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Abstract

Abstract

The demand for gluten-free (GF) products is steadily increasing, but despite sub-
stitutes like hydrocolloids, fats, emulsifiers, or alternative protein sources, their
quality remains technologically and nutritionally inadequate. Proteins and arabi-
noxylans (AX) have already been used as structure-forming ingredients, as they
form a polymer network whose properties strongly depend on the polymer struc-
ture and extraction conditions. Therefore, the aim of this master's thesis was the
implementation of a simultaneous extraction process to mildly extract the target
components protein and AX from GF cereals (maize, oat), with focus on recovery
yield maintaining the functionality of the produced extracts. Among GF cereals
maize offers the highest arabinoxylan content and oat is rich in proteins. First,
preliminary tests were carried out at a laboratory scale under various extraction
conditions using maize wholemeal flour in order to achieve high yields in protein
and AX. The concentration of starch-depolymerizing enzymes, the pH value (9,
11) of the AX extraction as well as the pH of the previously determined isoelectric
point (IEP) of proteins played a crucial role. After determining the most efficient
processing conditions (pH 11, 300-fold enzyme concentration acc. to the manu-
facturer’s instructions), AX of maize and oat fiber-rich fraction were extracted us-
ing calcium hydroxide (Ca(OH)2) solution (pH 11) and proteins via precipitation
at the isoelectric point (maize at pH 8, oat at pH 5), followed by protein (DUMAS)
and AX (HPAEC) quantification and evaluation of the most suitable raw material
for a subsequent pilot-scale extraction process. Compared to the lab-scale pro-
cess, pilot-scale separation of both extracted target compounds was based on
molecular size using ultra-/diafiltration, recovering 7,05 £ 0,04 g/100 g protein
(Yield 0,324 %) and 16,62 + 0,42 g/100 g AX (Yield 15,08 %) from maize. In or-
der to increase AX recovery, bran residues were further treated/extracted using
fiber-degrading xylanases, followed again by ultra-/diafiltration, in which further
28,38 £ 1,53 g/100 g AX (Yield 8,83 %) were recovered. This study developed an
optimized AX-extraction process for GF flours, highlighting the challenges of a

simultaneous protein extraction.



Aufgabenstellung und Zielsetzung
Zusammenfassung

Die Nachfrage nach glutenfreien (GF) Produkten steigt stetig, doch trotz Ersatz-
stoffen wie Hydrokolloide, Fett, Emulgatoren oder alternative Proteinquellen
bleibt die Qualitat technologisch und ernahrungswissenschaftlich unzureichend.
Proteinen und Arabinoxylanen (AX) wurden bereits als strukturgebende Zutaten
genutzt, da sie ein Polymernetzwerk bilden, dessen Eigenschaften stark von der
Polymerstruktur und den Extraktionsbedingungen abhangen. Ziel dieser Master-
arbeit war daher die Implementierung eines simultanen Extraktionsverfahrens zur
schonenden Extraktion der Zielkomponenten Protein und AX aus GF-Getreide
(Mais, Hafer), wobei der Schwerpunkt auf der Ausbeute bei gleichzeitiger Erhal-
tung der Funktionalitat der hergestellten Extrakte lag. Unter den GF-Getreiden
bietet Mais den héchsten AX-Gehalt und Hafer ist reich an Proteinen. Zunachst
wurden Vorversuche im Labormalstab unter verschiedenen Extraktionsbedin-
gungen mit Maisvollkornmehl durchgefuhrt, um hohe Ausbeuten an Protein und
AX zu erzielen. Dabei spielten die Konzentration der Starke-depolymerisierenden
Enzyme, der pH-Wert (9, 11) der AX-Extraktion sowie der pH-Wert des zuvor
bestimmten isoelektrischen Punktes (IEP) der Proteine eine entscheidende
Rolle. Nach der Ermittlung der effizientesten Verarbeitungsbedingungen (pH 11,
300-fache Enzymkonzentration nach Herstellerangaben) wurden AX aus Mais
und Hafer mit Calciumhydroxid (Ca(OH)2)-Lésung (pH 11) und Proteine durch
Fallung am isoelektrischen Punkt (Mais bei pH 8, Hafer bei pH 5) extrahiert, an-
schlieBend Protein- (DUMAS) und AX-Quantifizierung (HPAEC) durchgefuhrt
und das am besten geeignete Rohmaterial fur einen nachfolgenden Extraktions-
prozess im Pilotmalistab ermittelt. Im Vergleich zum Verfahren im Labormalistab
erfolgte die Trennung der beiden extrahierten Zielverbindungen im Pilotmal3stab
auf der Grundlage der MolekulargroRe durch Ultra-/Diafiltration, wobei 7,05 +
0,04 g/100 g Protein (Ausbeute 0,324 %) und 16,62 + 0,42 g/100 g AX (Ausbeute
15,08 %) aus Mais zurickgewonnen wurden. Um die AX-Gewinnung zu erhéhen,
wurden die Kleie-RlUckstande mit faserabbauenden Xylanasen weiter behan-
delt/extrahiert, gefolgt von einer weiteren Ultra-/Diafiltration, bei der weitere 28,38
+ 1,53 g/100 g AX (Ausbeute 8,83 %) gewonnen wurden. In dieser Studie wurde
ein optimiertes AX-Extraktionsverfahren fir GF-Mehle entwickelt, wobei die Her-

ausforderungen einer gleichzeitigen Proteinextraktion hervorgehoben wurden.
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Aufgabenstellung und Zielsetzung

1 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Das Hauptziel dieser Masterarbeit ist die Entwicklung eines simultanen Extrakti-
onsprozesses, um sowohl Proteine als auch Arabinoxylane aus Mais und Hafer
zu extrahieren und somit potenzielle, teigstabilisierende Komponenten flir gluten-
freie Backwaren zu gewinnen. Der Schwerpunkt der Forschung liegt auf der Ent-
wicklung einer optimalen und schonenden Extraktionsmethode, sowohl im Labor
als auch im Pilotmalstab, mit der eine maximale Ausbeute an mdglichst reinen
Protein- und AX-Isolaten erreicht werden soll. Dabei wurden verschiedene Fak-
toren berucksichtigt, darunter der Starkeabbau mittels Enzyme, verschiedene
pH-Werte fur die AX-Extraktion (9, 11) und der IEP der Proteine sowie das Ex-
traktionsmaterial (Maisvollkornmehl, Mais-, Haferkleie) mit unterschiedlichen Ge-
halten an Proteinen und AX. Nach der Ermittlung geeigneter Extraktionsbedin-
gungen (pH 11, 300-fache Enzymkonzentration) im Labormafstab wurden diese
fur den Extraktionsprozess im Pilotmalistab angepasst. Hierbei wurde die Ab-
trennung beider Zielsubstanzen unter Verwendung von Membranen unterschied-
licher Porengréfien (100 kDa, 5 kDa) im Ultrafiltrationsverfahren angestrebt. Zu-
satzlich erfolgte die Aufreinigung sowie Aufkonzentrierung der gewonnen Reten-
tate durch Diafiltration. Die im Rahmen der praktischen Arbeiten erhaltenen Ex-
trakte (und Ruckstande) wurden anhand ihrer Nahrstoffzusammensetzung und
funktionellen Eigenschaften (Phenolsduregehalte) statistisch ausgewertet und

bewertet.



Einleitender theoretischer Hintergrund

2 Einleitender, theoretischer Hintergrund

Mais, Reis, Weizen, Gerste und Sorghum bilden die funf wichtigsten Getreidear-
ten in der weltweiten Produktion. Vor allem Mais ist der fuhrende Produzent mit
einer hohen Wachstumsrate aufgrund der vielfaltigen Verwendungsmaoglichkei-
ten, insbesondere in den Bereichen Biokraftstoff und Tierfutter (FAO, 2021). Die
Verwendung von Getreidepflanzen fur Lebensmittel in den Industrielandern
nimmt stetig zu, insbesondere als Bestandteil von Fruhstlcksprodukten, Snacks
und diatetischen Produkten (Nuss & Tanumihardjo, 2010). Zu den gangigsten
Lebensmitteln und Nutrazeutika aus Getreide zahlen Weizen, Hafer, Gerste,
Buchweizen, Leinsamen, Flohsamen und brauner Reis (Chandran et al., 2023).
Besonders die weltweite Nachfrage nach glutenfreien Produkten steigt, aufgrund
der Pravalenz von Zdliakie, Allergien, Gluten-Ataxie und Gluten-Sensitivitat, die
durch den Verzehr bestimmter Prolaminfraktionen aus Weizen (Gliadin), Roggen
(Secalin) oder Gerste (Hordein) ausgeldost werden (Nuss & Tanumihardjo,
2010)(Ayala-Soto et al., 2017). Die einzige wirksame Behandlung flur glutenbed-
ingte Erkrankungen besteht darin, eine glutenfreie (GF) Diat einzuhalten (Ayala-
Soto et al., 2017). Eine Reihe von Getreidesorten wie Mais, Hafer, Reis, Hirse,
Sorghum, aber auch Hulsenfrichte, Wurzelgemuse, Bananen, Kochbananen
und Kastanien konnen als Rohstoffe fur glutenfreie Produkte dienen. Trotz der
Verflugbarkeit verschiedener Getreidesorten wird flr etwa drei Viertel aller glu-
tenfreien Produkte Uberwiegend Mais- oder Reisstarke verwendet. Die Verwen-
dung dieser glutenfreier Getreidearten wirken sich auf die ernahrungsphysiologi-
sche Qualitat der Produkte aus und fuhrt zu einer hohen Energiedichte, aber ei-
ner niedrigen Nahrstoffdichte, gekennzeichnet durch einen niedrigen Gehalt an
Vitaminen, Mineralstoffen, Spurenelementen, Ballaststoffen und sekundaren
Pflanzenstoffen. Zusatzlich wirkt sich die Verwendung von glutenfreier Getreide-
arten auch auf die sensorische Qualitat aus, vor allem im Brotbereich (Berghofer
et al., 2016). Das Fehlen von Glutennetzwerken fuhrt bei glutenfreien Teigen zu
einer geringen Viskositat, Kohasion und Elastizitat. Diese Eigenschaften fuhren
zu einem suboptimalen Volumen, unzureichender Farbe und krumeliger Textur,
in Summe zu einer Reduktion der Gesamtqualitat glutenfreier Backwaren
(Waziiroh et al., 2022). Um die Teigstruktur und das Gashaltevermdgen zu ver-
bessern, sowie die generelle Abwesenheit von Proteinen auszugleichen, werden

haufig alternative Proteinquellen verwendet (Bean et al., 2021). Pflanzenproteine
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Einleitender theoretischer Hintergrund
wurden in den letzten Jahren aufgrund ihrer nachwachsenden und biologisch ab-
baubaren Eigenschaften und ihren funktionellen Aspekten, wie Emulgierfahigkeit
fibrogene Fahigkeiten und wasserlosliche Wirkung intensiv wissenschaftlich ver-
folgt (Chandran et al., 2023). Zein, ein Speicherprotein aus Mais, besitzt einzig-
artige Eigenschaften, die fur die Lebensmittelindustrie von Vorteil sein konnten,
wie zum Beispiel seine Fahigkeit Nanomaterialien, Proteinnetzwerke und
viskoelastische Teige zu bilden. Dies ist besonders interessant fur die Herstel-
lung von glutenfreien Backwaren (Bean et al., 2021). Ebenso wichtig fur die glu-
tenfreie Produktion sind Hemicellulosen wie Arabinoxylane (AXs), die in den Zell-
wanden von Getreidekdrnern vorkommen. AXs sind fur ihre I6slichen Fraktionen
bekannt. Im Vergleich zu den unl6slichen Fraktionen kénnen diese bis zu 20-mal
mehr Wasser binden und dienen somit als wertvolle Hilfe bei der Brotherstellung,
indem es die Teigviskositat verbessert und die Teigstruktur nach dem Kneten
stabilisiert. Dies tragt zur Herstellung weicherer Brote mit erhdhtem spezifischen
Volumen und verbesserter Krumeneigenschaften bei (Belitz, Hans-Dieter &
Grosch, Werner & Schieberle, 2008; Espinosa-Ramirez et al., 2020). Im Bereich
der Backwaren hat die Kombination von Proteinen und Arabinoxylanen ein gro-
Res Potenzial zur Verbesserung der Qualitat und des Nahrwertes der Produkte
gezeigt. In glutenfreien Produkten, bei denen das glutenhaltige Netzwerk fehlt,
konnen Arabinoxylane und Proteine durch enzymatische und chemische Reakti-
onen ein alternatives Netzwerk bilden. Arabinoxylane haben sehr gute Gelierei-
genschaften, die es ihnen ermdglichen, sich mit anderen AX-Molekilen und Po-
lymere wie Proteinen und Lignin zu vernetzen. Diese Vernetzungen entstehen
durch kovalente Bindungen, vor allem mit Di- oder Tri-Ferulasdurenbindungen.
Solche kovalenten Bindungen zwischen Molekullen verbessert die strukturellen
Eigenschaften von Backwaren (Bender et al., 2018). Nichtsdestotrotz gibt es ak-
tuell nur wenig Information daruber, inwieweit diese Polymere spezifisch mitei-
nander interagieren und so zur Teilstabilisierung beitragen. Die Verwendung von
Arabinoxylanen bietet nicht nur technologische Vorteile, sondern auch mehrere
bedeutende gesundheitliche Vorteile, darunter die Regulierung der Darmmikro-
biota, die zu einer Veranderung der Produktion von kurzkettigen Fettsauren
(SCFA) im Dickdarm fuhrt, die Verbesserung der antioxidativen Kapazitat und die
Kontrolle der postprandialen Blutzuckerreaktion, wodurch eine hypoglykamische
Wirkung erzielt wird. Diese Vorteile tragen zur Verbesserung der Verdauungsge-

sundheit und der allgemeinen Stoffwechselreaktion bei (Zannini et al., 2022).
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Einleitender theoretischer Hintergrund
Auch der Zusatz von Proteinen, beeinflusst nicht nur die Qualitat der Backwaren,
sondern auch die Nahrwerte, denn glutenfreie Produkte enthalten einen niedri-
gen Proteingehalt im Vergleich zu glutenhaltige Produkte. Eine Studie zeigte,
dass glutenfreie Brote im Durchschnitt nur 4,4 g Protein pro 100 g enthalten, ver-
glichen mit 10 g pro 100 g in herkdmmlichen Broten. Somit steigert der Zusatz
von Proteinen auch den Proteingehalt der Backwaren (Stantiall & Serventi,
2018).

2.1 Ubersicht der Getreidearten

Der Begriff ,Getreide” bezieht sich auf die Kérner von Grasern und umfasst eine
Vielzahl von landwirtschaftlichen Nutzpflanzen, die aus verschiedenen Arten von
Grasern gezuchtet wurden. Weizen, Gerste, Roggen, Hafer, Reis, Mais und ver-
schiedene Hirsesorten gehdren zu den sieben Grundgetreidearten. Abbildung 1
zeigt die evolutionare Entwicklung der Getreidearten und ihre botanische Einord-
nung. Getreidepflanzen sind einjahrige Kulturpflanzen, die zur Familie der
SuRgraser (Poaceae) gehodren und spielen seit Jahrtausenden eine zentrale

Rolle in der menschlichen Ernahrung (Rimbach, G. et al., 2010).

Weizen (Triticum aestivum)
Tritcum ——— Hartweizen (Triticum durum)
/ Dinkel (Triticum spelta)

Weizengréaser

Secale ——» Roggen (Secale cereale)

/ Triticeae) \
Schwingeléahnliche Hordeum —»
(Pooideae) \ Hafergraser
/ (Aveneae) —  Avena ———»
/ Reisahnliche ——  Reisgewachse Oryza » Reis (Oryza sativa)
SuBgraser (Oryzoideae) (Oryzeae)
(Poaceae) \
Hirsedhnliche —— Hirsegraser Pennisetum — Rispenhirse (Panicum millaceum)
(Panicoideae) (Paniceae) Kolbenhirse (Setaria italica)
Bartgrasgewéachse Maisgewéachse
(Andropogonoideae) ——  (Zeae) Zea » Mais (Zea mays)

Familie =—— Unterfamilie —————— Tribus —p Genus

Abbildung 1: Evolutionare Entwicklung der Getreidearten und ihre botanische Klassifizierung (Rimbach, G.
et al., 2010)



Einleitender theoretischer Hintergrund
Fir die Herstellung von Hefeteigprodukten wie Brot und Geback ist Weizen, auf-
grund der enthaltenen Glutenproteine, ein hervorragender Rohstoff. Einige Men-
schen leiden jedoch an Erkrankungen wie Zoliakie, Weizenallergie, Glutenataxie
und nicht-zdliakalische Glutensensitivitat. Diese Erkrankungen werden durch
Prolaminfraktionen, die zum Beispiel in Weizen, Roggen und Gerste enthalten
sind, verursacht. Die einzige Moglichkeit diese Erkrankung zu umgehen, besteht
darin, dauerhaft auf glutenhaltige Lebensmittel zu verzichten. Diese Lebensmittel
mussen weniger als 20 ppm (Teile pro Million) Gesamtgluten enthalten (Ayala-
Soto et al., 2017).

2.1.1 Zusammensetzung des Getreidekorns

Das Tausendkorngewicht, d. h. das Gewicht von 1000 Koérnern, variiert je nach
Getreideart, deren chemischen Zusammensetzung (z.B. Feuchtegehalt), Anbau-
bedingungen und Lagerbedingungen. Mais hat das hochste Gewicht
(200—450 g), gefolgt von Weizen, Gerste, Hafer, Roggen, Reis (25-55 g) und
Hirse (ca. 48 g). AuRerlich wird zwischen geschélten und ungeschélten Sorten
unterschieden. Obwohl die Struktur von Getreidekornern unterschiedlich ist, gibt
es grundlegende Ahnlichkeiten zwischen den einsamigen Getreidekdrnern. Ab-
bildung 2 zeigt den Aufbau und die Bestandteile eines Getreidekorns. Die ver-
schiedenen Kompartimente des Getreidekorns haben unterschiedliche Zusam-
mensetzungen, die in Tabelle 1 dargestellt sind. Mais enthalt zum Beispiel weni-
ger Wasser und Proteine, aber mehr Lipide und Kohlenhydrate zu Weizen und
Roggen. Hafer hat vergleichsweise hohe Lipidgehalte und einen etwas geringe-

ren Kohlenhydratgehalt als andere Getreidearten (Rimbach, G. et al., 2010).



Einleitender theoretischer Hintergrund

Frucht- und Samenschale (5% des Korns): Aleuronschicht (7-9% des Korns):
Cellulose, Mineralstoffe Proteine, Vitamine, Enzyme

Keimling (4% des Korns):
Lipide, Proteine, Mineralstoffe

Mehlkérper (82% des Korns):
Kohlenhydrate, Proteine

Samenhaare (Bértchen):
Cellulose

Abbildung 2: Aufbau und Bestandteile eines Getreidekorns (Rimbach, G. et al., 2010)

Tabelle 1: Nahrstoffzusammensetzung der Getreidearten (g) bezogen auf 100 g ganzes Korn, Quelle nach
Belitz, Hans-Dieter & Grosch, Werner & Schieberle (2008), eigene Darstellung 2024

Weizen Roggen Mais  Gerste' Hafer' Reis?  Hirse3

Wasser 12,7 13,7 11,2 12,2 13,0 13,1 12,1
Proteine 11,4 9,5 8,7 11,2 10,7 7.8 10,6
Lipide 1,8 1,7 3,8 2,1 71 2,2 3,9

Kohlen- 59,6 60,7 64,2 63,3 55,7 74 1 68,8
hydrate

Ballast- 13,3 13,2 9,7 9,8 9,7 2,2 3,8

stoffe

Mineral- 1,7 1,9 1,3 2,3 2,9 1,2 1,6

stoffe

"entspelzt, 2unpoliert, *geschalt

2.1.2 Eigenschaften spezifischer Getreidearten

1. Mais (Zea mays L.)

Mais gehort zur Gattung Zea Mays und zahlt zu den bedeutendsten Getreidear-
ten weltweit (Rimbach, G. et al., 2010). Ursprunglich vor etwa 7000 bis 10.000
Jahren in Mittelamerika domestiziert, verwandelten die Ureinwohner Nordameri-
kas Mais in eine Pflanze mit grol3eren Kolben und mehr Kornreihen. Dies fuhrte
zu einer Steigerung der Nahrstoffdichte und machte Mais zu einer bedeutenden

Nahrungsquelle (Ranum et al., 2014).

Mais wird derzeit in nahezu jedem Teil der Welt angebaut. Laut Kaushal et al.
(2023) sind die USA der weltweit fuhrende Anbieter von Mais, gefolgt von China

und Brasilien. Die Maisproduktion lag im Jahr 2021 bei 1,2 Milliarden Tonnen und
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Einleitender theoretischer Hintergrund
verzeichnete damit das schnellste Wachstum im Vergleich zu den anderen be-
deutenden Getreidearten, wie Reis, Weizen, Gerste und Sorghum (FAO, 2021).
Mais findet nicht nur Verwendung beim Menschen, sondern auch in groRen Men-
gen als Tierfutter und als Hauptrohstoff flr verschiedene Industriebereiche wie

die Biokraftstoffproduktion verwendet (Kaushal et al., 2023).

Das Getreide zahlt zu den einjahrigen Pflanzen, was bedeutet, dass er in einer
Anbauperiode ausgesat und geerntet wird (Kaushal et al., 2023). Die Pflanze
wachst hoch und erreicht Hohen von bis zu 2,5 m (Rimbach, G. et al., 2010). Sie
bevorzugt warmere Temperaturen als andere Getreidesorten (Shukla & Cheryan,
2001). Jede Pflanze tragt etwa zwei Kolben mit jeweils 816 Langsreigen von Kor-
nern. Rund 50.000 verschiedene Maissorten sind bekannt, die sich in Farbe,
Form und Grofke sowie in der Beschaffenheit des Endosperms unterscheiden
(Rimbach, G. et al., 2010). Bekannte Sorten umfassen Zea mays var. indentata
(dent), indurate (flint), amylacea (flour), saccharata (sweet), everta (popcorn)
(Nuss & Tanumihardjo, 2010).

Mais findet Verwendung in Produkten wie Maisgrield (Polenta), Cornflakes, Pop-
corn, Maisstarke und anderen Erzeugnissen. Aufgrund des fehlenden Glutens ist
Mais besonders fur Menschen mit Glutenunvertraglichkeit geeignet, kann aber
selbst nur bedingt zum Backen verwendet werden (Rimbach, G. et al., 2010).

Ein wichtiger Teil des Mais ist die Maiskleie, die oft nicht vollstandig genutzt wird.
Beim Mahlprozesses der Maiskleie wird der Keim, Aleuronschicht, Testa, Peri-
karp und ein geringer Teil des Endosperms mitverarbeitet. Maiskleie ist durch
ihren hohen Nahrwert mit funktionellen Inhaltsstoffen gekennzeichnet und bietet
zahlreiche gesundheitliche Vorteile (Saeed et al., 2021).

