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1 Grundlagen 
 
1.1 Einleitung 
 

Vielen Menschen erscheint es als unbestreitbare Tatsache, dass die Nahrung die wir 
heute zu uns nehmen unter anderem durch den „dramatischen Anstieg“ der häufig 
als moderne Zivilisationskrankheit bezeichneten Lebensmittelallergie eine reale Be-
drohung ihrer Gesundheit darstellt. Geschürt wird diese Angst durch eine Fülle von 
Presseberichten, in denen die Schätzungen über die Häufigkeit von Lebensmittel-
allergikern in der Bevölkerung teilweise bis zu 40 % betragen (SPREITZER, 1996). 
 

Tatsächlich kann nach heutigem Erkenntnisstand die Vorstellung von der Lebensmit-
telallergie als moderne Zivilisationskrankheit eindeutig widerlegt werden, da bereits 
die Ärzte Hippokrates (500 v. Chr.) und Galen (200 n. Chr.) über Fälle von Unver-
träglichkeitsreaktionen nach Nahrungsaufnahme berichteten, bei denen es sich nach 
heutigem Wissensstand um allergische Reaktionen gehandelt hat (CRESPO et al., 
1995; KREFT et al., 1995). Auch die Vermutung, dass in den vergangenen Jahren der 
Anteil der Lebensmittelallergiker in der westlichen Bevölkerung einen sprunghaften 
Anstieg zu verzeichnen hatte, erscheint höchst unwahrscheinlich. Vielmehr werden  
durch den leichtfertigen Umgang mit dem Begriff Allergie, sowohl in der Bevölkerung 
als auch in der Ärzteschaft, nicht selten neben toxischen Reaktionen und spezifi-
schen Intoleranzreaktionen auch pseudoallergische Reaktionen fälschlicherweise 
den Lebensmittelallergien zugerechnet (VIETHS et al., 1992a). 
Begründet ist diese mangelnde Abgrenzung zu den grundsätzlich unterschiedlichen 
Lebensmittelunverträglichkeitsreaktionen in der überaus aufwendigen Diagnostik. Die 
individuell verlaufenden Krankheitsbilder in Folge einer Lebensmittelallergie zeichnen 
sich durch die vielfältige Manifestation der klinischen Symptome aus, welche über-
wiegend an der Haut, den Schleimhäuten sowie dem Respirations- und Gastrointesti-
naltrakt auftreten. Weiterhin kann es zum Auftreten von zeitlich verzögerten Sympto-
men wie Diarrhoe oder Urticaria sowie zu anaphylaktischen Reaktionen kommen 
(RING 1989; SAMPSON, 1992; HEFLE, 1996; WÜTHRICH, 1996). 
Unter Berücksichtigung der durch regional unterschiedliche Ernährungsgewohnhei-
ten und variierende genetische Disposition zustande kommenden Abweichungen in 
der Häufigkeit von Lebensmittelallergien ergibt sich eine Prävalenz bei Erwachsenen 
von 0.3 bis 2.4 % (WÜTHRICH, 1993; NIESTIJL JANSEN et al., 1994; YOUNG et al., 1994; 
CASTILLO et al., 1996; CHANDRA, 1997) und bei Kindern von 1.3 bis 8.0 % (BURKS & 
SAMPSON, 1993; WÜTHRICH, 1993; CHANDRA, 1997; HILL et al., 1997). 
 

Leguminosen stellen aufgrund ihres hohen Eiweißgehaltes und ihrer geringen Pro-
duktionskosten einerseits wichtige Nahrungsmittel dar, sind andererseits jedoch häu-
fig Auslöser allergischer Reaktionen. Während in Bezug auf das allergene Potenzial 
der Vertreter Soja und Erdnuss zahlreiche Untersuchungen vorliegen, besteht bei 
anderen Arten, wie der Gartenerbse und -bohne, noch großer Forschungsbedarf 
(VIETHS et al., 1994a; MARTINEZ SAN IRENEO et al., 2000). 
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1.2 Begriffsbestimmungen 
 

Obwohl bereits im antiken Griechenland über Fälle von Unverträglichkeitsreaktionen 
nach Nahrungsaufnahme berichtet wird, verwendete erstmals der Wiener Kinderarzt 
VON PIRQUET (1906) in einer Publikation den vom griechischen Wort „allonergon“ ab-
stammenden Begriff Allergie. Die damalige Definition der „...spezifisch veränderten 
Reaktionsfähigkeit des Organismus...“ wird heute nach RING (1988) als „...spezifische 
Änderung der Immunitätslage im Sinne einer krankmachenden Überempfindlich-
keit...“ weiter differenziert. Die Vorraussetzung für die Entstehung einer stets dosis-
unabhängigen Allergie ist der Kontakt des Organismus mit einem Allergen und nach 
einer Sensibilisierungsphase die Bildung spezifischer Antikörper oder spezifisch sen-
sibilisierter Immunzellen gegen das Allergen. 
 

Die echte Lebensmittelallergie (LMA) wird nach heutigem Kenntnisstand als nicht-
toxische immunvermittelte Überempfindlichkeitsreaktion im Sinne einer Soforttyp 
(Typ I)-Reaktion klassifiziert und ist somit eindeutig von den nicht-immunvermittelten 
Lebensmittelintoleranzen abzugrenzen. Die spezifische Interaktion zwischen den 
Allergenen und dem Immunsystem in Form einer Antigen-Antikörper-Reaktion lässt 
sich dabei als fehlgesteuerte Überreaktion der körpereigenen Immunabwehr auf na-
türliche, nicht toxische Lebensmittelinhaltsstoffe verstehen (WÜTHRICH, 1996). Ein 
vom Subcommittee on Adverse Reactions to Food der European Academy of Aller-
gology and Clinical Immunology erarbeitetes Positionspapier stellt eine mögliche 
Einteilung (siehe Abb. 1.1) der zahlreichen Unverträglichkeitsreaktionen durch Le-
bensmittel vor (BRUIJNZEEL-KOOMEN et al., 1995). 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

Abb. 1.1: Klassifizierung der Unverträglichkeitsreaktionen gegen Lebensmittel 
 
Eine zentrale Funktion bei der Soforttyp-Reaktion kommt dem Antikörper (IgE) zu. 
Hierbei handelt es sich um vom sensibilisierten Körper in differenzierten Plasmazel-
len produzierte Proteine, welche zur Erkennung sowie Inhibierung und Eliminierung 
von Antigenen sezerniert werden. Sie befinden sich als Rezeptormoleküle sowohl auf 
Zelloberflächen als auch in den Körperflüssigkeiten. Somit können erhöhte IgE-Ge-
halte im Serum als Hinweis auf eine atopische Erkrankung angesehen werden 
(KELLER, 1987; KAY, 1997). 

Unverträglichkeitsreaktionen gegen Lebensmittel

nicht-toxische Reaktionen toxische Reaktionen 

immunologisch (Lebensmittelallergie) nichtimmunologisch (Lebensmittelintoleranz) 

nicht IgE-vermittelt IgE-vermittelt enzymopathisch pharmakologisch pseudo-allergisch psychosomatisch

Typ II-Reaktion 
Typ III-Reaktion 
Typ IV-Reaktion 

 

Soforttyp-Reaktion 
(Typ I-Reaktion) 
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Die jedem der insgesamt fünf Ig-Isoformen 
des menschlichen Organismus zugrunde lie-
gende Struktureinheit (siehe Abb. 1.2) um-
fasst vier Polypeptidketten, wobei je zwei 
identische schwere und leichte Ketten vorlie-
gen. Durch Ausbildung von intramolekularen 
Disulfidbrücken kommt es zum einen zur 
Stabilisierung der Ketten untereinander, zum 
anderen führen sie auch zur Bildung von 
Kettenschlaufen, die wesentlich zur dreidi-
mensionalen „Y“-Struktur des Moleküls bei-
tragen. Diese gut gegeneinander abge-
grenzten Bereiche werden als Domänen be-
zeichnet und sind Träger mehrerer Oligo-
saccharide. Eine Unterscheidung der einzel-

nen Isoformen voneinander ist in Bezug auf das Molekulargewicht, die Ladung, die 
Aminosäuresequenz, den Kohlenhydratanteil sowie ihrer Funktion möglich.  
 

Die kurzen „Fab“-Fragmente (fragment antigen binding) tragen je zwei variable und 
konstante Domänen, wobei die Spezifität der Antikörper zu Antigenen in der differier-
enden Aminosäuresequenz der variablen Domäne, welche auch als Paratop bezei-
chnet wird, begründet liegt. Durch eine für jeden der fünf Ig-Isoformen unveränder-
liche Sequenz der „Fc“-Fragmente (fragment crystallin) wird die Funktionalität des 
Antikörpers bestimmt. Im Gegensatz zu den Isoformen IgG, IgM, IgA und IgD weist 
das IgE fünf anstelle vier konstanter Domänen in diesem Bereich auf (SUTTON & 
GOULD, 1993; MEKORI, 1996; STAINES et al., 1997). 
 

Der Begriff Antigen bezeichnet körperfremde Substanzen, die über die Aktivierung 
von B-Lymphozyten und der daraus folgenden Produktion spezifischer Antikörper 
bzw. direkt über eine Aktivierung der T-Lymphozyten eine spezifische Immunantwort 
induzieren können (REICH, 1993). 
 

Allergene sind Antigene, die bei sensibilisierten Individuen die Produktion von spezi-
fischen IgE-Antikörpern induzieren und dadurch eine allergische Reaktion hervor-
rufen können. Dabei handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine mit einem Mole-
kulargewicht (MG) von mindestens 4 kDa, wobei die untere Molekulargewichtsgrenze 
von der Notwendigkeit der Immunogenität bestimmt wird (AULEPP & VIETHS, 1992). 
Aber auch Peptide mit einer geringeren Molekularmasse können in der Lage sein 
eine Antikörperproduktion auszulösen. Dazu müssen diese sogenannten Haptene je-
doch zuvor an ein Trägermolekül (Carrier) binden, welches ebenfalls ein Protein ist 
(TAYLOR et al., 1987; ROITT, 1993).  
Die meisten Lebensmittelallergene weisen MG von 10 bis 70 kDa (SAMPSON, 1991; 
LEHRER et al., 1996) selten bis zu 100 kDa (AULEPP & VIETHS, 1992; AALBERSE, 2000) 
auf. Die allergene Potenz wird zum einen durch die Bewahrung der Immunogenität 

2 Fab-Fragmente

Fc-Fragment

Antigenbindungsstellen

N-terminales Ende

C-terminales Ende

leichte Kette

schwere Kette

 

Abb. 1.2: Aufbau eines Antikörpers 
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im Verlauf des Verdauungsprozesses und zum anderen durch die Permeabilität ge-
genüber der intestinalen Mucosa bestimmt (TAYLOR, 1992). 
 

Kommt es zur Kreuzvernetzung von gebundenen IgE-Molekülen infolge einer Anti-
gen-Antikörper-Reaktion, so erfolgt die Auslösung der allergischen Reaktion. Hierzu 
muss das Allergen mindestens zwei spezifische, frei zugängliche Bindungsstellen 
aufweisen, die als Epitope bezeichnet werden. Eine strukturbedingte Einteilung die-
ser spezifischen Bindungsstellen unterscheidet Sequenzepitope, welche aus-
schließlich über die kontinuierliche Abfolge von bis zu 20 Aminosäuren (AS) charak-
terisiert sind, und Konformationsepitope, die im Gegensatz dazu über ihre räum-
liche Gestaltung in Form von Sekundär- und Tertiärstruktur determiniert sind 
(ELSAYED & STAVSENG, 1994; GLICK & PASTERNAK, 1995). 
 

Lebensmittel weisen im allgemeinen eine Vielzahl von Allergenen auf, so dass hin-
sichtlich ihrer Relevanz eine Klassifizierung erfolgt. Dabei ist zur gesicherten Eintei-
lung ein Patientenkollektiv von mehr als 50 Individuen nötig (GEHA, 1995). Bindet ein 
Allergen bei mehr als 50 % der getesteten Seren spezifisches IgE, so wird es als Ma-
jorallergen bezeichnet. Ein Minorallergen liegt vor, sofern weniger als 10 % des 
Patientenkollektivs eine positive Bindungsreaktion zeigen. Intermediärallergene 
sind in der Lage eine Sensibilisierung bei 10 bis 50 % der Patienten hervorzurufen 
(GEHA, 1995; VIETHS et al., 1996). Unterschiedliche Studien haben gezeigt, dass in 
diversen Lebensmitteln sogenannte Isoallergene mit gleichen MG und funktionellen 
Eigenschaften sowie einer Sequenzhomologie von mehr als 67 % vorliegen, die le-
diglich divergierende isoelektrische Punkte (pI) aufweisen. Da es sich hierbei fast 
ausschließlich um Majorallergene handelt, wird vermutet, dass diese Art der Variati-
on eine Vorraussetzung für die Wirkung als Majorallergen darstellt, da hierdurch die 
Anzahl strukturell ähnlicher Epitope erhöht wird (THOMAS et al., 1998). 
 

Von den bislang als Allergen identifizierten pflanzlichen Proteinen kann die Mehrzahl 
bezüglich ihrer Funktionalität als Speicherproteine oder Protease-Inhibitoren klassifi-
ziert werden (LEHRER et al., 1996). Eine weitere Gruppe stellen die „pathogenesis-
related“ (PR)-Proteine dar, die als Antwort auf einen Pathogenbefall der betreffen-
den Pflanze gebildet werden (BOWLES, 1990; STINITZ et al., 1993). Neuere Forschun-
gen diskutieren weiterhin die Lipid-Transfer-Proteine (LPT) als potenzielle Aller-
gene. Dabei handelt es sich um stabile, phylogenetisch hoch konservierte Proteine 
mit MG von 9 bis 10 kDa, deren Funktion in der Membran-Biogenese und der Patho-
gen-Abwehr begründet liegt (GACIA-OLMEDO et al., 1995; KADER, 1996; SANCHEZ-
MONGE et al., 1999). 
 

Die Reaktion eines Antikörpers mit strukturell verwandten Epitopen unterschiedlicher 
Allergene wird als Kreuzreaktivität bezeichnet. Die resultierenden Verknüpfungen 
erfolgen dabei meist mit geringerer Bindungskraft als Interaktionen zwischen voll 
spezifischen Reaktionspartnern (AULEPP & VIETHS, 1992). Ein besonderes Phänomen 
stellt dabei die von THIEL (1988) als „pollenassoziierte Lebensmittelallergie“ be-
zeichnete Kreuzreaktion zwischen Lebensmittel- und Pollenallergenen dar. 
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Als versteckte Allergene werden nach VIETHS et al. (1994a) für den Verbraucher 
nicht erkennbare allergieauslösende Lebensmittel bzw. -bestandteile, die in anderen 
Lebensmitteln enthalten sind, bezeichnet. Sie können Lebensmitteln entweder bei 
der Herstellung aus ernährungsphysiologischen oder technologischen Gründen zu-
gesetzt werden oder als unerwünschte Kontaminanten in diesen auftreten. Dabei 
kommt pflanzlichen Bestandteilen, insbesondere aus Nüssen, Leguminosen und Ge-
würzen, aufgrund ihrer steigenden Verwendung in zusammengesetzten Lebensmit-
teln, der hohen Prävalenz der entsprechenden Allergien sowie der Stabilität und der 
hohen allergenen Potenz der Proteine die größte Bedeutung zu. In Bezug auf Gar-
tenerbsen und -bohnen liegt die Problematik in dem häufigen Einsatz von diversen 
Verarbeitungsprodukten in unterschiedlichsten Lebensmitteln als konsistenzgebende 
Grundlage begründet. Nach § 6 Abs. 4 Nr. 1 in Verbindung mit Anlage 1 der Lebens-
mittelkennzeichnungs-Verordnung (LEBENSMITTELRECHT: LMKV, 1998) müssen diese 
Zutaten lediglich mit dem Namen ihrer Klasse angegeben werden, wobei der Klas-
senname „Pflanzeneiweißerzeugnis“ für den betroffenen Allergiker keine eindeutige 
Zuordnungs-Möglichkeit darstellt. Eine Änderung der rechtlichen Grundlagen 
innerhalb der Europäischen Union (EU) wird jedoch in Kürze erwartet. 
 
 
1.3 Pathomechanismus der Soforttyp-Reaktion 
 

Die von COOMBS & GELL (1963) getroffene Einteilung der immunologischen Überem-
pfindlichkeit in vier unterschiedliche Reaktionstypen besitzt noch heute Gültigkeit, 
wobei diese Klassifizierung als eine vereinfachte Darstellung angesehen wird, da im 
allgemeinen eine Überschneidung der Mechanismen der Immunantwort vorliegt.  
 

Neben der IgE-vermittelten Soforttyp-Reaktion (Typ I) werden weiterhin die antikör-
perabhängige zytotoxische Überempfindlichkeit (Typ II) und die Immunkomplexreak-
tion (Typ III) unterschieden, die ebenfalls antikörpervermittelt ablaufen, allerdings auf 
die Ig-Klassen G bzw. M zurückgeführt werden. Die Kontaktallergie (Typ IV) hinge-
gen wird in erster Linie durch T-Zellen und Makrophagen vermittelt. Nach SPREITZER 
(1996) verlaufen 90 % aller LMA als Soforttyp-Reaktion. 
 

Dem Ausbruch einer allergischen Soforttyp-Reaktion geht eine Sensibilisierung des 
Immunsystems gegen das betreffende Allergen voraus. Während dieser Phase, die 
Tage bis Jahre dauern kann, treten noch keine klinischen Symptome auf. Nach er-
neutem Kontakt des sensibilisierten Organismus mit dem Allergen kommt es zu einer 
sekundenschnellen allergischen Reaktion mit unterschiedlichen klinischen Sympto-
men (ROTH et al., 1988; HELBING, 1994). Die Abbildung 1.3 zeigt den Mechanismus 
der Soforttyp-Reaktion. 
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Die Sensibilisierungsphase wird 
durch den Eintritt eines Antigens in 
den Körper initiiert. Eine Fresszelle 
(Makrophage), welche als antigen-
präsentierende Zelle (AZP) wirkt, 
nimmt das Antigen auf und spaltet 
es enzymatisch in kleinere Frag-
mente. Diese werden anschlies-
send an der Oberfläche eines 
MHC-Proteins (major histocompati-
bility complex) gebunden und lie-
gen somit als T-Zellepitope vor. 
Wird das T-Zellepitop durch den 
auf der Oberfläche einer T-Helfer-
zelle lokalisierten T-Zellrezeptor er-
kannt, so kommt es zur Aktivierung 
der T-Helferzellen. Diese T-Helfer-

zellen schütten Lymphokine, wie beispielsweise Interleukin 4 oder γ-Interferon, aus, 
die als Vermittlerstoffe fungieren und die Differenzierung von spezifischen B-Lym-
phozyten, die zuvor ebenfalls das Antigen erkannt haben, zu Plasmazellen bewirken. 
Als Konsequenz daraus werden von diesen Zellen IgE-Antikörper sezerniert, wobei 
die einmal begonnene IgE-Produktion über Monate anhält. Aufgrund ihrer Molekül-
struktur sind die IgE-Antikörper in der Lage sich über einen langen Zeitraum an die 
hochaffinen IgE-Rezeptoren der Mastzellen und der basophilen Granulozyten zu bin-
den (KELLER, 1987; ENGELHARD, 1994; STAINES et al., 1997). 
 

In der zweiten Phase der Soforttyp-Reaktion bindet das Antigen an das Paratop ei-
nes IgE-Moleküls, welches sowohl frei zirkulierend im Blut als auch gebunden an der 
Oberfläche von Mastzellen oder basophilen Granulozyten vorliegen kann. Werden 
zwei zellständige IgE-Moleküle durch ein Antigen überbrückt (bridging), nähern sich 
zwei an der Zelloberfläche lokalisierte IgE-Rezeptoren gegenseitig an und es erfolgt 
eine Deformation der Zelloberfläche der Mastzelle, die zu einer Aktivierung der Enzy-
me auf der Zellmembran und als Konsequenz daraus zur Exozytose führt. Es werden 
präformierte Mediatoren wie Histamin und Serotonin ausgeschüttet. Dieser als De-
granulation bezeichnete Vorgang kommt durch die Fusion der Granula mit der Plas-
mamembran zustande, worauf die Inhaltsstoffe der Granula aus der Zelle entladen 
werden. Diese ausgeschütteten Mediatoren führen schließlich zur Ausbildung der 
zahlreichen klinischen Symptome (KELLER, 1987; STAINES et al., 1997). 
 

(enzymmarkiert) Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Mechanismus 
    der Soforttyp-Reaktion (BROCKHAUS, 2001) 
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1.4 Charakterisierung und Diagnostik echter Lebensmittelallergien 
 

Die LMA als spezifische Überempfindlichkeit auf Lebensmittel tritt als dosisunab-
hängige Reaktion häufig bei genetisch disponierten Menschen auf, wobei der Krank-
heitsverlauf stark variiert. In Folge dessen führt nicht jede Sensibilisierung zur Mani-
festation klinischer Symptome. Weiterhin beeinflussen die regionalen Ernährungsge-
wohnheiten die Prävalenz erheblich, so dass im nationalen Vergleich sehr unter-
schiedliche Lebensmittel als Hauptauslöser einer LMA angegeben werden. Als wich-
tige, allergische Reaktionen induzierende Lebensmittel sind Hühnerei, Fisch, Legu-
minosen, Kuhmilch und Nüsse zu nennen (WÜTHRICH, 1996; HAYAKAWA et al., 1999). 
 

Die auf der Mastzellenaktivierung beruhenden Entzündungsreaktionen zeigen sich in 
zwei Phasen überwiegend an den sogenannten „Grenzflächen zur Umwelt“, worunter 
neben der Haut, den Schleimhäuten und den Atemwegen auch der Gastrointestinal-
trakt verstanden wird (THIEL, 1985). Durch die Sofortreaktion, welche bereits Sekun-
den nach der Nahrungsaufnahme durch die Aktivität von Histamin, Prostaglandinen 
und anderen bereits vorhandenen Molekülen beginnt, kommt es zur schnellen Er-
höhung der Gefäßdurchlässigkeit, zur Kontraktion der glatten Muskulatur, zur Ver-
engung der Bronchien, zu juckreizlokalen Entzündungen oder sogar zu anaphylakti-
schen Reaktionen. Im Gegensatz dazu entwickelt sich die Spätreaktion erst nach 
8 bis 12 Stunden durch eine in den aktivierten Mastzellen induzierten Synthese von 
Mediatoren, wie z. B. Leukotrienen. Als Symptome manifestieren sich in Folge des-
sen Ödeme, Gewebeschwellungen, gesteigerte Bronchial-Mukusproduktion oder 
eine erhöhte Reaktivität der Bronchialmuskulatur (NACLERIO & BAROODY, 1998). 
 

Der für die Diagnose einer echten LMA zu leistende Aufwand ist enorm, wobei nicht 
nur die Vielzahl der betroffenen Organe und die dadurch bedingte Variation der 
Symptome eine entscheidende Rolle spielen, sondern auch die große Anzahl von 
potenziellen Allergenen und die regional unterschiedlichen Ernährungsgewohnheiten 
(AULEPP & VIETHS, 1992; HILL et al., 1999). Zu Beginn der Diagnostik erfolgt eine um-
fassende Anamnese, die durch das Führen eines Beschwerdetagebuches ergänzt 
werden kann, um den Zusammenhang zwischen der Lebensmittelexposition und den 
klinischen Symptomen zu ermitteln. Im weiteren Verlauf werden dann sowohl  unter-
schiedlich angelegte Hauttests mit Allergenextrakten oder frischen Lebensmitteln 
(Prick-, Scratch-, Intrakutan- oder Epikutantest) als auch Eliminationsdiäten durchge-
führt. Zur Verifizierung von positiven Hauttests wird dem Probanden mittels offener 
und oraler Provokationstests das potenzielle Allergen dargeboten. Führt die Provoka-
tion zu positiven Befunden wird abschließend ein doppeltblinder, placebo-kontrollier-
ter Expositionstest (DBPCFC) durchgeführt, der zur Zeit als einziger akzeptierter 
Nachweis einer gesicherten LMA gilt. Diese In-vivo-Untersuchungen werden durch 
In-vitro-Tests, welche den erhöhten Gehalt an spezifischem IgE (Radio-, Enzym- 
bzw. Fluoroenzymallergosorbenttest) oder an Mediatorsubstanzen (Histaminfreiset-
zung bzw. Leukotrientest) im Blut detektieren, ergänzt (BRUIJNZEEL-KOOMEN et al., 
1995; WÜTHRICH & SCHMID-GRENDELMEIER, 1995; RING et al., 2001). 
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1.5 Allergien gegen Leguminosen 
 

1.5.1 Allgemeines 
 

Allergische Reaktionen gegen Leguminosen sind weit verbreitet, wobei es sich im all-
gemeinen jedoch nicht um eine Gruppensensibilisierung, sondern um Reaktionen auf 
einzelne Vertreter dieser Pflanzenfamilie handelt (LEMANSKE & TAYLOR, 1987). Über 
die Häufigkeit einer Allergie gegen die Samen der betreffenden Pflanzen berichten 
HOFER & WÜTHRICH (1985), dass von 402 Patienten mit einer gesicherten LMA insge-
samt 3.3 % auf Gartenbohne, 1.5 % auf Erdnüsse, 1.0 % auf Soja und 0.8 % auf 
Gartenerbsen reagieren. CRESPO et al. (1995) beschreiben das Auftreten einer LMA 
gegen Leguminosen bei einer Anzahl von 355 Patienten sogar mit insgesamt 18.9 %. 
In unterschiedlichen Studien (BARNETT et al., 1987; BERNHISEL-BROADBENT et al., 
1989) können serologische Kreuzallergenitäten zwischen Extrakten von Soja, Erd-
nuss, Gartenerbse und Gartenbohne nachgewiesen werden. 
 

Die Proteine der Leguminosen werden entsprechend ihrer Löslichkeit in drei Fraktio-
nen unterteilt. Neben den wasserlöslichen Albuminen und den wasserunlöslichen 
Glutelinen kann die quantitativ wichtigste salzlösliche Globulinfraktion abgetrennt 
werden. Diese Fraktion kann durch Ultrazentrifugation wiederum in die in allen Legu-
minosen vorkommenden Hauptkomponenten Vicilin (Sedimentationskoeffizient 7S) 
und Legumin (11S) unterschieden werden. Einzelne Legumine werden unter Bezug 
auf ihre Herkunft gesondert benannt (MALLEY et al., 1975; VIOQUE et al., 1999). 

 
 
1.5.2 Gartenerbse (Pisum sativum L.) 
 

Sowohl durch das Auftreten von Kreuzreaktionen innerhalb der Familie der Legumi-
nosen als auch durch den vielseitigen Einsatz der Samen, wie zum Beispiel zur Her-
stellung von Eintopf, Brei oder als Suppengrundlage, kommt der Gartenerbse eine 
bedeutende Rolle als Lebensmittelallergen zu (BERNHISEL-BROADBENT et al.,1989; 
IBANEZ et al., 1997). Das Gartenerbsenprotein, welches 6.6 % des Samens aus-
macht, beinhaltet als wichtigste Proteinfraktionen Albumine, Globuline und Gluteline. 
 

Untersuchungen zur Allergenität der Gartenerbse wurden erstmals von MALLEY et al. 
(1975) publiziert. Nach Proteintrennung konnte die gesamte allergene Aktivität in der 
Albumin-Fraktion nachgewiesen werden. Die Legumin- und Vicelin-Fraktion reagier-
ten im Hauttest negativ. Im Gegensatz dazu haben BERNHISEL-BROADBENT et al. 
(1989) in allen isolierten Fraktionen spezifische Antigenbindungen nachgewiesen. Da 
die Albumin-Fraktion bei Menschen, die empfindlich auf Soja reagieren, aber keine 
klinische Sensitivität gegen Gartenerbsen besitzen, positive Hauttests erzeugt, lässt 
sich schlussfolgern, dass die allergene Determinante, welche von der Albumin-
Fraktion ausgebildet wird, auch bei anderen Leguminosen auftritt (MALLEY et al., 
1975). 
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Die Gartenerbse zeigt verschiedene IgE-bindende Proteine im MG-Bereich von 14 
bis 70 kDa (BERNHISEL-BROADBENT et al.,1989). Im niedermolekularen Bereich liegen 
keine Allergene vor, jedoch konnten MALLEY et al. (1976) ein 1.8 kDa-Glykoprotein 
mit Hapten-ähnlichen Eigenschaften identifizieren. 
 

Nach MALLEY et al. (1975) steigt der Albumingehalt und damit parallel die allergene 
Aktivität der Gartenerbse im Verlauf der Reifung an. So besitzen nur reife Gartenerb-
sen ein deutliches allergenes Potenzial. Gegen thermische Einflüsse sind die Garten-
erbsenallergene sehr resistent. So bleibt nach MALLEY et al. (1975) die allergene Akti-
vität der Albumin-Fraktion bei 30-minütigem Erhitzen auf 60 °C bzw. 5-minütigem 
Kochen stabil und wird selbst durch Autoklavieren bei 120 °C für 15 min nur teilweise 
zerstört. Die Einflüsse durch tiefe Temperaturen sowie Untersuchungen zum Einfluss 
der Proteinverdauung auf die Gartenerbsenallergene wurden bisher nicht durch-
geführt. 
 
 

1.5.3 Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.) 
 

Echte LMA gegen Gartenbohnen treten ebenso wie Gartenerbsenallergien gegen-
über Erdnuss- und Sojaallergien deutlich zurück, in der Literatur wird jedoch darüber 
berichtet (IGEA et al., 1994; ZACHARISEN & KURUP, 1998; DAROCA et al., 2000). Ebenso 
wie bei der Gartenerbse erhöht sich die Bedeutung jedoch durch die Häufigkeit von 
Kreuzreaktionen zu anderen Leguminosen und dem weit verbreiteten Einsatz in der 
Lebensmittelindustrie (BERNHISEL-BROADBENT et al., 1989; IBANEZ et al., 1997). So 
kommt es nach IGEA et al. (1994) sowohl durch Kontakt mit rohen Gartenbohnen 
während der Speisenzubereitung zu Kontaktallergien, als auch durch Inhalation der 
Kochdämpfe zu respiratorischen Reaktionen. Der Kontakt mit gekochten Gartenboh-
nen sowie die orale Aufnahme blieb in diesen Studien dagegen ohne Reaktionen. Da 
exakte Angaben zu den Parametern der durchgeführten Untersuchungen fehlen, ist 
eine spezielle Aussage über die Veränderung der Allergenität durch thermische Ein-
flüsse sowohl in Bezug auf Erhitzung als auch durch Tiefgefrierlagerung nicht 
möglich.  
 

Studien zur Abhängigkeit der Allergenität vom Reifegrad der Gartenbohne bzw. zur 
Verteilung der Allergene in unterschiedlichen Proteinfraktionen wurden bisher nicht 
durchgeführt. Die Untersuchungen von BARNETT et al. (1987) zeigen das Auftreten 
einer Vielzahl von Gartenbohnenproteinen bzw. -allergenen im MG-Bereich < 14 bis 
72 kDa. Bestätigung finden diese Ergebnisse in Untersuchungen von ZACHARISEN & 
KURUP (1998), die ebenfalls eine Vielzahl an Proteinbanden im Bereich von 14 bis 
97 kDa identifizieren konnten, wobei IgE-Bindungen insbesondere im Bereich von 60 
bis 68 kDa zu verzeichnen sind. Im Gegensatz dazu zeigen von BERNHISEL-BROAD-
BENT ET AL. (1989) durchgeführte Immunoblot-Untersuchungen allergene Proteine mit 
MG < 14 bis > 66 kDa, wobei eine verstärkte Fähigkeit zur IgE-Bindung im Bereich 
von 31 bis 58 kDa zu verzeichnen ist. Auch im Fall der Gartenbohne liegen in Bezug 
auf Verdauungsvorgänge bisher keine Untersuchungen vor. 
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1.6 Verdauung 
 

Die vom menschlichen Körper aufgenommene Nahrung kann in der ihm angeboten-
en Form nicht absorbiert werden, da Makromoleküle die Zellbarrieren, welche sich 
zwischen dem Darmlumen und der Blutbahn befinden, nicht passieren können. Die 
Aufgabe des Gastrointestinaltraktes besteht somit darin, die aufgenommene Nah-
rung in absorbierbare Bestandteile abzubauen, damit eine Aufnahme ermöglicht 
wird. In der Nahrung enthaltene Makromoleküle werden dabei zunächst beim Kauen 
im Mund mechanisch zerkleinert. Anschliessend erfolgt durch die Säure des Magen-
saftes die Denaturierung der globulären Proteine, wodurch die Hydrolyse durch die in 
den verschiedenen Verdauungssäften des Gastrointestinaltraktes enthaltenen spezi-
fisch spaltenden Enzyme ermöglicht wird, und schließlich die Absorption der zuvor 
gebildeten Monomere durch aktive Transportvorgänge über die Darmmucosa in das 
Blut oder die Lymphe (LÖFFLER, 1983; SCHMIDT & THEWS, 1995). 
 

Die Spaltung von Proteinen und Peptiden erfolgt dabei durch unterschiedliche 
Proteasen und Peptidasen. Im Magen (Gaster) kommt es durch Pepsin, einer bevor-
zugt am aminoterminalen Ende aromatischer Aminosäuren angreifenden Endopepti-
dase, zur Spaltung von etwa 10 % aller Peptidbindungen eines Proteins innerhalb 
der Verweildauer des Chymus von bis zu 3 Stunden. Im sich anschließenden Dünn-
darm (Intestinum tenue) in dem der Nahrungsbrei in etwa neutralem Milieu 4 bis 6 
Stunden verweilt, erfolgt unter Einwirkung verschiedener Endo- und Exopeptidasen 
der weitere Proteinabbau sowie die Absorption der gebildeten Bruchstücke. Im 
letzten Abschnitt des Verdauungsvorgangs werden im Dickdarm (Colon) vom Orga-
nismus nicht aufgenommene Substanzen hauptsächlich durch Wasserentzug einge-
dickt. Enzymatische Aktivitäten sind auf die Wirkungsweise der aus Darmbakterien 
stammenden Proteasen beschränkt (LÖFFLER, 1983; SCHMIDT & THEWS, 1995).  
 
Vorraussetzung zur Sensibilisierung des menschlichen Immunsystems nach der 
Nahrungsaufnahme ist das Vorhandensein von Proteinfragmenten mit intakten Epito-
pen bei Eintritt des Chymus in den Dünndarm bei gleichzeitiger Permeabilität der 
Darmmucosa. Zur Überprüfung der Anwesenheit allergen wirkender Nahrungsbe-
standteile nach zuvor erfolgter enzymatischer Behandlung wurden verschiedene In-
vitro-Verdauungsstudien mit unterschiedlichen Lebensmitteln und verschiedenen En-
zymkombinationen durchgeführt. Die bisher untersuchten Lebensmittelallergene 
zeigen dabei kein einheitliches Verhalten (KORTEKANGAS-SAVOLAINEN et al., 1993; 
VIETHS et al., 1999; BURKS et al., 1999; WIGOTZKI, 2001). 
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1.7 Einfluss technologischer Verfahren 
 

Die technologische Verarbeitung von Lebensmitteln stellt eine erhebliche Beein-
flussung der enthaltenen Proteine dar, welche ebenfalls eine Veränderung der Aller-
genität hervorrufen kann. Es kann durch mögliche Denaturierungen zur Veränderung 
der Konformation oder zum Abbau von Proteinen kommen. Hieraus kann sich ei-
nerseits eine Verminderung der Allergenität durch Zerstörung bzw. sterische Hinder-
ung von zuvor vorhandenen Epitopen ergeben. Andererseits kann auch eine Erhöh-
ung des allergenen Potenzials durch Ausbildung neuer Epitope in Folge räumlicher 
Änderungen der Proteinstruktur bzw. durch Freilegung zuvor schwer zugänglicher 
Bereiche resultieren (VIETHS et al., 1994b). Neben der thermischen Behandlung als 
wichtigstem technologischen Verfahren haben die Lagerung, der Einfluss von 
Enzymen und mechanische Energie Bedeutung. Des weiteren können Bestrahlung, 
gentechnische Veränderungen sowie Schutz- und Starterkulturen einen Einfluss auf 
das allergene Potenzial eines Lebensmittels ausüben (VIETHS et al., 1994b). 
 

Einen Schwerpunkt sowohl in der technologischen Verarbeitung als auch der kü-
chentechnischen Zubereitung stellt die thermische Behandlung dar. Neben den 
gängigen lebensmitteltechnologischen Verfahren Blanchieren, Pasteurisieren, Auto-
klavieren, Trocknen, Rösten oder Extrudieren führen auch Verfahren wie Mikrowel-
lenerhitzung oder Kochen zur Denaturierung von Proteinen, in deren Folge Verän-
derungen der Epitopstrukturen auftreten können. Dabei weisen die Allergene zahlrei-
cher tierischer aber auch einiger pflanzlicher Lebensmittel eine hohe Hitzestabilität 
auf (VIETHS et al., 1994b). 
So sind sowohl Kaseine und β-Lactoglobulin als dominierende Kuhmilchallergene, 
als auch die wichtigen Hühnereiweißallergene Ovomucoid und Ovalbumin eher un-
empfindlich gegen thermische Einflüsse (TAYLOR et al., 1987; MATSUDA & NAKAMURA, 
1993). Gleiches gilt für die Hauptallergene des Kabeljaus (Gad c 1) und von Shrimps 
(Pen a 1) (ELSAYED et al., 1991; DAUL et al., 1994). Aber auch wichtige Allergene 
pflanzlicher Lebensmittel, wie beispielsweise ein Hauptallergen der Erdnuss (Ara h 
1), unterschiedliche Allergene der Sojabohne und der Gartenerbse, zeigen selbst 
nach hoher thermischer Belastung noch ein erhebliches allergenes Restpotenzial 
(MALLEY et al., 1975; SHIBASAKI et al., 1980; MOROZ & YANG, 1980; BURKS et al., 1991 

& 1995). Als Gemeinsamkeit weisen alle diese Allergene eine gute Wasserlöslichkeit, 
eine physiologische Funktion bzw. eine Speicherfunktion sowie hohe Stabilitäten 
gegen andere technologische Einflüsse auf (VIETHS et al., 1997).  
Selbst ein Anstieg der Allergenität durch Neubildung von Epitopen konnte durch MAT-
SUDA et al. (1987 & 1992) durch Bildung von Maillard-Produkten aus β-Lactoglobulin 
und Lactose nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu weisen Allergene von frisch-
en Früchten im allgemeinen eine geringere Hitzestabilität auf (HAYAKAWA et al., 1999; 
WIGOTZKI, 2001). Als Grund für die Veränderung der Allergenität durch thermische 
Behandlung wird dabei die Induktion nicht-enzymatischer Bräunungsreaktionen als 
wichtigste Folgereaktion angesehen (VIETHS et al., 1997). 
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Liegen über die Beeinflussung der Allergenität durch Erhitzung in unterschiedlichen 
Variationen zahlreiche Studien vor, gibt es in Bezug auf die Lagerung bei niedrigen 
Temperaturen nur wenige Untersuchungen. So beschreiben HSIEH et al. (1995) die 
zunehmende Aktivität des Hauptallergens des Apfels während der Kühllagerung. Da-
gegen kommt es bei Pekanüssen nach vierwöchiger Lagerung bei 30 °C zur Bildung 
von bisher nicht vorhandenen Allergenen (MALANIN et al., 1995). Diese Allergenitäts-
zunahmen werden von MONERET-VAUTRIN (1998) auf die Synthese von Stresspro-
teinen zurückgeführt. Auch bei Tomaten kommt es während der Lagerung zum An-
stieg der Allergenität, jedoch wird dieser Effekt wiederum auf die Bildung von 
Maillard-Produkten während der Reifung zurückgeführt (BLEUMINK et al., 1967). 
Der Einfluss von mechanischer Energie auf Lebensmittel kann durch unterschiedli-
che technologische Verarbeitungsschritte erfolgen. So kommt es unter anderem bei 
der Homogeniserung von flüssigen Lebensmitteln oder bei mechanischer Zerkleiner-
ung fester Lebensmittel zur Entfaltung von Scherkräften, welche zur Oberflächende-
naturierung oder zur Ausbildung von Proteinaggregationen führen können. In Folge 
dieses Einflusses kommt es zur Neuausrichtung von Proteinmolekülen, zu Disulfid-
austauschreaktionen oder zur Bildung von Proteinnetzwerken, wodurch das aller-
gene Potenzial eines Lebensmittels erheblich beeinflusst werden kann (VIETHS et al., 
1994b). Durch Einweichen von Reiskörnern für 24 Stunden bei 37 °C in Gegenwart 
eines proteolytischen Enzyms konnte beispielsweise die Allergenität nahezu vollstän-
dig abgebaut werden (HAYAKAWA et al., 1999). Die Laugenschälung bei Pfirsichen 
und die Ultrafiltration des Saftes ergeben nach BRENNA et al. (2000) sogar einen hy-
poallergenen, klaren Pfirsichsaft bzw. -nektar. Der Einsatz von Enzymen während 
der Herstellung von Lebensmitteln führt zu Strukturveränderungen, die nach VIETHS 

et al. (1994b) sowohl eine Zu- als auch eine Abnahme des allergenen Potenzials 
hervorrufen können. 
 

 
1.8 Problemstellung 
 

Eine Grundvoraussetzung für eine verbesserte Diagnostik bzw. Therapie einer ech-
ten Lebensmittelallergie ist die Identifizierung und molekulare Charakterisierung der 
relevanten Lebensmittelallergene (BHALLA et al., 2001; KONAN & VIQUES, 2002). 
Zusammengefasst sind die Ergebnisse von bisher etwa 200 als Allergen identifizier-
ten Proteinen in der Datenbank der World Health Organisation (WHO), die neben der 
Herkunft der Allergene auch die Primärstruktur sowie die biochemischen und immu-
nologischen Eigenschaften dokumentiert. Darunter befinden sich nur wenige pflanz-
liche Allergene, wobei Angaben zu Allergenen der Gartenerbse bzw. -bohne gänzlich 
fehlen (WHO, 2003). Zahlreiche Studien über verschiedene Allergene belegen über-
einstimmend eine starke Abhängigkeit des allergenen Potenzials von unterschied-
lichen technologischen Einflüssen. Auch hier fehlen noch ausführliche Untersuch-
ungen in Bezug auf die Gartenerbse und -bohne (VIETHS et al., 1994b). 
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Die zur Familie der Leguminosen gehörenden Vertreter Gartenerbse (Pisum 
sativum L.) und Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.) haben in Bezug auf die Häuf-
igkeit als Auslöser einer IgE-vermittelten Überempfindlichkeitsreaktion ebenso wie 
diese Pflanzenfamilie an sich eine regional sehr unterschiedliche Bedeutung. So 
stellen die Leguminosen beispielsweise in Indien mit einem Anteil von 54 % die 
häufigsten Auslöser einer Lebensmittelallergie dar (NIPHADKAR et al., 1992), haben für 
die australische Bevölkerung mit lediglich 2 % jedoch eine untergeordnete Bedeu-
tung (HILL et al., 1999). Im europäischen Raum, insbesondere in mediterranen Gebie-
ten, kommt sowohl den Leguminosen mit einer Häufigkeit von bis zu 20 % (CRESPO 

et al., 1995), als auch speziell der Gartenerbse mit 2.3 % bzw. der Gartenbohne mit 
3.3 %, bezogen auf alle Allergiker, eine große Bedeutung zu (HOFER & WÜTHRICH, 
1985). Begründet sind diese immensen Schwankungen durch die jeweilige Populari-
tät der einzelnen botanischen Vertreter in den unterschiedlichen Regionen, sowie die 
variierende genetische Disposition zur Ausbildung einer Lebensmittelallergie. 

 
 
1.9 Arbeitsplan 
 

Um dieser Bedeutung der Gartenerbse und -bohne als Auslöser von echten Lebens-
mittelallergien nachzukommen, umfasst die vorliegende Arbeit neben der Charakteri-
sierung der Allergene der Gartenerbse bzw. -bohne und der Untersuchung des Ein-
flusses industriell häufig angewandter technologischer Verarbeitungsverfahren auch 
die Isolierung und anschließende Identifizierung einzelner Gartenerbsenallergene. 
 

Nach Charakterisierung der Allergene der nativen Früchte erfolgt zunächst die Unter-
suchung verarbeiteter Handelsprodukte zur generellen Überprüfung des Einflusses 
der technologischen Verarbeitung auf die Allergenität. Anhand dieser Ergebnisse 
können lediglich grundsätzliche Aussagen über Allergenitätsveränderungen gemacht 
werden, da exakte Angaben über die einzelnen Prozessparameter fehlen. Folglich 
werden zusätzlich Untersuchungen zum Einfluss durch Tiefgefrierlagerung, Autokla-
vierung, Trocknung und Mikrowellenerhitzung im Labormaßstab durchgeführt. Ziel 
dieser Studien ist es, durch geeignete Kombination einzelner Prozessparameter eine 
größtmögliche Verminderung der Allergenität ohne Beeinflussung der sensorischen 
Eigenschaften zu ermitteln und damit sowohl der verarbeitenden Industrie im Rah-
men der Produktion, als auch dem Verbraucher selbst in Bezug auf die küchentech-
nische Zubereitung die Möglichkeit zur Minimierung der Allergenität zu ermöglichen. 
Dabei werden die Untersuchungen zur Veränderung des allergenen Potenzials zu-
nächst an die industrielle Produktionsweise angepasst. Darüber hinaus erfolgen die 
Untersuchungen unter Variation einzelner Prozessparameter, wobei eine Ausweitung 
in extreme Bereiche vollzogen wird, um die maximalen Allergenitätsminderungen er-
mitteln zu können.  
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Erstmals von MALLEY et al. (1975) publizierte Untersuchungen zur Allergenität der 
Gartenerbse konnten eine Abhängigkeit des allergenen Potenzials vom Reifegrad, 
sowie eine ungleichmäßige Verteilung der Allergene in unterschiedlichen Proteinfrak-
tionen zeigen. Eine Überprüfung dieser von BERNHISEL-BROADBENT et al. (1989) nicht 
zu verifizierenden Ergebnisse soll anhand eines Freilandversuches in Form der 
Untersuchung der geernteten Früchte sowohl in Abhängigkeit vom Reifezustand als 
auch durch gleichzeitige Bestimmung der Allergenverteilung innerhalb der einzelnen 
Proteinfraktionen erfolgen. Anhand dieser Ergebnisse sowie der Untersuchung der 
Sortenabhängigkeit der Allergenität, die im Bereich vieler Lebensmittel einen großen 
Einfluss hat (HSIEH et al., 1995; SON et al., 1995), kann eine Vorauswahl der zur in-
dustriellen Verarbeitung eingesetzten Rohstoffe bezüglich der Allergenität stattfinden.   
 

Zur Klärung inwieweit eine Sensibilisierung gegen Gartenerbse bzw. -bohne infolge 
der Absorption immunologisch aktiver Moleküle im Gastrointestinaltrakt möglich er-
scheint oder ob eine Sensibilisierung über die Inhalation von bei der Erhitzung ent-
stehenden flüchtigen bisher nicht identifizierten Allergenen erfolgt, wie es bei den 
ebenfalls zur Familie der Leguminosen gehörenden Vertretern Linse und Kichererbse 
wiederholt beschrieben wird (MARTIN et al., 1992; VIETHS et al., 1994a; NIPHADKAR et 
al., 1997), erfolgt die Überprüfung der Stabilität der Allergene gegenüber einer In-
vitro-Verdauung. 
 

Zur molekularen Identifizierung einzelner Allergene, welche die Möglichkeit zur ver-
besserten Diagnostik bzw. Therapie einer echten Lebensmittelallergie ermöglichen 
kann, ist das Vorliegen der Allergene in reiner Form nötig. Deshalb werden unter 
Verwendung unterschiedlicher chromatographischer und elektrophoretischer Metho-
den ausgewählte Gartenerbsenallergene im mikropräparativen Maßstab isoliert und 
anschließend einer N-terminalen Sequenzierung unterworfen. 
 

Die Untersuchungen zur Umsetzung aller Versuchsreihen zur Gartenerbse und 
-bohne erfolgen mittels etablierter elektrophoretischer Methoden wie der Natriumdo-
decylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und der Isoelektrischen 
Fokussierung (IEF) sowie der immunologischen Verfahren des Enzymallergosorbent-
tests (EAST), der EAST-Inhibition und des Immunoblots (IB). 
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2 Material 
 
2.1 Leguminosen 
 

2.1.1 Allgemeines 
 

Der Begriff Leguminosen bezeichnet die reifen Samen von Pflanzen aus der Familie 
Leguminosae. Sie gehören zur Klasse der zweikeimblättrigen Bedecktsamer 
(Dicotyledoneae, Angiospermae). Gemein ist ihnen, dass die Früchte aus einem 
Fruchtblatt, welches mit sich selbst verwächst, bestehen und im allgemeinen mehr-
samige Hülsen (lat.: legumen) darstellen. Im reifen Zustand platzen diese an der 
Bauch- und Rückenseite auf (HAHN & MICHAELSEN, 1996). 
Die häufig auch als Hülsenfrüchte bezeichnet Leguminosen umfassen eine Vielzahl 
unterschiedlicher Pflanzen von großem kommerziellem Interesse, da viele Vertreter 
sowohl in der menschlichen und tierischen Ernährung, als auch in der 
pharmazeutischen und Textilindustrie Verwendung finden. Insgesamt sind über 
14000 Arten in 600 Gattungen bekannt,. Die botanische Ordnung der Fabales 
unterteilt sich dabei in drei Familien, wobei den Leguminosae die größte Bedeutung 
zukommt. Einen Überblick über die Einteilung der Leguminosae gibt Abbildung 2.1 
(FRANKE, 1997; MARTINEZ SAN IRENEO et al., 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1: Einteilung der Leguminosae 
 
Zu den wirtschaftlich bedeutenden Leguminosen zählen neben der Sojabohne 
(Glycine max (L.) MERR.)  und der Erdnuss (Arachis hypogaea L.) die Gartenerbse 
(Pisum sativum L.), die Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.) und die Linse (Lens 
culinaris MEDIK.). Eine weitaus geringere Bedeutung kommt anderen Vertretern, wie 
beispielsweise der Ackerbohne, der Lupine, dem Johannisbrot, der Puffbohne, der 
Mungbohne, dem Gummi arabicum, dem Guar gummi oder dem Traganth zu. 

Gartenbohne
Phaseolus vulgaris L.

Linse 

Ordnung Fabales 

Leguminosae Mimosaceae Caesalpiniaceae Familie 

Phaseolus Glycine Lens Pisum Vicia Cicer 

Arten 
(Auswahl) 

Gartenerbse 
Pisum sativum L. 

Dicke Bohne Soja KichererbseErdnuss 

Gattung 
(Auswahl) Arachis 
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Tab. 2.2: Produktionszahlen nach FAO (2001) [in 1000 t] 

Leguminosen besitzen eine harte Hülle, welche die beiden Keimblätter und den 
Keimling umschließt. Sie sind die eiweißreichsten pflanzlichen Lebensmittel, teilwei-
se werden Eiweiß-Gehalte von über 20 % erreicht, und deshalb für die Eiweißversor-
gung insbesondere in den Entwicklungsländern unentbehrlich. Im Hinblick auf die 
biologische Wertigkeit mangelt es den Leguminosenproteinen mit Ausnahme der 
Sojabohne an schwefelhaltigen Aminosäuren. Die Proteine, welche bei der Keimung 
mobilisiert werden, dienen als Reservestoffe (SCHLIEPER, 1997). Über die Zusam-
mensetzung wirtschaftlich bedeutender Leguminosen informiert Tabelle 2.1. 
 

Tab. 2.1: mittlere Zusammensetzung nach SOUCI et al. (1991) [in g/100 g] 

 Wasser Protein Fett Kohlen-
hydrate

Ballast- 
stoffe 

org. 
Säuren 

Mineral-
stoffe 

Gartenerbse (Samen, frisch) 75.1 6.6 0.5 12.3 4.3 0.3 0.9 

Gartenerbse (Samen, trocken) 13.9 22.9 1.4 41.9 16.6 0.6 2.7 

Gartenbohne (Samen, frisch) 89.5 2.4 0.2 5.1 1.9 0.2 0.7 

Gartenbohne (Samen, trocken) 8.3 21.3 1.6 47.8 17.0 0.0 4.0 

Linse (Samen, trocken) 9.3 23.5 1.4 52.0 10.6 0.0 3.2 

Soja (Samen, trocken) 8.5 33.7 18.1 25.9 15.2 0.0 4.7 

Erdnuss (Samen, frisch) 5.2 25.3 48.1 12.1 7.1 0.0 2.2 

Erdnuss (Samen, geröstet) 1.6 25.6 49.4 13.4 7.4 0.0 2.6 
 

Gartenerbsen, Gartenbohnen und Linsen enthalten wenig Fett, wohingegen Sojaboh-
nen und Erdnüsse auf Grund ihres hohen Fettgehaltes zu den Ölsaaten gerechnet 
werden. Mengenmäßig überwiegt bei den meisten Leguminosen der Kohlenhydrat-
anteil, der durchschnittlich 40 bis 60 % der Trockenmasse ausmacht und sich über-
wiegend aus Stärke, aber auch aus Flatulenzen induzierenden Oligo- bzw. Disac-
chariden sowie Pentosanen zusammensetzt. Einige Arten enthalten toxisch wirkende 
Substanzen, wie Lektine oder Proteaseinhibitoren, die jedoch durch ausreichende 
Erhitzung zerstört werden können (WEBERLING & SCHWANTES, 2000). 
 

Eine große wirtschaftliche Bedeutung für den Anbau der Hülsenfrüchte liegt in ihrem 
Vorfruchtwert für die nachfolgenden Ackerfrüchte. Durch die Symbiose mit Knöll-

chenbakterien vermögen 
Leguminosen bis zu 
240 kg/ha reinen Stick-
stoff im Boden anzurei-
chern, der den nachfol-
genden Pflanzen zur Ver-
fügung steht (SCHUSTER, 
2000). Aktuelle Produk-
tionszahlen gibt Tabelle 
2.2 wieder. 

 Welt  EU  Deutschland 

Gartenerbse (Samen, frisch) 7300 1400 62 

Gartenerbse (Samen, trocken) 10400 2900 600 

Gartenbohne (Samen, frisch) 5100 900 48 

Gartenbohne (Samen, trocken) 16800 100 8 

Linse (Samen, trocken) 3000 26 0 

Soja (Samen, trocken) 176500 1200 1 

Erdnuss (mit Hülse) 36100 2300 0 
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2.1.2 Gartenerbse (Pisum sativum L.) 
 

Allgemeines 
 

Die Erbse wurde bereits im Neolithikum domestiziert, wobei sich das Mannigfaltig-
keitszentrum nach VAVILOV (1928) in Mittelasien befindet. SCHWANITZ (1967) hinge-
gen nennt Vorderasien, den Mittelmeerraum und Äthiopien als weitere Genzentren 
und GOVOROV (1929/30) bezeichnet Afghanistan als primäres Entstehungszentrum 
für kultivierte Erbsenformen. Die Wildart Pisum elatius STEV. ist vom Mittelmeerraum 
bis Tibet beheimatet und gilt somit wahrscheinlich allen genannten Entstehungszen-
tren als Ausgangselter (FRANKE, 1997; BROCKHAUS, 2001). 
 

Die Gattung Pisum umfasst drei Arten. Neben Pisum sativum L., einschließlich 
Pisum arvense L., mit traubigen Blütenständen und 1 bis 3 weißen Blüten, welche 
eine weltweite wirtschaftliche Bedeutung besitzt, treten Pisum fulvum SIBTH. ET SM. 
mit kleinen gelben Blüten, welche im Kaukasus, in Syrien und Palästina verbreitet ist 
sowie die von Kleinasien bis Persien vorkommende mehrjährige, ohne Ranken 
wachsende Art Pisum formosum STEV. auf (HEGI, 1964b). 

Die einjährige Pflanze Pisum sativum L., welche 
eine Höhe von bis zu einem Meter erreicht, ist 
krautig und besitzt keine selbsttragende Achse, 
sondern sucht mit ihren Wickelranken an den 
Enden der gefiederten, bläulich-grünen Blätter an 
Stützpflanzen oder Reisig Halt. Aus den von 
großen halbkreisförmigen Nebenblättern umge-
benen Blattachseln entspringen langgestielte, 
traubige Blütenstände mit 1 bis 3 cm großen 
weißen oder rosafarbenen Blüten, welche nach 
Selbstbestäubung 3 bis 10 cm lange, aufgebläh-
te Hülsen mit bis zu 8 Samen entwickeln. Es 
werden Zucker-, Mark-, Pal- und Futtererbsen in 
vielen Sorten unterschieden. Unreife grüne Gar-
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bb. 2.2: Pisum sativum L. 
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enerbsen werden als Gemüse gekocht verzehrt, tiefgefroren oder in Dosen konser-
iert und enthalten 5 bis 7 % Protein neben ca. 12 % Kohlenhydraten. In den reifen, 
elben oder graugrünen Samen finden sich dagegen bis zu 23 % Protein und 48 % 
ohlenhydrate. Diese Samen dienen zur Herstellung von Eintopf, Brei oder gemah-

en als Suppengrundlage (FRANKE, 1997; WEBERLING & SCHWANTES, 2000). 

ie Kultivierung der Gartenerbse erfolgt je nach Verwendungszweck in unterschiedli-
her Anbauform. Die Herstellung von Trockenspeiseerbsen erfolgt entweder durch 
rocknen der halbreifen Frucht an der Luft, in Darren bzw. Vakuumapparaten oder in 
em die Gartenerbsen durch Ausreifen am Strauch auf dem Feld vertrocknen. In 
eueren Verfahren werden zuvor getrocknete Gartenerbsen unter Druck mit 
eißdampf vorgegart, wodurch ihre Zubereitungszeit wesentlich verkürzt werden 
ann (TÄUFEL et al., 1998; BALTES, 2000).  
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Die Gemüseerbsen werden im grünen, krautartigen Zustand geerntet und entweder 
mit oder ohne Hülse roh oder gekocht verzehrt oder zu Steril- und Gefrierkonserven 
bzw. Tiefkühlerbsen verarbeitet. Die Gemüseerbsen können aber auch getrocknet 
werden, indem die unausgereifte, zum Frischverzehr geeignete Gartenerbse zu 
Trockengemüse verarbeitet wird. Im Gegensatz zur Trockenspeiseerbse wird die ge-
trocknete Gemüseerbse als Gemüsetrockenerbse bzw. als Trockenerbse bezeichnet. 
Charakteristisch für das Aroma der Gartenerbse sind überwiegend Aldehyde und 
Pyrazine, beispielsweise 3-Isopropyl-, 3-sec-Butyl-, 3-Isobutyl-2-methoxy-pyrazin 
(TÄUFEL et al., 1998). 
 

