltes wurden die einzelnen 

Proteinfraktionen der Weizenproben unter Einsatz von RP-HPLC aufgetrennt und 

analysiert. Des Weiteren wurde das lösliche Protein nach der Methode von 

Bradford bestimmt. Um fundierte Ergebnisse zu erhalten, wurde zudem die 

Analyse des Gesamtstickstoffgehaltes nach Dumas durchgeführt. Die Trypsin-

Inhibitoraktivität wurde mittels TIA-Assay nach Call et al. (2019) ermittelt. 

Außerdem wurde ein in vitro Verdau umgesetzt, um die Proteinverdaubarkeit der 

Produkte beurteilen zu können.  
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4 Theoretischer Hintergrund 

4.1 Weizen 

Weizen ist weltweit das wichtigste Grundnahrungsmittel und hat andere 

Getreidearten wie Reis und Mais weit hinter sich gelassen. Die EU gilt als 

Hauptproduzent, gefolgt von China, Indien und der USA (Schuppan & Gisbert-

Schuppan 2018). Bis zur Neolithischen Revolution galt das Getreide nicht als 

Nahrungsmittel der Menschen, erst seit 10.000 Jahren begann der Anbau und 

Verzehr von Getreide (Scherf et al. 2016a). Der Weizen (Triticum L.) gehört zu 

den Süßgräsern (Poaceae) und bietet eine stärke-, mineralstoff- und 

vitaminreiche Nahrung.  

Die Gattung Triticum wird anhand ihrer Chromosomensätze in unterschiedliche 

Arten eingeteilt. Dabei enthält jeder Chromosomensatz sieben Chromosomen 

(Miedaner 2014). Die Urform des Weizens ist das Einkorn (T. monococcum), ein 

Wildweizen, der einen diploiden Chromosomensatz (AA) besitzt. Durch das 

Kreuzen mit Ziegengras entstand Emmer (T. dicoccum), welcher als tetrapoloider 

Weizen mit vier Chromosomensätzen (AABB) bezeichnet wird. Als Verwandte 

des Emmers gelten Durum- bzw. Hartweizen (T. durum). Durch weitere Kreuzung 

verdreifachte sich der Chromosomensatz und es entstand der hexaploide 

Weizen (AABBDD), die Frühform des Dinkels (T.spelta). Der moderne 

Brotweizen bzw. Weichweizen (T. aestivum) entwickelte sich aus dem 

hexaploiden Weizen weiter. In Abb. 1 ist ersichtlich, wie die einzelnen 

Weizenarten entstanden sind (Schuppan & Gisbert-Schuppan 2018). 
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Abb. 1: Entstehung des modernen Weizens durch Kreuzung und 
Weiterentwicklung (Schuppan & Gisbert-Schuppan 2018) 
 

Im großen Maßstab werden heutzutage Weichweizen und Hartweizen angebaut, 

wobei etwa 90 % der Ernte der Weichweizen ausmacht. Der sogenannte 

moderne Weizen wird vor allem für Backzwecke als auch als Futter, Braugetreide 

und Rohstoff für die Stärkeindustrie genutzt. Durum und Hartweizen werden 

bevorzugt für die Nudelherstellung genutzt und stammen aus dem 

Mittelmeerraum (Miedaner 2014).  

Das Getreidekorn ist außen von einer Fruchtwand (Pericarp) und einer 

Samenschale (Testa) umschlossen, die Zellulose und Mineralstoffe enthalten. 

Nach innen folgt die Aleuronschicht, welche Proteine, Mineralstoffe, Vitamine, vor 

allem Vitamin B, Enzyme und einen geringen Anteil an Fett beinhaltet. Seitlich 

beim Nährgewebe befindet sich der Keimling, der reich an Lipiden, Proteinen, 

Mineralstoffen, Enzymen und Vitaminen ist. Etwa 80 % des Getreidekorns 

besteht aus dem Mehlkörper (Endosperm). Neben Stärke enthält das Endosperm 

geringe Mengen an Glucose und Maltose und auch Protein (Baltes & Matissek 

2011). In der Abb. 2 sind die unterschiedlichen Bestandteile des Getreidekorns 

beschrieben. 
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Abb. 2: Aufbau des Getreidekorns (Baltes & Matissek 2011) 

Das Weizenkorn kann entweder bespelzt vorliegen, wobei der Weizen von 

Spelzen umgeben ist und diese auch bei der Ernte nicht abgelöst werden oder 

freidreschend. Das bedeutet, dass das Korn nackt vorliegt und auch nur die 

Körner geerntet werden (Miedaner 2014). 

4.2 Weizenproteine 

In Europa liegt der Proteingehalt von Weizen bei etwa 8-11 % (Rosentrater & 

Evers 2018). Der Gehalt kann in Getreide von weniger als 6 % bis zu über 20 % 

variieren und ist abhängig vom Genotyp (Getreide, Art, Sorte) als auch von den 

Wachstumsbedingungen wie Boden, Klima und Düngung. 

Die Getreideproteine können je nach ihrer Funktion in Stoffwechselproteine, 

Strukturproteine und Speicherproteine eingeteilt werden. Die 

Stoffwechselproteine, wie Enzyme und Enzym Inhibitoren befinden sich 

hauptsächlich in der Aleuronschicht und im Keimling. Die Strukturproteine, wie 

Membranproteine sind in den äußeren Schichten des Getreides und in den 

Stärke-Granula zu finden. Im Endosperm sind die Speicherproteine lokalisiert, 

welche etwa 70-80 % der gesamten Getreideproteine ausmachen. Ihre 

Hauptfunktion ist den Keimling mit Stickstoff und Aminosäuren während der 

Keimung zu versorgen. Die meisten Getreideproteine enthalten alle 

20 proteinogen Aminosäuren. Es gibt einen signifikanten Unterschied in der 

Aminosäuresequenz zwischen Albuminen/Globulinen und Prolaminen/Glutelinen 
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(Wieser et al. 2014). In allen Getreidearten ist der Gehalt an Lysin niedrig, Weizen 

enthält zudem geringere Mengen an Methionin. Die Proteine des Weizens 

werden gemäß Osborne (1907) nach ihrer Löslichkeit in vier Fraktionen 

eingeteilt: 

• Albumine 

• Globuline  

• Prolamine 

• Gluteline 

Osborne zeigte wie die genannten Fraktionen aus einem Mehl extrahiert werden 

können (Belitz et al. 2008). Albumine sind löslich in Wasser als auch in 

Salzlösungen. Globuline gelten als unlöslich in Wasser, sind jedoch in 

Salzlösungen löslich. Albumine und Globuline können demnach zusammen 

extrahiert werden. Prolamine können weder in Wasser noch in Salzlösungen 

gelöst werden, sie werden mittels 60-70 % Ethanol extrahiert. Den Rückstand 

bilden die Gluteline, welche intermolekulare Disulfidbrückenbindungen 

aufweisen. Sie können mittels einer Extraktionslösung, die einen wässrigen 

Alkohol (z.B. 50 % Propanol), ein Reduktionsmittel (z.B. DTT) und 

disaggregierende Substanzen wie Harnstoff enthalten, extrahiert werden (Wieser 

et al. 2014).  

4.2.1 Albumine/Globuline 

Albumine und Globuline zählen größtenteils zu den Stoffwechselproteinen. Die 

Zusammensetzung der Aminosäuren zeigt einen hohen Anteil an essentiellen 

Aminosäuren wie Threonin, Lysin und Tryptophan (Wieser et al. 1980). 

Bestimmte hochmolekulare Albumine weisen Eigenschaften von 

Speicherproteinen auf, welche einen Einfluss auf die Weizenqualität 

(Getreidehärte, Teigrheologie und Brotvolumen) haben (Higgings 1984).  

Es wurden mehr als 80 % der Albumine und Globuline als Enzyme mit 

verschiedenen physiologischen Funktionen identifiziert. Nach ihrer Funktion 

wurden sie in acht unterschiedliche Gruppen eingeteilt: 

Kohlenhydratmetabolismus (27 %), Proteinmetabolismus (27 %), 

Stress/Abwehr/Entgiftung (11 %), Zellmetabolismus (6 %), 

Transkription/Translation (4 %), Stickstoffmetabolismus (4 %), Photosynthese 
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(4 %), Signaltransduktion (1 %) und unbekannte Proteine (16 %) (Dong et al. 

2012). 

Das Molekulargewicht liegt meist unter 25 kDa. Einige wenige können ein 

Molekulargewicht von 60-70 kDa aufweisen. Die beiden Fraktionen liegen 

hauptsächlich als Monomere vor, bilden jedoch intermolekulare Disulfidbrücken 

(Tomić et al. 2015).  

Den größten Gehalt an Albuminen und Globulinen im Weizenkorn findet man in 

der Aleuronschicht, der Kleie und im Keimling. Vergleichsweise ist die 

Konzentration im Endosperm mit bis zu 20 % zum Gesamtproteingehalt relativ 

gering (Köhler & Wieser 2013; Zilić et al. 2011). 

Die α-Amylase-Trypsin-Inhibitoren im Weizen zählen zu den Albuminen und 

werden im Kapitel 4.2.3. Amylase-Trypsin-Inhibitoren dieser Arbeit näher 

beschrieben.  

4.2.2 Prolamine/Gluteline 

Prolamine und Gluteline zählen beide zu den Speicherproteinen. Im Weizen 

werden die Prolamine auch Gliadine und die Gluteline als Glutenine bezeichnet 

(Wieser et al. 2014). Die beiden Fraktionen werden als Kleberprotein oder 

Glutenproteine zusammengefasst. Nach ihrer Struktur werden die Kleberproteine 

in drei Hauptgruppen, die aus mehreren Untergruppen bestehen, wie folgt 

eingeteilt: 

• Hochmolekulare Gruppe (HMW) mit den HMW-Untereinheiten der 

Glutenine 

• Gruppe mittleren Molekulargewichts (MMW) mit den ω5- und den ω1,2-

Gliadinen 

• Niedermolekulare Gruppe (LMW) mit den α- und γ-Gliadinen und LMW-

Untereinheiten der Glutenine (Belitz et al. 2008) 

Proteine der hochmolekularen Gruppe bestehen aus 600–800 Aminosäureresten 

und besitzen ein Molekulargewicht von 70–90 kDa. Sie enthalten hohe Mengen 

an Glutamin (26-36 %), Glycin (16-20 %) und Prolin (10-15 %) und machen somit 

etwa 60 % des Gesamtaminosäuregehalts dieser Proteine aus. 
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Die ω1,2-Gliadine der MMW-Proteingruppe enthalten 320–380 Aminosäurereste 

und weisen ein Molekulargewicht von etwa 40 kDa auf. Die ω5-Gliadine des 

Weizens, welche ebenfalls zur Gruppe der Proteine mit mittlerem 

Molekulargewicht gehören, mit etwa 420 Aminosäurereste besitzen ein 

Molekulargewicht von ungefähr 50 kDa. Die Proteine dieser Gruppe zeigen eine 

sehr unregelmäßige Aminosäurezusammensetzung mit einem üblicherweise 

hohen Anteil an Glutaminen (37-53 %), Prolinen (20-29 %) und Phenylalaninen 

(9-10 %) und machen zusammen etwa 80 % des Gesamtaminosäuregehalts der 

MMW-Gruppe aus. 

Die niedermolekulare Gruppe zählt etwa 300 Aminosäurereste und weist ein 

Molekulargewicht von 28-35 kDa auf. Die Aminosäuresequenz wird von den 

Aminosäuren Glutamin (28-36 %) und Prolin (11-22 %) dominiert und besitzt 

einen relativ hohen Anteil an hydrophoben Aminosäuren wie Leucin (5-9 %) und 

Valin (5-8 %) (Scherf et al. 2016a). 

Gluten ist definiert als eine Proteinfraktion von Weizen, Roggen, Gerste, Hafer 

sowie ihren Kreuzungen und Derivaten, die manche Menschen nicht vertragen 

und die unlöslich in Wasser und 0,5 M NaCl ist. Als glutenfrei gelten Produkte, 

deren Glutengehalt 20 mg/kg nicht überschreitet. Lebensmittel mit einem 

reduzierten Glutengehalt weisen Mengen zwischen 20-200 mg/kg auf (CODEX 

STAN 118-1979, 2008). Nahrungsmittel können von Natur aus glutenfrei sein 

oder ein bzw. mehrere Inhaltsstoffe aus Weizen, Gerste Roggen und Hafer sowie 

Kreuzungen enthalten, wobei das Gluten durch spezielle Verfahren entfernt 

wurde, sodass der Gehalt an Gluten unter 20 mg/kg liegt. Aus biochemischer 

Sicht ist Gluten ein Gemisch von Prolaminen und Glutelinen. Die Glutenpeptide, 

welche für Zöliakiepatienten potentiell schädlich sind, entstehen durch die 

enzymatische Spaltung von Gluten in kleinere Fragmente. Manche 

Glutenpeptide gelten als immunogen oder toxisch. Sie werden bei 

glutenunempfindlichen Personen entweder mit dem Stuhl ausgeschieden oder 

durch Darmbakterien abgebaut. Der menschliche Körper besitzt keine Enzyme, 

welche fähig sind diese prolinreichen Peptide vollständig abzubauen. Bei 

Personen, die unter der Zöliakie oder an einer Glutenunverträglichkeit leiden, 

können die Glutenpeptide als Auslöser von Entzündungsreaktionen fungieren. 

Dabei durchdringen sie das Darmepithel und lösen in der darunterliegenden 

Gewebeschicht Entzündungen aus (Harter 2019).  
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Die Glutenproteine sind von besonderer Bedeutung für die Backeigenschaften 

eines Produktes. Die Glutenine sind für die Quervernetzungen verantwortlich. Sie 

bilden eine netz- oder schwammartige Gestalt und führen somit zur gewünschten 

Lockerheit des Produktes. Die Gliadine führen zur Stabilisierung des 

Backproduktes durch Einlagerung in die Hohlräume und Netzgebilde. Durch die 

schwammartige Struktur kann besonders gut Wasser und Kohlenstoffdioxid 

eingelagert werden. (Schuppan & Gisbert-Schuppan 2018). Hydratisierte 

Gliadine zeigen eine geringere Elastizität und Kohäsiviät als Glutenine und sind 

verantwortlich für die Viskosität und die Dehnbarkeit des Teiges. Die 

hydratisierten Glutenine sind dagegen kohäsiv und elastisch und verleihen dem 

Teig daher Festigkeit und Elastizität (Wieser et al. 2014).  

4.2.3 Amylase-Trypsin-Inhibitoren 

Die Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATIs) wurden im Jahre 1973 das erste Mal 

isoliert und gelangten ab diesem Zeitpunkt in das Blickfeld wissenschaftlicher 

Untersuchungen (Silano et al.1973). ATIs zählen zu den potenziellen Auslösern 

der Weizenallergie (engl. wheat allergy, WA) und der Nicht-Zöliakie-Nicht-

Weizenallergie-Weizensensitivität (engl. non celiac gluten (wheat) sensitivity, 

NCGS/NCWS). Sie wurden zudem als Ursache von Bäckerasthma identifiziert 

(Sánchez-Monge et al. 1992). 

Amylase-Trypsin-Inhibitoren gehören zur Albumin/Globulin-Fraktion und machen 

etwa 2-4 % des gesamten Weizenproteins aus (Dupont et al. 2011). Die 

niedermolekulare, wasserlösliche Proteinfamilie weist Molekulargewichte im 

Bereich von 12-16 kDa auf. Anhand der Aggregation der Moleküle können sie in 

drei Gruppen eingeteilt werden. Die monomeren Weizen Amylase Inhibitoren 

(engl. wheat monomeric amylase inhibitors, WMAI), auch als 0,28 Proteine 

bezeichnet, zeigen Molekulargewichte zwischen 12-15 kDa. Hingegen sind die 

nicht-kovalent gebundenen dimeren Amylase Inhibitoren (engl. wheat dimeric 

amylase inhibtiors, WDAI), auch bezeichnet als 0,19, 0,36, 0,38 und 0,53 und die 

tetrameren Inhibitoren (engl. wheat tetrameric amylase inhibitors, WTAI) durch 

größeren Molekulargewichte von 24-30 kDA und 50-60 kDa charakterisiert. 

Während die WMAIs und WDAIs hauptsächlich das Enzym Amylase inhibieren, 

fungieren WTAIs als bifunktionale Inhibitoren von Amylase und Trypsin (Shewry 

et al. 1984, Altenbach et al. 2011). Aufgrund ihrer Löslichkeit in einer Mischung 
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aus Chloroform und Methanol werden die WTAIs auch als CM-Proteine 

bezeichnet (Shewry et al. 1984). 

Die Amylase-Trypsin-Inhibitoren, welche zur Superfamilie der Prolamine 

gehören, sind cysteinreiche Proteine, die durch die Bildung von 

Disulfidbrückenbindungen ein dreidimensionales Netzwerk mit einem hohen 

Anteil an α-Helices formieren. Dies verleiht den ATIs ihre Stabilität gegenüber der 

Proteolyse und thermischen Einflüssen (Kreis et al. 1985).  

Anhand einer Genomsequenzierung wurden 19 gencodierende Sequenzen für 

unterschiedliche ATIs und ähnliche Protease Inhibitoren in modernen 

hexaploiden Weizen identifiziert. Dazu gehören zwei WMAIs, vier WDAIs, sechs 

WTAIs und vier Trypsin Inhibitoren (CMx und WTI). Neben den ATIs zählen auch 

Weizen-Chymotrypsin-Inhibitoren (engl. wheat chymotrypsin inhibitor, WCI) und 

Weizen-Amylase-Subtilisin-Inhibitoren zur ATI-Familie (Altenbach et al. 2011). 

Die 0,19 und CM-Proteine besitzen mehr als 50 % Anteil an der Gesamtmenge 

an ATIs (Zevallos et al. 2017). In Tab. 1 sind 13 unterschiedliche ATIs aufgelistet, 

die einen Einfluss auf den Proteingehalt im Weizen aufweisen und nicht nur durch 

Gensequenzierung nachgewiesen wurden (UniProtKB, 

https://www.uniprot.org/uniprot). 

  

https://www.uniprot.org/uniprot
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Tab. 1: Liste der unterschiedlichen ATIs in Weizen (Call et al. 2020) 

Abbreviation Aggregation UniProtKB name UniProtKB 

accession 

no. 

No. of 

amino 

acids 

MW 

[kDa] 

Cysteine 

residues 

0.28 WMAI Alpha-amylase 

inhibitor 0.28 

P01083 123 13.326 10 

0.19 WDAI Alpha-amylase 

inhibitor 0.19 

P01085 124 13.337 10 

0.53 WDAI Alpha-amylase 

inhibitor 0.53 

P01084 124 13.185 9 

CM1 WTAI Alpha-

amylase/trypsin 

inhibitor CM1 

P16850 120 13.086 10 

CM2 WTAI Alpha-

amylase/trypsin 

inhibitor CM2 

P16851 120 13.035 10 

CM3 WTAI Alpha-

amylase/trypsin 

inhibitor CM3 

P17314 143 15.832 10 

CM16 WTAI Alpha-

amylase/trypsin 

inhibitor CM16 

P16159 119 13.437 10 

CM17 WTAI CM 17 protein Q41540 119 13.431 10 

CMX1/3 WTAI Trypsin/alpha-

amylase inhibitor 

CMX1/CMX3 

Q43723 97 11.408 10 

CMX2 WTAI Trypsin/alpha-

amylase inhibitor 

CMX2 

Q43691 97 11.466 10 

WCI  Chymotrypsin 

inhibitor WCI 

P83207 119 12.944 10 

WASI  Endogeneous 

alpha-

amylase/subtilisin 

inhibitor  

P16347 180 19.633 4 

WTI  Bowman-Birk 

type trypsin 

inhibitor  

P81713 71 7.962 10 

 

ATIs und andere Protease Inhibitoren sind im Endosperm des Getreidekorns 

lokalisiert und zählen zum natürlichen Abwehrmechanismus der Pflanze vor 

Parasiten und Insekten, indem sie die Amylase- und Trypsin-Aktivität hemmen. 

Die ATIs im Weizen inhibieren jedoch keine Enzyme im Getreide (Ryan 1990; 

Carbonero & García-Olmedo 1999). 

Amylase-Trypsin-Inhibitoren beeinflussen über zwei unabhängige 

Wirkungsmechanismen auch die menschliche Gesundheit. Man unterscheidet 
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hierbei den indirekten und den direkten Einfluss der ATIs, wie in Abb. 3 

ersichtlich.  

Indirect acting mechanism Direct acting mechanism 

Suppression of digestive enzymes  

TRYPSIN & α-AMYLASE 

Triggering of  

INFLAMMATORY RECEPTORS (TLR4) 

 
 

Abb. 3: Indirekter und direkter Wirkungsmechanismus der Amylase-Trypsin-
Inhibitoren (übernommen von GanzimmunDiagnostics©) 

Indirekt hemmen sie die Enzyme Amylase und Trypsin, welche zu den 

Hauptverdauungsproteinen im menschlichen Darm zählen. Dies führt zur 

Akkumulation von unverdauten und potenziell immunogenen Peptiden. ATIs 

weisen zwei unabhängige Bindungsstellen für Amylase und Trypsin auf, weshalb 

sie fähig sind beide Enzyme gleichzeitig zu binden (Cuccioloni et al. 2016). Einen 

direkten Einfluss zeigen ATIs bei der Bindung von spezifischen 

proinflammatorischen Rezeptoren. ATIs passieren aufgrund ihrer Resistenz 

gegenüber der intestinalen Proteolyse den Dünndarm als intaktes Protein und 

agieren nach dem Verdau als Auslöser der angeborenen Immunantwort in 

menschlichen Körperzellen, indem sie den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) aktivieren 

und somit proinflammatorische Chemokine und Zytokine, wie Interleukin (IL-8) 

und Tumornekrosefaktor α (TNF-α) freisetzen, die zu Entzündungen und 

diversen Symptomen führen. CM3 und 0,19 ATIs wurden als Hauptauslöser des 

TLR4-Rezeptors identifiziert (Junker et al. 2012; Cuccioloni et al. 2017; Zevallos 

et al. 2017). 
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4.3 Weizenunverträglichkeiten 

Während der Weizen für die meisten Menschen als Grundnahrungsmittel dient, 

führt die Konsumation des Getreides bei einem geringeren Anteil der 

Weltbevölkerung zu negativen Auswirkungen auf die Gesundheit. Nicht alle 

Komponenten des Weizenkorns wirken sich gleichermaßen auf die 

Weizenunverträglichkeit aus. Weizenproteine und Fruktane zählen zu den 

Hauptauslösern (Arentz-Hansen et al. 2002). Neben der Zöliakie, welche gut 

erforscht und namentlich bekannt ist, sind noch drei weitere Erkrankungen oder 

Überempfindlichkeiten wie die Weizenallergie, die Nicht-Zöliakie-Nicht-

Weizenallergie-Weizensensitivität und das Reizdarmsyndrom von Bedeutung 

(Abb. 3). Die genannten Weizenunverträglichkeiten weisen eine breite 

Bandbreite an klinischen Symptomen auf (Dale et al., 2018). In den letzten 

Jahrzehnten konnte ein bedenklicher Anstieg an Patienten, die an einer 

Weizenunverträglichkeit leiden, beobachtet werden (Caminero & Verdu 2019).  

 

Abb. 4: Überblick der Weizenunverträglichkeiten: Weizenallergie, Zöliakie, 
Nicht-Zöliakie-Nicht-Weizenallergie-Weizensensitivität und Reizdarmsyndrom 
(Dale et al. 2018) 

4.3.1 Zöliakie 

Die Zöliakie (engl. celiac disease, CD) ist eine chronische immuninduzierte 

Enteropathie des Dünndarms, ausgelöst durch die Aufnahme von Gluten durch 

die Nahrung von genetisch prädisponierten Menschen (Ludvigsson et al. 2013). 

