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Abstract

Abstract

The aim of this work was to produce a sugar reduced and prebiotic apple juice
with two different enzymes. The first enzyme was the fructosyltransferase,
which splits sucrose into monosaccharide. Further it builds fructooligosaccha-
rides out of fructose. The second enzyme was the glucose-oxidase, which turns
glucose into gluconic acid. The initial plan was to use these enzymes simulta-
neously in order to create a method to produce a glucose-, fructose- and su-

crose-reduced apple juice.

Fructosyltransferase was used with 7,5, 10 and 15 U/ml at 30 °C and 50 °C.
One experiment was conducted with 422 U/ml and 30 °C, which achieved the
highest reduction of sucrose (26 %). The sucrose content of the experiment with
15 U/ml resulted in a reduction of 15 %. The fructose content didn’t rise in any
of those experiments, which means that there should have occurred a fructooli-
gosaccharide formation. At 50 °C the experiments with 10 U/ml and 15 U/ml
achieved a sucrose reduction of 12,5 and 12 % and the fructose content didn’t

rise, so it is likely that fructooligosaccharides have been formed.

Glucose-oxidase was used with 0,6 U/ml and 1,2 U/ml at 30 °C. The lower en-
zyme concentration didn’t reduce the glucose content, 1,2 U/ml achieved a re-

duction of about 9%.

Both enzymes didn’t work as well as previous studies suggested, so there were
no experiments conducted with both enzymes mixed. One limitation of this
study is the low pH value of the used apple juice (3,5), because both enzymes
have a pH optimum above 5. There is also the possibility that the used enzyme

concentrations were too low.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Ziel dieser Masterarbeit war es ein Verfahren zu entwickeln, um einen zu-
ckerreduzierten und prabiotischen Apfelsaft herzustellen. Hierfir wurden zwei
Enzyme verwendet, zum einen die Fructosyltransferase, welche die vorhande-
ne Saccharose aufspaltet und aus Fructose Fructooligosaccharide bildet. Zum
anderen wurde Glucose-Oxidase verwendet, welche Glucose zu Gluconsaure

umbaut.

Die Fructosyltransferase wurde bei 30 °C und 50 °C mit je drei verschiedenen
Enzymkonzentrationen (7,5, 10 und 15 U/ml) verwendet. Ein Versuch wurde mit
422 U/ml durchgefuhrt. Die hochste Saccharosereduktion konnte bei 422 U/ml
erreicht werden und lag bei 26 %. Der Versuch bei 30 °C und 15 U/ml erzielte
eine Reduktion von 15 %. Bei dieser Temperatur stieg bei keinem Versuch der
Fructosegehalt an, daraus kann geschlossen werden, dass eine Fructooli-
gosaccharidbildung stattgefunden hat. Bei 50 °C konnte bei 10 und 15 U/ml ei-
ne Saccharosereduktion von 12,5 und 12 % erreicht werden ohne einen Anstieg
der Fructose. Auch dies deutet daraufhin, dass Fructooligosaccharide entstan-

den sind.

Die Versuche mit dem Enzym Glucose-Oxidase wurden mit zwei Enzymkon-
zentrationen (0,6 und 1,2 U/ml) durchgeflhrt. Nur die Versuche mit 1,2 U/ml

zeigten eine Glucosereduktion von ca. 9 %.

Da beide Enzyme keine grof’e Zuckerreduktion erzielen konnten, wurden keine
Experimente mit einer Mischung aus ihnen durchgefihrt. Eine Limitation dieser
Arbeit stellt der niedrige pH-Wert des verwendeten Apfelsafts dar (3,5). Beide
Enzyme haben ein pH-Optimum Uber 5, dies kann einer der Grunde sein, wa-
rum keine groflere Zuckerreduktion stattgefunden hat. Es besteht auch die
Maglichkeit, dass die Enzymkonzentrationen zu niedrig gewahlt wurden.
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Einleitung

1. Einleitung

Weltweit liegt die tagliche Zuckerzufuhr Gber dem empfohlenen Wert von 10 %
der Gesamtenergieaufnahme. Safte spielen hierbei eine bedeutende Rolle, da
sie zwar den Anschein erwecken gesund zu sein, jedoch sehr viel Zucker ent-
halten. Neben Orangensaft zahlt Apfelsaft zu den beliebtesten Getranken Os-
terreichs und tragt einen erheblichen Teil zur taglichen Energie- und auch Zu-
ckerzufuhr bei. Eine hohe Zuckeraufnahme geht mit verschiedenen Krankheiten
einher, bereits zwei Glaser Apfelsaft pro Tag Uberschreiten die Empfehlung.
Aufgrund des enthaltenen Zuckers sind Fruchtsafte nicht geeignet den Wasser-
bedarf zu decken und sollte nicht in groRen Mengen aufgenommen werden
(WHO, 2015).

Ziel dieser Arbeit war es ein Verfahren zu entwickeln, um den Zuckergehalt in
Apfelsaft zu reduzieren. Zwei Enzyme wurden zum Zuckerabbau verwendet,
zum einen die Fructosyltransferase, welche Saccharose und Fructose in Fruc-
tooligosaccharide umwandelt, zum anderen die Glucose-Oxidase, die Glucose
zu Gluconsaure abbaut. Durch Kombination dieser Enzyme sollte ein zuckerre-
duzierter und gleichzeitig probiotischer Saft entstehen, der durch den Gehalt an

Fructooligosaccharide gesundheitsfordernde Eigenschaften aufweist.

Um die Auswirkungen auf den Saft durch die Behandlung mit den Enzymen zu
erfassen, wurden zusatzlich verschiedene Parameter, wie der Gesamtpoly-

phenolgehalt, die Farbe und die antioxidative Kapazitat untersucht.



Wissenschaftlicher Hintergrund

2. Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1.Zucker

Zucker gehoren der Gruppe der Kohlenhydrate, auch Saccharide genannt, an
und werden, wie in Abbildung 1, weiter in Monosaccharide, Disaccharide, Oli-
gosaccharide und Polysaccharide eingeteilt. Die Summenformel dieser Stoffe
lautet CnH2nOn, demnach zeichnen sie sich durch eine hohe Anzahl an Hydro-
xylgruppen aus. Sie zeigen eine starke Affinitat zu Wasser und je nachdem, ob
sie nieder- oder hochmolekular sind, weisen sie eine gute Wasserldslichkeit auf
(Matissek und Baltes, 2016).

Aldosen Biosen, Triosen, Tetrosen
Pentosen, Hexosen, Heptosen
Monosaccharid
Desoxy-, Anhydro-, Aminozucker
Ketosen Onsauren, Uronsdauren
Zuckerester, -alkohole, -ether

Oligosaccharide Di-, Tri-, Tetra----- +Heptasaccharide
Stérke, Glykogen

Kohlenhydrate Cellulose

(Saccharide) Homopolysaccharide Dextrine, Dextrane

Inulin
Polysaccharid Pektin

Hemicellulosen
Heteropolysaccharide {Pﬂanzengummi
Agar Agar

Abbildung 1: Einteilung der Kohlenhydrate (Matissek, Fischer und Steiner, 2018)

Glycoside

2.1.1. Definition von Mono,- Di-, Oligo- und Polysaccharide

Monosaccharide sind niedermolekulare Zucker, die sich von D-Glycerinaldehyd
(Ausgangssubstanz fur Aldosen) oder 1,3-Dihydroxyaceton (Ausgangssubstanz
fur Ketosen) ableiten. Je nachdem ob die primare oder sekundare Hydro-
xylgruppe von Glycerin dehydriert wird, wird zwischen Aldosen und Ketosen

unterschieden. Werden CHOH-Gruppen eingefugt, entstehen unterschiedlichste
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Monosaccharide, welche zusatzlich je nach Anzahl der Kohlenstoffatome in Tri-
osen, Tetraosen, Pentosen, Hexosen und Heptosen eingeteilt werden (Matissek
und Baltes, 2016).

In Abbildung 2 sind zwei der wichtigsten Monosaccharide abgebildet. Zum ei-
nen D-Glucose, welche den bedeutendsten Zucker darstellt und die am haufigs-
ten vorkommende organisch-chemische Substanz auf der Welt ist. Zum ande-
ren Fructose, welche in grolRen Mengen in Obst und Honig zu finden ist und oft
als Suflungsmittel oder Zuckeraustauschstoff verwendet wird, da sie im Ver-
gleich zu Glucose eine wesentlich héhere Sul3kraft besitzt. Durch Verknipfung
untereinander, bilden Monosaccharide die Bausteine fur hohermolekulare Koh-
lenhydrate, wie Disaccharide, Oligosaccharide und Polysaccharide (Ebermann
und Elmadfa, 2011).

CHO CH,OH
H——OH —0
HO——H HO——H
H——OH H——OH
H—r—OH H——OH
CH,OH CH,OH
Glucose Fructose

Abbildung 2: D-Glucose und D-Fructose (Latscha, Kazmaier und Klein, 2008)

Disaccharide sind aus zwei Monosacchariden aufgebaut und je nachdem wel-
che verknupft sind, ergeben sich unterschiedliche Zucker. Eine weitere Eintei-
lung, siehe Abbildung 3, erfolgt aufgrund der Bindungen zwischen den Baustei-
nen. Liegt die Verknlipfung zwischen den glycosidischen Hydroxylgruppen der
Monosaccharide, so wird dieser Zucker als nicht-reduzierend bezeichnet. Ent-
steht eine Bindung an der Hydroxylgruppe des C-4-Atoms eines anderen Mo-
nosaccharids, werden reduzierende Disaccharide gebildet (Matissek und
Baltes, 2016). In der menschlichen Ernahrung gelten Saccharose, Lactose und
Maltose als die wichtigsten Disaccharide. Saccharose (a-D-Glucopyranosyl-

(1—2)-B-D-fructofuranosid), der herkdmmliche Haushaltszucker, ist das wich-
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tigste SURungsmittel weltweit. Es besteht chemisch gesehen aus einem Mol
Glucose, welches mit einem Mol Fructose Uber ihre glycosidischen Kohlenstoff-
atome verknupft ist und somit zu den nicht-reduzierenden Disacchariden zahlt
(Ebermann und Elmadfa, 2011).

reduzierend: nicht reduzierend.
OH CH,0H CH,OH
CH,0H OH OH HO 0 o oH
g HO HO o B =
H p_~-0 4 OH
& 0 CH,OH
OH HOH,C o)
HO
Lactose Saccharose
(4-p-p-Galactopyranosyl-D-glucopyranose) (e-D-Glucopyranosyl-p-D-fructofuranosid)
CH,0OH
CH,OH (0]
o o HO
HO HO v
HO a CH,OH OHO
OH 0 410
0 e OH
OH 0] od
CH,0OH
Maltose a-u-Trehalose
(4-u-0-Glucopyranosyl-D-glucopyranose) (a-D-Glucopyranosyl-u-D-glucopyranosid)

Abbildung 3: Reduzierende und nicht-reduzierende Disaccharide (Matissek und Baltes, 2016)

Oligosaccharide bestehen aus drei bis funf Monosacchariden, die durch zwei
bis vier glykosidische Bindungen miteinander verknlpft sind. Relevant flr diese
Arbeit sind die kurzkettigen Fructooligosaccharide (short chain fructooligosac-
charides, kurz scFOS), welche in Abbildung 4 dargestellt sind. Kestose und
Isokestose sind Vertreter der nicht-reduzierenden Trisaccharide und sind aus
Saccharose und einem zusatzlichen Fructosemolekil, welches glykosidisch am
Fructose-Ende gebunden ist, aufgebaut. Je nachdem, ob die zweite Fructose-
Einheit B-(6-2) oder B-(1-2) verknupft ist, wird zwischen Kestose und Isokestose
unterschieden (Ebermann und Elmadfa, 2011). Nystose, ein Tetrasaccharid, hat
ebenfalls Saccharose als Ausgangssubstanz und bildet sich Uber Kestose in-

dem noch ein weiteres Fructosemolekul angeknupft wird (Stick, 2007).
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1-kestose nystose 1 F—B-fructofuranosylnystose
CH,0H CH,0H CH,OH
O 0
HO\CH HO HO\COH
HO @ HO © HO ©
0 O O
HOH.C Q HOH,C HOH.C
Ho . §M: HO g“z HO g“z
HOH,C HOH,C HOH,C
HO
HO  CHOH HO g“z HO g”z
H0H2 HOH.C Q
HO CH,OH HO CH,
HO CH,OH

Abbildung 4: Chemische Struktur von 1-Kestose, 1-Nystose und 1-Fructofuranosylnystose
(Campbell et al., 1997)

Polysaccharide sind Polymere von Monosacchariden, welche verschiedene
Kettenlangen aufweisen und ebenfalls durch glykosidische Bindungen verknupft
sind. Eine weitere Einteilung erfolgt in Homopolysaccharide und Heteropolysac-
charide. Erstere bestehen aus verbundenen Monosaccharid-Bausteinen dersel-
ben Art. In der Tier- und Pflanzenwelt bilden sie wichtige Speicher- und Ge-
rustsubstanzen, wie beispielsweise Glykogen, Starke und Cellulose. Im Gegen-
satz dazu sind Heteropolysaccharide, zum Beispiel Hemicellulose, aus ver-
schiedenen Bausteinen aufgebaut und werden in der Lebensmittelindustrie un-
ter anderem als Gelier- und Verdickungsmittel eingesetzt (Ebermann und
Elmadfa, 2011).

2.1.2. Metabolismus von Saccharose, Glucose und Fructose

Saccharose wird im Duodenum durch das Enzym Invertase, auch Saccharase
genannt, in die Monosaccharide Glucose und Fructose aufgespalten. Abbildung

5 gibt einen Uberblick tber den weiteren Stoffwechselweg von Glucose im
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menschlichen Organismus. Der Blutzuckerspiegel wird durch die Hormone In-

sulin und Glucagon reguliert (Loffler, 2008).

