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Ausgangssituation:

Die Zoliakie gehdrt zu den bedeutendsten und am
weitesten verbreiteten Lebensmittelunvertraglich-
keiten. Zoliakie-Patienten (je nach Europdischer
Region sind dies eine(r) aus 20 bis 500 Personen)
mussen lebenslang auf den Verzehr von Lebens-
mitteln mit glutenhaltigen Cerealien (z.B. Weizen,
Roggen, Gerste) verzichten. Dadurch wird die Er-
nahrungs- und Lebensqualitdt des betroffenen
Personenkreises stark eingeschrankt, da Getrei-
deprodukte, insbesondere Brot, zu den Grund-
nahrungsmitteln zadhlen. Die eingeschrankte Aus-
wahl an solchen naturlichen Zutaten steht dem
allgemeinen Trend zur Entwicklung naturlicher
Produkte mit hoher sensorischer Qualitdt und
langer Haltbarkeit entgegen. Trotz der konstant
zunehmenden Nachfrage nach weizen- und glu-
tenfreien Backwaren ist die Produktpalette gluten-
freier Backwaren am Markt derzeit mengenmal3ig
und qualitativ sehr begrenzt. Sie basiert haupt-
sachlich auf einer Reis-, Mais- oder Starkematrix
und besitzt neben erheblichen sensorischen Defi-
ziten eine sehr kompakte elastische Krumenstruk-
tur, kleine Volumina und teilweise abgebackene
Krusten. Die Qualitat ist daher nicht mit der von
konventionellen Backwaren zu vergleichen. Dar-
Uber hinaus verfiigen diese glutenfreien Backwa-
ren Uber eine geringere ernahrungsphysiologi-
sche Wertigkeit. Entsprechende Prozessdesigns

oder der Zusatz von Backzutaten, die diesen
Nachteilen entgegenwirken, sind daher von au-
Berordentlichem Interesse. Die voranschreitende
Entwicklung von Backzutaten, die vergleichsweise
einfache Anwendungsmuster haben, ist fur Zolia-
kiekranke und das Backereigewerbe gleicherma-
Ben attraktiv und kann so eine Win/ Win-Situation
erzeugen.

Gegenwartig kann die Backfahigkeit glutenfrei-
er Backwaren aufgrund des fehlenden Klebe-
reiweildes nur durch den Zusatz von strukturge-
benden Hydrokolloiden oder durch das
proteinquervernetzende Enzym  Transgluta-
minase erreicht werden. Einen Ausweg zur
Verwendung deklarationspflichtiger Zusatzstof-
fe stellen Fermentationen mit lebensmittelasso-
ziierten Mikroorganismen (Starterkulturen) dar,
deren metabolisches Potenzial dazu genutzt
werden kann, die sensorischen und technologi-
schen Eigenschaften des Endproduktes naturli-
cherweise zu verbessern.

Hydrokolloide und Exopolysaccharide (EPS) aus
Milchsaurebakterien bringen vielfaltige Vorteile
und Verbesserungen flr (glutenfreie) Backwa-
ren. Fur Weizengebacke konnte gezeigt werden,
dass sich Essigsaurebakterien in optimierten
Getreidefermentationen durchsetzen konnen,
und EPS aus Essigsadurebakterien ein struktur-
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verbesserndes Potenzial haben, das weit uber
das der Milchsaurebakterien-EPS hinausgeht.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, das bis-
her in der Backmittelindustrie ungenutzte me-
tabolische Potenzial von Essigsaurebakterien
zur Erweiterung der Produktpalette glutenfreier
Backwaren zu erschlie3en. Der Einsatz von Vor-
teigen aus Fermentationen mit Essigsaurebak-
terien sollte den Einsatz von Zusatzstoffen er-
setzen und die Herstellung von Clean-Label-
Produkten ermoglichen. Dabei sollten die mole-
kularen Hintergriinde einer damit erzielten
Strukturverbesserung glutenfreier Brote aufge-
klart werden.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Vorhabens wurden unter-
schiedliche Essigsaurebakterien-Stamme in Be-
zug auf ihr EPS-bildendes Potential in fllissigem
Melassemedium untersucht, wobei insbeson-
dere vier Staimme eine starke Homopolysaccha-
rid (HoPS)-Produktion aufwiesen: Gluconobac-
ter albidus (TMW 2.1191), Neoasaia chiang-
maiensis (TMW 2.1086), Kozakia baliensis
(TMW 2.1340) und Gl/uconacetobacter azotocap-
tans (DSM 13594). Durch die Analyse der im
Medium gebildeten EPS konnte gezeigt werden,
dass es sich um ein aus Fruktose bestehendes
HoPS, genannt Levan, handelt. Des Weiteren
konnten ebenfalls vier Heteropolysaccharide
(HePS)-bildende Stamme auf Saccharose-
freiem modifizierten Gluconatmedium identifi-
ziert werden. Zu diesen gehoren zwei Kozakia-
Stamme (TMW 2.1087, TMW 2.1340) sowie Ne-
oasaia chiangmaiensis (TMW 2.1086) und des
Weiteren Acetobacter cerevisiae (TMW 2.1084).
Eine Analyse der HePS mittels HPLC zeigte eine
identische Monomerzusammensetzung fir bei-
de Kozakia-Stamme, welches aus Glucose, Ga-
lactose und Mannose bestand, wohingegen
sich das HePS von WN.chiangmaiensis (TMW
2.1086) aus Glucose, Rhamnose und Mannose
zusammensetzte. Fiar A. cerevisiae (TMW
2.1084) konnte kein HePS isoliert werden.