Weltweit leiden ungefähr 1 % der Menschen an der Zöliakie (Ludvigsson et al. 

2014). Etwa 95 % der Zöliakiepatienten besitzen vererbte humane 
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Leukozytenantigene (engl. human leukocyte antigen, HLA), welche zu einer 

erhöhten Empfindlichkeit gegenüber Gluten führen. Da etwa 30-40 % der 

Bevölkerung die sogenannten HLA-DQ2 und/oder HLA-DQ8 Gene besitzen, wird 

vermutet, dass das Vorhandensein dieser Gene nicht der einzige Auslöser der 

Zöliakie ist (Catassi et al. 2013). Es wurde nachgewiesen, dass neben der 

schlechten Verdaubarkeit von Gluten auch ungewöhnlich durchlässige 

Darmwände eine Rolle spielen (Sapone et al. 2011). Marsh (1992) beschreibt, 

dass nicht nur das adaptive, sondern auch das angeborene Immunsystem einen 

Einfluss auf die Erkrankung hat. 

Nach der Nahrungsaufnahme von Zöliakiepatienten können intakte 

Glutenpeptide die Dünndarmschleimhaut passieren. Das humane Enzym, die 

Tissue Transglutaminase (engl. tissue transglutaminase, tTG), vollzieht hierbei 

eine Deaminierung der Glutenpeptide. Die deaminierten Glutenpeptide binden 

die HLA-DQ2 Moleküle, wodurch es zur Aktivierung der intestinalen T-

Lymphozyten über den T-Zell-Rezeptor kommt. In weiterer Folge werden 

proinflammatorische Zytokine, wie Interferon-γ, Tumornekrosefaktor α (TNF-α) 

und Interleukin (IL-2) freigesetzt, die zur Schädigung der Enterozyten und zu 

intestinalen Läsionen führen (Ludvigsson et al. 2013; Mocan & Dumitraşcu 2016). 

Zu den klassischen Symptomen der CD zählen gastrointestinale Symptome wie 

Bauchschmerzen, Durchfall und Blähungen. Eine auftretende Villi-Atrophie führt 

zur Malabsorption von Mikro- und Makronährstoffen und somit zum 

Gewichtsverlust oder zu Wachstumsstörungen. Einige Patienten zeigen auch 

Symptome wie Müdigkeit, Anämie, Osteoporose, Dermatitis herpetiformis, 

neurologische Ausfälle, Depressionen, Unfruchtbarkeit und 

Zahnschmelzhypoplasie. Im Gegenzug dazu gibt es auch Patienten, bei denen 

die Erkrankung diagnostiziert wurde, denen jedoch jegliche Symptome fehlen 

(Ludvigsson et al. 2013; Ludvigsson et al. 2014). 

Zur Diagnose der CD werden serologische Tests, wie zum Beispiel auf Serum 

IgA anti-endomysiale-, anti-TG2- und/oder anti-deaminierte Gliadinpeptid-

Antikörper und eine Biopsie des Zwölffingerdarms durchgeführt. Durch die 

Kombination eines serologischen Tests und einem histologischen Befund kann 

mit fast 100 % iger Sicherheit die Krankheit nachgewiesen werden. Vor den Tests 

muss eine glutenhaltige Diät mit einer minimalen Aufnahme von 10 g Gluten pro 
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Tag für sechs Wochen sichergestellt werden, um die Zöliakie überhaupt 

diagnostizieren zu können (Lebwohl et al. 2018; Scherf et al. 2016a). 

Neue Erkenntnisse zeigen das wahrscheinlich auch Nicht-Glutenproteine wie 

Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATIs), Serpine und Avenin-like Proteine die Zöliakie 

auslösen (Huebner et al. 2015; Sánchez et al. 2018).  

4.3.2 Weizenallergie 

Die Weizenallergie (engl. wheat allergy, WA) wird definiert als eine Reaktion auf 

Weizenproteine unter Involvierung des Immunsystems. Die Allergie wird durch 

die IgE-Antikörper vermittelt. Bei Getreide wie Roggen oder Gerste ist die 

Erkrankung nicht von Bedeutung, sofern keine IgE-Kreuzreaktion vorliegt 

(Pourpak et al. 2005). Weltweit leiden etwa 0,4-4 % der Menschen an einer 

Weizenallergie (Czaja-Bulsa & Bulsa 2017). 

Unterschiedliche Faktoren wie eine Schädigung der Epithelien begünstigen die 

Exposition mit den Weizenproteinen und somit die Weizenallergie. Die Sekretion 

von IL-25 oder IL-33 durch die Epithelienzellen führt zur Differenzierung der 

dendritischen Zellen in einen Phenotyp, welcher zu einer Th2 Zellantwort führt. 

Aber auch andere Zellen wie Typ 2 Innate Lymphoid Cells (ILCs) führen zu der 

Th2 Zellantwort (Yu et al. 2016). Es kommt zur Produktion von Zytokinen wie IL-

4, IL-5 und IL-13, die eine wichtige Rolle bei der Bildung der IgE-Antikörper 

spielen. Bei einer wiederholten Exposition gegenüber Weizenproteinen binden 

die IgE-Antikörper den FcεRI Rezeptor auf basophilen Zellen und Mastzellen und 

es kommt zur Erkennung sowie Bindung der spezifischen Epitope auf den 

Weizenallergenen. Dies führt zur Freisetzung von inflammatorischen und 

vasoaktiven Mediatoren (Berin & Sampson 2013; Tordesillas et al. 2017).  

Bei der WA kommt es zu verschiedenen klinischen Manifestationen abhängig 

vom Alter der Patienten. Die Allergie, welche mit der Nahrungsaufnahme von 

Weizen assoziiert wird, zeigt eine Prävalenz bei Kindern und kann mit dem 

Erwachsenenalter wieder abklingen (Keet et al. 2009; Nilsson et al. 2015). Zu 

den Symptomen, die mit der Weizenaufnahme durch die Nahrung in Verbindung 

gebracht werden können, zählen unter anderem Erbrechen, Bauchschmerzen, 

Urtikaria, Angioödem, Anaphylaxie, respiratorische Symptome und 

Hautreaktionen.  
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Bei Erwachsenen kommt es häufiger zur weizenabhängigen 

bewegungsinduzierten Anaphylaxie (WDEIA). Bei dieser Form der Allergie führt 

nicht allein die Aufnahme von Weizen zu einer allergischen Reaktion, sondern 

die Kombination mit zum Beispiel intensiver körperlicher Bewegung (Christensen 

et al. 2019). Seltener durch andere Faktoren wie die zusätzliche Aufnahme von 

Acetylsalicylsäure, andere nicht-steroide entzündungshemmende Arzneimittel, 

Alkohol oder ein schlechter Allgemeinzustand des Patienten. Bis zu den ersten 

Symptomen nach der Exposition dauert es etwa ein bis vier Stunden. Die 

Krankheit tritt bei nur weniger als 0,1 % der Bevölkerung auf (Scherf et al. 2016b).  

Die Weizenallergie kann auch durch die Inhalation von Weizenproteinen 

hervorgerufen werden und wird dann als Bäckerasthma bezeichnet (Quirce & 

Diaz-Perales 2013). Die Inhalation von Weizenmehl hat den bedeutendsten 

Einfluss als Auslöser der Erkrankungen. Zu den Symptomen gehören Schnupfen, 

aber auch Konjunktivitis oder Hautreaktionen. Meistens zeigen Patienten, die an 

Bäckerasthma erkrankt sind, nach der Aufnahme von gekochtem Weizen sowie 

Weizenprodukten keine Symptome, außer bei der Kontamination der Produkte 

durch Weizenmehl (Armentia et al. 2009).  

Verantwortlich für die Weizenallergie sind verschiedene Weizenallergene wie α-

Amylase/Trypsin Inhibitoren oder nicht-spezifische Lipid-Transfer-Proteine 

(Palacin et al. 2007, 2009, 2010) sowie unter anderem ein 

Pflanzenabwehrprotein, ω-5-Gliadine, α-, β-, γ-Gliadine, LMW-, HMW-Glutenine 

und Thioredoxin (Pahr et al. 2013; Morita et al. 2009; Le et al. 2016; Baar et al. 

2012; 2014; Hofer et al. 2018; Weichel et al. 2006). 

Die Diagnose der Weizenallergie je nach klinischem Bild erfolgt anhand einer 

genauen klinischen Krankengeschichte, der physischen Verfassung des 

Patienten und der Auswahl eines geeigneten Tests. Die anfänglichen Tests 

beruhen auf die Messung von spezifischen IgE-Antikörpern gegenüber 

Weizenextrakten und Weizenallergenen im Blutserum und auf den Haut-Prick-

Test. Im Falle der Allergie aufgrund der Nahrungsaufnahme von Weizen wird 

weiterführend ein Nahrungsmitteltest mittels Doppel-Placebo-Effekt durchgeführt 

(Sicherer & Sampson 2018). Die Diagnose von WDEIA beinhaltet eine genaue 

klinische Krankengeschichte, den Test auf IgE-Antikörper gegenüber Weizen 

und spezifische Weizenallergene wie ω-5-Gliadine und eine Placebo kontrollierte 

Weizen/Bewegungschallenge. Bei letzterem Test erfolgt 30 min nach der 
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Weizenaufnahme eine 15-20-minütige Bewegungseinheit auf dem Laufband 

(Scherf et al. 2016b; Cianferoni 2016). Das Bäckerasthma wird ebenfalls durch 

die klinischen Symptome, das Vorkommen spezifischer IgE-Antikörper und/oder 

der Durchführung eines Haut-Prick-Tests diagnostiziert. Des Weiteren kann ein 

Inhalationstest durchgeführt werden (Cianferoni 2016).  

4.3.3 Nicht-Zöliakie-Nicht-Weizenallergie-Weizensensitivität 

Die Nicht-Zöliakie-Nicht-Weizenallergie-Weizensensitivität (engl. non-celiac 

wheat sensitivity, NCWS) ist eine Unverträglichkeit, welche auf die 

Nahrungsaufnahme von Gluten und/oder anderen Getreidekomponenten 

zurückzuführen ist. NCWS ist weder eine IgE-induzierte Weizenallergie noch 

eine Autoimmunerkrankung wie die Zöliakie (Rotondi Aufiero et al. 2018). Das 

angeborene Immunsystem spielt eine bedeutende Rolle beim Auftreten der 

NCWS (Reese et al. 2018). Schätzungsweise leiden etwa 6 % der Bevölkerung 

an der Erkrankung (Scherf et al.2016a).  

Glutenkomponenten wie Gliadine können aufgrund einer Interaktion mit dem 

CXCR3-Rezeptor oder anderen Mechanismen, die auf die Freisetzung von 

Molekülen passieren, die Darmpermeabilität erhöhen (Lammers et al. 2008; 

Hollon et al. 2015). Als weitere Faktoren wurden Amylase-Trypsin-Inhibitoren, 

welche vermutlich zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems führen 

(Zevallos et al. 2017), und fermentierbare Oligo-, Di-, Monosaccharide und 

Polyole (engl. fermentable oligo-, di-, monosaccharides and polyols, FOMAPs) 

identifiziert (Biesiekierski et al. 2013). 

Nach Stunden oder Tagen treten unter anderem Symptome wie 

Bauchschmerzen, Blähungen, Durchfall, Müdigkeit, Kopfweh, Muskel- und 

Gelenksschmerzen und Ekzeme auf (Leonard et al. 2017). Bei der Erkrankung 

kommt es zu keinen bleibenden Schäden des Darms. Die Symptome 

verschwinden bei glutenfreier oder glutenarmer Ernährung und gelten im 

Vergleich zur CD und WA als relativ mild. (Rotondi Aufiero et al. 2018; Reese et 

al. 2018).  

Da diagnostische Biomarker zur Identifizierung der NCWS fehlen, kommt es zur 

Ausschlussdiagnose von CD und WA und zur Beobachtung der Symptome bei 
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Verzicht oder Verminderung der Glutenaufnahme (Carroccio et al. 2012; Catassi 

et al. 2015).  

Die Definition der NCWS als eigenständige Krankheit führt zu Kontroversen 

innerhalb der Wissenschaft (Reese et al. 2018; Sapone et al. 2012). 

4.3.4 Reizdarmsyndrom 

Das Reizdarmsyndrom (engl. irritable bowel syndrome, IBS) ist die häufigste 

chronische gastrointestinale Störung beim Menschen. Die Prävalenz liegt bei 

etwa 6-16 % (Hungin et al., 2003; Krogsgaard et al., 2013). Die Verbreitung der 

Erkrankung weist eine starke geografische Abhängigkeit auf, so leiden in 

Südamerika etwa 21 % und im Vergleich nur 7 % der Menschen in Südostasien 

an dem IBS (Borghini et al. 2017). Die Krankheit ist definiert als Funktionsstörung 

des Darms mit wiederkehrenden Bauchschmerzen und damit verbundener 

Entleerung oder Änderung der Darmperistaltik (Canavan et al 2014). 

Als Auslöser konnten neben Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATIs) auch FODMAPS 

wie Fruktane im Getreide identifiziert werden, wobei letztere als Hauptauslöser 

ermittelt wurden. 

Beim IBS unterscheidet man je nach klinischem Erscheinungsbild zwischen drei 

Formen, nämlich IBS mit Diarrhö, IBS mit Verstopfung und eine gemischte Form 

(Borghini et al. 2017). Zu den Symptomen, die dessen der NCWS stark ähneln, 

zählen Bauchschmerzen, Blähungen, Durchfall, Verstopfung, Bauchkrämpfe, 

Übelkeit und eine veränderte Darmflora. 

Ähnlich wie bei der NCWS, ist eine zuverlässige Diagnose aufgrund fehlender 

Biomarker schwierig. (Catassi et al. 2017). Patienten, die unter dem IBS leiden 

sollten auf eine niedrige Aufnahme an FODMAPs achten, um die Symptome zu 

reduzieren. Zudem können probiotische Nahrungsergänzungsmittel die 

Symptome positiv beeinflussen (Dale et al. 2019). 

4.4 Strategie und Hintergrund der Herstellung von 

Sauerteigprodukten 

Die Anwendung der Sauerteigtechnologie im Bereich der Getreidetechnologie 

stellt eine der ältesten Lebensmittelbiotechnologien dar und wurde in erster Linie 
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zu Untersuchung von sensorischen sowie strukturellen Eigenschaften als auch 

der Haltbarkeit von gebackenen Produkten eingesetzt. Die Sauerteigtechnologie 

kommt vor allem zum Einsatz bei Weizen, Roggen und Vollkornmehlen aber auch 

bei nicht-konventionellem Mehl, Nebenerzeugnissen des Mahlvorganges (Kleie 

und Keimling) sowie glutenfreien Produkten. Heutzutage sind eine Vielzahl an 

wissenschaftliche Daten über den Einfluss der Sauerteigfermentation auf die 

funktionellen Eigenschaften von Gebäck vorhanden. Die Sauerteigtechnologie 

kann zur Senkung des glykämischen Indexes sowie des Glutengehaltes, 

Verbesserung der Eigenschaften des Ballaststoff-Komplexes und Erhöhung der 

Aufnahme von Mineralstoffen, Vitaminen und sekundäre Pflanzenstoffe führen. 

Die Proteolyse durch endogene oder exogene Getreideproteasen und 

Peptidasen von Milchsäurebakterien des Sauerteiges beeinflusst das allergene 

Potential oder Unverträglichkeiten der Patienten gegenüber Getreide. Des 

Weiteren kommt es durch den mikrobiellen Metabolismus während der 

Sauerteigführung zur Bildung von ernährungsphysiologisch aktiven 

Komponenten wie Peptiden und Aminosäurederivate mit unterschiedlichen 

Funktionen und potenziellen präbiotischen Exo-Polysacchariden (Gobetti et al. 

2014). 

Der Sauerteig ist definiert als eine Mischung aus Wasser und Mehl, welche durch 

die Inokulation von ausgewählten Starterkulturen oder durch spontane 

heterogene Milchsäurebakterien (engl. lactic acid bacteria, LAB) und Hefen 

fermentiert wird. Hefen produziert während der Fermentation CO2, wohingegen 

die LABs für die Säuerung des Teiges durch die Produktion von organischen 

Säuren verantwortlich sind. Die Bildung der organischen Säuren führt zur 

Verbesserung des Aromas, der Textur und der Haltbarkeit (De Vuyst & Neysens 

2005). In einer Studie von Fraberger et al. (2020) wurden 20 traditionell 

österreichische Sauerteige, darunter 11 Weizen – und neun Roggensauerteige, 

welche von Bäckereien als auch Haushalten stammen, auf ihre unterschiedliche 

Mikrobiota untersucht. Die Identifikation der isolierten Milchsäurebakterien zeigte 

fünf unterschiedliche Gattungen und 33 Spezien, wobei die heterofermentativen 

Lactobacillus spp. vorherrschten. In den analysierten Weizensauerteigen wurden 

primär Leuconostoc spp., Streptococcus spp. und Pediococcus spp. identifiziert. 

Zudem wurden sieben Hefespezien ermittelt, jedoch konnten 63 % der Spezies 

Saccharomyces cerevisiae zugeordnet werden. Ein einziger Sauerteig enthält bis 
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zu acht unterschiedlichen Milchsäurebakterien und vier unterschiedliche Hefe 

Spezien. Die untersuchten Weizensauerteige zeigten pH-Werte im Bereich von 

3,69 und 4,36 und TTA-Messungen von 7,18 bis 17,04 mL NaOH/10 g. Die 

erhaltenen Werte deckten sich mit anderen Studien. Das Senken des pH-Wertes 

und der Anstieg der TTA ist abhängig von der vorherrschenden Mikrobiota und 

deren Metabolite. 

Das Prinzip der Sauerteigführung beruht auf die Veränderung der 

Zusammensetzung und der Aktivität der Weizenproteine, indem der pH-Wert auf 

das pH-Optimum endogener Getreideproteasen gesenkt wird. Anschließend 

erfolgt durch die Aktivierung der Enzyme die Proteolyse (Huang et al. 2020). Das 

Enzym Propylendopeptidase (PEP) degradiert die Glutenproteine (Jouanin et al. 

2018). Zusätzlich kommt es zur Akkumulation von Glutathion in 

heterofermentativen Laktobazillen im Sauerteig und des Weiteren zur Reduktion 

von intermolekularen und intramolekularen Disulfidbrückenbindungen in 

Weizenproteinen (Huang et al. 2020).  

Die Kombination der Sauerteigtechnologie und der Hefe Fermentation zeigt eine 

Reduktion der FODMAPs im Brot. Durch die Verlängerung der Fermentationszeit 

kann der Abbau der Fruktane erhöht werden (Pejcz et al. 2019). Außerdem wurde 

durch in vivo Fütterungsversuche an Mäusen ein hoher ATI-Abbau durch 

Lactobacillus-Arten beobachtet, was zur Reduktion von Entzündungen führte 

(Caminero et al. 2019). Trotzdem ist wenig über den Abbau von ATIs während 

der Sauerteigführung bekannt. 

4.4.1 Trypsin-Inhibitoraktivität 

Der modifizierte Trypsin-Inhiboraktiviät-(TIA)-Assay nach Lisa Call et al. (2019) 

dient zur Bestimmung der Trypsin-Inhibitoraktivität in Weizen und 

Weizenprodukten. Die Trypsin-Inhibitoren werden mittels einer salzhaltigen, 

gepufferten Lösung aus den Weizenproben extrahiert. Die im Probenextrakt 

enthaltenen Trypsin-Inhibitoren hemmen anschließend das im Testansatz 

zugesetzte Trypsin. Als Substrat wird Benzoyl-L-Arginin-p-Nitroanilid (L-BAPA) 

eingesetzt und zur Messung der verbleibenden Trypsinaktivität herangezogen. 

Die Menge an freigesetztem p-Nitroanilid wird bei einer Wellenlänge von 410 nm 

spektrophotometrisch bestimmt. p-Nitroanilid ist das Endprodukt der 

enzymatischen Reaktion und proportional der Konzentration an Trypsin-
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Inhibitoren im Probenextrakt. Das Ergebnis wird angegeben als inhibierte 

Trypsinmenge (mg) pro 1 kg Weizenprobe 

4.4.2 Bradford 

Diese Methode dient zur photometrischen quantitativen Bestimmung von 

Proteinkonzentrationen in einer biologischen Probe. Der Farbstoff Comassie-

Brilliant-Blau G250 weist drei unterschiedliche Absorptionszustände auf, die 

jeweils bei unterschiedlichen Wellenlängen absorbieren. Bei der Bindung des 

Farbstoffes mit einem Protein kommt es zu einem Übergang vom kationischen 

zum anionischen Zustand und zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums 

von etwa 470 nm auf 595 nm. Da das Ausmaß der Absorptionsänderung über 

einen weiten Bereich proportional der Menge an vorhandenem Protein ist, kann 

somit die Proteinkonzentration ermittelt werden.  

Coomassie Brilliant Blue-G250 bindet bevorzugt basische Aminosäuren. Dies 

führt zu einer unterschiedlich starken Absorption verschiedener Proteine. Aus 

diesem Grund wird die Kalibration mittels BSA empfohlen (ROTH 2020).  

 

Abb. 5: Absorptionszustände von Coomassie Brilliant Blue Dye-G250 (ROTH 
2020) 

4.4.3 Dumas 

Die Methode nach Dumas beruht auf die quantitative Stickstoffbestimmung von 

diversen Proben, wie zum Beispiel Fleisch, Mehl oder Futtermittel durch die 

Verbrennung bei hohen Temperaturen. Die Atmosphäre im Verbrennungsrohr im 

Gerät ist mit Sauerstoff angereichert. Der gebundene Stickstoff in der Probe 

verbrennt zu N2 und NOx. Halogene, welche in der Probe gebunden vorliegen, 

reagieren zu flüchtigen Halogenverbindungen, Schwefel reagiert zu SO2 und SO3, 

Wasserstoff zu H2O und Kohlenstoff zu CO2. Anschließend erfolgt die quantitative 

Umsetzung zu molekularem Stickstoff, Schwefel wird absorbiert und flüchtige 

Halogenverbindungen werden gebunden. Nach der vollständigen Oxidation der 

Probe wird der Gasstrom getrocknet. Danach wird die Messkomponente mittels 
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Wärmeleitfähigkeitsdetektor detektiert und das Messsignal ausgewertet. Das 

integrierte Messignal wird über eine nichtlineare Kalibrierung einem absoluten 

Stickstoffgehalt der Probe zugeordnet. Zuletzt wird der prozentuelle 

Stickstoffgehalt aus dem absoluten Stickstoffgehalt und der Einwaage berechnet. 

Mit Hilfe eines empirischen Faktors wird der Stickstoffgehalt in den Proteingehalt 

umgerechnet. Der empirische Faktor für Weizen ist 5,7 und für Roggen 6,25 

(ICC-Norm Nr. 167 - Bestimmung von Rohprotein in Getreide und 

Getreideerzeugnissen für Lebens- und Futtermittel mit dem 

Verbrennungsverfahren nach Dumas).  