Die Gartenerbse breitet sich dank ihrer guten Anpassungsfähigkeit auf besseren 
Böden mit hinreichend Feuchtigkeit und genügendem Kalkgehalt überall in der Welt, 
bis zu 67 ° nördlicher Breite in Skandinavien und in den Alpen bis zu 2000 m über 
NN, aus. Die Erfolge in der Züchtung ertragreicher Sorten ließ in den vergangenen 
Jahren sowohl die Hektar-Erträge, als auch die Weltproduktion ansteigen. Zu den 
weltwirtschaftlich bedeutendsten Anbaugebieten mit einer Jahresproduktion an ge-
trockneten und frischen Gartenerbsen von mehr als 2 Mio t zählten im Jahre 2000 
neben Indien und China auch Frankreich sowie Kanada. (SCHUSTER, 2000; FAO, 
2003). Etwa 90 % der Gemüseerbsen werden industriell verarbeitet, wobei eine Ein-
teilung der konservierten Gartenerbsen nach ihrem Zartheitsgrad in 4 Güteklassen - 
Junge Erbsen, extra zart, zart und mittelzart sowie Grüne Erbsen - erfolgt (TÄUFEL et 
al., 1998). 
 
 

Untersuchungsmaterial 
 

Um zunächst einen Überblick über mögliche Veränderungen des allergenen Potenzi-
als durch technologische Einflüsse zu ermitteln, erfolgt die Untersuchung diverser 
Handelsprodukte vergleichend zur Allergenität unterschiedlicher nativer Gartenerb-
sensorten. Um ein möglichst breites Spektrum der Einflussmöglichkeiten zu erfassen 
werden die Produkte in Abhängigkeit der technologischen Beeinflussung während 
der Herstellung ausgewählt. Es werden zum einen Trockenwaren, Tiefkühlprodukte, 
Glas- und Dosenkonserven unbehandelt und zum anderen die nach Herstelleranga-
ben zubereiteten Produkte untersucht. Da den wasserlöslichen Albuminen nach 
MALLEY et al. (1975) in Bezug auf das allergene Potenzial die größte Bedeutung zu-
kommt, erfolgt weiterhin eine Untersuchung der bei der Zubereitung anfallenden 
Kochwässer. 
 

Bei der Auswahl des Untersuchungsmaterials zur Charakterisierung der Gartenerb-
senallergene und zur Bestimmung der Einflüsse durch Lagerung, Trocknung, Auto-
klavierung und Mikrowellenbehandlung sind mehrere Aspekte zu berücksichtigen. 
Zum einen muss gewährleistet sein, dass über den gesamten Untersuchungszeit-
raum vergleichbares Untersuchungsmaterial in ausreichender Menge vorliegt. Zum 
anderen muss Sortenreinheit vorliegen, um eventuelle Abhängigkeiten der Untersu-
chungsergebnisse durch Sorteneinflüsse auszuschließen.  
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Des weiteren ist sicherzustellen, dass frisches Material vorliegt. Schließlich ist auf-
grund möglicher Einflüsse durch den Reifungszustand bei allen Untersuchungen da-
rauf zu achten, dass eine repräsentative Probenahme in Bezug auf den Reifungszu-
stand stattfindet.  
Um diesen Kriterien gerecht zu werden, werden 5 kg noch in der Hülse befindliche 
frische Gartenerbsen-Samen der Sorte Maxigolt, eine vom Bundessortenamt am 
28.12.1979 zugelassene und seit dem 27.03.1981 geschützte Sorte, erworben (BUN-
DESSORTENAMT, 2003). Das Untersuchungsmaterial, von dem sichergestellt ist, dass 
Sortenreinheit vorliegt, wurde im Landkreis Harburg im herkömmlichen Freilandan-
bau kultiviert und am Tag der Ernte aufgearbeitet. 
 

Ein Teil des Untersuchungsmaterials wird direkt nach dem Erwerb unbehandelt ver-
arbeitet und dient der Charakterisierung der Gartenerbsenallergene (siehe 4.1.1) so-
wie als Ausgangsmaterial zur Isolierung von Gartenerbsenallergenen (siehe 4.1.10). 
Zur Durchführung des Lagerungsversuches werden definierte Mengen des Untersu-
chungsmaterials in Tiefkühltruhen bei - 20 bzw. - 80 °C gelagert und nach festge-
legten Zeitintervallen untersucht (siehe 4.1.5). Das verbleibende Material, das zur 
Bestimmung des Einflusses der Trocknung (siehe 4.1.6), der Autoklavierung (4.1.7), 
der Mikrowellenbehandlung (4.1.8) bzw. einer simulierten In-vitro-Verdauung (4.1.9) 
Verwendung findet, wird unbehandelt bei - 20 °C gelagert. Zur Berücksichtigung des 
jeweiligen Lagerungseinflusses bis zur Durchführung der Einzeluntersuchungen wird 
parallel zu den jeweiligen Behandlungen stets eine unbehandelte Probe als Refer-
enzprobe untersucht. 
 

Für die Untersuchung der Sortenabhängigkeit (siehe 4.1.3) werden insgesamt fünf 
Gartenerbsensorten ausgewählt. Es handelt sich dabei um leicht zu kultivierende, er-
tragreiche und sowohl zum Frischverzehr, als auch zur Konservierung geeignete 
Sorten, die von der Industrie häufig eingesetzt werden. Um Sortenreinheit zu garan-
tieren werden die Sorten „Kleine Rheinländerin“, „Allerfrüheste Mai“, „Maxigolt“, 
„Spinter“ und „Wunder von Kelvedon“ im herkömmlichen Freilandanbau so kultiviert, 
dass eine sortenspezifische Ernte gewährleistet ist. 
 

Zur Bestimmung des Reifungseinflusses (siehe 4.1.2) auf das allergene Potenzial 
der Gartenerbse erfolgt die Ernte von der im Eigenanbau kultivierten Gartenerbsen-
Sorten in definierten Zeiträumen in Abhängigkeit vom Samengewicht. 
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2.1.3 Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.) 
 

Allgemeines 
 

Die heute kultivierte Gartenbohne, die auch als Gewöhnliche Bohne, Fisole oder 
French Bean bezeichnet wird, stammt ebenso wie die mehrjährige Feuer- oder 
Prunkbohne (Phaseolus coccineus L.) ursprünglich von der in Mittel- und Süd-
amerika beheimateten und noch heute anzutreffenden Wildform Phaseolus 
aborigineus BURK. ab. In ihrem Ursprungsgebiet wird die Gartenbohne seit etwa 
8000 Jahren kultiviert. Der Transfer nach Europa erfolgte bald nach der Entdeckung 
Amerikas (KÖRBER-GROHNE, 1987; FRANKE, 1997; TÄUFEL et al., 1998). Die Gattung 
Phaseolus umfasst nach HEGI (1964a) etwa 150 Arten, deren größte Anzahl in Zen-
tralamerika kultiviert wird. Einige Arten werden in Afrika und Südasien angebaut, an-
dere wachsen in wärmeren Zonen über die ganze Erde verbreitet. 
 

Die einjährige linkswindende Schlingpflanze mit 
dreizähligen Blättern bedarf stützender 
Stangen. Aus der Ursprungsform, welche heu-
te als Stangenbohne (Phaseolus vulgaris L. 
var. vulgaris) bezeichnet wird, konnte eine 
strauchig wachsende Form, die sogenannte 
Buschbohne (Phaseolus vulgaris L. var. nanus 
Aschers.), gezüchtet werden, welche keiner 
Stützung bedarf. Aus den Blattachseln der 
Sprosse gehen traubige, weiße Blütenstände 
mit 3 bis 5 Schmetterlingsblüten hervor. Das 
einzige oberständige Fruchtblatt wächst nach 
Selbstbestäubung zu einer Hülse von schlan-
ker Form heran, welche eine Länge von bis zu 
20 cm erreichen kann und 5 bis 9 länglich-nie-
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bb. 2.3:  
haseolus vulgaris L. var. nanus ASCHERS. 
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renförmige weiße oder farbige Samen birgt.  

ie Hülsen werden zumeist im grünen unrei-
en Zustand gepflückt und im gekochten Zu-
tand genossen oder zu Konserven verarbei-
et. Auch die reifen trockenen Samen werden 
ekocht oder gemahlen als Grundlage für 
uppen konsumiert. Vom Rohgenuss ist auf 
rund des in den Samen befindlichen Gift-

toffes Phasin, welcher die Blutgerinnung er-
öht und durch Kochen jedoch nicht durch 
rocknung zerstört werden kann, abzuraten 

FRANKE, 1997; TÄUFEL et al., 1998; WEBER-
ING & SCHWANTES, 2000). 
bb. 2.4:  
haseolus vulgaris L. var. vulgaris 

UNIVERSITÄT BASEL, 2003) 
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Neben der Einteilung in Stangen- und Buschbohne auf Grund der Wuchsform dient 
die Farbe der Hülse als Unterscheidungskriterium, so dass neben der grünen Stan-
gen- oder Buschbohne auch die gelbe Wachsbohne und die blaue Stangenbohne 
differenziert werden. Als weiße Bohnen werden die voll ausgereiften Samen der grü-
nen Gartenbohne bezeichnet. Unter der Bezeichnung Prinzessbohnen werden aus-
gesuchte, besonders zarte grüne Gartenbohnen mit dünnem Samen und nahezu 
stecknadeldünnem, rundem Querschnitt gehandelt (FRANKE, 1997). 
 
Heute ist die Phaseolus-Bohne fast über die ganze Erde verbreitet. Trotz der Kälte-
empfindlichkeit wächst sie in Skandinavien bis 63 ° nördlicher Breite und gedeiht in 
den Alpen bis 1500 m über NN. Die Kultivierung der Gartenbohne erfolgt überwie-
gend im Mischanbau mit Mais oder anderen Kulturen. Je nach Verwendungszweck 
wird dabei die Produktion von Trockenspeisebohnen und Gartenbohnen für den 
Frischmarkt bzw. die Konservenindustrie, welche als Grüne Bohnen bezeichnet wer-
den, unterschieden. Zur Konservierung werden die Grünen Bohnen ohne Spitzen 
und Stielansatz selten als ganze Gartenbohne verwendet. Vielmehr kommt es nach 
maschinellem Brechen bzw. Schneiden zur Produktion von Brech- bzw. Schnittboh-
nen. Die Herstellung von Trockenspeisebohnen erfolgt analog zu den Trockenspei-
seerbsen (FRANKE, 1997; TÄUFEL et al., 1998; WEBERLING & SCHWANTES, 2000). 

 
 
Untersuchungsmaterial 
 

Wie bereits im Fall der Gartenerbsen dokumentiert (siehe 2.1.2) erfolgt die Untersu-
chung von unterschiedlich hergestellten Handelsprodukten. Die Ergebnisse der Un-
tersuchung von Glas- bzw. Dosenkonserven, Tiefkühl- sowie Trockenwaren geben 
wiederum einen Überblick über mögliche Beeinflussungen des allergenen Potenzials 
der Gartenbohne (siehe 4.2.4). Auch in diesen Studien erfolgen die Untersuchungen 
an unbehandelten Handelsprodukten sowie an nach Herstellerangaben zubereiteten 
Produkten und den anfallenden Kochwässern. 
 

Das weitere Untersuchungsmaterial zur Charakterisierung der Gartenbohnenallerge-
ne (siehe 4.2.1), zur Bestimmung der Einflüsse durch Lagerung (4.2.5), Trocknung 
(4.2.6), Autoklavierung (4.2.7), Mikrowellenbehandlung (4.2.8) sowie Simulation ei-
ner In-vitro-Verdauung (4.2.9) wird aufgrund der bereits erwähnten Überlegungen 
wiederum in einem eigens durchgeführten Pflanzungsversuch gewonnen. Es erfolgt 
die Kultivierung der vier Gartenbohnensorten „Salou“, „Montano“, „Admires“ und 
„Maxi“ im herkömmlichen Freilandanbau, die sowohl eine sortenspezifische Ernte zur 
Realisierung des Sortenvergleiches (siehe 4.2.3), als auch die Überprüfung des Ein-
flusses des Reifungsstadiums auf das allergene Potenzial der Gartenbohne (siehe 
4.2.2) gewährleistet. Die spezielle Vorgehensweise bei Durchführung der Untersu-
chungen erfolgt analog zu den Studien der Gartenerbse. 
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2.2 Patientenseren 
 

In Zusammenarbeit mit der Hautklinik des Universitätskrankenhauses Hamburg-Ep-
pendorf (UKE) werden 39 Patienten mit Hinweis auf eine Sensibilisierung gegen Gar-
tenerbse bzw. -bohne rekrutiert. Nach Dokumentation der individuellen Anamnese 
erfolgt eine Blutentnahme. Aus den so gewonnenen Blutproben werden gemäß Ka-
pitel 7.1 die Patientenseren hergestellt. Anschließend erfolgt die Bestimmung des 
Gehaltes an spezifischen IgE-Antikörpern gegen Gartenerbse bzw. -bohne mittels 
EAST (siehe 3.7 und 7.7) und die Detektion der Allergenbanden im IB (siehe 3.9 + 
3.10 sowie 7.9 bis 7.11) mittels der Einzelseren. Für alle in dieser Arbeit durchzu-
führenden immunologischen Untersuchungen wird daraufhin ein Poolserum herge-
stellt, welches sich aus aliquoten Volumina jener Seren zusammensetzt, welche 
EAST-Klassen ≥ 2 aufweisen und eindeutige Reaktionen im Immunoblot zeigen. 
 

Durch diese Vorgehensweise ergeben sich spezielle Gartenerbsen- bzw. -bohnen-
Poolseren, welche sich aus einem breiten Patientenkollektiv mit einer Sensibilisier-
ung bzw. einer echten Typ-I-Lebensmittelallergie zusammensetzen und somit ein 
breites Detektionsspektrum für alle durchzuführenden immunologischen Untersu-
chungen gewährleisten. Die exakten Ergebnisse der untersuchten Einzelseren sowie 
Daten zum Blutserum eines nicht atopischen Probanden mit der EAST-Klasse 0 oh-
ne Lebensmittelunverträglichkeit, das bei allen Untersuchungen als Kontrollserum 
dient, sind Tabelle 7.1 in Kapitel 7.2 zu entnehmen. 
 
 
2.3 Enzyme 
 

Die Untersuchungen des Einflusses einer simulierten In-vitro-Verdauung auf die Sta-
bilität der Gartenerbsen- und Gartenbohnenallergene erfolgt unter Einsatz der wich-
tigsten proteinverdauenden Enzyme des Gastrointestinaltraktes (siehe Kapitel 1.6). 
Dabei wird sowohl der Einfluss durch Einzelenzyme, als auch durch unterschiedliche 
Enzymkombinationen untersucht. Die Angabe der katalytischen Aktivität kann dabei 
sowohl in Units (U; 1 U = 1 µmol/min) (INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY, 1961), 
als auch in Katal (kat; 1 kat = 1 mol/s) (DYBKAER & JÖRGENSEN, 1967), erfolgen. 
 

 

Zur Simulation der Magenverdauung wird Pepsin (EC 3.4.23.1) in Form eines aus 
der Schweinemagenschleimhaut gewonnen Präparates mit einer Aktivität von 452 U/l 
eingesetzt. Im menschlichen Körper wird es in Form des inaktiven Proenzyms Pepsi-
nogen von den Hauptzellen der Magenmucosa synthetisiert und in das Magenlumen 
abgegeben. Durch das vorherrschende salzsaure Milieu wird im Magen durch einen 
autokatalytischen Prozess der vorliegende Pepsin-Inhibitorkomlex in aktives Pepsin 
(MG 34.5 kDa) und den Inhibitor (MG 3.1 kDa) gespalten. Trotz des breiten Wir-
kungsspektrums greift Pepsin bevorzugt Peptidbindungen am Carboxylende von 
Phenylalanin, Methionin, Leucin und Tryptophan an, sofern an deren Aminoende 
eine hydrophobe AS gebunden vorliegt. Pepsin, das aufgrund der Spaltung im Inner-
en der Proteinkette zur Gruppe der Endopeptidasen gehört, spaltet etwa 10 % aller 
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Peptidbindungen eines Proteins. Das pH-Optimum von 2.0 erklärt sich durch die 
Struktur des aktiven Zentrums des Pepsins, welches zwei Asparaginsäurereste ent-
hält, von denen einer für die enzymatische Aktivität ionisiert vorliegen muss (KLEBER 

& SCHLEE, 1991). 
 

Trypsin (EC 3.4.21.4), eine Endopeptidase aus dem Sekret des Pankreas mit einem 
pH-Optimum von 7.6, wird im schwach alkalischem Milieu des Dünndarms in Gegen-
wart von Calcium durch eine Enterokinase oder durch Autokatalyse aus der inaktiven 
Vorstufe Trypsinogen durch Abspaltung eines Hexapeptids gebildet. Trypsin (MG 
23.3 kDa) spaltet spezifisch Peptidbindungen am Carboxylende der basischen AS 
Lysin und Arginin (KLEBER & SCHLEE, 1991). Das eingesetzte Präparat ist ein aus 
dem Rinderpankreas gewonnenes Sekret mit einer Aktivität von 10900 U/mg. 
 

Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) mit einem MG von 25 kDa und einem pH-Optimum von 
8.0 entstammt dem Rinderpankreas und weist eine Aktivität von 350 U/mg (gemes-
sen am Substrat N-Acetyl-L-tyrosin-ethylester) auf. Die Aktivierung dieser Endopepti-
dase verläuft in einer Zwei-Stufen-Reaktion, wobei das im Pankreas gebildete Proen-
zym Chymotrypsinogen zunächst durch Trypsin im Dünndarm gespalten wird, so 
dass das aktive Zentrum durch eine Konformationsänderung ausgebildet wird. An-
schließend werden autokatalytisch zwei Dipeptide abgespalten, wodurch die aktive 
Form dieser Endopeptidase, welche bevorzugt Peptidbindungen nach aromatischen 
AS-Resten von Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan spaltet, ausgebildet wird 
(LÖFFLER, 1983). 
 

Die zur Gruppe der Exopeptidasen gehörende Carboxypeptidase (EC 3.4.17.1) mit 
einem MG von 34 kDa und einem pH-Optimum von 7 zählt zu den Zinkproteinen und 
wird ebenfalls in Form einer Vorstufe vom Pankreas sezerniert. Die eingesetzte ak-
tive A-Form dieses Enzyms zeigt eine bevorzugte Affinität zu aromatischen Amino-
säuren, welche sie vom Carboxylende ausgehend abspaltet (KLEBER & SCHLEE, 
1991). Eingesetzt wird eine aus dem Rinderpankreas gewonnene Suspension, wel-
che Carboxypeptidase A mit einer Aktivität von 1058 U/ml (gemessen am Substrat 
Hippuryl-L-phenylalanin) enthält. 
 

Pankreatin stellt eine Mischung der im Pankreas-Sekret enthaltenen Verdauungsen-
zyme Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, sowie nicht-proteinspaltenden Amylasen und 
Lipasen dar (SCHMIDT & THEWS, 1995). Das in den dokumentierten Untersuchungen 
eingesetzte Pankreatin stammt aus dem Schweinepankreas und weist eine Aktivität 
auf, welche die Verdauung des 100-fachen des eigenen Enzymgewichtes (gemessen 
am Substrat Casein) innerhalb von 60 min beim pH-Optimum von 7.5 gewährleistet. 
 

Zur Untersuchung des Einflusses der Dickdarmverdauung wird die Serinendopepti-
dase Proteinase K (EC 3.4.21.14) eingesetzt. Das aus dem Pilz Tritirachium album 
gewonnene Enzym zeigt eine Aktivität von 13.4 U/mg (gemessen am Substrat Case-
in). Bei einem pH-Optimum von 7 bis 8 werden bevorzugt Peptidbindungen an hy-
drophoben, N-substituierten Aminosäuren gespalten (SCHMIDT & THEWS, 1995). 
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3 Methoden 
 
3.1 Übersicht 
 

Einen Überblick über die Zusammenhänge der analytischen Vorgehensweise vermit-
telt Abbildung 3.1. Dabei werden sowohl für die Charakterisierung der Gartenerbsen- 
und Gartenbohnenproteine, als auch für die immunologischen Untersuchungen der 
Allergene dieser Leguminosen überwiegend etablierte und in der Literatur bereits 
hinreichend beschriebene Methoden eingesetzt. Anschließend werden in den folgen-
den Abschnitten die Prinzipien der unterschiedlichen Methoden dargelegt sowie 
eventuelle Modifikationen erläutert. 
Nach Extraktion der Proteine aus dem jeweiligen zu untersuchenden Probenmaterial 
erfolgen, abhängig vom speziellen Untersuchungsziel, weitere Untersuchungen zur 
qualitativen bzw. quantitativen Bestimmung der Proteine oder Allergene oder zur 
Isolierung einzelner Proteine.  
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Gesamtstickstoff
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Verarbeitungs-
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3.2 Proteinextraktionen  
 

Die Grundlage für Untersuchungen von Lebensmittelallergenen bildet deren Extrak-
tion aus dem Probenmaterial mit reproduzierbarer Qualität und Zusammensetzung 
der Extrakte (AAS et al., 1978). Dabei kann eine Variation der Extraktionsmethode in 
Abhängigkeit der Untersuchungsziele erforderlich sein. 
 

Studien zur Bestimmung der Gesamtallergenität von Lebensmitteln erfordern die voll-
ständige Isolierung aller Proteine und Glykoproteine ohne Allergenitätsverlust. Auf 
Grund hoher Gehalte an phenolischen Verbindungen und Phenoloxidasen in Hülsen-
früchten (BELITZ et al., 2001) ist diese Vorraussetzung bei Anwendung der Normal-
temperaturextraktion, einer industriell häufig angewandten Methode, nicht gegeben. 
Durch Zerstörung der Zellkompartimente in Folge der Gewebezerkleinerung bei 4 °C 
in phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) in Gegenwart von Luftsauerstoff erfolgt 
zunächst unter Einwirkung der Phenoloxidasen die Umsetzung von Phenolen zu Chi-
nonen. In einer Folgereaktion kommt es zur Ausbildung von kovalenten Bindungen 
zwischen Chinonen und Proteinen, wodurch ein Allergenitätsverlust der Extrakte zu 
verzeichnen ist (MCEVILY et al., 1992; VIELUF et al., 1997). 
 

Berücksichtigung findet diese Problematik bei der von CLEMENTS (1965) entwickelten 
und durch VIETHS et al. (1992b) modifizierten Tieftemperaturextraktion (TTE) zur 
vollständigen Isolierung der Proteine und Glykoproteine aus pflanzlichem Material. 
Dabei wird das Untersuchungsmaterial bei einer Temperatur von - 40 °C homogeni-
siert, anschließend die resultierende Suspension filtriert und der gewaschene Rück-
stand lyophilisiert. Durch dieses Vorgehen erfolgt die Abtrennung der acetonlöslichen 
phenolischen Verbindungen und die temperaturbedingte Hemmung der Enzymaktivi-
tät. Die Extraktion der Proteine nach der TTE erfolgt gemäß Anhang 7.3.1.    
 

Um die Verteilung der Gartenerbsenallergene in unterschiedlichen Proteinfraktionen 
zu untersuchen, ist die Fraktionierte Extraktion (FE) der Proteine in Abhängigkeit 
ihrer Löslichkeit erforderlich. Diese in Anlehnung an VIOQUE et al. (1999) durchge-
führte Extraktionsmethode erfordert eine spezifische Trennung der Albumine, Globu-
line und Gluteline mittels Dialyse durch Variation wässriger Pufferlösungen, wodurch 
eine Extraktion bei Temperaturen von - 40 °C undurchführbar ist. Ziel der Unter-
suchungen ist jedoch eine relative Bestimmung des allergenen Potenzials der einzel-
nen Proteinfraktionen, so dass ein potenziell auftretender Allergenitätsverlust durch 
die gemäß Anhang 7.3.2 durchgeführte Extraktion unberücksichtig bleiben kann. 
 

Zur Bestimmung des Einflusses der Verdauung auf Gartenerbsen- und Gartenboh-
nenallergene erfolgt die mechanische Zerkleinerung bzw. die Proteinextraktion in An-
lehnung an die Bedingungen in der Mundhöhle bei Temperaturen von 37 °C. Die an-
schließende Zentrifugation, portionierte Lyophilisation und Lagerung bei - 80 °C dient 
der Herstellung identischer Proteinextrakte in lagerfähiger Form, die somit für zeitlich 
versetzt durchzuführende Untersuchungen in gleichbleibender Qualität und Protein-
konzentration zur Verfügung stehen. Nähere Angaben zur Durchführung der In-vitro-
Verdauungsextraktion (IVE) gibt Anhang 7.3.3. 
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3.3 Trockenmassebestimmung 
 

Begleitend zu den unterschiedlichen elektrophoretischen und immunologischen Ana-
lysen werden in Abhängigkeit vom Ziel der jeweiligen Untersuchung von diversen 
Proben Trockenmassebestimmungen durchgeführt (LEBENSMITTELRECHT: ASU 
Nr. L 06.00-3). Diese Ergebnisse ermöglichen es, zum einen den Einfluss der einzel-
nen technologischen Verfahren auf das Untersuchungsmaterial zu beurteilen sowie 
zum anderen einen Bezug der quantitativen immunologischen Ergebnisse auf den 
Trockenmassegehalt herzustellen. 
Die jeweilige Probe wird gemäß Anhang 7.4 bei 103 ± 2 °C bis zur Massekonstanz 
getrocknet. Der verbleibende Substanzrest, der nach Entfernung aller flüchtigen Be-
standteile im Probenmaterial verbleibt, wird als Trockenmasse bezeichnet. 

 
 
3.4 Gesamtstickstoffbestimmung 
 

Die gemäß Anhang 7.5 nach den Amtlichen Sammlungen von Untersuchungsverfah-
ren (LEBENSMITTELRECHT: ASU, Nr. L 06.00-7) durchgeführte Bestimmung des Ge-
samtstickstoffgehaltes ermöglicht die direkte Berechnung des Gesamtproteingehal-
tes des jeweiligen Probengutes. Damit wird wiederum die Möglichkeit zur Beurteilung 
der quantitativen Ergebnisse in Abhängigkeit des Gesamtproteingehaltes eröffnet. 

 
 
3.5 Proteingehaltsbestimmung 
 

Die Bestimmung des Proteingehaltes im Mikrogramm-Bereich der für die elektropho-
retischen und immunolgischen Untersuchungen einzusetzenden Extrakte erfolgt 
nach der Methode von BRADFORD (1976). Durch den Einsatz des Farbreagenzes 
Coomassie Brilliant Blue, dessen negativ geladene Moleküle an die Aminogruppen 
der Proteine angelagert werden, resultiert ein blaugefärbter, stabiler Protein-Farb-
stoff-Komlex, der bereits wenige Minuten nach Farbstoffzugabe ohne weitere Aufar-
beitung bei 590 nm photometrisch vermessen werden kann. Störungen durch even-
tuell vorhandene Kohlenhydrate und Natriumionen treten nicht auf. Die Nachweis-
grenze liegt im Bereich von 0.05 µg/ml (READ & NORTHCOTE, 1981). Die Quantifizier-
ung erfolgt anhand einer Kalibriergeraden mit Rinderserumalbumin (BSA) als Refer-
enzprotein gemäß Anhang 7.6. Aufgrund verschiedener Absorptioneigenschaften 
und daraus resultierender unterschiedlicher Responsefaktoren verschiedener Pro-
teine bietet dieses Verfahren jedoch keine Möglichkeit zur absoluten Proteingehalts-
bestimmung, sondern lediglich zur relativen Quantifizierung. 
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3.6 Sensorische Untersuchung 
 

Die sensorische Beurteilung sämtlicher unbehandelter sowie technologisch behan-
delter Proben erfolgt gemäß einer einfach beschreibenden Prüfung nach den 
Amtlichen Sammlungen von Untersuchungsverfahren (LEBENSMITTELRECHT: ASU, 
Nr. L 00.90-6) durch drei geschulte Prüfpersonen. Diese Norm legt ein Verfahren zur 
Beschreibung von Merkmalseigenschaften fest. Das Verfahren ist u.a. geeignet zur 
Feststellung von Produktionseinflussfaktoren.  
 
 

3.7 Enzymallergosorbent-Test (EAST) 
 

Der Enzymallergosorbent-Test (EAST), eine enzymimmunologische Methode zur Be-
stimmung des Gehaltes an freiem, spezifischem IgE im Blutserum, stellt als Variante 
des Radioallergosorbent-Testes (RAST) eine der wichtigsten In-vitro-Untersuchungs-
methoden zur Diagnose einer Lebensmittelallergie dar. Das Prinzip des EAST, dar-
gestellt in Abbildung 3.2, beruht auf zwei hochspezifischen Reaktionsschritten. 
 

An eine als Festphase dienen-
de bromcyanaktivierte Cellu-
losescheibe wird im ersten 
Schritt der Reaktion die Kop-
plung der Allergene durch In-
kubation mit den entsprech-
enden PBS-Extrakten vorge-
nommen. Dabei gehen sowohl 
Allergene als auch nicht aller-
gene Proteine kovalente 
Bindungen mit der Festphase 
ein. Adsorbierende Verbin-
dungen werden durch Wasch-
en entfernt und verbleibende 
reaktive Bereiche mit Ethanol-
amin abgesättigt (CESKA & 
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LUNDKVIST, 1972). 

emäß der EAST-Durchführung nach Anhang 7.7 erfolgt im Anschluss daran die In-
ubation der Cellulosescheiben mit den zu untersuchenden Patientenseren, wobei 
ine Bindung zwischen den spezifischen IgE-Antikörpern an die festphasengebunde-
en Allergene ausgebildet wird (Abb. 3.2, Nr.1). Durch spezifisch mit alkalischer 
hosphatase (AP) enzymmarkierte Anti-IgE-Antikörper erfolgt die Markierung der ge-
undenen Antikörper (Abb. 3.2, Nr. 2). Durch das Vorhandensein der AP wird 
chließlich die enzymatische Umsetzung des zugegebenen farblosen Substrates 
-Nitrophenylphosphat (PNPP) zum gelben p-Nitrophenolat, welches bei 405 nm 
hotometrisch vermessen werden kann, katalysiert (Abb. 3.2 Nr. 3 → 4). 
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Über Referenzseren mit bekanntem IgE-Gehalt gegen Lieschgras unter Verwendung 
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ben erfolgt die Einstufung der einzelnen Patien-
tenseren entsprechend ihres IgE-Gehaltes in 
eine der fünf EAST-Klassen (siehe Tab. 3.1). Die 
Ergebnisse werden dabei in Units angegeben, 
wobei 1 Unit 2.4 ng IgE entsprechen (ALLERGO-
PHARMA, 2000). 

.8 EAST-Inhibition 

ie als Variante des EAST entwickelte EAST-Inhibition wird aufgrund des Messprin-
ips als kompetitiver Hemmtest eingestuft und ermöglicht somit die relative Quantifi-
ierung des allergenen Potenzials der eingesetzten Proteinextrakte. Die Abwandlung 
eruht auf der Inkubation des Patientenserums mit dem auf seine allergene Potenz 
u untersuchenden Extrakt, welcher in diesem Fall als Inhibitorlösung bezeichnet 
ird, vor der eigentlichen Messung (VIETHS et al., 1993a; MÖLLER et al., 1997b). 

abei findet eine Konkurrenzreaktion zwischen den frei in Lösung befindlichen und 
en festphasengebundenen Allergenen um das aus gleichen Anteilen verschiedener 
inzelseren eines Poolserums stammende spezifische IgE statt. Je größer sich das 

nhibierende Vermögen der eingesetzten Extrakte zeigt, desto stärker wird das Mess-
ignal vermindert. Dabei werden als Inhibitorlösung Verdünnungsreihen der Protein-
xtrakte eingesetzt, um die Proteingehalte, die zu einer 50 %igen Verminderung des 
esssignals (C50-Wert) führen, bestimmen zu können. Anhand der C50-Werte ist ein 
ergleich der allergenen Potenz der verschiedenen Extrakte untereinander möglich. 
er C50-Wert einer sogenannten homologen Inhibition, die Inhibition mit dem nativen 
xtrakt, der ebenfalls an die Festphase gekoppelt ist, führt dabei zu einer maximalen 
erminderung des Messsignals und fungiert als Bezugsgröße. Die Auswertung er-

olgt aus der Abhängigkeit der prozentualen Inhibition von der logarithmischen Prote-
nkonzentration der Inhibitorextrakte in Form einer logarithmischen Regression. 
ls Inhibitorlösungen der gemäß Anhang 7.8 durchgeführten EAST-Inhibition dienen 
eben den unterschiedlichen Sorten und Reifungsstufen auch die Handelsprodukte 
owie alle technologisch behandelten Produkte bzw. In-vitro-verdauten Extrakte. 

.9 Elektrophorese 

ie Elektrophorese als etablierte Methode zur Auftrennung von Proteinen basiert auf 
em Prinzip der Wanderung geladener Teilchen unter der Einwirkung eines elektri-
chen Gleichstromfeldes. Aufgrund der unterschiedlichen Ladungen und Massen der 
oleküle ist die Fraktionierung eines Gemisches verschiedener Moleküle möglich. 

EAST-Klasse IgE-Gehalt [U/ml] 
0 0 – 0.35 
1 0.35 – 0.70 
2 0.70 – 3.50 
3 3.50 – 17.50 
4 > 17.50 
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Maßgebend für die Trennschärfe ist dabei die Wanderungsgeschwindigkeit der Teil-
chen, welche von der Zusammensetzung des Puffers, der Temperatur, der Feld-
stärke und dem Trägermaterial beeinflusst wird. Eine Einteilung unterschiedlicher 
elektrophoretischer Methoden erfolgt in Bezug auf das jeweilige zugrundeliegende 
Trennprinzip (WESTERMEIER, 1990). 
 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) beruht 
auf der Trennung der Proteine nach ihrem MG. Hierzu erfolgt die Beladung der Pro-
teine mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS), wodurch die Ei-
genladungen der Proteine so effektiv überdeckt werden, dass ein identisches Masse/ 
Ladungsverhältnis der SDS-Protein-Micellen untereinander vorliegt (GUTTMAN, 1996). 
 

Die reduktive Spaltung der Disulfidbrücken mit 2-Mercaptoethanol hat eine Zerstör-
ung der Sekundär- und Tertiärstruktur zur Folge und führt nach Auffaltung der mit 
SDS beladenen Proteine zu einheitlichen Micellstrukturen (VIETHS et al., 1992b). Die 
Trennung der so behandelten Proteine erfolgt in restriktiven Gelen, welche aufgrund 
ihrer geringen Porengröße die Wanderung größerer Micellen stärker behindern als 
die kleinerer Micellen. Daraus resultiert eine zum MG proportionale Wanderungsge-
schwindigkeit der Proteinmicellen. Die Abschätzung der jeweiligen MG der Proben-
proteine erfolgt durch Vergleich mit einem Proteinstandardgemisch, dem sogenann-
ten Molekulargewichtsmarker (MGM).  
 

Als Trennmedium werden Polyacrylamid-Gele, welche durch Copolymerisation von 
Acrylamidmonomeren und dem als Vernetzer fungierenden N,N´-Methylen-bisacryl-
amid hergestellt werden, eingesetzt. Die für die Trennleistung des Gels verantwortli-
che Porengröße kann über die Totalamid (TA)-Konzentration und den Vernetzungs-
grad reproduzierbar eingestellt werden. Entscheidende Vorteile dieses Geltyps sind 
die chemische und thermische Stabilität, das weitgehende Fehlen von Adsorption 
und Elektroosmose sowie die gute Reproduzierbarkeit der Darstellung (MAIER, 1990). 
 

In der vorliegenden Arbeit werden lediglich die kommerziell erworbenen Fertiggele 
des Typs NovexTM NuPageTM der Firma InvitrogenTM (Groningen, Niederlande) ver-
wendet. Je nach Trennproblem werden durch Variation von Totalamidkonzentration 

und Puffersystem 
unterschiedliche op-
timale Trennberei-
che realisiert (siehe 
Tab. 3.2). 
 

Die Isoelektrische Fokussierung (IEF) basiert auf der Trennung nativer Proteine 
nach ihren pI. Dabei wandern die Moleküle in einem pH-Gradientensystem ent-
sprechend ihrer Ladung in Richtung Kathode bzw. Anode bis zum Erreichen ihres pI. 
Da ihre Nettoladung und somit auch ihre Beweglichkeit im elektrischen Feld an die-
sem pH-Wert gleich null ist, erfolgt eine Fokussierung an diesem Endpunkt (WES-
TERMEIER, 1990)  

TA-Konz. [%] Gelpuffer Elektrodenpuffer Trennbereich [kDa]
12 Bis-Tris-HCl MES-SDS 2.5 - 60 
10 Bis-Tris-HCl MES-SDS 14 – 94 
7 Tris-Acetat Tris-Acetat-SDS 36 – 116 

Tab. 3.2: eingesetzte elektrophoretische Trennsysteme 
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Als Trennsystem werden ebenfalls Fertiggele des Typs NovexTM Pre-CastTM der Fir-
ma InvitrogenTM (Groningen, Niederlande) in Verbindung mit den jeweiligen Katho-
den- bzw. Anodenpuffern verwendet. Die eingesetzten restriktiven Gele mit einem 
pH-Gradienten von 3 bis 7 ermöglichen dabei eine reproduzierbare Trennung von 
Proteinen mit pI zwischen 3 und 7, wobei die Zuordnung der einzelnen pI durch Ver-
wendung eines pI-Markers (pIM) gewährleistet wird. Nähere Angaben zur Durchfüh-
rung sowie die Zusammensetzung des pIM sind dem Anhang 7.9.2 zu entnehmen. 

 
 
3.10 Immunoblot (IB) 
 

Nach STOTT (1989) wird der IB als Kombination eines Proteintransfers aus einem 
Trägergel auf eine immobilisierende Membran durch Semidry-Blotting und der an-
schließenden immunochemischen Detektion zur Differenzierung von allergenen und 
nicht-allergenen Strukturen mittels Immunfärbung definiert. 
 

Dabei stellt das Semidry-Blotting eine spezielle Variante des Blottings dar, bei der 
die Übertragung der zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels zweier 
horizontaler Graphitelektroden, an welchen ein Gleichstromfeld anliegt, durchgeführt 
wird. Zwischen den Elektroden werden dabei die Blotmembran und das Trenngel an-
geordnet, sowie ein diskontinuierliches Puffersystem mit getränkten Elektrodentü-
chern aufgebaut, wodurch ein effektiver und gleichmäßiger Transfer gewährleistet 
wird (KHYSE-ANDERSEN, 1984; VIETHS et al., 1992b). 
 

Die transferierten Proteine haften, vermutlich über hydrophobe Wechselwirkungen, 
ohne vorherige Denaturierung fest an der Membran und sind nicht wie im Trenngel 
blockiert, sondern für spezifische Ligandenbindungen, beispielsweise mit IgE-Anti-
körpern, bzw. unspezifische Bindungen zu Farbstoffmolekülen frei zugänglich, da ei-
ne Renaturierung der Proteine nach dem Verlust des SDS der Elektrophorese erfolgt 
(AALBERSE, 2000). Der Bindungsmechanismus ist durch die im neutralen Milieu vor-
liegende negative Ladung der adsorbierten Proteine und der Membran begründet. 
Die Bindungskapazität einer Membran hängt entscheidend von ihrer Porengröße ab, 
wobei ein Wert von 0.2 µm auch eine Immobilisierung kleinerer Proteine ermöglicht 
(HANDMAN & JARVIS, 1985). 
 

Schließt sich dem Semidry-Blotting eine Immunfärbung zum spezifischen Nachweis 
von Allergenen an, erfolgt der Transfer im allgemeinen auf Nitrocellulose (NC)-Mem-
bran (siehe Anhang 7.10). Im Gegensatz dazu werden Proteine, welche zu ihrer 
Identifizierung einer N-terminalen Sequenzierung unterworfen werden sollen, nach 
WARD et al. (1990) auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen transferiert, da NC-
Membranen gegenüber den zum Edman-Abbau benötigten Reagenzien nicht bestän-
dig sind. 
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Abb. 3.3: Prinzip der Immunfärbung 

Unter einer Immunfärbung (IF) wird die spezifische Visualisierung von Allergenen 
auf einer immobilisierenden Membran verstanden, wodurch eine Differenzierung 
zwischen allergenen und nicht-allergenen Proteinen ermöglicht wird (STOTT, 1989). 
Um unspezifische Farbreaktionen durch verbleibende freie Bindungsstellen der NC-
Membran nach erfolgtem Semidry-Blotting zu unterbinden, werden diese zunächst 
durch Milchproteine abgesättigt (JOHNSON et al., 1984; AHLROTH et al., 1995). Zur Er-
höhung der Sensitivität wird nach der Inkubation mit IgE-Antikörpern aus einem Pool-
serum (siehe Abb. 3.3, Nr. 1) ein von VIETHS et al. (1992b) entwickeltes Verstärker-
system eingesetzt, wodurch eine Nachweisgrenze von 0.5 ng Protein/mm2 Membran 
erreicht wird. Es basiert auf einer Inkubationskaskade aus Anti-Human-IgE vom Ka-
ninchen (Nr. 2), mehrfach biotinyliertem Anti-Kaninchen-IgG aus der Ziege (Nr. 3) 
und einem Streptavidin-Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugat (Nr. 4). 
 

Die verstärkende Wirkung re-
sultiert aus der mehrfachen 
Biotinylierung des IgG, wo-
durch mehrere Moleküle des 
Streptavidin-HRP-Konjugates 

gebunden werden können. 
Die immunologische Detek-
tion der Allergene erfolgt über 
eine enzymatische Farbreak-
tion in der das farblose 
Substrat 3,3`,5,5`-Tetrame-
thylbenzidin (TMB) in Gegen-
wart von Dioctylnatriumsul-
phosuccinat (DONS) und 
Wasserstoffperoxid infolge 
der katalytischen Wirkung der 
HRP zum blaugefärbten Radi-
kalion umgesetzt wird. Selbst 
unter Lichtausschluss bleibt 
diese Färbung nur wenige Ta-
ge stabil (GALLATI & PRACHT, 

1985). Durch Einwirkung von Licht erfolgt die Umsetzung zu einem gelbgefärbten 
Salz. Die Durchführung der IF erfolgt gemäß Anhang 7.11. 
 

1

2

3

Allergen (Antigen)

Antikörper (IgE)
Substrat

Umgesetztes Substrat

Enzymatische Umsetzung

Nicht allergenes Protein

Anti-Kanninchen- IgG (biotinyliert)

Anti-IgE-Antikörper (Kanninchen IgG)

Streptavidin HRP-Konjugat (Enzym)

4

5
6

Anti-Human-IgE vom Kaninchen 

mehrfach biotinyliertes Anti-Kaninchen-IgG aus der Ziege 
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3.11 Proteinvisualisierung 
 

Zur unspezifischen Visualisierung, es werden sowohl allergene als auch nicht-aller-
gene Proteine angefärbt, der elektrophoretisch getrennten Proteine im Acrylamidgel 
bzw. auf Membranen stehen unterschiedliche Methoden zur Verfügung. 
 

Die gemäß Anhang 7.12.1 durchgeführte Silberfärbung (AgF) nach HEUKESHOVEN & 
DERNICK (1986) basiert auf der Reduktion von Silberionen zu elementarem Silber und 
stellt mit einer Nachweisgrenze von 0.05 bis 0.1 ng Protein/mm2 die empfindlichste 
der unspezifischen Färbemethoden für Proteine in Acrylamidgelen dar. Infolge des 
höheren Normalpotenzials der proteingebundenen Silberionen im Vergleich zu den 
gelfixierten verläuft die induzierte Reduktion bevorzugt an den proteinassoziierten 
Silberionen. Ein Nachteil dieser Färbemethode ist jedoch die nur bedingt gegebene 
Wiederverwendbarkeit der einmal visualisierten Proteine für weitere Untersuchun-
gen. Zwar ist eine Entfärbung möglich, durch die zuvor erfolgte Denaturierung der 
Proteine können diese jedoch anschließend nur erneut unspezifisch gefärbt werden, 
stehen für weitere Untersuchungen also nur bedingt zur Verfügung. 
 

Im Gegensatz dazu stellt die Coomassie-Brilliant-Blue-Färbung (CBBF) nach 
FLING & GREGERSON (1986), welche mit einer Nachweisgrenze von etwa 30 ng Prote-
in/mm2 wesentlich unempfindlicher ist, eine reversible Proteinfärbemethode in Acryl-
amidgelen dar (Durchführung siehe Anhang 7.12.2). Eine Entfärbung der zuvor durch 
Anlagerung des Farbstoffes CBB R-250 visualisierten Proteine ist ohne Beeinträchti-
gung derselben möglich, so dass diese für weitere Untersuchungen uneingeschränkt 
zur Verfügung stehen. 
 

Neben der Proteindetektion in der Gelmatrix kann die CBBF in Form der unter An-
hang 7.12.3 beschriebenen Modifikation nach WARD et al. (1990) ebenfalls zur Visua-
lisierung auf PVDF-Membranen genutzt werden und findet aufgrund der möglichen 
Entfärbung der Proteine ohne irreversible Schädigung besonders im Bereich der 
Proteinisolierung häufig Anwendung. 
 

Die unspezifische Proteindetektion der auf NC-Membranen transferierten Proteine 
erfolgt zum einen durch die kolloidale Goldfärbung (AuF) nach DANSCHER & NOOR-
GARD (1983). Die selektive Anlagerung von HAuCl4-Molekülen an die Proteine er-
reicht dabei eine der Silberfärbung vergleichbare Empfindlichkeit (LI et al., 1989). Da 
die Immunaktivität der Proteine bei dieser Färbemethode erhalten bleibt, steht auch 
hier die Option zu einer anschließenden Immunfärbung offen (EGGER & BIENZ, 1987). 
Die Durchführung dieser Methode ist im Anhang unter 7.12.4 dokumentiert. 
 

Als weitere Möglichkeit der unspezifischen Proteinvisualisierung auf NC-Membranen 
wird die nach HANCOCK & TSANG (1983) modifizierte Brilliant-Black-Färbung (BBF) 
angewandt. Sie basiert ebenfalls auf dem Prinzip der Farbstoffanlagerung und liefert 
dabei eine nur schwache Hintergrundfärbung und somit eine der AuF vergleichbare 
Sensitivität. Weitere Vorteile dieser gemäß Anhang 7.12.5 durchgeführten Färbeme-
thode sind der geringe Arbeits- und Kostenaufwand. 
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3.12 Gelpermeationschromatographie (GPC) 
 

Prinzipiell erscheinen diverse für die Isolierung von Proteinen bereits hinreichend 
etablierte chromatographische und elektrophoretische Methoden auch zur Isolierung 
von Allergenen, bei denen es sich um Proteine oder Glykoproteine handelt, geeignet. 
Hierzu zählen die Gelpermeations-, Ionenaustausch-, Affinitäts- und Umkehrphasen-
chromatographie sowie die Elektroelution. Da die Isolierung der Allergene sowohl in 
nativer Form mit möglichst hoher Reinheit als auch in ausreichender Menge erforder-
lich ist, um einen Einsatz für weitere Untersuchungen zu gewährleisten, ist eine di-
rekte Übertragung der zur Isolierung von Proteinen eingesetzten Methodik jedoch 
nicht ohne weiteres möglich. Die bisherigen Erfahrungen auf dem Gebiet der Aller-
genisolierung aus pflanzlichen Lebensmitteln zeigen, dass eine Kombination unter-
schiedlicher Trennmethoden bzw. die wiederholte Durchführung einzelner Methoden 
sinnvoll erscheint, um eine erfolgreiche Allergenisolierung zu realisieren. 
 

Die GPC ist eine als Säulenchromatographie durchgeführte Flüssigkeitschromatogra-
phie, deren Trennprinzip auf der unterschiedlichen Molekülgröße der zu trennenden 
Substanzen beruht. Die stationäre Phase besteht aus einem gequollenen Netzwerk 
mit stark variierender Porosität. Als mobile Phase dienen im allgemeinen wässrige 
Lösungen mit geringen Salzkonzentrationen zur Unterdrückung der Wechselwirkun-
gen zwischen den zu trennenden Substanzen und der stationären Phase. Basierend 
auf der Permeabilität werden die gelösten Substanzen nach abnehmender Größe 
eluiert (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 1998). 
 

Zur Trennung der Proteine wird in der vorliegenden Arbeit das Säulenmaterial Seph-
acryl® S-100 HR der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden) 
eingesetzt. Bei dieser hydrophilen Matrix von hoher mechanischer Stabilität handelt 
es sich um ein Mischpolymer aus Allyldextran und N,N`-Methylenbisacrylamid mit ei-
ner durchschnittlichen Partikelgröße von 50 µm, das besonders für die Trennung von 
Peptiden und Proteinen mit MG zwischen 1 und 100 kDa geeignet ist. Nähere Anga-
ben in Bezug auf Trennbedingungen, Kalibrierung und Durchführung sind Anhang 
7.13 zu entnehmen.   
 

Da erhöhte Konzentrationen an niedermolekularen Substanzen, wie beispielsweise 
Salzen, die weiteren Untersuchungen einzelner durch die chromatographische Tren-
nung erhaltener Fraktionen erheblich einschränken, schließt sich hieran eine Entsal-
zung an. Diese erfolgt mittels Slide-A-Lyzer® Dialyse-Kammern der Firma Pierce 
(Rockford, USA) mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa gemäß den Angaben des 
Herstellers (siehe Anhang 7.14). 
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3.13 N-terminale Sequenzanalyse 
 

Eine etablierte Methode zur Aminosäuresequenzierung stellt das von EDMAN & BEGG 

(1967) entwickelte Verfahren der stufenweisen Abspaltung von AS vom N-terminalen 
Ende eines Proteins dar. Dabei erfolgt zunächst die Kopplung von Phenylisothio-
cyanat an die endständige AS, die anschließende Abspaltung als Phenylisothio-
carbamonylpeptid sowie eine Umwandlung zur stabilen Phenylthiohydantoin-AS. Die 
Identifizierung dieser Derivate wird mittels RP-HPLC/UV durchgeführt. Die zyklisch 
ablaufende Reaktion unterliegt einer Limitierung von maximal 50 Durchläufen, da 
eine Auswertung mit fortschreitendem Abbau stark erschwert ist, und setzt eine Min-
destmenge von 80 pmol Protein voraus. 
 

Für die Sequenzanalyse werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf 
eine PVDF-Membran transferiert und anschließend mittels CBBF visualisiert (siehe 
3.10 bzw. 3.11 in Verbindung mit 7.10 bzw. 7.12.2). Die zu sequenzierenden Banden 
werden anschließend ausgeschnitten und in Zusammenarbeit mit der Abteilung für 
Biochemie der Universität Hamburg bzw. dem Institut für Zellbiochemie und klinische 
Neurobiologie des UKE einer N-terminalen Sequenzanalyse unterzogen. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Gartenerbse 
 

4.1.1 Charakterisierung der Gartenerbsenallergene 
 

Die Charakterisierung der Allergene der Gartenerbse erfolgt anhand eines aus den 
nativen Samen der Sorte „Maxigolt“ hergestellten Extraktes. 
 

Zur Bestimmung der MG der Allergene erfolgt die Inkubation eines durch SDS-PAGE 
elektrophoretisch aufgetrennten und anschließend mittels Semidry-Blotting auf eine 
NC-Membran transferierten Proteinextraktes mit Einzelseren von insgesamt 39 Pati-
enten, welche nachweislich eine Sensibilisierung gegen Gartenerbsen aufweisen. 
Eine Untersuchung mittels EAST ergibt für 24 Seren spezifische IgE-Gehalte 
≤ 0.7 U/ml (EAST-Klasse 0 bzw. 1) und für 15 Seren Werte ≥ 0.7 U/ml (EAST-
Klassen 2 bis 4). Nähere Angaben siehe Tab. 7.1 in Anhang 7.2.  
 

Zur Detektion unspezifischer Bindungen erfolgt zusätzlich die Inkubation eines NC-
Streifens mit einem Kontrollserum (K). Hierbei handelt es sich um das Serum eines 
nicht-Atopikers (EAST-Klasse 0). Die Zuordnung der MG der einzelnen Allergene er-
folgt über einen definiert zusammengesetzten MGM, dessen Visualisierung anhand 
einer AuF erfolgt. Die IF aller Einzelseren erfolgt in den Abbildungen 4.1 bzw. 4.2.  
 

SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

AuF IF 
MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 K

 
 
 

94 kDa 
67 kDa 

 

43 kDa 
 

30 kDa 
 

20 kDa 
 

14 kDa 
 
 
 
 

                      

 

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle   
1: CF 2: NB 3: CG 4: KDH 5: HK 6: RK 7: KL 8: CL 9: EP 10: FR 
11: FS 12: HS 13: SW 14: UW 15: JW 16: HR 17: IS 18: MS 19: HM 20: LS 

 

Abb. 4.1: IF der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ unter Verwendung der Einzelseren 1 – 20 



4 Ergebnisse 
   

   
- 36 - 

Abb. 4.3: Detektionshäufigkeit der Gartenerbsenallergene 

SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

AuF IF 
MGM 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 K

 
 
 

94 kDa 
67 kDa 

 

43 kDa 
 

30 kDa 
 

20 kDa 
 

14 kDa 
 
 
 
 

                     

 

Abb. 4.2: IF der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ unter Verwendung der Einzelseren 21 -  39 
 

Aus den Abbildungen 4.1 bzw. 4.2 wird deutlich, dass sowohl in Bezug auf die Häu-
figkeit als auch die Intensität der Detektion der insgesamt 16 unterschiedlichen sicht-
baren Allergene erhebliche Differenzen zwischen den Einzelseren auftreten. Es fällt 
weiterhin auf, dass die Patientenseren, welche höhere spezifische IgE-Gehalte auf-
weisen grundsätzlich eine intensivere Allergendetektion ermöglichen. Aus diesem 
Grund wird in allen folgenden Untersuchungen ein Poolserum verwendet, das sich 
lediglich aus den Seren Nr. 1 bis Nr. 15, welche IgE-Gehalte zwischen 0.85 und 
19.84 U/ml aufweisen, zusammensetzt. Somit wird die hinreichende Detektion aller 
Gartenerbsenallergene gewährleistet. Zur Betrachtung der Relevanz einzelner Gar-
tenerbsenallergene erfolgt die Zusammenstellung der Detektionshäufigkeit in Ab-
hängigkeit vom MG in Abbildung 4.3. 

 

Da  die Allergene mit 
MG von 20, 25, 28, 
30, 32, 37 und 40 kDa 
mit einer Häufigkeit 
> 50 % detektiert wer-
den, kommt diesen Al-
lergenen in Bezug auf 
das eingesetzte Pati-
entengut die größte 
immunologische Be-
deutung zu. 

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle    
21: SK 22: LB 23: RD 24: EH 25: IO 26: UR 27: PK 28: BW 29: MW 30: HS 
31: JMA 32: SB 33: IC 34: AD 35: JHE 36: JK 37: EK 38: PE 39: DS  
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Eine Verallgemeinerung hinsichtlich der tatsächlich vorherrschenden Relevanz die-
ser IgE-bindenden Proteine ist aufgrund der lediglich 39 Patienten umfassenden Stu-
die jedoch nicht möglich. Es ist jedoch zu vermuten, dass es sich um Hauptallergene 
handelt. 
 

Des weiteren werden vier niedermolekulare Allergene mit MG von 14, 16, 18 bzw. 
22 kDa sowie ebenfalls vier Allergene mit höheren MG (45, 50, 66 und 75 kDa) mit 
einer Häufigkeit zwischen 10 und 50 % detektiert. Bedingt durch die z. T. starke An-
färbung, welche im allgemeinen mit der Bindungskraft der IgE-Antikörper an die Epi-
tope einhergeht, besitzen auch diese Allergene Bedeutung für die Gesamtallergenität 
der Gartenerbse. Lediglich das Allergen mit einem MG < 14 kDa, welches von drei 
Patienten (4, 7, 32) detektiert wird, kann als Minorallergen eingestuft werden. 
 