- Darm
l Resorption
% Transport in der V. Portae
Glucosekonzentration variabel
l (5-20 mmol/1)
Leber Glucose
N Ghoie (0
Glycogen Bereitstellung von Bausteinen
/ fiir die Biosynthese von:
Gluconeogenese v = Monosacchariden
\ al = Heteroglykanen
T N + Lipiden
= Aminosduren
Lactat/Pyruvat USW.
glucogene Aminosauren - Blutglucose-
Glycerin konzentration
T (ca. 5 mmol/l)
glucogene v 4 ‘-‘___‘..Nleren
Aminosauren Glucose Glucose =
Glycerin j
Lactat/ e lal
f Pyruvat Ivkami
Lipide - HpegiykAie
Proteine C0,:H,0
Lactat/Pyruvat
€0, ,;H,0

Skelettmuskulatur,

Fettgewebe v.a. m

Abbildung 5: Grundzlige des Glucosestoffwechsels (Loffler, 2008)

Fructose wird, ahnlich wie Glucose, ebenfalls im Duodenum, resorbiert und zur
Leber transportiert. Dort wird es gespalten und die entstandenen Produkte wer-
den wiederum in die Glykolyse oder Gluconeogenese eingeschleust. Im Ge-
gensatz zur Glucose lauft der Stoffwechselweg der Fructose insulinunabhangig
ab (Loffler, 2008).
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2.1.3. Zufuhrempfehlung, Zuckerkonsum und Zusammenhange mit Krankheiten

Die World Health Organization (WHO) definiert “freie Zucker” als Mono- und
Disaccharide, die entweder in einem Lebensmittel naturlich vorkommen oder
aufgrund von technologischen Grinden hinzugefugt wurden. Die Verzehrsemp-
fehlung von diesen Zuckern gilt sowohl flir Erwachsenen als auch fir Kinder
und wurde auf maximal 10 % der taglich aufgenommenen Energie beschrankt.
Bei einer durchschnittlichen Kalorienaufnahme von 2000 kcal pro Tag entspricht
dies einer Menge von 50 g Zucker, die hochstens aufgenommen werden soll.
Zusatzlich schlagt die WHO vor, den Zuckerkonsum sogar auf unter 5 % der
taglichen Energieaufnahme zu reduzieren. Besonders im Hinblick auf Zahnkari-
es ist eine derartig niedrige Zuckeraufnahme von Vorteil (World Health
Organization, 2015).

Laut dem Osterreichischem Ernahrungsbericht 2017 macht der durchschnittliche
Konsum von freien Zuckern bei Frauen 17,6 % und bei Mannern 16 % der Ge-
samtenergiezufuhr pro Tag aus, somit liegen 88,8% der Frauen und 81,4% der
Manner Uber der bereits erwadhnten empfohlenen Menge der WHO
(Bundesministerium fur Frauen und Gesundheit, 2017). Die noch strengere an-
gestrebte Grenze von maximal 5 % wird von ca. 98 % der Osterreicherlnnen
nicht erreicht. Grund fur diese niedrige Empfehlung ist die Tatsache, dass ein
hoher Zuckerkonsum mit verschiedenen Krankheiten einhergeht, welche im

Folgenden naher beleuchtet werden (World Health Organization, 2015).

Eine der haufigsten nicht-Gbertragbaren Krankheiten weltweit ist Zahnkaries,
etwa 80 % der Weltbevdlkerung ist betroffen, egal ob Kinder oder Erwachsene.
Freie Zucker, die mit der Nahrung aufgenommen werden, gelten als wichtigster
Risikofaktor, auch die Menge und die Frequenz der Zuckeraufnahme spielen
eine Rolle bei der Entstehung dieser Krankheit. Die Einhaltung der WHO-
Empfehlung maximal 10 % der Gesamtenergie in Form von Zucker zu konsu-
mieren bewirkt zwar eine Reduktion des Kariesrisikos, jedoch erfolgt dadurch
keine Eliminierung der Erkrankung (Moynihan, 2016). Bezogen auf Karies ist es
von Vorteil lediglich unter 2-3 % der taglichen Energieaufnahme aus Zucker zu
beziehen (Sheiham und James, 2014).
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Ein weiteres globales Problem, welches mit einer UbermaRigen Zuckeraufnah-
me zusammenhangt, stellen Ubergewicht und Adipositas dar. Der Body Mass
Index (BMI) liegt bei tibergewichtigen Menschen zwischen 25 und 30 kg/m?, ab
einem BMI von Uber 30 kg/m? wird von Adipositas gesprochen. Diese Krankheit
stellt einen wichtigen, jedoch beeinflussbaren, Risikofaktor flr chronische
Krankheiten, wie Diabetes Mellitus Typ 2, oder kardiovaskulare Erkrankungen
dar. Es besteht ein positiver Zusammenhang zwischen einer hohen Zuckerauf-
nahme und hohem Korpergewicht, denn eine zuckerreiche Erndhrung fuhrt zum
Anstieg des Fettanteils des menschlichen Koérpers aufgrund eines Uberschus-
ses an aufgenommener Energie, der durch den Zucker verursacht wird (Engin,
2017).

Ein Zusammenhang zwischen einer Senkung des Risikos an Adipositas zu er-
kranken und einer reduzierten Zuckeraufnahme konnte zwar festgestellt wer-
den, jedoch war die Studiendauer meist zu gering, um gesicherte Ergebnisse zu
liefern. Zusatzlich zur Einschrankung des Zuckerkonsums ist eine Ernahrungs-
und Lebensstilumstellung zur Senkung des Adipositasrisikos von grof3er Bedeu-
tung (Morenga, Mallard und Mann, 2013). Ein erhdhter Zuckerkonsum geht mit
einer schnelleren und starkeren Zunahme des Korpergewichts einher, somit
stellt die Zuckerreduktion eine geeignete praventive Strategie gegen Adipositas
dar. Da Ubergewicht ein Risikofaktor sowohl fiir Diabetes Mellitus Typ 2 als
auch Hypertonie ist, spielt demnach Zucker auch eine indirekte Rolle bei der
Entstehung dieser Krankheiten. (He und MacGregor, 2015; Campbell et al.,
2017)

Neben Saccharose zahlt in der Lebensmittelindustrie auch der fructosehaltige
Maissirup (high fructose corn syrup) zu den am meisten verwendeten SU-
Rungsmittel. Dieser haufige Einsatz von Maissirup fihrte zu einem weltweiten
Anstieg des Fructosekonsums. Mit diesem Anstieg ging eine Zunahme an nicht
alkohol-bedingten Fettleber-Erkrankungen (non alcoholic fatty liver disease,
kurz NAFLD) einher. Mittlerweile gehen Wissenschaftler davon aus, dass ein
Ubermaliger Fructosekonsum eine wichtige Rolle bei der Entstehung dieser
Krankheit spielt. Fructose stimuliert nicht nur die de-novo-Lipogenese, wodurch
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Fette synthetisiert werden, sondern blockiert auch die B-Oxidation der Fettsau-
ren und hemmt so den Abbau. Beide Wirkungen fliihren dazu, dass sich Fett in
der Leber anreichert. NAFLD hat zwar viele verschiedene Ursachen, doch ein
hoher Fructosekonsum stellt einen wichtigen Risikofaktor fur diese Erkrankung
dar (Jensen et al., 2018).

2.2. Einsatz von Fructooligosacchariden in der Lebensmittelindustrie und

deren Wirkung auf die Gesundheit

Fructooligosaccharide (kurz FOS) gehdren der Gruppe der Fructane an, welche
aus mehreren Fructoseeinheiten aufgebaute Oligo- und Polysaccharide sind.
Da es sich um Oligosaccharide handelt, schlieRen manche Autoren jene Stoffe
aus, welche eine Kettenlange von Uber 20 Einheiten aufweisen (Yun, 1996). Im
Gegensatz dazu wird oft auch eine sehr weitlaufige Definition verwendet, wie
zum Beispiel bei Sabater-Molina et al. (2009), die FOS in folgende 3 Kategorien
einteilen. Die erste Gruppe besteht aus Inulin, welches einen Polymerisations-
grad von 2-60 Fructoseeinheiten aufweist. Die zweite definieren sie als Oligof-
ructose, welche durch eine enzymatische Hydrolyse aus Inulin erzeugt wird und
einen Polymerisationsgrad von 2-20 Einheiten besitzt. Die letzte Gruppe sind
die kurzkettigen FOS. Diese sind aus maximal 5 Fructoseeinheiten aufgebaut,
welche durch B-(2-1) glycosidische Bindungen verknilpft sind und eine end-
standige Glucose enthalten. Durch Fermentation mit dem Enzym Fructo-
syltransferase (abgeklrzt FTase) entstehen die kurzkettigen Oligosaccharide
Kestose, Nystose und Fructofuranosyl-Nystose, welche in Abbildung 4 darge-

stellt sind.

FOS werden als Sullungsmittel eingesetzt. Je kurzer die Kettenlange der Fruc-
toseeinheiten ist, umso sufler schmecken diese (Roberfroid und Slavin, 2000).
Kestose, das kiirzeste Oligosaccharid dieser Gruppe, hat eine Sufkraft von
30 % im Vergleich zu Saccharose. Tabelle 1 stellt den Vergleich der SuRkraft
verschiedener Zucker dar. Die StuRe von FOS weist ein ahnliches Geschmack-
sprofil wie herkdmmlicher Zucker auf. Da sie unverdaulich sind, besitzen sie
lediglich 1,5 — 2 kcal/g FOS auf und sind verglichen mit Saccharose kalorienarm
(Bornet, 1994). Jedoch aus dem gleichen Grund weisen sie, wie alle unverdau-
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lichen Kohlenhydrate, osmotische Effekte auf. Eine zu hohe Aufnahme kann zu
unangenehmen Nebenwirkungen, wie Durchfall oder Blahungen, fuhren. Ein
taglicher Konsum von 10 — 20 g gilt aber als unbedenklich und verursacht keine
unerwunschten Effekte. Bei hoheren Dosen ist es empfehlenswert diese Menge
auf den Tag verteilt aufzunehmen, da so die Vertraglichkeit gesteigert wird
(Roberfroid und Slavin, 2000).

Tabelle 1: StRkraft verschiedener Zucker (Matissek und Baltes, 2016)

Zucker Saccharose Glucose Fructose FOS

SuRkraft 1 0,6 1,2 0,3

2.2.1. Einsatz in der Lebensmittelindustrie

FOS werden in der Lebensmittelindustrie vorrangig aus zwei Grinden einge-
setzt, einerseits aufgrund ihrer technologischen Eigenschaften und andererseits

aus ernahrungsphysiologischen bzw. gesundheitlichen Griinden.

Bei Milchprodukten kommen FOS als Fett- oder Zuckerersatz zum Einsatz, zu-
satzlich lasst sich das Mundgefuhl und die Schaumstabilitat des Lebensmittels
positiv beeinflussen (Singla und Chakkaravarthi, 2016). Auch Kase kann von
einer Anreicherung profitieren. Durch Zugabe von FOS zu einem bereits probio-
tischen Kase (Petit-Suisse) konnte ein Produkt mit symbiotischen Eigenschaf-
ten erzeugt werden und gesundheitsfordernd wirken. Symbiotika zeichnen sich
durch eine Kombination von prabiotischen Stoffen und probiotischen Bakterien
aus (Cardarelli et al., 2008). Durch Anreicherung eines Molkegetranks aus Zie-
genmilch wurde ebenfalls ein symbiotisches Lebensmittel geschaffen. Durch
diese Eigenschaften der bereits vorhandenen probiotischen Bakterien und der
zugesetzten prabiotischen FOS kann dieses Produkt potenziell als funktionelles
Lebensmittel eingestuft werden. Die sensorischen Untersuchungen zeigten so-
wohl bei dem Kase als auch bei dem Molkegetrank eine gute Akzeptanz, eben-
falls konnten technologische Eigenschaften, wie zum Beispiel die Viskositat,

verbessert werden (Cardarelli et al., 2008; da Silveira et al., 2015).
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In Backwaren werden FOS ebenfalls erfolgreich als Zuckerersatz eingesetzt.
Nicht nur prabiotische Effekte, sondern auch die Feuchtigkeit und die Haltbar-
keit konnten positiv beeinflusst werden. Bei gefrorenem und Uber einen lange-
ren Zeitraum gelagertem Teig konnte gezeigten werden, dass sich FOS bis zu
einer Konzentration von 6 % positiv auf die Backqualitat auswirken. Der Teig
ging nicht nur besser auf, auch das Volumen des gebackenen Brotlaibs stieg
an. Dies wird auf eine verzogerte Starkeverkleisterung zurickgefuhrt, welche
durch eine Zugabe von FOS verursacht wird. Durch den Zusatz war die Brot-
krume feuchter und weicher, nur die dunklere Farbe der Kruste wurde beman-
gelt (Park, Jang und Lim, 2016). Auch Versuche mit angereichertem Kuchen
wurden durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls eine starkere Braunfar-
bung, dieser Effekt wurde jedoch in dieser Studie nicht als negativer Aspekt
angefuhrt. Die sensorische Analyse zeigte eine Veranderung der Konsistenz,
der Kuchen war harter und klebriger. Die Testpersonen bewerteten den ,funkti-
onellen” Kuchen beinahe gleich positiv wie den herkdmmlichen. (Volpini-
Rapina, Sokei und Conti-Silva, 2012)

Bei Fleischprodukten kommen FOS als Fettersatz zum Einsatz. Eine Anreiche-
rung wirkt sich auf die Textur und die Stabilitat aus. So ist es mdglich eine Fett-
reduktion von 40 — 50 % zu erreichen und eine Textur von herkémmlichen
Warsten zu erhalten, wenn eine gleichzeitige Anreicherung mit FOS erfolgt. Es
ware demnach mogliche Wurste auf den Markt zu bringen, welche 30 % weni-
ger Kalorien enthalten als herkdbmmliche Produkte, da diese auch bei sensori-

schen Analysen gut abschnitten. (Mendoza et al., 2001; Caceres et al., 2004).
2.2.2. Symptomlinderung bei Verstopfung

FOS wird zugeschrieben eine symptomlindernde Wirkung bei Verstopfungen zu

besitzen.