Nahrstoffzusammensetzung

Maiskorner bestehen zu etwa 42 % aus essbaren Bestandteilen, darunter das
Endosperm (82-83 %), der Keim (10-12 %), die Kleie (56 %) und die Spitzen-
kappe (1 %) (Nuss & Tanumihardjo, 2010; Ai & Jane, 2016).

Der Hauptbestandteil der Korner ist Starke, die etwa 72 % des Trockengewichts
ausmacht. Die Starke besteht aus zwei Glukosepolymern, aus Amylose und

Amylopektin im Verhaltnis von 25:75. Der Gehalt an Zucker betragt zwischen 1 %
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und 3 %, hauptsachlich Saccharose, sowie geringen Mengen an Maltose, Glu-
kose, Fruktose und Raffinose. Der Keim enthalt den grofRten Teil dieser freien
Zucker, wahrend Starke Uberwiegend im Endosperm liegt (Nuss & Tanumihardjo,
2010).

Der Proteingehalt des Maiskorns betragt etwa 10 % (Nuss & Tanumihardjo,
2010). Die Hauptproteine sind Zeine, eine Gruppe aus Prolaminen, die in a-, 3-,
y- und &-Zein unterteilt sind (Shewry & Halford, 2002). Diese Proteine sind reich
an Glutaminsaure, Asparaginsaure und Arginin, jedoch arm an essenziellen Ami-

nosauren wie Lysin und Tryptophan (Culetu et al., 2021).

Die drittgrofdte ernahrungsphysiologische Komponente im Maiskorn nach Starke
und Protein ist Fett, hauptséchlich in Form von Ol. Der Fettgehalt liegt zwischen
3,5 % und 6 % des Gesamtgewichts des Korns, wobei etwa 85 % des Ols im
Keim gespeichert sind. Dieses Ol besteht hauptsachlich aus ungeséattigten Fett-
sauren wie Linolsaure (60 %), Olséure (24 %) und Palmitinsdure (11 %) (Nuss &
Tanumihardjo, 2010).

Mais bietet zudem wichtige Vitamine, darunter Provitamin A (Carotinoide), Vita-
min E (Tocopherole). Im Vergleich zu Weizenkdrnern enthalt Mais geringfigig
weniger Thiamin und etwa die Halfte an Pantothensaure, Folsdure und Cholin.
Es mangelt an bestimmten Nahrstoffen wie den Vitaminen B12 und C. Bei den
Mineralstoffen enthalt Mais hauptsachlich Phosphor (in Form von Phytat), Kalium
und Magnesium, diese machen fast 85 % des gesamten Mineralstoffgehalts der

Korner aus (Nuss & Tanumihardjo, 2010).

2. Hafer (Avena Sativa)

Hafer gehort zur Gattung Avena und zahlt zu den Rispengrasern, die sich in ihrer
Klassifizierung etwas von den anderen Getreidearten unterscheidet. Die hexa-
ploide Art Avena sativa, die auch als Saathafer bezeichnet wird, ist eine von rund
30 Arten. Die ersten Hinweise auf die landwirtschaftliche Nutzung von Hafer
stammen etwa aus dem 5. Jahrtausend vor Christus. Aus dem Gebiet des heuti-

gen Polens und der Schwarzmeerregionen (Rimbach, G. et al., 2010).

Im Jahr 2021 belegte Hafer den sechsten Platz in der globalen Getreideproduk-

tion, nach Mais, Weizen, Reis, Gerste und Sorghum, mit den Hauptanbaugebie-
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ten in Europa, Kanada, Russland, Australien. 2020 wurden weltweit 25,33 Millio-
nen Tonnen Hafer produziert, was im Vergleich zu 2019 einem Zuwachs von
10,65 % entspricht (K. Zhang et al., 2021).

Die Haferpflanzen sind krautig, erreichen eine Hohe von 0,6 bis 1,5 m, und haben
charakteristisch hohle, rundliche Stangel sowie Rispenfruchtstande, die von an-
deren Getreidearten zu unterscheiden sind (Rimbach, G. et al., 2010). Die welt-
weit am haufigsten angebaute Haferart ist Avena sativa, die ihre Samen in einer
Schale tragt, wahrend in China vorwiegend Avena nuda, der schalenlose Nackt-
hafer, kultiviert wird (K. Zhang et al., 2021).

Aufgrund seiner ernahrungsphysiologischen Vorteile, die auf seine Ballaststoffe,
funktionelle Proteine, Lipide, Starkekomponenten und Phytochemikalien zurtck-
zufihren sind, wird er vermehrt in einer Vielzahl von Lebensmitteln eingesetzt,
darunter Babynahrung, Brot, Hafermilch, Getranke, Frihstiickszerealien und
Kekse (Rasane et al., 2013). In Industrielandern wird Hafer hauptsachlich als
Futtergetreide verwendet (Rimbach, G. et al., 2010).

Hafer ist von Natur aus glutenfrei, wird jedoch aufgrund von Anbaumethoden und

Verarbeitungsschritten haufig als glutenhaltig klassifiziert (Houben et al., 2012).
Nahrstoffzusammensetzung

Hafer besteht zu etwa 60 % aus Starke, diese ist hauptsachlich im Endosperm
zu finden. Zu 14 % aus Protein, 7 % aus Lipiden und 4 % aus B-Glucan und weist
im Vergleich zu anderen Getreidearten héhere Anteile an Proteinen und Lipiden
auf. Er enthalt hohe Konzentration an I6slichen Ballaststoffen, vor allem p-Gluca-
nen. Zudem bietet Hafer hohe Gehalte an Kalium und Phenole (K. Zhang et al.,
2021).

2.2 Glutenfreie Backwaren

Die Zunahme von Zdliakie und Glutenunvertraglichkeit fihrt zu einer steigenden
Nachfrage nach qualitativ hochwertigen glutenfreien Produkten. Verschiedene
glutenfreie Getreidearten wie Mais, Hafer, Reis, Hirse und Sorghum, sowie Pseu-
dogetreiden wie Buchweizen, Quinoa und Amaranth werden in Rezepten ohne

Gluten als zusatzliche Bestandteile eingesetzt (Y. Zhang et al., 2022). Gluten, ist
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ein zentraler Bestandteil vieler Backwaren und beeinflusst entscheidend die Qua-
litat des Teiges. Da Nicht-Weizenproteine nur schwer ein stabiles Proteinnetz-
werk bilden konnen, bleibt es trotz der Getreidealternativen eine Herausforde-
rung, hochwertiges Sauerteigbrot ohne Weizenmehl zu produzieren (Y. Zhang et
al., 2022)

2.2.1 Herausforderung bei glutenfreien Teigen

Gluten ist ein komplexes Protein, dass sich wahrend der Hydratation aus ver-
schiedenen Proteinen bildet, die durch Disulfidbricken verbunden sind. Diese
Proteine umfassen Prolamine, die in Alkohol I6slich sind und zur Viskositat und
Dehnbarkeit des Teiges beitragen, sowie Gluteline, die in sauren und alkalischen
Lésungen I6slich sind und fur die Zahigkeit und Elastizitat sorgen. In Weizen-
backwaren spielt Gluten eine entscheidende Rolle, da es ein elastisches Netz-
werk bildet, das dem Teig seine Struktur verleiht und eine effektive Gasspeiche-
rung wahrend der Garung ermaoglicht. Fur Teige ist es besonders wichtig, dass
Glutenproteine bei Hydratation mit Wasser quellen und interagieren, was die Bil-

dung eines stabilen, viskoelastischen Netzwerks ermoglicht (Rai et al., 2018).

Glutenfreie Produkte, stellen eine technologische Herausforderung dar. Das Feh-
len von Gluten wirkt sich auf die Teigrheologie, den Produktionsprozess und die
Qualitat des Endproduktes aus (Houben et al., 2012). Glutenfreie Teige enthalten
kein stabilisierendes Glutenetzwerk und wirkt sich so auf die Gashaltekapazitat
aus. Dies fuhrt zu Problemen, wie vermindertes Volumen und unregelmafiger
Krumenstruktur des fertigen Produkts (Espinosa-Ramirez et al., 2020). Aufgrund
der geringen Kohlendioxidbindungsaktivitat bindet die Krume das Wasser nicht
optimal, so dass die Wassermolekule schneller in die Kruste diffundieren. Dies
fuhrt zu einer festeren Krume und einer weicheren Kruste, was auch die Haltbar-

keit verkirzt und ein trockenes Mundgeflhl hinterlasst (Houben et al., 2012).

Zur Verbesserung der Struktur glutenfreier Teige wurden unterschiedliche An-
satze untersucht, um das Glutennetzwerk imitieren. Dazu gehoren der Einsatz
von nahrstoffreichen Zutaten wie Pseudogetreide, Proteinen, Emulgatoren und
Ballaststoffen sowie verschiedenen Hydrokolloiden. Diese Zutaten dienen als Er-
satz des Glutennetzwerks, erleichtern die Teigverarbeitung und steigern die er-

nahrungsphysiologische Qualitat (Bender & Schonlechner, 2020).
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Bender & Schonlechner (2020) fassten die neuesten Ansatze zum Einsatz von
Gluten von unterschiedlichen Studien, die zur Verbesserung glutenfreier Back-
waren verwendet werden, in drei Hauptgruppen zusammen. Erstens in wasser-
bindende und filmbindende Inhaltsstoffe. Dazu gehéren Hydrokolloide und Ver-
dickungsmittel wie Johannisbrotkernmehl, Guarkermehl, Xanthan, vorgelatinierte
native oder modifizierte Starken, auch Cellulose-Derivat und zuletzt die Bildung
eines Hemicellulose-Netzwerks mittels Arabinoxylane (AXs). AXs zahlen zu den
Hemicellulosen und haben ihre Funktion als hydrokolloides Backhilfsmittel. Sie
sind in der Lage, netzwerkbildende Eigenschaften zu bilden und somit die Quali-
tat des Endprodukts zu verbessen. In Kapitel 2.3.2 wird der Einsatz von AX in
Backwaren im Detail dargestellt. Zweitens in strukturbildende, volumengebende
und geschmacksgebende Zutaten. Dazu zahlen Proteine wie Soja-, Milch-, oder
Fischproteine, modifizierte Proteine, Fette und Kohlenhydrate mit niedrigem Mo-
lekulargewicht. Und zuletzt in oberflachenaktive Stoffe (Emulgatoren). Nach
Muhammadi et al. (2022) haben zunehmend Enzyme wie Amylase, Transgluta-
minase, Laccase, Lipase und Proteasen zur Verbesserung der Qualitat und
Funktionalitat von glutenfreiem Brot eingesetzt. Diese Enzyme verbessern die
Teighandhabungseigenschaften und erhdhen die Proteinfunktionalitat und ver-
langern die Haltbarkeit von glutenfreien Broten. So haben beispielsweise
Amylase und Amyloglucosidase nachweislich das Volumen und die Festigkeit
des Brotes erheblich verbessert. a-Amylase wirkt durch Hydrolyse von a-(1-4)-
Bindungen in Starke, wodurch a-Dextrine mit niedrigem Molekulargewicht entste-
hen, die den Teigwiderstand wahrend der Garung verringern, was zu einem wei-
cheren und besseren handhabbaren Teig fuhrt. Die Transglutaminase erleichtert
die Bildung kovalenter Vernetzungen zwischen Proteinmolekilen, indem sie
Acyltransferreaktionen katalysiert. Diese Vernetzung verstarkt das Proteinnetz-
werk in glutenfreien Teigen und tragt dazu bei, Gas zu binden und die Textur und

Struktur der Backwaren zu verbessern (Mohammadi et al., 2022).

2.3 Bedeutung von Hemicellulosen in glutenfreien Backwaren

Ballaststoffe werden nach den Leitlinien der Europaischen Behorde fir Lebens-
mittelsicherheit als nicht verdauliche Kohlenhydrate und Lignin definiert, zu de-
nen auch nicht-Starke-Polysaccharide (NSP) gehoéren (“Scientific Opinion on

Dietary Reference Values for Carbohydrates and Dietary Fibre,” 2016). Zu den
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bedeutendsten Arten von Ballaststoffen, oder auch Nicht-Starke-Polysacchari-
den (NSP) genannt, gehoren resistente Starke, Cellulose, Hemicellulosen sowie

Oligosaccharide, wie in Abbildung 3 dargestellt.

[ Cellulose
Hemicellulosen
B-Glucane

Pektine > Noe
& (Nicht-Stérke-
uar Polysaccharide)

Inulin
Ballast-

stoffe Chemisch modifizierte bzw.

halbsynthetische Polysaccharide  _/

Fruktooligosaccharide
Galaktooligosaccharide
Ligninu.a

\ Resistente Starke

Abbildung 3: Darstellung der Ballaststoffe und Nicht-Starke-Polysaccharide (Rimbach, G. et al., 2010)

Unter den Ballastoffen sind Hemicellulosen besonders vielversprechend flr
hochwertige Anwendungen, da sie nach Cellulose die zweitgroRte Biomasse der
Getreide darstellen (20-35 %). Im Vergleich zu Cellulose und Lignin sind Hemi-
cellulosen stark verzweigt, starker 16slich und weisen einen niedrigeren Polymeri-
sationsgrad auf sowie amorphe Regionen, was ihre Nutzung in polymeren Mate-
rialien, Lebensmitteln, Energie und Medizin erleichtert (Arzami et al., 2022). Bei
den Hemicellulosen handelt es sich um heterogene Polysaccharide, die vorwie-
gend aus linearen und verzweigten Molekulen bestehen. Die verzweigten Mole-
kile bestehen vorwiegend aus Pentose- (Xylose und Arabinose) und Hexose-
Einheiten (Glucose, Galactose, Mannose, Rhamnose, Glucuronsaure und Galac-
touronsaure). lhre wichtigste Funktion besteht darin, die Zwischenrdume zwi-
schen der Cellulose- und Lignineinheiten auszuflllen, und interagieren somit eng
mit anderen Zellwandbestandteilen. Der Hemicellulosegehalt von Getreidekleie
ist im Vergleich zu Cellulose mehr als zweimal so hoch, was Getreidekleie zu
einer ausgezeichneten Rohstoffquelle fur die Extraktion und Isolierung von He-
micellulosen macht. Eine erhdhte Konzentration an Hemicellulosen ist ebenfalls
in Roggenstroh, Gerstenhilsen, Gerstenstroh, Maiskolben und Maisstreu zu fin-

den (Arzami et al., 2022). Anhand des aktuellen Wissens und der strukturellen
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Variationen lassen sich Hemicellulosen grob in vier Hauptklassen unterteilen:
Xylanglykane (Xylane), Mannoglykane (Mannane), gemischte 3-Glucane und Xy-
loglucane. Dennoch stehen in Getreidertuckstanden und -nebenprodukten haupt-
sachlich Arabinoxylane (AXs) und Glucane (B-Glucan) im Fokus der Forschung
(Arzami et al., 2022). Die Zusammensetzung dieser Hemicellulosen variiert stark,
wie zum Beispiel zwischen Mais, der hauptsachlich Arabinoxylane enthalt, und
Hafer, der vorwiegend B-Glucane aufweist (Belitz, Hans-Dieter & Grosch, Werner
& Schieberle, 2008).

2.3.1 Charakterisierung von Arabinoxylan (AX)

Arabinoxylane sind komplexe Polysaccharide, diese setzen sich strukturell aus
Pentosen wie Xylose und Arabinose zusammen. Sie bestehen aus einer Abfolge
von D-Xylopyranose-Einheiten (Xylp), die glykosidisch mit L-Arabinofuranose (A-
raf) in den Kohlenstoffpositionen C-2 und C-3 verbunden sind (Lin et al., 2021).
Diese Molekule bilden ein lineares Ruckgrat aus 3(1,4)-verknUpften D-Xylopyra-
nose-Einheiten, an die die a-L-Arabinofuranose-Einheiten entweder einzeln an
den Positionen O-2 oder O-3 oder doppelt an beiden Positionen O-2 und O-3 der
Seitenketten angehangt sind. Dartber hinaus kdnnen Xylp durch Acetylgruppen,
D-Glucopyranosyluronsaure und deren 4-O-Methylather substituiert sein. Abbil-
dung 4 (a) zeigt die allgemeine chemische Struktur von Arabinoxylanen. Jedoch
variiert die Struktur von AXs je nach Getreidegewebe und -art. Aus diesem Grund
ist eine Festlegung einer einheitlichen Struktur der AX schwierig (Izydorczyk &
Biliaderis, 2007).
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Abbildung 4: Allgemeine chemische Struktur von Arabinoxylan (oben), bestehend aus einer linearen Ge-
ristkette aus B(1,4)-verknlipften D-Xylopyranosyl-Resten (Xylp) an die a-L-Arabinofuranose-Einheiten (A-
raf) gebunden sind; Subsitutionsmdglichkeit durch Glucopyranosyluronsaure (GlcA) und Bildung von Es-
terbindungen mit anderen Molekiilen; sowie unten die Struktur von Arabinose und Xylose (Arzami et al,.
2022)

Die Klassifizierung von AX erfolgt nach ihrer Wasserloslichkeit in wasserextra-
hierbare (WE-AX) und wasserunldsliche (WU-AX) Arabinoxylane. WE-AX sind
locker an der Zelloberflache befestigt. Im Gegensatz dazu sind WU-AX durch
kovalente und nicht-kovalente Bindungen mit anderen AX und Zellwandbestand-
teilen wie Proteine, Lignin und Zellulose verknlpft (Courtin & Delcour, 2002).

Die Funktionalitat der AXs wird durch strukturelle Eigenschaften wie Substituti-
onsmuster, Ferulasaurevernetzung und Polymerkettenlange bestimmt. Der Sub-
stitutionsgrad des Arabinoxylan (AX)-Rluckgrats schwankt zwischen den ver-
schiedenen Getreidesorten und Gewebetypen. AX mit stark unsubstituierten Xy-
loseresten und starkere Verbindungen mit Lignin neigen zur Aggregation und
sind daher weniger wasserloslich, wahrend starker substituierte AX bzw. mit ei-
nem hoheren Gehalt an Arabinoseresten wasserloslich sind (Tse & Schendel,
2023; Arzami et al., 2022). Das Verhaltnis von Arabinose zu Xylose (A/X) in Ara-
binoxylanen variiert je nach Quelle des Getreidegewebes und dient als Indikator
fur den Verzweigungsgrad dieser Verbindungen. Zum Beispiel weisen Korner wie
Weizen und Roggen tendenziell ein geringeres A/X-Verhaltnis auf (Weizenen-

dosperm: 0,50-0,71; Roggenendosperm: 0,48-0,55), wahrend Weizenkleie ein
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héheres Verhaltnis (1,02-1,07) und Maiskleie ein breiteres Verhaltnis
(0,75-1,82) vorweist (Z. Zhang et al., 2014).

Eine besondere Eigenschaft der Arabinoxylane ist die Ferulasaure, die in Form
eines Esters an der O-5 Position der Arabinosereste gebunden ist. Diese Feru-
lasauremolektle kénnen mit anderen Molekullen wie B-Glucan, Lignin, Cellulose,
Glucose oder Proteinen interagieren, was ihre funktionellen Eigenschaften be-
einflusst (Arzami et al., 2022; Z. Zhang et al., 2014). Die 5-O-(trans-feruloyl)-L-
Arabinofuranose Seitenkettenstruktur ist die haufigste und eine der einfacheren
Strukturen. Die in Getreidekdrnern vorhandenen Arabinoxylane kdénnen jedoch
viel komplexere feruloylierte Seitenketten-Oligosaccharide aufweisen. Im Ver-
gleich zu Weizen, Roggen und Gerste weist Mais deutlich hdhere Mengen an
Ferulat-Oligomeren auf. In Maisfasern kdnnen zwischen 1,5 und 3 % Ferulasaure
bezogen auf das Trockengewicht, vorkommen (Valério et al., 2021). Feruloylierte
Oligosaccharid-Seitenketten sind gegentber dem enzymatischen Abbau resis-
tent. AuBerdem verringert ein hoher Ferulisierungsgrad die Wasserldslichkeit des
AX-Polymers. Dieser wird jedoch durch etwaige Beanspruchung des Rohstoffes
wie Extraktionsprozesse reduziert, was wiederum die Ldslichkeit der AX erhoht.
In ihrem naturlichen, vernetzen Zustand haben die unldslichen AX ein betrachtli-
ches Wasserbindungsvermogen und konnen daher besser Wasser in Teigen und
Backwaren halten als zum Beispiel Getreideproteine oder native Starken (Tse &
Schendel, 2023). Eine weitere Eigenschaft ist die Polymerkettenlange. Der Poly-
merationsgrad von Arabinoxylanen variiert zwischen Getreidearten und Wachs-
tumsperioden. Die genaue Bestimmung der Kettenlange erfolgt mittels Hydrolyse
der Ferulasaureverlinkungen (Tse & Schendel, 2023).

Extraktionsbedingungen wie Losungsmittel, pH-Wert und Temperatur wirken sich
erheblich auf die chemischen und funktionellen Eigenschaften der isolierten Ara-
binoxylane und deren Wirkung auf glutenfreie Teige. Wasserextrahierbare AXs
sorgen flr eine Stabilisierung der Grenzflache zwischen Gaszellen und Teig, was
zu einer besseren Gasretention und damit zu einem hdéheren Brotvolumen und
einer gleichmaRigen Krume fuhrt. Im Kontrast dazu, beeintrachtigen nicht extra-
hierbare AXs die Teigstruktur, was das Volumen und die Textur des Brotes ver-
schlechterten. Zudem hangen die rheologischen Effekte der AX von der Art des

verwendeten Mehls, der AX-Konzentration und der Anwesenheit von Oxidations-
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mittel ab. Diese Faktoren beeinflussen die Bildung verschiedener Hemicellulose-
netzwerke, die wiederrum die Brotqualitat bestimmen (Bender & Schonlechner,
2020; Bender et al., 2018).

Tabelle 2 zeigt die Gehalte von Arabinoxylanen (AX) und Glucanen (B-Glucanen)
in verschiedenen Getreidequellen wie Kleie, Schalen, Stroh und Maiskolben auf.
Studien zeigen, dass die AX-Gehalte stark variieren, abhangig von der Quelle.
Beispielweise enthalt Maiskleie 27,2-29,9 % AX, wahrend Reiskleie 4,8-5,1 %
aufweist. Glucane wie 3-Glucanen treten ebenfalls in unterschiedlicher Konzent-
ration auf, mit hdheren Gehalten in Haferkleie (5,4—-8,5 %) und niedrigen in Mais
(0,1 %). Diese Unterschiede in der Zusammensetzung und Funktionalitat zeigen,
dass die Extraktionsparameter genau eingestellt werden mussen, um die ge-
wulnschten Eigenschaften von AX und damit die Qualitat der glutenfreien Back-

waren zu optimieren (Arzami et al., 2022).