 
Die Bestimmung der pI der Gartenerbsenallergene erfolgt anhand eines nativen Ex-
traktes der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ mittels IEF in einem pH-Bereich von 3 bis 7. 
Nach elektrophoretischer Trennung wird einerseits mittels AgF eine Visualisierung 
aller Proteine des nativen Extraktes sowie des pI-Markers durchgeführt. Andererseits 
erfolgt der Transfer auf eine NC-Membran und die anschließende IF unter Verwen-
dung des Gartenerbsen-Poolserums zur Detektion der Allergene in Abhängigkeit 
ihrer pI. Der pI-Marker wird in diesem Fall durch die AuF angefärbt. Die Darstellun-
gen dieser Färbungen sind in Abbildung 4.4 dokumentiert. 

 
 

IEF IEF/Semidry-Blotting SDS-PAGE SDS-PAGE/Semidry-Blotting

AgF AuF IF AgF AuF IF 
pIM 1  2 K MGM 3 MGM 4 K 

 

6.9 
 
 
 
 
 

6.0 
 
 

5.3
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4.5
4.2 

 
3.5 
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6.0 
 
 

5.3/ 
5.2 

 

4.5 
4.2 

 
 
 

3.5 
 

    
 
 
 

 

94 kDa 
67 kDa 

 
 
 

43 kDa 
 
 

30 kDa 
 
 

20 kDa 
 

14 kDa 
 
 
 

   
 
 
 
 

94 kDa 
67 kDa 

 
 
 
 
 

43 kDa 
 
 
 

30 kDa 
 

20 kDa 
 
 

14 kDa 
 
 
 

   

 

MGM: Molekulargewichtsmarker pIM: pI-Marker 1 - 4: Gartenerbse „Maxigolt“ K: Kontrolle 
 

Abb. 4.4: AgF und IF nach IEF bzw. SDS-PAGE der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ 
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Der mittels SDS-PAGE getrennten und silbergefärbten Extrakt (3) weist verschiede-
ne Proteinbanden im MG-Bereich < 14 kDa bis > 94 kDa auf. Neben diffusen Anfär-
bungen im höhermolekularen Bereich können Proteine mit MG < 14, 18, 20, 25, 30, 
32, 37, 40, 55, 70 und 94 kDa eindeutig zugeordnet werden.  
Die IF (4) zeigt die sechzehn bereits durch die Einzelseren-Anfärbung detektierten 
Allergene in stark variierender Intensität. So werden die Allergene mit MG von 14, 
20, 25, 28, 37, 40, 45, 50, 66 und 75 kDa mit mittlerer bzw. starker Intensität nachge-
wiesen. Dagegen sind die Banden der Allergene mit MG < 14, 16, 18, 22, 30 und 
32 kDa wesentlich schwächer angefärbt. Das K zeigt keine Banden, so dass unspe-
zifische Bindungen ausgeschlossen werden können. 
 

Der native Proteinextrakt der Gartenerbsensorte „Maxigolt“, welcher mittels IEF ge-
trennt und durch die Silberfärbung visualisiert worden ist (1), zeigt insgesamt acht 
Proteine im neutralen und sauren Bereich. Dabei handelt es sich um drei diskret vor-
liegende Banden mit pI von 6.9, 6.7 und 4.8. Weiterhin können vier diffuse Banden 
im Bereich von pH 6.2 bis 5.9 sowie eine weitere mit einem pI von 5.3 angefärbt wer-
den. Mittels IF nach zuvor erfolgter IEF (2) können vier dieser Banden mit pI von 6.1, 
6.0, 5.9 sowie 5.3 als IgE-bindende Proteine charakterisiert werden. Neben diesen 
drei im neutralen bis leicht sauren Bereich vorliegenden Allergenen kann zusätzlich 
ein Allergen mit einem pI von 4.0 detektiert werden, welches in der Silberfärbung 
nicht detektiert wird. Da auch hier das K keine Anfärbungen zeigt, können unspezi-
fische Bindungen wiederum ausgeschlossen werden. 
 

 
4.1.2 Reifungseinfluss 
 

Um eine potenzielle Abhängigkeit der Allergenität im Verlauf der Reifung von Garten-
erbsen nachweisen zu können, wird ein Reifungsversuch mit fünf Gartenerbsensor-
ten durchgeführt, wobei im folgenden lediglich die Ergebnisse der Sorte „Maxigolt“ 
(MA) dargestellt sind. Aufgrund der Konzeption der Anpflanzung ist die Ernte nach 
unterschiedlichen Reifungszeiten gewährleistet. 
 

Es werden insgesamt jeweils ca. 100 g Gartenerbsensamen nach 70, 77, 84 bzw. 91 
Tagen geerntet. Anschließend wird der jeweilige Mittelwert des Samengewichtes be-
stimmt und für alle weiteren Untersuchungen lediglich Samen mit einer maximalen 
Gewichts-Standardabweichung von 0.05 g verwendet. Sowohl die Trockenmassen 
(siehe Anhang 7.4) als auch die Gesamtstickstoffgehalte (siehe Anhang 7.5) der ein-
zelnen Reifungsstufen (RS) werden bestimmt (Ergebnisse siehe Tabelle 4.1). Die 
Darstellung der Gesamtproteinmuster mittels AgF nach zuvor durchgeführter SDS-
PAGE, sowie des Allergenspektrums mittels IF (siehe Abbildung 4.5) nach SDS-
PAGE/Semidry-Blotting erfolgt an mittels TTE (siehe Anhang 7.3.1) erhaltenen Ge-
samtproteinextrakten. Die relative Quantifizierung der allergenen Potenziale dieser 
Extrakte erfolgt durch EAST-Inhibition (C50-Werte siehe Tabelle 4.1 bzw. Anhang 7.5) 
unter Verwendung eines festphasengebundenen Extraktes der RS 4. 
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Die gemittelten Einzelgewichte der untersuchten RS zeigen eine kontinuierliche Ge-
wichtszunahme, wobei die RS 1 ein durchschnittliches Gewicht von 0.21 g aufweist, 
die RS 4 mit 1.11 g diesen Wert um das fünffache übersteigt. Anhand der grundana-
lytischen Daten ist weiterhin festzustellen, dass der Wassergehalt im Verlauf der Rei-
fung von 80.4 % auf 49.5 % beständig abnimmt, wohingegen eine stetige Zunahme 
des Proteingehaltes von ursprünglich 5.9 % auf 10.9 % festzustellen ist. Die C50-Wer-
te der EAST-Inhibition zeigen fallende Werte von 7.5 µg/ml der RS 1 auf 0.7 µg/ml für 
die vierte RS (siehe Tab. 4.1), wodurch ein zunehmendes allergenes Potenzial im 
Verlauf der Reifung angezeigt wird. 
 

Der elektrophoretisch getrennte und anschließend silbergefärbte Gesamtproteinex-
trakt der ersten RS (Abb. 4.7, 1) zeigt diverse Banden im MG-Bereich zwischen 20 
und 94 kDa. Alle charakteristischen Banden < 67 kDa dieses Extraktes werden eben-
falls in den RS 2 bis 4 (Abb. 4.7, 2 - 4) detektiert. Darüber hinaus zeigen diese Ex-
trakte mit zunehmender Reifungsdauer eine steigende Anzahl an Proteinen mit MG 
< 20 kDa sowie eine Zunahme der Detektionsintensität verschiedener Proteine. 
 

Ein ähnliches Bild zeigen die IF der RS 1 bis 4 (Abb. 4.7, 5 - 8). So werden im Ge-
samtproteinextrakt der ers-
ten RS (5) bereits sechs dis-
krete Allergene mit MG von 
14, 28, 40, 45, 66 und 
75 kDa detektiert. Darüber 
hinaus sind unspezifische 
Färbungen im höhermoleku-
laren Bereich erkennbar. Im 
Vergleich dazu wird lediglich 
die 66-kDa-Bande in den fol-
genden RS (6 - 8) nicht de-
tektiert, alle weiteren Aller-
gene werden mit zunehmen-
der Intensität detektiert. Zu-
sätzlich werden IgE-binden-
de Proteine mit MG von 22 
bzw. 37 kDa (6 - 8), 
< 14 kDa (7, 8) sowie 16 
und 18 kDa (8) detektiert.  

Reifungszeit [d] Gewicht [g] Wassergehalt [%] Proteingehalt [%] C50-Werte [µg/ml] 
70 0.21 80.4 5.9 7.5 
77 0.59 72.1 7.6 3.5 
84 0.84 60.6 10.0 1.4 
91 1.11 49.5 10.9 0.7 

SDS-PAGE SDS-PAGE/ 
Semidry-Blotting 

AgF BBF IF 
MGM 1 2 3 4 MGM 5 6 7 8 K
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MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 
1, 5: RS 1 2, 6: RS 2 3, 7: RS 3 4, 8: RS 4 

T 50
bb. 4.5: AgF und IF der RS 1 - 4
ab. 4.1: Grundanalytische Kenndaten und C -Werte der RS
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Tab. 4.2: Anteile der Proteinfraktionen 

Unspezifische Bindungen können ausgeschlossen werden, da die mit dem Serum 
eines nicht-Atopikers inkubierte NC-Membran (K) keine Anfärbungen zeigt. 
Sowohl die zunehmende Anzahl an Allergenen als auch die steigende Bindungska-
pazität der einzelnen IgE-bindenden Proteine sowie die mittels EAST-Inhibition ermit-
telten sinkenden C50-Werte bestätigen den Anstieg der Allergenität im Verlauf der 
Reifung.  
 

Um die Zuordnung der Allergene auf die Proteinfraktionen Glutelin, Globulin und Al-
bumin vornehmen zu können und somit eine Lokalisierung der Allergene zu ermög-
lichen, wird eine FE aller RS nach Anhang 7.3.2 durchgeführt. Von den Einzelfraktio-
nen werden die Anteile am Gesamtproteingehalt (siehe Tab. 4.2), das Gesamtpro-
tein- und Allergenspektrum (siehe Abb. 4.6) sowie die allergene Potenz bestimmt 
(siehe Tab. 4.3). 
 

 

Die Berechnung der Anteile der einzel-
nen Proteinfraktionen am Gesamtpro-
teingehalt ergibt für die Gluteline 
Werte zwischen 15.4 und 19.8 %, wo-
bei ein tendenzieller Verlauf hinsicht-

lich der Reifung nicht ermittelt werden kann. Im Gegensatz dazu steigt der Albumin-
anteil im Verlauf der Reifung von ursprünglich 19.0 auf 30.3 % an und nimmt der Glo-
bulinanteil von 61.2 auf 48.3 % ab. 
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Abb. 4.6: AgF und IF der Proteinfraktionen der RS 1 - 4 

Reifungszeit 
[d] 

Gluteline 
[%] 

Globuline 
[%] 

Albumine
[%] 

70 19.8 61.2 19.0 
77 18.7 58.5 22.8 
84 15.4 53.1 31.5 
91 21.5 48.3 30.3 

MGM: Molekulargewichtsmarker  K: Kontrolle 
1, 13: Gluteline, RS 1 2, 14: Gluteline, RS 2 3, 15: Gluteline, RS 3 4, 16: Gluteline, RS 4 
5, 17: Globuline, RS 1 6, 18: Globuline, RS 2 7, 19: Globuline, RS 3 8, 20: Globuline, RS 4 
9, 21: Albumine, RS 1 10, 22: Albumine, RS 2 11, 23: Albumine, RS 3 12, 24: Albumine, RS 4 
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Tab. 4.3: C50-Werte der Einzelproteinfraktionen in [µg/ml]

Die Silberfärbung der Glutelin-Fraktion der RS 1 (1) zeigt bei einer insgesamt nur 
schwachen Färbung lediglich drei Proteine im MG-Bereich von 43 bis 75 kDa. Im 
Vergleich dazu wird in den Glutelin-Fraktionen der höheren RS (2 - 4) eine Vielzahl 
von Proteinen im MG-Bereich von 14 kDa bis 94 kDa detektiert. Ein tendenzieller An-
stieg der Detektionsintensitäten bzw. der Anzahl der sichtbaren Proteine in den 
Glutelin-Fraktionen mit zunehmender Reifung ist nicht feststellbar. Ähnliche Verhält-
nisse liegen sowohl in den silbergefärbten Globulin- (5 - 8) als auch den Albumin-
Fraktionen (9 - 12) vor. So ist für die Gluteline bzw. Albumine, besonders beim Über-
gang von der jeweils ersten zur zweiten RS, eine steigende Anzahl der detektierten 
Proteine sowie eine verstärkte Detektionsintensität feststellbar. Die charakteristi-
schen Proteinbanden der Globulin-Fraktionen weisen MG von 24, 40, 45 und 66 kDa, 
die der Albumin-Fraktionen von < 14, 14, 25 und 32 kDa auf. 
 

Die IF aller vier RS der Glutelin-Fraktionen (13 - 16) weisen IgE-bindende Proteine 
mit MG von 14, 28, 40 und 45 kDa auf. Darüber hinaus werden lediglich in den RS 2 
bis 4 (14 - 16) Allergene mit MG von 20 bzw. 75 kDa und in den RS 3 und 4 (15, 16) 
ein Allergen mit einem MG von 22 kDa detektiert. Im Gegensatz zur AuF weist bei 
der spezifischen Allergendetektion jedoch die RS 1 (13) die höchste Detektionsinten-
sität auf, die übrigen RS (14 - 16) unterscheiden sich nicht. 
 

Die IF der Globulin-Fraktionen (17 – 20) weisen insgesamt die geringste Färbung al-
ler Einzelproteinfraktionen auf, wobei diskrete Banden bei 28, 32, 40, 50 und 75 kDa 
detektiert werden. Die Detektionsintensität verhält sich vergleichbar den Glutelin-
Fraktionen. Im Gegensatz dazu weisen die Albumin-Fraktionen die stärksten Fär-
bungen auf. In allen Extrakten (20 - 24) werden Allergene mit MG von 14, 28, 32, 40, 
45 und 66 kDa detektiert. Darüber hinaus enthalten die RS 2 bis 4 (21 - 24) IgE-bin-
dende Proteine mit MG von 20, 22 und 75 kDa. Unspezifische Anfärbungen sind 
lediglich in der IF der ersten RS (20) erkennbar, wohingegen das K keine unspezifi-
schen Bindungen zeigt. 
 

Zur relativen Quantifizierung der allergenen Potenz der zwölf Einzelproteinfraktionen 
wird eine EAST-Inhibition unter Verwendung eines mittels TTE hergestellten festpha-
sengebundenen Gesamtproteinextraktes der RS 4 und der jeweiligen Einzelprotein-
fraktion als Inhibitorextrakt durchgeführt (siehe Tab. 4.3 bzw. Anhang 7.6). 
 

Insgesamt weisen alle zwölf unter-
suchten Einzelproteinfraktionen 
niedrige C50-Werte und damit hohe 
allergene Potenziale auf. Im Ver-
lauf der Reifung nehmen die Aller-

genitäten dabei stetig zu, die einzige Ausnahme bildet der Übergang von Albumin-
Fraktion 2 zu 3. Den jeweils geringsten Anteil zur Gesamtallergenität einer RS trägt 
die Globulin-Fraktion, den höchsten die Albumin-Fraktion bei, so dass Überein-
stimmungen zu den mittels IF ermittelten Ergbnissen vorliegen. Die weiteren vier 
unter-suchten Sorten weisen vergleichbare Ergebnisse auf (nicht dargestellt). 

RS Gluteline Globuline Albumine 
1 1.0 4.8 0.5 
2 0.9 3.3 1.0 
3 0.8 3.5 0.3 
4 0.6 2.0 0.2 
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Tab. 4.4: Kenndaten der Gartenerbsensorten

4.1.3 Sortenvergleich 
 

Ein potenzieller Sorteneinfluss auf das allergene Potenzial der Gartenerbse wird an-
hand der fünf Sorten „Kleine Rheinländerin“ (KR), „Allerfrüheste Mai“ (AM), „Maxigolt“ 
(MA), „Sprinter“ (SP) und „Wunder von Kelvedon“ (WK) überprüft. Die Untersuchun-
gen werden an jeweils 30 g der voll ausgereiften Samen eines Anbauversuches 
durchgeführt.  
 

Neben der Bestimmung des Mittelwertes der Stückgewichte der Samen werden der 
Wasser- und Gesamtstickstoffgehalt ermittelt, um durch Reifungsunterschiede her-
vorgerufene Allergenitäts-Unterschiede ausschließen zu können (Ergebnisse siehe 
Tab. 4.4). Weiterhin erfolgt die Darstellung des Gesamtprotein- und des Allergen-
musters (siehe Abbildung 4.7). Zur relativen Quantifizierung des allergenen Potenzi-
als durch EAST-Inhibition (C50-Werte siehe Tabelle 4.5) werden die jeweils fest-
phasengebundenen Extrakte der einzelnen Sorten mit allen anderen Sorten inhibiert. 
 

Die grundanalytischen Kenndaten 
der einzelnen Gartenerbsensorten 
weisen sowohl bezüglich des ge-
mittelten Stückgewichtes der Ein-
zelsamen als auch hinsichtlich der 
Wasser- und Proteingehalte starke 
Schwankungen auf. Dabei ist je-

doch der zu erwartende Zusammenhang, dass Samen mit geringerem Stückgewicht 
höhere Wasser- und niedrigere Proteingehalte aufweisen, nicht gegeben. Es lassen 
sich aus den ermittelten Werten keine Zusammenhänge über die tendenziellen Ver-
knüpfungen der einzelnen Kenngrößen ableiten. 
 

Die in Abbildung 4.7 dargestellten unspezifischen Anfärbungen der Gesamtprotein-
extrakte (1 - 5) sowie die spezifischen Darstellungen der Allergenspektren (6 - 10) 
der fünf Gartenerbsensorten weisen grundsätzlich starke Ähnlichkeiten auf. Lediglich 
die Sorte AM (2) zeigt ein weniger differenziertes und mit verminderter Intensität her-
vortretendes Proteinspektrum. In allen weiteren untersuchten Sorten (1, 3, 4, 5) wer-
den die charakteristischen Proteine mit MG < 14, 16, 20, 25, 30, 32, 37, 40, 70 und 
94 kDa in unterschiedlicher Intensität sichtbar.  
 

Für sämtliche der fünf Gartenerbsensorten werden durch die spezifische IF (6 - 10) 
Allergene mit MG von 14, 30, 40, 50 und 75 kDa angefärbt. Darüber hinaus weisen 
mit Ausnahme der Sorte KR (6), welche sowohl bezüglich der Detektionsintensität 
als auch des Allergenspektrums gegenüber den übrigen Sorten abfällt, alle weiteren 
Extrakte Allergene mit MG von 16, 18, 28, 32, 37, 45 und 66 kDa auf. Die Intensität 
der Detektion der einzelnen Banden ist starken Schwankungen unterworfen. Das 
Auftreten unspezifischer Bindungen kann durch die Inkubation mit dem K ausge-
schlossen werden. 

Sorte Stückgewicht 
[g] 

Wassergehalt
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

KR 1.10 56.0 11.2 
AM 0.65 48.9 10.9 
MA 1.11 49.5 10.9 
SP 1.05 65.1 8.3 
WK 0.80 69.4 9.4 
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gleichbares allerge-
nes Potenzial der un-
tersuchten Sorten mit 
Ausnahme der Varie-
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MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 
1, 6: „Kleine Rheinländerin“  2, 7: „Allerfrüheste Mai“ 
3, 8: „Maxigolt“ 4, 9: „Sprinter“ 5, 10: „Wunder von Kelvedon“ 
bb. 4.7: AgF und IF der Gartenerbsensorten 
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ab. 4.5: C50-Werte Sortenvergleich Gartenerbse [µg/ml] 

rund der unterschiedlichen Proteingehalte der jeweils zur Kopplung der Allergen-
cheiben eingesetzten Extrakte (siehe auch Anhang 7.7 bzw. 7.8) der unterschiedli-
hen Sorten ist jedoch lediglich der horizontale Vergleich von unter gleichen Bedin-
ungen hergestellten festphasengekoppelten Extrakten möglich. 

Die ermittelten C50-Werte 
(siehe Tabelle 4.5) der ein-
zelnen Sorten weisen gener-
ell sehr ähnliche Größenord-
nungen auf, wobei Abweich-
ungen durch Messwert-
schwankungen begründet 

ind. Somit kann die anhand der IF zu vermutende geringere Allergenität der Garten-
rbsensorte KR durch die EAST-Inhibition nicht bestätigt werden. Lediglich die Inku-
ation der festphasengebundenen Sorte KR mit der Sorte MA ergibt mit einem C50-
ert von 1.2 µg/ml einen signifikant kleineren Wert als alle übrigen C50-Werte dieser 

estphasengekoppelten Sorte, welche zwischen 6.8 und 10.4 µg/ml liegen. Da die In-
ibitorextrakte der Sorte MA jedoch in den weiteren Inhibitionsversuchen keine Ab-
eichungen von den übrigen Werten zeigen, kann nicht von einem höheren allerge-
en Potenzial dieser Gartenerbsensorte ausgegangen werden.  

 Inhibitor 
Festphase KR AM MA SP WK
„Kleine Rheinländerin“ (KR) 8.2 6.8 1.2 9.2 10.4
„Allerfrüheste Mai“ (AM) 7.8 5.7 10.4 6.0 7.4
„Maxigolt“ (MA) 11.3 4.9 6.5 9.1 15.6
„Sprinter“ (SP) 12.2 4.0 5.4 7.7 3.9
„Wunder von Kelvedon“ (WK) 5.2 10.8 8.0 6.5 7.6
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4.1.4 Untersuchung von Handelsprodukten 
 

Die Untersuchung von Handelsprodukten gibt grundlegende Hinweise auf den Ein-
fluss der Verarbeitung auf die Stabilität der Gartenerbsenallergene. Dabei werden in 
Anlehnung an die industriell durchgeführten Konservierungsverfahren hauptsächlich 
thermische Einflüsse untersucht, so dass neben Trockenerbsen (TE) und Tiefkühl-
erbsen (TKE) die Untersuchung von Glaskonservenerbsen (GKE) und Dosenkonser-
venerbsen (DKE) erfolgt. Zum einen werden die Produkte ohne Vorbehandlung (oV) 
zum anderen nach Zubereitung (nZ) gemäß Herstellerangaben untersucht. Weiterhin 
erfolgt die Untersuchung der bei der Zubereitung anfallenden Kochwässer (KW), um 
einen möglichen Übergang der Allergene auf Grund ihrer Wasserlöslichkeit zu er-
mitteln.  
 

Die mittels TTE isolierten Proteine werden elektrophoretisch aufgetrennt und an-
schließend mittels AgF (siehe Abb. 4.8) unspezifisch bzw. mittels IF (siehe Abb. 4.9) 
spezifisch detektiert. Weiterhin wird die Bestimmung des allergenen Potenzials mit-
tels EAST-Inhibition (siehe Tab. 4.6, Seite 46) durchgeführt. Nähere Angaben zu den 
untersuchten Handelsprodukten, weiteren Zutaten, sowie der Zubereitung gibt die 
Tabelle 7.2 in Anhang 7.6. 
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Abb. 4.8: AgF der Handelsprodukte nach SDS-PAGE 
 

Sämtliche in Abb. 4.8 dargestellten AgF zeigen eine Vielzahl von Proteinen im MG-
Bereich < 14 kDa bis 94 kDa. Dabei weisen die ohne weitere Verarbeitung aufge-
tragenen Extrakte der TE (1, 4) ein der nativen Gartenerbse (N) vergleichbares 

MGM: Molekulargewichtsmarker  N: native Gartenerbse 
1: TE 1 (oV) 2: TE 1 (nZ) 3: TE 1 (KW) 4:  TE 2 (oV) 5: TE 2 (nZ) 6: TE 2 (KW) 
7: TKE 1 (oV) 8: TKE 1 (nZ) 9: TKE 1 (KW) 10: TKE 2 (oV) 11: TKE 2 (nZ) 12: TKE 2 (KW) 
13: GKE (oV) 14: GKE (nZ) 15: GKE (KW) 16: DKE (oV) 17: DKE (nZ) 18: DKE (KW) 
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Bandenmuster auf. Auch die jeweiligen erhitzten Produkte (2, 5) und die bei der Er-
hitzung erhaltenen KW (3, 6) zeigen eine Vielzahl von Proteinbanden, wobei jedoch 
besonders im MG-Bereich von 20 bis 43 kDa eine deutlich geringere Anzahl an de-
tektierten Banden festzustellen ist. In den Extrakten 7 und 10, es handelt sich dabei 
um die ohne weitere Verarbeitung aufgetragenen TKE-Extrakte, werden deutlich 
weniger Proteinbanden detektiert. Im Vergleich dazu zeigen die jeweiligen erhitzten 
Produkte (8, 11) sowie die KW (9, 12) ein ähnliches Bandenmuster. 
Sowohl die ohne weitere Vorbehandlung untersuchte DKE als auch die GKE (13, 16) 
zeigt lediglich diffuse Anfärbungen, ohne dass diskrete Banden detektiert werden. 
Eine Veränderung des Bandenmusters nach Erhitzung (14, 17) bzw. in den KW (15, 
18) ist nicht feststellbar. 
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Abb. 4.9: IF der Handelsprodukte nach SDS-PAGE/Semidry-Blotting 
 

Bestätigung erfahren diese Ergebnisse durch eine IF derselben Extrakte, welche in 
Abbildung 4.9 dargestellt ist. So zeigen die Extrakte 1 und 4, es handelt sich hierbei 
um die ohne weitere Verarbeitung untersuchten Extrakte der TE, ein der nativen Erb-
se vergleichbares Allergenmuster. Auch hier ist ein deutlicher Verlust an niedermole-
kularen IgE-bindenden Proteinen durch Erhitzung (2, 5) feststellbar, da in diesen Ex-
trakten lediglich das 20-kDa-Allergen detektiert wird.  
Da in den KW (3, 6) ausschließlich dieses niedermolekulare Allergen sichtbar wird, 
kann ausgeschlossen werden, dass ein Übergang anderer wasserlöslicher Allergene 
stattgefunden hat. Im höhermolekularen Bereich > 43 kDa weisen die Extrakte ein 
den ohne weitere Verarbeitung aufgetragenen Extrakten vergleichbares Bild auf. 

MGM: Molekulargewichtsmarker N: native Gartenerbse K: Kontrolle 
1: TE 1 (oV) 2: TE 1 (nZ) 3: TE 1 (KW) 4:  TE 2 (oV) 5: TE 2 (nZ) 6: TE 2 (KW) 
7: TKE 1 (oV) 8: TKE 1 (nZ) 9: TKE 1 (KW) 10: TKE 2 (oV) 11: TKE 2 (nZ) 12: TKE 2 (KW) 
13: GKE (oV) 14: GKE (nZ) 15: GKE (KW) 16: DKE (oV) 17: DKE (nZ) 18: DKE (KW) 
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Bei den TKE weisen bereits die ohne weitere Verarbeitung untersuchten Extrakte 7 
und 10 ein vermindertes Allergenspektrum auf, wobei wiederum eine Ausdünnung im 
MG-Bereich < 43 kDa festzustellen ist. Da weder die zubereiteten Handelsprodukte 
(8, 11) noch die dabei erhaltenen KW (9, 12) eine deutliche Veränderung im Aller-
genspektrum zeigen, ist eine weitgehende Stabilität der verbliebenen Allergene ge-
genüber dem 10-minütigen Erhitzen abzuleiten. 
Ein deutlich anderes Bild zeigen die DKE bzw. GKE. Bereits die keiner weiteren Er-
hitzung unterworfenen Produkte (13, 16) zeigen lediglich 3 Allergene mit MG von 45, 
50 bzw. 66 kDa. Diese Allergene sind ebenfalls in den zubereiteten Handelsproduk-
ten (14, 17) sowie in den jeweiligen KW (15, 18) detektierbar. 
 

Tab. 4.6: C50-Werte der Handelsprodukte (siehe auch Tab. 7.2.2.4) 

 

Anhand der C50-Werte der EAST-Inhibition, deren Ergebnisse in Tabelle 4.6 darge-
stellt sind, wird deutlich, dass die ohne weitere Verarbeitung untersuchten Extrakte 
der TE (1, 4) ein der nativen Gartenerbse vergleichbares allergenes Potenzial auf-
weisen. Die erhitzten Produkte (2, 5) sowie die KW (3, 6) besitzen im Vergleich dazu 
ein wesentlich geringeres allergenes Potenzial. Im Gegensatz dazu zeigen die nicht 
weiter verarbeiteten TKE (7, 10) leicht erhöhte C50-Werte. Eine zusätzliche Erhitzung 
(8, 11) hat lediglich einen geringen Einfluss auf das allergene Potenzial dieser Han-
delsprodukte. Auch die KW (9, 12) unterscheiden sich nur unwesentlich von den un-
verarbeiteten Extrakten. Der hohe C50-Wert der ohne weitere Zubereitung untersuch-
ten GKE (13) zeigt ein stark vermindertes allergenes Potenzial an. Da sowohl das er-
hitzte Produkt (14), als auch das dabei anfallende KW (15) nochmals erhöhte Werte 
aufweisen, kann eine geringere Allergenität dieser Extrakte dokumentiert werden. 
Alle bisher ermittelten Ergebnisse bestätigen die in Abbildung 4.9 dargestellten IF. 

Kürzel Inhibitor Kochzeit [min] C50-Wert [µg/ml] 
N native Gartenerbse, Maxigolt - 1.6 
TE 1 (oV) Schälerbse, grün, glutenfrei - 1.0 
TE 1 (nZ) Schälerbse, grün, glutenfrei 45 27.9 
TE 1 (KW) Schälerbse, grün, glutenfrei 45 15.1 
TE 2 (oV) Schälerbse, gelb, glutenfrei - 2.7 
TE 2 (nZ) Schälerbse, gelb, glutenfrei 45 30.5 
TE 2(KW) Schälerbse, gelb, glutenfrei 45 21.4 
TKE 1 (oV) Junge Erbsen, Les Primeurs - 7.1 
TKE 1 (nZ) Junge Erbsen, Les Primeurs 10 7.9 
TKE 1 (KW) Junge Erbsen, Les Primeurs 10 8.7 
TKE 2 (oV) Erbsen, extra zart - 3.5 
TKE 2 (nZ) Erbsen, extra zart 10 6.4 
TKE 2(KW) Erbsen, extra zart 10 3.8 
GKE (oV) Junge Erbsen, extra fein - 41.1 
GKE (nZ) Junge Erbsen, extra fein 10 116.7 
GKE (KW) Junge Erbsen, extra fein 10 66.6 
DKE (oV) Erbsen, sehr fein - 5.2 
DKE (nZ) Erbsen, sehr fein 15 37.5 
DKE (KW) Erbsen, sehr fein 15 8.0 
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Im Gegensatz dazu sind die C50-Werte der DKE (16 bis 18) gegensätzlich zur IF. 
Zwar ist eine Erhöhung der Werte im Vergleich zu den anderen Handelsprodukten 
festzustellen, doch fällt diese wesentlich geringer aus als nach den Ergebnissen der 
IF zu erwarten gewesen wäre.  
 
 
4.1.5 Lagerung 
 

Die Tiefgefrierlagerung bei ca. - 20 °C nach Blanchieren stellt eine industriell häufig 
angewandte Konservierungsmethode dar. Um einen daraus resultierenden potenziel-
len Einfluss auf das allergene Potenzial der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ zu ermit-
teln, wird ein Langzeitlagerungsversuch durchgeführt. Dabei wird auf ein Blanchieren 
des frischen Ausgangsmaterials verzichtet, um mögliche Einflüsse durch die ther-
mische Belastung ausschließen zu können. Neben der üblichen Lagerungstempera-
tur von - 20 °C werden parallele Untersuchungen bei Temperaturen von - 80 °C 
durchgeführt. Zusätzlich zu den grundanalytischen Kenndaten Wasser- und Protein-
gehalt wird eine sensorische Überprüfung des gelagerten Probenmaterials durchge-
führt. Weiterhin erfolgt die Darstellung des Gesamtproteinmusters und des Allergen-
spektrums sowie die relative Quantifizierung des allergenen Potenzials. 
 
Tab. 4.7: Kenndaten des - 20 °C Lagerungsversuches der Gartenerbse 

 

Die in Tab. 4.7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass weder bezüglich des Wasser- 
noch des Proteingehaltes Veränderungen der bei - 20 °C gelagerten Gartenerbsen-
proben innerhalb des Gesamtlagerungszeitraumes von 68 Wochen auftreten. Auch 
die sensorischen Eigenschaften unterliegen keiner wahrnehmbaren Veränderung. 
 

Die AgF der Lagerungsproben (Abb. 4.10, 1 - 10) zeigen identische charakteristische 
Proteinbanden mit MG < 14, 14, 16, 18, 22, 25, 28, 32, 37, 45, 55 und 70 kDa. 
Weiterhin werden undifferenzierte Anfärbungen im höhermolekularen Bereich sicht-
bar. Auch bei den immungefärbten Proben (11 - 20) werden ähnliche Allergenspek-
tren detektiert, wobei Anfärbungen bei 14, 16, 20, 28, 30, 32, 45, 50 und 66 kDa zu 
verzeichnen sind. Bestätigt wird diese Allergenstabilität durch die lediglich gering-
fügig schwankenden C50-Werte von 11.6 bis 26.0 µg/ml der EAST-Inhibition, wodurch 
keine Änderung des allergenen Potenzials angezeigt wird. 

Lagerungsdauer 
[Wochen] 

Kennzeichnung Wassergehalt
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische 
Eigenschaften 

0 LV-E-0-20 80.1 5.3 11.6 arttypisch 
4 LV-E-4-20 80.3 5.5 22.8 arttypisch 
12 LV-E-12-20 80.6 5.3 26.0 arttypisch 
20 LV-E-20-20 81.4 5.2 23.6 arttypisch 
28 LV-E-28-20 82.6 5.3 11.4 arttypisch 
36 LV-E-36-20 83.0 5.1 10.6 arttypisch 
44 LV-E-44-20 81.9 5.4 12.7 arttypisch 
52 LV-E-52-20 82.0 5.6 12.0 arttypisch 
60 LV-E-60-20 82.6 5.2 16.0 arttypisch 
68 LV-E-68-20 83.2 5.2 17.9 arttypisch 
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MGM: Molekulargewichtsmarker  K: Kontrolle 
1, 11: LV-E-0-20 2, 12: LV-E-4-20 3, 13: LV-E-12-20 4, 14: LV-E-20-20 5, 15: LV-E-28-20 
6, 16: LV-E-36-20 7, 17: LV-E-44-20 8, 18: LV-E-52-20 9, 19: LV-E-60-20 10, 20: LV-E-68-20 
bb. 4.10: AgF und IF der - 20 °C Lagerungsproben 
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ie Ergebnisse der in identischer Weise bei einer Lagerungstemperatur von - 80 °C 
urchgeführten Studie zeigt Tabelle 4.8 sowie Abbildung 4.11.  
uch die bei - 80 °C gelagerten Gartenerbsen zeigen gegenüber der nativen Probe 
eder in ihren sensorischen Eigenschaften Veränderungen noch können signifikante 
nterschiede der Wasser- bzw. Proteingehalte ermittelt werden. 

ab. 4.8: Kenndaten des  - 80 °C Lagerungsversuches der Gartenerbsen 
Lagerungsdauer 

[Wochen] 
Kennzeichnung Wassergehalt

[%] 
Proteingehalt 

[%] 
C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische  
Eigenschaften 

0 LV-E-0-80 80.1 5.3 11.6 arttypisch 
4 LV-E-4-80 80.7 5.1 25.5 arttypisch 
12 LV-E-12-80 81.1 5.2 26.1 arttypisch 
20 LV-E-20-80 81.5 5.2 12.6 arttypisch 
28 LV-E-28-80 82.5 5.5 26.7 arttypisch 
36 LV-E-36-80 84.1 5.2 13.0 arttypisch 
44 LV-E-44-80 83.1 5.3 14.6 arttypisch 
52 LV-E-52-80 83.2 5.1 12.9 arttypisch 
60 LV-E-60-80 82.9 5.2 17.5 arttypisch 
68 LV-E-68-80 81.1 4.9 14.6 arttypisch 

owohl die AgF (Abb. 4.11, 1 - 10) als auch die IF (11 - 20) der bei - 80 °C gelager-
en Proben zeigen über den Gesamtlagerungszeitraum ein unverändertes Banden-
uster. Da auch die C50-Werte, die zwischen 11.6 und 26.7 µg/ml liegen, keine 
eränderung zeigen, kann gefolgert werden, dass weder die Lagerung bei - 20 °C 
och bei - 80 °C einen Einfluss auf die Allergenität der Gartenerbsen hervorruft. 
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Abb. 4.11: AgF und IF der - 80 °C Lagerungsproben 

 
 
4.1.6 Trocknung 
 

Die industrielle Herstellung von Trockenspeiseerbsen erfolgt i.a. durch Lufttrocknung 
unter Rotation bei Temperaturen von 58 °C. Dabei wird der Trocknungsvorgang bis 
zu einem Restwassergehalt der Gartenerbsen von 10 bis 11 % durchgeführt. Der 
notwendige Trocknungszeitraum bis zum Erreichen dieses Restwassergehaltes wird 
durch periodisches Auswiegen von insgesamt 600 g bei 58 ± 2 °C im Trocken-
schrank unter Rotation getrockneten Gartenerbsen der Sorte „Maxigolt“ ermittelt. 
Dabei wird in Abständen von 30 min über einen Zeitraum von 24 h der jeweilige 
Wassergehalt bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Tab. 4.9 bzw. 
Abb. 4.12 dargestellt. 
 
Anhand der Messreihe des Trocknungsversuches (Tab. 4.9) zeigt sich, dass in den 
ersten Stunden eine schnelle Abnahme des Wassergehaltes auf < 10 % erfolgt und 
sich dieser dann einem Wert von ca. 1.3 % annähert. Der gesuchte Restwasser-
gehalt wird dabei nach einer Trocknungszeit von ca. 9 h erreicht, so dass in diesem 
Bereich nach 8, 9 und 10 h eine verstärkte Probenahme erfolgt. Um den gesamten 
Bereich vom anfänglichen Wassergehalt der nativen Erbse von 80 % bis zum End-
wassergehalt von 1.3 % untersuchen zu können, werden außerdem Proben nach 0, 
0.5, 1, 2, 4, 14, 19 und 24 h gezogen. 

MGM: Molekulargewichtsmarker  K: Kontrolle 
1: LV-E-0-80 2: LV-E-4-80 3: LV-E-12-80 4:  LV-E-20-80 5: LV-E-28-80 
6: LV-E-36-80 7: LV-E-44-80 8: LV-E-52-80 9: LV-E-60-80 10: LV-E-68-80 
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Tab. 4.9: Wassergehalte des Trocknungsversuches (grau unterlegt: Probenahme) 
 

Trocknung 
[h] 

Wassergehalt 
[%] 

Trocknung 
[h] 

Wassergehalt 
[%] 

Trocknung 
[h] 

Wassergehalt 
[%] 

0 80.2 8 15.2 16.5 1.8 
0.5 76.2 8.5 12.8 17 1.8 
1 71.3 9 10.6 17.5 1.7 

1.5 66.6 9.5 8.7 18 1.6 
2 61.1 10 7.1 18.5 1.6 

2.5 56.8 11 4.9 19 1.5 
3 52.1 11.5 3.8 19.5 1.5 

3.5 47.9 12 3.0 20 1.5 
4 43.5 12.5 2.7 20.5 1.5 

4.5 39.9 13 2.5 21 1.4 
5 35.8 13.5 2.4 21.5 1.4 

5.5 32.1 14 2.2 22 1.4 
6 28.6 14.5 2.1 22.5 1.4 

6.5 24.9 15 2.0 23 1.3 
7 21.0 15.5 2.0 23.5 1.3 

7.5 17.9 16 1.9 24 1.3 

 
Auch die in Abbildung 4.12 dokumentierte graphische Darstellung des prozentualen 
Restwassergehaltes in Abhängigkeit von der Trocknungsdauer verdeutlicht den 
anfänglich schnellen Wasserverlust sowie die Annäherung an den Restwassergehalt 
von 1.3 %  
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Tab. 4.10: Kenndaten des Trocknungsversuches der Gartenerbsen   

Trocknung 
[h] 

Kenn- 
zeichnung

Wassergehalt 
[%] 

Trockenmasse
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

rel. Proteingehalt 
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

0 TV-E-0 80.2 19.8 5.3 26.8 11.6 
0.5 TV-E-0.5 76.2 23.8 5.3 22.3 5.4 
1.0 TV-E-1.0 71.3 28.7 5.4 18.8 10.6 
2.0 TV-E-2.0 61.1 39.9 5.5 13.8 11.3 
4.0 TV-E-4.0 43.5 56.5 6.9 12.2 8.3 
8.0 TV-E-8.0 15.2 84.8 23.0 27.1 8.8 
9.0 TV-E-9.0 10.6 89.4 22.4 25.1 6.7 
10.0 TV-E-10.0 7.1 92.9 21.8 23.5 7.5 
14.0 TV-E-14.0 2.2 97.8 21.8 22.3 13.0 
19.0 TV-E-19.0 1.5 98.5 22.4 22.7 11.3 
24.0 TV-E-24.0 1.3 99.7 24.4 24.7 13.6 

 

Die in Tabelle 4.10 dargestellten Ergebnisse zeigen eine durch den Wasserverlust 
begründete Erhöhung des absoluten Proteingehaltes im Verlauf des Trocknungspro-
zesses von 5.3 auf 24.4 %. Um einen potenziellen Proteinabbau während der Trock-
nung nachweisen zu können, ist die Berechnung des relativen Proteingehaltes durch 
Division des Proteingehaltes durch die Trockenmasse notwendig. Es zeigt sich an-
hand dieser Werte, dass bis zu einer Trocknungsdauer von vier Stunden parallel zum 
Wasserverlust ein Proteinabbau erfolgt. Erst anschließend bleibt der relative Protein-
gehalt mit Werten von 22.3 bis 27.1 % annähernd konstant. Die C50-Werte 
schwanken zwischen 5.4 und 13.6 µg/ml und zeigen keine größeren Veränderungen. 
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Abb. 4.13: AgF und IF des Gartenerbsen-Trocknungsversuches  

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 1, 12: TV-E-0 
2, 13: TV-E-0.5 3, 14: TV-E-1.0 4, 15: TV-E-2.0 5, 16: TV-E-4.0 6, 17: TV-E-8.0 
7, 18: TV-E-9.0 8, 19: TV-E-10.0 9, 20: TV-E-14.0 10, 21: TV-E-19.0 11, 22: TV-E-24.0 
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Die in Abbildung 4.13 dargestellten AgF (1 - 11) belegen diesen teilweisen Proteinab-
bau. So werden im nativen Extrakt (1) charakteristische Proteinbanden bei < 14, 14, 
16, 18, 20, 25, 28, 32, 37 und 43 kDa detektiert. Die Banden bei 55, 66, 75, 94 und 
> 94 kDa können nur sehr schwer vor dem stark angefärbten Hintergrund lokalisiert 
werden, sind aber nachweisbar.  
Die Proteinspektren des Trocknungsversuches (2 - 11) zeigen im niedermolekularen 
Bereich < 14 kDa deutliche Veränderungen. So wird die 14-kDa-Bande zwar über 
alle Stufen unverändert angefärbt, die beiden breiten Banden unterhalb von 14 kDa 
des nativen Extraktes werden jedoch im Laufe der Trocknung deutlich schwächer de-
tektiert. Sie können nach einstündiger Trocknung (3) als vier Banden, nach 10 h (8) 
nur noch als drei schmale Banden detektiert werden. Bereits nach 0.5 h (2) können 
das 16 bzw. 18-kDa-Protein nicht mehr angefärbt werden. Statt dessen werden so-
wohl in diesem Bereich als auch oberhalb 20 kDa jeweils eine breite Bande sichtbar, 
welche auch nach 24-stündiger Trocknung noch erhalten bleiben. Im Bereich von 
30 kDa werden im nativen Extrakt keine Proteine angefärbt, jedoch kann bei 0.5 h 
beginnend bis 24 h eine neue Bande detektiert werden. Die Proteine mit den MG von 
37 und 43 kDa sind unverändert bis zur letzten Trocknungsstufe nachweisbar. Im Be-
reich von 55 bis > 94 kDa können bereits nach 2 h (4) nur noch Banden bei 55, 60, 
75, 94 sowie > 94 kDa nachgewiesen werden. Das 55-kDa-Protein sowie die weit 
oberhalb des 94 kDa Markerproteins lokalisierten zwei Banden können ab einer 
Trocknungszeit von 10 h (8) nicht mehr detektiert werden. 
 

Die IF des Trocknungsversuches zeigt für die native Probe (12) allergene Banden 
< 14, 14, 16, 18, 20, 22, 30, 32, 37, 40, 45, 50, 66 und 75 kDa. Die Allergene mit MG 
von 16, 22 und 30 kDa können bereits nach halbstündiger Trocknung der Proben 
nicht mehr detektiert werden. Eine neue Bande erscheint dafür im Bereich von 23 bis 
27 kDa und ändert sich in der Intensität der Färbung bis zum Ende der Trocknung 
nicht mehr. Nach einstündiger Trocknung werden das 18- und 20-kDa-Allergen, nach 
4 h das Allergen < 14 kDa und nach 8 h das 37-kDa-Allergen nicht mehr detektiert. 
Die Allergene mit MG von 32, 40, 45, 50, 66 und 75 kDa bleiben bis zu einer Trock-
nungszeit von 24 h nachweisbar. Unspezifische Bindungen können durch die Inkuba-
tion mit dem K ausgeschlossen werden. 
 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass zwar leichte Veränderungen der Pro-
tein- und Allergenspektren, insbesondere im niedermolekularen Bereich, durch die 
Trocknung der Gartenerbsen auftreten, das allergene Potenzial jedoch unverändert 
bleibt. 
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4.1.7 Autoklavierung 
 

Die für den Autoklavierungsversuch gewählten Temperaturstufen von 60, 85, 100, 
121 und 140 °C bei einer jeweiligen Erhitzungsdauer von 20, 40 bzw. 60 Minuten 
entsprechen nicht den industriell angewandten Parametern zur Konservierung, son-
dern übersteigen z. T. deutlich die zur Herstellung von Konserven eingesetzten ther-
mischen Belastungen. Es soll vielmehr durch diese Versuchsanordnung ein Gesamt-
überblick über den Einfluss der Erhitzung auf die Allergenität der Gartenerbse auch 
unter extremen Bedingungen gewonnen werden. Dabei erfolgt die Auswahl der Tem-
peraturstufen in Anlehnung an die Herstellung von Trockenspeiseerbsen (60 °C), an 
die Pasteurisierung (85 °C) und Sterilisierung (121 °C), die Kochtemperatur (100 °C) 
und die Autoklavierung (140 °C). Die Autoklavierung von jeweils 50 g Gartenerbsen 
der Sorte „Maxigolt“ erfolgt dabei in einem handelsüblichen Laborautoklaven. 
 

Tab. 4.11: Kenndaten des Autoklavierungsversuches der Gartenerbsen   

Kenn-
zeichnung 

Temperatur 
[°C] 

Dauer 
[min] 

Trockenmasse
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische 
Eigenschaften 

AV-E-0-0 0 0 19.9 5.3 11.6 arttypisch 
AV-E-60-20 60 20 20.6 5.6 23.4 arttypisch 
AV-E-60-40 60 40 20.1 5.1 47.0 arttypisch 
AV-E-60-60 60 60 19.7 5.3 50.0 arttypisch 
AV-E-85-20 85 20 21.4 5.3 31.0 arttypisch 
AV-E-85-40 85 40 22.4 5.6 26.8 arttypisch 
AV-E-85-60 85 60 20.8 5.7 33.3 arttypisch 
AV-E-100-20 100 20 19.7 5.6 43.9 arttypisch 
AV-E-100-40 100 40 19.6 5.5 40.7 arttypisch 
AV-E-100-60 100 60 21.3 5.5 41.5 arttypisch 
AV-E-121-20 121 20 22.1 5.3 26.7 arttypisch 
AV-E-121-40 121 40 22.2 5.3 34.6 arttypisch 

AV-E-121-60 121 60 21.5 5.3 122.2 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch

AV-E-140-20 140 20 22.8 6.2 105.3 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch

AV-E-140-40 140 40 21.0 6.5 97.6 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch

AV-E-140-60 140 60 21.9 6.2 145.2 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch
 

Die in Tabelle 4.11 dokumentierten Trockenmassen liegen zwischen 19.6 und 
22.8 %, die Proteingehalte zwischen 5.1 und 6.5 %. Es wird deutlich, dass die Auto-
klavierung bei Temperaturen von 60, 85 und 100 °C weder Einfluss auf diese Para-
meter noch auf die sensorischen Eigenschaften hervorruft. Erst ab einer Temperatur 
von 121 °C kommt es zum geringfügigen Anstieg der Trockenmassen und ab einer 
Temperatur von 140 °C zur Erhöhung des Proteingehaltes. Diese Veränderungen 
verlaufen übereinstimmend zu den sensorischen Untersuchungen, die Einflüsse auf 
das Untersuchungsmaterial beginnend mit der Stufe AV-E-121-60 zeigen. 
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MGM: Molekulargewichtsmarker   
1: AV-E-0-0 2: AV-E-60-20 3: AV-E-60-40 4: AV-E-60-60 
5: AV-E-85-20 6: AV-E-85-40 7: AV-E-85-60 8: AV-E-100-20 
9: AV-E-100-40 10: AV-E-100-60 11: AV-E-121-20 12: AV-E-121-40 
13: AV-E-121-60 14: AV-E-140-20 15: AV-E-140-40 16: AV-E-140-60 
bb. 4.14: AgF des Gartenerbsen-Autoklavierungsversuches  
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mehr sichtbar. Bei 
en auf 85 °C erhitzten Proben (5 - 7) setzt sich diese Tendenz fort, so dass lediglich 
ereinzelte Banden im gesamten MG-Bereich detektiert werden. Dazu ähnliche Pro-
einspektren weisen die bei 100 °C bzw. für 20 sowie 40 min bei 121 °C autoklavier-
en Gartenerbsen auf (8 - 12), wobei eine durch Polymerisationsprodukte hervorge-
ufene deutlich zunehmende unspezifische Hintergrundfärbung wahrnehmbar ist. 
chließlich werden bei der für 60 min auf 121 °C (13) sowie den auf 140 °C erhitzten 
roben (14 - 16) lediglich Proteinbanden mit MG < 14, 28 und 45 kDa sowie eine 
ande im höhermolekularen Bereich detektiert. Diese Bande wird vermutlich durch 
on im Sammelgel verbleibenden Polymerisationsprodukten hervorgerufen. 

uch die spezifische Allergendetektion mittels IF (siehe Abb. 4.15) zeigt deutliche 
nterschiede der Allergenspektren zwischen der unbehandelten Gartenerbse (1) und 
en erhitzten Proben (2 - 16). Dabei ist wiederum eine abnehmende Anzahl der 
ichtbaren Banden sowie eine verminderte Detektionsintensität insbesondere im nie-
ermolekularen Bereich mit steigender Erhitzungstemperatur festzustellen.  
as K zeigt keine Anfärbungen, so dass unspezifische Anfärbungen ausgeschlossen 
erden können. 
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Abb. 4.15: IF des Gartenerbsen-Autoklavierungsversuches  

So werden im 
nativen Extrakt 
(1) charakteristi-
sche Allergen-
banden mit MG 
von 14, 16, 18, 
22, 25, 28, 30, 
37, 40, 45, 50, 
66 und 75 kDa 
detektiert. Be-
reits durch eine 
Erhitzung von 
20 min auf 
60 °C sowie 
durch alle stär-
keren thermi-
schen Belastun-
gen werden die 
Allergene mit 
MG von 16, 25 
bzw. 28 kDa 
nicht mehr de-
tektiert. Weiter-

hin werden ab einer Autoklavierungstemperatur von 100 °C die 14-, 37- und 40-kDa-
Allergene sowie ab 121 °C des 18-kDa-Allergens nicht mehr detektiert. Stabiler 
zeigen sich dagegen die Allergene im höhermolekularen Bereich. So werden selbst 
bei einer 40-minütigen Autoklavierung bei 140 °C noch IgE-bindende Proteine mit 
MG von 30, 45, 50, 66 und 75 kDa detektiert, die in ihrer Intensität jedoch vermindert 
sind. Selbst die maximale thermische Belastung von 60 min bei 140 °C führt nur zur 
teilweisen Reduktion der IgE-Bindungskapazität der Allergene mit MG von 50, 66 
und 75 kDa. 
 

Vergleichbare Ergebnisse liefern die in Tabelle 4.11 dargestellten C50-Werte der 
unter Verwendung eines festphasengebundenen nativen Extraktes durchgeführten 
EAST-Inhibitionen. Zeigen sich beim Übergang von der nativen Gartenerbse mit 
einem C50-Wert von 11.6 µg/ml zur ersten Erhitzungsstufe von 60 °C mit Werten von 
23.4 bis 49.6 µg/ml deutliche Veränderungen, so bleiben diese bei den weiteren Stu-
fen bei 85 °C, 100 °C sowie 121 °C bei 20 und 40 min bei Werten von 26.7 bis 
43.9 µg/ml aus. Erst die abschließende Autoklavierung bei 140 °C sowie die 60-
minütige Erhitzung bei 121 °C zeigen im Vergleich dazu deutlich erhöhte C50-Werte, 
die eine Verminderung der Allergenität der Gartenerbsen verdeutlichen. 

SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

AuF IF 
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MGM: Molekulargewichtsmarker  K: Kontrolle 
1: AV-E-0-0 2: AV-E-60-20 3: AV-E-60-40 4: AV-E-60-60 
5: AV-E-85-20 6: AV-E-85-40 7: AV-E-85-60 8: AV-E-100-20 
9: AV-E-100-40 10: AV-E-100-60 11: AV-E-121-20 12: AV-E-121-40 
13: AV-E-121-60 14: AV-E-140-20 15: AV-E-140-40 16: AV-E-140-60 
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4.1.8 Mikrowellenbehandlung 
 

Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften eignen sich Mikrowellen, kurzwellige 
hochfrequente elektromagnetische Schwingungen, zur Energieübertragung und kön-
nen deshalb sowohl zur oberflächlichen Keimabtötung als auch zum Garen verwen-
det werden. Durch die gewählte Versuchsanordnung der Mikrowellenbestahlung von 
jeweils 50 g des gefrorenen Probenmaterials, welches in einem geeigneten Gefäß 
befindlich unter Zusatz von 5 ml Wasser mit einer Leistung von 500 W bei steigen-
den Zeitintervallen behandelt wird, kann der potenzielle Einfluss auf die Allergenität 
der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ auch bei Extrembedingungen untersucht werden. 
 

Tab. 4.12: Kenndaten der Mikrowellenbehandlung der Gartenerbsen   

 

Anhand der ermittelten grundanalytischen Daten (siehe Tabelle 4.12) zeigt sich, dass 
die Mikrowellenbehandlung bereits bei einminütiger Bestrahlung zum Wasserverlust 
und damit zum Anstieg der Trockenmasse führt. Dadurch bedingt steigt ebenfalls der 
Proteingehalt der Gartenerbsen an. Durch Berechnung der relativen Proteingehalte, 
welche sich durch Division der absoluten Proteingehalte durch die Trockenmassen 
ergeben und die damit den Proteinanteil unter Berücksichtigung des Wasserverlustes 
wiedergeben, wird jedoch deutlich, dass dieser Wert konstant bleibt und somit kein 
Proteinabbau festzustellen ist. Bis zu einer Bestrahlungszeit von 5 min treten keine 
Veränderungen der sensorischen Eigenschaften der Gartenerbse auf. Anschließend 
sind jedoch eine leichte Braunfärbung sowie ein leichter Verbrennungsgeruch wahr-
nehmbar, die sich mit fortschreitender Bestrahlungsdauer weiter verstärken. 
 

Die AgF der zuvor elektrophoretisch getrennten Extrakte (Abbildung 4.16, 1 - 9) zeigt 
ebenfalls beginnend mit einminütiger Mikrowellenbestrahlung und bei fortschreiten-
der Bestrahlung zunehmend eine deutliche Veränderung des Proteinmusters der 
Gartenerbse. Besonders charakteristisch ist dabei die zunehmende Detektionsinten-
sität einzelner Proteinbanden nach zwei- bis sechsminütiger Bestrahlung und die 
anschließend folgende Minderung der Intensität. 

Kenn-
zeichnung 

Dauer 
[min] 

TM 
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

relativer Proteingehalt
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische 
Eigenschaften 

MW-E-N 0 18.4 5.3 28.8 1.2 arttypisch 
MW-E-1 1 21.2 5.8 27.4 2.0 arttypisch 
MW-E-2 2 24.6 7.4 30.1 3.8 arttypisch 
MW-E-3 3 29.9 8.4 28.1 9.9 arttypisch 
MW-E-4 4 31.8 10.4 32.7 5.2 arttypisch 
MW-E-5 5 50.5 13.7 27.1 5.2 arttypisch 

MW-E-6 6 54.7 13.3 24.3 3.8 
leichte Braunfärbung 
Verbrennungsgeruch 

MW-E-7 7 68.2 19.0 27.9 7.7 
leichte Braunfärbung 
Verbrennungsgeruch 

MW-E-8 8 75.4 20.1 26.7 7.1 
stärkere Braunfärbung
Verbrennungsgeruch 

MW-E-9 9 91.8 28.7 31.3 25.3 
starke Braunfärbung 
Verbrennungsgeruch 
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SDS-PAGE SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

AgF AuF IF 
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Abb. 4.16: AgF und IF der Gartenerbsen-Mikrowellenbehandlung 
 

Insbesondere die in der unbehandelten Gartenerbse (N) nur schwach detektierten 
Banden mit MG < 14, 16, 18, 20, 25, 35, 45, 60 und 75 kDa zeigen dieses Detekti-
onsverhalten. 
 

