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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die sensorisch einwandfreie, konstant gute Qualitat von Backprodukten, die beim Verbraucher einen
hohen Stellenwert hat, wird malRRgeblich durch den Gehalt endogener Getreideenzyme beeinflusst.
Seit dem Auftreten zlichtungsbedingter Enzymdefizite ist der Einsatz technischer Enzyme zur
Gewahrleistung dieser geforderten Qualitdt eine feste GroRe in der Backwarenindustrie.
Lebensmittelrechtlich werden technische Enzyme nicht als Zutat betrachtet, da sie theoretisch
wahrend des Backprozesses umgesetzt werden und im Endprodukt keine technologische Wirkung
mehr zeigen. Vor allem in gebackenen Produkten bedarf es der Prifung, dass die eingesetzten
technischen Enzyme nicht mehr als Zutat vorliegen und sich somit einer potentiellen
Deklarationspflicht entziehen. Zur Gewahrleistung der Wirtschaftlichkeit muss der quantitative
Einsatz technischer Enzyme in der Backwarenindustrie gesteuert werden, um optimale Effekte zu
erzielen und Kosten zu sparen. Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung eines
Analysenverfahrens, das den simultanen Nachweis verschiedener technischer Enzyme und deren
Quantifizierung im Spurenbereich auch in gebackenen Produkten ermdglicht.

Flr die Einschatzung der Wirkung der technischen Enzyme Fungamyl (Novozymes), Amylase TXL (ASA
Spezialenzyme GmbH) sowie Lipase FE-01 (ASA Spezialenzyme GmbH) wurden Backversuche
durchgefiihrt, die zeigten, dass Fungamyl und Amylase TXL zu einer verbesserten Brotqualitat
(Volumenausbeute, Feuchtegehalt, Sensorik) beitrugen. Die Zugabe der Lipase FE-01 fihrte zu einer
vermehrten Bildung freier Fettsduren und wirkte sich negativ auf die sensorische Brotqualitdt aus.
Dieser bisher nicht beschriebene Effekt konnte auf die Nutzung eines Spezialols als Backzutat
zuriickgefuihrt werden, welches ausschlielRlich aus gesattigten Fettsduren besteht. Dies bestatigt die
Bedeutung der Auswahl eines geeigneten Fettes beim Zusatz technischer Lipase zum Backprozess.
Um die in Fungamyl und Lipase FE-01 enthaltenen Enzyme zu identifizieren, wurden SDS-PAGE und
anschlieRender In-Gel-Verdau angewendet um die Analyse proteolytisch gespaltener Proteine mit
MALDI-TOF-MS zu ermoglichen. Es konnte gezeigt werden, dass Fungamyl ein Gemisch aus 9,8 %
alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) und 5,2 % Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces lanuginosus) enthalt.
Lipase FE-01 besteht aus der Lipase (Thermomyces lanuginosus), Amylase TXL wurde als alpha-
Amylase (Aspergillus oryzae) identifiziert.

Zur Analyse der technischen Enzyme in Backwaren wurde aufgrund seiner Robustheit und Sensitivitat
das Verfahren der LC-MS/MS gewahlt. Die Entwicklung einer solchen Methode zur Detektion
spezifischer Peptide ermdglichte den qualitativen Nachweis der 3 Enzyme alpha-Amylase (Aspergillus
oryzae), Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces lanuginosus) und Lipase (Thermomyces lanuginosus).
Durch eine lineare Kalibrierung aus synthetisch hergestellten Peptiden unter Einbeziehung eines
Protein-Internen-Standards sowie isotopenmarkierter Peptidstandards erfolgte darliber hinaus die
quantitative Bestimmung in selbst hergestellten Referenzmaterialien (Weizenmehl, Toastbrot und
Biskuitkeks). In weniger als 20 Minuten Messzeit kann das Enzym alpha-Amylase ab einer
Konzentration von 2,58 mg/kg (Mehl, Keks), bzw. 7,61 mg/kg (Brot) quantitativ nachgewiesen
werden. Zeitgleich kénnen die Enzyme Endo-1,4-Xylanase ab einer Konzentration von 7,75 mg/kg
(Brot), 3,64 mg/kg (Keks) bzw. 15,60 mg/kg (Mehl) sowie Lipase ab einer Konzentration von
1,26 mg/kg (Mehl, Keks), bzw. 2,68 mg/kg (Brot) quantifiziert werden. Die Methode wurde nach
allgemein verwendeten Richtlinien im Zuge einer Validierung statistisch geprift und lieferte sehr
robuste und reproduzierbare quantitative Werte mit Wiederfindungsraten zwischen 50 % und 122 %.
Das primare Ziel dieser Arbeit, die Entwicklung eines quantitativen Multiparameterverfahrens zum
Nachweis technischer Enzyme in Backwaren, wurde somit erfolgreich umgesetzt.
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Abstract

Abstract

The consistent and good quality of baked products, which is of great importance for consumers, is
significantly influenced by endogenous grain enzymes. Since cereal breeding techniques have caused
deficits of endogenous enzymes, the use of technical enzyme alternatives became a routine process
in the bakery industry to ensure the expected quality. According to food law, technical enzymes are
not listed as ingredients, because theoretically, enzymes are destroyed during the baking process so
that there is no more technological activity in the end product. To prevent a potentially required
declaration, it has to be verified that technical enzymes are no ingredients in baking products. To
secure economic viability, the quantitative application of technical enzymes should be regulated to
gain optimal effects and save costs. Therefore, the aim of this thesis was the development of a
guantitative analytical method with the potential to analyze several technical enzymes
simultaneously and sensitively (ppm concentration) quantify them in baking products.

The effects of the use of the technical enzymes Fungamyl (Novozymes), Amylase TXL (ASA
Spezialenzyme GmbH) and Lipase FE-01 (ASA Spezialenzyme GmbH) were monitored during baking
experiments. The application of Fungamyl and Amylase TXL resulted in a perfect bread quality (high
volume, good bread humidity, good sensory grading). The addition of Lipase FE-01 led to an
increased release of free fatty acids, resulting in bread with a bad sensory quality. Reason for that
previously not described negative effect is the use of an oil consisting only of saturates fatty acids as
a baking ingredient. Thereby the importance of the choice of fat as a baking ingredient was
demonstrated and confirmed.

To identify the enzymes contained in the technical enzymes Fungamyl and Lipase FE-01, SDS-PAGE
and in-gel digestion were applied, enabling the analysis of proteolytically splitted proteins by MALDI-
TOF-MS. It was shown that Fungamyl contains 9.8 % alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) and 5.2 %
Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces lanuginosus). Lipase FE-01 consists of Lipase (Thermomyces
lanuginosus) and Amylase TXL could be qualified as alpha-Amylase (Aspergillus oryzae).

Based on its robustness and sensitivity LC/MS/MS was the analytical method of choice. The
development of a specific LC/MS/MS method capable of detecting characteristic peptides, allowed
for the qualitative determination of the enzymes alpha-Amylase (Aspergillus oryzae), Endo-1,4-
Xylanase (Thermomyces lanuginosus) and Lipase (Thermomyces lanuginosus). Quantification of self-
made reference material (wheat flour, bread and cookies) was performed by linear calibration with
synthetically produced peptide standards and the use of a protein internal standard as well as
isotopically labeled peptide standards. Less than 20 minutes are necessary to quantify alpha-Amylase
at a minimum concentration of 2.58 mg/kg (flour, cookies) and 7.61 mg/kg (bread). Simultaneously
the enzyme Endo-1,4-Xylanase can be quantified at concentrations as low as 3.64 mg/kg (cookies),
7.75 mg/kg (bread) and 15.60 mg/kg (flour) as well as the enzyme Lipase at a minimum
concentration of 1.26 mg/kg (flour, cookies) and 2.68 mg/kg (bread).

Finally the method was validated in accordance with generally accepted guidelines. It was shown that
the method leads to very stable and reproducible quantitative results for the three tested enzymes
with recovery rates between 50 % and 122 %. The primary aim of this thesis, developing a
guantitative multi parameter method for analyzing technical enzymes in baking products, was
successfully implemented.
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1 Einleitung und Zielstellung
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Enzyme finden heutzutage aufgrund ihres technisch vorteilhaften Nutzens in den unterschiedlichsten

Technische Enzyme in der Backwarenindustrie und deren technologische Wirkung

Bereichen Anwendung und werden daher als ,technische Enzyme” bezeichnet. Haupteinsatzgebiete
sind sowohl die Industrie als auch der medizinische Bereich. Im Industriesektor werden Enzyme vor
allem in der Biotechnologie bei der Gewinnung von Biokraftstoffen verwendet, sind aber auch
Synthesezusatz bei der
(Tabelle 1).
Krankheitsdiagnose (Glukose- oder Alkoholbestimmung) als auch der Herstellung von Medikamenten

wichtiger Waschmittelproduktion sowie der Lebensmittel- und

Futtermittelproduktion Im medizinischen Sektor dienen Enzyme sowohl der

[1]. Der Haupteinsatzort technischer Enzyme ist die Lebensmittelindustrie.

Tabelle 1: Einsatzgebiete technischer Enzyme in der Industrie [1, 2]

Einsatzgebiet Enzyme Wirkungsweise

12

Starkeverarbeitung

alpha-Amylasen, beta-Amylasen

Starkehydrolyse

Kaseproduktion

Proteasen

Milchgerinnung

Brennereiindustrie

alpha -Amylasen

Starkeverzuckerung

Brauindustrie

beta-Glucanasen, alpha-
Amylasen

Hydrolyse von Glucanen und
Proteinen

Ol- und Margarineindustrie

Lipasen

Fettspaltung, Umesterung

Frucht- und
Gemiisesaftindustrie

Pektinasen, alpha-Amylasen

Hydrolyse der Pektine und
Starke

Backwarenherstellung

alpha-Amylasen, Xylanasen,
Lipasen, Proteasen,
Pentosanasen

Hydrolyse von Mehl- und
Teiginhaltsstoffen

Milchverarbeitungsindustrie

Laktasen, Lipasen

Abbau von Milchzucker und
Fetten

Lederindustrie

Proteasen

Weichen, Enthaarung und
Beizen der Leder

Textilindustrie

alpha-Amylasen

Starkehydrolyse

Waschmittel

Proteasen, Lipasen

Hydrolyse von Proteinen und
Fetten

Enzyme werden durch Extraktion aus pflanzlichen Produkten, wie zum Beispiel Obst und Getreide

(z.B. Weizenarten mit hohem Enzymgehalt) oder aus tierischen Organen, hauptsachlich
Kdlbermagen, gewonnen [3]. Fir optimale Produktausbeuten gewinnt die Synthese technischer
Enzyme durch gentechnisch veranderte Mikroorganismen an Bedeutung [4]. Die Synthese der
technischen Enzyme wird hierbei mit Bakterien- oder Schimmelpilzstimmen (hauptséachlich
Aspergillus- oder Trichoderma-Arten) in Riihrkesseln bei optimalen Temperaturbedingungen und pH-
Werten durchgefiihrt. Nach der Synthese erfolgen Reinigungs- und Konzentrierungsschritte, sodass
die technischen Enzyme nach Trocknung in Pulverform oder in konzentrierten und stabilisierten

Losungen fir den industriellen Einsatz zur Verfligung stehen.
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1.1.1 Ursachen des erfoderlichen Einsatzes technischer Enzyme

Die Eigenschaften von Backerzeugnissen werden primar durch die Qualitdt des Rohstoffes Getreide
bestimmt. Hierbei ist der Begriff der Rohstoffqualitat ein komplexer Begriff, der je nach
Nutzungsbereich (Landwirtschaft, Miihlen, Backwarenindustrie) unterschiedlich ausgelegt wird. Es
gibt ausgewahlte Prifkriterien, die dem Anwender Aussage dariber geben, flir die Herstellung
welcher Backerzeugnisse (z.B. Brote, Kekse, Futtermittel) das Getreide eingesetzt werden sollte. Die
wichtigsten Prifkriterien sind der Proteingehalt sowie die Proteinqualitdt und die Starke- und
Enzymaktivitat. Mit chemischen Standardmethoden (nach Kjeldahl bzw. Dumas) wird die Menge des
im Mehlkorper vorhandenen Proteins bestimmt. In der Tendenz wirken sich steigende Proteingehalte
positiv auf das Backverhalten aus. Der Sedimentationswert (nach Zeleny), welcher als Kriterium fur
die Eiweillqualitdt herangezogen wird, gibt Auskunft Gber die Quellfahigkeit des Proteins und wird
Uber das Volumen des gequollenen Sediments einer Mehlsuspension in einer vorbestimmten Zeit
ermittelt. Der Wert macht Voraussagen Uber Teigstand, Gashaltevermogen und Volumenausbeute
moglich und korreliert meist positiv mit Backvolumen und Proteingehalt. Die Starke- und
Enzymaktivitat wird ber die Fallzahlmethode nach Hagberg gepriift, indem die Verfllssigung des
Starkegels durch die alpha-Amylase im Mehl nach Kochen einer wassrigen Mehlsuspension gemessen
wird. Wahrend Weizenmehle mit mittleren Fallzahlen (230-280s) gute Qualitdtseigenschaften
(elastische, gutgeporte Gebackkrume, ausreichende Triebkraft) besitzen, filhren Mehle mit Fallzahlen
kleiner als 200s zu unelastischen Broten mit feuchter Krume (feuchtbackend) und erhdhter
Triebkraft. In Analogie werden bei Verwendung von Weizenmehlen mit hohen Fallzahlen (> 300 s)
Brote mit einer trockenen Krume sowie einem zu geringen Brotvolumen und einer geringen
Triebkraft produziert. Die Fallzahl gibt abschlieRend Auskunft Uber die Widerstandsfahigkeit
verkleisterter Starke gegenliber Enzymabbau sowie die Aktivitat starkeabbauender Enzyme
(Amylasen). Da auch die Starkeschadigung durch Auswuchs zu niedrigen Fallzahlen fihren kann, ist
die Fallzahl nur ein Indiz fur die Starke- und Enzymaktivitat. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von guter
Kleberqualitdt konnen auch Mehle mit niedrigen Fallzahlen fir gute Backprodukte verwendet
werden.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass zum Backprozess verwendeter Weizen einen hohen
Proteingehalt und eine stabile Fallzahl benétigt [3].

Schwankende Umweltbedingungen zeigen Auswirkungen sowohl auf den Ertrag der Getreidepflanze
als auch auf die Biosynthese der Starke und deren Eigenschaften. Die wichtigsten Umwelteinfllisse
sind Temperatur, Tageslange, Lichtintensitdt, CO,-Konzentration, Niederschlagsmenge sowie die
Zusammensetzung des Bodens [5]. So flihrt z. B. Trockenheit zu einer verkiirzten Kornfillungsphase
und einer damit einhergehenden geringeren Stdrkeeinlagerung. Gleichzeitig vorhandene hohe
Temperaturen verstarken diesen Effekt [6].

Weiterhin wirkt sich der Reifegrad zum Zeitpunkt der Ernte auf die Zusammensetzung des
Getreidekorns aus. Wahrend der Keimung kommt es in Weizenkérnern durch de-novo-Synthese in
den Aleuronzellen zu einer Steigerung der alpha-Amylase-Aktivitat [7, 8]. Die Aktivitat der beta-
Amylasen wird jedoch von der Keimung nicht beeinflusst.

Da die Zusammensetzung des Getreidekorns aufgrund von Umweltbedingungen sowie
Entwicklungen im Prozess des Reifens variiert, muss diese bei der Nutzung des Getreides fir die
Backwarenindustrie beachtet werden.
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Zusatzlich zu den schwankenden Umweltbedingungen beeinflussen zlichterische Ziele die
Zusammensetzung des Getreidekorns. Auch hier sind Ziele einer optimalen Rohstoffqualitat
formuliert, welche jedoch teilweise von denen der Backwarenindustrie abweichen. Die Entwicklung
der internationalen Weizenziichtung in den letzten Jahren fiihrte dazu, dass der Fokus der Forschung
der Weizenkultivierung auf hohe Ertrdge sowie einen hohen Kornproteingehalt, erhohte
Krankheitsresistenz, Widerstandsfahigkeit gegen Klimadnderungen, Toleranz gegeniber sauren
Boden und Dirreanpassung gelegt wurde. Eine Optimierung der Kornqualitdt hinsichtlich
verbesserter Backbedingungen (hoher Proteingehalt, stabile Fallzahlen) wurde nicht betrachtet [3, 9,
10]. Vor allem der hohe Proteingehalt flihrt zu Problemen im Backprozess. Ein Zusammenhang
zwischen hohem Proteingehalt und hohen Fallzahlen als auch verminderten Starkegehalten wurden
beobachtet [3, 11, 12]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei einem Anstieg des Proteingehaltes in
Weizen der Anteil an Speicherproteinen steigt, der Anteil |6slicher Proteine (u.a. Enzyme) jedoch
sinkt [3]. Die gemessenen hohen Fallzahlen kénnen daher auf eine verringerte Enzymaktivitat
zuriickgefiihrt werden. Der hohe Proteingehalt fiihrt aufgrund der Zusammenlagerung von Starke
und Protein weiterhin zu einer limitierten Wasseranlagerung im Mehlkorper [3]. Zu feste und
kompakte Teige, eine zu nasse Brotkruste mit Tendenz zu starker Verkleisterung sowie eine erhohte
Rate von Starkeretrogradation sind die Folgen [13—-15].

Die aufgrund von Umweltbedingungen schwankenden sowie durch zlichtungsbedingte
Veranderungen reduzierten endogenen Enzymaktivitaten miissen ausgeglichen werden um dennoch
optimale Backeigenschaften zu erzielen. Nur durch Zugabe technischer Enzyme wahrend des
Backprozesses konnen bei der Verwendung von Mehlen mit endogenem Enzymmangel stabile
Fallzahlen erreicht werden und damit Backprodukte produziert werden, die Verbraucher
ansprechende Eigenschaften (Volumen, Lockerheit, Krustenfarbung) besitzen [1, 16].

1.1.2 Einsatz und Synthese technischer Enzyme

Der Konsument stellt heutzutage sehr hohe Anspriiche an die Qualitat der Lebensmittel. Vor allem im
Brot- und Backwarenbereich hat der Verbraucher eine hohe Erwartungshaltung beziiglich der
Haltbarkeit sowie der Frischhaltekriterien, welche durch lang anhaltende Feuchte und Elastizitat im
Brot charakterisiert sind. Weiterhin werden eine konstante Form und GrofRe des Backproduktes
erwartet. Eine Zugabe von Enzymen zum Mehl ist im Rahmen der industriellen Fertigung Gblich [17].
Hauptsachlich verwendet werden dabei Amylasen, Xylanasen und Oxidasen (Tabelle 2), die die
Teigstabilitat und -flexibilitdit sowie die Krumenstruktur und -textur und den Ofentrieb positiv
beeinflussen [16]. Weiterhin gewinnt der Einsatz von Lipasen immer mehr Bedeutung in der
Backwarenindustrie [18].
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Tabelle 2: Anwendung und Wirksamkeit technischer Enzyme in der Backwarenindustrie (Backprodukte und
Snacks) [16, 19]

Anwendung Vorteile Enzyme

Verlangerung der Haltbarkeit und
. . Verbesserung der Qualitat durch die Exo- und Endoamylasen
Haltbarkeitsverlangerung . . N
Erhaltung von Weichheit, Elastizitdt und  Xylanasen

Feuchte

Sicherung eines einheitlich guten
Teigbereitung Brotvolumens sowie guter Xylanasen
Teighandhabungseigenschaften

Sicherung einer einheitlichen
Mehlanpassung . Endoamylasen
Hefefermentierung

Erhohtes Volumen, verfeinerte Kruste
sowie Verbesserung der Robustheit
Teigstarkung gegenuber der Teigbeanspruchung Lipasen, brotspezifisch
wahrend der Verarbeitung;
Emulgatorersatz

Verbessertes Volumen sowie Robustheit
. in Teigverarbeitung; Ersatz von .
Glutenstarkung o ) ) Oxidasen
Oxidationsmitteln wie Bromat und

Alanindiacetat (ADA)

L . Verringerte Bildung von Acrylamid .
Acrylamidpravention R . . Asparaginasen
wahrend der Maillard-Reaktion

1.1.2.1 Amylasen

Starke ist ausschlieBlich aus alpha-Glucose-Einheiten aufgebaut, welche liber alpha-1,4- oder alpha-
1,6-glycosidische Bindungen miteinander verknilipft sind. Die gebildeten hochmolekularen
Verbindungen werden als Amylose (lineares Polymer aus alpha-1,4-glycosidischen Bindungen) und
Amylopektin (Polymer aus alpha-1,4- und alpha-1,6-glycosidischen Bindungen) bezeichnet. Der Anteil
von Amylose an der Starke macht 15-25 %, der Anteil von Amylopektin 75-85 % aus. Amylasen sind in
der Lage Stdrke zu hydrolysieren und werden in alpha-, beta- und gamma-Amylasen unterteilt.
Nachfolgend werden alpha- und beta-Amylasen ndher erldutert, da gamma-Amylasen im
Backprozess keine entscheidende Rolle spielen.

Alpha-Amylasen katalysieren die Hydrolyse der Starke in Amylose und Amylopektin endogen an der
alpha-1,4-glycosidischen Bindung (Abbildung 1). Neben einem Rest der Amylopektinstruktur werden
als Produkte Dextrine und Di- und Trisaccharide freigesetzt, welche mit beta-Amylasen und weiteren

Enzymen zu Maltose und Glukose abgebaut werden [15].

15



Einleitung und Zielstellung | 16

nicht reduzierendes Ende
H OH

Pullulanase,
«-1,6-Glucanase

reduzierendes
Ende

nicht reduzierendes Ende H

a-Amylase, B-Amylase,
«-1,4-Glucanase «-1,4-Glucanase

Abbildung 1: Angriffspunkte der Stirke-abbauenden Enzyme [20]

Wahrend der Entwicklung des Weizenkorns ist die alpha-Amylase hauptsachlich im Perikarp
lokalisiert und Aktivitdtsminderungen wahrend der Kornentwicklung sind kaum nachweisbar [3].
Weiterhin sind geringe Mengen an alpha-Amylase in den nativen Kérnern vorhanden [3].

Die ebenso im Korn vorhandenen, akkumulierenden alpha-Amylase-Inhibitoren (AAI) und alpha-
Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATI) bilden Komplexe mit alpha-Amylasen und Trypsin [21].
Vergleich zu anderen inhibitorisch wirkenden Proteinen hemmen sie dabei im Komplex nicht die
Aktivitat der endogenen Enzyme [22]. Es wird davon berichtet, dass AAl und ATI als vorherrschende
Allergene des Backerasthmas sowie als Ausloser einer Allergie auf Nahrungsmittel mit Weizenbasis
fungieren [23, 24].

Beta-Amylasen in Weizen sind exo-aktive Enzyme, die in gebundener oder ungebundener Form
vorliegen. Der gréRte Teil der beta-Amylasen, welche hauptsachlich im Endosperm lokalisiert sind, ist
im reifen Korn inaktiv. Beta-Amylasen werden im Gegensatz zu anderen amylolytischen Enzymen
wahrend der Keimung nicht de-novo synthetisiert [25—-27]. Die Uber Disulfidbriicken mit Glutenin
verbundene beta-Amylase kann durch reduzierende Substanzen oder proteolytische Aktivitdten (z.B.
Serinproteasen [28]) wahrend der Keimung von der gebundenen in die freie Form Uberfihrt und
aktiviert werden [25, 27]. Hierbei wird nicht das aktive Zentrum des Enzyms beeinflusst. Es wird
vermutet, dass die gebundene Form der beta-Amylase inaktiv vorliegt, da das aktive Zentrum durch
ein sterisches Hindernis blockiert wird [29-31].

Die durch das Zusammenwirken der katalytischen Eigenschaften der alpha- und beta-Amylasen aus
der Stiarke entstehenden Zucker dienen der Hefe als Substrat und férdern den Garprozess [32].
Neben Alkohol entsteht dabei Kohlenstoffdioxid, welches Ursache der verbesserten Teiglockerung,
Krumenstruktur und Volumenausbeute ist. Mit vorhandenen Aminosduren bilden die Zucker im Zuge



Einleitung und Zielstellung

der Maillard-Reaktion Aroma- und Farbstoffe, die die Krustenfarbung der Backwaren bedingen [33].
Mit der Entstehung von Dextrinen wird die Wasserbildung erhéht und eine langere Frischhaltung des
Backproduktes erlangt [1]. Die positive Wirkung der Kombination aus alpha- und beta-Amylasen im
Backprozess ist seit Jahrzehnten bekannt. Aber auch synergistische Effekte mit anderen
Polysaccharidspaltenden Enzymen (zum Beispiel Xylanasen) im Backprozess konnten gezeigt werden
[34, 35]. Verbesserungen in Bezug auf Brotvolumen und Brotstruktur sowie -textur durch den
kombinierten Einsatz von alpha-Amylasen und Glukoseoxidasen konnten empirisch ermittelt werden
[36]. Die reaktiven Prozesse sind dabei nicht tiefgriindig erforscht.

Der Gehalt an alpha-Amylasen wird von Faktoren wie Weizensorte, Umwelteinflisse,
Keimbedingungen, Keimdauer und Sauerstoffgehalt beeinflusst [3]. Enzyme im Getreide werden auch
wahrend des Verarbeitungsprozesses nach der Ernte verandert. Vor allem der hitzebedingte Verlust
(alpha-Amylase ab 80 °C, beta-Amylase ab 70 °C) spielt hier eine Rolle [3].

Da alpha-Amylasen natiirlicherweise in Weizen eine sehr geringe, inkonstante, und beta-Amylasen
eine hohe Aktivitdt aufweisen, missen dem Mehl zum Ausgleich des Defizits hauptsachlich
technische alpha-Amylasen zugesetzt werden. Hinzu kommen die Defizite durch die
Verarbeitungsprozesse, die ebenso durch zeitlich gezielte Zugabe technischer alpha-Amylasen
ausgeglichen werden konnen. Eine konstant gute Backqualitat (Brotvolumen, Frischhaltevermdgen,
Krustenfarbung usw.) kann damit garantiert werden.

1.1.2.2 Xylanasen

Die Xylane sind Hauptbestandteil von pflanzlichen Zellwdanden und die zweite groRe Gruppe der im
Getreide vorkommenden Polysaccharide. Im Getreide enthaltene Xylane werden als Arabinoxylane
bezeichnet [37, 38]. Xylanasen gehoren zur Stoffgruppe der Hemicellulasen und sind einkettige
Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 6-80 kDa. Sie katalysieren endogen die Hydrolyse
von beta-1,4-D-Xylose-Bindungen im Xylan (Abbildung 2) [39, 40, 37].

Xylanase

beta-1,4-xylan

Abbildung 2: Angriffspunkt der Endo-1,4-Xylanase [40]

Entsprechend ihrer Proteinsequenzhomologie werden Xylanasen der Familie der Glycosidhydrolasen
zugeordnet, obwohl sie sich in der Substratspezifitdt unterscheiden [38].

Im Uberschuss verwendet sind Xylanasen in der Lage die hemmende Wirkung der im Uberschuss
vorhandenen endogenen Xylanase-Inhibitoren aus Weizen zu kompensieren (TAXI: Triticum aestivum
Xylanaseinhibitor, XIP: Xylanaseinhibitor Protein und TLXI: Thaumatin-dhnlicher Xylanaseinhibitor)
[40, 38].
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Trotz des geringen Anteils von 2-3 % der Trockensubstanz von Weizenmehl sind die Arabinoxylane
(I6sliche und unl6sliche) fir die Teig- und Brotqualitit von entscheidender Bedeutung.
Wasserlosliche Arabinoxylane sind in der Lage das bis zu 10-20-fache des Eigengewichtes an Wasser
zu binden [41]. Das in den Teig freigesetzte Wasser fiihrt zu einer Teiglockerung (maschinengangig)
sowie zu einem verbesserten Ofentrieb, einem erhohten Brotvolumen und einer feinen und
gleichmaligen Krumenstruktur [42, 43]. Die durch Xylanasen katalysierte Hydrolyse der Xylan-
Einheiten bedingt eine vermehrte Umwandlung der unléslichen in 16sliche Pentosane (Arabinoxylan
und Arabinogalactan). Aus der dadurch gesteigerten Wasserbindungskapazitat resultieren ein
erhohter Frischhalteeffekt, eine langere Haltbarkeit und eine Verringerung des , Altbackenwerdens”
von Brot [34].

1.1.2.3 Lipasen

Mehl hat je nach Ausmahlgrad und Qualitdt einen Lipidgehalt von 1,5-2,5 %. Die im komplexen
Gemisch aus unpolaren (Glycerin verestert mit bis zu 3 Fettsduren) und polaren (Glycerin verestert
mit bis zu 2 Fettsduren und einer polaren Gruppe, z.B. Galaktolipide, Phospholipide) Fraktionen
vorliegenden Lipide treten im Zuge des Backprozesses in Wechselwirkungen mit der Starke [44]. Vor
allem die polaren Lipide haben eine oberflachenaktive Wirkung und assoziieren mit den
Kleberproteinen. In Kombination mit der auftretenden Interaktion der Lipide mit der Starke fihrt
dies zu einer Verfestigung der Netzstruktur des Klebers. Die darauf zurlickgefiihrten positiven Effekte
auf eine optimale Teigentwicklung sind nicht abschlieffend geklart [44]. Es konnte gezeigt werden,
dass ein optimales Brotvolumen vom Verhaltnis unpolarer zu polaren Lipide abhangt, wobei unpolare
Lipide einen negativen Einfluss austiben [44]. Es wird vermutet, dass die polaren, gebundenen Lipide
einen elastischen Film um die wahrend der Fermentation und frihen Backphase gebildeten
Gasblaschen legen und diese damit stabilisieren. Eine erhdohte Gartoleranz sowie gesteigertes
Gashaltevermogen im Teig tragen dann zu einem erhdhten Brotvolumen bei. Weiterhin wird durch
die Komplexbildung von Mono- und Diglyceriden mit der Starke die Retrogradierbarkeit vermindert
und die Frischhaltung der Backwaren erhoht [17, 45].

Lipasen katalysieren den Abbau der Lipide zu Di- und Monoglyceriden und freien Fettsdauren durch
Hydrolyse der Bindung zwischen den Fettsdure-Estern und Glycerol (Abbildung 3) [1].

0-0C-R, OH OH H
Lipase Lipase Lipase
R,-CO-0 C—> R,-C0-0- +R-COOH ——> R;CO-0  4R,-COOH —>-HO- +R,-COOH
+H.0 +H20 +H20
0-0C-R, 0-0C-R, OH OH

Abbildung 3: Katalysierte Hydrolyse der Bindung zwischen Fettsdureestern und Glycerol

Die dadurch entstehenden Mono- und Diglyceride, welche als Emulgatoren wirken, werden
gebunden (polare Lipide), sodass sich das Verhaltnis unpolarer zu polarer Lipide zum positiven
(vermehrt polare Lipide) verschiebt. Durch den Einsatz spezieller Lipasen, wie z.B. Phospholipasen,
kénnen polare Lipide weiter zu hydrophileren Substanzen umgesetzt und die Teigstabilitat verbessert
werden [46].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch die emulgierende Wirkung von Lipasen
vermehrt polare aus unpolaren Substanzen umgesetzt werden, was eine helle, feinporige
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Krumenstruktur, ein optimales Brotvolumen sowie eine verbesserte Frischhaltung zur Folge hat [47,
438]. Die Moglichkeit den Einsatz von Emulgatoren, welche als Zusatzstoffe deklariert werden miissen,
durch Zugabe von Lipasen zu ersetzen ist ein weiterer positiver Effekt [49].

Da Lipasen im Vergleich zu Amylasen und Xylanasen eine breite Substratspezifitat aufweisen und dies
zu positiven als auch negativen Effekten flhren kann, werden diese erst seit kurzem in der
Backwarenindustrie eingesetzt [48]. Bei der Untersuchung der Backaktivitdat zweier unterschiedlicher
Lipasen konnten Zusammenhange zwischen der Zusammensetzung der Lipidfraktion und der
Backleistung des Mehls gezeigt werden [18]. Die Verwendung unterschiedlicher Lipaseenzyme fihrt,
in Abhangigkeit vom jeweiligen Wirkmechanismus, zu komplexen und veranderten Lipidstrukturen
im Endprodukt. Daher konnen Effekte der Lipasen nicht generalisiert werden [48]. Der kombinierte
Einsatz von Amylasen und Lipasen flhrt sowohl zu einer Erh6hung des Brotvolumens als auch zur
Verbesserung der sensorischen Eigenschaften und einer Haltbarkeitsverlangerung [20]. Durch einen
Ubermaligen Zusatz an Lipasen kénnen aufgrund der vermehrten Bildung von freien Fettsduren, die
nicht alle erneut gebunden werden kdénnen, durch die weitere Degradation ein ranziger Geruch und
Geschmack auftreten.

1.1.3 Rechtlicher Hintergrund und Verbraucherschutz

Die Verordnung (EG) Nr. 1332/2008 regelt die rechtlichen Grundlagen zum Einsatz technischer
Enzyme. Ein Lebensmittelenzym wird definiert als ,ein Erzeugnis, das aus Pflanzen, Tieren oder
Mikroorganismen oder daraus hergestellten Erzeugnissen gewonnen wird; dazu gehort auch ein
Erzeugnis das durch ein Fermentationsverfahren mit Mikroorganismen gewonnen wird, und das ein
Enzym oder mehrere Enzyme enthilt, die die Fahigkeit besitzen, eine spezifische biochemische
Reaktion zu katalysieren, und einem Lebensmittel zugesetzt wird, um auf irgendeiner Stufe der
Herstellung, Verarbeitung, Zubereitung, Behandlung, Verpackung, Beférderung oder Lagerung von
Lebensmitteln einen technologischen Zweck zu erfillen” [50]. Weiterhin wurde ein Leitfaden fiir die
Charakterisierung der technischen Enzyme bereitgestellt (Abbildung 4) [51]. Die Bewertung eines
Zusatzstoffes als ,Zusatzstoff” oder ,Verarbeitungshilfsstoff” ist abhangig von der konkreten
Verwendung, der Wirkungsweise sowie dem Wirkobjekt. Unter Beriicksichtigung des
Verbraucherschutzes und der Lebensmittelinformationsverordnung VO (EU) Nr. 1169/2011 (LMIV)
gelten Enzyme, die fir die Herstellung der Lebensmittel verwendet werden und im Endprodukt eine
technologische Wirkung zeigen (,carry-through effect”) als Zusatzstoffe und missen seit Dezember
2014 deklariert werden [52]. Direkt oder indirekt zugesetzte Zusatzstoffe, die als
Verarbeitungshilfsstoffe verwendet werden sind gemaR Artikel 20 Buchstabe b) ii) LMIV dann
kennzeichnungsbefreit, wenn eine Wirkung auf Rohstoffe oder Zutaten, aber nicht im Enderzeugnis
erfolgt. Weiterhin kennzeichnungsbefreit sind zuldssige carry-over-Zusatzstoffe (Art. 20 b) i) LMIV)
ohne Wirkung im kennzeichnungspflichtigen Erzeugnis (Enderzeugnis) [52]. Bedingung ist, dass es
sich um technisch unvermeidbare (verfahrens-, nicht mengenbezogene Betrachtung) Riickstdande
handelt.

Es wird diskutiert, zum Schutz des Verbrauchers lber den Einsatz von technischen Enzymen im
Backprozess zu informieren [51].

Aktuell ist die Aufstellung eines EU-Enzymregisters in Arbeit. Hierflir wurden alle bis 11. Marz 2015
beantragten Dossiers von Enzymen in einer Liste verdffentlicht, welche als Information dient, die
endgiltige Unionsliste fiir Lebensmittelenzyme jedoch nicht ersetzt [53]. Diese soll 2016
veroffentlicht werden.
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Abbildung 4: Hilfsschema zur Einteilung der technischen Enzyme im Lebensmittelrecht [51]

Zulassungsrechtlich unterliegen Verarbeitungshilfsstoffe keinem Zulassungserfordernis und sind
ausdriicklich vom Anwendungsbereich der Européischen Zusatzstoff-Verordnung (EG) Nr. 1333/2008
ausgenommen [54].

Durch die Weiterentwicklung der Backindustrie und der vermehrten Produktion von , Pre-Baking-
Products” mussten weitere Regelungen der Deklaration technischer Enzyme aufgestellt werden.
Technische Enzyme, welche im Endprodukt keine technologische Wirkung aufweisen sollen, im
Intermedidrerzeugnis (z.B. Teig) als Zutat vorhanden sind und als solches in den Verkehr gebracht
werden, miissen in vorgebackenen bzw. rohen Teigprodukten (gilt nicht fiir gekihlte oder gefrorene
Teiglinge) als Zusatzstoff deklariert und gekennzeichnet werden.

Ein vollstandiger Abbau der eingesetzten technischen Enzyme in Backprodukten ist nicht klar
bewiesen. Weitere Diskussionen (iber die Deklaration technischer Enzyme als Zusatzstoff oder
sogenannte carry-over-Zutat werden folgen. Eine Haltbarkeitsverlangerung durch technische Enzyme
um mehrere Tage zeigt eine technologische Wirkung im gebackenen Endprodukt und widerlegt den
Ansatz, dass die Enzyme im gebackenen Produkt keine Wirkung mehr haben. Im Hinblick auf den
Verbraucherschutz sowie der aufkommenden Diskussion des allergenen Potentials technischer
Enzyme in Backprodukten [55-57] wird eine Kennzeichnung technischer Enzyme immer
wahrscheinlicher. Um eine Deklaration technischer Enzyme zu ermoglichen, missen diese prifbar
und messbar sein.

Zusammenfassung in Bezug zum wissenschaftlichen Ziel

Technische Enzyme finden heutzutage vermehrt Anwendung in verschiedensten Bereichen der
Lebensmittelindustrie. Aufgrund von umweltbedingten Schwankungen sowie zlichtungsbedingten
Mangelzustanden endogener Getreideenzyme konzentriert sich das Hauptanwendungsgebiet
technischer Enzyme auf den Bereich Backwaren. Die wahrend des Backprozesses hauptsachlich
zugesetzen Enzyme der Gruppen Amylasen, Xylanasen und Lipasen haben verschiedene positive
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Effekte auf qualitativ geforderte Eigenschaften des Backproduktes (Brotvolumen, Krustenfarbung,
Frischhalteverbesserung usw.).

Die durch die Verordnung (EG) Nr. 1332/2008 geregelten rechtlichen Grundlagen technischer
Enzyme werden durch die Lebensmittelinformationsverordnung VO (EU) Nr. 1169/2011 ergénzt.
Technische Enzyme gelten hierbei als Verarbeitungshilfsstoffe, die keine technologische Funktion im
Endprodukt ausiben und somit kennzeichnungsbefreit sind. Die Haltbarkeitsverldngerung nach
Einsatz technischer Enzyme zeigt beispielhaft eine mogliche vorhandene technologische Funktion im
Endprodukt. Darliber hinaus ist ein potentielles Allergierisiko durch den Einsatz technischer Enzyme
beschrieben. Fiir einen ausreichenden Verbraucherschutz wird eine Deklaration im Backprodukt
immer wahrscheinlicher. Ein sensitives Messverfahren, welches die Spuren der gering konzentriert
(ppm Bereich) eingesetzten technischen Enzyme im Backprodukt nachweist, wird fir die
Eigenkontrolle der Hersteller sowie fiir die amtliche Uberwachung der zustindigen Behdrden

dringend benotigt.

1.2 Protein- und Peptidanalytik mit Massenspektrometrie

Der quantitative Nachweis von Proteinen in Lebensmitteln wurde bisher sowohl (ber
immunologische Assays (ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay) als auch indirekte Verfahren
Uber die Detektion der DNA (Desoxyribonukleinsdure; Speziesnachweis) mittels gPCR (real-time-PCR)
durchgefiihrt. Beim ELISA erfolgt die Bindung des Antikorpers mit dem nachzuweisenden Protein
Uber Epitope (spezifische Region eines Antigens, das mit dem Antigen-bindenden Teil eines
Antikorpers interagiert). Es gibt 2 verschiedene Arten von Epitopen: Sequenzepitope (lineare
Sequenzen von Aminosduren) und Strukturepitope (aus Aminosduren bestehend, die in der
Primarstruktur nicht in Reihe gegliedert sind, sich bei der Faltung des Proteins physiologisch
anndhern). Diese Unterscheidung ist vor allem bedeutend, da aufgrund thermischer Prozesse der
Lebensmittelverarbeitung Strukturepitope gebildet oder zerstért werden kénnen, Sequenzepitope
meist unverandert und nach Freilegung (Denaturierung) jederzeit analytisch nachweisbar bleiben
[58-64]. Vorhandene ELISA-Kits, die auf Strukturepitope aufbauen, sind daher vor allem zur
Proteinanalytik von Rohmaterialien, aber nicht fiir verarbeitete Materialien (vor allem nach
Hitzeeinwirkung) geeignet [65]. Trotz sehr guter moglicher Bestimmungsgrenzen von 0,7 ppm und
einem Ublichen Arbeitsbereich von 2,5 bis 160 ppm kann dieses Verfahren durch die Sortenvarianz
von Lebensmitteln und Modifikationen der Zielproteine durch Verarbeitung (Matrixeffekte)
beeinflusst werden [66, 67]. Die Folge sind geringere oder ausfallende Bindungen zum Antikérper
und damit einhergehende Unterbefunde [66, 67].

Im Gegensatz zur Detektion von Proteinen mittels ELISA hat die DNA-Detektion mittels gPCR Vorteile
bezliglich der Hitzeempfindlichkeit sowie bei der Minimierung falsch-positiver Ergebnisse durch
Kreuzreaktionen und ist ebenso eine sehr sensitive und spezifische Methode [68, 69]. Nachteil dieser
Methode ist vor allem, dass kein Zusammenhang zum aktuellen Proteingehalt in der Probe
hergestellt werden kann, da Kalibratoren fehlen, die eine Umrechnung von Kopienzahl bzw. DNA-
Konzentration in den Proteingehalt ermdéglichen [70]. Zusatzlich gibt es Schwankungen im Verhaltnis
Genom zu Proteom, welche durch Variabilititen des Proteoms (in unterschiedlichen Zell- und
Gewebetypen des gleichen Organismus; durch unterschiedliche Wachstums- und
Entwicklungsphasen des Organismus) begriindet sind [71-73]. Auch Reaktionen des Genoms auf
Umgebungsfaktoren, Krankheitsstatus, Wachstumsbedingungen oder Stresssituationen fiihren zu
dynamischen Anderungen des Verhiltnisses von Genom zu Proteom [74, 75].
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Weiterhin verfligbare und aktuell im Fokus stehende immunochromatographische (lateral flow test,
nur qualitativ) sowie enzymatische Tests sind sehr spezifisch und nur flir wenige Proteine entwickelt
(z.B. Histamin).

Zum Nachweis technischer Enzyme sind Immunoassays vorhanden (z.B. Messung von o-Amylase)
[76, 77]. Es wurde aufgrund von Matrixkomplexitdten von Problemen mit der Spezifitdt von
Antikorpern berichtet [76]. Weiterhin sind diese Verfahren zeitaufwendig sowie abhangig vom
Vorhandensein der Antikorper, welche nicht immer zur Verfligung stehen [76]. Durch Vorversuche
mit der IGV GmbH konnte bestatigt werden, dass die Spezifitdit genutzter Antikorper nicht
ausreichend ist, um Enzyme aus der Matrix vollstandig zu binden. Ziel der Arbeit war die Entwicklung
einer Methode zum Nachweis technischer Enzyme flr die Matrix ,Backwaren”. Die durch den
Backprozess moglichen Denaturierungen, Epitopumlagerungen oder Zusammenlagerungen von
Enzymen schlossen einen Immunoassay als Methode der Wahl aus [78]. Aufgrund mangelnder DNA-
Sequenz-Informationen technischer Enzyme in der Literatur wurde ebenso die Anwendung einer
gPCR nicht in Betracht gezogen.

Die beschriebenen Mangel bzw. Probleme der direkten oder indirekten Proteinquantifizierung
mittels ELISA oder gPCR haben die Entwicklung des Einsatzes der Tandemmassenspektrometrie
(MS/MS) fir die Proteinanalytik in den letzten Jahren stark vorangetrieben. Die 2 Bereiche der
proteinanalysierenden Massenspektrometrie, welche als untargeted und targeted approach
bezeichnet werden, haben sich als optimale Alternativmethoden herauskristallisiert und gelten als
neuer Trend in der Proteinanalytik [79]. Untargeted approach umfasst die ldentifikation von
unbekannten Proteinen in Proben. Die Zuordnung von Peptidmassen von im Gel separierten und
verdauten Proteinen mit MALDI-TOF sowie , Peptide Mass Fingerprint“ mit ESI-MS/MS sind hierbei
immer bedeutender geworden. Durch den Einsatz von Isotopen-Labeling wurden Vergleiche
zwischen Proben moglich. Die Massenspektrometrie gewann mit dem untargeted approach in den
letzten Jahren deutlich an Bedeutung im klinischen und biologischen Bereich [80]. MS/MS-basierte
Analysen kdénnen z.B. Muster verschieden exprimierter Proteine in Blutserum effizient nachweisen
[81]. Mit der Weiterentwicklung der Sensitivitat der Massenspektrometer sowie der Software und
Datenbanken, welche die groBen Datenmengen verarbeiten, wurden die Einsatzgebiete der
Massenspektrometrie erweitert. So findet MS/MS heutzutage Anwendung im Proteinprofiling,
welches z.B. die Akquise von Proteinsequenzen sowie den Vergleich der Expressionen zwischen
verschiedenen Proben ermoéglicht und bei der Analyse von Proteininteraktionen oder
Proteinmodifikationen angewendet werden kann [82].

Targeted approach bezeichnet die Analyse von spezifischen Proteinen in komplexen Proben und wird
hauptsachlich mittels ESI-MS/MS durchgefiihrt. Vor allem im Lebensmittelsektor kommt es zu einer
gezielten Nutzung im Bereich der Allergenanalytik [83]. Es kénnen u.a. bereits bis zu sieben Allergene
(Milch, Ei, Soja, Erdnuss, Haselnuss, Walnuss, Mandel) in einer LC-MS/MS-Multimethode
nachgewiesen werden [84]. Bestehende LC-MS/MS-Methoden zum Nachweis technischer Enzyme
sind nicht bekannt.

1.21 Proteinverdau

Proteine sind durch ihre groBe molekulare Masse begrenzt von Massenspektrometern erfassbar,
sodass eine proteolytische Spaltung in Peptide erfolgen muss. Sowohl die enzymatische als auch
chemische Spaltung ermdglicht die gezielte Zerlegung des Proteins in Peptide, die sich in einem vom
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Massenspektrometer analysierbaren Massenbereich befinden. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht tber
Proteinspaltungsmoglichkeiten mittels enzymatischen oder chemischen Verdau [85-88]. In
Vorversuchen getestete Varianten chemischer Spaltung (BNPS-Skatol, Ameisensdure) flihrten zu
nicht reproduzierbaren Ergebnissen und wurden daher nicht weiter betrachtet.

Tabelle 3: Ubersicht iiber Spaltungsméglichkeiten beim Proteinverdau

Enzymatischer Verdau Aminosdure vor Schnittstelle
Trypsin (Serinprotease) Arginin, Lysin, modifiziertes Cystein
Lysin-C-Endopeptidase (LysC) Lysin
Arginin-C-Endopeptidase (ArgC) Arginin

Aspargin-N (Asp-N) Asparagin
Chymotrypsin (Serinprotease) Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin, Leucin
Staphylococcus aureus Protease V8 (Glu-C) Glutaminsaure, Asparaginsaure
Chemische Spaltung Aminosdure vor Schnittstelle
Cyanogenes Bromid Methionin
3-Bromo-3-methyl-2-(2-nitrophenylthio)-3H-

] Tryptophan

indol (BNPS-Skatol)

Ameisensaure Asparaginsaure

Die Auswahl des geeigneten proteolytischen Enzyms ist beim enzymatischen Verdau von
entscheidender Bedeutung. Die generierten Peptide missen eine optimale MolekilgréBe (800 bis
3000 Dalton) besitzen, da zu kleine Peptide nicht spezifisch genug sind, wahrend zu groRe Peptide
eingeschrénkt (z.B. MS/MS bis 1250 m/z) messbar sind. Das am haufigsten eingesetzte proteolytische
Enzym ist die Serinprotease Trypsin, welche Peptidbindungen C-terminal von Lysin und Arginin
spaltet [89]. Trypsin arbeitet bei einem pH-Optimum von 8-9 und einem Enzym-Substrat-Verhaltnis
von 1:20 bis 1:100 [49, 90]. Der tryptische Verdau kann in einem Gel, in einer Losung oder
membrangebunden erfolgen [91]. Der Proteinverdau und die reproduzierbar generierten
spezifischen Peptide ermdglichen sowohl die Identifikation der zugehérigen Proteine durch direkte
Messung mit MALDI-TOF-MS als auch die Quantifizierung der Proteinmengen mittels LC-MS/MS.

Zusammenfassung in Bezug zum wissenschaftlichen Ziel

Die quantitative Bestimmung von Proteinen in Lebensmitteln wurde vor allem mit direkten
immunologischen Verfahren wie ELISA als auch mit indirekten Verfahren der DNA-Detektion (qPCR)
durchgefiihrt. Hierbei flihrten sowohl die Probleme des ELISA-Verfahrens mit der Matrix (v.a.
Unterbefunde) als auch der gPCR mit der Umrechnung von Genom zu Proteom (qPCR) zur Suche
nach alternativen Messverfahren. Die Entwicklung der Messmethodik von Proteinen bzw. Peptiden
mittels MS/MS brachte ein sensitives sowie matrixrobustes Verfahren fur die Proteinidentifikation
(MALDI-TOF-MS) als auch Proteinquantifizierung (LC-MS/MS) hervor. Da keine DNA-Sequenzen der
technischen Enzyme bekannt sind und die Untersuchung dieser in gebackenen und somit
matrixkomplexen Proben (Backwaren) erfolgen sollte, wurde die MS/MS als Methode angewendet
und spezifisch fiir die Losung der Zielstellung aufgebaut.

Die Messung von Proteinen mittels MS/MS erfordert einen definierten Massenbereich und erfolgt
daher Uber die spezifisch erzeugten Peptide durch einen proteolytischen Verdau (meist mit Trypsin)
des Zielproteins.
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1.2.2 Proteinidentifikation mit MALDI-TOF-MS

Proteine und groRere Peptide besitzen Molekilmassen, die fiir den Hauptteil der
Massenspektrometer auBerhalb des analysierbaren Bereichs liegen. Die Entwicklung der Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight-Mass-Spectrometry (MALDI-TOF-MS) ermdglicht
die Bestimmung der Molekiilmassen von intakten Proteinen sowie langeren Peptid-Sequenzen [91].
Hierflir werden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt [92], mit einem In-Gel-Verdau tryptisch
verdaut, die entstehenden Molekiile in einer festen, kristallinen Matrix isoliert und mittels
Laserbeschuss ionisiert [93].

1.2.2.1 SDS-PAGE

Die von Shapiro und Mitarbeitern im Jahre 1967 entwickelte SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) nutzt die Reaktion des anorganischen Detergenz SDS mit dem
Protein zum SDS-Protein-Komplex um die Quartarstruktur des Proteins weitestgehend in
denaturierte Untereinheiten zu spalten [94]. Dies ist moglich, da sowohl Wechselwirkungen zwischen
den hydrophoben Kohlenwasserstoffketten mit den hydrophoben Proteindomadnen als auch
zwischen den hydrophilen Sulfatgruppen und dem umgebenden Hydratwasser auftreten, sodass
Wasserstoffbricken und hydrophobe Wechselwirkungen im Protein gelost werden [95]. Die mit den
Sulfatgruppen des SDS wechselwirkenden kationischen Gruppen der Proteine bilden den SDS-
Protein-Komplex, welcher eine negative Gesamtladung tragt und im elektrischen Feld nur in
anodische Richtung wandert [96]. Die hohe negative Oberflaichenspannung fiihrt sowohl zu einer
schnellen Trennung als auch zur Minimierung der Proteinaggregation wahrend des Elektrophorese-
Laufes. Aufgrund der Tatsache, dass grundséatzlich 1,4 g SDS pro Gramm Protein gebunden werden,
enthalten alle Proteine ein konstantes Masse-Ladungs-Verhaltnis, sodass eine Trennung der Proteine
im Gel Uber die Wanderungsgeschwindigkeit primar von der Grofle abhangt [97]. Dies wird
unterstitzt durch die Konformation der denaturierten Proteine, welche immer dhnlich aufgebaut ist.
Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wandern Proteine im elektrischen Feld zusatzlich durch
Poren einer Polyacrylamid-Gel-Matrix. Hierbei nimmt die PorengroRe mit zunehmender
Acrylamidkonzentration zu. Die Kombination von PorengréfRe und Protein-Ladung, -GréRe und -Form
bestimmt die Migrationsrate des Proteins [98].