Tabelle 2: Mengen (%) von Arabinoxylanen und Glucanen in Getreideriickstande und Nebenprodukte
(Arzami et al, 2020), eigene Darstellung 2024.

Quelle Getreideart Arabinoxylane Glucane (B-Glucane)

Kleie Gerste 19.0-21.4 6.15-7.58
Hafer 3.0 5.4-8.5
Reis 4.8-5.1 0.04-0.21
Weizen 18-24 2.1
Roggen 12-18 29
Mais 27.2-29.9 0.1

Schalen Gerste 19-20 37-40
Hafer 3.5 37.10
Reis 8.4-9.2 34.2
Weizen - 38.2
Sojabohne 13.1 -

Stroh Gerste 11-14 33.6
Hafer NR 32.1
Reis 11.0-18.3 34.1
Weizen - 30.4
Roggen - 33.12
Mais 27-30 40.9

Maiskolben Mais 12.8 41.6

2.3.2 Bedeutung von Arabinoxylanen (AX) in Backwaren

Wie im Kapitel 2.3.1 erwahnt, werden Arabinoxylane je nach ihrer Léslichkeit in
wasserlosliche (WE-AX) und wasserunldsliche AX (WE-UX) eingeteilt. Viele Un-

tersuchungen haben ergeben, dass WE-AX die Mehlqualitat verbessern kdnnen,
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wohingegen WU-AX einen negativen Effekt haben. In Weizenbackwaren haben
Arabinoxylane durch ihre Wechselwirkung mit Wasser, Gluten und Starke einen
erheblichen Einfluss auf die Brotqualitat, was sich in Eigenschaften wie Gasre-
tention, spezifischem Volumen und Teigrheologie widerspiegelt (Zhu et al., 2023;
Tse & Schendel, 2023).

WE-AX spielen eine Rolle bei der Teigbildung und beeinflussen die Bindungsfa-
higkeit von Makromolekuilen wie Starke und Proteinen. Studien zeigen, dass der
Zusatz von WE-AX die Teigentwicklungszeit, Stabilitatszeit und die Dehnbarkeit
erhoht. WE-AX bilden eine strukturierte Matrix im Teig und verbessern die Was-
seraufnahme und -stabilitat. Der Zusatz von WE-AX fuhrt zu Veranderungen in
der Proteinstruktur im Teig, der Anteil an a-Helix-Strukturen wird erhdoht und der
Anteil der B-Faltblatt- und ungeordneten Struktur verringert sich. Diese Verande-
rungen kommen durch Wasserstoffbricken und elektrostatische Interaktionen
zwischen WE-AX und den Proteinen zustande. Gleichzeitig ziehen WE-AX viel
Wasser an, wodurch die Starke im Teig weniger hydratisiert wird. Dies fuhrt zu
einem Anstieg der Verkleisterungstemperaturen und einem Rickgang der Visko-
sitat des Teiges. Nach dem Backenvorgang fuhren die im Teig vorhandenen WE-
AX zu einem hoheren spezifischen Volumen und einer weicheren Krume, die

auch wahrend der Lagerung beibehalten bleibt (Zhu et al., 2023).

WU-AX haben eine hdohere Wasserbindungskapazitat, sie kdnnen zwischen
6,7-9,9 g Wasser/g WU-AX binden im Vergleich zu WE-AX, die 3,5-6,3 g Was-
ser halten kénnen. Dies behindert die Hydratation des Glutens und verringert die
Dehnbarkeit des Teiges sowie die Gesamtqualitat des Brotes. Die enzymatische
Solubilisierung von WU-AX zu WE-AX verbessert das Brotvolumen, da WE-AX
das Wasser umverteilt und die Hydratation des Glutens férdert. Wahrend des
Mischens und der Garung steigt der WE-AX-Gehalt an, was auf die endogene
Xylanaseaktivitat zuruckzufuhren ist. Diese Enzyme I6sen einen Teil der WU-AX
in WE-AX auf, wobei die Xylanaseaktivitat je nach Weizensorte variiert. WE-AX
verbessert die Teigviskositat, was die Glasblasenwanderung verlangsamt und
somit das Brotvolumen erhdht (Tse & Schendel, 2023).

Es gibt jedoch eine obere Konzentrationsgrenze, bei der zu viel WE-AX die
Teigviskositat und das Brotvolumen negativ beeinflussen. Laut Zhu et al. (2023)
treten bei Konzentrationen Uber 5 % WE-AX nicht kovalente Wechselwirkungen

innerhalb des Netzwerkes auftreten, die die Teigstruktur stéren und mechanische
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Eigenschaften wahrend des Backvorgangs beeintrachtigen. Konzentrationen
uber 10 % verhindern die Bildung einen koharenten Netzwerks, da WE-AX phy-
sikalische Barrieren bilden und um Wasser konkurrieren, was die Gaszellen de-
stabilisiert und zu einer gréberen, unregelmalligen Zellstruktur fuhrt (Zhu et al.,
2023).

WE-AX interagieren auch mit Gluten, indem es die Konformation der Glutenpro-
teine verandert und die Bildung von Disulfidbindungen stabilisiert. WU-AX hinge-
gen behindern die Wechselwirkungen mit dem Gluten und vergroRern die Poren-
gréfle im Glutennetzwerk. WE-AX férdern die Aggregation von Glutenin und Gli-
adin, indem sie Wasserstoffbrickenbindungen mit Tyrosinresten aus Weizenglu-
ten bilden. Daruber hinaus kdénnen die Ferulasaurereste der WE-AX kovalente
Bindungen mit Tyrosinresten eingehen, was das Glutennetzwerk weiter starkt
(Tse & Schendel, 2023).

In Bezug auf Starke beeinflussen WE-AX die Retrogradation (Rekristallisation
der Starke) und wirken sich auf die Frische des Brotes aus, indem sie die Was-
serverteilung im Teig andern und die Starkeverbindungen stéren. WE-AX mit ei-
nem héheren Molekulargewicht haben eine starkere Hemmwirkung auf die lang-
fristige Retrogradation, insbesondere durch Wechselwirkungen mit Amylopektin.
Sie verringern die Festigkeit der Krume, was die Haltbarkeit des Brotes verbes-
sert. Daruber hinaus verringern WE-AX die Starkeverdaulichkeit durch Amyla-
sen, was sowohl fur die Teigverbesserung als auch fir die menschliche Ernah-
rung wichtig ist (Tse & Schendel, 2023).

Die Zugabe von Arabinoxylanen hat auch einen Einfluss auf den Nahrwert der
Backwaren. Die Zugabe von AX in Backwaren fuhrt zu einem erhdhten Ballast-
stoffgehalt und eine verbesserte Blutzuckerkontrolle. Produkte mit mehr als 6 g
Ballaststoffen pro 100 g kdnnen als ,ballaststoffreich“ angesehen werden, wobei
10 % AX diese Anforderung erflllen, aber eine Anpassung der Rezeptur erfor-
dern. Hohere Molekulargewichte von AX verringern die Verdaulichkeit der Starke
und erhdhen den Anteil an resistenter Starke. AX bietet auch antioxidative Vor-
teile durch Ferulasaure. Der gesamte Brotzubereitungsprozess, wie das Mi-
schen, die Fermentation, das Backen und die in Mehl enthaltenen Xylanasen,
kann jedoch die gesundheitlichen Vorteile von AX beeintrachtigen, da die Aggre-

gation und Solubilisierung von WE-AX beeinflusst wird (Pietidinen et al., 2022)
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2.3.3 Isolierung von Arabinoxylanen

Die Forschung hat trotz der komplexen Getreidekornmatrix verschiedene Metho-
den zur Hemicelluloseextraktion identifiziert. Die Struktur von Cellulosen, Hemi-
cellulosen und Lignin sind sehr komplex, sie sind hauptsachlich tber Ether-, Es-
ter- und Wasserstoffbrickenbindungen eng miteinander verknupft (Arzami et al.,
2022). Diese Struktur in Verbindung mit ihrer begrenzten Wasserloslichkeit er-
schwert die Extraktion von Hemicellulosen mit Wasser. Daher sind Chemikalien
wie Laugen und Sauren, Enzyme und mechanische Verfahren erforderlich, um
die Strukturen zu verandern und Bindungen aufzuheben (Z. Zhang et al., 2014).
WE-AX sind nur schwach an der Zellwand der Pflanze gebunden und kénnen
mittels Wasser extrahiert werden. Alkalische Lésungen (NaOH, Ba(OH),
Ca(OH)2, KOH) werden ublicherweise zur Extraktion von WU-AX verwendet. En-
zymatische Behandlungen (mit Xylanasen und Esterasen) und mechanische un-
terstutzte Extraktionsverfahren (Ultraschall-, Dampfstrahl-, Mikrowellen- und un-
terkritische Wasserextraktion) werden ebenfalls eingesetzt, um die Ausbeute zu
erhohen und Ferulasaure-gebundene AX zu erhalten. Die Extraktionsverfahren
sollten entsprechend angepasst werden, um den Endospermgehalt in den ver-
schiedenen Kleieproben zu minimieren, da Kleie aus verschiedenen Getreides-
orten unterschiedlich zusammengesetzt ist. Weizenkleie enthalt beispielweise ei-
nige andere Schichten, Gerstenkleie weist einige Spelzenreste auf, und Kleie aus
Hafer und Mais enthalt einen erheblichen Anteil an starkehaltigem Endosperm
(He et al., 2021)

Abbildung 5 stellt das typische Verfahren zur Extraktion von WE-AX und WU-AX
aus verschiedenen Getreidesorten und -fraktionen dar. Vor der eigentlichen Iso-
lierung wird das Ausgangsmaterial haufig enzymatisch oder mechanischen Vor-
behandlungen unterzogen, um die Effizienz der Extraktion zu verbessern. Nach
der Trennung der festen und flissigen Phasen mittels Zentrifuge, Membranfiltra-
tion oder Siebung erhalt man wasserlosliche und wasserunlosliche Arabi-
noxylane im Uberstand. Die wasserunléslichen AX im Riickstand werden mit Hilfe
eines chemischen oder enzymatischen Verfahrens weiter extrahiert. An die Ex-
traktion schlieRen sich Schritte zur Reinigung und Filtration der AX an. Schliel3-

lich werden diese getrocknet, um das Arabinoxylan-Extrakt zu erhalten.
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Abbildung 5: Flussdiagramm der Extraktionsmethoden fir die Isolation von wasserléslichen und
wasserunldslichen AXs aus Getreidekleie, nach Zhang et al. (2014), eigene Darstellung 2024
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Wasserextraktion

Wasserextraktion kann zur Gewinnung von WE-AX verwendet werden, wenn die
Temperaturen unter 100 °C liegen, oder bei hohen Temperaturen (Uber 100 °C)
und unter hohem Druck. Allerdings ist die Ausbeute bei niedrigen Temperaturen
gering und der Vorgang zeitaufwendig (Z. Zhang et al., 2014). Die Kombination
von Wasserextraktion und mechanischer Behandlung, auch bekannt als hydro-
thermale Behandlung, erhoht die Ausbeute bei hohen Temperaturen (200-
600 °C) und hohem Druck (540 MPa). Zhang et al. (2014) haben zusammenge-
fasst, dass Hemicellulose bei einer Temperatur mehr als 180 °C problemlos aus
Pflanzenmaterial isoliert werden kann, genauso wie bei einer Temperatur von
200-230 °C, bei der sie uber 90 % loslich gemacht wurde. Die Struktur und die
Funktionalitat von AX kann jedoch durch hohe Temperaturen und einen hohen

Druck massiv beeintrachtigt werden (Z. Zhang et al., 2014).

Alkaliextraktion

Bei der Alkaliextraktion werden Alkalildsungen wie Natriumhydroxid (NaOH), Ba-
riumhydroxid ((Ba(OH)2), Calciumhydroxid ((Ca(OH)z2)), Natriumcarbonat
(Na2COs3) und Kaliumhydroxid (KOH) als Extraktionsmittel verwendet. Diese bre-
chen Wasserstoff- und Esterbindungen und I6sen die Zellwandmatrix auf, was
die Ldslichkeit der Arabinoxylane erhéht (Z. Zhang et al., 2014). Je nach Aus-
gangsmaterial variiert die Wahl der Losungsmittel, Temperaturen und Zeiten.

Saureextraktion

Bei der Saureextraktion werden anorganische Sauren wie Salzsaure (HCI),
Schwefelsaure (H2SO4) sowie organische Sauren wie Essig- und Ameisensaure
eingesetzt. Optimale Bedingungen flr eine hohe Ausbeute an Hemicellulosen
und Zellwandkomponenten waren laut Zhang et al. (2014) eine Mischung aus
Ameisen- und Essigsaure und Wasser. Dabei wurden 29,6 % Hemicellulosen ge-
wonnen. Diese enthielten etwa 78,1 % AX mit einem geringen A/X-Verhaltnis un-
ter 0,1. Die starke Saurehydrolyse spaltete die Arabinoseseitenketten der Xylane
vom Ruckgrat ab. Im Vergleich dazu fuhrte die Extraktion mit zwei organischen
Extraktionsmittel (Methanol und Ethanol) zu einer geringeren Ausbeute
(5,5 % bzw. 8,6 %) (Z. Zhang et al., 2014).
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Organische Losungsmittel

Wasserstoffperoxid (H202) und Natriumchlorid (NaClOz) sind organische LO-
sungsmittel, die Lignin oxidieren und die Vernetzungen spalten. Dies tragt zur

Auflésung von Hemizellulosen und Ligninen bei (Z. Zhang et al., 2014).

Enzymatische Extraktion

Um WU-AX selektiv abzubauen und es sowohl I6slich als auch extrahierbar zu
machen (Umwandlung zu WE-AX), werden bei der enzymatischen Extraktion be-
stimmte Enzyme wie Xylanasen und Esterasen eingesetzt. Im Vergleich zu che-
mischen Verfahren kann die Ausbeute von Lignozellulosestoffen aufgrund ihrer
komplexen Struktur und das Vorhandensein von Enzyminhibitoren geringer aus-
fallen. Eine Mischung aus mehreren Enzymen wird oft genutzt, um die Extrakti-

onsausbeute zu verbessern (Z. Zhang et al., 2014).

Mechanische Extraktion

Zur Verbesserung der Extraktionseffizienz von Hemizellulosen werden Ultra-
schall, Mikrowelle und Extrusion als Vorbehandlungsmethoden verwendet. Diese
werden oft in Verbindung mit Wasser- und chemischen Verfahren angewendet
(Z. Zhang et al., 2014).

Alkalische Extraktion sind gangige Methoden zur Gewinnung von Arabinoxyla-
nen, da sie zu AX mit hoher Molekulmasse und hohen Arabinose-Xylose-Verhalt-
nis (Ara/Xyl) fuhren. Jedoch bleibt meisten wenig oder keine Ferulasaure (FA)
gebunden (He et al., 2021).

Doner et al. (1998) zeigten, dass die Wohl des Alkalildsungsmittels die Molekul-
masse beeinflusst. NaOH erzeugt hdheres Molekulargewicht als Ca(OH)2. Ein
hoherer pH-Wert begunstigt die Gewinnung verzweigter AX, wie Bender et al.
(2017) feststellten. Im Vergleich zu anderen Losungsmitteln fihrte Ca(OH)2 zu
hdéherem A/X-Verhaltnis und verringerte den Gehalt an Proteinen und 3-Glucane,
was die Reinheit der AX erhoht.

Die Extraktionsbedingungen wie pH-Wert, Reagenzien und Behandlungszeit be-
einflussen die Molekulmasse der AX. Zhang et al. (2014) zeigten, dass langere
Behandlungszeiten bei 1 % NaOH (190 °C) das Molekulgewicht durch Fragmen-

tierung verringert. Yilmaz-Turna et al. (2020) erhéhten die AX-Ausbeute durch
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eine Kombination aus Milchsauregarung, enzymatischem Starkeabbau und sub-

kritischer Wasserextraktion, wobei 69,9 % AX isoliert wurden.

2.4 Bedeutung von Proteinen in glutenfreien Backwaren

Das Ziel des Zusatzes von Proteinen in glutenfreien Teigen ist es, ein Protein-
netzwerk zu schaffen, das die Eigenschaften von Gluten nachahmt und dadurch
Backqualitat und den Nahrwert des Brotes verbessert. Diese Proteine kdnnen
tierischen oder pflanzlichen Ursprungs sein. Zu den pflanzlichen Proteinquellen
gehoren Reis-, Mais-, Hillsenfrucht- und Olsaatenprotein (Skendi et al., 2021).
Reisproteine, aus Reismehl gewonnen, wird unter den Getreidemehlarten als das
am besten geeignete flr die Herstellung von glutenfreiem Brot angesehen. Es ist
hypoallergen, leicht verdaulich und geschmacksneutral, was bedeutet, dass es
den Geschmack des Endproduktes nicht beeintrachtigt. AuRerdem verbessert es
den Proteingehalt des Brotes erheblich (Skendi et al., 2021). Ein weiteres wichti-
ges Protein ist Zein, das Hauptprotein im Mais. Zein entwickelt elastische Fasern
in der Starkematrix, wenn es Uber seine Glastbergangstemperatur von 40 °C er-
hitzt wird. Diese Fibrillen sorgen bei glutenfreien Teigen fur eine Verbesserung
der Dehnbarkeit von Starketeigen und fuhrt zu einer ahnlichen festen Brotkrume
wie bei Weizenbroten. Zein wird in Konzentrationen von 2,5-5 % verwendet, um
die Textur und Struktur von Brot zu optimieren (Berta et al., 2015; Skendi et al.,
2021). Neben Getreideproteinen besteht ein grof3es Interesse an Proteinen aus
Hulsenfrichten wie Erbsen, Lupinen und Sojabohnen. Diese Proteine sind cha-
rakterisiert durch ein ausgewogenes Aminosaureprofil, vor allem durch ihren ho-
hen Lysingehalt. Sie sorgen nicht nur fir eine Verbesserung des Aminosaurepro-
fils von glutenfreiem Brot, sondern starken auch die Proteinmatrix in diesen Bro-
ten. Leguminosenproteine wirken sich positiv auf die Struktur und das Volumen
des Brotes aus und machen die Krume pordser und die Kruste dunkler
(Horstmann et al., 2017). Olsaatenproteine, aus Raps und Sonnenblumen, sind
Proteine die Textur und die Frische von glutenfreiem Brot aufgrund ihres hohen
Wasserbindungsvermdgen und hoher Emulsionsstabilitat positiv beeinflussen
konnen (Skendi et al., 2021). Zur Steigerung des Proteingehalts von glutenfreiem
Brot und zur Verbesserung des Aminosaureprofils werden haufig tierische Prote-
ine, vor allem aus Milch und Eiern, verwendet. Zu den Eigenschaften tierischer
Proteine zahlen eine gute Loslichkeit, eine hohe Stabilitat, Emulgier- und

Schaumbildungsfahigkeit. Studien zeigen jedoch, dass tierische Proteine die
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Starkekdrner in glutenfreien Broten mit einem Film, vermutlich eine Mischung aus
Hydrokolloiden und tierischem Protein, Uberziehen. Dies fuhrt zu einer weniger
knusprigen Kruste. Tierische Proteine beeinflussen auch die Farbe der Kruste,
indem sie Maillard-Reaktionen mit Kohlenhydraten auslésen, was zu einer dunk-
leren und réteren Kruste fuhrt (Skendi et al., 2021; Pico et al., 2019).

2.4.1 Getreideproteine

Wie schon im Kapitel 2.4 erwahnt, konnen Proteine aus verschiedenen Pflanzen-
quellen gewonnen werden. Die verschiedenen Pflanzenproteine unterscheiden
sich aufgrund ihrer Ldslichkeit und Extrahierbarkeit. Sie lassen sich einteilen in
Albumine (wasserl6slich und hitzestabil), Globuline (salzl6slich), Prolamine (al-
koholldslich und hitzestabil) und Gluteline (saure- oder alkalilslich). Bei den Ge-
treideproteinen handelt es sich Uberwiegend um Prolamine und Gluteline. Getrei-
deproteine besitzen viele funktionellen Eigenschaften wie hohe Loslichkeit, Was-
serbindungskapazitat, Emulgierfahigkeit, Schaumbildungsfahigkeit und eine
niedrige Gelierkonzentration. Die Loslichkeit eines Proteins ist der Prozentsatz,
der unter bestimmten Bedingungen, wie Temperatur, lonenstarke, pH-Wert, in
einem spezifischen Losungsmittel 10slich ist. Dieses Merkmal hat einen grofl3en
Einfluss auf andere funktionelle Eigenschaften wie Bindungs-, Emulgier-,
Schaum- und Gelfahigkeiten. Im Allgemeinen sind Proteine lI6slicher, wenn
Wechselwirkungen zwischen Protein und Losungsmittel vorherrschen. Aulder-
dem hat die molekulare Struktur des Proteins einen grof3en Einfluss auf die Los-
lichkeit. GrolRe Proteine haben in der Regel eine niedrigere Wasserldslichkeit als
kleine. Eine hohe Oberflachenhydrophobie fiihrt daher zu einer Verringerung ih-
rer Wasserloslichkeit, da hydrophobe Anziehungskrafte gestarkt sind. Zein oder
Gliadin besitzen zum Beispiel einen hohen Anteil an unpolaren Oberflachengrup-
pen und daher eine geringere Wasserldslichkeit. Zusatzlich wird die Loslichkeit
stark vom pH-Wert beeinflusst. Proteine prazipitieren um den isoelektrischen
Punkt. Nahe an diesem Punkt ist die Ladung des Proteins neutral, was die elekt-
rostatische AbstoRung zwischen den Proteinmolekulen verringert. Diese verrin-
gerte Abstollung begunstigt die Bildung von Proteinaggregaten und fuhrt zur
Ausfallung der Proteine (Hadidi et al., 2023).
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2.4.2 Isolierung von Getreideproteine

Um Pflanzenproteine, wie Getreideproteine zu isolieren, wurden verschiedene
konventionelle und nicht-konventionelle Methoden entwickelt. Ziel ist es mog-
lichst hohe, reine Ausbeuten an Proteinen aus Getreidequellen, flr die Verwen-
dung in Lebensmittel zu gewinnen, ohne ihre Funktionalitat stark zu beeintrach-
tigen. Daher spielen Faktoren wie Extraktionszeit, Losungsmittel, pH-Wert, lo-
nenstarke und Temperatur bei der Isolierung eine wichtige Rolle (Hadidi et al.,
2023). Zu den konventionellen Isolierungsverfahren gehéren zum Beispiel die
wassrige Extraktion, Alkali- und Losungsmittelextraktion und der Einsatz von De-
tergenzien. Nicht-konventionelle Extraktionstechniken beinhalten eher moder-
nere Technologien wie den Einsatz von Mikrowellen, Ultraschall, hochintensive
Impulsen und Behandlungen mit Enzymen (Chandran et al., 2023). Fur die Iso-
lierung von Proteinen aus pflanzlichen Quellen werden meist konventionelle Me-
thoden wie die alkalische Extraktion mit isoelektrischer Fallung, mizellare Fallung
und die Salzextraktion mit anschlieRender Dialyse angewandt (Hadidi et al.,
2023).

