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Ausgangssituation 

Die Enzymaktivität ist ein wichtiger prozesstechnischer Faktor bei der Herstellung von Backwaren. Die endo-
gene Enzymaktivität schwankt dabei in Abhängigkeit von Getreideart, Umweltbedingungen und Reifegrad bei 
der Ernte. Zum Ausgleich sowie zur Verbesserung der Maschinengängigkeit und Produktcharakteristika wer-
den oftmals exogene Enzyme bei der Backwarenherstellung verwendet, um die Teig- und Gebäckeigenschaften 
gezielt zu verbessern. Hierbei kommen hauptsächlich Hydrolasen (Amylasen, Lipasen und Xylanasen) sowie 
Oxidoreduktasen (Glucose- und Hexoseoxidasen) zum Einsatz. Die Effekte exogener Enzymaktivitäten werden 
bei der Backwarenherstellung weitverbreitet genutzt. Die wissenschaftlichen Zusammenhänge zu den ge-
nauen Wirkmechanismen und Wirkzeitpunkten exogener Enzyme während der Backwarenproduktion waren 
jedoch noch nicht bekannt. Allgemein wurde davon ausgegangen, dass sowohl endo- als auch exogene Enzyme 
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aufgrund der thermischen Belastung während des Backvorganges inaktiviert werden würden und somit im 
Endprodukt keine technologische Wirkung mehr auftreten könnte. Aufgrund dieser Annahme werden Lebens-
mittelenzyme als Zusatzstoffe oder Verarbeitungshilfsstoffe betrachtet und unterliegen keiner Deklarations-
pflicht. Es gab jedoch aus der wissenschaftlichen Literatur erste Hinweise, dass dies keine allgemein gültige 
Aussage ist.  

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher, die Aktivitäten verschiedener bei der Herstellung von Backwaren 
relevanter endogener und exogener Enzyme von der Teigbereitung über die Verarbeitung bis zum Endprodukt 
und über den Zeitraum der Lagerung systematisch zu analysieren. Die hierzu benötigten Extraktionsverfahren 
und Aktivitätsassays für Enzyme sollten im Rahmen des Forschungsprojektes entwickelt und optimiert werden, 
um die Aktivität von Enzymen über den gesamten Herstellungsprozess verfolgen zu können. Zudem sollten 
Methoden zum Nachweis einer technologischen Wirkung der Enzyme im Endprodukt erarbeitet werden, die 
dabei helfen sollten, die funktionelle Wirkung möglicher Restaktivitäten auf die Textur der Krume während der 
Lagerung zu analysieren und dadurch den gesamten Zeitraum (insbesondere von Amylasen) entlang des Her-
stellungs- und Lagerprozesses beurteilen zu können. Als Hypothese wurde angenommen, dass bestimmte exo-
gene Enzyme sowohl während der Teigbereitung als auch noch nach dem Backprozess eine technologische 
Wirkung aufweisen und somit deklarationspflichtig wären. Exogene Enzyme wirken sich zum einen während 
der Herstellung auf die finale Brottextur aus, zum anderen führen die postulierten Restaktivitäten während 
der Lagerung zu einem verlangsamten Altbackenwerden. Eine ausführliche Charakterisierung kommerziell er-
hältlicher Enzympräparate hinsichtlich ihrer Haupt- und Nebenaktivitäten in Backwaren sollte ferner zur Auf-
klärung enzyminduzierter inhaltsstofflicher Veränderungen und Struktur/Funktionsbeziehungen während der 
Teig- und Lagerungsphase beitragen. 

Forschungsergebnis 

Um die Prozessstabilität verschiedener Amylasen, Xylanasen, Lipasen und Glucoseoxidasen in Teig untersu-
chen zu können, wurden zunächst an das Teigsystem angepasste, sensitive Aktivitätsassays entwickelt. Dabei 
konnte beispielsweise für den Betamyl3-Assay zur Bestimmung von Exo-Amylaseaktivitäten eine Bestim-
mungsgrenze von 1 pkat mL-1 erreicht werden. Um für das Projekt die relevanten, thermostabilen Enzyme 
auswählen zu können, wurden verschiedene Amylasen, Glucoseoxidasen und Lipasen auf ihre funktionelle Sta-
bilität in Teig hin untersucht. Dazu wurde zunächst die Rückgewinnung (Extraktion) der verschiedenen Enzyme 
aus der Teigmatrix optimiert. Um die Temperaturstabilität der Enzyme in Hinblick auf eine mögliche Restakti-
vität in Weißbrot nach dem Backen abschätzen zu können, wurde der Temperaturverlauf, der im Backofen in 
einem hefegelockerten Standardweißbrot aufgenommen wurde, im Labormaßstab nachgefahren. Auf diese 
Weise wurden die höchsten Restaktivitäten mit zwei Amylase-Präparaten, einer maltogenen Amylase aus G. 
stearothermophilus und einer maltotetragenen Amylase aus P. saccharophila, ermittelt. Bei den untersuchten 
Lipase-Präparaten wurde im Teigsystem lediglich für ein Präparat aus Thermomyces lanuginosus eine geringe 
Restaktivität ermittelt. Diese war aber in späteren Backversuchen mit hefegelockertem Standardweißbrot 
nicht mehr nachweisbar. Bei den untersuchten Glucose- und Hexoseoxidasen wurden sehr geringe Restaktivi-
täten von unter einem Prozent nachgewiesen, die als „nicht signifikant“ eingestuft wurden.  