Im Gegensatz dazu zeigen die IF eine Abnahme der Anzahl der Allergenbanden so-
wie der Detektionsintensitäten mit zunehmender Bestrahlungsdauer. So werden die 
im nativen Extrakt (N) detektierten Allergene im niedermolekularen Bereich mit MG 
von 14, 16, 18, 20, 22 und 25 kDa lediglich bis zur einminütigen Bestrahlung sichtbar 
(10). Die Allergene mit MG von 40 bzw. 50 kDa zeigen sich bis zu einer Mikro-
wellenbestrahlung von 2 min (11) und das 32-kDa-Allergen bis zu 4 min stabil (13). 
Bis zu einer Dauer von 8 min (17) können die Banden bei 28, 30 und 66 kDa ange-
färbt werden, wobei die Detektionsintensitäten jedoch mit zunehmenden Bestrahl-
ungszeiten erheblich abnehmen. Am stabilsten zeigen sich die auch nach neun-
minütiger Mikrowellenbestahlung (17) detektierbaren Allergene mit MG von 37, 45 
und 75 kDa.  
 

Die in Tabelle 4.12 aufgeführten C50-Werte weisen generell eine steigende Tendenz 
beginnend mit 1.2 µg/ml für die unbehandelte Gartenerbse und 25.3 µg/ml für die 
9 min bestrahlte Probe auf und zeigen somit ein sinkendes allergenes Potenzial im 
Verlauf der Bestrahlung. Auch die Zwischenwerte verhalten sich ansteigend, wobei 
jedoch z.T. erhebliche Schwankungen auftreten. 
  

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle  N: MW-E-N  
1, 10: MW-E-1 2, 11: MW-E-2 3, 12: MW-E-3 4, 13: MW-E-4 5, 14: MW-E-5 
6, 15: MW-E-6 7, 16: MW-E-7 8, 17: MW-E-8 9, 18: MW-E-9  
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4.1.9 In-vitro-Verdauung 
 

Die Persistenz von Proteinen gegenüber proteolytischen Enzymen stellt einen wichti-
gen Parameter bei der Beurteilung der Bedeutung einzelner Allergene dar. Um die 
Übertragbarkeit von In-vitro-Studien auf die menschliche Verdauung zu gewährleis-
ten, ist eine Simulation unter möglichst realitätsnahen Bedingungen nötig. Gleichzei-
tig muss eine Vergleichbarkeit unterschiedlicher Behandlungen durch das Vorhan-
densein von identischem Ausgangsmaterial sichergestellt sein.   
Zur Untersuchung des Einflusses der enzymatischen Verdauung auf die Allergene 
der Gartenerbsensorte „Maxigolt“ werden zunächst die Proteine nach 7.3.3 aus un-
behandeltem Ausgangsmaterial bei einer Temperatur von 37 °C extrahiert und an-
schließend aliquote Anteile dieser Lösung lyophilisiert, so dass identische Ansätze 
für vergleichende Untersuchungen eingelagert werden können. 
 

Ausgehend von diesen Ansätzen wird im ersten Schritt die Simulation der Magenver-
dauung anhand der rehydratisierten Lyophilisate vorgenommen. Dazu wird zum ei-
nen der Einfluss der Magensäure durch Einstellung auf pH 2, zum anderen die Aus-
wirkungen des Enzyms Pepsin in unterschiedlichen Aktivitäten bei jeweils vari-
ierenden Zeitintervallen untersucht. Die Inkubationen erfolgen dabei bei einer Tem-
peratur von 37 °C unter Rühren. Die Ergebnisse der EAST-Inhibition sowie die ge-
wählten Kürzel zur Zuordnung präsentiert Tabelle 4.13. Die Ergebnisse der Anfär-
bung des Gesamtproteinmusters mittels AgF nach elektrophoretischer Trennung und 
des Allergenspektrums durch IF nach SDS-SAGE/Semidry-Blotting sind in Abbil-
dung 4.17 dargestellt. 
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Abb. 4.17: AgF und IF der simulierten Magenverdauung der Gartenerbse 

MGM: Molekulargewichtsmarker N: MV-E-N  Pep: Pepsinlösung 
1, 9: MV-E-pH-120 2, 10: MV-E-pH-180 3, 11: MV-E-pH-240 4, 12: MV-E-Pep-1 
5, 13: MV-E-Pep-2 6, 14: MV-E-Pep-3 7, 15: MV-E-Pep-4 8, 16: MV-E-Pep-5 
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Durch Vergleich der in Abbildung 4.17 dargestellten AgF der für 2 bis 4 h bei einer 
Temperatur von 37 °C und einem pH-Wert von 2 ohne Pepsin-Zusatz inkubierten 
Gartenerbsenextrakte (1 - 3) mit der nativen Probe (N) wird deutlich, dass eine der-
artige Behandlung lediglich geringfügige Veränderungen im niedermolekularem Pro-
teinspektrum sowie eine leichte Verminderung der Detektionsintensität einzelner Pro-
teinbanden hervorruft. Im Gegensatz dazu führt bereits der Zusatz einer Pepsin-Lö-
sung mit einer Aktivität von 6.8 · 101 U/l (4) zum vollständigen Abbau diverser Prote-
ine im gesamten MG-Bereich. Auch die Detektionsintensität der verbleibenden Prote-
inbanden ist im Vergleich zum nativen Gartenerbsenextrakt erheblich herabgesetzt. 
Eine Erhöhung der Pepsinaktivität auf Werte von 6.8 · 102 U/l bis maximal 
6.8 · 105 U/l (5 - 8) ruft im Vergleich zum mit einer Pepsinaktivität von 6.8 · 101 U/l in-
kubierten Gartenerbsenextrakt wiederum nur geringfügige Veränderungen hervor. So 
kommt es zu einer Verstärkung der Detektionsintensität niedermolekularer Protein-
banden, bei denen es sich vermutlich um Proteinfragmente handelt, sowie zum voll-
ständigen Abbau zuvor schwach visualisierter höhermolekularer Proteine. Die elek-
trophoretisch aufgetrennte Pepsinlösung mit einer Aktivität von 6.8 · 102 U/l zeigt nur 
eine schwach angefärbte Proteinbande mit einem MG von 22 kDa. 
 
Das Allergenspektrum der nativen Gartenerbse (N) zeigt die charakteristischen Ban-
den mit MG von 14, 20, 25, 28, 30, 32, 37, 40, 45, 50, 66 und 75 kDa. Eine Verän-
derung dieses Spektrums bzw. der Detektionsintensität ist durch die Inkubation im 
sauren Milieu (9 - 11) auch bei Ausdehnung der Inkubationszeit auf 240 min (11) 
nicht zu beobachten. Auch der Zusatz der Pepsinlösung mit einer Aktivität von 
6.8 · 101 U/l (12) hat nur geringfügige Veränderungen hinsichtlich des Abbaus der Al-
lergene mit MG von 14 bzw. 30 kDa zur Folge. Eine Erhöhung der Pepsinaktivität auf 
Werte von 6.8 · 102 U/l bis 6.8 · 105 U/l (13 - 16) ruft keine weiteren Veränderungen 
hervor. 
 
Die in Tabelle 4.13 dargestellten C50-Werte der EAST-Inhibition der einzelnen Extrak-

te bestätigen die Ergebnisse der 
ab. 4.13: Kenndaten der simulierten Magenverdauung  
  
- 59 - 

IF. Ausgehend vom nativen Gar-
tenerbsenextrakt mit einem Wert 
von 2.3 µg/ml ist keine charakter-
istische Erhöhung der Werte für 
die zwei- bis vierstündige Inkuba-
tion im sauren Milieu zu verzeich-
nen. Durch den Pepsinzusatz 
kommt es zum Anstieg der C50-
Werte (14.4 - 23.4 µg/ml), wobei 
wiederum kein Einfluss der Pep-
sinaktivität festzustellen ist. 
 

Kennzeichnung 
Pepsin-Aktivität 

[U/l] 
Dauer 
[min] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

Pep 6.8 · 102 - n.e. 
MV-E-N - - 2.3 
MV-E-pH-120 - 120 2.5 
MV-E-pH-180 - 180 3.5 
MV-E-pH-240 - 240 2.8 
MV-E-Pep-1 6.8 · 101  180 15.8 
MV-E-Pep-2 6.8 · 102 180 16.1 
MV-E-Pep-3 6.8 · 103 180 19.4 
MV-E-Pep-4 6.8 · 104 180 14.4 
MV-E-Pep-5 6.8 · 105 180 23.4 
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Durch die Ergebnisse der simulierten Magenverdauung kann weder ein Einfluss der 
Inkubationsdauer im sauren Milieu noch der Pepsinaktivität auf das Allergenspektrum 
bzw. das allergene Potenzial der Gartenerbse bestätigt werden. Daher wird in den 
folgenden Untersuchungen zur Simulation der Darmverdauung eine dreistündige In-
kubation im sauren Milieu mit einer Pepsinlösung der Aktivität 6.8 · 101 U/l als Para-
meter für die Vorverdauung gewählt. 
 

Im Anschluss an die Magenverdauung wird zur Untersuchung des Einflusses der 
Darmverdauung auf die IgE-Bindungsfähigkeit der Gartenerbsenallergene zum einen 
ein In-vitro-Darmverdau mit Trypsin-, Chymotrypsin- und Carboxypeptidaselösung si-
muliert. Zum anderen erfolgt die Inkubation mit Pankreatin- bzw. Proteinase K-Lö-
sung. Die Darstellung der AgF sowie der IF erfolgt in Abbildung 4.18, die Ergebnisse 
der EAST-Inhibition sind in Tabelle 4.14 zusammengefasst. 
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Abb. 4.18: AgF und IF der simulierten Darmverdauung der Gartenerbse 
 

Anhand der in Abbildung 4.18 dargestellten AgF des mit unterschiedlichen Darmen-
zymen verdauten Gartenerbsenextraktes (1 - 5) zeigt sich im Vergleich zum nativen 
Extrakt (N) eine deutliche Veränderung des Proteinspektrums insbesondere im hö-
hermolekularem Bereich. So werden in dem mit Pepsin und Trypsin (1) verdauten 
Extrakt noch zahlreiche Banden im MG-Bereich < 14 bis 75 kDa detektiert. Die zu-
sätzliche Inkubation mit α-Chymotrypsin (2) führt zum weiteren Proteinabbau, wo-
raufhin in diesem Extrakt lediglich Proteine mit MG < 28 kDa verbleiben.  
 

MGM: Molekulargewichtsmarker N: DV-E-N 1, 6: DV-E-Pep-1 + Try-4 
2, 7: DV-E-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 3, 8: DV-E-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 + Car-3
4, 9: DV-E-Pep-1 + Pan-0.9 5, 10: DV-E-Pep-1 + Pro-2 Try: Trypsinlsg. Pan: Pankreatinlsg. 
Chy: α-Chymotrypsinlsg. Car: Carboxypeptidase A-Lsg. Pro: Proteinase K-Lsg. 
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Zwar treten bei weiterer Verdauung mit Carboxypeptidase A (3) neben wenigen Ban-
den im niedermolekularen Bereich auch einige Banden höherer MG auf, doch stam-
men diese vom Enzym selbst, wie die AgF der Carboxypeptidase A-Lösung zeigt. Er-
folgt im Anschluss an die Magenverdauung die Inkubation mit dem Enzymgemisch 
Pankreatin (4) werden lediglich Gartenerbsenproteine im MG-Bereich < 16 kDa ne-
ben den vom Pankreatin herrührenden Banden angefärbt. Auch die Inkubation mit 
Proteinase K (5) führt überwiegend zum Abbau höhermolekularer Proteine.  
  

Dagegen zeigen die allergenspezifischen IF der simulierten Darmverdauung (Abb. 
4.18, 5 - 10) überwiegend Bandendetektionen im höhermolekularen Bereich. So wird 
durch die zusätzlich zur Pepsinverdauung durchgeführte Trypsininkubation (6) aus-
schließlich das 20-kDa-Allergen (vgl. Abb. 4.17, 10) abgebaut. In Kombination mit 
einer α-Chymotrypsinverdauung (7) zeigen sich jedoch nur die Allergene mit MG von 
25 sowie 28 kDa stabil. Die anschließende Inkubation mit Carboxypeptidase A (8) 
zeigt keinen weiteren Einfluss auf die IgE-Bindungsfähigkeit dieser Allergene. 
 

Schließt sich an die Magenverdauung eine Inkubation mit dem Enzymgemisch Pan-
kreatin an (9), so zeigen sich die Allergene mit MG von 25, 28, 40 und 50 kDa stabil. 
Auch nach einer enzymatischen Verdauung mit Proteinase K (10) zeigen sich sowohl 
die Allergene mit MG von 25 sowie 28 kDa, als auch die mit MG von 40, 50 und 
66 kDa stabil. 
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ab. 4.14: C -Werte der Darmverdauung (90 min je Stufe nach vorheriger Magenverdauung) 
  
- 61 - 

50

Kennzeichnung 
Try 
[U/l] 

Chy 
[U/l] 

Car 
[U/l] 

Pan 
[mgl] 

Pro 
[U/l] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

DV-E-Pep-1 - - - - - 2.3 
DV-E-Pep-1 + Try-4 2.2 ·104 - - - - 9.7 
DV-E-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 2.2 ·104 7.0 ·104 - - - 46.0 
DV-E-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 + Car-3 2.2 ·104 7.0 ·104 2.9 ·103 - - 60.1 
DV-E-Pep-1 + Pan-0.9 - - - 0.9 - 52.5 
DV-E-Pro-2 - - - - 2.7 ·102 199.1 
Trypsin 2.2 ·104 - - - - n.e. 
α-Chymotrypsin - 7.0 ·104 - - - n.e. 
Carboxypeptidase A - - 2.9 ·103 - - n.e. 
Pankreatin - - - 0.9 - n.e. 
Proteinase K - - - - 2.7 ·102 n.e. 

ie in Tabelle 4.14 dargestellten Ergebnisse der EAST-Inhibition bestätigen die Er-
ebnisse der IF. So weist der Gartenerbsenextrakt, welcher ausschließlich der Ma-
enverdauung unterworfen wurde, mit 2.3 µg/ml den niedrigsten C50-Wert und somit 
ie höchste Allergenität auf. Durch die nacheinander durchgeführte Inkubation mit 
rypsin, α-Chymotrypsin und Carboxypeptidase A steigen die C50-Werte stufenweise 
is auf 60.1 µg/ml an. Auch die zusätzlich zur Magenverdauung durchgeführten Inku-
ationen mit Pankreatin bzw. Proteinase K führen zum charakteristischen Anstieg 
er C50-Werte auf 52.5 bzw. 199.1 µg/ml. Alle eingesetzten Enzymlösungen rufen 

ediglich vernachlässigbar geringe Inhibitionen hervor (siehe Anhang 7.8, Tab. 7.19). 
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 Abb. 4.19: Chromatogramm des MG-Standards 

Abb. 4.20: Chromatogramm des Gartenerbsen- 
                  gesamtextraktes (937 mg/l) 
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4.1.10 Allergenisolierung 
 
4.1.10.1 Isolierung mittels GPC aus einem Gartenerbsengesamtextrakt 
 

Die Isolierung des 40-kDa-Allergens aus einem mittels TTE gewonnenem Gesamtex-
trakt erfolgt unter Verwendung des Säulenmaterials Sephacryl® S 100 HR, das eine 
Proteintrennung im MG-Bereich von 1 bis 100 kDa ermöglicht. Die Trennbedingun-
gen sind an die von HAGEL et al. (1989) beschriebene Methode angelehnt (siehe An-
hang 7.13). Eine Kalibrierung des Trennsystems (siehe Abb. 4.19 bzw. Tab. 4.15) mit 
einem Standardgemisch aus Blue Dextran, BSA, Ovalbumin und Ribonuclease A 
(Ribo) ermöglicht die Zuordnung der MG-Bereiche einzelner Proteinfraktionen sowie 
die Einschränkung des zu fraktionierenden Zeitintervalls. 
 

Die Elution der Standardsubstanz Blue 
Dextran mit einem MG von 2000 kDa 
nach 99.5 min charakterisiert das Tot-
volumen der Trennsäule, weil aufgrund 
des hohen MG keinerlei Wechselwir-
kungen mit der Säulenmatrix stattfin-
den. Da die Allergene der Gartenerbse 
MG zwischen 75 und 14 kDa aufwei-
sen, kennzeichnet die Elution der Stan-
dardsubstanz BSA mit einem MG von 
67 kDa den Beginn und der Substanz 
Ribo mit einem MG von 14 kDa das Ende einer durchzuführenden Fraktionierung. 
 

Tab. 4.15: Kenndaten des MG-Standardchromatogrammes 

 

Das in Abb. 4.20 dargestellte Chromatogramm eines Gartenerbsengesamtextraktes 
weist insgesamt sechs deutlich zu erkennende Peaks im relevanten Elutionsbereich 

auf. Eine Fraktionierung der Eluate er-
folgt ausgerichtet an der Trennung der 
Standardsubstanzen in 15-Minuten-
Schritten beginnend nach einer Reten-
tionszeit von 90.6 min und endend 
nach 210.0 min. Die erhaltenen Eluate 
werden lyophilisiert, in 500 µl bidest. 
Wasser rehydratisiert, dialysiert und 
abschließend reduziert (siehe Anhang 
7.13 bzw. 7.14). 

Substanz MG [kDa] Konzentration [mg/ml] Retentionszeit  [min] Area [Skt] 
Blue Dextran 2000 0.01 99.5 438671 
BSA 67 0.1 119.4 1033892 
Ovalbumin 43 0.1 128.8 761751 
Ribo 14 0.1 168.1 3124267 
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SDS-PAGE SDS-PAGE/Semidry-Blotting 
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Abb. 4.21: AgF und IF der Fraktionierung des Gesamtextraktes (15-Minuten-Schritte) 
 
Die in Abbildung 4.21 dargestellten AgF der Fraktionen 1 und 8 sowie die korrespon-
dierenden IF (9 & 16) ergeben keinerlei Anfärbungen, so dass weitere Untersuchun-
gen auf das Zeitintervall 105 bis 195 min begrenzt werden können. Die unspezifische 
Proteinfärbung verdeutlicht, dass innerhalb der Retentionszeit von 105 bis 150 min in 
den Fraktionen 2 bis 4 der überwiegende Teil der Proteine eluiert. In den Fraktionen 
5 bis 7 erfolgt die Detektion niedermolekularer Proteine < 28 kDa, welche jedoch, 
verdeutlicht durch die IF (13 - 15), keine IgE-Bindungsfähigkeit besitzen. 
Die IF der Fraktionen 2 bis 4 (10 - 12) zeigt die Anfärbung der Allergene mit MG von 
18, 30, 32, 37, 40, 45, 50, 66 und 75 kDa, wobei in Fraktion 2 (10) eine intensive 
Detektion der Allergene mit MG von 40 und 66 kDa erfolgt. 
 
Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich, dass eine Fraktionierung des Gesamtextraktes 
in 15-Minuten-Schritten keine zur N-terminalen Sequenzierung ausreichende Trenn-
schärfe der Proteine ergibt. Aufgrund dessen wird eine Fraktionierung eines Gesamt-
extraktes in 2-Minuten-Schritten durchgeführt, wobei eine Begrenzung auf den Eluti-
onszeitraum von 121 bis 141 min erfolgt, da in diesem Bereich die verstärkte Elution 
allergener Proteine erfolgt. Der Elutionsbereich von 105 bis 121 min wird von dieser 
Fraktionierung ausgenommen, da eine Vielzahl nicht allergener Proteine in hoher 
Konzentration eluieren (siehe Abb. 4.21, 2).  

 

MGM: Molekulargewichtsmarker G: Gesamtextrakt (937 mg/l) K: Kontrolle 
1, 9: Fraktion 1 (90 - 105 min) 2, 10: Fraktion 2 (105 - 120 min) 3, 11: Fraktion 3 (120 - 135 min) 
4, 12: Fraktion 4 (135 - 150 min) 5, 13: Fraktion 5 (150 - 165 min) 6, 14: Fraktion 6 (165 - 180 min) 
7, 15: Fraktion 7 (180 - 195 min) 8, 16: Fraktion 8 (195 - 210 min)  
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Das erhaltene Chromatogramm (nicht dargestellt) zeigt starke Ähnlichkeiten zum in 
Abbildung 4.20 dargestellten Chromatogramm. Die in 2-min-Schritten gesammelten 
Eluate der zweiten Fraktionierung werden wie zuvor beschrieben aufgearbeitet und 
die enthaltenen Proteine ebenfalls mittels AgF bzw. IF visualisiert. Dabei erfolgt die in 
Abbildung 4.22 dargestellte elektrophoretische Trennung der Fraktionen des Eluti-
onszeitraumes von 121 bis 141 min unter Verwendung von Tris-Acetat-Gelen, wel-
che verbesserte Trenneigenschaften im relevanten MG-Bereich von 30 bis 94 kDa 
zeigen. Die spezifische Detektion der Allergenbanden mittels IF erfolgt aufgrund der 
Gelmatrix in verminderter Qualität, wobei eine Lokalisation der charakteristischen 
Banden trotzdem möglich ist. 
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Abb. 4.22: AgF und IF der Fraktionierung des Gesamtextraktes (2-Minuten-Schritte) 

 
Die AgF der Fraktionen 1 und 2 zeigt neben einigen weniger stark detektierten Ban-
den eine intensive Anfärbung der Proteine mit MG von 37, 40 und 50 kDa. In den 
folgenden Fraktionen erfolgt eine stärkere Detektion weiterer Proteine mit MG von 
55, 66, 85 und 90 kDa sowie zahlreicher schwächer detektierter Banden. Die IF der 
Fraktionen (11 - 20) zeigt, dass die Allergene mit MG von 37, 45, 50, 66 und 75 kDa 
in sämtlichen Fraktionen mit wenig veränderter Intensität angefärbt werden. Ledig-
lich das 40-kDa-Allergen wird in Fraktion 3 und 4 (13 & 14) mit hoher Intensität, in 
den folgenden Fraktionen aber wesentlich schwächer detektiert. 
 

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 1, 11: Fraktion 1 (121 - 123 min) 
2, 12: Fraktion 2 (123 - 125 min) 3, 13: Fraktion 3 (125 - 127 min) 4, 14: Fraktion 4 (127 - 129 min) 
5, 15: Fraktion 5 (129 - 131 min) 6, 16: Fraktion 6 (131 - 133 min) 7, 17: Fraktion 7 (133 - 135 min) 
8, 18: Fraktion 8 (135 - 137 min) 9, 19: Fraktion 9 (137 – 139 min) 10, 20: Fraktion 10 (139 – 141 min)
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Anhand dieser Ergebnisse des in 2-Minuten-Schritten fraktionierten Gesamtextraktes 
ergibt sich eine Verteilung der Allergene mit MG > 37 kDa über einen längeren Eluti-
onszeitraum, wodurch eine Anreicherung in einzelnen Fraktionen und somit eine für 
die N-terminale Sequenzierung ausreichende Proteinisolierung nicht gewährt ist. Im 
Gegensatz dazu eluiert das Allergen mit einem MG von 40 kDa zum überwiegenden 
Teil innerhalb eines stark begrenzten Zeitraumes von 4 min in den Fraktionen 3 und 
4. Folglich werden insgesamt 15 chromatographische Fraktionierungen unter Samm-
lung der nach einer Retentionszeit von 125 bis 129 min eluierenden Proteine durch-
geführt, die Eluate vereinigt, wie zuvor beschrieben aufgearbeitet und einer elektro-
phoretischen Trennung unterzogen. Anschließend erfolgt der Transfer auf eine 
PVDF-Membran sowie die in Abbildung 4.24 dargestellte Proteindetektion mittels 
CCBF bzw. die Allergendetektion durch IF.  
 

Die CBBF zeigt dass die gepoolte Fraktion (2) 
neben dem diskret detektiertem 40-kDa-Pro-
tein zwei weitere Proteine mit MG von ca. 50 
und 75 kDa enthält. Dabei handelt es sich, er-
sichtlich anhand der IF (4), um Allergene mit 
MG von 40 sowie 50 kDa, die höhermolekula-
re Anfärbung wird von einem nicht-allergenen 
Protein hervorgerufen. Trotz dieser Verunrei-
nigungen wird eine N-terminale Sequenzier-
ung der Allergene mit MG von 40 bzw. 50 kDa 
durchgeführt, da eine ausreichende Abtren-
nung von Proteinen mit vergleichbaren MG 
erfolgt ist. Hierzu werden die Banden ausge-
schnitten und direkt zur Sequenzanalyse ein-
gesetzt. Die ermittelte N-terminale Aminosäu-
resequenz des 40-kDa-Allergens ist in Tab. 
4.16 dargestellt. Die Sequenzierung des 50-
kDa-Allergens ergibt, vermutlich infolge zu ge-
ringer Proteinmengen bzw. aufgrund einer N-
terminalen Blockierung, keine eindeutigen Er-
gebnisse. 
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MGM: Molekulargewichtsmarker  
1,3 : Gesamtextrakt 2, 4: gepoolte GPC-Fraktion
bb. 4.24: CBBF und IF der gepoolten  
                 GPC-Fraktion
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ab. 4.16: N-terminale AS-Sequenzen (übereinstimmende AS grau unterlegt)    

40-kDa-Bande 1A F L K P I V L E9 

Arachin-Untereinheit (SWISSPROT P20780) 46A F S K P L V L E54 

war können infolge der geringen Proteinmenge lediglich 9 Zyklen der N-terminalen 
equenzierung des 40-kDa-Allergens durchgeführt werden, trotzdem ergibt eine 
atenbankrecherche eine 78 %ige Homologie zur AS-Sequenz einer von insgesamt 
echs Untereinheiten des Erdnuss-Hauptproteins Arachin.     
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4.1.10.2 Isolierung mittels GPC aus der Albuminfraktion 
 

Die in Kapitel 4.1.2 ermittelten Ergebnisse belegen sowohl einen Anstieg des allerge-
nen Potenzials der Gartenerbse im Verlauf der Reifung, als auch eine variierende 
Verteilung der Allergene bezüglich der einzelnen Proteinfraktionen. Daher wird in 
einer weiteren Versuchsreihe die zuvor nach 7.3.2 aus reifen Gartenerbsensamen 
der Sorte „Maxigolt“ isolierte Albuminfraktion als Ausgangsmaterial für eine Isolierung 
mittels GPC eingesetzt, da dieser Fraktion das höchste allergene Potenzial zu-
kommt. Zur Isolierung des 28-kDa-Allergens, dem die höchste immunologische Be-
deutung der in dieser Proteinfraktion vorhandenen Allergene zukommt, erfolgt die 
Trennung sowie die Aufarbeitung der erhaltenen Fraktionen unter den in Abschnitt 
4.1.10.1 dokumentierten Bedingungen (siehe Anhang 7.13 & 7.14). 
 

Das GPC-Chromatogramm des ge-
trennten Albuminextraktes (siehe Abb. 
4.25) zeigt im Vergleich zum Gesamt-
extrakt, dargestellt in Abb. 4.20, deut-
liche Unterschiede, insbesondere im 
höhermolekularen Bereich. So erfolgt 
im Zeitintervall von ca. 100 bis 150 min 
lediglich die Elution zweier Peaks mit 
geringen Peakhöhen und -flächen. Die-
se Differenzen deuten auf eine Abtren-
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bb. 4.25: GPC-Chromatogramm des 
                 Albuminextraktes (473 mg/l)
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ung höhermolekularer Proteine durch die FE hin. Von den im Gesamtextrakt detek-
ierten vier Peaks im Elutionszeitraum von 150 bis 325 min werden lediglich die 
eaks mit Retentionszeiten von 251.3 und 300.8 min detektiert, so dass auch in die-
em Bereich eine Proteinabtrennung zu verzeichnen ist. Auf die Untersuchung des 
lutionszeitraumes bis 150 min wird verzichtet (siehe 4.1.10.1). Stattdessen erfolgt 
ie in Abbildung 4.26 dargestellte Detektion der Proteine sowie Allergene von insge-
amt vier Fraktionen im Zeitintervall von 155 bis 327 min (siehe auch Abb. 4.25). 

s wird ersichtlich, dass die im Zeitraum von 155 bis 206 min eluierende Fraktion 1 
1) vier Proteine mit MG von 20, 27, 40 sowie 67 kDa enthält, von denen lediglich 
as 28-kDa-Protein eine IgE-Bindungsfähigkeit aufweist (5). In den Fraktionen 2 und 
 werden mittels AgF Proteine mit MG < 14, 20, 37, 40, 43, 67 und > 94 kDa ange-

ärbt. Die vierte Fraktion des Elutionszeitraumes 275 bis 327 min enthält ausschließ-
ich niedermolekulare Proteine. In den Fraktionen 2 bis 4 werden keine Allergene de-
ektiert (6 - 8). Anhand dieser Detektionen zeigt sich, dass ein großer Anteil der Pro-
eine durch die FE abgetrennt werden konnte. Darunter befinden sich, mit Aus-
ahme des 28-kDa-Allergens, jedoch auch alle niedermolekularen IgE-bindenden 
roteine. Zur Erhöhung der Proteinmenge werden fünfzehn weitere GPC-Trennun-
en unter Vereinigung der nach einer Retentionszeit von 155 bis 206 min eluieren-
en Proteine durchgeführt und wie zuvor dokumentiert weiterbehandelt. Die durchge-

ührten CBBF und IF sind in Abb. 4.27 dargestellt. 
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MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle  MGM: Molekulargewichtsmarker  
1, 5: Frak. 1 (155 - 206 min) 2, 6: Frak. 2 (206 - 243 min)  1: Gesamtextrakt  
3, 7: Frak. 3 (243 - 275 min) 4, 8: Frak. 4 (275 - 327 min)  2: gepoolte GPC-Fraktion   

 

 

Abb. 4.26: AgF und IF der Fraktionierung des  
                  Albuminextraktes 
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 der CBBF der gepoolten Fraktion (2) wird lediglich
8 kDa visualisiert, bei dem es sich, ersichtlich aus 
elt. Nach Ausschneiden dieser Bande wird eine N-te
eführt (siehe Tab. 4.17). Eine Datenbankrecherche 
ur AS-Sequenz des als Albumin 1 (PA1A) bezeichne
ojabohne.     

ab. 4.17: N-terminale AS-Sequenzen (übereinstimmende AS g

8-kDa-Bande 1V P I A

oja-Albumin 1 (SWISSPROT Q39837) 42V P I G
Abb. 4.27: CBBF und IF der gepoolten
                 GPC-Fraktion 
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4.2 Gartenbohne 
 
4.2.1 Charakterisierung der Gartenbohnenallergene 
 

Die Bestimmung der MG der Gartenbohnenallergene erfolgt durch Inkubation eines 
durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten und anschließend mittels Semi-
dry-Blotting auf eine NC-Membran transferierten Gartenbohnengesamtextraktes un-
ter Verwendung von insgesamt 39 Seren von Patienten, welche nachweislich eine 
Sensibilisierung gegen Gartenbohnen aufweisen. Zur Detektion unspezifischer Bin-
dungen erfolgt zusätzlich die Inkubation eines NC-Streifens mit einem K. Hierbei 
handelt es sich um das Serum eines nicht-Atopikers (EAST-Klasse 0). Die Zuord-
nung der MG der einzelnen Allergene erfolgt über einen definiert zusam-
mengesetzten MGM, dessen Detektion anhand einer AuF erfolgt. Die Darstellung der 
IF aller Einzelseren zeigen die Abbildung 4.27 bzw. 4.28. 
 
Eine EAST-Untersuchung ergibt ausschließlich für die Seren Nr. 2 bis 17 IgE-Gehal-
te ≥ 0.7 U/ml (EAST-Klassen 2 bis 4), so dass lediglich diese 16 Seren für weitere 
immunologische Untersuchungen Verwendung finden. Nähere Angaben zu den ver-
wendeten Patientenseren gibt Tabelle 7.1 in Anhang 7.2.  
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MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle    
1: CF 2: NB 3: CG 4: KDH 5: HK 6: RK 7: KL 8: CL 9: EP 10: FR 
11: FS 12: HS 13: SW 14: UW 15: JW 16: HR 17: IS 18: MS 19: HM  20: LS  

 

Abb. 4.27: IF der Gartenbohnensorte „Maxi“ unter Verwendung der Einzelseren 1 - 20 
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Abb. 4.29: Detektionshäufigkeit der Gartenbohnenallergene 
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MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle    
21: SK 22: LB 23: RD 24: EH 25: IO 26: UR 27: PK 28: BW 29: MW 30: HS 
31: JMA 32: SB 33: IC 34: AD 35: JHE 36: JK 37: EK 38: PE 39: DS  

Abb. 4.28: IF der Gartenbohnensorte „Maxi“ unter Verwendung der Einzelseren 21 -  39 
 

Anhand der in Abbildung 4.27 und 4.28 dargestellten IF mit den Einzelseren der Gar-
tenbohnenallergiker zeigt sich, dass die Patientenseren der EAST-Klassen 2 bis 4 
(2 - 17) generell sowohl eine intensivere Detektion der Gartenbohnenallergene her-
vorrufen als auch eine höhere Anzahl an IgE-bindenden Proteinen beinhalten. Aber 
auch zwischen diesen sechzehn im Poolserum enthaltenen Seren treten starke Un-
terschiede bezüglich der Detektionsintensität einzelner Allergene und des angefärb-
ten Allergenspektrums auf. Durch die Inkubation mit dem K kann das Auftreten un-
spezifischer Bindungen ausgeschlossen werden. 
 

Insgesamt werden 14 Allergene mit MG < 14 und 75 kDa detektiert. Besonders auf-
fällig ist dabei die intensive Detektion der Banden mit MG von 29, 31, 55 und 67 kDa. 

Die in Abbildung 4.29 
dokumentierte Detek-
tionshäufigkeit zeigt 
weiterhin, dass die-
sen Allergenen ne-
ben den Banden bei 
38, 42 und 48 kDa 
auch bezüglich der 
Häufigkeit der Detek-
tion die größte Be-
deutung zukommt.  
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Des weiteren werden fünf Allergene mit MG von 14, 16, 19, 25 und 75 kDa mit einer 
Häufigkeit von 23 bis 28 % und die Allergene mit MG < 14 und 21 kDa durch 2 bzw. 
4 Seren detektiert. Zu berücksichtigen ist die geringe Anzahl der untersuchten Pati-
entenseren, die eine Verallgemeinerung dieser Ergebnisse nur bedingt zulässt.    
 

Zur Bestimmung der pI der Gartenbohnenallergene werden mittels TTE gewonnene 
Gesamtextrakte aus der Gesamtfrucht und sowohl aus den Samen als auch der Hül-
se der Sorte „Maxi“ hergestellt. Somit kann zum einen eine Charakterisierung der 
Proteine bzw. Allergene der Gesamtfrucht und zum anderen die Verteilung auf Sa-
men und Hülse ermittelt werden. Die erhaltenen Extrakte werden mittels IEF bzw. 
SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend silbergefärbt sowie nach Transfer auf eine 
NC-Membran immungefärbt. Die Darstellung der Färbungen erfolgt in Abbildung 
4.30. 
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MGM: Molekulargewichtsmarker pIM: pI-Marker K: Kontrolle 
1, 2, 3, 6: Gesamtfrucht 4, 7: Samen 5, 8: Hülse 

 

Abb. 4.30: AgF und IF nach IEF bzw. SDS-PAGE der Gartenbohnensorte „Maxi“  
 

Die Darstellung des mittels SDS-PAGE getrennten und mittels AgF anfärbten Extrak-
tes der Gesamtfrucht (3) zeigt zahlreiche Proteinbanden im MG-Bereich < 14 kDa bis 
94 kDa. Neben schwachen Anfärbungen können Proteine mit MG von < 14, 16, 19, 
25, 29, 31, 48, und 55 kDa eindeutig zugeordnet werden. Im Extrakt der nach SDS-
PAGE durchgeführten AgF der Gartenbohnensamen der Sorte „Maxi“ (4) können die 
Proteine mit MG von 16, 25, 29, 31 und 48 kDa angefärbt werden, der Extrakt der 
Hülse (5) dagegen zeigt ein unterschiedliches Proteinspektrum mit Banden bei 19, 
25, 29, 48 und 55 kDa. 
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Sowohl die IF des Gesamtextraktes nach SDS-PAGE (6) als auch die des Samens 
(7) zeigt sämtliche bereits zuvor charakterisierte Allergene der Gartenbohne. Im Ex-
trakt der Hülse (8) dagegen werden nur sechs Allergene mit MG von 19, 38, 48, 55, 
67 sowie 75 kDa sichtbar, so dass auch im Allergenspektrum eindeutige Differenzen 
zwischen Samen und Hülse nachgewiesen werden können.  
 

Der mittels IEF getrennte und durch AgF angefärbte Gesamtextrakt (1) weist insge-
samt sieben Proteine mit pI von 6.9, 6.7, 6.0, 5.2, 4.5, 4.2 und 3.5 im neutralen und 
sauren pH-Bereich auf. Durch die spezifische Anfärbung mittels IF (2) können die 
Proteine mit pI von 6.0 und 5.2 als IgE-bindend charakterisiert werden. Weiterhin 
werden Allergene mit pI von 6.3, 6.2, 5.8, 5.6 und 4.7 detektiert. Da auch hier das K 
keine Anfärbungen zeigt, können unspezifische Bindungen wiederum ausge-
schlossen werden. 
 
 
4.2.2 Reifungseinfluss 
 

Die Untersuchung eines potenziellen Reifungseinflusses auf die Allergenität der Gar-
tenbohne erfolgt anhand der vier Sorten „Maxi“, „Salou“, „Admires“ sowie „Montano“ 
eines Reifungsversuches, der aufgrund seiner Konzeption die sortenreine Ernte zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten ermöglicht, wobei lediglich die Ergebnisse der Sorten 
„Maxi“ (Ma) und „Montano“ (Mo) dokumentiert sind. 
Die geernteten Früchte werden zunächst infolge der unterschiedlichen Einzelgewich-
te in RS eingeteilt. Anschließend erfolgt die Bestimmung der Wasser- (siehe Anhang 
7.4) und Proteingehalte (siehe 7.5), sowie nach Herstellung der Proteinextrakte 
mittels TTE (siehe 7.3.1) die Anfärbung der Gesamtproteinmuster und der Allergen-
spektren (siehe Abb. 4.31) sowie die Bestimmung des allergenen Potenzials (siehe 
Tab. 4.18) der einzelnen RS. 

 

Tab. 4.18: Grundanalytische Kenndaten und C50-Werte der RS 
Kennzeichnung Gewichtsbereich  

[g] 
Wassergehalt  

[%] 
Proteingehalt  

[%] 
C50-Werte  

[µg/ml] 
Mo-1 0.00 - 1.99 93.7 1.5 29.6 
Mo-2 2.00 - 2.99 93.8 1.4 18.5 
Mo-3 3.00 - 3.99 94.1 1.2 35.1 
Mo-4 4.00 - 4.99 94.3 1.4 19.5 
Mo-5 5.00 - 5.99 93.4 1.6 26.3 
Mo-6 6.00 - 6.99 93.2 1.5 23.6 
Mo-7 7.00 - 7.99 89.3 2.1 13.3 
Mo-8 8.00 - 8.99 86.0 1.8 15.0 
Mo-9 9.00 - 9.99 86.4 2.0 6.9 
Mo-10 10.00 - 10.99 91.0 2.5 9.4 
Ma-1 0.00 - 1.99 93.7 1.8 38.7 
Ma-2 2.00 - 3.99 94.4 1.5 23.6 
Ma-3 4.00 - 5.99 93.3 1.4 21.8 
Ma-4 6.00 - 7.99 93.7 1.2 29.9 
Ma-5 8.00 - 9.99 94.2 1.2 33.0 
Ma-6 10.00 - 11.99 91.2 1.6 21.6 
Ma-7 12.00 - 13.99 91.9 1.5 28.3 
Ma-8 14.00 - 15.99 91.8 1.4 31.5 
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Die in Tabelle 4.18 aufgeführten grundanalytischen Kenndaten belegen für die frühen 
RS Mo-1 bis Mo-6, dies entspricht dem Gewichtsbereich von 0 bis 6.99 g der 
Gartenbohnensorte „Montano“, weder bezüglich der zwischen 93.2 und 94.3 % lie-
genden Wasser- noch der Proteingehalte, die Werte im Bereich von 1.2 bis 1.6 % 
aufweisen, tendenzielle Veränderungen. Die übrigen RS Mo-7 bis Mo-10 hingegen 
weisen mit Werten zwischen 86.0 und 91.0 % deutlich niedrigere Wasser- und er-
höhte Proteingehalte im Bereich von 1.8 bis 2.5 % auf. 
 

Diese Veränderungen lassen sich ebenfalls bei der relativen Quantifizierung der al-
lergenen Potenziale mittels EAST-Inhibition unter Verwendung der RS Mo-10 als 
festphasengebundenen Extrakt erkennen. So liegen die C50-Werte der Stufen Mo-1 
bis Mo-6 im Intervall von 18.5 bis 35.1 µg/ml. Die höheren RS weisen dagegen gerin-
gere Werte zwischen 6.9 und 15.0 µg/ml und somit höhere allergene Potenziale auf. 
 

Diese Veränderungen sind für die RS Ma-1 bis Ma-8 der Sorte „Maxi“ nicht festzu-
stellen. So zeigen weder die Wassergehalte mit Werten zwischen 91.2 und 94.4 % 
bzw. die Proteingehalte, die zwischen 1.2 und 1.8 % liegen, noch die im Bereich von 
21.6 bis 38.7 µg/ml liegenden C50-Werte tendenzielle Veränderungen im Verlauf der 
Reifung. 
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Abb. 4.31: AgF und IF der Reifungsstufen 1 - 10 der Gartenbohnensorte „Montano“ 
 

Sowohl die in Abbildung 4.31 dargestellten AgF (1 - 10) als auch die IF (11 - 20) zei-
gen Veränderungen der detektierten Bandenspektren im Verlauf der Reifung.  

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 
1, 11: Mo-1 2, 12: Mo-2 3, 13: Mo-3 4, 14: Mo-4 5, 15: Mo-5 
6, 16: Mo-6 7, 17: Mo-7 8, 18: Mo-8 9, 19: Mo-9 10, 20: Mo-10 
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So zeigen zwar alle unspezifischen Anfärbungen im niedermolekularen Bereich Pro-
teinbanden mit MG < 14, 14, 16, 19, 21, 25, 27, 29 und 38 kDa, doch erfolgt ein kon-
tinuierlicher Anstieg der Detektionsintensität. Im Gegensatz dazu werden im höher-
molekularen Bereich die Proteine mit MG von 44, 48, 55, 67, 70 und 75 kDa in unver-
änderter Intensität detektiert. Lediglich das 31-kDa-Protein wird ausschließlich in den 
RS Mo-7 bis Mo-10 (7 -10), das 42-kDa-Protein hingegen in den Stufen Mo-1 bis 
Mo-6 (1 - 6), detektiert. 
 

Ein vergleichbares Detektionsverhalten zeigen die spezifischen Allergenspektren 
(11 - 20) der einzelnen RS. So werden im niedermolekularen Bereich gleichbleibend 
schwache Anfärbungen der IgE-bindenden Proteine mit MG von 14, 16, 19 und 
21 kDa sowie ebenfalls konstante jedoch wesentlich stärker detektierte Allergene mit 
MG von 25, 29, 48 und 75 kDa angefärbt. Weiterhin erfolgt in den RS Mo-1 bis Mo-6 
(11 - 16) eine intensive Detektion des 42-kDa-Allergens sowie in den Extrakten Mo-7 
bis Mo-10 (17 - 20) der Allergene mit MG von 31 und 38 kDa.  
Eine Veränderung der Detektionsintensität weisen die Banden mit MG von 55 und 
67 kDa auf. Dabei zeigt sich, dass der Anstieg der Detektionsintensität des 67-kDa-
Allergens im Verlauf der Reifung mit einer Intensitätsabnahme des 55-kDa-Allergens 
einhergeht. 
 

Zusammenfassend lässt sich eine Übereinstimmung zu den C50-Werten der EAST-
Inhibition feststellen, welche vergleichbare allergene Potenziale für die RS Mo-1 bis 
Mo-6 bzw. Mo-7 bis Mo-10 ergibt. So stehen beim Übergang von RS Mo-6 auf Mo-7 
die ausbleibende Detektion des 42-kDa-Allergens der zusätzlichen Anfärbung des 
31- bzw. 38-kDa-Allergens sowie die Gegenläufigkeit der IgE-Bindungsfähigkeit der 
Allergene mit 55 und 67 kDa gegenüber. Insgesamt kommt es dadurch zur Erhöhung 
des allergenen Potenzials der Gartenbohnensorte „Montano“. 
 
Sämtliche in Abbildung 4.32 dargestellten AgF (1 - 8) der RS der Gartenbohnensorte 
„Maxi“ zeigen zahlreiche Proteinbanden im MG-Bereich < 14 bis 85 kDa, wobei Pro-
teinspektren in stark variierender Intensität angefärbt werden. Alle Stufen weisen 
mehrere diffuse Banden < 14 kDa sowie schwach detektierte Banden mit MG von 20, 
21, 25, 30, 48, 55, 67, 75 und 85 kDa auf. Die Detektion der Proteine mit MG von 16, 
19, 31 und 42 kDa erfolgt in den Stufen Ma-1 bis Ma-5 mit mittlerer Intensität, in den 
höheren RS ist dagegen eine deutlich stärkere Detektion festzustellen. Gegenläufig 
hierzu verhält sich die Anfärbung der Banden bei 29 bzw. 38 kDa, welche in den RS 
1 bis 5 stark, in den folgenden jedoch lediglich schwach ausgeprägt ist. 
 

Die IF (9 - 16) weisen jeweils die charakteristischen Allergene mit MG von 25, 29, 31, 
38, 42, 48, 55, 67 und 75 kDa auf, wobei wiederum starke Schwankungen der Detek-
tionsintensitäten auftreten. So werden die Banden mit MG von 25, 29, 42 und 55 kDa 
mit konstanter Intensität angefärbt. Eine stetig zunehmende IgE-Bindungsfähigkeit 
ergibt sich für die Allergene mit MG von 48, 67 und 75 kDa. 
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Vergleichbar mit der AgF wird das 31-kDa-Allergen in den Stufen Ma-1 bis Ma-5 
(9 - 13) wesentlich schwächer detektiert als in den folgenden Stufen. Eine Umkeh-
rung der Verhältnisse, eine starke Detektion bis zur Stufe Ma-5 und anschließend 
eine deutlich verminderte Anfärbung, ergibt sich für das 38-kDa-Allergen. Das K wird 
nicht angefärbt, so dass ein Auftreten unspezifischer Bindungen auszuschließen ist. 
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Abb. 4.32: AgF und IF der Reifungsstufen 1 - 8 der Gartenbohnensorte „Maxi“ 
 

Insgesamt belegen somit sowohl die AgF als auch die IF der RS der Gartenbohnen-
sorte „Maxi“ eine deutliche Veränderung der Protein- bzw. Allergenspektren im Ver-
lauf der Reifung. Dabei liegt aufgrund der gegenläufigen Effekte der zum einen zu-
nehmenden IgE-Bindungsfähigkeit bzw. der höheren Gehalte einzelner Allergene 
und der zum anderen abnehmenden IgE-Bindung bzw. der geringeren Gehalte an-
derer Allergene ein konstantes allergenes Potenzial vor. 
 

Die in identischer Weise durchgeführten Untersuchungen unter Verwendung der  
Gartenbohnensorten „Salou“ und „Admires“ (Ergebnisse nicht dargestellt) ergeben 
bezüglich der Protein- und Allergenspektren einer der Sorte „Maxi“ vergleichbare ver-
änderte Anfärbungen sowie konstante C50-Werte.  
 
Abschließend kann festgestellt werden, dass ausschließlich für die Gartenbohnen-
sorte „Montano“ eine Veränderung des Allergenspektrums infolge von Reifungsunter-
schieden auftritt, welche eine Erhöhung des allergenen Potenzials zur Folge hat. Die 
Variation des Allergenspektrums der Sorten „Maxi“, „Salou“ und „Admires“ führt hin-
gegen nicht zur Veränderung der Allergenität.     

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 1, 9: Ma-1 2, 10: Ma-2 
3, 11: Ma-3 4, 12: Ma-4 5, 13: Ma-5 6, 14: Ma-6 7, 15: Ma-7 8, 16: Ma-8 
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4.2.3 Sortenvergleich 
 

Anhand der in Kapitel 4.2.2 dokumentierten Ergebnisse zeigen sich Unterschiede der 
Protein- und Allergenspektren unterschiedlicher Gartenbohnensorten. Ob infolge die-
ser Schwankungen ein Einfluss auf das allergene Potenzial vorliegt, wird durch Un-
tersuchung von vollständig ausgereiften Samen der Sorten „Salou“, „Montano“, 
„Admires“ und „Maxi“ eines Anbauversuches ermittelt. 
  

Neben der Bestimmung der Wasser- und Proteingehalte (siehe Tab. 4.19) erfolgt 
weiterhin die Anfärbung der Gesamtproteinmuster mittels AgF sowie der Allergen-
spektren mittels IF (siehe Abbildung 4.33). Zur relativen Quantifizierung der allerge-
nen Potenziale durch EAST-Inhibition (C50-Werte siehe Tabelle 4.19) werden die je-
weils festphasengebundenen Extrakte der einzelnen Sorten mit Extrakten aller an-
deren Gartenbohnensorten inhibiert. 
 

Obwohl die untersuchten Gar-

W
E
 

ab. 4.19: Kenndaten der Gartenbohnensorten 

tenbohnensorten bezüglich 
ihrer Einzelgewichte große 
Unterschiede aufweisen, be-
legt Tabelle 4.19, dass nur 
geringe Abweichungen der 

asser- und Proteingehalte auftreten. Es kann somit keine Tendenz zwischen dem 
inzelgewicht und den grundanalytischen Kenndaten hergestellt werden.  

Die AgF der vier untersuch-
ten Gartenbohnensorten 
(Abb. 4.33, 1 - 4) weisen alle 
Proteinbanden im MG-Be-
reich < 14 kDa bis 94 kDa 
auf. Dabei variiert jedoch so-
wohl die Detektionsintensität 
einzelner Proteinbanden als 
auch das Proteinspektrum 
insgesamt. Eine vergleich-
bare Detektion erfolgt nur für 
die charakteristischen Ban-
den mit MG von 19 sowie 
42 kDa. Die niedermolekula-
ren Proteine < 14 kDa dage-
gen treten bei den Sorten 
„Salou“ (1) und „Montano“ (2) 
wesentlich intensiver hervor 
als in den beiden anderen 
Sorten. 

Sorte Gewichtsbereich 
[g] 

Wassergehalt
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

„Salou“ 5.00 - 5.99 91.6 2.0 
„Montano“ 10.00 - 10.99 91.0 2.5 
„Admires“ 15.00 - 17.99 91.6 1.6 
„Maxi“ 14.00 - 15.99 91.8 1.4 

SDS-PAGE SDS-PAGE/ 
Semidry-Blotting 
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MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle 1, 5: „Salou“
2, 6: „Montano“ 3, 7: „Admires“  4, 8: „Maxi“ 
bb. 4.33: AgF und IF der Gartenbohnensorten 
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Tab. 4.20: C50-Werte Sortenvergleich Gartenbohne [µg/ml]

Dagegen wird insbesondere das 48-kDa-Protein in den Sorten „Admires“ (3) und 
„Maxi“ (4) intensiver angefärbt. Die stärkste Detektion der Banden mit MG von 16 
und 31 kDa erfolgt im Extrakt der Sorte „Maxi“ (4). 
 
Auch die immunologischen Anfärbungen weisen erhebliche Unterschiede bezüglich 
der Detektionsintensität sowie der Allergenspektren der einzelnen Sorten insbeson-
dere im niedermolekularen Bereich auf. So treten die Allergene mit MG von 14 und 
19 kDa lediglich in der Sorte „Montano“ schwach hervor. Durch die Sorten „Salou“ 
und „Montano“ werden allergene Banden mit den MG 16 und 21 kDa in geringer 
Intensität detektiert. Die weiteren Allergene mit MG von 25, 29, 31, 38, 42, 48, 55, 67 
und 75 kDa werden von allen vier Sorten angefärbt, wobei jedoch die Intensitäten der 
Einzelbanden z.T. erheblich voneinander abweichen. Unspezifisch Bindungen kön-
nen aufgrund der ausbleibenden Anfärbungen des K ausgeschlossen werden. 
 

Insgesamt ist aufgrund vergleichbarer Allergenspektren der Gartenbohnensorten 
„Salou“, „Admires“ und „Maxi“ ein ähnliches allergenes Potenzial zu erwarten. Dage-
gen wird für die Sorte „Montano“ ein höheres allergenes Potenzial postuliert. Eine 
Überprüfung erfolgt anhand einer EAST-Inhibition. Dabei ist aufgrund der jeweils in-
dividuellen Kopplungsbedingungen bei Herstellung der Allergenscheiben der einzel-
nen Gartenbohnensorten (siehe Anhang 7.7 & 7.8) eine Aussage bezüglich des aller-
genen Potenzials lediglich für mit gleichen Extrakten gekoppelte Allergenscheiben 
möglich (horizontaler Vergleich).  
 
 

 

Anhand der in Tabelle 4.20 
dokumentierten Ergebnisse zeigt 
sich aufgrund der jeweils deutlich 
niedrigeren C50-Werte der Sorte 
„Montano“ eine stärker inhibier-
ende Wirkung und somit ein 

höheres allergenes Potenzial. Alle übrigen Sorten weisen keine charakteristischen 
Unterschiede auf, so dass ein vergleichbares allergenes Potenzial festzustellen ist. 
Die Ergebnisse der EAST-Inhibition stehen somit in Übereinstimmung mit den zuvor 
getroffenen Überlegungen. 
 
Abschließend ist festzuhalten, dass die zwischen den Gartenbohnensorten „Salou“, 
„Admires“ und „Maxi“ ermittelten Unterschiede im Protein- und Allergenspektrum kei-
ne Unterschiede bezüglich der allergenen Potenz verursachen. Im Gegensatz dazu 
ist eine erhöhte allergene Aktivität der Sorte „Montano“ vorhanden. 

 Inhibitor 
Festphase „Salou“ „Montano“ „Admires” „Maxi” 
„Salou“ 25.5 12.3 37.2 41.1 
„Montano“ 27.4 9.9 34.9 29.2 
„Admires“ 32.9 15.2 29.7 33.3 
„Maxi“ 40.1 14.1 25.6 35.5 
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4.2.4 Untersuchung von Handelsprodukten 
 

Weitere Erkenntnisse zum Einfluss der technologischen Behandlung auf die Allerge-
nität der Gartenbohnenallergene liefert die Untersuchung unterschiedlicher Handels-
produkte (siehe Tabelle 7.3 in Anhang 7.6). Es werden Trockenbohnen (TB), Tief-
kühlbohnen (TKB), Glaskonserven (GKB) und Dosenkonserven (DKB) ohne Verar-
beitung (oV), nach Zubereitung (20 min; 100 °C) gemäß Herstellerangaben (nZ) und 

die dabei entstehenden 
Kochwässer (KW) unter-
sucht. Anschließend erfolgt 
die Anfärbung der Gesamt-
proteinmuster mittels SDS-
PAGE/AgF (siehe Abb. 4.34) 
sowie der Allergenspektren 
durch SDS-PAGE/Semidry-
Blotting und anschließender 
IF (siehe Abb. 4.35) und die 
relative Quantifizierung des 
allergenen Potenzials durch 
EAST-Inhibition (siehe Tab. 
4.21).  
Die AgF des hergestellten 
Extraktes der TB (1) zeigt 
ein stark differenziertes Pro-
teinmuster im MG-Bereich 
< 14 bis > 94 kDa. Nach Zu-
bereitung des Produktes (2) 
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MGM: Molekulargewichtsmarker N: native Gartenbohne 
1: TB (oV) 2: TB (nZ) 3: TB (KW) 4:  TKB (oV) 
5: TKB (nZ) 6: TKB (KW) 7: GKB (oV) 8: GKB (nZ) 
9: GKB (KW) 10: DKB (oV) 11: DKB (nZ) 12: DKB (KW) 
bb. 4.34: AgF der Handelsprodukte nach SDS-PAG
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erscheint das Proteinspek-
rum insbesondere durch die fehlende Anfärbung höhermolekularer und die Neu-
ildung niedermolekularer Proteinbanden verändert. Insgesamt wird jedoch weiterhin 
ine Vielzahl von Banden im gesamten MG-Bereich detektiert. Das bei der Erhitzung 
nfallende KW (3) zeigt ein hierzu annähernd identisches Bild. Auch das Banden-
uster der TKB (4) zeigt Abweichungen gegenüber der nativen Probe, wobei eine 
rhitzung (5) nur geringfügige zusätzliche Veränderungen hervorruft. Die AgF des 
W (6) zeigt, dass insbesondere die niedermolekularen Proteine eine hohe Wasser-

öslichkeit aufweisen. Die Beeinflussung durch Herstellung von Konserven (7, 10) hat 
m Vergleich zur Trocknung und Tiefgefrierlagerung einen wesentlich stärkeren Ein-
luss auf das Proteinspektrum, so dass neben starken diffusen Färbungen nur 
enige diskrete Proteinbanden vorhanden sind. Die weitere Zubereitung dieser Ex-

rakte (8, 11) führt dabei zu keiner wesentlichen Veränderung. Anhand der unter-
uchten KW (9, 12) wird wiederum deutlich, dass der überwiegende Teil der Proteine 
ine gute Wasserlöslichkeit aufweist. 
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Abb. 4.35: IF der Handelsprodukte nach SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

Die in der nativen Garten-
bohne (N) detektierten 
vierzehn Allergene wer-
den mit Ausnahme des 
16-kDa-Allergens in un-
veränderter Intensität 
auch in der TB (1) detek-
tiert. Die Zubereitung die-
ses Produktes (2) führt 
zum Verlust der IgE-Bin-
dungsfähigkeit der Aller-
gene mit MG < 14, 14, 
19, 67 und 75 kDa. 
Während des Erhitzungs-
vorgangs (3) treten die 
Allergene mit MG von 21, 
25, 29, 31, 38, 42, 48 und 
55 kDa aufgrund ihrer 
Wasserlöslichkeit teilwei-
se ins KW über. Im Ge-
gensatz dazu weist die 
unbehandelte TKB (4) ein 

wesentlich schwächer ausgeprägtes Allergenspektrum mit deutlichen Banden bei 
MG < 14, 29, 31 und 55 kDa sowie schwächere Anfärbungen bei 14, 16, 19, 21, 25, 
38, 42 und 48 kDa auf. Im zubereiteten Produkt werden nur noch die vier Allergene 
mit MG von 38, 42, 48 und 55 kDa detektiert, im KW erscheinen Banden mit MG von 
42 und 48 kDa. Die untersuchten Konserven (7 -12) weisen sowohl oV als auch nZ 
sowie in den KW die Allergene mit MG von 42 und 55 kDa in unterschiedlicher 
Intensität auf. 
 