Die Alkalische Extraktion, gefolgt von einer Isoelektrische Fallung ist die gan-
gigste und kosteneffektivste Methode der Proteinisolierung. Bei dieser Methode
werden zuerst die Proteine in einer stark alkalischen Lésung (pH 8-12) aus der
Zellwandmatrix gelost. Durch die Isolierung bei hohem pH-Wert I6sen sich die
Proteine besser, was die Proteinausbeute erhoht. Die Gbrig gebliebenen unlosli-
chen Stoffe kdbnnen dann mittels Absetzens, Filtration oder Zentrifuge entfernt
werden. Der flissige Uberstand, der die I6slichen Proteine beinhaltet, wird dann
auf den isoelektrischen Punkt (pH-Wert) der Proteine eingestellt, was zur Ausfal-
lung der Proteine fuhrt. Die Proteine kdnnen anschliellend gesammelt und ge-
trocknet werden. Auch wenn diese Methode zu den beliebtesten zahlt, bringt sie
einige Nachteile mit sich, wie zum Beispiel geringe Ausbeuten, eine geringe Rein-
heit, sowie Funktionsverlust und lange Extraktionszeiten (Hadidi et al., 2023). Die
richtige Einstellung des pH-Wertes, der Temperatur und Extraktionszeit ist ent-
scheidend. Durch einen zu hohen pH-Wert kann es dazu fuhren, dass die Prote-
ine sich aggregieren und denaturieren, was sich negativ auf ihre Léslichkeit und
Stabilitat auswirken kann. Ebenfalls muss auf die Temperatur und die Dauer der
Extraktion geachtet werden. Eine Extraktion kann zwar durch hohere Tempera-

turen und langere Zeiten erleichtert werden, aber ebenso auch die Denaturierung
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beglnstigen (Chandran et al., 2023). Ein weiterer Nachteil ist der Funktionsver-
lust, durch die alkalische Behandlung kann es zu einem Verlust der funktionellen
Eigenschaften der Proteine kommen, ebenso zu Veranderungen der Proteinver-
daulichkeit (Hadidi et al., 2023).
Die Isolierung der Proteine aus Pflanzenmaterialien kann zu geringen Ausbeuten
fuhren, da einige pflanzliche Proteine starke komplexe Bindungen (physikalische
oder kovalente) mit Kohlenhydraten (Cellulose, Hemicellulose und Pektin) einge-
hen und somit die Freisetzung der Proteine erschwert wird, da die Loslichkeit
herabgesetzt wird (Hadidi et al., 2023). Proteine interagieren kovalent mit Arabi-
noxylanen und bilden eine komplexe Polysaccharid-Proteinmatrix, indem sie Bru-
cken zwischen Ferulasaure und der Aminosaure Tyrosin bilden (Yilmaz-Turan et
al., 2020).

Ein simultaner Extraktionsprozess von Arabinoxylan und Proteinen bietet viele
Vorteile, stellt jedoch auch technische Herausforderungen dar. Durch die Gewin-
nung beider Komponenten in einem Prozess konnen Schritte eingespart werden
und der Verbrauch von Chemikalien und Energie reduziert werden. Durch den
unterschiedlichen Loslichkeitseigenschaften beider Zielkomponenten (AX und
Proteine) konnen sich Schwierigkeiten bei der Extraktion ergeben. Proteine rea-
gieren sehr empfindlich auf den pH-Wert, ihre Ldslichkeit beruht auf dem iso-
elektrischen Punkt. Sie fallen meistens bei leicht sauren oder leicht alkalischen
Bedingungen aus, aullerdem koénnen sie leicht denaturieren, wahrend AXs oft
eine alkalische Umgebung bendtigen (meist Uber pH 10), um aus der Zellwand
geldst zu werden. Die optimale Einstellung des pH-Wertes und Temperatur stellt
somit eine Herausforderung dar, da Bedingungen, die AXs ldsen, Proteine scha-
digen konnen. AulRerdem sind die Trennung und Reinigung beider Stoffe nach
der Extraktion aufwendig. Um nach der Extraktion zwischen Proteinen und AXs
zu unterscheiden und eine gute Reinheit zu erhalten, ist es am besten Techniken
wie die Filtration oder Dia-/Ultrafiltration anzuwenden (siehe nachfolgendes Ka-

pitel).
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2.5 Membrantrennverfahren zur Polymerseparierung

Membrantrennverfahren nutzen eigens entwickelte Membranen, um bestimmte
Bestandteile aus einem Gemisch zu trennen. Dabei lasst die flachige Membran
nur spezifische Komponenten durch und haltet nicht-spezifische zurlck. Dieser
Selektivitatseffekt erlaubt es, Gase oder Flussigkeiten je nach den Eigenschaften
der Molekule zu trennen. Je nach Trennung und Anwendungsbereich existieren
unterschiedliche Membranmaterialien, Strukturen und Betriebsweisen. Das
Membrantrennverfahren beinhaltet unterschiedliche Methoden, wie Mikrofiltra-
tion, Ultrafiltration, Nanofiltration und Umkehrosmosetechniken (siehe Abbildung
6). Jede Technik umfasst bestimmte GréRenbereiche von Molekllen oder Teil-
chen, die getrennt werden sollen. Eine Membrantrennanlage umfasst einen Ein-
gang fur das zu trennende Fluid und zwei Ausgange. Einen fur die durchgelas-
senen Komponenten (Permeat) und einen fur die zuriickgehaltenen Substanzen

(,Retentat” oder ,Konzentrat®) (Mersmann et al., 2005).
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Abbildung 6: Methoden des Membrantrennverfahrens, Mersmann et al. (2015)

Die Ultrafiltration ist ein druckgetriebenes Verfahren, das zur Trennung von klei-
neren, gelosten Makromolekulen, wie Proteine und Arabinoxylane eingesetzt
wird. Hier werden Porenmembranen unter Druck (0,5-10 bar transmembrane
Druckdifferenz) zur Stofftrennung eingesetzt. Dabei werden niedermolekular ge-
|6ste Stoffe von Makromolekullen getrennt. Da die Stoffe verschiedene GréfRen

aufweisen, ist es moglich, ein breites Spektrum von Partikeln effektiv zu trennen.
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Jedoch ist es schwierig, die Verteilung der PorengroRen in der Ultrafiltrations-
membranen festzustellen. Daher wird fur die Charakterisierung haufig das Mole-
kulargewicht der zurlickgehaltenen Bestandteile herangezogen. Dabei wird der
Molecular Weight Cut-Off (MWCO) bestimmt. Dieser gibt das Molekulargewicht
an, bei dem 90 % (bzw. 95 %) der Molekule einer bestimmten Masse zurtickge-
halten werden. Der MWCO ist abhangig von Faktoren wie Molekulstruktur und
Wechselwirkungen zwischen Membran und Molekul. Die Werte bei der Ultrafilt-
rationsmembran variieren von 1000 bis 100.000 Da (Dalton) (Mersmann et al.,
2005).

Eine Ultrafiltration ist eine vielversprechende Methode, um Protein und Arabi-
noxylane zu trennen, da ihre Molekllmassen stark unterschiedlich sind. Proteine
haben eine geringe Molekllmasse, Zein hat zum Beispiel ein Molekulgewicht von
unter 30 kDa, wahrend Arabinoxylane aus Maiskleie Massen zwischen 244 und
491 kDa aufweisen. Zur Trennung von Arabinoxylanen hat sich in der Studie von
Valério et al. (2021) ein MWCO-Bereich von 50 bis 150 kDa (Kilodalton) als ef-
fektiv erwiesen (Valério et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022).

Die Ultrafiltration hat den Nachteil, dass die zurlickgehaltenen Stoffe sich auf der
Membran ansammeln und eine Deckschicht bilden, was zu einer Verringerung
des Permeatflusses fuhren kann (Mersmann et al., 2005). Eine Trennung von
Proteinen und Arabinoxylanen aus Getreidequellen, kann aufgrund der hohen
Viskositat der Extrakte den Permeatfluss beeintrachtigen. Die Viskositat wird
hauptsachlich durch die Arabinoxylane verursacht und erschwert das Reini-
gungsverfahren und erhdht das Risiko einer Membranverschmutzung (Fouling)
wahrend der Ultrafiltration. Um das Problem der hohen Viskositat zu beheben, ist
der Einsatz einer Dia-/Ultrafiltration hilfreich. Bei der Dia-/Ultrafiltration wird durch
Zugabe von Ldsungsmittel (z. B. Wasser) zum Retentat, das Permeat ausge-
spult. Damit bleibt eine konstante Viskositat im Retentatstrom aufrechterhalten
(Valério et al., 2021).

Betriebsparameter wie die Temperatur (°C), der Transmembrandruck (bar) und
die Flussgeschwindigkeit (m.s™") spielen eine wichtige Rolle, da sie die Memb-
ranleistung beeinflussen kdnnen. Durch eine hohe Betriebstemperatur kann wah-
rend der Membranverteilung die Viskositat der AX-Strome reduziert werden, was

zu einer Steigerung der Permeabilitat fihrt. Der Transmembrandruck ermoglicht
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den Transport von Flussigkeit durch die Membran. Eine Erhdhung kann den Per-
meatfluss steigern, aber nur zu einem bestimmten Punkt, ein zu hoher Druck
Membranverstopfungen begunstigen kdonnen. Genauso wie der Anstieg der
Flussgeschwindigkeit. Hier kann es auch zu einem héheren Druck im Zulaufkanal
fuhren, was wiederrum einen negativen Einfluss auf die Membranverschmutzung

und der Membranselektivitat haben kann (Valério et al., 2021).

Laut der Studie von Valério et al. (2021) sind die besten Bedingungen fur hohe
Permeabilitat und Viskositat liegen bei einer hohen Temperatur (66 °C), einer ho-
hen Flussgeschwindigkeit (1,06 m/s) und einem niedrigen Druck (0,7 bar). Den
groldten Einfluss auf die Ergebnisse hatte der Transmembrandruck, dann die

Flussgeschwindigkeit und anschlief’end die Temperatur.
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3 Material und Methoden

3.1

Rohstoffe

Der Vollkornmais (Q-Probe) wurde vom Biohof Schmidt (Neudorf bei Staatz, Os-

terreich), die Maiskleie von der Agrana Beteiligungs-AG (Tulln, Osterreich), sowie

der Nackthafer von der Oko-Korn-Nord w.V. Zentrale (Betzendorf, Deutschlang)

zur Verfiigung gestellt.

Material und Gerate

Labormaldstab

Mais Q-Probe, Maiskleie, Haferkleie
(Herkunft der Rohstoffe siehe Kapitel 3.1)
Ca(OH)2 (Art. Nr. CN87.3, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Kaliumsorbat (W292155-Sample-K, Sigma-Aldrich, Deutschland)
Natriumphosphatpuffer (pH 7)

o Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) (F1576286933, Merck,

Darmstadt, Deutschland)
o Natriumdihydrogenphosphatdihydrat (NaH2PO4*H20)
(1.06342.0250 Merck, Darmstadt, Deutschland)

o Wasser, dest.
Wasser, dest.
a-Amylase (fur Getreide und Kartoffeln) (Oestreich GmbH, Appenweier,
Deutschland)
Glucoamylase (Getreide, Kartoffeln und Obst) (Oestreich GmbH, Appen-
weier, Deutschland)
HCI
NaOH
pH-Meter (FiveEasy F20, Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz)
Analysewaage (BCE 224I1-1S, Sartorius, Messgenauigkeit + 0,1 mg;
37079 Gottingen, Germany)
Magnetheizblock
Thermometer/Temperatur Kontroller
Becherglaser

Messzylinder
34



Material und Methoden

Magnetruhrstabchen

Pilotmal3stab und Ultra-/Diafiltration

Extrakt aus Pilotmalstab-Extraktion
Natriumphosphatpuffer (pH 7)

o Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) (F1576286933, Merck,

Darmstadt, Deutschland)
o Natriumdihydrogenphosphatdihydrat (NaH2PO4*H20)
(1.06342.0250 Merck, Darmstadt, Deutschland)

o Wasser, dest.
Ca(OH)2 (Art. Nr. CN87.3, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Kaliumsorbat (W292155-Sample-K, Sigma-Aldrich, Deutschland)
a-Amylase (fur Getreide und Kartoffeln) (Oestreich GmbH, Appenweier,
Deutschland)
Glucoamylase (Getreide, Kartoffeln und Obst) (Oestreich GmbH, Appen-
weier, Deutschland)
Wasser, dest.
pH-Meter (Testo-Typ 205, Testo AG, Deutschland)
Analysewaage (Tanita BSW-300 KL, 300 kg/50g)
Messermuhle (Fuchs)
Dekanter (horizontale Zentrifuge, Typ P 600 Nr. 2076, Fa. Sharples,
Deutschland)
Ruhrkessel mit Aufschlussanlage und Temperaturregler (Typ BK 100 E,
Plevnik, Dobrova, Slovenien)
Ultra-Diafiltrationsanalage (MMS) (MMSSW18 Pilot System, Urdorf,
Schweiz)
Filtrationsmembran (Cut-off-Level: 100 kDa, Membranflache: 0,35 m2)
Filtrationsmembran (Cut-off-Level: 5 kDa, Membranflache: 0,35 m2)
Prazisionswaage (Tanita BSW-300 KL, 300 kg/509)
Schockfroster (Sagi, Ascoli Picena, Italien)
Gefriertrocknungsanlage (Freezedryer EKS 30-R, Zirbus, Bad
Grund/Hartz, Deutschland)
Plastikbehalter
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3.2 Angewandte, simultane Extraktionsmethoden von Proteinen und Arabinoxyla-
nen

3.2.1 Methodenprinzip Extraktion und Membranfiltration

Das Prinzip der simultanen Extraktion besteht in der spezifischen Lésung von
Zielkomponenten wie AX oder Proteine aus den entsprechenden Getreideroh-
stoffen. Dieser Prozess beinhaltet im ersten Schritt die enzymatischen Behand-
lungen des Getreidemehls mittels a-Amylase und Glucoamylase. Diese Enzyme
bauen Starke ab und erleichtern die Freisetzung von Arabinoxylanen und Prote-
inen. Nach der enzymatische Behandlung wird das Gemisch durch Zugabe von
Losungsmitteln wie Calciumhydroxid (Ca(OH)2) auf einen hohen pH-Wert einge-
stellt, um die Zellwandbestandteile weiter aufzubrechen und die Arabinoxylane

zu extrahieren.

Nach Abtrennung der Kleie-Ruckstande kénnen die Proteine durch Ausfallung
am isoelektrischen Punkt isoliert werden. Anschlielend werden AX mit Ethanol
prazipitiert und die ausgefallten Substanzen (AX, Proteine) mittels Zentrifugation
von der flissigen Phase voneinander getrennt und bei 50°C im Trockenschrank
getrocknet. Eine alternative Methode zur Fraktionierung von Proteinen und Ara-
binoxylanen auf Basis ihrer Molekulgrofe ist die Ultrafiltration mit speziellen Cut-
off-Membranen. Durch den zusatzlichen Einsatz von Endo-f-(1,4)-Xylanasen als
Vorbehandlungsschritt kbnnen hochmolekulare, unlésliche Arabinoxylane in 16s-
liche und kleinere Molekille abgebaut werden und die Extraktionseffizienz erhoht
werden (Z. Zhang et al., 2014).

3.2.2 Versuchsaufbau im Labormalistab

Abbildung 7 veranschaulicht die im Rahmen der Masterarbeit durchgefuhrte ge-
nerelle Extraktion und Isolierung von Arabinoxylanen und Proteinen im Labor-
malstab. Dabei wurde das modifizierte Modell von Bender et al. (2017) zur AX-
Extraktion angepasst, indem ein Proteinisolierungsschritt eingebaut wurde. Im
Labormalfistab wurden mittels verschiedener Vorversuche die Extraktionseffizi-

enz angepasst.
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Einwaage + destilliertes Wasser (1:10)
Q-Probe/Maiskleie/Haferkleie

1

Enzymatische Vorbehandlung
a-Amylase, Glucoamylase, Kaliumsorbat
45°C,24 h

l

Fest/Fliissig-Trennung -
Zentrifuge 4000 g, 10 min — | Riickstand

Proteinfillung Uberstand
IEP, 4°C, 24 h

1

Fest/Flussig-Trennung
Zentrifuge 4000 g, 15 min

|

AX-Fillung Uberstand

70 % Ethanol (1:3), — | AX-Extrakt
Raumtemperatur, 24 h

——— ’ Protein-Extrakt

Abbildung 7: Flussdiagramm der simultanen Extraktion von Arabinoxylanen (AX) und Proteinen im
Labormalfistab, eigene Darstellung 2024

3.2.3 Versuchsaufbau zur Optimierung der Extraktionseffizienz (Labormafstab)

Die im ersten Schritt durchgefuhrten Vorversuche umfassten Starkeab-
bauschritte mit unterschiedlichen Enzymkonzentrationen. Fur den Abbau von
Starke vor der Extraktion wurden industriell verwendete Alpha-Amylase und Glu-
coamylase verwendet. Nach den Empfehlungen fir Getreide laut Hersteller
wurde eine Dosierung von 20-30g/kg Getreide Alpha-Amylase bzw.
70-100 g/100 kg Getreide Glucoamylase festgelegt. Dies entspricht 3 g Alpha-
Amylase bzw. 10 g Glucoamylase pro 100 g Einwaage. Die flr die Extraktion ver-
wendete Q-Probe Mais enthielt 65,15 + 1,38 g/100 g Starke. Aullerdem wurden
Anpassung des pH-Wertes (pH 9, 11) der AX-Extraktion (AX) unter Verwendung
des Maisvollkornmehls durchgefihrt. Die Proteinisolierung erfolgte mittels pH-
Wert-abhangiger Fallung beim pH-Wert 5 flr Haferkleie (laut Patra et al. (2022))
und beim flr Mais ermittelten pH-Wert 8. Diese Loslichkeit der Proteine wurde

aus dem Ausgangsmaterial, dem Vollkorn (Q-Probe Mais), bei verschiedenen

37



Material und Methoden

pH-Werten ermittelt, um den optimalen isoelektrischen Punkt (IEP) fur die Pro-
teinfallung zu bestimmen. Hierzu wurde der Stickstoffgehalt der gelosten Proben
im Rahmen der Proteinloslichkeitsbestimmung mittels Kjeldahl-Methode ermit-
telt. AuRerdem wurde die Extraktionseffizienz von ballaststoff- und proteinreichen

Hafer- bzw. Maiskleien im Labormalstab verglichen.

Einwaage R Vorversuch:
(Q-Probe Mais) " | Identifizierung IEP
(PH2,4,5,6,7,8,
1 9,11,12)
Extraktion pH 9 Starkeabbau + Extraktion pH 11

Extraktion pH11

v

Protein-Extrakt
AX-Extrakt
Rickstand

v
Auswabhl der besten Parameter

Starkeabbau + Extraktion pH11

v

Einwaage
(Mais-/Haferkleie)

!

Bestimmung AX- und Proteingehalt
Protein-Extrakt
AX-Extrakt
Riickstand

Auswahl Rohstoff fir PilotmaRstab
Maiskleie

Abbildung 8: Uberblick der Vorversuche im LabormaRstab zur Entscheidung welche Bedingungen fiir den
Pilotmafstab ausgewahlt werden, eigene Darstellung 2024

3.2.4 Durchflhrung der Extraktion im LabormaRstab

Zur Herstellung des Arabinoxylan- und Proteinextrakt aus Mais- und Haferkleie
wurden zunachst 200 g Mais- und Haferkleie mit 2 L Natriumphosphatpuffer
(pH 7) im Verhaltnis 1:10 gemischt und Kaliumsorbat (0,15 g/L) zugesetzt, um
den pH-Wert stabil zu halten und mikrobielles Wachstum zu verhindern. Die

Starke wurde dann enzymatisch mit 12 g a-Amylase und 40 g Glucoamylase ab-
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gebaut. Um die Reaktionsgeschwindigkeit zu erhdhen und die maximale Aus-
beute an Arabinoxylanen zu gewahrleisten, wurde eine 300-fache Enzymmenge
laut Herstellerangaben eingesetzt. Die Auswirkung unterschiedlicher Enzymdo-
sierungen (1-fach = 100-fache Dosis und 3-fach = 300-fache Dosis laut Herstel-
lerangaben) sowie die Behandlungsdauer auf den Gesamtstarkegehalt der Mais-
Q-Probe bei zwei pH-Werten (4 und 7) wurden untersucht. In Vorversuchen
wurde diese Enzymkonzentration getestet. Die Dosierung des Enzyms in
300-facher Menge erwies sich am effektivsten. Sie war notwendig, um die Ex-
traktionseffizienz der schwer zuganglichen Substrate (Proteine und Arabi-
noxylane) zu erhohen und eventuelle inhibierende Matrixeffekte (Starke) zu kom-
pensieren. Die Mischung wurde 24 Stunden lang bei 45 °C auf einem magneti-
schen Heizblock inkubiert. Nach dem Abbau der Starke wurde eine Extraktion
mit Ca(OH)2 durchgefuhrt. Dazu wurde das Gemisch mit Calciumhydroxid-Pulver
auf einen pH-Wert von 11 (der zuvor im Rahmen der Vorversuche definiert
wurde) eingestellt und bei 50 °C 2 Stunden lang extrahiert (siehe Abbildung 9),
wobei der pH-Wert gegebenenfalls nachjustiert wurde. Anschlielend wurde die
feste Phase durch Zentrifugation bei 4000 g fir 10 Minuten von der flissigen
Phase getrennt. Der Feststoff (Rlckstand) wurde flir weitere Bestimmungen im
Trockenschrank bei 50 °C getrocknet. Der Uberstand wurde bei der Maiskleie mit
HCI auf pH 8 eingestellt und bei der Haferkleie auf pH 5 (laut Patra et al. (2022)
haben Haferproteine einen IEP zwischen pH 4.9-5.1), um die Proteine bei 4 °C
24 Stunden lang zu fallen. Die Proteine wurden durch Zentrifugation bei 4000 g
fur 15 Minuten abgetrennt und gesammelt. Der erneute Uberstand wurde dann
in Kanistern Gberfuhrt und mit 70 %-igem Ethanol versetzt und weiter 24 Stunden
bei Raumtemperatur stehen gelassen, um die Arabinoxylane prazipitieren (siehe
Abbildung 10). Nach erneuter Zentrifugation wurden die gesammelten Extrakte

in einem Trockenschrank bei 50 °C getrocknet.
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Abbildung 9: AX-Extraktionsprozess Mais- Abbildung 10: AX-Ausfallung mit
und Haferkleie bei pH 11, 50°C, 2 h Ethanol (70 %)

3.2.5 Durchflhrung im Pilotmafstab und Trennung durch Ultra-/Diafiltration

Der Extraktionsprozess erfolgte mit den optimalen Bedingungen aus den Versu-
chen im Labormalstab unter Verwendung der AX-reichen Maiskleie. Weiters
fand im Pilotmal3stab mit dem gewonnenen Rickstand eine zweite Extraktion mit
Xylanasen statt, die von Linda Xochitl Cadena im Zuge ihrer Bachelorarbeit
durchgefuhrt wurde. Der Ablauf des Pilotmalstabs inklusive Ultra-/Diafiltration ist
in Abbildung 11 ersichtlich.
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Einwaage + Pufferzugabe:
3 kg Maiskleie + 30 L Natriumphosphatpuffer pH7
(Q-Probe Mais)

A

Enzymatische Vorbehandlung:
Zugabe von a-Amylase (270 g), Glucoamylase (900 g),
Kaliumsorbat (4,5 g),
45°C,24 h

|

Alkalische Extraktion:
Zugabe von Ca(OH), bis pH11,
50°C,2h

l

Neutralisation:
pH-Anpassung auf pH 7 mittels HCI

!