4.4.4 HPLC 

Die Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (engl. high performance liquid 

chromatography, HPLC) gehört zu den wichtigsten und leistungsfähigsten 

Trennmethoden. Das Prinzip der Chromatographie beruht auf einen 

Trennprozess bei dem das Probengemisch zwischen zwei Phasen, einer 

stationären und einer mobilen Phase, verteilt wird. Die Trennung erfolgt aufgrund 

von physikalischen oder chemischen Wechselwirkungen der Probe mit den 

beiden Phasen. Als stationäre Phase kommen kleine Teilchen fester, poröser 

und oberflächenaktiver Materialien oder Trägermaterialien zum Einsatz. Als 

mobile Phase werden Flüssigkeiten verwendet. Substanzen mit einer höheren 

Affinität zur mobilen Phase besitzen kürzere Retentionszeiten und gelangen 

somit zuerst zum Säulenausgang. Das Signal einer Probe wird detektiert und in 

einem Chromatogramm wird dessen Intensität gegen die Zeit aufgetragen, es 

entstehen sogenannte Peaks (Gey 2015). 

Das Gerät besteht aus vier Hauptelementen: 

• Pumpe 

• Injektor 

• Trennsäule 

• Detektor inklusive Auswertesystem 

Im Zuge der durchgeführten Analysen der Proben wurde mit der Umkehrphasen-

HPLC (engl. reversed phase, RP) gearbeitet. Im Gegensatz zur Normalphasen-

HPLC ist die stationäre Phase unpolar (hydrophob) und die mobile Phase polar 

(hydrophil). Die Trennung der Proteine basiert auf ihrer Polarität (Matissek et al. 
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2014). Die RP-HPLC gilt als effiziente Methode zur Quantifizierung von 

Proteinen. Im Zuge der Osborne Fraktionierung erfolgt die Auswertung mittels 

RP-HPLC, wodurch die einzelnen komplexen Fraktionen aufgetrennt werden 

können (Wieser et al. 1998). 
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5 Material und Methoden 

5.1 Material 

In Tab. 2 sind die im Zuge der Diplomarbeit verwendeten Rohstoffe dargestellt. 

Die Rohstoffe mit den Nummern 1-6 zählen zum modernen Brotweizen und 

wurden im Herbst 2018 an vier verschiedenen Standorten (Tulln, Raasdorf, 

Reichersberg, Probstdorf) angebaut. Nach der Ernte im Sommer 2019 wurden 

die jeweiligen Sorten in definierten Mengen vermischt und zu einem Mehl des 

Typs W700 vermahlen, um diverse Standorteinflüsse ausschließen zu können. 

Das W700 Rösselmehl mit der Nummer 7 wurde von der Firma Pfahnl Mühle zur 

Verfügung gestellt. 

Tab. 2: Probennummer, Rohstoff; Zulassungsjahr, Ernte und Gruppe der 
Getreideproben 

Nr. Rohstoff Zulassungsjahr Ernte Gruppe 

1 Adesso 2012 2019  Brotweizen 

2 Alessio 2016 2019  Brotweizen 

3 Amicus 2012 2019  Brotweizen 

4 Arnold 2009 2019  Brotweizen 

5 Aurelius 2016 2019 Brotweizen 

6 Laurenzio 2012 2019  Brotweizen 

7 W700 Rösselmehl - - - 

5.2 Versuchsdurchführung 

Diese Arbeit wurde in Anlehnung an das ID WHEAT Projekt der Agentur für 

Gesundheit und Ernährungssicherheit, der Universität für Bodenkultur und der 

HTL Wels durchgeführt. Im zweiten Projektjahr erfolgte die Selektion relevanter 

Weizensorten und die Analyse derer Proteinfraktionen. Die Auswahl basierte auf 

einer detaillierten Charakterisierung der Mehle der Ernte 2018 eines weitläufigen 

Probensets (5 unterschiedliche Weizenarten, 46 Weizensorten, 64 Proben). Die 

basierend auf dieser Charakterisierung ausgewählten sechs sortenreinen Mehle 

(Adesso, Alessio, Amicus, Arnold, Aurelius, Laurenzio) dienten als 

Ausgangsmaterial für analytische als auch rheologische Untersuchungen sowie 

als Rohstoffe für den zweiten Backversuch.  
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Zu Beginn der Arbeit erfolgte die Charakterisierung der sechs Mehlproben der 

Ernte 2019 anhand der Trypsin-Inhibitoraktivität, des löslichen Proteins, der 

Proteinverdaubarkeit, des ATI-, des Rohprotein- und des Glutengehaltes. 

Anschließend wurden Backversuche der Bäckereien Haubis und Ströck im 

größeren Maßstab unter Anwendung der Sauerteigtechnologie durchgeführt. 

Beim Backversuch 1 wurden zur Evaluierung rezeptbedingter Einflüsse 

verschiedene Prozessparameter, wie die Menge an Vorsauer und die 

Teigführungszeit, variiert. Um weitere Einflussfaktoren durch die Verwendung 

von unterschiedlichen Mehlen zu vermeiden, wurde der erste Backversuch mit 

einem gut charakterisierten Mehl der Pfahnl Mühle (W700 Rösselmehl) 

durchgeführt. Die unterschiedlichen Rezepturen des Backversuches sind in Tab. 

3 angeführt. Die daraus entstandenen Teiglinge/Gebäcke wurden in Hinblick auf 

das lösliche Protein, den ATI-Gehalt sowie die Trypsin-Inhibitoraktivität 

analytisch untersucht. Basierend auf den Ergebnissen des Backversuches 1 

wurden Prozessparameter (Tab. 4) für jede der Bäckereien definiert und diese 

im zweiten Backversuch mit den sechs reinsortigen Mehlen angewandt. Aufgrund 

von Geheimhaltung sind keine genauen Rezepte der Bäckereien Haubis und 

Ströck bekannt. Des Weiteren wurden im Zuge des Backversuches 2 der 

Semmelbackversuch (SBV) der AGES durchgeführt. In Tab. 5 ist die Rezeptur 

sowie eine kurze Durchführung des SBV ersichtlich. Die Teiglinge/Gebäcke 

wurden anschließend auf das lösliche Protein, den ATI- und den Glutengehalt, 

die TIA und den Proteinverdau untersucht und mit den ermittelten Daten der 

Mehle verglichen. Somit können Aussagen über den ATI- und Glutenabbau, die 

Verdaubarkeit als auch die Änderung der Trypsin-Inhibitoraktiviät und des 

löslichen Proteins durch die Sauerteigfermentation sowie die reine Hefe-

Fermentation der Produkte gemacht werden. Neben dem Vergleich der 

Ausgangsstoffe mit den Produkten können ebenfalls Unterschiede der beiden 

Fermentationsarten analysiert werden.  
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Tab. 3: Übersicht der Rezeptur des Backversuches 1 der Bäckereien Haubis 
und Ströck 

 

Vorsauermenge 
[%] 

Vorsauerstufe Teigführungszeit 
[h] 

Mehl 

Haubis1     

S V1 kurz 5 - 1,5 Rösselmehl 

S V2 kurz 10 - 1,5 Rösselmehl 

S V3 kurz 15 - 1,5 Rösselmehl 

S V1 lang 5 - 16 Rösselmehl 

S V2 lang 10 - 16 Rösselmehl 

S V3 lang 15 - 16 Rösselmehl 

Ströck2     

B S1 kurz 10 1 8 Rösselmehl 

B S2 kurz 10 2 8 Rösselmehl 

B S1 lang 10 1 18 Rösselmehl 

B S2 lang 10 2 18 Rösselmehl 

1Haubis arbeitet mit einem einstufig-geführten Vorsauer, daher wurde hier die 
Vorsauermenge zur Herstellung einer Sauerteig-Semmel (S) variiert 

2Ströck arbeitet mit einem zweistufig-geführten Vorsauer, daher wurden hier die 
unterschiedlichen Stufen zur Herstellung eines Sauerteig-Baguettes (B) variiert; 
von den Proben mit langer Führung standen nur die fertigen Gebäcksproben für 
analystische Untersuchungen zur Verfügung 
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Tab. 4: Übersicht der Rezeptur des Backversuches 2 der Bäckereien Haubis 
und Ströck 

 

Vorsauermenge 
[%] 

Vorsauerstufe Teigführungszeit 
[h] 

Mehl 

Haubis1     

S Adesso lang 10 - 16 Adesso 

S Alessio lang 10 - 16 Alessio 

S Amicus lang 10 - 16 Amicus 

S Arnold lang 10 - 16 Arnold 

S Aurelius lang 10 - 16 Aurelius 

S Laurenzio lang 10 - 16 Laurenzio 

Ströck2     

B Adesso lang 10 2 18 Adesso 

B Alessio lang 10 2 18 Alessio 

B Amicus lang 10 2 18 Amicus 

B Arnold lang 10 2 18 Arnold 

B Aurelius lang 10 2 18 Aurelius 

B Laurenzio lang 10 2 18 Laurenzio 

1Haubis arbeitet mit einem einstufig-geführten Vorsauer, daher wurde hier die 
Vorsauermenge zur Herstellung einer Sauerteig-Semmel (S) variiert 

2Ströck arbeitet mit einem zweistufig-geführten Vorsauer, daher wurden hier die 
unterschiedlichen Stufen zur Herstellung eines Sauerteig-Baguettes (B) variiert 

 

Tab. 5: Übersicht der Rezeptur des Semmelbackversuches (SBV) der AGES 

SBV Mehl 
[g] 

Presshefe 
[g] 

Kochsalz 
[g] 

Speiseöl 
[g] 

0,1 % ige Ascorbinsäure 
Lsg. [mL] 

 2 50 18 10 20 

In Rapid Mixer wird das jeweilige Mehl (Adesso, Alessio, Amicus, Arnold, 
Aurelius, Laurenzio) mit Wasser, Hefe, Salz, Speiseöl, Malzmehl und 
Ascorbinsäure zu einem Teig vermischt; es folgen die Verarbeitungsschritte 
Pressenruhe, Rundwirken, Reifung, Stanzung mit Semmelstanzmaschine, 
Endgare und Backen 
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5.3 Analytik 

5.3.1 Extraktionen 

Es wurde zwischen den Extraktionen mit Natriumchlorid (NaCl), 

Chloroform/Methanol (CM) und Ammoniumsulfat unterschieden. Die 

verwendeten Geräte und Hilfsmittel der drei Extraktionen wurden in den beiden 

nachfolgenden Unterkapiteln zusammengefasst. 

5.3.1.1 Verwendete Geräte 

• Analysenwaage, Genauigkeit: Min 10 mg, Max 205 mg, d = 0,1 g, e = 1 mg 

(Mettler Toledo AT 200, Schweiz) 

• Laborwaage Sartorius, Modellnummer: BP2100S, Genauigkeit: Max 

2100 g, d = 0,01 (Sartorius AG, Deutschland) 

• Zentrifuge Multifuge 1S-R (Kendro Laboratory Products GmbH, 

Langenselbold, Deutschland) 

• pH Meter inoLab® (WTW, Deutschland) 

• Ultra-Turrax T 25 basic (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland) 

• Magnetrührer (Thermo Fisher Scientific, Deutschland) 

• Minishaker, Typ: IKA MS 1 (Sigma/Aldrich, USA) 

• Kolbenhubpipette 500-5000 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• IKA Trayster D (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) 

• Rotavapor  R-215, Vacuum Controller V-850, Vacuum Pump V-700, 

Multivapor P-6 (Büchi Labortechnik AG, Schweiz) 

5.3.1.2 Verwendete Hilfsmittel 

• Falcon Zentrifugenröhrchen 15 mL (Corning Science, Mexiko) 

• Zentrifugenröhrchen 50 mL Cellstar© Typ: 210261 (Greiner bio-one, 

Österreich) 

• Magnetrührstäbchen 

• Spatel 

• Trichter 

• Eprouvettenständer 

• diverse Messkolben 

• diverse Bechergläser 
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• diverse Messzylinder 

• 1 L Glasflasche 

• Pipettenspitzen (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Spritzenfilter Chromafil® CA 0.45 µm Membran (Machery-Nagel, 

Deutschland) 

• Braun Injekt® Solo 2 mL (B. Braun Melsungen AG, Deutschland) 

5.3.1.3 Verwendete Chemikalien (NaCl-Extraktion) 

• Natriumchlorid – NaCl (Merck, Deutschland) 

• Kaliumdihydrogenorthophosphat – KH2PO4 (Merck, Deutschland) 

• Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat – Na2HPO4*2H2O (Merck, 

Deutschland)  

• Destilliertes Wasser 

5.3.1.4 Herzustellende Lösungen (NaCl-Extraktion) 

Na3PO4-Puffer (pH 7): 

• Lösung A: 9,072 g KH2PO4 in 1 L 

• Lösung B: 11,866 g Na2HPO4*2H2O in 1 L 

Herstellung des Puffers aus 38,8 mL der Lösung A und 61,2 mL der Lösung B. 

Extraktionslösung (NaCl (150 mM), Na3PO4 (pH 7) 

Einwaage in 2 L-Messkolben: 

Es wurden 17,532 g NaCl eingewogen und 40 mL des Na3PO4-Puffers 

hinzugefügt, danach in ca. 1,5 L H2O gelöst und anschließend bis zur Markierung 

mit H2O aufgefüllt. 

5.3.1.5 Durchführung NaCl-Extraktion 

Je nach Probenart (Getreide, Teiglinge, Gebäck) wurden diese unterschiedlich 

aufbereitet. Die Getreideproben wurden zuerst mittels Fallzahlmühle auf eine 

Partikelgröße von <0,7 mm und des Weiteren mit der Retschmühle auf <0,2 mm 

vermahlen. Von den sechs Weizenproben wurden je 2 g ± 0,001 g Probe in 50 mL 

Tubes eingewogen und die Einwaage notiert. Es wurden 10 mL 

Extraktionslösung zugefügt und die Probe für etwa 20 s gevortext. Die Lösung 

wurde mit einem Magnetrührstäbchen versehen und bei 280 rpm für mindestens 

5 min gerührt. Anschließend wurde das Magnetrührstäbchen wieder entfernt. 
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Teiglinge und Semmeln mussten zuerst aufgetaut werden. Im Gegensatz zu den 

Weizenmehlproben wurden 3 g ± 0,001 g Probe in 50 mL Tubes eingewogen und 

die genaue Einwaage notiert. Anschließend wurde die Probe mit 5 mL 

Extraktionslösung versetzt und mittels Ultra-Turrax homogenisiert. Mit weiteren 

5 mL Extraktionslösung in einem 50 mL Tube wurden die Rückstände am Ultra-

Turrax suspendiert und diese Lösung der homogenisierten Probe zugegeben. 

Das Rühren mit Hilfe eines Magnetrührstäbchens bei 280 rpm entfiel.  

Danach wurden die Probenlösungen bei 4000 rpm für 10 min zentrifugiert. Zum 

Schluss wurde der Überstand in einen 10 mL Messkolben überführt und mit der 

Extraktionslösung aufgefüllt. Zuletzt erfolgte die Überführung der Extrakte in 

15 mL Tubes und die Filtration mittels Spritzenfilter 0,45 µm. Bis zur weiteren 

Verwendung wurden die Probenextrakte bei -18 °C aufbewahrt.  

5.3.1.6 Verwendete Chemikalien (CM-Extraktion) 

• Natriumchlorid – NaCl (Merck, Deutschland) 

• Chloroform – CHCl3 (Merck, Deutschland) 

• Methanol – CH3OH (Merck, Deutschland) 

• n-Hexan – H3C(CH2)4CH3 (LGC Standards Promochem, Wesel, 

Deutschland) 

• Acetonitril (ACN) – CH3CN (Merck, Deutschland) 

• Destilliertes Wasser 

5.3.1.7 Herzustellende Lösungen (CM-Extraktion) 

20 % v/v Acetonitril 

Es wurden 200 mL des Acetonitrils in einen 1 L Messkolben pipettiert und mit 

bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Chloroform-Methanol-Lösung 

Die Herstellung erfolgte im Abzug und setzte das Tragen einer Schutzbrille sowie 

das Verwenden von Handschuhen voraus. Es wurden mit Hilfe eines 250 mL 

Messzylinders 250 mL Chloroform und 250 mL Methanol in einer 1 L Glasflasche 

vermischt. Die Flasche wurde mit den entsprechenden Gefahrensymbolen 

versehen.  
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5.3.1.8 Durchführung der CM-Extraktion 

Von den sechs Weizenmehlproben wurden je 5 g ± 0,001 g in 50 mL Tubes 

eingewogen und die genaue Einwaage notiert. Alle weiteren Arbeitsschritte 

wurden unter dem Abzug durchgeführt. Außerdem wurde das Tragen von 

Handschuhen und Schutzbrille vorausgesetzt. Die Proben wurden mit 20 mL 

Hexan versetzt und für 20 s gevortext. Danach wurden sie für 10 min bei 40 rpm 

in den Überkopfschüttler und für 10 min bei 4000 rpm in die Zentrifuge gestellt. 

Anschließend wurde der Überstand verworfen und die Proben über Nacht mit 

geöffnetem Deckel im Abzug stehen gelassen. Am nächsten Tag wurde der 

Probe 20 mL Chloroform-Methanol-Lösung zugegeben und 20 s gevortext. Die 

Proben wurden mit einem Magnetrührstäbchen versehen und bei 280 rpm für 

mindestens 5 min gerührt. Das Magnetrührstäbchen wurde dann wieder entfernt 

und die Probenlösung für 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 

in einen 20 mL Messkolben überführt und mit Chloroform-Methanol-Lösung bis 

zur Marke aufgefüllt. Es wurden die gesamten 20 mL der Proben in den Kolben 

des Rotavapors überführt und bei 50 °C und 250 mbar abgedampft. Zuletzt wurde 

der Rückstand mit 5 mL 20 % Acetonitril gelöst und in einen 5 mL Messkolben 

überführt und bis zur Marke mit Acetonitril aufgefüllt. Die Probenextrakte wurden 

bis zur weiteren Verwendung in 15 mL Tubes im Gefrierschrank aufbewahrt. Die 

Extrakte wurden vor der Analyse für 30 min in das Ultraschallbad gestellt und 

mittels Spritzenfilter 0,45 µm filtriert. 

5.3.1.9 Verwendete Chemikalien (Ammoniumsulfat-Extraktion) 

• Natriumchlorid – NaCl (Merck, Deutschland) 

• Kaliumdihydrogenorthophosphat – KH2PO4 (Merck, Deutschland) 

• Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat – Na2HPO4*2H2O (Merck, 

Deutschland)  

• Acetonitril (ACN) – CH3CN (Merck, Deutschland) 

• Ammoniumsulfat – (NH4)2SO4 (Merck, Deutschland) 

• Destilliertes Wasser 

5.3.1.10 Herzustellende Lösungen (Ammoniumsulfat-Extraktion) 

Na3PO4-Puffer (pH 7): 

• Lösung A: 9,072 g KH2PO4 in 1 L 

• Lösung B: 11,866 g Na2HPO4*2H2O in 1 L 
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Herstellung des Puffers aus 38,8 mL der Lösung A und 61,2 mL der Lösung B. 

Extraktionslösung (NaCl (150 mM), Na3PO4 (pH 7) 

Einwaage in 2 L-Messkolben: 

Es wurden 17,532 g NaCl eingewogen und 40 mL des Na3PO4-Puffers 

hinzugefügt, danach in ca. 1,5 L H2O gelöst und anschließend bis zur Markierung 

mit H2O aufgefüllt. 

20 % v/v Acetonitril 

Es wurden 200 mL des Acetonitrils in einen 1 L Messkolben pipettiert und mit 

bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

5.3.1.11 Durchführung der Ammoniumsulfat-Extraktion 

Es wurden 2 g ± 0,001 g Probe in ein 50 mL Tube eingewogen, mit 10 mL 

Extraktionslösung versetzt und für etwa 20 s gevortext. Anschließend wurden die 

Proben für 5 min bei 280 rpm gerührt und für 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. 

Währenddessen wurde je nach gewünschter Konzentration in % Sättigung die 

Menge an Ammoniumsulfat eingewogen (siehe Tab. 22 im Anhang). Bei einer 

Sättigung von 70 % wurden 436 g (NH4)2SO4 pro Liter hinzugefügt. Daher wurden 

4,36 g (NH4)2SO4 in einem 10 mL Messkolben eingewogen, 4 mL des 

Überstandes hinzugefügt und mit der Extraktionslösung bis zur Marke aufgefüllt. 

Somit wurde die Probe 1:2,5 vorverdünnt. Das Pellet wurde verworfen. 

Anschließend wurden die Proben vom Messkolben in 15 mL Tubes überführt und 

10 min bei 40 rpm in den Überkopfschüttler gestellt. Zuletzt wurden die Proben 

nochmals 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Überstand konnte dann 

verworfen werden. Das Pellet wurde mit 10 mL 20 % Acetonitril versetzt. Die 

Proben wurden bis zum weiteren Gebrauch eingefroren. Vor der Analyse wurden 

sie mittels Spritzenfilter 0,45 µm filtriert.  

Bei der zweistufigen Fällung wurde zuerst die Einstellung der niedrigeren 

Konzentration (in % Sättigung) und anschließend die Einstellung der höheren 

Konzentration durchgeführt. Im Zuge des Vorversuches erfolgte im ersten Schritt 

eine 35 % ige Sättigung und in einem weiteren Schritt die 70 % ige Sättigung der 

Lösung. Bei der Durchführung der zweistufigen Fällung erfolgten die gleichen 

Schritte wie bei der einstufigen Fällung, nur für jeweils beide 

aufeinanderfolgenden Fällungen. Hierbei wurde der Überstand der ersten 

Fällung nicht verworfen, sondern für die zweite Fällung herangezogen. Unter 
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anderem sind durch volumen-bedingte Einflüsse die Probenverdünnung und die 

Berechnung der Ammoniumsulfat-Menge der zweiten Fällung genau zu 

beachten.  

5.3.2 Trypsin-Inhibitoraktivität-(TIA)-Assay 

5.3.2.1 Verwendete Geräte 

• Minishaker, Typ: IKA MS 1 (Sigma/Aldrich, USA) 

• Mikroliterzentrifuge (VWR by Hitachi Koki Co, Taiwan) 

• Kolbenhubpipette 20-200 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Kolbenhubpipette 500-5000 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Kolbenhubpipette 10-100 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Temperiertes Wasserbad 

• UV/VIS Spektralphotometer V-630 (Jasco, Japan) 

5.3.2.2 Verwendete Hilfsmittel 

• Mikroliter Reaktionsgefäße 2,0 mL (Eppendorf©, Deutschland) 

• Pipettenspitzen (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Einwegküvetten semi- micro (VWR) 

• Stoppuhr 

5.3.2.3 Verwendete Chemikalien 

• Salzsäure – HCl 25 %, 6 M (Merck, Deutschland) 

• Essigsäure – CH3COOH 100 % (Eisessig) (Merck, Deutschland) 

• Calciumchlorid-Dihydrat – CaCl2*2 H2O (Merck, Deutschland) 

• Tris(hydroxymethyl)aminomethan – H2NC(CH2OH)3 (Merck, 

Deutschland) 

• Dimethylsulfoxid (DMSO) - C(H3)2SO (Merck, Deutschland) 

• Nα-Benzoyl-L-Arginin-4-Nitroanilid-Hydrochlorid – L-BAPA, Reinheit 

>99 %, Aufbewahrung bei -18 °C (Sigma-Aldrich, Deutschland) 

• Trypsin vom Rinderpankreas, Type I-10.000 BAEE Units/mg Protein, 

Aufbewahrung bei -18 °C (Sigma-Aldrich, USA) 

5.3.2.4 Herzustellende Lösungen 

Salzsäure (0,001 M) 

Es wurden 10 mL einer 0,1 M HCl mit H2O auf 1 L in einem Messkolben aufgefüllt. 
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Calciumchlorid-Lösung 

Einwaage in 1 L Messkolben: 

Es wurden 735 mg CaCl2*2H2O mit 0,001 M HCl gelöst und anschließend musste 

der pH-Wert (3,0 ± 0,1) überprüft werden.  