Wachstumsversuche der EPS-bildenden Essig-
saurebakterien in Buchweizen-Melasse-Teig mit
einer initialen Zellzahl von 5 x 107 KbE/mL zeig-
ten, dass ein konstantes Wachstum der Bakte-
rien innerhalb 48 Stunden bis zu einer maxima-
len Zellzahl von 10° KbE/mL stattfindet. Zudem
konnte wahrend der Fermentation ein zusatzli-
ches Wachstum von natiirlich vorkommmenden
Milchsaurebakterien beobachtet werden, die
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ebenfalls eine maximale Zellzahl von 10°
KbE/mL nach 48 Stunden erreichten. In diesem
Zusammenhang zeigte sich einzig G. albidus
(TMW 2.1191) als durchsetzungsfdahiger Stamm,
wahrend die anderen drei Stamme nur inner-
halb der ersten 24 Stunden dominant waren
(Neoasaia chiangmaiensis (TMW 2.1086), K. ba-
liensis (TMW 2.1340) und Gl/uconacetobacter
azotocaptans (DSM 13594)).

Folglich wurden G. albidus TMW 2.1191 (auf-
grund seiner konstanten Durchsetzungsfahig-
keit) und K. baliensis TMW 2.1340 (aufgrund
hoher gebildeter Levanmengen) fir weitere
Backexperimente ausgewahlt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Buchweizensauerteigbrote
mit fir 24 h fermentierten Sauerteigen eine ak-
zeptable Sensorik und Textur (Volumen, Kru-
menharte) aufweisen. Zudem konnte demons-
triert werden, dass insbesondere die gebildeten
Sauren (vor allem Acetat) die Backergebnisse
maflgeblich beeinflussen kénnen (nach 48 h
Sauerteigfiihrung hohe Acetatmengen und da-
mit zu niedrige Brotvolumina, zu saure Brote
und mogliche Inhibierung der Hefegéarleistung).
Der positive Effekt der /n situ gebildeten EPS
kann somit von den zu hohen Sauregraden in
negativer Weise Ubertroffen/maskiert werden.
Fir diese beiden Stamme wurden zudem ent-
scheidende Parameter zur EPS-Bildung (initiale
Melassekonzentration, Teigausbeute, Animpf-
menge) weiter optimiert und die in Buchwei-
zensauerteigen gebildeten Metabolite (Levan,
verbrauchte Zucker, gebildete Sé&uren) be-
stimmt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass mit Es-
sigsdurebakterien hergestellte Sauerteige die
sensorischen und physikalischen Eigenschaften
von glutenfreien Broten verbessern konnen.
Wahrend /n situ produzierte Levane das Altba-
ckenwerden verzogerten, wurden generelle
Brotcharakteristika, wie Volumen und Sensorik,
hauptsachlich durch die gebildeten Sauren be-
einflusst. Zudem konnte demonstriert werden,
dass liber die Regulierung des pH-Wertes spezi-
fische Fruktane mit unterschiedlich guten Ei-
genschaften zur Strukturverbesserung gluten-
freier Backwaren maf3geschneidert hergestellt
werden kdnnen. Die kontinuierlich zunehmende
Sauerung wahrend der Sauerteigfermentation
verhindert jedoch das MalRschneidern ohne Zu-
satz von Saureregulatoren, so dass derzeit le-
diglich die Fermentationszeit als Kontrollpara-
meter zur gezielten Einbringung spezifischer
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EPS genutzt werden kann.