Eine Studie von Kleessen et al. (1997) hat Versuche an alteren Personen, die
an Verstopfungen litten, durchgeflhrt. Die Dauer des Experiments betrug acht
Tage und die verwendete Dosis begann bei 20 g Inulin pro Tag und wurde ste-

tig auf 40 g taglich erhéht. Bei 9 von 10 Teilnehmerinnen erhéhte sich durch die

11
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Intervention die Stuhlfrequenz erheblich und es traten als Nebenwirkung ledig-
lich milde bis moderate Blahungen auf. Eine Aufnahme von unverdaulichen
Kohlenhydraten kann laut diesem Ergebnis einen Beitrag leisten, die Symptome
von Verstopfungen zu lindern. Eine weitere Studie hat an sechs gesunden
Menschen, die nur einen oder zwei Stuhlgange in zwei oder drei Tagen aufwie-
sen, ebenfalls die Auswirkung von Inulin auf die Stuhlfrequenz untersucht. Die
Teilnehmerlnnen bekamen drei Mal taglich 5 g Inulin und auch hier zeigte sich
durch eine Supplementation mit Inulin eine Erhdhung der Stuhlfrequenz um das
1,6-fache (Den Hond, Geypens und Ghoos, 2000).

In einer Studie von de Souza Lima Sant’/Anna et al. (2015) erhielten 48 Freiwil-
lige, die an Verstopfungen litten, 52 g eines Yacodn-basierenden Produkts ge-
mischt mit 448 ml Orangensaft, welches eine Menge von insgesamt 10 g FOS
enthielt. Dieses Getrank sollten sie auf zwei Portionen aufteilen und eine in der
Frih und eine am Abend zu sich nehmen. Nach Abschluss der 30-tagigen Stu-
die, zeigte sich eine deutliche Linderung der Symptomatik der Teilnehmerlnnen,
die Anzahl der Bifidobakterien war héher und die Anzahl der Clostridium- und
Enterobakterien sank signifikant ab. Nur zwei Teilnehmer berichteten von
Bauchschmerzen und 13 von Blahungen, alle Nebenwirkungen wurden jedoch
als tolerierbar eingestuft und traten nur in der ersten Woche der Intervention
auf. Dieses Produkt, welches als inulin- und FOS-reich gilt, kann demnach wirk-

sam gegen Vorstopfungen eingesetzt werden.
2.2.3. Modulation des Fettmetabolismus und Blutzuckers

Ballaststoffe sind ein wichtiger Teil einer gesunden Ernahrung und bringen viele
positive Effekte mit sich. Sie zeigen beispielsweise die Fahigkeit den Blutzucker
zu modulieren, indem hohe postprandiale Glucosespitzen verhindert werden.
Mechanismen, die fur diese Wirkung und eine Beeinflussung der Absorption
von Makronahrstoffen (vor allem Kohlenhydrate) verantwortlich sind, sind eine
verzogerte Magenentleerung, aufgrund dessen eine langere Verweildauer des
Speisebreis im Magen und zusatzlich eine verklrzte Transitzeit im DUnndarm
(Kaur und Gupta, 2002).

12
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FOS kénnen auch einen positiven Effekt auf den Serumlipidspiegel aufweisen,
die Triglycerid- und Cholesterinkonzentration im Serum senken und infolgedes-
sen das Risiko an Diabetes Mellitus und Adipositas zu erkranken verringern.
Mehrere mogliche Mechanismen werden bei Sabater-Molina et al. (2009) ge-

nannt.

FOS sind in der Lage postprandialen Glucosespitzen im Blut zu senken und
reduzieren in Folge Enzyme des Fettstoffwechsels, welche durch Glucose und
Insulin angeregt werden. Durch die Umsetzung der FOS durch die Darmflora
entstehen die kurzkettigen Fettsauren (SCFA, short chain fatty acids) Propionat,
Acetat und Butyrat. Propionat hemmt die Biosynthese von Cholesterin und die
Lipogenese, wahrend Acetat diese Stoffwechselwege stimuliert. Ein bestimmtes
Mengenverhaltnis dieser Fettsauren, welche in die Leber gelangen, ist aus-
schlaggebend fur die lipidreduzierenden Fahigkeiten von FOS. Zusatzlich for-
dern FOS die Sekretion von Gallensaure im Darm, wodurch mehr Cholesterin
ausgeschieden wird und in weiterer Folge der Cholesterinspiegel im Serum ge-
senkt wird (Sabater-Molina et al., 2009).

In einem Tierversuch wurde an Ratten fur einen Zeitraum von drei Wochen un-
tersucht ob Oligofructose in der Lage ist eine postprandiale Lipidamie bei einer
fettreichen Ernahrung zu senken. Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt,
eine Kontrollgruppe, eine, die eine fettreiche Nahrung bekam und die Ver-
suchsgruppe, die Oligofructose zusatzlich zu fettreichem Futter erhielt. Die
Supplementation reduzierte erfolgreich die postprandiale Triglyceridamie um
mehr als 50 % im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Dies lasst sich
auf eine Verbesserung des Stoffwechsels der Lipoproteine zurtckfuhren. Zu-
satzlich zeigte sich bei der Versuchsgruppe geringere Mengen an nicht
verestertem Cholesterin im Serum. Laut diesen Ergebnissen hat eine Supple-
mentation mit Oligofructose einen Schutzeffekt gegen einen Anstieg dieser
Werte, wenn gleichzeitig eine fettreiche Ernahrung erfolgt (Kok, Taper und
Delzenne, 1998).

Der Effekt von 10 g Inulin pro Tag auf die hepatische Lipogenese, Triglycerid-

und Cholesterinkonzentration im Plasma wurde an acht gesunden Personen im

13
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Rahmen einer doppelblinden, randomisierten und Placebo-kontrollierten
Crossover-Studie untersucht. Drei Wochen lang folgten die Teilnehmer und
Teilnehmerinnen einer kohlenhydratreichen und fettarmen Ernahrung und kon-
sumierten taglich, auf zwei Mal aufgeteilt, insgesamt 10 g Inulin. Bei einer
Supplementation konnte ein signifikant geringerer Triglyceridspiegel im Plasma
festgestellt werden und auch die hepatische Lipogenese war deutlich reduziert,
verglichen mit der Placebogruppe. Es zeigte sich jedoch weder ein Einfluss auf
das Gesamt-, HDL- oder LDL-Cholesterin, noch auf die Glucose-, Insulin- oder

Glucagonkonzentration (Letexier und Beylot, 2003).

In einer randomisierten, doppelblinden Crossover-Studie wurde der Effekt von
einer moderaten Aufnahme von scFOS auf den Fettmetabolismus und den Glu-
cosestoffwechsel an 30 Menschen mit leichter Hypercholesterindmie unter-
sucht. Die tagliche Dosis betrug 10,6 g pro Tag, welche auf zwei Mal aufgeteilt,
als SuRBungsmitteln in Tee oder Kaffee verwendet werden sollte. In dieser Stu-
die konnte kein positiver Effekt von kurzkettigen FOS auf den Fett- oder Gluco-
sestoffwechsel beobachtet werden. Es zeigten sich weder eine senkende Wir-
kung auf den Cholesterin- und Triglyceridspiegel, noch eine Senkung der post-
prandialen Glucosespitzen. Als mogliche Erklarung dieser Ergebnisse nennen

die Autoren die geringe Menge an verwendeten scFOS (Brouns et al., 2003).

Eine doppelblinde, randomisierte und Placebo-kontrollierte Studie untersuchte
die Auswirkungen von FOS auf den Glucosespiegel an 74 Teilnehmer und Teil-
nehmerinnen mit einem Mindestalter von 60 Jahren Uber einen Zeitraum von
neun Wochen. Die ProbandInnen sollten taglich 18 g eines gefriergetrockneten
Yacon-Pulvers, in dem 7,4 g FOS enthalten waren, mit Milch oder Saft im Laufe
des Fruhstucks konsumieren. Es konnte eine signifikante Reduktion der Glu-
cosekonzentration im Serum im nuchternen Zustand festgestellt werden, ohne
dem Auftreten von jeglichen Nebenwirkungen. Dieses Pulver scheint demnach
eine gute Quelle fir FOS zu sein, jedoch erwahnen die Autoren nicht, welche
Oligosaccharide tatsachlich in der dieser Wurzelknolle enthalten sind (Scheid et
al., 2014).

14
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FOS mit einem hohen Polymerisationsgrad, wie Inulin oder Oligofructose, wir-
ken sich positiv auf den Fettmetabolismus aus, wie sowohl Tier- als auch Hu-
manstudien zeigten. Bei kurzkettigen FOS konnte jedoch kein Effekt nachge-

wiesen werden.
2.2.4. Einfluss einer FOS-Supplementation auf Dickdarmkrebs

Sowohl bei Frauen als auch bei Mannern stellt Darmkrebs weltweit eine der
haufigsten Krebsdiagnosen dar. Neben einer genetischen Pradisposition, Adi-
positas und Rauchen, ist ebenfalls die Ernahrung, bzw. der gesamte Lebensstil,
ein Risikofaktor, gleichzeitig aber auch ein wichtiger Ansatzpunkt flr praventive
Malnahmen gegen diese Krankheit. Rotes Fleisch und Alkohol erhéhen das
Risiko fur Dickdarmkrebs, Milch und Vollkornprodukte hingegen besitzen pro-
tektive Eigenschaften (Vieira et al., 2017). Auch FOS als unverdauliche Le-
bensmittelbestandteile werden mit praventiven Wirkungen gegen Darmkrebs in
Verbindung gebracht. Die prabiotischen Effekte und die dadurch verursachten
Veranderungen der Mikrobiota im Darm bewirken, dass Kanzerogene schneller
ausgeschieden werden (Sabater-Molina et al., 2009). Bifidobakterien, die in ih-
rem Wachstum durch FOS verstarkt werden, produzieren zusatzlich Milchsaure,
die den pH-Wert im Darm senkt und einen schitzenden Effekt gegen pathoge-
ne Keime, wie E. Coli oder Clostridium perfringens, bewirken (Reddy, 1999).
Die kurzkettige Fettsaure Butyrat fordert die Proliferation von gesunden Zellen,
hemmt diesen Vorgang bei bereits veranderten und ist in der Lage bei gescha-

digten Zellen die Apoptose auszulésen. (Delzenne, 2003).

Um den Effekt einer FOS-Supplementation auf Dickdarmkrebs zu untersuchen,
wurde bei 40 Ratten kunstlich anormale Kryptenherde (abberant crypt foci, kurz
ACF) mittels dem Kanzerogen 1,2-Dimethylhydrazin erzeugt. Uber eine Zeit-
spanne von 35 Tagen wurde das Futter der Tiere der Versuchsgruppe mit 60 g
FOS pro Kilogramm Futter angereichert, die Kontrollgruppe erhielt herkdmmli-
che Nahrung. Die Ergebnisse zeigten, dass die supplementierten Ratten we-
sentlich weniger ACF im Vergleich zu der Kontrollgruppe aufwiesen. Eine Supp-

lementation mit FOS fuhrt zu einer Hemmung der Entwicklung von prakanzero-
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genen Lasionen im Dickdarm und kann so zur gastrointestinalen Gesundheit
beitragen (Chung et al., 2004).

Eine Humanstudie setzte sich zum Ziel den Effekt von Prabiotika auf das Risiko
von Dickdarmkrebs zu bestatigen. Die Gabe erfolgte Uber eine Dauer von 12
Wochen mittels eines symbiotischen Praparats, welches aus einerseits Inulin
mit Oligofructose angereicht und andererseits aus Lacto- und Bifidobakterien
bestand. Die Versuchspersonen litten entweder an Dickdarmkrebs oder ihnen
wurden bereits Wucherungen im Darm entfernt. Die Ergebnisse bestatigten,
dass die Intervention eine Reduktion der Proliferation im Dickdarm bewirkte und
zu einer Verbesserung der epithelialen Barrierefunktion flhrte. Des Weiteren
lie® sich eine geringere Exposition von Genotoxinen feststellen. Diese Studie
liefert Hinweise, dass sich Inulin und Oligofructose positiv auf den Dickdarm

auswirken konnten (Rafter et al., 2007).
2.3. Fructooligosaccharide als Prabiotika

Die erste Definition von Prabiotika, welche sich hauptsachlich auf Kohlenhydra-
te bezog, erfolgte von Gibson und Roberfroid (1995). Sie definierten Prabiotika
als unverdauliche Lebensmittelbestandteile, die sich positiv auf die Gesundheit
des Menschen auswirken, indem diese Stoffe selektiv das Wachstum und/oder
die Aktivitat bestimmter Bakterien im Dickdarm stimulieren. Gemeint waren
hauptsachlich Bakterien der Gattung Lactobacillus und Bifidobakterium. Es
wurden Kriterien festgelegt, die erfullt werden mussten, damit ein Stoff als pra-
biotisch gilt. Der Lebensmittelbestandteil darf nicht hydrolysiert oder von den
oberen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts absorbiert werden. Es muss ein
Substrat fur nitzliche Bakterien im Dickdarm darstellen, die dadurch zum
Wachstum angeregt werden oder ihre metabolische Aktivitat erhoht. Aulerdem
muss es in der Lage sein die Zusammensetzung der Mikrobiota des Dickdar-
mes positiv zu beeinflussen und gesundheitsférdernde Effekte bewirken.

Uber die Jahre hinweg gab es einige Uberarbeitungen, welche immer wieder
geringfligige Anderungen mit sich brachten und neu erlangte Erkenntnisse inte-

grierten. Gibson et al. (2017) verdffentliche eine Uberarbeitete Definition. Ein
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Prabiotikum ist demnach ein Substrat, das von den Mikroorganismen des
Darms selektiv verwertet wird und erwiesenermalien positive Effekte auf die
Gesundheit mit sich bringt. Durch diese Anderungen werden auch Substanzen,
die nicht der Gruppe der Kohlenhydrate angehodren, miteingeschlossen und die
Anwendung nicht mehr speziell auf den Darm begrenzt, sondern auf den ge-

samten Korper ausgeweitet.