Mit Hilfe des Abgleiches einer SDS-PAGE eines Proteingemisches mit bekannter GroRe sind
Riickschllsse auf das Molekulargewicht unbekannter Proteine moglich.

1.2.2.2 In-Gel-Verdau nach elektrophoretischer Trennung

Wie im Abschnitt 1.2.1 erwdhnt kann der Proteinverdau direkt im Gel erfolgen. Die Methode wurde
von Rosenfeld et al. 1992 [99] etabliert und in den letzten Jahren im Hinblick einer gesteigerten
Peptidausbeute sowie qualitativ verbesserter massenspektrometrischer Daten optimiert [100, 91].
Die nach der Elektrophorese aufgetrennten Proteine, welche in Proteinbanden oder —spots
angeordnet sind, werden mit einem Farbstoff behandelt. So werden die sichtbar gemachten Banden
ausgeschnitten und nach einem Entfarbungsschritt die im Protein enthaltenen Cysteine in einem
Reduzierungs- und Alkylierungsschritt modifiziert [101]. Es wird eine optimale Entfaltung durch die
irreversible Trennung der Disulfidbriicken des Proteins ermdoglicht. Es folgt die enzymatische Spaltung
(meist durch Trypsin) der Proteine im Gel. Die entstehenden Proteinfragmente (Peptide) kdnnen aus
dem Gel heraus extrahiert und fiir die nachfolgende massenspektrometrische Analyse genutzt
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werden. Entsalzungs- und Konzentrierungsschritte konnen die Aufnahme der Massenspektren und
damit die Identifikation des Proteins nach Abgleich mit Proteindatenbanken verbessern.

1.2.2.3 MALDI-TOF-MS

Fir die Identifikation unbekannter Proteine stellt die MALDI-TOF-MS-Messung eine optimale
Methode dar, da der Massenbereich theoretisch unbeschrankt ist [102].

Durch die Protonenibertragung der im 10°-10*fachen Uberschuss vorliegenden Matrixmolekilen
auf Proteine bzw. Peptide entstehen Protein- bzw. Peptid-lonen, welche innerhalb eines elektrischen
Feldes beschleunigt werden und eine definierte Flugzeit in Richtung Analysator zuriicklegen [103]. Es
kénnen verschiedene niedermolekulare organische Substanzen, welche jeweils bei der verwendeten
Laserwellenldnge eine hohe Absorption aufweisen, als Matrix angewendet werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht iiber Matrixsubstanzen fiir MALDI-TOF-MS (Proteine und Peptide)

Name der Matrix (Abkiirzung) Strukturformel Laserwellen- Anwendungs-
lange bereich

3,5-Dimethoxy-4- o 0 266 nm Proteine
hydroxyzimtsdure, Sinapinsdure HaC” ]Q/\AOH 337 nm
(SA) HO 355 nm

H3C’O

O~__OH
EFOH
HO
o

2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) 266 nm Proteine,
337 nm Peptide

355 nm
2,5-Dihydroxybenzoesdure + 10 % O _OH 266 nm Proteine,
5-Methoxysalicylsaure (DHBs) o @oH 337 nm Peptide

OH
5 355 nm
HO +10%  CHs

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure N\\ o 337 nm Peptide

(CHCA) 355 nm

HO /" oH
Bernsteinsdure (BS) 9 2,94 um Proteine,
HO.
NOH 10,6 pm Peptide
o}

Die Analytmolekile werden beim Verdunsten des Losungsmittels in die auskristallisierende Matrix
oder an deren Oberflache eingebaut. Mit der Bestrahlung einer kleinen Flache (LaserspotgrofRe: 50-
150 pum) der Probe durch einen kurzen Laserimpuls (wenige ns), wird die Energie auf die
Matrixmolekile (ibertragen und so ein Teil dieser sowie der eingebetteten Analytmolekile
desorbiert und ionisiert (Abbildung 5). Die Uberfiihrung der Analytmolekiile von der kondensierten
Phase in die Gasphase und die damit verbundene Modglichkeit der lonisation ist Aufgabe der
eingesetzten Matrix. Die Art und Weise der Desorption und lonisierung der Analytmolekiile ist noch
nicht vollstandig geklart. Die Ubertragene Energiemenge pro Zeiteinheit als auch die Laser-
Beschusszeit beeinflussen das Signal-Rausch-Verhaltnis und damit die Qualitat der aufgenommenen
Massenspektren. So kann die Probe bei zu langer Bestrahlung thermisch zersetzt werden. Weiterhin
ist ein spontaner Zerfall der Analytmolekiile moéglich, wenn ein zu hoher Energieeintrag erfolgt.
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Aufgrund der Moglichkeit, dass die Matrix ein Molekil mit einer unterschiedlichen Anzahl an
Protonen belddt, kann es zur Bildung von zwei- bzw. dreifach geladenen Protein- bzw. Peptid-lonen
kommen.

Zum Massenanalysator

Laserimpuls o 2. Protonen-
(3-4 ns) o( 7 Ubergang

Matrixkristall mit
Analytmolekilen

0 .
.
elektrisches Feld ——>

Abbildung 5: Entstehung der Protein- und Peptidionen im MALDI-TOF-MS [103]

Die erzeugten lonen werden im elektrischen Feld beschleunigt, wobei lonen gleicher Ladung im Feld
die gleiche kinetische Energie erlangen. Die erhaltene Geschwindigkeit ist somit abhdngig von der
Masse des lons [104].

2-z-e'U

m

Gleichung1: v= [105]

Geschwindigkeit des lons nach der Beschleunigungsstrecke
Ladungszahl

Elementarladung

Beschleunigungsspannung

3 Cc o N <

Masse des lons

Wahrend der anschlieRenden feldfreien Bewegung durch das Flugzeitrohr (1-3 m Linge) erfolgt die
Auftrennung der lonen nach dem Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z), da groBe lonen mit hohem
m/z-Wert den Detektor spater erreichen als kleine lonen. Die Geschwindigkeit der lonen, welche sich
aus der Gesamtflugzeit sowie der Driftlange (Flugzeitrohr) ergibt, ermdéglicht die Ermittlung der
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lonenmasse. Die Kalibrierung des Massenspektrometers kann durch das Messen der Flugzeiten von
mindestens 2 Substanzen bekannter Masse erfolgen [106].

L
Gleichung2: v= < [105]

2
Gleichung3: 0,5-m- (%) =z-e-U (Gleichung 1, Gleichung 2)

L Lange der Driftstrecke
t Gesamtflugzeit

Die im MALDI-Prozess auftretenden Energie-, Orts- und Zeitunscharfen fiihren dazu, dass nicht alle
lonen vom gleichen Ort und zur gleichen Zeit desorbiert und ionisiert werden. Ursachen dafiir sind
z.B. Abschirmeffekte, die verhindern, dass alle lonen zur Zeit der Bildung das elektrische Feld in voller
Starke wahrnehmen [107]. Weiterhin kommt es zum Teil zur lonenbildung mit zeitlicher
Verzogerung, sodass die, anfanglich als neutrale Teilchen die Beschleunigungsstrecke
durchlaufenden, spater gebildeten lonen eine geringere kinetische Energie aufnehmen. Im Weiteren
kommt es zu Kollisionen mit anderen lonen, was ebenso Zeit- und Energieverluste zur Folge hat.
Konsequenz dessen ist, dass auch lonen gleicher Masse und Ladungszahl den Detektor nicht zum
gleichen Zeitpunkt erreichen, da sie unterschiedliche kinetische Energien aufweisen [107]. Die
dadurch bedingte Verbreiterung des Signals fiihrt zu einem herabgesetzten Auflésungsvermogen und
macht den Einsatz eines elektrostatischen Reflektors unabdingbar. Die Moglichkeit im
Reflektormodus zu messen fihrt zu einer verbesserten Auflosung der Massenspektren, da die
Flugzeit durch die Richtungsumkehr der lonen in ein elektrisches Gegenfeld verlangert wird [90].
Dabei treten lonen mit hoherer kinetischer Energie tiefer in das Gegenfeld ein, was zu einer
verlangerten Flugpassage flihrt. Da diese lonen bedingt durch die héhere kinetische Energie eine
hohere Geschwindigkeit aufweisen, werden diese am Detektor zeitgleich mit den langsameren lonen
erfasst. Der Einsatz eines Reflektors gleicht Energiedifferenzen der kinetischen Anfangsenergie
zwischen lonen gleicher Masse von bis zu 10 % aus [108].

Eine verzogerte lonenextraktion (,delayed extraction”), bei dem das elektrische Beschleunigungsfeld
nicht permanent, sondern zeitversetzt (100-500 ns) zum Laserimpuls eingeschaltet wird, fihrt zu
einer weiteren verbesserten Auflésung der Massenspektren [109-111]. Das Prinzip besteht hierbei
darin, dass sich lonen mit héherer Startgeschwindigkeit wahrend des Verzogerungszeitraums starker
entfernen und nach Einschalten des elektrischen Feldes eine geringere kinetische Energie erfahren
als lonen mit niedrigerer Anfangsgeschwindigkeit. Optimierte Einstellungen von Verzogerungszeit
und Feldstarke kdnnen in Kombination mit einem Reflektor eine Auflésung von > 20.000 FWHM (full
width at half maximum) erreichen.
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Zusammenfassung in Bezug zum wissenschaftlichen Ziel

Mit der Entwicklung der MALDI-TOF-MS Technologie wurde die Bestimmung der Molekiilmassen von
intakten Proteinen sowie langeren Peptid-Sequenzen ermdglicht, welche fir den Hauptteil der zuvor
eingesetzten MS auRerhalb des analysierbaren Bereichs lagen. Ein aufgenommenes Massenspektrum
wird mit Proteindatenbanken und den dort enthaltenen theoretisch gespaltenen Proteinen
abgeglichen und so die Identifikation des zugehorigen Proteins vorgenommen. Die Hersteller
technischer Enzyme geben keine genauen Angaben (Uber den Enzymnamen sowie
Produktionsorganismus. Mit den identifizierten Aminosduresequenzen der technischen Enzyme
mittels MALDI-TOF-MS kann im Weiteren unter Durchflihrung eines theoretischen Verdaus eine
guantitative Methodik mittels LC-MS/MS aufgebaut werden.

1.2.3 Qualitative und quantitative Peptid-Bestimmung mit LC-(ESI)-MS/MS-QTRAP

Die Elektrosprayionisation (ESI) hat gegenliber anderen lonisationsarten (MALDI: pulsierende
lonisierung) den Vorteil, dass durch ein kontinuierliches lonisierungsverfahren ideale
Voraussetzungen fir eine direkte Koppelung an chromatografische Trennsysteme vorhanden sind
[102]. Die Verknupfung der HPLC-Trennung mit der Tandem-Massenspektrometrie, kurz LC-MS/MS,
wird aktuell in der Proteinanalytik angewendet da es besonders fiir die lonisierung polarer Molekiile
geeignet ist [112]. Durch die chromatographische Vortrennung sowie die reproduzierbaren
Gegebenheiten  einer  HPLC-Messung  (Injektionsvolumen,  Saulenfluss, Losungsmittel-
zusammensetzung usw.) lassen sich Analyten unter Verwendung von entsprechenden
Kalibrierstandards quantifizieren. Darliber hinaus ist die Methode aufgrund ihrer hohen
Trennleistung auch zur Analyse komplexer Peptid- und Proteingemische geeignet [102] und stellt
optimale Voraussetzungen fiir die Analyse von Lebensmittelproben dar, die aufgrund ihrer
Matrixdiversitat analytisch besonders anspruchsvoll sind.

Die High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC) bezeichnet eine analytische Trennmethode,
die auf der Verteilung bzw. Interaktion der Analyten zwischen zwei Phasen beruht. Mit Hilfe einer
Pumpe werden Losungsmittel unterschiedlicher Polaritdit (Wasser, Methanol, Acetonitril 0.4.)
vermischt und durch die Trennsaule, die zuvor mit dem Probengemisch benetzt wurde, geleitet. Die
auftretenden und je nach Analyt unterschiedlich starken Wechselwirkungen zwischen der
stationdren und der mobilen Phase fiihren zu unterschiedlichen Austrittszeitpunkten der
verschiedenen Analyten aus der Trennsdule in Richtung Detektor und einer damit einhergehenden
verbesserten MS-Aufzeichnung. Nicht mit der Trennsdule interagierende Matrixbestandteile sowie
Salze oder Verunreinigungen werden bereits vor dem Austritt der Analyten aus der Saule gewaschen
[113]. Unterschieden wird zwischen einer isokratischen Trennung, bei der die Zusammensetzung der
mobilen Phase konstant ist, und einer Gradienten-Trennung, bei der die mobile Phase variiert. Der
organische Anteil in der mobilen Phase wird graduell erhéht, was zu einer ansteigenden Elutionskraft
flhrt. Die unterschiedlichen Loslichkeitseigenschaften der Zielanalyten bei Multimethoden kénnen
abgedeckt und eine Verbesserung von Auflésungsvermogen und Trennkapazitat erreicht werden
[103].

1.23.1  Generierung von Peptid-lonen mittels (ESI)-MS/MS

In der Proteinanalytik dient nach der HPLC-Auftrennung der Peptide hauptsachlich ein MS/MS als
Detektor [114]. Das nach einem In-L6sung-Verdau erhaltene fliissige Probeneluat [115] wird nach der
chromatographischen Vortrennung in Umgebung der mobilen Phase, in der es sich geldst hat, durch
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eine Metallkapillare in die lonenquelle des Massenspektrometers gefiihrt [116]. Die an der
Metallkapillare angelegte Spannung erzeugt ein elektrisches Feld zwischen Kapillare und
Gegenelektrode. Die daraus resultierende Potentialdifferenz flhrt zur lonisation der Peptid-
Molekiile, die einfach oder mehrfach positiv geladen vorliegen. Der Uberschuss sowie die
gegenseitige AbstoRung der lonen flihren zur Bildung eines Taylor-Kegels am Ende der Kapillare, von
welchem aus standig Probentropfen abgegeben werden (Abbildung 6). Der Zustrom eines neutralen
Gases (meist Stickstoff) fordert die Evaporation des restlichen Losungsmittels, woraufhin die

lonentropfen durch Coulomb-Explosionen immer kleiner werden [90].
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Abbildung 6: lonisationsprinzip der ESI [90]

Uber eine Mikro6ffnung gelangt der lonenstrom in das Hochvakuum im MS. Ein Quadrupol besteht
aus vier Metallstaben, bei denen jeweils zwei gegeniliberliegende Stibe eine positive und die
anderen zwei gegeniberliegenden Stdbe eine negative Gleichspannung besitzen. Nach dem Anlegen
einer hochfrequenten Wechselspannung fiihrt das entstandene elektrische Feld zwischen den
Metallstdben zum selektiven Durchlassen von lonen mit bestimmten Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnissen, wobei die anderen lonen eine instabile Flugbahn abzeichnen und durch das Aufprallen
auf die Metallstabe entladen werden (Abbildung 7).

Detektor

Ionen auf instabiler Bahn

Ionen auf
stabiler Bahn

Quadrupol-
Stabe

Wechsel- und

|
_@_ Gleichspannung

Abbildung 7: Elektrodenanordnung in einem Quadrupol-Massenanalysator [117]
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Um Massenlibergdnge, sogenannte Fragmentionen, der Peptide zu generieren werden Tandem-
Massenspektrometer verwendet, die aus den vier Quadrupolen QO bis Q3, davon zwei Mess-
Quadrupolen (Q1 und Q3) bestehen [117]. Die Molekilionen (ionisierte Peptide), die den Quadrupol
nach direktem Einlass ins System (Q1) passiert haben, werden in Q2 durch die angelegte Spannung
und die Kollision mit einem Inertgas (Stickstoff, Argon oder Helium) fragmentiert. Die so
entstandenen und ausgewdhlten Produkt-lonen (b-lonen bzw. y-lonen) werden im sich
anschlieRenden Q3 nach dem gleichen Prinzip wie im Q1 selektiert und zum Detektor gefiihrt [85].

1.2.3.2 Auswertung der MS/MS-Daten
Auflésung von Peptidsignalen

Die Auflésung des Massenspektrometers bestimmt die Qualitdt der Unterscheidung von
Peptidsignalen. Spektren mit vielen Signalen die nah beieinander liegen oder sich Uberlappen,
kénnen nur mit einer ausreichenden Auflésung unterschieden und daher richtig interpretiert bzw.
mit Datenbanken abgeglichen werden. Als Auflésung (R = resolution) wird die Fahigkeit eines
Massenspektrometers bezeichnet zwei Massen voneinander zu trennen (R = Peptidmasse/Massen-
differenz zweier Signale) [105]. Die Auflésung eines MS/MS ist abhangig von der zu analysierenden
Masse. So kann zum Beispiel bei einer Auflésung von 5000 die Peptidmasse mit m/z = 500 bei einer
Massendifferenz von 0,1 m/z unterschieden werden. Der Abstand des nachsten Signals zum
Peptidsignal sollte dementsprechend 499,9 m/z bzw. 500,1 m/z betragen. Bei der Peptidmasse
m/z = 1000 sollte der Abstand zum nachsten Peptidsignal bereits 0,2 betragen.

Durch die Verbesserung der Auflésung der MS-Gerdte sowie der Entwicklung einer automatischen
Datenauswertung ist heutzutage auch die Generierung von MS/MS-Daten intakter Proteine fir die
anschlieRende Proteinidentifikation moglich [118-120].

Nomenklatur der Fragmentionen

Die Fragmentierung eines Vorldauferions in ein oder mehrere Fragmentionen wird als
Massenilbergang bezeichnet. Bei Peptiden treten Fragmentierungen an den Peptidbindungen
insbesondere zwischen dem Carbonylkohlenstoff und dem Amidstickstoff auf, womit es primar zur
Ausbildung von b- und y-lonen kommt (Abbildung 8) [121, 122]. Die Fragmente der N-terminalen
Serie werden hierbei mit a, b und c, die Fragmente der C-terminalen Serie mit x, y und z bezeichnet.
Die Zahl am jeweiligen Fragment gibt die Anzahl der Aminosdurereste an [90].
Fragmentierungsexperimente geben Informationen zur Struktur von Molekilen, da die
Massendifferenz zwischen zwei aufeinanderfolgenden b- bzw. y-lonen der Masse einer Aminosdure
entspricht [101]. Die Signale reprasentieren folglich die Primarsequenz des Peptids und sind daher
bedeutsam in der Proteinanalytik.
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Abbildung 8: Schema der Bildung von Fragmentionen bei Peptiden am Beispiel eines protonierten Tripeptids
[102]

Die beim tryptischen Verdau entstehenden Peptide mit basischem Ende am C-Terminus beglinstigen
die Bildung von y-lonen, da die hohe Basizitdt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit einer positiven
Ladung erhoht [123]. b-lonen werden zum Teil weiter in a-lonen bzw. Immonium-lonen
(Fragmentionen im unteren Massenbereich) fragmentiert [101].

Isotopenverteilung

Im Gegensatz zur MALDI entstehen bei der ESI keine einfach geladenen Molekiil-lonen, da es durch
die Fragmentierung der Peptide im Zuge der MS/MS-Messung zum Ladungsverlust kommt. Um
Peptide in dem fiir das Massenspektrometer spezifischen Massenbereich analysierbar zu machen,
werden zwei- bis dreifach geladene Peptide als Vorldufer-lonen ausgewahlt. Im Zuge der
Fragmentierung verandert sich der Ladungszustand und es werden Fragmente mit z = 2 (aus dreifach
geladenem Vorlduferpeptid-lon) bzw. z = 1 (aus 2-fach geladenem Vorlauferpeptid-lon) generiert. Die
Ladung eines Peptids lasst sich im Experiment mit erhohter Auflésung (enhanced resolution, ER)
anhand des Abstandes der Isotopenpeaks des Molekiilionenpeaks ermitteln. Einfach geladene
Peptide zeigen einen Abstand des ersten C13-Isotopenpeaks von 1 m/z wobei sich der Abstand bei
zweifach geladenen lonen (m/z = m/2) auf 0,5 m/z halbiert. Die Isotopensignale dreifach geladener
Peptidionen (m/z = m/3) liegen um 0,33 m/z und die vierfach Geladener noch um 0,25 m/z
auseinander. Das in Abbildung 9 dargestellte Peptid mit m/z = 424,2 weist eine 2-fach-Ladung auf, da
der Abstand zu den weiteren C13-Isotopenpeaks jeweils 0,5 m/z betragt (424,7 und 425,2).
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Abbildung 9: Enhanced resolution eines Molekiilionenpeaks mit der Masse 424,2

Die Molekilmasse wird durch die beiden GrofRen monoisotopische und durchschnittliche Masse
definiert. Dabei bezeichnet die monoisotopische Masse die Masse des Isotopensignals mit der
geringsten m/z. Das jeweilige Peptid ist ausschlieRlich aus den Elementen der jeweils am h&ufigsten
vorkommenden lIsotope aufgebaut. Aufgrund der natlrlichen Isotopenverteilung und der damit
einhergehenden Wahrscheinlichkeit der Verteilung stellt das erste Isotopensignal eines Molekiils bis
zu einer MolekilgroRe von etwa 1500 Dalton das intensivste Signal dar. Statistisch wird das
Vorhandensein eines selteneren Isotops mit ansteigender Molekularmasse wahrscheinlicher. Daher
befindet sich das Intensitdtsmaximum bei Peptiden mit hoherer MolekiilgroRe bei den darauf
folgenden Isotopensignalen [124].

Fragmentierungsprozess

Neben der hochauflésenden Messung gibt es weitere Scan-Modi, die unterschiedliche Arten der
Analyse von Massenilbergdngen ermoglichen. Es gibt neben den Vorlauferionen-, Produktionen- und
Neutralverlust-Scans die Messung mit Multiple-Reaction-Monitoring (MRM) (Abbildung 10) [86]. Die
MRM-Messung stellt eine sehr sensitive und selektive Methode zum Nachweis und zur
Quantifizierung von Peptiden dar, da selektiv ausgewahlte Q1- und Q3-Massen aufgenommen und
storende Hintergrundmassen aus der Matrix von der Aufzeichnung eliminiert werden. Zusatzlich zur
MRM-Messung wird zur Auswahl geeigneter spezifischer Peptide ein Enhanced-Product lon Scan
(Produktionen-Scan) unter Nutzung einer lonenfalle durchgefiihrt [125]. Die spezifischen Q1-
Molekiilmassen werden fokussiert, in die Kollisionszelle geleitet, fragmentiert und alle entstehenden
Massenibergange tber Q3 fokussiert und zum Detektor geleitet. Das so erhaltene Massenspektrum
wird flr ein ,peptide mass fingerprint” genutzt, indem theoretisch entstehende Peptide (virtueller
Verdau mit optimalen Bedingungen: m/z < 1250; keine endstidndigen Peptide usw.) von Sequenzen
aus Proteindatenbanken (wie MASCOT, Matrix Science, London, UK) mit den experimentell
erhaltenen Massenlisten verglichen und auf Spezifitat geprift (BLAST) werden [126]. Die Ergebnisse
werden statistisch bewertet und konnen fiir die Auswahl spezifischer Peptide genutzt werden [127].
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Eine Identifikation ist bereits anhand weniger Peptidmassen (3-10) moglich, insofern reine Proben
sowie vollstandige Datenbanken vorliegen [102]. Durch die zusatzliche Anwendung von QO-Trapping,
welches eine Akkumulation der lonen im QO wahrend des Ausscannens der lonenfalle bewirkt, kann
die Sensitivitat des Massenspektrums erhoht werden.
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Abbildung 10: Mdglichkeiten der Massenaufnahme mit MS/MS [128]

Im Gegensatz zur MALDI-TOF-MS-Messung, die aufgrund der sehr komplexen Probenvorbereitung
und aufwendigen Messung sowie mangelnden Koppelbarkeit an chromatographische Trennsysteme
fast ausschlielich zur Identifikation von Proteinen genutzt wird, hat die Messung von einfach
aufgearbeiteten Proteinproben mit LC-MS/MS beste Voraussetzungen fir die schnelle Erzeugung
reproduzierbarer quantitativer Ergebnisse [129]. Multimethoden ermdglichen eine simultane Analyse
von gezielten Massen bzw. Massenfragmenten bei weiterhin sehr hoher Sensitivitdt, da
Hintergrundmassen nicht mit aufgenommen werden (MRM-Modus). Zum qualitativen Nachweis
eines Proteins werden 2-4 Peptide mit je 3 Ubergingen vom Hersteller der Massenspektrometer
empfohlen. Der intensivste Ubergang wird zur Quantifizierung genutzt. Bis zu 300 spezifische Peptid-
Masseniibergange konnen zeitgleich aufgezeichnet werden und zwischen 30 und 40 Proteine
identifiziert und quantifiziert werden [130].

Zusammenfassung in Bezug zum wissenschaftlichen Ziel

Die mittels MALDI-TOF-MS-Analyse identifizierten Aminosauresequenzen der technischen Enzyme
werden durch einen theoretischen Verdau in Massenilibergdnge Ubersetzt, die nachfolgend mit LC-
(ESI)-MS/MS gemessen werden kénnen. Durch das kontinuierliche lonisierungsverfahren der ESI
kann Uber Kalibrierstandards eine Quantifizierung der generierten Fragmentionen erfolgen. Die
richtige Auswertung der MS/MS-Daten ist hierbei von Bedeutung, da das erhaltene Peptidspektrum
viele Informationen der Aminosauresequenz liefert. Die durch den In-Losung-Verdau generierten
Peptide der zu analysierenden technischen Enzyme konnen simultan in einer Multimethode
gemessen werden, da die Aufzeichnung mittels MRM-Modus ausreichend Sensitivitat liefert. Hierbei
wird der Fokus neben den zwei bis vier Peptiden fiir die qualitative Absicherung auf das sensitivste
Peptid-Fragmention gelegt, welches fir die Quantifizierung des zugehorigen technischen Enzyms
genutzt wird.
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1.3 Methodenvalidierung fiir analytische Verfahren mit Massenspektrometrie

Fiir die Qualitatssicherung von Messergebnissen aus neuen analytischen Verfahren ist es von
elementarer Bedeutung, dass die verwendeten Priifmethoden den hdchsten Anforderungen
entsprechen und deren Leistungsfahigkeit eindeutig erwiesen ist [131]. Im Zuge einer
Methodenvalidierung wird die Nachweismethode gepriift und so der formelle und dokumentierte
Nachweis erbracht, dass diese fir den Nachweis der Analyten geeignet ist und die gestellten
Anforderungen (Kriterien) erflllt. In der Qualitatssicherung ist die Methodenvalidierung ein
wesentlicher Teil, der im Rahmen von Akkreditierungen und Zulassungsverfahren von Behdrden
gefordert wird. Insbesondere bei der Spurenanalytik in Lebensmitteln sichert die
Methodenvalidierung die Analysenqualitat [132]. Es gibt verschiedene Richtlinien (z.B. DIN EN
ISO/IEC 17025:2005), die sich mit der Art der Methodenvalidierung befassen und unterschiedliche
Anweisungen zur Qualitatskontrolle beschreiben. Fir die vorliegende Arbeit wurde das Dokument
der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAkkS) , Validierung und Verifizierung von Priifverfahren nach
den Anforderungen der DIN EN ISO/IEC 17025 fiir Priflaboratorien auf dem Gebiet der chemischen
und chemisch-physikalischen Analytik im Bereich der Abteilung 4“ [133] als Orientierung zur
Validierung verwendet. Ergdnzende Angaben wurden dem Dokument ,,Methodenvalidierung in der
Analytik” [134] entnommen. Im Wesentlichen fordern alle Richtlinien die Uberpriifung der in
Abbildung 11 dargestellten Parameter [135, 136]:

Linearitat

=] Prazision

Richtigkeit

s  Nachweis- und Bestimmungsgrenze

] Spezifitat/Selektivitat

= Robustheit
=] Messunsicherheit

Abbildung 11: Zusammenfassung der geforderten Parameter bei der Methodenvalidierung

1.3.1 Linearitat

Unter Linearitat versteht man den direkt proportionalen Zusammenhang, jedoch nicht zwingend eine
lineare Abhangigkeit, zwischen der Konzentration und dem Messsignal des Analyten in einem
definierten Konzentrationsbereich. Kalibrierfunktionen zweiten Grades kénnen ebenso verwendet
werden. Die Prifung der Linearitat erfolgt durch die wiederholte Messung des Analyten Uber den
gesamten Konzentrationsbereich [137]. Flr eine ausreichende Sicherstellung des mathematischen
Zusammenhangs zwischen Masse und Signal wird die Messung von mindestens 5 Konzentrationen
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angeraten [134]. Es wird unterschieden zwischen System- und Methodenlinearitit. Bei der
Systemlinearitat wird die matrixfreie Linearitdt (Standardlosungen des Analyten ohne Zusatz von
Probenmatrix) und damit die Linearitdt des Messsystems (Detektor) betrachtet [138]. Bei der
Methodenlinearitat wird ein moéglicher Einfluss der Probenmatrix auf die Analytbestimmung gepriift
[138]. Durch die Anwendung einer Matrix-Kalibrierung fir die quantitative Bestimmung von
Analysenproben kann ein moglicher Einfluss der Matrix auf die Qualitdt der Ergebnisse erfasst
werden. Bei Gleichheit der System- und Methodenlinearitat ist davon auszugehen, dass sowohl die
Matrix als auch die Probenvorbereitung keinen systematischen Fehler verursachen.

1.3.2 Wiederhol- und Laborprazision

Die Prazision stellt die Einheitlichkeit einer unter definierten Bedingungen erhobenen Serie von
Ergebnissen dar und beschreibt die zufillige Streuung von Messwerten (zufélliger Fehler). Dargestellt
wird die Prazision durch den Variationskoeffizienten bzw. die relative Standardabweichung [136]. Es
wird zwischen der Wiederhol- und Laborpréazision unterschieden. Die Wiederholprazision wird durch
die Messung unter Wiederholbedingungen mehrfach extrahierter Proben an einem Tag ermittelt
wohingegen die Bestimmung der Laborprizision mit bewusster Anderung einer Zufallsvariablen
(Labormitarbeiter, Tag, Analysengerat usw.) erfolgt.

1.3.3 Richtigkeit

Die Richtigkeit gibt Auskunft darlber wie weit ein ermittelter Messwert vom ,wahren” Wert
abweicht und ist somit ein Mall fiir den systematischen Fehler der Methode [139]. Fir die
Uberpriifung der Richtigkeit werden Proben bekannter Konzentration analysiert und der gefundene
Gehalt in Bezug zum theoretischen Gehalt prozentual angegeben (Wiederfindungsrate, WFR) [136].
Die Verifizierung der Richtigkeit kann durch den Vergleich mit Referenz- oder Arbeitsstandards oder
mit einer unabhédngigen, moglichst validierten Methode oder durch Aufstocken (,Spiken”) einer
Probe erfolgen. Die Richtlinien empfehlen die Prifung an einem niedrigen sowie einem hohen
Konzentrationslevel [139].

134 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Konzentration eines Analyten, die mit dem verwendeten Verfahren noch detektiert aber nicht
mehr quantifiziert werden kann, wird als Nachweisgrenze bezeichnet. Die Konzentration des
Analyten, die noch mit erwiesener Prazision und Richtigkeit bestimmt werden kann, legt die
Bestimmungsgrenze fest.

Es wird anhand von Proben bekannter Konzentrationen die Minimalkonzentration fiir die qualitative
(Nachweisgrenze, NG bzw. limit of detection, LOD) sowie quantitative (Bestimmungsgrenze, BG bzw.
limit of quantitation, LOQ) Bestimmung der Analyten ermittelt. Bei chromatographischen
Analyseverfahren wird als Leitfaden fiir die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze das
Signal-Rausch-Verhiltnis genutzt (Signalhdhe der jeweiligen Konzentration zu Signalhdhe in
Leermatrix), welches 3:1 (NG) bzw. 10:1 (BG) erreichen muss.

1.3.5 Spezifitat/Selektivitét
Die Spezifitat beschreibt die Fahigkeit einer Methode, die zu bestimmenden Komponenten ohne
Verfalschung durch andere in der Probe vorkommende Komponenten zu erfassen. Die Selektivitat
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einer Methode hingegen gibt an, dass verschiedene nebeneinander zu bestimmende Komponenten
ohne gegenseitige Storung erfasst werden kdnnen [134].

Die Prifung der Spezifitat erfolgt durch wiederholte Messung von Matrix, die frei vom Analyten sein
muss und somit keine Messsignale zeigen darf. Da die Selektivitdt eine Voraussetzung fir die
Richtigkeit ist, ist eine richtige Methode automatisch selektiv [134].

1.3.6 Robustheit

Eine Methode wird als robust angesehen, wenn diese durch Anderungen der Testereignisse das
Endergebnis nicht oder nur unwesentlich verfilscht ist [134]. Die Uberpriifung der Robustheit kann
durch den Vergleich der Analysenergebnisse zu Beginn und am Ende einer Messserie erfolgen.
Weiterhin kann ein regelmaRiger Vergleich der Analysenergebnisse mit anderen Laboren erfolgen
(Ringversuche). Im Zuge von sogenannten On-going-Validierungen, die neu in die Methode
aufgenommene Analyten validieren bzw. bereits gepriifte Analyten revalidieren, wird die Robustheit
einer Methode ebenfalls kontrolliert [140, 141].

1.3.7 Messunsicherheit

Um den Wertebereich einzugrenzen, innerhalb dessen der Messwert mit einer definierten
Wahrscheinlichkeit liegt, wird zu jedem Messergebnis die Messunsicherheit angegeben. Die
Messunsicherheit oder das Vertrauensintervall gibt an, in welcher GréRenordnung das
Analysenergebnis schwankt [142]. Das grundlegende Dokument und Leitfaden zur Ermittlung und
Angabe der Messunsicherheit ist der ,Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
(GUM)“ [131]. Dieser Leitfaden wurde durch die Normierungs- und Metrologieorganisationen ISO,
IEC, BIPM, IFCC, OIML sowie durch die internationale Organisation fiir Angewandte Physik und
Chemie (IUPAP und IUPAC) erstellt um eine Harmonisierung der Vorgehensweise zum Umgang mit
der Unsicherheit beim Messen zu ermoglichen [131]. Zu einem weiteren Basisdokument fiir die
chemische Analytik wurde spater der ,,EURACHEM/CITAC Guide” veroffentlicht. Grundidee dieses
Leitfadens ist es, die EinflussgrofSen eines analytischen Verfahrens so zu gruppieren, dass der Einfluss
der Gruppe mathematisch bestimmbar oder sinnvoll schatzbar ist [131]. Die Berechnung bzw.
Schatzung der Messunsicherheit kann auf verschiedene Weise erfolgen. Mit dem ,Bottom up“-
Prinzip wird das Prifverfahren in verschiedene Module eingeteilt und fiir jedes einzelne Modul die
Messunsicherheit ermittelt bzw. geschatzt [143]. Unter Anwendung des
Fehlerfortpflanzungsgesetzes wird die Gesamtmessunsicherheit berechnet.

Eine weitere Moglichkeit ist das ,Top down“-Prinzip, welches laborinterne Qualitatskontroll-
messungen (z.B. Validierung, Referenzmaterialien) fiir die Abschatzung der Messunsicherheit
verwendet [144-146]. Der aus Ringversuchen ermittelbare Vergleichsvariationskoeffizient kann
ebenso zur Abschatzung der Messunsicherheit verwendet werden, sollte jedoch nur als Orientierung
dienen [143, 146].

Besonders bei der Prifung von gesetzlich festgelegten Grenzwerten ist der Einbezug der
Messunsicherheit bei der Beurteilung der Ergebnisse von grolRer Bedeutung fiir den Verbraucher.

Zusammenfassung in Bezug zum wissenschaftlichen Ziel

Sowohl qualitative als auch quantitative Analyseverfahren unterliegen im Rahmen von z.B.
Akkreditierungsverfahren definierten Kriterien der Qualitdtssicherung. Mit Durchfiihrung eines
Validierungsverfahrens werden sowohl die Methode auf die Parameter Linearitdt, Prazision,
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Richtigkeit, Selektivitdt, Spezifitit und Robustheit geprift als auch Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen ermittelt. Die Validierung der aus den Identifikationsdaten der MALDI-TOF-MS
entwickelten Methode zum Nachweis technischer Enzyme in gebackenen Lebensmitteln mittels LC-
MS/MS ist notig, um die Eignung der Methode fir die Anwendung in der Lebensmittelanalytik
nachzuweisen.

1.4 Zielstellung

Technische Enzyme finden heutzutage vermehrt Anwendung in der Backwarenindustrie. Ursache
dafiir sind umweltbedingte Schwankungen sowie ziichtungsbedingte Mangelzustande endogener
Getreideenzyme. Hauptsachlich zugesetzt werden die Enzyme Amylasen, Xylanasen und Lipasen, die
verschiedene positive Effekte auf die Eigenschaften des Backproduktes ausiiben. Vor allem die
kombinierte Zugabe verschiedener Enzyme zum Backprodukt steht aktuell im Fokus. Die Zugabe der
Enzyme erfordert ein geschultes Handwerk, da bei falscher Anwendung (vor allem bei Kombination
verschiedener Enzymklassen) auch negative Effekte in Erscheinung treten kénnen. Es wurden 3
technische Enzyme stellvertretend fiir die Enzymgruppen Amylasen, Xylanasen und Lipasen
ausgewahlt, um die technologische Wirkung dieser auf Brot festzustellen. Das erste Ziel der Arbeit ist
es hierbei den Einfluss des Enzymzusatzes auf die Frischhaltung, das Volumen und die Qualitat der
Brote festzuhalten und mit Ergebnissen der Literatur (Betrachtung der Wirkung der Enzymgruppen
separat) zu vergleichen.

Die rechtlichen Grundlagen technischer Enzyme wurden in den letzten Jahren stark diskutiert und
manifestiert. So gelten die Enzyme als Verarbeitungshilfsstoffe, die keine technologische Funktion im
Endprodukt ausiiben. Eine Haltbarkeitsverlangerung durch den Einsatz technischer Enzyme ist belegt
und widerspricht dieser Aussage. Ein bekanntes potentielles Allergierisiko durch den Einsatz
technischer Enzyme lasst eine Deklarationspflicht im Backprodukt zum Schutze des Verbrauchers
immer wahrscheinlicher werden. Fiir die Uberwachung einer entsprechenden Deklaration durch
zustandige Behorden ist die Entwicklung eines sensitiven Messverfahrens notig.

Die bisher flr eine quantitative Bestimmung von Proteinen in Lebensmitteln hauptsachlich genutzten
direkten oder indirekten Verfahren ELISA und qPCR sind angesichts der Komplexitdt der betrachteten
Matrix (Backprozess) sowie der eingeschrankten Antikorper-Spezifitdit und mangelnder Information
der Gensequenzen technischer Enzyme nicht geeignet. Als zweites Ziel soll daher die in den letzten
Jahren stark vorangeschrittene Entwicklung der Messmethodik von Proteinen bzw. Peptiden mittels
Massenspektrometrie genutzt werden um ein neuartiges Verfahren zur Identifikation und
Quantifizierung von Enzymen und Enzymgemischen in komplexen Lebensmittelproben zu entwickeln.
Der Nachweis der im Rahmen der Arbeit betrachteten technischen Enzyme Fungamyl, Amylase TXL
und Lipase FE-01 in einer validierten LC-MS/MS-Multimethode mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
entspricht dieser umfassenden Zielstellung.

Die entwickelte Methode kann weiterhin bei der fachgerechten Anwendung und Optimierung der
eingesetzten Mengen technischer Enzyme im technologischen Prozess der Backwarenproduktion
angewendet werden. Der Produzent kann mit der Methode optimale Dosis-Wirkungs-Verhaltnisse
ermitteln und im Zusammenhang einer Eigenkontrolle der Sorgfaltspflicht gegeniiber dem

Verbraucher nachkommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
Alle verwendeten Chemikalien (Tabelle A 1), Puffer und Losungen (Tabelle A 2) sowie Geréate (Tabelle
A 3) und Software (Tabelle A 4) sind im Anhang aufgefihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Priifung der technologischen Wirkung von Fungamyl und Lipase FE-01

Die technologische Wirkung von Fungamyl und Lipase FE-01 wurde mit Hilfe eines Backversuches
analysiert. Es wurden Brote verschiedener Dotierung gebacken und der Einfluss der eingesetzten
technischen Enzyme auf die Volumenausbeute anhand verschiedener Parameter geprift. Hierfilr
wurden die Textur-Profil-Analyse (TPA) und die Messung des Feuchtegehaltes an 3 Tagen
durchgefiihrt (Tag 1, 3 und 7). Vergleichend wurde an Tag 1 der ayw-Wert (weiterer Wert fir
Feuchtegehalt) der Brote bestimmt. Weiterhin wurden Messungen zur Volumenausbeute und zur
Porenanalyse durchgefiihrt. Die Veranderung der Zusammensetzung der Nahrungsbestandteile der
Brote wurde durch die Aufnahme des Zucker- sowie Fettsdaurespektrums analysiert. Zusatzlich
wurden die Materialien mikrobiologisch gepriift.

2211 Herstellung der Backwaren fiir die Analyse

Es wurden flinf Brote unterschiedlicher Dotierung produziert (Nullbrot: ohne Zugabe technischer
Enzyme, Brot 1: 40 mg/kg Fungamyl, Brot 2: 100 mg/kg Fungamyl, Brot 3: 40 mg/kg Lipase FE-01,
Brot 4: 100 mg/kg Lipase FE-01). Folgende technische Enzyme (Tabelle 5) wurden den Mehlen vor
dem Backprozess zugegeben:

Tabelle 5: Zugefiigte Standards zu Referenzmaterialien

Technisches Enzym Firmenname und -sitz
Fungamyl Novozymes A/S, Bagsvaerd, Denmark
Lipase FE-01 ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbiittel, Germany

Die Wirkung von Amylase TXL dhnelt laut Hersteller der Wirkung von Fungamyl. Auf die Zugabe der
Amylase TXL wurde verzichtet, um die mogliche Addition von Effekten durch dhnlich wirkende
technische Enzyme zu verhindern und eine alltagsnahe Wirkung zu betrachten. Fir die Herstellung
der Testmaterialien wurden Vormischungen aus Weizenmehl Typ 405 und Enzymzusatz (Tabelle 6)
eingewogen. Die deutsche Bezeichnung Typ 405 (Feuchtigkeit ca. 7 %, EiweilR ca. 11 %, Asche ca.
0,4 %; Kohlenhydrate ca. 80 %) steht in Bezug zum Mineralgehalt (Asche) des standardisierten
Weizenmehls und wird im Allgemeinen zum Backen von Keksen verwendet. Das Mehl wurde
ausgewahlt, um die Effekte, die durch die Zugabe der technischen Enzyme induziert werden, besser
zu visualisieren. Eine weitere Besonderheit war die Verwendung eines Spezialdls, welches
ausschlieBlich aus den beiden Fettsduren C8/C10 Capryl-/Caprinsdure besteht. Es liegen erst wenige
Informationen bezliglich der Anwendung und Wirkung einer Lipase als technisches Enzym vor. Ziel
war es daher die Vermutung zu prifen, dass die Auswahl des Fettes fiir die Wirkung der Lipase eine
besondere Bedeutung hat. Betrachtet wurde die Wirkung der Lipase im Zusammenhang mit dem
verwendeten Spezial6l vor allem im Bereich der Fettsdaureanalytik sowie Sensorik.
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Tabelle 6: Einwaage der Enzyme in Weizenmehl (Vormischung)

Bezeichnung Enzymzusatz [g] Weizenmehlzusatz [g]
Fungamyl Lipase FE-01 Mehl fir Vormischung

Nullbrot 0 0 10,00

Brot 1 0,268 0 9,732

Brot 2 0,670 0 9,330

Brot 3 0 0,268 9,732

Brot 4 0 0,670 9,330

Die Einwaage erfolgte direkt in verschlieRbare Kunststoffbecher, beginnend mit Weizenmehl. Die
Vormischungen wurden mit dem restlichen Mehl wahrend des Knetprozesses aus den
Kunststoffbechern gesplilt. Die Rezeptur ist in Tabelle 7 beschrieben.

Tabelle 7: Rezeptur fiir Backware Brot

Bestandteil Masse [g]
Weizenmehl Typ 405, exklusive Vormischung 4002
Spezialdl (bestehend aus C8/C10 Capryl-/Caprinsaure) 201
Zucker 40
Salz 80
Hefe 201
Kaltes Wasser (< 15 °C) 2166

Der Teig wurde in 2 Stufen (3 Minuten langsam, 4 Minuten stark) bei etwa 27 °C mit dem Teigkneter
homogenisiert. Es folgte eine Ruhephase fiir 60 Minuten bei 32 °C und 75 % Luftfeuchtigkeit, bevor
der Teig bei 220 °C 35 Minuten gebacken wurde. Die Brote wurden an Tag 1, 3 und 7 untersucht. An
diesen Tagen wurde je eines der Brote lber Nacht bei 40 °C getrocknet und fiir die Analyse des
Zucker- sowie Fettsaurespektrums verwendet.

2.2.1.2 Priifung des mikrobiellen Status

Die Testmaterialien wurden fiir die mikrobielle Untersuchung an das Priiflabor tibergeben. Es wurden
an Tag 1, 3 und 7 die Gesamtkeimzahl sowie Hefen/Schimmelpilze kontrolliert. Zusatzlich wurden an
Tag 1 und 7 noch die Untersuchungen auf Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus und Bacillus cereus durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten nach
folgenden ASU-(Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren)-Methoden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Verwendete Methoden fiir die Priifung des mikrobiellen Status

Parameter Methode
Gesamtkeimzahl ASU L 06.00-18
Hefen/Schimmelpilze ASU L 01.00-37
Escherichia coli ASU L 01.00-25
Salmonella ASU L 00.00-20
Listeria monocytogenes ASU L 00.00-32
Staphylococcus aureus ASU L 02.07-2

Bacillus cereus ASU L 01.00-72
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2.2.13 Bestimmung des Feuchtegehaltes

Der ay-Wert der Testmaterialien wurde an Tag 1 gemessen. Er ist ein MaB fiir frei verfligbares
Wasser im gepriiften Material und ist definiert als Quotient des Wasserdampfdruckes lGber dem
Material zum Wasserdampfdruck tber reinem Wasser. Weiterhin wurde an Tag 1, 3 und 7 der
Feuchtegehalt der Testmaterialien mit dem Schnellfeuchtebestimmer (Sartorius MA30, Moisture
Analyzer) ermittelt. Hierfiir wurden je etwa 4,5 g Brotkrume fein auf dem Schnellfeuchtebestimmer
zerbroéselt und 15 Minuten auf 105 °C erhitzt. Der Feuchtegehalt wurde direkt in % angegeben.

2.2.14 Textur-Profil-Analyse

Ziel der TPA war es die rheologischen Eigenschaften der Brotkrume in Bezug auf die Frischhaltung zu
messen. Die Messung der Brote an Tag 1, 3 und 7 ermdglichte den Bezug zur Veranderung der
Frische des Brotes im Verlaufe der Lagerzeit. Die Einstellungen der Messungen mit dem
Texturanalyzer TA-XT2i sind in Tabelle 9 notiert. Es wurde die ,,AACC 74-09“ Methode angewendet,
welche als Standard-Norm zur Untersuchung der Frischhaltung von Brot festgelegt wurde.

Tabelle 9: Einstellungen der TPA-Messung

Parameter Methode

Messmethode Kraft in Druckrichtung

Testart Einfacher Test
Vorlaufgeschwindigkeit 1,0 mm/s

Testgeschwindigkeit 1,0 mm/s

Rickgeschwindigkeit 10 mm/s

Eindringtiefe 33%

Auslosekraft 10g

Messstempel 36 mm Stempel mit 0,3 mm Radius

Es handelt sich um eine elektronisch gesteuerte Priifmaschine, welche die Kraft aufzeichnet, die
erforderlich ist, um mit einer vorgegebenen Geschwindigkeit auf einem definierten Weg in eine
30 mm dicke Brotscheibe einzudringen. Der Prozess wird zweimal hintereinander durchgefiihrt, im
Kraft-Wegdiagramm als Doppelbestimmung dargestellt und in Anlehnung an den menschlichen
Kauvorgang Festigkeit, Elastizitdt, Balligkeit und Kaufdhigkeit berechnet. Nach Erreichen der
Auslosekraft von 10 g dringt der Messstempel 33 % (ausgegangen von der Ausgangsdicke) in die
Brotscheibe ein. Bei einer 30 mm dicken Brotscheibe entspricht dies einer Eindringtiefe von 10 mm.
Hierbei wird die Festigkeit bzw. Kraft bestimmt, welche fir diese definierte Verformung der
Brotscheibe notwendig ist. In der Arbeit wurde ausschlieBlich der Parameter Harte [g] als Eigenschaft
bewertet. Je groRer der Wert ist, desto fester (dlter) ist das Brot. Es wurde geprift ob die
gemessenen Harten der verschiedenen Brotarten signifikant unterschiedlich sind (F-Test, 1%
Signifikanzniveau).

2.2.15 Bestimmung der Volumenausbeute

Die Volumenausbeute wurde nach der Raps-Verdrangungsmethode bestimmt. Hierflir wurde eine
definierte Menge an Rapssamen in einen Behalter ohne Testmaterial gefillt und die Menge der
verdrangten Rapssamen nach Zugabe des Testmaterials volumetrisch erfasst.
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2.2.1.6 Priifung der Lockerheit

Anhand einer Porenanalyse wurde die unterschiedliche Lockerheit der Testmaterialien durch den
Einsatz verschiedener Mengen technischer Enzyme dargestellt. Hierflir wurde eine mittige 3 cm dicke
Scheibe jedes Brotes mit einer Skala eingescannt und die PorengréRen optisch verglichen.

2.2.1.7 Aufnahme des Fettsaurespektrums

Die Aufnahme des Fettsdaurespektrums erfolgte ausschlieBlich tGber die Anwendung akkreditierter
Prifverfahren. Hierflr wurde zunachst das Fett aus den Proben gewonnen. Dazu wurde die bei 40 °C
Uber Nacht vorgetrocknete und fein zerkleinerte Probe eingewogen und mit Wasser und 37 %iger
Salzsdaure aufgeschlossen. Die Aufschlussflissigkeit wurde filtriert, der Filterrlickstand nach
Auswaschen der Saure mit heilem Wasser getrocknet und mit Petrolether extrahiert. Der
gewonnene Riickstand wurde nach Abdestillieren des Losungsmittels getrocknet, gewogen und so
der Fettgehalt in g/100 g ermittelt.

drei bis vier Tropfen des gewonnenen Fettes wurden in Heptan geldst und mit methanolischer
Kaliumhydroxid-Lésung (KOH) fir eine Stunde verseift. Ein aliquoter Teil des glycerinfreien
Uberstandes wurde mit Natriumsulfat vermengt und der entstehende Uberstand mit Heptan
vermischt. Die Probe wurde gaschromatographisch getrennt und mit einem Flammenionisations-
detektor (FID) das Fettsdurespektrum aufgenommen. Gemessen wurden geséattigte Fettsduren
(Caprylsaure, Caprinsdure, Laurinsdure, Myristinsdure, Palmitinsdure, Stearinsdure, Arachinsaure,
Behensdure und Lignocerinsdure), einfach ungesattigte Fettsduren (Palmitoleinsiure, Olsiure,
Eicosensaure, Erucasdure) und mehrfach ungesattigte Fettsduren (Linolsdure, alpha-Linolensaure).
Eine detaillierte Extraktionsvorschrift sowie alle Messbedingungen sind im Anhang unter Tabelle A 5
beschrieben. Unter Einbeziehung eines Referenz-Fettsdure-Standards wurden die Flachen der
einzelnen Fettsauren der Probe bestimmt und die prozentuale Verteilung berechnet. Mit Hilfe des
zuvor ermittelten Fettgehaltes der Probe wurde die prozentuale Einteilung in gesattigte, einfach
ungesattigte und mehrfach ungesattigte Fettsduren vorgenommen. Es konnte das Fettsaurespektrum
der unterschiedlich dotierten Testmaterialien verglichen sowie Anderungen mit der Lagerdauer
(gemessen an Tag 1, 3 und 7) analysiert werden.