Darliber hinaus wurden zur Aufklarung von
EPS-Clustern Genomsequenzierungen fir sechs
Stamme (A. cerevisiae (TMW 2.1084), N. chi-
angmaiensis (TMW 2.1086), K. baliensis (TMW
2.1087), K. baliensis (TMW 2.1340), A. aceti
(TMW 2.1153) und G. albidus (TMW 2.1191))
durchgefiihrt. Es konnten mittels der erhaltenen
Rohdaten EPS-Cluster innerhalb von finf
Stammen identifiziert und nach vergleichenden
Analysen zwei spezifischen HePS-Clustern zu-
geordnet werden: Zum einen ein ,, Kps-Cluster”,
zum Export von EPS und zum anderen ein
~gum-like-Cluster”, welches den gum-Genen
von X. campestris dhnelt, welche flur die Syn-
these von Xanthan verantwortlich sind.

Des Weiteren wurde zur Identifizierung der
Funktion der einzelnen Gene damit begonnen,
Knock-down-Versuche durchzufihren. Im Ver-
lauf dieser Versuche entstand eine spontane
Mutation im Genom von K. baliensis TMW
2.1340, die zu einer Verdanderung des Phano-
typs flihrte, wodurch der ehemals HePS-
bildende Stamm zu einem Nicht-HePS-Bildner
wurde. Die spontane Mutation wurde als
Transposoninsertion innerhalb des gum[D-Gens
im gum-Cluster identifiziert und liefert somit
den Beweis fur die Funktionalitat des Clusters.

Die von beiden K. baliensis Stammen (TMW
2.1087, TMW 2.1340) gebildeten HePS wurden
mittels Methylierungsanalysen und NMR-
Spektroskopie auf ihre Struktur hin untersucht.
Die identifizierten Verkntpfungstypen der durch
K. baliensis TMW 2.1340 und TMW 2.1087 ge-
bildeten HePS deuten auf eine Xanthan-
ahnliche Struktur hin. Des Weiteren konnte ge-
zeigt werden, dass die Monomerzusammenset-
zung beider HePS nicht durch die zur Verfu-
gung gestellte Kohlenstoffquelle beeinflusst
wird, diese jedoch einen Effekt auf das rheolo-
gische Verhalten der HePS hat, bedingt durch
makromolekulare Veranderungen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die in diesem Projekt ermittelten Daten liefern
wissenschaftlich fundierte Informationen, die
belegen, dass EPS-bildende Essigsadurebakte-
rien zur Herstellung glutenfreier Sauerteige mit
strukturverbessernden Eigenschaften genutzt
werden kénnen. Es konnte erstmalig eine Kor-
relation zwischen Saure- und EPS-Bildung
(Menge, Struktur) hergestellt werden, die in

AiF 18071 N

vielfaltiger Weise auf Anwendungen im Back-
gewerbe, u. a. zur gezielten und verbesserten
Einbringung von EPS durch Milchsaurebakte-
rien in Sauerteigen

transferiert werden kann. Limitierungen liegen
derzeit im aeroben Metabolismus der Essigsau-
rebakterien, der eine konstante Durchsetzungs-
fahigkeit im industriellen Sauerteigmalstab bei
derzeit bestehenden Prozesslinien verhindern
kann. Durch die ldentifizierung Xanthan-ahn-
licher Heteropolysaccharide konnen zukiinftig
erstmalig Lebensmittelentwicklungen erfolgen,
Uber die aus sicheren, lebensmittelassoziierten
Mikroorganismen effiziente Verdickungsmittel
ohne Einsatz von deklarationspflichtigen Zu-
satzstoffen eingebracht werden kénnen. Insge-
samt eroffnen sich hiermit vielfaltige Maoglich-
keiten zur Herstellung alternativer Clean-Label-
Produkte.
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