Wie bereits erwahnt kobnnen FOS aufgrund ihrer 3-(1-2) glykosidischen Verbin-
dungen der Fructose-Einheiten von den korpereigenen Enzymen im Dunndarm
nicht hydrolisiert werden und gelangen unverandert in den Dickdarm. Da sich
diese Stoffe nach einer Aufnahme nicht im Fazes befinden, weist das daraufhin,
dass sie im Dickdarm von den Bakterien fermentiert werden. Durch diesen Pro-
zess entstehen die kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat, de-
nen viele positive Effekte auf den menschlichen Kérper zugesprochen werden.
Alle SCFA bewirken einen Abfall des pH-Werts im Dickdarm und férdern einer-
seits so das Wachstum von Bifido- und Lactobakterien und hemmen anderer-
seits das Wachstum von schadlichen Bakterien. Acetat und Propionat besitzen
die Fahigkeit den Kohlenhydrat- und Fettmetabolismus zu beeinflussen. Propi-
onat ist aul’erdem in der Lage die Gluconeogenese in der Leber zu reduzieren
und hemmt die Synthese von Harnstoff. Da Acetat eine starke Saure ist, senkt
es den pH-Wert im Darm und kann so verhindern, dass pathogene Keime Me-
taboliten produzieren, die potenziell kanzerogen wirken kdonnen. Weiters stellt
Butyrat eine wichtige Energiequelle dar und hat die Fahigkeit das Zellwachstum
und die Differenzierung von Zellen im Darm zu regulieren. (Sabater-Molina et
al., 2009)

Prabiotika sind in der Lage die Zusammensetzung der Mikrobiota des Darms zu
verandern. Bereits geringfigige Modifikationen der Ernahrungsgewohnheiten
haben einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Darmbakterien. Eine Sub-
stitution von nur 15 g Saccharose pro Tag durch die gleiche Menge Oligofructo-
se oder Inulin bewirkt einen signifikanten Unterschied in der Zusammensetzung
der Mikrobiota, welcher sich durch einen Anstieg des Anteils der Bifidobakterien
aullert. (Gibson et al., 1995). In einer weiteren Studie wurden zwischen 22 und

17



Wissenschaftlicher Hintergrund

34 g Inulin pro Tag verabreicht und die Ergebnisse bestatigten, dass Inulin ei-
nen prabiotischen Effekt aufweist und die Anzahl der Bifidobakterien erhoht
(Kruse, Kleessen und Blaut, 1999). Untersuchung zu kurzkettigen FOS zeigten
den selbigen Effekt ab einer Dosis von 5 g pro Tag. Es konnte ein linearer Zu-
sammenhang zwischen der aufgenommenen Menge der kurzkettigen FOS und

der Erhéhung dieser Bakterien festgestellt werden (Bouhnik et al., 1999).
2.4. Apfelsaft

Apfelsaft ist neben Orangensaft laut der European Fruit Juice Association der
beliebteste Saft in Osterreich. In diesem Kapitel wird unter anderem die Herstel-
lung, die Inhaltsstoffe und der Zusammenhang von Fruchtsaften mit metaboli-

schen Krankheiten behandelt (European Fruit Juice Association, 2018).
2.4.1. Herstellung

Apfelsaft wird entweder aus klrzlich geernteten Frichten oder aus rekonstitu-
iertem Konzentrat hergestellt. Die Produktion des Safts beginnt mit der Ernte,
welche per Hand oder mechanisch durchgefuhrt wird. In Boxen oder Koérben
werden die Frichte zur jeweiligen Herstellungsstatte transportiert, wo sie zuerst
gewaschen und begutachtet werden. Beschadigte oder verdorbene Fruchte
werden entweder aussortiert oder betroffene Stellen entfernt. Die ausgewahlten
Apfel werden zerkleinert, um die Effizienz des Pressvorgangs zu maximieren.
SchlieBlich erfolgt das Pressen, hier entsteht der eigentliche Saft und es erfolgt
meist eine Zugabe von Vitamin C, um eine enzymatische Braunung zu verhin-
dern. Eine Klarung des Saftes wird einerseits durch den Einsatz von Enzymen,
welche unter anderem Pektine, Proteine und phenolische Substanzen abbauen
und andererseits durch Filtration oder Zentrifugieren (Separator) erreicht. Der
klare Saft kann nun entweder zu Konzentrat verarbeitet oder direkt pasteurisiert

und abgeflllt werden (Sant’Ana, Rosenthal und de Massaguer, 2008).
2.4.2. Inhaltsstoffe

Die durchschnittliche Zuckerzusammensetzung von Apfelsaft laut Souci,

Fachmann und Kraut (2015) ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Zuckers von Apfelsaft (Souci, Fachmann und Kraut, 2015)

Kohlenhydrate Saccharose Glucose Fructose
11,1 9/100 g 1,7 g/100 g 2,4 9/100 g 6,4 g/100 g

Je nachdem welche Apfelsorte bzw. welche Mischungen aus verschiedenen
Sorten fur die Saftherstellung verwendet wurde, schwankt der Polyphenolgehalt
zwischen 43 und 675 mg/l. Die wichtigsten Polyphenole im Apfelsaft sind unter

anderem Chlorogensaure, Epicatechin und Phloridzin (Rechner, 2000).

2.4.3. Zusammenhang zwischen dem Konsum von Fruchtsaften und me-

tabolischen Erkrankungen

Es ist unumstritten, dass gesufte Getranke, wie beispielsweise Softdrinks, be-
trachtlich zur Energieaufnahme beitragen und das Risiko fiir Ubergewicht, Dia-
betes Mellitus Typ 2 und anderen metabolischen Erkrankungen erhoht. Da
Fruchtsafte ebenfalls eine beachtliche Menge an Saccharose, Glucose und
Fructose enthalten, wird diskutiert, ob sich diese Getranke ebenfalls negativ auf
die Gesundheit auswirken und ein Zusammenhang zu manchen Krankheiten
besteht.

Eine Meta-Analyse untersuchte den Zusammenhang zwischen Fruchtsaftkon-
sum und Veranderungen des BMI bei Kindern und konnte nur bei Kindern unter
6 Jahren eine geringe Gewichtszunahme mit Fruchtsaften in Verbindung brin-
gen, Hier liegt es in der Verantwortung der Eltern, dass ihre Kinder nicht tber-
malig viel Fruchtsaft konsumieren, auch wenn die Ergebnisse nicht signifikant
waren, ergibt sich durch einen haufigen und vor allem hohen Fruchtsaftkonsum
eine hohere Zuckeraufnahme, die nicht vernachlassigt werden darf (Auerbach
et al., 2017).

Eine Studie von Pereira und Fulgoni (2010) untersuchte, ob ein haufiger Saft-
konsum mit einem hoheren Risiko an Adipositas zu erkranken einhergeht. Ein
moderater Konsum von Fruchtsaft steht mit einem niedrigeren Kdérpergewicht,

BMI und Huftumfang in Verbindung. Die Teilnehmerinnen, die regelmalig
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Fruchtsaft konsumierten, zeigten ein geringeres Risiko an Adipositas zu erkran-
ken als jene, die keinen Saft tranken. Die Autoren kamen zu der Schlussfolge-
rung, dass ein moderater Fruchtsaftkonsum mit einem gesinderen Lebensstil
einhergeht und so das Risiko beeinflusst wird. Es ist nicht geklart, ob dieser
Zusammenhang kausal mit dem Saftkonsum zusammenhangt oder andere Fak-

toren dafiir verantwortlich sind.

Eine Studie von Schulze et al. (2004) untersuchte den Zusammenhang zwi-
schen Getranken, die mit Zuckern gesuft wurden, und Gewichtsveranderungen
sowie das Risiko von Frauen an Diabetes Typ 2 zu erkranken. Hier zeigte sich,
dass ein haufiger Saftkonsum mit einer hdheren Gewichtszunahme, verglichen
mit denen die wenig Saft tranken, einhergeht. Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Fruchtsaftaufnahme und einem hoheren Risiko an Diabetes zu
erkranken konnte jedoch nicht festgestellt werden. Jedoch bestand eine signifi-
kante Relation zwischen anderen Getranken, die mit Zucker gesuft sind, und
dem Diabetes-Risiko. Als mogliche Erklarung fur diese Ergebnisse nennen sie
die Tatsache, dass es sich bei Saft um naturlichen, und nicht zugefugten, Zu-
cker handelt. Das Vorhandensein von anderen Nahrstoffen, wie verschiedene
Vitamine, Mineralstoffe, Ballaststoffe und andere Phytochemikalien, darf nicht
aulBer Acht gelassen werden, denn diese Stoffe kdnnen sich ebenfalls positiv
auf den menschlichen Korper auswirken und so den potenziell negativen Effekt

von Zucker entgegenwirken.

Im Vergleich dazu kam eine Meta-Analyse zu einem gegenteiligen Ergebnis. Es
wurde ein Anstieg des Diabetesrisikos um 5-7 % bei einem Konsum von einer
Portion (250 ml) mehr pro Tag gefunden. Die Autoren schreiben jedoch, dass
die Ergebnisse instabil und empfindlich gegentber dem jeweiligen Studiende-
sign waren und die Meta-Analyse selbst einige Limitationen aufweist (Imamura
et al., 2016). Zusatzlich gibt es Unterschiede zwischen verschiedenen Frucht-
getranken. Der Konsum von Fruchtsaft mit zugesetzten Zuckern zeigte ein sig-
nifikant hoheres Risiko fur Diabetes Mellitus Typ 2. jedoch reiner Fruchtsaft
wies keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Konsum und dieser
Krankheit auf (Xi et al., 2014).
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2.5.Zuckerreduzierende Enzyme

Da Fruchtsafte sehr zuckerhaltig sind, stellen sie keine geeignete Alternative fur
Wasser oder ungesufte Tees dar, welche zur Deckung der Wasserbilanz des
menschlichen Koérpers empfohlen werden (Bundesministerium fur Frauen und
Gesundheit, 2017). Im Folgenden werden zwei Enzyme und Enzymsysteme
beschrieben, die das Potential aufweisen den Zucker in Fruchtsaften zu redu-

zieren und gleichzeitig ein prabiotisches Getrank zu erzeugen.
2.5.1. Fructosyltransferase

FTase (EC 2.4.1.9) ist ein Enzym, welches in der Lage ist, einerseits Saccharo-
se aufzuspalten und andererseits aus der freigesetzten Fructose FOS zu bilden
(BRENDA - Information on EC 2.4.1.9 - inulosucrase, 2019). Es gehort der
Gruppe der Glycosyltransferasen an und kommt in vielen Pflanzen, wie zum
Beispiel Spargel, Zuckerriben, Zwiebeln oder Topinambur, vor. Das Enzym
kann auch von Pilzen und Bakterien, unter anderem von Aspergillus spp. und
Fusarium spp., gebildet werden und wird in der Lebensmittelindustrie haupt-

sachlich fur die Synthese von FOS eingesetzt. (Yun, 1996).

FTase katalysiert eine Ubertragung einer Fructosylgruppe eines Donors, meis-
tens Saccharose, auf ein Akzeptormolekil, welches ebenfalls Saccharose oder
ein FOS sein kann, das Produkt ist aus diesem Grund immer eine Fructosyl-
Einheit langer als das Akzeptormolekul. Durch diese Reaktion, welche in Abbil-
dung 6 dargestellt ist, werden verschiedene FOS gebildet. Je nachdem wie vie-
le Fructosyl-Bausteine an das Akzeptormolekul angehangt werden bzw. welche
chemische Verbindung als Akzeptor dient, entsteht Kestose, Nystose oder 1-
Fructofuranosyl-Nystose. Dient Wasser als Akzeptormolekll werden keine FOS
gebildet und lediglich Saccharose in Glucose und Fructose aufgespalten
(AntoSova und Polakovi¢, 2001).
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Abbildung 6: Reaktion von Saccharose mit dem Enzym Fructosyltransferase (Plou et al., 2008)

Hang und Woodams (1995) untersuchten 22 kommerziell erwerbliche En-
zympraparate, welche in der Fruchtsaftverarbeitung eingesetzt werden, hin-
sichtlich ihrer FTase-Aktivitat. Die Versuche wurden bei 40 °C Uber einen Zeit-
raum von 15 Stunden durchgefuhrt und das Reaktionsgemisch bestand aus der
Enzymldsung, 0,6 M Saccharose und 0,01 M Natrium-Acetat-Puffer (pH 5,6).
Das Praparat Pectinex Ultra SO-L zeigte die héchste Aktivitat und in weiterfuh-
renden Versuchen wurden die optimalen Bedingungen untersucht. Es zeigte
sich, dass die Menge an gebildeten FOS besonders in den ersten sechs Stun-
den des Versuchs sehr rasch anstieg und ihren Hohepunkt nach 14 Stunden
erreichte. Umso hoher die Ausgangskonzentration von Saccharose als auch die
Enzymkonzentration war, umso mehr FOS wurden gebildet. Die héchste FOS-
Ausbeute wurde bei einer Temperatur von 65 °C und einem pH-Wert zwischen
5 und 6 beobachtet (Hang und Woodams, 1996).
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Weitere Versuche untersuchten den Einfluss verschiedener Konzentrationen
von Saccharose (300-500 g/l), Enzymaktivitaten (4-32 U/ml), Temperaturen (45-
60 °C) und pH-Werten (4-7). Eine hohere Ausgangskonzentration der Saccha-
rose zeigte auch hier eine hohere Ausbeute an FOS, jedoch ab 450 g/l konnte
keine weitere Steigerung nachgewiesen werden. Untersuchungen beziglich der
verschiedenen Enzymkonzentration und der Enzymaktivitat stellten fest, dass
ab einer Konzentration von 16 U/ml kein weiterer Anstieg der Ausbeute erfolgte.
Die optimale Temperatur lag zwischen 50 und 55 °C, da die Menge an gebilde-

ten FOS am hochsten war (Kashyap, Palai und Bhattacharya, 2015).

In Tabelle 3 sind die optimalen Temperaturen und pH-Werte von verschiedenen
Studien zusammengefasst. Es ist ersichtlich, dass jeder Versuch unterschiedli-
che Ergebnisse ergab. Dies lasst sich auf den Ursprung der Enzyme zurtckfuh-
ren, denn je nachdem von welchem Bakterium oder Pilz die verwendete FTase
stammt, variieren die optimalen Bedingungen, die zur FOS- Synthese beitragen
(Hang und Woodams, 1996).