2.2.1.8 Aufnahme des Zuckerspektrums

Im Zuge der Messung des Zuckerspektrums mittels lonenchromatographie wurden die Zucker
Glukose, Fruktose, Laktose, Saccharose und Maltose mit einem akkreditierten Analyseverfahren
(Tabelle A 6) bestimmt. Hierfir wurden die Zucker mit demineralisiertem Wasser aus der
vorgetrockneten Probenmatrix extrahiert und vor der elektrochemischen Detektion verdiinnt. Unter
Einbeziehung eines Referenz-Mischstandards wurden die chromatographisch bestimmten Flachen
der einzelnen Zucker in der Probe bestimmt und die prozentuale Verteilung berechnet. Eine
detaillierte Extraktionsvorschrift sowie alle Messbedingungen sind im Anhang Tabelle A 6
beschrieben. Das Zuckerspektrum der unterschiedlich dotierten Testmaterialien konnte so
miteinander verglichen sowie Anderungen im Verlauf der Lagerdauer (Tag 1, 3 und 7) beobachtet
werden.

2.2.1.9 Einfluss auf sensorische Parameter
Um den Einfluss der technischen Enzyme auf Qualitatsparameter wie Geschmack und Konsistenz zu
prifen, wurden die Testmaterialien an Tag 1, 3 und 7 einer Sensorikpriifung unterzogen. Die
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sensorische Prifung erfolgte in Anlehnung an DIN 10964 ,Sensorische Prifverfahren — Einfach
beschreibende Prifung” vom Deutschen Institut fir Normierung e.V., Berlin, 1996 an den Tagen 1, 3
und 7. Diese Methode wird zur sensorischen Beschreibung von Backwaren (Brot, feine Backwaren)
speziell im Zusammenhang mit der Beurteilung der Verkehrsfahigkeit eingesetzt. Hierbei wurden
sowohl die Merkmale Form, Aussehen, Geruch, Biss/Kaueindruck/Loslichkeit sowie der Geschmack
ein oder mehrerer Priifproben mit Ausdriicken beschrieben, die entweder frei gewahlt oder aus einer
vorgegebenen Liste entnommen werden konnten. Es waren zwei Prifpersonen (davon eine
geschulte) anwesend. Zwischen den Proben wurde mit Wasser neutralisiert.

2.2.2 Identifikation technischer Enzyme

Es wurden sowohl das technische Enzym Fungamyl der Firma Novozymes als auch das technische
Enzym Lipase FE-O1 von ASA Spezialenzyme zur Identifikation ausgewahlt. Der Feststoff Fungamyl
wurde in Probenpuffer mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml gel6st. Das fliissige Enzymgemisch
Lipase FE-01 wurde 1:20 mit Probenpuffer verdiinnt. Zur Denaturierung der Proteine und Streckung
der Molekiile wurde das jeweilige Gemisch flir 3 Minuten bei 95 °C erhitzt. Eine definierte Menge
Probe wurde auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Nach
Ermittlung des Molekulargewichtes der entstandenen Proteinbanden erfolgte der In-Gel-Verdau. Das
Spektrum des Proteolyseproduktes wurde mit MALDI-TOF-MS-Messung aufgenommen und nach
Abgleich mit Proteindatenbanken die Proteinsequenz identifiziert. Die verwendeten Standards fir
die Analysen sind im Anhang (Tabelle A 16) notiert.

2.2.2.1  SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde gemall Laemmli durchgefihrt [147, 148]. Hierfiir wurde das Trenngel (12 %)
hergestellt und in beide Seiten der Gielkassette eingeflillt. Das Gel wurde fir 30 Minuten mit
Isopropanol Uberschichtet. Das frisch angesetzte Sammelgel (5%) wurde in die GieRkassette
gegossen und der Kamm mit den Probenslots eingesetzt. Es folgte die Polymerisation fiir 60 Minuten
bei Raumtemperatur. Der Probenkamm wurde entfernt, die GieRkassette mit dem fertigen Gel in den
Elektrodenstand eingesetzt und mit Kathodenpuffer befillt.

Es wurden je 10 pl Proben-Puffergemisch als auch Proteinstandardmischung ,, Pharmacia“ auf je ein
Slot aufgetragen und die Elektrophorese nach Auffiillen der Anodenkammer mit Anodenpuffer fir
etwa 90 Minuten bei 500 V und 10 mA gestartet.

Die Gele wurden (iber Nacht bei Raumtemperatur mit Farbeldsung behandelt. Es folgte das
Entfarben der Gele durch mehrmaligen Austausch von destilliertem Wasser unter stiandigem
Schitteln Giber mindestens 3 Stunden.

2.2.2.2 In-Gel-Verdau

Die entstandenen Gele wurden mit einer kolloidalen Coomassie Brilliant Blue Farbelosung behandelt
um die Proteinbanden, die fir die Identifikation von Interesse sind, auszuwahlen [147, 149]. Der In-
Gel-Verdau erfolgte mit dem Tryptic Digestion Kit Nummer 89871 von PIERCE. Die Proteinbanden
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit 200 pl Entfarbelosung eine Stunde bei 37 °C behandelt.
Es folgte die Reduzierung mit Tris-(2-carboxyethyl)phosphine, Hydrochloride (TCEP) bei 60 °C fir
10 Minuten nach Zugabe von 30 ul Reduzier-Puffer sowie die Alkylierung mit lodacetamid (IAA) bei
Raumtemperatur in Dunkelheit durch Zugabe von 30 pl Alkylier-Puffer. Nach zwei Waschschritten
wurden 50 ul Acetonitril (50 %) zugegeben und 25 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 35 pl Verdau-
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Puffer, welcher Trypsin enthielt, erfolgte der Verdau bei 30 °C {iber Nacht. Nach Zugabe von 10 ul
1 % TFA und finfminutiger Inkubation wurde das Proteolyseprodukt bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert.

2.2.23 MALDI-TOF-MS-Messung und Proteinidentifikation

2 ul der Proteolyse-Losung wurden mit 2 pl a-cyano-4-Hydroxyzimtsaure gemischt und davon 0,5 pl
auf das Stahltemplate der MALDI-TOF-MS-Platte aufgetragen und bis zur Auskristallisation
getrocknet (dried droplet-Methode). Folgende Einstellungen des MALDI-TOF-MS (AUTOFLEX-III
LRF200-CID mit Smartbeam-Laser 200, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) wurden
vorgenommen (Tabelle 10):

Tabelle 10: Einstellungen des MALDI-TOF-MS (Parameter der Messung und Spektrenbearbeitung)
m/z: Masse-zu-Ladungsverhéltnis

Messbedingungen Spektrenbearbeitung

Reflektor Modus Glatten: Smoothing according to algorithmen: Savitzky-
Golay; Width: 0,2 m/z; Cycles: 1

Beschleunigungsspannung: 20 kV Baselinesubstraktion: According to algorithmen: Tophat

Reflektorspannung: 2158 V Peak finding: Peak detection algorithmen: snap; Signal to

Noise threshold: 3; Maximum number of peaks: 200; Quality
factor threshold: 600

Massenbereich: 300 - 6000 m/z

Das Massenspektrometer wurde mit dem Standard ,,Peptide calibration standard 11“ (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Germany) mit einem Massenbereich von 700-3500 Da kalibriert (Tabelle A 16). Die
erhaltenen Massenspektren des Proteolyseproduktes wurden mit dem Programm Bruker Daltoniks
Flex-Analysis (Vers. 3.3; Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) bearbeitet und mit der Software
Bruker Daltonics Biotools (Vers. 3.2; Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) unter Verwendung
der Proteinsequenz-Datenbanken ,SwissProt2013 02, - 11 und Fungi EST Database” (iber die
Zugangssoftware ,,Mascot” ausgewertet. Folgende Einstellungen wurden vorgenommen:

Toleranz: 200 - 500 ppm

Maximale Anzahl von missed cleavages mittels Trypsin: 0-1
Modifizierungen: Propionamid-Anlagerungen an Aminosaure Cystein
Identifiziert wenn: mindestens 20 % Sequenzhomologie
Signifikanter Protein Score: > 70 %

Irrtumswahrscheinlichkeit: p < 0,05

Die Berechnung des Protein Score erfolgte nach der Gleichung 10*Log(P), wobei P die
Wahrscheinlichkeit beschreibt, dass die ermittelte Sequenziibereinstimmung ein zufalliger Treffer ist.

223 SDS-PAGE zur Quantifizierung technischer Enzyme in Enzymgemischen
Durch die Messung der Farbdichte (Densitometrie) ist es moglich elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine zu quantifizieren. Durch die Aufnahme digitaler Graustufenbilder mit Hilfe des Bio-RAD
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Scanners wurde die Proteinkonzentration unbekannter Proben (iber die Bandenintensitdt und die
Proportionalitdt zur Bandenintensitat der Standardreihe aus Rinderserumalbumin (BSA) berechnet.
Fungamyl wurde jeweils in Wasser (Probe A, 10 mg/ml) und in Probenpuffer (Probe B, 5 mg/ml)
geldst. Probe A wurde 1 Minute bei 5000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit Probenpuffer
verdiinnt (1:1, 1:2 und 1:4). BSA wurde in bekannten Konzentrationen mitgefiihrt (Standard). Sowohl
die Standards als auch die Proben wurden 3 Minuten bei 95 °C erhitzt und denaturiert. Jeweils 10 pl
der Standards sowie Probe A und B als auch 5 pl Probe B wurden auf ein Polyacrylamid-Gel (2.2.2.1)
aufgetragen und die SDS-PAGE fir 180 Minuten bei 25 mA pro Gel und 300 V durchgefiihrt. Die
fertigen Gele wurden (iber Nacht bei Raumtemperatur mit Farbelésung (Coomassie-Blau in 10 %
Essigsdure) gefarbt. Es folgte das Entfarben der Gele durch mehrmaligen Austausch von 10 %
Essigsaure unter standigem Schiitteln von mindestens 3 Stunden.

Nach Aufnahme der digitalen Graustufenbilder mit dem Bio-RAD Scanner wurden die Gele mit Hilfe
des Programms Imagelab ausgewertet.

2.2.4 Herstellung von Referenzmaterialien

Zur Prifung der quantitativen Werte der LC-MS/MS-Messung wurden Referenzmaterialien bekannter
Konzentrationen von Fungamyl, Amylase TXL und Lipase FE-01 hergestellt. Die Herstellung erfolgte in
Anlehnung an den Leitfaden fir die Entwicklung von BAM-Referenzmaterialien [124], welcher fiir die
betrachteten Bereiche den Empfehlungen des ISO Guide 34 [150] und 35 [151] folgt. Die
Referenzmaterialien wurden nicht zertifiziert.

2241 Planung und Durchfiihrung
Festlegungen der Anforderungen an das Referenzmaterial

Ziel war es Referenzmaterialien unterschiedlicher Matrizes sowie Konzentrationen herzustellen, die
der Anwendungsrealitat entsprechen. Da die betrachteten technischen Enzyme ausschliel3lich im
Backerhandwerk Anwendung finden, wurden die Matrizes Mehl, Brot und Keks als typische Vertreter
gebackener Produkte ausgewahlt. Hierbei stehen, im Gegensatz zu Mehl (Rohstoff), Brot und Keks fiir
den Bereich ,gebackene bzw. erhitzte” Produkte. Weiterhin wurde eine vergleichende Betrachtung
der Analysenergebnisse zwischen fettarmen (Mehl 0 % Fett, Brot 3 % Fett) und fettreichen (Keks,
18 % Fett) Lebensmitteln moglich. Aufgrund des beliebten Konsums und Einsatzes von Weizenmehl
wurde dies als Grundlage aller hergestellten Referenzmaterialien verwendet. Hierbei wurde Typ 405
verwendet, um die Effekte, die durch die Zugabe der technischen Enzyme induziert werden, besser
zu visualisieren. Es wurde ein reiner Biskuitkeks als reprasentative Matrix flir den Bereich
StRwaren/Backwaren ausgewahlt, um einen Einfluss durch weitere Zutaten (z. B. Schokolade) auf die
Analytik auszuschlieRRen.

Es wurden folgende technische Enzyme vor dem Backprozess zu den Matrizes (Tabelle 11)
zugegeben:

Tabelle 11: Zugefiigte Standards zu Referenzmaterialien

Technisches Enzym Firmenname und -sitz
Fungamyl Novozymes A/S, Bagsvaerd, Denmark
Lipase FE-01 ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenblittel, Germany

Amylase TXL ASA Spezialenzyme GmbH, Wolfenbiittel, Germany
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Die eingesetzten Mengen technischer Enzyme sollten sich in einem praxisnahen
Konzentrationsbereich bewegen. Im Backerhandwerk werden den Mehlen technische Enzyme vor
dem Backprozess im einstelligen ppm Bereich zugegeben. Es wurde ein Konzentrationsbereich
zwischen 1 und 10 ppm Enzym aller 3 Matrizes angestrebt. Fir die Matrix Brot wurden neben der
Nullprobe vier Proben hergestellt. Fiir die Matrizes Mehl und Keks hingegen wurden neben dem
Nullmaterial eine weitere Probe produziert und durch Mischung des Referenzmaterials mit
Nullmaterial weitere Konzentrationsstufen hergestellt. Ursache dafiir war die von zuvor produzierten
Testmaterialien (nach gleichen Produktionsbedingungen) analysierte PartikelgroRe. Es konnten
hohere PartikelgroBen beim Brot (304,79 +/- 11,29 um) als bei Mehl (159,24 +/- 10,31 um) ermittelt
werden (Anlage Abbildung A 2 und Abbildung A 3). Das Herstellen verschiedener Konzentrationslevel
aus einer Probe war bei der Matrix Brot nicht moglich bzw. hatte zu Ergebnisschwankungen aufgrund
von Inhomogenitat gefiihrt.

Die hergestellten Referenzmaterialien dienen ausschlieRlich der Priifung der LC-MS/MS-Methode
zum Nachweis technischer Enzyme. Sie wurden zum Zweck der Kontrolle einer vollstéandigen
Extraktion sowie korrekten Quantifizierung produziert. Beim weiteren Einsatz der Methode nach der
Validierung besteht die Maoglichkeit die Materialien als Laborstandard bei jeder Extraktion
mitzufihren.

Durchfiihrungsplanung

Fir die Herstellung der Referenzmaterialien wurden ausschlieRlich enzymfreie Materialien
verwendet. Dies wurde geprift, indem je Matrix eine Nullprobe produziert und analysiert wurde.
Nach dem Prozess des Vermischens wurden die Materialien direkt (Mehl) bzw. nach dem
Backprozess (Brote) Gber Nacht bei 40 °C vorgetrocknet und anschlieRend fein zerkleinert. Die Kekse
wurden direkt nach dem Backprozess fein zerkleinert. Es wurden sowohl eine gute Homogenitat als
auch optimale Lagerbedingungen geschaffen. Die Materialien wurden auf Kunststoffbecher mit
einem Inhalt von mindestens 50 g verteilt und bis zur weiteren Analyse gefroren gelagert (-18 °C). Es
wurde eine Homogenitatsprifung durchgefihrt, indem die berechneten Konzentrationen von 15
Extrakten (3 je Becher unter Wiederholbedingungen) eines Konzentrationslevels je Matrix am
Beispiel des technischen Enzyms Lipase FE-0O1 verglichen wurden. Zur Kontrolle der Streuung
innerhalb eines Bechers wurden die Konzentrationen aus einem Becher in Mehrfachbestimmung
extrahiert und gemessen. Mit Hilfe des Brown-Forsythe-Test (Homogenitat der Varianzen) wurde die
Homogenitat der Proben gepriift. Eine Stabilitatsprifung musste nicht durchgefiihrt werden, da die
produzierten Materialien zur ,Stabilitatsklasse 1“ gehoren. Dies sind laut Leitfaden der BAM
»,Materialien, deren Stabilitdt unter den vorgesehenen Lager- und Beférderungsbedingungen (iber
den vorgesehenen Verwendungszeitraum nach Expertenauffassung evident ist” [124].

Eine zusatzliche Absicherung Uber die Messung der Referenzmaterialien durch Fremdlabore war
nicht moglich, da keine passende Methode angeboten wird. Auch die Teilnahme an Ringversuchen
war aufgrund von mangelnden Testangeboten nicht moglich.

224.2 Unprozessierte Referenzmatrix - Weizenmehl

Es wurden je 10 g Weizenmehl in 3 Kunststoffbecher eingewogen. Die Einwaage von 80 mg Fungamyl
erfolgte auf einem Kjeldahl-Wageschiffchen, welches mit 4,76 g Mehl direkt in den Kunststoffbecher
abgespilt wurde. Je 80 mg Lipase FE-0O1 (Flussigkeit) und Amylase TXL (FlUssigkeit) wurden direkt in
den zweiten bzw. dritten Kunststoffbecher eingewogen. Die Voreinwaage betrug 35 g. 165 g Mehl
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wurden direkt in den Thermomix eingewogen und die Voreinwaage mit den Enzymgemischen
zugegeben. Die Kunststoffbecher wurden insgesamt mit 200 ml Wasser direkt in den Thermomix
ausgespllt. Die Mehl-Wasser-Suspension wurde eine Stunde auf Stufe 1 geriihrt und alle 15 Minuten
wurden Wandablagerungen in die Teigmasse zurlickgefiihrt. Die Teigmasse wurde in verschiedenen
Aluschalen Uber Nacht bei 40 °C getrocknet. Der entstandene Feuchteverlust und die dadurch
bedingte Aufkonzentrierung wurde bei der Berechnung der tatsachlichen Ist-Konzentrationen der
einzelnen Enzyme einbezogen. Hierbei ergibt sich der Trocknungsverlust (TV) wie folgt:

_ Massenabnahme [g]

Gleichung 4: TV -100

Einwaage [g]

Die Konzentration nach Trocknung wird wie folgt berechnet:

Konzentration vor Trocknung
100-TV

Gleichung 5:  Konzentration nach Trocknung = 100

In Tabelle 12 ist der Gewichtsverlust durch Vortrocknung des Referenzmaterials Mehl aufgelistet und
die Ist-Konzentration berechnet.

Tabelle 12: Berechnung der Ist-Konzentration aller Enzyme im Referenzmaterial Mehl
N=4; TV: Trocknungsverlust; Konz. Konzentration; MW: Mittelwert

. Einwaage TV Konz. vor Trocknung Konz. nach Trocknung MW
Bezeichnung
gl [s/100g] [mg/kel [mg/kel [mg/kel
99,73 50,16 401
Mehl 104,20 51,33 411
200 412
400 mg/kg 72,13 51,88 416
89,63 52,61 422

Mit Hilfe der aus Abschnitt 3.3 ermittelten bzw. aufgelisteten Proteingehalte der zu den
Referenzmaterialien zugefligten technischen Enzyme wurden die Ist-Konzentrationen der einzelnen
Enzyme alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase und Lipase im Mehl berechnet (Tabelle 13).

Tabelle 13: Ermittelte Endkonzentrationen der jeweiligen Enzyme im Referenzmaterial Mehl
MW: Mittelwert

. MW (Tabelle 12) alpha-Amylase Endo-1,4-Xylanase Lipase
Bezeichnung
[mg/kel [mg/kel [mg/kel [mg/ksl
Mehl 400 mg/kg 412 53,19 21,42 7,42

Fiir die weitreichende Prifung der quantitativen Methode wurde enzymfreies Mehl mit
enzymhaltigem Mehl gemischt. Es wurden vier verschiedene Konzentrationslevel hergestellt,
extrahiert, quantifiziert und Wiederfindungsraten berechnet (Tabelle 14). Weiterhin wurde das
enzymfreie Mehl (Nullprobe) analysiert.
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Tabelle 14: Ermittelte Endkonzentrationen der jeweiligen Enzyme in Level 0-4 (Mehl)

Probe alpha-Amylase [mg/kg] Endo-1,4-Xylanase [mg/kg] Lipase [mg/kg]
Mehl Nullprobe 0 0 0

Mehl Level 1 2,58 1,04 0,36
Mehl Level 2 9,03 3,64 1,26
Mehl Level 3 19,35 7,80 2,70
Mehl Level 4 38,70 15,60 5,40

2243 Prozessierte Referenzmatrix - Toastbrot
Fir die Herstellung der Referenzmaterialien der Kategorie Brot wurde eine Toastbrot-Rezeptur
verwendet und Vormischungen aus Weizenmehl und Enzymzusatz (Tabelle 15) eingewogen.

Tabelle 15: Einwaage der Enzyme in Weizenmehl (Vormischung) fiir Referenzmaterial Brot

Enzymzusatz [g] Weizenmehlzusatz [g]
Bezeichnung Fungamyl Lipase FE-01 Amylase TXL Mehl fiir Vormischung
Brot Nullprobe 0 0 0 10,000
Brot Probe 1 0,025 0,025 0,025 9,925
Brot Probe 2 0,100 0,100 0,100 9,700
Brot Probe 3 0,250 0,250 0,250 9,250
Brot Probe 4 0,500 0,500 0,500 8,500

Die Einwaage erfolgte in verschlieBbare Kunststoffbecher, beginnend mit Weizenmehl. Die Einwaage
von Fungamyl erfolgte auf einem Kjeldahl-Wageschiffchen, welches abschlieBend mit 15 g Mehl
direkt in den Kunststoffbecher abgespilt wurde. Lipase FE-01 (Flussigkeit) und Amylase TXL
(Flussigkeit) wurden direkt in den jeweiligen Kunststoffbecher eingewogen. Die Voreinwaage betrug
25 g. Die Vormischungen wurden mit dem restlichen Mehl wahrend des Knetprozesses aus den
Kunststoffbechern gewaschen. Die Rezeptur ist in Tabelle 16 beschrieben.

Tabelle 16: Rezeptur fiir Referenzmaterial Brot

Bestandteil Masse [g]
Weizenmehl Typ 405, exklusive Voreinwaage 1382
Reinfett 68
Zucker 27
Salz 41
Hefe 68
Wasser 889

Die Teige wurde in 2 Stufen (2 Minuten langsam, 6 Minuten schnell) bei etwa 27 °C mit dem
Teigkneter homogenisiert. Nach jedem Schritt wurde der jeweilige Teig 10 Minuten ruhen gelassen.
Es folgte eine weitere Ruhephase des Teiges fir 60 Minuten bei 32 °C und 75 % Luftfeuchtigkeit,
bevor die Teige bei 220 °C fur 35 Minuten gebacken wurden. Die Brote wurden in verschiedenen
Aluschalen tGber Nacht bei 40 °C getrocknet und der Wasserverlust analog zu 2.2.4.2 ermittelt.

In Tabelle 17 sind der Gewichtsverlust durch Vortrocknung des Referenzmaterials Brot und die
berechnete Ist-Konzentration aufgelistet.
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Tabelle 17: Berechnung der Ist-Konzentration aller Enzyme im Referenzmaterial Brot

N=3; TV: Trocknungsverlust; Konz. Konzentration; MW: Mittelwert

. Einwaage TV Konz. vor Trocknung  Konz. nach Trocknung MW
Bezeichnung
gl [s/100g] [mg/ksl [mg/kel [mg/kel

72,50 32,41 15
Brot

72,83 29,04 10 14 15
Probe 1

71,73 32,05 15

72,84 33,39 60
Brot

76,45 29,82 40 57 59
Probe 2

69,59 33,02 60

77,84 33,02 149
Brot

74,93 33,02 100 149 149
Probe 3

81,63 32,11 147

80,05 32,17 295
Brot

80,80 34,15 200 304 301
Probe 4

78,16 34,34 305

Mit Hilfe der aus Abschnitt 3.3 ermittelten bzw. aufgelisteten Proteingehalte der zu den
Referenzmaterialien zugefiigten technischen Enzyme wurden die Ist-Konzentrationen der jeweiligen
Enzyme alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase und Lipase im Brot berechnet (Tabelle 18).

Tabelle 18: Ermittelte Endkonzentrationen der jeweiligen Enzyme in Probe 0-4 (Brot)
MW: Mittelwert

Probe MW (Tabelle 17) alpha-Amylase  Endo-1,4-Xylanase Lipase
[mg/ke] [mg/ke] [mg/ke] [mg/ke]
Brot Nullprobe 0 0 0 0
Brot Probe 1 15 1,94 0,78 0,27
Brot Probe 2 59 7,61 3,07 1,06
Brot Probe 3 149 19,22 7,75 2,68
Brot Probe 4 301 38,83 15,65 5,42

2244 Prozessierte Referenzmatrix - Biskuitkeks

Es wurden je 10 g Weizenmehl in 3 Kunststoffbecher eingewogen. Die Einwaage von 200 mg
Fungamyl erfolgte auf einem Kjeldahl-Wageschiffchen, welches mit 5,4 g Mehl direkt in den
Kunststoffbecher abgespiilt wurde. Je 200 mg Lipase FE-01 (Flissigkeit) und Amylase TXL (FlUssigkeit)
wurden direkt in den zweiten bzw. dritten Kunststoffobecher eingewogen. Die Voreinwaage betrug
36 g. 225 g Mehl wurden direkt in den Thermomix eingewogen und die Voreinwaage mit den
Enzymgemischen zugegeben. Die Kunststoffbecher wurden insgesamt mit 100 ml Wasser direkt in
den Thermomix ausgesplilt. Weiterhin wurden 9g Backpulver, 100g Zucker sowie 100g
Sonnenblumenmargarine direkt in den Thermomix eingewogen. Der Keksteig wurde eine Stunde auf
Stufe 1 geriihrt und alle 15 Minuten Wandablagerungen in die Teigmasse zuriickgefiihrt. Die Kekse
wurden 13 Minuten bei 190 °C gebacken und nach einer Stunde abkiihlen zerkleinert. Die Proben
wurden im Gegensatz zu den Matrizes Mehl und Brot nicht vorgetrocknet.
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Die Kekse wurden vor und nach dem Backprozess auf dem Backpapier gewogen und so die Ist-
Konzentration des kompletten gebackenen Produktes (im Gegensatz zur Summe von mehreren
Trocknungsschalen bei Mehl und Brot) berechnet (Tabelle 19).

Tabelle 19: Berechnung der Ist-Konzentration aller Enzyme im Referenzmaterial Keks
Konz.: Konzentration

. . Verlust beim Konz. vor dem Konz. nach dem
Bezeichnung Einwaage [g]
Backen [g/100g] Backen [mg/kg] Backen [mg/kg]
Keks 400 mg/kg 526,73 18,24 400 489

Mit Hilfe der aus Abschnitt 3.3 ermittelten bzw. aufgelisteten Proteingehalte der zu den
Referenzmaterialien zugefiigten technischen Enzyme wurden die Ist-Konzentrationen der jeweiligen
Enzyme alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase und Lipase im Keks berechnet (Tabelle 20).

Tabelle 20: Ermittelte Endkonzentrationen der jeweiligen Enzyme im Referenzmaterial Keks
MW: Mittelwert

Prob MW (Tabelle 19) alpha-Amylase Endo-1,4-Xylanase Lipase
robe

[mg/kel [mg/kel [mg/ksl [mg/kel
Keks 400 mg/kg 489 63,10 21,42 8,80

Fiir die weitreichende Priifung der quantitativen Methode wurden enzymfreie Kekse mit
enzymhaltigen Keksen gemischt. Es wurden vier verschiedene Konzentrationen hergestellt,
extrahiert, quantifiziert und Wiederfindungsraten berechnet (Tabelle 21). Weiterhin wurde der
enzymfreie Keks analysiert.

Tabelle 21: Ermittelte Endkonzentrationen der jeweiligen Enzyme in Level 0-4 (Keks)

Probe alpha-Amylase Endo-1,4-Xylanase Lipase

[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
Keks Nullprobe 0 0 0
Keks Level 1 2,58 1,04 0,36
Keks Level 2 9,03 3,64 1,26
Keks Level 3 19,35 7,80 2,70
Keks Level 4 38,70 15,60 5,40
2,25 Nachweis technischer Enzyme mittels LC-(ESI)-MS/MS-QTRAP

Die unbekannte Proteinsequenz des technischen Enzymgemisches wurde mit Hilfe einer SDS-
Gelelektrophorese und anschlieBendem In-Gel-Verdau liber die Messung mittels MALDI-TOF-MS und
der dazugehorigen Datenbankauswertung identifiziert (2.2.2). Die daraus erhaltene
Aminosauresequenz wurde mit Hilfe der Software Skyline (Version 2.1.0.4936) theoretisch verdaut.
Die so erhaltenen Peptidmassen wurden in Fragmentionen zerlegt und eine MRM-Methode erstellt.
Es wurden Proben mit einem deutlichen Gehalt des Enzymgemisches nach dem In-Losung-Verdau
extrahiert und mit der MRM-Methode gemessen. Zusatzlich zur Messung definierter
Massenilberginge erfolgte zeitgleich eine Aufnahme von Massenspektren im Massenbereich von 400
bis 1250 Da. Dies ermoglichte den Spektrenabgleich der Positivprobe mit der Protein-Software
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Mascot (Version: 1.6b27, Matrix Science, London, UK). Durch den Abgleich des Datenfiles mit der
Datenbank SwissProt [152] konnten geeignete Markerpeptide fiir die jeweilige Proteinsequenz
ausgewahlt werden. Es wurden je Protein mindestens zwei spezifische Peptide mit bestméoglicher
Intensitat ausgewahlt. Jedes Peptid wurde mit mindestens 3 Massenlibergangen qualitativ

abgesichert.

2.25.1 Auswahl geeigneter Markerpeptide

Einige Hersteller technischer Enzyme veroffentlichen Datenblatter mit der Angabe des Enzyms und
Syntheseorganismus. Die Identifikation unbekannter Proteinsequenzen eines technischen
Enzymgemisches wurde in Abschnitt (2.2.2) beschrieben. Die eindeutig abgesicherte Aminosaure-
sequenz des technischen Enzyms ist n6tig, um geeignete Markerpeptide auszuwahlen.

Theoretischer Verdau der Proteinsequenz

Mit Hilfe der Software Skyline wurde die bekannte Aminosauresequenz theoretisch verdaut. Um eine
ausreichende Spezifitdt und Sensitivitat zu sichern, miissen Einstellungen zur Auswahl der
synthetischen Peptide vorgenommen werden. Die Einstellungen unterteilen sich in Peptide Settings
(digestion enzyme: Trypsin; Max missed cleavages: 0; Min length: 8; Max length: 25; Exclude peptides
containing: Met; Cys) und Transition Settings (Tabelle 22). Sollten mit diesen Einstellungen keine
geeigneten Markerpeptide fiir das Enzym gefunden werden, wurde die Einstellung ,Min length:“ auf
6 reduziert. Die minimale Peptidlange sollte 6 Aminosauren betragen, da sonst keine ausreichende
Spezifitdit mehr gesichert werden kann. Weiterhin kann auf die Einstellung ,Exclude peptides
containing: Met; Cys“ verzichtet werden. Wahrend der Extraktion (lodacetamid, Dithiotreithol)
entstehende Aminosduremodifizierungen durch Carbamidomethylierung (Cystein) bzw. Oxidation
(Methionin) fihren zu Verschiebungen der Massenlberginge der Peptide [153]. Dies muss beim
Erstellen der MRM-Methode beachtet werden. Insofern moglich, werden fiir die Messung die
stabileren C-terminalen y-lonen verwendet. In Ausnahmefillen kénnen auch b-lonen verwendet
werden. b-lonen sind instabil und zerfallen in a-lonen und Kohlenmonoxid oder sie bilden Oxazolone
[125].

Tabelle 22: Skyline - Transition settings

y: y-lonen; b: b-lonen; m/z: Masse-zu-Ladungsverhaltnis

Filter Precursor charges 2,3

lon charges 1,2

lon types y, b (in Ausnahmefallen)

. From: (m/z > precurser)-1
Product ions
To: 3 ions

Library lon match tolerance 0,5m/z

Pick product ions from filtered ion charges and 3

types
Instrument Min m/z 400

Max m/z 1250

Method match tolerance m/z 0,055
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LC-MS/MS-Methode
Es wurde eine HPLC-Methode mit dem UltiMate 3000 BioRS System erstellt. Zur Trennung der
Peptide wurde die speziell fur die Peptidanalytik produzierte Saule ,Aeris Peptide 1.7 um XB-C18

(100 x 2,1 mm)“ verwendet. Die wassrige Phase bestand aus destilliertem Wasser mit 0,1 %
Ameisensdure, LCMS grade (Eluent A), die organische Phase bestand aus Acetonitril mit 0,1 %
Ameisensdure, LCMS grade (Eluent B). Diese Eluenten wurden fiir die Peptidsdule vom Hersteller
empfohlen. Es wurde ein Gradientenprogramm (Tabelle 23) erstellt. Die Temperatur des Sdulenofens
betrug 35 °C; die Temperatur des Autosamplers 10 °C. Das Injektionsvolumen betrug 5 pl.

Tabelle 23: Gradientenprogramm der HPLC-Messung
min: Minute; Eluent A: 0,1 % Ameisensaure; Eluent B: Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure

Zeit [min] Fluss [ml/min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,0 0,3 95 5
10,0 0,3 75 25
10,1 0,3 5 95
11,0 0,3 5 95
11,1 0,3 95
20,0 0,3 95

Die Messung erfolgte im MRM-Modus. Je Peptid wurden mindestens 3 Uberginge in die
Massentabelle Gbertragen und mit den theoretisch berechneten Energien gemessen. Die Messung
der ausgewdhlten Massenlberginge erfolgte Uber die komplette Laufzeit der Methode
(20 Minuten). Es wurde im Modus ESI positiv gemessen. Weitere Einstellungen waren wie folgt:
Curtain Gas: 35 psi; Collision Gas: high; lon Spray Voltage: 4500 V; lon source Gas 1/2: 50 psi.

Mit dem Enhanced Product lon Scan (EPl) wurde ein weiteres Experiment zur MRM-Methode
zugefligt (Tabelle 24). Dieses ermoglichte zeitgleich die Aufnahme qualitativ hochwertiger
Massenspektren von im MRM-Experiment spezifisch gemessenen Vorlauferionen (Markerpeptiden).
Es wurden folgende Einstellungen fiir das EPI-Experiment vorgenommen:

Tabelle 24: Einstellungen fiir EPI Experiment
sec: seconds; min: minimal

IDA criteria Select 1 to 3 most intense peaks
Exclude former target ions after 3 occurrence(s) for 30 sec.
Rolling collision energy
min. counts: 500

EPI Massenbereich: 230-1000
Advanced: dynamic fill time
Scanrate: 10000 Da/s

In-Lésung-Verdau

Fir den In-Losung-Verdau wurde je 1 g Enzymgemisch (Positiv-Probe) in 10 ml Extraktionspuffer,
welcher Harnstoff und Dithiothreitol (DTT) enthalt, gelost und ein aliquoter Teil mit lodacetamid
(IAA) inkubiert. Das ausgewahlte Einwaage-Puffer-Verhalten zeigte in vorherigen Versuchen optimale
Extraktionsausbeuten. Die durch den Harnstoff bedingte Reduzierung der Wasserstoffbriicken-
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bindungen ermdglicht die erleicherte Reduzierung der Disulfidbriickenbindungen durch DTT, welche
durch das Alkylierungsmittel IAA stabilisiert wurden. Der Erfolg der Extraktion wurde durch die
Zugabe eines internen Standardproteins sowie isotopenmarkierter Peptidstandards zum Beginn der
Extraktion kontrolliert.

Vor der Zugabe der aktivierten Trypsinlésung wurde die Probe mit Verdaupuffer, welcher
Ammoniumbicarbonat enthielt, auf das pH-Optimum von 7-8 eingestellt. Der Verdau wurde (iber
Nacht bei 37 °C durchgefiihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgte nach etwa 18 Stunden durch Zugabe
von Ameisensdure (10 % v/v). Der verdaute Extrakt wurde unter Nutzung einer C-18 Festphasensaule
(SPE) gereinigt und aufkonzentriert. Die ausgewdhlten Volumina fir die Aktivierung sowie Spilung
der SPE-Saule und das Elutionsvolumen der Peptide wurden in Vorversuchen getestet und optimiert.
AbschlieBend erfolgte ein Losungsmittelwechsel um bestmogliche Bedingungen fir die
Chromatographie zu schaffen. Eine detailliertere Beschreibung des In-Lésung-Verdaus ist in
Abbildung 12 gezeigt.

*1 g Probe, 10 ml Extraktionspuffer (DTT, Harnstoff), 5,457 pg internes Standardprotein
eLdsungder Proteine (30 Minuten Uberkopfschiittler)
*Abnahme eines aliquoten Anteils der Losung (1 ml)
Protein- *Zugabe von Mix Isotopenmarkierten Peptidstandards (0,5 pug)
Extraktion eZugabe 25 pl IAA, Inkubation (20 Minuten, 50 °C, schiitteln)

*Zugabe Verdaupuffer (Ammoniumbicarbonat, pH 7-8)
*Zugabe 200 pl aktivierte Trypsin-Losung

¢Inkubation (37 °C, Uber Nacht)

*Zugabe 150 pl 10 % Ameisensaure (Reaktionsstopp)

Protein-
Verdau

*Aktivierung SPE-Saule (3 ml Puffer A)

sAufgabe des Peptid-Extraktes auf Saule

*Reinigung SPE-Saule (3 ml Puffer B)

oElution der Peptide von SPE-Saule (1,6 ml PufferA)
*Einengungdes Eluates unter Stickstoff bis zur Trockne
*Resuspendierung (500 pl Puffer B)

Abbildung 12: Ubersicht der Extraktion mit Trypsin-Verdau iiber Nacht
DTT: Dithiothreitol; IAA: lodacetamid; SPE: Festphasenextraktion; Puffer A: 50 % Acetonitril, 0,1 % Ameisensaure; Puffer B:
0,1 % Ameisensaure

Weiterhin wurde der In-Lésung-Verdau mittels Temperaturprogramm durchgefihrt. Hierfir wurde
die Proteinextraktion und -aufreinigung analog zu Abbildung 12 durchgefiihrt. Der Protein-Verdau
wurde mit einem Temperaturprogramm im Thermoblock zeitlich verkirzt. Fiir die bestmogliche
Abschatzung der zeitlichen Intervalle des Trypsinverdaus wurden zuvor publizierte Methoden
herangezogen [154]. Die Anfangstemperatur von 37 °C wurde nach 3 Minuten auf 52 °C erhdht und
erneut fir 3 Minuten gehalten. Es folgten weitere acht Intervallschritte von 37 °C auf 52 °C fir je 3
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Minuten. Wahrend der gesamten Verdau-Zeit wurden die Proben leicht geschiittelt. Der
Reaktionsabbruch erfolgte durch Zugabe von Ameisensaure (10 % v/v).

Abgleich der Peptide mit Proteindatenbanken

Die nach dem Proteinverdau erhaltenen Peptid-Extrakte einer Positivprobe (z. B. 1 g Fungamyl oder
1 g Lipase FE-01) wurden mit den unter 2.2.5.1 beschriebenen Messbedingungen gemessen. Die mit
Hilfe der EPI-Messung generierten Peptid-Spektren wurden mit der Software Mascot (Matrix Science,
London, UK) und folgenden Kriterien (Tabelle 25) abgeglichen [126].

Tabelle 25: Mascot Einstellungen vor Spektren-Abgleich

Parameter Einstellungen Parameter Einstellungen
erlaubte missed-cleavages 1 Variable Modifizierungen Oxidation (M)
Peptidtoleranz 0,6 Da Peptidladung 2+; 3+
MS/MS Toleranz 0,6 Da Massenspektrometer ESI-TRAP
Feste Modifizierungen Carbamidomethyl (C) [ Datenbank Swissprot

Ein Protein gilt als eindeutig identifiziert wenn der ,individual ion score” > 39 % betragt. Im Mascot
Report wurden dem identifizierten Protein Peptide untergeordnet, anhand derer die eindeutige
Zuordnung von Massenspektren zum Protein erfolgte. Diese Peptide wurden fir die qualitative
Methode ausgewahlt. Mindestens zwei Peptide je technisches Enzym mussten eindeutig zugeordnet
sein. Bei grofRerer Auswahl an spezifischen Peptiden wurden die Peptide mit dem intensivsten
Messsignal fiir die Erstellung der Analysemethode ausgewahilt.

2.2.,5.2  Scheduled MRM-Methode

Die HPLC-Einstellungen waren analog zu 2.2.5.1. Es erfolgte die Messung im scheduled MRM-Modus.
Hierbei wurden je Enzym mindestens zwei Peptide mit je 3 Massenilbergidngen in die MRM-Tabelle
Ubertragen. Mit Hilfe der synthetischen Peptidstandards wurden die Energien (Declustering Potential
flr das Mutterion sowie Collision Energy fiir das jeweilige Tochterion) optimiert und in der MRM-
Methode hinterlegt. Die Messung der ausgewahlten Massenlbergange erfolgte mit der scheduled
Einstellung, d.h. dass die jeweilige Massenspur bei der Retentionszeit +/- 60 Sekunden aufgenommen
wurde, was eine hohere Messzeit je Massenlibergang (dwell time) ermdglicht. Dies verbesserte die
Analyse im Spurenbereich, da die Sensitivitdt des Signals erhéht wurde. Es wurde im Modus ESI
positiv mit folgenden Einstellungen gemessen: Curtain Gas: 35 psi; Collision Gas: high; lon Spray
Voltage: 4500 V; lon source Gas 1/2: 50 psi. Tabelle A 23 (Anhang) enthilt alle Informationen der
MRM-Methode.

2.2.53 Kalibrierung

Es wurde eine interne Kalibrierung mit dem ISTD-Peptid als interner Standard durchgefiihrt. Hierfir
wurde eine Kalibrierreihe aus ansteigenden Konzentrationen der synthetischen Peptide (Punkt 1 bis
Punkt 6) aber gleichbleibender Konzentration an ISTD-Peptid (2 mg/kg) sowie isotopenmarkierter
Peptide (1 mg/kg) in 0,1% Ameisensdure hergestellt und unter den genannten Bedingungen
gemessen (Tabelle 26). Es wurde das Flachenverhaltnis (Flache Analyt zu Flache ISTD-Peptid) jedes
Standardpunktes ermittelt und eine lineare Kalibriergerade erstellt. Die daraus resultierenden
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linearen Parameter wurden fir die Berechnung der Konzentrationen der extrahierten
Referenzmaterialien genutzt.

Es wurden weiterhin die synthetischen isotopenmarkierten Standardpeptide hinzugegeben, um die
Retentionszeit und die qualitative Priifung der Analyten abzusichern.

Tabelle 26: Endkonzentrationen der jeweiligen technischen Enzyme in der Kalibrierreihe
KP: Kalibrierpunkt; Konz.: Konzentration

. Konz. Peptid Konz. alpha-Amylase  Konz. Endo-1,4-Xylanase Konz. Lipase
[mg/kel [mg/ksl [mg/ksl [mg/ksl
1 0,0005 0,0329 0,0124 0,01709
2 0,0010 0,0658 0,0248 0,03418
3 0,0020 0,1316 0,0495 0,06836
4 0,0100 0,6579 0,2476 0,3418
5 0,0200 1,3158 0,4952 0,6836
6 0,0400 2,6316 0,9904 1,3672
2.25.4 Quantifizierung mit internem Standardprotein

Es wurden die in 2.2.5.1 als Marker gewahlten Peptide synthetisch hergestellt (Firma Peptides &
Elephants, Golm, Deutschland). Zusatzlich erfolgte die Synthese der entsprechenden Peptide mit
Isotopenmarkierung sowie die Synthese des internern Standard-Peptids (ISTD-Peptid). Die
synthetischen Peptide wurden gelost und in ansteigender Konzentration zur Herstellung einer
Kalibrierreihe eingesetzt. Die isotopenmarkierten Peptide als auch das ISTD-Peptid wurden dieser in
konstanten Mengen zugesetzt. Es folgte die Messung der Kalibrierreihe sowie der verdauten Extrakte
der Referenzmaterialien (2.2.4). Anhand der Kalibrierreihe wurden die Enzymgehalte der
Referenzmaterialien berechnet und die Eignung der Methode zum quantitativen Nachweis gepriift.
Abbildung 13 zeigt eine Ubersicht der eingesetzten internen Standards zu Kalibrierung und
Extraktion.

Kalibrierung Sl

(6-Punkt-Kalibrierung)

s \ 4 A
Zugabe synthetischer Peptide in ansteigender || Zugabe synthetischer Peptide mit
Konzentration Isotopenmarkierung (0,5 ug)
\ J \ J
' N { N
Zugabe synthetischer Peptide mit
Isotopenmarkierung in gleichbleibender ! Zugabe des ISTD-Proteins (0,55 mg/kg)
Konzentration (1 mg/kg)
\ 7 \ v,
Zugabe des synthetischen ISTD-Peptids in
gleichbleibender Konzentration (1 pg)

Abbildung 13: Schema der eingesetzten Standards fiir die Quantifizierung
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Flr die Analyse wurden Peptide durch die Firma Peptides & Elephants synthetisiert (Tabelle 27).

Tabelle 27: Synthetische Peptidstandards (Markerpeptide)
ISTD: Interner Standard

Bezeichnung Protein Bezeichnung Peptid Aminosauresequenz Aliquot
internes Standard-Peptid ISTD-Peptid EGDSSVANSGLAALITDGPGGAK 2,4 mg
alpha-Amylase Amylase 411 NWPIYK 2,2mg
Endo-1,4-Xylanase Xylanase 493 GWNPGLNAR 2,5mg
Lipase Lipase 465 SGTLVPVTR 2,0mg

Die Peptide wurden in einer Eingangskontrolle liberprift (Beispiel Abbildung 14). Hierfiir wurde im
Infusionsexperiment der Molekilionenpeak gesucht und die Ladung dieses Uber den Abstand der
Isotopenpeaks des Molekiilionenpeaks im ER-Experiment geprift. Exemplarisch ist die Peptid-
Eingangskontrolle am Peptid NWPIYK in Abbildung 14 dargestellt.

[W <ER: 168 MCA scans fram Sample 1 [TuneSamplelD) of MT201 80204112821 wiff [Turbo Spray) Max. 3.228 cps
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2.228 ]
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oo 4072 4077 2082 <05 410.2. 410.6 /’\ 127 4932 gia7 4142 13T 4152 4157 se2 4187 4172
' 407.0 408.0 409.0 410.0 4110 4120 4120 4140 415.0 416.0 417.0
miz, Da

Abbildung 14: Peptid-Eingangskontrolle des Molekiilionenpeaks 410,7 (Peptid NWPIYK) mittels
Infusionsexperiment und Enhanced Resolution (ER)

y-Achse: Intensitat in cps; x-Achse: Retentionszeit in Minuten; dargestelltes Peptid mit m/z = 410,7 weist eine 2-fach-
Ladung auf, da der Abstand zu den weiteren C13-Isotopenpeaks jeweils 0,5 m/z betrédgt (411,2 und 411,7); m/z: Masse-zu-
Ladungsverhaltnis

Die lyophilisierten synthetischen Peptide wurden geldst (SL, Anhang Tabelle A 20) und in einer
Verdiinnungslosung (VL1) zusammen gefligt. Flr bestmogliche quantitative Werte im Spurenbereich
wurden weitere Verdinnungslosungen (VL2, VL3) hergestellt (Anhang Tabelle A 20).

Zusatzlich wurden die in Anhang Tabelle A 21 aufgefiihrten Peptide mit einer Isotopenmarkierung
durch die Firma Peptides & Elephants synthetisiert. Hierbei wurde die Aminosaure Arginin mit der
Markierung 13C6; 15N4 versetzt. Insofern das jeweilige Peptid mit der Aminosadure Lysin endete,
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erfolgte die Markierung mit 13C6; 15N2. Es kam zu einer Massenverschiebung von 10 Da (Arginin)
bzw. 8 Da (Lysin). Da die flir den Proteinverdau eingesetzte Protease Trypsin nach den Aminosauren
Arginin bzw. Lysin schneidet, befindet sich die Markierung automatisch an letzter Stelle. Die
isotopenmarkierten Peptide dienten hauptsachlich der qualitativen Priifung mittels LC-MS/MS da sie
die identischen Retentionszeiten aufzeigen wie die Markerpeptide. Die Retentionszeit der
Markerpeptide konnte exakt bestimmt werden und der Analytpeak zweifelsfrei fir die
Quantifizierung ausgewahlt werden. Bei Proben die starke Matrixsignale zeigten, konnten falsch
positive Befunde ausgeschlossen werden. Zusatzlich wurde eine Quantifizierung {ber
isotopenmarkierte Standards geprift.

Die synthetischen Peptide heavy wurden gelost (SL, Anhang Tabelle A 22) und in einer
Verdinnungslosung (VL1) zusammengefiigt. Es wurde eine weitere Verdiinnungslosung (VL2)
hergestellt (Tabelle A 22).

Als interner Proteinstandard wurde ein Enzym ausgewdahlt und der Extraktion zugesetzt um den
Erfolg des Proteinverdaus zu kontrollieren sowie mogliche Matrixeffekte zu minimieren. Die alpha-
Amylase des Bacillus licheniformis wurde von der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, U.S.A) bezogen und
daraus eine Arbeitslosung hergestellt (54,57 mg in 10 ml Extraktionspuffer (Tabelle A 2)). 100 pl der
Arbeitslosung wurden zur Einwaage pipettiert und dem kompletten Verdau-Prozess unterzogen. Es
wurde ein durch den Trypsinverdau abgespaltenes Markerpeptid des ISTD-Proteins als interner
Standard ausgewahlt (ISTD-Peptid). Dieses ISTD-Peptid wurde von der Firma Peptides & Elephants
synthetisiert und der Kalibrierreihe zugesetzt. Es war moglich einen Flachenbezug auf das ISTD-
Peptid sowohl fiir die Extrakte als auch fiir die Kalibrierreihe vorzunehmen.

2255 Quantifizierung mit Matrix-Kalibrierung

Zur Prifung der quantitativen Werte des Referenzmaterials Mehl wurde zusatzlich zur Kalibrierung
nach 2.2.5.3 eine Matrix-Kalibrierung durchgefiihrt. Hierfir wurde eine Lésung von Fungamyl in
Extraktionspuffer (Tabelle A 2, 1 mg/ml) hergestellt und in ansteigender Menge (0 pl, 10 pl, 50 pl,
100 pl, 200 pl und 500 pl) zu sechs Mehleinwaagen (je 1 g) zugefiigt. Die Proben wurden nach dem
In-Lésung-Verdau extrahiert und mit den bekannten LC-MS/MS-Bedingungen gemessen. Aus den
erhaltenen Peakflachen wurde eine Matrix-Kalibriergerade erstellt. Zusatzlich erfolgte die Extraktion
und Messung der 5 Konzentrationen des Referenzmaterials Mehl (2.2.4.2), sowie die anschlieRende
Quantifizierung mit Hilfe der erstellten Matrix-Kalibrierreihe. Analog zu 2.2.5.3 wurden sowohl
isotopenmarkierte Peptidstandards als auch das interne Standardprotein mitgefiihrt.