Tab. 4.21: C50-Werte der untersuchten Handelsprodukte (siehe Tab. 7.25) 
Nr. Kürzel Inhibitor Kochzeit [min] C50-Wert [µg/ml] 
N N native Gartenbohne, Maxi - 5.1 
1 TB (oV) Weiße Bohne, getrocknet - 2.7 
2 TB (nZ) Weiße Bohne, getrocknet 105 6.4 
3 TB (KW) Weiße Bohne, getrocknet 105 21.4 
4 TKB (oV) Prinzessbohnen, Les Primeurs - 11.3 
5 TKB (nZ) Prinzessbohnen, Les Primeurs 10 7.8 
6 TKB (KW) Prinzessbohnen, Les Primeurs 10 6.9 
7 GKB (oV) Feine junge Brechbohnen - 27.0 
8 GKB (nZ) Feine junge Brechbohnen 10 43.1 
9 GKB (KW) Feine junge Brechbohnen 10 50.3 
10 DKB (oV) Grüne Bohnen, sehr fein - 7.4 
11 DKB (nZ) Grüne Bohnen, sehr fein 15 7.5 
12 DKB (KW) Grüne Bohnen, sehr fein 15 17.7 
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MGM: Molekulargewichtsmarker N: native Gartenbohne 
1: TB (oV) 2: TB (nZ) 3: TB (KW) 4:  TKB (oV) 
5: TKB (nZ) 6: TKB (KW) 7: GKB (oV) 8: GKB (nZ) 
9: GKB (KW) 10: DKB (oV) 11: DKB (nZ) 12: DKB (KW) 
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Anhand der in Tabelle 4.21 aufgelisteten Ergebnisse der EAST-Inhibitions-Untersu-
chungen lässt sich feststellen, dass die TB (oV) (1) und die TB (nZ) (2) der nativen 
Gartenbohne vergleichbare allergenen Potenziale aufweisen. Diese Ergebnisse steh-
en in Übereinstimmung zur Detektion der Allergenbanden durch die IF. Auch das bei 
der Erhitzung erhaltene KW (3) weist keinen deutlich erhöhten C50-Wert auf.  
 
Im Gegensatz dazu zeigen sowohl die ohne Zubereitung aufgearbeitete TKB (4) und 
die DKB (10) als auch die jeweiligen erhitzten Produkte (5 & 11) sowie das KW der 
TKB (6) mit C50-Werten zwischen 7.4 und 11.3 µg/ml im Vergleich zur nativen Gar-
tenbohne lediglich leicht verminderte allergene Potenziale. Die IF dokumentieren da-
gegen eine erhebliche Ausdünnung der Allergenspektren. Eine mögliche Erklärung 
für diese scheinbare Diskrepanz der Ergebnisse wäre eine überaus starke IgE-Bin-
dungsfähigkeit der detektierten Allergene mit MG von 42 und 55 kDa, welche zu 
einer starken Inhibitionswirkung durch diese hitzestabilen Allergene führen würde. 
Die drei untersuchten Varianten der GKB (7 - 9) sowie das KW der DKB (12) weisen 
zum Teil stark erhöhte C50-Werte und damit in Folge der IF zu erwartende Allergeni-
tätsverminderungen auf. 
 
 
 
4.2.5 Lagerung  
 

Zur Überprüfung des Einflusses der herkömmlichen Lagerungstemperatur von ca. 
- 20 °C sowie der Extremtemperatur von - 80 °C auf die Allergene der Gartenbohne 
werden frisch geerntete Früchte der Sorte „Montano“ bei entsprechenden Tempera-
turen gelagert. Auf ein vorheriges Blanchieren wird verzichtet, um mögliche Einflüsse 
durch die thermische Belastung ausschließen zu können. In definierten Abständen 
erfolgt neben der sensorischen Überprüfung der Proben die Bestimmung des Was-
ser- und Proteingehaltes, sowie die Detektion des Gesamtproteinmusters, des Aller-
genspektrums und die relative Quantifizierung des allergenen Potenzials.  
 
Die in Tabelle 4.22 dargestellten Ergebnisse verdeutlichen für die Lagerungstempe-
raturen - 20 °C sowie - 80 °C konstante Daten über den Gesamtzeitraum von 
28 Wochen. So zeigen ausnahmslos alle Proben arttypische sensorische Merkmale. 
Auch die Wasser- und Proteingehalte weisen bei Schwankungen im Bereich von 
92.9 bis 95.0 % bzw. 1.3 bis 1.9 % lediglich analytisch bedingte Abweichungen auf. 
Die C50-Werte schwanken zwischen 1.8 und 6.7 µg/ml und weichen nicht charakteris-
tisch vom Wert der nativen Probe (LV-B-0), dieser beträgt 2.9 µg/ml, ab. 
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Tab. 4.22: Kenndaten des Lagerungsversuches der Gartenbohne 

 

Die native Gartenbohne der Sorte „Montano“ zeigt in der AgF (Abb. 4.36,  1) ein stark 
differenziertes Bandenmuster mit Proteinen im MG-Bereich < 14 bis 94 kDa. Für die 
zwischen 2 und 16 Wochen bei Temperaturen von - 20 bzw. - 80 °C gelagerten Pro-
ben (2 - 6 & 10 - 14) ergibt sich ein nahezu identisches Proteinspektrum. Im Gegen-
satz dazu treten in den 20 bis 28 Wochen gelagerten Proben (7 - 9 & 15 - 17) Ab-
weichungen auf. Die 38-kDa-Bande wird in diesen Extrakten wesentlich schwächer, 
die Proteine mit MG von 35 und 48 kDa eindeutig intensiver detektiert. 
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MGM: Molekulargewichtsmarker 1: LV-B-0 2: LV-B-2-20 3: LV-B-4-20 4: LV-B-8-20 5: LV-B-12-20 
6: LV-B-16-20 7: LV-B-20-20 8: LV-B-24-20 9: LV-B-28-20 10: LV-B-2-80 11: LV-B-4-80 
12: LV-B-8-80 13: LV-B-12-80 14: LV-B-16-80 15: LV-B-20-80 16: LV-B-24-80 17: LV-B-28-80
Abb. 4.36: AgF des Lagerungsversuches der Gartenbohne 

Dauer 
[Wochen] 

Temperatur
[°C] 

Kenn- 
zeichnung 

Wassergehalt 
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische 
Eigenschaften

0 - LV-B-0 93.6 1.6 2.9 arttypisch 
2 - 20 LV-B-2-20 93.6 1.6 3.0 arttypisch 
4 - 20 LV-B-4-20 93.3 1.6 1.8 arttypisch 
8 - 20 LV-B-8-20 93.7 1.5 2.2 arttypisch 
12 - 20 LV-B-12-20 93.6 1.4 2.2 arttypisch 
16 - 20 LV-B-16-20 94.0 1.7 6.7 arttypisch 
20 - 20 LV-B-20-20 94.5 1.8 2.3 arttypisch 
24 - 20 LV-B-24-20 95.0 1.3 3.3 arttypisch 
28 - 20 LV-B-28-20 93.2 1.7 5.3 arttypisch 
2 - 80 LV-B-2-80 93.5 1.5 5.5 arttypisch 
4 - 80 LV-B-4-80 93.9 1.5 4.4 arttypisch 
8 - 80 LV-B-8-80 93.5 1.5 3.5 arttypisch 
12 - 80 LV-B-12-80 93.8 1.4 2.5 arttypisch 
16 - 80 LV-B-16-80 92.9 1.7 4.1 arttypisch 
20 - 80 LV-B-20-80 93.2 1.6 4.5 arttypisch 
24 - 80 LV-B-24-80 93.6 1.9 2.8 arttypisch 
28 - 80 LV-B-28-80 94.4 1.5 2.0 arttypisch 
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SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

AuF IF 
MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 K 

 
 
 
 

94 kDa 
 
 

67 kDa 
 
 

43 kDa 
 

 

30 kDa 
 

20 kDa 

 
14 kDa 

 
 
 

                   

    

MGM: Molekulargewichtsmarker 1: LV-B-0 2: LV-B-2-20 3: LV-B-4-20 
4: LV-B-8-20 5: LV-B-12-20 6: LV-B-16-20 7: LV-B-20-20 8: LV-B-24-20 
9: LV-B-28-20 10: LV-B-2-80 11: LV-B-4-80 12: LV-B-8-80 13: LV-B-12-80 
14: LV-B-16-80 15: LV-B-20-80 16: LV-B-24-80 17: LV-B-28-80  

Abb. 4.37: IF des Lagerungsversuches der Gartenbohne 
 

Diese Unterschiede werden ebenfalls bei den in Abbildung 4.37 dargestellten spezifi-
schen Detektionen der Allergenspektren deutlich. So weisen neben dem nativen Ext-
rakt auch die 2 bis 16 Wochen bei beiden Temperaturen gelagerten Proben (1 - 6 & 
10 - 14) Allergene mit MG von 14, 25, 29, 31, 38, 42, 48, 55, 67 und 75 kDa auf. Für 
die über diesen Zeitraum hinaus gelagerten Proben (7 - 9 & 15 - 17) erfolgt die De-
tektion der 38-kDa-Bande mit höherer Intensität, wohingegen das Allergen mit einem 
MG von 42 kDa schwächer angefärbt wird. Weiterhin erfolgt die zusätzliche Detek-
tion eines Allergens mit einem MG von 35 kDa. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass beginnend mit einer Lagerungszeit 
von 20 Wochen sowohl bei einer Temperatur von - 20 °C als auch bei - 80 °C eine 
Veränderung der Allergene mit MG von 38 und 42 kDa erfolgt. Diese Abweichungen 
im Allergenspektrum haben jedoch keinen Einfluss auf die Allergenitäten, was aus 
den nicht charakteristisch abweichenden C50-Werten ersichtlich ist. Es ist zu ver-
muten, dass es durch temperaturbedingte Abspaltungen kurzer Peptidbausteine bzw. 
durch Deglycolisierung lediglich zur MG-Änderung des 42-kDa-Allergens und infolge 
dessen zur Intensivierung der 38-kDa-Bande bzw. der Neudetektion der 35-kDa-Ban-
de kommt, ohne dass eine Beeinflussung der Epitope vorliegt. 
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4.2.6 Trocknung 
 

Zur Untersuchung des Einflusses der Herstellung von TB auf die Allergenität der 
Gartenbohne ist es zunächst notwendig, den benötigten Trocknungszeitraum zur Ab-
senkung des Restwassergehaltes auf Werte von 10 bis 11 % zu ermitteln. In Anleh-
nung an die industrielle Herstellung erfolgt deshalb in Vorversuchen das periodische 
Auswiegen von bei 58 ± 2 °C im Trockenschrank unter Rotation getrockneten Gar-
tenbohnensamen der Sorte „Montano“. Dabei wird in Abständen von 30 min über ei-
nen Zeitraum von 24 h der jeweilige Restwassergehalt des Trocknungsgutes be-
stimmt. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Tab. 4.23 dargestellt. 
 
Tab. 4.23: Wassergehalte des Trocknungsversuches (grau unterlegt: Probenahme) 

 

Anhand der Messreihe des Trocknungsversuches zeigt sich, dass in den ersten vier 
Stunden eine schnelle Abnahme des Wassergehaltes auf < 10 % erfolgt und sich 
dieser dann einem Wert von 4.0 % annähert. Der gesuchte Restwassergehalt von 
< 10 % wird somit nach einer Trocknungszeit von 4 h unterschritten. Es erfolgt des-
halb zu Beginn der Trocknung eine verstärkte Probennahme nach 0.5, 1.0, 2.0 und 
4.0 h. Um den gesamten Trocknungsbereich untersuchen zu können, werden außer-
dem Proben nach 8.0, 12.0, 16.0, 20.0 und 24 h gezogen. 
 

Anhand der in Tabelle 4.24 dargelegten grundanalytischen Daten zum Trocknungs-
versuch ergibt sich ein durch den Wasserverlust begründeter Anstieg des absoluten 
Proteingehaltes der Gartenbohnensamen von ursprünglich 6.3 % auf einen Maximal-
wert von 37.0 %. Durch Berechnung des relativen Proteingehaltes, der den infolge 
der Trocknung auftretenden Wasserverlust berücksichtigt, zeigt sich ein parallel zum 
Wasserverlust einsetzender Proteinabbau für den Trocknungszeitraum bis 8 h. Im 
weiteren Verlauf der Trocknung weisen die relativen Proteingehalte trotz starker 
Schwankungen keinen weiteren Anstieg auf. Die C50-Werte liegen zwischen 2.6 und 
13.3 µg/ml, wobei keine charkteristischen Änderungen festzustellen sind. 

Trocknung 
[h] 

Wassergehalt 
[%] 

Trocknung 
[h] 

Wassergehalt 
[%] 

Trocknung 
[h] 

Wassergehalt 
[%] 

0 81.0 8 4.7 16.5 4.4 
0.5 63.3 8.5 4.7 17 4.4 
1 51.7 9 4.7 17.5 4.4 

1.5 29.5 9.5 4.7 18 4.4 
2 28.9 10 4.7 18.5 4.4 

2.5 21.1 11 4.7 19 4.2 
3 13.5 11.5 4.5 19.5 4.2 

3.5 10.1 12 4.5 20 4.2 
4 6.4 12.5 4.5 20.5 4.2 

4.5 5.2 13 4.5 21 4.2 
5 4.9 13.5 4.4 21.5 4.0 

5.5 4.9 14 4.4 22 4.0 
6 4.9 14.5 4.4 22.5 4.0 

6.5 4.9 15 4.4 23 4.0 
7 4.7 15.5 4.4 23.5 4.0 

7.5 4.7 16 4.4 24 4.0 
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Tab. 4.24: Kenndaten des Trocknungsversuches der Gartenbohnensamen   

 

Zur weiteren Bestimmung des Einflusses dieser Abläufe auf die Proteine bzw. Aller-
gene sowie auf das allergene Potenzial der getrockneten Gartenbohnen erfolgt die 
Detektion der Protein- und Allergenspektren sowie die relative Quantifizierung des 
allergenen Potenzials der in Tabelle 4.24 aufgeführten Trocknungsstufen. 

 

SDS-PAGE SDS-PAGE/Semidry-Blotting 

AgF AuF IF 
MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MGM 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 K

 
 
 

94 kDa 
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30 kDa 
 

20 kDa 

 
14 kDa 
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30 kDa

 
20 kDa

 
14 kDa

 
 
 

            

 

Abb. 4.38: AgF und IF des Gartenbohnen-Trocknungsversuches  
 

Grundsätzlich werden anhand des silbergefärbten Extraktes des nativen Gartenboh-
nensamens (Abb. 4.38, 1) Unterschiede im Proteinspektrum zur Gesamtfrucht (siehe 
Abb. 4.35, Nr. 1) deutlich. Neben zahlreichen diffusen Anfärbungen im MG-Bereich 
< 14 bis 94 kDa weist der native Extrakt (TV-B-0) lediglich diskrete Banden bei < 14, 
16, 19, 31, 45 und 94 kDa auf.  

Trocknung 
[h] 

Kenn- 
zeichnung

Wassergehalt
[%] 

Trockenmasse
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

rel. Proteingehalt 
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

0 TV-B-0 81.0 19.0 6.3 33.2 3.3 
0.5 TV-B-0.5 63.3 36.7 7.2 19.6 2.7 
1.0 TV-B-1.0 51.7 48.3 8.8 18.2 2.6 
2.0 TV-B-2.0 28.9 71.1 15.7 22.1 10.2 
4.0 TV-B-4.0 6.4 93.6 26.1 27.9 6.4 
8.0 TV-B-8.0 4.7 95.3 27.5 28.9 7.2 
12.0 TV-B-12.0 4.5 95.5 29.9 31.3 6.1 
16.0 TV-B-16.0 4.4 95.6 36.8 38.5 13.3 
20.0 TV-B-20.0 4.2 95.8 37.0 38.6 9.3 
24.0 TV-B-24.0 4.0 96.0 33.0 34.4 11.0 

MGM: Molekulargewichtsmarker  K: Kontrolle 
1, 11: TV-B-0 2, 12: TV-B-0.5 3, 13: TV-B-1.0 4, 14: TV-B-2.0 5, 15: TV-B-4.0 
6, 16: TV-B-8.0 7, 17: TV-B-12.0 8, 18: TV-B-16.0 9, 19: TV-B-20.0 10, 20: TV-B-24.0 
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In den für 0.5 bzw. 1.0 h getrockneten Samen (2 & 3) verstärkt sich die Detektionsin-
tensität der Banden mit MG < 14, 16 und 42 kDa, wohingegen die 19-, 31-, 45- und 
94-kDa-Banden unverändert detektiert werden. Weiterhin werden Proteine mit MG 
von 18, 22, 25 und ca. 90 kDa sowie eine weitere Proteinbande < 14 kDa detektiert. 
Auch im weiteren Verlauf der Trocknung bleibt die Detektionsintensität der Proteine 
mit MG von 19, 31, 45 und 94 kDa unverändert. Alle weiteren Proteine werden mit 
fortschreitender Trocknungsdauer weniger stark angefärbt, wobei jedoch nur das 42-
kDa-Protein ab einer Trocknungszeit von 4.0 h (Nr. 5) nicht mehr detektiert wird. Alle 
übrigen Banden können selbst nach 24-stündiger Trocknung noch angefärbt werden.  

 

Das Allergenspektrum des nativen Gartenbohnensamens der Sorte „Montano“ (11) 
weist der nativen Gesamtfrucht (siehe Abb. 4.37, 1) vergleichbare Banden auf. So er-
folgen neben schwachen Detektionen der Allergene mit MG von 14, 19, 55 und 
75 kDa, starke Anfärbungen bei 25, 29, 31, 38 und 55 kDa. Im Verlauf der Trocknung 
zeigt sich dabei die Detektionsintensität der Allergenbanden mit MG von 19 bzw. 
38 kDa unverändert. Zunehmende Anfärbungen weisen die Allergene mit MG von 
25, 29, 31, 55 und 75 kDa auf, wohingegen lediglich das 67-kDa-Allergen mit zuneh-
mender Trocknungsdauer weniger stark detektiert wird. Das 14-kDa-Allergen wird le-
diglich bis zu einer Trocknungszeit von 2 h (11 - 14) detektiert. Eine zusätzliche Aller-
genbande mit einem MG von 16 kDa tritt ab einer Trocknungszeit von 1 h (13 - 20) 
auf. Das K zeigt keine Anfärbungen, so dass ein Auftreten unspezifischer Färbungen 
ausgeschlossen werden kann.  
 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass zwar leichte Veränderungen der Pro-
tein- und Allergenspektren durch die Trocknung der Gartenbohnensamen hervorge-
rufen werden, das allergene Potenzial jedoch keine charakteristischen Änderung er-
fährt. 
 

 
 

4.2.7 Autoklavierung  
 

Da infolge der Versuchsanordnung ein Gesamtüberblick über den Einfluss der Auto-
klavierung auf die Allergenität der Gartenbohne auch unter extremen Bedingungen 
gewonnen werden soll, werden für den Autoklavierungsversuch Temperaturstufen 
von 60, 85, 100, 121 und 140 °C bei einer jeweiligen Erhitzungsdauer von 20, 40 
bzw. 60 Minuten gewählt (siehe auch: 4.1.7). Diese Parameter übersteigen dabei 
z.T. deutlich die zur Herstellung von Konserven eingesetzten thermischen Belastun-
gen. Die Autoklavierung von Gartenbohnen der Sorte „Montano“ erfolgt in einem 
handelsüblichen Laborautoklaven. 
 

Nach erfolgter Behandlung werden zum einen sensorische Veränderungen ermittelt 
sowie die Trockenmasse und der Proteingehalt bestimmt. Zum anderen erfolgt die 
Detektion der Protein- und Allergenspektren sowie die Bestimmung des allergenen 
Potenzials der thermisch behandelten Proben. 
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Tab. 4.25: Kenndaten des Autoklavierungsversuches der Gartenbohnen  

 
Anhand der in Tabelle 4.25 dokumentierten Ergebnisse zeigen sich starke Schwan-
kungen der Trockenmassen für die Temperaturstufen 60, 85 und 100 °C mit Werten 
zwischen 5.7 und 9.6 %. Somit sind in diesem Bereich keine charakteristischen Ver-
änderungen der Trockenmassen festzustellen. Im Gegensatz dazu zeigen die Prote-
ingehalte, die im Intervall von 1.6 bis 2.0 % liegen, sowie die C50-Werte mit Werten 
von 1.1 bis 3.3 µg/ml nahezu konstante, mit der unbehandelten Gartenbohne ver-
gleichbare Werte. Auch die sensorischen Eigenschaften ändern sich bei diesen Tem-
peraturstufen nicht. 
 

Beginnend mit der 20-minütigen Autoklavierung bei 121 °C treten charakteristische 
Abweichungen sowohl der grundanalytischen Kenndaten, als auch der sensorischen 
Eigenschaften und der allergenen Potenziale auf. So bewirkt die bei 121 bzw. 140 °C 
durchgeführte Erhitzung eine zunehmende Braunfärbung und die Entwicklung eines 
Verbrennungsgeruchs. Parallel hierzu setzt ein durch Wasserverlust bedingter cha-
rakteristischer Anstieg der Trockenmasse auf einen Endwert von 12.7 % und des 
Proteingehaltes auf 2.6 % bei der Autoklavierungsstufe AV-B-140-60 ein. Weiterhin 
kann eine stufenweise Erhöhung der C50-Werte, welche für die Temperaturstufen 
121 und 140 °C zwischen 5.8 und 20.9 µg/ml liegen, und somit eine Verminderung 
des allergenen Potenzials festgestellt werden.    
 

Kenn-
zeichnung 

Temperatur 
[°C] 

Dauer 
[min] 

Trockenmasse
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische 
Eigenschaften 

AV-B-0-0 - - 8.5 1.3 1.6 arttypisch 
AV-B-60-20 60 20 8.5 1.6 1.1 arttypisch 
AV-B-60-40 60 40 5.7 1.9 1.4 arttypisch 
AV-B-60-60 60 60 6.6 1.6 1.1 arttypisch 
AV-B-85-20 85 20 7.0 1.7 1.3 arttypisch 
AV-B-85-40 85 40 8.7 1.9 2.4 arttypisch 
AV-B-85-60 85 60 7.3 2.0 2.2 arttypisch 
AV-B-100-20 100 20 6.1 1.7 2.2 arttypisch 
AV-B-100-40 100 40 6.8 2.0 2.0 arttypisch 
AV-B-100-60 100 60 9.6 1.8 3.3 arttypisch 
AV-B-121-20 121 20 8.7 2.3 6.9 leichte Braunfärbung
AV-B-121-40 121 40 9.4 2.4 5.8 leichte Braunfärbung

AV-B-121-60 121 60 9.3 2.0 6.2 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch

AV-B-140-20 140 20 8.3 2.9 8.9 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch

AV-B-140-40 140 40 9.4 2.0 12.6 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch

AV-B-140-60 140 60 12.7 2.6 20.9 
Braunfärbung 

Verbrennungsgeruch
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A

Die AgF des unbe-
handelten Extraktes 
der Gartenbohne 
(Abb. 4.39, 1) zeigt 
das typische Prote-
inspektrum mit zahl-
reichen Banden im 
MG-Bereich < 14 bis 
94 kDa sowie cha-
rakteristischen Pro-
teinbanden mit MG 
von 14, 19, 25, 29, 
30, 31, 38, 42, 55, 
67, 75 und 94 kDa. 
Allgemein ist eine 
stetig zunehmende 
Detektionsintensität 

dieser Banden bis 
zur 60-minütigen Au-
toklavierung bei 
60 °C (2 - 4) festzu-
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SDS-PAGE 

AgF 
MGM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

 
 
 

94 kDa 
 

67 kDa 
 

43 kDa 
 
30 kDa 

 
20 kDa 

 
14 kDa 

 
 
 

                 

MGM: Molekulargewichtsmarker   
1: AV-B-0-0 2: AV-B-60-20 3: AV-B-60-40 4: AV-B-60-60 
5: AV-B-85-20 6: AV-B-85-40 7: AV-B-85-60 8: AV-B-100-20 
9: AV-B-100-40 10: AV-B-100-60 11: AV-B-121-20 12: AV-B-121-40 
13: AV-B-121-60 14: AV-B-140-20 15: AV-B-140-40 16: AV-B-140-60 
bb. 4.39: AgF des Gartenbohnen-Autoklavierungsversuches  
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stellen. 
arüber hinaus (5 - 16) erfolgt die Abnahme der Färbungsintensität der Banden so-
ie eine erheblich zunehmende Hintergrundfärbung. Dabei werden die Banden mit 
G von 42, 75 und 94 kDa lediglich bis zur Stufe AV-85-20 (1 - 5), die mit MG von 
4, 19, 25, 29, 30 und 31 bis AV-B-100-60 (1 - 10) und das 38- bzw. 55-kDa-Protein 
is AV-140-20 (1 - 14) detektiert. Die Proteine mit MG von 31 und 67 kDa werden in 
ämtlichen autoklavierten Proben angefärbt. 

uch die spezifische Allergendetektion mittels IF (siehe Abb. 4.40) zeigt deutliche 
nterschiede der Allergenspektren zwischen der unbehandelten Gartenbohne (1) 
nd den jeweiligen erhitzten Proben (2 - 16), wobei der AgF vergleichbare Tenden-
en vorliegen. Es ist wiederum eine anfänglich zunehmende Detektionsintensität, in 
iesem Fall bis zur 20-minütigen Autoklavierung bei 85 °C (1 - 5), und eine darüber 
inaus gehende Verminderung (6 - 16) des Bandenmusters sowie eine Zunahme der 
intergrundfärbung erkennbar. Das K zeigt keine Anfärbungen, so dass unspezifi-
che Detektionen ausgeschlossen werden können. 
o werden in der unbehandelten Gartenbohne (Abb. 4.40, 1) Allergene mit MG von 
4, 16, 19, 21, 25, 29, 31, 38, 42, 48, 55, 67 und 75 kDa angefärbt. Lediglich die 
etektionsintensität des 14-kDa-Allergens nimmt infolge der Autoklavierung bei 
0 °C (2 - 4) ab, so dass eine Detektion in den weiteren Autoklavierungsstufen 
5 - 16) nicht mehr erfolgt. 
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Abb. 4.40: IF des Gartenbohnen-Autoklavierungsversuches  

Lediglich bis zur 
Stufe AV-B-85-40 
(1 - 6) stabil zei-
gen sich die Aller-
gene mit MG von 
16 und 55 kDa. 
Eine Stabilität bis 
zur 20-minütigen 
Autoklavierung auf 
100 °C (1 - 8) zei-
gen das 19- bzw. 
25-kDa-Allergen. 
Die höhermoleku-
laren Allergene mit 
MG von 67 sowie 
75 kDa werden bis 
zur Stufe AV-B-
100-40 (1 - 9) und 
die Allergene mit 
MG von 21, 29 
und 31 kDa bis 
einschließlich AV-
B-121-20 (1 - 11) 

detektiert. Die höchste Stabilität gegenüber der Autoklavierung zeigen die Allergene 
mit MG von 38, 42 und 48 kDa, welche bis zur Stufe AV-B-121-40 (1 - 12), AV-B-
121-60 (1 - 13) und AV-B-140-20 (1 - 14) angefärbt werden. Die für 40 bzw. 60 Mi-
nuten auf 140 °C erhitzten Proben zeigen lediglich diffuse Anfärbungen im mittleren 
MG-Bereich. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die ermittelten Ergebnisse tendenziell 
übereinstimmen. Anhand der sensorischen und grundanalytischen Ergebnisse erge-
ben sich nur geringfügige Veränderungen für die Autoklavierungen bei 60, 85 und 
100 °C, was sowohl durch die Detektion der Protein- und der Allergenspektren als 
auch durch die Bestimmung des allergenen Potenzials bestätigt wird. Darüber hinaus 
sind infolge von thermischer Instabilität durch Autoklavierung bei 121 bzw. 140 °C 
sowohl charakteristische Änderungen der sensorischen und grundanalytischen 
Daten als auch der Protein- bzw. Allergenspektren und der allergenen Potenz fest-
zustellen.  
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MGM: Molekulargewichtsmarker  K: Kontrolle 
1: AV-B-0-0 2: AV-B-60-20 3: AV-B-60-40 4: AV-B-60-60 
5: AV-B-85-20 6: AV-B-85-40 7: AV-B-85-60 8: AV-B-100-20 
9: AV-B-100-40 10: AV-B-100-60 11: AV-B-121-20 12: AV-B-121-40 
13: AV-B-121-60 14: AV-B-140-20 15: AV-B-140-40 16: AV-B-140-60 
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4.2.8 Mikrowellenbehandlung 
 

Die Untersuchungen zum Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Allergenität 
der Gartenbohnesorte „Maxi“ erfolgen anhand von tiefgefrorenem Material. Hierzu 
werden jeweils 50 g Probenmaterial unter Zugabe von 5 ml Wasser bei steigender 
Zeitdauer der Mikrowellenstrahlung ausgesetzt. Im Anschluss an diese Behandlung 
erfolgen neben sensorischen Untersuchungen sowie der Bestimmung der Trocken-
masse und des Proteingehaltes weiterhin die Detektion des Protein- und Allergen-
spektrums sowie die relative Quantifizierung des allergenen Potenzials. 
 
Tab. 4.26: Kenndaten der Mikrowellenbehandlung der Gartenbohnen   

 
Die in Tabelle 4.26 dokumentierten Ergebnisse der Trockenmasse-Bestimmungen 
ergeben für die mikrowellenbehandelten Gartenbohnen mit zunehmender Bestrahl-
ungsdauer ansteigende Werte, welche durch den auftretenden Wasserverlust be-
dingt sind. Auch der absolute Proteingehalt steigt von ursprünglich 1.7 % (MW-B-N) 
auf 12.7 % (MW-B-9) an. Da diese Werte sich jedoch auf das Gesamtgewicht be-
ziehen, werden zusätzlich die relativen Proteingehalte unter Berücksichtigung des 
Wasserverlustes während der Mikrowellenbestrahlung berechnet. Hierfür ergeben 
sich bis zu einer Behandlungsdauer von 6 Minuten (MW-B-N - MW-B-6) konstante 
Werte im Bereich von 23.3 bis 29.0 %. Für längere Bestrahlungszeiten (MW-B-7 - 
MW-B-9) zeigt sich ein Absinken des relativen Proteingehaltes auf 17.9 %. Diese 
Entwicklung ist durch den einsetzenden Proteinabbau durch hohe thermische Belas-
tungen begründet. Unterstützt wird diese Annahme des Proteinabbaus durch die 
sensorischen Ergebnisse, welche für die Bestrahlungsdauern von 5 bis 9 Minuten 
(MW-B-5 - MW-B-9) zunehmende Verbrennungsreaktionen anzeigen. Die C50-Werte 
der EAST-Bestimmungen steigen ausgehend von 0.8 µg/ml für die unbehandelte 
Probe (MW-B-N) bis auf 7.3 µg/ml für die maximal bestrahlte Probe (MW-B-9) an. 

Kenn-
zeichnung 

Dauer 
[min] 

TM 
[%] 

Proteingehalt 
[%] 

relativer Proteingehalt
[%] 

C50-Wert 
[µg/ml] 

sensorische 
Eigenschaften 

MW-B-N 0 6.6 1.7 25.8 0.8 arttypisch 
MW-B-1 1 8.1 2.2 27.2 1.1 arttypisch 
MW-B-2 2 10.5 3.1 29.5 1.8 arttypisch 
MW-B-3 3 15.0 3.5 23.3 2.3 arttypisch 
MW-B-4 4 26.2 7.6 29.0 2.5 arttypisch 

MW-B-5 5 34.1 8.9 26.1 2.6 
leichte Braunfärbung 
Verbrennungsgeruch 

MW-B-6 6 43.1 11.5 26.7 4.2 
stärkere Braunfärbung
Verbrennungsgeruch 

MW-B-7 7 57.8 13.2 22.8 3.7 
stärkere Braunfärbung
Verbrennungsgeruch 

MW-B-8 8 61.2 12.1 19.8 4.9 
starke Braunfärbung 
Verbrennungsgeruch 

MW-B-9 9 70.8 12.7 17.9 7.3 
starke Braunfärbung 
Verbrennungsgeruch 
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Abb. 4.41: AgF und IF der Gartenbohnen-Mikrowellenbehandlung 
 

Die Anfärbungen der Proteinspektren der behandelten Proben (Abb. 4.41, 1 - 9) be-
stätigen die grundanalytischen Ergebnisse, insofern deutliche Minderungen der de-
tektierten Bandenzahlen mit zunehmender Bestrahlungsdauer festzustellen sind. So 
werden in der unbehandelten Probe (N) charakteristische Proteinbanden mit MG 
< 14, 14, 18, 19, 25, 29, 31, 38, 45, 55, 67, 75 und 85 kDa detektiert. Lediglich bei 
einminütiger Bestrahlung zeigen sich die Proteine mit MG von 25, 45, 55, 75 und 
85 kDa stabil. Die niedermolekularen Proteine mit MG < 14, 14, 18 und 31 kDa wer-
den in den für eine bis sieben Minuten bestrahlten Extrakten (1 - 7) angefärbt, wobei 
die Detektionsintensität bis zu einer Bestrahlungszeit von zwei Minuten ansteigt, um 
anschließend kontinuierlich abzunehmen. In allen Extrakten mit identischer Entwick-
lung der Detektionsintensität werden die Proteine mit MG von 19, 29, 38 und 67 kDa 
angefärbt. 
 
Im Gegensatz dazu zeigen die IF (10 - 18) mit zunehmender Bestrahlungsdauer eine 
fortschreitend abnehmende Bandenzahl und Detektionsintensität. Wird im nativen 
Extrakt (N) noch das charakteristische Allergenspektrum mit Banden bei 14, 16, 19, 
21, 25, 29, 31, 38, 42, 48, 55, 67 und 75 kDa angefärbt, zeigen sich die Allergene mit 
MG von 14, 16, 21, 25, 29, 48, 67 und 75 kDa bereits bei einminütiger Bestrahlung 
(10) instabil. Bis zur Bestrahlungszeit von sieben Minuten werden die niedermoleku-
laren Allergene mit MG von 19, 31 und 38 kDa detektiert, eine Anfärbung selbst nach 
einer Gesamteinwirkdauer von neun Minuten zeigt lediglich die 42- bzw. 55-kDa-
Bande.   

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle N: MW-B-N  
1, 10: MW-B-1 2, 11: MW-B-2 3, 12: MW-B-3 4, 13: MW-B-4 5, 14: MW-B-5 
6, 15: MW-B-6 7, 16: MW-B-7 8, 17: MW-B-8 9, 18: MW-B-9  
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Insgesamt dokumentieren die ermittelten Ergebnisse einen erheblichen Proteinabbau 
im Verlauf der Mikrowellenbestrahlung, der einen Verlust der IgE-Bindungsfähigkeit 
diverser Allergene zur Folge hat. Somit wird eine starke Verminderung des allerge-
nen Potenzials der Gartenbohne hervorgerufen. Gegenüber dieser Behandlung stabil 
zeigen sich das 42- sowie 55-kDa-Allergen. 
 
 
4.2.9 In-vitro-Verdauung 
 

Die Untersuchung des Einflusses der enzymatischen Verdauung auf die Allergene 
der Gartenbohnensorte „Maxi“ erfolgt in Anlehnung an die in Kapitel 4.1.9 ermittelten 
Versuchsparameter. Es wird sowohl die Magen- als auch die Darmverdauung simu-
liert. 

 

Die Ergebnisse der Detektion des Gesamtproteinmusters mittels AgF nach elektro-
phoretischer Trennung und des Allergenspektrums durch IF nach SDS-SAGE/Semi-
dry-Blotting sind in Abbildung 4.42 dargestellt, die Ergebnisse der EAST-Inhibition 
gibt Tabelle 4.27 wider. 
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Abb. 4.42: AgF und IF der simulierten In-vitro-Verdauung der Gartenbohne 
 

Durch Vergleich der AgF der unterschiedlich inkubierten Extrakte 1 bis 8 mit der nati-
ven Probe (N) zeigen sich lediglich geringfügige Veränderungen der Proteinspektren. 
Im Gegensatz dazu treten bei Inkubation mit dem Enzymgemisch Proteinase K (9) 
erhebliche Veränderungen auf.  

MGM: Molekulargewichtsmarker K: Kontrolle  N: IV-B-N 
1, 8: IV-B-pH-120 2, 9: IV-B-Pep-1 3, 10: IV-B-Pep-1 + Try-4 
4, 11: IV-B-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 5, 12. IV-B-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 + Car-3 
6, 13: IV-B-Pep-1 + Pan-0.9 7, 14: IV-B-Pep 1 + Pro-2 
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Im nativen Extrakt werden Proteine mit MG < 14, 14, 16, 19, 25, 28, 29, 31, 38, 42, 
45, 48, 55, 67, 75 und 94 kDa angefärbt. Mit Ausnahme des 94-kDa-Proteins werden 
diese ebenfalls in dem 2 h bei 37 °C und pH 2 sowie dem mit Pepsin (Aktivität: 6.8 · 
101 U/l) bzw. mit einer Kombination aus Pepsin und Trypsin (Aktivität: 2.2 · 104 U/l) 
inkubierten Extrakten (1 - 3) detektiert. Erst der anschließende Zusatz einer α-Chy-
motrypsin-Lösung mit einer Aktivität von 7.0 · 104 U/l (4) führt zum Abbau der Prote-
ine mit MG < 14, 28, 45, 48 und 67 kDa. Die Inkubation mit Carboxypeptidase A 
(Aktivität: 2.9 · 103 U/l) bewirkt den Abbau des 31-kDa-Proteins sowie die Verminder-
ung der Detektionsintensität der verbleibenden Proteine (5). 
 
Erfolgt im Anschluss an die Pepsin-Inkubation der Zusatz von Pankreatin (6) so wer-
den lediglich die Proteine mit MG von 14, 16, 19, 25, 28, 29, 31, 38 und 42 kDa de-
tektiert, höhermolekulare Proteine liegen nicht vor. Nach Inkubation mit dem Enzym-
gemisch Proteinase K mit einer Aktivität von 2.7 · 102 U/l wird neben den Proteinen, 
welche vom Enzym selbst stammen (siehe Abb. 4.18, Seite 59), ausschließlich das 
31-kDa-Protein visualisiert. 
 
Das Allergenspektrum der nativen Gartenbohne (N) zeigt neben schwachen Anfär-
bungen bei MG von 16, 19, 21 und 25 kDa charakteristische Banden mit MG von 29, 
38, 42, 55, 67 und 75 kDa. Mit Ausnahme der Allergene mit MG von 16 bzw. 19 kDa 
werden diese ebenfalls in dem für 2 h bei 37 °C und pH 2 (8) sowie dem mit Pepsin 
(Aktivität: 6.8 · 101 U/l) bzw. mit einer Kombination aus Pepsin und Trypsin (Aktivität: 
2.2 · 104 U/l) inkubierten Extrakten (9 & 10) detektiert. Zum Abbau der niedermoleku-
laren Proteine mit MG von 21 bzw. 25 kDa führt der Zusatz der α-Chymotrypsin-
Lösung mit einer Aktivität von 7.0 · 104 U/l (11). Die Allergene mit MG von 29, 38, 42, 
55, 67 und 75 kDa werden unverändert detektiert. Im Gegensatz dazu führt der 
Zusatz des Enzyms Carboxypeptidase A (Aktivität: 2.9 · 103 U/l (12) zur deutlichen 
Abnahme der Detektionsintensität dieser Banden.  
 
Die im Anschluss an die Pepsin-Inkubation durchgeführte Verdauung mit dem En-
zymgemisch Pankreatin (13) zeigt keine weitere Verminderung der IgE-
Bindungsfähigkeit der detektierten Allergene. Einen erheblichen Einfluss auf das 
Allergenspektrum ruft die simulierte Proteinase K-Verdauung (14) hervor, in deren 
Anschluss lediglich das 29-kDa-Allergen deutlich sowie die Allergene mit MG von 42 
und 67 kDa schwach visualisiert werden. Da weder das K noch die Enzyme selbst 
(siehe Abb. 4.18, Seite 59) Anfärbungen zeigen, können unspezifische Anfärbungen 
ausgeschlossen werden. 
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50

ten C50-Werte der EAST-Inhibi-
tion der einzelnen Extrakte be-
stätigen die Ergebnisse der IF. 
Ausgehend vom nativen Gar-
tenbohnenextrakt mit einem 
Wert von 5.1 µg/ml sind keine 
charakteristischen Abweich-
ungen für die zweistündige In-
kubation im sauren Milieu (IV-B-

H-120), die Inkubation mit Pepsin (IV-B-Pep-1) sowie der kombinierten Pep-
in/Trypsin-Verdauung (IV-B-Pep-1 + Try-4) zu verzeichnen. 

m Gegensatz dazu erfolgen nach darauf folgender α-Chymotrypsin-Verdauung (IV-
-Pep-1 + Try-4 + Chy-4) sowie Carboxypeptidase A-Verdauung (IV-B-Pep-1 + Try-4 
 Chy-4 + Car-3) charakteristische Anstiege der C50-Werte auf 24.0 bzw. 44.1 µg/ml. 
amit wird eine deutliche Verminderung des allergenen Potenzials gezeigt. 

uch die im Anschluss an die Pepsininkubation durchgeführte Pankreatin-Verdauung 
eigt in Übereinstimmung mit der IF bei einem C50-Wert von 7.3 µg/ml keine charak-
eristische Veränderung gegenüber der Pepsin-Inkubation.  

it 270.7 µg/ml weist der zusätzlich mit dem Enzymgemisch Proteinase K (IV-B-Pep 
 + Pro-2) verdaute Gartenbohnenextrakt den höchsten C50-Wert und somit das ge-
ingste allergene Potenzial auf. Auch mittels EAST-Inhibition (siehe Tab. 4.14, Seite 
0) lässt sich keine IgE-Bindungsfähigkeit der eingesetzten Enzymlösungen nach-
eisen.   

Kennzeichnung C50-Wert [µg/ml] 
IV-B-N 5.1 
IV-B-pH-120 4.9 
IV-B-Pep-1 5.3 
IV-B-Pep-1 + Try-4 5.1 
IV-B-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 24.0 
IV-B-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 + Car-3 44.1 
IV-B-Pep-1 + Pan-0.9 7.3 
IV-B-Pep-1 + Pro-2 270.7 
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5 Diskussion 
 
Neben der Charakterisierung der Allergene der Gartenerbse (Pisum sativum L.) und 
der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.) dokumentiert die vorliegende Arbeit die Ein-
flüsse technologischer Verarbeitungsverfahren sowie proteolytischer Spaltungen auf 
das allergene Potenzial dieser Lebensmittel und beschreibt einen Ansatz zur Isolier-
ung einzelner Gartenerbsenallergene.   
 
5.1 Allergencharakterisierung 
 

Wichtige Kriterien zur Charakterisierung von Allergenen stellen die MG der einzelnen 
IgE-bindenden Proteine sowie deren Detektionshäufigkeit dar. Diese Kennzeichen 
ergeben sich anhand der Detektion der Allergenspektren nach SDS-PAGE/ Semidry-
Blotting und anschließender IF mit Einzelseren von gegen Gartenerbsen bzw. -boh-
nen sensibilisierten Patienten. 
 

Durch die verwendeten 39 Einzelseren können insgesamt sechzehn Gartenerbsen- 
bzw. vierzehn Gartenbohnenallergene im MG-Bereich < 14 kDa bis 75 kDa identifi-
ziert werden. Unterschiedliche Studien (SAMPSON, 1991; AULEPP & VIETHS, 1992; 
LEHRER et al., 1996) belegen, dass die meisten Lebensmittelallergene MG zwischen 
10 und 70 kDa, selten bis zu 100 kDa, aufweisen. Begründet ist dieser Bereich da-
durch, dass zum einen die Immunogenität und zum anderen die Durchlässigkeit 
gegenüber der intestinalen Mucosa gewährleistet bleiben muss. Somit liegen Über-
einstimmungen mit den ermittelten Untersuchungsergebnissen vor.  
 

Eine gesicherte Klassifizierung der Allergene erfolgt anhand der Detektionshäufigkeit 
eines Patientenkollektivs von mehr als 50 Individuen (GEHA, 1995; VIETHS et al., 
1996). Obwohl in der vorliegenden Studie lediglich 39 Einzelseren zur Verfügung 
stehen, kann es als gesichert angesehen werden, dass es sich bei den von maximal 
41 % der sensibilisierten Patienten detektierten Gartenerbsenallergenen mit MG 
< 14, 14, 16, 18, 22, 45, 50 und 75 kDa um Minor- bzw. Intermediärallergene handelt, 
welche laut Einteilungsdefinition von maximal 50 % der Individuen angefärbt wer-
den. Andererseits werden die Allergene mit MG von 20, 25, 28, 30, 37 und 40 kDa 
von mindestens 54 % der Patienten detektiert, so dass sie den Kriterien zur Klassifi-
zierung als Majorallergen entsprechen. Keine eindeutige Zuordnung aufgrund von 
Detektionshäufigkeiten von 46 bzw. 51 % kann für die Allergene mit MG von 66 bzw. 
32 kDa erfolgen. 
 

Da bisher keine Studien zur Klassifizierung der Gartenerbsenallergene vorliegen, 
kann keine Diskussion zur Einteilung erfolgen. BERNHISEL-BROADBENT et al. (1989) 
dokumentieren in ihrer Studie jedoch diverse IgE-bindende Proteine der Gartenerbse 
im MG-Bereich von 14 bis 70 kDa ohne eine exakte Zuordnung vorzunehmen. Im 
niedermolekularen Bereich < 14 kDa liegen demnach keine Allergene vor. Ver-
gleichende Betrachtungen ermöglichen eine eindeutige Zuordnung von stark detek-
tierten Banden mit MG von 14, 17, 24, 29, 53 und 67 kDa sowie schwächer ange-
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färbten Banden bei 19, 21, 27, 37, 41, 48, 50 und 60 kDa. Es ergeben sich insbeson-
dere im niedermolekularen Bereich große Übereinstimmungen zu dem in dieser Stu-
die detektiertem Allergenspektrum. Insgesamt zwölf der identifizierten Allergene kön-
nen, abgesehen von analytisch bedingten geringen Abweichungen der MG, in beiden 
Studien angefärbt werden. Lediglich die Allergene mit MG < 14, 22, 30 und 75 kDa 
werden durch BERNHISEL-BROADBENT et al. (1989) nicht dokumentiert. In einer wei-
teren Studie konnten MALLEY et al. (1975) ein Allergen mit einem MG von 11 kDa 
nachweisen, wobei es sich um das mit einem MG von < 14 kDa detektierte IgE-bin-
dende Protein handeln könnte. 

 
Sehr ähnliche Verhältnisse in Bezug auf die Allergenverteilung zeigt das Allergen-
spektrum der Gartenbohne. Trotz der zuvor genannten Einschränkung der zu gerin-
gen Anzahl der verwendeten Patientenseren erfolgt aufgrund der geringen Detek-
tionshäufigkeiten zwischen 5 und 38 % eine weitgehend gesicherte Klassifizierung 
der Allergene mit MG < 14, 14, 16, 19, 21, 25, 42 und 75 kDa als Minor- bzw. Inter-
mediärallergen. Bei den mit einer Häufigkeit von 62 bis 69 % detektierten höher-
molekularen Allergenen mit MG von 31, 48 und 55 kDa handelt es sich vermutlich 
um Hauptallergene. Keine eindeutige Zuordnung aufgrund von Detektionshäufigkei-
ten zwischen 44 und 54 % kann für die Allergene mit MG von 29, 38 und 67 kDa er-
folgen. 
 

Auch für die Gartenbohne liegen bisher keine Studien zur Einteilung in Minor-, Inter-
mediär- bzw. Majorallergene vor. Allerdings können wiederum Parallelen zu unter-
schiedlichen dokumentierten Allergenspektren festgestellt werden. So detektieren 
BERNHISEL-BROADBENT et al. (1989) mit dem Serum eines Gartenbohnenallergikers 
Allergene mit MG < 14, 18, 30, 31, 38, 41, 48, 50, 53, 55, 60 und 75 kDa, so dass un-
ter Berücksichtigung von durch die elektrophoretische Trennung begründeten analyti-
schen Abweichungen, die in dieser Studie angefärbten Allergene mit MG < 14, 19, 
29, 31, 38, 41, 48, 55 und 75 kDa zugeordnet werden können. Auch ZACHARISEN & 
KURUP (1998) beschreiben ein ausgeprägtes Allergenspektrum im MG-Bereich von 
18 bis 68 kDa. Im Gegensatz dazu identifizierten DAROCA et al. (2000) mittels eines 
Poolserums in nativen Gartenbohnen neben zahlreichen Allergenen lediglich drei 
Hauptbanden mit MG von 41, 47 und 71 kDa. Es können somit insbesondere im mitt-
leren und höheren MG-Bereich deutliche Übereinstimmungen zu bisherigen Studien 
festgestellt werden. 
 
Da weitere Studien zu Allergenspektren der Gartenerbse bzw. -bohne fehlen, gleich-
zeitig aber sowohl Kreuzreaktivitäten (BARNETT et al., 1987; BERNHISEL-BROADBENT & 
SAMPSON, 1989; BERNHISEL-BROADBENT et al., 1989; IBANEZ et al., 1997) als auch 
starke Ähnlichkeiten in der Protein-Zusammensetzung (KREFT et al., 1995) zu den 
Leguminosen Erdnuss, Soja, Linse und Lupine vorliegen, erfolgt ein zusätzlicher Ver-
gleich mit deren Allergenspektren. 
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In der Sojabohne konnten bisher zwölf Allergene identifiziert werden (SHIBASAKI et al., 
1980; BAUR et al, 1988; BUSH et al, 1988), wobei die IgE-Bindungen bei Immunoblot-
Untersuchungen vor allem zwischen 30 und 70 kDa mit dominierenden Banden bei 
30 und 50 kDa auftreten (BURKS & FUCHS, 1995). In der Erdnuss werden insgesamt 
17 verschiedene Allergene identifiziert (BURKS et al, 1992a; UHLEMANN et al., 1993; 
EIGENMANN et al., 1996; NIEMEIJER et el., 1996; JONG et al., 1998). Auch diese Studien 
zeigen übereinstimmend, dass die Hauptreaktivitäten neben dem 17-kDa-Hauptaller-
gen Ara h 2 wiederum Allergenen im MG-Bereich von 30 bis 66 kDa, in dem u.a. 
auch die Hauptallergene Ara h 1 (63.5 kDa) und Ara h 3 (57 kDa) lokalisiert sind, zu-
kommen. Somit liegen auch hier weitgehende Übereinstimmungen bezüglich der de-
tektierten Anzahl sowie dem MG-Bereich der Hauptreaktivitäten der Allergene vor.  
 

Die von IBANEZ SANDIN et al. (1999) anhand eines aus 33 Einzelseren zusammenge-
setzten Poolserums durchgeführten Studien zur Charakterisierung der Linsenallerge-
ne zeigen insgesamt ca. 30 unterschiedliche IgE-bindende Proteine im MG-Bereich 
von 10 bis 90 kDa, wobei die Allergene mit MG von 18, 21, 40, 52, 53 und 70 kDa mit 
einer Häufigkeit > 50 % detektiert werden. Weitere Aussagen über weniger häufig 
detektierte Allergene werden nicht getroffen. Auch PASCUAL et al. (1999) konnten in 
Studien, welche unter vergleichbaren Bedingungen durchgeführt wurden, insgesamt 
sechzehn Linsenallergene im MG-Bereich von 14 bis 84 kDa nachweisen, wobei eine 
Detektionshäufigkeit > 50 % lediglich für die Banden mit MG von 30, 38, 40, 54, 68 
und 70 kDa festgestellt werden kann. Das Allergenspektrum des Lupinensamens, 
der vermahlen als Zusatz von Teigwaren verwendet wird, weist spezifische Bindun-
gen im MG-Bereich von 21 bis 55 kDa auf (HEFLE et al, 1994), wobei ein 43-kDa-
Hauptallergen identifiziert werden kann (MONERET-VAUTRIN et al., 1999). Ähnliche Er-
gebnisse dokumentieren MATHEU et al. (1999), die acht IgE-bindende Proteine im 
MG-Bereich von 12.5 bis 61 kDa identifizieren. 
 

Zusammenfassend zeigen diese Studien übereinstimmend sowohl bezüglich der An-
zahl der detektierten Allergene als auch hinsichtlich der dominierenden Banden im 
MG-Bereich von 30 bis 70 kDa Ähnlichkeiten zu den vorliegenden Untersuchungser-
gebnissen der Gartenerbsen- und Gartenbohnenallergenspektren. 
 

Als weitere Möglichkeit der Charakterisierung erfolgt die pI-Bestimmung der Allerge-
ne. So können im nativen Gartenerbsenextrakt fünf Banden mit pI von 6.1, 6.0, 5.9, 
5.3 sowie 4.0 als IgE-bindende Proteine nachgewiesen werden. Die Gartenbohne 
weist sieben IgE-bindende Proteine mit pI von 6.3, 6.2, 6.0, 5.8, 5.6, 5.2 und 4.7 auf. 
Da in der Literatur bisher keine analogen Studien vorliegen, erfolgt wiederum ein 
weitreichenderer Vergleich. UHLEMANN et al. (1993) definieren den Bereich der pI von 
insgesamt 30 bis 40 IgE-reaktiven Erdnusskomponenten, von denen der überwie-
gende Teil als Isoallergene identifiziert wird, von 3.2 bis 7.5. Sowohl die pI der Haupt-
allergene der Erdnuss Ara h 1 mit 4.55 (BURKS et al., 1991) und Ara h 2 mit 5.2 
(BURKS et al, 1992a) als auch unterschiedlicher Sojaallergene mit pI von 6.0 (CODINA 
et al., 1997) bzw. 6.8 sowie 6.1 bis 6.2 (GONZALES et al., 1992) liegen im sauren bis 
neutralen Bereich. Damit zeigen diese Allergene den in der vorliegenden Studie cha-
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rakterisierten IgE-bindenden Proteinen vergleichbare Werte. Darüber hinaus belegen 
weitere Studien (PETERSEN, et al., 1996; HENZGEN et al., 1998; ZUNKER, 2001, PASCH-
KE et al., 2001) den leicht sauren Bereich als dominierende Region der pI von 
Lebensmittelallergenen. 
 

Sowohl nach VIETHS et al. (1994b) als auch nach KONAN & VIQUES (2002) liegen be-
züglich der Strukturen von Gartenerbsenallergenen in der Literatur bisher keine Stu-
dien vor. Dabei stellt die molekulare Charakterisierung einzelner Allergene nach zu-
vor erfolgter Isolierung die Grundlage zur verbesserten Diagnostik bzw. Therapie 
einer LMA dar. Die bisher angewandten Methoden zur Isolierung von Lebensmittel-
allergenen beruhen dabei grundsätzlich auf zwei unterschiedlichen Ansätzen.  
 

Bei der Affinitätschromatographie (AC) erfolgt die spezifische und reversible Adsorp-
tion der Allergene an einen individuellen, matrixgebundenen Bindungspartner. Diese 
in unterschiedlichen Studien unter Verwendung von IgE-Antikörpern angewandte se-
lektive Methode stellt sich für Routineuntersuchungen jedoch als zu empfindlich her-
aus (KINDER, 1999; ZUNKER, 2001). Auch die in der vorliegenden Studie durchgeführ-
ten Isolierungsversuche mittels unterschiedlicher Lectine (Ergebnisse nicht darge-
stellt) liefern wenig reproduzierbare Ergebnisse, welche keine zur N-terminalen Se-
quenzierung ausreichende Proteintrennung ermöglicht.  
Als weitere Möglichkeit kann die Reinigung von komplexen Proteingemischen an-
hand klassischer chromatographischer Trennmethoden erfolgen. So konnten durch 
einfache Trennungen mittels GPC, Ionenaustauschchromatographie (IEC), Umkehr-
phasenchromatographie (RPC) oder Elektroelution (EE) bzw. Kombination unter-
schiedlicher dieser Trennmethoden wiederholt einzelne Lebensmittelallergene isoliert 
werden (BERNHISEL-BROADBENT et al., 1994; MÖLLER et al., 1997a; KINDER, 1999; 
ZUNKER, 2001).  
 