Trypsin-Stammlösung 

Einwaage in 1 L Messkolben: 

27,0 mg Trypsin wurden mit einer Calciumchlorid-Lösung bis zur Markierung 

aufgefüllt und im Kühlschrank aufbewahrt. Das Trypsin musste zuvor auf 

Raumtemperatur gebracht werden, zudem wurde die Einwaage notiert.  

Trypsin-Arbeitslösung (13,5 µg/mL) 

1 mL der Trypsin-Stammlösung wurden in einen 20 mL Messkolben pipettiert und 

mit Calciumchlorid-Lösung bis zur Markierung aufgefüllt. Die Arbeitslösung sollte 

jeden Tag frisch hergestellt werden. 

Falls mehr als 27,0 mg Trypsin zur Herstellung der Stammlösung eingewogen 

wurden, wurde anstatt 1 mL ein entsprechendes Aliquot zur Herstellung der 

Arbeitslösung verwendet.  

Beispiel: Einwaage 27,7 mg 

Berechnung: 
27,0

27,7
 = 0,975 → Es wurden 0,975 mL der Trypsin-Stammlösung in 

einen 20 mL Messkolben pipettiert und mit Calciumchlorid-Lösung bis zur 

Markierung aufgefüllt. 

Trispuffer/Calciumchlorid-Lösung 

Einwaage in 1L-Messkolben: 

6,05 g Tris und 735 mg CaCl2*2 H2O wurden in 900 mL Wasser gelöst, der pH-

Wert mit 25 % iger HCl auf 8,2 ± 0,1 eingestellt und mit Wasser bis zur Markierung 

aufgefüllt. 

L-BAPA Reagenz 

Einwaage in 50 mL Messkolben: 

15 mg L-BAPA wurden in 0,5 mL DSMO gelöst und mit Trispuffer/Calciumchlorid-

Lösung aufgefüllt. Das L-BAPA Reagenz sollte jede Woche frisch hergestellt 

werden.  
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Bei großer Probenanzahl wurde die doppelte Menge (27 mg) eingewogen, in 

1 mL DSMO gelöst und anschließend auf 100 mL aufgefüllt.  

Essigsäure (5,3 M) 

Es wurden 303 mL Eisessig mit Wasser in einem 1 L-Messkolben aufgefüllt.  

5.3.2.5 Durchführung 

Zur Überprüfung der Trypsin-Inhibitoraktivität der Arbeitslösung diente ein 

Standard. Die Differenz der Absorption des Standards und des Leerstandards 

sollte etwa 0,3 betragen. War dies nicht der Fall, musste eine neue Trypsin-

Stammlösung hergestellt werden. Für jeden Probenextrakt wurde eine Leerprobe 

hergestellt, welche mit den Proben gleichzeitig analysiert werden musste. Es 

erfolgte eine Vierfachbestimmung, indem die Proben jeweils zweimal 

eingewogen und extrahiert wurden und jeder Extrakt doppelt gemessen wurde.  

Zuerst wurde ein sogenanntes Screening zur Abschätzung des linearen 

Inhibierungsbereiches, welcher bei einer Inhibitoraktivität von 40-60 % lag, der 

jeweiligen Probe durchgeführt. Hierbei wurden verschiedene Extraktmengen 

(x = 20 µL, 50 µL, 80 µL, 100 µL und 150 µL) mit den entsprechenden Mengen 

an Wasser (Endvolumen 200 µL) vermischt und gemessen. Zusätzlich erfolgte 

eine Messung des Leerstandards, des Standards und der Leerproben. Zur 

besseren Veranschaulichung wurden die Ergebnisse des Screenings in einer 

Inhibierungskurve (x-Achse: Extraktmenge, y-Achse: Inhibitoraktivität in Prozent) 

dargestellt. Beim Screening war eine Einfachbestimmung der Probe 

ausreichend. 

Tab. 6: Pipettierschema des Leerstandards, des Standards, der Leerprobe und   
  der Probe 

Eppendorf Tubes  
[2 mL] 

Leerstandard Standard Leerprobe Probe 

Probenextrakt 0 0 x x 
Wasser 600 µL 600 µL 600 µL – x 600 µL – x  
Essigsäure 200 µL 0 200 µL 0 
L-BAPA  Reagenz 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

10 min im Wasserbad bei 37 °C ± 0,25 °C inkubieren 

Trypsin-
Arbeitslösung 

200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 

Vortexen, 20 min ± 5 s im Wasserbad bei 37 °C ± 0,25 °C inkubieren 

Essigsäure 0 200 µL 0 200 µL 

Eppis verschließen und über Kopf mischen, 3 min bei 14 000 rpm 
zentrifugieren, Messung der Absorption bei 410 nm in einer 10 mm Küvette 
gegen Wasser 



  Material und Methoden 

- 51 - 
 

Nach dem Stoppen der Reaktion mit Essigsäure waren die Messlösungen für ca. 

2 Stunden stabil. 

5.3.2.6 Auswertung 

Aus unterschiedlichen Extrakten wurde die Trypsin-Inhibitoraktivität der Mehl-, 

Teig- und Gebäckproben ermittelt. In Gl. 1 wurde mittels der Messdaten von 

Standard, Leerstandard, Probe und Leerprobe die Inhibierung in Prozent 

berechnet. 

𝐼 =  
((𝐴𝑆𝑡𝑑 − 𝐴𝐿𝑆𝑡𝑑) − (𝐴𝑃 −  𝐴𝐿𝑃))

(𝐴𝑆𝑡𝑑 − 𝐴𝐿𝑆𝑡𝑑)
∗ 100 

Gl. 1: Berechnung der Prozent an Inhibierung 

I Prozent an Inhibierung [%] 

AStd Absorption des Standards 

ALStd Absorption des Leerstandards 

AP Absorption der Probe 

ALP Absorption der Leerprobe 

Die Ergebnisse des Screenings wurden in einer Inhibierungskurve dargestellt, 

wie in Abb. 6 ersichtlich.  

 

Abb. 6: Screening der Arnold Mehlprobe (NaCl-Extraktion) 

Anhand der graphischen Darstellung des Screenings wurde das Probenvolumen 

ermittelt, um innerhalb des linearen Bereichs von 40-60 % Inhibierung zu liegen.  
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Nachdem das benötigte Probenvolumen ermittelt wurde, erfolgt die Berechnung 

der Trypsin-Inhibitoraktivität in mg inhibiertes Trypsin pro kg Probe mit Gl. 2, 

sowie die Umrechnung des Ergebnisses bezogen auf die Trockensubstanz (TS) 

in Gl. 3. 

𝑇𝐼𝐴 =  
𝐼

100
∗ 

𝑚1 ∗  𝑓1 ∗  𝑓2

𝑚0
∗ 100 

Gl. 2: Berechnung der Trypsin-Inhibierungsaktivität in mg/kg 

TIA Trypsin-Inhibierungsaktivität [mg/kg] 

m0 Probeneinwaage [g] 

m1 Trypsineinwaage [mg] 

f1 Verdünnung des Probenextraktes  

f2 Umrechnungsfaktor basierend auf der Reinheit des Trypsins (2,8 * 10-4) 

𝑇𝐼𝐴 =  (
𝑇𝐼𝐴

100 − 𝑊
) ∗ 100 

Gl. 3: Umrechnung der TIA in mg/kg TS 

W Wassergehalt [%] 

5.3.3 Bradford Assay zur Bestimmung des löslichen Proteins 

5.3.3.1 Verwendete Geräte 

• Infinite® M200 PRO NanoQuant plate reader (Tecan Group Ltd., 

Schweiz) 

• Kolbenhubpipette 20-200 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Kolbenhubpipette 500-5000 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Kolbenhubpipette 10-100 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Mehrkanalpipette 20-200 µL (Mettler-Toledo, Österreich) 

5.3.3.2 Verwendete Hilfsmittel 

• Mikrotiterplatten 

• Mikroliter Reaktionsgefäße 2,0 mL (Eppendorf©, Deutschland) 

• Falcon Zentrifugenröhrchen 15 mL (Corning Science, Mexiko) 

• diverse Messkolben 

• Pipettenspitzen (Mettler-Toledo, Österreich) 
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• Pipettierschema 

• Stoppuhr 

5.3.3.3 Verwendete Chemikalien/Standards 

• Roti®-Quant 5x Konzentrat (Carl Roth, Deutschland) 

• Natriumchlorid – NaCl (Merck, Deutschland) 

• Acetonitril (ACN) – CH3CN (Merck, Deutschland) 

• Bovines Serumalbumin (BSA) – Reinheit ≥98 % (Carl Roth, Deutschland) 

• Trypsin Inhibitor (TI) – Reinheit 19 % (Sigma-Aldrich Corporation, Saint 

Louis, USA) 

• destilliertes Wasser 

5.3.3.4 Herzustellende Lösung 

Roti®-Quant 

Zur Herstellung wurden zwei Teile Roti®-Quant und 5,5 Teile destilliertes Wasser 

vermischt. Zur Herstellung von 30 mL Roti®-Quant-Lösung wurden 8 mL Roti®-

Quant in einen 30 mL Messkolben pipettiert und mit destilliertem Wasser bis zur 

Marke aufgefüllt. Die Lösung sollte direkt vor der Verwendung hergestellt werden 

und zwischen den Messungen im Kühlschrank aufbewahrt werden.  

5.3.3.5 Herstellung der Standards 

Zur Erstellung der beiden Kalibriergeraden wurden BSA und TI als Standards 

herangezogen. Es wurde von beiden eine Stammlösung mit einer Konzentration 

von 50 mg/100 mL hergestellt. Aus den Stammlösungen wurden die benötigten 

Verdünnungen hergestellt, welche aus Tab. 7 und Tab. 8 entnommen werden 

können. Für die Verdünnungen wurden 10 mL Messkolben verwendet und nach 

Zugabe der Stammlösung mit NaCl bis zur Marke aufgefüllt. 

Tab. 7: Pipettierschema zur Herstellung der BSA-Standards 

BSA [mg/mL] Verdünnung BSA-Stammlsg. [mL] NaCL [mL] 

0,245 1:2 5 5 
0,098 1:5 2 8 
0,049 1:10 1 9 
0,020 1:25 0,4 9,6 
0,010 1:50 0,2 9,8 
0,005 1:100 0,1 9,9 

Konzentrationsangabe unter Einberechnung der Reinheit des BSA-STD (≥98 %) 
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Tab. 8: Pipettierschema zur Herstellung der TI-Standards 

TI [mg/mL] Verdünnung TI-Stammlsg. [mL] NaCl [mL] 

0,048 1:2 5 5 
0,024 1:4 2,5 7,5 
0,019 1:5 2 8 
0,012 1:8 1,25 8,75 
0,010 1:10 1 9 
0,004 1:25 0,4 9,6 

Konzentrationsangabe unter Einberechnung der Reinheit des TI-STD (19 %) 

5.3.3.6 Durchführung 

Die Proben wurden je nach Extraktion unterschiedlich verdünnt. Die passende 

Verdünnung wurde durch ein Screening ermittelt. Die Proben wurden mit der 

jeweiligen Extraktionslösung verdünnt. Die Standards sowie Proben wurden in 

Dreifachbestimmung analysiert. Zudem wurden Blindwerte der jeweiligen 

Extraktionslösungen ermittelt. Es wurden 50 µL der Standards und der Proben, 

je nach Pipettierschema, auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Anschließend 

wurden 200 µL Roti®-Quant-Lösung mittels Mehrkanalpipette zu den Standards 

und den Proben pipettiert. Auftretende Luftblasen wurden entfernt, da ansonsten 

eine Verfälschung des Messergebnisses auftreten würde. Die Mikrotiterplatte 

wurde für 5 min in einer geschlossenen Lade bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach erfolgte die Messung bei einer Wellenlänge von 595 nm.  

5.3.3.7 Auswertung 

Das lösliche Protein der unterschiedlichen Extrakte der Mehl-, Teig- und 

Gebäckproben wurde photometrisch bestimmt. Wie bereits erwähnt, erfolgte die 

Kalibrierung mittels BSA- und TI-Standards. Es handelte sich hierbei um eine 

externe Kalibrierung. Die Standardreihen inklusive deren Konzentrationen 

wurden bereits in Tab. 8 und Tab. 9 angeführt. In Abb. 7 sind die beiden 

Kalibriergeraden und deren Funktion für die NaCl-Probenextrakte der Haubis 

Teiglinge als Beispiel angeführt. Die Messung der Standards, der Proben und 

des Blanks erfolgte simultan auf einer Mikrotiterplatte. Von allen Messwerten 

wurde der Mittelwert der gemessenen Blanks abgezogen und erst anschließend 

die Kalibriergeraden erstellt. 
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Abb. 7: Kalibriergerade/-funktion der Haubis Teiglinge mittels BSA-Standard (A), 
und mittels TI-Standard (B) 

Die Konzentration an löslichem Protein des Extraktes wurde ermittelt, indem das 

Probensignal (Absorption) in die Gleichung der BSA-Kalibriergeraden eingesetzt 

und durch Umformen der Funktion y = k * x + d berechnet wurde. Die Gl. 4 

beinhaltet die Einberechnung der vorgenommenen Verdünnung. Mittels Gl. 5 

erfolgte die Berechnung der Konzentration der tatsächlichen Probe. In Gl. 6 ist 

die Umrechnung des Ergebnisses in g Protein/100 g Probe angeführt. Gl. 7 und 

Gl. 8 basieren auf der Berechnung des Gehaltes an löslichem Protein bezogen 

auf die Trockensubstanz (TS) der Probe, welche sich je nach Probenart (Mehl, 

Teigling) unterscheidet. Zur Berechnung der Ergebnisse wurden die Daten der 

Kalibrierung mittels BSA-Standards herangezogen, da sich der TI-Standard in 

Vorversuchen als unrein erwiesen hat. 
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𝑥 =
(𝑦 − 𝑑)

𝑘
∗ 𝑓 

Gl. 4: Berechnung der Proteinkonzentration des Probenextraktes in mg/mL 

x1 Proteinkonzentration Extrakt [mg/mL] 

y Probensignal [A595 nm] 

k Steigung [cm] 

d Abstand [cm] 

f Verdünnungsfaktor Probenextrakt 

𝑐 =  
𝐸𝑊

𝑉𝐸𝑋
 

Gl. 5: Berechnung der Konzentration der Probe in mg/mL 

c Konzentration Probe [mg/mL] 

EW Einwaage [mg] 

VEX Extraktionsvolumen [mL] 

𝑎1 =  
𝑥

𝑐
 * 100 

Gl. 6: Berechnung des löslichen Proteingehaltes in g Protein/100 g Probe 

a1 Proteingehalt [g/100 g] 

𝑎 =  (
𝑎1

100 − 𝑊
) ∗ 100 

Gl. 7: Berechnung des Proteingehaltes der Mehlproben bezogen auf die 
Trockensubstanz in g Protein/100 g Probe TS 

a Proteingehalt [g/100 g TS] 

W Wassergehalt [%] 

𝑎 =  (
𝑎1

𝑇𝑀
) ∗ 100 

Gl. 8: Berechnung des Proteingehaltes der Teiglinge bezogen auf die 
Trockensubstanz in g Protein/100 g Probe TS 

TM Trockenmasse [%] 
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5.3.4 Bestimmung der ATI-Konzentration mittels RP-HPLC 

5.3.4.1 Verwendete Geräte 

Die RP-HPLC der Chromaster Serie 5000 (Hitachi Ltd., Tokyo) besteht aus 

folgenden Teilen: 

• Organizer 

• 5430 Diode Array Detector 

• 5310 Column Oven 

• 5260 Autosampler 

• 5160 Pump 

• Säule: HALO C18 breite Porensäule von Advanced Materials 

Technology (150 mm x 2,1 mm, 2,7 µm Partikelgröße und 1000 Å) mit 

inkludierter Vorsäule  

 

• Kolbenhubpipette 20-200 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

5.3.4.2 Verwendete Hilfsmittel 

• HPLC-Vials 

• Deckel für HPLC-Vials 

5.3.4.3 Verwendete Chemikalien/Standards 

• Acetonitril (ACN) – CH3CN (Merck, Deutschland) 

• Trifluoressigsäure (TFA) – C2HF3O2 (Sigma-Aldrich, Deutschland) 

• Methanol – CH3OH (Merck, Deutschland) 

• Bidestilliertes Wasser 

• Bovines Serumalbumin (BSA) – Reinheit ≥98 % (Carl Roth, Deutschland) 

• Trypsin-Inhibitor (TI) – Reinheit >95 % (Sigma-Aldrich Corporation, Saint 

Louis, USA) 

5.3.4.4 Herstellung der Laufmittel 

Laufmittel A: 0,1 %v/v Trifluoressigsäure in bidestilliertem Wasser 

In einem 1 L-Messkolben wurde bidestilliertes Wasser vorgelegt, 1 mL 

Trifluoressigsäure hinzupipettiert und mit bidestilliertem Wasser bis zur Marke 

aufgefüllt. 
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Laufmittel B: 0,1 %v/v Trifluoressigsäure in Acetonitril 

In einem 1 L Messkolben wurde Acetonitril (HPLC grade) vorgelegt und 1 mL 

Trifluoressigsäure hinzugefügt. Anschließend wurde die Lösung bis zur Marke 

mit Acetonitril aufgefüllt und gut geschüttelt. 

5.3.4.5 Durchführung 

Es wurde von allen hergestellten Probenextrakten eine Doppelbestimmung 

durchgeführt. Zuerst wurden die Lösungen für den Spülvorgang angeschlossen. 

Die Pumpe wurde bei einer niedrigen Flussrate von 0,2 mL/min gestartet. Danach 

wurde überprüft, ob die Säule dicht ist und anschließend konnte der Ofen auf 

45 °C aufgeheizt werden. Für den fünfstufigen Spülvorgang des Samplers 

wurden Methanol und 20 % Acetonitril verwendet. Die Einlaufzeit des Gerätes 

lag etwa bei 30 min bis zu 1 Stunden. Als Laufmittel für die Messung wurden 

Laufmittel A und B eingesetzt. Der Verlauf der linearen Gradientenelution ist in 

Tab. 9 ersichtlich. Für die Messung wurde die Flussrate auf 0,35 mL/min erhöht. 

Währenddessen konnte das Chromatographie-Programm am Rechner gestartet 

werden. Im sample table wurde die Probenbezeichnung zur jeweiligen Position 

im Autosampler sowie das entsprechende Injektionsvolumen und die Methode 

eingegeben. Die aufgetauten und bereits filtrierten Probenextrakte (NaCl, CM) 

wurden in HPLC Vials überführt und in den Autosampler in die vorgesehenen 

Positionen gestellt. Nach jeder sechsten Messung erfolgte die Messung eines 

Blanks. Die Standards wurden am Anfang als auch am Ende jeder Messung 

positioniert. Die Messung konnte anschließend gestartet werden. 

Tab. 9: Übersicht der HPLC-Einstellung (ATI-Quantifizierung) 

 ATIs 

Injektionsvolumen 10 µL Mehl 
50 µL Teigling 

 

Laufzeit 50 min  
Flussrate 0,35 mL/min  
Säulenofentemperatur 45 °C  
Probenschleife 100 µL  
Absorption 214 nm  
Referenzmaterial TI und BSA  
Blank 40 % ACN  

Gradient 0 min: 7 % Laufmittel B, 93 % Laufmittel A 
 15 min: 27 % Laufmittel B, 73 % Laufmittel A 
 45 min: 47 % Laufmittel B, 53 % Laufmittel A 
 50 min 57 % Laufmittel B, 43 % Laufmittel A 
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5.3.4.6 Auswertung 

Der ATI-Gehalt wurde aus den NaCl- sowie CM-Extrakten bestimmt. Durch die 

chromatographische Auftrennung mittels der RP-HPLC konnte die ATI-Fraktion 

der Mehle und der Teiglinge ermittelt werden. In Abb. 8 ist die Integration eines 

Chromatogramms anhand einer ausgewählten Mehlprobe ersichtlich. Um eine 

möglichst hohe Vergleichbarkeit zu erzielen, wurde für den gesamten 

Probenumfang ein einheitliches Auswerteschema angewendet. Die Peakflächen 

der einzelnen Peaks der ATI-Fraktion wurden integriert und addiert. 

 

Abb. 8: Chromatogramm ATI-Fraktion (Mehlprobe) 

Die Kalibrierung für die ATI-Fraktion wurde mittels BSA- und TI-Standard mit 

unterschiedlichen Konzentrationen durchgeführt. Es handelte sich hierbei um 

eine externe Kalibration. In Tab. 10 und Tab. 11 sind die Standardreihen der 

Kalibrationen angeführt. 

Tab. 10: BSA -Standards für die externe Kalibrierung (ATI - RP-HPLC)  

BSA-STD Konz. Stocklösung 
[mg/mL] 

Injektionsvolumen 
[µL] 

Proteinmenge  
[µg] 

BSA-1 
BSA-2 
BSA-3 
BSA-4 
BSA-5 
BSA-6 

0,539 
0,539 
0,539 
0,539 
0,539 
0,539 

1  
3 
5 
10 
25 
50 

0,54 
1,62 
2,70 
5,39 
13,48 
26,95 

Konzentrationsangabe unter Einberechnung der Reinheit des BSA-STD 
(≥98 %) 
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Tab. 11: TI-Standards für die externe Kalibrierung (ATI - RP-HPLC)  

TI-STD Konz. Stocklösung 
[mg/mL] 

Injektionsvolumen 
[µL] 

Proteinmenge  
[µg] 

TI-1 
TI-2 
TI-3 
TI-4 
TI-5 
TI-6 

0,096 
0,096 
0,096 
0,48 
0,48 
0,48 

10 
20 
50 
20 
50 
80 

0,96 
1,92 
4,80 
9,60 
24,0 
38,4 

Konzentrationsangabe unter Einberechnung der Reinheit des TI-STD (96 %) 

In Abb. 9 sind die beiden Kalibriergeraden und deren Funktionen ersichtlich.  

 

 

Abb. 9: Kalibriergerade/-funktion zur Berechnung des ATI-Gehaltes mittels TI-
Standard (A) und mittels BSA-Standard (B) 

Anschließend wurde anhand der ermittelten Peakfläche der ATI-Gehalt wie folgt 

berechnet. Um die ATI-Konzentration zu bestimmen, wurde das Probensignal 

(area) in die Gleichung eingesetzt und durch Umformen der Funktion y = k * x + d 
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berechnet. Die Berechnung der Konzentration an Amylase-Trypsin-Inhibitoren im 

Extrakt in µg/10 µL/µg/50 µL ist in Gl. 9 angeführt. Mittels Gl. 10 erfolgte die 

Umrechnung auf die Einheit µg/µL, indem durch das Injektionsvolumen dividiert 

wurde. 

Über die Einwaage der Probe und das Extraktionsvolumen wurde die 

Konzentration der tatsächlichen Probe ermittelt, wie in Gl. 11 ersichtlich ist. Die 

Berechnung des Gehaltes an Amylase-Trypsin-Inhibitoren in g/100 g Probe 

erfolgte wie in Gl. 12. Die Bestimmung der ATI-Konzentration bezogen auf die 

Trockensubstanz (TS) wurde wie in Gl. 13 und Gl. 14 durchgeführt. Zur 

Berechnung der Ergebnisse wurden die Daten der Kalibrierung mittels TI-

Standard herangezogen, um eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von 

Kapeller (2019) zu erzielen.  