2.2.5.6 Quantifizierung mit Standardadditionsverfahren

Zur weiteren Prifung der quantitativen Werte des Referenzmaterials Mehl wurde zusatzlich zur
Kalibrierung nach 2.2.5.3 sowie zur Matrix-Kalibrierung 2.2.5.5 eine Quantifizierung mit
Standardadditionsverfahren durchgefiihrt (Probe Mehl 1 und Mehl 4). Hierfiir wurden je 3 Proben
des Mehls bekannter Konzentration eingewogen (1 g) und mit einer ansteigenden Menge an
Fungamyl dotiert (0 mg, 10 mg, 20 mg). Die Proben wurden nach dem In-Losung-Verdau extrahiert
und mit den bekannten LC-MS/MS-Bedingungen gemessen. Aus den erhaltenen Peakflachen wurde
eine Kalibriergerade erstellt und mittels linearer Regression der Gehalt der undotierten Proben
ermittelt. Analog zu 2.2.5.3 wurden sowohl isotopenmarkierte Peptidstandards als auch das interne
Standardprotein mitgefihrt.
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2.2.5.7 Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards

Die Referenzmaterialien Mehl, Brot und Keks wurden mit einem In-Losung-Verdau Gber Nacht mit
Trypsin verdaut (2.2.5.1) und tber die isotopenmarkierten Peptide des jeweiligen Enzyms als interner
Standard quantifiziert. Um die Auswirkungen dieser Quantifizierungsvariante auf die Richtigkeit zu
prifen, wurden die Wiederfindungsraten (WFR) ermittelt und mit denen der Quantifizierung mit
ISTD-Protein verglichen.

2.2.6 Validierung der Methode

Die Validierung der Methode bestand aus verschiedenen Priifbereichen, dessen vorher festgelegte
Kriterien erflllt sein mussten. Die Methode wurde nach den Anforderungen der DIN EN ISO/IEC
17025 geprift und damit eine sichere Ergebnisangabe gewadhrleistet. Die vorher festgelegten
Prifkriterien wurden mit Hilfe von Standard-Kalibrierreihen (Tabelle 26) sowie Referenzmaterialien
(2.2.4) gepruft und statistisch ausgewertet. Art der Priifung, Durchfliihrung und Kriterien sind in
Tabelle 28 zusammengefasst.

Tabelle 28: Priifung, Durchfithrung und zuvor festgelegte Kriterien der Validierung der LC-MS/MS-Methode
zum Nachweis technischer Enzyme

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; RSD: relative Standardabweichung; N: Anzahl der Messungen; R%:
BestimmtheitsmaB; PG: PrifgroRe; PW: Prifwert; RM: Referenzmaterialien; RSD,: Wiederholprazision; RSD,g:
Laborprazision; WFR: Wiederfindungsrate; S/N: Signal-Rausch-Verhiltnis; BG: Bestimmungsgrenze; LM: Losungsmittel

Priifung Durchfiihrung Kriterium

Linearitat Messung der Standard-Kalibrierreihe mit 6 Konzentrationen RSD < 20 %
N=6, Berechnung MW, SD, RSD,R2 R® > 0,99
Test auf:

AusreiBer (Dean & Dixon)
Normalverteilung (Anderson-Darling-Test)

Varianzhomogenitat (Brown-Forsythe-Test) PG < PW
Linearitat (Fisher-Test) PG < PW
Wiederhol- und Wiederholprézision: Messung der Referenzmaterialien (RM) RSD. <20%
Laborprazision an einem Tag (4 Konzentrationen), N=3, Berechnung MW, SD,
RSD,

Laborprazision: Messung der RM an 3 aufeinanderfolgenden RSD,,g <20 %
Tagen (4 Konzentrationen), N=3, Berechnung MW, SD, RSD,r
Test auf:
AusreiRRer (Dean & Dixon)
Normalverteilung (Anderson-Darling-Test)
Richtigkeit Messung der RM (4 Konzentrationen), N=3
Ermittlung der WFR: ermittelte Ist-Konzentration in Bezug zur WFR 50-150 %
Sollkonzentration

Berechnung MW
Test auf:
AusreiRer (Dean & Dixon)

Nachweis- und Messung RM (4 Konzentrationen), N=3

Bestimmungsgrenze Ermittlung S/N: Signalh6he Analyt in Bezug zu Signalh6he Jeweils fur 3
Rauschen Messungen:
Festlegung der Nachweisgrenze (NG), matrixspezifisch S/N > 3:1

Festlegung der Bestimmungsgrenze (BG), matrixspezifisch S/N > 10:1
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Priifung Durchfiihrung Kriterium
Spezifitit/ Spezifitdt: Messung von Losungsmittel (LM)-Blank, Matrix- MW Blankflache
Selektivitat Blank (Nullprobe) und RM (an Konzentration BG), N=15 < 30% des MW
Berechnung MW und daraus Anteil der Blank-Flache (LM oder Flache der BG-
Nullprobe) an MW Flachen der BG-Konzentration Konzentration
Selektivitat: gepruft durch Richtigkeit der Methode Richtigkeit erflllt
Messunsicherheit Ermittlung der matrixunabhdngigen Messunsicherheit der kleiner 50 %

Methode je Enzym

2.2.6.1 Priifung der Linearitat

Fir die Validierung der Linearitdt wurden die 6 Kalibrierstandards gemall Methode (Kalibrierung,
2.2.5.3) jeweils einmal hergestellt und sechsfach gemessen. Die einzelnen Kalibrierstandards wurden
nach folgendem Pipettierschema in jeweils 1 ml-Injektionsflaschchen hergestellt (Tabelle 29). Die
Herstellung der fiir die Kalibrierreihe verwendeten Verdiinnungslosungen ist im Anhang Tabelle A 20
und Tabelle A 21 beschrieben.

Tabelle 29: Pipettierschema fiir die Kalibrierreihe

KP: Kalibrierpunkt; KP4 wurde fir die Prifung der Methodenprazision verwendet

KP Peptidmix Peptidmix heavy internes Standard-Peptid 0,1 % Formiat
0,1 mg/kg [ul] 5 mg/kg [ul] 20 mg/kg [ul] in Wasser [ul]

1 5 200 100 855

2 10 200 100 850

3 20 200 100 840

4 100 200 100 760

5 200 200 100 660

6 400 200 100 460

Als Messwert wurde das Verhaltnis der Flaichen des Analyten zum Internen Standard (area ratio)
betrachtet. Es wurden jeweils die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der area ratios der
6-fach-Bestimmung je Konzentrationsstufe gebildet um weiterhin die relativen Standardab-
weichungen zu berechnen. Die Messreihe wurde statistisch auf Ausreifer (Dean & Dixon-Test) sowie
auf Normalverteilung (Anderson-Darling-Test) und Homogenitdt der Varianzen (Brown-Forsythe-
Test) geprift. Nach erfolgreich geprifter Normalverteilung sowie Homogenitat der Varianzen konnte
abschlieRend die Prifung auf Linearitdt mittels Fisher-Test durchgefiihnrt werden. Als weitere
KenngroRe der Linearitdt wurde das Bestimmtheitsmal} berechnet. Als Kriterium musste dieses fiir
jede Kalibrierreihe als auch im Mittel mindestens 0,99 betragen.

2.2.6.2 Priifung der Wiederhol- und Laborprazision

Die Prazision der Methode wurde sowohl in Dreifachbestimmung an einem Tag (Wiederholprazision,
RSD,) sowie in Einfachbestimmung an 3 aufeinander folgenden Tagen (Laborprazision RSD,) gepriift.
Die Prazisionen wurden anhand der berechneten Konzentrationen ermittelt. Es wurden folgende
Formeln fiir die Wiederhol- und Laborprazision angewendet:

st
Gleichung 6:  RSD, (%) = £ -100 [155]

X
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Gleichung 7:  RSDy (%) = St2_+ i - 100 [155]
RSD, Wiederholprazision
RSDyr tagesverschiedene Laborprazision
s? Wiederholvarianz
s? Varianz zwischen den Tagen
X Mittelwert aller Bestimmungen

Es wurden fiir die Matrizes Mehl, Brot und Keks jeweils 4 verschiedene Konzentrationen geprift und
die Wiederholprazision fiir alle 3 Enzyme ermittelt. Die tagesverschiedene Laborprazision wurde
anhand der alpha-Amylase-Bestimmung der Matrizes Brot und Keks gepriift. Die Messwerte wurden
auf AusreiBer (Dean & Dixon-Test) sowie Normaltverteilung (Anderson-Darling-Test) geprift. Das
Kriterium der Prazision war eine Wiederhol- als auch Laborprazision kleiner 20 % fir alle
Konzentrationsbereiche und Enzyme.

2.2.6.3 Priifung der Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde anhand der Wiederfindungsrate (WFR) bestimmt. Hierfir wurden fiir die
Matrizes Brot, Keks und Mehl jeweils 4 Konzentrationslevel an 3 aufeinanderfolgenden Tagen unter
Wiederholbedingungen gepriift. Die Auswertung erfolgte liber die Ermittlung der area ratios sowie
die anschlieRende Berechnung der Konzentrationen in mg/kg. Die Werte wurden mit der
Sollkonzentration der technischen Enzyme verglichen und die Wiederfindungsrate in % berechnet.

Gleichung 8: WFR (%) - ermittelte Konzentration . 100

Sollkonzentration

Als Kriterium der Richtigkeit wurden Wiederfindungsraten (Mittelwert der Dreifachbestimmung) von
50 bis 150 % festgelegt. Teilweise wurde der Mittelwert der Wiederfindungsraten aus 2 Messwerten
gebildet, da mittels Dean & Dixon-Test AusreilRer identifiziert wurden.

2.2.6.4 Ermittlung von Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Es wurden 4 verschiedene Konzentrationen je Matrix (Mehl, Brot, Keks) in Dreifachbestimmung
gemessen. Da es sich um chromatographische Messverfahren handelt, wurden die Grenzen je Matrix
anhand des Signal-Rausch-Verhiltnisses (S/N-Verhaltnis) ermittelt. Die NG wurde bei der
Konzentration festgesetzt, bei der das Signal-Rausch-Verhaltnis aller 3 Messwerte mindestens 3:1
betrug. Es wurde die Konzentration als BG gesetzt, bei der das S/N-Verhiltnis aller 3 Messwerte
mindestens 10:1 betrug.

2.2.6.5 Priifung der Spezifitat und Selektivitat

Fiir den Ausschluss von ,,Blindpeaks” aus dem Losungsmittel oder Gerathintergrund wurde sowohl
Acetonitril als auch eine Nullprobe der Extraktion (komplette Extraktion von Matrix ohne technisches
Enzym) 15-fach gemessen und die Flachen ausgewertet. Die Spezifitdit wurde erreicht, wenn die
berechneten Blankflachen (sowohl Lésungsmittel als auch Nullprobe) im Mittel maximal 30 % des
Mittels der Peakflachen an der Bestimmungsgrenze betrugen.
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Die Selektivitat wurde anhand der Daten der Richtigkeit geprift. Eine ausreichende Selektivitat der
Methode ist gegeben, wenn die Kriterien der Richtigkeit erfiillt sind.

2.2.6.6 Ermittlung der Messunsicherheit

Fir die Ermittlung der Messunsicherheit ist immer das Verhéltnis von Aufwand und Nutzen zu
beachten [131]. Eine Berechnung nach dem ,Bottom up“-Prinzip konnte nicht angewendet werden,
da hierfur die Abweichungen durch alle moglichen Fehlerquellen wie z. B. Unsicherheiten der
Wagung, Unsicherheiten der Volumenmessung, Prazision der Analysenfunktion mit zufalligen
Messunsicherheiten sowie Prazision des Messsignals der Probenldsung, usw. mit einbezogen werden
mussten. Aufgrund der Tatsache, dass nicht fiir alle dieser erwdahnten Fehlerquellen eine genaue Zahl
der Unsicherheit festgelegt werden kann, wurde die Messunsicherheit nach dem , Top-down“-Prinzip
berechnet. Das Prinzip wird in der Lebensmittelanalytik haufig verwendet, da die wesentlichen
Einflisse auf die Messwertstreuung im Zuge eines Validierungsverfahrens bereits erfasst wurden und
bei der Berechnung der Messunsicherheit demnach zur Verfligung stehen [134]. Kommerziell
erhiltliche Referenzmaterialien fir technische Enzyme sind nicht erhdltlich, sodass die
Unsicherheitsermittlung auf der Grundlage der im Labor ermittelten Messergebnisse der Validierung
mit selbst hergestellten Referenzmaterialien durchgefiihrt wurde. Aufgrund der Tatsache, dass das
festgelegte Verfahren wahrend der Validierung in allen Einzelheiten von der Probeneinwaage bis zur
chromatographischen Endbestimmung mehrfach durchgefiihrt wird, kann die Vergleichsstandard-
abweichung der kombinierten Messunsicherheit gleichgesetzt werden [140]. Der Erweiterungsfaktor
ist ein Zahlenfaktor, mit dem die kombinierte Messunsicherheit multipliziert wird um eine erweiterte
Messunsicherheit zu erhalten [124], welche genau wie bei dem genannten ,,Bottom up“-Prinzip den
Vertrauensbereich angibt, innerhalb dessen der wahre Wert mit 95 % Wahrscheinlichkeit liegt [156].
Aus den Validierungsdaten der Wiederholvarianz (verschieden dotierte Enzymbrote) wurden nur die
Ergebnisse der Konzentrationen Uber der Bestimmungsgrenze des jeweiligen Enzyms und Matrix
betrachtet, da die Messunsicherheit nur bei quantitativ positiven (groBer Bestimmungsgrenze)
Ergebnissen relevant ist. Die Messunsicherheit wurde unter Annahme der Normalverteilung
berechnet und relativ zum Mittelwert der gemessenen Konzentration betrachtet.

Gleichung9: U=k-sg (k=1,96; P=95 %)

Gleichung 10: U, = = - 100

x| c

erweiterte Messunsicherheit

k Erweiterungsfaktor

SR Vergleichsstandardabweichung

Upel relative Messunsicherheit

X Mittelwert der gemessenen Konzentrationen

Aufgrund einer angestrebten breiten Abdeckung verschiedener Matrix- und Konzentrationsbereiche
(alle  Matrizes des Bereiches Backwaren, alle im Validierungsverfahren gepriften
Konzentrationsbereiche) der Methode wurde die Ermittlung einer matrixunabhangigen
Messunsicherheit fur den Bereich Backwaren im Bereich zwischen 0-40 mg/kg angestrebt. Dafir
wurden die  ermittelten = Messunsicherheiten  der  verschiedenen  Matrizes  sowie
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Konzentrationsbereiche gegenilbergestellt, verglichen und die maximale Messunsicherheit als
Messunsicherheit der entwickelten Methode (fiir den gepriften Konzentrationsbereich) ausgewahit.

2.2.7 Statistische Auswertung

Mit Hilfe statistischer Auswerteverfahren kénnen gewonnene Messdaten geprift und abgesicherte
Ergebnisaussagen erfasst werden. Die fir die deskriptive Statistik dieser Arbeit benutzten Methoden
und Verfahren wurden mit den zugrunde liegenden analysierten Daten in Microsoft Excel berechnet
und graphisch dargestellt. Hierzu gehorten sowohl die Berechnung als auch die Darstellung des
arithmetischen Mittels (Mittelwert) und der Standardabweichung. Durch Bezugnahme der
Standardabweichung auf den Mittelwert konnte die relative Standardabweichung (RSD) ermittelt
werden. Es wurde mit dem Anderson-Darling-Test auf Normalverteilung geprift (bei Prifung der
Linearitat und Prazision). Bei vorhandener Normalverteilung wurde zunachst ein Ausreiller-Test nach
Dean & Dixon durchgefiihrt (bei Priifung der Linearitat, Prazision und Richtigkeit) und weiterhin die
Varianzhomogenitat durch den Brown-Forsythe-Test Uberprift (bei Prifung der Linearitat). Bei
sowohl vorliegender Normalverteilung als auch Homogenitdt der Varianzen wurde die weitere
Analyse mit dem Fisher-Test durchgefiihrt.

Alle Methoden (auBer Messunsicherheit mit Signifikanzniveau 5%) wurden auf einem
Signifikanzniveau von 1 % geprift. Es waren ausschlief3lich unabhadngige Stichproben vorhanden, die
statistisch gepriift wurden.

2.2.7.1  Anderson-Darling-Test auf Normalverteilung

Eine Prifung der Normalverteilung ist nétig, da dies oft Voraussetzung fiir die Ermittlung statistischer
Kennzahlen (z.B. t-Test, Varianzanalyse) ist. Der Anderson-Darling-Test wurde ausgewahlt, um
festzustellen, ob die Verteilung der Messdaten zu einer Normalverteilung passt. Die weiterhin
bekannten Tests auf Normalverteilung (z.B. Chi-Quadrat-Test, Shapiro-Wilk-Test) unterscheiden sich
in den Eigenschaften bezliglich der Art der Abweichung von der Normalverteilung, die sie erkennen.
Der Anderson-Darling-Test wurde ausgewahlt da dieser als besonders zuverlassig gilt.

Der Messwert des Anderson-Darling-Tests (AD-Wert) wird nach folgender Formel berechnet:

Gleichung 11:  AD=-n-~- X%, (2i-1) [InF(Y))+In (1—F (le_i))] [157]
n Stichprobenzahl

F(Y) kumulative Verteilungsfunktion der angegebenen Verteilung
i i-ter Messwert nach Sortierung der Messwerte in aufsteigender Reihenfolge

Fir die Annahme oder Ablehnung der Nullhypothese (Messwerte sind normalverteilt) wird der p-
Wert (iber den z-Wert berechnet, da der AD-Wert fiir kleine Stichprobenzahlen angepasst werden

muss:

Gleichung 12: z=AD- (1+ % + 2’25)

nZ

61



Material und Methoden

Je nach Ergebnis des z-Wertes wird der p-Wert nach einer der folgenden Formeln berechnet [158]:

wenn z > 0,6: p =exp (1,2937 - 5,709 z + 0,0186 z2)
wenn0,34<z2<0,6: p=exp(0,9177-4,279z-1,387%)
wenn0,2<z<0,34: p=1-exp(-8,318 +42,796 z - 59,938 7?)
wennz<0,2: p=1-exp(-13,436+101,14 z +- 223,73 2?)

Ist der ermittelte p-Wert groRer als das Signifikanzniveau von 1% kann die Nullhypothese nicht
abgelehnt und von einer Normalverteilung der Messdaten ausgegangen werden.

2.2.7.2 Ausreilertest nach Dean & Dixon

AusreiBer sind in Messreihen vorkommende Maximal- oder Minimalwerte, die auffallig von den
Ubrigen Werten abweichen. Diese Werte sollten Uberprift, die Messungen wiederholt oder die
Messwerte aus der Auswertung heraus genommen werden. Ein Ausreilertest ist ein statistischer
Test und prift die Messserie auf nicht plausible Werte (Ausreil3er). Alternativen des in dieser Arbeit
angewandten AusreifSertest nach Dean & Dixon sind sowohl der Grubbs-Test als auch der Namilov-
Test. Aufgrund der vorhandenen kleinen Stichprobenzahlen der Messreihen und der Empfehlung des
AusreiBertests nach Dean & Dixon fir kleine Stichproben wurde dieser fiir alle Datensatze
ausgewadhlt. Das Vorhandensein von normalverteilten Daten ist hier nicht zwingend notig, wird
jedoch empfohlen.

Der AusreiRertest von Dean & Dixon Uberprift, ob ein einzelner Messwert (x, bzw. x;) unter
Normalverteilungsannahme ein Ausreiller ist oder der Grundgesamtheit angehort [159]. Gepriift
wird immer der fragliche Wert, welcher nach GréBenordnung der Einzelwerte innerhalb einer
Stichprobe, entweder der kleinste oder der groRte Wert ist. Abhangig von der Stichprobenzahl n
wird der kritische Wert entsprechend des zu priifenden Signifikanzniveaus in der Priftabelle
abgelesen [159]. Fiir eine StichprobengroBe von 3-7 gilt folgende Formel:

Gleichung 13: n=3-7:M= L] [159]

Xn-X1
Ist M kleiner als der kritische Wert, wird der Verdacht auf einen AusreiRer zuriickgewiesen.

2.2.7.3 Brown-Forsythe-Test auf Homogenitat der Varianzen

Die Priifung der Homogenitdt der Varianzen wurde mit dem als robuste Alternative zum F-Test
(Teststatistik ist der Quotient der geschatzten Varianzen zweier Stichproben) geltenden Brown-
Forsythe-Test durchgefiihrt. Es wurden zunachst fir jede Gruppe die Betrage der Abweichungen vom
Median berechnet um anschlieend den Mittelwert der Abweichungen zu bestimmen [160]. Aus der
ermittelten Summe der Abweichungsquadrate zwischen den Gruppen sowie der Summe der
Abweichungsquadrate innerhalb der Gruppen wird anhand folgender Formel die PrifgroRe
berechnet.

= o\2

n— . Z}(:1 ni (Yj —Y)
_ nj )
1 2:1!(:1 2:i;1(Yii_Y)

1

Gleichung 14: L = ~Fr—1.n-k [160]

=
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L PrifgroRe

n Anzahl aller Beobachtungen

k Anzahl der Gruppen

n; Anzahl der Beobachtungen in Gruppe j
Y Stichprobenmedian tiber alle Gruppen
7]- Stichprobenmedian tber Gruppe j

Der ermittelte Wert wird mit dem Prifwert der F-Tabelle (df = k-1; n-k) verglichen [160]. Insofern der
Wert kleiner ist als der Prifwert ist die Homogenitat der Varianzen erwiesen.

2.2.7.4  Fisher-Test auf Linearitat

Nach Darstellung der Abhangigkeit 2er GroRen voneinander muss auch bei eindeutigem Erscheinen
einer Geraden (linearen Regression) geprift werden, ob die Messdaten nicht durch eine andere
Funktion (z.B. quadratische Regression) besser dargestellt werden kénnten. Fir diese Arbeit wurde
der Linearitatstest nach Fisher verwendet, der im Vergleich zum Test nach Mandel weniger sensibel
ist. Die wahrend einer MS-Messung vor allem im unteren Messbereich (kleinere Analytflachen)
auftretenden Schwankungen, die sich auf die Linearitatsprifung auswirken kdénnten, werden mit
dem Test nach Fisher besser (weniger sensibel daher weniger kritisch) bewertet.

Mit Hilfe des Linearitatstests nach Fisher werden die Reststandardabweichungen der linearen und
der quadratischen Kalibrierfunktionen verglichen und geprift welche Regression eine signifikant
bessere Anpassung ergibt. Es werden dafiir von jeder zu testenden Funktion die Residuen (Abstande
der Punkte von der theoretisch berechneten Kurve) berechnet, quadriert und aufsummiert. Die mit
Hilfe der Freiheitsgrade (linear: FG = n-2; quadratisch: FG = n-3) berechneten Varianzen der linearen
und quadratischen Funktionen (Summe der Residuen multipliziert mit Freiheitsgrad) werden fir die
Berechnung der PriifgréRe (PG) bendtigt.

S

2
Gleichung 15: PG:§

s2 Varianz der linearen Regression

53 Varianz der quadratischen Regression

Ist die PrifgroRe groRer als der Prifwert (PW = F,_,,_3,) wird die Hypothese, dass die lineare

Regression die beste Regressionsform fiir das gepriifte Messmodel ist, abgelehnt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Technologische Wirkung von Fungamyl und Lipase FE-01

Die Wirksamkeit der technischen Enzyme kann in praxisnahen Backversuchen getestet werden [161].
Um die technologische Wirkung von Fungamyl und Lipase FE-01 zu prifen, wurden finf Brote
unterschiedlicher Dotierung gebacken. Mit Hilfe des ermittelten Anteils an alpha-Amylase in
Fungamyl (3.3.1) sowie der Konzentrationsangabe der Lipase in Lipase FE-01 (18 mg/g) des
Herstellers wurden die Ist-Konzentrationen der Enzyme in den Testmaterialien berechnet. Es wurden
Testmaterialien einer Nullprobe, 2er Fungamyl-Konzentrationen (3,92 und 9,80 mg/kg, bezogen auf
alpha-Amylase Gehalt) und 2er Lipase FE-01-Konzentrationen (0,72 und 1,80 mg/kg, bezogen auf
Lipase Gehalt) hergestellt. Die hergestellten Testmaterialien wurden genutzt um den Einfluss der
technischen Enzyme auf die Frischhaltung und Volumenausbeute (Feuchtemessung, Textur-Profil-
Analyse (TPA), Porenanalyse, Volumenbestimmung) sowie auf das Zucker- und Fettsdaurespektrum zu
prifen. Da die Lagerdauer durch den Einsatz technischer Enzyme beeinflusst wird, wurden diese
Untersuchungen an Tag 1, 3 und 7 durchgefiihrt und Verdanderungen analysiert. Weiterhin wurde
eine sensorische Priifung an den Tagen 1, 3 und 7 vorgenommen, um sowohl Unterschiede als auch
Veranderungen in Geschmack, Aussehen und Geruch in Bezug zur Enzymzugabe sowie zur
Lagerdauer aufzunehmen. Die Materialien wurden an allen Tagen der Lagerung, an denen Analysen
durchgefiihrt wurden (Tag 1, 3 und 7) auf mikrobiellen Verderb geprift, um einen moglichen Einfluss
auf die Messergebnisse (v.a. Zucker- und Fettsaurespektrum) auszuschliefRen.

3.1.1 Priifung des mikrobiellen Status

Es wurden an Tag 1, 3 und 7 die Gesamtkeimzahl und Hefen/Schimmelpilze in den Testmaterialien
analysiert. Weiterhin wurden die Brote an Tag 1 und 7 auf Escherichia coli, Salmonella, Lysteria
monocytogenes, Staphylococcus aureus und Bacillus cereus untersucht. Alle Testmaterialien zeigten
an allen Analysetagen die gleichen mikrobiellen Ergebnisse (Tabelle 30).

Tabelle 30: Ergebnisse der mikrobiellen Uberpriifung aller Testmaterialien an Tag 1, 3 und 7
N=1; KbE: Koloniebildende Einheit; n.n.: nicht nachweisbar

Mikrobielle Uberpriifung

Gesamtkeimzahl < 102 KbE/g
Hefen/Schimmelpilze < 102 KbE/g
E. coli n.n./g
Salmonella n.n./25g
Lysteria monocytogenes n.n./g
Staphylococcus aureus n.n./g

B. cereus < 102 KbE/g

Innerhalb der durchgefiihrten Analysendauer konnte kein mikrobieller Verderb festgestellt werden.
Es wurde damit sichergestellt, dass die Ergebnisse nicht durch das Einwirken von Mikroorganismen
auf die Testmaterialien verdandert wurden. Vor allem ein Einfluss auf die Analytik des Zucker- und
Fettsdurespektrums ware moglich gewesen, da die Vermehrung von Bakterien die betroffene
Backware durch den Abbau von Kohlenhydraten (Zucker oder Starke) sowie Proteinen und Fetten
verandert [162]. In diesen Produkten kénnen Sauren, Alkohole, Gase oder Schleime gebildet werden,

64



Ergebnisse und Diskussion

welche als Kennzeichen des Verderbs gelten. Backwaren mit einem hohen Feuchtegehalt (ay-Wert,
z.B. feine Backwaren mit nicht durchgebackener Fillung) sind besonders gefdhrdet, da z.B. die
meisten Bakterien eine Wasseraktivitdt von Uber ay =0,98 bendtigen [162]. Extrem halophile
Bakterien tolerieren jedoch bereits eine Wasseraktivitdt von 0,6; Pilze bevorzugen ay-Werte von
Uber 0,8 [162].

3.1.2 Einfluss auf den Feuchtegehalt

Der Feuchtegehalt der unterschiedlich dotierten Testmaterialien wurde an Tag 1 mit einem ay-Wert
Messgerat und zusatzlich an Tag 1, 3 und 7 mit einem Schnellfeuchtebestimmer ermittelt. Der
Feuchteverlust an den Tagen 3 und 7 wurde in Bezug zu Tag 1 berechnet.

An Tag 1 erfolgte die Bestimmung des aw-Wertes der Testmaterialien. Der Feuchtegehalt der
unterschiedlich dotierten Proben lag im Bereich von 0,957 bis 0,972 und zeigte keine signifikanten
Unterschiede (Tabelle 31). Bezugnehmend auf die Diskussion Uber eine mogliche Belastung der
Testmaterialien mit Mikroorganismen (3.1.1) handelt es sich um eine Backware mit hohem
Feuchtegehalt, die mit einem ay-Wert von maximal 0,972 nicht ausreichend Wasseraktivitat fir den
GroRteil der Bakterien aufweist, jedoch durch halophile Bakterien als auch Pilze gefdhrdert sein
kénnte.

Tabelle 31: ay-Werte (Feuchtegehalte) der Testmaterialien

N=1
3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg
Nullprobe . .
Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01
0,960 0,959 0,958 0,957 0,972
Schnellfeuchtebestimmung
7
6
l4 Feuchteverlust Tag 3
X5 in Bezug zu Tag 1
v
54
o M Feuchteverlust Tag 7
> .
g3 in Bezug zu Tag 3
g
K 2
M Feuchteverlust Tag 7
1 in Bezug zu Tag 1
0 |
Nullprobe 3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg
Fungamyl  Fungamyl Lipase FE-O1 Lipase FE-01

Abbildung 15: Feuchteverlust der Testmaterialien in Bezug zu Tag 1 und Tag 3

N=2; dargestellt ist jeweils der prozentuale Feuchteverlust aus den berechneten Mittelwerten der Feuchtebestimmung an
Tagl1,3und?7
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Zusatzlich zum Tag 1 wurden an Tag 3 und 7 die Feuchten der Testmaterialien mit der
Schnellfeuchtebestimmung aufgenommen. Fiir eine bessere Darstellung wurde der Feuchteverlust
zwischen Tag 1 und 3 sowie zwischen Tag 1 und 7 bzw. Tag 3 und 7 berechnet. Die Rohdaten und
berechneten Werte sind im Anhang Tabelle A 7 hinterlegt. Abbildung 15 zeigt den starksten
Feuchteverlust bei der mit 1,80 mg/kg Lipase FE-01 dotierten Probe an Tag 3 (3,5 %) sowie an Tag 7
(3,7 %). Sowohl bei der Nullprobe als auch den anderen dotierten Proben kommt es zu einem
geringen Feuchteverlust bis Tag 3. Der groRere Feuchteverlust wurde zwischen Tag 3 und Tag?7
gemessen.

Alle gebackenen Brote hatten einen dhnlichen Feuchtegehalt und zeigten im Bezug zur Feuchte ein
dhnliches Lagerverhalten. Die Brote wurden bei identischen Lagerbedingungen (verpackt in Folie und
Lagertemperatur von 18 °C) aufbewahrt, was die Feuchtewerte bestdtigen. Der erhohte
Feuchteverlust der 1,80 mg/kg Lipase FE-01 Probe an Tag 3 und Tag 7 ist mit dem geringen Volumen
des Brotes zu begriinden. Die vor allem im Kernbereich der Brotkrume gespeicherte Feuchtigkeit
kann so leichter an der Brotoberflache entweichen.

Da es nach Zugabe der alpha-Amylase wahrend der Bildung von Dextrinen zur Wasserfreisetzung
kommt, ware eine erhohte Feuchtemessung der Fungamyldotierten Brote zu erwarten gewesen. Es
wird vermutet, dass die Lagerdauer mit 7 Tagen nicht ausreichend war um Unterschiede zwischen
Enzymfreien und —dotierten Broten im Feuchtegehalt zu beobachten.

3.13 Einfluss auf Textur-Profilanalyse

Es wurden Textur-Profilanalysen an den Tagen 1, 3 und 7 durchgefiihrt und die rheologischen
Eigenschaften der Brotkrume im Verlauf der Lagerzeit und in Abhangigkeit der zugesetzten Enzyme
aufgenommen. Die Kraft, die erforderlich war um mit einer gleich bleibenden und definierten
Geschwindigkeit eine definierte Tiefe in die 3 cm dicke Scheibe eines Brotes einzudringen, wurde
gemessen und als Harte [g] firr die Beurteilung der Frischhaltung und Volumenausbeute verwendet.
Die TPA der Probe Lipase 1,80 mg/kg konnte nicht durchgefiihrt werden, da das Brotvolumen zu
gering war. Die gemessenen Einzelwerte (je 4 Scheiben a Vorder- und Riickseite) je Messtag sind im
Anhang Tabelle A 8 notiert. In Abbildung 16 sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen
der an den Tagen 1, 3 und 7 gemessenen Harten [g] graphisch dargestellt.
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Harte [g]

6.000

4Tag 1
5.000
4.000 MTag3
3.000 mTag 7
2.000 -~

"MW
1.000 - Tag 1-7

O -
Nullprobe 3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg Lipase
Fungamyl Fungamyl FE-01

Abbildung 16: Gemessene Harten wahrend der TPA

N=8; MW: Mittelwert; dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung der gemessenen Harten der
Enzymfreien und —dotierten Brote an Tag 1, 3 und 7 sowie der Mittelwert und die Standardabweichung der gemessenen
Harten aller 3 Tage (MW Tag 1-7; N=24); *: signifikant unterschiedlich bei 1 % Signifikanzniveau

Bei der Nullprobe konnte mit bis zu 2398 g eine deutlich h6here Harte gemessen werden, als bei den
mit Fungamyldotierten Broten. Diese erreichten an Tag 7 ein Harte von 1249 g. Die Lipase FE-01
hatte negative Auswirkungen auf die Brotweichheit, was sich mit Hartegraden von bis zu 4222 g
bestatigte. Bei der Nullprobe stieg die Harte an Tag 3 auf ein Maximum von UGber 2300 g an.
Vergleichend dazu kam es bei den Fungamyldotierten Proben zu einem geringen Anstieg der Harte.
Die hohere Konzentration der Fungamyl-Dotierung fiihrte dazu, dass mit 660 g die geringste Harte an
Tag 1 und mit 893 g die geringste Harte an Tag 3 gemessen werden konnte. Die mit
Fungamyldotierten Brote blieben laut TPA langer weich und frisch. Das Lipasedotierte Brot hatte an
jedem Analyse-Tag eine Harte von mehr als 3500 g. Die Brote waren mehr als doppelt so hart wie das
Nullbrot und zeigten laut TPA keine gute Frische.

Wihrend der TPA wurde das Eindringen des Kolbens mit definierter Geschwindigkeit (1 mm/s) und
Wegstrecke (1 cm) zweimal hintereinander ausgefiihrt (2 Brote mit je 4 Brotscheiben). In Abbildung
17 wurden exemplarisch die Kraft-Kurven der Nullprobe und der mit Fungamyl bzw. Lipase dotierten
Brotproben an Tag 3 dargestellt um die Unterschiede im Hartegrad der enzymbehandelten Proben
mit der Nullprobe zu analysieren.
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Ergebnisse und Diskussion

Der F-Test zeigte, dass alle enzymhaltigen Brote im Bezug zum Nullbrot einen signifikanten
Unterschied (1 % Signifikanzniveau) in der Harte hatten. Hierfiir wurden die Varianzen aller
Messergebnisse einer Brotserie (Nullbrot, Enzymdotierte Brote) berechnet, der Quotient der
Varianzen (enzymbehandelt in Bezug zu enzymfrei) gebildet und mit dem Tabellenwert der F-Tabelle
verglichen.

Der Textur-Profil-Analyzer bendtigte bei der Nullprobe an Tag 7 (Abbildung 17) eine Kraft von bis zu
2660 g. Das Eindringen in die Brotscheibe war an jeder Stelle etwa gleich schwer, sodass
symmetrische Kurven entstanden. Vergleichend dazu ist in Abbildung 17 zu sehen, dass zum
Eindringen in eine Brotscheibe des Fungamyldotierten Brotes (9,8 mg/kg) an Tag 7 eine Kraft von
maximal 977 g eingesetzt werden musste. Das erste Eindringen in die Brotscheibe zeigt einen sehr
flachen Kraftanstieg, was die Weichheit des Brotes bestatigt. Auch nach der Lagerdauer von 7 Tagen
zeigten die Brote immer noch eine gute Weichheit und Frische. Bei den Brotscheiben des
Lipasedotierten Brotes (0,72 mg/kg) musste mit bis zu 4795g eine deutlich hdhere Kraft
aufgewendet werden (Abbildung 17). Der Kurvenverlauf des Eindringens des Kolbens in die
Brotscheiben zeigt vergleichbare Formen mit der Nullprobe. Diese Brote zeigten eine starke Harte
und mangelnde Frische. Die Ergebnisse der TPA belegen einen deutlichen positiven Effekt auf die
Frische eines Brotes durch den Einsatz von Fungamyl. Wie bereits unter 1.1.2.1 beschrieben, fiihrt
der Zusatz von alpha-Amylasen in Kombination mit endogen vorhandenen beta-Amylasen im Mehl zu
einer vermehrten Freisetzung von Zuckern aus Stadrke, welche der Hefe als Substrat fir den
Garprozess dienen [32]. Das dabei entstehende Kohlenstoffdioxid ist Ursache fiir eine verbesserte
Teiglockerung. Auch die in Fungamyl vorhandene Endo-1,4-Xylanase katalysiert Reaktionen bei
denen Wasser freigesetzt wird; dies fordert eine verbesserte Teiglockerung.

Der Einsatz der Lipase FE-01 hatte insgesamt negative Auswirkungen auf die Frische und Weichheit
des Brotes. Es wird vermutet, dass das eingesetzte Fett (Spezialol, bestehend aus
C8/C10 Capryl-/Caprinsaure) in Zusammenhang mit dem Zusatz der Lipase FE-01 zu den hohen
Hartegraden sowie zu einer vermehrten Freisetzung freier Fettsdauren (FS) gefiihrt hat. Ungesattigte
freie FS dienen als Substrat flr das Enzym Lipoxygenase, welches endogen im Mehl vorhanden ist
[163]. Lipoxygenasen bendtigen Sauerstoff, welcher wahrend der Teigbereitung ausschlieRlich durch
die Hefe genutzt wird wodurch die Enzymaktivitat eingeschrankt ist [164]. Aus der Literatur ist
bekannt, dass Pilze Fettsaure Desaturase synthetisieren. Diese ist in der Lage langkettige gesattigte
FS in einfach- und mehrfach ungesattigte FS umzuwandeln [165, 166]. Da das verwendete technische
Enzym Lipase FE-01 von einem Pilz synthetisiert wurde, ist eine gleichzeitige Anwesenheit des
Enzyms Desaturase in den Lipasedotierten Backprodukten moglich. Es wird vermutet, dass die
Umsetzung der Capryl-/Caprinsdure durch die in der Lipase FE-01 enthaltene Desaturase zu einem
Uberschuss ungeséttigter freier Fettsduren fiihrte [165, 166], sodass die Lipoxygenasen durch ein
erhohtes Substratangebot eine hohe Aktivitat aufwiesen und es damit zum Sauerstoffmangel fiir die
Hefe kam. Die Folge waren ein reduzierter Garprozess sowie eine damit verbundene verringerte
Kohlenstoffdioxidbildung. Das Lipasedotierte Brot wurde dementsprechend nicht richtig gebacken
und hatte eine harte und kompakte Struktur. Die Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass der negative
Einfluss der Lipase (in Zusammenhang mit dem Spezial6l) mit steigender Lipasemenge starker wird.
In Annahme dessen, das ausreichend Substrat zur Verfligung steht, wiirden mehr freie ungesattigte
Fettsduren entstehen und der Garprozess weiter reduziert werden. Die Brote werden als Konsequenz
fester und kompakter. Die Vermutung, dass die Auswahl des Fettes fiir die Wirkung (positive als auch

69



Ergebnisse und Diskussion

negative) der Lipase eine groRe Rolle spielt, wird bestatigt. Eine fachgerechte Anwendung ist daher
unabdingbar.

Die an Tag 1 erhaltene Frische der unterschiedlichen Brote verdnderte sich in Abhdngigkeit der
eingesetzten technischen Enzyme im Laufe der beobachteten Lagerdauer. Hierbei zeigten die
Fungamyldotierten Brote auch nach 7 Tagen eine deutlich geringere Harte als das Vergleichsbrot an
Tag 1. Die Frischhaltung und die damit einhergehende Verlangerung der moglichen Lagerdauer
wurden durch den Einsatz von Fungamyl verbessert. Ursache hierfiir sind die im katalytischen
Prozess der alpha- und beta-Amylase freigesetzten Dextrine, welche als Nebenprodukt Wasser
abspalten. Das Wasser fihrt zu einer langeren Frischhaltung des Backproduktes [1]. Weiterhin
katalysiert die Endo-1,4-Xylanase die vermehrte Umwandlung der unldslichen in I6sliche Pentosane,
was eine gesteigerte Wasserbindungskapazitat und einen erhéten Frischhalteeffekt zur Folge hat
[34].

Das Lipasedotierte Brot zeigte kaum Anderungen der Harte an Tag 3 und 7 im Vergleich zu Tag 1
(Harten an Tag 3 und 7 geringer als an Tag 1 aber dennoch deutlich héher als beim enzymfreien
Brot). Es ist bekannt, dass im Gegensatz zu direkt zum Backprozess zugegebenen, emulgierend
wirkenden Mono- und Diglyceriden, die durch enzymatische Freisetzung wirkenden Mono- und
Diglyceride keine Auswirkungen auf die Lagerdauer haben [47]. Vermutet wird, dass die Prozesse der
Starke-Retrogradation nicht beeinflusst werden und eine damit verbundene Verzégerung des
Altbackenwerdens ausbleibt [47]. Eine mogliche Erklarung dafiir ware, dass die gebildeten Mengen

des Emulgators zu gering sind.

3.14 Einfluss auf die Volumenausbeute

Es wurde das Brotvolumen von je 2 Broten der gebackenen Testmaterialien an Tag 1 bestimmt. Die
Messwerte sind im Anhang Tabelle A 9 notiert. Die Ergebnisse der gemessenen Brotvolumen sind in
Abbildung 18 dargestellt.

Brotvolumen [ml]
2000
1500
1000
) .:
0 T T T
Nullprobe 3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg Lipase 1,80 mg/kg Lipase
Fungamyl Fungamyl FE-01 FE-01

Abbildung 18: Brotvolumen ermittelt nach der Raps-Verdrangungsmethode
N=2; dargestellt ist jeweils der berechnete Mittelwert der Volumenbestimmung
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Im Vergleich zur enzymfreien Nullprobe (1500 ml) zeigten die Fungamyldotierten Proben ein deutlich
hoheres Brotvolumen von 1940 ml (3,92 mg/kg Fungamyl) bzw. 1990 ml (9,80 mg/kg Fungamyl). Das
Brotvolumen der mit Lipase FE-01 dotierten Proben ist im Vergleich zur Nullprobe mit einem
Volumen von 1370 ml (0,72 mg/kg Lipase FE-01) bzw. 660 ml (1,80 mg/kg Lipase FE-01) geringer.

Der gezeigte positive Effekt von Fungamyl auf das Brotvolumen ist zum einen auf die darin
enthaltene alpha-Amylase zurlickzufiihren. Unter Zusammenwirkung dieser mit der endogen im
Mehl vorkommenden beta-Amylase wird die Katalyse der Starke in Zucker und Oligosaccharide
ermoglicht. Der Hefe stehen ausreichend Nahrstoffe zur Verfligung, sodass ein optimaler Garprozess
stattfindet und Kohlenstoffdioxid als Ursache der verbesserten Teiglockerung und Volumenausbeute
entsteht [32]. Zum anderen katalysiert ein weiterer Bestandteil von Fungamyl, die Endo-1,4-
Xylanase, die Freisetzung von Arabinoxylanen, welche in der Lage sind groRe Mengen an Wasser zu
binden [41]. Das wiederum in den Teig freigesetzte Wasser fiihrt zu einem verbesserten Ofentrieb
und einem erhoéhten Brotvolumen [42, 43]. Der Effekt von Fungamyl auf das Brotvolumen ist
konzentrationsabhadngig, was eine fachgerechte Anwendung des technischen Enzyms zwingend
erforderlich macht.

Lipase FE-01 zeigte einen negativen Einfluss auf das Brotvolumen, der sich ebenso
konzentrationsabhangig verstdrkte. Wie bereits diskutiert (3.1.3) sind die negativen Effekte des
Spezialéls in Kombination mit der Lipase auf das Brotvolumen moglicherweise durch einen
mangelnden Garprozess bedingt, der auf die atypische Aktivitdt der Lipoxygenase unter
Sauerstoffverbrauch zuriickzufiihren ware.

3.15 Einfluss auf die Lockerheit

Zum Vergleich der unterschiedlichen Lockerheit je nach Einsatz der technischen Enzyme wurde eine
Porenanalyse der Testmaterialien durchgefiihrt. Hierflir wurde eine mittige 3 cm dicke Scheibe jedes
Brotes mit einer Skala eingescannt und in Tabelle 32 und Tabelle 33 dargestellt.
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Tabelle 32: Darstellung der PorengroRe einer mittleren Scheibe der Testmaterialien (Fungamyl)

Dargestellt ist die Nullprobe verglichen mit Fungamyldotierten Testmaterialien

Nullprobe

3,92 mg/kg Fungamyl

9,80 mg/kg Fungamyl

|
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Tabelle 33: Darstellung der PorengroRe einer mittleren Scheibe der Testmaterialien (Lipase)
Dargestellt ist die Nullprobe verglichen mit Lipasedotierten Testmaterialien

Nullprobe

0,72 mg/kg Lipase FE-01

1,80 mg/kg Lipase FE-01

Im Vergleich zur Nullprobe (9 cm) wurde bei den Fungamyldotierten Testmaterialien eine Brothdhe
von 12 cm erreicht. Die Nullprobe enthédlt groBere Poren fast ausschlieBlich im Kernbereich der
Brotscheibe. In den Randbereichen sind vorwiegend kleine PorengrofRen zu verzeichnen. Im Vergleich



Ergebnisse und Diskussion

dazu sind die gréBeren Poren in den Fungamyldotierten Testmaterialien Uber die gesamte
Brotscheibe verteilt. Die Poren sind im Vergleich zur Nullprobe deutlich groRer.

Im Vergleich zur Nullprobe (9 cm) wurde bei den Lipasedotierten Testmaterialien eine Brothéhe von
etwa 7 cm (0,72 mg/kg Lipase FE-01) bzw. 6 cm (1,80 mg/kg Lipase FE-01) erreicht. Ahnlich wie bei
den Fungamyldotierten Testmaterialien sind die groBeren Poren in den Lipasedotierten
Testmaterialien (iber die gesamte Brotscheibe verteilt. Die Poren sind im Vergleich zur Nullprobe
groRer, aber gleichzeitig sehr eng zueinander gedrangt. Auffallig ist die Luftblase an der Oberkante
des 0,72 mg/kg Lipase FE-01 Brotes, sowie die kompakte und daher fest wirkende Struktur des
1,80 mg/kg Lipasedotierten Brotes.

Die Porenanalyse bestatigt die in der TPA sowie Volumenbestimmung gemessenen Daten. Die durch
den Einsatz von Fungamyl reduzierten Harten der Brotscheiben spiegeln sich in einem
porenhaltigeren und luftigeren Brotmuster wieder. Die Fungamyldotierten Brote sind im Vergleich
zur Nullprobe hoher gebacken. Dies bestdtigt den positiven Effekt von Fungamyl auf das
Brotvolumen und auch die Brothdhe. Wie bereits erwahnt unterstiitzt die im Fungamyl enthaltene
alpha-Amylase (Zuckerfreisetzung) den Garprozess der Hefe, sodass ein damit verbundener héherer
Kohlenstoffdioxidgehalt die Lockerheit des Brotes bedingt.

Die durch die Kombination Spezialél und Lipase FE-01 erhaltene kompakte Struktur der
Lipasedotierten Brote spiegelt sich in einer geringen Brothohe wieder. Wie unter 3.1.3 beschrieben
ist die verringerte Bildung von Kohlenstoffdioxid durch die Unterdriickung des Garprozesses
vermutlich ursachlich dafiir. Lipasen werden im Backprozess als Emulgatorersatz verwendet und
stabilisieren die Luftblaschen im Teig. Dies konnte bei der Porenanalyse der geringeren
Lipasedotierung bestatigt werden. Hier war eine gleichmaBige Verteilung der Luftblaschen in der
Brotscheibe zu sehen. Es konnte erneut gezeigt werden, dass die Auswahl des Fettes fiir eine
optimale Wirkung der Lipase im Brot von Bedeutung ist.

3.1.6 Einfluss auf das Fettsdurespektrum

Das aus den Testmaterialien gewonnene Fett wurde verseift und nach gaschromatographischer
Trennung mit dem FID detektiert. Ziele der Messung waren sowohl Unterschiede im
Fettsaurespektrum zwischen den verschieden dotierten Testmaterialien als auch Unterschiede im
Fettsaurespektrum in Abhadngigkeit von der Lagerdauer zu analysieren. Im Verlauf der Lagerdauer
wurden die FS erneut an Tag 3 und 7 gemessen. Alle gemessenen Werte sind im Anhang Tabelle A 10
zu finden.

Alle Brote wurden mit einem Spezialol gebacken, welches ausschlieBlich aus den FS
Capryl-/Caprinsdure bestand. Es wurde daher in Abbildung 19 zunichst die Verdnderung des
Gehaltes an Capryl-/Caprinsdure mit der Dotierungsart (Enzym und Konzentrationslevel) und
Lagerdauer dargestellt.
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Veranderung der Summe aus Capryl-/Caprinsdure mit Dotierung und

Lagerdauer
(]
s 100
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& 80
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> 20 +—
f
o
S 0
R

Nullprobe 3,92 mg/kg  9,80mg/kg  0,72mg/kg 1,80 mg/kg
Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01

Abbildung 19: Veridnderung der Summe aus Capryl-/Caprinsidure mit Dotierung und Lagerdauer
N=3; dargestellt ist jeweils der berechnete Mittelwert sowie die Standardabweichung der Summe aus Capryl- und

Caprinsaure

Die Summe aus Capryl-/Caprinsdure nimmt wie erwartet bei allen gebackenen Broten mit
mindestens 61 % den Hauptanteil der FS ein. Der Anteil dieser beiden FS dndert sich nicht durch
Zugabe von Fungamyl sowie von Lipase FE-01 (0,72 mg/kg) vor dem Backen. Im Laufe der Lagerdauer
bleibt sowohl bei der Nullprobe als auch bei den Fungamyldotierten sowie Lipasedotierten Broten in
der kleinen Konzentration der Anteil an Capryl-/Caprinsdure groRer 80 %. Anderungen konnten nur
bei der hoéchsten Lipasedotierung festgestellt werden (nicht signifikant, da geringe Stichprobenzahl).
Hier wurde eine Reduktion des Anteils an Capryl-/Caprinsdure auf 61,3 % festgestellt, welche im
Verlauf der Lagerdauer (Tag 3: 76,3 %, Tag 7: 84 %) wieder auf Werte im Bereich der anderen Brote
stieg. Lipasen katalysieren den Abbau der Lipide zu Di- und Monoglyceriden und freien FS. Der Anteil
freier FS wurde nicht bestimmt, ein stark ranziger Geruch der Proben wies auf eine vermehrte
Freisetzung freier FS hin.

Um Aussagen Uber eine mogliche Umwandlung der gesattigten Capryl-/Caprinsdure in andere FS zu
schlieBen, wurden in Abbildung 20 die weiteren gesattigten (Laurinsdure, Myristinsaure,
Palmitinsdure, Stearinsdure, Arachinsdure, Behensdure, Lignocerinsdure) sowie die einfach
(Palmitoleinsaure, Olsdure, Erucasdure) und mehrfach (Linolsdure, Linolensiure) ungesattigten FS an
Tag 1 in Summe dargestellt. Die weiteren genannten FS stammen nicht aus dem zugegebenen
Spezial6l sondern aus dem verwendeten Weizenmehl und der Hefe.