Tabelle 3: Vergleich der Ergebnisse verschiedener Studien beziiglich der optimalen Bedingun-

gen fur die Synthese von FOS

Temperatur pH-Wert  Ursprung Quelle

55 °C 5,5 Aureobasidium pullans  Jung et al.,1989

65 °C 5-6 Aspergillus niger Hang und Woodams,
1996

50-55 °C 4-5 Aspergillus aculeatus Kashyap und Bhatta-

charya, 2015

Ein wichtiger Inihibitionsfaktor der FTase stellt Glucose dar, die durch die Auf-
spaltung der Saccharose bei der FOS-Synthese anfallt. Um das Ausmal’ der
hemmenden Wirkung festzustellen, wurden diesbeziiglich Untersuchungen
durchgefuhrt. Es wurden verschiedene Glucosekonzentrationen zwischen 0 —

100 g/l verwendet. Bereits bei 25 g Glucose/l zeigte sich eine leichte Reduktion
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der FOS-Bildung und umso héher die Glucosekonzentration war, umso geringer
fiel die Ausbeute aus (Kashyap, Palai und Bhattacharya, 2015). Ab einer Kon-

zentration von 30 g/l liegt ein Aktivitatsverlust von 50 % vor (Jung et al., 1989).
2.5.2. Glucose-Oxidase

Glucose-Oxidase (EC 1.1.3.4., kurz GOD) ist eine Oxidoreduktase und kataly-
siert eine sauerstoffabhangige Oxidation von B-D-Glucose (BRENDA -
Information on EC 1.1.3.4 - glucose oxidase, 2019). Die Reaktion, welche in
Abbildung 7 dargestellt ist, kann in zwei Schritte, die simultan ablaufen, unter-
teilt werden. Im reduktiven Teil wird die Glucose zu D-Glucono-6-lacton oxidiert
und in weiterer Folge durch eine nicht-enzymatische Hydrolyse spontan zu Glu-
consaure umgesetzt. Wahrenddessen wird der Flavinring des Enzyms zu
FADH: reduziert. Im oxidativen Schritt erfolgt eine Ubertragung von jeweils zwei
Elektronen und Protonen des Flavinrings auf molekularen Sauerstoff, wodurch
das Enzym wieder oxidiert und regeneriert wird. Hierbei bildet sich aus dem
Sauerstoff Wasserstoffperoxid (Witt et al., 2000).

Das entstehende Wasserstoffperoxid hemmt GOD , vor allem, wenn der Flavin-
ring des Enzyms im reduzierten Zustand vorliegt und in Folge dessen nicht
mehr regeneriert werden kann (Kleppe, 1966). Durch Zugabe von dem Enzym
Katalase kann dieser hemmende Effekt verhindert werden. Denn es besitzt die
Fahigkeit Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff umzuwandeln (Mirén et
al., 2004). Durch die Bildung von Gluconsaure, sinkt der pH-Wert des Reakti-
onsgemisches immer weiter ab. Dieser Abfall stellt ebenfalls einen hemmenden
Faktor beim Abbau der Glucose dar, denn ein pH-Wert zwischen 5,5 und 6 hat
sich als optimal erwiesen. Durch regelmafRige Messungen des pH-Wertes und
Anpassung an das Optimum Iasst sich dieser Limitationsfaktor eingrenzen. Die
optimale Temperatur fir den Glucoseabbau liegt bei 30 °C und auch ein Ein-
bringen von molekularem Sauerstoff in das Reaktionsgemisch hat sich als nttz-

lich erwiesen (Pickering, Heatherbell und Barnes, 1998).
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Abbildung 7: Reaktion mit dem Enzym Glucose-Oxidase (Witt et al., 2000)

In der Lebensmittelproduktion hat GOD ein breites Anwendungsgebiet. Es wird

beispielsweise als Konservierungsmittel und Oxidationsmittel eingesetzt.

Da Wasserstoffperoxid eine antibakterielle Wirkung besitzt, kommt GOD als
Konservierungsmittel in der Milchindustrie zum Einsatz. Milch besitzt einen na-
tirlichen antibakteriellen Mechanismus namens Lactoperoxidase-System
(LPS), welches zur Konservierung von Rohmilch, falls keine Kuhlung mdglich
ist, verwendet werden kann. Lactoperoxidase katalysiert eine Reaktion zwi-
schen Thiocyanat und Wasserstoffperoxid, wodurch antibakterielle Substanzen
entstehen. Diese Wirkung entfaltet sich jedoch nur, wenn alle beteiligten Sub-
stanzen zu genuge vorhanden sind. Deswegen wird GOD zugesetzt, denn das
Enzym dient als Lieferant von Wasserstoffperoxid (Seifu, Buys und Donkin,
2005). Durch eine Anreicherung mit GOD zum LPS ist es mdglich, eine wirksa-
me Hemmung des Wachstums und sogar, unter optimal Bedingungen, eine Ab-

tétung der Bakterien in Milch zu erzielen. (Sandholm et al., 1988)

Aufgrund des entstehenden Wasserstoffperoxids, wird GOD beim Brotbacken
als Oxidationsmittel eingesetzt. Durch die Zugabe von GOD konnte ein elasti-
scherer und viskoserer Teig hergestellt werden. AulRerdem bewirkt eine Anrei-

cherung eine bessere Stabilitat beim Aufgehen der Teige und kann durch die
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Bildung von Wasserstoffperoxid das Volumen des fertigen Brotes erhdhen

(Vemulapalli und Hoseney, 1998; Decamps et al., 2012).

GOD kommt als Konservierungsmittel bei Eiprodukten zum Einsatz, da eine
Anreicherung die Haltbarkeit des Lebensmittels durch das entstehende Was-
serstoffperoxid und dessen Fahigkeit das Bakterienwachstum zu verlangsamen
verlangert (Dobbenie, Uyttendaele und Debevere, 1995). Da Eiweil} reich an
Proteinen ist, weist es eine hohe Anfalligkeit gegenuber nicht-enzymatischen
Braunungsreaktionen (Maillard-Reaktion) auf. Durch eine Reaktion einer Ami-
nogruppe eines Proteins oder Aminosaure mit einem reduzierenden Zucker
entstehen unerwlnschte Verfarbungen und Geschmacksstoffe, die gesund-
heitsbedenklich sein kdnnen. Um dies zu verhindern, wird GOD zugesetzt damit

der Zucker in den Eiern reduziert bzw. entfernt wird (Sisak et al., 2006).

Auch bei der Weinproduktion wird GOD eingesetzt, um den Alkoholgehalt zu
reduzieren. Setzt man das Enzym bereits vor der Garung dem Traubensaft zu,
so wird die fur die Alkoholbildung essenzielle Glucose vor der eigentlichen Fer-

mentation bereits abgebaut.

Petkova et al. (2016) verglichen das Ausmal} der Glucosereduktion von zwei
verschiedenen GOD. Die Versuche wurden mit einer Glucoseldésung mit Kon-
zentrationen von 10 g und 20 g Glucose/l und mit einer Modellésung, die den
Charakteristika eines Traubensaftes entsprach, durchgefuhrt. Zum einen wurde
ein kommerziell erwerbliches Enzym namens Alphamalt Gloxy 5080 (Muhlen-
chemie) verwendet, welches urspringlich in der Backindustrie eingesetzt wird
und in Mehl immobilisiert vorliegt. Eine Besonderheit dieses Enzyms ist es,
dass es zusatzlich zur Fahigkeit Glucose abzubauen eine geringe Katalaseakti-
vitat aufweist. Zum anderen wurde eine reine GOD von Aspergillus niger ver-
wendet. Bei den Versuchen mit dem reinen Enzym wurde teilweise Katalase
zum Substrat hinzugefigt, um den Einfluss eines Wasserstoffperoxid-
abbauenden Enzyms auf die Aktivitat von GOD zu untersuchen. Die Ergebnisse
zeigten, dass Alphamalt Gloxy eine Reduktion der Glucose von 60-73 % be-
wirkte und auch im sauren Milieu der Modellésung eine hohe Aktivitat aufwies,
da das Enzym durch die Immobilisierung widerstandsfahiger gegentber dem
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niedrigen pH-Wert war. Die reine GOD zeigte hingegen bei den Versuchen mit
der Glucoseldsung nur eine sehr geringe Reduktion der Glucose von lediglich
1,32 %, jedoch sank der Glucosegehalt um ungefahr 50 %, wenn es in Verbin-
dung mit einer Katalase verwendet wurde. Wurden die Versuche mit der reinen
GOD in der Modellésung durchgefiihrt, konnte eine nur sehr geringe Aktivitat
beobachtet werden. Die Autoren gingen davon aus, dass der niedrige pH-Wert
daflr verantwortlich ist. Eine Immobilisierung des Enzyms kann von Vorteil sein,
denn es ist widerstandsfahiger gegenuber suboptimalen Versuchsbedingungen.
AulRerdem ist eine Zugabe von Katalase bei Verwendung von reiner GOD nutz-

lich, solange der pH-Wert nahe am Optimum liegt.

Um die Schlusselfaktoren, welche die Aktivitat der GOD beeinflussen, zu be-
stimmen und die Reduktion der Glucose zu optimieren, wurden von Pickering et
al. (1998) Versuche durchgeflhrt. Das Ziel der Studie war es ebenfalls den Zu-
ckergehalt von Traubensaft zu reduzieren, um einen alkoholreduzierten Wein
herzustellen. Der Einfluss von variierenden Parametern, unter anderem vom
pH-Wert, auf die Aktivitat der GOD wurden untersucht. Die Ergebnisse stimmen
mit denen der Studie von Petkova et al. (2016) Uberein, ein niedriger pH-Wert
hat einen starken hemmenden Effekt auf die Aktivitat des Enzyms. Eine Opti-
mierung des pH-Wertes, angelehnt an das Optimum, ist folglich wichtig fir die

Bildung von Gluconsaure ist.
2.6.Enzymsysteme zur Zuckerreduktion
2.6.1. Invertase und Glucose-Oxidase

Um aus Saccharose Gluconsaure zu produzieren, verwendeten Mafra et al.
(2015) Invertase, um diesen Zucker aufzuspalten, GOD fur die Produktion von
Gluconsaure und schlieRlich Katalase, um das anfallende Wasserstoffperoxid,
welches dieses Enzym hemmt, abzubauen. Bei diesem Enzymsystem entsteht
als Nebenprodukt Fructose, da nur Glucose von GOD abgebaut wird. Bei einem
pH-Wert von 6 und 40 °C konnte eine komplette Aufspaltung der Saccharose

(Anfangskonzentration: 50 g/I) und eine Gluconsaurebildung von 28,6 g/l er-
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reicht werden. Alle Enzyme zeigten bei diesen Versuchen eine hohe Wirksam-
keit.

2.6.2. Fructosyltransferase und Glucose-Oxidase

Da die FOS-Produktion aus Saccharose durch die freiwerdende Glucose be-
grenzt ist, hat Jung et al. (1993) GOD verwendet, um diesen hemmenden Fak-
tor zu eliminieren. Die Versuche wurden bei einer Temperatur von 40 °C und
einem pH-Wert von 6 durchgefuhrt. Die verwendeten Enzymmengen waren
10 U FTase/g Saccharose und 5 U GOD/g Saccharose. Durch die Zugabe die-
ser Enzyme konnte ein FOS-Gehalt von 88,8 % erreicht werden, verglichen mit
der konventionellen Methode, die lediglich einen Wert von 57,4 % erzielen

konnte.
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3. Materialien und Methoden

3.1.Gerate
Tabelle 4: Verwendete Gerate

Bezeichnung

Multi-Rotator

Wasserbad

Photometer UV-18000

Zentrifuge 5810

Magnetruhrer RCT basic

Waage

Feinwaage

Laborflaschen 250 ml

Kolbenhubpipette

Makro-Klvetten

Semi-Mikro-Klvetten

Marke Seriennummer

Grant Instruments PTR-60 01011816120145

Gesellschaft fur Labortech-
nik

Shimadzu A116355

Eppendorf 543-15/04/002/00

IKA

Sartorius

Sartorius

VWR

Eppendorf

Greiner bio-one

Greiner bio-one
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3.2.Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Enzyme

Bezeichnung Marke Herkunftsland
Pectinase Sigma Schweiz
Glucose-Oxidase Sigma Schweiz
Alphamalt Gloxy 5080 Muhlenchemie Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Marke

Methanol Merck
Salzsaure 37 % Roth
Folin-Ciocalteu Reagenz VWR Chemicals
Natriumcarbonat Roth
Eisen-llI-Chlorid Heptahydrat Sigma

TPTZ Fluka

(2,4,6-Tris(2-pyrridyl)-s-triazine

Natrium-Acetat-Trihydrat VWR Chemicals
Essigsaure 100 % Roth
Puffer pH 7,6 Megazyme

30
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NADP* + ATP

Hexokinase — Glucose-6-

Phosphatase-Dehydrogenase
Phosphoglucose-lsomerase
D-Glucose + D-Fructose-Standard
B-Fructosidase

Natriumhydroxid
Kaliumhexacyanoferrat-1l-Trihydrat
Zinksulfat-7-hydrat

Ferulasaure

Eisen-lI-Sulfat

D(+)-Saccharose

Trolox

(6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-

chroman-2-carboxyl-Saure)
DPPH

(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Megazyme

Megazyme

Megazyme
Megazyme
Megazyme
Roth
Merck
Merck
Sigma
Merck
Roth

Sigma

Sigma

Deutschland

Schweiz

Deutschland

Schweiz

Schweiz
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3.3.Versuche
3.3.1. Versuchsaufbau

Verschiedene Reaktorsysteme wurden getestet, um einen optimalen Ablauf der
Versuche zu ermoglichen. Die Vorversuche mit Modell-Zuckerldsungen wurden
in einem Bioreaktor mit einem Volumen von 1 Liter durchgefuhrt. Da das Gefafl
undicht wurde und immer nur ein Versuch durchgeflihrt werden konnte, wurde
ein neues Reaktorsystem erstellt. Es wurden jeweils drei 250 ml-Laborflaschen
als Versuchsgefalle verwendet, somit konnten 3 Versuche simultan durchge-
fuhrt werden. Die Flaschen wurden in einen Behalter gestellt, welcher mit einem
Wasserbad verbunden war, um eine konstante Temperatur wahrend des Ver-
suchs zu ermoglichen. Eine Durchmischung des Saftes und der Enzyme erfolg-

te mittels einer Magnetruhrplatte. Dieser Aufbau wurde fur die Hauptversuche

verwendet und ist in Abbildung 8 dargestellit.