𝑥1 =
(𝑦 − 217619)

191311
) 

Gl. 9: Berechnung der ATI-Konzentration des Extraktes in µg/10 µL (Mehl) oder 
µg/50 µL (Teigling) 

x1 ATI-Konzentration Extrakt [µg/10 µL; µg/50µL] 

y Probensignal [AU] 

𝑥 =  
𝑥1

𝑉𝐼𝑛𝑗
 

Gl. 10: Berechnung der ATI-Konzentration des Extraktes in µg/µL 

x ATI-Konzentration Extrakt [µg/µL] 

VInj Injektionsvolumen [µL] 

𝑐 =  
𝐸𝑊 ∗ 1000

𝑉𝐸𝑋
 

Gl. 11: Berechnung der ATI-Konzentration der Probe in mg/mL 

c ATI-Konzentration Probe [mg/mL] 

EW Einwaage [g] 

VEX Extraktionsvolumen [mL] 



  Material und Methoden 

- 62 - 
 

𝑎1 =  
𝑥

𝑐
 

Gl. 12: Berechnung des ATI-Gehaltes in g Protein/100 g Probe 

a1 Proteingehalt ATIs [g/100 g] 

𝑎 =  (
𝑎1

100 − 𝑊
) ∗ 100 

Gl. 13: Berechnung des ATI-Gehaltes der Mehlproben bezogen auf die 
Trockensubstanz in g Protein/100 g Probe TS 

a Proteingehalt ATIs [g/100 g TS] 

W Wassergehalt [%] 

𝑎 =  (
𝑎1

𝑇𝑀
) ∗ 100 

Gl. 14: Berechnung des ATI-Gehaltes der Teiglinge in g Protein/100 g Probe TS 

TM Trockenmasse [%] 

5.3.5 Bestimmung des Rohproteingehaltes nach Dumas 

5.3.5.1 Verwendete Geräte 

• Dumaster rapid N exceed (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz) 

• Analysenwaage XPE204, Unterteilung 0,0001 g (Mettler Toledo, Gießen, 

Deutschland) 

5.3.5.2 Verwendete Hilfsmittel 

• Spatel 

• Pinzette 

• LECO Zinnfolie 

5.3.5.3 Verwendete Referenzmaterialien 

• Asparginsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

• Referenzgerste RM503 

5.3.5.4 Durchführung 

Für die Gesamtstickstoffbestimmung nach Dumas wurden alle sechs Mehlproben 

analysiert. Bei jeder Messreihe wurde eine Kalibrierung durchgeführt. Es erfolgte 

eine Kalibrierung mit Asparaginsäure, welche vier Mal gemessen wurde. Zudem 

wurden Messungen von Blindwerten und Gersten-Referenzmaterial 
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durchgeführt. Danach wurden 180-240 mg der Proben in eine Zinnfolie 

eingewogen. Die genaue Einwaage wurde in die Eingabetabelle überführt. Die 

Proben wurden vorsichtig mit der Zinnfolie verschlossen und zu einem Pellet 

geformt. Anschließend wurden die Pellets in die entsprechenden Positionen des 

Probentellers platziert und die Messung konnte gestartet werden. Für die 

Berechnung des Proteingehalts von Weizen wurde ein Proteinfaktor von 5,70 

herangezogen. 

5.3.5.5 Auswertung 

Durch das Programm des Dumasters erfolgte bereits die Berechnung des 

Proteingehaltes in g Protein/100 g Probe unter Einberechnung des Proteinfaktors 

für Weizen. Anschließend wurde das Ergebnis des Proteingehaltes bezogen auf 

die Trockensubstanz (TS) angeben und mit nachfolgender Gleichung (Gl. 15) 

berechnet. 

 𝑎 =  (
𝑎1

100 − 𝑊
) ∗ 100 

Gl. 15: Berechnung des Rohproteingehaltes der Mehlproben bezogen auf die 
Trockensubstanz in g/100 g Probe TS 

a1 Rohproteingehalt [g/100 g] 

a Rohproteingehalt [g/100 g TS] 

W Wassergehalt [%] 

5.3.6 Bestimmung des Glutengehaltes mittels RP-HPLC 

5.3.6.1 Verwendete Geräte 

• Analysenwaage, Genauigkeit: Min 10 mg, Max 205 mg, d = 0,1 g, e = 1 

mg (Mettler Toledo AT 200, Schweiz) 

• Vortex REAX 1R (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland) 

• IKA Trayster D (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) 

• Trockenschrank Typ 15115300002020 (Binder GmbH, Tuttlingen, 

Deutschland) 

• Zentrifuge Multifuge 1S-R (Kendro Laboratory Products GmbH, 

Langenselbold, Deutschland) 

• Kolbenhubpipette 500-5000 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 



  Material und Methoden 

- 64 - 
 

• Schüttelwasserbad GFL 1086 (Aigner Unilab Laborfachhandel GesmbH, 

Österreich) 

• Ultraschallbad Sonorex RK 510 H (BANDELIN electronic GmbH & Co. 

KG, Deutschland) 

• Cimarec i Multipoint (Fisher Scientific GmbH, Deutschland) 

 

RP-HPLC System der Chromaster Serie 5000 (Hitachi Ltd., Tokyo) bestehend 

aus folgenden Teilen: 

• Organizer 

• 5430 Diode Array Detector 

• 5310 Column Oven 

• 5260 Autosampler 

• 5160 Pump 

• Säule: HALO C18 breite Porensäule von Advanced Materials 

Technology (150 mm x 2,1 mm, 2,7 µm Partikelgröße und 1000 Å) mit 

inkludierter Vorsäule  

5.3.6.2 Verwendete Hilfsmittel 

• Falcon Zentrifugenröhrchen 15 mL (Corning Science, Mexiko) 

• Zentrifugenröhrchen 50 mL Cellstar© Typ: 210261 (Greiner bio-one, 

Österreich) 

• diverse Messkolben 

• diverse Bechergläser 

• Pipettenspitzen (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Spatel 

• Spritzenfilter Chromafil® CA 0.45 µm Membran (Machery-Nagel, 

Deutschland) 

• Braun Injekt® Solo 2 mL (B. Braun Melsungen AG, Deutschland) 

• HPLC Vials 

• Deckel für HPLC-Vials 

• Stoppuhr 

• Magnetrührstäbchen 

• Pasteurpipetten 
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5.3.6.3 Verwendete Chemikalien/Standards 

• Natriumchlorid – NaCl (Nr.: 1.06404.5000, Merck, Darmstadt, 

Deutschland) 

• 1,4-Dithiothreitol (DTT) – C4H10O2S2 (Nr.: 6908.2, Carl Roth GmbH + 

CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• Natriumdodecylsulfat (SDS) – C12H25NaO4S (Carl Roth GmbH + CO. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) 

• Acetonitril (ACN) – CH3CN (Nr.: 1.00030.2500, Merck, Darmstadt, 

Deutschland) 

• Trifluoressigsäure (TFA) – C2HF3O2 (Nr.: 91700, Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Deutschland) 

• N-Hexan – H₃C(CH₂)₄CH₃ (für die HPLC, Nr.: SO-5167-B025, LGC 

Standards Promochem, Wesel, Deutschland) 

• Stickstoff 

• Bidestilliertes Wasser 

• Prolamin working group-(PWG)-Standard 

5.3.6.4 Herzustellende Lösungen 

2 % m/v Natriumchlorid 

Es wurden 20 g NaCl in einem 1 L Messkolben eingewogen und anschließend 

mit bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt.  

1 % m/v Natriumdodecylsulfat, 0,5 % Dithiothreitol 

Zur Herstellung der Lösung wurden 20 g SDS und 10 g DTT in einen 2 L 

Messkolben eingewogen und mit bidestilliertem Wasser unter Rühren mittels 

Magnetrührer gelöst. Um den gebildeten Schaum zu entfernen wurde die Lösung 

für 30 min in das Ultraschallbad gestellt.  

5.3.6.5 Durchführung 

Vorbereitung 

Es wurden etwa 0,25 g der Mehlproben und 0,50 g der Gebäckproben in 15 mL 

Tubes eingewogen und die genaue Einwaage notiert. Zum Entfetten wurden die 

Proben im Abzug mit 10 mL Hexan versetzt und für mindestens 2 min in den 

Überkopfschüttler gestellt. Danach wurden die Proben für 10 min bei 4000 rpm 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und der Rückstand 

mit dem restlichen Hexan im Trockenschrank bei maximal 50 °C getrocknet. 
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Albumine und Globuline 

Um nur die GIutenfraktion zu erhalten, wurden im ersten Schritt der Extraktion 

die Albumine und Globuline zwei Mal mit 10 mL 2 % NaCl extrahiert und somit 

abgetrennt. Hierfür wurden die getrockneten Proben zuerst mit 10 mL 2 % NaCl 

versetzt und mittels Metallspatel durchmischt. Danach wurden die Proben für 

etwa 20 s gevortext, sodass kein Pellet mehr sichtbar war und für 10 min bei 

40 rpm in den Überkopfschüttler gestellt. Des Weiteren wurden die 

Suspensionen für 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurde der 

Überstand in einen 20 mL Messkolben überführt. Der Vorgang wurde wiederholt 

und der 20 mL Messkolben anschließend mit der Extraktionslösung bis zur Marke 

aufgefüllt. 

Gliadine und Gluteline 

Bei einem weiteren Extraktionsschritt wurden die Gliadine und Gluteline zwei Mal 

mit 20 mL Extraktionslösung 1 % SDS und 0,5 % DTT extrahiert. Im ersten Schritt 

wurde der Rückstand mit Hilfe der 20 mL Extraktionslösung in ein 50 mL Tube 

überführt.  Nach der Zugabe der Lösung wurde die Probe wieder mit dem 

Metallspatel vorgelöst, gevortext und mit Stickstoff begast. Anschließend wurden 

die Proben im Wasserbad 10 min bei 60 °C geschüttelt. Nach der Hälfte der Zeit 

wurden die Proben kurz gevortext. Zuletzt wurden die Proben bei 4000 rpm für 

10 min zentrifugiert und der Überstand in einen 50 mL Messkolben überführt. Der 

Vorgang wurde wiederholt und der 50 mL Messkolben mit der Extraktionslösung 

bis zur Marke aufgefüllt. 

Die unterschiedlichen Extrakte wurden mittels Spritzenfilter 0,45 µm in HPLC-

Vials filtriert und bis zur Messung eingefroren. Es wurde ebenfalls der 

Extraktionsrückstand bis zur weiteren Verwendung im Gefrierschrank gelagert.  

Das Prinzip der Durchführung von der Inbetriebnahme der HPLC-Anlage bis zum 

Starten der Messung wurde bereits bei Punkt 5.3.4.5 beschrieben. Neben der 

Methode gab es aber auch Unterschiede bei den HPLC-Einstellungen, wie in 

Tab. 12 ersichtlich.  
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Tab. 12:Übersicht der HPLC-Einstellung (Gluten-Quantifizierung) 

 Gluten 

Injektionsvolumen 15 µL Mehl 
15 µL Gebäck 

 

Laufzeit 99 min  

Flussrate 0,35 mL/min  

Säulenofentemperatur 50 °C  

Probenschleife 100 µL  

Absorption 214 nm  

Referenzmaterial PWG-STD  

Blank 40 % ACN  

Gradient 0 min: 15 % Laufmittel B, 85 % Laufmittel A 

 10 min: 25 % Laufmittel B, 75 % Laufmittel A 

 40 min: 42,5 % Laufmittel B, 57,5 % Laufmittel A 

 60 min 
80 min 
85 min 
86 min 
89,1 min 

50 % Laufmittel B, 50 % Laufmittel A 
60 % Laufmittel B, 40 % Laufmittel A 
75 % Laufmittel B, 25 % Laufmittel A 
95 % Laufmittel B, 5 % Laufmittel A 
15 % Laufmittel B, 85 % Laufmittel A 

 

5.3.6.6 Auswertung 

Der Glutengehalt wurde aus den Extrakten der Gliadin/Glutenin-Fraktion 

bestimmt. Durch die Anwendung der RP-HPLC wurde der Gehalt an Gluten der 

sechs ausgewählten Mehle und der Gebäcke (2. Backversuch) ermittelt. In 

Abb. 10 ist die Integration eines Chromatogramms anhand einer ausgewählten 

Mehlprobe ersichtlich. Es wurde für den gesamten Probenumfang ein 

einheitliches Auswerteschema angewendet, um eine möglichst hohe 

Vergleichbarkeit zu erzielen. Die Peakflächen der einzelnen Peaks der 

Gliadin/Glutenin-Fraktion wurden integriert und addiert. 

 

Abb. 10: Chromatogramm Gliadine und Glutenine (Mehlprobe 
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Die Kalibrierung für die Gliadin/Glutenin-Fraktion erfolgte mittels PWG-Standards 

(PWG-STD) nach van Eckert et al. (2006). Es handelte sich hier um eine externe 

Kalibrierung. Die Standardreihen sind in Tab. 13 angeführt.  

Tab. 13: Standardreihe des PWG-STD für die externe Kalibrierung (Gluten – RP-
HPLC) 

Glia/Glu-STD Konz. Stocklösung 
[mg/mL] 

Injektionsvolumen 
[µL] 

Proteinmenge 
[µg] 

PWG-1 
PWG-2 
PWG-3 
PWG-4 
PWG-5 
PWG-6 

0,088 
0,088 
0,088 
2,19 
2,19 
2,19 

3 
10 
30 
1 
5 
10 

0,26 
0,88 
2,63 
2,19 
10,95 
21,90 

Konzentrationsangabe unter Einberechnung der Reinheit des PWG-STD 
(87,6 %) 
 
In Abb. 11 ist die Kalibriergerade und deren Funktion abgebildet. Vor Beginn des 

Probenlaufs erfolgte die Messung der Standards zur Ermittlung der 

Kalibriergeraden. 

 

Abb. 11: Kalibriergerade/-funktion der Gliadine/Glutenine mittels PWG-STD 

Wie auch bei der Bestimmung des ATI-Gehaltes wurde das Probensignal (area) 

in die Gleichung eingesetzt und durch Umformen der Funktion y = k * x + d die 

Konzentration an Gluten im Extrakt berechnet. Die Berechnung der 

Gliadin/Glutenin-Fraktion in µg/15 µL ist in Gl. 16 angeführt. In Gl. 17 wurde die 

Proteinkonzentration auf µg/µL umgerechnet, indem durch das 

Injektionsvolumen dividiert wurde. 
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Über die Einwaage der Probe und das Extraktionsvolumen wurde die 

Glutenkonzentration der Probe ermittelt, wie in Gl. 18 ersichtlich ist. Die 

Berechnung des Glutengehaltes in g/100 g Probe erfolgte wie in Gl. 19. Die 

Umrechnung auf Gluten in g/100 g Probe bezogen auf die Trockensubstanz (TS) 

wird wie in Gl. 20 durchgeführt. 

𝑥1 =
(𝑦 − 31.144)

357.273
) 

Gl. 16: Berechnung der Gliadine/Glutenine des Extraktes in µg/15 µL 

x1 Proteinkonzentration Extrakt [µg/15 µL] 

y Probensignal [AU] 

𝑥 =  
𝑥1

𝑉𝐼𝑛𝑗
 

Gl 17: Berechnung der Gliadine/Glutenine des Extraktes in µg/µL 

x Proteinkonzentration Extrakt [µg/µL] 

VInj Injektionsvolumen [µL] 

𝑐𝐸𝑋 =  
𝐸𝑊 ∗ 1000

𝑉𝐸𝑋
 

Gl 18: Berechnung der Glutenkonzentration der Probe in mg/mL 

cEX Glutenkonzentration Probe [mg/mL] 

EW Einwaage [g] 

VEX Extraktionsvolumen [mL] 

𝑎1 =  
𝑥

𝑐𝐸𝑋
 

Gl 19: Berechnung des Glutengehaltes in g Protein/100 g Probe 

a1 Glutengehalt [g/100 g] 

𝑎 =  (
𝑎1

100 − 𝑊
) ∗ 100 

Gl 20: Berechnung des Glutengehaltes in g Protein/100 g Probe TS 

a Glutengehalt [g/100 g TS] 

W Wassergehalt [%] 
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5.3.7 In vitro Proteinverdau 

5.3.7.1 Verwendete Geräte 

• Analysenwaage, Genauigkeit: Min 10 mg, Max 205 mg, d = 0,1 g, e = 1 

mg (Mettler Toledo AT 200, Schweiz) 

• Vortex REAX 1R (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, 

Deutschland) 

• IKA Trayster D (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) 

• Trockenschrank Typ 15115300002020 (Binder GmbH, Tuttlingen, 

Deutschland) 

• Zentrifuge Multifuge 1S-R (Kendro Laboratory Products GmbH, 

Langenselbold, Deutschland) 

• Schüttelwasserbad GFL 1086 (Aigner Unilab Laborfachhandel GesmbH, 

Österreich) 

• pH Meter inoLab® (WTW, Deutschland) 

• Dumaster rapid N exceed (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz) 

• Analysenwaage XPE204, Unterteilung 0,0001 g (Mettler Toledo, Gießen, 

Deutschland) 

• Kolbenhubpipette 20-200 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Kolbenhubpipette 500-5000 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Kolbenhubpipette 10-100 μL (Mettler-Toledo, Österreich) 

5.3.7.2 Verwendete Hilfsmittel 

• Zentrifugenröhrchen 50 mL Cellstar© Typ: 210261 (Greiner bio-one, 

Österreich) 

• diverse Messkolben 

• diverse Bechergläser 

• Pipettenspitzen (Mettler-Toledo, Österreich) 

• Magnetrührstäbchen 

• Metallspatel 

• Stoppuhr 

• Mörser 

• Pasteurpipetten 

5.3.7.3 Verwendete Chemikalien 

• Kaliumchlorid – KCl (Merck, Deutschland) 
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• Kaliumdihydrogenphosphat – KH2PO4 (Merck, Deutschland) 

• Natriumhydrogencarbonat – NaHCO3 (Merck, Deutschland) 

• Natriumchlorid – NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

• Magnesiumchlorid-Hexahydrat – MgCl2(H2O)6 (Merck, Deutschland) 

• Ammoniumcarbonat – (NH4)2CO3 (Merck, Deutschland) 

• Salzsäure – HCl 25 %, 6 M (Merck, Deutschland) 

• Calciumchlorid-Dihydrat – CaCl2(H2O)2 (VWR Chemicals, USA) 

• Natriumhydroxid – NaOH 32 % (VWR Chemicals, USA) 

• Bidestilliertes Wasser 

5.3.7.4 Verwendete Enzyme und Gallenpulver 

• Amyloglucosidase, 34,6 Units/mg of solid (on soluble starch) (Megazyme 

Ltd., Irland) 

• Lipase from porcine pancreas Type II, 100-500 Units/mg Protein (Nr.: 

L3126-25G, Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, USA) 

• Pepsin from porcine gastric mucosa, ≥ 2,500 Units/mg Protein (Nr.: 

P7012-1G, Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, USA) 

• Trypsin from bovine pancreas Type I,  ̴ 10,000 BAEE Units/mg Protein 

(Nr.: T8003-1G, Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, USA) 

• Bile bovine (Nr.: B3883-25G, Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, 

USA) 

• α-Chymotrypsin from bovine pancreas, Type I-S (Nr.: C7762-100MG, 

Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, USA) 

5.3.7.5 Herzustellende Stocklösungen 

Kaliumchlorid (0.5 M; 37,3 g/L) 

Es wurden etwa 37,3 g KCl in einen 1 L Messkolben eingewogen und mit 

bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Kaliumdihydrogenphosphat (0,5 M; 68 g/L) 

Zur Herstellung einer 0,5 M KH2PO4-Lösung wurden 17 g KH2PO4 in einen 

250 mL Messkolben eingewogen und bis zur Marke mit destilliertem Wasser 

aufgefüllt. 
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Natriumhydrogencarbonat (1 M; 84 g/L) 

Die Einwaage betrug 168 g NaHCO3 in einen 2 L Messkolben. Anschließend 

wurde mit bidestilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefüllt. 

Natriumchlorid (2 M; 117 g/L) 

Zur Herstellung der NaCl-Lösung wurden 117 g NaCl in einen 1 L Messkolben 

eingewogen und mit bidestilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefüllt. 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (0,15 M; 30,5 g/L) 

Es wurden 3,05 g MgCl2(H2O)6 in einen 100 mL Messkolben eingewogen und mit 

destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Ammoniumcarbonat (0,5 M; 48 g/L) 

Es wurden 2,4 g (NH4)2CO3 in einen 50 mL Messkolben eingewogen und 

anschließend mit destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefüllt. 

Calciumchlorid-Dihydrat (0,3 M; 44,1 g/L) 

Es wurden 441 mg CaCl2(H2O)2 in einen 10 mL Messkolben eingewogen und mit 

destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt.  

Salzsäure (1 M) 

Die Herstellung erfolgte aus einer 6 M HCl durch das Mischen von fünf Teilen 

H2O mit einem Teil der 6 M HCl. 

Natriumhydroxid (1 M) 

Die Herstellung erfolgte aus einer 2 M NaOH durch das Mischen von einem Teil 

H2O mit einem Teil der 2 M NaOH. 

5.3.7.6 Herstellung der Verdaulösungen 

Aus den Stocklösungen wurden die drei Verdaulösungen SSF (engl. simulated 

salvary fluid), SGF (engl. simulated gastric fluid) und SIF (simulated intestinal 

fluid) laut nachfolgendem Pipettierschema hergestellt. 
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Tab. 14: Pipettierschema zur Herstellung der Verdaulösungen 

Salzlösungen SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7 
[mL] [mM] [mL] [mM] [mL] [mM] 

KCl 7,55 15,1 3,45 6,9 3,4 6,8 
KH2PO4 1,855 3,7 0,45 0,9 0,4 0,8 
NaHCO3 3,4 13,6 6,25 25 21,25 85 
NaCl - - 5,9 47,2 4,8 38,4 
MgCl2(H2O)6 0,25 0,15 0,2 0,12 0,55 0,33 
(NH4)2CO3 0,03 0,06 0,25 0,5 - - 
HCl 0,045 1,1 0,65 15,6 0,35 8,4 

 

5.3.7.7 Herstellung Enzym- und Galle-Lösungen 

Amyloglucosidase 

Es wurden 216,76 mg des Enzyms in einen 5 mL Messkolben eingewogen und 

mit destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefüllt. 

Lipase 

Zur Herstellung der Enzymlösung wurden 120 mg der Lipase in einen 5 mL 

Messkolben eingewogen und mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Pepsin 

Es wurden 160 mg Pepsin in einen 5 mL Messkolben eingewogen und 

anschließend mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Rindergalle-Lösung 

Von der Rindergalle wurden 81,71 mg in einen 20 mL Messkolben eingewogen 

und mit der SIF-Lösung bis zur Marke aufgefüllt. 

Trypsin-Chymotrypsin-Lösung 

Es wurden 8 mg Trypsin und 100 mg Chymotrypsin in einen 100 mL Messkolben 

eingewogen und mit der SIF-Lösung bis zur Markierung aufgefüllt.  

5.3.7.8 Durchführung 

Vorbereitung 

Zuerst wurde das Gewicht der einzelnen leeren Tubes mit Deckel notiert. Dann 

wurden 2,5 g der Proben (Mehle, Gebäck) in 50 mL Tubes eingewogen und 

ebenfalls die genaue Einwaage notiert. Es erfolgte jeweils eine 

Doppelbestimmung. Die Gebäckproben wurden davor bei 100 °C im 

Trockenschrank getrocknet. Das Schüttelwasserbad wurde auf 37 °C vorgeheizt. 

Die SSF-, SGF- und SIF-Lösungen wurden hergestellt und im Wasserbad 
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vorgewärmt. Die Enzymlösungen wurden immer frisch oder am Vortag hergestellt 

und im Kühlschrank gelagert.  