75



Ergebnisse und Diskussion

Fettsdurespektrum ohne Capryl-/Caprinsdure an Tag 1

40

4 mehrfach
ungesattigte FS

w
o

M einfach
ungesattigte FS

% in der Fettphase
N
o

M gesattigte FS
abziglich Capryl-
/Caprinsaure

Nullprobe 3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg
Fungamyl  Fungamyl Lipase FE-O1 Lipase FE-01

Abbildung 20: Fettsidurespektrum der Brote abziiglich der Werte der Capryl-/Caprinsidure an Tag 1
N=3; FS: Fettsduren; dargestellt ist jeweils der berechnete Mittelwert sowie die Standardabweichung der Summe der
gesattigten FS auBer Capryl- und Caprinsdure, eingach ungesattigter FSund mehrfach ungesattigter FS

Auch bei Betrachtung der Zusammensetzung weiterer geprufter FS (auRer Capryl-/Caprinsdure) ist
ein Unterschied zum Nullbrot ausschlieRlich bei der hochsten Lipase Dotierung zu sehen. Hier
konnten neben dem Gehalt an Capryl-/Caprinsdure mit 9,5 % andere gesattigte sowie 13,5 % einfach
und 15,8 % mehrfach ungesattigte FS analysiert werden. Dies bestatigt die Vermutung, dass es zu
einer Umwandlung von Capryl-/Caprinsaure in andere FS verschiedener Art kommt. Das unter 3.1.3
diskutierte mogliche Vorliegen einer Desaturase in der technischen Lipase FE-01 geht mit der
Verschiebung des Fettsdurespektrums von der ungesattigten Capryl-/Caprinsdure zu einfach und
mehrfach ungesattigten FS einher. Im Verlauf der Lagerdauer kommt es korrelierend zum Anstieg des
Capryl-/Caprinsdureanteils zu einem Abfall der restlichen gemessenen FS. Die entstandenen freien FS
werden vermutlich einerseits Uber die B-Oxidation abgebaut und andererseits dem Lipoxygenaseweg
zugefihrt und so depletiert.

Um die Bedeutung der Auswahl des Fettes beim Einsatz einer technischen Lipase im Backprozess
deutlich zu machen, wurden weiterhin Brote mit ahnlicher Rezeptur (Vergleich Tabelle 7 und Tabelle
16) und Lipasekonzentration (Vergleich 2.2.4.3 und 3.1), jedoch mit Erdnussol anstelle des Spezialdls
gebacken. Erdnussdl besteht hauptsichlich aus den FS Olsidure (einfach ungeséttigt), Linolsdure
(mehrfach ungesattigt) und Palmitinsdure (gesattigt) und enthilt keine Capryl-/Caprinsiure. Die
Ergebnisse sind im Anhang Tabelle A 11 notiert. Abbildung 21 zeigt das Fettsaurespektrum der mit
Erdnussol gebackenen Enzymfreien und -dotierten Brote.
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Fettsdurespektrum - Brote mit Erdnussol

| | |
Probe 4 LI gesattigte FS [%]
Probe 3
M einfach
Probe 2 ungesattigte FS [%)]
Probe 1
M mehrfach
attigte FS [%
Nullprobe ungesattigte FS [%]

0 20 40 60 80 100

Abbildung 21: Fettsaurespektrum der Brote, gebacken mit Erdnussol
N=3; FS: Fettsduren; dargestellt ist jeweils der berechnete Mittelwert sowie die Standardabweichung der Summe der
gesattigten FS, einfach ungesattigten FS und mehrfach ungesattigten FS

Das Fettsaurespektrum der mit Erdnussol gebackenen Brote besteht aus etwa 20 % gesattigten sowie
70 % einfach (fast ausschlieRlich Olsdure) und 10 % mehrfach ungesittigten FS. Es kdnnen nur bei der
Probe 4 (hdchste Dotierung von Fungamyl und Lipase FE-01) geringe Anderungen (Anstieg der
gesattigten (20,1 % auf 22,5 %) und einfach ungesattigten (70,9 % auf 72,8 %) FS, Abfall der mehrfach
ungesattigten FS (8,5% auf 7,8 %)) im Fettsdurespektrum in Abhangigkeit der Enzymzugabe
festgestellt werden, welche jedoch nicht signifikant sind und in einer Analyse mit groRerer
Stichprobenzahl wiederholt werden sollten. Die bei den Broten mit Spezialdl diskutierten Prozesse
der Umwandlung gesattigter in ungesattigte FS durch die Enzymaktivitdit der Desaturase im
Enzymmaterial scheint hier unterdrickt zu werden. Es wird vermutet, dass die hohe Konzentration
von Olsaure die Umwandlung stort. Eventuell handelt es sich um eine Art Substrat-Inhibierung bzw. —
Unzuganglichkeit, sodass Capryl-/Caprinsaure leichter von dem Desaturase Enzym umgesetzt werden
kann als die vorhandenen gesattigten FS (hauptsachlich Palmitin- und Stearinsdure) im
Erdnussolhaltigen Brot.

Flr einen Vergleich des Fettsdurespektrums mit kommerziell erhdltlichen Broten wurden Daten von
der IGV GmbH bereitgestellt (Anhang Tabelle A 12), da es in der Literatur keine Referenz-
Fettsdurespektren gibt. Hierfir wurden die ermittelten Analysenwerte fiir den Fettgehalt sowie der
Anteil gesattigter FS und einfach bzw. mehrfach ungesattigter FS von 10 Broten gemittelt und mit
den Werten der Testmaterialien verglichen. Der im Durchschnitt ermittelte Gehalt von 11,6 %
gesattigter FS, 60,8 % einfach ungesattigter FS sowie 27,6 % mehrfach ungesattigter FS ist mit den
Werten der Erdnussélhaltigen Brote vergleichbar.

Die Anwendung eines Spezial6ls aus Capryl-/Caprinsdure ist nicht Standard in der Backproduktion,
verhalf aber dazu die Auswirkungen des Zusatzes einer technischen Lipase zu Backprodukten mit
unterschiedlichen Fetten betrachten zu kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass die Lipase-Aktivitat
von der vorliegenden FS-Zusammensetzung abhangt und so die Brotqualitat beeinflusst. Die Nutzung
der Capryl-/Caprinsdure als Backfett hat dazu gefiihrt, dass die bekannten positiven Effekte des
Zusatzes technischer Lipase (verbessertes Brotvolumen und Emulgatorersatz) nur noch eingeschrankt
nachweisbar waren. Genauso lasst sich vermuten, dass die Menge des Fettes einen Einfluss auf die
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Wirkung der Lipase haben kdonnte. Moglicherweise wird die Lipase durch Zugabe von Fett von der
eigentlichen Aufgabe, die endogenen Lipide im Mehl zu spalten, abgewendet. Es sind noch weitere,
im Rahmen dieser Arbeit nicht erfasste Untersuchungen (weitere Fette und Fettgehalte, technische
Lipasen, Konzentrationsbereiche), angebracht um die AusmaRe des Sachverhaltes zu konkretisieren.
Auch dieses Beispiel konnte zeigen, dass es Anwendungsspielrdume technischer Enzyme im Rahmen
des Backerhandwerks gibt, die quantitativ (z.B. Messung der Enzymkonzentration im Teig) genauer
erfasst werden sollten. Weiterhin wurde ein Einfluss der Enzyme auf die Lagerdauer nachgewiesen,
was auf eine Restaktivitdt der Enzyme im gebackenen Produkt und damit auf einen Widerspruch zur
rechtlichen Deklarationspolitik hindeutet.

3.1.7 Einfluss auf das Zuckerspektrum

Die Testmaterialien wurden auf die Zucker Glukose, Fruktose, Laktose, Saccharose und Maltose
untersucht. Die Zucker Laktose und Saccharose konnten in keiner der Proben nachgewiesen werden.
Der Gesamtzuckergehalt war mit 5,4 g/100 g (3,92 mg/kg Fungamyl) bzw. 5,6 g/100 g (9,80 mg/kg
Fungamyl) in den mit Fungamyldotierten Proben am hochsten. Die mit Lipase FE-01 dotierten Brote
zeigten im Vergleich zur Nullprobe (2,75 g/100 g) ebenfalls einen erhéhten Zuckergehalt mit
3,8 g/100 g (0,72 mg/kg Lipase FE-01) bzw. 5 g/100 g (1,80 mg/kg Lipase FE-01). Die Verteilung der
gemessen Zucker ist in Abbildung 22 beispielhaft an Tag 1 dargestellt, da sich das Zuckerspektrum im
Laufe der Tage nur geringfiigig verandert hat.

Zuckerspektrum - Tag 1

1,80 mg/kg Lipase FE-01

0,72 mg/kg Lipase FE-01

9,80 mg/kg Fungamyl L1 Glukose
M Fruktose
3,92 mg/kg Fungamyl o Maltose
Nullprobe
0 1 2 3 4 5 6

g/100 g

Abbildung 22: Zuckerspektrum an Tag 1

N=2; analysiert wurden die Zucker Glukose, Fruktose, Laktose, Saccharose und Maltose; dargestellt ist jeweils der
berechnete Mittelwert der Zucker Glukose, Fruktose und Maltose; nicht nachgewiesen wurden die Zucker Laktose und
Saccharose

In der Nullprobe wurde hauptsachlich Maltose gemessen. Eine leicht erhohte Menge an Fruktose und
ein starker Anstieg der Menge an Maltose wurden in den Fungamyldotierten Proben nachgewiesen.
Der prozentuale Anteil an Maltose ist aufgrund des starken Gesamtanstiegs der Zucker bei den
Fungamyldotierten Proben mit 92 % vergleichbar mit dem der Nullprobe. Das Zuckerspektrum der

78



Ergebnisse und Diskussion

Lipasedotierten Proben ist konzentrationsabhangig verandert. Ein hoherer Glukose- und Fruktose-
Anteil ging mit einer Reduktion des Maltoseanteils am Gesamtzucker auf 75 % (0,72 mg/kg Lipase FE-
01) bzw. 57 % (1,80 mg/kg Lipase FE-01) einher. Die Rohdaten der Messung der Zuckerspektren sind
im Anhang Tabelle A 13 festgehalten.

Das Hauptabbauprodukt der technisch eingesetzten alpha-Amylase (Fungamyl) ist bei Anwesenheit
von beta-Amylase (in Weizenmehl natdirlich vorhanden) Maltose, was durch den starken Anstieg des
Gesamtzuckergehaltes sowie des Maltosgehaltes bestatigt wird. Der katalysierte Prozess des
Starkeabbaus durch alpha-Amylase fiihrte zu einer erhohten Zuckerfreisetzung, nicht zur
Verschiebung des Zuckerspektrums. Dies wurde anhand der Daten bestatigt, da der prozentuale
Anteil der Maltose am Gesamtzucker in der Nullprobe und den Fungamyldotierten Proben
vergleichbar war.

Der gemessene Anstieg des Glukose- und Fruktosegehaltes in den Lipasedotierten Broten war nicht
zu erwarten, da dieses technische Enzym laut Herstellerangaben ausschlieRlich aus einer Lipase
besteht, die auf den Zuckerabbau keinerlei Einfluss hat. Es wird vermutet, dass auch starkespaltende
Enzyme in dem technischen Enzym vorhanden sind, was auf eine Unreinheit der industriellen
Produkte hinweist.

3.1.8 Einfluss auf sensorische Parameter

Es wurden die sensorischen Parameter Form/Aussehen (Kruste/Krume), Frischeeindruck, Geruch,
Biss/Kaueindruck/Loslichkeit und Geschmack an den Tagen 1, 3 und 7 geprift. Die Ergebnisse sind im
Anhang Tabelle A 14 bis Tabelle A 15 zu finden. Die sensorische Prifung ergab eine Verbesserung
aller untersuchten Kriterien mit ansteigendem Fungamyl-Gehalt. Die beste Bewertung erhielt das
Brot mit 9,80 mg/kg Fungamyl. Die Lipasedotierten Testmaterialien zeigten mangelhafte Ergebnisse
und wurden als ,nicht verzehrsfahig” eingestuft. Hauptursache war ein stark ranziger Geruch und
Geschmack.

In vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die in die sensorische Bewertung
einflieBRenden Parameter wie Form und Aussehen durch den Zusatz von Fungamyl positiv ausfallen.
Das durch die alpha-Amylase sowie Xylanase (Fungamyl) erhaltene Brotvolumen sowie durch die
alpha-Amylase entstandene Braunfarbung der Kruste flihrte zu einer deutlich besseren sensorischen
Bewertung als beim Nullbrot. Die durch die Aktivitat der alpha-Amylase freigesetzen Zucker bilden
mit den vorhandenen Aminosauren im Zuge der Maillard-Reaktion Aroma- und Farbstoffe, die zu
einer Krustenfarbung der Backware fihren [33]. Auch alle weiteren gepriiften sensorischen
Parameter sind durch den Zusatz von alpha-Amylasen bzw. Xylanasen zu erreichen. Es konnte eine
konzentrationsabhadngige Steigerung des positiven sensorischen Effektes belegt werden. Dies spiegelt
die Notwendigkeit eines kontrollierten quantitativen Einsatzes technischer Enzyme wieder. Fiir einen
gleichbleibenden Einsatz technischer Enzyme und die verbundene Herstellung optimaler Produkte
miussen quantitative Verfahren begleitend den Einsatz technischer Enzyme kontrollieren.

Die negativen sensorischen Ergebnisse der Lipasedotierten Brote werden in Zusammenhang mit dem
Einsatz des Spezial6ls (bestehend aus C8/C10 Capryl-/Caprinsdure) begriindet. Die unter 3.1.3
beschriebene Umsetzung ungesattigter freier FS durch das Enzym Lipoxygenase fihrt zur Bildung von
Fettperoxiden, die durch einen ranzigen Geschmack gekennzeichnet sind [167, 168]. Zudem kénnen
freie FS, die vermehrt durch die bereits diskutierte Katalyse der Umwandlung von Capryl-
/Caprinsdure durch das Enzym Desaturase entstehen, ebenfalls ranzige Geschmacksmerkmale
bedingen. Auch die im Verlauf der B-Oxidation gebildeten kurzkettigen freien FS kdnnen ursachlich
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fur die Auspragung eines ranzigen Geschmacks sein. Freie FS reagieren mit Amylose zu Amylose-
Lipid-Komplexen, sodass ihr pool depletiert wird. Letztlich ist dadurch die Bildung eines durch freie FS
bedingten ranzigen Geschmackes limitiert [169]. Die Anwendung von Lipasen als Emulgator-Ersatz
nimmt mehr und mehr an Bedeutung zu. Dass die Auswahl des Fettes fiir die positive Wirkung der
Lipase von Bedeutung ist, konnte gezeigt werden. Eine fachgerechte Anwendung ist ndtig, um
gleichbleibend optimale Produkte zu erhalten.

3.2 Identifikation der Enzyme in Fungamyl, Amylase TXL und Lipase FE-01

Die technischen Enzyme Fungamyl und Lipase FE-01 wurden in Probenpuffer gel6st und mit SDS-
PAGE aufgetrennt. Mit Hilfe eines zeitgleich aufgetragenen Proteinstandards erfolgte die
Bestimmung des Molekulargewichts der Proteinbanden. Die Banden wurden anschliefend
ausgeschnitten und mit einem In-Gel-Verdau in Peptide zerlegt. Das so generierte Peptidspektrum
wurde anschlieBend mit MALDI-TOF-MS-Messung aufgenommen und die Proteine der technischen
Enzyme identifiziert. Unter Nutzung der Proteinsequenzdatenbank SwissProt 2013 02 , - 11 und
»Fungi-EST” erfolgte die Auswertung der Massenspektren mit der Software Bruker Daltonics Biotools
(Ver. 3.2; Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany). Die verwendeten Suchkriterien sind in 2.2.2.3
beschrieben. Ein Protein galt als identifiziert wenn eine Sequenzabdeckung lber 20 % sowie ein

Protein Score gréRer 57 nachgewiesen wurden.

3.21 Aminosduresequenzidentifikation der alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase aus
Fungamyl

Die Proteinbanden von Fungamyl sind in Abbildung 23 dargestellt. Es wurden 2 Proteinbanden

nachgewiesen und die molekularen Massen von 24,8 kDa sowie 51,3 kDa ermittelt.

Die mit MALDI-TOF-MS erhaltenen Massenspektren der verdauten Proteinbanden (In-Gel-Verdau)

sind in Abbildung 24 und Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 23: Gel-Abbildung der SDS-PAGE des technischen Enzyms Fungamyl
Von links: Pharmacia Standard, Fungamyl gesamt, Fungamyl Unterstand nach Zentrifugation, Fungamyl Uberstand nach
Zentrifugation (mit Probenpuffer verdinnt)

= <104
Rl 983.578 1342.766
4 2274.112
2 &
1771.910
6+
1127.538
4
1641.897
1891.925
24
2909599
3815.913
3.123
1189.685 -~ 123 28531800
1560. 2570.311 3411.908 — ]
j 3978.019
ey i Iuﬂu. " - I
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
miz

Abbildung 24: Massenspektrum von Fungamyl-Uberstand (51,3 kDa) nach In-Gel-Verdau und MALDI-TOF-MS
Messung

y-Achse: Intensitit in a.u.; x-Achse: m/z: Masse-zu-Ladungsverhiltnis
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Abbildung 25: Massenspektrum von Fungamyl-Uberstand (24,8 kDa) nach In-Gel Verdau und MALDI-TOF-MS

Messung

y-Achse: Intensitat in a.u.; x-Achse: m/z: Masse-zu-Ladungsverhaltnis

Mit einem mittleren Protein Score von 78 und einer mittleren Sequenzabdeckung von 35 % konnte
die Amylase von Fungamyl eindeutig als alpha-Amylase des Pilzes Aspergillus oryzae identifiziert
werden. Abbildung 26 zeigt die rot markierten Peptide, die fir die Identifikation der alpha-Amylase

(Aspergillus oryzae) erkannt wurden.

10 20 30 40 50 60 70
ATPADNRSQOS IYFLLTDRFA RIDGSTTATC NIADORYOSG TWOGIIDKID YIQGMGFTAI WITPVIAQLP
80 S0 100 110 120 130 140
QITAYGDAYH GYWQODIYSL NENYGTADDL KALSSATHFR GMYIMVDVVA NHMGYDGAGS SVDYSVEKPE
150 160 170 180 190 200 210
SSQDYFHPFC FIQNYEDQTQ) VEDCWLGDNT VSLPDLDITTK DVVKNEWYDW VGSLVSNYSI DGLRIDIVKH
220 230 240 250 260 270 280
(VORDEWPGYN FKAAGVYCIGE VLDGDPAYIC PYONVMDGVL NYPIYYPLIN AFKSTSGEMD DLYNMINTVK
290 300 310 320 330 340 350
SDCPDSTLIG TFVENHDNPR FASYTNDIAL ARNVAAFIIL NDGIPIIYAG QFEQHYAGGND PANREATWLS
|lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII- : X X
360 370 380 390 400 410 420
GYPTDSELYRK LIASANATRN YAISKDIGEFV TYRNWPIYRD DITIAMRRGT DGSQIVIILS NRGASGDSYT
430 440 450 460 470 480
LSLSGAGYTA GQQLTEVIGC TIVIVGSDEN VPVEMAGGLP RVLYPTEKLA GSKICSSS
Abbildung 26: Proteinsequenz alpha-Amylase (Aspergillus oryzae)

Identifizierte Peptide (rot) der Probe Fungamyl-Uberstand (51,3 kDa); Sequenzabdeckung: 35 %, Protein Score: 78, Zahl der
ermittelten Peptide: 76 (Mehrzahl in sehr niedriger Intensitat); Zahl der gematchten Peptide: 13

Das identifizierte Enzym besitzt laut Proteindatenbank (UniProtkB - POC1B3 (AMYA1_ASPOR)) eine
Molare Masse von 54,8 kDa. Die Abweichung zur elektrophoretisch ermittelten Molaren Masse
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von 51,3 kDa kann darauf zuriickzufiihren sein, dass nicht alle Proteine der GesetzmaRigkeit der
Beweglichkeit in SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-Proteinkomplex umgekehrt propotional zum
Logarithmus des Molekulargewichtes) folgen. Die mittels SDS-PAGE ermittelten apparenten
Molekulargewichte kdnnen daher geringfligig vom tatsachlichen Molekulargewicht abweichen.
Aufgrund der geringen Differenz von 3,5 Da bestatigen die Ergebnisse der Molmassenbestimmung
mittels SDS-PAGE die Ergebnisse der MS-Analyse.

Mit einem mittleren Protein Score von 92 und einer mittleren Sequenzabdeckung von 57 % konnte
die Xylanase von Fungamyl eindeutig als Endo-1,4-Xylanase des Pilzes Thermomyces lanuginosus
identifiziert werden. In Abbildung 27 sind die Peptide rot markiert, die fir die Identifikation der
Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces lanuginosus) erkannt wurden.
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MVGEFTPVALA ALAATGALAF PAGNATELEK RQTTPNSEGW HDGYYYSWWS DGGAQATYTN LEGGTYEISW
80 90 100 110 120 130 140
GDGGNLVGGK GWNPGLNARA TIHFEGVYQPN GNSYLAVYGW TRNPLVEYYI VENFGTYDPS SGATDLGTVE
—— I |
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CDGSIYRLGK TTRVNAPSID GTQTEFDQYWS VRQDKRTSGT VQTGCHFDAW ARAGLNVNGD HYYQIVATEG
—— ———— I T ]
220 230
YFSSGYARIT VADVG
| —

Abbildung 27: Proteinsequenz Xylanase (Thermomyces lanuginosus)

Identifizierte Peptide (rot) der Probe Fungamyl-Uberstand (24,8 kDa); Sequenzabdeckung: 57 %, Protein Score: 92; Zahl der
ermittelten Peptide: 45 (Mehrzahl in sehr niedriger Intensitdt); Zahl der gematchten Peptide: 6

Das Enzym Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces lanuginosus) hat laut Proteindatenbank (UniProtkB -
043097 (XYNA_THELA)) ein Molekulargewicht von 24,4 kDa. Das elektrophoretisch ermittelte

Molekulargewicht weicht mit 24,8 kDa nur geringfligig ab und unterstiitzt das Ergebnis der MS-
Analyse.

3.2.2 Proteinsequenzidentifikation der Lipase aus Lipase FE-01
Die Proteinbanden von Lipase FE-01 sind in Abbildung 28 dargestellt. Es wurde eine molekulare

Masse von 34 kDa ermittelt. Das mit MALDI-TOF-MS erhaltene Massenspektrum des In-Gel-Verdau-
Produktes ist in Abbildung 29 dargestellt.
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Standard Lipase FE-01 Lipase FE-01
94 kDi
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Abbildung 28: Gel-Abbildung der SDS-PAGE des technischen Enzyms Lipase FE-01
Von links: Pharmacia Standard, Doppelbestimmung Lipase FE-01 (Probe 1 und 2)
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Abbildung 29: Massenspektrum von Lipase FE-01 (Probe 1) nach In-Gel-Verdau und MALDI-TOF-MS Messung

Mit einem mittleren Protein Score von 131 und einer mittleren Sequenzabdeckung von 57 % konnte
die Lipase von Lipase FE-01 eindeutig als Lipase des Pilzes Thermomyces lanuginosus identifiziert
werden. Abbildung 30 zeigt die rot markierten Peptide, die fiir die Identifikation der Lipase
(Thermomyces lanuginosus) erkannt wurden.

84



Ergebnisse und Diskussion
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MRSSLVLFFV  SAWTALASPI RREVSQDLFN QFNLFAQYSA AAYCGKNNDA PAGTNITCTG NACPEVEKAD
80 90 100 110 120 130 140
ATFLYSFEDS GVGDVTGFLA LDNTNKLIVL SFRGSRSIEN WIGNLNFDLK EINDICSGCR GHDGFTSSWR
150 160 170 180 190 200 210
SVADTLRQKV__EDAVREHPDY RVVFTGHSLG GALATVAGAD LRGNGYDIDV FSYGAPRVGN RAFAEFLTVQ
220 230 240 250 260 270 280
TGGTLYRITH TNDIVPRLPP REFGYSHSSP EYWIKSGTLV PVTRNDIVKI EGIDATGGNN QPNIPDIPAH
290 300
LWYFGLIGTC L
-

Abbildung 30: Proteinsequenz Lipase (Thermomyces lanuginosus)
Identifizierte Peptide (rot) der Probe 1 Lipase (34,0 kDa); Sequenzabdeckung: 57 %, Protein Score: 131; Zahl der ermittelten
Peptide: 81 (Mehrzahl in sehr niedriger Intensitat); Zahl der gematchten Peptide: 16

Das Enzym Lipase (Thermomyces lanuginosus) hat laut Proteindatenbank (UniProtKB - 059952
(LIP_THELA)) ein Molekulargewicht von 31,8 kDa. Das elektrophoretisch ermittelte Molekulargewicht
weicht mit 34,0 kDa um 2,2 kDa ab und unterstitzt dennoch das Ergebnis der MS-Analyse aufgrund
der erwahnten Schwankungen bei der Molekulargewichtsermittlung mittels SDS-PAGE.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen verschiedener Enzymgruppen (z.B. Amylasen)
missen die Ergebnisse der Identifikation besonders sorgfiltig geprift werden. Da die Identifikation
der Aminosauresequenz der untersuchten technischen Enzyme nur fir die Auswahl spezifischer
(2.2.5) Abgleich  (BLAST)
Aminosduresequenzen. Die ausgewahlten Markerpeptide wurden jedoch intensiv auf Spezifitat

Markerpeptide genutzt wurde, erfolgte kein mit anderen

geprift, sodass Fehler in Form von falsch positiven Ergebnissen ausgeschlossen werden kénnen. Dass
es sich bei der identifizierten Aminosduresequenz tatsachlich um das Enzym des gepriiften
technischen Enzyms handelt, wurde durch die Messung ausgewahlter Markerpeptide mit LC-MS/MS
(2.2.5) erneut geprift. Durch die Kombination aus SDS-PAGE, In-Gel Verdau und MALDI-TOF-MS
Messung konnten 3 Enzyme mit eindeutigem Protein Score identifiziert werden. Technische Enzyme
in Form von kommerziell erhdltlichen Weizenmehl-
Durch die Vielzahl

unterscheidbaren Proteine (natiirliche oder synthetische) kann es zu Problemen bei der Anwendung

werden in der Backindustrie vor allem

Backmischungen eingesetzt. der darin vorhandenen ahnlichen aber
der beschriebenen Methode kommen [170]. Die uneindeutige oder fehlerhafte Zuordnung der
Proteine aufgrund von Uberlagerungen verschiedener Proteine mit dhnlichem Molekulargewicht
Auch

Rohextrakte technischer Enzyme sind nicht rein, da Proteine des Syntheseorganismus ebenfalls

wirde eine Identifikation erschweren. industriell gefertigte Weizenmehl-unabhangige
vorhanden sind. Zu erkennen ist dies beispielsweise an den Gelabbildungen der SDS-PAGE der
untersuchten technischen Enzyme (Abbildung 23, Abbildung 28). Als Beispiel wurde bereits im
Abschnitt 3.1.6 erwahnt, dass Pilze Fettsdaure Desaturase synthetisieren, welche mdéglicherweise in
dem technischen Enzym Lipase FE-01 vorhanden war. Da dieses Enzym in der Literatur nur wenig
diskutiert wird, konnte keine Angabe zum Molekulargewicht fiir eine anndhernde Zuordnung einer
Gelbande verwendet werden. Die zahlreichen zusatzlichen Banden konnten mit der angewandten
Methode nicht identifiziert werden, da die Konzentrationen zu gering waren. Eine bessere
Vortrennung der Proteingemische wiirde die eindeutige Zuordnung verschiedener Proteine
verbessern und Fehler bei der Identifikation technischer Enzyme vor allem in Backmitteln oder
unreinen Substanzen minimieren. Bisher wurde die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) als

Moglichkeit der Kopplung an MS/MS-Techniken zur Separation und Identifikation von einzelnen
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Proteinen ausgeschlossen [171]. Die gesteigerte Nachfrage nach quantitativer, sensitiver als auch
in 2-DE flihrte dazuy,
Gelelektrophorese (2-DiGE) als quantitatives und standardisiertes Verfahren entwickelt wurde [172].

reproduzierbarer Visualisierung von Proteinen dass die Differenz-
2 Proben werden mit unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierung versehen und auf ein Gel aufgetragen
[172, 173]. Unterschiede durch die schlecht reproduzierbare Gelherstellung (Inhomogenitat) kénnen
so vernachldssigt werden. Das Verfahren der DIGE wirde die Quantifizierung eines technischen

Enzyms im Backmittel vereinfachen und stellt eine Alternative zur beschriebenen Methodik dar.

3.23
Auf dem Zertifikat des Herstellers ASA Spezialenzyme GmbH ist als Enzymbeschreibung ,,Amylase”

Identifikation der alpha-Amylase aus Amylase TXL

angegeben. Das Enzym Amylase TXL wurde zundchst mit der qualitativen LC-MS/MS-Methode
geprift (2.2.5) und die Amylase als alpha-Amylase des Pilzes Aspergillus oryzae identifiziert
(Abbildung 31).

XIC of +MRM (58 pairs): 410,700/520,300 amu Expected RT: 7,4 ID: Amylase 411 quant F1 from Sample 4 (1g Weizenmehl +Amylase) of 280515.wiff (;
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Abbildung 31: LC-MS/MS-Chromatogramm der alpha-Amylase in Amylase TXL
y:Achse: Intensitat in cps; x-Achse: Retentionszeit in Minuten; der Nachweis erfolgte durch Messung von 3 Peptiden mit je 3
Fragmentionen

Der Nachweis erfolgte durch die Messung von 3 Markerpeptiden (DTFFVTYK, ALSSALHER, NWPIYK)
mit jeweils 3 Massenfragmenten in einem Verdauextrakt der Amylase TXL. Durch die zuvor geprifte
Spezifitat der gemessenen Markerpeptide ist die Identifikation des genannten Proteins im Produkt
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Amylase TXL zweifelsfrei nachgewiesen. Die weitere Zusammensetzung von Amylase TXL wurde
jedoch nicht analysiert, sodass das Vorhandensein anderer Enzyme nicht auszuschlieBen ist.

3.3 Ermittlung und Berechnung der Proteingehalte der technischen Enzyme Fungamyl,
Amylase TXL und Lipase FE-01

3.3.1 Ermittlung der Konzentrationen der alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase in Fungamyl
mit SDS-PAGE und BSA-Standard

5 mg/ml Fungamyl wurden in Probenpuffer geldst und ansteigende Volumen von 5 pl bis 20 pl auf
einem  Polyacrylamidgel elektrophoretisch  aufgetrennt. Die Proteinkonzentration der
Fungamylproben wurde (iber die Proportionalitdit der Bandenintensitdt einer BSA-Standardreihe
(Abbildung A 1, Anhang Tabelle A 17) quantifiziert. Die Reihen wurden viermal gemessen und der
Mittelwert und die relative Standardabweichung aus den verschiedenen Probenvolumen berechnet
(Anhang Tabelle A 17). Es konnte eine alpha-Amylase-Konzentration von 0,098 mg/ml und eine Endo-
1,4-Xylanase-Konzentration von 0,052 mg/ml ermittelt werden (Tabelle 34). Dies entspricht einem
Anteil von alpha-Amylase in Fungamyl von 9,8 % sowie 5,2 % Endo-1,4-Xylanase.

Tabelle 34: Ermittelte Gehalte der alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase in Fungamyl
N=4; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; RSD: relative Standardabweichung [%]

Probe Amylase [mg/ml] Xylanase [mg/ml]

1 0,094 0,059

2 0,101 0,064

3 0,098 0,042

4 0,098 0,042
MW 0,098 0,052
SD 0,003 0,011

RSD [%] 2,9 22,0

Aufgrund der Vierfachbestimmung und den ermittelten Standardabweichungen der Amylase (2,9 %)
und Xylanase (22,0 %) wird von einer Soliditdt der Werte ausgegangen. Es wurde nicht geprift
inwieweit sich eventuell verschiedene Chargen an Fungamyl unterscheiden. Dies sollte fir
weitergehende Versuche analysiert werden, um eine generelle prozentuale Verteilung der alpha-
Amylase und Endo-1,4-Xylanase in Fungamyl bestatigen zu kdnnen. Weiterhin sollten die Versuche
der Endo-1,4-Xylanase mit einer hoheren Einwaage erfolgen, um eine bessere Reproduzierbarkeit zu
erhalten.

3.3.2 Berechnung des Lipasegehaltes in Lipase FE-01 sowie des alpha-Amylasegehaltes in
Amylase TXL

Die Amylase des technischen Enzyms Amylase TXL der Firma ASA Spezialenzyme GmbH wurde in

Abschnitt 3.2.3 als alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) qualitativ nachgewiesen. Laut

Herstellerinformationen betragt die Amylasekonzentration aus Amylase TXL 31 mg/g. Dieser Wert

wurde genutzt um die Endkonzentration an alpha-Amylase in den Referenzmaterialien (3.4) zu

ermitteln. Die Endkonzentration der in Abschnitt 3.2.2 identifizierten Lipase (Thermomyces
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lanuginosus) in den Referenzmaterialien (3.4) wurde ebenfalls mit Hilfe der Herstellerinformationen
(Lipase FE-01 18 mg/g) ermittelt.

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen der mit Amylase TXL und Lipase FE-01 versetzten
Referenzmaterialien beruhen auf den Verpackungsangaben der zugesetzten technischen Enzyme und
wurden nicht experimentell ermittelt. Aufgrund wahrscheinlicher Chargen-Differenzen und um den
Umgang in der Praxis besser zu simulieren wurde mit den Konzentrationsangaben des Herstellers
gearbeitet.

3.4 Referenzmaterialien — Beurteilung nach dem Leitfaden fiir die Entwicklung von
Referenzmaterialien
Es wurden 3 verschiedene Matrizes Referenzmaterial (Mehl, Brot, Keks) mit je einer Nullprobe und

vier ansteigenden Konzentrationsstufen der analysierten technischen Enzyme hergestellt.

Abbildung 32: Querschnitte der gebackenen Brote
Von rechts: Nullprobe, Brot Probe 1 - 4

Durch die Auswahl von Mehl als Rohstoff sowie Brot als fettarmes und Keks als fettreiches
verarbeitetes Lebensmittel konnte ein groRer Matrix-Bereich geprift werden. Der Einsatz
technischer Enzyme im Backgewerbe erfolgt vor allem durch die Zugabe von Backmittel (Gemisch
technischer Enzyme mit Mehl als Basis) zum Mehl vor dem Backprozess. Bei fetthaltigeren
Gebackteigen ist ein groRer Trend zum Einsatz technischer Enzyme vorhanden. Diese werden direkt
zum Teig gegeben. Die zugegebene Menge an Backmittel bzw. technischen Enzymen wird selten
genauestens verfolgt, da das Handwerk ,nach-Gefiihl“ dosiert. Es ist selten eine Beziehung zu
Konzentration, Wirkung und Nutzen bekannt. Die dadurch bedingte vermehrte Anwendung
technischer Enzyme oberhalb verfligbarer Substratkonzentrationen bzw. ausbleibende qualitative
Effekte aufgrund von zu geringer Enzymkonzentration sind die Folge. Die Betrachtung der
konzentrationsabhangigen Wirkung technischer Enzyme sowie die Einschatzung der detektierbaren
Minimalkonzentrationen zum Nachweis technischer Enzyme sind von Bedeutung und konnten mit
den hergestellten Referenzmaterialien geprift werden. Der aufgrund der Anwendungspraxis
angestrebte Konzentrationsbereich zwischen 1 bis 10 mg/kg wurde untersucht und auf Level kleiner
1 bzw. groRer 10 mg/kg erweitert (Tabelle 14, Tabelle 18, Tabelle 21).

Die Brote wurden mit einem sehr hohen Reinheitsgrad gebacken, sodass mégliche Verschleppungen
minimiert wurden. Um die hohe Angebotsvielfalt im Bereich Brot mit der quantitativen
Messmethode bewerten zu konnen, wéare zukinftig die Herstellung und Priifung weiterer
Brotmatrizes (z. B. Vollkornbrot) sinnvoll.
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Prifung der Homogenitat
Die Referenzmaterialien wurden nach Herstellung zerkleinert (Brot und Keks) und auf mehrere

Kunststoffbecher fir die Lagerung verteilt. Hierbei wurde die komplette Masse von Mehl und Keks
nach Fertigstellung zerkleinert und aliquotiert. Beim Referenzmaterial Brot wurde nur eine Halfte
vorgetrocknet, zerkleinert und aliquotiert. Die Homogenitatspriifung erfolgte an aus 5 verschiedenen
Kunststoffbechern entnommenen Proben. Von jeder Probe wurden 3 unabhdngige Bestimmungen
unter Wiederholbedingungen durchgefiihrt. Weiterhin wurden innerhalb eines Bechers 6 Proben
bestimmt um die Streuung innerhalb eines Bechers zu messen. Die Messergebnisse befinden sich im
Anhang Tabelle A 18 bzw. Tabelle A 19. Es wurde reprasentativ fiir alle 3 Matrizes je ein
Konzentrationslevel ausgewdahlt und die Homogenitdt anhand der analysierten Konzentration der
Lipase FE-01 mittels LC-MS/MS bewertet. Die berechneten Mittelwerte der Lipasekonzentrationen in
Becher 1-5 (Priifung der Streuung zwischen den Kunststoffbechern) sowie Becher 6 (Priifung der
Streuung innerhalb eines Kunststoffbechers) wurden graphisch in Abbildung 33 dargestellt.

Ermittelte Konzentrationen Lipase FE-01 [mg/kg] zur

Homogenitatspriifung

o |
E;
= I I l4 Mehl
i
o
El 4 4 M Brot
§ M Keks
2
—

2 4

0

Becher 1 Becher 2 Becher 3 Becher 4 Becher 5 Becher 6

Abbildung 33: Ermittelte Konzentrationen Lipase FE-01 zur Homogenitatspriifung
N=3 (Becher 1-5); N=6 (Becher 6); dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der N-fachen Analyse

Die experimentellen Daten wurden mit Hilfe des Brown-Forsythe-Test (2.2.7.3) auf Homogenitat der
Varianzen geprift. Sowohl innerhalb als auch zwischen den Kunststoffbechern konnte die
Homogenitat der Varianzen nachgewiesen werden (ermittelter Prifwert kleiner Testwert der F-
Tabelle). Es wird daher von einer ausreichenden Homogenitat aller 3 Matrizes ausgegangen.

Da die Produktion der Referenzmaterialien immer mit den gleichen Bedingungen und Geraten
durchgefiihrt wurde, kénnen keine gravierenden Unterschiede beziiglich der Homogenitat zwischen
den Konzentrationen vorhanden sein. Dennoch wurde die Homogenitat reprasentativ an nur einem
Konzentrationslevel je Matrix bestimmt, was bei der Bewertung der quantitativen Ergebnisse kritisch

betrachtet werden sollte.
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3.5 Nachweis der technischen Enzyme Fungamyl, Amylase TXL und Lipase FE-01 mittels LC-
MS/MS-QTRAP

Die in 3.2 identifizierten Proteinsequenzen der Enzyme alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase und Lipase

wurden mit der Software Skyline theoretisch verdaut und mit einem positiven Testmaterial

geeignete Peptide ausgewahlt. Die chromatographische Trennung der Peptide wurde optimiert und

die Spezifitdt der jeweiligen Enzyme geprift. Der qualitative Nachweis der analysierten Enzyme in

unbekannten Proben wurde nach folgendem Schema umgesetzt (Abbildung 34).

Abgrenzung zu:

Nachweis von: Identifizierung tber: - natiirlich
- 2-3 Peptiden sowie -> Retentionszeit vorkommenden

. . (isotopenmarkierte Enzymen (einmalig bei
~> je 3-4 Fragmentionen Peptidstandards) der Auswahl der
Markerpeptide)

Abbildung 34: Identifikationsschema des qualitativen Nachweises technischer Enzyme in unbekannten
Proben

Da es keine Vorgaben Uber die notwendige Anzahl an nachzuweisenden Peptiden und
Fragmentionen gibt, wurde in Anlehnung an Veroffentlichungen der Nachweis von zwei bis drei
Peptiden mit jeweils drei bis vier Fragmentionen festgelegt [84, 114]. Bei den Peptiden handelt es
sich um ausgesuchte Markerpeptide, die sowohl auf Sensitivitdt als auch Spezifitdt geprift werden
missen. Dies ermoglicht den qualitativen und quantitativen Nachweis der im Spurenbereich
eingesetzen Enzyme (Sensitivitat) und verringert das Risiko falsch positiver Ergebnisse (Spezifitat). Je
hoher die Anzahl der analysierten Peptide und Fragmentionen (y- oder b-lonen der spezifischen
Peptide), desto héher ist die Evidenz fur das Vorliegen des Enzyms im gepriften Produkt. Unter
Mitfihrung isotopenmarkierter Peptidstandards kdnnen genaue Retentionszeiten der analysierten
Peptide aufgenommen (Ansteigen der Masse ohne Verdnderung der chemischen Eigenschaften)
[174]. Die Zugabe isotopenmarkierter Peptide wahrend der Extraktion fiihrt zur verbesserten
Kontrolle von Variabilidgten durch Antikérper, Chromatographie oder MS/MS [174]. Aufgrund
matrixabhangiger Schwankungen der Retentionszeiten in der Proteinanalytik mittels LC-MS/MS ist
das Mitfihren isotopenmarkierter Peptidstandards ein bekanntes Hilfsmittel, was widerum die
Wabhrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse reduziert. Aufgrund des Vorkommens endogener
Enzyme in der Matrix Getreide ist die Abgrenzung zu natirlich vorkommenden Enzymen von
Bedeutung. Diese weisen hiufig Ahnlichkeiten in der Aminosduresequenz mit industriell erzeugten
technischen Enzymen auf. Die Prifung erfolgt wahrend der Auswahl der Markerpeptide, indem
mogliche Peptidsequenzen mit Proteindatenbanken verglichen und nur eindeutige (vorhanden im
technischen jedoch nicht im natirlich vorkommenden Enzym) Peptidsequenzen ausgewahlt werden.
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3.5.1 Auswahl der Markerpeptide fiir die MRM-Messung

Es wurde ein theoretischer Verdau der identifizierten Proteinsequenzen mit der Software Skyline und
den unter 2.2.5.1 genannten Einstellungen durchgefiihrt. Das Verdau-Enzym Trypsin schneidet nach
den Aminosauren Arginin und Lysin. Die dadurch entstehenden Peptide sind beispielhaft fiir das
Enzym alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) in Abbildung 35 markiert und wurden weiterhin
theoretisch in MS/MS Fragmentmassen zerlegt. Aus den so erhaltenen Masseniibergédngen, die sich
im messbaren Massenbereich des Massenspektrometers befinden sollten, wurde eine MRM-
Methode erstellt. Es erfolgte die Analyse des hergstellten positiven Referenzmaterials mit der
entwickelten Methode.

MMVAWWSLFLYGLQVAAPALAATPADWRSQSIYFLLTDRFARTDGSTTATCNTADQKYCGGTWQGIIDKLDYIQ
GMGFTAIWITPVTAQLPQTTAYGDAYHGYWQQDIYSLNENYGTADDLKALSSALHERGMYLMVDVVANHMGY
DGAGSSVDYSVFKPFSSQDYFHPFCFIQNYEDQTQVEDCWLGDNTVSLPDLDTTKDVVKNEWYDWVGSLVSNYS|
DGLRIDTVKHVQKDFWPGYNKAAGVYCIGEVLDGDPAYTCPYQNVMDGVLNYPIYYPLLNAFKSTSGSMDDLYN
MINTVKSDCPDSTLLGTFVENHDNPRFASYTNDIALAKNVAAFIILNDGIPIIYAGQEQHYAGGNDPANREATWLS|
[GYPTDSELYKLIASANAIRNYAISKDTGFVTYKNWPIYKDDTTIAMRKGTDGSQIVTILSNKGASGDSYTLSLSGAG
YTAGQQLTEVIGCTTVTVGSDGNVPVPMAGGLPRVLYPTEKLAGSKICSSS

Abbildung 35: Theoretisch ermittelte Peptide des Enzyms alpha-Amylase
Es wurde von einem Verdau mit Trypsin ausgegangen sowie die Einstellungen unter 2.2.5.1 angewendet

Es zeigte sich, dass die Art der Matrix die Auswahl der intensivsten Markerpeptide nicht beeinflusst,
daher wurde stellvertretend mit Mehl als Matrix des Positivmaterials gearbeitet, da es sich dabei um
den Grundbestandteil aller gepriften Matrizes (Mehl, Brot, Keks) handelt. Die 2 bis 3 Peptide je
Proteinsequenz mit der hochsten Intensitdt wurden als Markerpeptide fiir das jeweilige Enzym
ausgewadhlt. Beispielhaft ist in Abbildung 36 die Auswahl der Peptide fiir das Enzym Lipase FE-01
dargestellt. Es konnten die Peptide SGTLVPVTR, LIVLSFR, GHDGFTSSWR sowie ITHTNDIVPR mit
jeweiligen Fragmentionen im Positivmaterial nachgewiesen werden. Da die Fragmente des Peptids
LIVLSFR geringere Signalintensitdten zeigte, wurde dieses Peptid nicht weiter betrachtet. Analog
wurde fir die Auswahl der Peptide der anderen Enzyme verfahren. In Tabelle 35 sind die
Markerpeptide fur die Enzyme alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase und Lipase fir die LC-MS/MS-
Messung aufgelistet. Fir die selektierten Peptide wurde eine Optimierung der MS-Energien
(Declustering Potential fur das Markerpeptid und Collision Energy fur das jeweilige Fragmention)
durchgefiihrt. Die Auflistung der Massenlibergdange aller Markerpeptide und Fragmente sowie die
optimierten MS-Energieeinstellungen sind in Tabelle A 23 (Anhang) notiert.
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Abbildung 36: Darstellung der MRM-Uberginge von Lipase im Chromatogramm der LC-MS/MS-Messung

Matrix: Referenzmaterial Mehl; Konzentration: 7,42 mg/kg; y-Achse: Intensitat in cps; x-Achse: Retentionszeit (RT) in

Minuten; dargestellt sind die Fragmentionen des jeweiligen Peptids
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Tabelle 35: Ausgewdhlte Markerpeptide der Enzyme durch Messung positiver Testmaterialien
z: Peptidladung

Aminsosauresequenz

Enzym des Markerpeptids Molekulargewicht [g/mol] Ladung [z]
alpha-Amylase NWPIYK 821,4 2
ALSSALHER 994,4 3
DTGFVTYK 938,3 2
Endo-1,4-Xylanase GWNPGLNAR 985,4 2
TSGTVQTGCHFDAWAR 1749,2 3
Lipase SGTLVPVTR 930,6 2
GHDGFTSSWR 1160,5 2
ITHTNDIVPR 1177,4 2

Die ausgewadhlten Markerpeptide bestehen aus mindestens sechs Aminosauren. Laut
Literaturangaben sind keine Mindestlangen der Aminosduresequenz fir die Auswahl von
Markerpeptiden bekannt. Die sich aus der Kombination der Art der Aminosduren, der
Aminosauresequenzldnge sowie der Peptidladung ergebende Molekiilionenmasse muss in einem
definierten Masssenfenster (kleiner m/z = 400 nicht spezifisch; groBer m/z = 1250 fiir das genutze MS
nicht messbar) liegen. Es ist daher mdglich, dass auch ein Peptid mit einer sehr kurzen
Aminosauresequenz (z.B. alpha-Amylase, Peptid NWPIYK mit 6 Aminosauren) als Markerpeptid
geeignet sein kann. Je kleiner die Aminosauresequenz ist, desto wahrscheinlicher ist das Vorkommen
des Peptids in anderen Proteinsequenzen. Daher sollten nach Médglichkeit Peptide mit langerer
Aminosauresequenz gewdhlt werden. Aufgrund der durch das Verdauenzym festgelegten
Schnittstellen ist dies jedoch nicht immer moglich. Bei Verwendung kleiner Peptide sollte die
Spezifitat besonders kritisch gepriift werden.

Das Molekulargewicht der ausgewahlten Peptide betragt mehr als 800 g/mol und schlieBt Stérungen
der Analyse durch die Anwesenheit vieler kleiner organischer Molekiile (Alkohole, Amine,
Organometallverbindungen, usw.) im niedrigeren Massenbereich aus [175, 176]. Als weiteres
Sicherheitskriterium dient die Information der Ladung des Peptids. So ist es moglich entstehende
Massenilbergdnge, die nicht von dem gesuchten Peptid stammen, durch das Fehlen der Ladung
auszuschlieBen. Die synthetischen Peptidstandards wurden im Zuge einer Eingangskontrolle
Uberprift und die Ladung kontrolliert (2.2.5.4). Von der Verwendung 4-fach (oder hoher) geladener
Peptide raten die Hersteller der Massenspektrometer ab. Diese Peptide (wenn kurze
Aminosauresequenz) geraten entweder in den Massenbereich unter m/z = 400 und sind damit nicht
ausreichend spezifisch oder sind zu groB (wenn lange Aminosduresequenz) um den
lonisierungsoprozess erfolgreich zu Uberstehen (zerfallen schon haufig vor dem Zugang zu den
Quadrupolen).

3.5.2 Chromatographische Trennung der Markerpeptide

Es wurde eine Gradienten-HPLC-Methode entwickelt, die eine optimale Trennung der Markerpeptide
und eine bestmadgliche Sensitivitat der analysierten Massenlibergange ermoglicht. Exemplarisch sind
in Abbildung 37 jeweils das intensivste Markerpeptid der untersuchten Enzyme dargestellt.
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Abbildung 37: Chromatogramm der Fragmentionen der Markerpeptide
Markerpeptide in Ldsung; Konzentration: 0,01 mg/kg; y-Achse: Intensitdt in cps; x-Achse: Retentionszeit in Minuten;
dargestellt sind die Fragmentionen des jeweiligen Peptids

Die ausgewahlten technischen Enzyme sind eindeutig mit einer Messzeit von weniger als 20 Minuten
(siehe Anhang Tabelle A 23) qualitativ bestimmbar. Es erfolgt die Identifikation tGber 2 (Endo-1,4-
Xylanase) bzw. 3 (alpha-Amylase, Lipase) ausgewahlte Peptide mit je 3 (Endo-1,4-Xylanase, alpha-
Amylase) bzw. vier (Lipase) Massenilibergdngen. Zusatzlich dient die Retentionszeit als
Identifikationsmerkmal, da sie durch die Zugabe isotopenmarkierter Peptidstandards zu jeder Probe
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eindeutig und matrixunabhangig bestimmt werden kann. Ursachen sind die zu den analysierten
Peptiden nahezu identischen chemischen Eigenschaften und massenspektrometrischen
Fragmentierungsmuster der isotopenmarkierten Peptide. Fehler die durch Variationen in der
Probenvorbereitung (z.B. auch durch Verwendung anderer Matrizes) oder durch MS-Bedingungen
verursacht werden, kénnen durch die Nutzung isotopenmarkierter Peptidstandards ausgeglichen
werden [154].

Exemplarisch ist die Ubereinstimmung der Retentionszeiten der Markerpeptide des Enzyms Lipase
FE-01 mit den zugehorigen isotopenmarkierten Standards in Abbildung 38 dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass sowohl das Peptid SGTLVPVTR als auch das zugehorige isotopenmarkierte
Peptid zur Retentionszeit 5,62 Minuten analysiert wurden. Eine Abweichung ist maximal in der
zweiten Nachkommastelle der Retentionszeit tolerierbar. Fiir alle weiteren Peptide wurde die
zeitliche Ubereinstimmung der Retention mit dem isotopenmarkierten Peptid ebenfalls erfolgreich
gepruft.