Anhand der Entwicklung einer GPC-Methode zur Trennung eines Gartenerbsenge-
samtextraktes kann in der vorliegenden Arbeit der Elutionszeitraum des als potenzi-
elles Hauptallergen charakterisierten 40-kDa-Proteins auf 4 min begrenzt werden. 
Durch gezielte Vereinigung der Eluate zahlreicher Trennungen wird die N-terminale 
Sequenzierung dieses Allergens ermöglicht. In einem weiteren Ansatz wird, ausgeh-
end von der hochallergenen Albuminfraktion, durch vergleichbares Vorgehen die Se-
quenzierung des potenziellen 28-kDa-Hauptallergens ermöglicht.  
Ein Vergleich der ermittelten N-terminalen AS-Sequenzen dieser Allergene mit den 
Einträgen der Proteindatenbank SWISSPROT (2003) ergibt eine 78 bzw. 69 %ige Ho-
mologie zu bereits identifizierten Proteinen. Es handelt sich dabei zum einen um eine 
Untereinheit des Erdnuss-Hauptproteins Arachin (BHUSHAN & REDDY, 1990), zum an-
deren um das Albumin 1 (PA1A) der Sojabohne (WATANABE et al., 1994; TAN et al., 
1999). Da bezüglich dieser Proteine bisher keine immunologischen Untersuchungen 
durchgeführt wurden, lässt sich über ihre Bedeutung als kreuzreaktive Komponenten 
keine Aussage treffen. Da es sich jedoch jeweils um Leguminosenproteine handelt, 
wird nochmals die starke Verwandtschaft der Protein-Zusammensetzung dieser bota-
nischen Familie belegt. 
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5.2 Reifungseinflüsse 
 
Die Untersuchungen zur Veränderung des allergenen Potenzials im Verlauf der Rei-
fung werden anhand von unterschiedlichen Entwicklungsstufen verschiedener Gar-
tenerbsen- bzw. Gartenbohnensorten durchgeführt. 
 
Dabei zeigen sich in allen Gartenerbsensorten zunehmende Differenzierungen im 
Protein- bzw. im Allergenspektrum, welche insbesondere im niedermolekularen Be-
reich auftreten. Weiterhin ergeben sich verstärkte IgE-Bindungsfähigkeiten einzelner 
Allergene und steigende allergene Potenziale mit fortschreitendem Reifungsgrad. 
Gleichzeitig kann aber auch für die jeweils im frühen Entwicklungsstadium geernte-
ten Samen ein beträchtliches allergenes Potenzial nachgewiesen werden. 
 
Um darüber hinaus die Verteilung der Gesamtallergenität auf einzelne in der Garten-
erbse vorkommende Proteinfraktionen vornehmen zu können, erfolgt die getrennte 
immunologische Untersuchung der Glutelin-, Globulin- und Albumin-Fraktion der vier 
Reifungsstufen der Sorte „Maxigolt“. Dabei ergibt sich bereits für die frühen RS ein 
erheblicher im Verlauf der Reifung weiter ansteigender Albumin-Anteil. Gleichzeitig 
sinkt der Globulin-Anteil bei konstantem Glutelin-Anteil. Weiterhin kann in allen 
Einzelfraktionen der vier RS eine hohe allergene Potenz nachgewiesen werden, wo-
bei der Albumin-Fraktion die jeweils höchste Allergenität zukommt. Weiterhin kann 
eine Allergenitätszunahme mit zunehmender Reifung in allen drei Proteinfraktionen 
nachgewiesen werden. 
 
Diese Ergebnisse stimmen mit den von MALLEY et al. (1975) publizierten Resultaten 
insofern überein, dass ein deutlicher Anstieg der Allergenität im Verlauf der Reifung 
festzustellen ist. Andererseits dokumentiert diese Studie ein deutliches allergenes 
Potenzial jedoch nur für reife Gartenerbsensamen. Mögliche Gründe für die Diskre-
panzen der Ergebnisse sind Unterschiede bezüglich der Reifungsdauern bzw. der 
Entwicklungszustände der jeweiligen untersuchten Samen.  
Aufgrund der unterschiedlichen Funktionen der Proteinfraktionen Glutelin, Globulin 
und Albumin erfolgt deren Hauptsynthese zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Sa-
menentwicklung. Dabei ist die im Verlauf der Reifung zunehmende Albumin-Synth-
ese (JACOBS, 1951; DANIELSSON, 1952; DANIELSSON & LIS, 1952) anhand der ermittel-
ten Ergebnisse deutlich nachzuweisen. Nach MALLEY et al. (1975) kommt dabei die-
ser Fraktion die gesamte allergene Aktivität zu. Im Gegensatz dazu weisen BERNHI-
SEL-BROADBENT et al. (1989) in allen isolierten Fraktionen spezifische Antigenbindun-
gen nach. Auch BURKS et al. (1988) dokumentieren vergleichbare Ergebnisse der Al-
lergenverteilung in den Proteinfraktionen der Sojabohne. Anhand der ermittelten Er-
gebnisse kann eine Verteilung der allergenen Potenz auf alle untersuchten Fraktio-
nen nachgewiesen werden, wobei der Albumin-Fraktion der jeweils größte Anteil zu-
kommt, so dass die Ergebnisse von BERNHISEL-BROADBENT et al. (1989) und BURKS 
et al. (1988) bestätigt werden. 
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Im Gegensatz dazu ergeben die Untersuchungen der Gartenbohnensorten unter-
schiedliche Ergebnisse. Sowohl die AgF als auch die IF der einzelnen RS der Gar-
tenbohnensorte „Maxi“ zeigen eine deutliche Veränderung der Protein- bzw. Aller-
genspektren im Verlauf der Reifung. Dabei liegt aufgrund der gegenläufigen Effekte 
der zum einen zunehmenden IgE-Bindungsfähigkeit bzw. der höheren Gehalte der 
Allergene mit MG von 31, 48, 67 und 75 kDa und der zum anderen abnehmenden 
IgE-Bindung bzw. der geringeren Gehalte des 38-kDa-Allergens ein konstantes aller-
genes Potenzial vor. Die Untersuchungen unter Verwendung der  Gartenbohnen-
sorten „Salou“ und „Admires“ (Ergebnisse nicht dargestellt) zeigen hierzu vergleich-
bare Veränderungen. Die Sorte „Montano“ zeigt eine sprunghafte Veränderung so-
wohl der Protein- und  Allergenspektren als auch der allergenen Potenziale im Ver-
lauf der Reifung. So stehen der ausbleibenden Detektion des 42-kDa-Allergens die 
zusätzliche Anfärbung des 31- bzw. 38-kDa-Allergens sowie die Gegenläufigkeit der 
IgE-Bindungsfähigkeit der Allergene mit 55 und 67 kDa gegenüber. Insgesamt 
kommt es dadurch zur Erhöhung des allergenen Potenzials. 
 
Zwar liegen weder bezüglich der Gartenerbse bzw. -bohne noch weiterer Legumino-
sen Veröffentlichungen über den Einfluss des Reifungszustandes auf das allergene 
Potenzial vor, doch belegen verschiedene Studien bezüglich anderer pflanzlicher Le-
bensmittel sowohl Veränderungen der Protein- sowie Allergenspektren als auch Al-
lergenitätszunahmen im Verlauf der Reifung. So beschreiben KONDO et al. (2001) 
den Anstieg des allergenen Potenzials der Tomate infolge der steigenden Konzentra-
tionen von am Reifungsprozess beteiligten IgE-bindenden Proteinen. Auch für den 
Apfel sind Allergenitätszunahmen begründet durch steigende Konzentration des 
Hauptallergens Mal d 1 belegt (VIETHS et al., 1993b; HSIEH et al., 1995).  
 
Vergleichbare Veränderungen bezüglich der Allergenspektren sind auch für die un-
tersuchten Gartenerbsensorten festzustellen, so dass ein Anstieg der allergenen Po-
tenziale im Verlauf der Reifung wahrscheinlich durch erhöhte Konzentrationen be-
reits vorhandener Allergene bzw. durch Allergenneubildungen erfolgt. 
 
Zusätzlich zu diesen ebenfalls bei den untersuchten Gartenbohnensorten festzustell-
enden verstärkten Anfärbungen einzelner Allergene sind als gegenläufige Entwick-
lung abnehmende Detektionen einzelner Allergene festzustellen. Diese können durch 
abnehmende IgE-Bindungsfähigkeiten infolge von katabolen Prozessen im späten 
Entwicklungsstadium der Bohnen begründet sein (TÄUFEL et al., 1998). Dadurch be-
gründet kommt es, mit Ausnahme der Gartenbohnensorte „Montano“, insgesamt 
nicht zum Anstieg der allergenen Potenziale der Gartenbohnen im Verlauf der Reif-
ung. Die Unterschiede bezüglich der einzelnen Sorten werden in Kapitel 5.3 disku-
tiert. 
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5.3 Sortenvergleich 
 

Eine anhand von voll ausgereiften Samen der fünf Gartenerbsensorten „Kleine 
Rheinländerin“, „Allerfrüheste Mai“, „Maxigolt“, „Sprinter“ und „Wunder von Kelvedon“ 
untersuchte Sortenabhängigkeit des allergenen Potenzials ergibt keine charakteristi-
schen Unterschiede. Sowohl die unspezifischen Anfärbungen der Gesamtprotein-
muster als auch die spezifischen Detektionen der Allergenspektren der fünf Garten-
erbsensorten weisen grundsätzliche Ähnlichkeiten auf, wobei geringe Variationen der 
Detektionsintensitäten einzelner Banden sowie leichte Abweichungen der Allergen-
spektren auftreten. Da die durchgeführten EAST-Inhibitions-Untersuchungen jedoch 
vergleichbare IgE-Bindungsfähigkeiten für alle untersuchten Sorten ergeben, ist zu 
folgern, dass keine Unterschiede der Gesamtallergenitäten vorliegen. 
 

Identische Studien der Gartenbohnensorten „Salou“, „Admires“ und „Maxi“ ergeben 
vergleichbare Ergebnisse. Im Gegensatz dazu ist infolge der Variationen der Al-
lergenspektren der Sorte „Montano“ eine erhöhte allergene Aktivität zu konstatieren. 
 

Unterschiede der Protein- und somit möglicherweise auch der Allergenspektren ein-
zelner Sorten sind im allgemeinen durch klimatische und züchterische Einflüsse, wel-
che zur Anreicherung bzw. Verminderung einzelner Proteine führen können, begrün-
det (HEFLE, 1996). Zwar liegen bezüglich der Gartenerbse bzw. -bohne bisher keine 
derartigen Studien vor, doch konnten für die Erdnuss und die Sojabohne erhebliche 
Unterschiede im Gehalt und in der Zusammensetzung der Speicherproteine nachge-
wiesen werden, ohne dass Untersuchungen bezüglich der Allergenität durchgeführt 
wurden (HEFLE, 1996). Andere Studien (NORDLEE et al, 1981; HERIAN et al., 1990; 
BURKS et al, 1995; KOPPELMAN et al., 2001) belegen jedoch sowohl für Erdnuss- als 
auch Sojasorten Abweichungen in den Protein- und Allergenspektren, dessen unge-
achtet sind jedoch keine signifikanten Unterschiede der allergenen Potenziale nach-
zuweisen. Vergleichbare Ergebnisse sind für verschiedene Lebensmittel, wie Man-
deln (BARGMAN et al., 1992), Paprika (JENSEN-JAROLIM et al., 1998), Mangos und Lit-
chis (ZUNKER, 2001) sowie Haselnüsse und Karotten (WIGOTZKI, 2001) dokumentiert. 

 

Einzig für verschiedene Apfelsorten konnten erhebliche Abweichungen der allerge-
nen Potenziale festgestellt werden. So weisen die neueren Zuchtsorten „Golden Deli-
cious“ und „Granny Smith“ stärkere Allergenitäten auf als die wesentlich länger be-
kannten Sorten „Boskoop“, „Gloster“ und „Jamba“ (VIETHS et al., 1994d; HSIEH et al., 
1995). Begründet sind diese Unterschiede durch Korrelationen der allergenen Potenz 
mit der Konzentration des Hauptallergens Mal d 1 (VIETHS et al, 1994c; SON et al, 
1995). Da es sich bei den untersuchten Gartenerbsen- und Gartenbohnensorten zum 
überwiegenden Teil um lange bekannte (BUNDESSORTENAMT, 2003) unter identischen 
Kultivierungsbedingungen gereifte Zuchtsorten handelt, erscheinen die Ähnlichkeiten 
der Protein- und Allergenspektren sowie die vergleichbaren allergenen Potenziale 
durchaus plausibel. Für die in ihrem allergenen Potenzial erhöhte Gartenbohnensorte 
„Maxi“ liegt kein Antrag auf Zulassung vor (BUNDESSORTENAMT, 2003), so dass keine 
Aussage bezüglich des Züchtungszeitraumes getroffen werden kann. 
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5.4 Technologische Verarbeitung 
 

Ein wichtiges Kriterium sowohl für die Bedeutung einzelner Allergene als auch für die 
Allergenität eines Lebensmittels stellt die Beeinflussung durch Verarbeitungspro-
zesse dar. So kann die allergene Aktivität einerseits unverändert bleiben, anderseits 
jedoch vermindert werden oder sogar ansteigen (BESLER et al, 2001). Dabei gibt die 
Untersuchung von verarbeiteten Handelsprodukten zunächst Hinweise auf die Aller-
genstabilität, wobei jedoch zu berücksichtigen ist, dass ohne nähere Angaben zu 
Herkunft, Sorte, Reifungszustand und den Verarbeitungsparametern lediglich ten-
denzielle Aussagen abzuleiten sind. Um die Ergebnisse anhand sortenreiner Roh-
stoffe vergleichbarer Reifestadien unter definierten Prozessbedingungen zu 
verifizieren bzw. infolge extremer Behandlungen die Restallergenität der Produkte 
weiter zu beeinflussen, werden zusätzlich die Auswirkungen auf die Gartenerbsen- 
sowie Gartenbohnenallergene durch Tiefgefrierlagerung, Trocknung, Autoklavierung 
und Mikrowellenbestrahlung im Labormaßstab untersucht. 
 

Die Tiefkühlerbsen aus dem Handel zeigen im Vergleich zur nativen Gartenerbse 
insgesamt leichte Veränderungen der Protein- bzw. Allergenspektren, wobei die al-
lergenen Potenziale keine signifikanten Veränderungen aufweisen. Damit ist von ei-
ner hohen Stabilität der Allergene gegenüber der Tiefgefrierlagerung bei - 20 °C aus-
zugehen. Bei den nach Herstellerangaben zubereiteten Produkten zeigt sich eine 
deutliche Verminderung der allergenen Potenziale. Diese kann zum einen durch den 
Verlust der IgE-Bindungsfähigkeit infolge von Proteinveränderungen zum anderen je-
doch auch durch die Wasserlöslichkeit und den dadurch bedingten Übergang von Al-
lergenen ins Kochwasser begründet sein. 
Im Vergleich dazu zeigen die über einen Zeitraum von 68 Wochen bei Temperaturen 
von - 20 °C bzw. - 80 °C gelagerten Gartenerbsen keinerlei Veränderungen bezüg-
lich der grundanalytischen Kenndaten, der sensorischen Eigenschaften, der Protein- 
bzw. Allergenspektren oder der allergenen Potenziale.  
 

Es ist zu berücksichtigen, dass im allgemeinen vor dem Tiefgefrieren von pflanzlich-
en Lebensmitteln durch Blanchieren, eine kurzzeitige Erhitzung im Wasserdampf auf 
ca. 70 bis 80 °C, eine Minimierung der Enzymaktivität induziert wird (HEISS & EICH-
NER, 2002). Auf diese Behandlung wurde im durchgeführten Lagerungsversuch je-
doch verzichtet. Deshalb ist zu vermuten, das die Unterschiede in den detektierten 
Allergenspektren durch diese Vorbehandlung und nicht durch die Lagerungsbedin-
gungen verursacht wurden. Gestützt wird diese Vermutung durch den Umstand, dass 
keine Unterschiede bei den Protein- bzw. Allergenspektren sowie den allergenen Po-
tenzialen bei Lagerungstemperaturen von - 20 und - 80 °C auftreten. 
 

Im Gegensatz dazu weist bereits die ohne weitere Vorbehandlung untersuchte Tief-
kühlbohne ein deutlich ausgedünntes Allergenspektrum sowie ein leicht vermindertes 
allergenes Potenzial auf. Eine anschließende Zubereitung nach Herstellerangaben 
führt lediglich zu geringfügigen Veränderungen der allergenen Potentiale.  
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Da auch für die Gartenbohne die Tiefgefrierlagerung weder bei - 20 noch bei - 80 °C 
Einflüsse auf das Allergenspektrum noch das allergene Potenzial hervorruft, ist auch 
hier ein Allergenitätsverlust des Handelsproduktes infolge des Blanchierens zu ver-
muten. Ob dabei eine geringere Allergenstabilität oder drastischere Blanchierbeding-
ungen die stärkere Beeinflussung hervorrufen, lässt sich nicht feststellen. 
 
Die für den Lagerungsversuch der Gartenerbse gewählten Versuchsparameter ent-
sprechen bei einer Gesamtlagerungszeit von 68 Wochen und - 20 °C in etwa der von 
Herstellern angegebenen Höchstlagerungsdauer von 72 Wochen bei - 20 °C für Tief-
gefriererbsen. Die Lagerungsdauer der Gartenbohnen erreichen diesen Zeitraum aus 
technischen Gründen nicht. Da sowohl unter diesen Lagerungsbedingungen als auch 
bei der Extremtemperatur von - 80 °C keine Einflüsse auf die Allergene der Garten-
erbse bzw. -bohne hervorgerufen werden, kann von einer sehr hohen Allergenstabili-
tät gegenüber der Tiefgefrierlagerung ausgegangen werden.  
 
Da sich nur wenige Lebensmittel zur Tiefgefrierlagerung über längere Zeiträume eig-
nen, liegen diesbezüglich wenig Studien vor. Jedoch konnte sowohl ZUNKER (2001) 
bei der Lagerung von Litchis (52 Wochen/- 20 °C) als auch WIGOTZKI (2000) anhand 
der Untersuchung von tiefgefriergelagerten Karotten (Handelsprodukte) eine unver-
änderte Allergendetektion sowie konstante allergene Potenziale und damit eine maxi-
male Allergenstabilität nachweisen. 
 
 
Die thermische Behandlung von Lebensmitteln gehört zu den gängigsten technologi-
schen Verarbeitungsverfahren (VIETHS et al., 1994b). Von den allgemein für Lebens-
mittel angewandten Verfahren sind für die Bearbeitung von Gartenerbsen und -boh-
nen das Trocknen, die Autoklavierung sowie die Mikrowellenbehandlung von Bedeu-
tung, so dass die Beeinflussung der Allergenität durch diese Verfahren im folgenden 
näher betrachtet wird. 
 

Die Untersuchung von getrockneten Handelsprodukten zeigt kaum Veränderungen 
der Protein- und Allergenspektren sowie unveränderte allergene Potenziale. Eine 
weitere Erhitzung dieser Produkte bedingt jedoch deutliche Verluste der IgE-Bin-
dungsfähigkeit niedermolekularer Allergene sowie signifikant verminderte allergene 
Potenziale. Des weiteren wird die hohe Wasserlöslichkeit verschiedener Allergene 
ermittelt. In Übereinstimmung hierzu stehen die im Labormaßstab durchgeführten 
Untersuchungen zur Trocknung der Gartenerbse bzw. -bohne. Dabei können bis zum 
Erreichen der handelsüblichen Restwassergehalte von 10 bis 11 % lediglich gering-
fügige Veränderungen im niedermolekularen Protein- und Allergenspektrum bei un-
veränderten allergenen Potenzialen festgestellt werden. Selbst darüber hinaus wer-
den kaum zusätzliche Veränderungen hervorgerufen. Somit ist eine hohe Allergen-
stabilität gegenüber den angewandten Trocknungstemperaturen von 58 ± 2 °C im 
Trockenschrank unter Rotation des Trocknungsgutes festzustellen. 
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Infolge der industriell durchgeführten Behandlung zur Herstellung von Dosen- und 
Glaskonserven durch Autoklavierung ergeben sich dagegen erhebliche Veränderun-
gen im gesamten Protein- und Allergenspektrum der Gartenerbse und -bohne sowie 
eine erhebliche Reduzierung der allergenen Potenziale. Vergleichbare Ergebnisse 
liefern die Laboruntersuchungen, die signifikante Allergenitätsverluste ohne sensori-
sche Veränderungen bei der Gartenerbse im Bereich beginnend bei einer 20-minüti-
gen Erhitzung auf 60 °C bis zur 40-minütigen Erhitzung auf 121 °C ergeben. Darüber 
hinaus werden weitere Reduzierungen der IgE-Bindungsfähigkeiten und Minimierun-
gen der allergenen Potenziale einhergehend mit sensorischen Veränderungen ermit-
telt. Für die anhand von Gartenbohnen unter gleichen Bedingungen durchgeführten 
Untersuchungen ergeben sich bis zu einer 60-minütigen Autoklavierung bei 100 °C 
lediglich geringfügige Veränderungen dieser Parameter. Darüber hinaus treten zahl-
reiche Bandenverluste in den detektierten Allergenspektren und Minimierungen der 
allergenen Potenziale auf. Sowohl in den Handelsprodukten als auch bei den Labor-
versuchen zeigen jeweils die höhermolekularen Allergene größere Hitzestabilitäten. 
 
 
Die Mikrowellenbehandlung der Gartenerbse zeigt annähernd identische Auswirkun-
gen auf die Protein- und Allergenspektren sowie die allergenen Potenziale. Bereits 
durch zweiminütige Mikrowellenbestrahlung können im niedermolekularen Bereich 
auftretende Protein- und Allergenveränderungen sowie geringere allergene Potenzi-
ale festgestellt werden. Deutliche Veränderungen werden jedoch erst durch die für 
mindestes 7 min einwirkende Mikrowellenbestrahlung hervorgerufen, welche gleich-
zeitig negative sensorische Veränderungen bewirkt. Die Mikrowellenbestrahlung der 
Gartenbohne zeigt im Vergleich dazu bereits nach einminütiger Behandlung einset-
zende und deutlicher aufgeprägte Veränderungen der Protein- und Allergenspektren. 
 
Es ergeben sich kaum Beeinflussungen der Allergenitäten von Gartenerbse und 
-bohne durch Lufttrocknung bei Temperaturen von etwa 60 °C. Auch Autoklavierun-
gen bei bis zu 100 °C, welche im Vergleich dazu eine Energieübertragung in Form 
von Wasserdampf darstellen, sowie Mikrowellenbestrahlungen bis zu 6 min rufen nur 
geringfügige Allergenitätsveränderungen hervor.  
Erst die Autoklavierung ab 121 °C sowie die mindestens acht Minuten andauernde 
Mikrowellenbestrahlung führen zum deutlichen Verlust der IgE-Bindungsfähigkeiten 
vieler Allergene und zur charakteristischen Minimierung der allergenen Potenziale, 
wobei selbst nach extremen thermischen Einflüssen deutliche allergene Restpotenzi-
ale verbleiben. Insgesamt zeigen dabei sowohl die höhermolekularen Allergene der 
Gartenerbse als auch der Gartenbohne wesentliche höhere Stabilitäten gegenüber 
thermischer Belastung. Weiterhin ist eine leicht erhöhte Beständigkeit der Gartenerb-
senallergene im Vergleich zur Gartenbohne festzustellen. 
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Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass durch thermische Behandlung von Le-
bensmitteln, bedingt sowohl durch Verarbeitungsprozesse als auch durch die Zube-
reitung, Denaturierungen und Abbauprozesse von Proteinen erfolgen (BELITZ et al., 
2001; HEISS & EICHNER, 2002). 
 

Mit steigender Intensität der thermischen Behandlung treten dabei zunächst die Zer-
störung der Tertiärstruktur durch die Entfaltung bzw. Lockerung des Proteins infolge 
des Lösens von Wasserstoffbrücken- bzw. Disulfidbindungen, anschließend der Ver-
lust der Sekundärstruktur durch Entfaltung der Helices und der Abbau der β-Faltblatt-
struktur infolge der Spaltung von Wasserstoffbrückenbindungen und schließlich der 
Abbau der Primärstruktur durch Spaltung der Peptidkette begleitet von Schwefel-
wasserstoff-Abspaltung bei hohen Temperaturen auf (VIETHS et al., 1994b). Neben 
den tierischen Allergenen aus Eiern und Milch besitzen auch die Allergene der Legu-
minosen Erdnuss und Soja (TAYLOR et al., 1997) sehr hohe Hitzestabilitäten. Nach 
KREFT et al. (1995) werden Allergene mit Sequenzepitopen durch thermische Be-
handlungen nicht beeinflusst, wo hingegen Konformationsepitope durch Entfaltung 
der Peptidketten sowie Aufbrechen der Disulfidbrücken zerstört werden. 
 

Die von MALLEY et al. (1975) durchgeführten Studien belegen eine Stabilität der Gar-
tenerbsenallergene sowohl bei Erhitzung auf 60 °C für 30 min als auch bei fünfminü-
tigem Kochen bei 100 °C. Selbst eine Autoklavierung bei 120 °C für 15 min führt le-
diglich zur teilweisen Verminderung der allergenen Aktivität, wobei keine Aussagen 
über die veränderte IgE-Bindungsfähigkeit einzelner Allergene getroffen werden. 
Ähnliche Ergebnisse erzielten IGEA et al. (1994) bei der Erhitzung von Gartenbohnen 
auf 75 °C, wodurch selbst nach 24 h keine signifikanten Veränderungen des allerge-
nen Potenzials hervorgerufen werden. Auch DAROCA et al. (2000) konnten lediglich 
geringe Unterschiede zwischen den IgE-Reaktivitäten von rohen und gekochten Gar-
tenbohnenextrakten nachweisen, wobei von den im rohen Extrakt detektierten 
Hauptbanden mit MG 41, 47 und 71 kDa nach der Erhitzung, nähere Angaben zur 
Dauer werden nicht gemacht, nur noch die 41- und 71-kDa-Hauptbande detektiert 
werden. Es ergeben sich somit ausgeprägte Übereinstimmungen zu den in dieser 
Studie festgestellten hohen Hitzestabilitäten der Gartenerbsen- und Gartenbohnen-
allergene. 

 

Zahlreiche Studien belegen die allgemein sehr hohe Hitzeresistenz von Erdnussaller-
genen (HEINER & NEUCERE, 1975; TAYLOR et al., 1982; BARNETT et al., 1983; KEATING 
et al., 1990; BURKS et al., 1992b). Weiterhin ermitteln KOPPELMAN et al. (1998) keine 
signifikanten Änderungen der IgE-Bindungsfähigkeit des zuvor isolierten 63.5-kDa-
Erdnuss-Hauptallergens Ara h 1 nach 15-minütiger Erhitzung auf 120 bis 140 °C. 
Auch BURKS et al. (1992b) weisen diese hohe Hitzestabilität von isolierten Erdnussal-
lergenen nach, indem zunächst eine 13- bis 16-minütige Röstung der Gesamtfrucht 
auf 163 bis 177 °C erfolgt und anschließend einzelne Allergene, u.a. die Haupt-
allergene Ara h 1 und Ara h 2, für 60 min auf 100 °C erhitzt werden, ohne dass eine 
Reduktion der IgE-Bindungsfähigkeit festgestellt werden kann. Anhand von trocken- 
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bzw. ölgerösteten Produkten, welche im allgemeinen Temperaturen von 180 °C aus-
gesetzt sind (TÄUFEL et al., 1998), können die nahezu unveränderten IgE-Bindungs-
aktivitäten durch NORDLEE et al. (1981) bestätigt werden. Insgesamt weist diese Stu-
die lediglich für ein stark verarbeitetes Erdnussöl sowie ein Erdnussmehl deutlich 
verminderte Restallergenitäten auf. 
 

Zwar dokumentieren BURKS et al. (1992b) sowohl für ganze Sojabohnen als auch für 
einzelne Proteinfraktionen nach 60-minütiger Erhitzung auf 100 °C unveränderte Al-
lergenitäten, doch konnten MÜLLER et al. (1998) zum einen durch zweistündiges  
Kochen und zum anderen durch 25-minütige Mikrowellenbestrahlung (700 W) Redu-
zierungen der IgE-Bindungsfähigkeiten hervorrufen. Auch von SHIBASAKI et al. (1980) 
am gesamten Sojaglobulin sowie an einzelnen Fraktionen durchgeführte 30-minütige 
Erhitzungen auf 80, 100 bzw. 120 °C zeigen überwiegend Reduzierungen der IgE-
Bindungsfähigkeiten, wobei jedoch in allen Fraktionen Restallergenitäten verbleiben. 
Somit ergeben sich auch für Sojaallergene sehr hohe Hitzestabilitäten, welche 
jedoch im Vergleich zur Erdnuss abfallen. 
 
Auch die Leguminosen Linse und Kichererbse, welche bevorzugt im Mittelmeerraum 
konsumiert werden und dort eine hohe Bedeutung als allergieauslösende Lebensmit-
tel besitzen (MARTINEZ SAN IRENEO et al., 2000) weisen überwiegend hitzestabile Al-
lergene auf. So weisen IBANEZ SANDIN et al. (1999) ein unverändertes Allergenspek-
trum der Linse mit lediglich verringerter Detektionsintensität einzelner Banden nach 
15 minütigem Kochen nach, wobei ein leichter Anstieg der IgE-Bindungsfähigkeit zu 
verzeichnen ist. Auch CARRILLO et al. (1986) sowie LALLES & PELTRE (1996) bestäti-
gen diese Hitzestabilität der Linsenallergene. Vergleichbare Ergebnisse, ein nahezu 
unverändertes Allergenspektrum eines unbehandelten und 15 min auf 100 °C er-
hitzten Extraktes bei leichtem Anstieg der IgE-Bindungsfähigkeit infolge der thermi-
schen Behandlung, ermitteln MARTINEZ SAN IRENEO et al. (2000) für die Kichererbse. 
Im Gegensatz dazu dokumentieren SANCHEZ-MONGE et al. (2000) substanzielle Ver-
änderungen des Proteinspektrums nach Erhitzen mit verstärkter Detektion der Ban-
den zwischen 12 und 16 kDa, sowie eine verminderte Detektionsintensität im Bereich 
von 25 bis 45 kDa. Im Allergenspektrum werden die Hauptbanden in den MG-Berei-
chen von 12 bis 16 sowie 45 bis 70 kDa lokalisiert. 
 
Somit kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die hohe Hitzestabilität der 
Gartenerbsen- und Gartenbohnenallergene insgesamt mit der in zahlreichen Studien 
belegten Unempfindlichkeit anderer Leguminosen gegenüber thermischer Behand-
lung vergleichbar ist. Dabei können keine signifikant unterschiedlichen Einflüsse be-
züglich der angewandten Verfahren der thermischen Beeinflussung ermittelt werden. 
Eine von der Art der Erhitzung unabhängige Protein- sowie Allergendenaturierung für 
Sellerie- und Apfel konnte ebenfalls durch VIETHS et al. (1994b) festgestellt werden. 
Hinweise bezüglich unterschiedlicher Hitzeresistenzen in Abhängigkeit vom Moleku-
largewicht liegen jedoch nicht vor. 
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5.5 In-vitro-Verdauung 
 

Basierend auf den Kenntnissen bezüglich echter LMA stellt die Magenpassage von 
Gartenerbsen- und Gartenbohnenallergenen unter Erhalt intakter Epitope eine 
Grundvoraussetzung zur Sensibilisierung des Immunsystems über den Gastrointesti-
naltrakt und damit zur Manifestation klinischer Symptome dar, weil nur so eine Ab-
sorption durch die Mucosa möglich ist (ASTWOOD et al., 1996; VIETHS et al, 1999; FU 
et al., 2002). Diesbezüglich erfolgen Stabilitätsuntersuchungen der Allergene gegen-
über proteolytischen Enzymen unter vereinfachter Simulation des menschlichen Ver-
dauungstraktes. Weiterhin stellt die enzymatische Behandlung von Lebensmitteln, 
obwohl eine generelle Anwendung im Rahmen der Lebensmittelherstellung ist nicht 
möglich ist, ein gängiges Verfahren zur gezielten Reduktion der allergenen Potenz 
dar (VIETHS et al., 1994b). So erfolgt die Behandlung von Gartenerbsen- und Garten-
bohnenextrakten unter Einsatz verschiedener Enzyme bzw. Enzymmischungen zur 
Überprüfung der potenziellen Minimierung der Restallergenitäten von stark verarbei-
teten Produkten, wie sie häufig zur Herstellung von Brei oder gemahlen als Suppen-
grundlage eingesetzt werden (FRANKE, 1997; WEBERLING & SCHWANTES, 2000).   
Potenzielle Protein- bzw. Allergenveränderungen können bereits beim Eintritt der 
Nahrung in den Gaster infolge der Inkubation mit Salzsäure erfolgen. Deshalb wer-
den zunächst vergleichende Untersuchungen der Allergenspektren und der allerge-
nen Potenziale der nativen und bei einer Temperatur von 37 °C und einem pH-Wert 
von 2 inkubierten Extrakte durchgeführt.  
 

Anhand der Gartenerbsenextrakte wird deutlich, dass eine derartige Behandlung le-
diglich geringfügige Veränderungen im niedermolekularem Proteinspektrum jedoch 
keine Beeinflussung des Allergenspektrums bzw. der Detektionsintensitäten sowie 
des allergenen Potenzials hervorruft. Einflüsse in Folge unterschiedlicher Inkubati-
onsdauern sind nicht festzustellen. Der Pepsin-Zusatz führt im Gegensatz dazu 
nahezu unabhängig von der eingesetzten Aktivität der Lösung zum vollständigen Ab-
bau zahlreicher Proteine im gesamten MG-Bereich. Es kommt zur verstärkten Detek-
tion niedermolekularer Proteinbanden, bei denen es sich vermutlich um Fragmente 
höhermolekularer Proteine handelt, sowie zum vollständigen Abbau höhermolekula-
rer Proteine. Die Veränderungen im Allergenspektrum dagegen fallen weniger deut-
lich aus. Es werden wiederum unabhängig von der Pepsin-Aktivität lediglich die Aller-
gene mit MG von 14 bzw. 30 kDa abgebaut. Die geringfügige Abnahme der Allerge-
nität, charakterisiert durch den leichten Anstieg der C50-Werte der EAST-Inhibition, 
bestätigen diese Veränderungen. 
 

Im Gegensatz dazu erfolgen im Gartenbohnenextrakt sowohl durch die zweistündige 
Behandlung bei pH 2 als auch infolge der Pepsin-Inkubation nur geringfügige Verän-
derungen der Proteinspektren sowie der Verlust der IgE-Bindungsfähigkeit des 16- 
bzw. 19-kDa-Allergens. Bestätigt wird diese Hydrolyseresistenz durch die Ergebnisse 
der EAST-Inhibition, welche lediglich geringfügige Abnahmen der allergenen Poten-
ziale anzeigen. 
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Zusammenfassend ergibt sich somit sowohl für zahlreiche Gartenerbsen- als auch 
Gartenbohnenallergene eine hohe Persistenz gegenüber der simulierten Magenver-
dauung, wobei eine geringfügig höhere Stabilität der Gartenbohnenallergene festzu-
stellen ist. 
 

Die Inkubation des zuvor mit Pepsin verdauten Gartenerbsenextraktes mit den Enzy-
men des Intestinaltraktes führt sowohl im Protein- als auch im Allergenspektrum zu 
drastischen Veränderungen. Nach der Trypsin-Verdauung werden zwar noch ver-
schiedene Proteine im MG-Bereich < 14 bis 75 kDa detektiert und lediglich das 20-
kDa-Allergen abgebaut. Doch führt die α-Chymotrypsin-Zugabe zum starken Protein- 
und Allergenabbau, so dass anschließend lediglich das 25- und 28-kDa-Allergen vi-
sualisiert werden. Die Inkubation mit Carboxypeptidase A zeigt keinen weiteren Ein-
fluss auf diese resistenten Allergene. Die im niedermolekularen Bereich gebildeten 
Proteine weisen keine IgE-Bindungsfähigkeiten auf. Durch steigende C50-Werte nach 
den jeweiligen Inkubationsstufen werden abnehmende allergene Potenziale der Ex-
trakte verdeutlicht. Vergleichbare Ergebnisse liefern die Inkubationen mit den Enzym-
gemischen Pankreatin bzw. Proteinase K. 
 

Auch die Gartenbohnenproteine bzw. -allergene zeigen sich gegenüber der Trypsin-
Verdauung weitgehend stabil. Dagegen werden wiederum durch die α-Chymotrypsin-
Inkubation zahlreiche Proteine im gesamten MG-Bereich abgebaut sowie die Detek-
tionsintensitäten der verbleibenden Proteine stark vermindert. Diese Veränderungen 
führen im Allergenspektrum zwar zum Abbau der niedermolekularen Allergene mit 
MG von 21 bzw. 25 kDa, jedoch werden die Allergene mit MG von 29, 38, 42, 55, 67 
und 75 kDa unverändert detektiert. Da die abschließende Carboxypeptidase A-Inku-
bation lediglich den Abbau des 31-kDa-Allergens sowie die Verminderung der Detek-
tionsintensität der verbleibenden Allergene hervorruft, kann im Vergleich zur Garten-
erbse eine höhere Allergenstabilität der Gartenbohnenallergene gegenüber der simu-
lierten intestinalen Verdauung festgestellt werden. Bestätigt werden diese Tenden-
zen sowohl durch die C50-Werte der EAST-Inhibitionen als auch durch die Inkubatio-
nen mit den Enzymgemischen Pankreatin sowie Proteinase K. 
Insgesamt ist festzustellen das infolge der simulierten intestinalen Verdauung eine 
deutliche Verringerung der Allergenitäten der Gartenerbse und -bohne hervorgerufen 
wird, wobei stärkere Einflüsse auf die Gartenerbsenallergene festzustellen sind, je-
doch alle verdauten Extrakte noch Restallergenitäten aufweisen. 
 

Zahlreiche unter variierenden Parametern bezüglich der eingesetzten Enzyme bzw. 
der Inkubationszeiten durchgeführte Studien, sowohl zur einfachen Pepsinbehand-
lung als auch zur simulierten gastrointestinalen Verdauung, belegen vergleichbare 
Stabilitäten verschiedener Leguminosenallergene. Die vorliegende Studie ist sowohl 
an grundlegende Erkenntnisse der menschlichen Verdauung (SCHMIDT & THEWS, 
1995) als auch an diese Studien (ASTWOOD et al., 1996; VIETHS et al., 1999; FU et al., 
2002) über die proteolytische Beeinflussung von Leguminosenallergenen angelehnt, 
so dass eine generelle Vergleichbarkeit gewährleistet ist. 
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So weisen nach FU et al. (2002) unterschiedliche zuvor isolierte nicht allergene Gar-
tenerbsen- bzw. Bohnenproteine gegenüber der Magenverdauung nur eine maximal 
15-minütige Stabilität, gegenüber der Darmverdauung aber höhere Beständigkeiten 
auf. VIETHS et al. (1999) dagegen konnten für das Proteinspektrum der Erdnuss kei-
ne Beeinflussung durch zweistündige Inkubation bei 37 °C und einem pH-Wert von 
1.5 ermitteln. Auch BECKER (1997) konnte bei Erdnüssen, die 10 min gekaut wurden, 
keine Veränderungen im Allergenspektrum nachweisen. Nach zweistündiger Inkuba-
tion unter Magenbedingungen ist eine deutliche Verdauung der Erdnussproteine mit 
MG > 30 kDa, einschließlich des Hauptallergens Ara h 1, sowie die Detektion zahlrei-
cher Proteinfragmente < 25 kDa festzustellen, wobei mittels IF jedoch ein breites 
Spektrum an Allergenen detektiert werden kann (VIETHS et al., 1999). Eine hohe Sta-
bilität des Hauptallergens Ara h 1 nach 80-minütiger Pepsin-Inkubatuion zeigen die 
Untersuchungen von BECKER (1997). Nach Darmverdauung verbleibt nach VIETHS et 
al. (1999) jedoch nur eine geringe IgE-Bindungsfähigkeit von drei Banden mit MG 
< 14 kDa. Auch BURKS et al. (1992b) stellen nur minimale Veränderungen für Erd-
nuss- und Sojaallergene nach einer der menschlichen Verdauung angepassten 
chemischen Behandlung sowie eine 100- bzw. 10-fache Reduzierung der IgE-Bin-
dungsfähigkeit der Erdnuss- bzw. Sojaallergene nach simulierter menschlicher Ver-
dauung fest. Ähnliche Ergebnisse erzielen ASTWOOD et al. (1996) anhand von Erd-
nuss- und Sojaextrakten nach 60-minütiger Inkubation unter simulierten Magenbe-
dingungen, wobei eine höhere Stabilität allergener Proteine im Vergleich zu nicht 
allergenen Proteinen festgestellt wird. Ein Vergleich der proteolytischen Stabilität von 
Major- und Minorallergenen der Erdnuss bzw. der Sojabohne zeigt, dass keine signi-
fikant höhere Persistenz der Majorallergene vorliegt (Fu et al., 2002). Auch bezüglich 
allergener und nicht-allergener Proteine weist diese Studie keine Stabilitätsunter-
schiede nach. LALLES & PELTRE (1996) beschreiben anhand ihrer Untersuchungen 
die natürliche Resistenz einiger Leguminosen gegenüber chemischer und zum Teil 
gegenüber proteolytischer Denaturierung als gemeinsames Merkmal. 

 
Insgesamt zeigen diese Studien eine hohe Säurestabilität unterschiedlicher Legumi-
nosenproteine bzw. -allergene, starke Beeinflussungen der Protein- und Allergen-
spektren jedoch wesentlich geringere Verminderungen der Allergenitäten durch eine 
simulierte Magenverdauung. Bei der Darmverdauung ergeben sich dagegen drasti-
sche Veränderungen der Protein- und Allergenspektren sowie erhebliche Reduzier-
ungen der allergenen Potenziale. Damit liegen große Übereinstimmungen zu den in 
der vorliegenden Studie ermittelten Ergebnissen bezüglich der Gartenerbse und 
-bohne vor. 
 
Für die Stärke der Restallergenität nach proteolytischer Verdauung ist nicht nur das 
Ausmaß der Proteinhydrolyse sondern vielmehr die Stabilität der Epitope entschei-
dend (MAHMOUD et al., 1992). So lassen sich auch die in dieser Studie ermittelten 
starken Unterschiede der Allergenstabilitäten einzelner Gartenerbsen- und Garten-
bohnenallergene, welche auch für zahlreiche andere Lebensmittel festgestellt wer-
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den können, erklären (YAGAMI et al., 2000). Die Unterschiede der zwar tendenziell 
vergleichbaren Ergebnisse der mittels IF nachgewiesen ausbleibenden Detektionen 
des überwiegenden Teils der Allergene und die durch EAST-Inhibition ermittelten Ab-
nahmen der Gesamtallergenitäten erklären sich zum einen durch die höhere Em-
pfindlichkeit der EAST-Inhibition. Zum anderen besteht die Möglichkeit des Vorhan-
denseins von Allergenfragmenten mit intaktem Epitop, welche durch die IF nicht 
mehr detektiert werden können, da die untere MG-Grenze der Immunogenität unter-
schritten ist (AULEPP & VIETHS, 1992). 

 
 
 
5.6 Ausblick 
 

Bisher in der Literatur fehlende umfassende Kenntnisse zur Charakterisierung der Al-
lergene der Gartenerbse- und Gartenbohne sowie deren Stabilität gegenüber der 
Verarbeitung und der Einfluss der simulierten menschlichen Verdauung konnten in 
der vorliegenden Studie erarbeitet werden. 
 
Zur gesicherten Klassifizierung der Relevanz einzelner Allergene wird allgemein eine 
Mindestgröße des Patientenkollektivs von 50 Personen gefordert (GEHA, 1995; 
VIETHS et al., 1996). Da diese Anzahl in der vorliegenden Studie nicht erreicht wird, 
können die hier getroffenen Einteilungen in Major-, Intermediär- und Minorallergene 
lediglich als Tendenz eingestuft werden und bedürfen weiterer Untersuchungen. Wei-
terhin sollten anhand der 2D-Elektrophorese Bestätigungen der ermittelten pI der 
Gartenerbsen- und Gartenbohnenallergene erfolgen, so dass hinsichtlich der Aller-
gencharakterisierung eine Absicherung der Ergebnisse sowie die Identifizierung von 
Isoallergenen erfolgt. 
 
Die zur Isolierung von Gartenerbsenallergenen durchgeführten Untersuchungen mit-
tels der spezifischen Methode der AC liefert wenig reproduzierbare Ergebnisse (nicht 
dargestellt), so dass eine Eignung für das vorliegende spezielle analytische Problem 
nicht gegeben ist. Gleichzeitig ermöglicht die entwickelte GPC-Methode zwar die Iso-
lierung und somit auch die N-terminale Sequenzierung zweier Allergene, doch stellt 
dieses Verfahren zum einen aufgrund des hohen Zeitaufwandes und zum anderen 
dadurch, dass nur die Isolierung bestimmter Allergene des Gesamtspektrums mög-
lich ist, kein generell anwendbares Verfahren dar. Daher erscheint die Kombination 
der entwickelten GPC-Methode mit anderen klassischen Isolierungverfahren wie der 
IEC, der RPC oder der EE sinnvoll. 
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Weitere Studien hinsichtlich der potenziellen Minimierungen der Gesamtallergenität 
durch thermische Behandlung der untersuchten Leguminosen erscheinen nicht not-
wendig, da durch die dokumentierten Untersuchungen eine hohe Hitzestabilität ein-
zelner Allergene hinreichend nachgewiesen wird. Auch der Ansatz zur möglichen 
Verringerung der Restallergenitäten unverarbeiteter Produkte durch die bisher wenig 
untersuchten Einflüsse der Behandlung mit ionisierenden Strahlen, durch die nach-
weislich Proteinveränderungen hervorgerufen werden (DELINCEE, 1983; DIEHL, 1990), 
stellen zum einen aufgrund der geltenden Bestimmungen der Lebensmittelbestrah-
lungsverordnung (LEBENSMITTELRECHT: LMBESTRV, 2000) und zum anderen durch die 
fehlende Akzeptanz in der Bevölkerung nur bedingte Möglichkeiten zur Reduzierung 
der Gesamtallergenitäten dar.  
 
Im Gegensatz dazu kann die enzymatische Behandlung von stark verarbeiteten Gar-
tenerbsen- und Gartenbohnenprodukten, welche häufig als konsistenzgebende 
Grundlage komplex zusammengesetzter Lebensmittel Verwendung finden und eine 
hohe Bedeutung als versteckte Allergene besitzen (VIETHS et al., 1994a), als durch-
aus wirksames Mittel zur Allergenitätsminimierung dienen. Dabei stehen weiterführ-
ende Untersuchungen zum Einfluss auf die konsistenzgebenden und sensorischen 
Eigenschaften noch aus. Auch der Einsatz von Mikroorganismen ist in diesem Zu-
sammenhang bisher wenig untersucht. BARKHOLT et al. (1998) konnten durch den 
Einfluss fermentierender Bakterien eine 10 %ige Reduktion des allergenen Potenzi-
als der Gartenerbse nachweisen, so dass weiterführende Studien durchaus sinnvoll 
erscheinen. Als weitere Möglichkeiten sind Untersuchungen zur gezielten Ab-
trennung einzelner Proteinfraktionen, wie beispielsweise der hochallergenen Albumi-
ne der Gartenerbse, zu nennen. Auch hier müssen jedoch Einflusse auf die Eigen-
schaften entstehender Produkte Berücksichtigung finden. 
 
Auf den Nachweis von Kreuzreaktivitäten sowohl innerhalb der Familie der Legumi-
nosen als auch zu anderen tierischen sowie pflanzlichen Lebensmitteln wurde in der 
vorliegenden Arbeit bewusst verzichtet, da zwar in verschiedenen In-vitro-Studien 
dieses Phänomen beschrieben wird (FRIES, 1982; BARNETT et al., 1987; SACHS & 
O´CONNELL, 1988; BERNHISEL-BROADBENT & SAMPSON, 1989; BERNHISEL-BROADBENT 
et al., 1992), doch selten eine klinische Bedeutung vorliegt (BOCK & ATKINS, 1988; 
ORTOLANI et al., 1998). Aufklärung dieser Problematik können deshalb nur bisher feh-
lende Studien unter Anwendung doppeltblinder, placebo-kontrollierter Expositions-
teste (DBPCFC) geben, welche in Zusammenarbeit mit medizinischem Fachpersonal 
durchzuführen sind. 
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6 Zusammenfassung 
 

Den zur Familie der Leguminosen gehörenden Vertretern Gartenerbse (Pisum 
sativum L.) und Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L.) kommt in Bezug auf die Häufig-
keit als Auslöser einer IgE-vermittelten Überempfindlichkeitsreaktion ebenso wie die-
ser Pflanzenfamilie insgesamt eine große Bedeutung zu. Obwohl auf dem Gebiet der 
Lebensmittelallergien in den vergangenen Jahren erhebliche Fortschritte erzielt wur-
den, liegen bisher nur wenig Erkenntnisse zur Charakterisierung der Allergene und 
zum Einfluss auf die allergenen Potenziale der Gartenerbse und -bohne vor. Durch 
umfassende Untersuchungen der aus nativen sowie technologisch behandelten 
Früchten gewonnenen Proteinextrakte mittels etablierter elektrophoretischer und im-
munologischer Verfahren sollen die Erkenntnisse auf diesem Gebiet erweitert wer-
den. 
 
Unter Verwendung eines Poolserums bestehend aus 39 Einzelseren sensibilisierter 
Patienten können insgesamt sechzehn Gartenerbsenallergene im MG-Bereich < 14 
bis 75 kDa identifiziert werden. Die Charakterisierung mittels IEF zeigt, dass die pI 
dieser Allergene im neutralen bis sauren pH-Bereich liegen. Nach zuvor erfolgter Iso-
lierung kann über eine N-terminale Sequenzierung eine 78 %ige Homologie des 
40-kDa-Allergens zu einer Untereinheit des Erdnuss-Hauptproteins Arachin sowie ei-
ne 69 %ige Homologie des 28-kDa-Allergens zum Speicherprotein Albumin 1 (PA1A) 
der Sojabohne nachgewiesen werden. 
 

Die Untersuchungen von Samen unterschiedlicher Entwicklungsstadien zeigen eine 
zunehmende Differenzierung des Protein- und Allergenspektrums der fünf untersuch-
ten Gartenerbsensorten im Verlauf der Reifung. Weiterhin ist ein durch zunehmende 
IgE-Bindungsfähigkeiten der drei Proteinfraktionen Glutelin, Globulin und Albumin 
begründeter Anstieg des allergenen Potenzials festzustellen. Anhand der fünf  Gar-
tenerbsensorten „Kleine Rheinländerin“, „Allerfrüheste Mai“, „Maxigolt“, „Sprinter“ und 
„Wunder von Kelvedon“ kann keine Sortenabhängigkeit der Allergenität bei geringfü-
gig variierenden Allergenspektren nachgewiesen werden. 

 

Durch umfangreiche Untersuchungen unter Variation der beeinflussenden Parameter 
Zeit, Temperatur und Druck können hohe Allergenstabilitäten gegenüber unter-
schiedlichen technologischen Verarbeitungsprozessen ermittelt werden. Anhand von 
Langzeitlagerungsversuchen ergibt sich eine sehr hohe Stabilität der Gartenerbsen-
allergene gegenüber Temperaturen von - 20 sowie - 80 °C. Weiterhin zeigen sich un-
abhängig vom angewandten Verfahren der thermischen Beeinflussung, wie Trock-
nung, Autoklavierung und Mikrowellenbestrahlung, hohe Hitzestabilitäten der Garten-
erbsenallergene. 
 

Die Studien zur simulierten In-vitro-Verdauung ergeben hohe Säurestabilitäten für die 
Gartenerbsenallergene sowie mittlere Beständigkeiten unter Magenbedingungen. Die 
simulierte Darmverdauung bedingt dagegen eine starke Verminderung der Anzahl 
detektierter Allergene sowie starke Verminderungen der allergenen Potenziale. 
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Im Spektrum der Gartenbohne werden vierzehn Allergene angefärbt, deren MG 
ebenfalls im Bereich < 14 bis 75 kDa liegen und die pI im neutralen bis sauren pH-
Bereich aufweisen. 
 

In Abhängigkeit der Entwicklungsstadien können bei den vier untersuchten Sorten 
„Maxi“, „Salou“, „Admires“ sowie „Montano“ Veränderungen der Protein- und Aller-
genspektren beobachtet werden, welche jedoch lediglich bei der Sorte „Montano“ 
eine Erhöhung des allergenen Potenzials im Verlauf der Reifung hervorrufen. Ver-
gleichende Untersuchungen dieser Gartenbohnenvarietäten zum Sorteneinfluss auf 
die Allergenität bestätigen ein erhöhtes allergenes Potenzial der Sorte „Montano“. 
 

Analog zu den Ergebnissen der Gartenerbse zeigen auch die Gartenbohnenallerge-
ne sehr hohe Stabilitäten gegenüber der Tiefgefrierlagerung bei - 20 bzw. - 80 °C. 
Nach Trocknung, Autoklavierung und Mikrowellenbestrahlung verbleiben wiederum 
erhebliche Restallergenitäten, wobei eine geringfügig verminderte Beständigkeit im 
Vergleich zur Gartenerbse festzustellen ist. 
 

Die abschließenden Betrachtungen zur In-vitro-Verdauung zeigen minimale Beein-
flussungen durch niedrige pH-Werte sowie hohe Allergenstabilitäten bei simulierter 
Magenverdauung und mittlere Beständigkeiten unter Darmbedingungen. 
 
Insgesamt ergeben sich sowohl bezüglich der Allergenspektren als auch der Beein-
flussung der IgE-Bindungsfähigkeit der Gartenerbsen- und Gartenbohnenallergene 
(siehe auch Tab. 6.1) starke Homologien untereinander sowie Parallelen im Ver-
gleich mit anderen Leguminosen. 
 
 
Tab. 6.1: Ergebnisübersicht zur technologischen Verarbeitung 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Gartenerbse Gartenbohne  
Parameter Kapitel Stabilität Kapitel Stabilität Legende: 
Lagerung bei - 20 °C 4.1.5 +++ 4.2.5 +++ - : geringe Stabilität 
Lagerung bei - 80 °C 4.1.5 +++ 4.2.5 +++ + : mittlere Stabilität 
Trocknung 4.1.6 ++ 4.2.6 ++ ++ : hohe Stabilität 
Autoklavierung 4.1.7 ++ 4.2.7 + +++ : sehr hohe Stabilität 
Mikrowellenbestrahlung 4.1.8 ++ 4.2.8 ++   
Säurebehandlung 4.1.9 ++ 4.2.9 ++   
Magenverdauung 4.1.9 + 4.2.9 ++   
Darmverdauung 4.1.9 - 4.2.9 +   
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6 Summary 
 
The representatives green pea (Pisum sativum L.) and green bean (Phaseolus 
vulgaris L.) belonging to the family of legumes have as well as this plant family in 
principle a great significance in respect to the frequency as a trigger of an IgE-
mediated over-sensitiveness. Although the investigations on the field of food allergies 
in the last years show significant progress up to now only few experiments are 
available about the characterization of the allergens and influence on allergen 
potency of green pea and green bean. Therefore, by means of established 
electrophoretic and immunologic procedures the existing data should be 
complemented by comprehensive investigations of protein extracts got from native as 
well as technological processed fruits. 
 
A pool serum of 39 single sera of sensitized patients identifies sixteen green pea 
allergens in the range of molecular weight of < 14 to 75 kDa. IEF shows pI of these 
allergens from neutral to acid pH-values. Following isolation of the single allergens 
N-terminal sequencing verifies a 78-%-similarity of the 40-kDa-allergen to a subunit 
of the peanut main protein Arachin as well as a 69-%-similarity of the 28-kDa allergen 
to the seed storage protein albumin 1 (PA1A) of the soybean. 
 

Investigations of different development stages of seeds show in the process of 
maturation an increasing differentiation of the protein and allergen spectrum of the 
five examined green pea varieties as well as a rise of allergenic potency. It is 
established by increasing IgE binding abilities of the three protein fractions gluteline, 
globulin, and albumin. By insignificant change of the allergen spectra for five green 
pea varieties "Kleine Rheinländerin", "Allerfrüheste Mai", "Maxigolt", "Sprinter" and 
"Wunder von Kelvedon" no dependence of allergenicity on the variety is found. 
 

High stability of allergens is determined by extensive investigations referring to 
variation of the allergenicity influencing parameters time, temperature, and pressure 
in different technological processing activities. Long-term storage experiments shows 
a very high stability of green pea allergens looking at temperatures of - 20 as well as 
- 80 °C. Further, independent of the applied procedure, high heat stability of the 
green pea allergens is shown. Thermal influencing is examined due to drying, 
autoclaving, and microwave irradiation. 
 

The studies about the simulated in-vitro-digestion yield a high acid stability for the 
green pea allergens as well as medium stability under stomach conditions. On the 
other hand, simulated intestine digestion evocates a strong decrease in the number 
of detected allergens as well as significant decreases of allergen potenticy. 
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In the spectrum of the green bean fourteen allergens are visualized. Their molecular 
weights also appear in the range of < 14 to 75 kDa and the isoelectric points are 
longing from neutral to acid pH-values. 
 

For the different stages of development of the four examined varieties "Maxi", 
"Salou", "Admires" as well as "Montano" modifications of the protein and allergen 
spectra are observed. An increase of the allergen potency during the process of 
maturation merely evocates in the variety "Montano". Concerning sort influence on 
the allergenicity comparative investigations of these green bean varieties also 
confirm a raised allergenic potency of the variety "Montano". 
 