Die Restaktivität der thermostabilsten Amylase, der maltogenen Amylase aus G. stearothermophilus, wurde 
ebenfalls in gebackenem Standardweißbrot untersucht und betrug 17,8 %. Für die α-Amylase aus B. subtillis 
wurde in hefegelockertem Standardweißbrot eine Restaktivität von 2,3 % ermittelt. Die Amylase-, Lipase-, 
Xylanase und Glucoseoxidasepräparate wurden jeweils auf ihre Nebenaktivitäten zueinander untersucht. Das 
heißt beispielsweise, dass das α-Amylasepräparat auf Lipase-, Xylanase- und Glucoseoxidase hin untersucht 
wurde. Dabei wurden in den Amylase-, Lipase- und Xylanasepräparaten sehr geringe Glucoseoxidase-Neben-
aktivitäten nachgewiesen. Diese lagen, im Vergleich zu einem Original-Glucoseoxidase-Präparat, bei unter ei-
nem Prozent. Auf diese Weise wurden ebenfalls geringe Lipase-Nebenaktivitäten von unter 5 % und Amylase-
Nebenaktivitäten von unter 10 %, jeweils im Vergleich zu den originalen Lipase- bzw. Amylasepräparaten, 
nachgewiesen. Die höchste ermittelte Nebenaktivität mit 34 % waren die Xylanase-Nebenaktivitäten in einem 
Glucoseoxidase-Präparat aus Aspergillus niger. Es wurde die Festlegung getroffen, dass Nebenaktivitäten von 
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unter 10 %, im Vergleich zu den Hauptaktivitäten keinen bedeuteten Einfluss auf die Herstellung von Backwa-
ren haben sollten.  

Zur Charakterisierung von Weizenmehl sowie der Amylasepräparate wurde eine Identifizierung der enthalte-
nen Amylasen über massenspektrometrische Techniken etabliert und durchgeführt. Dabei wurde β-Amylase 
als dominierende endogene Amylase in den Weizenmehlen identifiziert. Die Analyse zeigte, dass in den Präpa-
raten jeweils eine sehr begrenze Anzahl an Amylasen vorhanden ist und die Aktivität resultierend aus den 
Präparaten daher eindeutig zugeordnet werden konnte. Mittels einer an die Matrix Brot adaptierten und ver-
einheitlichten Extraktionsmethode wurden Amylasen aus der Brotkrume extrahiert und ihre Aktivität mittels 
kommerziell erhältlicher Assays quantifiziert. Dabei wurde für die Gruppe der α-Amylase Präparate lediglich 
für eine Bacillus-amyloliquefaciens-α-Amylase eine sehr geringe Aktivität, verglichen mit der zudosierten Akti-
vität, gemessen. Alle übrigen bakteriellen und fungalen α-Amylasen zeigten keine messbare Restaktivität in 
den Modellbroten. Für die Gruppe der maltotetragenen Amylasepräparate wurde ebenfalls eine sehr niedrige 
Restaktivität in der Brotkrume gemessen. Die Gruppe der maltogenen α-Amylasepräparate wies eine geringe 
bis mittlere Restaktivität auf. Diese Restaktivität ergibt sich durch die hohe Temperaturstabilität der eingesetz-
ten Amylase aus Geobacillus stearothermophilus. Alle untersuchten Präparate mit detektierter Restaktivität 
zeigten Veränderungen des Spektrums der in der Brotkrume enthaltenen Gehalte an Mono-,  Di-, und Oligosac-
chariden während der Lagerung der Brote. 