Die Anzahl der gemessenen Datenpunkte je Peak wurde auf ein Minimum von 15 festgelegt, sodass
eine Quantifizierung tGber die Peakflache moglich war.
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Abbildung 38: Darstellung der Retentionszeiten von Peptid und isotopenmarkiertem Peptid
Matrix: Referenzmaterial Mehl; Konzentration: 5,4 mg/kg; y-Achse: Intensitdt in cps; x-Achse: Retentionszeit (RT) in
Minuten; dargestellt wurden beispielhaft die Markerpeptide des Enzyms Lipase FE-01 mit den jeweiligen Fragmentionen

3.5.3 Priifung der Masseniibergidnge der Markerpeptide

Im Zuge des Validierungsverfahrens wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Enzyme fiir
die entwickelte LC-MS/MS-Methode ermittelt (3.6.4). Da fur den qualitativen Nachweis sowohl das
Vorhandensein von jeweils zwei bis drei Peptiden sowie je drei bis vier Massenfragmenten
Bedingung war, (Abbildung 34) wurden die Masseniberginge dahingehend Uberprift, dass alle
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Massenfragmente auch an der Bestimmungsgrenze messbar waren. Exemplarisch sind alle
ausgewadhlten Markerpeptide sowie Fragmentionen des jeweiligen Enzyms fir die Matrix Mehl an
der Bestimmungsgrenze in Abbildung 39 bis Abbildung 41 dargestellt. Die Uberpriifung, dass alle
Massenilibergdnge an den Bestimmungsgrenzen der getesteten Matrizes (Mehl, Brot, Keks) ein

eindeutiges Signal zeigen, wurde mit positivem Ergebnis durchgefihrt.
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Abbildung 39: Markerpeptide des Enzyms alpha-Amylase an der Bestimmungsgrenze
Matrix: Referenzmaterial Mehl; Konzentration: 2,58 mg/kg; y-Achse: Intensitdt in cps; x-Achse: Retentionszeit (RT) in
Minuten; dargestellt wurden die Markerpeptide des Enzyms alpha-Amylase mit den jeweiligen Fragmentionen
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Abbildung 40: Markerpeptide des Enzyms Endo-1,4-Xylanase an der Bestimmungsgrenze

Matrix: Referenzmaterial Mehl; Konzentration: 15,60 mg/kg; y-Achse: Intensitdt in cps; x-Achse: Retentionszeit (RT) in

Minuten; dargestellt wurden die Markerpeptide des Enzyms Endo-1,4-Xylanase mit den jeweiligen Fragmentionen
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Abbildung 41: Markerpeptide des Enzyms Lipase an der Bestimmungsgrenze
Matrix: Referenzmaterial Mehl; Konzentration: 1,26 mg/kg; y-Achse: Intensitat in cps; x-Achse: Retentionszeit (RT) in
Minuten; dargestellt wurden die Markerpeptide des Enzyms Lipase mit den jeweiligen Fragmentionen

Weiterhin wurden die lonenverhéltnisse der verschiedenen gemessenen MRM-Masseniibergange
aufgenommen und betrachtet. In der Literatur sind keine Anforderungen fiir Schwankungen der
definierten Verhiltnisse fir die Proteinanalytik mittels LC-MS/MS bekannt. Daher wurde auf die
Anforderungen der Pestizidanalytik zugegriffen, da diese ebenfalls mit LC-MS/MS analysiert werden.
Im Dokument SANCO/12571/2013, welches sowohl Qualitats- als auch Validierungskriterien fir die
Pestizidanalytik beschreibt, ist eine maximale relative Toleranz der lonenverhaltnisse bei der
Messung mit LC-MS/MS von 30 % festgelegt [177]. Die Variabilitdt der lonenverhiltnisse sollte laut
SANCO/12571/2013 vorzugsweise aus Kalibrierungsstandards bei der Methodenvalidierung und
anschlieBRend wahrend der routinemafigen Analyse bestimmt werden. In Tabelle 36 sind die
ermittelten und festgelegten lonenverhiltnisse (Peakhthe Fragment 1 dividiert durch Peakhdhe
Fragment 2, 3 oder 4) der etablierten LC-MS/MS-Methode zum Nachweis technischer Enzyme
zusammengefasst.
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Tabelle 36: Ubersicht der festgelegten lonenverhiltnisse der MRM-Masseniiberginge

IV: lonenverhiltnis; MU: Masseniibergang; F: Fragment

Bezeichnung MU v Bezeichnung MU Iv Bezeichnung MU Iv

Xylanase 493 quant F1 1,0 Xylanase 599 qual F1 1,0
Xylanase 493 quant F2 2,4 Xylanase 599 qual F2 20,8
Xylanase 493 quant F3 0,9 Xylanase 599 qual F3 16,6

Amylase 411 quant F1 1,0 Amylase 329 qual F1 1,0 Amylase 466 qual F1 1,0
Amylase 411 quant F2 7,6 Amylase 329 qual F2 2,2 Amylase 466 qual F2 2,5
Amylase 411 quant F3 42,1 Amylase 329 qual F3 1,9 Amylase 466 qual F3 3,7

Lipase 465 quant F1 1,0 Lipase 575 qual F1 1,0 Lipase 583 qual F1 1,0
Lipase 465 quant F2 3,8 Lipase 575 qual F2 1,6 Lipase 583 qual F2 2,5
Lipase 465 quant F3 5,9 Lipase 575 qual F3 2,5 Lipase 583 qual F3 9,1
Lipase 465 quant F4 65,1 Lipase 575 qual F4 7,0 Lipase 583 qual F4 4,5

Die Verhaltnisse wurden wahrend der Validierung der Methode an KP4 festgelegt und mit den
lonenverhaltnissen anderer Kalibrierpunkte sowie Proben der Referenzmaterialien abgeglichen. Es
wurde geprift ob das Maximum der Schwankungen der lonenverhaltnisse von 30 % eingehalten
wurde. In Tabelle 37 sind die Schwankungen der lonenverhdltnisse am Beispiel der
Lipasebestimmung im Referenzmaterial Keks dargstellt. Die Rohdaten befinden sich im Anhang
Tabelle A 24.

Tabelle 37: Ermittelte Schwankungen der lonenverhdltnisse der MRM-Masseniibergange
N=3; es wurde beispielhaft das Enzym Lipase (Probe 3 und 4 der Matrix Mehl) betrachtet; IV: lonenverhiltnis; F: Fragment

Probe 3 1V Soll IV Ist Schwankung [%]
Lipase 465 quant F2 3,8 3,9 2.7
Lipase 465 quant F3 5,9 7,0 19.4
Lipase 465 quant F4 65,1 69,1 6.2
Lipase 575 qual F2 1,6 1,5 3.3
Lipase 575 qual F3 2,5 2,0 18.4
Lipase 575 qual F4 7,0 6,8 2.9
Lipase 583 qual F2 2,5 2,3 6.7
Lipase 583 qual F3 9,1 8,0 11.4
Lipase 583 qual F4 4,5 4,0 12.9
Probe 4 IV Soll IV Ist Schwankung [%]
Lipase quant 465 F2 3,8 3,8 0.7
Lipase quant 465 F3 5,9 7,4 26.3
Lipase quant 465 F4 65,1 60,0 7.8
Lipase 575 qual F2 1,6 1,4 13.0
Lipase 575 qual F3 2,5 2,2 12.0
Lipase 575 qual F4 7,0 5,7 18.0
Lipase 583 qual F2 2,5 2,2 10.2
Lipase 583 qual F3 9,1 8,0 11.6

Lipase 583 qual F4 4,5 4,0 12.3
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Es konnte gezeigt werden, dass gemaR den Forderungen laut SANCO die Schwankungen der
lonenverhaltnisse in den Keksproben (Lipase) kleiner als 30 % waren (Tabelle 37). Die Auswertung
der Schwankungen der lonenverhaltnisse wurde nicht weiter dargestellt, es waren jedoch alle
lonenverhaltnisse der Validierungsproben im erforderlichen Bereich. Die Auswertung der
lonenverhaltnisse ist ein Qualitatsparameter fir die qualitative Analyse und verhindert vor allem bei
matrixbedingten Anderungen der MRM-Masseniiberginge die Ermittlung falsch positiver Ergebnisse.
Durch den Einfluss von Bestandteilen in der Matrix, die nicht vom Enzym stammen, werden die
Fragmentverhiltnisse verandert und damit fir die Analytik zweifelhaft. Ursache dieser Anderung ist
die Tatsache, dass es sich moglicherweise nicht um ein Peptid handelt und daher ein anderes
Fragmentspektrum (damit auch die Verhéaltnisse der verschiedenen Fragmentionen einer
Molekiilmasse) entsteht. Mit Hilfe von speziellen quantitativen Analysen, wie z.B. der Quantifizierung
mittels Standardaddition, wiirden diese Matrixpeaks bei Dotierung des Extraktes mit dem
eigentlichen Peptid nicht wachsen und daher als ,Blindpeaks” identifiziert werden. Durch den
Abgleich der lonenverhdltnisse mit den Sollwerten der Peptidfragmente kann meist auf
Standardaddition verzichtet werden, da die veranderten Istwerte bereits auf Matrixeffekte

hindeuten.

3.5.4 Abgrenzung zu natiirlich vorkommenden Enzymen bzw. anderen Proteinen

Die Spezifitdit der ausgewdhlten Markerpeptide wurde mit Hilfe eines umfangreichen
Datenbankabgleichs (BLAST, UniProtKB/Swiss-Prot) geprift. Die Proteinsequenzen der technischen
Enzyme unterscheiden sich sowohl von den natiirlich vorkommenden Enzymen als auch von anderen
Proteinen. Bei den zum Teil vorhandenen Sequenzhomologien handelt es sich um identische Proteine
(Nomenklatur). Weiterhin gibt es Sequenzen die anteilig homolog sind und nicht das gleiche
ausgewahlte Peptid besitzen (Abbildung 42). Alle ausgewdhlten Markerpeptide wurden auf ihre
Spezifitat geprift (Tabelle 38). Abbildung 43 zeigt den Sequenzabgleich des technischen Enzyms
alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) mit der natiirlich vorkommenden alpha-Amylase aus Weizen.
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Tabelle 38: Ubersicht der Ergebnisse des Datenbankabgleichs der Markerpeptide
Es wurde die Datenbank UniProtkB/Swiss-Prot verwendet; Sequenz unterstrichen: In 3.2 identifizierte Proteinsequenz

Peptidsequenz Uni Prot ID Ergebnis Blast Spezifitat
alpha-Amylase (Aspergillus 4
NWPIYK P y perg
awamori) (Unterarten)
Q02905 .
alpha-Amylase (Aspergillus 4
ALSSALHER P30292 . .
shirousami) (Unterarten)
Q02906 .
alpha-Amylase (Aspergillus v
POC1B4
awamori) (Unterarten)
DTGFVTYK POC1B3 .
alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) v
alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) (Unterarten)
Peptidsequenz  nicht 100 %
GWNPGLNAR . . L v
P81536 identisch (Aminosaureaustausch)
043097 Peptidsequenz  nicht 100 %
TSGTVQTGCHFDAWAR 4

identisch (Aminosdureaustausch)

Lipase (Thermomyces lanuginosus)

059952 . .
SGTLVPVTR und Ribosomal RNA small subunit v
Q3B121
methyltransferase H
GHDGFTSSWR 059952 Lipase (Thermomyces lanuginosus) v
ITHTNDIVPR 059952 Lipase (Thermomyces lanuginosus) 4
Lipase technisch (059952) § teeeeeeeenaeaaaaaaaaaaaaa . MRssIVL F;vgg'rgLAsp | RR 22
BLASTHIt(Q3B121) 4 MpPRSPDSYHDPVLLHECVDALVRGPGLYVDGTLGGGGHSMA I BRALESGGILEGSLLVG I 60
Lipase technisch (059952)  ,5 Evsoo-lrnorNLrlolsu YCevrmmmnnnnnnnnnnn clnnoulcrnu‘rctlmcru
BLASTHit(Q3B121) ¢y pQpDDEAMHEAGSRLMAMPGRAVAVKGNFQD I ARLASREAVOKGLEPRARAILLDOLEBVSSR 120
Lipase technisch (059952) 6§ EvexlonlLlsreo -------- cvcovrcrluournxll VL s.csns IENWIGNLN 116
BLASTHit(Q3B121) 121 QI DRBERGESEMRTGPLOMRMD SEASTTAAD IENDADEREMAA I FERYGEEPR - =« = =« = 173
Lipase technisch (059952) 117 FDLKE unlcscclcnoln RSV.TL QKIEDAVREHPDYRV.TGHSLG--GA A174
BLASTHit (Q3B121) 174 - -SRAMARAVIAARMKHGPLESTEDLAD I VRSVMHGROPS IRSLSRMEQALR I AVNRERD 231
Lipase technisch (059952) 176 - - - - - TVAIADLRGNIYDID'F.GAPRVGN AFAEFLTVITGGTLYRITHTNDIVPRLPm
BLASTHit (Q3B121) 232 VLQRVLED@VSVLDEGGRIANM I SMHSL - -EDRMVKOYFAAR- - - - - -« -ccemmnnnnn s 27

Lipase technisch (059952) 230 PRE:IYSRSSPEYW!KNDIIKIIGI --------------- DA-NNOPNI 274
BLASTHit (Q3B121) 272 KCOWBPKGVGLREPLSR KAVMASEDEVRVNPRSRSAKLRVAEK vVQ--- - 327

Lipase technisch (059952) 275 PD I PAHLWYFGLIGTCL 291
BLASTHit(Q3B121) v vvevveosonnnnnns

Abbildung 42: Abgleich der Sequenz des Enzyms Lipase (Thermomyces lanuginosus) mit RSMH_CHLL7
(Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H)
BLAST-Hit Q3B121 des Markerpeptids SGTLVPVTR
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alpha-Amylase technischP0C183 lMMVA\W'LFlY.OIAAPA.ATPIDWRSOSIYILLTDRFARTDGSTTATC TaDQKYc@BBTwWac ! I0KLoYlac 76
alpha-Amylase WeizenP08117 1 - -MGKHSATHCEBELMVVLCEASSLE - - -0AQLE- - - -----cvvonn OGFNWE SWKTOBBWYKFMQGKVEENAS 56

alpha-Amylase technischPOC183 78MIF|AI|I’! VTAQLPOTTAYGDAYH ooollslen TAD GMYLMVIVIA.MGY GAG 150
alpha-Amylase WeizenPos117 57 THAMHVIMLPRPSQSV v vun .. SPEGYLPCOLENENSKNEBSGA SHIOAFRGKN I SCVARIMINHRCABKKD 123

alpha-Amylase technischP0c183 151 $SVD slerrs QDYFH----PFEFIQ-NMEDQTOVEDCWL DNTVSL.L rrxolenlwvo VGSBVSNYS 220
alpha-Amylase WeizenP08117 124 GRGVYIC I HEGGTHONRLOWGPDE | BSODTKMSNGR - -GHROTBGGFDAARD | BHLNPRMOREL SAMLNWEKTOLG 196

alpha-Amylase technischPOC183 221 |“|Irvluvoxorwvo N-KAAGVYCI.VL alnvrcrvouvmn v---anllvw LN sttslslbm
alpha-Amylase WeizenP08117 197 F LBFAKGYSAAMAK I MVONSKPAFVVEELYBRBROLLANWVRGVGEPATAFOFBTKGVEQERVOGD LERMR 271

alpha-Amylase technischPOCIB3 292 DLYNMINTVKSDC osru.clvs NPR---FASYTN |ALAKNVAIFI:Luo.llvncoeouuccunum
alpha-Amylase WeizenP08117 272 GSDGKAPGMI GWMBEK - - TVIEE | ONHBITGSTQRLWPFPSBK - - VMOGY RY ML THPBEBCIF YOHVFD < « v e v e v s 34

alpha-Amylase technischPOC1B3 364 NREATWLscvnosvaxL|AsANA|nuulsxmmmnn TIAMRKGTOESQIVTI suxcls.m
alpha-Amylase WeizenP08117 335 + v v v s s s s s s s s s s s s msass s s nnmmmnnssnnnnnnnns KLKQEIMALATVRSRNGIHPGSTED | LKAEGD 267
alpha-Amylase technischP0C1B3 439 SHTLSLSBA « <« + « -« CHMTABQALTEVIGCTTVTVGSDGNVPVPMAGGLPRVLYPTEKLABSKIBSSS -« -« 499
alpha-Amylase WeizenP08117 368 LYIVAK | GKV I TK I GSREN IBONVIP -« -SGFKIAR === vsvrormmmannnnnnnnn KENNYBVWEKSGL 413

Abbildung 43: Abgleich der Sequenz der technischen alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) mit der alpha-
Amylase (Triticum aestivum)

Im Fall der alpha-Amylase gab es Probleme bezlglich der Datenbanknomenklatur. Es wurde davon
ausgegangen, dass es sich bei den genannten alpha-Amylasen (Aspergillus awamori, Aspergillus
shirousami, Aspergillus oryzae) um den gleichen Organismus, aber eine mehrfache Namensvergabe
bzw. Unterarten handelt. Die in Abbildung 43 gegeniibergstellten Aminosduresequenzen der
analysierten alpha-Amylase mit der alpha-Amylase aus Weizen zeigt, dass es sowohl homologe als
auch inhomologe Bereiche gibt. Jenachdem welche Peptide ausgewdhlt werden, kann es zu
Ubereinstimmungen der Aminosduresequenz zwischen natiirlichem und industriell produziertem
Enzym kommen. Die ausgewdhlten Markerpeptide der alpha-Amylase befinden sich ausschliefllich in
inhomologen Sequenzbereichen und schlieRen damit einen Nachweis der natirlichen
Weizenamylase aus. Dies wurde durch die Ergebnisse des Datenbankabgleichs mittels BLAST
bestatigt (Tabelle 38).

Bei der Endo-1,4-Xylanase wurde das Peptid GWNPGLNAR in einer weiteren Sequenz nachgewiesen.
Da zur qualitativen Bestatigung alle ausgewdhlten Markerpeptide vorhanden sein missen, ist die
Spezifitat des Nachweises der Endo-1,4-Xylanase dennoch gegeben. Bei den ausgewahlten
Markerpeptiden der Lipase wurde das Pepitd SGTLVPVTR bis auf die erste Aminosaure Serin in einer
weiteren Proteinsequenz nachgewiesen (Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H)
(Abbildung 42). Aufgrund der nicht zu 100 % vorliegenden Sequenzhomologie kommt es zur Bildung
anderer Molekiilionen- sowie Fragmentionenmassen aus dem genannten Markerpeptid der Lipase.
Das Protein Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H wiirde somit nicht nachgewiesen
werden. Sowohl das Peptid SGTLVPVTR als auch die weiteren ausgewahlten Markerpeptide der
Lipase zeigen eine ausreichende Spezifitat, sodass falsch positive Ergebnisse ausgeschlossen sind.

Die Spezifitat fir die Zuordnung der Markerpeptide zu den Proteinsequenzen konnte gesichert
werden. Auch die beiden kleinen Peptide (NWPIYK und DTGFVTYK) mit einer Sequenzlange von 6
bzw. 7 Aminosduren konnten in keiner weiteren Sequenz der genutzten Proteindatenbank
nachgewiesen werden. Die Auswahl der Datenbank zur Recherche der zugehoérigen
Proteinsequenzen sollte immer kritisch betrachtet werden. Einige Datenbanken lassen gewisse
Einstellungen nicht zu und fiihren dadurch zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die fehlende tryptische
Spaltung von Lysin nach Prolin kann in einigen Datenbanken nicht eingestellt werden, sodass es zu
unterschiedlichen Ergebnissen bei der Datenbankrecherche kommen kann [178]. Fiir die Zukunft
sollten weitere Datenbanken in die Recherche mit einbezogen werden. Die Absicherung des
Nachweises von zwei bis drei Peptiden (mit je drei bis vier Fragmentionen) je Enzym schafft die
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Sicherheit falsch positive Ergebnisse zu reduzieren, da z.B. der Einfluss durch die Probenmatrix
(Vorhandensein von ,Blindpeaks” mit Masseniibergiangen der Peptidfragmente) mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht mehrere Peptide gleichzeitig betreffen wird.

3.5.5 Quantitative Bestimmung der technischen Enzyme

Die quantitative Bestimmung der technischen Enzyme Fungamyl, Amylase TXL und Lipase FE-01
mittels der entwickelten LC-MS/MS-Multimethode wurde in einem Methoden-Validierungsverfahren
gepriift. Vorherige Ergebnisse zeigten, dass das technische Enzym Fungamyl aus den beiden Enzymen
alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) und Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces lanuginosus) besteht
(3.2.1). Die alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) konnte in Abschnitt 3.2.3 eindeutig im technischen
Enzym Amylase TXL nachgewiesen werden. In dem technischen Enzym Lipase FE-01 wurde die Lipase
(Thermomyces lanuginosus) identifiziert (3.2.2). In der entwickelten LC-MS/MS-Multimethode
mussten nachfolgend somit die 3 Enzyme alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase sowie Lipase quantitativ
bestimmt werden.

Fir die Quantifizierung wurde das jeweils intensivste Massenfragment der Markerpeptide des
jeweiligen Enzyms (Tabelle 35; alpha-Amylase: NWPIYK, Xylanase: GWNPGLNAR, Lipase: SGTLVPVTR)
ausgewadhlt. Es wurde eine Ldsungsmittel-Kalibrierreihe mit den synthetisch hergestellten
Markerpeptiden analysiert und die Enzymkonzentration der Referenzmaterialien durch Umstellung
der erhaltenen Geradengleichung berechnet. Als interner Standard wurde ein spezifisches Peptid der
Amylase (Bacillus licheniformis) ausgewahlt. Zusatzlich wurden die isotopenmarkierten
Markerpeptide zur Extraktion zugegeben, was eine eindeutige Zuordnung der Retentionszeit der
einzelnen Markerpeptide ermoglichte (siehe 3.5.2). Das Validierungsverfahren soll abschlieBend
prifen, ob die quantitativen Anforderungen (siehe Kriterien der Validierung 2.2.6) der Methode
erflllt werden. In diesem Zusammenhang wurden weiterhin verschiedene Maoglichkeiten der
Quantifizierung (Matrix-Kalibrierung, Standardaddition, isotopenmarkierte Peptide als interner
Standard) gepriift. Der Vergleich verschiedener Quantifizierungsmethoden auf die Effizienz der
Methode wurde Uber den Parameter Richtigkeit durchgefiihrt. Die ermittelten Wiederfindungsraten
der entwickelten Methode (Quantifizierung Uber Standardkalibriergerade und Internes-
Standardpeptid) wurden mit den Wiederfindungsraten aus weiteren Maoglichkeiten der
Quantifizierung (Matrix-Kalibrierung 2.2.5.7, Standardadditionsverfahren 2.2.5.6, Quantifizierung
Uber isotopen-markierten Standard als interner Standard 2.2.5.7) verglichen und im nachsten Kapitel
(3.6.3.3 bis 3.6.3.5) diskutiert.

3.6 Validierung der LC-MS/MS-Multimethode zum quantitativen Nachweis der technischen
Enzyme Fungamyl, Amylase TXL und Lipase FE-01

Im Zuge der Validierung wurden die Eigenschaften der Methode gepriift. Hierzu gehérten sowohl die
Linearitat, Prazision, Spezifitdit und Selektivitdt als auch die Ermittlung der Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen der eingesetzten Matrizes (Mehl, Brot und Keks). Zur Prifung der quantitativen
Genauigkeit der Methode wurden die Konzentrationen der hergestellten Referenzmaterialien (2.2.4)
berechnet und die Wiederfindungsraten ermittelt (Richtigkeit). Anhand dieser Ergebnisse sowie
deren statistischer Auswertung wurden die Validierungskriterien (Tabelle 28) geprift und die Eignung
der Methode zur quantitativen Bestimmung der technischen Enzyme Fungamyl, Amylase TXL und
Lipase FE-01 bewertet.
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Es wurde weiterhin untersucht inwieweit Anderungen im Methodenaufbau zu Verdnderungen des
Priifbereiches Richtigkeit flihren. Hierbei wurden Anpassungen der Extraktionen durch Anwendung
eines zeitlich effektiveren Verdaus vorgenommen. Der In-Lésung-Verdau wurde nicht tGiber Nacht bei
37 °C sondern mittels eines Temperaturprogrammes (2.2.5.1) durchgefiihrt. Die erhaltenen
Wiederfindungsraten der getesteten Referenzmaterialien wurden mit den Wiederfindungsraten der
Extraktion iber Nacht verglichen.

3.6.1 Priifung der Linearitat

Fir die Prifung der Linearitat wurden die sechs Kalibrierkonzentrationen der Enzyme einmal
hergestellt, sechsfach gemessen und die Daten auf AusreiRer gepriift. Eine relative
Standardabweichung aller Konzentrationsstufen kleiner 20 % sowie ein Bestimmtheitsmall der
einzelnen Kalibrierkurven der Sechsfachbestimmung groRer 0,99 wurden als Kriterien fir die
Linearitat betrachtet. Als weiteres Kriterium der Prifung ob die lineare Funktion im Vergleich zur
quadratischen Funktion fiir die Ermittlung der Ergebnisse besser geeignet ist, galt die Aussage des
Linearitatstests nach Fisher. Die fiir den Fisher-Test nachzuweisende Voraussetzung der Homogenitat
der Varianzen wurde zwischen dem ersten und letzten Konzentrationslevel gepriift.

Die Messdaten sowie die berechneten Daten (MW, SD) sind im Anhang Tabelle A 25 zu finden. Es
konnten keine AusreiRer nachgewiesen werden. Die Daten der Stichproben sind normalverteilt
(Uberprift mit Anderson-Darling-Test). Die ermittelten relativen Standardabweichungen aller
Konzentrationslevel der Kalibriergeraden waren fiir alle 3 technischen Enzyme kleiner 10 % (Tabelle
39).

Tabelle 39: Relative Standardabweichungen der Kalibrierreihe der Enzyme
N=6; RSD: relative Standardabweichung; KP: Kalibrierpunkt - Konzentrationen wie in 2.2.5.3 beschrieben

Endo-1,4-Xylanase Konzentration [mg/kg]

KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6
RSD [%] 7,9 6,2 6,9 3,6 3,3 4,4
alpha-Amylase Konzentration [mg/kg]

KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6
RSD [%] 5,2 2,1 4,3 2,1 2,2 2,5
Lipase Konzentration [mg/kg]

KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6
RSD [%] 9,0 1,9 2,5 3,4 1,7 2,5

Die Auswertung des Bestimmtheitsmalles der gemessenen Kalibrierkurven ist in Tabelle 40
dargestellt. Es konnte ein R® groRer 0,994 fiur die Sechsfachbestimmung der Kalibrierkurve
nachgewiesen werden.
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Tabelle 40: Ergebnisse der Priifung des BestimmtheitsmaRes
N=6; MW: Mittelwert; R?: BestimmtheitsmaR

Messung R? Endo-1,4-Xylanase R? alpha-Amylase R? Lipase
1 1,000 0,995 0,998
2 1,000 0,998 0,996
3 1,000 0,998 0,997
4 0,999 0,999 0,994
5 0,997 0,998 0,998
6 0,998 0,996 0,997
MW R? 0,999 0,997 0,997

Die Homogenitat der Varianzen wurde mit dem Brown-Forythe-Test Uberprift. Hierfir wurden
jeweils der Median aller errechneten Konzentrationsstufen der Sechsfachbestimmung mit
einbezogen. Die ermittelte Prifgrofe war kleiner als der Prifwert, sodass die Nullhypothese
(Homogenitat der Varianzen) nicht abgelehnt werden konnte.

Der Linearitatstest nach Fisher konnte nach erfolgreicher Prifung der Normalverteilung sowie der
Homogenitat der Varianzen ausgefiihrt werden. Es konnte gezeigt werden, dass es bei dem Enzym
Endo-1,4-Xylanase keine signifikanten Unterschiede zwischen einer linearen und einer quadratischen
Kalibrierung gibt, da der Prifwert (PW: 10,72) kleiner war als die ermittelte PrifgroRe (28,71). Die
Nullhypothese konnte somit nicht abgelehnt werden. Es konnte ausgeschlossen werden, dass die
qguadratische Funktion besser ist als die lineare, sodass die Nullhypothese nicht abgelehnt werden
konnte. Fir die Enzyme alpha-Amylase (PW: 33,21) und Lipase (PW: 35,46) konnten Unterschiede
der Varianzen der linearen und quadratischen Funktionen gezeigt werden, sodass die Nullhypothese
abgelehnt werden musste. Es wurde gezeigt, dass die quadratische Kalibrierung besser geeignet ist
als die lineare Regression.

In der Lebensmittelanalytik wird hauptsachlich die lineare Regression fiir die Quantifizierung von
Rickstanden oder Kontaminanten angewendet. Ein Hauptziel der Weiterentwicklung von
Massenspektrometern in den letzten Jahren war es einen weiten linearen Quantifizierungsbereich zu
ermoglichen, sodass andere Regressionsarten nur als Ausnahme genutzt werden missen. Die
Verwendung einer linearen Regression ermoglicht eine einfach kalkulierbare Ergebnisangabe sowie
eine optisch messtaglich leicht priifbare Genauigkeit der Kalibrierfunktion. Weiterhin ist eine
vorzeitige Abschatzung moglicher Befunde aulerhalb des Messbereiches fir die Adaptierung des
Kalibrierbereiches leicht moglich. Aufgrund der stabilen Messwerte und BestimmtheitsmaRe aller
Kalibrierreihen grofRer 0,99 werden auch fir die alpha-Amylase und Lipase entgegen des Ergebnisses
des Fisher-Tests eine lineare Regression fiir die Quantifizierung unbekannter Proben verwendet. Da
die Prifwerte sowohl bei der alpha-Amylase als auch der Lipase nur knapp von der PriifgroRe
abweichen, konnte bestatigt werden, dass beide Regressionsmodelle fast gleich gut fir die
Ergebnisermittlung geeignet sind. In Abbildung 44 sind die gepriiften Regressionsmodelle der Lipase
und die minimalen Unterschiede dieser dargestellt. Eine Anwendung des praxisnahen linearen
Regressionsmodells wurde somit vorgezogen.
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Vergleich der linearen und quadratischen Regression am Beispiel der Lipase
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Abbildung 44: Vergleich der linearen und quadratischen Regression im Fisher-Test am Beispiel der Lipase
y-Achse: area ratio: Flachenverhaltnis Analyt zu Interner Standard; x-Achse: Konzentration in mg/kg; grin: lineare Funktion;
rot: quadratische Funktion

Durch die Auswahl des Konzentrationsbereiches wird die Linearitdt der Messmethode und damit
einhergehend die Quantifizierung in diesem Bereich gepriift und gesichert. Proben hoherer
Konzentrationen missen verdiinnt oder der Kalibrierbereich individuell erweitert werden.

3.6.2 Priifung der Wiederhol- und Laborprazision

Es wurden die Wiederhol- als auch Laborprazision geprift. Hierfir wurden durch eine
Dreifachbestimmung an einem Tag (Wiederholprazision, RSDg) sowie eine Einfachbestimmung an 3
aufeinander folgenden Tagen (Laborprazision RSD,g) die Konzentrationen der alpha-Amylase
(Laborprazision, Wiederholprazision) sowie der Endo-1,4-Xylanase und Lipase (Wiederholprazision)
analysiert (Messdaten sowie berechnete Daten MW, SD siehe Anhang Tabelle A 26 bis Tabelle A 29).
Es wurden die Matrizes Mehl, Brot und Keks (Wiederholprazision) bzw. Brot und Keks
(Laborpréazision) geprift.

Die mithilfe des Dean & Dixon Tests ermittelten Ausreifer wurden aus der Bewertung der Ergebnisse
ausgeschlossen (gekennzeichnet im Anhang Tabelle A 26 bis Tabelle A 29). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 41 (Wiederholprazision) sowie in Tabelle 42 (tagesverschiedene Laborprazision)
zusammengefasst. Eine Normalverteilung der Messwerte konnte nachgewiesen werden.
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Tabelle 41: Wiederholprazision der Messmethode
N=3; RSD,: Wiederholprézision in %; berechnet aus den ermittelten Konzentrationen der analysierten Referenzmaterialien
in Dreifachbestimmung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben

Konzentrationslevel

Endo-1,4-Xylanase - RSD, [%] 1 2 3 4

Mehl 21,6 1,5 9,7 6,0
Brot 6,4 2,2 1,3 1,4
Keks 0,7 1,5 1,7 1,6
alpha-Amylase — RSD, [%] 1 2 3 4

Mehl 3,0 0,7 0,5 0,7
Brot 2,4 0,5 0,2 1,5
Keks 7,4 1,4 1,0 1,1
Lipase - RSD, [%] 1 2 3 4

Mehl 2,2 0,4 1,0 1,3
Brot 0,0 4,6 5,5 0,4
Keks 3,5 2,4 0,4 1,9

Tabelle 42: Tagesverschiedene Laborprazision der Messmethode (a/pha-Amylase)
N=3; RSD,g: tagesverschiedene Laborprazision; berechnet aus den ermittelten Konzentrationen der analysierten
Referenzmaterialien in Einfachbestimmung an 3 aufeinanderfolgenden Tagen; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben

alpha-Amylase — RSD,,; [%] Konzentrationslevel

1 2 3 4
Brot 3,0 17,1 16,7 7,9
Keks 11,8 6,8 9,6 13,5

Das Kriterium der Prazision war eine relative Standardabweichung fir Wiederhol- als auch
Laborprazision bei allen Konzentrationsleveln kleiner 20 %. Dies konnte nachgewiesen und bestatigt
werden. Eine Ausnahme stellen die Laborprazisions-Werte des kleinsten Konzentrationslevels der
Endo-1,4-Xylanase dar. Die Kriterien der Laborprazision wurden mit einer relativen
Standardabweichung von 21,6 % nicht erfillt. Da die Bestimmungsgrenze der Endo-1,4-Xylanase bei
der Matrix Mehl erst bei der Konzentrationsstufe 4 beginnt, werden Messdaten unterhalb dieser
Konzentrationsstufe nicht quantifiziert. Die mangelnde Prazision im untersten Konzentrationslevel
muss nicht ndher beachtet werden. Die Methode wurde bezlglich der Prazision geprift und ist
robust, was die Reproduzierbarkeit zwischen Proben als auch die Reproduzierbarkeit im Laboralltag
betrifft.

3.6.3 Priifung der Richtigkeit (Wiederfindungsrate)

Vier verschiedene Konzentrationen je Matrix (Mehl, Brot, Keks) wurden in Dreifachbestimmung
extrahiert, mit der entwickelten LC-MS/MS-Methode gemessen und die Konzentrationen der
technischen Enzyme quantitativ bestimmt. Der Verdau (Extraktion) der analysierten technischen
Enzyme erfolgte bei 37 °C Uber Nacht (2.2.5.1). Die quantitative Auswertung wurde Uber eine
Standard-Kalibrierkurve mit linearer Regression und unter Einbezug eines ISTD-Proteins (Amylase,
Bacillus licheniformis) vorgenommen.
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Anhand der bekannten Konzentrationen an alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase und Lipase in den
Referenzmaterialien (2.2.4.2-2.2.4.4) konnten die Wiederfindungsraten (WFR) berechnet und als
Kriterium einer ausreichenden Richtigkeit beurteilt werden. Es gibt keine einheitlichen, gesetzlich
festgelegten Anforderungen fiir die Wiederfindungsraten einer analytischen Methode. Fiir die
Pestizidanalytik sind im SANCO Dokument Wiederfindungsraten zwischen 70 bis 120%
vorgeschrieben [139]. Weitere Rechtsvorschriften bei der Ergebnisangabe fir Schadstoffe,
Kontaminanten und Mykotoxine sind vorhanden, welche die Einbeziehung der Wiederfindungsraten
im Ergebnis beschreiben [156]. Aufgrund der groRen Anzahl an Fehlerquellen (Waagen, Pipetten,
Trypsinwirkung, pH-Abhadngigkeit, Temperaturschwankungen, HPLC-Anlage, MS/MS-Anlage,
Losungsmittelreinheit usw.) und einem nicht vorhandenen Richtwert wurde das Kriterium der
Richtigkeit auf eine WFR (Mittelwert der Dreifachbestimmung) zwischen 50 — 150 % festgelegt. Alle
Messdaten befinden sich im Anhang Tabelle A 30 bis Tabelle A 32. Die ermittelten AusreiRer wurden
gekennzeichnet und bei der Berechnung des Mittelwertes ausgeschlossen.

Im Zuge der Validierung wurden mit Hilfe des Vergleiches der Wiederfindungsraten Optimierungen
der Methode geprift. Es wurden sowohl ein zeitlich optimierter Verdau mittels
Temperaturprogramm als auch alternative Quantifizierungsverfahren (Matrix-Kalibrierung,
Standardadditionsverfahren, Quantifizierung Uber isotopenmarkierte Standards als interner
Standard) getestet. Alle Nullproben, denen kein technisches Enzym zugesetzt wurde, waren auch
analytisch frei von Enzym.

3.6.3.1  WFR nach Trypsin-Verdau iiber Nacht
Die Referenzmaterialien Mehl, Brot und Keks (Probe 1-4) wurden mit einem In-Lésung-Verdau tber
Nacht mit Trypsin verdaut (2.2.5.1). Die Enzymkonzentration im Referenzmaterial wurde mit einer
Losungsmittelkalibrierreihe aus synthetisch angefertigten Peptiden quantifiziert und die WFR
ermittelt. Die Ergebnisse sind im Anhang Tabelle A 30 bis Tabelle A 32 zu finden und wurden in
Abbildung 45 bis Abbildung 47 zusammengefasst.
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WEFR [%] der Endo-1,4-Xylanase in den Referenzmaterialien
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Abbildung 45: WFR der Endo-1,4-Xylanase nach Verdau liber Nacht
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4
beschrieben

Die Endo-1,4-Xylanase in Brot und Keks zeigte WFR zwischen 50,3 % und 94,8 %, wobei die Werte im
Mehl mit 18,6 % bis 52,9 % deutlich geringer waren. Die Bestimmungsgrenzen fiir die Endo-1,4-
Xylanase liegen bei Mehl (15,60 mg/kg entspricht Probe 4) deutlich héher als bei Brot (7,75 mg/kg
entspricht Probe 3) bzw. Keks (7,80 mg/kg entspricht Probe 3). Quantitative Werte unter diesem
Konzentrationsbereich sind nicht abgesichert.

WEFR [%] der alpha-Amylase in den Referenzmaterialien
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Abbildung 46: WFR der alpha-Amylase nach Verdau iiber Nacht
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4

beschrieben
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Die WFR der alpha-Amylase zeigten Werte zwischen 75,4 % und 109,5 % (Brot), 48,2 % bis 95,3 %
(Keks) bzw. 213,2 % bis 241,4 % (Mehl). Die Bestimmungsgrenzen der alpha-Amylase liegen fiir Mehl
bei 2,58 mg/kg (entspricht 1/3 der Probe 1), fiir Brot bei 7,61 mg/kg (entspricht Probe 2) bzw. fir
Keks bei 2,58 mg/kg (entspricht Probe 1). Die quantitativen Werte der Matrix Brot fiir Probe 1 (da
Konzentration kleiner als Bestimmungsgrenze) sind nicht abgesichert.

WFR [%] der Lipase in den Referenzmaterialien
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Abbildung 47: WFR der Lipase nach Verdau iiber Nacht
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4
beschrieben

Die Lipase wurde insgesamt mit geringerer Konzentration zu den Referenzmaterialien zugefiigt. Die
ermittelten Bestimmungsgrenzen liegen fiir Mehl bzw. Keks bei 1,26 mg/kg (entspricht Probe 2) bzw.
fir Brot bei 2,68 mg/kg (entspricht Probe 3). Die quantitativen Werte der Probe 1 (Keks) sowie der
Probe 1 und 2 (Brot) sind nicht abgesichert. Die Wiederfindungsraten der anderen Konzentrationen
sowie Matrizes liegen zwischen 99 % und 121,5 %.

Die Standardabweichungen betrugen weniger als 20 % (Ausnahme Endo-1,4-Xylanase, Probe 1) und
bestatigen die Prazision der Methode.

Es konnten sehr gute Wiederfindungsraten aller drei Enzyme ermittelt werden (Ausnahme Mehl
alpha-Amylase), was die Genauigkeit der Messmethode bestétigt. In weiteren Versuchen sollten
neue Referenzmaterialien hergestellt werden, die vor allem fiir Endo-1,4-Xylanase als auch Lipase
hohere Konzentrationsbereiche abdecken. Im Falle der Endo-1,4-Xylanase konnte im Mehl aufgrund
der hohen Bestimmungsgrenze nur eine Dotierkonzentration quantifiziert werden und daran die
Methode gepriift werden. Im Brot und im Keks konnten 2 Konzentrationen zweifelsfrei quantifiziert
und geprift werden. Die maximal dotierte, quantifizierte und gepriifte Konzentration der Lipase lag
bei 5,4 mg/kg. Diese Konzentration entspricht dem praktisch angewandten Konzentrationsbereich
bei der Zugabe von Lipase wahrend des Backprozesses. Es sollten dennoch Referenzmaterialien
hoherer Lipasekonzentration produziert werden um den linear quantifizierbaren Bereich der Lipase
in hoheren Konzentrationsbereichen (bis etwa 10 mg/kg) abzusichern.
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Die hohen WFR der alpha-Amylase in Mehl von (ber 200 % sind nicht konform mit
Validierungskriterien. Es muss ein Faktor fir die Ermittlung der alpha-Amylase-Gehalte in Mehl
angewandt werden. Weiterhin ist zu prifen ob die Extraktionsmethode fir die Matrix Mehl weiter
angepasst werden muss, sodass diese starken Uberbefunde nicht mehr auftreten. Um den Einfluss
der Matrix auf die Quantifizierung mittels linearer Losungsmittel-Kalibrierung der alpha-Amylase
auszuschlieRen, wurden weitere Quantifizierungsverfahren angewandt und geprift (Matrix-
Kalibrierung 2.2.5.5, Standardadditionsverfahren 2.2.5.6, Quantifizierung mit isotopenmarkierten
Peptidstandards 2.2.5.7).

3.6.3.2 WEFR nach Trypsin-Verdau mit Temperaturprogramm

Die Referenzmaterialien Brot und Keks (Probe 1-4) wurden mit einem In-L6sung-Verdau und einem
Temperaturprogramm (TP) mit Trypsin verdaut (2.2.5.1). Die Enzymkonzentration im
Referenzmaterial wurde mit einer Losungsmittelkalibrierreihe aus synthetisch angefertigten Peptiden
quantifiziert und die WFR ermittelt. Die Ergebnisse sind im Anhang Tabelle A 33 zu finden und
wurden in Abbildung 48 bis Abbildung 50 zusammengefasst.

WEFR [%] der Endo-1,4-Xylanase in den Referenzmaterialien nach
Verdau mit TP
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Abbildung 48: WFR der Endo-1,4-Xylanase nach Verdau mit Temperaturprogramm (TP)
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4

beschrieben
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WEFR [%] der alpha-Amylase in den Referenzmaterialien nach Verdau
mit TP
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Abbildung 49: WFR der alpha-Amylase nach Verdau mit Temperaturprogramm (TP)
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4
beschrieben

WFR [%] der Lipase in den Referenzmaterialien nach Verdau mit TP
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Abbildung 50: WFR der Lipase nach Verdau mit Temperaturprogramm (TP)
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4

beschrieben

Die quantitativen Werte der mit LC-MS/MS gemessenen Extrakte nach Verdau mit
Temperaturprogramm zeigen insgesamt geringere WFR als nach dem Verdau (ber Nacht. Fir die
Endo-1,4-Xylanase in Brot und Keks wurden Wiederfindungsraten zwischen 74,7 % und 100,6 %
bestimmt. Die oberhalb der Bestimmungsgrenze der Endo-1,4-Xylanase quantifizierbaren Proben
(Brot und Keks ab Probe 3) lagen im Wiederfindungsbereich zwischen 74,7 % und 90,1 %. Die
Wiederfindungsraten der alpha-Amylase zeigten Werte zwischen 42,6 % und 104,2 % (Brot) bzw.
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27,7 % und 65,6 % (Keks). Die Wiederfindungsraten der quantitativ abgesicherten Lipase-
Konzentrationen (Brot: ab Probe 3; Keks: ab Probe 2) befanden sich zwischen 108,2 % und 117,9 %.
Die relativen Standardabweichungen betrugen kleiner 7 % und bestdtigen die Robustheit der
Methode. Die Extraktion der etablierten Methode ist durch den Verdau liber Nacht auf eine
Minimumdauer von 2 Tagen festgelegt. Da die schnellstmogliche Analyse der Lebensmittelzutaten
angestrebt wird um dem Verbraucher Informationen beziiglich der Lebensmittelzusammensetzung
zeitnah zukommen zu lassen, miissen Verfahren dieser Art zeitlich optimiert werden. Es wurden die
WEFR der hergestellten Referenzmaterialien nach dem Trypsin-Verdau mit Temperaturprogramm in
weniger als 2 Stunden ermittelt um die Qualitat der verkiirzten Extraktionsmethode einschatzen zu
kénnen. Hierflir wurden die Matrizes Brot und Keks betrachtet. Die WFR der Endo-1,4-Xylanase
sowie der Lipase lagen im angestrebten Bereich zwischen 70% bis 120 %. Die sehr guten
guantitativen Werte der Extrakte mit Verdau Gber Nacht haben sich bei der Lipase bestatigt und bei
der Endo-1,4-Xylanase sogar deutlich verbessert. Der Verdau mit Temperaturprogramm ist fiir die
Matrizes Brot und Keks sowie die technischen Enzyme Endo-1,4-Xylanase und Lipase geeignet. Die
Werte der alpha-Amylase fallen im Vergleich zum Verdau Uber Nacht deutlich geringer aus und
liegen mit WFR zwischen 27,7 % bis 104,2 % nur teilweise im Normbereich (50-150 %) einer guten,
reproduzierbaren Quantifizierungsmethode. Maoglicherweise handelt es sich bei der alpha-Amylase
um eine komplexere Molekilstruktur (auch Molekilmasse hoher als Lipase und Xylanase), sodass ein
Verdau liber Nacht geeigneter ist. Dies wiirde erklaren warum der Verdau mit Temperaturprogramm
fir die beiden Enzyme Lipase sowie Endo-1,4-Xylanase geeignet ist, fiir die alpha-Amylase aber
mangelnde Wiederfindungsraten gemessen wurden. In weiteren Versuchen muss gepriift werden,
inwieweit der Verdau mit Temperaturprogramm optimiert werden kann (zum Beispiel hohere
Zyklustemperatur und —Anzahl), um die quantitative Bestimmung der alpha-Amylase ohne Verluste
zu ermoglichen [179]. Bis dahin sollte auf die Verdauart fiir dieses Enzym verzichtet werden.
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde fiir alle weiteren Analysen der Verdau Uber Nacht
angewendet.

3.6.3.3  WFR nach Quantifizierung mit Matrix-Kalibrierung

Fir die Matrix-Kalibrierung wurden sechs Mehleinwaagen mittels einer Fungamyl-Losung in
ansteigender Konzentration dotiert, extrahiert und gemessen (2.2.5.5). Fungamyl besteht aus den
Enzymen alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase (3.2.1). Mit Hilfe der so erhaltenen Matrix-
Kalibrierkurve konnten die WFR im Mehl (Probe 1-4) fir die alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase
ermittelt werden. Die Ergebnisse sind im Anhang Tabelle A 34 zu finden und wurden in (Abbildung
51) zusammengefasst.
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WFR [%] der Endo-1,4-Xylanase und alpha-Amylase in Mehl nach
Quantifizierung mit Matrix-Kalibrierung

M Endo-1,4-Xylanase

M alpha-Amylase

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

Abbildung 51: WFR der Endo-1,4-Xylanase und alpha-Amylase in Mehl nach Quantifizierung mit Matrix-
Kalibrierung

N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4
beschrieben

Die quantitativen Werte der mit Hilfe einer Matrix-Kalibrierung berechneten Konzentrationen im
Mehl zeigten insgesamt &hnliche Werte wie mit einer Losungsmittel-Kalibrierung. Die
Endo-1,4-Xylanase konnte in Probe 4 sicher quantifiziert werden und hatte dort eine WFR von 110,0
%. Die WFR der alpha-Amylase lagen zwischen 198,1 % und 204,0 %. Die Standardabweichungen der
Proben im quantifizierbaren Bereich, waren kleiner 20 % und bestdtigen die Robustheit der
Methode.

Der Matrixeinfluss bei (ESI)-MS/MS-Messungen ist sehr groB. Daher ist es wichtig zu prufen, ob es
Unterschiede zwischen Losungsmittelbasierten und matrixangepassten Quantifizierungsverfahren
gibt. Matrixeffekte sind als Anderung des MS-Signals eines Analyten durch koeluierende
Matrixkomponenten einer Probe im Vergleich zur Injektion des Analyten in reinem Ldsungsmittel
definiert [180]. Hierbei ist die wichtigste Storung die sogenannte lonensuppression, welche auftritt
wenn Matrixbestandteile mit den Zielanalyten um die verfligbare limitierte Oberflaichenspannung
konkurrieren und es zu Unterbefunden kommt. Weiterhin wird durch Matrixbestandteile die
Oberflachenspannung der ESI-Tropfchen verandert und die Coulomb-Explosion beeinflusst [181]. Die
Bildung von unerwiinschten Addukten von Matrixbestandteilen mit dem Zielanalyten kann zur
Entstehung anderer lonen (z.B. [M + Na]’) fiihren als bei der Kalibrierung mit reinem Lésungsmittel
(IM + H]'). Je nach Koelution stérender Matrixbestandteile kann es bei der L&sungsmittel-
Kalibrierung zu gravierenden Fehlquantifizierungen kommen [182]. Um die Einwirkung von
Matrixeffekten zu Uberpriifen wird die Quantifizierung (iber Standardaddition oder Matrix-
Kalibrierung empfohlen [183]. Diese Methoden fiihren zu quantitativ exakten Ergebnissen, da die
Matrix auch in den Kalibrierproben vorhanden ist.

Die mit Hilfe der Matrix-Kalibrierung erhaltenen WFR fiir Mehl bestdtigen die quantitativen
Ergebnisse der Berechnung mit Losungsmittel-Kalibrierung. Die erforderlichen WFR wurden bei der
Endo-1,4-Xylanase mit 110 % erreicht, wohingegen die alpha-Amylase erneut Werte tber 200 %
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lieferte. Es deutet darauf hin, dass der Sollwert der alpha-Amylase im Mehl nicht der Realitat
entspricht. Dies kann ausgeschlossen werden, da alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase als Gemisch
Fungamyl zum Mehl dotiert wurden und bei einer Fehleinwaage beide Enzyme dhnliche WFR zeigen
missten. Es wird von einer Matrixstoérung ausgegangen, die explizit die Quantifizierung der alpha-
Amylase in Mehl stért. Mit der wiederholten Herstellung eines mit alpha-Amylase dotierten Mehls
unter Verwendung einer anderen Mehlsorte (z. B. Maismehl) konnten die Matrixeffekte
moglicherweise visualisiert werden.

3.6.3.4 WFR nach Quantifizierung mit Standardaddition

Fir die Quantifizierung mit Standardaddition wurden je 3 Proben des Mehls bekannter
Enzymkonzentration (Probe 2 und 4) eingewogen (1 g) und mit einer ansteigenden Menge an
Fungamyl (alpha-Amylase und Endo-1,4-Xylanase) dotiert (KP 1: 0 mg, KP 2: 10 mg, KP 3: 20 mg). Der
Gehalt an alpha-Amylase mittels Standardaddition sollte ermittelt werden. Alle Proben wurden
extrahiert und mit LC-MS/MS gemessen. Aus den erhaltenen Peakflichen des
Quantifizierungspeptids der alpha-Amylase der mit Fungamyldotierten Proben (KP 1-3) wurde eine
Kalibrierreihe (Abbildung 52) erstellt und mittels linearer Regression der Gehalt der Mehlproben
(Probe 2 und 4) ermittelt. Die Daten sind im Anhang Tabelle A 35 zu finden.