Abbildung 8: Versuchsaufbau der Hauptversuche

3.3.2. Verwendete Parameter

Als Substrat wurde Apfelsaft gewahlt, da es einer der beliebtesten und am hau-
figsten konsumierten Safte in Osterreich ist. Acht Liter der Marke ,pure fruits®,

welche alle idente Losnummer aufwiesen, wurden in einem Supermarkt erwor-
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ben und bis zur Verwendung im Kihlraum bei 4 °C gelagert. Der pH-Wert des
Saftes wurde nicht verandert und lag bei 3,5. Das ausgewahlte Substratvolu-
men der Versuche lag bei 150 ml, nur bei einem (FTase, 422 U/ml) wurde ein
Volumen von 15 ml gewahlt. Alle Versuche wurden im Dreifachansatz durchge-
fuhrt.

Tabelle 7: Verwendete Parameter fiir die Versuche mit dem Enzym Fructosyltransferase

Substratvolumen [ml] Temperatur Enzymkonzentration [U/ml]
150 4°C 15

150 30°C 7,5

150 30°C 10

150 30°C 15

150 50 °C 7,5

150 50 °C 10

150 50 °C 15

15 30°C 422

In Tabelle 7 sind die verwendeten Parameter fur die Versuche mit dem Enzym
FTase angegeben. Jeweils drei verschiedene Enzymkonzentrationen (7,5; 10
und 15 U/ml) wurden bei 30 °C und 50 °C verwendet. Die Temperatur 50 °C
wurde ausgewahlt, da diese nahe am Optimum des Enzyms liegt und 30 °C im
Hinblick auf das Optimum der GOD. Ein Versuch wurde bei 4 °C durchgeflhrt,
um zu untersuchen, ob das Enzym auch bei einer niedrigen Temperatur Aktivi-
tat aufweist. Ein weiterer Versuch wurde mit einer sehr hohen Enzymkonzentra-
tion von 422 U/ml durchgefihrt.

In Tabelle 8 sind die Parameter der Versuche mit dem Enzym GOD zusam-

mengefasst. Es wurden zwei unterschiedliche Enzymkonzentrationen des rei-
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nen Enzyms bei 30 °C verwendet und ein Versuch mit der immobilisierten Form

namens Alphamalt Gloxy bei 40 °C durchgefihrt.

Tabelle 8: Verwendete Parameter der Versuche mit dem Enzym Glucose-Oxidase

Enzym Substratvolumen [ml] Enzymkonzentration [U/ml]
GOD 150 0,6
GOD 150 1,2
Alphamalt Gloxy 150 10

3.3.3. Versuchsablauf

Das Wasserbad wurde auf die entsprechende Temperatur eingestellt und ein-
geschaltet. Nachdem das Substrat abgewogen, in die Flaschen gefullt und ein
Magnetruhrstab hinzugefugt wurde, wurden diese im Wasserbad platziert. Hatte
das Substrat die gewiinschte Temperatur erreicht, erfolgte die Zugabe des En-
zyms, was den Beginn des Versuchs darstellte. In Abhangigkeit des Enzyms,
wurden die Flaschen entweder verschlossen (FTase) oder mit einem Parafilm
abgedeckt (GOD). Jeweils nach 4, 8 und 24 Stunden wurden bei allen Versu-
chen Proben entnommen. Die gezogenen Proben wurden fur 5 Minuten in ein
Wasserbad mit einer Temperatur von 90 °C gegeben, um das Enzym zu inakti-

vieren, und wurden danach fr weitere Untersuchungen eingefroren.
3.4. Extraktion

Um den Gehalt aller phenolischer Bestandteile und der antioxidativen Kapazitat
mittels FRAP (ferric reducing antioxidant power) zu messen, wurden Extrakte
aus den Saftproben hergestellt. Das verwendete Extraktionsmittel war ein Ge-
misch aus Methanol und 1M HCI mit einem Mischverhaltnis von 85 zu 15. Es
wurden 2,5 g (£ 0,1 g) der jeweiligen Probe eingewogen und in einem 15 ml-
Zentrifugenréhrchen mit 10 ml des Extraktionsmittels versetzt. Die Gefalte wur-
den mit Alufolie abgedeckt, 20 Minuten in einem Rotator germischt und an-

schlieBend fir 5 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberschuss wurde in
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einen 25 ml Messkolben Uberfihrt und mit dem Extraktionsmittel bis zur Markie-

rung aufgeflllt. Die Kolben wurden bis zur Messung kihl und dunkel gelagert.

Zur Bestimmung der Scavenging Activity (DPPH) wurde wie folgt eine Extrakti-
on durchgefuhrt. Jeweils 2 g der Proben wurden eingewogen und mit 3 ml rei-
nem Methanol fir 20 Minuten mit einem Rotator vermischt. Dann wurde fur 5
Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in einen lichtgeschiitzten
10 ml Messkolben uberfuhrt. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt

und die Extrakte wurden auf 10 ml mit Methanol aufgefulit.
3.5. Gesamtpolyphenolgehalt

Die Messung des Gesamtpolyphenolgehalts (abgekirzt TPC, Total Polyphenol
Content) wurde nach der Methode von Singleton (1974) durchgefuhrt. Alle Pro-
ben wurden im Doppelansatz bestimmt. Vor der Messung wurde das Folin-
Ciocalteu Reagenz 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Es wurden jeweils
0,12 ml der Extrakte mit 0,6 ml Folin-Ciocalteu Reagenz versetzt und mit einem
Vortex gemischt. Nach 2 Minuten wurden jeweils 0,960 ml einer Natriumcar-
bonatldsung (c = 60 g/l) hinzugefugt, wieder gut vermischt und fur 5 Minuten in
einem Wasserbad bei einer Temperatur von 50 °C inkubiert. Nachdem die Pro-
ben wieder Raumtemperatur erreicht hatten, wurden sie erneut gemischt und in
Semi-Microkuvetten Uberfihrt. Die Messungen am Photometer erfolgten bei
einer Wellenlange von 760 nm und als Blindwert diente destilliertes Wasser. Je

nach Polyphenolgehalt zeigte sich eine Blaufarbung.

Um die gemessenen Daten auswerten zu kdnnen, wurde eine Kalibrationsgera-
de erstellt. Ferulasaure (FS) mit einer Ausgangskonzentration von 0,20 mg/ml
wurde laut Tabelle 9 verdinnt und anschlieRend im Photometer wie oben an-
gegeben im Doppelansatz gemessen. Die Ergebnisse wurden in mg FS-

Aquivalente/100 g Probe angegeben.
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Tabelle 9: Verdiinnung von Ferulasaure fiir die Kalibrationskurve von TPC

Bezeichnung Verdiinnungsfaktor = Konzentration [mg/ml]
SO 0,20

S1 1:20 0,01

S2 1:10 0,02

S3 1:5 0,04

S4 1:4 0,05

S5 1:2,5 0,08

S6 1:2 0,1

3.6.Bestimmung der antioxidativen Kapazitat und der Scavenging Activity

Die Messung der antioxidativen Kapazitat, kurz FRAP (Ferric Reducing-
Antioxidant Power), wurde mittels Photometer nach der Methode von Benzie
und Strain (1996) bestimmt. Das bendtigte FRAP-Reagenz bestand aus einem
0,3 M Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 3,6, 20 mM Eisen-IlI-Chlorid-Lésung
und einer 10 mM TPTZ-Lo6sung, welche in einem Verhaltnis von 10:1:1 zuei-

nanderstanden.

Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt und 1:2 mit dem Extraktionsmit-
tel verdunnt. 0,200 ml des verdunnten Extraktes wurde mit 1,3 ml des FRAP-
Reagenz versetzt und fur 30 Minuten in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert.
Je nach Auspragung der antioxidativen Kapazitat zeigte sich auch bei dieser
Methode eine Blaufarbung. Die Messung erfolgte in Semi-Mikroklvetten bei
einer Wellenlange von 595 nm, als Blindwert wurde das Extraktionsmittel ver-
wendet (Benzie und Strain, 1996).

Fur die Kalibrationsgerade wurde eine Eisensulfat-Losung mit einer Konzentra-

tion von 1000 uM hergestellt und laut Tabelle 10 verdunnt. Diese unterschiedli-
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chen Losungen wurden wie gewohnliche Proben gemessen und die Ergebnisse

wurden in mg Fe2*-Aquivalente/l angegeben.

Tabelle 10: Verdinnung der Eisensulfat-Lésung zur Erstellung der Kalibrationsgerade

Bezeichnung Verdiunnungsfaktor Konzentration
[uM]

SO 1000

S1 3:4 750

S2 1:2 500

S3 1:4 250

S4 1:10 100

S5 1:20 20

S6 1:40 25

Die Bestimmung der Radikalfangereigenschaft (scavenging activity) wurde nach
der Methode von Liu F. et al. (2014) mittels des Stoffes DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazil) durchgefihrt.

Es wurden 5,52 mg DPPH in einem vor Licht geschutzten Messkolben, welcher
100 ml fasste, eingewogen und dann bis zur Markierung mit Methanol (>98%)
aufgeflllt, um eine 0,14 mM DPPH-L6sung zu verhalten. Es wurden 0,2 ml der
Extrakte mit 2 ml der hergestellten DPPH-LAOsung versetzt (As). Flur jede Probe
wurde ein Blindwert (Ao) gemessen, welcher aus 2 ml Extrakt und 2 ml Metha-
nol bestand. Als Kontrolle (Ac) wurden 0,2 ml Methanol und 2 ml DPPH gemes-
sen (Liu et al., 2014).

Nach kurzem Durchmischen mit dem Vortex, wurden die Proben fiir 45 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und schlief3lich bei einer Wellenlange
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von 517 nm mit dem Photometer gemessen. Die Radikalfangereigenschaft

wurde mittels Formel 1 berechnet (Liu et al., 2014).

A.—A
AA% = 100 — <M> - 100

Ac (1)

As = Probe Ao = Blindwert Ac: = Kontrolle

Fir die Kalibrationsgerade wurde eine Standardiésung mit einer Konzentration
von 100 mg Trolox pro Liter hergestellt und mit Methanol, wie in Tabelle 11 be-
schrieben, verdunnt. Die weitere Durchfuhrung erfolgte wie oben beschrieben.

Die Ergebnisse wurden in mg Trolox Aquivalente/l angegeben.

Tabelle 11: Verdiinnungsschritte des Trolox-Standards zur Erstellung einer Kalibrationsgerade

Trolox-Standard Methanol 99,9% Trolox-Konzentration
[ml] [mI] [mg/l]

0,75 0,25 75

0,5 0,5 50

0,25 0,75 25

0,1 0,90 10
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3.7.Enzymatische Bestimmung des Zuckergehalts

Die Bestimmung des Saccharose-, Glucose- und Fructosegehalts wurde mittels
des Megazyme-Kit ,Sucrose, D-Fructose and D-Glucose Assay”“ photometrisch
durchgefuhrt.

Vor der Messung erfolgte eine Carrez-Klarung (Carrez clarification) laut dem
Handbuch des Herstellers, um etwaige Trlbstoffe, welche die Messwerte ver-
falschen konnten, zu entfernen. Hierfur wurde 1 g Probe in einen 25 ml Mess-
kolben mit 15 ml destilliertem Wasser versetzt, dann wurden je 1,25 ml Carrez-
Lésung | und Il hinzugeflgt und 0,25 ml 1 M NaOH-L6ésung Uberfihrt. Die Pro-
ben wurden zwischen den einzelnen Schritten gut gemischt, auf 25 ml mit des-
tillietem Wasser aufgefullt und filtriert (Sucrose, D-Fructose and D-Glucose
assay procedure K-Surfg 04/18, 2018).

Um die empfohlene Zuckerkonzentration der Proben zwischen 0,04 und 0,08 g/l
fur die Messung zu erhalten, wurden sie nach der Carrez-Klarung (Verdln-
nungsfaktor 1:25) nochmals 1:8 verdunnt (Verdiunnungsfaktor 1:200) (Sucrose,

D-Fructose and D-Glucose assay procedure K-Surfg 04/18, 2018).

Die enzymatische Bestimmung des Zuckergehalts erfolgte nach dem Pipettier-
schema in Tabelle 12. Die Werte wurden im Doppelansatz bestimmt und bei
einer Wellenlange von 340 nm gemessen (Sucrose, D-Fructose and D-Glucose
assay procedure K-Surfg 04/18, 2018).
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Tabelle 12: Pipettierschema zur enzymatischen Bestimmung des Zuckergehalts (Sucrose, D-

Fructose and D-Glucose assay procedure K-Surfg 04/18, 2018)

Blindwert- Saccharose Blindwert-

Saccharo-

se
Flasche 6 100pl 100 pl
Probe - 100 pl

Mischen, 5 Minuten inkubieren

Destilliertes 1000 pl 900 pl
Wasser

Flasche 1 50 pl 50 i
Flasche 2 50 pl 50 i

Mischen, 3 Minuten inkubieren und im Photometer messen (A1)

Flasche 3 10 pl 10 pl

Mischen, 5 Minuten inkubieren und im Photometer messen (A2)

Flasche 4 - -

Glucose

Fructose

1100 pl

50 i

50 pl

10 pl

10 pl

und

Glucose und

Fructose

50

1050 i

50

50 pl

10 pl

10 pl

Mischen, 10 Minuten inkubieren und im Photometer messen (A3)

3.8.Farbmessung

Zu Bestimmung der Farbe der Proben wurde mittels Photometer die L*a*b*-

Werte im dreifachen Ansatz bestimmt. Der Farbabstand wurde mittels Formel 2

berechnet und zeigt, ob sich die verschiedenen Proben wahrnehmbar in der

Farbe unterscheiden. Liegt der berechnete AE-Wert Uber 2, ist ein Farbunter-

schied zu erkennen. Ist dieser Wert groRer als 5, gilt dieser Farbton bereits als
andere Farbe. (Mokrzycki Cardinal Stefan and Tatol, 2011).
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AE = /(L — Ly)? + (a, —ap)? + (by — b,)?
(2)

3.9. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics
25. Zu Beginn wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test untersucht, ob die ge-
messenen Werte einer Normalverteilung unterliegen. Von einer Homogenitat

der Varianzen wurde ausgegangen.