Fest/Fliissig-Trennung ’—»I Riickstand ’—p Erneute Extraktion

1 (Behandlung Xylanaseenzymen)

Ultradiafiltration:
100 kDa Membran, 50°C, 4 cf

Ultradiafiltration des Permeats:
5 kDa Membran, 50°C, 4 cf

— I Protein-Extrakt ]

Abbildung 11: Flussdiagramm der Extraktion von Arabinoxylane (AX) und Proteine im PilotmaRstab,
cf= Konzentrierungsfaktor, eigene Darstellung 2024

Praktische Durchfiihrung der Extraktion im PilotmaRstab

Fir die Extraktion im PilotmafRstab wurden 3 kg Maiskleie verwendet. Diese
wurde zunachst 3 Tage lang gefriergetrocknet und anschlieRend mittels Messer-
muhle auf eine KorngroRe von etwa 1 mm vermahlen. Die gemahlene Kleie
wurde in einem Ruhrkessel mit 30 | Natriumphosphatlosung (1:10) aufgefullt und
auf 45 °C erhitzt. Um die Haltbarkeit zu verlangern, wurde 4,5 g Kaliumsorbat
zugesetzt. Anschlieend wurden 270 g a-Amylase und 900 g Glucoamylase in
die Mischung eingerthrt, um den enzymatischen Starkeabbau bei 45 °C flr
24 Stunden lang unter standigem Ruhren durchzufuhren. Der pH-Wert wurde
wahrend des Prozesses kontrolliert und bei Bedarf mit 2 M NaOH eingestellt, um
den neutralen/leicht sauren Bereich flr die Enzyme zu erhalten. Im nachsten
Schritt wurde das Mais-Wasser-Gemisch auf 50 °C erhitzt und der pH-Wert durch
Zugabe von Ca(OH)2-Pulver auf 11 eingestellt, wobei der pH-Wert kontinuierlich
mit einem pH-Meter Uberwacht wurde. Die Extraktion dauerte 2 Stunden. Nach

dem Extraktionsprozess wurde das Extrakt mit HCI wieder auf einen neutralen
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pH-Wert (7) gebracht. Der feste Rickstand der Maiskleie wurde mit dem Dekan-
ter vom flissigen Extrakt getrennt. Ein Aliquot des Rickstandes wurde fiir weitere
Analysen gefriergetrocknet, wahrend der Rest des Ruckstandes flur eine zweite
Extraktion mit Xylanase-Behandlung verwendet wurde. Das vorbereitete Kleien-
extrakt wurde dann einmal bei 50 °C mit einer 100 kDa-Membran ultrafiltriert und
anschlieBend zweimal mit einer 100 kDa Membran diafiltriert. Dabei wurde ein
Konzentrationsfaktor von 4 verwendet. Das nach der Ultra-/Diafiltration entstan-
dene Permeat wurde zur Proteinisolierung erneut mit einer 5 kDa-Membran fil-
triert und diafiltriert. Die so gewonnen Isolate wurden anschlieRend fur weitere

analytische Verfahren gefriergetrocknet.

|

i

zu h w

Abbildung 12: Vermahlung der  Abbildung 13: Extraktion der Abbildung 14: Trennung fest/fliis-
Maiskleie mittels Messermuhle Maiskleie im Rihr-kessel sig Phase mittels Dekanter
(1 mm KorngréRe) (Ca(OH)2, pH11, 50 °C, 2 h)
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Praktische Durchfiihrung der Ultra-/Diafiltration im PilotmaRstab

Zuerst wurde das Extrakt (23,40 kg) fur die Ultrafiltration in einer Ruhrschissel
auf 50 °C vorgewarmt. Eine 100 kDa Membran wurde verwendet, um die AX un-
seres Extraktes zurickzuhalten. Aufgrund einer sehr kleinen Membran (5 kDa)
war der Durchlauf langsam. Die Durchflussrate betrug im Schnitt ca. 2,3 L/h.
Nach 2 Stunden wurde 4,50 kg/L Permeat gewonnen. AnschlieRend wurden das
Retentat und das gewonnene Permeat bis zum nachsten Tag im Kuhlraum bei

4 °C gelagert.

Am darauffolgenden Tag wurde der Ultradiafiltrationsvorgang fortgesetzt, dabei
wurden etwa 18 kg Retentat anschlieRend erneut in die Ultra-Diafiltrationsma-
schine gefullt und far ca. 1 Stunde ultrafiltriert. Nach dem Stoppen der Maschine
wurde insgesamt 6,65 kg/L Permeat erhalten. Dieses wurde fur die nachste Ultra-
Diafiltration mittels einer 5 kDa Membran, flr die Proteintrennung, bei 4 °C im

Kuhlraum gelagert.

Die Diafiltration begann anschliel3end, indem das Ubrige Extrakt bis zum Startge-
wicht (ca. 23 kg) mit Wasser aufgefullt wurde, um etwaige unerwiinschte Konta-
minationen zu entfernen. Mit einem Konzentrationsfaktor von 4 wurde die Was-
sermenge fur die Diafiltration auf 5,85 kg berechnet. Am Ende der Diafiltration,
die ungefahr 2 Stunden dauerte, wurde 8,20 kg/L Permeat erhalten. Dieses
wurde dann zum Permeat vom Vortag hinzugefugt. Das Gesamtgewicht des Per-
meats betrug 14,85 kg/L und wurde wieder bei 4 °C gelagert bis zur Proteinultra-

/diafiltration.

Das Retentat nach der Diafiltration wurde gewogen (23,5 kg), in grol3e Plastiksa-
cke (je ca. 6 kg) abgefullt, verschweif3t und fur 2 Stunden bei -30 °C schockge-
froren. Nach dem Schockfrostvorgang wurden die Plastiksacke aufgeschnitten
und anschlielend 4 Tage gefriergetrocknet. Das uUbrige Permeat (14,85 kg/L)
wurde mit einer 5 kDa Membran erneut ultra-diafiltiert und ebenfalls in den

Schockfroster gestellt.
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Abbildung 15: Ultrafiltrationsanlage MMS (Urdorf, Schweiz) im Technikum am Institut fir Lebens-

mitteltechnologie der Universitat fir Bodenkultur Wien

Abbildung 16: Teil des getrockneten
AX-Retentats
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3.3 Probenvorbereitung

Die nach der Gefriertrocknung gewonnenen Extrakte wurden flir die Analysen mit
der Retsch-Zentrifugalmuhle ZM 200 der Retsch GmbH (Haan, Deutschland)
mittels einem 0,5 mm Sieb vermahlen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C

gelagert.

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Bestimmung der Trockenmasse

Prinzip der Methode

Die Trockenmasse eines Lebensmittels umfasst alle nichtflichtigen Bestandteile
wie Lipide, Kohlenhydrate, Proteine und Mineralstoffe. Sie wird durch Trocknen
der Probe und Wiegen des verbleibenden Ruckstandes bestimmt. Alternativ kann
die Trockenmasse auch durch Messung der Lichtbrechung oder Dichte bestimmt
werden (Matissek & Fischer, 2021)

Gerate und Material

e Trockenschrank (TIN-TF50, Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland)

e Analysewaage (BCE 2241-1S, Sartorius, Messgenauigkeit £ 0,1 mg;
37079 Gottingen, Germany)

e Exsikkator
e Aluminiumschale

e Silicagel

Durchfiihrung

Die Bestimmung der Trockenmasse wurde gemal dem Standardarbeitsverfah-
ren (SOP) des |Instituts fur Lebensmitteltechnologie (Institut far
Lebensmitteltechnologie, 2021) vorgenommen. Eine leere Aluminiumschale
wurde 2 bis 3 Stunden lang im Trockenschrank bei 105 °C getrocknet, dann in
einem Exsikkator auf Raumtemperatur abgeklhlt und das Leergewicht bestimmt.

Anschliefend wurden etwa 2 bis 3 Gramm Probe in die Schale gegeben und
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genau gewogen. Die Probe wurde Uber Nacht in einem Ofen bei 105 °C getrock-

net. Nach dem Trocken wurde die Schale erneut im Exsikkator abgekunhlt.

__ (m2-m1)

Trockenmasse [%] = IO 100 (Gl. 1)

m1 Leergewicht von Aluminiumschale in [g]

m2 Gewicht von Aluminiumschale und Probe nach Trocknung in [g]
E Probeneinwaage [g]
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3.4.2 Bestimmung des Proteingehaltes nach Dumas

Prinzip der Methode

Die Probe wird bei hohen Temperaturen von bis zu 1800 °C unter Zugabe von
reinem Sauerstoff katalytisch verbrannt. Die entstehenden Stickoxide (NOx) wer-
den durch einen heiRen Kupfer- oder Wolframkontakt (ca. 600900 °C) zu mole-
kularem Stickstoff (N2) reduziert. Anschlief3end erfolgt eine gaschromatographi-
sche Trennung und der Stickstoff wird mit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor

nachgewiesen und quantifiziert (Matissek & Fischer, 2021).

Gerate und Material

e DuMaster D-480 (Blchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz)
¢ Analysewaage (Analysewaage (Messgenauigkeit: 7+ 0,001 g)

e Zinnfolie

Durchfiihrung

Die Bestimmung des Rohproteingehalts erfolgt gemald der Dumas-Verbren-
nungsmethode nach dem |CC-Standard Nr. 16634-1:2008. Dabei wurden
200 mg £ 10 mg der Proben wurden in Zinnfolien eingewickelt. Zur Kalibrierung
des Gerats wurde zunachst ein Stickstoffstandard gemessen. Die Proben wurden
dann (soweit moglich) in dreifacher Ausflihrung in das Analysegerat eingelegt,
verbrannt, und der Gehalt an molekularem Stickstoff wurde automatisch be-
stimmt. Der prozentuale Proteingehalt, basierend auf der Trockenmasse, wurde
durch Multiplikation des Stickstoffgehalt mit dem Umrechnungsfaktor 6,25 (allge-
mein fur Lebensmittel) und unter Verwendung der entsprechenden Gleichung be-

rechnet, siehe Gleichung:

F+xN+100
TosT —
Protein [%] ™ (Gl. 2)
N Stickstoffgehalt [%]
F Umrechnungsfaktor zur Errechnung des Proteingehalte (F=6,25)

TM  Trockenmasse [%]
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3.4.3 Bestimmung der Monosaccharide mittels HPAEC

Prinzip der Methode

HPAEC ist die Abklrzung flr Hochleistungs-Anionenaustausch-Chromatogra-
phie (High Performance Anion Exchange Chromatography). HPAEC ist eine Me-
thode zur Analyse von Kohlenhydraten. Dieses Verfahren basiert auf der Um-
wandlung der Kohlenhydrate in ihre anionische Form bei hohen pH-Werten. Un-
ter alkalischen Bedingungen werden die Kohlenhydrate durch anionische Aus-
tauschersaulen mit quaternarer Ammoniumbindung getrennt. Die Retention der
Kohlenhydrate korreliert mit inrem Sauregrad und der Anzahl der Hydroxylgrup-
pen. Monosaccharide und Disaccharide werden gleichmalfig mit Natronlauge
eluiert, wahrend Natriumacetat als Elutionsmittel in einem Gradienten fir die
Trennung von Oligosacchariden und Polysacchariden verwendet werden. Die
Detektion erfolgt mit der gepulsten amperometrischen Detektion (PAD), die emp-

findlich und spezifische fur Kohlenhydrate ist (Corradini et al., 2012).

Gerate und Material

e UHQ-Wasser

e 1.9 M Trifluoressigsaure (TFA)

e Carrez-Losung | (15 %ige Kaliumhexacyanoferratlosung)

e Carrez-Lésung Il (30 %ige Zinksulfatidsung)

e Standard: ZH-9 40 ppm (points 0.1; 0.5; 1.5; 10; 20 ppm)

e DuroCell Eco Line Ofen (MMM Group, Minchen Deutschland)

e Savant SpeedVac SPD1030 Vakuumkonzentrator (Thermo Fisher Scien-
tific, Sunnyvale, CA, USA)

e Dionex™ |CS-6000 DC HPAEC-PAD-System (Thermo Fisher Scientific,
Sunnyvale, CA, USA)

e CarboPac™ PA20-Fast (2 x 100 mm, 4 um) IC Columns (Thermo Fisher
Scientific, Sunnyvale, CA, USA)

e Chromatographie-Datensystem Chromeleon Version 7 (Thermo Fisher
Scientific, Sunnyvale, CA, USA)

e Zentrifuge
e Feinwaage
e 50 ml Polypropylen-Zentrifugenréhrchen
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e 2 ml Safe-Lock-Eppendorf-Réhrchen
e HPAEC-Vials
e 0,25-uym-Nylon-Filter

Durchfiihrung

Zur Quantifizierung der Monosaccharide wurden 200 mg + 10 mg der Probe in
50-mI-Réhrchen eingewogen und mit 5 ml 1,9 M Trifluoressigsaure (TFA) hydro-
lysiert und geschuttelt. Die Proben wurden 2 Stunden und 24 Minuten lang bei
103 °C im Durocell Eco Line Ofen erhitzt und alle 30 Minuten leicht geschuttelt.
AnschlieRend wurde die Hydrolyse durch Zugabe von kaltem Milli-Q-Wasser un-
terbrochen und das Volumen auf 50 ml aufgefullt. Nach Zugabe von je 50 L
Carrez | und Carrez I, um nicht hydrolysierte Makromolekile auszufallen, wur-
den die Proben bei 10 Minuten lang bei 2000 g und 20 °C zentrifugiert. Danach
wurden 0,5 ml des Uberstandes in Eppendorf-Réhrchen aliquotiert und mit dem
Speedvac bei 45 °C fur 3h und <2000 Pa vollstandig vakuumgetrocknet. Die ge-
trockneten Proben wurden mit 1 ml UHQ-Wasser resuspendiert und gevortext,
mittels 0,25-pm-Nylon-Filter filtriert und fur die Hochdruck-Anionenaustausch-
Chromatographie (HPAEC) verdiinnt. Ein Dionex™ ICS-6000 DC HPAEC-PAD-
System wurde zur Analyse eingesetzt, ausgestattet mit einer CarboPac™ PA20-
Fast Saule (2 x 100 mm, 4 um) und einer dazugehoérigen Guardsaule. Die Tren-
nung erfolgte bei einer Saulentemperatur von 30 °C unter Verwendung einer Gra-
dientenelution bei einer Flussrate von 0,2 ml/min. Die Quantifizierung der Analy-
ten wurde mittels externer Kalibrierung im Bereich von 0,1 bis 20 mg/L durchge-
fuhrt, unter Verwendung von Multikomponenten-Standardlésungen, die Fucose,
Arabinose, Galactose, Glucose, Xylose, Mannose und Fructose enthielten. Die
Peakflachen wurden mit dem Chromatographie-Datensystem Chromeleon Ver-
sion 7 ausgewertet. Der Gehalt an Arabinoxylan (AX) wurde als die Summe der

gemessenen Arabinose- und Xylosewerte berechnet.
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3.4.4 Bestimmung der L-Arabinose & D-Galactose mittels Megazyme

Prinzip der Methode

Das Verfahren nutzt die Umwandlung der a- und B-Anomere von L-Arabinose
und D-Galactose, die durch das Enzym Galactose-Mutarotase (GalM) katalysiert
wird. Bei diesem Prozess werden (-L-Arabinose und p-D-Galaktose in Gegen-
wart von 3-Galaktose-Dehydrogenase (B-GalDH) bei einem pH-Wert von 8,6 zu
L-Arabinonsaure und D-Galaktonsaure oxidiert. Dies geschieht unter Verwen-
dung von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+), das wahrend der Reaktion zu
NADH reduziert wird. Die Menge an produziertem NADH ist proportional zur
Menge an L-Arabinose oder D-Galaktose, die oxidiert wird. Der Anstieg der
NADH-Konzentration wird durch die Absorption bei 340 nm gemessen

(Megazyme, 2020a).

Gerate und Material

e Enzymkit (L-Arabinose/D-Galaktose (K-ARGA 4/20), Co. Wicklow, Irland)
o Bottle 1: Pufferlésung (25 ml, pH 8,6) mit 0,02 % w/v Natriumazid
o Bottle 2: NAD* (lyophilisiertes Pulver)

o Bottle 3: B-Galaktose-Dehydrogenase und Galaktose-Mutarotase-
Suspension (2,4 ml)

o Bottle 4: L-Arabinose Standardldosung (5 ml, 0,4 mg/mlin 0,02% w/v
Natriumazid)

o Bottle 5: D-Galaktose Standardldésung (5 mL, 0,4 mg/mL in 0,02%
w/v Natriumazid)

o Einweg-Plastik-Kuvetten

e Pipettenspitzen (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiunster,
Osterreich)

e Pipette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

e Analysewaage (BCE 2241-1S, Sartorius, Messgenauigkeit £ 0,1 mg;
37079 Goéttingen, Germany)

e Photometer (UV-1800 VIS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)
e Vortex

e Stoppuhr
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Durchfiihrung

Die Bestimmung der L-Arabinose erfolgt gemafl des Standardverfahrens des L-
Arabinose/D-Galaktose Assay Kits (K-ARGA 4/20) der Firma Megazyme
(Megazyme, 2020a).

Hierfir wurden 1 ml destilliertes Wasser, 0,05 ml Probe, 0,1 ml Pufferldsung
(Bottle 1) und 0,05 ml NAD*-Lésung (Bottle 2) in eine Klvette pipettiert. Ebenso
wurde ein Blindwert vorbereitet. Die LOosung wurde durch vorsichtiges Umdrehen
der Kuvette gemischt und nach etwa 3 Minuten die Extinktion bei 340 nm gemes-
sen. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 0,01 ml der der B-Galactose-
Dehydrogenase- und Galactose-Mutarotase-Suspension (Bottle 3) gestartet. Die
Losung wurde erneut gemischt und die Extinktion nach etwa 12 Minuten fur L-
Arabinose gemessen. Die Messung wurde bei einer Wellenlange von 340 nm
durchgefuhrt.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach der Anleitung von der Firma

Megazyme, siehe Gleichung:

c [5] = VMW A4 (GI. 3)
L Exd*v
V Endvolumen [ml]

MW  Molekulargewicht von L-Arabinose oder D-Galactose [g/mol]
Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm

d Lichtweg [cm]

Y Probenvolumen [ml]

AA  Absorptionsdifferenz (A2-A1) — Blindprobe
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3.4.5 Bestimmung der D-Xylose mittels Megazyme

Prinzip der Methode

Bei der Bestimmung der D-Xylose werden a- und B-Anomere von D-Xylose um-
gewandelt und durch das Enzym Xylose-Mutarotase (XMR) katalysiert. Bei die-
ser Reaktion wird B-D-Xylose in Gegenwart von -Xylose-Dehydrogenase und
NAD* bei pH 7,5 zu D-Xylonsaure oxidiert. Dabei wird NAD* zu NADH reduziert,
und die Menge des gebildeten NADH ist stochiometrisch zur Menge der D-Xy-
lose. Die Bildung von NADH wird durch den Anstieg der Extinktion bei 340 nm
durchgefuhrt (Megazyme, 2020b).

Gerate und Material

e Enzymkit (D-Xylose-Assays-Kits (K-Xylose), Co. Wicklow, Irland)

o Bottle 1: Pufferlésung (45 ml, pH 7,5) mit 0,02 % w/v Natriumazid
als Konservierungsmittel

o Bottle 2: NAD* plus ATP (lyophilisiertes Pulver)

o Bottle 3: Hexokinase-Suspension (2,2 ml)

o Bottle 4: XDH/XMR-L6sung (5,6 ml)

o Bottle 5: D-Xylose Standardlésung (5 ml, 0,25 mg/ml)

o Kuvetten Macro, PS (#623201 Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmuinster, Osterreich)

o Pipettenspitzen (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmdunster,
Osterreich)

o Pipette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Photometer (UV-1800 VIS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)
e \Vortex

e Stoppuhr

Durchfiihrung

Die Bestimmung der D-Xylose erfolgt gemal’ des Standardverfahren des D-Xy-
lose-Assays-Kits (K-Xylose 10/20) der Firma Megazyme (Megazyme, 2020b).

Hierfir wurden 1 ml destilliertes Wasser, 0,05 ml Probe, 0,20 ml Pufferlésung
(Bottle 1), 0,20 ml NAD*-Losung (Bottle 2) und 0,01 ml Hexokinase (Bottle 3) in
eine Kuvette pipettiert. Ebenso wurde ein Blindwert vorbereitet. Die Losung
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wurde durch vorsichtiges Umdrehen der Kuvette gemischt und nach etwa 5 Mi-
nuten die Extinktion bei 340 nm gemessen. Die Reaktion wurde dann durch Zu-
gabe von 0,025 ml der der XDH/XMR-LOsung (Bottle 4) gestartet. Die Losung
wurde erneut gemischt und die Extinktion nach etwa 6 Minuten gemessen. Die

Messung wurde bei einer Wellenlange von 340 nm durchgeflhrt.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach der Anleitung von der Firma

Megazyme, siehe Gleichung:

VMW

exdx*v

c[g/L] * AAD — Xylose (Gl. 4)

Vv Endvolumen [ml]

MW  Molekulargewicht von D-Xylose [g/mol]
Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm
(e=6300 [L x mol-1-1 x cm-1-1])

d Lichtweg [cm]

Y Probenvolumen [ml]

AA  Absorptionsdifferenz (A2-A1) — Blindprobe
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3.4.6 Bestimmung der Phenolsauren (TPC)

Prinzip der Methode

Die Mehrheit der Phenolsauren ist fest an Zellwandbestandteile gebunden, und
kann daher mit einfachen wassrigen Losungsmitteln nicht vollstandig extrahiert
werden. Um alle Phenole (gebunden, konjugiert) aus der komplexen Zellwand-
matrix zu l6sen, sind zusatzliche Schritte mit Alkalien oder Sauren erforderlich,
um die Bindung aufzubrechen und die Verbindungen freizusetzen (Speranza et
al., 2021).