Standardaddition -
4 00E+06 Quantifizierung von alpha-Amylase in Mehl
y = 1621835.364x + 118812.319
Rz =1.000
3,00E+06
iy
o
L
g 2,00E+06
g % 406192704x + 26018.303 4 probe 2
2 1,00E+06 — = Probe 4
]
[T 9
0,00E+0
-0,1 0,4 0,9 1,4 1,9 2,4
-1,00E+06 -
zudotierte Masse [mg]

Abbildung 52: Kalibrierreihe fiir die Quantifizierung von alpha-Amylase in Mehl mit Standard-addition
N=1; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 2 und 4: wie in 2.2.4
beschrieben

Fiir Probe 2 konnte eine WFR von 204,9 % und fir Probe 4 eine WFR von 189,3 % errechnet werden.
Aufgrund der aufwendigen Extraktion wurde eine Einfachbestimmung durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der Quantifizierung der alpha-Amylase in Mehl mittels Standardadditionsverfahren bestatigen die
Ergebnisse der Quantifizierung mittels Losungsmittel- und Matrix-Kalibrierung. Trotz sehr guter
linearer Regression der gespikten Probe 2 und Probe 4 wurden fiir das Referenzmaterial WFR um 200
% berechnet. Wie bereits erwdhnt wird ein Matrixeffekt des Mehls auf die Extraktion bzw. LC-
MS/MS-Messung der alpha-Amylase vermutet, der zu den starken Uberbefunden fiihrte.
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3.6.3.5  WFR nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards

Die Referenzmaterialien Mehl, Brot und Keks (Probe 1-4) wurden mit einem In-Lésung-Verdau Uber
Nacht mit Trypsin verdaut (2.2.5.1). Die Enzymkonzentration im Referenzmaterial wurde mit einer
Losungsmittelkalibrierreihe aus synthetisch angefertigten Peptiden quantifiziert und die WFR
ermittelt. Anstelle des bei den vorherigen Versuchen verwendeten ISTD-Proteins (Amylase, Bacillus
licheniformis) wurde das isotopenmarkierte Peptid des jeweiligen Quantifizierungspeptids jedes
Enzyms als interner Standard ausgewahlt (Zugabe zur Extraktion sowie zur Kalibrierreihe). Die
Ergebnisse sind im Anhang Tabelle A 36 bis Tabelle A 38 notiert und wurden in Abbildung 53 bis
Abbildung 55 zusammengefasst.

WFR [%] der Endo-1,4-Xylanase in den Referenzmaterialien nach
Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
100
80
g 60 14 Mehl
& M Brot
S 40 -
M| Keks
20 -
I
0 |
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

Abbildung 53: WFR der Endo-1,4-Xylanase nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4

beschrieben

Die Endo-1,4-Xylanase in Brot (17,0 % bis 60,7 %), Keks (13,5 % bis 47,9 %) und Mehl (15,8 % und
16,8 %) lagen bis auf die Ausnahme Brot Probe 1 alle unterhalb der in den Kriterien festgelegten 50 %
WER.
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WEFR [%] der alpha-Amylase in den Referenzmaterialien nach
Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
100
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— T
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20
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Abbildung 54: WFR der alpha-Amylase nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4
beschrieben

Die WFR der alpha-Amylase zeigten Werte zwischen 28,1 % und 71,5 % (Brot), 21,0 % bis 56,9 %
(Keks) bzw. 33,8 % bis 77,4 % (Mehl). Die quantitativen Werte der Matrix Brot fiir Probe 1 sind nicht
abgesichert, da die Konzentration kleiner der Bestimmungsgrenze ist.

WEFR [%] der Lipase in den Referenzmaterialien nach Quantifizierung
mit isotopenmarkierten Peptidstandards
100
80
g 60 -
-4 M Brot
L
S 40 - W Keks
20 -
0 .
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

Abbildung 55: WFR der Lipase nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
N=3; dargestellt ist jeweils der Mittelwert sowie die Standardabweichung; Konzentration Probe 1-4: wie in 2.2.4

beschrieben

Die Lipase wurde insgesamt mit geringerer Konzentration zu den Referenzmaterialien zugefiigt. Die
ermittelten Bestimmungsgrenzen liegen fir Mehl bzw. Keks bei 1,26 mg/kg (entspricht Probe 2) bzw.
fur Brot bei 2,68 mg/kg (entspricht Probe 3). Die quantitativen Werte der Probe 1 (Keks) sowie der
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Probe 1 und 2 (Brot) sind nicht abgesichert, da es sich um Konzentrationen kleiner der
Bestimmungsgrenze handelt. Die WFR der anderen Konzentrationen sowie Matrizes liegen zwischen
13,2 % bis 27,8 %.

Eine relative bzw. absolute Quantifizierung (iber synthetische Peptidstandards sowie
isotopenmarkierten Peptidstandards wird mehr und mehr von Interesse [184, 185]. Der Einsatz von
isotopenmarkierten Peptidstandards wahrend der Analyse der technischen Enzyme wurde gepruft
und publiziert [154]. Zusammenfassend konnten geringere WFR erzielt werden als mit der
beschriebenen Quantifizierung lber das externe Protein ISTD-Amylase. Vor der Anwendung der
Methode unter Nutzung der Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards missten
weitere Optimierungsversuche durchgefiihrt werden. Darauf wurde in dieser Arbeit verzichtet, da die
Methode unter Nutzung der Quantifizierung Gber das externe Protein ISTD-Amylase bereits optimale
Ergebnisse liefert.

Es wird vermutet, dass die Zuverlassigkeit des Trypsinverdaus als Hauptschritt der Extraktion zu
Verlusten fihrt. Die Anwesenheit weiterer Matrixbestandteile (neben den Nahrstoffen) wie z.B.
Phytinsaure [186, 187] oder Phenolverbindungen [188] sowie sterische Hinderungen kdénnen den
tryptischen Verdau in der Matrix beeinflussen. Vor allem fiir Mehl und Teig, welche der Verbraucher
als vorgefertigtes Zwischenprodukt konsumiert, konnten in der Regel geringe und schwankende
Ausbeuten unter Nutzung von Trypsin wahrend des Verdaus festgestellt werden [154]. Der Verdau
durch Proteasen wie Trypsin oder Chymotrypsin wird weiterhin durch endogene alpha-Amylase-
Trypsin-Inhibitoren sowie Serin-Protease-Inhibitoren von Chymotrypsin-dhnlichen Enzymen
behindert [171, 189-191]. Weiterhin kénnen im Verlauf der Maillard-Reaktion wahrend des
Backprozesses Lysin- und Argininreste blockiert sein, sodass diese spezifischen Schnittstellen nicht
fir den tryptischen Verdau zur Verfligung stehen. Generell fihrt die im Backvorgang genutzte
Temperatur zur Inaktivierung der genannten proteinhaltigen Inhibitoren im Weizenmehl. Da das
externe Protein ISTD-Amylase gleichermaen von den Schwankungen des Trypsinverdaus betroffen
ist, werden die Verluste vermutlich ausgeglichen, sodass diese Quantifizierung zunachst die bessere
Variante darstellt.

3.6.4 Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen verschiedener Matrizes

Es wurden vier verschiedene Konzentrationen je Matrix (Mehl, Brot, Keks) in Dreifachbestimmung
unter Wiederholbedingungen quantitativ bestimmt. Das Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N-Verhaltnis)
wurde ermittelt und die Bestimmungsgrenze (BG) festgelegt (Konzentration bei einem S/N-Verhaltnis
bei allen 3 Messungen > 10:1). Die Nachweisgrenze (NG) wurde bei der Konzentration festgelegt, bei
der das S/N-Verhiltnis aller 3 Messungen > 3:1 war. Die NG der alpha-Amylase fiir Mehl und Keks
wurde abgeschatzt, indem die Konzentration der BG durch 3 geteilt wurde. Ursache dafiir war die
hohe Sensitivitat der alpha-Amylase-Messung, die auch fiir das niedrigste Konzentrationslevel der
hergestellten Referenzmaterialien zu Signalen oberhalb des definierten S/N fiihrte. Reprédsentative
Chromatogramme der Analytenpeaks an der Bestimmungsgrenze mit dem ermittelten S/N-Verhéltnis
sind im Anhang Abbildung A 4 bis Abbildung A 6 hinterlegt. Alle ermittelten S/N ratios sind im
Anhang Tabelle A 39 abgelegt. Die Ergebnisse der Bestimmung von NG und BG sind in Tabelle 43
dargestellt.
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Tabelle 43: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Enzyme
N=3; NG: Nachweisgrenze in mg/kg; BG: Bestimmungsgrenze in mg/kg; ermittelt wurden die Grenzen anhand des Signal-
Rausch-Verhaltnisses (NG: 3:1; BG; 10:1); *: mathematisch bestimmte NG

Endo-1,4-Xylanase alpha-Amylase Lipase
NG BG NG BG NG BG
Mehl 7,80 15,60 0,86* 2,58 0,36 1,26
Brot 3,07 7,75 1,94 7,61 1,06 2,68
Keks 1,04 3,64 0,86* 2,58 0,36 1,26

Es konnten matrixabhdngige NG und BG ermittelt werden. Dies bestatigt den grofRen Einfluss der
Matrix auf die Extraktions- und Messmethodik und macht eine Validierung 3 reprasentativer
Matrizes aus dem Bereich Getreide unabdingbar. Die Bestimmung der S/N-Verhiltnisse, die der
Festlegung der NG und BG zugrunde liegt, ist dabei vor allem vom Rauschen abhangig. Ein solides
Messsignal kann durch ein hohes Grundrauschen moglicherweise nicht zur Identifikation bzw.
Quantifizierung des Analyten fiihren. Eine intensive Probenreinigung wahrend der Extraktion
(SPE-Aufreinigung) war notig und flihrte zu diesen fir die Praxis optimalen Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen. Wahrend des Backprozesses werden sehr geringe Mengen technischen
Enzyms zugesetzt, sodass die Analytik dieser sehr sensitiv sein muss (einstelliger ppm Bereich). Die
fur die Identifikation ermittelten NG liegen mit maximal 7,80 mg/kg (Endo-1,4-Xylanase, Mehl) bzw.
maximal 1,94 mg/kg (alpha-Amylase, Brot) sowie maximal 1,06 mg/kg (Lipase, Brot) in diesem
Spurenbereich und ermdoglichen die Identifikation eingesetzter technischer Enzyme im geforderten
Konzentrationsbereich. Die flir die Quantifizierung der identifizierten Enzyme wichtigen BG sind mit
maximal 7,61 mg/kg (alpha-Amylase, Brot) sowie maximal 2,68 mg/kg (Lipase, Brot) in einem
praxisorientierten Konzentrationsbereich. Im Falle der alpha-Amylase missen erneut
Referenzmaterialien (Mehl, Keks) mit kleinerer Konzentration produziert werden, da keine weitere
Konzentration kleiner dieser BG gemessen werden konnte. Diese Bestimmungsgrenzen sind noch
nicht abgesichert und konnen eventuell weiter nach unten korrigiert werden. Die erreichte
Bestimmungsgrenze von 15,60 mg/kg (Endo-1,4-Xylanase, Mehl) ist nicht zufriedenstellend. Die
Methode muss weiter optimiert werden um auch fiir den Nachweis der Endo-1,4-Xylanase in Mehl
eine BG kleiner 10 mg/kg zu erhalten. Neben der Moglichkeit die Extraktion erneut zu optimieren
und mit hoheren Probeneinwaagen bzw. Injektionsvolumina bessere Sensitivitaten zu erhalten, ware
der Austausch des Verdauenzyms Trypsin durch zum Beispiel Chymotrypsin zu prifen. Eine
verbundene Neuauswahl von Markerpeptiden mit hoherer Sensitivitdt koénnte das
Sensitivitdtsproblem beheben.

3.6.5 Spezifitat und Selektivitat der Messmethode

Fir den Ausschluss von ,Blindpeaks” aus dem Losungsmittel oder von Geratespezifischen
Hintergrundsignalen wurden sowohl Acetonitril als auch eine Nullprobe der Extraktion (komplette
Extraktion von Matrix ohne technisches Enzym) 15-fach gemessen und die Flachen gemittelt. Die
Spezifitait wurde erreicht, wenn die berechneten Blankflaichen (sowohl Loésungsmittel als auch
Nullprobe) maximal 30 % der gemittelten Peakflaichen an der Bestimmungsgrenze betrugen. Die
Messdaten sind im Anhang Tabelle A 40 hinterlegt. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 44
zusammengefasst.
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Tabelle 44: Vergleich der Peakfliachen zur Priifung der Spezifitit der Messmethode
N=15; LM: Lésungsmittel; BG: Bestimmungsgrenze; dargestellt sind die Mittelwerte

Peakflache Peakflache Peakflache Anteil Flache Anteil Fldche

[cps] BG [cps] LM [cps] Matrix LM Blank zu Matrix Blank
Blank Blank Flache BG [%] zu Fache BG
[%]
Mehl 14723,33 22,80 202,25 0,15 1,47
Endo-1,4-
Brot 22686,67 22,80 484,53 0,10 2,16
Xylanase
Keks 19880,00 22,80 750,70 0,11 2,77
ioh Mehl 17866,67 38,25 2079,53 0,11 11,35
alpha-
P Brot 11710,00 38,25 1393,93 0,32 12,13
Amylase
Keks 7002,00 38,25 936,07 0,56 13,72
Mehl 53746,67 20,59 1969,29 0,04 3,69
Lipase Brot 5318,00 20,59 732,93 0,34 13,69
Keks 19233,33 20,59 2809,07 0,12 14,42

Die Flachen im Lésungsmittelblank betrugen weniger als 1 % der jeweiligen Peakflachen an der BG.
Da die Flachen der Matrix Nullprobe weniger als 15 % der Peakflichen an der jeweiligen BG
betrugen, wurde die Spezifitdt nachgewiesen. Falsch positive Ergebnisse der analysierten
technischen Enzyme sind in den drei Matrizes Mehl, Brot und Keks ausgeschlossen.

Die quantitative Auswertung von Proben erfolgte durch die Erstellung eines Quantifizierungsfiles in
Analyst 1.6.1 (SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Germany). Abbildung 56 zeigt einen
Quantifizierungsfile mit ausgewahlten Kalibrierpunkten des eingesetzten und gepriften
Kalibrierbereiches (3.6.1) der alpha-Amylase (Peptid NWPIYK) sowie eine Positivprobe (Brot Probe 3:
19,22 mg/kg alpha-Amylase) und einem Blank (Wasser). Am Beispiel ist ersichtlich, dass die
qualitative Begutachtung einer Probe klar und eindeutig ist, da keine Signale mit einem Signal-
Rauschverhaltnis grofRer 10 in Blank-Proben sichtbar sind.
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Abbildung 56: Quantifizierungsfile der alpha-Amylase (Markerpeptid NWPIYK) in Analyst 1.6.1

y-Achse: Intensitat in cps; x-Achse: Retentionszeit in Minuten; von oben: Kalibrierpunkt (KP) 3-6 (Konzentrationen wie in

2.2.5.3 beschrieben), Positivprobe (Brot Probe 3: 19,22 mg/kg alpha-Amylase), Blankprobe (Wasser)

3.6.6

Ermittlung der Messunsicherheit der Methode

Es wurde die erweiterte Messunsicherheit der Methode mit Hilfe der in der Validierung berechneten
Mittelwerte und Standardabweichungen der Konzentrationen der unterschiedlichen Matrizes und
Konzentrationsbereiche je Enzym ermittelt (,Bottom up“-Prinzip; Daten der Wiederholprazision

2.2.6.2). Messergebnisse sind nach Empfehlung des Standigen Ausschusses der EU,
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SANCO/0064/2003-rev4 (EG, 2003) in folgender Form anzugeben: Ergebnis = Messwert + U [156].
Eine Interpretation des Ergebnisses unter Einbezug der Messunsicherheit ist vor allem noétig, wenn
gesetzliche Grenzwerte hinterlegt sind. Da beim Nachweis technischer Enzyme keine Grenzwerte
beriicksichtigt werden missen, kann die ermittelte Messunsicherheit je Enzym vor allem dazu
genutzt werden das Ergebnis mit den beschriebenen Schwankungen richtig einzuschatzen. Maximal
mogliche prozentuale Messunsicherheiten sind nicht definiert. Exemplarisch kann eine festgelegte
Messunsicherheit von 50 % bei der Pestizidanalytik erwahnt werden, welche im SANCO Dokument
festgehalten ist [139].

Tabelle 45: Ermittelte Messunsicherheiten je Matrix und Konzentrationslevel (Wiederholanalyse)
N=3; U: erweiterte Messunsicherheit; KL: Konzentrationslevel, wie in 2.2.4 beschrieben; es wurden nur die

Konzentrationslevel dargestellt, die > Bestimmungsgrenze sind

Endo-1,4-Xylanase alpha-Amylase Lipase
U [%] KL1 KL2 KL3 KL4 | KL1 KL2 KL3 KL4 | KL1 KL2 KL3 KL4
Mehl 11,7 | 5,8 1,3 1,0 1,4 0,8 1,9 26
Brot 2,5 2,7 1,0 0,5 3,0 10,7 0,6
Keks 3,4 3,1 | 146 28 2,0 2,1 4,8 09 3,7

Es wurden die erweiterten Messunsicherheiten im Konzentrationsbereich > Bestimmungsgrenze
(Tabelle 45) ermittelt und betrachtet, da erst oberhalb der BG quantitative Werte angegeben
werden. Die Messunsicherheit des jeweiligen Enzyms schwankt (ber den gesamten
Konzentrationsbereich zwischen 2,5% und 11,7 % (Endo-1,4-Xylanase), 0,5% und 14,6 % (alpha-
Amylase) bzw. 0,6 % und 10,7 % (Lipase). Da alle ermittelten Messunsicherheiten maximal 14,6 %
betrugen, wurde dieser Wert als Pauschalwert fiir die entwickelte Methode angenommen und
verwendet. Es wird daher sicher gestellt, dass auch der maximale Unsicherheitsbereich der alpha-
Amylase im niedrigsten Konzentrationslevel KL1 mit 14,6% fiir die Sicherheit des
Analysenergebnisses verwendet wird. Die ermittelte Messunsicherheit ist deutlich geringer als die
laut SANCO festgelegten 50 %. Dies bestatigt die geringen zufalligen Schwankungen (systematische
Schwankungen (z.B. Verluste durch die Probenvorbereitung wurden nicht betrachtet) der Methode,
ist jedoch auch auf die niedrige Stichprobenzahl sowie auf den niedrigen Variationsgrad (Analyse
unter gleichen Bedingungen am gleichen Tag) zuriick zu flhren. Da mit Messwerten der
Wiederholstreuung gerechnet wurde, sind nicht alle Streubeitrdge beinhaltet, die bei der
Anwendung der Methode in der Laborroutine durch Wechsel von Gerat und Personal zu erwarten
sind [131]. Um Schwankungen Uber einen grofReren Zeitraum (z.B. verschiedene Bearbeiter,
Analysetage, Temperaturen, Geratealterung, usw.) zu erfassen wird eine weitere Aufnahme von
Messwerten empfohlen. Dies ware z.B. durch das Mitflihren ausgewahlter Referenzmaterialien am
Analysentag als Laborstandard umsetzbar. Die ermittelten Werte kdonnten dann fir die erneute
Berechnung der Messunsicherheit genutzt werden, um praxisnahe Unsicherheitswerte zu erhalten.
Als Beispiel wurden fir die alpha-Amylase die Messwerte der Laborprazision ebenfalls mit in die
Berechnung der Messunsicherheit einbezogen. Hier wurden somit nicht nur Unsicherheiten bei
Wiederholanalysen sondern auch Unsicherheiten des Laboralltags mit einberechnet (2.2.6.2).
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Tabelle 46: Ermittelte Messunsicherheiten je Matrix und Konzentrationslevel (Vergleich Wiederhol- und

tagesverschiedene Analyse)
U: erweiterte Messunsicherheit; KL: Konzentrationslevel, wie in 2.2.4 beschrieben; es wurden nur die Konzentrationslevel

dargestellt, die 2 Bestimmungsgrenze sind

alpha-Amylase (N=3) alpha-Amylase (N=6)
(Schwankungen der Analysen unter (Schwankungen der Analysen unter Wiederhol-
Wiederholbedingungen) und tagesverschiedenen Bedingungen)
U[%] | KL1 KL 2 KL3 KL4 KL1 KL2 KL3 KL4
Mehl 5,8 1,3 1,0 1,4
Brot 1,0 0,5 3,0 29,3 36,1 23,4
Keks 14,6 2,8 2,0 2,1 26,5 5,5 6,4 2,1

Die ermittelten kombinierten Messunsicherheiten sind fur alle Matrizes und Konzentrationsbereiche
mit der Erweiterung der Messwerte gestiegen. Die maximale Messunsicherheit der gepriften Werte
fir die alpha-Amylase liegt bei 36,1 % im Vergleich zu 14,6 % bei Wiederholbedingungen. Dies
bestatigt die Vermutung, dass praxisnahe und damit genauere Messunsicherheiten eines
Analysenverfahrens erst nach einem langwierigen Messprozess mit einer groflen Zahl an Daten
ermittelt werden konnen. Als erster Orientierungswert ist die ermittelte Messunsicherheit von
14,6 % vorerst verwendbar, sollte aber regelmaRig mit dazu gewonnen Messwerten aktualisiert

werden.
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4 Schlussfolgerungen

4.1 Technologische Wirkung von Fungamyl und Lipase FE-01

Die positive technologische Wirkung durch den Einsatz technischer Enzyme wahrend der
Backwarenproduktion ist seit langem bekannt. Da eine Vielzahl moéglicher zum Einsatz kommender
technischer Enzyme vorhanden ist, missen die jeweils spezifischen Wirkprozesse bekannt sein.
Ebenso von Bedeutung ist die Anwendung technischer Enzyme in einem geeigneten
Konzentrationsbereich, sodass ein optimales Enzym-Substrat-Verhaltnis vorliegt. Ein Hauptziel der
Arbeit war es die technologische Wirkung der betrachteten technischen Enzyme Fungamyl,
Amylase TXL und Lipase FE-01 zu prifen. Hierfir wurden im Rahmen eines Backversuchs Brote mit je
2 verschiedenen Konzentrationen Fungamyl (alpha-Amylase, Endo-1,4-Xylanase) sowie Lipase FE-01
gebacken. Nach einer bestimmten Lagerzeit (1, 3 und 7 Tage) erfolgte der Vergleich verschiedener
Parameter unter Bericksichtigung einer Nullprobe. Vor allem der Einfluss eines aus
Capryl /Caprinsdure bestehenden Ols als Fettquelle des Brotteiges auf die Wirkung der Lipase wurde
intensiv betrachtet. Eine durch die Aktivitdt von Mikroorganismen bedingte Veranderung der
Zusammensetzung der Brote wahrend der Lagerung wurde durch eine mikrobiologische Priifung
ausgeschlossen.

Frische, Volumenausbeute, Haltbarkeit

Anhand der Feuchtemessung, Volumenbestimmung, Porenanalyse sowie Textur-Profilanalyse
wurden die Effekte von Fungamyl bzw. Lipase FE-01 auf die Qualitatskriterien Frische,
Volumenausbeute und Haltbarkeit Uberprift. Die Zugabe von Fungamyl fihrte zu einer
konzentrationsabhangigen Verbesserung der Broteigenschaften, was sich in einem erhohten
Brotvolumen, einer optimalen Brotweichheit und Porenverteilung sowie einer lang anhaltenden
Frische zeigte. Alterungserscheinungen traten erst nach langerer Lagerdauer als bei nicht mit
Fungamyl behandelten Broten auf. Zuriickzufiihren sind die beschriebenen Effekte zum einen auf die
durch die alpha-Amylase katalysierte vermehrte Freisetzung von Zuckern und Oligosacchariden aus
Starke und die damit verbundene gesteigerte Bildung von Kohlenstoffdioxid im Rahmen des
Garpozesses durch die Hefe, zum anderen auf die durch die Endo-1,4-Xylanase-abhangige
verbesserte Wasserbindungskapazitat. Bei den Broten mit Zusatz von Lipase FE-01 wurden ein
hoherer Hartegrad, ein geringes Brotvolumen und ein untypisches Porenmuster festgestellt. Ursache
dafiir ist vermutlich die Kombination von Spezial6l und Lipase FE-0O1 in der Rezeptur und die damit
einhergehende vermehrte Bildung freier Fettsduren. Ein so entstehendes Uberangebot an freien
Fettsduren konnte zu einer atypischen Aktivitdt des endogenen Enzyms Lipoxygenase fiihren,
welches unter Verbrauch von Sauerstoff arbeitet. Der entstehende Sauerstoffmangel im Teig wiirde
den Garprozess und damit die Bildung von Kohlenstoffdioxid behindern, wodurch die Teiglockerung
gestort ist. Da bei diesen Broten bereits an Tag 1 mangelhafte Qualitatseigenschaften aufgenommen
wurden, konnte der Einfluss auf die Haltbarkeit nicht bewertet werden.

Fettsdure- und Zuckerspektrum

Durch Analyse der Fettsdure- und Zuckerspektren wurden die Effekte der betrachteten technischen
Enzyme weiter untersucht.

Das Vorliegen fettspaltender Enzyme in Fungamyl ist nicht bekannt, sodass die Dotierung
erwartungsgemaR keinen Einfluss auf das Fettsdaurespektrum der Brote nahm.
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Die lipasedotierten Brote (Tag 1) zeigten bei der hoheren Konzentration (1,80 mg/kg) eine
Umwandlung der gesittigten (Capryl-/Caprinsdure) in einfach ungeséttigte Fettsauren (v.a. Olsdure).
Vermutet wird, dass eine im technischen Enzym Lipase FE-01 ebenfalls vorhandene
Fettsduredesaturase (Syntheseprodukt von Pilzen) zu der Umwandlung der Fettsdauen fihrte. Eine
vergleichende Untersuchung eines Brotes auf Basis von Erdnussol zeigte, dass nur ein sehr geringer
Anteil gesattigter Fettsduren vorliegt und diese durch die vermutete Desaturaseaktivitdt nicht
umgewandelt wurden. Ursachlich dafiir konnte eine Substratunzuganglichkeit oder die hohe Prasenz
an Olséure sein.

Im Verlauf der Lagerung kam es sowohl zum Anstieg des Capryl-/Caprinsaureanteils als auch zum
Abfall des Spiegels der restlichen gemessenen Fettsdauren. Diese sind vermutlich zum einen lber die
[-Oxidation abgebaut worden, zum anderen wurden ungesattigte freie Fettsduren moglicherweise
dem Lipoxygenaseweg zugefiihrt sodass der relative Anteil (% in der Fettphase) an
Capryl-/Caprinsdure stieg. Die Aufnahme und Berechnung des Zuckerspektrums zeigte bei den
Fungamyldotierten Proben im Vergleich zur Nullprobe einen leichten Anstieg des Fruktosegehaltes
sowie einen starken Anstieg des Maltosegehaltes. Der Gesamtzuckergehalt war im Vergleich zur
Nullprobe um etwa das Doppelte gestiegen, sodass der relative Maltoseanteil in der Nullprobe wie
auch den Fungamyldotierten Proben gleich war. Bei den Lipasedotierten Broten konnte ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Glukose- und Fruktosespiegel ermittelt werden, wo hingegen
der Maltosegehalt etwa gleich blieb. Der deutliche Anstieg des Maltose- sowie
Gesamtzuckergehaltes ist begriindet, da das Hauptabbauprodukt der durch die technisch eingesetzte
alpha-Amylase (Fungamyl) bei Anwesenheit von beta-Amylase (in Mehl natirlich vorhanden)
katalysierten Starkeumsetzung Maltose ist. Dieser Prozess des Starkeabbaus fiihrte zu einer erhéhten
Zuckerfreisetzung, jedoch nicht zur Verschiebung des Zuckerspektrums. Der gemessene Anstieg des
Glukose- und Fruktosegehaltes in den Lipasedotierten Broten deutet darauf hin, dass zusatzlich zur
Lipase im technischen Enzym Lipase FE-01 auch starkespaltende Enzyme vorhanden sind.

Sensorik

Im Zuge einer sensorischen Priifung der gebackenen Produkte an drei verschiedenen Tagen wurde
die Qualitat der Brote im Bezug zur Haltbarkeit beobachtet und geprift. Die sensorische Priifung
bestatigte die Erwartungen einer Verbesserung aller untersuchten Kriterien (Geruch, Geschmack,
Form, Aussehen usw.) mit ansteigendem Fungamylgehalt. Das Brotvolumen wurde sowohl durch die
katalytische Aktivitdt der alpha-Amylase und der Endo-1,4-Xylanase im Fungamyl stark verbessert
und auch die Braunfarbung der Kruste durch die alpha-Amylase intensiviert, was letztlich zu einer
deutlich besseren sensorischen Bewertung im Vergleich zum Nullbrot fiihrte. Die
konzentrationsabhangige positive sensorische Bewertung (erhohtes Brotvolumen, geringe Harte,
guter Frischeeindruck, usw.) der fungamyldotierten Brote belegt die Notwendigkeit technische
Enzyme fiir eine gute und gleichbleibende Qualitadt einzusetzen. Die lipasedotierten Testmaterialien
zeigten mangelhafte Ergebnisse und wurden als ,nicht verzehrsfahig” eingestuft. Als Ursache dafir
wird das verwendete Ol aus Capryl-/Caprinsiue als Backfett gesehen, was in Kombination mit der
Lipase zur extremen Freisetzung freier Fettsduren fihrte. Die im Zuge der B-Oxidation entstehenden
kurzkettigen freien Fettsduren sind haufig ibelriechend und schlechtschmeckend (Ranzigkeit) und
reduzieren die Qualitdt des Brotes maligeblich. |hre Reaktion mit Amylose zu Amylose-Lipid-
Komplexen depletiert den Pool freier Fettsduren jedoch. Bei der Umsetzung der Capryl-/Caprinsdure
kam es weiterhin zu einem Uberschuss ungesittigter freier Fettsduren (Substrat fiir das endogen
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vorkommende Enzym Lipoxygenase) und damit zur Bildung von Fettperoxiden, die fiir einen ranzigen
Geschmack verantwortlich sind. Lipasen werden als Emulgator-Ersatz verwendet und gewinnen mehr
und mehr an Bedeutung. Negative Auswirkungen einer Lipasedotierung sind aus der Literatur nicht
bekannt. Wie gezeigt wurde, ist eine fachgerechte Verwendung der Lipase mit ausgewahlten Fetten
notig, um gleichbleibend optimale Backprodukte zu erhalten. Weiterhin ware ein Einfluss auf die
Menge des Fettes denkbar, da die Lipase durch die Katalyse der Spaltung von zugesetztem Fett
moglicherweise nicht mehr verfligbar ist um endogene Lipide im Mehl zu spalten. Fir
weiterfihrende Arbeiten wird empfohlen den Einfluss weiterer Fette, Fettgehalte, technischer
Lipasen sowie Konzentrationsbereiche auf die Effektivitat der technologischen Wirkung des Enzyms
im Backprodukt zu testen.

Die Anwendungsspielrdaume technischer Enzyme im Rahmen des Backerhandwerkes wurden im
Rahmen des durchgefiihrten Backversuchs belegt. Durch die Zuhilfenahme quantitativer Verfahren
kann der Einsatz technischer Enzyme (z.B. schon wahrend der Teigbereitung) begleitend kontrolliert
und so Backprodukte konstant guter Qualitat generiert werden. Weiterhin ist festzuhalten, dass der
nachgewiesene Einfluss der Enzyme auf die Lagerdauer eine Restaktivitdt der Enzyme im gebackenen
Produkt zeigt und damit ein Widerspruch zur gesetzlich festgeschriebenen Deklaration besteht.

4.2 Identifikation und Quantifizierung der technischen Enzyme Fungamyl, Lipase FE-01 und
Amylase TXL

Wie unter 1.1.1 beschrieben, haben die Ziichtungsstrategien der letzten Jahrzehnte den Fokus auf
eine verbesserte Weizenqualitat gerichtet. Dies flihrte genetisch bedingt zu einem Mangel an
natlirlichen endogenen Enzymen (z.B. Nebenwirkung der gezielten Verringerung der
Vorerntekeimung). Durch den Einsatz technischer Enzyme in der Backindustrie konnten die
zlichtungsbedingten negativen Backeigenschaften ausgeglichen werden und konstante gute
Backqualitaten fiir den Konsumenten geschaffen werden.

Am meisten betroffen ist hierbei die alpha-Amylase, die entscheidende Aufgaben wahrend des
Backprozesses hinsichtlich der Brotqualitat erfiillt. Durch die spate Zugabe der technischen Enzyme
wahrend des Backprozesses ist es wahrscheinlich, dass Restbestandteile dieser im Endprodukt
vorhanden sind. Dies wird vor allem dadurch bestatigt, dass die technologische Wirkung in Form von
verlangerter Frischhaltung und Haltbarkeit noch nach dem Backen vorhanden ist. Das Ergebnis eines
mittlerweile standardisierten Verfahrens ist eine bessere Haltbarkeit der Backwaren in Kombination
mit einer reproduzierbaren Qualitat. Die Backwaren kénnen technologisch (iberwacht werden, um
die gleiche GroRRe, Krustenbrdunung und Haltbarkeit in jedem Erzeugnis zu erlangen. Der Einsatz
technischer Enzyme im Backwarenbereich wird stetig steigen. Die Notwendigkeit einer quantitativen
Messmethodik, die technische Enzyme in gebackenen Produkten analysiert und Verbraucherschutz
ermoglicht, ist gegeben und die Entwicklung einer solchen Methode stellte das zweite Hauptziel
dieser Arbeit dar. Weiterhin kann ein quantitatives Verfahren genutzt werden um ein optimales
Einsatz-Nutzen Verhaltnis technischer Enzyme zu entwickeln und maximale Effekte mit minimalen
Zusatzen moglich zu machen. Die in dieser Arbeit betrachteten technischen Enzymgemische
Fungamyl, Amylase TXL und Lipase FE-01 wurden mit Hilfe von SDS-PAGE, In-Gel Verdau und MALDI-
TOF-MS Messung analysiert und die enthaltenen Enzyme identifiziert. Es wurde gezeigt, dass
Fungamyl aus 9,8 % alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) und 5,2 % Endo-1,4-Xylanase (Thermomyces
lanuginosus) sowie Lipase FE-01 aus der Lipase (Thermomyces lanuginosus) besteht. Die Amylase TXL
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konnte ebenso als alpha-Amylase (Aspergillus oryzae) mittels LC-MS/MS und dem Nachweis von drei
spezifischen Peptiden identifiziert werden.

Es wurde ein sensitives LC-MS/MS-Verfahren etabliert, welches die Analyse technischer Enzyme in
Backwaren (Mehl, Brot, Keks) in Konzentrationen im Spurenbereich (kleiner 10 mg/kg) in etwa 20
Minuten Messzeit erlaubt. Das entwickelte Verfahren des quantitativen Nachweises technischer
Enzyme beinhaltet die chromatographische Trennung der Peptidgemische vor Eintritt in das
Massenspektrometer und stellt eine Alternative zum bereits beschriebenen quantitativen DiGE-
Verfahren dar. Mit den zuvor identifizierten Proteinsequenzen kdnnen Markerpeptide ausgewahlt
werden, deren MRM-Fragmente sensitiv mit MS/MS gemessen werden koénnen. LC-basierte
Methoden liefern eine grolRe Komplexitat was die Auswahl von Fliemittel und Saulen angeht und
ermoglichen eine Anpassung an jegliche Komplexitat biologischer Proben in Bezug auf die Loslichkeit
der gesuchten Proteine bzw. Peptide. Unter Verwendung interner Standardproteine, welche den
Verdau der Proteine kontrollieren und Matrixeffekte ausgleichen, sowie isotopenmarkierter
Peptidstandards fiir die einwandfreie ldentifikation, wurde eine quantitative Bestimmung der
genannten Proteine moglich. Die fiir die lineare Kalibrierung notigen Peptidstandards wurden
synthetisiert und in ansteigender Konzentration als Kalibrierreihe gemessen. Die Methode ist kosten-
und zeiteffektiv.

Das quantitative Verfahren wurde im Zuge eines Validierungsverfahrens geprift und lieR fiir die
beiden Matrizes Brot und Keks keine analytischen Zweifel. Mit Standardabweichungen kleiner 10 %
konnte die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Methode bestatigt werden. Die Matrix Mehl
zeigte fir das Protein alpha-Amylase Wiederfindungsraten von mehr als 200 %. Die Werte wurden
mit Hilfe weiterer Quantifizierungsverfahren (Matrix-Kalibrierung und Standardaddition) geprift und
bestatigt. Es wird von einer Matrixstérung ausgegangen, die explizit die Quantifizierung der alpha-
Amylase in Mehl betrifft. Vermutet wird, dass Faktoren wie Phytinsaure, Trypsin-Inhibitoren,
phenolische Verbindungen sowie sterische Hinderungen in der Matrix Mehl den tryptischen Verdau
als Hauptschritt der Extraktion beeinflussen. Auch die Anwendung isotopenmarkierter
Peptidstandards fiir die Quantifizierung wurde gepriift, brachte jedoch geringere
Wiederfindungsraten als mit der Quantifizierung tGber das Interne-Standard-Protein.

Der kritischste Faktor der entwickelten Methode scheint die Zuverlassigkeit des Trypsin-Verdaus zu
sein. Ein automatisierter Trypsinverdau wird empfohlen, um standardisierte Bedingungen zu
schaffen. Verschiedene Publikationen empfehlen den Einsatz eines PCR-Thermocyclers um
schrittweise durch Hitzeeinwirkung die Protein-Schnittstellen freizulegen und mit dem gleichzeitigen
automatisierten Verdau zu verbinden [179]. Die Anwendung von Trypsin bzw. Chymotrypsin
wahrend des Proteinverdaus wird durch alpha-Amylase-Trypsin-Inhibitoren beeintrachtigt, welche
mit einem Anteil von etwa 4 % im Mehlprotein vorkommen [189, 171]. Zusatzlich kénnen Lysine und
Arginine wahrend der Maillard-Reaktion eingebunden werden, sodass diese fir den Verdau nicht
mehr zur Verfligung stehen. Es muss beachtet werden, dass die genannten Inhibitoren im Mehl
wahrend des Backprozesses inaktiviert werden. Alternativ kdnnten andere Enzyme bzw. Zusatze
(chemische Spaltung) fir die proteolytische Spaltung eingesetzt werden. Insofern der In-Gel-Verdau
eine Alternative flr reproduzierbare Ergebnisse darstellt, sollte die direkte Kopplung der
In-Gel-Verdau Extrakte mit LC-MS/MS in Betracht gezogen werden. Vorversuche dazu wurden bereits
publiziert, zeigten aber Probleme vor allem in der Aufreinigung der entstehenden Proteinfragmente
[192].
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Eine weitere Schwierigkeit in der aufgestellten Analytik ist es, geeignete und ausreichend spezifische
Peptide fir die Quantifizierung der analysierten Enzyme zu finden, die sich im messbaren Bereich des
Massenspektrometers befinden. Unter der Bericksichtigung eines solchen Ansatzes ist die
Verwendung von mikrobiellen Proteasen, welche resistent gegen die endogenen Weizeninhibitoren
sind, eine vielversprechende Alternative und muss gepriift werden. Weiterhin liegt die Hoffnung in
der Bereitstellung reiner rekombinanter Proteasen, die im Zuge der Verdauung Peptide
ausreichender Spezifitat bilden. Als Beispiel wurde in ersten Versuchen der Einsatz von LysargiNase
anstelle von Trypsin empfohlen, da u.a. eine bessere Sequenzspezifitit sowie geringere missed-
cleavage Raten zu verzeichnen sind [193].

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass im Rahmen der Arbeit ein Zusammenhang
zwischen Einsatz bzw. Nutzen technischer Enzyme und deren quantitativem Nachweis im
Ausgangsmaterial (Mehl, Backmittel) sowie im gebackenen Produkt (Brot, Keks) hergestellt wurde. Es
ist ein Konzept entwickelt worden, das fir die Entwicklung neuer technischer Enzyme nutzbar ist, da
der Hersteller sowohl die technologische Wirkung als auch die Reaktion dessen mit typischen
Verarbeitungsmaterialien prifen kann. Durch die quantitative Analyse konnen Teilschritte im
Prozessablauf beobachtet und etwaige Verluste und verbundene Qualitdtsmangel gezielt identifiziert
werden. Die Entwicklung sowie der Einsatz technischer Enzyme kann optimiert werden um
bestmogliche technologische Effekte zu erzielen und gleichzeitig verbrauchergerecht mit minimalen
Zusatzmengen zu arbeiten. Als Anwendungsbeispiel ist die Zusammenarbeit mit einer Firma filr
Backentwicklung zu erwdhnen. Diese hat die IGV GmbH beauftragt ein technisches Enzym in einem
Backmittel zu identifizieren und in Mehl sowie gebackenen Produkten zu quantifizieren. Erfolgreich
wurde eine maltogene Amylase (Bacillus stearothermophilus) identifiziert und das quantitative
LC-MS/MS-Verfahren aufgebaut. Es wurden je zwei Mehle und Brote quantitativ analysiert und die
Ergebnisse mit + 50 % korrekt ermittelt. Die groflere Abweichung wird vor allem auf die
Herstellerangabe bezogen, die mit 2 % Anteil im Backmittel (Ursprungsmaterial) wahrscheinlich nicht
genau genug war. Das Backmittel fur die Testproben wurde nicht mit einer Feinwaage eingewogen,
sodass sich der Fehler eventuell vervielfdltig hat. Zudem kann das Verfahren im Zuge eines
Validierungsverfahrens weiter optimiert und eine Messunsicherheit kleiner 50 % angestrebt werden.
Der Kunde konnte mit den Daten die Zubereitung der gebackenen Produkte verbessern und ein
optimales Konzentration-Nutzen Verhaltnis ermitteln.
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A3 Auflistung verwendeter Chemikalien, Puffer, Losungen sowie Geradte und Software

Tabelle A 1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller und Anschrift
1,4-Dithiothreitol Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Acetonitril Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Germany

Acetonitril LC-MS grade

Avantor Performance Materials, Center Valley, PA 18034, U.S.A.

Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure, LC-
MS/MS grade

Th. Geyer GmbH & Co. KG, 71272 Renningen, Germany

Acrylamid (2 x kristalliert)

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

Ameisensaure, konzentriert

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Ammoniumbicarbonat

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Ammoniumperoxodisulfat

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

Ammoniumsulfat

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Coomassie brilliant blue G 250

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

Coomassie brilliant blue R 250

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

dest. Wasser mit 0,1 % Ameisensaure, LC-
MS/MS grade

Th. Geyer GmbH & Co. KG, 71272 Renningen, Germany

Essigsaure, konzentriert

VWR Internation GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

Glycerol Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Glycin Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Harnstoff Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

lodacetamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany,
Isopropanol Th. Geyer GmbH & Co. KG, 71272 Renningen, Germany

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Methanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

N, N'-Methylenbisacrylamid

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

Natriumdodecylsulfat

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

o-Phosphorsaure, 85 %

Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Germany

Salzsdure

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Trifluoressigsaure (TFA), 99 % extra pure

Acros Organics (Thermo Fisher Scientific), 2440 Geel, Belgium

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Trypsin

Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A
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Tabelle A 2: Verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

a-cyano-4-Hydroxyzimtsaure-
Losung (HCCA)

2 mg HCCA
30 ul Acetonitril
70 ul 1% TFA

Alkylation Buffer Arbeitslosung

7 ul Alkylation Buffer Stocklosung
28 ul Digestion Buffer

Alkylation Buffer Stockldosung
[5-fach]

7 mg lodacetamid (1AA)
70 ul HPLC-Wasser

Ameisensdure [10 %]

1 ml Ameisensdure
9 ml dest. Wasser

Anodenpuffer

3,03 g Tris(hydroxmethyl)aminomethan mit 1 N HCI auf pH 8,9 einstellen
in 1000 ml dest. Wasser

Destaining Solution

80 mg Ammoniumbicarbonat
20 ml Acetonitril
20 ml HPLC-Wasser

Digestion Buffer

10 mg Ammoniumbicarbonat
5 ml HPLC-Wasser

Entfarbelosung

200 ml konzentrierte Essigsdure
1800 ml dest. Wasser

Essigsaure in dest. Wasser
[10 % (v/v)]

250 ml konzentrierte Essigsdure
2250 ml dest. Wasser

Extraktionspuffer
[In-L6ésung-Verdau]

7,9 g Ammoniumbicarbonat
240 g Harnstoff

0,78 g DTT

1000 ml dest. Wasser

Farbelosung

2110 % (v/v) Essigsaure in dest. Wasser
1 PhastGel Tablette (Coomassie brilliant blue als Farbstoff)

Farbel6sung (colloidal)

Lésung 1: 8 g Ammoniumsulfat, 76,8 ml dest. Wasser und 1,6 ml
Phosphorsaure

Lésung 2: 0,5 g Coomassie brilliant blue G 250 und 9,5 ml dest. Wasser

Lésung 1 + 1,6 ml Losung 2 mischen (24 Stunden vorher ansetzen)
20 ml Methanol frisch zugeben

lodacetamid [0,5 M]

23,1 mg lodacetamid
250 pl dest. Wasser

Kathodenpuffer

3,03 g Tris(hydroxmethyl)aminomethan
14,4 g Glycin
1,0 g Natriumdodecylsulfat in 1000 ml dest. Wasser

Kolbenspiilung [HPLC]

50 ml Isopropanol
950 ml dest. Wasser

Losung A [Gelelektrophorese]

30 g Acrylamid
0,8 g N, N'-Methylenbisacrylamid in 100 ml dest. Wasser

Losung B [Gelelektrophorese]

18,15 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
mit 6 N HCl auf pH 8,8 einstellen in 100 ml dest. Wasser

Lésung C [Gelelektrophorese]

10 g Natriumdodecylsulfat
in 100 ml dest. Wasser
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Lésung D [Gelelektrophorese]

10 % (v/v) N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamine (TEMED)
in dest. Wasser

Lésung E [Gelelektrophorese]

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
in dest. Wasser

Losung F [Gelelektrophorese]

6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
0,4 g Natriumdodecylsulfat
mit 6 N HCI auf pH 6,8 einstellen in 100 ml dest. Wasser

Polyacrylamid-Gel

Trenngel (T =12 %) Losung A 6,00
Angaben in ml Losung B 3,75
Dest. Wasser 5,00
Losung C 0,08
Losung D 0,08
Losung E 0,08
Sammelgel (T =5 %) Losung A 1,25
Angaben in ml Dest. Wasser 2,90
Lésung D 0,85
Lésung E 0,05
Losung F 0,05
4,0 g Natriumdodecylsulfat
Probenpuffer
12,0 g Glycerol
0,61 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
5,0 g B-Mercaptoethanol
0,01 g Coomassie brilliant blue R 250 in 100 ml dest. Wasser
Puffer A (SPE) 100 ml dest. Wasser

100 ml Acetonitril
200 pl Ameisensaure

Puffer B (SPE)

200 ml dest. Wasser
200 pl Ameisensaure

Reducing Buffer

7,15 mg Tris-(2-carboxyethyl)phosphine, Hydrochloride (TCEP)

500 ul Digestion Buffer

TFA 0,1 % (v/V)

10 pl Trifluoressigsdure (TFA), 99 % extra pure
9990 pl dest. Wasser

Trypsin, aktiviert
[In-Gel Verdau]

1 ul Trypsin Working Solution
9 ul Digestion Buffer

Trypsin, aktiviert
[In-Lésung-Verdau]

2 mg Trypsin
2 ml dest. Wasser

Trypsin Stockldsung
[In-Gel Verdau]

10 pg modifiziertes Trypsin
10 pl Trypsin Storage Solution

Trypsin Storage Solution
[In-Gel Verdau]

85 ul 37 % (v/v) HCl
915 ul HPLC-Wasser

Trypsin Working Solution
[In-Gel Verdau]

5 pl Trypsin Stockldsung
45 ul HPLC-Wasser

Verdaupuffer
[In-L6ésung-Verdau]

65 g Ammoniumbicarbonat
3 ml ACN
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Tabelle A 3: Verwendete Gerite

Anlage

Methode

Bezeichnung

Hersteller und Anschrift

Technologische

Oberschalenwaage

Mettler-Toledo GmbH, Germany

Wirkung Feinwaage Mettler-Toledo GmbH, Germany
Teigkneter Oase GmbH, Germany
Backofen Wachtel GmbH, Germany
Trockenschrank Thermo Fisher Scientific, USA
Thermomix Vorwerk Deutschland Stiftung & Co. KG, Germany
. Ing. Stefan Kastenmiiller GmbH
Volumenmessgerat .
Martinsried, Germany
Stable Micro Systems Ltd.,
Texturanalyser TA-XT2i .
Godalming, Surrey, UK
Sartorius MA30, Moisture Analyzer | Sartorius Weighing Technology GmbH, Goéttingen
Gaschromatograph-
Flammenionisationsdetektor Hp Hewlett Packard, Palo Alto, USA
GC-FID
DIONEX-lonenchromatograph Dionex Corporation,
1CS5000 Sunnyvale, USA
Identifikation Zentrifuge
Vortexer
Pipetten

MALDI-TOF-MS: AUTOFLEX-III
LRF200-CID mit Smartbeam-Laser
200

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany

Quantifizierung

Zentrifuge Galaxy mini

VWR, Darmstadt, Germany

liber BSA Vortexer Neolab, Heidelberg, Germany
Bio-RAD Scanner Bio-RAD Laboratories GmbH, Miinchen, Germany
Herstellung von | Oberschalenwaage Mettler-Toledo GmbH, Germany

Referenzmaterial

Feinwaage
Teigkneter
Backofen
Trockenschrank
Thermomix

Mettler-Toledo GmbH, Germany

Oase GmbH, Germany

Wachtel GmbH, Germany

Thermo Fisher Scientific, USA

Vorwerk Deutschland Stiftung & Co. KG, Germany

Quantifizierung
mit LC-MS/MS

Mikrozentrifuge 5430
Multi-Rotator RS-60
Thermoshaker TS-100
Vakuumpumpe Laboport
Stickstoffgenerator
Kolbenhubpipette 2-10 pl
Kolbenhubpipette 10-100 pl
Kolbenhubpipette 100-1000 pl
UltiMate 3000 BioRS System
QTRAP® 5500 System

Sonorex TK30

Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Bio San, Riga, Latvia

Bio San, Riga, Latvia

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Germany
cmc® instruments, Eschborn, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Thermofisher Scientific, Geel, Belgium

SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Germany
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Germany
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Tabelle A 4: Verwendete Software

Methode Bezeichnung Hersteller

Identifikation BrukerDaltonicsBioTools Version 3.2 BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany
Bruker DaltonicsFlexAnalysis BrukerDaltonik GmbH, Bremen, Germany
Mascot 1.6b27 Matrix Science, London, UK

Quantifizierung . . .

. Imagelab (Vers. 3.0) Bio-RAD Laboratories GmbH, Miinchen, Germany

liber BSA

Quantifizierung

. Analyst 1.6.1 SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Germany

mit LC-MS/MS
Skyline 2.1.0.4936 University of Washington
Mascot 1.6b27 Matrix Science, London, UK

A4 Daten zur technologischen Wirkung technischer Enzyme

Tabelle A 5: Detailliertes Arbeitsschema zur Fettsdaureanalytik

Die Fettsdureanalytik wurde in 3 Schritte unterteilt: 1. Fettgewinnung aus der Backware, 2. Extraktion der Fettsduren aus

dem gewonnenen Fett, 3. Messung der Fettsauren im Extrakt mittels GC-FID

Fettgewinnung .

Einwaage von 5-30 g Lebensmittel (je nach Fettgehalt)

Zugabe von 100 ml Wasser

Zugabe von 60 ml 37 % Salzsaure

Erhitzen der Probe nach Zugabe des Siedesteinchen fiir 35 min
Verdlinnung der Probe mit 100 ml heiRem Wasser

Filtration der heiRen Aufschlussflissigkeit durch Faltenfilter

Waschen des Filterriickstand mit heiBem Wasser bis zur Sdurefreiheit
Trocknung des gefalteten Filters fiir 4-6 h bei 103 + 2 °C

Soxhlet-Extraktion des Filterpapiers mit Petrolether

Extraktion der
Fettsduren

Losen von 3-4 Tropfen des gewonnenen Fettes in 10 ml Heptan
Verseifung mit 500 pl methanolischer Kaliumhydroxid-Losung (KOH)
Zugabe von Natriumsulfat zum glycerinfreien Uberstand

Verdiinnung von 500 pl des Uberstandes mit 1 ml Heptan

GC-FID-Messung .

Kapillarsdule DB-WAX

Temperaturprogramm: 100°C, 5°C / 190°C / 14min, 5°C / 250°C / 20min
Detektor: 250°C

Injektor: 250 °C

Tragergas: 0,95 ml/min

Wasserstoff: 30,0 ml/min

Luft: 300 ml/min

Make up: 28,6 ml/min

Split: 24,0 ml/min

Purge: 1,3 ml/min

Inj. Vol: 1 pl
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Tabelle A 6: Detailliertes Arbeitsschema zur Zuckeranalytik

Die Zuckeranalytik wurde in 3 Schritte unterteilt: 1. Extraktion der Zucker aus der Backware, 2. Messung der Zucker mit

HPLC, 3. Qualitative und quantitative Auswertung der Chromatogramme

Extraktion der
Zucker .