Wenn eine Normalverteilung vorlag, wurde eine ANOVA (Varianzanalyse) und
ein Bonferroni-Post-hoc Test durchgefihrt. Zeigte sich jedoch keine Normalver-
teilung der Daten, wurde ein Kruskal-Wallis- und Bonferroni-Post-hoc Test an-

gewandt.
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4. Ergebnisse und Interpretation
4.1.Originalsaft

Die Zusammensetzung des Zuckers des Originalsafts ist in Tabelle 13 darge-

stellt.

Tabelle 13: Zuckerzusammensetzung des Originalsafts

Glucose [g/l] Fructose [g/]] Saccharose [g/l]
20,38 £ 0,5 62,35+ 0,4 3711 +£1,4

Der Gesamtpolyphenolgehalt und die antioxidative Kapazitat, ermittelt durch
FRAP und DPPH, des Originalsafts sind in Tabelle 14 ersichtlich.

Tabelle 14: TPC-, FRAP- und DPPH-Werte des Originalsafts

TPC FRAP Scavenging Activity

[mg FS-Aquivalente/100 g [mg Fe?*-Aquivalente/l]  [%]
Probe]

1704,41 + 26,0 48,18 + 0,3 35.64+ 0,5
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4.2.Ergebnisse der Versuche mit dem Enzym Fructosyltransferase
4.2.1. Enzymatische Bestimmung des Zuckergehalts

In Tabelle 15 sind die Mittelwerte der gemessenen Zuckergehalte zusammen-

gefasst.

Tabelle 15: Ermittelte Zuckergehalte aller Versuche mit dem Enzym FTase nach 24 Stunden

Versuch Saccharose [g/l] Glucose [g/l] Fructose [g/1]
4°C 15 U/ml 36,03+ 1,2 24,26 + 0,6 65,22+ 1,5
30 °C 7,5 U/ml 32,3+0,8 27,35+0,8 62,57 + 2

30 °C 10 U/ml 32,35+0,9 26,61 +0,7 59,31+ 1,6
30 °C 15 U/ml 31,20+ 1,3 2959 +11 62,82+ 24
50 °C 7,5 U/ml 34,93+0,6 24,02+0,5 64,75+ 0,7
50 °C 10 U/ml 32,50+ 1,2 21,89+ 1,1 60,03 £ 2,7
50 °C 15 U/ml 33,05 +2,1 21,28+1,2 60,24 + 2,4
30 °C 422 U/ml 27,37 +£1,6 29,47 +1,8 60,26 + 3,7

Abbildung 9 gibt einen Uberblick tGber die Saccharosereduktion der einzelnen
Versuche nach 24 Stunden. Der Versuch bei 4 °C wurde durchgefihrt, um zu
untersuchen, ob das Enzym auch bei niedrigen Temperaturen Aktivitat aufweist,
obwohl das Optimum bei 55-60 °C liegt, um einer mdglichen Keimbelastung
entgegenzuwirken (Kashyap, Palai und Bhattacharya, 2015). Da jeder Versuch
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei entweder 30 °C oder 50 °C durchge-
fuhrt wurde, besteht so eine Gefahr der mikrobiologischen Belastung des Saf-
tes. Dieser Versuch zeigte eine sehr geringe Zuckerreduktion von 1 g/l, eine
Temperatur von 4 °C ist unter diesen Bedingungen ungeeignet, um einen zu-

ckerreduzierten Saft herzustellen.
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Abbildung 9: Saccharosereduktion nach 24 Stunden durch das Enzym FTase

Die effektivsten Versuche waren jene mit 422 und 15 U/ml bei 30 °C. Eine
Enzymkonzentration von 422 U/ml erreichte einen Abbau der Saccharose von
fast 10 g/l, 15 U/ml von 6 g/l.

In Abbildung 10 sind die Saccharosegehalte der verschiedenen Enzymkonzent-
rationen bei 30 °C nach 24 Stunden Fermentation dargestellt. Bei allen verwen-
deten Enzymkonzentrationen ergab sich eine signifikante Reduktion der Sac-
charose verglichen mit dem Originalsaft (37,11 £ 1,4 g/l). Den niedrigsten Ge-
halt an Saccharose zeigte der Versuch bei 422 U/ml, welcher einen Mittelwert
von 27,37 + 1,6 g/l hatte. Die Saccharose wurde um 26 % reduziert und war
signifikant geringer im Vergleich zu den anderen verwendeten Enzymkonzent-
rationen. Bei 15 U/ml konnte zwar eine Reduktion von 15 % erzielt werden, was
einer Menge von 6 g/l Saccharose entspricht, jedoch konnte kein weiterer Un-
terschied zwischen den Konzentrationen 7,5; 10 und 15 U/ml festgestellt wer-

den.

Hang und Woodams (1996) zeigten mit ihren Versuchen, dass die FOS-
Synthese und somit auch der Abbau der Saccharose umso hdéher sind, je mehr

Enzym verwendet wird. Diese Ergebnisse konnte durch den Versuch mit
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422 U/ml bestatigt werden, da bei dieser Enzymkonzentration am meisten Sac-

charose abgebaut wurde.

34,00

) ? . i

30,00

28,00

Saccharosegehalt [g/l]

26,00

24,00

75 10 15 422

Enzymkonzentration [U/ml]

Abbildung 10: Vergleich der Saccharosegehalte bei 30 °C nach 24 Stunden

Die Fructosegehalte sind in Abbildung 11 dargestellt und erwiesen sich bei allen
Enzymkonzentration als ahnlich, sie erstreckten sich von 59,31 + 1,6 bis 62,57
+ 2,1 g/l. Bei 10 U/ml lag der gemessene Wert signifikant niedriger als bei 7,5
und 15 U/ml. Dies weist auf eine vermehrte FOS-Bildung hin, da die Fructose-
gehalte bei 10 U/ml im Vergleich zum Originalsaft ebenfalls signifikant geringer
waren. Bei diesem Versuch mit einer Temperatur von 30 °C und einer Enzym-
konzentration von 10 U/ml wurde nicht nur Fructose, welche bei dem Abbau
von Saccharose frei geworden ist, in FOS umgewandelt, sondern auch bereits
im Saft bestehende Fructose reduziert. Da auch bei 7,5 U/ml und 10 U/ml bei
30 °C die Fructosekonzentration trotz abgebauter Saccharose nicht anstieg,

kann von einer FOS-Bildung ausgegangen werden.
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Abbildung 11: Vergleich der Fructosegehalte bei 30 °C nach 24 Stunden

Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Kashyap et al. (2015), die bei einem
Versuch mit 32 U/ml und 55 °C Uber einen Zeitraum von 24 Stunden die Gehal-
te von Saccharose, Fructose und FOS beobachteten. Die Saccharosekonzent-
ration zu Beginn des Versuchs von 500 g/l konnte auf 50 g/l reduziert werden
und die FOS-Konzentration lag am Ende des Versuches bei 300 g/l. Wahrend
der Fermentation stieg der Fructosegehalt aufgrund der FOS-Synthese nicht

signifikant an.

Die Saccharosegehalte bei 50 °C sind in Abbildung 12 dargestellt. Bei allen En-
zymkonzentrationen konnte eine signifikante Reduktion der Saccharose im
Vergleich zum Originalsaft festgestellt werden. Das Enzym zeigte bei 7,5 U/ml
am wenigsten Aktivitat, hier lag der gemessene Wert bei 34,93 £ 0,6 g/l und war
signifikant hoher als jener bei 10 U/ml. Eine Reduktion der Saccharose von
4,6 g/l (dies entspricht einer Reduktion von 12,5 %) konnte durch eine Enzym-
konzentration von 10 U/ml bei 50 °C erreicht werden. Bei 15 U/ml wurde die

Saccharose um 4 g/l gesenkt, was einer Reduktion von 12 % entspricht.
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Abbildung 12: Vergleich der Saccharosegehalte bei 50 °C nach 24 Stunden

In Abbildung 13 sind die Fructosegehalte der Versuche mit 50 °C dargestellt.
Die gemessenen Werte bei 10 und 15 U/ml zeigten keinen signifikanten Unter-
schied. Bei beiden konnte ein signifikant geringerer Wert im Vergleich zum Ori-
ginalsaft festgestellt werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine

Bildung von FOS stattgefunden hat.

Da die Versuche bei 50 °C mit 7,5 U/ml eine signifikant héhere Fructosekon-
zentration im Vergleich zu den anderen Enzymkonzentrationen aufwies und der
Fructosegehalt signifikant héher lag als jener im Originalsaft, lasst sich aus die-
sen Werten schliel3en, dass in diesem Fall keine FOS-Bildung stattfand. Warum
bei diesem Versuch weder Saccharose- noch eine Fructosereduktion erzielt
werden konnte ist unklar. Da bei 30 °C und der gleichen Enzymkonzentrationen
eine bessere Aktivitat festgestellt werden konnte, kann es demnach nicht an der

eingesetzten Enzymmenge liegen.
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Abbildung 13: Vergleich der Fructosegehalte bei 50 °C nach 24 Stunden

Bei allen Versuchen mit dem Enzym FTase stieg der Glucosegehalt signifikant
an. Dies kann einen Limitationsfaktor darstellen, da durch einen steigenden
Gehalt an Glucose eine Hemmung des Enzyms erfolgt (Antasova und
Polakovic, 2001).

In Abbildung 14 ist der Vergleich Saccharosegehalte der Enzymkonzentrationen
bei den verwendeten Temperaturen graphisch dargestellt. Da der Saccharose-
gehalt bei einer Enzymkonzentration von 7,5 U/ml bei 30 °C signifikant niedriger
lag als bei 15 U/ml, war die niedrigere Temperatur zumindest bei dieser En-

zymmenge wirksamer.

Bei 10 U/ml zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Tempera-
turen, beide konnte eine Saccharosereduktion von ungefahr 12 % bewirken.
Zwischen den Werten bei 15 U/ml gab es laut statistischer Analyse ebenfalls
keine Unterschiede. Hier streuten jedoch die Daten der Versuche bei 50 °C und
konnten so zu einer Verfalschung der Ergebnisse gefuhrt haben. Diese Daten
widersprechen dem Ergebnis von Kashyap et al. (2015), wonach das Enzym

bei 50 °C wirksamer sein sollte als bei 30 °C.
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Abbildung 14: Vergleich der Saccharosegehalte bei 30 °C und 50 °C

In Abbildung 15 werden die gemessenen Fructosegehalte der verwendeten En-
zymkonzentrationen hinsichtlich der unterschiedlichen Temperaturen vergli-
chen. Bei 7,5 U/ml zeigte sich bei 30 °C ein signifikant geringerer Fructosege-
halt als bei 50 °C. Demnach zeigte sich auch hier eine bessere FTase-Aktivitat
bei 30 °C. Weder die Werte mit 10 U/ml, noch jene bei 15 U/ml wiesen signifi-
kante Unterschiede zwischen den verwendeten Temperaturen auf. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass die Temperatur zumindest bei diesen Kon-

zentrationen keinen Einfluss auf die Aktivitat des Enzyms hat.
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Abbildung 15: Vergleich der Fructosegehalte bei 30 °C und 50 °C nach 24 Stunden

Die FTase zeigte bei keinem der durchgeflihrten Versuche eine gute Wirksam-
keit. Im Vergleich zu diesen Ergebnissen erreichten Kashyap et al. (2015) eine
Saccharosereduktion von 90 %. Ein moglicher Grund fur die geringe Aktivitat
kann der geringe pH-Wert des Apfelsafts, welcher bei 3,5 lag, sein. Der
optimale pH-Wert fir die FTase liegt zwischen 5 und 6. (Hang und Woodams,
1996). Es erfolgte bei keinen Versuchen eine Optimierung des pH-Werts, was
ein Problem fur die FTase-Aktivitat darstellen kann. Jung et al. (1989)
untersuchte die Auswirkungen des pH-Werts auf die gebildete Menge von
Kestose durch das Enzym FTase. Die Versuche wurden mit pH-Werten von 3-8
durchgefuhrt. Ein pH-Wert von 3 zeigte die geringste Aktivitat des Enzyms, das
Maximum wurde bei 5,5 erreicht. Eine pH-Wert-Anpassung scheint fur die Pro-

duktion eines zuckerreduzierten Safts von groRer Bedeutung zu sein.

Auch die verwendete Enzymmenge kann ein Problem darstellen. Die Ergebnis-
se zeigten, dass die Versuche mit 422 U/ml, aufgrund der deutlich héheren En-
zymkonzentration, die starkste Saccharosereduktion erzielten. Demnach be-
steht die Moglichkeit, dass zusatzlich zu unglnstigen Parametern (pH-Wert),

auch die Enzymkonzentration zu niedrig gewahlt wurde.
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4.2.2. Gesamtpolyphenolgehalt

Die Gesamtpolyphenolgehalte von den Versuchen bei 30 °C sind in Abbildung
16 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass der Gesamtpolyphenolgehalt bei 15 U/ml
einen signifikant geringeren Wert von 1681,38 + 45,4 mg FS-Aquivalente/100 g
Probe aufweist im Vergleich zu den anderen Enzymkonzentrationen. Zwischen
den Gesamtpolyphenolgehalten von 7,5 und 10 U/ml zeigten sich bei dieser
Temperatur keine Unterschiede, die Messwerte lagen bei 1788,02 + 15,7 und
1809,38 + 59,3 mg FS-Aquivalente/100 g Probe.
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Abbildung 16: Gesamtpolyphenolgehalt nach 24 Stunden durch das Enzym FTase

Im Gegensatz dazu wies der Gesamtpolyphenolgehalt bei 50 °C keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den Enzymkonzentrationen auf.