Gerate und Material
e Natriumcarbonat (#8563.2, CAS: 497-19-8, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland)

« Natriumhydroxid 32 % (#T194.3, CAS: 1310-73-2, Carl Roth GmbH, Karls-
ruhe, Deutschland)

e Salzsaure 37 % (#4625.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
« Ethanol 96 % + 1 % Petrolether (#P20802, Australco, Osterreich)

e Methanol (VWR #10864.320, CAS: 67-56-1)

o Ethylacetat (#34858, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

o Folin-Ciocalteu-Reagenz (#1.09001.0500, Merck, Darmstadt, Deutsch-
land)

o trans-Ferulasaure (#128708-100G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Deionisiertes Wasser = H2O(RO) (Umkehrosmose)

e Analysewaage (BCE 2241-1S, Sartorius, Messgenauigkeit £ 0,1 mg;
37079 Gottingen, Germany)

o Mikroplattenlesegerat Plate Reader
e Laborflaschen, 50250 ml
o Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

o Pipettenspitzen (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmdinster,
Osterreich)

e Probenréhrchen 2 ml, PP (#623201 Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsminster, Osterreich)

¢ Vortex

« Messkolben
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e Ruhrspatel

o 96-Well-Platte

o Schdttler

« Ultraschallbad (#RK 106 Sonorex Bandelin, Berlin, Deutschland)
e Konzentrator (#5301 Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

o Zentrifuge (#5430 Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

o Zentrifuge (#5810 Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Durchfiihrung

Das Extraktionsverfahren durchgeflhrt nach Speranza et al. (2021). Dieses Ver-
fahren wurde in Bezug auf die Probenmenge und die Reagenzien Mengen ange-

passt, um der Verwendung des Rohstoffes Mais zu entsprechend.

Nach der Probenvorbereitung und Extraktion der gebundenen, konjugierten und
freien Phenolsauren wurden fur die photometrische Bestimmung in einer 96-
Well-Platte 75 pl Wasser, 25 ul der (verdinnten) Probe sowie 25 pl des Folin-
Ciocalteu-Reagenzes mit Wasser vermischt. Nach 6 Minuten im Dunkeln wurden
100 pl einer Na2CO3-Ldsung (75 g/l) in jede Vertiefung gegeben. Die Bestim-
mung der Absorption erfolgt bei 765 nm nach 90 Minuten Ruhezeit im Dunkeln
mit einem spektralphotometrischen Mikroplattenlesegerat (mit 60 s Schitteln vor
der Messung). Zur Bestimmung des Gesamtphenolgehalts wurden Ferulasaure-
standards (Konzentrationen zwischen 25 und 250 mg/l) fur die lineare Funktion
(y = kx + d) verwendet. Die Konzentrationen der unbekannten Proben wurden
durch Einsetzen der Absorptionswerte in die lineare Gleichung zur Lésung von x
ermittelt. Die Konzentrationen wurden entsprechend dem tatsachlichen Trocken-

gewicht und der Verdlinnung der Proben korrigiert.
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250 mg Einwaage
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Abbildung 17: Angewandtes Protokoll zur Bestimmung der Phenolsauren, nach Spe-
ranza et al. (2021), eigene Darstellung 2024
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3.4.7 Bestimmung der Gesamtballaststoffe (TDF/IDF/SDF)

Prinzip der Methode

Die Bestimmung der gesamten Ballaststoffe (TDF/IDF/SDF) wird an getrockne-
ten und entfetteten oder fettarmen Proben (weniger als 10 % Fett) durchgefuhrt.
Der Prozess umfasst mehrere Schritte: Zunachst wird die Probe mit hitzestabiler
a-Amylase gekocht, um die Starke zu gelatinieren, zu hydrolysieren und zu de-
polymerisieren. Anschliel3end folgt eine Inkubation bei 60 °C mit Protease und
Amyloglucosidase, um die Proteine zu |6sen und zu depolymerisieren und die
Starkeabbauprodukte in Glukose umzuwandeln. Die Probe wird mit Ethanol be-
handelt, um I6sliche Ballaststoffe auszufallen und depolymerisierte Proteine und
Glukose zu entfernen. Der verbleibende Rickstand wird filtriert, mit Ethanol und
Aceton gewaschen, getrocknet und gewogen. Ein Teil des Ruckstandes wird auf
den Proteingehalt analysiert, wahrend der andere Teil bei 525 °C verbrannt wird,
um den Aschegehalt zu bestimmen. Der TDF-Gehalt wird berechnet, indem das
Gewicht des getrockneten Rickstands um das Gewicht von Eiweil® und Asche

reduziert wird (Megazyme, 2017).

Gerate und Material

o Enzym-Kit (Megazyme #K-TDFR-200A, Co. Wicklow, Irland)
o Bottle 1: a-Amylase, thermostabil, 3000 U/ml (Ceralpha)
o Bottle 2: Protease, gereinigt, 350 U/ml
o Bottle 3: Amyloglucosidase, gereinigt, 3300 U/ml

o Celite Hyflo Super Cel (#0005.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land)

« Ethanol 96 % + 1 % Petroleumether (#P20802, Australco, Osterreich)
e Aceton (#32201, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure (MES, #4256.3, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland)

e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, VWR #28811.295)

o Natriumhydroxid 32 % (#T7197.3, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land)

e Salzsaure 37 % (#4625.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

o Wasser, dest.
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Analysenwaage (Messgenauigkeit: £ 0,0001 g)
Laborflaschen, 250 ml

Mehrstellen-Rahrplatte

Magnetruhrer

Wasserbad, 60 °C und 100 °C, schittelnd (Lauda-GFL #1092, Burgwedel,
Deutschland)

Manueller Dispenser (HandyStep®S, Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland)

Pipetten 5 ml, 10 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen 5 ml, 10 ml

pH-Meter (FiveEasy F20, Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz)
pH-Standardpuffer (pH 4,0 und 7,0)

Spatel

Glasfritten-Tiegel (#20302 Robu Glasfilter-Gerate GmbH, Hattert,
Deutschland)

Tiegeladapter (#2803 Robu Glasfilter-Gerate GmbH, Hattert, Deutsch-
land)

Absaugflasche, > 500 ml

Vakuumpumpen (Typ MZ 2Z, Vacuubrand GmbH + Co, Wertheim,
Deutschland)

Vakuumkolben

Trockenschrank (TIN-TF50, Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland)

Exsikkator

Muffelofen (#11 EIf 11/6B Carbolite Gero GmbH & Co. KG, Neuhausen,
Deutschland)

Messzylinder 2 |
Laborflasche 11, 2 |

Durchfiihrung

Die Bestimmung der I6slichen und unldslichen Ballaststoffe erfolgt gemafie dem
Megazyme Total Dietary Fibre Assay Procedure (K-TDFR-/200A), basierend auf
der AOAC Methode 991.43 und AACC Methode 32-07.01 durchgefuhrt

(Megazyme, 2017). Hierflr wurde 1 g Probe in Laborfalschen eingewogen und
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mit 40 ml MES/TRIS-Puffer (0,05 M, pH 8,2, 24 °C) vermischt. Anschliel3end wur-
den 50 pl hitzestabile a-Amylase-L6sung zugegeben und die Proben 30 Minuten
lang bei 99,5 +/- 0,5 °C inkubiert. Nach Abkuhlung auf 60 °C und Spulen der Fla-
schenwande mit 10 ml destilliertem Wasser wurden 100 pl Proteaselésung zu-
gegeben und 30 Minuten lang bei 60 °C inkubiert. Der pH-Wert wurde dann mit
5ml 0,561 M HCI auf 4,1-4,8 eingestellt, und es wurden 200 pl Amylogluco-
sidase-LOsung zugegeben, gefolgt von einer weiteren 30-minutigen Inkubation
bei 60 °C. Zur Ausfallung der I6slichen Ballaststoffe wurde die Lésung mit 95 %i-
gem Ethanol (60 °C) auf 300 ml aufgeflllt und anschlieRend mit einer Vakuum-
pumpe durch Glasfiltertiegel mit Celite filtriert. Der Ruckstand wurde zweimal mit
15 ml 78 %igem und 95 %igem Ethanol gewaschen, und die Tiegel wurden Uber
Nacht bei 103°C getrocknet. Zur Bestimmung des Aschegehalts wurde ein Tiegel
pro Probe 5 Stunden lang in einem Muffelofen bei 525 °C verbrannt, wahrend die
getrockneten Ruckstande der ubrigen Tiegel zur Bestimmung des Proteingehalts
in Kjeldahl-Kolben uberfuhrt wurden. Der TDF-Gehalt wurde als Gewicht des ge-
filterten und getrockneten Rulckstands abzuglich des Gewichts von Protein und
Asche berechnet. Die Ballaststoffe entsprechen je nach Methode dem TDF oder
IDF/SDF-Gehalt.

R1+R2*p*A*B
Ballaststoffe [%] = <W) x100 (Gl. 5)

2

R1 Gewicht des Ruckstandes von Filtrat 1 [mg]

R2  Gewicht des Rickstandes von Filtrat 2 [mg]

A Aschegewicht von R1 [mg] P Proteingewicht von R2 [mg]
m1  Einwaage von Probe 1 [mg]

m2  Einwaage von Probe 2 [mg]

B Blindwert [mg]
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3.4.8 Bestimmung des Starkegehaltes

Prinzip der Methode

Die Starkebestimmung erfolgt mit Hilfe von enzymatischer Hydrolyse von Starke
zu Glucose. Zuerst wird die Starke durch thermostabile a-Amylase in I6sliche
Maltodextrine gespalten. AnschlieRend werden die entstandene, verzweigte und
unverzweigte Maltodextrin durch Amyloglucosidase vollstandig zu D-Glucose
hydrolysiert. Diese wird dann zu Gluconat oxidiert und Wasserstoffperoxid wird
freigesetzt. AnschlieRend entsteht durch eine kolometrische Reaktion ein Farb-

stoff, der zur Bestimmung der Glucosekonzentration dient (Megazyme, 2024).

Gerate und Material

o Gesamtstarke-Kit (Megazyme #K-TSTA, Co. Wicklow, Irland)
o Bottle 1: Thermostabile a-Amylase
o Bottle 2: Amyloglucosidase
o Bottle 3: GOPOD-Reagenzpuffer (50 ml, pH 7,4)
o Bottle 4: GOPOD-Reagenzenzyme
o Bottle 5: D-Glucose-Standardlosung (1,0 mg/ml)
o Bottle 6: Maisstarke Kontrolle
e Ethanol 96% + 1% Petroleumether (#P20802, Australco, Osterreich)

« Eisessig (#3738.5, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

e Natriumhydroxid (#06203, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Calciumchlorid-Dihydrat (#102382, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Destilliertes Wasser

e Analysewaage (BCE 224I-1S, Sartorius, Messgenauigkeit + 0,1 mg;
37079 Goéttingen, Germany)

e Glasréhrchen (@ x H =16 mm x 100 mm) mit GL15-Schraubverschluss

e Dispenser, 20 x 100 yL (HandyStep®S, Brand GmbH + Co KG, Wert-
heim, Deutschland)

e Vortex

e Magnetrihrer und Ruhrstabchen (5 - 10 mm)

e Thermoblock (Stuart SBH130D/3, Bibby Scientific Limited, Staffordshire,
UK)
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e Pipetten 10 - 200 uL, 100 - 1000 uL, 5 ml, 10 ml (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

e Pipettenspitzen 200 uL, 1000 uL, 5000 pL, 10000 pL (Greiner Bio-One
International GmbH, Kremsmuinster, Osterreich)

e Photometer (UV-1800 VIS, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)

e Eismaschine

e pH-Meter (FiveEasy F20, Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz)

e pH-Standardpuffer (pH 4,0 und 7,0)

e Messkolben 11,21

e Messzylinder 11, 200 ml, 100 ml

e Messpipette aus Glas 10 ml

e Probenrohrchen 2 ml, PP (#623201 Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich)

e Kivetten Macro, PS (#614101 Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich
Durchfiihrung

Die Bestimmung des Starkegehaltes wurde mit dem Enzymkit der Firma Mega-
zyme ,Total Starch, K-TSTA* unter Verwendung der ,Rapid Total Starch* (RTS-
NaOH-Methode) durchgefuhrt. Die Schritte der Durchfuhrung sind in Abbildung
18 dargestellt.
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Einwaage 100 mg in Glassrohrchen
(Dreifachausfiihrung + Blank)

!

| 200 pl EtOH (80 %), Vortex |

v

| 2 ml NaOH (1,7 M), Vortex |

v

| 15 min Eisbad, Vortex |

v

| 8miBuffer 1 (600 mM, pH 3,8), Vortex |

v

| 200 pl a-Amylase, 200 pl Amyloglucosidase |

A 4

Inkubieren bei 50 °C, 30 min im
Thermoblock

!

Inkubieren bei 50 °C, 30 min im
Thermoblock

y

Verdiinnen der Proben mit Buffer 2 (200

mM, pH5) entsprechend dem erwarteten
Starkegehalt

v

3000 pl GOPOD

v

Inkubieren bei 50 °C, 20 min im
Thermoblock

v

Messung der Absorption (510 nm) im
Photometer

Abbildung 18: Protokoll zur Bestimmung des Stéarke-

gehaltes, eigene Darstellung 2024
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3.4.9 Bestimmung der Proteinloslichkeit und des Gesamtstickstoffgehalt mittels
Kjeldahl

Prinzip der Methode

Die Bestimmung der Proteinloslichkeit wurde nach Methode der ISO 14244:2014
mit leichten Abanderungen durchgefuhrt. Dabei wird die Loslichkeit des Proteins
in Abhangigkeit vom pH-Wert untersucht.

Fir die Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde die Kjeldahl-Methode ge-
maf der ICC-Norm Nr. 105/2 (ICC 2023) verwendet. Mit der Kjeldahl-Methode
wird der Gesamtstickstoffgehalt in einer Probe bestimmt, der zur Berechnung des
Gesamtproteingehalts herangezogen wird. Das Verfahren umfasst die Schritte
des Aufschlusses, der Destillation und Titration. Zunachst wird die Probe mit kon-
zentrierter Schwefelsdure und einem Katalysatorgemische oxidativ aufgeschlos-
sen, wobei Temperaturen von 360 °C bis 410 °C erreicht werden. Dabei bildet
sich Schwefeltrioxid, dass sich an die NH-Gruppen der Peptidbindungen im Pro-
tein bindet, wodurch Amidosulfonsaure und schlieBlich Ammoniumsulfat entste-
hen. Nach Zugabe von Natriumhydroxidlosung wird Ammoniak freigesetzt, der
durch Wasserdampfdestillation in Borsaure absorbiert wird und Ammoniumtribo-
rat bildet. Der Ammoniak wird dann titrimetrisch durch Zugabe einer Salzsaure-
|I6sung bestimmt. Der Stickstoffgehalt wird quantifiziert und zur Berechnung des
Rohproteingehalts der Probe mit Hilfe eines Umrechnungsfaktors (F=6,25 als
Standard fur Getreide) verwendet (Matissek & Fischer, 2021)

Gerate und Material

Proteinloslichkeitsbestimmung

e Dest. Wasser

e HCI

e NaOH

e Laborglasflaschen 100 ml

e Magnetruhrer

e pH-Meter (FiveEasy F20, Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz)
e Magnetrihrstabchen

e Wasserbad (Lauda-GFL #1092, Burgwedel, Deutschland)

63



Material und Methoden

¢ Kjeldahl-Aufschlusskolben (Probenglaser, Fa. Buchi, Schweiz)

Kieldahl-Methode

e Schwefelsaure, 95 % v/v (Art.-Nr. 20685.330, Fa. VWR, Frankreich)
e Natronlauge, 32 % v/v

e Borsaure, 2 % viv

e Salzsaure (0,1 M, Mal3lésung)

e Magnetrihrstabchen

e Analysewaage (BCE 224I-1S, Sartorius, Messgenauigkeit + 0,1 mg;
37079 Géttingen, Germany)

e Laborglasflaschen 100 ml

e Aufschlussanlage (Digestion System K-449, Fa. Blichi, Schweiz)
e Scrubber (B-415, Fa. Blchi, Schweiz)

¢ Kjeldahl-Aufschlusskolben (Probenglaser, Fa. Blichi, Schweiz)

e Katalysator-Tabletten (Kjeldahl Tablets Missouri, Art.-Nr. 11057982, Fa.
Buchi, Schweiz)

¢ Destillationsanlage (KjelFlex K-365, Fa. Buchi, Schweiz)
e Titrierautomat
e pH-Meter (FiveEasy F20, Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Schweiz)

e Farbindikator (Mixed Indicator according to Sher, Art.-Nr. 003512, Fa.
Blchi, Schweiz)

e Erlenmeyerkolben, 250 ml

Durchfiihrung

Proteinloslichkeitsbestimmung

Etwa 1,5 g £ 0,0001 Probe wurden etwa in 100 ml Laborglasflaschen eingewo-
gen und mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 75 ml aufgefullt. Anschlie-
Rend wurden pH-Werte der Proben durch Zugabe von HCI oder NaOH auf die
gewunschten Werte (4, 5, 7, 8, 9, 11) eingestellt, wobei dies fur jeden pH-Wert in
dreifacher Ausfuhrung erfolgte. Wahrend dieses Vorgangs wurden die Proben
auf einer Magnetrthrplatte mit einem Magnetrthrstab kontinuierlich gerthrt und

der pH-Wert regelmaflig mit einem pH-Meter kontrolliert und gegebenenfalls
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nachjustiert. Nach der pH-Einstellung wurden die Proben fir 20 Minuten ins Was-
serbad gestellt und anschlieRen 10 Minuten bei 800 g zentrifugiert. Aus dem
Uberstand wurden dann 7,5 ml in ein Kjeldahl-Réhrchen Ubertragen und tber
Nacht bei 50 °C in einem Trockenschrank zur Wasserverdampfung gelagert. An-
schlieBend wurde nach der Kjeldahl-Methode gemaR der ICC-Norm Nr. 105/2
(ICC 2023) bestimmt. Das mit Hilfe der Kjeldahl-Methode bestimmte Gesamtpro-
tein wurde zur Berechnung der Proteinldslichkeit herangezogen und berechnet,

siehe Gleichung:

e e qs . losliches Protein [%]*100+aliquote
Proteinloslichkeit [%] =( 4]-100-aliq )

Rohprotein [%]

(Gl. 6)

Aliquot = 15 ml eines kombinierten Uberstandes, der einem Faktor von 5 ent-
spricht

Abbildung 19: Probenvorbereitung zur Proteinldslich-
keitsbestimmung, hier bei pH 7

Bestimmung des Gesamtproteingehalts (Kjeldahl)

Aufschluss
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Die quantitative Bestimmung des Gesamtproteingehalts wurde nach der
Kjeldahl-Methode mit einem Buchi-System durchgefuhrt. Die Proben der Proben-
aufbereitung wurden in Dreifachbestimmung analysiert. Drei Blindproben und
zwei Glycin-Bestimmungen (Referenz) wurden ebenso fir jede Analyse durch-
gefuhrt. Jedem Kolben wurden zwei Katalysatortabletten (10 g) zugesetzt und
unter dem Abzug wurden 22 ml 95%ige Schwefelsaure vorsichtig in jeden Kolben
gegeben, der dann in die Aufschlusseinheit gestellt wurde. Nachdem das System
ordnungsgemal verschlossen war, wurde eine voreingespeicherte “Methode 1*
gestartet. Der gesamte Aufschlussprozess dauerte 120 Minuten, wobei die ma-

ximale Temperatur von 420 °C 80 Minuten lang gehalten wurde.

Destillation

Nach der Kuhlungsphase wurden die Proben destilliert. Zuerst wurde die Destil-
lationseinheit vorgeheizt und ein Reinigungsprogramm gestartet. Nach dem
Durchlauf der Reinigung wurden die Aufschlusskolben in die halbautomatische
Destillationseinheit gestellt. FUr jede Probe wurde ein Erlenmeyerkolben mit zwei
bis drei Tropfen Farbindikator vorbereitet und in das System eingesetzt. Danach
wurde die vor eingestellte “Methode 2“ gestartet. Die Proben wurden unter Ver-
wendung von Wasserdampf destilliert und die destillierte Losung mit Borsaure
(0,1 N) in dem Erlenmeyerkolben gesammelt. Das Wasserdampfdestillat war

grunblau.

Titration

Das grunblaue Wasserdampfdestillat wurde anschlieBend mit Salzsaure
(0,1 mol/l) titriert, bis der Indikator seinen Umschlagspunkt erreichte und seine
Farbe in hellorange anderte. Der Verbrauch an Salzsaure wurde notiert und der

prozentuale Proteingehalt der Probe berechnet, siehe Gleichung 7:

Proteingehalt [%] = (w)

: (Gl. 7)

Verbrauch Salzsaure (Maldlosung, 0.1 mol/L) im Hauptversuch [mL]
Verbrauch Salzsaure (Mal3lésung, 0.1 mol/L) im Blindversuch [mL]

Umrechnungsfaktor zur Ermittlung des Proteingehaltes (6,25 fur Le-
bensmittel allgemein)

E Probeneinwaage [g]
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1,4008 1 mL Salzsaure (MaRlésung, 0.1 mol/L) 2 1,4008 mg Stickstoff

3.4.10 Ausbeute/Yield

Die Ausbeute/Yield der Extrakte wurde anhand der Gleichung 8 berechnet.
. Extrakt
Yield [%] = (%) %100 (Gl. 8)

m(Extrakt) Gesamte Masse an getrockneten Extrakten [g]
HT™ Rohstoffmenge vor der Extraktion in Trockenmasse [g]

3.4.11 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Daten wurde mit Statgraphics Centurion 19 - X64
(StatPoint Technologies Inc, Warrenton, USA) durchgefuhrt. Um signifikante Un-
terschiede zwischen den Mittelwerten (Signifikanzniveau von a = 0.05) verschie-
dener Proben zu ermitteln, wurde eine Einfaktor-ANOVA (Analysis of Variance)

und der Fischer-LSD-Test verwendet.
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4 Versuchsergebnisse und Diskussion

Das nachste Kapitel behandelt die Ergebnisse der simultanen Extraktion von Pro-
teinen und Arabinoxylanen, der Versuche im Labormalstab, dem Pilotmalfistab
sowie das Monitoring der Membranfiltration. Die inkludieren die Ausbeuten, die
chemische Nahrstoffcharakterisierung der gewonnenen Extrakie und Ruck-
stande aus den zuvor beschriebenen Verfahren. Alle Analysen wurden (soweit

moglich) in Dreifachbestimmung durchgefuhrt.