Orale Phase 

In der oralen Phase wurde die Probe zuerst mit 2 mL temperierter SSF-Lösung 

versetzt. Anschließend wurden 12,5 µL CaCl2(H2O)2-Lösung und 0,25 mL 

Amylase-Lösung zugegeben. Um eine geeignete Konsistenz zu erhalten wurde 

den Mehlprobe 2,5 mL H2O und den Gebäckproben 15 mL H2O zugesetzt. 

Danach wurde zu jeder Probe noch 0,238 mL H2O pipettiert. Die Proben wurden 

für 2 min bei 37 °C im Schüttelwasserbad inkubiert.  

Gastrische Phase 

In der gastrischen Phase wurde den Proben 4 mL SGF-Lösung und 2,5 µL 

CaCl2(H2O)2-Lösung zugegeben. Danach erfolgte die Einstellung eines pH-

Wertes von ungefähr 3 durch die Zugabe von 300 µL 1 M HCl. Im Anschluss 

wurde die Probe mit jeweils 0,25 mL Lipase-Lösung und 0,25 mL Pepsin-Lösung 

versetzt. Nach der Zugabe erfolgte die pH-Kontrolle und gegebenenfalls die 

Zugabe von HCl oder NaOH. Den Proben wurde 0,198 mL destilliertes Wasser 

zugesetzt und anschließend wurden diese bei 37 °C für 2 Stunden im 

Schüttelwasserbad inkubiert. Währenddessen wurden die Proben des Öfteren 

gevortext. 

Intestinale Phase 

In der letzten Phase wurde die Probe mit 4 mL SIF und 20 µL CaCl2(H2O)2-

Lösung versetzt. Anschließend erfolgte die Einstellung eines pH-Wertes von 

ungefähr 7 mittels 200 µL 1 M NaOH (beim Gebäck etwa 220 µL). Danach 

wurden 1,25 mL der Rindergalle-Lösung zugegeben und die Probe für 30 min in 

den Überkopfschüttler überführt. Den Proben wurde 2,5 mL der Trypsin-

Chymotrypsin-Lösung zugegeben. Wie auch bei der gastrischen Phase wurde 

der pH-Wert kontrolliert und falls notwendig mit NaOH oder HCl korrigiert. Zuletzt 

wurden 2,07 mL Wasser zugesetzt. Die Proben wurden nochmals für 2 Stbei 37 

°C im Schüttelwasserbad inkubiert. Währenddessen wurden die Proben 

abermals gevortext. 

Am Ende wurden die Proben für 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert, der Überstand 

wurde verworfen und die Proben wurden für 2 Tage bei 50 °C im Trockenschrank 

getrocknet.  
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5.3.7.9 Auswertung 

Zur Berechnung der Verdaubarkeit wurde zuallererst die Auswaage wie in Gl. 21 

bestimmt. Des Weiteren erfolgte für jedes Gebäck die Berechnung eines 

Korrekturfaktors anhand von Gl. 22. Der verdaute Proteinanteil der Mehlproben 

wurde wie in Gl. 23 ermittelt. Hierbei wurde der verdaute Proteingehalt durch den 

unverdauten Proteingehalt dividiert und um den verdauten Anteil zu erhalten von 

der Zahl 1 subtrahiert. Um die Verdaubarkeit in Prozent (%) zu erhalten, musste 

das Ergebnis mal der Zahl 100 gerechnet werden. Bei den Gebäcken wurde 

zudem der Korrekturfaktor miteinberechnet (Gl. 24). 

𝐴𝑊𝑃𝑟 = 𝐴𝑊𝑔𝑒𝑠 − (𝐸𝑊𝑃𝑟 + 𝐸𝑊𝑇) 

Gl. 21: Berechnung der Nettoauswaage der Probe in g 

AWPr Auswaage Probe [g] 

AWges Auswaage Probe und Tube mit Deckel [g] 

EWPr Einwaage Probe [g] 

EWT Einwaage Tube mit Deckel [g] 

𝑓𝐾 = (
𝐴𝑊𝑀

𝐴𝑊𝐺
) 

Gl. 22: Berechnung des Korrekturfaktors für die analysierten Gebäcke 

FK Korrekturfaktor 

AWM Auswaage Mehl [g] 

AWG Auswaage Gebäck [g] 

𝑉 = [1 − (
𝑃𝑣

𝑃
)] ∗ 100 

Gl. 23: Berechnung der Verdaubarkeit der Mehlproben in % 

V Verdaubarkeit [%] 

Pv Proteingehalt der verdauten Proben [%] 

P Proteingehalt der unverdauten Proben [%] 
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𝑉 = [1 − (

𝑃𝑣

𝑓𝐾

𝑃
)] ∗ 100 

Gl. 24: Berechnung der Verdaubarkeit der Gebäckproben unter Einberechnung 
des Korrekturfaktors 

 

  



  Material und Methoden 

- 77 - 
 

5.4 Statistik 

In der Wissenschaft ist die Anwendung statistischer Methoden zur 

entsprechenden Analyse und richtigen Interpretation von erhobenen Daten 

unbedingt notwendig. Die statistische Auswertung dieser Diplomarbeit erfolgte 

mittels folgender Software: 

• Excel 2010 (Microsoft Corp.) 

• SPSS Statistics (IBM Corp. Version 27) 

5.4.1 Grundlegende statistische Methoden 

Arithmetischer Mittelwert 

Das arithmetische Mittel (x̅) ist definiert als die Summe aller Beobachtungen 

dividiert durch die Anzahl der Beobachtungen. Der Mittelwert dient zur 

repräsentativ-nivellierenden Mittelung für mehrere bis zahlreiche nicht zu 

heterogene Beobachtungen (Hedderich & Sachs 2018). 

𝑥̅  =  
1

𝑛
 (𝑥1 + 𝑥2 +  … + 𝑥𝑛) =

1

𝑛
∑ 𝑥𝑖

𝑛

𝑖=1

  

Standardabweichung, Varianz 

Die Streuung metrischer Daten wird als gemittelte Abweichung vom jeweiligen 

Mittelwert angegeben. Die Standardabweichung (s) ist die positive 

Quadratwurzel aus dem Mittelwert der quadrierten Abweichungen des 

Mittelwerts. 

𝑠 = √
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 1
 

Die Varianz (s2) ist das Quadrat der Standardabweichung und besitzt daher als 

Dimension das Quadrat der Dimension der einzelnen Beobachtungen xi. 

Prüfung auf Normalverteilung 

Die Normalverteilung der Daten gilt für viele statistische Testmethoden als 

Voraussetzung. Hierfür stehen unter anderem der Kolmogorov-Smirnov-Test und 

der Shapiro-Wilk-Test zur Verfügung, welche beide im Zuge der Arbeit zum 

Einsatz kamen. Um die Signifikanz des Ergebnisses zu ermitteln, wird der p-Wert 

bestimmt. Ist dieser geringer als das Signifikanzniveau (p = 0,05) wird die 
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Hypothese abgelehnt, da keine Normalverteilung der Daten vorliegt (Hedderich 

& Sachs 2018). 

Prüfung auf Varianzhomogenität 

Eine weitere wichtiger Voraussetzung für spätere Tests, wie z.B. die ANOVA, ist 

die Homogenität der Varianzen, die anhand eines Levene-Tests untersucht wird. 

Der Levene-Test prüft die Nullhypothese, dass bei allen Gruppen die Varianzen 

innerhalb einer gewissen Schwankungsbreite gleich sind. Die Daten müssen für 

diesen Test nicht normalverteilt vorliegen. Die Hypothese, dass die Varianzen 

homogen verteilt sind, wird abgelehnt, wenn das Ergebnis des Levene-Tests 

signifikant (p < 0,05) ist. Bei einem Signifikanzwert von > 0,05 kann jedoch von 

einer Varianzhomogenität ausgegangen werden (Hedderich & Sachs 2018). In 

der SPSS Software wird die Voraussetzung der Varianzhomogenität bei der 

Durchführung einer ANOVA direkt mitgetestet.  

Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) 

Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse wird der Einfluss eines Faktors (nominale 

Einflussgröße) auf eine Zielvariable (Untersuchungsmerkmal) untersucht. Die 

Nullhypothese H0 gibt an, dass die Mittelwerte x̅ übereinstimmen. Im Zuge der 

ANOVA wird H0 mittels Vergleich der Varianzen gegen die Alternativhypothese 

H1 (es unterscheiden sich zumindest zwei Mittelwerte) geprüft. Voraussetzung 

zur Durchführung einer ANOVA ist die Normalverteilung der Daten als auch das 

Vorliegen von Varianzhomogenität (Timischl 2013).  

Post-Hoc-Test 

Da die ANOVA nur angibt, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den 

Gruppen besteht, jedoch nicht zwischen welchen, erfolgt des Weiteren die 

Durchführung eines Post-hoc-Tests. Anhand eines Post-hoc-Tests kann 

festgestellt werden, welche der Datengruppen sich voneinander signifikant 

unterscheiden. Bei Varianzhomogenität wurde der Scheffé-Test und der Test 

nach Duncan und bei Varianzinhomogenität wurde der Test Tamhane T2 

angewendet. Zwischen zwei Gruppen besteht ein Unterschied, wenn das 

Signifikanzniveau < 0,05 ist. Besteht hingegen kein Unterschied, werden die 

beiden Gruppen derselben homogenen Untergruppe zugeordnet (Hedderich & 

Sachs 2018).  
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Korrelation 

Eine Korrelations- oder Zusammenhangsanalyse gilt als Teilgebiet der 

multivariaten Statistik. Hierbei erfolgt das Messen der Intensität und der Richtung 

von Zusammenhängen von mindestens zwei Merkmalen. Als R2 wird das 

Ausmaß der Korrelation angegeben. Je größer R2, desto stärker der 

Zusammenhang der beiden Größen. Bei normalverteilten Daten wird eine 

Maßkorrelationsanalyse nach Pearson angewendet, während bei nicht 

normalverteilten Datensätzen eine Rangordnungskorrelation nach Spearman 

durchgeführt wird. (Eckstein 1997) Die SPSS Software gibt an, ob eine 

signifikante (p< 0,05) oder hoch signifikante Korrelation (p< 0,01) vorliegt. 

 

  



  Ergebnisse und Diskussion 

- 80 - 
 

6 Ergebnisse und Diskussion 

6.1 Vorversuche zur Methodenoptimierung 

6.1.1 Extraktion 

Da bereits mehrfach aufgezeigt wurde, dass zwischen dem Amylase-Trypsin-

Inhibitoren-(ATI)-Gehalt und der biologischen Aktivität von Amylase-Trypsin-

Inhibitoren keine Korrelation vorliegt, erfolgten Extraktionsversuche mit 

Chlorform/Methanol- und Ammoniumsulfat-Lösungen. Das Ziel der Vorversuche 

war es, durch eine modifizierte Extraktion spezifisch ATIs zu extrahieren, da 

andere Proteine auch eine hemmende Wirkung gegenüber α-Amylasen und 

Trypsin aufweisen (Call et al. 2019). In der Studie von Sagu et al. (2019) wurde 

die Extraktion von ATIs mittels Chlorform, Methanol, Dichlormethan, 

Ammoniumsulfat und Natriumchlorid (NaCl) in Weizen untersucht. Es wurde 

festgestellt, dass die verwendete Salzlösung, die Salzkonzentration, der pH-Wert 

des Puffers und die Extraktionszeit den größten Einfluss auf die Löslichkeit der 

ATIs aufweist. Ammoniumsulfat- und Natriumchlorid-Lösungen kommen 

bevorzugt zum Einsatz, wobei die Extraktion mit Natriumchlorid zu einer 

spezifischeren Löslichkeit der Proteine führt.  

Nach der Ammoniumsulfat-Fällung wurde das lösliche Protein als auch die 

Trypsin-Inhibitoraktivität der Arnold Mischprobe analysiert. Es wurden ein- bzw. 

zweistufige Fällungen mit 35 %, 70 % und 80 % Sättigung der Probe 

durchgeführt. Im Vergleich der 70 % und 80 % Sättigung der einstufigen Fällung, 

konnte kein Unterschied festgestellt werden, es wurde für beide Fällungen ein 

Gehalt von 0,59 g/100 g Probe ermittelt. Hingegen wurde ein niedrigerer Gehalt 

an löslichem Protein bei der zweistufigen Fällung mit 70 % Sättigung als bei der 

einstufigen Variante beobachtet. In Hinblick auf die Durchführung ist die 

einstufige Fällung einfacher und weniger anfällig für Fehler. Laut Kosteleki & 

Karakaya (2017) wird eine Sättigung von 70 % für Mehl und Brot empfohlen, 

welche sich anhand der erbrachten Ergebnisse (Tab. 15) am Sinnvollsten 

darstellt. 
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Tab. 15: Analysiertes lösliches Protein der Arnold-Mischprobe nach ein- bzw. 
zweistufiger Fällung mit variierender Sättigung (35 %, 70 % und 80 %) 

 TSN [g/100g] 

 35 % Sättigung 70 % Sättigung 80 % Sättigung 

1-stufige Fällung 0,32 ± 0,02 0,59 ± 0,03 0,59 ± 0,04 
2-stufige Fällung 0,28 ± 0,01 0,38 ± 0,01 - 

± Standardabweichung 
 
Die Trypsin-Inhibitoraktivität (TIA) wurde nur mittels einstufiger Fällung mit 35 %, 

70 % und 80 % Sättigung der Probe bestimmt. Wie in Abb. 12 ersichtlich, wurden 

im Pellet niedrigere TIA-Werte als im Überstand festgestellt. Dies lässt vermuten, 

dass anhand der Extraktion mit Ammoniumsulfat die ATIs nicht ausreichend 

extrahiert wurden. Im Vergleich zur Extraktion mit NaCl wurden generell 

niedrigere Gehalte an löslichem Protein als auch niedrigere Aktivitäten im Extrakt 

der Ammoniumsulfat-Fällung ermittelt, weshalb die genannte Extraktion keine 

Verbesserung darstellt und nicht geeignet ist speziell ATIs zu extrahieren.  

 

Abb. 12: Inhibierung der Pellets und der Überstände der Arnold-Mischprobe bei 
70 % und 80 % Sättigung der Probe 

Des Weiteren erfolgte die Extraktion mit einer Mischung aus Chloroform und 

Methanol (1:1). Die tetrameren ATIs sind löslich in Chloroform/Methanol-(CM)-

Mischungen und werden daher auch als CM-Proteine bezeichnet. Die 

sogenannten CM-Proteine wurden als Hauptauslöser der Trypsin-Inhibierung in 

Weizen identifiziert (Call et al. 2019). Aufgrund dieser Erkenntnis lag das 

Augenmerk bei diesem Vorversuch bei der Verbesserung der Extraktion von 
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ATIs. Ziel war es ausschließlich Amylase-Trypsin-Inhibitoren zu extrahieren und 

somit den Einfluss anderer inhibitorischer Enzyme in der Probe zu vermindern. 

Es wurden verschiedene Durchführungen analysiert, wobei die Einwaage, das 

Volumen der eingedampften Probe und das Volumen in dem diese wieder 

gelöst/aufgenommen wurde als auch die Wahl des Lösungsmittels bei der 

Wiederaufnahme variierte. Die besten Ergebnisse konnten bei einer Einwaage 

von 5 g Probe in 20 mL Extraktionslösung und der Aufnahme in 5 mL 20 % iger 

Acetonitril-Lösung erzielt werden (4-fache Aufkonzentrierung der Proben). Nach 

erfolgter CM-Extraktion wurden alle sechs ausgewählten Mehlsorten in Bezug 

auf den Gehalt an löslichem Protein, den ATI-Gehalt und die Trypsin-

Inhibitoraktivität untersucht (Tab. 16).  

Tab. 16: Ermittelte Ergebnisse des löslichen Proteins, des ATI-Gehaltes und 
der Trypsin-Inhibitoraktiviät der Mehle mittels CM-Extraktion 

 Adesso Alessio Amicus Arnold Aurelius Laurenzio 

Gehalt lösl. Protein 
[g/100g TS] 

0,21d 

± 0,01 
0,18c 

± 0,01 
0,20c,d 

± 0,01 
0,12b 

± 0,01 
0,13b 

± 0,01 
0,09a 

±0,01 

ATI-Gehalt  
[g/100g TS] 

1,18e 

± 0,05 
 

0,74c 

±0,02 
0,91d 

± 0,00 
0,37b 

± 0,00 
0,40b 

± 0,01 
0,30a 

±0,00 

TIA [mg/kg TS] <BGa 

 
<BGa 

 
<BGa 3,3b 

± 2,8 
5,2c 

± 3,9 
4,6c 

± 6,2 

± Standardabweichung; Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen 
Untergruppen nach Duncan (TSN- und ATI-Gehalt) und Tamhane (TIA) zwischen 
den Sorten 

Die Ergebnisse des löslichen Proteins, welche mittels Bradford ermittelt wurden, 

lagen weit unterhalb der berechneten ATI-Gehalte. Die Amylase-Trypsin-

Inhibitoren gehören, wie bereits beschrieben, zu der löslichen Albumin/Globulin-

Fraktion, weshalb der analysierte ATI-Gehalt geringer als der Gehalt an löslichem 

Protein ausfallen sollte. Bei der Messung mittels Bradford, wurde jedoch 

beobachtet, dass bei der Verwendung von 20 % iger Acetonitril-Lösung ein 

Auslaufen der Probelösung aus den Pipettenspitzen stattfand. Dies konnte als 

mögliche Ursache der niedrigen löslichen Proteingehalte identifiziert werden. In 

Anbetracht der Ergebnisse der ATI-Gehalte konnten zwischen allen Sorten mit 

der Ausnahme von Arnold und Aurelius, signifikante Unterschiede erkannt 

werden. Wie auch bei der Extraktion mit Natriumchlorid (Tab. 18) lagen die 

Trypsin-Inhibitoraktivitäten der Sorten Adesso, Alessio und Amicus unterhalb der 

Bestimmungsgrenze von 15 mg/kg. Die Sorte Arnold unterschied sich mit einer 
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TIA von 3,3 mg/kg signifikant von den anderen Weizensorten. Die Proben 

Aurelius und Laurenzio wiesen die höchsten TIA-Werte auf. Die Trypsin-

Inhibitoraktivität nach erfolgter Chloroform/Methanol-Extraktion war deutlich 

geringer im Vergleich zur Extraktion mit Natriumchlorid. In Tab. 17 ist eine 

negative hochsignifikante Korrelation zwischen dem Gehalt an Amylase-Trypsin-

Inhibitoren und der biologischen Aktivität ersichtlich. Aufgrund der 

außergewöhnlichen Situation durch Covid19 und dem dadurch eingeschränkten 

Labor- und Forschungsbetrieb, konnten keine weiteren Analysen sowie 

Wiederholungen der Extraktionen durchgeführt werden. Die Charakterisierung 

der Rohstoffe und die Durchführung sowie die Analyse der Backversuche im 

Zuge des ID WHEAT Projektes hatten eine größere Bedeutung. 

Tab. 17: Spearman-Korrelation der Trypsin-Inhibitoraktiviät und des ATI-
Gehaltes der CM-Extraktion 

 TIA  ATI  

TIA 1 -0,726** 

 0,001 

24 17 

ATI -0,726** 1 

0,001  

17 18 

 

6.1.2 Chymotrypsin-Inhibitor-Assay  

Des Weiteren erfolgte die Literaturrecherche sowie die Planung eines 

modifizierten Chymotrypsin-Inhibitor-Assays. Das Ziel war es, diesen möglichst 

gut an den TIA-Assay nach Lisa Call et al. 2019 anzupassen. Erste Versuche 

lieferten jedoch keine stabilen Ergebnisse. Aufgrund von Zeitmangel durch 

Covid19 verursacht, konnten keine weiterführenden Analysen durchgeführt 

werden.  

6.2 Charakterisierung der Rohstoffe 

Die sechs Mehlsorten, welche als Rohstoffe für den zweiten Backversuch 

dienten, wurden anhand ausgewählter Methoden charakterisiert. Es erfolgte die 

Bestimmung der Trypsin-Inhibitoraktivität (TIA), des löslichen Proteins (TSN), der 
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Proteinverdaubarkeit, des Amylase-Trypsin-Inhibitor-(ATI)-, des Rohprotein- und 

des Glutengehaltes (graphische Darstellung siehe auch Anhang Abb. 22-26).  

Tab. 18: Analytische Charakterisierung der Weizensorten (Ernte 2019) 

 Adesso Alessio Amicus Arnold Aurelius Laurenzio 

Rohproteingehalt 
[g/100g TS]  

13,7d 

± 0,01 
13,2b 

± 0,08 
12,1a 

± 0,06 
14,7e 

± 0,07 
13,1b 

± 0,04 
13,5c 

± 0,06 

Gehalt lösl. Protein 
[g/100g TS] 

1,24b 

± 0,06 
1,44a,b 

± 0,15 
1,13a 

± 0,10 
1,16a 

± 0,06 
1,20a,b 

± 0,06 
1,32a,b 

± 0,06 

ATI-Gehalt  
[g/100g TS] 

1,06c 

± 0,01 
1,12c 

± 0,05 
0,86a 

± 0,00 
0,91b 

± 0,01 
0,88b 

± 0,07 
0,92b 

± 0,01 

Glutengehalt 
[g/100g TS] 

13,11b 

± 0,49 
13,50b 

± 0,03 
11,96a 

± 0,40 
14,83c 

± 0,12 
12,70a,b 

±0,84 
12,82b 

± 0,23 

TIA [mg/kg TS] <BGa <BGa <BGa 62b 

± 0,01 
175c 

± 0,03 
203c 

± 5,58 

Verdaubarkeit [%] 88a 

± 0,7 
90b 

± 1,2 
91b 

± 1,1 
91b 

± 0,8 
92c 

± 0,5 
90b 

± 0,7 

± Standardabweichung; Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen 
Untergruppen nach Duncan und Tamhane (ATI-Gehalt) zwischen den Sorten 

Anhand der Methode nach Dumas wurden die Rohproteingehalte, welche in 

Tab. 18 angeführt sind, ermittelt. Die mittleren Proteingehalte lagen innerhalb 

eines Bereichs von 12,1-14,7 g/100 g. Die Mehlsorte Arnold zeigte den höchsten 

Proteingehalt mit 14,7 g/100 g. Beim Vergleich der Gehalte der angebauten 

Weichweizensorten in Österreich durch das Bundesamt für Ernährungssicherheit 

(2020) wies die Sorte Arnold ebenso den höchsten Rohproteingehalt auf. Zudem 

lieferte Kapeller (2019) ähnliche Ergebnisse anhand der Rohproteinbestimmung 

der Weizenernte vom Jahr 2018. Der Rohproteingehalt der Sorte Arnold lag 

ebenfalls bei 14,7 g/100 g. Generell wies die Ernte vom Jahr 2019 leicht höhere 

Rohproteingehalte als die Vorjahresernte auf, mit der Ausnahme von der Sorte 

Alessio. Der geringste Proteingehalt (Ernte 2019: 12,1 g/100 g, Ernte 2018: 

11,6 g/100 g) wurde in beiden Erntejahren bei der Sorte Amicus beobachtet. Da 

die Standortbedingungen bei allen Sorten gleich waren, konnte davon 

ausgegangen werden, dass der Unterschied von sortenspezifischen Faktoren 

abhängig war. Neben genetischen Differenzen beeinflussen höhere 

Temperaturen (Dupont et al. 2006) sowie eine vermehrte Düngung (Shewry et 

al. 2013) nachweislich den Gesamtproteingehalt. Die unterschiedlichen 
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Rohproteingehalte innerhalb einer Sorte der Ernte 2018 und der Ernte 2019 sind 

möglicherweise auf diverse Umwelteinflüsse zurückzuführen (Kramer 1979).  