Analogous to the results of the green pea the green bean allergens show very high 
stability to deep-freezing storage with - 20 or - 80 °C. According to drying, auto-
claving, and microwave irradiation considerable allergenicity remains. While 
compared to the green pea an insignificantly decreasing stability is stated. 
 

The In-vitro-digestion shows only minimal influence due to low pH-values as well as 
high allergen stabilities during the simulated stomach digestion and medium stability 
in the case of intestine conditions. 

 
Summarizing to one another both, the allergen spectra and the IgE binding ability of 
green pea and green bean allergens show strong similarities (see also, tab. 6.1) as 
well as parallels to other legumes. 
 
 
tab. 6.1: Overview of the results of the different technological procedures 

 
 

 green pea green bean  
parameter chapter stability chapter stability legend: 
storage at - 20 °C 4.1.5 +++ 4.2.5 +++ - : minor stability 
storage at - 80 °C 4.1.5 +++ 4.2.5 +++ + : medium stability 
drying 4.1.6   ++ 4.2.6   ++ ++ : high stability 
autoclaving 4.1.7 ++ 4.2.7 + +++ : very high stability 
microwave irradiation 4.1.8 ++ 4.2.8 ++   
acid treatment 4.1.9 ++ 4.2.9 ++   
stomach digestion 4.1.9 + 4.2.9 ++   
intestine digestion 4.1.9 - 4.2.9 +   
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7 Anhang 
 
 
7.1 Gewinnung der Patientenseren 
 

•  Entnahme von 10 ml Blut der jeweiligen Probanden mittels Serumröhrchen 
•  Blut unter Umschwenken ca. 30 min abkühlen lassen 
•  Zentrifugation für 10 min bei 4 °C und 3000 g 
•  überstehendes Serum in Tubes überführen 
•  Lagerung der Seren bei - 80 °C 

 
 
 
 
7.2 Charakterisierung der Patientenseren 
 

Tab. 7.1 (1/2): Patientenseren 

Gartenerbse Gartenbohne Nr. - 
Patient 

Jhg - 
Geschl. 

Symp- 
tome* IgE [U/ml] -

EAST-Kl. 
Allergenbanden 

im IB [kDa] 
IgE [U/ml] -
EAST-Kl. 

Allergenbanden 
im IB [kDa] 

1 - CF 60 - ♀ 5/6 0.88 - 2 14, 16, 18, 20, 25, 28, 
30, 32, 37, 50, 66, 75 

0.62 - 1 
< 14, 14, 16, 19, 25, 29, 

31, 67 

2 - NB 78 - ♀ 1/3/5 2.67 - 2 16, 18, 20, 25, 30, 37, 
40, 45, 50, 66, 75 1.90 - 2 29, 31, 48, 55 

3 - CG 70 - ♀ 3/4/5 1.05 - 2 20, 25, 28, 30, 32, 37, 
40, 45, 66, 75 2.13 - 2 29, 31, 38, 48, 55, 75 

4 - KDH 54 - ♂ 3/6 19.84 - 4 
< 14, 14, 16, 18, 20, 

22, 25, 28, 32, 37, 45, 
50, 66, 75 

22.49 - 4 
16, 19, 25, 29, 31, 38, 

48, 55, 67, 75 

5 - HK 66 - ♀ 1/3/4 1.36 - 2 20, 25, 28, 30, 40, 45, 
66, 75 0.92 - 2 16, 42, 48, 55 

6 - RK 85 - ♂ 5/7/8 1.01 - 2 14, 20, 25, 28, 30, 32, 
37, 40, 45, 50, 66, 75 0.76 - 2 

14, 19, 25, 29, 31, 38, 
48, 55, 67, 75 

7 - KL 42 - ♂ 3/5 3.02 - 2 
< 14, 16, 18, 20, 30, 

32, 37, 40, 45, 50, 66, 
75 

2.39 - 2 
< 14, 16, 25, 29, 31, 38, 

42, 48, 55 

8 - CL 70 - ♀ 1/5/6 1.40 - 2 16, 18, 20, 30, 32, 37, 
40, 50, 66, 75 2.68 - 2 19, 31, 38, 48, 55, 67 

9 - EP 69 - ♀ 5/6/7 1.10 - 2 20, 25, 28, 30, 32, 37, 
40, 66, 75 4.60 - 3 

16, 19, 29, 31, 38, 48, 
55, 67, 75 

10 - FR 54 - ♂ 1/3 5.20 - 3 18, 20, 22, 32, 40, 66, 
75 21.97 - 4 

14, 16, 19, 21, 29, 31, 
42, 48, 55, 67, 75 

11 - FS 67 - ♂ 1/2/7/8 3.04 - 2 14, 16, 18, 20, 22, 28, 
30, 32, 66 2.21 - 2 

14, 16, 21, 29, 31, 38, 
55, 67, 75 

12 - HS 44 - ♀ 5/6 2.74 - 2 14,18, 20, 25, 32, 40, 
50, 66, 75 3.99 - 3 25, 31, 48, 55, 67, 75 

13 - SW 65 - ♂ 1/2/3/6 0.85 - 2 14, 30, 37, 66, 75 2.35 - 2 
14, 16, 19, 25, 29, 31, 

38, 48, 55, 67 

14 - UW 41 - ♀ 5 5.07 - 3 20, 25, 28, 30, 32, 37, 
45, 50, 66, 75 0.97 - 2 29, 31, 42, 48, 55 
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Tab. 7.1 (2/2): Patientenseren 
Gartenerbse Gartenbohne Nr. -

Patient 
Jhg - 

Geschl. 
Symp- 
tome* IgE [U/ml] -

EAST-Kl. 
Allergenbanden 

im IB [kDa] 
IgE [U/ml] -
EAST-Kl. 

Allergenbanden 
im IB [kDa] 

15 - JW 44 - ♂ 1/2/3 2.12 - 2 14, 20, 25, 28, 30, 32, 
37, 40, 45, 50, 66, 75 2.90 - 2 

14, 16, 19, 29, 31, 38, 
48, 55 

16 - HR 38 - ♂ 1/3/6 0.69 - 1 25, 28, 30, 40 2.17 - 2 
14, 16, 21, 25, 29, 31, 

38, 48, 55, 67, 75 

17 - IS 63 - ♀ 1/3/5 0.69 - 1 28, 30, 37 5.13 - 3 
29, 31, 42, 48, 55, 67, 

75 

18 - MS 86 - ♂ 1/2/7 0.36 - 1 40 0.52 - 1 
14, 19, 25, 29, 31, 38, 

42 
19 - HM 44 - ♂ 1/3/5/7 0.51 - 1 16, 20, 25, 28, 32, 40 0.41 - 1 31, 42 
20 - LS 72 - ♂ 2 0.35 - 1 22, 30, 32, 40 0.36 - 1 14, 29, 38, 67 
21 - SK 50 - ♀ 3/4/5/6 0.43 - 1 20, 25, 28, 40 0.51 - 1 38 

22 - LB 37 - ♂ 3/5/7 0.55 - 1 
14, 20, 28, 30,32, 37, 

40 
0.60 - 1 38, 48 

23 - RD 65 - ♂ 5 0.44 -1 
14, 18, 25, 30, 32, 37, 

40 
0.41 - 1 31, 38, 42, 48, 55 

24 - EH 34 - ♀ 5 0.44 - 1 20, 25, 28, 40 0.55 - 1 16, 31, 48, 55 
25 - IO 72 - ♀ 1/3 0.41 - 1 20, 22, 25, 30, 32, 37 0.51 - 1 31, 38, 48, 55 
26 - UR 67 - ♀ k. A. 0.52 - 1 22, 25, 28, 40 0.37 - 1 29, 42, 48, 55 
27 - PK 51 - ♂ k. A. 0.66 - 1 16, 18, 20, 22, 37 0.42 - 1 21, 38, 42, 67 
28 - BW 59 - ♀ 5 0.35 - 1 16, 25, 40 0.33 - 1 31, 48 
29 - MW 72 - ♂ k. A. 0.39 - 1 20, 28, 37, 40 0.66 - 1 67 
30 - SH 68 - ♂ k. A. 0.40 - 1 25, 32, 37 0.52 - 1 31, 48, 38, 67 

31 - JMA 77 - ♂ k. A. 0.42 - 1 20, 30, 37 0.39 - 1 19, 67 

32 - SB 87 - ♂ k. A. 0.68 - 1 
< 14, 20, 22, 28, 30, 

32, 37 
0.41 - 1 48, 67 

33 - IC 83 - ♀ k. A. 0.66 - 1 37, 40 0.39 - 1 31, 42, 48, 55 
34 - AD 71 - ♂ k. A. 0.38 - 1 25, 28, 40 0.36 - 1 55, 67 
35 - JHE 87 - ♂ k. A. 0.65 - 1 22, 25, 28, 40, 66, 75 0.62 - 1 67 
36 - JK 69 - ♂ k. A. 0.66 - 1 14, 32, 45, 50, 66, 75 0.66 - 1 42, 48, 67 
37 - EK 39 - ♀ k. A. 0.40 - 1 20, 30, 40, 66 0.55 - 1 42, 48, 55 
38 - PE 76 - ♂ k. A. 0 50 - 1 28, 30, 40, 45, 50 0.51 - 1 42, 48, 67 
39 - DS 87 - ♂ k. A. 0.39 - 1 28, 37, 40 0.50 - 1 14, 21, 25, 38,42, 55 
K - SL 72 - ♂ - 0.02 - 0 - 0.01 - 0 - 

 
 
* Legende: 
k. A. keine Angaben 
1 Juckreiz, Kribbeln, Schwellungen im Bereich der Lippen sowie der Mundschleimhaut 
2 Schluckbeschwerden, Schwellungen des Zäpfchens und/oder des Rachenbereiches 
3 Rötung, Juckreiz, Ekzeme der Haut 
4 Nesselsucht (Urtikaria) 
5 Augentränen, -rötungen, -brennen, Niesreiz, Fließschnupfen, verstopfte Nase 
6 Anfallsweise Atemnot, pfeifendes Atemgeräusch, Asthma 
7 Übelkeit, Erbrechen, Magen- und/oder Bauchkrämpfe, Blähungen, Durchfall 
8 Schwindel, Kreislaufstörungen, Blutdruckabfall 
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7.3 Proteinextraktionen 
 

7.3.1 Tieftemperaturextraktion (TTE) 
Durchführung nach CLEMENTS (1965) modifiziert nach VIETHS et al. (1992b) 

 

verwendete Lösungen: 
 

Aceton/Diethylether-Gemisch: 
 
 

T: - 80 °C 
c: 1:1 (v:v)  

•  125 ml Aceton 
•  125 ml Diethylether 

PBS-Lösung: pH: 7.4 
c(NaCl): 0.15 M 
c(KCl): 0.0027 M 
c(K2HPO4): 0.01 M 

•  Puffertablette in bidest. Wasser lösen 
•  mit bidest. Wasser ad 200 ml 

 
Durchführung: 
 

•  700 ml Aceton, 100 ml Aceton/Diethylether-Gemisch und 1 Stahlbecherglas über 
Nacht bei - 80 °C kühlen 

•  150 ml des gekühlten Acetons und 30 g des Untersuchungsmaterials in vorge-
kühltes Stahlbecherglas geben und auf < - 40 °C abkühlen lassen 

•  Gemisch mit Ultra-Turrax im Stahlbecherglas homogenisieren 
•  Homogenat mittels Aceton (T < - 40 °C) quantitativ in 1000-ml-Glasflasche über-

führen 
•  Homogenat über Nacht in Tiefkühltruhe bei - 80 °C äquilibrieren lassen 
•  Homogenat über Büchnertrichter filtrieren 
•  Filterrückstand 3 x mit jeweils 80 ml Aceton (T = - 80 °C) waschen 
•  Filterrückstand 3 x mit jeweils 80 ml Aceton/Diethylether-Gemisch (1:1, v:v; 

T = - 80 °C) waschen 
•  Rückstand trockensaugen, Filtrat verwerfen 
•  Rückstand in Rundkolben überführen, 3 h bei - 80 °C kühlen und über Nacht 

lyophilisieren 
•  Lyophilisat (= Acetonpulver) im Achatmörser fein zerreiben (bei – 20 °C ohne 

Allergenitätsverlust lagerfähig) 

•  1.8 g Acetonpulver in einem Becherglas mit 30 ml PBS-Lösung versetzen 
•  erhaltene Suspension unter Eiskühlung 1 h mittels Magnetrührer vermischen 
•  Suspension 1 h bei 4 °C und 10500 g zentrifugieren 
•  Lösung filtrieren und je 2 ml des Filtrats in 4-ml-Vials überführen 
•  Lösungen 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und anschließend lyophilisieren 
•  Lyophilisat (= PBS-Extrakt) für jeweilige Untersuchungen einsetzen bzw. bei 

- 20 °C lagern 
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7.3.2 Fraktionierte Extraktion (FE) 
modifizierte Durchführung nach VIOQUE et al. (1999) 

 

verwendete Lösungen: 
 

Borat-Puffer: 
 
 

pH :8.3 
c(Borat): 0.1 M 
c(NaOH): 0.1 M 
c(HCl): 0.1 M 

•  2.474 g Borsäure 
•  0.80 g Natriumhydroxid 
•  1.67 ml Salzsäure 37 %ig 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml 

 
Citrat-Puffer: pH: 4.6 

c(Natriumcitrat): 0.1 M 
c(NaOH): 0.1 M 
c(HCl): 0.1 M 

•  23.95 g Na-Citrat • 2 H2O 
•  8.0 g Natriumhydroxid 
•  1.67 ml Salzsäure 37 %ig 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml 

  
Durchführung: 
 

•  25 g Leguminosensamen mittels handelsüblichem Mixer fein vermahlen 
•  insgesamt 3 mal: 

•  vermahlenes Leguminosenmehl in einem Becherglas mit 25 ml Borat-
Puffer versetzen 

•  erhaltene Suspension bei 4 °C 1 h mittels Magnetrührer vermischen 
•  Suspension 1 h bei 4 °C und 8000 g zentrifugieren 
•  überstehende Lösung abnehmen 

•  abgenommene Lösungen vereinigen 
 

•  Rückstand über Büchnertrichter trocknen 
•  getrockneten Rückstand in Rundkolben überführen 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren 

und anschließend lyophilisieren (= Gluteline) 
 

•  4 ml des vereinigten Überstandes für 48 h bei 4 °C gegen Citrat-Puffer 
dialysieren 

•  dialysierte Lösung für 1 h bei 4 °C 1 h 8000 g zentrifugieren 
•  überstehende Lösung abnehmen, 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und anschließend 

lyophilisieren (= Albumine) 
 

•  verbleibenden Bodensatz ebenfalls 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und an-
schließend lyophilisieren (= Globuline) 

•  Lyophilisate für jeweilige Untersuchungen einsetzen bzw. bei - 20 °C lagern 
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7.3.3 In-vitro-Verdauungsextraktion (IVE) 
 

verwendete Lösungen: 
PBS-Lösung: pH: 7.4 

c(NaCl): 0.15 M 
c(KCl): 0.0027 M 
c(K2HPO4): 0.01 M 

•  Puffertablette in bidest. Wasser lösen 
•  mit bidest. Wasser ad 200 ml 

  
Durchführung: 
 

•  250 g Gartenerbsensamen bzw. Gartenbohnenfrüchte mittels handelsüblichem 
Mixer grob zerkleinern 

•  vermahlenes Leguminosenmehl in einem Becherglas mit 750 ml PBS-Lösung 
versetzen 

•  erhaltene Suspension bei 37 °C 1 h mittels Magnetrührer vermischen 
•  Suspension 30 min bei 4 °C und 8000 g zentrifugieren 
•  2 ml der überstehenden Lösung abnehmen und in 4-ml-Vials überführen 
•  Lösungen 3 h bei - 80 °C abkühlen lassen und über Nacht lyophilisieren 
•  Lyophilisat für jeweilige Untersuchungen einsetzen bzw. bei - 20 °C lagern 
 
 
 
 
7.4 Trockenmassebestimmung 

Durchführung nach § 35  LMBG i. V. m. ASU Nr. L 06.00-3 
(LEBENMITTELRECHT: LMBG, 2002) 

 

Durchführung: 
 

•  Aluminiumschale mit Glasstab und ca. 30 g Seesand versehen 
•  Aluminiumschale für 4 h im Trockenschrank bei 103 ± 2 °C trocknen 
•  Aluminiumschale im Exsikkator auf Raumtemperatur abkühlen lassen und 

anschließend einwiegen 
•  ca. 3 g Probe einwiegen und mittels Glasstab gleichmäßig mit dem Seesand 

verreiben 
•  Aluminiumschale für 2 h im Trockenschrank bei 103 ± 2 °C trocknen, an-

schließend im Exsikkator abkühlen lassen und auswiegen 
•  Aluminumschale erneut bei 103 ± 2 °C für 2 h trocknen, anschließend wieder im 

Exsikkator abkühlen lassen und auswiegen 
 
Auswertung: 
 
 
 
 

[%]%100[%]

%100•
][
][[%]

seTrockenmasltWassergeha
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7.5 Gesamtstickstoffbestimmung 
Durchführung nach § 35  LMBG i. V. m. ASU Nr. L 06.00-7 
(LEBENMITTELRECHT: LMBG, 2002) 

 

verwendete Lösungen: 
 

Borsäure-Lösung: 
 
 

c(Borsäure): 4 % (g:v) •  40 g Borsäure 
•  mit dest. Wasser ad 1 l 

Natronlauge: c(NaOH): 35 % (g:v) 
 

•  1850 g Natriumhydroxid 
•  mit dest. Wasser ad 5 l 

Salzsäure: c(HCl): 0.1 M •  100 ml Titrisol-Maßlösung mit dest. 
Wasser quantitativ überführen 

•  mit dest. Wasser ad 1 l  
Tashiro-Indikator: c(Methylrot): 0.026 % (g:v) 

c(Methylenblau): 0.013 % (g:v)
•  60 mg Methylrot in 200 ml Ethanol 
•  30 mg Methylenblau in 30 ml dest. 

Wasser 
•  beide Lösungen vereinigen 

 
Durchführung: 
1. Aufschluss 
 

•  ca. 2 g Probe (für Blindwertbestimmung durch 2 ml dest. Wasser ersetzen), ca. 
1 g Selenreaktionsgemisch, 20 ml Schwefelsäure (97-98 %ig) und einige 
Siedesteinchen in Kjeldahlkolben einwiegen 

•  Gefäß in den Aufschlussblock stellen 
•  Aufschlussapparatur (Gerät: Digestion System 6, 1007 Digester) gemäß 

Betriebsanweisung vorbereiten 
•  Aufschluss durchführen bis Lösung klar und hellgrün ist 
•  Gefäße abkühlen lassen 
 
2. Destillation 
•  Destillationsapparatur (Vapodest 12) gemäß Betriebsanweisung vorbereiten 
•  Vorlage mit 50 ml 4 %iger Borsäure-Lösung und einigen Tropfen Tashiro-

Indikator befüllen und in Destillationsapparatur einsetzen 
•  Natronlauge vorsichtig zugeben 
•  Lösung 9 min destillieren 
 
3. Titration 
•  Destillate mit Salzsäure-Maßlösung titrieren, Umschlagspunkt grün → grau 
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Auswertung: 
Über den ermittelten Gesamtstickstoffgehalt des Probengutes errechnet sich nach 
folgender Formel der Gesamtproteingehalt: 
 
 
 

a: Verbrauch der Salzsäure-Maßlösung (0.1 M) im Hauptversuch in ml 
 b: Verbrauch der Salzsäure-Maßlösung (0.1 M) im Blindversuch in ml 
 F: Titer der Maßlösung (t: 1.0000) 
 1.4008:  1 ml Salzsäure-Maßlösung (0.1 ml) entspricht 1.4008 mg Stickstoff 
 U: Umrechnungsfaktor zur Berechnung des Proteingehaltes (für Leguminosen: 6.25) 
 E: Probeneinwaage in g 
 
 

7.6 Proteingehaltsbestimmung 
Durchführung nach BRADFORD (1976) 

 

verwendete Lösungen: 
 

Lösung I: 
 
 

 •  10 ml Ethanol (96 %ig) 
•  20 ml Phosphorsäure (88 %ig) 
•  35 mg Coomassie Serva Blue G 

 

Lösung II: T: 20 °C 
unter Lichtausschluss lagern

•  3 ml Lösung I 
•  3 ml Phosphorsäure (88 %ig) 
•  1.5 ml Ethanol (96 %ig) 
•  42.5 ml bidest. Wasser 

 

Stammlösung (SL): c(BSA): 400 µg/ml •  20 mg BSA mit bidest ad 50 ml 
Standardlösungen: c(BSA): 300 µg/ml 

c(BSA): 200 µg/ml 
c(BSA): 100 µg/ml 
c(BSA): 50 µg/ml 
c(BSA): 20 µg/ml 
c(BSA): 10 µg/ml 
c(BSA): 7.5 µg/ml 
c(BSA): 5.0 µg/ml 
c(BSA): 2.0 µg/ml 

•  15 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  10 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  5 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  2.5 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  1 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  0.5 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  0.375 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  0.25 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 
•  0.1 ml SL mit bidest. Wasser ad 20 ml 

 

Durchführung: 
 

•  PBS-Probenextrakt mit bidest. Wasser rekonstituieren und 50 µl der Lösung 
direkt bzw. bei Bedarf verdünnt zur Messung einsetzen 

•  50 µl jedes Standards in je eine Kavität einer Mikrotiterplatte pipettieren 
•  50 µl PBS-Lösung als Blindwert in eine Kavität der Mikrotiterplatte pipettieren 
•  jeweils 200 µl Lösung II hinzufügen 
•  Mikrotiterplatte im ELISA-Reader 10 s schütteln 
•  nach exakt 5 min bei 590 nm im ELISA-Reader gegen den Blindwert vermessen 

 

Auswertung: 
 

Die Auswertung erfolgt über eine Kalibrierreihe mittels linearer Regression. 

10•
•4008.1••)([%]

E
UFbaeingehaltGesamtprot −=
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Ergebnisse Gartenerbse: 
 

Tab. 7.2 (1/3): Proteingehalte der eingesetzten Gartenerbsenextrakte 
Kapitel Abb. Nr. Extrakt Proteingehalt [µg/ml]
4.1.1 4.4 1 + 2 Gesamtextrakt „Maxigolt“, IEF 172 
4.1.1 4.4 3 + 4 Gesamtextrakt „Maxigolt“, SDS-PAGE 296 
4.1.2 4.5 1 + 5 Gesamtextrakt „Maxigolt“,  Reifungsstufe 1 345 
4.1.2 4.5 2 + 6 Gesamtextrakt „Maxigolt“,  Reifungsstufe 2 299 
4.1.2 4.5 3 + 7 Gesamtextrakt „Maxigolt“,  Reifungsstufe 3 346 
4.1.2 4.5 4 + 8 Gesamtextrakt „Maxigolt“,  Reifungsstufe 4 316 
4.1.2 4.6 1 + 13 Glutelin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 1 425 
4.1.2 4.6 2 + 14 Glutelin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 2 315 
4.1.2 4.6 3 + 15 Glutelin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 3 299 
4.1.2 4.6 4 + 16 Glutelin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 4 388 
4.1.2 4.6 5 + 17 Globulin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 1 162 
4.1.2 4.6 6 + 18 Globulin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 2 392 
4.1.2 4.6 7 + 19 Globulin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 3 365 
4.1.2 4.6 8 + 20 Globulin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 4 109 
4.1.2 4.6 9 + 21 Albumin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 1 214 
4.1.2 4.6 10 + 22 Albumin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 2 361 
4.1.2 4.6 11 + 23 Albumin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 3 300 
4.1.2 4.6 12 + 24 Albumin-Fraktion „Maxigolt“, Reifungsstufe 4 361 
4.1.3 4.7 1 + 6 Gesamtextrakt „Kleine Rheinländerin“ 318 
4.1.3 4.7 2 + 7 Gesamtextrakt „Allerfrüheste Mai“ 356 
4.1.3 4.7 3 + 8 Gesamtextrakt „Maxigolt“ 296 
4.1.3 4.7 4 + 9 Gesamtextrakt „Sprinter“ 298 
4.1.3 4.7 5 + 10 Gesamtextrakt „Wunder von Kelvedon“ 312 
4.1.4 4.8 + 4.9 N native Gartenerbse, Maxigolt 293 
4.1.4 4.8 + 4.9 1 Schälerbse, grün, glutenfrei 253 
4.1.4 4.8 + 4.9 2 Schälerbse, grün, glutenfrei 259 
4.1.4 4.8 + 4.9 3 Schälerbse, grün, glutenfrei 197 
4.1.4 4.8 + 4.9 4 Schälerbse, gelb, glutenfrei 402 
4.1.4 4.8 + 4.9 5 Schälerbse, gelb, glutenfrei 248 
4.1.4 4.8 + 4.9 6 Schälerbse, gelb, glutenfrei 383 
4.1.4 4.8 + 4.9 7 Junge Erbsen, Les Primeurs 297 
4.1.4 4.8 + 4.9 8 Junge Erbsen, Les Primeurs 252 
4.1.4 4.8 + 4.9 9 Junge Erbsen, Les Primeurs 259 
4.1.4 4.8 + 4.9 10 Erbsen, extra zart 278 
4.1.4 4.8 + 4.9 11 Erbsen, extra zart 280 
4.1.4 4.8 + 4.9 12 Erbsen, extra zart 299 

4.1.4 4.8 + 4.9 13 Junge Erbsen, extra fein 
(Zutaten: Wasser, Salz, Zitronensäure) 224 

4.1.4 4.8 + 4.9 14 Junge Erbsen, extra fein 
(Zutaten: Wasser, Salz, Zitronensäure) 280 

4.1.4 4.8 + 4.9 15 Junge Erbsen, extra fein 268 

4.1.4 4.8 + 4.9 16 Erbsen, sehr fein 
(Zutaten: Wasser, Zucker, Salz) 210 

4.1.4 4.8 + 4.9 17 Erbsen, sehr fein 
(Zutaten: Wasser, Zucker, Salz) 300 

4.1.4 4.8 + 4.9 18 Erbsen, sehr fein 246 
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Tab. 7.2 (2/3): Proteingehalte der eingesetzten Gartenerbsenextrakte 
Kapitel Abb. Nr. Extrakt Proteingehalt [µg/ml]
4.1.5 4.10 1 + 11 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-0-20 275 
4.1.5 4.10 2 + 12 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-4-20 387 
4.1.5 4.10 3 + 13 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-12-20 358 
4.1.5 4.10 4 + 14 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-20-20 336 
4.1.5 4.10 5 + 15 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-28-20 368 
4.1.5 4.10 6 + 16 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-36-20 366 
4.1.5 4.10 7 + 17 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-44-20 372 
4.1.5 4.10 8 + 18 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-52-20 262 
4.1.5 4.10 9 + 19 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-60-20 248 
4.1.5 4.10 10 + 20 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-68-20 305 
4.1.5 4.11 1 + 11 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-0-80 299 
4.1.5 4.11 2 + 12 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-4-80 362 
4.1.5 4.11 3 + 13 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-12-80 366 
4.1.5 4.11 4 + 14 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-20-80 367 
4.1.5 4.11 5 + 15 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-28-80 337 
4.1.5 4.11 6 + 16 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-36-80 318 
4.1.5 4.11 7 + 17 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-44-80 386 
4.1.5 4.11 8 + 18 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-52-80 285 
4.1.5 4.11 9 + 19 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-60-80 303 
4.1.5 4.11 10 + 20 Gesamtextrakt „Maxigolt“, LV-E-68-80 355 
4.1.6 4.13 1 + 12 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-0 299 
4.1.6 4.13 2 + 13 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-0.5 304 
4.1.6 4.13 3 + 14 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-1.0 345 
4.1.6 4.13 4 + 15 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-2.0 325 
4.1.6 4.13 5 + 16 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-4.0 315 
4.1.6 4.13 6 + 17 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-8.0 229 
4.1.6 4.13 7 + 18 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-9.0 338 
4.1.6 4.13 8 + 19 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-10.0 337 
4.1.6 4.13 9 + 20 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-14.0 290 
4.1.6 4.13 10 + 21 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-19.0 328 
4.1.6 4.13 11 + 22 Gesamtextrakt „Maxigolt“, TV-E-24.0 325 
4.1.7 4.14 + 4.15 1 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-0-0 314 
4.1.7 4.14 + 4.15 2 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-60-20 344 
4.1.7 4.14 + 4.15 3 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-60-40 309 
4.1.7 4.14 + 4.15 4 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-60-60 316 
4.1.7 4.14 + 4.15 5 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-85-20 286 
4.1.7 4.14 + 4.15 6 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-85-40 347 
4.1.7 4.14 + 4.15 7 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-85-60 353 
4.1.7 4.14 + 4.15 8 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-100-20 347 
4.1.7 4.14 + 4.15 9 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-100-40 333 
4.1.7 4.14 + 4.15 10 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-100-60 308 
4.1.7 4.14 + 4.15 11 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-121-20 258 
4.1.7 4.14 + 4.15 12 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-121-40 301 
4.1.7 4.14 + 4.15 13 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-121-60 257 
4.1.7 4.14 + 4.15 14 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-140-20 267 
4.1.7 4.14 + 4.15 15 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-140-40 252 
4.1.7 4.14 + 4.15 16 Gesamtextrakt „Maxigolt“, AV-E-140-60 297 
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Tab. 7.2 (3/3): Proteingehalte der eingesetzten Gartenerbsenextrakte 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kapitel Abb. Nr. Extrakt Proteingehalt [µg/ml]
4.1.8 4.16 1 + 10 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-N 334 
4.1.8 4.16 2 + 11 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-1 355 
4.1.8 4.16 3 + 12 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-2 273 
4.1.8 4.16 4 + 13 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-3 317 
4.1.8 4.16 5 + 14 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-4 288 
4.1.8 4.16 6 + 15 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-5 232 
4.1.8 4.16 7 + 16 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-6 355 
4.1.8 4.16 8 + 17 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-7 272 
4.1.8 4.16 9 + 18 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-8 293 
4.1.8 4.16 10 + 19 Gesamtextrakt „Maxigolt“, MW-E-9 296 
4.1.9 4.17 N In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-N 307 
4.1.9 4.17 1 + 9 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-pH-120 356 
4.1.9 4.17 2 + 10 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-pH-180 312 
4.1.9 4.17 3 + 11 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-pH-240 341 
4.1.9 4.17 4 + 12 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-Pep-1 353 
4.1.9 4.17 5 + 13 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-Pep-2 357 
4.1.9 4.17 6 + 14 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-Pep-3 282 
4.1.9 4.17 7 + 15 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-Pep-4 302 
4.1.9 4.17 8 + 16 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, MV-E-Pep-5 374 
4.1.9 4.17 Pep Pepsin-Lösung 103 
4.1.9 4.18 N In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, DV-E-Pep-1 353 

4.1.9 4.18 1 + 8 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“,  
DV-E-Pep-1 + Try-4 364 

4.1.9 4.18 2 + 9 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“,  
DV-E-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 159 

4.1.9 4.18 3 + 10 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“,  
DV-E-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 + Car-3 

154 

4.1.9 4.18 4 + 11 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“,  
DV-E-Pep-1 + Pan-0.9 382 

4.1.9 4.18 5 + 12 In-vitro-Extrakt „Maxigolt“, DV-E-Pro-2 389 
4.1.9 4.18 Try Trypsin-Lösung 204 
4.1.9 4.18 Chy α-Chymotrypsin-Lösung 108 
4.1.9 4.18 Car Carboxypeptidase A-Lösung 145 
4.1.9 4.18 Pan Pankreatin-Lösung 389 
4.1.9 4.18 Pro Proteinase K-Lösung 245 
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Ergebnisse Gartenbohne: 
 

Tab. 7.3 (1/3): Proteingehalte der eingesetzten Gartenbohnenextrakte 

 

Kapitel Abb. Nr. Extrakt Proteingehalt [µg/ml] 
4.2.1 4.30 1 + 2 Gesamtextrakt „Maxi“, IEF 165 
4.2.1 4.30 3 + 6 Gesamtextrakt „Maxi“, SDS-PAGE 296 
4.2.1 4.30 4 + 7 Gesamtextrakt Samen „Maxi“, SDS-PAGE 275 
4.2.1 4.30 5 + 8 Gesamtextrakt Hülse „Maxi“, SDS-PAGE 246 
4.2.2 4.31 1 + 11 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 1 442 
4.2.2 4.31 2 + 12 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 2 463 
4.2.2 4.31 3 + 13 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 3 421 
4.2.2 4.31 4 + 14 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 4 410 
4.2.2 4.31 5 + 15 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 5 414 
4.2.2 4.31 6 + 16 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 6 388 
4.2.2 4.31 7 + 17 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 7 388 
4.2.2 4.31 8 + 18 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 8 391 
4.2.2 4.31 9 + 19 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 9 317 
4.2.2 4.31 10 + 20 Gesamtextrakt „Montano“, Reifungsstufe 10 369 
4.2.2 4.32 1 + 9 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 1 469 
4.2.2 4.32 2 + 10 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 2 333 
4.2.2 4.32 3 + 11 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 3 302 
4.2.2 4.32 4 + 12 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 4 349 
4.2.2 4.32 5 + 13 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 5 241 
4.2.2 4.32 6 + 14 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 6 335 
4.2.3 4.32 7 + 15 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 7 383 
4.2.3 4.32 8 + 16 Gesamtextrakt „Maxi“, Reifungsstufe 8 391 
4.2.3 4.33 1 + 5 Gesamtextrakt „Salou“ 369 
4.2.3 4.33 2 + 6 Gesamtextrakt „Montano“ 241 
4.3.3 4.33 3 + 7 Gesamtextrakt „Admires“ 323 
4.2.4 4.33 4 + 8 Gesamtextrakt „Maxi“ 391 
4.2.4 4.8 + 4.9 N Gesamtextrakt „Montano“ 285 
4.2.4 4.8 + 4.9 1 Weiße Bohne, getrocknet 369 
4.2.4 4.8 + 4.9 2 Weiße Bohne, getrocknet 272 
4.2.4 4.8 + 4.9 3 Weiße Bohne, getrocknet 286 
4.2.4 4.8 + 4.9 4 Prinzessbohne, Les Primeurs 265 
4.2.4 4.8 + 4.9 5 Prinzessbohne, Les Primeurs 362 
4.2.4 4.8 + 4.9 6 Prinzessbohne, Les Primeurs 258 

4.2.4 4.8 + 4.9 7 
Feine junge Brechbohne 
(Zutaten: Wasser, Salz, Zitronensäure) 

271 

4.2.4 4.8 + 4.9 8 
Feine junge Brechbohne 
(Zutaten: Wasser, Salz, Zitronensäure) 

285 

4.2.4 4.8 + 4.9 9 Feine junge Brechbohne 242 

4.2.4 4.8 + 4.9 10 
Grüne Bohne, sehr fein 
(Zutaten: Wasser, Salz) 

210 

4.2.4 4.8 + 4.9 11 
Grüne Bohne, sehr fein 
(Zutaten: Wasser, Salz) 

235 

4.2.4 4.8 + 4.9 12 Grüne Bohne, sehr fein 235 
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Tab. 7.3 (2/3): Proteingehalte der eingesetzten Gartenbohnenextrakte 

 
 

Kapitel Abb. Nr. Extrakt Proteingehalt  
[µg/ml] 

4.2.5 4.35 + 4.36 1 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-0 313 
4.2.5 4.35 + 4.36 2 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-2-20 358 
4.2.5 4.35 + 4.36 3 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-4-20 335 
4.2.5 4.35 + 4.36 4 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-8-20 294 
4.2.5 4.35 + 4.36 5 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-12-20 320 
4.2.5 4.35 + 4.36 6 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-16-20 371 
4.2.5 4.35 + 4.36 7 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-20-20 381 
4.2.5 4.35 + 4.36 8 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-24-20 336 
4.2.5 4.35 + 4.36 9 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-28-20 339 
4.2.5 4.35 + 4.36 10 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-2-80 211 
4.2.5 4.35 + 4.36 11 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-4-80 298 
4.2.5 4.35 + 4.36 12 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-8-80 287 
4.2.5 4.35 + 4.36 13 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-12-80 386 
4.2.5 4.35 + 4.36 14 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-16-80 364 
4.2.5 4.35 + 4.36 15 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-20-80 337 
4.2.5 4.35 + 4.36 16 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-24-80 367 
4.2.5 4.35 + 4.36 17 Gesamtextrakt „Montano“, LV-B-28-80 344 
4.2.6 4.37 1 + 11 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-0 385 
4.2.6 4.37 2 + 12 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-0.5 379 
4.2.6 4.37 3 + 13 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-1.0 255 
4.2.6 4.37 4 + 14 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-2.0 242 
4.2.6 4.37 5 + 15 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-4.0 250 
4.2.6 4.37 6 + 16 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-8.0 228 
4.2.6 4.37 7+ 17 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-12.0 183 
4.2.6 4.37 8 + 28 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-16.0 206 
4.2.6 4.37 9 + 19 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-20.0 311 
4.2.6 4.37 10 + 20 Gesamtextrakt Samen „Montano“, TV-B-24.0 190 

4.2.7 4.38 + 4.39 1 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-0-0 267 
4.2.7 4.38 + 4.39 2 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-60-20 272 
4.2.7 4.38 + 4.39 3 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-60-40 284 
4.2.7 4.38 + 4.39 4 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-60-60 355 
4.2.7 4.38 + 4.39 5 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-85-20 330 
4.2.7 4.38 + 4.39 6 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-85-40 198 
4.2.7 4.38 + 4.39 7 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-85-60 336 
4.2.7 4.38 + 4.39 8 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-100-20 320 
4.2.7 4.38 + 4.39 9 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-100-40 302 
4.2.7 4.38 + 4.39 10 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-100-60 335 
4.2.7 4.38 + 4.39 11 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-121-20 244 
4.2.7 4.38 + 4.39 12 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-121-40 202 
4.2.7 4.38 + 4.39 13 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-121-60 285 
4.2.7 4.38 + 4.39 14 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-140-20 309 
4.2.7 4.38 + 4.39 15 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-140-40 171 
4.2.7 4.38 + 4.39 16 Gesamtextrakt „Montano“, AV-B-140-60 208 
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Tab. 7.3 (3/3): Proteingehalte der eingesetzten Gartenbohnenextrakte 

 
 
 

Kapitel Abb. Nr. Extrakt Proteingehalt 
[µg/ml] 

4.2.8 4.40 N Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-N 353 
4.2.8 4.40 1 + 10 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-1 352 
4.2.8 4.40 2 + 11 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-2 218 
4.2.8 4.40 3 + 12 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-3 231 
4.2.8 4.40 4 + 13 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-4 258 
4.2.8 4.40 5 + 14 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-5 204 
4.2.8 4.40 6 + 15 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-6 267 
4.2.8 4.40 7 + 16 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-7 311 
4.2.8 4.40 8 + 17 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-8 280 
4.2.8 4.40 9 + 18 Gesamtextrakt „Maxi“, MW-B-9 212 

4.2.9 4.41 N In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-N 147 
4.2.9 4.41 1 + 8 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-pH-120 231 
4.2.9 4.41 2 + 9 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-Pep-1 263 
4.2.9 4.41 3 + 10 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-Pep-1 + Try-4 175 
4.2.9 4.41 4 + 11 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 220 
4.2.9 4.41 5 + 12 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-Pep-1 + Try-4 + Chy-4 + Car-3 173 
4.2.9 4.41 6 + 13 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-Pep-1 + Pan-0.9 165 
4.2.9 4.41 7 + 14 In-vitro-Extrakt „Maxi“, IV-B-Pro-2 251 
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7.7 Enzymallergosorbent-Test (EAST) 
Durchführung nach CESKA & LUNDKVIST (1972) modifiziert nach MÖLLER et al. 
(1997b) 

 

7.7.1 Aktivierung der Allergenscheiben 
 

verwendete Lösungen: 
 

Natronlauge: c(NaOH): 1 M •  4.0 g Natriumhydroxid 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml 

 
Natriumhydrogencarbonat-Lösung: c(NaHCO3): 0.005 M •  2.1 g Na-Hydrogencarbonat 

•  mit bidest. Wasser ad 10 l 
 

Natronlauge: c(NaOH): 10 %ig •  10.0 g NaOH 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml 

 
Natrium-Hypochlorit-Lösung: c(NaClO4): 12 %ig •  12.0 g Natriumhypochlorit 

•  mit dest. Wasser ad 100 ml 
 

Durchführung: 
 

•  1-l-Dreihalskolben mit 250-ml-Tropftriter und pH-Elektrode versehen 
•  15 g Bromcyan in einem Becherglas in 450 ml bidest. Wasser unter Rühren 

lösen (mit Atemschutzmaske unter dem Abzug arbeiten) 
•  15 g Papierscheiben (ca. 5000 Stück) in einen 1-l-Dreihalskolben in 150 ml 

bidest. Wasser quellen lassen 
•  Bromcyan-Lösung zur Papierscheiben-Suspension hinzufügen 
•  durch Zutropfen von 1 M Natronlauge pH-Wert auf 10 bis 10.5 einstellen 
•  insgesamt 75 ml der 1 M Natronlauge hinzufügen, wobei der pH-Wert 11.5 nicht 

übersteigen darf 
•  Lösung über Büchnertrichter absaugen 
•  Papierscheiben insgesamt 12 x mit 375 ml 0.005 M Natriumhydrogencarbonat-

Lösung waschen, dabei jeweils 2 min stehen lassen und anschließend Lösung 
absaugen 

•  Papierscheiben nacheinander mit folgenden Lösung waschen: 
•  2 x mit 375 ml dest. Wasser 
•  2 x mit 375 ml Aceton/dest. Wasser (25:75, v:v) 
•  2 x mit 375 ml Aceton/dest. Wasser (50:50, v:v) 
•  2 x mit 375 ml Aceton/dest. Wasser (75:25, v:v) 
•  2 x mit 375 ml Aceton   

•  bromcyanaktivierte Scheiben 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und anschließend 
lyophilisieren 

•  Papierscheiben bei - 20 °C lagern 
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Entsorgung der bromcyanhaltigen Abfälle: 
•  Bromcyan-Lösung mit 15 ml 10 %iger Natronlauge/g Bromcyan versetzen und 

1 h stehen lassen 
•  pH-Wert auf 10 bis 11 einstellen und 50 %igen Überschuss an 12 %iger 

Natriumhypochlorit-Lösung zugeben 
•  Lösung über Nacht stehen lassen 
•  pH-Wert der Lösung auf 7 einstellen (Gasentwicklung) und den Überschuss an 

Hypochlorit mit Hydrogensulfit zerstören 
•  Lösung über das Abwasser entsorgen 
 
7.7.2 Kopplung der Proteinextrakte 
 

verwendete Lösungen: 
 

Natriumhydrogencarbonat-
Lösung: 

c(NaHCO3): 0.5 M •  21.0 g Natriumhydrogencarbonat 
•  mit ca. 450 ml bidest. Wasser versetzen 
•  pH-Wert auf 8.4 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 

 
Natriumhydrogencarbonat -
Lösung: 

c(NaHCO3): 0.1 M •  4.2 g Natriumhydrogencarbonat 
•  mit ca. 450 ml bidest. Wasser versetzen 
•  pH-Wert auf 8.4 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 

 
Ethanolamin-Puffer: c(C2H7NO): 0.16 M •  5.0 ml Ethanolamin 

•  mit ca. 450 ml bidest. Wasser versetzen 
•  pH-Wert mit 4 M HCl auf 9.2 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 

 
Natriumacetat-Lösung: c(NaCOOCH3): 0.1 M •  4.2 g Natriumacetat 

•  mit ca. 450 ml bidest. Wasser versetzen 
•  pH-Wert mit 4 M HCl auf 4.0 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 

 

Durchführung: 
 

•  lyophilisierte PBS-Extrakte durch Rekonstitution in bidest. Wasser auf 
Proteinkonzentration von ca. 20 µg/ml einstellen 

•  100 ml Extraktlösung in 250-ml-Iodzahlkolben überführen 
•  ca. 300 bromcyanaktiverte Scheiben (0.6 g) hinzufügen 
•  Lösung über Nacht mittels Magnetrührer bei 4 °C rühren 
•  Überstand absaugen (Wasserstrahlpumpe) 
•  Papierscheiben mit folgenden Lösungen waschen und anschließend Lösungen 

jeweils wieder absaugen  
•  1 x mit 100 ml 0.5 M NaHCO3-Lösung 
•  3 x mit 100 ml 0.1 M NaHCO3-Lösung 
•  2 x mit 100 ml 0.1 M Natriumacetat-Lösung 
•  2 x mit 100 ml 0.5 M NaHCO3-Lösung 
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•  Papierscheiben gründlich absaugen 
•  Papierscheiben mit 100 ml dest. Wasser waschen und mit dest. Wasser in 250-

ml-Rundkolben überführen 
•  dest. Wasser gründlich absaugen 
•  Papierscheiben 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und anschließend lyophilisieren 
•  Papierscheiben bei - 20 °C lagern 
 
 
7.7.3 EAST-Bestimmung 

Durchführung entsprechend der Anweisung des verwendeten TestKits „Spez. 
IgE Elisa TR (RV)“ der Firma Allergopharma (Reinbek, Germany) 
 

verwendete Lösungen: 
 

Inkubations-Puffer: Lösung I •  15.6 g NaH2PO4 • H2O 
•  mit bidest. Wasser ad 1 l 

 
 Lösung II •  8.4 g NaHCO3 

•  mit bidest. Wasser ad 1 l 
 

 Lösung III •  190 ml Lösung I 
•  803 ml Lösung II 
•  pH-Wert mit 4 M HCl auf 7.4 einstellen 

  
 Lösung IV •  800 ml Lösung III 

•  3.0 g BSA 
•  37.22 g EDTA 
•  2.0 g NaN3 
•  2.0 ml Tween 20 
•  pH-Wert mit HCl auf 7.4 einstellen 

 
Waschlösung: entsprechend Testkit •  enthält Tween 20 

 
Konjugatlösung: entsprechend Testkit •  enthält Anti-Human-IgE 

 
Färbetabletten: entsprechend Testkit •  enthalten p-Nitrophenylphosphat (PNPP) 

 
Substratlösung: entsprechend Testkit •  enthält MgCl2 

 
Färbelösung:  •  1 Färbetablette in 5.0 ml Substratlösung 

 
Stopplösung: entsprechend Testkit •  enthält 1 M NaOH 

 
Referenzallergen-
scheiben: 
 

 •  festphasengekoppelter Lieschgrasextrakt 
 

Referenzseren: Lieschgras-Kalibrierreihe  •  Serum A: 0.35 U/ml (EAST-Klasse 1) 
•  Serum B: 0.70 U/ml (EAST-Klasse 2) 
•  Serum C: 3.50 U/ml (EAST-Klasse 3) 
•  Serum D: 17.5 U/ml (EAST-Klasse 4) 
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Durchführung: 
 

•  für die Bestimmung benötigte Allergenscheiben mit einer Pinzette in je eine 
Kavität einer Mikrotiterplatte überführen 

•  Allergenscheiben mit einem Tropfen Inkubationspuffer befeuchten 
•  Referenzallergenscheiben (nicht mit Inkubationspuffer befeuchtet) in je eine 

Kavität einer Mikrotiterplatte überführen 
•  eine Kavität ohne Allergenscheibe belassen (Leerwert) 
•  jeweils 50 µl Patientenserum auf die Allergenscheiben pipettieren 
•  jeweils 50 µl Referenzserum auf die Referenzallergenscheiben pipettieren 
•  Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und 1 h bei 37 °C unter Lichtausschluss 

inkubieren 
•  Scheiben 3 x mit je 250 µl Waschlösung versetzen und nach 10 min Lösung 

absaugen 
•  50 µl Konjugatlösung in jede Kavität pipettieren 
•  Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und über Nacht bei Raumtemperatur unter 

Lichtausschluss inkubieren 
•  Scheiben 3 x mit je 250 µl Waschlösung versetzen und nach 10 min Lösung 

absaugen 
•  100 µl Färbelösung in jede Kavität (auch Leerwert) pipettieren 
•  Lösungen 1 h bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubieren 
•  200 µl Stopplösung in jede Kavität pipettieren und mittels ELISA-Reader 

durchmischen 
•  250 µl aus jeder Kavität in eine korrespondierende Kavität einer leeren 

Mikrotiterplatte pipettieren 
•  Lösungen bei 405 nm im ELISA-Reader photometrisch vermessen 
 
Auswertung: 
 

Die quantitative Bestimmung der Gehalte an spezifischem IgE in den Patientenseren 
erfolgt durch logarithmische Regression anhand der Lieschgras-Kalibrierreihe. 
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt sowohl in U/ml als auch durch Einteilung in 
5 EAST-Klassen (siehe Tab. 7.4). 
 
Tab.7.4: Einteilung der EAST-Klassen 

EAST-Klasse IgE-Gehalt [U/ml] 
0 0.00 – 0.35 
1 0.35 – 0.70 
2 0.70 – 3.50 
3 3.50 – 17.50 
4 > 17.50 
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7.8 EAST-Inhibition 
Durchführung nach VIETHS et al. (1993a) modifiziert nach MÖLLER et al. 
(1997b) unter Verwendung des TestKits „Spez. IgE Elisa TR (RV)“ der Firma 
Allergopharma (Reinbek, Germany) 

 

verwendete Lösungen: 
 

Allergenverdünnungs-
lösung: 

c(BSA): 0.3 % (g:v) 
c(Tween 20): 0.1 % (v:v) 
c(NaN3): 0.05 % (g:v) 

•  300 mg BSA 
•  100 µl Tween 20 
•  50 mg Natriumazid 
•  mit PBS-Lösung ad 100 ml 

 
Ovalbuminlösung: c(Ovalbumin): 0.1 % (g:v) •  10 mg Ovalbumin 

•  mit Allergenverdünnungslösung ad 10 ml 
 

Waschlösung: entsprechend Testkit •  enthält Tween 20 und in PBS-Lösung 
 

Konjugatlösung: entsprechend Testkit •  enthält Anti-Human-IgE, konjugiert mit AP
 

Färbetabletten: entsprechend Testkit •  enthalten PNPP 
 

Substratlösung: entsprechend Testkit •  enthält MgCl2 
 

Färbelösung:  •  1 Färbetablette in 5.0 ml Substratlösung 
 

Stopplösung: entsprechend Testkit •  enthält 1 M NaOH 
 

Poolserum entsprechend Anhang 7.2 •  enthält spez. IgE-Antikörper 
 

Durchführung: 
 

•  für die Bestimmung benötigte Allergenscheiben mit einer Pinzette in je eine 
Kavität einer Mikrotiterplatte überführen und mit einem Tropfen Inkubationspuffer 
befeuchten 

•  anschließend folgende Lösungen auf die Allergenscheiben pipettieren 
•  50 µl unverdünnter Inhibitorextrakt und 50 µl Poolserum 
•  50 µl Inhibitorextrakt 1:10 verdünnt und 50 µl Poolserum 
•  50 µl Inhibitorextrakt 1:100 verdünnt und 50 µl Poolserum 
•  50 µl Inhibitorextrakt 1:1000 verdünnt und 50 µl Poolserum 
•  50 µl Inhibitorextrakt 1:10000 verdünnt und 50 µl Poolserum 
•  50 µl Inhibitorextrakt 1:100000 verdünnt und 50 µl Poolserum 
•  50 µl Allergenverdünnungslösung und 50 µl Patientenserum (Bo) 
•  50 µl Ovalbuminlösung und 50 µl Patientenserum (B) 
•  100 µl Allergenverdünnungslösung (NSB) 

•  Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und 3 h bei 37 °C unter Lichtausschluss 
inkubieren 

•  Scheiben 3 x mit je 250 µl Waschlösung versetzen und nach 10 min Lösung 
absaugen 
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•  50 µl Konjugatlösung in jede Kavität pipettieren 
•  Mikrotiterplatte mit Parafilm abdecken und über Nacht bei Raumtemperatur unter 

Lichtausschluss inkubieren 
•  Scheiben 3 x mit je 250 µl Waschlösung versetzen und nach 10 min Lösung 

absaugen 
•  200 µl Färbelösung in jede Kavität pipettieren 
•  für die Bestimmung des Blindwertes 200 µl Färbelösung in eine leere Kavität 

pipettieren 
•  Lösungen 1 h bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubieren 
•  100 µl Stopplösung in jede Kavität pipettieren und mittels ELISA-Reader 

durchmischen 
•  250 µl aus jeder Kavität in eine korrespondierende Kavität einer leeren 

Mikrotiterplatte pipettieren 
•  Lösungen bei 405 nm im ELISA-Reader photometrisch vermessen 
 
Auswertung: 
Die Berechnung der prozentualen Inhibition erfolgt mittels folgender Formel: 

 
 

 
 
Bo: Messwerte ohne Inhibitorzusatz 
B: Messwerte der einzelnen Inhibitionsstufen 
NSB: Nichtspezifische Bindung 

 
 
Die Berechnung der C50-Werte erfolgt mit folgender Formel: 
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Ergebnisse Gartenerbse: 
 

 
 

Tab. 7.5: Reifung (Kapitel: 4.1.2, Tab. 4.1) 
               Festphase: „Maxigolt“, RS 4 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1053.8 0.035 95 
105.38 0.044 94 
10.538 0.121 82 
1.0538 0.332 51 
0.1053 0.506 26 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 1 

0.0105 0.544 20 

7.5 

901.37 0.058 92 
90.137 0.142 79 
9.0137 0.258 62 
0.9014 0.458 33 
0.0901 0.536 21 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 2 

0.0090 0.624 8 

3.5 

1050.4 0.031 96 
105.04 0.058 92 
10.504 0.136 80 
1.0504 0.369 46 
0.1050 0.485 29 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 3 

0.0105 0.555 18 

1.4 

960.68 0.027 96 
96.068 0.034 95 
9.6068 0.128 81 
0.9607 0.301 56 
0.0961 0.532 22 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 4 

0.0096 0.545 20 

0.7 

OA 989.9 0.661 - - 
B0 - 0.679 - - 
NSB - 0.001 - - 
 
Tab. 7.6 (1/3): Reifung (Kapitel: 4.1.2, Tab. 4.3)        
                           Festphase: „Maxigolt“, RS 4 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

608.00 0.029 96 
60.800 0.065 91 
6.0800 0.167 76 
0.6080 0.393 42 
0.0608 0.566 17 

Gluteline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 1 

0.0061 0.633 7 

1.0 

1078.1 0.044 94 
107.82 0.125 82 
10.782 0.235 65 
1.0782 0.537 21 
0.1078 0.545 20 

Globuline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 1 

0.0108 0.603 11 

4.8 

917.10 0.064 91 
91.710 0.174 74 
9.1710 0.164 76 
0.9171 0.282 59 
0.0917 0.483 29 

Albumine 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 1 

0.0092 0.547 19 

0.5 

OA 989.9 0.661 - - 
B0 - 0.679 - - 
NSB - 0.001 - - 

Tab. 7.6 (2/3): Reifung (Kapitel: 4.1.2, Tab. 4.3)         
                        Festphase: „Maxigolt“, RS 4 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1053.8 0.035 96 
105.38 0.044 91 
10.538 0.121 76 
1.0538 0.332 42 
0.1054 0.506 17 

Gluteline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 2 

0.0105 0.544 7 

0.9 

469.41 0.089 94 
46.941 0.164 82 
4.6941 0.310 65 
0.4694 0.501 21 
0.0469 0.635 20 

Globuline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 2 

0.0047 0.605 11 

3.3 

946.59 0.062 91 
94.659 0.094 74 
9.4659 0.154 76 
0.9466 0.310 59 
0.0947 0.479 29 

Albumine 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 2 

0.0095 0.561 19 

1.0 

774.86 0.035 96 
77.486 0.042 95 
7.7486 0.125 81 
0.7749 0.345 56 
0.0775 0.567 22 

Gluteline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 3 

0.0078 0.547 20 

0.8 

901.37 0.058 92 
90.137 0.142 79 
9.0137 0.258 62 
0.9014 0.458 33 
0.0901 0.536 21 

Globuline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 3 

0.0090 0.624 8 

3.5 

724.57 0.059 91 
72.457 0.066 90 
7.2457 0.127 81 
0.7246 0.241 65 
0.0725 0.502 26 

Albumine 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 3 

0.0073 0.526 23 

0.3 

732.17 0.013 98 
73.217 0.067 90 
7.3217 0.102 85 
0.7322 0.322 53 
0.0732 0.599 12 

Gluteline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 4 

0.0073 0.604 11 

0.6 

1175.9 0.029 96 
117.59 0.089 87 
11.759 0.170 75 
1.1759 0.362 47 
0.1176 0.462 32 

Globuline 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 4 

0.0118 0.537 21 

2.0 

OA 989.9 0.661 - - 
B0 - 0.679 - - 
NSB - 0.001 - - 
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Tab. 7.6 (3/3): Reifung (Kapitel: 4.1.2, Tab. 4.3) 
                        Festphase: „Maxigolt“, RS 4 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

822.75 0.009 99 
82.275 0.033 95 
8.2275 0.120 82 
0.8228 0.214 69 
0.0823 0.411 40 

Albumine 
„Maxigolt“ 
Reifungsstufe 4 

0.0082 0.551 19 

0.2 

OA 989.9 0.661 - - 
B0 - 0.679 - - 
NSB - 0.001 - - 
 
Tab. 7.7: Sortenvergleich (Kapitel: 4.1.3, Tab. 4.5),   
                Festphase: „Kleine Rheinländerin“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1114.0 0.107 88 
111.40 0.116 85 
11.140 0.196 56 
1.1140 0.311 14 
0.1114 0.340 3 