4.1 Vorversuche Proteinloslichkeit

Die Ergebnisse zeigen (Abbildung 20), dass die Loslichkeit der Proteine im sau-
ren und neutralen pH-Bereich (pH 2—7) tendenziell gering war, mit einem leichten
Peak bei pH 4, wahrend sie im alkalischen Bereich zunahm und bei pH11 ein
Maximum von 30 % erreichte. Diese Feststellungen stimmen mit der Literatur
Uberein, die besagt, dass Zein (= Hauptfraktion der Maisproteine) im pH-Wert
zwischen 6 und 9 eine Vielzahl von isoelektrische Punkte aufweisen (Righetti &
Gianazza, 1977). Die Untersuchungen von Wu et. al. (2023) zeigen, dass der pH-
Wert in der Nahe des |IEPs einen bedeutenden Effekt auf die Wechselwirkungen
zwischen den Proteinmolekllen sowie deren Ladungseigenschaften hat, was zur
Aggregation und Fallung fuhren kann. In ahnlicher Weise stellten Li et al. (2020)
fest, dass Zein im pH-Bereich um den IEP eine starke Aggregation aufweist, was
den minimalen Proteinertrag in den sauren und neutralen Bereichen erklart.

Fir die weiteren Versuche wurde daher ein pH-Wert von 8 fur die Proteinfallung
ausgewahlt, da dieser Wert auf ein Loslichkeitsminimum hindeutete und saure
Bedingungen, im Vergleich zur niedrigsten Proteinloslichkeit bei pH 5 vermieden
werden konnte. Aulderdem verbessert der alkalische Bereich zusatzlich die Los-
lichkeit von Arabinoxylanen und ermdglicht somit eine effizientere Trennung,

ohne UbermafRig viele Chemikalien zu verbrauchen.
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Abbildung 20: pH-Wert-abhangige Proteinldslichkeitskurve der Q-Probe Mais (Vollkornmehl). Innerhalb je-
der Fraktion wurden signifikante Unterschiede bewertet.

4.2 \Vorversuche Starkeabbau

Um den Starkeabbau zu optimieren und somit die Extraktionseffizienz der Ziel-
komponenten zu erhéhen, wurden verschiedene Bedingungen (unterschiedliche
Dosen der Enzyme und Dauer der Behandlung) bei den pH-Werten 4 und 7 (als
Indiz fur eine pH-abhangige Enzymaktivitat) untersucht. Abbildung 21 stellt die
Auswirkungen verschiedener Enzymdosen und Behandlungszeiten auf den Ge-

samtstarkegehalt der Q-Probe bei zwei pH-Werten (4 und 7) dar.

Der Gesamtstarkegehalt blieb bei beiden pH-Werten bei einer 100-fachen En-
zymdosis (1 x Dosis) uber 8 bzw. 24 Stunden unverandert. Geringe Schwankun-
gen sind zu erkennen (pH4: ca. 53,4 g/100 g und pH7: 62,38 bzw. 53,18 g/100 g).
Der pH-Wert und die Dauer der Behandlung haben in diesem Fall einen kleinen
Einfluss im Vergleich zur Dosis. Eine 300-fache Erh6hung der Enzymdosis
(3 x Dosis) bei pH7 Uber 8 und 24 Stunden zeigt, dass der Starkegehalt deutlich
sank. Bei pH4 von 19,61 auf 16,50 g/100 g und bei pH7 von 15,42 auf
15,23 g/100 g. Der Starkeabbau war am wirksamsten mit der 300-fachen Enzym-
menge in einem neutralen Milieu. Diese wurde dann fur die weiteren Versuche

im Labormafstab und Pilotmal3stab verwendet.
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Abbildung 21: Auswirkung unterschiedlicher Enzymdosierungen (1x Dosis = 100-fache und 3x Dosis =
300-fache Dosis It. Herstellerangaben) und Behandlungsdauer auf den Gesamtstarkegehalt der Mais-Q-
Probe bei zwei verschiedenen pH-Werten (4, 7) und der der Gesamtstarkegehalt der Q-Probe Mais (Re-
ferenz). Innerhalb jeder Fraktion und jedes Nahrstoffs wurden signifikante Unterschiede bewertet.

4.3 Proteingehalt und AX-Gehalt (Labormalistab)

Im folgenden Kapitel wird die schrittweise Optimierung des Protein- und Arabi-
noxylangehalts durch Variation verschiedener Parameter (pH-Wert, Starkeab-
bauschritt) in den Vorversuchen beschrieben. AbschlieRend werden die Ergeb-
nisse der Extraktion mit unterschiedlichen Rohstoffen unter den festgelegten op-

timalen Bedingungen prasentiert.

Die Ergebnisse der Protein- und AX-Bestimmung sind in Tabelle 3 und Tabelle 4
dargestellt. Sie zeigen die Auswirkung verschiedener Extraktionsbedingungen
auf den Protein- und AX-Gehalt der Extrakte, die im Labormal3stab aus Mais,
Maiskleie und Haferkleie gewonnen wurden.

Tabelle 3 fasst die Gesamtergebnisse der Vorversuche mit der Mais-Q-Probe
zusammen. Diese Vorversuche unterscheiden sich in ihrem pH-Wert (pH 11 und
pH 9) sowie eines optionalen Starkeabbauschritts. Aufgrund der begrenzten Pro-
benmengen konnten die Proteingehalte der Vorversuche 2 und 3 nur in Einfach-

bestimmung gemessen werden.
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Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Extraktion aus Mais- und Haferkleie. Fir diese
Versuche wurden die Bedingungen verwendet, die zuvor in den Versuchen mit

der Mais-Q-Probe ermittelt wurden.
Vorversuchsergebnisse

Ca(OH)2, pH11 (ohne Starkeabbau) ergab eine Proteinausbeute von 0,61 % mit
einer Proteinreinheit von 38,37 g/100 g. Dieser Versuch ergab eine AX-Ausbeute
von 0,69 % mit einem AX-Gehalt von 6,13 £ 0,02 g/100 g, was auf eine geringe
Extraktionseffizienz hinweist. Der Proteingehalt des AX-Extrakts betrug
34,37 £ 0,09 g/100 g. Ruckstand zeigt bei einem Yield von 36,19 % Protein- und
AX-Gehalte von 0,62 g/100 g. und 5,7 + 0,02 g/100 g.

Starkeabbau + Ca(OH)2, pH11 fuhrte zu einem viel geringerem Protein-Yield
(0,05 %), und der Proteingehalt sank auf 13,49 g/100 g, was darauf hindeutet,
dass der Einsatz von a-Amylase und Glucoamylase die Extraktion von Proteinen
verringert. Starkeabbau + Ca(OH)2, pH11 zeigte eine deutlich verbesserte AX-
Ausbeute von 1,47 % mit einem hohen AX-Gehalt von 38,29 + 0,24 g/100 g. Im
Vergleich zum Versuch ohne Starkeabbau bei dem der AX-Gehalt im AX-Extrakt
6,13 £ 0,02 g/100 g enthielt, verbesserte der enzymatische Starkeabbau die Ara-
binoxylanextraktionseffizienz deutlich. Der Proteingehalt im AX-Extrakt sank auf
9,7 £ 0,38 g/100 g. Der Starkeabbau hat die AX-Reinheit verbessert, indem er
die Co-Extraktion von Proteinen verringert hat.

Bei Starkeabbau + Ca(OH)2, pH9 war der Protein-Yield ahnlich wie beim Versuch
bei pH 11 mit Starkeabbau (0,05 %), jedoch mit einem leicht hoheren Protein-
gehalt von 14,55 g/100 g. Bei Starkeabbau + Ca(OH)2, pH9 war die AX-Ausbeute
etwas gering (1,16 %), mit einem AX-Gehalt von 4,09 + 0,08 g/100 g. Der Pro-
teingehalt betrug in diesem Fall 34,06 + 0,21 g/100 g und entsprach fast den Er-
gebnissen unter den Bedingungen von pH11 ohne Starkeabbau. Der niedrigere
pH-Wert ist bei der Verringerung das Protein im AX-Extrakt weniger wirksam,

selbst wenn er mit Starkeabbau kombiniert wird.
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Tabelle 3: Protein-, AX-Gehalt und Ausbeute der gewonnenen Extrakte unter verschiedenen Be-

dingungen im Labormalfstab und die Referenz (Q-Probe Mais).

Bedingung Extrakt Yield Protein AX
[%]* [9/100 g]* [9/100 g]*

Ca(OH)2_pH11 Protein - Fraktion 0,61 38,37 + 0,39 0,62+0

AX - Fraktion 0,69 34,37 + 0,09 6,13 + 0,02

Rickstand 36,19 7,39+0,04 5,7+0,02
Starkeabbau + Protein-Fraktion 0,05 13,492 -
Ca(OH)2_pH11

AX - Fraktion 1,47 9,7+0,38 38,29+ 0,24

Rickstand 73,96 5,23 + 0,06 3,81+ 0,01
Starkeabbau + Protein - Fraktion 0,05 14,552 -
Ca(OH)z_pH9

AX - Fraktion 1,16 34,06 + 0,21 4,09 + 0,08

Rickstand 61,36 8,61+0,15 6,78+ 0
Rohstoff Q-Probe Mais?® - 6,77 + 0,09 4,07 £0,12

"Mittelwerte Zweifachbestimmung + Standardabweichung.
2Einfachbestimmung

3Unbehandeltes Vollkorn.

“Ausbeute in g Extrakt pro 100 g Rohstoff.

Der geringste Proteingehalt im AX-Extrakt war unter den Bedingungen pH11 mit
Starkeabbau zu beobachten, der Versuch zeigte, dass ein hoher pH-Wert mit
vorherigem Starkeabbau effektiver ist, um den AX-Gehalt im AX-Extrakt zu erho-
hen. Die Unterschiede im Proteingehalt der AX-Extrakte kdnnen auch mit der
Loslichkeit der Proteine unter verschiedenen pH-Bedingungen in Verbindung ge-
bracht werden. Proteine weisen je nach pH-Wert unterschiedliche Eigenschaften
von Ldslichkeiten auf. Bei pH-Werten, die Uber dem isoelektrischen Punkt des
Proteins liegen, haben sie eine negative Nettoladung, was ihre Wechselwirkung
mit Wasser verstarkt und die Aggregation aufgrund elektrostatischer AbstoRung
verhindert. Unter alkalischen Bedingungen fuhrt dies zu einer gro3eren Loslich-
keit der Proteine, da sie sich gegenseitig abstol3en, was die Extraktion erleichtert
(Li & Xiong, 2021). Aulderdem bricht der hohe pH-Wert die Zellwande auf, in de-
nen die Proteine eingeschlossen sind. Dadurch wird die Zellstruktur destabilisiert,
was die Freisetzung der Proteine erleichtert und deren Ldslichkeit im Extraktions-
medium erhoht (Momen et al., 2021). Unter der Bedingung (Ca(OH)2, pH11 (ohne
Starkeabbau)) fUhrte zu 34,37 £ 0,09 g/100 g Protein im AX-Extrakt, was auf eine
signifikante Co-Extraktion von Protein trotz hoher Loslichkeit hinweist. Durch die

hohe Ldslichkeit von Proteinen bei pH11 erhoht sich das Risiko der Co-Extraktion
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in AX-Extrakten, insbesondere wenn kein vorheriger Starkeabbau durchgefihrt
wird, um die Viskositat zu verringern und die AX freizusetzen. Die Viskositat stellt
hier ein Hindernis dar, da sich Molekulle bei hohen Viskositaten wahrend der
Zentrifugation nur langsam trennen lassen. Mit dem Starkeabbau sinkt die Vis-
kositat, und die Extraktion wird effizienter, was zu einem geringeren Proteingehalt
(9,7 g/100 g) im AX-Extrakt fihrt. Da Starkekérner auch Protein und AX ein-
schlieen konnen und dies zu einem hoheren Proteingehalt im AX-Extrakt fuhren
kann. Bei Ca(OH)2, pH9 (mit Starkeabbau) ist die Ldslichkeit von Proteinen ge-
ringer als bei pH 11. Die Proteine liegen naher an ihrem IEP, wo sie weniger
geladen sind und eher zur Aggregation neigen (Wu et al., 2023). Dies erklart
eventuell die 34,06 £ 0,21 g/100 g Protein im AX-Extrakt. Ein niedriger pH-Wert
fuhrt zu einer unvollstadndigen Solubiliserung der Proteine, was zur Co-Extraktion
mit AX fuhrt. AuRerdem ist es moglich, dass die Proteinldslichkeit bei pH 9 im
Vergleich zu pH 11 etwas geringer ist, weil die Starke bei pH 9 weniger verkleis-
tert und dadurch schwerer enzymatisch abbaubar ist. Dies konnte eine hohere
Reststarkemenge zur Folge haben, die zu einer hoheren Viskositat fuhrt. Die ge-
steigerte Viskositat konnte sich negativ auf die Effizienz der AX-Extraktion aus-
wirken und zu einer reduzierten AX-Ausbeute fuhren. Um den AX-Gehalt zu ma-
ximieren und gleichzeitig die Proteine zu minimieren, ist Ca(OH)2 bei pH11 mit

vorherigen Starkeabbau die optimalere Bedingung.
Vorversuchsergebnisse: Maiskleie vs. Haferkleie

Das Protein-Extrakt aus Maiskleie (Tabelle 4) zeigt ein geringes Yield (0,31 %)
mit einem Proteingehalt (12,38 g/100g) und einem AX-Anteil von
15,22 + 0 g/100 g. Im Vergleich zur Haferkleie, wurde ein hoherer Yield (4,14 %)
und Proteingehalt (16,54 g/100 g) erreicht. Die Extraktion aus Maiskleie zeigte
ein AX-Yield von 13,95% mit einem sehr hohen AX-Gehalt von
50,04 £ 1,75 g/100 g, was auf eine hohe Reinheit hinweist. Es wies einen
geringen Proteingehalt (7,29 g/100 g) auf im Vergleich zum Proteingehalt im
Hafer-Extrakt.

Die AX-Ausbeute aus Haferkleie war mit 29,1 + 4 g/100 g AX geringer (6,30 %
Ausbeute). Beim Hafer deutet der hohere Proteingehalt im AX-Extrakt
(17,81 £ 0,1), dass die Proteine in der Haferkleie eventuell starker an AX
gebunden sind, was den Trennungsprozess erschwert. In den Proteinextrakten

beider Rohstoffe verblieb dennoch ein groRer Anteil an AX
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(15,22 +09g/100g bzw. 4,14 + 0,23 g/100g). Kann wiederrum mit der
Loslichkeit der Proteine erklart werden, da in einer alkalische Umgebung die
Strukturen aufbrechen, wodurch sie I6slicher werden und wahrscheinlich zu dem
hoheren Proteingehalt fuhren, der in den AX-Extrakten und Ruckstanden
beobachtet wird. Das AX-Ratio im AX-Extrakt der Maiskleie betragt 0,88, es zeigt
eine maRig verzweigte Struktur. Das A/X-Verhaltnis im AX-Extrakt der Haferkleie

betrug 0,78.

Tabelle 4: Protein- und AX-Gehalt, sowie das Yield und das A/X-Ratio der gewonnenen Extrakte
von Maiskleie und Haferkleie im Labormalstab

Rohstoff Extrakt Yield Protein AX A/X-Ratio
[%] * [g/100g]’ [g/100 g]’

Maiskleie Protein 0,31 12 382 15,22+ 0 0,96
AX 13,95 7,29+0,18 50,04 £+1,75 0,88
Rickstand 235,93 8,970 14,75+ 0,2 0,49
Ausgangsmate- - 13,67 £ 0,09 2245+0,22 -
rial®

1

Haferkleie Protein 414 16,54 + 0,07 4,14 +£ 0,23 0,77
AX-Extrakt 6,30 17,81+ 0,1 29,1+4 0,78
Ruckstand 276,68 10,49 £ 0,13 1,71 £ 0,01 0,68
Ausgangsmaterial® - 22,20 £ 0,06 5,05 0,23 -

"Mittelwerte der Zweifachbestimmung + Standardabweichung.
2Einfachbestimmung

SUnbehandelte Maiskleie/Haferkleie.

“Ausbeute in g Extrakt pro 100 g Rohstoff.

Maiskleie liefern insgesamt hohere AX-Gehalte im Verlgeich zu Haferkleie bei
besserem Yield, wahrend Haferkleie hdhere Proteingehalte im Extrakt bieten.
Haferkleie (Ausgangmaterial) enthalten generell mehr Proteine und weniger
Arabinoxylane als Maiskleie.

Nach den Studien von Herrera-Balandrano et al. und Carvajal-Millan et al. zeigt
die alkalische Extraktion von AX aus Maiskleie je nach Behandlungsbedingungen
unterschiedliche Ergebnisse. Die Ergebnisse von Herrera-Balandrano ergaben
AX-Yields zwischen 4,89 % und 8,23 %. Sie extrahierten Maiskleie bei 0.5 NaOH
bei 37°C fur 2, 4 und 6 Stunden. Die Studie von Carvajal-Millan zeigte Ausbeuten
von 5,5% bis 13 % bei verschiednen Konditionen (0.5 NaOH bei 25 °C,
Inkubationszeit 0—4 h). Die Studie von Hussain et al. extrahierten AX aus aus
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nixtamaliserte und nicht-nixtamalisierte Maiskleie unter alkalischen Bedingungen
(4,5 % KOH), dabei erreichten sie eine Reinheit von 57-60 %. Was ahnlich zu
unseren Ergebnissen ist. Dieses Ergebnis ist auch ahnlich den Werten der Studie
von Ayala-Soto et al., sie behandelten Maisfasern mit NaOH bei 25 °C 8 h lang
und fallten die Arabinoxylane mit 65 % Ethanol bei 4°C Uber Nacht. Sie berichte-
ten von einem AX-Gehalt von 55,69 % bis 62,15 %. Ebenso in der Studie von
Herrera-Balandro et al. lag die Reinheit der alkali-extrahierten AX des Maiskleie-
extrakts zwischen 55,58 % und 61,16 %, bei einem Proteingehalt von nur
1,00 £ 0,06 %. Die Co-Extraktion von Protein war viel geringer im Vergleich zu
unseren Ergebnissen. Die Unterschiede kdnnen auch teilweise durch die unter-
schiedliche Laugenart und Konzentrationen erklart werden. Ayala-Soto et al. und
Carvajal-Millan et al. ermittelten ebenfalls Proteinwerte (Uber 2 %), was wieder
mit der erhdhten Proteinldslichkeit erklart werden kann unter alkalischen Bedin-
gungen in Zusammenhang steht. Ein hoher pH-Wert |16st Wasserstoffbriickenbin-
dungen und ionischen Wechselwirkungen in den Proteinen auf, was ihre Loslich-
keit erhoht und moglicherweise den hoheren Proteingehalt in unseren AX-Extrak-
ten erklart. Yilmaz-Turan et. al (2020) fUhrten einen mehrstufigen Prozess
(Fermentation, enzymatischer Starkeabbau, kalte Alkaliextraktion) zur Isolierung
von Proteinen und Arabinoxylane (F-AX) aus Weizenkleie durch. Der
Proteingehalt von Weizenkleie sank auf 8,5 %. Sie extrahierten hauptsachlich
|6sliche Proteine, aus dem Endosperm und der Aleuronschicht der Kleie, da sie
leichter zuganglich sind, aufgrund der dinneren Struktur. Wahrend unlésliche
Proteine in der Auleuronschicht schwerer zuganglich waren, speziell bei pH-
Schwankungen. Durch die Schwankungen kann die Ldslichkeit der Proteine
beeinflusst werden und zu einer unvollstandigen Extraktion fuhren. Dies konnte
erklaren, warum der Proteingehalt in unseren AX-Extrakten und Rickstanden in
einigen Extraktionen ziemlich hoch war. Das AX-Verhaltnis der Ergebnisse von
Herrera et al. lag bei 0,82 (Inkubation von 2 h) und 0,87 (Inkubation 4 und 6 h).
Auch Carvajal-Millan et al. berichteten Uber ein AX-Verhaltnis von 0,85. Diese
Ergebnisse ahneln unseren, aber waren héher wie die ermittelten Ergebnissen
von Ayala-Soto et al. (0,53-0,55). Das lasst darauf schlieRen, dass unsere AX
bei der Extraktion nicht erheblich beschadigt oder abgebaut wurden. Ein niedriger
A/X-Ratio weist auf eine grolere Linearitét der Molekule hin, da bei harten

Extraktionen die Seitenketten starker abfallen als bei milden. Auf unseren milden
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Bedingungen bleibt die Funktionalitdt der Polymere, vor allem die

Vernetzungsfahigkeit, besser erhalten.
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4.4 Ergebnisse des Pilotmalstabs

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der simultanen Extraktion von Protein

und Arabinoxylanen aus Maiskleie dargestellt.

441 Starkeabbaueffizienz (PilotmaRstab)

Der Gehalt an Starke und freier Glucose der Extrakte aus Maiskleie werden in
Tabelle 5 angefuhrt.

Bei der ersten Extraktion kam es zu einer Reduktion des Starkegehalts im AX-
Extrakt (14,51 £1,13 g/100 g) und eine moderate Freisetzung von Glukose
(1,10 £ 0,10 g/100 g), im Vergleich zum nativen Rohstoff. Im Protein-Extrakt
wurde keine Starke nachgewiesen, aber ein hoher Gehalt an freier Glukose
(13,05 + 0,76 g/100 g). Der Starkegehalt des Ruckstands war niedrig
(0,27 £ 0,23 g/100 g) und maRig freie Glukose, was auch eine effektive Starke-
entfernung zeigte. Im Vergleich betragt der Starkegehalt der unbehandelten
Maiskleie 17,47 + 0,25 g/100 g.

Der Starkegehalt des AX-Extrakts bei der zweiten Extraktion lag deutlich niedri-
ger (0,40 + 0,56 g/100 g), aber viel weniger freie Glukose (4,84 £ 0,87 g/100 g).
Das Permeat enthielt minimale Starke (0,20 + 0,34 g/100 g) und malige freie
Glukose (6,81 £ 0,64 g/100 g). Im Ruckstand wurde ein Starkegehalt von
0,69 £ 0,05 g/100 g festgestellt, aber keine freie Glukose nachgewiesen.

Tabelle 5: Gehalt an Starke und freie Glucose und der Yield der gewonnenen Extrakte der Ex-
traktion 1 und Extraktion 2, sowie die Referenz Maiskleie.

Bedingung Extrakt Yield Starke Freie Glucose
[%]° [9/100 g]" [9/100 g]"
Extraktion 1 Protein Permeat 1 0,324 - 13,05 £ 0,762
(Ca(OH)2) AX Retentat 1 15,08 14,51 £ 1,13° 110 £ 0,10°
Ruckstand 1 67,36 0,27 £ 0,237 8,60 £ 1,79°
Extraktion 2 Protein Permeat 2 4,39 0,20 £ 0,34% 6,81 + 0,641
(Ca(OH)2 + Xyla- “AX Retentat2 8,38 0,40 £ 0,56° 4,.84%087°
nasen) Ruckstand 2 48,42 0,69 £ 0,05% i
Rohstoff Maiskleie? - 17,47 £ 0,25¢ -

Mittelwerte + Standardabweichung.