Um das lösliche Protein zu bestimmen wurde die Methode nach Bradford 

durchgeführt. Wie in Tab. 18 ersichtlich wurden Proteingehalte im Bereich von 

1,13-1,44 g/100 g ermittelt. Die Sorte Alessio zeigte den höchsten mittleren 

Gehalt an löslichem Protein mit 1,44 g/100 g. Am wenigsten lösliches Protein 

wurde beim Weizen Amicus mit 1,13 g/100 g nachgewiesen. Die 

Albumin/Globulin-Fraktion sollte in etwa 20 % des Gesamtproteingehaltes 

darstellen. Der Anteil der ermittelten Werte lag jedoch nur bei etwa 9 %. Lisa Call 

et al. (2020) erzielte anhand der gleichen Methode höhere Gehalte der 

Weizenernte vom Jahr 2018. Die Gehalte des löslichen Proteins lagen innerhalb 

eines Bereiches von 1,57-2,47 g/100 g. Die Weizensorten Adesso und Laurenzio 

wiesen die höchsten Gehalte auf, die Sorte Aurelius hingegen den niedrigsten 

Gehalt an löslichem Protein. Eine Ursache dafür könnte eine ungenaue Messung 

gewesen sein, aber auch diverse Umwelteinflüsse könnten den Proteingehalt 

beeinflusst haben. Um Erkenntnisse darüber zu erlangen, müsste die Messung 

wiederholt werden.  

Des Weiteren erfolgte die Bestimmung der ATI-Gehalte mittels RP-HPLC. Die 

ATI-Gehalte der Mehlproben lagen im Bereich von 0,86-1,12 g/100 g (Tab. 18). 

Den höchsten Gehalt an ATIs wies die Sorte Alessio mit 1,12 g/100 g auf. 

Ebenfalls hohe Werte wurden bei der Mehlprobe Adesso beobachtet. Das Mehl 

mit dem geringsten Gehalt war die Sorte Amicus mit einem Wert von 

0,86 g/100 g. Der Vergleich der ATI-Gehalte der sechs Weizenmehlsorten wies 

signifikante Unterschiede auf. Die beiden Sorten Alessio und Adesso sowie die 

Sorten Arnold, Aurelius und Laurenzio unterschieden sich signifikant 

voneinander. Durch den geringen ATI-Gehalt der Mehlsorte Amicus unterschied 

sich diese signifikant von den anderen fünf Mehlproben. Kapeller et al. (2019) 

analysierte unter anderem die ATI-Gehalte der gleichen Sorten und ermittelte 

etwas höhere Gehalte, welche innerhalb eines Bereiches von 1,02-1,24 g/100 g 

lagen. Den höchsten Gehalt wies die Weizensorte Laurenzio auf, gefolgt von der 

Sorte Adesso. Der niedrigste ATI-Gehalt wurde ebenfalls bei der Sorte Amicus 

beobachtet. Besonders die ATIs gelangten ins Blickfeld wissenschaftlicher 

Untersuchungen, da vermutet wird, dass durch moderne Weizenzüchtung deren 

Gehalt erhöht wurde, jedoch liegen dafür keine wissenschaftlich belegten 
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Nachweise vor (Ryan, 1990; Junker et al., 2012). Kapeller (2019) kam ebenfalls 

zu dem Entschluss, dass hinsichtlich des Zulassungsjahres der untersuchten 

Weichweizensorten, keine Tendenz in Richtung höhere ATI-Gehalte bei 

modernen Sorten besteht. In der Studie von Boukid et al. (2017) konnte hingegen 

eine gering höhere Konzentration an CM3 Proteinen in modernen Sorten 

festgestellt werden. Geisslitz et al. (2018) verwies wiederum, dass gezielte 

Züchtungen zur Reduktion von unerwünschten Weizeninhaltsstoffen, wie ATIs, 

genutzt werden können. Jedoch könnte ein geringerer Anteil an ATIs, welchen 

eine große Bedeutung als natürlicher Pflanzenabwehrstoff zukommt, zur 

Erhöhung des Einsatzes von Pestiziden führen.  

Im Zuge der Charakterisierung der Mehlsorten wurde ebenfalls der Glutengehalt 

mittels RP-HPLC bestimmt. Wie in Tab. 18 dargestellt, lagen die ermittelten 

Gehalte an Gluten innerhalb eines Bereiches von 12,0-14,8 g/100 g. Die 

Weizensorte Arnold zeigte den höchsten Gehalt an Gluten mit 14,8 g/100 g, 

gefolgt von der Sorte Alessio mit 13,5 g/100 g. Hingegen wurde der geringste 

Anteil an Gluten bei der Weizenprobe Amicus mit 12,0 g/ 100 g beobachtet. Die 

Sorten Adesso, Alessio, Aurelius und Laurenzio lagen auf einem ähnlichen 

Niveau und wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Hingegen zeigten die 

Sorten Amicus und Aurelius deutlich geringere Werte. Die Sorte Arnold 

unterschied sich signifikant von den anderen Sorten. In Anbetracht der 

ermittelten Glutengehalte der Ernte 2018 von Kapeller (2019) konnten 

vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Die Gehalte erstrecken sich innerhalb 

eines größeren Bereiches von 10,6-15,7 g/100 g. Die Sorte Arnold wies ebenso 

den höchsten Gehalt auf, ebenfalls gefolgt von der Sorte Alessio. Zudem wurde 

der geringste Glutengehalt mit nur 10,6 g/100 g im Weizenmehl der Sorte Amicus 

nachgewiesen. Die Glutenproteine des Weizenmehles besitzen einen großen 

Einfluss auf die Verarbeitung von unterschiedlichen Lebensmitteln (Weegels et 

al. 1996) und machen etwa 63-90 % des Gesamtproteingehaltes aus 

(Emanuelson et al. 2003). Im Vergleich des Rohproteingehaltes mit dem 

Glutengehalt der sechs Weizenmehlsorten unterschieden sich die ermittelten 

Werte der jeweiligen Sorten kaum. Dies kann auf die Messunsicherheit der RP-

HPLC Methode zurückzuführen sein.  

Um die Trypsin-Inhibitoraktivität in den sechs Weizensorten zu ermitteln, wurde 

der TIA-Assay nach Call et al. (2019) durchgeführt. Die Ergebnisse in mg/kg sind 
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in Tab. 18 zusammengefasst. Innerhalb der sechs Sorten variierte die Trypsin-

Inhibtoraktiviät von einem Bereich von <15-203 mg/kg. In Tab. 18 ist ersichtlich, 

dass die Sorte Laurenzio den höchsten mittleren TIA-Wert mit 203 mg/kg 

aufwies, gefolgt von der Sorte Aurelius mit einer Trypsin-Inhibitoraktivität von 175 

mg/kg. Die Arnold Mehlprobe zeigte mit 62 mg/kg nur etwa ein Drittel der Aktivität 

der bereits genannten Sorten. Die TIA-Werte der Mehle Adesso, Alessio und 

Amicus lagen unterhalb der Bestimmungsgrenze von 15 mg/kg. Die Sorte Arnold 

unterschied sich signifikant von den restlichen Mehlproben. Zwischen den beiden 

Sorten Aurelius und Laurenzio bestand hingegen kein signifikanter Unterschied 

bezüglich der TIA. Wissenschaftliche Daten in Bezug auf die Trypsin-

Inhibitoraktivität in Weizen sind eher mangelhaft. In der Studie von Call et al. 

(2020) wurden unter anderem die sechs Mehle des Erntejahres 2018 anhand 

ihrer Trypsin-Inhibitoraktivität analysiert. Den höchsten TIA-Wert wies ebenfalls 

die Sorte Laurenzio mit 216 mg/kg auf, gefolgt von den Sorten Aurelius mit 167 

mg/kg und Arnold mit 84,7 mg/kg. Die Qualitätsweizen Laurenzio und Arnold der 

Ernte 2018 zeigten höhere Aktivitäten, was auf Temperaturunterschiede sowie 

die Menge des Niederschlags der beiden Erntejahre zurückzuführen ist. Bei den 

Unterschieden der TIA innerhalb der beiden Ernten (2018 und 2019) wurde von 

einem Sorteneffekt ausgegangen, da die Standortbedingungen der jeweiligen 

Ernten bei allen Sorten die gleichen waren.  

Außerdem wurden Versuche in Bezug auf die Proteinverdaubarkeit von Mehl und 

deren Produkte durchgeführt. Die Verdaubarkeit der sechs ausgewählten Mehle 

betrug zwischen 88-92 %, wie in Tab. 18 erkenntlich. Das Mehl Aurelius wies die 

beste Verdaulichkeit mit 92% der getesteten Mehlsorten auf. Es folgten mit 

sinkender Proteinverdaubarkeit die Sorten Arnold, Amicus, Alessio und 

Laurenzio. Die schlechteste Verdaubarkeit wurde bei der Sorte Adesso mit einem 

Wert von 88 % beobachtet. In Anbetracht der Sorten Alessio, Amicus, Arnold und 

Laurenzio konnte kein signifikanter Unterschied beobachtet werden. Die Sorten 

Adesso und Aurelius wurden jeweils in eine homogene Gruppe eingeteilt und 

unterschieden sich somit signifikant von den anderen Weizensorten. Abdel-Aal & 

Hucl (2002) ermittelten eine mittlere Proteinverdaubarkeit von Weizenmehl von 

86%. Eine weitere Untersuchung der Proteinverdaulichkeit an Ratten verwies auf 

eine Verdaubarkeit von 96 % von Weizen (Eggum et al. 1981). Die erhaltenen 
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Ergebnisse decken sich mit mehreren wissenschaftlichen Studien, welche im 

Zuge der Verdaubarkeit von Weizen durchgeführt wurden.  

Um einen Zusammenhang zwischen dem TSN-Gehalt, dem ATI-Gehalt, dem 

Rohprotein, der Proteinverdaubarkeit und dem Glutengehalt zu ermitteln, wurde 

eine Korrelation nach Pearson durchgeführt. 

Tab. 19: Pearson-Korrelation der proteinbezogenen Daten der ausgewählten 
Mehlsorten 

 TSN ATI Rohprotein Verdau Gluten 

TSN 1 0,500* -0,053 -0,546** -0,242 

 0,035 0,834 0,006 0,333 

24 18 18 24 18 

ATI 0,500* 1 0,317 -0,415 0,228 

0,035  0,200 0,087 0,363 

18 18 18 18 18 

Rohprotein -0,053 0,317 1 -0,391 0,853** 

0,834 0,200  0,109 0,000 

18 18 18 18 18 

Verdau -0,546** -0,415 -0,391 1 -0,165 

0,006 0,087 0,109  0,512 

24 18 18 36 18 

Gluten -0,242 0,228 0,853** -0,165 1 

0,333 0,363 0,000 0,512  

18 18 18 18 18 

 

Wie in der Tab. 19 ersichtlich, lag eine signifikante positive Korrelation zwischen 

dem Gehalt an ATIs und dem löslichen Protein vor. Hingegen handelte es sich 

zwischen dem löslichen Protein und der Proteinverdaubarkeit um eine 

hochsignifikante negative Korrelation, da die Korrelation auf dem Niveau von 

0,05 signifikant war. Die höchste Signifikanz mit einem Wert von 0,853 konnte 

zwischen den Ergebnissen des Rohproteins und dem Glutengehalt ermittelt 

werden. Des Weiteren wurde eine Spearman-Korrelation für die nicht 

normalverteilten Werte des TIA-Assays mit den Messwerten der restlichen 

Methoden durchgeführt. Es konnte jedoch keine statistisch signifikante 

Korrelation ermittelt werden.  
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6.3 Backversuche 

6.3.1 Backversuch mit dem W700 Rösselmehl 

Im Rahmen der Backversuche 1 wurden bei den beteiligten Bäckereien (Haubis 

und Ströck) Versuche im größeren Maßstab unter Verwendung von Sauerteig 

durchgeführt. Um den Einfluss der Prozessparameter (Vorsauermenge, 

Fermentationszeit) zu ermitteln, wurde die mittels W700 Rösselmehl 

hergestellten Teiglinge auf ihr lösliches Protein, den Amylase-Trypsin-Inhibitor-

(ATI)-Gehalt sowie auf ihre Trypsin-Inhibitoraktivität (TIA) analysiert. Die 

Backversuche 1 erfolgten alle mit dem Mehl der Pfahnl Mühle, um weitere 

Einflussfaktoren durch die Verwendung unterschiedlicher Mehle zu eliminieren.  

Die Quantifizierung des löslichen Proteins erfolgte anhand der Methode nach 

Bradford. Die Gehalte an löslichem Protein des Backversuches 1 sind in Abb. 13 

graphisch dargestellt.  

 

Abb. 13: Löslicher Proteingehalt der Teiglinge von Backversuch 1 nach 
variierender Vorsäuerung und unterschiedlicher Dauer der Teigführung in 
g Protein/100 g Probe TS; Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen 
Untergruppen nach Tamhane 

In Anbetracht des löslichen Proteins der Backversuche 1 erstreckten sich die 

Gehalte innerhalb eines Bereiches von 0,7-1,3 g/100 g. Den höchsten Gehalt 

zeigte der Haubis Teigling mit 5 % Vorsauermenge und kurzer Teigführung. Der 

geringste Gehalt an löslichem Protein des Vorversuches mit 0,7 g/100g war 

ebenfalls bei den Haubis Teiglingen mit kurzer Teigführung zu beobachten, 
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jedoch mit 15 % Vorsauermenge. Die Haubis Teiglinge, welche einer längeren 

Fermentationsdauer unterzogen wurden, zeigten generell ein geringeres 

lösliches Protein (geringeren Bereich). Wie auch bei der kurzen Teigführung der 

Haubis Teiglinge, war ebenso bei langer Teigführung eine Abnahme des 

Gehaltes an löslichem Protein mit steigender Vorsauermenge ersichtlich. Beim 

Backversuch 1 von Ströck zeigte der Teigling mit dem zweistufigen geführten 

Vorsauer-Teig (1,2 g/100g) höhere Werte als der einstufig geführte Teigling mit 

einem Gehalt von 1,0 g/100g. Wie im Diagramm (Abb. 11) deutlich erkennbar, 

führte eine gesteigerte Vorsauermenge zu einem höheren Abbau des löslichen 

Gesamtstickstoffes der analysierten Teiglinge. Durch die intensivere Säuerung 

des Teiges, kam es während der Gärung zu einem graduellen Abbau in 

Abhängigkeit vom jeweiligen Säuregrad. Längere Teigführungszeiten verstärkten 

diesen Effekt nochmals. Im Vergleich der Teiglinge mit 5 % und 15 % 

Vorsauermenge konnte eine Abnahme des Proteingehaltes von bis zu 52 % 

beobachtet werden. Außerdem erzielte Ströck mit einem einstufig-geführtem 

Vorsauer einen höheren Abbau im Vergleich zur zweistufigen Variante. 

Im Zuge des Backversuches 1 wurden zudem die ATI-Gehalte der erzeugten 

Teiglinge mittels RP-HPLC untersucht und in Abb. 14 graphisch dargestellt. 

 

Abb. 14: ATI-Gehalt der Teiglinge von Backversuch 1 nach variierender 

Vorsäuerung und unterschiedlicher Dauer der Teigführung in g Protein/100 g 

Probe TS; Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen nach 

Tamhane 
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Den höchsten ATI-Gehalt wies der zweistufig geführte Vorsauer-Teigling von 

Ströck mit 0,68 g/100g auf. Der einstufig geführte Ströck Teigling unterschied 

sich signifikant anhand des ermittelten Gehaltes von 0,65 g/100 g. Wie bereits 

bei der Methode nach Bradford beobachtet wurde, nehmen ebenfalls die ATI-

Konzentrationen der Haubis Teiglinge mit steigender Vorsauermenge als auch 

mit steigender Fermentationsdauer ab. Die Haubis Teiglinge der kurzen 

Teigführung zeigten Gehalte im Bereich von 0,66-0,48 g/100 g. Im Vergleich dazu 

erstreckten sich die ATI-Mengen der Haubis Teiglinge der langen Teigführung 

von 0,59-0,40 g/100 g. Sie wiesen generell niedrigere ATI-Mengen auf und 

zeigten ebenso eine Abnahme der ATI-Konzentrationen mit erhöhter 

Vorsauermenge auf. Der geringste Gehalt an ATIs wurde demnach im Teigling 

von Haubis mit 15 % Vorsauermenge und langer Fermentationsdauer 

nachgewiesen. In Anbetracht der Untersuchung der ATI-Gehalte der Teiglinge 

von Backversuch 1 konnten deutlich geringere ATI-Konzentrationen mit einer 

gesteigerten Vorsauermenge festgestellt werden. Die ATIs wurden durch die 

Ansäuerung des Teiges während der Fermentation in Abhängigkeit des 

Säuregrades graduell abgebaut. Im Vergleich zum W700 Rösselmehl (ATI-

Gehalt von 1,51 ± 0,28 g/100 g) war ein Abbau des ATI-Gehaltes der Teiglinge 

von bis zu 80 % erzielt worden. Außerdem erfolgte ein verbesserter Abbau beim 

zweistufig-geführtem Vorsauer als bei der einstufigen Variante des Ströck 

Vorversuches. Der ATI-Gehalt müsse um 90 % reduziert werden, um Symptome 

der Weizenunverträglichkeit einzudämmen (Statement Detlef Schuppan, MD, 

PhD). Um genaue Aussagen über den ATI-Gehalt des fertigen Gebäcks zu 

treffen, müsste hierbei zusätzlich der Gehalt der erhitzten Gebäckproben 

bestimmt werden. 
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Die Trypsin-Inhibierungsaktivität wurde ebenfalls für die Teiglinge des 

Backversuches 1 ermittelt und in Abb. 15 anhand eines Balkendiagrammes 

dargestellt.  

 

Abb. 15: Trypsin-Inhibierungsaktivität der Teiglinge nach variierender 

Vorsäuerung und unterschiedlicher Dauer der Teigführung in mg/kg TS; 

Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen nach Tamhane 

Die ermittelten TIA-Werte des Backversuches 1 lagen innerhalb eines Bereiches 

von 144-184 mg/kg. Den höchsten Wert wies der einstufig geführte Vorsauer-

Teigling von Ströck auf. Der zweistufig geführte Ströck-Teigling zeigte 

vergleichsweise eine Aktivität von 169 mg/kg. Die Aktivitäten der Teiglinge von 

Haubis der kurzen Teigführung erstreckten sich innerhalb eines Bereiches von 

156-181 mg/kg, wobei mit gesteigerter Vorsauermenge die TIA sank. Im 

Vergleich zeigten die Haubis Teiglinge der lange Teigführung niedrigere 

Aktivitäten. Zudem sank deren Aktivität bei Erhöhung der Vorsauermenge des 

Teiglings von 5 % auf 10 % und stieg wiederum bei einer Vorsauermenge von 

15 %. Die niedrigste TIA konnte im Teigling von Haubis bei langer Teigführung 

und bei 10% Vorsauer festgestellt werden. Während durch die Anwendung der 

Sauerteigtechnologie das lösliche Protein und die ATI-Konzentration sanken, 

stieg die Trypsin-Inhibitoraktivität der analysierten Teiglinge des Vorversuches. 

Die Bestimmung der TIA des W700 Rösselmehls zeigte eine Aktivität von 

118 mg/kg und lag damit unter allen ermittelten Aktivitäten der Teiglinge des 

Backversuches 1. Die TIA erhöhte sich durch die Sauerteigführung um etwa 18-

36 %. Des Weiteren konnte im Zuge des Vorversuches in den Gebäckproben 
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überprüfungsmäßig analysiert wurden. Dies wurde auf die zusätzliche Erhitzung 

des Gebäcks zurückgeführt. Dieses Ergebnis wurde durch einen Modellversuch 

der HTLLMT Wels bestätigt. Der Modellversuch beruhte auf der Erhitzung einer 

trockenen Mehlprobe und einer Mehl/Salzwasser-Suspension auf 100°C. Das 

Mehl verlor nur geringfügig an Trypsin-Inhibierungsaktivität, während in der 

Suspension keine Aktivität mehr beobachtet werden konnte (Schuster & Plöchl 

2020). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass ATIs oder deren 

Abbauprodukte weiterhin für Entzündungen im Darm sorgen können (Call 2020). 

In Abb. 16 und Tab. 20 ist die statistische Auswertung der TIA- und ATI-

Ergebnisse ersichtlich, die den Einfluss der Vorsauermenge und der 

Fermentationsdauer auf die ATI-Konzentration sowie auf die Trypsin-

Inhibitoraktivität darstellt.  

   

Abb. 16: ATI-Gehalt und TIA in Abhängigkeit von Vorsauermenge (‚starter‘) und 
Teigführungszeit (‚time‘) (Call 2020) 

Tab. 20: Statistische Auswertung der Rezeptureinflüsse (Backversuch 1) (Call 
2020) 

 Vorsauermenge Teigführungszeit 

 p-Wert partielles Eta2 p-Wert partielles Eta2 

ATI-Gehalt 0,000 0,874 0,006 0,475 

TIA 0,083 0,241 0,080 0,161 

p-Wert > 0,05 werden als signifikant betrachtet; partielles ETA2 gibt an, wie viel der 

Varianz der abhängigen Variablen (ATI-Gehalt, TIA) prozentual durch die 

unabhängige Variable (Vorsauermenge, Teigführungszeit) erklärt wird 

Je größer das partielle Eta2, desto größer auch der Einfluss dieses Parameters 

auf den ATI-Gehalt sowie die TIA. Die Vorsauermenge konnte als größter 

Einflussfaktor auf den Abbau von ATIs im Teigling identifiziert werden. 
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Die Sauerteigtechnologie beeinflusst durch die Ansäuerung, die Proteolyse und 

die Aktivierung einer Reihe an Enzymen, aber auch die Synthese von 

mikrobiologischen Metaboliten die Teig- und Backwarenmatrix sowie die 

funktionelle/nutritive Qualität der Lebensmittel (Gobetti et al. 2014). Der 

Proteinabbau durch die Sauerführung ist nicht nur auf die mikrobiologische 

Aktivität von Proteasen zurückzuführen, sondern hauptsächlich auf die Senkung 

des pH-Wertes auf ein Optimum für die Aktivität von Weizen-Endoproteasen. 

(Gänzle et al. 2008; Loponen et al. 2009). Die chemische Ansäuerung zeigte sich 

als weniger effektiv als der mikrobiologische Abbau (Di Cagno et al. 2004).  

6.3.2 Backversuch mit reinsortigen Mehlen 

Aus den Ergebnissen des ersten Backversuches wurde für jede Bäckerei eine 

Rezeptur entwickelt und im zweiten Backversuch mit den ausgewählten Mehlen 

(Adesso, Alessio, Amicus, Arnold, Aurelius, Laurenzio) umgesetzt. Die Bäckerei 

Haubis arbeitete mit 10 % Vorsauermenge, einstufiger Vorsäuerung und einer 

Teigführungszeit von 16 Stunden, Ströck hingegen mit 10 % Vorsauermenge, 

einer zweistufigen Vorsäuerung und einer Teigführungszeit von 18 Stunden. 