Da die signifikanten Unterschiede bei 30 °C nicht sehr grof3 sind und bei 50 °C
kein wesentlicher Unterschied vorlag, hat die FTase, basierend auf diesen Er-

gebnissen, nur einen sehr geringen Einfluss auf den Gesamtpolyphenolgehalt.
4.2.3. Antioxidative Kapazitat und Scavenging Activity

Die Messwerte der antioxidativen Kapazitat und der Scavenging Activity sind in

Tabelle 16 ersichtlich. Es zeigte sich zwischen den Enzymkonzentrationen bei
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30 °C keine Unterschiede. Im Vergleich zum Originalsaft wiesen alle geringere
Werte auf, die Differenz betrug jedoch nur 2-5 mg Fe2*-Aquivalente/l. Auch bei
50 °C gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den verwendeten En-
zymmengen. Obwohl die antioxidative Kapazitat bei 50 °C um nur ungefahr 2
mg Fe2*-Aquivalente/l niedriger war als der Originalsaft (48,18 + 0,3 mg Fe?*-
Aquivalente/l), erwies sich dieser Unterschied als signifikant. Auch der Versuch
bei 4 °C zeigte keine signifikante Reduktion der antioxidative Kapazitat. Dies
deutet daraufhin, dass das verwendete Enzym keinen grof3en Einfluss auf das

antioxidative Kapazitat des Apfelsaftes hatte.

Tabelle 16: Antioxidative Kapazitat der Versuche mit dem Enzym FTase
Enzymmenge Temperatur FRAP Scavenging Activity

[U/mI] [°C] [mg Fe?*-Aquivalente/l] [%)]

15 4 43,25 £ 0,7 35,83+0,5
7,5 30 46,60 = 1,1 36,31 £1,1
10 30 43,113 35,30+ 0,6
15 30 46,46 + 0,6 35,74 £ 0,6
7,5 50 46,54 + 0,7 3345124
10 50 46,57 £ 1,3 35,88 £ 0,9
15 50 46,46 + 0,6 35,92+15

Die gemessene Scavenging Activity war bei allen Versuchen sehr ahnlich. We-
der bei 30 °C noch bei 50 °C zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Enzymkonzentrationen und auch keiner im Vergleich zum Originalsaft, wel-

cher einen Wert von 35.64 + 0.5 % aufwies.

In Abbildung 17 ist der Vergleich der Scavenging Activity der verwendeten
Temperaturen der jeweiligen Enzymkonzentrationen dargestellt. Bei 10 U/ml

und 15 U/ml zeigte sich kein Unterschied zwischen den Ergebnissen, nur bei
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7,5 U/ml war die Scavenging Activity bei 50 °C signifikant geringer als bei
30 °C. Das Enzym hat bei diesen Parametern scheinbar keinen Einfluss auf die

Scavenging Activity des Safts.
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Abbildung 17: Vergleich der Scavenging Activity bei 30 °C und 50 °C nach 24 Stunden

4.3.Ergebnisse der Versuche mit dem Enzym Glucose-Oxidase
4.3.1. Enzymatische Bestimmung des Zuckergehalts

Die Glucosegehalte sind in Tabelle 17 zusammengefasst. Die Glucosereduktion
bei 1,2 U/ml belief sich auf ungefahr 9 %, bei 0,6 U/ml zeigte das Enzym eine
sehr geringe Wirkung.

Tabelle 17: Glucosegehalte der Versuche mit reiner Glucose-Oxidase nach 24 Stunden

Enzymkonzentration [U/ml] Glucose [g/1]
0,6 20,86 + 0,5
1,2 18,42 + 0,6
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Wourden die verwendeten Enzymkonzentrationen miteinander verglichen, wie in
Abbildung 18 dargestellt ist, ergab sich bei 0,6 U/ml ein signifikant héherer Glu-
cosegehalt als bei 1,2 U/ml. Das Enzym zeigte demnach bei 1,2 U/ml eine bes-
sere Wirksamkeit als bei 0,6 U/ml. Die Reduktion der Glucose belief sich jedoch

lediglich auf maximal 2 g/I.

22

21
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Glucosegehalt [g/]

Enzymkonzentration [U/ml]

Abbildung 18: Vergleich der Glucosegehalte der verwendeten Enzymkonzentrationen nach 24
Stunden

Der Glucoseabbau kann laut Petkova et al. (2016) verbessert werden, in dem
zusatzlich noch das Enzym Katalase zum Substrat hinzugefugt wird. Wurde bei
ihren Versuchen GOD als einziges Enzym verwendet, erzielten sie eine Gluco-
sereduktion von 1,32 %. Eine Kombination von GOD mit Katalase resultierte in
einem Abbau der Glucose von 49,25 %. Diese Steigerung der Aktivitat des En-
zyms ist auf den Abbau des anfallenden Wasserstoffperoxids durch die Katala-

se zurlckzuflhren, wodurch eine Hemmung der GOD entgegengewirkt wird.

Der pH-Wert des Apfelsaftes von 3,5 stellt auch bei diesem Enzym einen limitie-

renden Faktor bei den durchgeflhrten Versuchen dar. Das pH-Optimum liegt
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zwischen 5,5 und 6, eine Anpassung kann fur eine Aktivitatssteigerung der
GOD von Vorteil sein (Pickering, Heatherbell und Barnes, 1998).

Petkova et al. (2016) verwendeten in ihren Versuchen eine Enzymkonzentration
von 200 U/ml und konnten, in Verbindung mit Katalase, eine Glucosereduktion
von beinahe 50 % erreichen. Auch Jung et al. (1993) verwendeten eine Kon-
zentration von 5 U/g Saccharose, dies wirde bei einem Apfelsaft einer Kon-
zentration von 175 U/l (angenommen der Saft enthalt 35 g Saccharose/l) ent-
sprechen. Es besteht demnach die Moglichkeit, dass die verwendeten Enzym-
konzentrationen von 0,6 und 1,2 U/ml zu gering gewahlt wurden und deshalb

nur eine geringe Glucosereduktion stattfand.

Ein Versuch wurde mit dem Enzym Alphamalt Gloxy 5080 der Firma Muhlen-
chemie durchgefuhrt. Da die Ergebnisse keine Reduktion des Glucosegehalt
zeigten, wurden keine weiteren Versuche mit dieser Art von GOD durchgeflhrt.
Die verwendete Menge an Enzym beeinflusste die Farbe (der Saft wurde sehr
trib) und die Konsistenz, da es sich um ein in Mehl immobilisiertes Enzym han-

delte, welches fur das Backen von Brot bestimmt ist.

Petkova et al. (2016) verwendeten flr ihre Versuche ebenfalls Alphamalt Gloxy
5080 der Firma Muhlenchemie mit einer Enzymaktivitat von 10500 U/g und
konnten mit einer Enzymkonzentration von 2 g/l eine Abbaurate der Glucose bis
zu 77,6 % erreichen. Im Vergleich dazu wies das im Rahmen dieser Masterar-
beit verwendete Enzym eine geringere Enzymaktivitat auf, weswegen eine gro-
Rere Menge des Enzyms fur die gewollte Konzentration von 10 U/ml verwendet
werden musste und so eine Beeinflussung der Farbe und Konsistenz zur Folge
hatte.

4.3.2. Gesamtpolyphenolgehalt

Der Gesamtpolyphenolgehalt zeigte keinen Unterschied zwischen den verwen-
deten Enzymkonzentrationen und auch im Vergleich zum Originalsaft gab es
keine Veranderung, wie in Tabelle 18 ersichtlich ist. Das Enzym hatte bei den

durchgefuhrten Versuchen keinen Einfluss auf den Gesamtpolyphenolgehalt.
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Tabelle 18: Gesamtpolyphenolgehalt der verwendeten Enzymkonzentrationennach 24 Stunden

Enzymkonzentration TPC

[U/mlI] [mg FS-Aquivalente/100 g Probe]
0,6 1699,85 + 38,9

1,2 1694,16 + 27,9

4.3.3. Antioxidative Kapazitat und Scavenging Activity

Die antioxidative Kapazitat, dargestellt in Abbildung 19, zeigte bei 1,2 U/ml ei-
nen signifikant hdheren Wert, obwohl sich die gemessenen Daten nur um 1 mg
Fe2*-Aquivalente/l unterschieden. Beide Enzymkonzentrationen wiesen eine
geringere antioxidative Kapazitat als der Originalsaft (48.18 + 0.3 Fe?'-
Aquivalente/l) auf. Es hatte entweder die Fermentation mit dem Enzym einen
Einfluss auf die antioxidative Kapazitat oder die Umstande des Versuchs, wie
zum Beispiel die Dauer von 24 Stunden oder die Zufuhr von Sauerstoff bewirk-

ten eine Reduktion der antioxidativen Kapazitat.
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Abbildung 19: Vergleich der antioxidativen Kapazitat der Enzymkonzentrationen nach 24 Stun-
den
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Die Scavenging Activity war bei der héheren Enzymkonzentration signifikant
geringer, wie in Abbildung 20 ersichtlich ist. Bei 1,2 U/ml zeigte sich eine Aktivi-
tat von 34,26 £ 0,7 % und bei 0,6 U/ml von 31, 5 + 0,5 %. Auch im Vergleich
zum Ausgangssaft ergaben sich signifikant geringere Werte. Daraus Iasst sich

schlie3en, dass die GOD einen Einfluss auf die Scavenging Activity besitzt.
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Abbildung 20: Vergleich der Scavenging Activity [%] der verwendeten Enzymkonzentrationen

4.4.Farbmessung

Die Grenze von einem A-E-Wert Uber 5 als deutlicher Farbunterschied wurde
von allen Proben (berschritten. Demnach haben die behandelten Safte alle ei-

nen anderen, wenn auch ahnlichen, Farbton als der Originalsaft.

Die A-E-Wert der Versuche mit der FTase sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
Alle Safte wiesen nach dem Versuch einen Farbabstand von Uber 10 auf. Der
groRte Farbunterschied wurde bei den Proben des Versuchs bei 30 °C und
15 U/ml gemessen. Die Messwerte zeigen, dass sich die Farbe bei 30 °C star-
ker verandert hat als bei 50 °C.
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Tabelle 19: A-E-Werte der Versuche mit dem Enzym FTase nach 24 Stunden

Versuch A-E

4° - 15 U/ml 17,45+ 0,2
30°-7,5U/ml 14,93+ 1,9
30°-10 U/ml 18,91+ 0,6
30° - 15 U/ml 19,73+ 1,6
50° - 7,5 U/ml 13,4104
50° - 10 U/ml 13,09 +£0,2
50° - 15 U/ml 14,49 £ 0,7

In Tabelle 20 sind die A-E-Werte der Versuche mit dem Enzym GOD ersichtlich.
GOD zeigte eine viel geringere Beeinflussung der Farbe als FTase. Der A-E-
Wert von 0,6 U/ml lag bei 5,36 + 0,3 und war der kleinste gemessene Farbab-

stand.

Tabelle 20: A-E-Werte der Versuche mit dem Enzym GOD nach 24 Stunden

Versuch A-E
0,6 U/ml 5,36 + 0,3
1,2 U/ml 7,37 +0,4

58



Conclusio

5. Conclusio

Der urspringliche Plan ein Enzymsystem mit FTase und GOD zu entwickeln
wurde verworfen, da beide einzeln nicht genigend Zucker abbauten. Der Ver-
such mit dem Enzym FTase und 422 U/ml zeigte den groten Saccharoseab-
bau mit einer Reduktion von 26 %. Dies weist daraufhin, dass die Enzymkon-
zentrationen 7,5; 10 und 15 U/ml zu niedrig gewahlt wurden. Eine Enzymkon-
zentration von 1,2 U/ml der GOD erreichte eine Glucosereduktion von 9 %, im

Gegensatz dazu konnte kein Glucoseabbau bei 0,6 U/ml erzielt werden.

Bei beiden Enzymen weisen die Ergebnisse daraufhin, dass zu geringe Enzym-
konzentrationen verwendet wurden. Im industriellen Mal3stab ergeben sich je-
doch durch eine hohere Enzymmenge auch mehr Kosten fur ein Unternehmen,
welches zuckerreduzierte Safte produzieren méchte. Die Konzentration der En-
zyme wurde absichtlich gering gewahlt, um moglichst geringe Kosten fir eine

potenzielle Massenproduktion zu erhalten.

Da der Apfelsaft nicht behandelt wurde, lag der pH-Wert weit unter dem Opti-
mum beider Enzyme. Eine Optimierung bzw. eine Erhéhung des pH-Werts des
Safts scheint von grol3er Bedeutung zu sein, um die Aktivitat von der FTase und

GOD zu verbessern.

Die Temperaturen 30 °C und 50 °C schienen keinen groRen Einfluss auf das
Enzym FTase zu haben. Einzig der Versuch mit der FTase bei 4 °C resultierte
in keiner Reduktion der Saccharose, demnach schrankt eine derartig niedrige

Temperatur die Aktivitat des Enzyms ein.

Das Enzym FTase hatte weder auf den Gesamtpolyphenolgehalt, noch auf die
antioxidative Kapazitat bzw. auf die Scavenging Activity einen signifikanten Ein-
fluss. GOD scheint die antioxidative Kapazitat und die Scavenging Activity bei
héheren Enzymkonzentrationen zu negativ zu beeinflussen, der Gesamtpoly-

phenolgehalt hingegen blieb unverandert.

Bevor beide Enzyme simultan verwendet werden konnen, mussen GOD und

FTase einzeln genug Aktivitdt aufweisen, um den Zucker zu reduzieren. Eine
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Optimierung des pH-Werts und eine Anpassung der Enzymmenge scheint un-

ausweichlich, um ein Enzymsystem zu entwickeln.
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