2Unbehandelte Maiskleie.

SAusbeute in g Extrakt pro 100 g Rohstoff.

Innerhalb jeder Fraktion und jedes Nahrstoffs wurden signifikante Unterschiede bewertet.
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Die erste Extraktion ergab eine Abnahme des Starkegehalts im AX-Extrakt, was
darauf hinweist, dass der Starkebestandteil nicht vollstandig abgebaut wurde.
Wabhrscheinlich blieben die unbeschadigten Starkekorner wahrend der Filtration
im AX-Retentat zurlick, da Mais-Starkekorner zeigen eine GrofRenverteilung von
klein (<2 um), mittel (2-15 ym) und grof3 (>15 um), wobei die groflen Koérner
vorherrschend sind. Da sie strukturell gréfer als 100 kDa sind, konnten sie daher
nicht in das Protein-Permeat gelangen (Cui et al., 2014).

Die Freisetzung der freien Glukose im Verlauf des Prozesses zeigt, dass ein er-
heblicher Abbau von Starke erfolgte. Die Diafiltration war jedoch nicht ausrei-
chend, um alle Starkeabbauprodukte effektiv zu entfernen. Auch die Behandlung
mit Amylasen und Amyloglucosidasen war im ersten Extraktionsschritt nicht aus-

reichend, um die Starke vollstandig abzubauen und die Filtration zu verbessern.

4.4.2 Ballaststoffgehalt (PilotmaBstab)

Die Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der Ballaststoffanalyse. Die Ergebnisse unter-
scheidet sich in I6slichen (SDF) und unldslichen Ballaststoffe (IDF) und den Ge-
samtballaststoffen (TDF).

Die Effizienz des Starkeabbaus (siehe Kapitel 4.4.1) begunstigt die Extraktion
und den Reinheitsgrad der Extrakte hinsichtlich Ballaststoffgehalt in den Versu-
chen. Dies bestatigt auch Bender et al. (2017), dass subkritische Wasserextrak-
tion en nach enzymatischen Starkeabbau die Zellwand aufbrechen und AX frei-
setzen, wodurch der TDF-Gehalt des Extrakts erhoht wird.

In Extraktion 1 wurde eine Ausbeute von 15,08 % mit einem Gehalt an SDF im
AX-Extrakt von 21,67 £ 0,60 g/100 g erzielt. Der Gehalt an IDF lag bei nur
0,92 + 0,79 % g/100 g. Im Proteinextrakt, dessen Ausbeute nur 0,324 % betrug,
war ein SDF-Anteil von 2,49 £ 0,45 g/100 g nachweisbar, wahrend IDF unter der
detektierbaren Nachweisgrenze lag. Der Ruckstand enthielt hingegen ein TDF
von 47,62 + 0,37 g/100 g.

Im Vergleich dazu fuhrte Extraktion 2, die eine Xylanase-Behandlung beinhaltete,
zu einer geringeren Ausbeute von 8,38 %, jedoch wie erwartet, zu einem signifi-
kant hoheren SDF-Gehalt im AX-Extrakt von 31,98 £ 0,86 g/100 g. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass enzymatische Hydrolyse zu einer verbesserten Freisetzung
|6slicher Ballaststoffe fiuihrt, wahrend unlosliche Fraktionen starker in l0sliche um-
gewandelt werden. Der Ruckstand enthielt ein TDF von 58,42 + 3,49 g/100 g.
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Tabelle 6: Gehalt der 16slichen und unlslichen Ballaststoffe der Extrakte aus Extraktion 1 und 2,
sowie das Yield und die Referenz.

Bedingung Extrakt Yield SDF IDF TDF
[%]° [g/100g]" [9/100 g] " [9/100 g]"

Extraktion 1  Protein Permeat1 0,324 2,94 +0,54° - 2,49 £+ 0,642
(Ca(OH)2)  “AXRetentat 1 15,08 21,67 0,60° 0,92 %0,79° 22,51 £ 0,99°

Ruckstand 1 67,36 - - 47,62 £ 0,37°
Extraktion 2 Protein Permeat2 4,39 - - 1,11 +2,47¢
(Ca(OH)2 + “3X Retentat 2 838 31,08+086° 1,121,060 33,011,37°
Xylanasen) e stand 2 4842 - - 58,42 £ 3,49
Rohstoff Maiskleie? - - - 58,80 + 0,81f

"Mittelwerte + Standardabweichung.

2Unbehandelte Maiskleie.

SAusbeute in g Extrakt pro 100 g Rohstoff.

Innerhalb jeder Fraktion und jedes Nahrstoffs wurden signifikante Unterschiede bewertet.

Bei der Extraktion 1, ohne enzymatische Behandlung, enthielt das AX-Extrakt
eine signifikante Menge an l6slichen Ballaststoffen 21,67 £ 0,60 g/100 g. Dies
stimmt mit der Literatur Gberein, da alkalische Extraktionen die Zellwande effektiv
aufbrechen und hochmolekulare AX in I8sliche Fraktionen umwandeln kénnen
Der niedrige IDF (0,92 + 0,79 % g/100 g) bestatigt, dass die alkalische Behand-
lung in erster Linie die unloslichen Ballaststoffe in 16sliche Formen umwandelte.
Alkalische Bedingungen brechen komplexe Faserstrukturen auf, wodurch sie
besser als SDF extrahierbar werden (Bender et al., 2017; He et al., 2021). Zu-
satzlich fuhrte die alkalische Behandlung bei Protein Permeat 1 zu einer geringen
Menge an I6slichen Ballaststoffen (SDF). Dies weist auf einen geringen Abbau
von Ballaststoffen hin, wobei kleine Molekule unter 100 kDa, die wahrend der
ersten alkalischen Behandlung freigesetzt wurden, im Retentat verbleiben konn-
ten. Bei der Extraktion 2, mit Xylanase-Zugabe, war der SDF-Gehalt im AX-Ex-
trakt noch hoher (31,98 + 0,86 g/100 g). Dies zeigt, dass die Zugabe von Xyla-
nase bei der Hydrolyse von AX wirksam ist. Die enzymatische Behandlung ver-
starkt die Effizienz des Zellwandaufschlusses und erhdht den Anteil an I6sliche
Polysaccharide, wie auch in Studien von Herrera-Balandrano et al. bestatigt. Die
Gesamtausbeute war an AX geringer (8,38 %). Durch die erste Extraktion wur-
den die meisten I6slichen Komponenten schon geldst. AuRerdem kdnnen durch
die Hydrolyse kleine Molekule durch die Xylanase entstehen, die wahrend der

Filtration verloren gehen (siehe Protein Permeat 2 TDF 1,11 + 2,47 g/100 g). Die
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Ruckstande beider Extraktionen zeigen hohe TDF-Gehalte nahe dem unbehan-
delten Wert der unbehandelten Maiskleie (58,80 + 0,81 g/100 g). Ein signifikanter
Anteil der Ballaststoffe blieb unldslich und wurde auch nicht wahrend der Extrak-
tion gelost.

Ebenso bestatigen Courtin & Delcour et al., dass ein hoher Anteil 16slicher Bal-
laststoffe malRgeblich von den Extraktionsbedingungen abhangt und somit unter-

schiedlich stark die Loslichkeit der Ballaststoffe in der Zellwand beeinflussen.

4.4.3 Protein- und Arabinoxylangehalt (Pilotmalstab)

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse von den zwei Extraktionen im Pilotmal3-
stab zur Bestimmung des Protein- und Arabinoxylangehalts in verschiedenen Ex-
trakten aus Maiskleie dargestellt. Tabelle 7 zeigt zusatzlich den Yield und das
A/X-Verhaltnis.

In Extraktion 1, wurde das Protein im Permeat durch Verwendung einer 5 kDa
Cut-off-Membran vom Extrakt getrennt. Das Protein-Extrakt wies eine geringe
Ausbeute von 0,324 % mit einen Proteingehalt von 7,05 £ 0,04 g/100 g und ei-
nem AX-Anteil von 1,92 + 0,08 g/100 g auf. Bei der AX-Trennung mittels einer
100 kDa Cut-off-Membran wurde ein AX-Yield von 15,08 % mit einem AX-Gehalt
von 16,62 £ 0,76 g/100 g gewonnen. Das Extrakt wies einen Proteingehalt von
9,15 + 0,05 g/100 g auf. Das A/X-Verhaltnis im AX-Extrakt betrug 0,92 weist auf
einen leicht hoheren Gehalt an Xylose im Vergleich zu Arabinose hin. Im Rick-
stand (67,36 %) verblieb ein gro3er Anteil an Arabinoxylan (26,6 £ 0,21 g/100 g)
und Proteine (10,59 £ 0,06 g/100 g).

Bei der zweiten Extraktion wurde eine geringere AX-Ausbeute (8,38 %) erreicht,
aber mit einem AX-Gehalt von 28,38 £+ 1,53 g/100 g. Dies entspricht einer hdhe-
ren Ausbeute von 2,99 g pro 100 g Kleie. Der Proteingehalt des Extrakts lag bei
5,1 £ 0,09 g/100 g. Diese Extraktion erfolgte ohne eine Proteinmembranfiltration.
Das Permeat-Yield betrug 4,39 % mit einen Proteingehalt von 5,9 + 0,04 g/100 g
und AX-Gehalt von 2,26 + 0,18 g/100 g. Der Rickstand (48,42 %) wies, ahnlich
wie bei der ersten Extraktion, den hochsten Gehalt an Protein
(11,8 £ 0,14 g/100 g) und AX (30,35 £ 0,68 g/100 g) auf. Trotz der verbesserten
Extraktion mit Xylanase blieb noch eine grole Menge an AX im Rickstand. Das

A/X-Verhaltnis lag bei 0,77, was niedriger war als bei der ersten Extraktion.
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Tabelle 7: Protein- und AX-Gehalt, Yield und dem A/X-Ratio der Extrakte im Pilotmaf3stab, sowie
die Referenz.

Bedingung Extrakt Yield Protein [g/100 g]' AX[g/100g]" A/X-Ratio
[%] 3
Extraktion 1  Protein Permeat1 0,324 7,05+ 0,042 1,92 £ 0,082 1,5
(Ca(OHY)  “AXRetentat 1 15,08 9,15+ 0,05° 16,62 £ 0,42° 0,02
Rickstand 1 67,36 10,59 % 0,06° 26,6+0,21% 0,78
Extraktion 2  Protein Permeat2 4,39 5,9 + 0,044 2,26 +£0,182 1,07
(Ca(OHY) + “AX Retentat 2 8,38 5,1 +0,00° 28,38+ 1,53° 0,77
Xylanasen - stand 2 4842 118014 30,35+ 0,68° 0,78
Rohstoff  Maiskleie? . 13,67 + 0,008 22,45 + 0,20%

"Mittelwerte Dreifachbestimmung + Standardabweichung.

2Unbehandelte Maiskleie.

SAusbeute in g Extrakt pro 100 g Rohstoff.

Innerhalb jeder Fraktion und jedes Nahrstoffs wurden signifikante Unterschiede bewertet.

Die Ergebnisse bestatigen, dass der AX- und Proteingehalt sowie das A/X-Ver-
haltnis, stark von der Wahl der Extraktionsmethode abhangen. Extraktion 1,
konnte eine hohere Gesamtausbeute (15,08 %) mit moderaten A/X-Verhaltnis
(0,92) erreichen, allerdings mit geringerem Reinheitsgrad (9,15 + 0,05 g/100 g
Protein Permeat). Die Verfahren zur Membranfiltration weisen eine effektive
Trennung von AX auf. Dabei ist es wichtig, den Membrantyp und die Betriebsbe-
dingungen zu wahlen. Die Membrandurchlassigkeit wird von der AX-Konzentra-
tion, dem MWCO und der Porengrdlde der Membran stark beeinflusst (Tse &
Schendel, 2023). Diese Ergebnisse sind auch im Einklang mit den Arbeiten von
Valerio et al. (2021) die die Wahl von Membrantyp und Betriebsbedingungen (Be-
triebstemperatur, der transmembrane Druck und die Flussgeschwindigkeit) fur
eine optimale AX-Trennung betonen. In der Studie erwies sich eine Membran von
150 kDa als am besten geeignet fur den Rohstoff Mais. Die idealen Bedingungen
beinhalteten eine hohe Betriebstemperatur (66 °C), eine hohe Querstromge-
schwindigkeit (1,06 m/s) und einen niedrigen transmembranen Druck (0,7 bar).
Diese Prozessbedingungen verbesserten die Permeabilitat und die Trennungs-
effizienz von AX und anderen Fraktionen. Die Ergebnisse der Proteintrennung
mittels 5 kDa-Membran zeigen eine geringe Ausbeute (0,324 %) und einen Pro-
teingehalt von 7,05 % + 0,04 g/100 g. Eine MWCO-Membran mit geringerer
GroRe kann zwar eine wirksame Trennung von niedermolekularen Verbindungen
ermdoglichen, fuhrt aber aufgrund von Fouling und Konzentrationspolarisation zu
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einer hoheren Membranbelastung, was unsere niedrige Ausbeute erklaren
konnte. Studien zeigen, dass eine enzymatische Vorbehandlung (z. B. Pektina-
sen oder Carbohydrasen) das Auftreten von Fouling verhindern kann (Alpiger et
al., 2024). Das Permeat (4,39 %) mit einem Proteingehalt von 5,9 £ 0,04 g/100 g
zeigt, dass kleine Moleklile, eventuell I6sliche Proteine durch die Membran in das
Permeat gelangt sind.

Die Unterschiede im A/X-Verhaltnis kdnnte an der starkeren Verzweigung der
Mais-Arabinoxylane im Vergleich zu anderen Rohstoffen (wie Weizen oder Rog-
gen) liegen (Liu et al., 2022), auBerdem kann durch eine alkalische Behandlung
die Arabinose-Substituenten in Mitleidenschaft ziehen, was zu einem Anstieg des
A/X-Verhaltnis fuhrt (Huang et al., 2024). Vergleiche mit Literaturdaten zeigen,
dass das erzielte AX-Verhaltnis (0,92) ahnlich wie von Herrera-Balandrano et al.
(0,82-0,87) und hoher ist als in anderen Studien, z.B. Ayala-Soto et al. (0,53-
0,55) oder Weng et al. 0,72-0,77. Die geringeren Werte aus Extraktion 2 (0,77)
deuten auf weniger verzweigte AX-Strukturen hin, gleich wie bei Wenig et al.,
was auf eine effektivere Zellwandaufspaltung durch Xylanase hindeutet. Die
Xylanase-Behandlung fuhrte in einer geringeren Ausbeute (8,38 %), aber mit ho-
herer AX-Konzentration (28,38 + 1,53 g/100 g), mit einem geringeren Protein-
gehalt (5,1 £ 0,09 g/100 g). Dies deutet auf eine gezielte Freisetzung von AX
durch enzymatische Hydrolyse der Zellwandmatrix hin. Studien wie von Courtin
& Declour et al. bestatigen, dass enzymatische Behandlungsmethoden die Ex-

traktionseffizienz von AX verbessern.

444 Gehalt an Phenolsauren (Pilotmalistab)

Die Tabelle 8 zeigt den Gehalt der Phenolsauren in den AX-Extrakten. Die Er-
gebnisse werden als gebundene (FA-B), konjugierte (FA-C) und freier Form (FA-
F) dargestellt.

Die Maiskleie (Ausgangsmaterial) zeigt einen hohen Gehalt an gebundener Phe-
nolsauren mit 23,08 + 2,21 mg FA/ g. Nur in geringen Mengen beinhaltet die un-
behandelte Maiskleie die Phenolsauren in konjugierter (4,21 + 0,40 mg FA/ Q)
und freier Form (0,18 + 0,04 mg FA/ g).

In Extraktion 1 ist der Gehalt an gebundener Phenolsauren im Vergleich zur Re-

ferenz signifikant geringer (8,68 £ 0,68 mg FA/ g). Der Gehalt an konjugierter
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Phenolsauren nimmt mit 11,32 + 0,32 mg FA/ g zu. Ebenso der Gehalt an freier

Phenolsauren ist auf 3,22 0 mg FA/ g im Vergleich zur Maiskleie gestiegen.

Die weitere Behandlung des Ruckstands mit Xylanase fuhrt zu einem weiteren
Ruckgang der gebundenen Phenolsauren (5,18 £ 0,25 mg FA/ g). Auch der An-
teil der konjugierten Phenolsauren (FA-C) sinkt auf 4,65 + 0,06 mg FA/ g, wah-
rend der Anteil der freien Form auf 6,79 + 0,08 mg FA/ g signifikant gestiegen ist.

Tabelle 8: Gehalt an Phenolsduren (FA-B (gebunden), FA-C (konjugiert), FA-F (frei) extrahierten
AX, sowie die Referenz und der Yield.

Bedingung Extrakt Yield FA-B FA-C FA-F

[%]°  [mg FA/g] [mg FA/g] [mg FA/g]
Extraktion 1 AX 15,08 8,68+0,68 11,32+0,322 3,22+0?
(Ca(OH)?)
Extraktion 2 AX 8,38 518+0,25° 4,65+0,06° 6,79 +0,08°
(Ca(OH)?) + Xylanasen
Rohstoff Maiskleie? - 23,08 +2,21° 4,21 +0,40° 0,18 £ 0,04¢

"Mittelwerte Dreifachbestimmung * Standardabweichung.

2Unbehandelte Maiskleie.

3Ausbeute in g Extrakt pro 100 g Rohstoff.

Innerhalb jeder Fraktion und jedes Nahrstoffs wurden signifikante Unterschiede bewertet.

Laut Courtin & Declour et al. sind hohe Werte gebundener FA-B vorteilhaft, um
die rheologischen Eigenschaften und die Stabilitat des AX-Netzwerks in Backwa-
ren zu verbessern, da gebundene Ferulasauren zur Vernetzung von AX-Moleku-
len beitragen. Extraktion 1 liefert mehr gebundene FA als Extraktion 2, was ver-
muten lasst, dass die enzymatische Behandlung in Extraktion 2 die Polymerstruk-
tur starker abbaut und somit den FA in freier Form (FA-F) umwandelt. Der Anstieg
des FA-F in Extraktion 2 zeigt, dass die Xylanase Behandlung die AX-Matrix auf-
bricht und zuvor gebundene und konjugierte freisetzt. Studien von Faulds et al.
und Carvajal-Millan et al. zeigen, dass enzymatische und alkalische Behandlun-
gen zwar AX freisetzen und die AX-Ausbeute erhdhen, aber die Menge an FA-B
verringern. Die Xylanase setzt auch die Ferulasaure frei, die an das AX gebunden
ist. Diese Verringerung der gebundenen Ferulasauren beeintrachtig die Bildung
von Netzwerken und es konnte die Funktionalitat von AX verringern, wenn kon-
jugierte und freie Phenolsauren zunehmen. Ebenso wird berichtet, dass durch
die Intensivitat der Alkalibehandlung, sich die Strukturen von AX verandern und
funktionellen Gruppen wie die Ferulasaure zerstéren kann (Huang et al., 2024).
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Genau das haben wir bei Extraktion 1 bei der Erhdhung von FA-F im Vergleich

zum Rohstoff gesehen.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die simultane Extraktion von Proteinen
und Arabinoxylanen aus glutenfreien Rohstoffen wie Maiskleie und Haferkleie
unter den untersuchten Bedingungen nur teilweise erfolgreich war. Wahrend die
AX-Isolierung effizienter verlief, war die Proteinextraktion begrenzt.

Die Effizienz der Extraktion ist stark von den Prozessbedingungen abhangig, ins-
besondere vom pH-Wert (pH11/pH9) und der Behandlung des Starkeabbaus. Die
besten Ergebnisse fur die AX-Ausbeute, AX-Gehalte (Maiskleie: 50,04 g/100 g)
und Proteingewinnung, wurden durch einen hohen pH-Wert (11) in Verbindung
mit einem Starkeabbau erzielt. Allerdings bleibt die Protein-Ausbeute gering
(0,31 % Yield, 12,38 g/100 g Proteingehalt).

Im PilotmalRstab wurde eine signifikante Abnahme der Extraktionseffizienz fir AX
und Proteinen beobachtet. Grinde fir die niedrige Ausbeute sind Fouling und
Konzentrationspolarisation, die die Membranleistung beeintrachtigen. Studien
zeigen, dass eine Membran mit hdherer MWCO, Steigerung der Betriebstempe-
raturen und Querstromgeschwindigkeiten zu einer Steigerung der Permeabilitat
und Trennleistung fuhren kann. Durch die enzymatische Nachbehandlung mit
Xylanase kam es zu einer gesteigerten Freisetzung von AX. Allerdings fuhrte dies
zu einem Ruckgang der gebundenen Phenolsauren, die entscheidend fur die
Netzwerksbildung und Stabilitdt in Backwaren ist. Wahrend Extraktion 1 (ohne
Xylanase) hohere FA-B-Gehalte zeigte, sank dieser Anteil bei der enzymatischen
Behandlung signifikant, was die strukturelle Funktionalitat des AX beeintrachti-
gen konnte.

Die Ruckstande wiesen zudem hohe Restgehalte an AX (26,6 g/100 g) und Pro-
tein (10,59 g/100 g), was auf eine unvollstandige Extraktion hindeutet.

Die Bedingungen, die fur die Extraktion von AX (hoher pH-Wert, enzymatische
Behandlung) optimal sind, sind eventuell nicht ideal fur die Proteinisolierung. Die
Ergebnisse weisen auf eine starke Proteinbindung in der Zellwand oder eine
schwache Loslichkeit aufgrund der gewahlten Extraktionsbedingungen hin. Ob-
wohl eine gewisse Menge an Proteinen extrahiert werden konnte, war die Aus-
beute sowohl im Labor- als auch im Pilotmalstab nicht zufriedenstellend, hier
sind weitere Prozessoptimierungen notwendig.

Weiters sollte beim Vergleich der Ergebnisse die unterschiedliche Durchfihrung

der Extraktionen im Labor- und Pilotmalstab bertcksichtigt werden.
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Versuchsergebnisse und Diskussion

Um ein Gleichgewicht zwischen hoher AX- und Proteinausbeute zu erreichen,
wahrend die funktionellen Eigenschaften beibehalten werden, sollten in zukinf-
tige Arbeiten gezieltere Untersuchungen der Vorbehandlungsmethoden und Filt-
rationsparameter vorgenommen werden. Eventuell sollte mehr Wert auf die ge-
trennte Isolierung von AX und Proteinen gelegt werden, um hoéhere, reinere und

funktionellere Ausbeuten zu erlangen.
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