Zur Bestimmung des löslichen Proteins mittels Bradford, des ATI-Gehaltes 

mittels RP-HPLC und der Trypsin-Inhibitoraktivität mittels TIA-Assays wurden im 

Zuge des zweiten Backversuches die Teiglinge der Bäckereien Haubis und 

Ströck herangezogen. Die Herstellung der Teiglinge basierte auf die Verwendung 

der sechs reinsortigen Mehle. Zur Ermittlung des Glutengehaltes und der 

Proteinverdaubarkeit wurden die Gebäcke der Backereien Haubis und Ströck 

sowie die Gebäcke des AGES Semmelbackversuches analysiert. Zur Herstellung 

der Gebäcke wurden ebenso ausschließlich die sechs reinsortigen Mehle als 

Rohstoffe verwendet. Anschließend wurden die erhaltenen Ergebnisse der 

Teiglinge und der Gebäcke mit den Daten des jeweilig reinsortigen Mehles 

verglichen, welche durch die Charakterisierung der Mehle (Kapitel 6.2.) ermittelt 

wurden, und somit der Einfluss der Sauerteigführung beschrieben.  
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In Abb. 17 ist das lösliche Protein der analysierten Teiglinge der Bäckereien 

Haubis und Ströck ersichtlich. 

 

Abb. 17 Löslicher Proteingehalt der Teiglinge von den Bäckereien Haubis und 
Ströck von Backversuch 2 in g Protein/100 g Probe TS; Kleinbuchstaben 
beschreiben die homogenen Untergruppen bezogen auf die Sorte nach 
Duncan; Großbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen bezogen 
auf den Hersteller nach Tamhane 

Die Gehalte an löslichem Protein (TSN) der Mehle wurden bereits in Kapitel 6.2. 

(Tab. 18) beschrieben. Während die Gehalte der Teiglinge von Ströck annähernd 

gleich hoch oder höher als die der Mehle waren, wiesen die Teiglinge von Haubis 

um 26-47 % niedrigere Gehalte als die der Mehle auf. Bereits bei den 

Vorversuchen zeigte der zweistufig-geführte Vorsauer Teigling von Ströck 

höhere Werte als bei einstufigem Vorsauer, was auf einen besseren Abbau der 

Glutenproteine deutete. Die löslichen Proteingehalte der Teiglinge der Bäckerei 

Ströck lagen innerhalb eines Bereiches von 1,11-1,24 g/100 g, wohingegen bei 

den Teiglingen der Bäckerei Haubis Gehalte von 0,75-0,95 g/100 g ermittelt 

wurden. Wie im Diagramm ersichtlich, konnte kein signifikanter Unterschied der 

Sorten beobachtet werden. Die Teiglinge von Ströck und Haubis unterschieden 

sich hingegen signifikant. Bei den Teiglingen der Bäckerei Ströck war zu 

beachten, dass die relative Standardabweichung bis zu doppelt so hoch wie bei 

den Haubis Teiglingen war. Bei den Sorten Amicus und Arnold konnte ein 

höherer Gehalt an TSN als bei den Mehlen beobachtet werden. Coda et al. 

(2012) und Rizzello et al. (2007) beschrieben in ihren Studien, dass nach der 

Fermentation mit ausgewählten Sauerteig-Milchsäurebakterien und Hefen sich 
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das typische Verhältnis der Fraktionen der Weizenproteine veränderte. Aufgrund 

der Proteolyse von Gliadinen und Gluteninen steigt der Stickstoffgehalt der 

Albumin/Globulin-Fraktion, da die gebildeten Fragmente in Wasser/Salz-

Extrakten löslich sind. Des Weiteren verbessert die Proteolyse in einem 

limitierten Ausmaß den Geschmack des Gebäcks, da Aminosäuren und Peptide 

als Präkursor für flüchtige Geschmackskomponenten gelten (Gassenmeier & 

Schieberle 1995; Thiele et al. 2002). 

Des Weiteren wurde der Einfluss der Sauerteigführung auf den ATI-Gehalt 

ermittelt (Abb. 18).  

 

Abb. 18: ATI-Gehalt der Teiglinge der Bäckereien Haubis und Ströck von 
Backversuch 2 in g Protein/100 g Probe TS, Kleinbuchstaben beschreiben die 
homogenen Untergruppen bezogen auf die Sorte nach Tamhane, 
Großbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen bezogen auf den 
Hersteller nach Duncan 

Die ATI-Gehalte der sechs Mehlsorten können aus Tab. 18 entnommen werden. 

In Anbetracht der Ergebnisse war deutlich zu sehen, dass durch die 

Sauerteigführung ein eindeutiger Abbau an Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATIs) 

zu beobachten war. Die Gehalte der Teiglinge erstreckten sich innerhalb eines 

Bereiches von 0,37-0,52 g/100 g (Vergleich Mehl 0,86-1,12 g/100 g). Es konnte 

eine Reduktion der ATI-Mengen von etwa 50-60 % erzielt werden. Zwischen den 

Sorten waren kaum Unterschiede erkennbar. Die Teiglinge der beiden 

Bäckereien Haubis und Ströck zeigten keine signifikanten Unterscheide. 
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Ähnliche Ergebnisse wurden anhand der Studie von Fraberger et al. (2020) 

ermittelt, wobei mit einzelnen Milchsäurebakterien ein ATI-Abbau von 52-85 % 

festgestellt wurde. Seitdem Amylase-Trypsin-Inhibitoren als pro-

inflammatorische Proteine in Weizen identifiziert wurden und bekannt ist, dass 

diese sich negativ auf die menschliche Gesundheit auswirken können, ist die 

Erforschung der ATIs von wissenschaftlichem Interesse. Huang et al. (2020) 

untersuchten den Einfluss der Sauerteigführung sowie des Hefe-fermentierten 

Brotes auf den Abbau sowie die Aktivität der sogenannten ATIs. Es wurde 

aufgezeigt, dass während der Sauerteigfermentation mit Multispezies-Kulturen 

bei einem pH-Wert unter 4 die ATI-Tetramere durch die Aktivierung der 

Aspartatproteasen abgebaut werden und nur mehr weniger als 30 % der ATIs als 

Tetramere vorliegen. Hingegen bleiben die ATI-Tetramere bei der Hefe-

Fermentation intakt. Während nach der Sauerteigfermentation die Amylase-

Inhibitoraktivität sinkt, steigt die Konzentration an freien Thiol-Gruppen. Im 

Vergleich von unfermentierten Weizen, konnte durch die Sauerteigtechnologie 

ebenfalls die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen verringert 

werden. Die gewonnen Daten lassen darauf schließen, dass durch die 

Anwendung der Sauerteigtechnologie ATIs abgebaut werden und die Aktivität 

vermindert werden kann und daher eine Strategie zur Verbesserung der 

Produkte hinsichtlich ihrer Verträglichkeit für Menschen mit 

Weizenunverträglichkeiten darstellt. Der Abbau von Albuminen, wie ATIs, in 

Sauerteigen wurde davor noch nicht erforscht, da der Fokus der meisten Studien 

auf dem Abbau der Glutenproteine während der Fermentation lag. 
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Die Ermittlung des Glutenabbaus in den analysierten Gebäckproben ist in 

Abb. 19 veranschaulicht.  

 

Abb. 19: Gehalt an Gluten im Gebäck des Semmelbackversuches der AGES 
sowie der Bäckereien Haubis und Ströck in g Gluten/100 g Probe TS; 
Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen bezogen auf die 
Sorte nach Tamhane; Großbuchstaben beschreiben die homogenen 
Untergruppen bezogen auf den Hersteller nach Tamhane 

Im Zuge der Arbeit wurde ein Abbau der Glutenproteine mittels Sauerteigführung 

als auch durch Hefe-fermentiertes Gebäck beobachtet. Bei den Hefe-

fermentierten Gebäcken des Semmelbackversuches konnte ein Abbau an Gluten 

von 37-44 % ermittelt werden. Der höchste Abbau wurde bei der Sorte Amicus 

erzielt. Im Vergleich dazu zeigten die Sauerteiggebäcke der Bäckereien Haubis 

und Ströck eine Verminderung des Glutens von 22-43 % und 32-43 %. Bei dem 

Gebäck von Haubis konnten Schwankungen des Glutenabbaus zwischen den 

sechs Sorten von bis zu 21 % ermittelt werden, der höchste Abbau mit über 40 % 

wurde innerhalb der Sorten Adesso und Alessio verzeichnet. Der Unterschied 

des Abbaus an Gluten zwischen den reinsortigen Gebäcken von Ströck war 

geringer. Die höchste Abnahme des Glutengehaltes wurde wie auch bei der 

Hefe-fermentierten Semmel bei der Sorte Amicus berechnet. Die teilweise hohen 

Standardabweichungen wurden auf die Verwendung des Tensides SDS 
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Überführen sowie Auffüllen der Proben Probleme bereitete. Im Allgemeinen 

wiesen die Hefe-fermentierten Gebäcke einen niedrigeren Glutengehalt als die 

Sauerteiggebäcke auf. Signifikante Unterschiede wurden zwischen allen 

Sauerteiggebäcken der Bäckerei Haubis und den Hefe-fermentiertem Gebäcken 

festgestellt werden. In der Studie von Rizello et al. (2019) konnte kein 

signifikanter Unterschied des Glutengehaltes zwischen dem Hefe-fermentiertem 

Brot und dem Sauerteigbrot mit Hefe festgestellt werden. Der beobachtete 

Glutenabbau war auf die stattfindende Proteolyse zurückzuführen. Die 

Proteolyse erfolgte durch die mikrobielle Ansäuerung des Teiges auf das pH-

Optimum der Aspartatproteasen, welche eine Schlüsselrolle in Bezug auf die 

Proteindegradation spielen. Des Weiteren führen spezifische 

Milchsäurebakterienstämme zur sekundären Proteolyse von Peptiden, wodurch 

es zur Akkumulation von Aminosäuren im Teig kommt, während Hefen 

Aminosäuren im Zuge des Wachstums verbrauchen. Durch die Ansäuerung 

sowie die Reduktion von Disulfidbrückenbindungen in Glutenproteinen erhöht 

sich die Löslichkeit der Glutenproteine und daher auch deren proteolytischer 

Abbau (Gänzle et al. 2008, Fraberger et al. 2020). Die Gliadine gelten als die 

Fraktion, welche am anfälligsten gegenüber der Proteolyse ist. Es wurde eine 

komplette Hydrolyse speziell für Polypeptide, die einen isoelektrischen Punkt 

kleiner als 8,5 besitzen, beschrieben. (De Anglis et al. 2010). Im Vergleich zu den 

Gliadinen besitzen die Glutenine eine höhere Resistenz gegenüber der 

Proteolyse (Di Cagno et al. 2020). 
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Im Zuge der Arbeit erfolgte ebenfalls die Bestimmung der Trypsin-

Inhibitoraktivität (TIA) der Sorten Arnold, Aurelius und Laurenzio der Sauerteig-

geführten Teiglinge der Bäckereien Haubis und Ströck (Abb. 20). Die restlichen 

Sorten der Teiglinge wurden nicht analysiert, da dessen TIA im Mehl unterhalb 

der Bestimmungsgrenze lagen (Tab. 18).  

 

Abb. 20: Trypsin-Inhibierungsaktivität der reinsortigen Teiglinge der Bäckereien 
Haubis und Ströck in mg/kg TS; Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen 
Untergruppen bezogen auf die Sorte nach Tamhane, Großbuchstaben 
beschreiben die homogenen Untergruppen bezogen auf den Hersteller nach 
Duncan 

Bei der Weizensorte Arnold war zu beobachten, dass die Teiglinge von Haubis 

und Ströck um bis zu 10 % bzw. 24 % höhere Aktivitäten als das reinsortige Mehl 

(Tab. 18) aufwiesen. In Anbetracht der Sorte Aurelius zeigten die Sauerteig-

geführten Teiglinge ebenso höhere Aktivitäten der Teigling. Bei der Sorte 

Laurenzio wurde beim Teigling der Bäckerei Haubis eine um bis zu 6 % höhere 

Aktivität ermittelt, während der Teigling der Bäckerei Ströck eine bis zu 10 % 

geringere Trypsin-Inhibitoraktivität aufwies. Zwischen den beiden Sauerteigen 

konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Jedoch unterschied 

sich der Teigling der Sorte Arnold, wie auch bei den analysierten Mehlproben, 

signifikant von den Sorten Aurelius und Laurenzio. Hier wurde wie auch bereits 

bei der Charakterisierung der Mehle von einem Sorteneffekt ausgegangen, da 

Standorteinflüsse vernachlässigt werden konnten. Laut Huang et al. (2020) 

konnte eine niedrigere β-Amylase Inhibierung durch die Sauerteigführung 

festgestellt werden, jedoch liegen keine Studien in Bezug auf die Trypsin-

Inhibitoraktivität in Sauerteiggebäck- bzw. -teiglingen vor. 
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Ebenfalls erfolgte die Ermittlung der Proteinverdaubarkeit der Gebäcke von 

Haubis und Ströck und des Semmelbackversuches (SBV) der AGES. 

 

Abb. 21: Proteinverdaulichkeit in % TS der Gebäcke des Semmelbackversuches 
der AGES und der Bäckereien Haubis und Ströck; Kleinbuchstaben beschreiben 
die homogenen Untergruppen bezogen auf die Sorte nach Duncan; 
Großbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen bezogen auf den 
Hersteller nach Duncan 

Wie in Abb. 21 gut erkennbar, zeigten die Gebäcke des Semmelbackversuches 

der AGES im Vergleich zu den Sauerteiggebäcken eine geringere 

Proteinverdaubarkeit. Die Werte der Verdaubarkeit der Mehle sind aus Tab. 18 

zu entnehmen. Die Gebäcke der Bäckereien Haubis und Ströck wiesen 

Verdaubarkeiten im Bereich von 62-72 % sowie 65-75 % auf. In Hinblick auf die 

Ergebnisse des SBV zeigten die Sorten Adesso, Alessio und Amicus alle niedrige 

Verdaubarkeiten im Bereich von 60-64 %, wohingegen bei den restlichen Sorten 

Werte von etwa 66-70 % beobachtet wurden. Es konnte eine eigentlich eher 

geringe, jedoch signifikant bessere Proteinverdaulichkeit im Sauerteig erzielt 

werden, die Ergebnisse der Sauerteiggebäcke zeigten im Durchschnitt um 4 % 

höhere Werte als die des Hefe-fermentiertem Gebäcks. Die generell höchste 

Verdaubarkeit konnte im Mehl als auch in den Gebäcken der Sorte Aurelius 

nachgewiesen werden. Rizzello et al. (2019) beschrieb ebenfalls eine bessere 

Verdaulichkeit von Sauerteigbrot als von reinem hefe-fermentiertem Brot. In der 
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Studie wurde eine Verdaubarkeit von 64 % für Hefe-fermentiertes Brot sowie 

einer Verdaulichkeit von 72 % in Sauerteigbrot (ebenfalls zusätzlich Hefe als 

Starterkultur verwendet) ermittelt. Die veröffentlichten Proteinverdaubarkeiten 

stimmen mit den analysierten Verdaubarkeiten, welche im Zuge dieser Arbeit 

ermittelt wurden überein, jedoch kamen unterschiedliche 

Versuchsdurchführungen zum Einsatz. Im Allgemeinen ist bekannt, dass die 

Verdaubarkeit während der Gärung zunimmt, jedoch während dem Backen 

wieder abnimmt (Wu et al. 2017; Smith et al. 2015). Der in vitro Proteinverdau 

basierte auf der sogenannten Multienzymtechnik unter Verwendung der Enzyme 

Trypsin, Chymotrypsin und einer Peptidase (Pepsin) (Pederson & Eggum 1983; 

Abdel-Aal & Hucl 2002). Die menschlichen gastrointestinalen 

Verdauungsenzyme wie Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin sind nicht in der Lage 

ein Protein vor oder nach den Aminosäuren Prolin und Glutamin zu spalten. 

Deshalb kann Gluten, welches durch einen hohen Anteil an Glutamin und Prolin 

charakterisiert ist, im humanen Gastrointestinaltrakt nicht abgebaut werden 

(Scherf et al. 2018). Smith et al. (2015) untersuchte die Verdaubarkeit der 

Glutenproteine in Mehl und Brot, welches mit demselben Mehl hergestellt wurde. 

Der Backprozess reduzierte wie bereits erwähnt die Verdaubarkeit. Die höhere 

Verdaulichkeit des Mehles wurde auf die partikelförmige Struktur des Mehles 

zurückgeführt, da die große Oberfläche eine bessere Angriffsfläche von Stärke- 

und Proteine-Moleküle für die Verdauungsenzyme darstellt. Zudem wirkt sich die 

Bildung von Gluten-Stärke Komplexen während des Backvorganges auf die 

Proteinverdaulichkeit aus.  
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7 Schlussfolgerung und Ausblick 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der Sauerteigführung auf die 

Proteinverdaubarkeit von Weizengebäck zu untersuchen sowie die 

Bekömmlichkeit zu verbessern. Hierzu wurde zuerst die Charakterisierung der 

sechs ausgewählten reinsortigen Mehle, welche als Rohstoffe für den zweiten 

Backversuch dienten, durchgeführt. Anschließend erfolgte ein Vorversuch, der 

sogenannte erste Backversuch, um den Einfluss der Sauerteigtechnologie auf 

die Teiglinge der Bäckereien Haubis und Ströck zu untersuchen. Um einen 

Sorteneffekt auszuschließen wurden alle Teiglinge mit einem gut 

charakterisierten Rösselmehl hergestellt. Im Zuge des Vorversuches wurde die 

Vorsauermenge sowie die Fermentationsdauer variiert, wobei die 

Vorsauermenge den größten Einfluss auf den Amylase-Trypsin-Inhibitor-(ATI)-

Abbau zeigte. Aufgrund der Ergebnisse des ersten Backversuches wurde für die 

Bäckerei Haubis ein Rezept mit 10 % Vorsauermenge, einstufiger Vorsäuerung 

und einer Teigführungszeit von 16 Stunden entwickelt. Für die Bäckerei Ströck 

wurde ebenfalls eine Vorsauermenge von 10 %, jedoch eine zweistufige 

Vorsäuerung und eine Teigführungszeit von 18 Stunden vorgesehen.  

Anhand des zweiten Backversuches erfolgte die Umsetzung der entwickelten 

Rezepte mit den sechs reinsortigen Mehle sowie die Durchführung des 

Semmelbackversuches (SBV) der AGES mit den ausgewählten Mehlsorten. Bei 

dem SBV handelte es sich um Hefe-fermentiertes Gebäck, weshalb ein direkter 

Vergleich zum Sauerteig-fermentiertem Gebäck hergestellt werden konnte.  

In Anbetracht der Ergebnisse des zweiten Backversuches zeigten die Teiglinge 

der Bäckerei Ströck im Vergleich zu den jeweiligen Mehlen gleich hohe oder 

höhere Konzentrationen an löslichem Protein. Dies deutete auf einen 

verbesserten Abbau von Gluten durch die Anwendung der Sauerteigtechnologie. 

Die Teiglinge von Haubis wiesen jedoch ein geringeres lösliches Protein auf. 

Durch die Untersuchung des Einflusses der Sauerteigführung auf den Amylase-

Trypsin-Inhibitor-Gehalt wurde eine Reduktion der ATI-Mengen von etwa 50-

60 % nachgewiesen. Des Weiteren wurde im Zuge des zweiten Backversuches 

ein Glutenabbau der Sauerteiggebäcke der beiden Bäckereien von 22-43 % 

verzeichnet. Im Vergleich mit dem Gebäck des Semmelbackversuches wurde 

eine Verminderung des Glutens von 37-44 % festgestellt. Somit konnte im 
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Allgemeinen ein geringerer Glutengehalt in den Hefe-fermentierten 

Gebäckproben nachgewiesen werden. Jedoch konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen dem Hefe-Gebäck und dem Ströck Sauerteiggebäck 

beobachtet werden. Zudem wurde bei der Beurteilung der Trypsin-

Inhibitoraktiviät der Sauerteigteiglinge eine höhere Aktivität als bei den 

Mehlproben beobachtet. Zuletzt erfolgte die Ermittlung der Proteinverdaubarkeit 

der Gebäcke des Semmelbackversuches und der Sauerteiggebäcke. Die Hefe-

fermentierten Gebäcke zeigten im Durchschnitt um 4 % geringere 

Verdaubarkeiten. Bei den Sauerteiggebäcken konnte einer Verdaubarkeit von 

62-75 % erreicht werden. Hervorzuheben ist, dass die Prozessführung einen 

stärkeren Einfluss auf die Ergebnisse hatte als die Rohstoffauswahl.  

Die erfolgten Vorversuche zur Optimierung der Extraktion der Amylase-Trypsin-

Inhibitoren, ergaben keine deutlichen Verbesserungen. Aufgrund des 

eingeschränkten Labor- und Forschungsbetriebs, durch Covid-19 verursacht, 

konnte nicht ausreichend Zeit investiert werden, um aussagekräftige Ergebnisse 

zu erzielen.  

Des Weiteren erfolgte die Planung sowie erste Vorversuche eines Chymotrypsin-

Inhibitor-Assays. Dieser konnte ebenfalls aufgrund der außergewöhnlichen 

Situation durch Covid-19 nicht vertieft werden.  

Die erzielten Forschungsergebnisse stellten wertvolle Grundlagen für die beiden 

Firmenpartner Haubis und Ströck dar, da diese für die Entwicklung leichter 

verdaulicher Backwaren genutzt werden können. Das Sauerteiggebäck erfüllt 

grundsätzlich alle Voraussetzungen für eine bessere Bekömmlichkeit und 

Verdaubarkeit. Jedoch muss die Auswirkung der ATI-Abbauprodukte ermittelt 

werden. Zurzeit liegen aufgrund mangelnder wissenschaftlicher Daten, inwiefern 

Amylase-Trypsin-Inhibitoren für bestimmte Weizenunverträglichkeiten 

verantwortlich sind, keine medizinischen Richtlinien/Empfehlungen für deren 

Verzehr vor. Um das gewonnene Wissen noch weiter auszubauen sind in 

weiterer Folge weitere Forschungsprojekte notwendig. Im Zuge dessen sind 

medizinische Studien sowie die Festlegung von Richtlinien erforderlich.  
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9 Anhang 

Tab. 21: Tabelle zur Bestimmung der Ammoniumsulfat-Menge zur Einstellung der gewählten Konzentration (in % Sättigung) bei 0 °C 
(Pingoud & Urbanke 1997) 

 Endkonzentration an (NH4)2SO4 (% Sättigung) 
 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 
 

Zugegebene (NH4)2SO4-Menge in g pro L 

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697 
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662 
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627 
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592 
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557 
25  0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522 
30   0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 
35    0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453 
40     0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418 
45      0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383 
50       0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348 
55        0 30 61 93 127 161 197 235 273 313 
60         0 31 62 95 129 164 201 239 279 
65          0 31 63 97 132 168 205 244 
70           0 32 65 99 134 171 209 
75            0 32 66 101 137 174 
80             0 33 67 103 139 
85              0 34 68 105 
90               0 34 70 

 



 
 

 

Abb. 22: Lösliches Protein in g/100 g Probe der Mehle nach der Methode von 
Bradford; Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen nach 
Duncan zwischen den Sorten 

 

Abb. 23: ATI-Gehalt in g/100 g Probe der sechs Mehlsorten; Kleinbuchstaben 
beschreiben die homogenen Untergruppen nach Duncan zwischen den Sorten 
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Abb. 24: Glutengehalt der sechs Mehlproben in g/100 g Probe; 
Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen nach Duncan 
zwischen den Sorten 

 

Abb. 25: Proteinverdaubarkeit in % der sechs getesteten Mehle; 
Kleinbuchstaben beschreiben die homogenen Untergruppen nach Duncan 
zwischen den Sorten 
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Abb. 26: Trypsin-Inhibierungsaktivität in mg/kg der Mehle; Kleinbuchstaben 
beschreiben die homogenen Untergruppen nach Tamhane zwischen den 
Sorten 
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