Einwaage von 1 g Lebensmittel in 100 ml-Weithalskolben
Zugabe von 70-80 ml demineralisiertem Wasser

Proben fiir 30 min im Ultraschallbad erhitzen (60 °C)
Filtration der Proben

Verdiinnung der Proben mit demineralisiertem Wasser (1:250)

HPLC-Messung *

lonenaustauschsaule CarboPac PA20 (3x150 mm)
HPLC-Programm: isokratisch

(32,5 % 200 mM Natronlauge und 67,5 % bidestilliertes Wasser
Fluss: 0,4 ml/min

Inj. Vol: 25 pl

Saulentemperatur: 30 °C

Autosampler-Temperatur: 4 °C

Detektion: integrierte gepulste Amperometrie, Goldelektrode
Wafeform: Gold standard PAD

Ref. Elektrode: AgCl

Zucker-
Identifikation und
-Quantifizierung .

Elutionsreihenfolge der Zucker:
Glukose, Fruktose, Saccharose, Laktose, Maltose
Kalibrierung

Mischstandard der 5 Zucker: 5 Konzentrationslevel (1/2,5/5/7,5/ 10 ug/ml)

Tabelle A 7: Einzelwerte der Schnellfeuchtebestimmung sowie berechneter Feuchteverlust [%]

Die Messwerte der Schnellfeuchtebestimmung wurden genutzt um den Feuchteverlust [%] zu berechnen. Hierbei wurde

sowohl der Feuchteverlust von Tag 3 und Tag 7 in Bezug zu Tag 1 als auch der Feuchteverlust von Tag 7 zu Tag 3 ermittelt;
N=2; MW: Mittelwert; FV: Feuchteverlust

Feuchte bzw. FV [%] Nullprobe 3,52 mg/ke 9,80 mg/ke ?'72 me/ke 1_'80 me/ke
Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01
Tag 1.1 41,8 41,8 40,6 40,4 40,6
Tag 1.2 42,4 41,9 40,9 41,0 41,5
MW Tag 1 42,1 41,9 40,8 40,7 411
Tag3.1 42,2 41,5 40,9 40,8 39,4
Tag 3.2 42,2 41,8 40,2 40,3 39,8
MW Tag 3 42,2 41,7 40,6 40,6 39,6
FV Tag 3 in Bezug zu Tag 1 0,0 0,5 0,5 0,4 3,5
Tag7.1 40,6 41,0 39,4 39,5 38,4
Tag7.2 40,8 38,7 39,3 40,2 37,9
MW Tag 7 40,7 39,9 39,4 39,9 38,2
FV Tag 7 in Bezug zu Tag 1 3,3 4,8 3,4 2,1 7,1
FV Tag 7 in Bezug zu Tag 3 3,6 4,3 3,0 1,7 3,7
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Tabelle A 8: Einzelwerte der TPA-Messung ausgedriickt als Harte [g]
N=8, je 4 Scheiben a Vorder- und Riickseite

Anlage

Nullprobe
Tagl 1481,45 1660,46 1722,40 1781,05 1354,69 1327,79 1285,80  1354,14
Tag 3 2593,86 2398,65 2369,33 2013,95 2065,21 2548,56 2660,22  2537,64
Tag7 2001,06 2109,74 2022,33 2248,74 1845,53 2043,61 1934,59 1785,23
Fungamyl 3,92 mg/kg
Tagl 652,10 708,54 731,58 763,21 783,16 825,05 829,24 839,38
Tag 3 652,10 708,54 731,58 763,21 783,16 825,05 829,24 839,38
Tag7 1081,88 1046,60 1046,38 938,03 1023,79 1051,56 1086,51 1014,64
Fungamyl 9,80 mg/kg
Tagl 713,06 683,96 607,02 595,89 651,99 710,19 698,84 621,68
Tag 3 794,52 892,18 916,54 967,79 837,39 882,81 905,18 951,04
Tag7 1152,64 1147,24 1128,50 1201,91 1232,45 1099,40 1005,27  1060,49
Lipase 0,72 mg/kg
Tagl 5578,25 5677,01 5578,47 5484,01 6331,32 7229,78 6133,02  5830,45
Tag 3 4303,70 4188,62 3978,42 3830,71 4065,94 4364,98 4795,31  4250,57
Tag7 3068,61 3581,71 3533,76 4151,69 3350,12 3772,84 3436,32  3866,87
Tabelle A 9: Ergebnisse der Volumenbestimmung [ml]
N=2
3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg
Volumen [ml] Nullprobe . i
Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01
Brot 1 1600 1900 1980 1400 660
Brot 2 1400 1980 2000 1340
MW Brot 1500 1940 1990 1370 660
Tabelle A 10: Ergebnisse der Fettsaureanalytik an Tag 1, Tag 3 und Tag 7
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; es wurden keine Ausreier ermittelt (Dean & Dixon-Test)
3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg
Tag1l Nullprobe Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01
91,05 92,91 95,05 91,12 71,89
gesittigte FS [%] 91,43 91,48 94,41 90,17 69,82
91,62 91,52 94,56 90,30 70,56
MW 91,37 91,97 94,67 90,53 70,76
SD 0,29 0,81 0,33 0,52 1,05
3,84 3,64 3,54 4,96 13,16
einfach ungesittigte FS [%] 3,74 4,16 3,80 5,34 13,80
3,67 4,18 3,72 5,29 13,43
Mw 3,75 3,99 3,69 5,20 13,46
SD 0,09 0,31 0,13 0,21 0,32
5,10 3,45 1,40 3,92 14,95
mehrfach ungesittigte FS [%] 4,82 4,35 1,79 4,50 16,38
4,70 4,31 1,72 4,41 16,01
MW 4,87 4,04 1,64 4,28 15,78
SD 0,21 0,51 0,21 0,31 0,74
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Tag 3
92,93 91,09 92,03 89,92 83,71
gesittigte FS [%] 92,16 90,20 91,43 89,44 82,38
93,34 90,39 91,54 89,65 81,94
MW 92,81 90,56 91,67 89,67 82,68
SD 0,60 0,47 0,32 0,24 0,92
3,68 3,36 3,96 6,68 7,07
einfach ungesittigte FS [%] 3,93 3,86 4,22 6,82 7,75
3,45 3,77 4,28 6,71 7,96
MW 3,69 3,66 4,15 6,74 7,59
SD 0,24 0,27 0,17 0,07 0,47
3,39 5,54 4,00 3,40 9,21
mehrfach ungesittigte FS [%] 3,90 5,93 4,34 3,75 9,88
3,22 5,87 4,71 3,58 10,10
MW 3,50 5,78 4,35 3,58 9,73
SD 0,35 0,21 0,36 0,18 0,46
Tag 7
92,27 95,61 91,88 92,57 90,38
gesattigte FS [%] 92,13 95,14 91,25 92,22 90,49
93,24 95,79 92,30 93,11 91,43
MW 92,55 95,51 91,81 92,63 90,77
SD 0,60 0,34 0,53 0,45 0,58
4,15 3,31 5,11 5,06 8,30
einfach ungesittigte FS [%] 4,21 3,64 5,46 5,28 8,41
3,71 3,22 4,86 4,80 7,64
MW 4,02 3,39 5,14 5,05 8,12
SD 0,27 0,22 0,30 0,24 0,42
3,57 1,06 3,00 2,38 1,32
mehrfach ungesittigte FS [%] 3,64 1,22 3,30 2,49 1,10
3,05 0,99 2,84 2,10 0,93
MW 3,42 1,09 3,05 2,32 1,12
SD 0,32 0,12 0,23 0,20 0,20
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Tabelle A 11: Ergebnisse der Fettsaureanalytik der Brote mit Erdnussol
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; es wurden keine Ausreiler ermittelt (Dean & Dixon-Test)

3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg

Nullprobe Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01

Brote mit Erdnussol

19,71 19,93 20,02 19,84 22,36
gesattigte FS [%] 20,79 21,23 20,27 19,92 22,57

19,92 20,31 20,16 19,90 22,50
MW 20,14 20,49 20,15 19,89 22,48
SD 0,57 0,67 0,13 0,04 0,11

71,65 71,46 71,46 71,67 72,99
einfach ungesittigte FS [%] 70,34 70,10 71,20 71,41 72,72

71,54 71,25 71,48 71,72 72,74
MW 71,18 70,94 71,38 71,60 72,82
SD 0,73 0,73 0,16 0,17 0,15

8,64 8,60 8,53 8,48 4,65
mehrfach ungesittigte FS [%] 8,87 8,68 8,55 8,66 4,71

8,54 8,43 8,35 8,40 4,77
Mw 8,68 8,57 8,48 8,51 4,71
SD 0,17 0,13 0,11 0,13 0,06

Tabelle A 12: Zur Verfiigung gestellte Daten zur Fettsdureanalytik von Toastbrot
N=10, MW: Mittelwert, RSD: relative Standardabweichung [%]

Toastbrote IGV GmbH

Fett [g/100g] 31 31 3,0 28 41 42 40 44 47 44
gesattigte FS [g/100 g] 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5
gesattigte FS [%] 12,9 12,9 13,3 14,3 9,8 9,5 10,0 114 10,6 11,4
einfach ungesattigte FS [g/100g] 1,9 2,0 1,8 1,6 2,4 2,7 2,3 2,7 2,8 2,8
einfach ungesattigte FS [%] 61,3 64,5 60,0 57,1 585 643 575 61,4 596 63,6
mehrfach unges. FS [g/100 g] 0,8 0,7 0,8 0,8 1,3 1,1 1,3 1,2 1,4 1,1
mehrfach unges. FS [%] 25,8 22,6 26,7 286 31,7 26,2 325 273 298 25,0
MW RSD [%]
gesattigte FS [%] 11,6 14,3
einfach ungesittigte FS [%)] 60,8 4,5

mehrfach ungesattigte FS [%] 27,6 11,1
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Tabelle A 13: Ergebnisse der Zuckeranalytik

Null- 3,92 mg/kg 9,80 mg/kg 0,72 mg/kg 1,80 mg/kg
Probe Fungamyl Fungamyl Lipase FE-01 Lipase FE-01
Glukose
Tagl 0,07 0,11 0,11 0,32 0,81
Tag3 0,06 0,09 0,11 0,22 0,77
Tag7 0,06 0,09 0,12 0,21 0,79
Fructose
Tagl 0,15 0,33 0,31 0,65 1,37
Tag3 0,25 0,28 0,36 0,67 1,31
Tag 7 0,27 0,34 0,34 0,66 1,32
Saccharose
Tag1l 0 0 0 0 0
Tag3 0 0 0 0 0
Tag 7 0 0 0 0 0
Laktose
Tagl 0 0 0 0 0
Tag 3 0 0 0 0 0
Tag7 0 0 0 0 0
Maltose
Tagl 2,53 4,95 5,13 2,84 2,86
Tag3 2,61 4,46 5,30 2,98 2,75
Tag 7 2,56 4,83 5,40 2,87 2,74
Zucker gesamt
Tag1l 2,75 5,39 5,55 3,81 5,04
Tag3 2,92 4,83 5,77 3,87 4,83

Tag7 2,89 5,26 5,86 3,74 4,85
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Anlage

A5 Daten zur Identifikation technischer Enzyme

Tabelle A 16: Pharmacia Peptid Standard

Pharmacia Protein Molekulargewicht [Da]
GE Healthcare Europe GmbH Lysozym 14400
79111 Freiburg, Germany Trypsininhibitor aus Soja 20100
Carboanhydrase 31000
Ovalbumin 43000
Rinder Serum Albumin 67000
Muskel Phosphorylase
(Kaninchen) 94000
Peptide calibration standard Il Peptid [M+H]+ Mono isotopic [M+H]+ Average
Bruker Daltonik GmbH Bradikinin 1-7 757,3992 757,86
28195 Bremen, Germany Angiotensin Il 1046,5418 1047,19
Massenbereich 700 bis 3500 Da  Angiotensin | 1296,6848 1297,49
Substance P 1347,7354 1348,64
Bombesin 1619,8223 1620,86
Renin Substrate 1758,9326 1760,03
ACTH clip 1-17 2093,0862 2094,43
ACTH clip 18-39 2465,1983 2466,68
Somatostatin 28 3147,4710 3149,57
A6 Daten zur Quantifizierung des Proteingehaltes liber eine BSA-Standardreihe

BSA-Standardreihe
1200000

y = AE+06x + 234918
2 =
1000000 R™=0,9921 —

Intensitat

400000

200000

0

0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 0,15 0,17 0,19 0,21
¢ [mg/ml]

Abbildung A 1: BSA Standard-Kalibrierreihe fiir die Quantifizierung des Proteingehaltes (alpha-Amylase, Endo-1,4-
Xylanase)
Y-Achse: Intensitédt der Farbdichte; x-Achse: Konzentration in mg/ml
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Tabelle A 17: Gehaltsbestimmung von alpha-Amylase sowie Endo-1,4-Xylanase in Fungamyl liber BSA-
Standard
N=4, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung

Fungamyl [mg/ml] Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4

Endo-1,4-Xylanase 5 0,412 0,392 0,202 -
10 0,310 0,393 0,232 -

15 0,265 0,242 0,192 0,151

20 0,201 0,253 - 0,124

SD 0,089 0,084 0,021 0,019

Mw 0,297 0,320 0,209 0,138

SD 0,089 0,084 0,021 0,019

MW (5 mg) 0,059 0,064 0,042 0,042

alpha-Amylase 5 0,675 0,642 0,511 0,328

10 0,463 0,569 0,517 0,387

15 0,395 0,425 0,445 0,308

20 0,338 0,38 - 0,319

SD 0,147 0,122 0,04 0,035

MW 0,468 0,504 0,491 0,336

SD 0,147 0,122 0,040 0,035

MW (5 mg) 0,094 0,101 0,098 0,098
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A7 Daten zu Referenzmaterialien
SYMPA

HELOS-PartikelgroBenanalyse
WINDOX 5

Sympatec GmbH
System- Partikal-Technik

HELOS (HO737) & RODOS, R6: 0,5/9.0...17 50pum 2013-12-20, EFLMIS-BrotVT-200_40
21.11.13

Sonstiges
X = 39,27 +/- 0,08 pm xxa = 160,18 =/~ 1,79 pm xon =479 4= 11,29 pm
g = 6,34 +- 004 pm xpe = 27402 4 705 pm g =42274 4- 2514 pm
VMD = 167,78 pm Sy =007 mYem? Cop = 1.53 +- 0,05 % [2.09 %]
Produki: Sonstiges Bedicner:
Ammwertung: HRLD (5.1.2.0) Herst Besd:
Trgger: 1Secopt Nr: EFLMIS-BrofVT-200 40 21.11.13
Disp.Meth.: 2Bar 2
100 Mas:aungl T 1T T T TTTT0 T T TTTTI E:. !u?a”m-rﬂnu-,—'—'—_l_a
i Mittedw art | — | N A I S I f 4 L —id 14
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o 60| ) 5188
E 1 [ | L] | [ L] | I S A P o
5 S0b—— A ) A A S L T O o | 1 |l lpg &
3 IS N N O O O Y -
=3
5 Y 0 Y = B
o 1 [ | la']l [ 1 d L [ 1 4
g HD_ [ lm | o] . 1 i W || _|:|_4g
= e
o0 | N N T R o = el
Y o I I I R A L bﬂa.unn..... [ A I L
I N O 3= 0 1 I s W SO M [
0.10 0.5 | 5 16 50 100 500 1000 5000

Partikalgrd Be / pm

Vertellungssumme mit Standardabwelchung
xolum Q3% ‘804 %ghs  xo/um Qi sq;m xsfum m SO/ Subs

Z, 00 0, 42 a, 09 £0, 00 17, 25 430, 00 0,61
11,00 0,7 0,10 785, 00 32, 06 ; uq 510, 00 u un 0, o
3, 00 L, L7 d, 14 40, 00 25y T4 0,10 G110, Ot '.'_--.".,u:u:- 0,00
15,00 1,66 0,10 135, 90 31, &6 :u,'_a 130,00 100,00 o, 0
g, 00 2,50 a, 08 125, 00 37,87 D, 31 a7a, 00 100, 00 0, 04
22,00 3, 78 0,05 150, 00 &6, 47 8,52 1030, 00 100, 00 0,00
26, 00 5,17 0, 02 180, 00 56, 80 D, 81 1230, G0 100, 00 D, 00
3%, 00 8,57 0,01 218, 00 6, 00 Gl L 1470, 00 100,00 0, 0
37, 00 n, L7 a, 03 250, 00 78, 65 1,47 1750, 00 100, 00 0, 04
£3, 00 11,36 0,03 300, 00 g, 53 1,56
50, 00 13, 85 0,03 360, 00 96, 41 1,13

pemittelt worde iber die folgenden Messunge n:

Digtum, Ubraeit und Gerdit Bedicner Herst. Besd,

2013-12-2008: 5322 265007 37T H

2003-12-20 09 55:07. 5150 07 37T H
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Sympatec GmbH
System Pantikal-Technik

 Ee

HELOS-Partikelgrofenanalyse

WINDOX 5
HELOS (H0737) & RODOS, R4: 0.5/1L.8...350pm 2013-11-15, Maismehlteig 28.5.13
Sonstiges
xw = 1028 +- 0,03 um = = 2191 +- 0,77 pm xs0 = 15924 +- 1fL31 um
xe = 15L72 H- 005 pm x = 1327346 6,58 pm xpe = 27381 -7 pm
WMD = 60,61 pm Sy =034 nf¥iem? Cup =460 +- 0,57 % [12.51 %]
Produkt: Sonstiges Bedicner:
Auswe fung: HELD {5,120 Herst, Besd:
Tdgger: 1%copt Nr: Maismehlieig 28813
Disp. Meth.: 1,5 Bar 3
100 . I q 1.6
v L 1. 1 _— o
an — | 50 ] S S A I | S —
2 L I Y I B W W A I N 8 N NN I A P I O S
-~ = ! S Gl I ! | S | Il WL B Ll A . | L :
] s G-
a § — 1.
] ) e -
E o[ I I A N I I I N AT T Il T T [ lpg™
o o n - s
g e i =
& gl I | 0 0 - N I [ |5 3
3 L N Y S I S W SN S Y ) VS L S B b L o4
o |- ! S I N S ! | L Y 1 {6 ! | i gl |
IR - ) 1 O VA
10 = Y S S N O ' M RN (S A [ L
- | | |- | —
o [ O T W pootomongoep®f o] | Ll [
010 0:5 1 5 10 LTH 100 500
PartikaigriBa/ um

Vertellungssumme mit Standardabwelchung
xo/pm Qﬁ S‘Hiﬂl I-Jp.- Q% Wﬁiﬂ Eo/pm m Wm

1,40 g, o2 12,00 17, 15 o, 24 G, 00 10, 04
3,90 1 2L o, 02 ¥5, 00 1,80 g, 50 1, 60 75, 38 I,-:l]
2, 60 1,45 0,032 18, 0D &2, 30 o, 71 122, 0 81, 20 1,62
5,00 1,63 0,03 1, 00 40,6908 R Lag, od B7, 56 T
3,60 1, 8 0,03 25,00 53, 45 0, &1 174, 00 52, 77 1,83
4,40 .16 .03 30, do 56, 56 o, o1 206, 00 9%, 6% 1,33
5,20 2,43 a, 03 36, 00 51, £1 1, 01 246, 00 57,35 1,15
&, 20 .60 d,03 &2,a0 £0,35 1,05 284, 0o 100, 00 o, pd
7,40 3,52 a, 03 50, 00 62,33 1,03 3sa, 0d 100, 0D o, g
g, 60 5,10 0, 05 G0, 00 64,52 I

10, 0D [E! @, 09 72, 00 £7, 40 1,20

mmltcllwur&:uherd'l. folgenden Erh:..mrmn

"'Di'L][ 15 1l=1-[| 1ﬁﬁ-ﬂﬁ.l'l}'l'ﬁ"ﬁ]-i
2013-11-15 11:43: 28 0460 0737 H
2003-11-15 1147104680407 37T H

Abbildung A 3: HELOS-Partikelgr6Benanalyse fiir Testmaterialien Matrix Mehl



Anlage

Tabelle A 18: Ermittelte Konzentrationen Lipase FE-01 [mg/kg] zur Homogenititsabschitzung zwischen den
Kunststoffbechern (Becher 1-5), reprasentativ aus der Probe 4
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; es wurden keine Ausreiler ermittelt (Dean & Dixon-Test)

Lipase FE-01 [mg/kg] Becher 1 Becher 2 Becher 3 Becher 4 Becher 5
Mehl 5,15 5,60 5,87 5,09 5,29
5,03 4,90 5,64 5,06 5,43
5,25 5,50 5,81 5,25 5,90
MW 5,14 5,34 5,77 5,13 5,54
SD 0,11 0,38 0,12 0,10 0,32
Brot 4,49 6,36 4,28 6,60 4,25
5,01 6,87 5,04 6,60 3,87
4,17 8,85 4,28 6,56 4,85
MW 4,56 7,36 4,53 6,59 4,32
SD 0,43 1,32 0,44 0,02 0,49
Keks 5,26 4,03 5,98 5,88 4,84
5,37 3,87 5,71 5,20 4,75
5,47 3,87 5,84 5,56 4,65
MW 5,37 3,92 5,84 5,55 4,75
SD 0,10 0,09 0,14 0,34 0,10

Tabelle A 19: Ermittelte Konzentrationen Lipase FE-01 [mg/kg] zur Homogenititsabschitzung innerhalb eines
Kunststoffbechers (Becher 6), reprasentativ aus der Probe 4
N=6; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; es wurden keine Ausreiler ermittelt (Dean & Dixon-Test)

Lipase FE-01 [mg/kg] Becher 6

Mehl 5,10 5,60 4,95 6,02 5,82 5,65
MW 5,52

SD 0,42

Brot 4,36 4,25 4,78 6,43 6,25 6,49
MW 5,43

SD 1,07

Keks 4,96 4,20 4,88 5,47 5,37 5,33
MW 5,04

SD 0,47




Anlage

A8 Daten zum qualitativen und quantitativen Nachweis technischer Enzyme mittels LC-
MS/MS-QTRAP

Tabelle A 20: Losungen der synthetischen Peptidstandard (Markerpeptide)

SL: Stamml6sung, VL: Verdliinnungslosung

Bezeichnung Zusammensetzung Endkonzentration [mg/kg]
ISTD-Peptid SL 2,4 mg ISTD-Peptid 2400
1,0 ml Puffer A
Amylase 411 SL 2,2 mg Amylase 411 4400
0,5 ml Puffer A
Xylanase 493 SL 2,5 mg Xylanase 493 5000
0,5 ml Puffer A
Lipase 465 SL 2 mg Lipase 465 4000
0,5 ml Puffer A
227,30 pl Amylase 411 SL 100
o 200,00 ul Xylanase 493 SL 100
Peptidmix VL1 .
250 pl Lipase 465 SL 100
mit Puffer B auf 10 ml auffillen
L 50 pl Peptidmix VL1 0,5
Peptidmix VL2 . .
mit Puffer B auf 10 ml auffillen
2 ml 0,1
Peptidmix VL3 . .
mit Puffer B auf 10 ml auffillen
ISTD-Peptid VL1 416,7 pl ISTD-Peptid SL 100
mit Puffer B auf 10 ml auffillen
ISTD-Peptid VL2 2 ml ISTD-Peptid VL1 20

mit Puffer B auf 10 ml auffillen

Tabelle A 21: Synthetische Peptidstandards (isotopenmarkierte Markerpeptide)
SL: Stammldsung, VL: Verdinnungslésung

Bezeichnung Protein Bezeichnung Peptid Aminosaure-Sequenz Einwaage
Xylanase 493 heavy GWNPGLNAR 2,8 mg
Endo-1,4-Xylanase heavy
Xylanase 599 heavy TSGTVQTGCHFDAWAR 2,3 mg
Amylase 411 heavy NWPIYK 2,7 mg
alpha-Amylase heavy Amylase 329 heavy ALSSALHER 3,9mg
Amylase 465 heavy DTGFVTYK 2,9mg
Lipase 465 heavy SGTLVPVTR 2,0 mg
Lipase heavy Lipase 575 heavy GHDGFTSSWR 2,0mg

Lipase 583 heavy ITHTNDIVPR 3,1mg




Anlage

Tabelle A 22: Losungen der synthetischen Peptidstandard (isotopenmarkierte Markerpeptide)
SL: Stammldsung, VL: Verdinnungslésung

Bezeichnung

Zusammensetzung

Endkonzentration [mg/kg]

Xylanase 493 heavy SL

Xylanase 599 heavy SL

2,8 mg Xylanase 493 heavy
0,5 ml Puffer A
2,3 mg Xylanase 493 heavy
0,5 ml Puffer A

5600

4600

Amylase 411 heavy SL

Amylase329 heavy SL

Amylase 465 heavy SL

272 mg Amylase 411 heavy
0,5 ml Puffer A
3,9 mg Amylase 411 heavy
0,5 ml Puffer A
2,9 mg Amylase 411 heavy
0,5 ml Puffer A

5400

7800

5800

Lipase 465 heavy SL

Lipase 575 heavy SL

Lipase 483 heavy SL

2,0 mg Lipase 465 heavy
0,5 ml Puffer A
2,0 mg Lipase 465 heavy
0,5 ml Puffer A
3,1 mg Lipase 465 heavy
0,5 ml Puffer A

4000

4000

6200

Peptidmix heavy VL1

185,20 ul Amylase 411 heavy SL
128,20 ul Amylase 329 heavy SL
172,40 ul Amylase 465 heavy SL
178,60 pl Xylanase 493 heavy SL
217,40 ul Xylanase 599 heavy SL
250,00 pl Lipase 465 heavy SL
250,00 pl Lipase 575 heavy SL
161,3 pl Lipase 583 heavy SL

mit Puffer B auf 10 ml auffiillen

100

Peptidmix heavy VL2

50 ul Peptidmix heavy VL1
mit Puffer B auf 10 ml auffillen




Tabelle A 23: MRM-Tabelle der ausgewahlten Markerpeptide
Q1: Mutter-lon [m/z], Q3: Fragmention [m/z], RT: Retentionszeit, DP: Declustering Potential, CE: Collision Energy, F:

Fragment, heavy: Fragmentibergang fur Peptid mit Isotopenmarkierung

Anlage

Peptidsequenz Bezeichnung Ql Q3 RT DP CE
Xylanase 493 quant F1 493,2 627,4 6,2 90 23
Xylanase 493 quant F2 493,2 741,4 6,2 90 22
GWNPGLNAR Xylanase 493 quant F3 493,2 484,3 6,2 90 21
Xylanase 493 quant heavy F1 497,8 751,4 6,2 67 27
Xylanase 493 quant heavy F2 497,8 637,4 6,2 67 27
Xylanase 599 qual F1 598,6 803,9 7,1 80 25
Xylanase 599 qual F2 598,6 724,8 7,1 80 25
TSGTVQTGCHFDAWAR Xylanase 599 qual F3 598,6 765,4 7,1 80 30
Xylanase 599 qual heavy F1 601,9 808,3 7,1 75 26
Xylanase 599 qual heavy F2 601,9 729,4 7,1 75 28
Amylase 411 quant F1 410,7 520,3 7,3 80 20
Amylase 411 quant F2 410,7 402,2 7,3 80 18
NWPIYK
Amylase 411 quant F3 410,7 706,4 7,3 80 21
Amylase 411 quant heavy F1 415,0 528,0 7,3 40 20
Amylase 329 qual F1 328,5 441,2 3,6 80 20
Amylase 329 qual F2 328,5 625,3 3,6 80 19
ALSSALHER Amylase 329 qual F3 328,5 554,3 3,6 80 21
Amylase 329 qual heavy F1 332,1 564,0 3,6 40 20
Amylase 329 qual heavy F2 332,1 635,0 3,6 40 20
Amylase 466 qual F1 465,7 714,4 6 80 20
Amylase 466 qual F2 465,7 510,3 6 80 20
DTGFVTYK Amylase 466 qual F3 465,7 657,4 6 80 24
Amylase 466 qual heavy F1 469,9 722,0 6,0 40 25
Amylase 466 qual heavy F2 469,9 461,0 6,0 40 25
Lipase 465 quant F1 465,3 472,3 5,6 60 26
Lipase 465 quant F2 465,3 571,4 5,6 60 26
Lipase 465 quant F3 465,3 684,4 5,6 60 26
SGTLVPVTR Lipase 465 quant F4 465,3 785,5 5,6 60 26
Lipase 465 quant heavy F1 470,3 482,3 5,6 65 26
Lipase 465 quant heavy F2 470,3 581,4 5,6 65 26
Lipase 575 qual F1 575,3 955,4 5,4 70 32
Lipase 575 qual F2 575,3 840,4 5,4 70 32
GHDGETSSWR Lipase 575 qual F3 575,3 636,3 5,4 70 32
Lipase 575 qual F4 575,3 783,4 5,4 70 32
Lipase 575 qual heavy F1 580,3 965,4 5,4 73 30
Lipase 575 qual heavy F2 580,3 850,4 5,4 73 30
Lipase 583 qual F1 583,3 814,4 4,2 69 36
Lipase 583 qual F2 583,3 713,4 4,2 69 36
ITHTNDIVPR Lipase 583 qual F3 583,3 599,4 4,2 69 36
Lipase 583 qual F4 583,3 951,5 4,2 69 36
Lipase 583 qual heavy F1 588,3 824,5 4,2 74 30
Lipase 583 qual heavy F2 588,3 723,4 4,2 74 30
Enzyme ISTD 496 F1 696,4 702,3 11,1 82 34
EGDSSVANSGLAALITDGPGGAK Enzyme ISTD 496 F2 696,4 815,4 11,1 82 36
Enzyme ISTD 496 F3 696,4 928,5 11,1 82 36




Anlage

Tabelle A 24: Ermittelte Schwankungen der lonenverhaltnisse der MRM-Masseniiberginge
N=3; es wurde beispielhaft das Enzym Lipase (Probe 3 und 4 der Matrix Mehl) betrachtet; IV: lonenverhiltnis; F: Fragment

Probe 3 Probe 4
MRM-Masseniibergang . !V S?" v Schankung [%] | lonenverhdltnis Schankung [%]
(definiert in 3.5.3)
Lipase 465 quant F2 3,8 4,4 13,5 3,6 5,6
Lipase 465 quant F2 3,8 3,6 5,7 3,8 0,2
Lipase 465 quant F2 3,8 3,7 1,9 3,9 3,0
Lipase 465 quant F3 5,9 6,5 9,1 7,4 21,2
Lipase 465 quant F3 59 6,3 7,4 8,0 26,2
Lipase 465 quant F3 59 8,2 28,6 6,8 14,2
Lipase 465 quant F4 65,1 76,9 15,4 62,1 4,8
Lipase 465 quant F4 65,1 70,3 7,4 58,7 10,9
Lipase 465 quant F4 65,1 60,2 8,1 59,3 9,8
Lipase 575 qual F2 1,6 1,5 6,0 1,3 25,7
Lipase 575 qual F2 1,6 1,7 8,7 1,3 24,0
Lipase 575 qual F2 1,6 1,4 16,0 1,6 0,8
Lipase 575 qual F3 2,5 2,1 19,8 2,3 7,9
Lipase 575 qual F3 2,5 2,0 25,1 2,0 22,2
Lipase 575 qual F3 2,5 2,0 22,9 2,2 11,6
Lipase 575 qual F4 7,0 6,4 8,9 5,9 19,1
Lipase 575 qual F4 7,0 6,5 7,7 5,8 20,1
Lipase 575 qual F4 7,0 7,5 6,2 5,5 26,8
Lipase 583 qual F2 2,5 2,2 14,0 2,2 12,9
Lipase 583 qual F2 2,5 2,2 9,7 2,1 16,6
Lipase 583 qual F2 2,5 2,5 1,1 2,3 5,0
Lipase 583 qual F3 9,1 7,5 21,1 8,0 13,4
Lipase 583 qual F3 9,1 8,1 11,7 8,9 1,7
Lipase 583 qual F3 9,1 8,5 6,7 7,1 27,4
Lipase 583 qual F4 4,5 3,8 19,6 3,7 23,8
Lipase 583 qual F4 4,5 4,0 14,2 4,2 8,3
Lipase 583 qual F4 4,5 4,1 11,0 41 11,1




Anlage

A9 Daten zur Validierung

Tabelle A 25: area ratios der einzelnen Konzentrationslevel der Kalibrierreihe
N=6; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; RSD: relative Standardabweichung; Konzentrationslevel KP1-6 wie in
2.2.5.3 beschrieben; es wurden keine AusreilRer ermittelt (Dean & Dixon-Test)

Endo-1,4-Xylanase

Konzentration [mg/kg] KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6
1 0,0081 0,0116 0,0226 0,1150 0,2310 0,4720
2 0,0077 0,0111 0,0225 0,1170 0,2410 0,4690
3 0,0080 0,0118 0,0225 0,1240 0,2330 0,4630
4 0,0068 0,0107 0,0205 0,1180 0,2410 0,4510
5 0,0073 0,0116 0,0254 0,1260 0,2450 0,4410
6 0,0068 0,0100 0,0225 0,1180 0,2240 0,4200
Mw 0,0075 0,0111 0,0227 0,1197 0,2358 0,4527
SD 0,0006 0,0007 0,0016 0,0043 0,0079 0,0198
RSD [%] 7,9 6,2 6,9 3,6 3,3 4,4
alpha-Amylase

Konzentration [mg/kg] KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6
1 0,0237 0,0319 0,0624 0,3200 0,6220 1,0900
2 0,0223 0,0304 0,0580 0,3120 0,6000 1,1100
3 0,0210 0,0307 0,0596 0,3180 0,6090 1,1200
4 0,0206 0,0312 0,0589 0,3210 0,5920 1,1500
5 0,0212 0,0316 0,0641 0,3410 0,6220 1,1600
6 0,0218 0,0320 0,0638 0,3190 0,6230 1,1000
Mw 0,0218 0,0313 0,0611 0,0313 0,6113 1,1217
SD 0,0011 0,0007 0,0026 0,0007 0,0132 0,0279
RSD [%] 5,2 2,1 4,3 2,1 2,2 2,5
Lipase

Konzentration [mg/kg] KP1 KP2 KP3 KP4 KP5 KP6
1 0,1800 0,2330 0,4790 2,3900 4,2800 8,1500
2 0,1700 0,2420 0,4760 2,3100 4,3300 7,7200
3 0,1650 0,2320 0,4690 2,3600 4,3700 8,0000
4 0,1510 0,2380 0,4550 2,2700 4,4800 7,7300
5 0,1450 0,2370 0,4780 2,3300 4,3100 7,9900
6 0,1460 0,2300 0,4530 2,1700 4,2900 7,6700
Mw 0,1595 0,2353 0,4683 2,3050 4,3433 7,8767
SD 0,0143 0,0045 0,0117 0,0779 0,0742 0,1957

RSD [%] 9,0 1,9 2,5 3,4 1,7 2,5




Anlage

Tabelle A 26: Ermittelte Konzentrationen der Endo-1,4-Xylanase in den Referenzmaterialien
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &

Dixon-Test
Endo-1,4-Xylanase Konzentrationslevel
Mehl 1 2 3 4
1 0,43 1,06 1,63 3,07
2 0,67 0,78 1,39 2,92
3 0,55 1,08 1,69 2,72
Mw 0,55 1,07 1,57 2,91
SD 0,12 0,01 0,16 0,18
Brot 1 2 3 4
1 0,70 2,65* 24,17* 10,20
2 0,79 2,55 6,71 9,93
3 0,73 2,55 6,83 10,08
MW 0,74 2,55 6,77 10,07
SD 0,05 0,00 0,08 0,14
Keks 1 2 3 4
1 0,86 1,88 4,23 7,97
2 0,86 1,92 4,38 7,73
3 0,85 1,94 4,31 7,82
Mw 0,86 1,91 4,31 7,84
SD 0,01 0,03 0,08 0,12

Tabelle A 27: Ermittelte Konzentrationen der alpha-Amylase in den Referenzmaterialien
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &

Dixon-Test
alpha-Amylase Konzentrationslevel
Mehl 1 2 3 4
1 6,09 20,28 41,03 92,74
2 6,28 20,02 41,43 93,41
3 5,92 20,15 41,30 94,08
Mw 6,10 20,15 41,26 93,41
SD 0,18 0,13 0,20 0,67
Brot 1 2 3 4
1 2,14 5,76 112,76* 31,16
2 2,07 5,70 20,08 32,03
3 2,17 5,74 20,15 31,22
MW 2,12 5,74 20,12 31,47
SD 0,05 0,03 0,05 0,49
Keks 1 2 3 4
1 2,25 4,92 9,87 18,48
2 2,56 4,99 10,01 18,88
3 2,57 4,85 9,81 18,61
MW 2,57 4,92 9,90 18,66

SD 0,01 0,07 0,10 0,20
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Tabelle A 28: Ermittelte Konzentrationen der Lipase FE-01 in den Referenzmaterialien
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &
Dixon-Test: aufgrund der kleinen Stichprobenzahl und der geringen Abweichung wurde der Wert nicht ausgeschlossen

Lipase Konzentrationslevel

Mehl 1 2 3 4

1 0,55 1,29 2,65 5,47
2 0,54 1,28 2,67 5,37
3 0,56 1,29 2,70 5,33
MwW 0,55 1,29 2,67 5,39
SD 0,01 0,01 0,03 0,07
Brot 1 2 3 4

1 0,37 0,59 2,92 6,60
2 0,37 0,58 3,15 6,60
3 0,37 0,54 3,25 6,56*
MW 0,37 0,57 3,11 6,59
SD 0,00 0,03 0,17 0,02
Keks 1 2 3 4
1 0,66 1,42 2,80 5,26
2 0,62 1,37 2,79 5,37
3 0,66 1,43 2,78 5,47
MW 0,66 1,41 2,79 5,37
SD 0,00 0,03 0,01 0,11

Tabelle A 29: Ermittelte Konzentrationen der alpha-Amylase in den Referenzmaterialien
N=3 (Einfachbestimmung an 3 aufeinanderfolgenden Tagen); MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung;
Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; es wurden keine AusreiRer ermittelt (Dean & Dixon-Test)

alpha-Amylase Konzentrationslevel

Brot 1 2 3 4

1 2,26 3,94 13,01 19,75

2 2,33 4,60 15,08 18,55

3 2,34 5,72 18,75 22,42

Mw 2,31 4,75 15,61 20,24

SD 0,04 0,90 2,91 1,98
Keks 1 2 3 4

1 0,87 2,34 5,77 8,47

2 1,04 2,37 4,70 10,01

3 0,95 2,77 6,10 12,34
MW 0,95 2,49 5,52 10,27

SD 0,09 0,24 0,73 1,95
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Tabelle A 30: WFR Endo-1,4-Xylanase
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &
Dixon-Test; **aufgrund der kleinen Stichprobenzahl und der geringen Abweichung wurde der Wert nicht ausgeschlossen

Endo-1,4-Xylanase Konzentrationslevel

Mehl 1 2 3 4
1 41,4 29,1 20,9 19,7
2 64,3 21,4 17,8 18,7
3 53,1 29,7 21,7 17,5
MW 52,9 29,4 21,3 18,6
SD 11,5 0,4 0,6 1,1
Brot 1 2 3 4
1 89,2 86,3** 311,8* 65,2
2 101,3 83,1 86,6 63,4
3 94,0 83,1 88,2 64,4
MW 94,8 84,17 87,4 64,3
SD 6,1 1,85 1,1 0,9
Keks 1 2 3 4
1 82,6 51,7 54,3 51,1
2 83,1 52,7 56,2 49,5
3 81,9 53,3 55,2 50,2
Mw 82,5 52,5 55,2 50,3
SD 0,6 0,8 1,0 0,8

Tabelle A 31: WFR alpha-Amylase
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &

Dixon-Test

alpha-Amylase Konzentrationslevel

Mehl 1 2 3 4
1 41,4 29,1 20,9 19,7
2 64,3 21,4 17,8 18,7
3 53,1 29,7 21,7 17,5
MW 52,9 26,7 20,1 18,6
SD 11,5 4,6 2,1 1,1
Brot 1 2 3 4
1 110,1 75,8 586,7* 80,2
2 106,6 75,0 104,5 82,5
3 111,8 75,5 104,8 80,4
MW 109,5 75,4 104,7 81,0
SD 2,7 0,4 0,2 1,3
Keks 1 2 3 4
1 82,6 51,7 54,3 51,1
2 83,1 52,7 56,2 49,5
3 81,9 53,3 55,2 50,2
Mw 82,5 52,5 55,2 50,3

SD 0,6 0,8 1,0 0,8
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Tabelle A 32: WFR Lipase
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &
Dixon-Test: aufgrund der kleinen Stichprobenzahl und der geringen Abweichung wurde der Wert nicht ausgeschlossen

Lipase Konzentrationslevel

Mehl 1 2 3 4
1 152,9 102,0 98,0 101,3
2 150,0 101,5 99,0 99,4
3 156,7 102,3 99,9 98,7
MW 153,2 101,9 99,0 99,8
SD 2,2 0,4 1,0 1,3
Brot 1 2 3 4
1 136,7 56,1 108,9 121,7
2 136,7 54,5 117,6 121,7
3 136,7 51,3 121,3 121,1*
MW 136,7 54,0 115,9 121,5
SD 0,0 4,6 5,5 0,3
Keks 1 2 3 4

1 184,2 112,6 103,8 97,5
2 172,8 108,5 103,2 99,4
3 183,2 113,7 102,9 101,3
Mw 183,7 111,6 103,3 99,4

SD 0,4 2,4 0,4 1,9
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Tabelle A 33: WFR nach Verdau mit TP
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; TP: Temperaturprogramm; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben;
*Ausreiler nach Dean & Dixon-Test

Endo-1,4-Xylanase Konzentrationslevel

Brot 1 2 3 4

1 96,8 80,3 87,2 85,8
2 90,2 83,1 93,3 85,6
3 93,6 83,9 89,8 85,1
MW 93,5 82,4 90,1 85,5
SD 3,3 1,9 3,0 0,3
Keks 1 2 3 4

1 101,4 76,9 77,1 79,5
2 103,6 76,9 74,6 82,7
3 96,9 206,1* 72,4 84,8
MW 100,6 76,9 74,7 82,3
SD 3,4 0,0 2,4 2,6
alpha-Amylase Konzentrationslevel

Brot 1 2 3 4

1 108,0 53,6 62,8 41,2
2 104,6 54,2 62,8 42,6
3 100,1 52,7 67,7 44,0
MW 104,2 53,5 64,5 42,6
SD 4,0 0,7 2,8 1,4
Keks 1 2 3 4

1 62,8 34,5 27,3 28,4
2 68,5 35,1 28,1 30,3
3 65,4 336,9* 27,6 26,2
MW 65,6 34,8 27,7 28,3
SD 2,8 0,4 0,4 2,1
Lipase Konzentrationslevel

Brot 1 2 3 4

1 116,1 64,8 105,3 118,6
2 111,3 61,6 1111 115,4
3 117,0 60,9 118,7 119,8
Mw 114,8 62,4 111,7 117,9
SD 3,1 2,1 6,7 2,3
Keks 1 2 3 4

1 149,1 115,8 1111 110,8
2 176,6 119,6 109,2 105,7
3 163,3 118,3 112,9 108,2
Mw 163,0 117,9 111,21 108,2

SD 13,8 1,9 1,8 2,5




Tabelle A 34: WFR in Mehl nach Quantifizierung mit Matrix-Kalibrierung

Anlage

N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; es wurden keine AusreilRer

ermittelt (Dean & Dixon-Test)

Konzentrationslevel

Endo-1,4-Xylanase 1 2 3 4
1 201,9 155,2 123,3 112,2
2 300,0 111,5 100,8 114,7
3 279,8 164,0 129,5 103,2
MW 260,6 143,6 117,9 110,0
SD 51,8 28,1 15,1 6,1
alpha-Amylase 1 2 3 4
1 193,4 202,7 201,6 214,0
2 203,9 202,7 206,7 220,4
3 196,9 201,6 204,1 222,7
MW 198,1 202,3 204,1 219,0
SD 53 0,6 2,6 4,6
Tabelle A 35: WFR alpha-Amylase (Probe 2 und 4) nach Quantifizierung mit Standardaddition
N=1
Fiir die Quantifizierung mit Standardaddition verwendete Kalibrierung

KP3
zudotierte Analytmasse [mg] 2,06
Analyt Flache
Probe 2 1550000 2920000
Probe 4 1870000 3460000
Mit Standardaddition ermittelte Analytkonzentration [mg/kg]
Probe 2
Probe 4
Berechnete WFR [%]

Probe 2 (Sollkonzentration 9,03 mg/kg)
Probe 4 (Sollkonzentration 38,70 mg/kg)
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Tabelle A 36: WFR Endo-1,4-Xylanase nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; es wurden keine AusreilRer
ermittelt (Dean & Dixon-Test)

Endo-1,4-Xylanase Konzentrationslevel

Mehl 1 2 3 4
1 - - 15,7 16,5
2 - - 16,2 17,9
3 - - 18,4 13,0
Mw - - 17,0 15,8
SD - - 1,9 2,5
Brot 1 2 3 4
1 57,5 30,4 27,5 17,0
2 61,1 311 24,6 17,1
3 63,6 32,6 24,1 16,9
MW 60,7 31,4 25,4 17,0
SD 3,1 1,1 1,8 0,1

Keks 1 2 3 4
1 50,7 23,0 14,2 14,4
2 46,8 20,9 16,3 13,2
3 46,2 21,2 16,0 13,1
Mw 47,9 21,7 15,5 13,5
SD 2,5 1,2 1,1 0,7

Tabelle A 37: WFR alpha-Amylase nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; * Ausreier nach Dean &

Dixon-Test

alpha-Amylase Konzentrationslevel

Mehl 1 2 3 4
1 84,4 46,6 44,1 32,5
2 76,8 37,3 38,4 39,5
3 70,9 41,0 37,6 29,4
Mw 77,4 41,6 40,1 33,8
SD 6,8 4,6 3,6 5,2
Brot 1 2 3 4
1 60,5 28,5 236,1* 29,5
2 83,2 27,3 36,8 30,7
3 70,8 28,4 38,4 30,0
MW 71,5 28,1 37,6 30,0
SD 11,4 0,6 1,1 0,6
Keks 1 2 3 4
1 46,3 26,0 24,8 20,4
2 60,3 28,2 21,7 22,0
3 64,1 25,8 21,9 20,5
MW 56,9 26,7 22,8 21,0

SD 9,4 1,3 1,7 0,9
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Tabelle A 38: WFR Lipase nach Quantifizierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards
N=3; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Konzentrationslevel wie in 2.2.4 beschrieben; es wurden keine AusreilRer
ermittelt (Dean & Dixon-Test)

Lipase Konzentrationslevel
Brot 1 2 3 4
1 86,1 24,3 17,4 19,1
2 85,5 23,1 14,9 16,9
3 82,9 24,2 14,5 21,7
MW 84,8 23,9 15,6 19,2
SD 1,7 0,7 1,6 2,4
Keks 1 2 3 4
1 70,7 32,0 20,8 16,3
2 68,8 26,6 19,1 12,0
3 67,9 24,7 17,0 11,4
MW 69,2 27,8 19,0 13,2
SD 1,5 3,8 1,9 2,7

Tabelle A 39: Ermittelte Signal-Rausch-Verhiltnisse an der Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze

N=3; S/N: Signal-Rausch-Verhiltnis; NG: Nachweisgrenze; BG: Bestimmungsgrenze

Endo-1,4-Xylanase alpha-Amylase Lipase
S/N NG BG NG BG NG BG
Mehl 8,5 32,0 3,1 10,1 6,0 18,0
6,0 18,0 3,5 15,4 5,8 19,1
7,1 15,3 3,9 13,2 7,8 15,7
Brot 5,5 26,5 8,6 26,5 6,2 20,1
3,0 10,5 7,5 15,3 5,8 13,2
4,7 19,5 5,3 10,0 4,9 17,0
Keks 5,0 11,5 - 12,0 8,5 19,8
6,0 13,0 - 12,5 8,9 12,5

4,5 10,5 - 15,0 6,8 16,0
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Abbildung A 4: Signal-Rausch-Verhiltnis der Endo-1,4-Xylanase an der Bestimmungsgrenze

Y: Achse: Intensitdt in cps; x-Achse: Retentionszeit in Minuten; dargestellt wurde reprasentativ die Matrix Mehl
(15,6 mg/kg) und das Quantifizierungs-Massenfragment 493,0 - 627,4
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Abbildung A 5: Signal-Rausch-Verhiltnis der alpha-Amylase an der Bestimmungsgrenze

Dargestellt wurde reprasentativ die Matrix Mehl (7,61 mg/kg) und das Quantifizierungs-Massenfragment 410,7 - 520,3
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Abbildung A 6: Signal-Rausch-Verhiltnis der Lipase in der Matrix Keks 1,26 mg/kg

Dargestellt wurde reprasentativ die Matrix Keks (1,26 mg/kg) und das Quantifizierungs-Massenfragment 465,3 - 472,3
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Tabelle A 40: Peakflachen im LM-Blank, Matrix-Blank und an der BG zur Priifung der Spezifitit
N=15, PF LM: Peakflache im Losungsmittel-Blank, PF Matrix: Peakflache in enzymfreiem Matrix-Blank, PF BG: Peakflache an

der Bestimmungsgrenze des Enzyms

Endo-1,4-Xylanase alpha-Amylase Lipase
PFLM PFMatrix PFBG PFLM PF Matrix PFBG | PFLM PF Matrix PF BG
Mehl 20 213 18600 42 3060 17200 0 98 50800
0 336 9150 42 3050 18500 64 188 50500
27 20 13400 81 3180 20400 0 2300 54200
0 41 14600 0 903 20600 0 1790 53100
102 41 13500 42 4410 21200 0 3600 49300
27 0 13900 0 1540 17000 0 986 52600
21 85 19200 42 3710 20700 0 3290 51800
69 21 21500 81 2250 16900 0 2820 52400
41 18500 0 339 14800 0 3480 62200
1950 14600 81 1460 17300 193 8620 54300
24 11500 0 956 16700 51 72 51000
27 0 15600 81 114 16900 0 26 72400
0 78 11900 42 541 16800 0 70 52300
21 82 10200 42 2840 15600 0 1070 48500
27 102 14700 0 2840 17400 0 1130 50800
Brot 20 137 30700 42 128 12000 0 132 4730
0 0 22800 42 488 11900 64 892 4140
27 350 22800 81 1060 11700 0 993 5370
0 1280 21700 0 1100 12800 0 499 4370
102 263 21500 42 1170 10400 0 416 4190
27 1200 23500 0 1190 13400 0 387 6580
21 802 22700 42 1760 10400 0 384 4000
69 638 22800 81 403 11600 0 1140 5170
86 22100 0 2330 9850 0 1230 5950
47 19000 81 1460 11800 193 1450 7580
345 20900 0 2840 11700 51 821 5070
27 978 22400 81 1040 13300 0 535 6460
0 608 22000 42 2590 13000 0 628 5150
21 59 24300 42 1990 11300 0 642 4520
27 475 21100 0 1360 10500 0 845 6490
Keks 20 27 20200 42 377 7610 0 1770 19200
0 688 20200 42 1960 7510 64 840 20200
27 321 21400 81 882 7250 0 1480 16600
0 218 19200 0 364 7890 0 927 16600
102 503 20500 42 1170 7510 0 1280 17700
27 1170 18300 0 705 7550 0 1040 17500
21 835 19800 42 1480 7380 0 799 19700
69 70 19500 81 521 8550 0 1210 21200
433 21700 0 1230 6550 0 5270 19200
1620 18700 81 148 7330 193 4080 15800
285 17800 0 1780 6760 51 4370 18200
27 1050 18300 81 842 5290 0 4550 19500
0 1970 20700 42 392 5290 0 4530 21900
21 1500 21300 42 1500 5690 0 5550 25300
27 570 20600 0 690 6870 0 4440 19900
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