Nach erfolgter Grundcharakterisierung der Enzympräparate wurde die funktionelle Wirkung der Enzyme in der 
Teig- und Krumenmatrix untersucht. Hierzu wurde eine Methodik entwickelt (nachfolgend Pelletmethode ge-
nannt), mit Hilfe der erstmals eine Differenzierung der Funktionalität von Enzymen in „vor“ und „nach“ dem 
Backprozess möglich ist. Hinsichtlich der einzelnen Enzymklassen wurde für Lipasen oder Xylanasen zwar ein 
Einfluss auf die Krumenausbildung gezeigt, allerdings konnte für diese Präparate keine technologische Wirkung 
im Falle einer potenziellen Restaktivität im Endprodukt gezeigt werden. Folglich lag für die untersuchten Prä-
parate lediglich eine Funktionalität vor und während des Backprozesses vor. Im Gegensatz dazu führte die 
potenzielle Anwesenheit von Glucoseoxidase-Aktivität während der Lagerung zu einem Effekt in der bereits 
ausgebildeten Krumenmatrix, da das Krumenfirming beschleunigt ablief. Die quantifizierte Restaktivität ver-
schiedener Glucoseoxidase-Präparate im Endprodukt war allerdings gering, wodurch ein funktioneller Einfluss 
auf das Endprodukt unwahrscheinlich ist. 

Durch die finale Kombination der entwickelten Methoden konnte für zwei exemplarisch ausgewählte Amyla-
sepräparate mittels eines standardisierten Laborbackversuchs der Effekt verschiedener Prozess- und Produkt-
parameter auf die Inaktivierungskinetik untersucht werden. In Kombination mit der entwickelten Pelletme-
thode wurde die zugehörige Restfunktionalität der verbliebenden Enzymaktivität nach dem Backprozess im 
finalen Produkt quantifiziert. Im Fall der verwendeten thermosensitiven bakteriellen α-Amylase wurde eine 
vollständige Inaktivierung während des Backprozesses ermittelt, welche sich als unabhängig von verschiedens-
ten Prozess- und Produktparametern erwies. Ebenfalls wurde ein thermostabiles maltogenes Amylasepräparat 
untersucht, welches zwar eine deutliche Restaktivität aufwies, allerdings aufgrund des nicht im Endprodukt 
funktionellen Wirkmechanismus keinen Einfluss auf die Textur des Endproduktes während der Lagerung zeigte.  

Durch die Kombination der Aktivitäts- und Funktionalitätsbestimmung exogener Enzymaktivität konnte somit 
im Rahmen des Forschungsprojektes grundlegendes Wissen über die Wirkmechanismen und -zeitpunkte ver-
schiedenster Enzymklassen während der Backwarenherstellung und -lagerung erarbeitet werden. 

Wirtschaftliche Bedeutung 

Im Rahmen des Forschungsvorhabens konnten Basiswissen erarbeitet und Methoden entwickelt werden, um 
die Erfüllung von Standards und gesetzlichen Auflagen in der Deklaration des Enzymeinsatzes in Backwaren 
sicherzustellen.  

Bis dato bestand in der gesamten Branche ein Mangel an Grundlagenwissen für die korrekte Deklaration von 
exogenen Enzymen in weizenbasierten Backwaren. Das Forschungsprojekt lieferte Erkenntnisse darüber, 
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welche Enzymgruppen eine Restaktivität im Brot haben können und wie hoch die Aktivität der Enzyme wäh-
rend und nach dem Backprozess ist. Dazu wurden Standardnachweisassays an die Brotmatrix adaptiert und 
weiterentwickelt. Durch die Erkenntnisse des Forschungsprojektes können nun wissenschaftlich basierte Emp-
fehlungen ausgesprochen werden, welche Extraktions- und Assaymethoden verwendet werden sollten, um die 
Restaktivität von Enzympräparaten in Backwaren bestimmen zu können. Zudem wurden verschiedene han-
delsübliche Enzymassays miteinander verglichen und ermittelt, welche Assays für die Aktivitätsbestimmung 
verschiedenster Enzymklassen am besten geeignet sind. Es konnten somit Empfehlungen hinsichtlich einer 
Standardmethodik zur Bestimmung der Restaktivität ausgesprochen werden. 

Weiterhin wurde erstmalig eine Methode zum Nachweis einer technologischen Wirkung exogener Enzyme im 
Endprodukt entwickelt, welche von kleinen und mittelständischen Unternehmen (KMU) dazu genutzt werden 
kann, Klarheit hinsichtlich der Deklaration bestimmter in Backwaren eingesetzter Enzympräparate zu erlangen 
und das Risiko einer nicht erfolgten Kennzeichnung von zugesetzten, im Endprodukt noch technologisch wirk-
samen Enzymen zu vermeiden. Ob Enzymaktivitäten bei der Lagerung vorhanden sind, bei welchen Enzymprä-
paraten dies zu erwarten ist und inwieweit sich die Matrixzusammensetzung des Teiges (Rezeptur) auf das 
Inaktivierungsausmaß auswirkt, wurde exemplarisch für verschiedene exogene Enzympräparate untersucht. 
Somit wurden die wissenschaftlichen Grundlagen und ihre Anwendung anhand der Charakterisierung typischer 
Präparate, welche in der Weizenbrotherstellung Verwendung finden, geschaffen und aufgezeigt. 
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