Gesamtextrakt 
„Kleine 
Rheinländerin“  

0.0111 0.348 0 

8.2 

980.22 0.096 92 
98.022 0.127 81 
9.8022 0.192 57 
0.9802 0.315 12 
0.0980 0.320 11 

Gesamtextrakt 
„Allerfrüheste 
Mai“ 

0.0098 0.346 1 

6.8 

1044.8 0.116 85 
104.48 0.117 84 
10.448 0.148 73 
1.0448 0.215 49 
0.1045 0.308 15 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 

0.0105 0.347 1 

1.2 

1006.1 0.123 82 
100.61 0.138 77 
10.061 0.208 51 
1.0061 0.302 17 
0.1006 0.335 5 

Gesamtextrakt 
„Sprinter“ 

0.0101 0.345 1 

9.2 

1136.2 0.111 87 
113.62 0.133 79 
11.362 0.208 51 
1.1362 0.301 17 
0.1136 0.313 13 

Gesamtextrakt 
„Wunder von 
Kelvedon“ 

0.0114 0.349 0 

10.4 

OA 989.9 0.369 -  
B0 - 0.349 -  
NSB - 0.074 -  

Tab. 7.8: Sortenvergleich (Kapitel: 4.1.3, Tab. 4.5),   
                Festphase: „Allerfrüheste Mai“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1114.0 0.107 88 
111.40 0.116 81 
11.140 0.196 57 
1.1140 0.311 13 
0.1114 0.340 0 

Gesamtextrakt 
„Kleine 
Rheinländerin“ 

0.0111 0.348 2 

7.8 

980.22 0.096 92 
98.022 0.127 78 
9.8022 0.192 58 
0.9802 0.315 26 
0.0980 0.320 8 

Gesamtextrakt 
„Allerfrüheste 
Mai“ 

0.0098 0.346 16 

5.7 

1044.8 0.116 92 
104.48 0.117 85 
10.448 0.148 50 
1.0448 0.215 22 
0.1045 0.308 17 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 

0.0105 0.347 7 

10.4 

1006.1 0.123 91 
100.61 0.138 82 
10.061 0.208 55 
1.0061 0.302 33 
0.1006 0.335 8 

Gesamtextrakt 
„Sprinter“ 

0.0101 0.345 10 

6.0 

1136.2 0.111 92 
113.62 0.133 81 
11.362 0.208 55 
1.1362 0.301 29 
0.1136 0.313 1 

Gesamtextrakt 
„Wunder von 
Kelvedon“ 

0.0114 0.349 5 

7.4 

OA 989.9 0.421 - - 
B0 - 0.419 - - 
NSB - 0.075 - - 
 
Tab. 7.9 (1/2): Sortenvgl. (Kapitel: 4.1.3, Tab. 4.5),   
                        Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1114.0 0.107 88 
111.40 0.116 81 
11.140 0.196 50 
1.1140 0.311 25 
0.1114 0.340 1 

Gesamtextrakt 
„Kleine 
Rheinländerin“ 

0.0111 0.348 0 

11.3 

OA 989.9 0.374 - - 
B0 - 0.366 - - 
NSB - 0.069 - - 
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Tab. 7.9 (2/2): Sortenvgl. (Kapitel: 4.1.3, Tab. 4.5),   
                        Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

980.22 0.096 91 
98.022 0.127 82 
9.8022 0.192 70 
0.9802 0.315 5 
0.0980 0.320 1 

Gesamtextrakt 
„Allerfrüheste 
Mai“ 

0.0098 0.346 0 

4.9 

1044.8 0.116 87 
104.48 0.117 82 
10.448 0.148 58 
1.0448 0.215 20 
0.1045 0.308 19 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 

0.0105 0.347 10 

6.5 

1006.1 0.123 82 
100.61 0.138 68 
10.061 0.208 52 
1.0061 0.302 19 
0.1006 0.335 0 

Gesamtextrakt 
„Sprinter“ 

0.0101 0.345 2 

9.1 

1136.2 0.111 88 
113.62 0.133 76 
11.362 0.208 46 
1.1362 0.301 15 
0.1136 0.313 7 

Gesamtextrakt 
„Wunder von 
Kelvedon“ 

0.0114 0.349 1 

15.6 

OA 989.9 0.374 - - 
B0 - 0.366 - - 
NSB - 0.069 - - 
 
Tab. 7.10 (1/2): Sortenvgl. (Kap.: 4.1.3, Tab. 4.5),  
                          Festphase: „Sprinter“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1114.0 0.107 91 
111.40 0.116 84 
11.140 0.196 49 
1.1140 0.311 21 
0.1114 0.340 3 

Gesamtextrakt 
„Kleine 
Rheinländerin“  

0.0111 0.348 3 

12.2 

980.22 0.096 89 
98.022 0.127 88 
9.8022 0.192 70 
0.9802 0.315 19 
0.0980 0.320 10 

Gesamtextrakt 
„Allerfrüheste 
Mai“ 

0.0098 0.346 0 

4.0 

1044.8 0.116 94 
104.48 0.117 84 
10.448 0.148 57 
1.0448 0.215 32 
0.1045 0.308 9 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 

0.0105 0.347 2 

5.4 

OA 989.9 0.421 - - 
B0 - 0.440 - - 
NSB - 0.088 - - 

Tab. 7.10 (2/2): Sortenvgl. (Kap.: 4.1.3, Tab. 4.5),  
                          Festphase: „Sprinter“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1006.1 0.123 91 
100.61 0.138 88 
10.061 0.208 53 
1.0061 0.302 31 
0.1006 0.335 15 

Gesamtextrakt 
„Sprinter“ 

0.0101 0.345 10 

7.7 

1136.2 0.111 91 
113.62 0.133 85 
11.362 0.208 67 
1.1362 0.301 30 
0.1136 0.313 9 

Gesamtextrakt 
„Wunder von 
Kelvedon“ 

0.0114 0.349 10 

3.9 

OA 989.9 0.421 - - 
B0 - 0.440 - - 
NSB - 0.088 - - 
 
Tab. 7.11: Sortenvgl. (Kap.: 4.1.3, Tab. 4.5), 
                  Festphase: „Wunder von Kelvedon“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1114.0 0.107 87 
111.40 0.116 83 
11.140 0.196 62 
1.1140 0.311 27 
0.1114 0.340 10 

Gesamtextrakt 
„Kleine 
Rheinländerin“ 

0.0111 0.348 8 

5.2 

980.22 0.096 91 
98.022 0.127 85 
9.8022 0.192 48 
0.9802 0.315 12 
0.0980 0.320 10 

Gesamtextrakt 
„Allerfrüheste 
Mai“ 

0.0098 0.346 1 

10.8 

1044.8 0.116 90 
104.48 0.117 84 
10.448 0.148 55 
1.0448 0.215 15 
0.1045 0.308 3 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 

0.0105 0.347 5 

8.0 

1006.1 0.123 90 
100.61 0.138 81 
10.061 0.208 57 
1.0061 0.302 20 
0.1006 0.335 5 

Gesamtextrakt 
„Sprinter“ 

0.0101 0.345 2 

6.5 

1136.2 0.111 89 
113.62 0.133 79 
11.362 0.208 55 
1.1362 0.301 24 
0.1136 0.313 7 

Gesamtextrakt 
„Wunder von 
Kelvedon“ 

0.0114 0.349 3 

7.6 

OA 989.9 0.400 - - 
B0 - 0.428 - - 
NSB - 0.071 - - 
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Tab. 7.12 (1/3): Handelsprod. (Kap.: 4.1.4, Tab. 4.6) 
                          Festphase: „Maxigolt“ 
 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

840.02 0.064 100 
84.002 0.091 96 
8.4002 0.180 80 
0.8400 0.419 38 
0.0840 0.600 6 

Gesamtextrakt 
„Maxigolt“ 
N 

0.0084 0.624 2 

1.6 

1072.3 0.054 102 
107.23 0.098 94 
10.723 0.201 76 
1.0723 0.345 51 
0.1072 0.565 12 

Schälerbse, 
grün, glutenfrei 
TE 1 (oV) 

0.0107 0.628 1 

1.0 

756.45 0.090 96 
75.645 0.261 66 
7.5645 0.468 29 
0.7565 0.605 5 
0.0756 0.611 4 

Schälerbse, 
grün, glutenfrei 
TE 1 (nZ) 

0.0076 0.627 1 

27.9 

840.78 0.049 103 
840.78 0.183 79 
8.4078 0.408 40 
0.8408 0.574 11 
0.0841 0.605 5 

Schälerbse, 
grün, glutenfrei 
TE 1 (KW) 

0.0084 0.618  3 

15.1 

1124.2 0.063 96 
112.42 0.121 85 
11.242 0.217 68 
1.1242 0.376 39 
0.1124 0.441 27 

Schälerbse, 
gelb, glutenfrei 
TE 2 (oV) 

0.0112 0.546 8 

2.7 

OA 989.9 0.636 - - 
B0 - 0.733 - - 
NSB - 0.066 - - 
     

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

872.78 0.086 92 
87.278 0.201 71 
8.7278 0.454 25 
0.8728 0.498 17 
0.0873 0.539 10 

Schälerbse, 
gelb, glutenfrei 
TE 2 (nZ) 

0.0087 0.589 1 

30.5 

928.34 0.044 99 
92.834 0.175 76 
9.2834 0.397 35 
0.9283 0.502 16 
0.0928 0.525 12 

Schälerbse, 
gelb, glutenfrei 
TE 2(KW) 

0.0093 0.552 7 

21.4 

OA 989.9 0.601 - - 
B0 - 0.593 - - 
NSB - 0.040 - - 

Tab. 7.12 (2/3): Handelsprod. (Kap.: 4.1.4, Tab. 4.6) 
                          Festphase: „Maxigolt“ 
 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

924.88 0.049 95 
92.488 0.166 79 
9.2488 0.366 52 
0.9249 0.483 36 
0.0925 0.563 25 

Junge Erbsen, 
Les Primeurs 
TKE 1 (oV) 

0.0092 0.661 12 

7.1 

738.55 0.080 90 
73.855 0.228 71 
7.3855 0.384 49 
0.7386 0.565 25 
0.0739 0.670 11 

Junge Erbsen, 
Les Primeurs 
TKE 1 (nZ) 

0.0074 0.665 12 

7.9 

OA 989.9 0.768 - - 
B0 - 0.750 - - 
NSB - 0.010 - - 
 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

944.02 0.083 92 
94.402 0.165 77 
9.4402 0.314 50 
0.9440 0.455 25 
0.0944 0.515 14 

Junge Erbsen, 
Les Primeurs 
TKE 1 (KW) 

0.0094 0.554 7 

8.7 

OA 989.9 0.601 - - 
B0 - 0.593 - - 
NSB - 0.040 - - 
     

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

732.32 0.044 95 
73.232 0.106 87 
7.3232 0.268 64 
0.7323 0.569 21 
0.0732 0.666 7 

Erbsen,  
extra zart 
TKE 2 (oV) 

0.0073 0.697 3 

3.5 

466.50 0.039 96 
46.650 0.174 77 
4.6650 0.395 46 
0.4665 0.606 16 
0.0467 0.668 7 

Erbsen,  
extra zart 
TKE 2 (nZ) 

0.0047 0.690 4 

6.4 

712.78 0.025 98 
71.278 0.105 87 
7.1278 0.294 60 
0.7128 0.552 23 
0.0713 0.643 11 

Erbsen,  
extra zart 
TKE 2(KW) 

0.0071 0.654 9 

3.8 

OA 989.9 0.672 - - 
B0 - 0.718 - - 
NSB - 0.011 - - 
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Tab. 7.12 (3/3): Handelsprod. (Kap.: 4.1.4, Tab. 4.6) 
                          Festphase: „Maxigolt“ 
 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

500.45 0.092 95 
50.045 0.335 53 
5.0045 0.516 21 
0.5005 0.582 9 
0.0501 0.609 5 

Junge Erbsen, 
extra fein 
GKE (oV) 

0.0050 0.612 4 

41.1 

554.98 0.187 79 
55.498 0.429 36 
5.5498 0.582 9 
0.5550 0.601 6 
0.0555 0.611 4 

Junge Erbsen, 
extra fein 
GKE (nZ) 

0.0056 0.626 2 

116.7 

884.44 0.115 91 
88.444 0.321 55 
8.8444 0.572 11 
0.8844 0.601 6 
0.0884 0.614 4 

Junge Erbsen, 
extra fein 
GKE (KW) 

0.0088 0.619 3 

66.6 

OA 989.9 0.636 - - 
B0 - 0.733 - - 
NSB - 0.066 - - 
     

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

666.09 0.087 90 
66.609 0.288 62 
6.6609 0.364 52 
0.6661 0.519 31 
0.0666 0.608 19 

Erbsen, 
sehr fein 
DKE (oV) 

0.0067 0.624 17 

5.2 

796.11 0.174 78 
79.611 0.343 55 
7.9611 0.457 40 
0.7961 0.528 30 
0.0796 0.633 16 

Erbsen,  
sehr fein 
DKE (nZ) 

0.0080 0.646 14 

37.5 

926.56 0.105 87 
92.656 0.298 61 
9.2656 0.368 52 
0.9266 0.554 27 
0.0927 0.616 18 

Erbsen,  
sehr fein 
DKE (KW) 

0.0093 0.637 15 

8.0 

OA 989.9 0.768 - - 
B0 - 0.750 - - 
NSB - 0.010 - - 

Tab. 7.13 (1/2): Lagerung - 20 °C (Kapitel: 4.1.5,  
                          Tab. 4.7); Festphase: „Maxigolt“ 
 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

932.51 0.083 94 
93.251 0.272 76 
9.3251 0.571 47 
0.9325 1.124 -6 
0.0933 0.992 7 

LV-E-0-20 

0.0093 1.044 2 

11.6 

823.09 0.134 90 
82.309 0.286 73 
8.2309 0.658 32 
0.8231 0.848 10 
0.0823 0.850 10 

LV-E-4-20 

0.0082 0.928 1 

22.8 
 

818.88 0.093 95 
81.888 0.278 74 
8.1888 0.711 26 
0.8189 0.830 12 
0.0819 0.893 5 

LV-E-12-20 

0.0082 0.905 4 

26.0 
 

750.45 0.101 94 
75.045 0.301 72 
7.5045 0.685 29 
0.7505 0.843 11 
0.0750 0.818 14 

LV-E-20-20 

0.0075 0.878 7 

23.6 
 

566.12 0.054 99 
56.612 0.276 74 
5.6612 0.589 39 
0.5661 0.836 12 
0.0566 0.879 7 

LV-E-28-20 

0.0056 0.934 1 

11.4 

543.41 0.052 99 
54.341 0.268 75 
5.4341 0.586 40 
0.5434 0.813 14 
0.0543 0.922 2 

LV-E-36-20 

0.0054 0.936 1 

10.6 

512.99 0.064 98 
51.299 0.254 77 
5.1299 0.650 33 
0.5130 0.810 15 
0.0513 0.912 3 

LV-E-44-20 

0.0051 0.899 5 

12.7 
 

484.96 0.071 97 
48.496 0.266 76 
4.8496 0.643 33 
0.4850 0.785 17 
0.0485 0.871 8 

LV-E-52-20 

0.0049 0.854 10 

12.0 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 
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Tab. 7.13 (2/2): Lagerung - 20 °C (Kapitel: 4.1.5,  
                          Tab. 4.7); Festphase: „Maxigolt“ 
 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

476.28 0.069 98 
47.628 0.285 73 
4.7628 0.726 24 
0.4763 0.890 6 
0.0476 0.868 8 

LV-E-60-20 

0.0048 0.864 9 

16.0 

495.55 0.068 99 
49.555 0.269 75 
4.9555 0.777 17 
0.4955 0.873 14 
0.0496 0.882 4 

LV-E-68-20 

0.0050 0.855 4 

17.9 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 
 
Tab. 7.14 (1/2): Lagerung - 80 °C (Kapitel: 4.1.5,         
                          Tab. 4.8),Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

932.51 0.083 94 
93.251 0.272 76 
9.3251 0.571 47 
0.9325 1.124 -6 
0.0933 0.992 7 

LV-E-0-80 

0.0093 1.044 2 

11.6 

715.63 0.117 92 
71.563 0.312 70 
7.1563 0.717 25 
0.7156 0.879 7 
0.0716 0.899 5 

LV-E-4-80 

0.0072 0.902 4 

25.5 

933.19 0.110 93 
93.319 0.274 75 
9.3319 0.671 30 
0.9332 0.854 10 
0.0933 0.920 2 

LV-E-12-80 

0.0093 0.928 1 

26.1 

886.41 0.053 99 
88.641 0.201 83 
8.8641 0.547 44 
0.8864 0.811 15 
0.0886 0.872 8 

LV-E-20-80 

0.0089 0.876 7 

12.6 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 

Tab. 7.14 (2/2): Lagerung - 80 °C (Kapitel: 4.1.5,         
                         Tab. 4.8),Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

596.00 0.091 95 
59.600 0.394 61 
5.9600 0.681 29 
0.5960 0.938 0 
0.0596 0.895 5 

LV-E-28-80 

0.0060 0.851 10 

26.7 

546.28 0.107 93 
54.628 0.275 74 
5.4628 0.626 35 
0.5463 0.893 5 
0.0546 0.841 11 

LV-E-36-80 

0.0055 0.907 4 

13.0 

546.47 0.092 95 
54.647 0.276 74 
5.4647 0.656 32 
0.5465 0.927 2 
0.0546 0.897 5 

LV-E-44-80 

0.0055 0.926 2 

14.6 

426.96 0.101 94 
42.696 0.310 71 
4.2696 0.664 31 
0.4270 0.880 7 
0.0427 0.867 8 

LV-E-52-80 

0.0043 0.848 10 

12.9 

505.14 0.098 94 
50.514 0.294 72 
5.0514 0.728 24 
0.5051 0.868 8 
0.0505 0.840 11 

LV-E-60-80 

0.0051 0.831 12 

17.5 

474.20 0.118 92 
47.420 0.275 74 
4.7420 0.702 27 
0.4742 0.882 7 
0.0474 0.906 4 

LV-E-68-80 

0.0047 0.855 10 

14.6 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 
 
Tab. 7.15 (1/3): Trocknung (Kapitel: 4.1.6, Tab. 4.9), 
                          Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

932.51 0.083 94 
93.251 0.272 76 
9.3251 0.571 47 
0.9325 1.124 -6 
0.0933 0.992 7 

TV-E-0 

0.0093 1.044 2 

11.6 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 
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Tab. 7.15 (2/3): Trocknung (Kapitel: 4.1.6. Tab. 4.9)  
                          Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

669.54 0.081 98 
66.954 0.250 83 
6.6954 0.592 54 
0.6695 1.080 12 
0.0670 1.084 12 

TV-E-0.5 

0.0067 1.196 2 

5.4 

647.04 0.127 94 
64.704 0.366 73 
6.4704 0.713 44 
0.6470 0.872 30 
0.0647 1.217 0 

TV-E-1.0 

0.0065 1.016 18 

10.6 

762.52 0.104 96 
76.252 0.356 74 
7.6252 0.697 45 
0.7625 0.944 24 
0.0763 1.121 9 

TV-E-2.0 

0.0076 1.083 12 

11.3 

704.53 0.129 94 
70.453 0.395 71 
7.0453 0.657 48 
0.7045 0.876 30 
0.0705 1.244 -2 

TV-E-4.0 

0.0071 1.151 6 

8.3 

746.54 0.158 91 
74.654 0.411 69 
7.4654 0.656 49 
0.7465 0.983 20 
0.0747 0.972 21 

TV-E-8.0 

0.0075 1.201 2 

8.8 

616.54 0.187 89 
61.654 0.446 66 
6.1654 0.646 49 
0.6165 0.982 21 
0.0617 1.001 19 

TV-E-9.0 

0.0062 1.058 14 

6.7 

635.66 0.128 94 
63.566 0.381 72 
6.3566 0.659 48 
0.6357 0.850 32 
0.0636 0.985 20 

TV-E-10.0 

0.0064 0.998 19 

7.5 

705.02 0.163 91 
70.502 0.405 70 
7.0502 0.731 42 
0.7050 0.975 21 
0.0705 0.968 22 

TV-E-24.0 

0.0071 1.070 13 

13.6 

OA 989.9 1.299 - - 
B0 - 1.222 - - 
NSB - 0.055 - - 

Tab. 7.15 (3/3): Trocknung (Kapitel: 4.1.6, Tab. 4.9), 
                          Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

892.27 0.097 94 
89.227 0.369 64 
8.9227 0.518 47 
0.8923 0.736 23 
0.0892 0.918 3 

TV-E-14.0 

0.0089 0.931 1 

13.0 

912.88 0.194 84 
91.288 0.360 65 
9.1288 0.499 49 
0.9128 0.768 19 
0.0913 1.069 4 

TV-E-19.0 

0.0091 0.916 3 

11.3 

OA 989.9 0.900 - - 
B0 - 0.941 - - 
NSB - 0.047 - - 
 
Tab. 7.16 (1/3): Autoklavierung (Kapitel: 4.1.7,  
                          Tab. 4.11), Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

932.51 0.083 94 
93.251 0.272 76 
9.3251 0.571 47 
0.9325 1.124 -6 
0.0933 0.992 7 

AV-E-0-0 

0.0093 1.044 2 

11.6 

868.58 0.086 96 
86.858 0.225 80 
8.6858 0.697 27 
0.8686 0.728 24 
0.0869 0.823 13 

AV-E-60-20 

0.0087 0.864 9 

23.4 

977.00 0.090 95 
97.700 0.406 60 
9.7700 0.682 29 
0.9770 0.802 16 
0.0977 0.811 15 

AV-E-60-40 

0.0098 0.916 3 

47.0 

901.14 0.111 93 
90.114 0.435 57 
9.0114 0.662 31 
0.9011 0.720 25 
0.0901 0.772 19 

AV-E-60-60 

0.0090 0.893 5 

50.0 

703.78 0.081 95 
70.378 0.413 63 
7.0378 0.778 27 
0.7038 0.870 18 
0.0704 0.918 14 

AV-E-85-20 

0.0070 1.017 4 

31.0 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 
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Tab. 7.16 (2/3): Autoklavierung (Kapitel: 4.1.7,  
                          Tab. 4.11), Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

786.99 0.069 96 
78.699 0.312 72 
7.8699 0.806 25 
0.7870 0.919 14 
0.0787 1.015 4 

AV-E-85-40 

0.0079 0.973 8 

26.8 

709.18 0.079 95 
70.918 0.422 62 
7.0918 0.790 26 
0.7092 0.945 11 
0.0709 0.965 9 

AV-E-85-60 

0.0071 1.010 5 

33.3 

648.55 0.094 93 
64.855 0.516 53 
6.4855 0.673 37 
0.6486 0.957 10 

AV-E-100-20 

0.0649 0.941 12 

43.9 

569.78 0.131 90 
56978 0.513 53 
5.6978 0.716 33 
0.5698 0.917 14 

AV-E-100-40 

0.0567 0.988 7 

40.7 

694.62 0.110 92 
69.462 0.505 54 
6.9462 0.733 32 
0.6946 0.867 19 

AV-E-100-60 

0.0695 0.864 19 

41.5 

782.47 0.110 92 
78.247 0.404 63 
7.8247 0.701 35 
0.7825 0.743 31 

AV-E-121-20 

0.0783 0.899 16 

26.7 

640.25 0.167 86 
64.025 0.469 57 
6.4025 0.744 31 
0.6403 0.840 21 

AV-E-121-40 

0.0640 0.904 15 

34.6 

624.96 0.313 72 
62.496 0.637 41 
6.2496 0.712 34 
0.6250 0.906 15 

AV-E-121-60 

0.0625 1.012 5 

122.2 

615.47 0.176 85 
61.547 0.654 39 
6.1547 0.771 28 
0.6155 0.968 9 

AV-E-140-20 

0.0616 1.012 5 

105.3 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 

Tab. 7.16 (3/3): Autoklavierung (Kapitel: 4.1.7,  
                          Tab. 4.11), Festphase: „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

608.41 0.193 84 
60.841 0.633 41 
6.0841 0.847 21 
0.6084 0.989 7 

AV-E-140-40 

0.0608 1.007 5 

97.6 
 

763.58 0.167 86 
76.358 0.688 36 
7.6358 0.891 16 
0.7636 1.000 6 

AV-E-140-60 

0.0764 1.041 2 

145.2 

OA 989.9 1.109 - - 
B0 - 1.060 - - 
NSB - 0.025 - - 
 
Tab. 7.17 (1/2): Mikrowelle (Kapitel: 4.1.8,  
                          Tab. 4.12), Festphase:  „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1090.4 0.039 95 
109.04 0.061 92 
10.904 0.186 74 
1.0904 0.357 49 
0.1090 0.600 14 

MW-E-N 

0.0109 0.695 0 

1.2 

1177.4 0.032 96 
117.74 0.058 92 
11.774 0.170 76 
1.1774 0.404 42 
0.1178 0.650 6 

MW-E-1 

0.0118 0.697 0 

2.0 

934.01 0.020 98 
93.401 0.068 91 
9.3401 0.263 63 
0.9340 0.483 31 
0.0934 0.642 8 

MW-E-2 

0.0093 0.685 1 

3.8 

1076.7 0.027 97 
107.67 0.098 87 
10.767 0.344 51 
1.0767 0.499 28 
0.1077 0.646 7 

MW-E-3 

0.0108 0.696 0 

9.9 

1007.7 0.029 97 
100.77 0.134 81 
10.077 0.295 58 
1.0077 0.485 30 
0.1008 0.598 14 

MW-E-4 

0.0101 0.685 1 

5.2 

OA 989.9 0.776 - - 
B0 - 0.694 - - 
NSB - 0.005 - - 
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Tab. 7.17 (2/2): Mikrowelle (Kapitel: 4.1.8,  
                          Tab. 4.12), Festphase:  „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib. 
[%] 

C50 
[µg/ml]

1097.1 0.027 97 
109.71 0.067 91 
10.971 0.262 63 
1.0971 0.529 24 
0.1097 0.644 7 

MW-E-5 

0.0110 0.682 2 

5.2 

1001.7 0.026 97 
100.17 0.104 86 
10.017 0.249 65 
1.0017 0.488 30 
0.1002 0.664 4 

MW-E-6 

0.0100 0.692 0 

3.8 

1034.5 0.047 94 
103.45 0.151 79 
10.345 0.330 53 
1.0345 0.484 30 
0.1035 0.651 6 

MW-E-7 

0.0103 0.690 1 

7.7 

871.89 0.031 96 
87.189 0.097 87 
8.7189 0.336 52 
0.8719 0.489 30 
0.0872 0.636 8 

MW-E-8 

0.0087 0.668 4 

7.1 

821.88 0.096 87 
82.188 0.257 63 
8.2188 0.438 37 
0.8219 0.675 3 
0.0822 0.689 1 

MW-E-9 

0.0082 0.697 0 

25.3 

OA 989.9 0.776 - - 
B0 - 0.694 - - 
NSB - 0.005 - - 
 
Tab. 7.18 (1/2): Magenverdauung (Kapitel: 4.1.9,  

                          Tab. 4.13), Festphase:  „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib. 
[%] 

C50 
[µg/ml]

178.62 0.765 11 
17.862 0.768 11 
1.7862 0.799 7 
0.1786 0.806 6 
0.0179 0.845 1 

Pep 

0.0018 0.834 3 

n.e. 

978.68 0.062 99 
97.868 0.102 94 
9.7868 0.268 73 
0.9787 0.562 37 
0.0979 0.742 14 

MV-E-N 

0.0100 0.832 3 

2.3 

OA 989.9 0.823 - - 
B0 - 0.854 - - 
NSB - 0.054 - - 

Tab. 7.18 (2/2): Magenverdauung (Kapitel: 4.1.9,  
                          Tab. 4.13), Festphase:  „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

946.59 0.062 99 
94.659 0.195 82 
9.4659 0.324 66 
0.9466 0.550 38 

MV-E-pH-120 

0.0947 0.705 19 

2.5 

854.68 0.089 96 
85.468 0.199 82 
8.5468 0.347 63 
0.8547 0.624 29 

MV-E-pH-180 

0.0855 0.739 14 

3.5 

945.68 0.094 95 
94.568 0.194 83 
9.4568 0.295 70 
0.9456 0.599 32 
0.0946 0.764 11 

MV-E-pH-240 

0.0095 0.836 2 

2.8 

1008.6 0.105 94 
100.86 0.297 70 
10.086 0.485 46 
1.0086 0.687 21 
0.1009 0.758 12 

MV-E-Pep-1 

0.0101 0.836 2 

15.8 

927.99 0.120 92 
92.799 0.301 69 
9.2799 0.502 44 
0.9280 0.685 21 
0.0928 0.824 4 

MV-E-Pep-2 

0.0093 0.836 2 

16.1 

1063.8 0.132 90 
106.38 0.369 61 
10.638 0.484 46 
1.0638 0.702 19 
0.1064 0.809 6 

MV-E-Pep-3 

0.0106 0.821 4 

19.4 

942.51 0.142 89 
94.251 0.237 77 
9.4251 0.503 44 
0.9425 0.705 19 
0.0943 0.769 11 

MV-E-Pep-4 

0.0094 0.822 4 

14.4 

978.25 0.102 94 
97.825 0.272 73 
9.7825 0.565 36 
0.9783 0.699 19 
0.0978 0.799 7 

MV-E-Pep-5 

0.0098 0.811 5 

23.4 

OA 989.9 0.823 - - 
B0 - 0.854 - - 
NSB - 0.054 - - 
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Tab. 7.19 (1/2): Darmverdauung (Kapitel: 4.1.9,  
                          Tab. 4.14), Festphase:  „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib. 
[%] 

C50 
[µg/ml]

978.68 0.062 99 
97.868 0.102 94 
9.7868 0.268 73 
0.9787 0.562 37 
0.0979 0.742 14 

DV-E-Pep-1 

0.0100 0.832 3 

2.3 

876.85 0.092 98 
87.685 0.222 82 
8.7685 0.510 49 
0.8769 0.762 19 
0.0877 0.840 10 

DV-E-Pep-1 + 
Try-4 

0.0088 0.913 1 

9.7 

987.87 0.099 97 
98.787 0.395 62 
9.8787 0.704 26 
0.9879 0.750 20 
0.0988 0.805 14 

DV-E-Pep-1 + 
Try-4 + Chy-4 

0.0099 0.896 3 

46.0 

1002.4 0.109 96 
100.24 0.449 56 
10.024 0.667 30 
1.0024 0.784 16 
0.1002 0.839 10 

DV-E-Pep-1 + 
Try-4 + Chy-4 + 
Car-3 

0.0100 0.911 2 

60.1 

841.01 0.224 82 
84.101 0.446 56 
8.4101 0.698 26 
0.8410 0.793 15 
0.0841 0.852 8 

DV-E-Pep-1 + 
Pan-0.9 

0.0084 0.904 2 

52.5 

1124.3 0.287 75 
112.43 0.567 42 
11.243 0.815 13 
1.1243 0.872 6 
0.1124 0.901 3 

DV-E-Pep-1 + 
Pro-2 

0.0112 0.915 1 

199.1 

876.85 0.855 8 
87.685 0.876 6 
8.7685 0.888 4 
0.8769 0.899 3 
0.0877 0.912 1 

Trypsin 

0.0088 0.915 1 

n.e. 

987.87 0.861 7 
98.787 0.842 10 
9.8787 0.899 3 
0.9879 0.912 1 
0.0988 0.911 2 

α-Chymotrypsin 

0.0099 0.910 2 

n.e. 

OA 989.9 0.952 - - 
B0 - 0.924 - - 
NSB - 0.071 - - 

Tab. 7.19 (2/2): Darmverdauung (Kapitel: 4.1.9,  
                          Tab. 4.14), Festphase:  „Maxigolt“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1002.4 0.847 9 
100.24 0.846 9 
10.024 0.852 8 
1.0024 0.900 3 
0.1002 0.902 3 

Carboxy-
peptidase A 

0.0100 0.905 2 

n.e. 

841.01 0.824 12 
84.101 0.888 4 
8.4101 0.896 3 
0.8410 0.901 3 
0.0841 0.906 2 

Pankreatin 

0.0084 0.909 2 

n.e. 

1124.3 0.860 8 
112.43 0.860 8 
11.243 0.876 6 
1.1243 0.875 6 
0.1124 0.903 2 

Proteinase K 

0.0112 0.901 3 

n.e. 

OA 989.9 0.952 - - 
B0 - 0.924 - - 
NSB - 0.071 - - 
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Tab. 7.20 (1/2): Reifung (Kapitel: 4.2.2, Tab. 4.18) 
                   Festphase: „Montano“, RS 10 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

988.17 0.134 87 
98.817 0.234 65 
9.8817 0.362 37 
0.9882 0.475 12 
0.0988 0.485 10 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 1 
(Mo-1) 

0.0099 0.483 10 

29.6 
 

994.09 0.107 93 
99.409 0.184 76 
9.9409 0.344 41 
0.9941 0.451 17 
0.0994 0.500 6 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 2 
(Mo-2) 

0.0099 0.514 3 

18.5 

892.96 0.154 82 
89.296 0.226 66 
8.9296 0.411 26 
0.8930 0.513 4 
0.0893 0.516 3 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 3 
(Mo-3) 

0.0089 0.528 0 

35.1 

962.38 0.099 94 
96.238 0.217 68 
9.6238 0.338 42 
0.9624 0.478 11 
0.0962 0.513 4 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 4 
(Mo-4) 

0.0096 0.523 1 

19.5 

906.28 0.120 90 
90.628 0.179 77 
9.0628 0.406 27 
0.9063 0.490 9 
0.0906 0.523 1 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 5 
(Mo-5) 

0.0091 0.529 0 

26.3 

1060.0 0.134 87 
106.00 0.188 75 
10.600 0.361 37 
1.0600 0.500 6 
0.1060 0.519 2 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 6 
(Mo-6) 

0.0106 0.523 1 

23.6 

1024.9 0.070 101 
102.49 0.169 79 
10.249 0.318 46 
1.0249 0.472 13 
0.1025 0.518 2 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 7 
(Mo-7) 

0.0103 0.488 9 

13.3 

1020.5 0.087 97 
102.54 0.137 86 
10.254 0.334 43 
1.0254 0.485 10 
0.1025 0.483 10 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 8 
(Mo-8) 

0.0103 0.498 7 

15.0 

OA 959.7 0.507 - - 
B0 - 0.529 - - 
NSB - 0.073 - - 

Tab. 7.20 (2/2): Reifung (Kapitel: 4.2.2, Tab. 4.18) 
                          Festphase: „Montano“, RS 10 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1068.1 0.063 102 
106.81 0.149 83 
10.681 0.275 56 
1.0681 0.410 26 
0.1068 0.514 3 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 9 
(Mo-9) 

0.0107 0.497 7 

6.9 

916.53 0.071 100 
91.653 0.131 87 
9.1653 0.303 50 
0.9165 0.445 18 
0.0916 0.477 11 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 
Reifungsstufe 10 
(Mo-10) 

0.0092 0.495 7 

9.4 

OA 959.7 0.507 - - 
B0 - 0.529 - - 
NSB - 0.073 - - 
 
Tab. 7.21 (1/2): Reifung (Kapitel: 4.2.2, Tab. 4.18) 

    Festphase: „Maxi“, RS 8 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1032.0 0.126 93 
103.20 0.261 68 
10.320 0.496 25 
1.0320 0.618 3 
0.1032 0.617 3 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 1 
(Ma-1) 

0.0103 0.590 8 

38.7 

1044.2 0.095 99 
104.42 0.232 74 
10.442 0.432 37 
1.0442 0.584 9 
0.1044 0.628 1 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 2 
(Ma-2) 

0.0104 0.633 0 

23.6 

1038.7 0.145 90 
103.87 0.218 76 
10.387 0.429 38 
1.0387 0.592 8 
0.1039 0.629 1 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 3 
(Ma-3) 

0.0104 0.630 1 

21.8 

1018.3 0.132 92 
101.83 0.238 73 
10.183 0.469 30 
1.0183 0.544 17 
0.1018 0.632 0 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 4 
(Mo-4) 

0.0102 0.633 0 

29.9 

1044.8 0.111 96 
104.48 0.232 74 
10.448 0.490 26 
1.0448 0.583 9 
0.1045 0.633 0 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 5 
(Ma-5) 

0.0105 0.603 6 

33.0 

OA 959.7 0.548 - - 
B0 - 0.634 - - 
NSB - 0.088 - - 
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Tab. 7.21 (2/2): Reifung (Kapitel: 4.2.2, Tab. 4.18) 
                          Festphase: „Maxi“, RS 8 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

920.22 0.105 97 
92.022 0.242 72 
9.2022 0.431 37 
0.9202 0.590 8 
0.0920 0.625 2 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 6 
(Ma-6) 

0.0092 0.611 4 

21.6 

1034.7 0.157 87 
103.47 0.258 69 
10.347 0.441 35 
1.0347 0.560 14 
0.1035 0.599 6 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 7 
(Ma-7) 

0.0104 0.632 0 

28.3 

958.41 0.105 96.9 
95.841 0.258 68.9 
9.5841 0.471 29.9 
0.9584 0.571 11.5 
0.0958 0.630 0.7 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
Reifungsstufe 8 
(Ma-8) 

0.0095 0.623 2.0 

31.5 

OA 959.7 0.548 - - 
B0 - 0.634 - - 
NSB - 0.088 - - 
 
Tab. 7.22: Sortenvergleich (Kapitel: 4.2.3,  
                 Tab. 4.20); Festphase: „Salou“ 
 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

924.12 0.134 99 
92.412 0.222 89 
9.2412 0.849 19 
0.9241 0.942 9 
0.0924 0.975 5 

Gesamtextrakt 
„Salou“ 

0.0092 1.013 1 

25.5 

1052.5 0.131 99 
105.25 0.224 89 
10.525 0.821 23 
1.0525 0.952 8 
0.1053 1.001 3 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 

0.0105 1.020 0 

27.4 

1150.2 0.119 100 
115.02 0.295 81 
11.502 0.806 24 
1.1502 0.958 7 
0.1150 1.002 2 

Gesamtextrakt 
„Admires“ 

0.0115 1.013 1 

32.9 

984.23 0.131 99 
98.423 0.358 74 
9.8423 0.909 13 
0.9842 0.969 6 
0.0984 0.999 3 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 

0.0098 1.011 1 

40.1 

OA 959.7 1.002 - - 
B0 - 1.024 - - 
NSB - 0.122 - - 

Tab. 7.23: Sortenvergleich (Kapitel: 4.2.3,  
                 Tab. 4.20); Festphase: „Montano“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

947.89 0.100 100 
94.789 0.304 76 
9.4789 0.562 47 
0.9479 0.824 17 
0.0948 0.908 7 

Gesamtextrakt
„Salou“ 

0.0095 0.955 1 

12.3 

968.14 0.129 96 
96.814 0.287 78 
9.6814 0.535 49.8 
0.9681 0.952 2 
0.0968 0.968 0 

Gesamtextrakt
„Montano“ 

0.0097 0.951 2 

9.9 

824.23 0.135 96 
82.423 0.324 74 
8.2423 0.609 41 
0.8242 0.841 15 
0.0824 0.965 0 

Gesamtextrakt
„Admires“ 

0.0082 0.947 2 

15.2 

907.84 0.129 96 
90.784 0.299 77 
9.0784 0.588 44 
0.9078 0.872 11 
0.0908 0.886 9 

Gesamtextrakt
„Maxi“ 

0.0091 0.924 5 

14.1 

OA 959.7 0.999 - - 
B0 - 0.968 - - 
NSB - 0.098 - - 
 
Tab. 7.24 (1/2): Sortenvergleich (Kapitel: 4.2.3,  
                          Tab. 4.20); Festphase: „Admires“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

989.35 0.099 96 
98.935 0.314 69 
9.8935 0.675 24 
0.9894 0.799 9 
0.0989 0.824 5 

Gesamtextrakt
„Salou“ 

0.0099 0.834 4 

 

869.11 0.111 95 
86.911 0.315 69 
8.6911 0.700 21 
0.8691 0.798 9 
0.0869 0.841 3 

Gesamtextrakt
„Montano“ 

0.0087 0.841 3 

 

945.52 0.115 94 
94.552 0.305 70 
9.4552 0.628 30 
0.9455 0.742 16 
0.0946 0.800 8 

Gesamtextrakt
„Admires“ 

0.0095 0.821 6 

 

OA 959.7 0.876 - - 
B0 - 0.867 - - 
NSB - 0.068 - - 
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Tab. 7.24 (2/2): Sortenvergleich (Kapitel: 4.2.3,  
                 Tab. 4.20); Festphase: „Admires“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

968.50 0.109 95 
96.850 0.333 67 
9.6850 0.566 38 
0.9685 0.821 6 
0.0969 0.821 6 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 

0.0097 0.822 6 

25.6 

OA 959.7 0.876 - - 
B0 - 0.867 - - 
NSB - 0.068 - - 
 
Tab. 7.25: Sortenvergleich (Kapitel: 4.2.3,  

 Tab. 4.20); Festphase: „Maxi“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

900.30 0.105 100 
90.030 0.378 66 
9.0030 0.757 19 
0.9003 0.845 8 
0.0900 0.824 11 

Gesamtextrakt 
„Salou“ 

0.0090 0.891 3 

41.1 

1024.1 0.116 98 
102.41 0.299 76 
10.241 0.681 29 
1.0241 0.800 14 
0.1024 0.814 12 

Gesamtextrakt 
„Montano“ 

0.0102 0.831 10 

29.2 

975.52 0.119 98 
97.552 0.324 73 
9.7552 0.716 24 
0.9755 0.764 18 
0.0976 0.810 13 

Gesamtextrakt 
„Admires“ 

0.0098 0.862 6 

33.3 

899.41 0.142 95 
89.941 0.348 70 
8.9941 0.742 21 
0.8994 0.796 14 
0.0899 0.841 9 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 

0.0090 0.863 6 

35.5 

OA 959.7 0.912 - - 
B0 - 0.913 - - 
NSB - 0.101 - - 
 
Tab. 7.26 (1/3): Handelsprodukte (Kap.: 4.2.4,  
                          Tab. 4.21) Festphase „Maxi“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

888.21 0.084 94 
88.821 0.196 83 
8.8821 0.479 55 
0.8882 0.714 33 
0.0888 0.940 11 

Gesamtextrakt 
„Maxi“ 
N 

0.0089 1.006 4 

5.1 

OA 959.7 1.042 - - 
B0 - 1.050 - - 
NSB - 0.019 - - 

Tab. 7.26 (2/3): Handelsprodukte (Kap.: 4.2.4,  
                         Tab. 4.21) Festphase „Maxi“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

1124.0 0.063 96 
112.40 0.121 85 
11.240 0.217 68 
1.1240 0.376 39 
0.1124 0.441 27 

Weiße Bohne, 
getrocknet 
TB (oV) 

0.0112 0.546 8 

2.7 

772.34 0.059 97 
77.234 0.177 75 
7.7234 0.299 53 
0.7723 0.506 16 
0.0772 0.548 8 

Weiße Bohne, 
getrocknet 
TB (nZ) 

0.0077 0.692 -18 

6.4 

928.87 0.044 99 
92.887 0.175 76 
9.2887 0.397 35 
0.9289 0.502 16 
0.0929 0.525 12 

Weiße Bohne, 
getrocknet 
TB (KW) 

0.0093 0.552 7 

21.4 

OA 959.7 0.601 - - 
B0 - 0.593 - - 
NSB - 0.040 - - 
 
 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

864.65 0.090 93 
86.465 0.313 71 
8.6465 0.564 47 
0.8647 0.728 31 
0.0865 0.946 10 

Prinzessbohne
Les Primeurs 
TKB (oV) 

0.0086 0.974 7 

11.3 

612.52 0.045 97 
61.252 0.385 64 
6.1252 0.587 48 
0.6125 0.750 35 
0.0613 0.858 25 

Prinzessbohne
Les Primeurs 
TKB (nZ) 

0.0061 0.867 13 

7.8 

204.41 0.136 89 
20.441 0.410 59 
2.0441 0.641 40 
0.2044 0.731 31 
0.0204 0.869 18 

Prinzessbohne 
Les Primeurs 
TKB (KW) 

0.0020 0.871 17 

6.9 

356.74 0.220 80 
35.674 0.511 52 
3.5674 0.704 34 
0.3567 0.956 9 
0.0357 0.923 12 

Feine junge 
Brechbohnen 
GKB (oV) 

0.0036 1.013 4 

27.0 

490.88 0.183 84 
49.088 0.525 51 
4.9088 0.699 34 
0.4909 0.828 22 
0.0491 1.002 5 

Feine junge 
Brechbohnen 
GKB (nZ) 

0.0049 1.036 1 

43.1 

OA 959.7 1.050 - - 
B0 - 1.042 - - 
NSB - 0.019 - - 
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Tab. 7.26 (3/3): Handelsprodukte (Kap.: 4.2.4,  
                         Tab. 4.21), Festphase „Maxi“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

444.13 0.2530 77 
44.413 0.5505 48 
4.4413 0.7035 34 
0.4441 0.8345 21 
0.0444 0.9090 14 

Feine junge 
Brechbohnen 
GKB (KW) 

0.0044 1.1075 -6 

50.3 

OA 959.7 1.050 - - 
B0 - 1.042 - - 
NSB - 0.019 - - 
     

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

340.87 0.0975 93 
34.087 0.4575 61 
3.4087 0.6455 44 
0.3409 0.8660 25 
0.0341 0.9100 21 

Grüne Bohnen, 
sehr fein 
DKB (oV) 

0.0034 1.0385 9 

7.4 

460.45 0.1330 90 
46.045 0.4955 58 
4.6045 0.6055 48 
0.4605 0.8245 28 
0.0461 0.8965 22 

Grüne Bohnen, 
sehr fein 
DKB (nZ) 

0.0046 1.1115 3 

7.5 

244.41 0.3050 75 
24.441 0.5465 53 
2.4441 0.8025 30 
0.2444 0.9975 13 
0.0244 1.0640 7 

Grüne Bohnen, 
sehr fein 
DKB (KW) 

0.0024 1.1650 - 

17.7 

OA 959.7 1.146 - - 
B0 - 0.944 - - 
NSB - 0.019 - - 
 
Tab. 7.27 (1/2): Lagerung - 20 °C (Kap.: 4.2.5,  

                         Tab. 4.22), Festphase „Montano“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

509.33 0.086 99 
50.933 0.113 94 
5.0933 0.322 57 
0.5093 0.563 15 
0.0509 0.590 10 

LV-B-0 

0.0051 0.637 2 

3.4 

496.41 0.088 98 
49.641 0.185 81 
4.9641 0.278 65 
0.4964 0.637 2 
0.0496 0.620 5 

LV-B-2-20 

0.0050 0.569 14 

3.0 

OA 959.7 0.549 - - 
B0 - 0.649 - - 
NSB - 0.079 - - 

Tab. 7.27 (2/2): Lagerung - 20 °C (Kap.: 4.2.5,  
                         Tab. 4.22), Festphase „Montano“ 
 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

415.22 0.088 98 
41.522 0.214 76 
4.1522 0.291 63 
0.4152 0.492 28 
0.0415 0.586 11 

LV-B-4-20 

0.0042 0.626 4 

1.8 

599.67 0.099 96 
59.967 0.093 98 
5.9967 0.252 70 
0.5997 0.506 25 
0.0600 0.564 15 

LV-B-8-20 

0.0060 0.618 5 

2.2 

442.88 0.132 91 
44.288 0.104 96 
4.4288 0.308 60 
0.4429 0.497 27 
0.0443 0.600 9 

LV-B-12-20 

0.0044 0.648 0 

2.2 

548.01 0.084 99 
54.801 0.183 82 
5.4801 0.382 47 
0.5480 0.555 16 
0.0548 0.648 0 

LV-B-16-20 

0.0055 0.624 4 

6.7 

473.63 0.102 96 
47.363 0.208 77 
4.7363 0.284 64 
0.4736 0.544 18 
0.0474 0.621 5 

LV-B-20-20 

0.0047 0.629 4 

2.3 

518.74 0.092 98 
51.874 0.181 82 
5.1874 0.328 56 
0.5187 0.506 25 
0.0519 0.540 19 

LV-B-24-20 

0.0052 0.644 1 

3.3 

575.50 0.080 100 
57.550 0.244 71 
5.7550 0.356 51 
0.5755 0.593 10 
0.0576 0.621 5 

LV-B-28-20 

0.0058 0.618 5 

5.3 

OA 959.7 0.549 - - 
B0 - 0.649 - - 
NSB - 0.079 - - 
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Tab. 7.28: Lagerung - 80 °C (Kap.: 4.2.5, Tab. 4.22), 
                  Festphase „Montano“ 
 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

489.21 0.118 99 
48.921 0.189 86 
4.8921 0.321 63 
0.4892 0.630 7 
0.0489 0.645 5 

LV-B-0 

0.0049 0.658 2 

2.9 

439.55 0.113 100 
43.955 0.158 92 
4.3955 0.416 46 
0.4396 0.590 14 
0.0440 0.648 4 

LV-B-2-80 

0.0044 0.623 9 

5.5 

406.81 0.156 92 
40.681 0.156 92 
4.0681 0.400 48 
0.4068 0.530 25 
0.0407 0.630 7 

LV-B-4-80 

0.0041 0.627 8 

4.4 

598.03 0.122 98 
59.803 0.260 73 
5.9803 0.316 63 
0.5980 0.635 6 
0.0598 0.624 8 

LV-B-8-80 

0.0060 0.582 16 

3.5 

48374 0.137 95 
48.374 0.141 95 
4.8374 0.332 61 
0.4837 0.544 23 
0.0484 0.587 15 

LV-B-12-80 

0.0048 0.625 8 

2.5 

534.20 0.112 100 
53.420 0.199 84 
5.3420 0.379 52 
0.5342 0.493 32 
0.0534 0.600 13 

LV-B-16-80 

0.0053 0.658 2 

4.2 

409.63 0.120 98 
40.963 0.116 99 
4.0963 0.402 48 
0.4096 0.572 18 
0.0410 0.582 16 

LV-B-20-80 

0.0041 0.655 3 

4.5 

470.16 0.113 100 
47.016 0.242 77 
4.7016 0.339 59 
0.4702 0.567 19 
0.0470 0.606 12 

LV-B-24-80 

0.0047 0.637 6 

2.8 

533.99 0.145 94 
53.399 0.194 85 
5.3399 0.278 70 
0.5340 0.545 23 
0.0534 0.642 5 

LV-B-28-80 

0.0053 0.653 3 

2.0 

OA 959.7 0.754 - - 
B0 - 0.671 - - 
NSB - 0.111 - - 

Tab. 7.29 (1/2): Trocknung (Kap.: 4.2.6, Tab. 4.24), 
                          Festphase „Montano“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

424.85 0.073 98 
42.485 0.138 80 
4.2485 0.235 54 
0.4249 0.366 18 
0.0425 0.420 3 

TV-B-0 

0.0043 0.430 0 

3.3 

558.07 0.072 99 
55.807 0.157 75 
5.5807 0.216 59 
0.5581 0.321 30 
0.0558 0.368 17 

TV-B-0.5 

0.0056 0.429 0 

2.7 

405.11 0.106 89 
40.511 0.146 78 
4.0511 0.230 55 
0.4051 0.328 28 
0.0405 0.387 12 

TV-B-1.0 

0.0041 0.106 89 

2.6 

574.96 0.086 95 
57.496 0.086 95 
5.7496 0.303 35 
0.5750 0.408 6 
0.0575 0.409 6 

TV-B-2.0 

0.0058 0.430 0 

10.2 

451.74 0.075 98 
45.174 0.173 71 
4.5174 0.262 46 
0.4517 0.342 24 
0.0452 0.431 0 

TV-B-4.0 

0.0045 0.414 4 

6.4 

437.00 0.076 98 
43.700 0.089 94 
4.3700 0.294 37 
0.4370 0.339 25 
0.0437 0.410 6 

TV-B-8.0 

0.0044 0.425 1 

7.3 

434.22 0.102 90 
43.422 0.218 58 
4.3422 0.254 48 
0.4342 0.361 19 
0.0434 0.409 6 

TV-B-12.0 

0.0043 0.402 8 

6.2 

541.69 0.070 99 
54.169 0.196 64 
5.4169 0.282 41 
0.5417 0.383 13 
0.0542 0.425 1 

TV-B-16.0 

0.0054 0.424 2 

13.3 

547.71 0.076 98 
54.771 0.097 92 
5.4771 0.294 37 
0.5477 0.351 22 
0.0548 0.386 12 

TV-B-20.0 

0.0055 0.408 6 

9.3 

OA 959.7 0.472 - - 
B0 - 0.430 - - 
NSB - 0.067 - - 
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Tab. 7.29 (2/2): Trocknung (Kap.: 4.2.6, Tab. 4.24), 
                          Festphase „Montano“ 
 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

541.16 0.076 98 
54.116 0.115 87 
5.4116 0.308 34 
0.5412 0.339 25 
0.0541 0.397 9 

TV-B-24.0 

0.0054 0.411 5 

11.0 

OA 959.7 0.472 - - 
B0 - 0.430 - - 
NSB - 0.067 - - 
 
Tab. 7.30 (1/2): Autoklavierung (Kap.: 4.2.7,  
                          Tab. 4.25), Festphase „Montano“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

896.95 0.119 91 
89.695 0.210 81 
8.9695 0.378 64 
0.8970 0.570 45 
0.0897 0.859 16 

AV-B-0-0 

0.0090 0.964 5 

1.6 

1204.3 0.090 93 
120.43 0.196 83 
12.043 0.370 65 
1.2043 0.508 51 
0.1204 0.775 24 

AV-B-60-20 

0.0120 0.871 15 

1.1 

1178.7 0.075 95 
117.87 0.183 84 
11.787 0.319 70 
1.1787 0.540 48 
0.1179 0.770 25 

AV-B-60-40 

0.0118 0.913 10 

1.4 

1158.5 0.114 91 
115.85 0.160 86 
11.585 0.337 69 
1.1590 0.515 51 
0.1159 0.754 26 

AV-B-60-60 

0.0116 0.914 10 

1.1 

925.77 0.173 85 
92.577 0.209 81 
9.2577 0.342 68 
0.9258 0.554 47 
0.0926 0.711 31 

AV-B-85-20 

0.0093 0.853 16 

1.3 

586.41 0.090 93 
58.641 0.281 74 
5.8641 0.474 55 
0.5864 0.595 42 
0.0586 0.780 24 

AV-B-85-40 

0.0059 0.871 15 

2.4 

1114.0 0.138 89 
111.40 0.232 79 
11.140 0.349 67 
1.1140 0.594 43 
0.1114 0.824 19 

AV-B-85-60 

0.0111 0.901 12 

2.2 

OA 959.7 0.974 - - 
B0 - 1.016 - - 
NSB - 0.025 - - 

Tab. 7.30 (2/2): Autoklavierung (Kap.: 4.2.7,  
                          Tab. 4.25), Festphase „Montano“ 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

958.37 0.067 96 
95.837 0.187 84 
9.5837 0.370 65 
0.9584 0.605 41 
0.0958 0.846 17 

AV-B-100-20 

0.0096 0.960 6 

2.2 

941.16 0.131 89 
94.116 0.260 76 
9.4116 0.360 66 
0.9412 0.601 42 
0.0941 0.785 23 

AV-B-100-40 

0.0094 0.813 20 

2.0 

1156.4 0.113 91 
115.64 0.292 73 
11.564 0.402 62 
1.1564 0.620 40 
0.1156 0.748 27 

AV-B-100-60 

0.0116 0.837 18 

3.3 

1034.3 0.142 88 
103.43 0.261 76 
10.343 0.478 54 
1.0343 0.721 30 
0.1034 0.895 12 

AV-B-121-20 

0.0103 0.953 6 

6.9 

1087.9 0.174 85 
108.79 0.306 72 
10.879 0.459 56 
1.0879 0.687 33 
0.1088 0.857 16 

AV-B-121-40 

0.0109 0.965 5 

5.8 

1068.0 0.248 77 
106.80 0.310 71 
10.680 0.475 55 
1.0680 0.665 35 
0.1068 0.811 21 

AV-B-121-60 

0.0107 0.961 6 

6.2 

1123.3 0.300 72 
112.33 0.378 64 
11.233 0.498 52 
1.1233 0.725 29 
0.1123 0.803 21 

AV-B-140-20 

0.0112 0.957 6 

8.9 

1023.8 0.215 81 
102.38 0.325 70 
10.238 0.540 48 
1.0238 0.752 27 
0.1024 0.921 10 

AV-B-140-40 

0.0102 1.014 0 

12.6 

1105.2 0.237 79 
110.52 0.388 63 
11.052 0.571 45 
1.1052 0.817 20 
0.1105 0.969 5 

AV-B-140-60 

0.0111 1.001 2 

20.9 

OA 959.7 0.974 - - 
B0 - 1.016 - - 
NSB - 0.025 - - 
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Tab. 7.31: Mikrowelle (Kap.: 4.2.8, Tab. 4.26), 
                  Festphase „Maxi“ 

Inhibitor Konz.  
[µg/ml] 

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml] 

564.12 0.043 97 
56.412 0.108 90 
5.6412 0.273 70 
0.5641 0.481 46 
0.0564 0.741 15 

MW-B-N 

0.0056 0.855 2 

0.8 

510.09 0.040 98 
51.009 0.091 92 
5.1009 0.242 74 
0.5101 0.541 39 
0.0510 0.806 8 

MW-B-1 

0.0051 0.829 5 

1.1 

393.99 0.054 96 
39.399 0.207 78 
3.9399 0.375 58 
0.3940 0.581 34 

MW-B-2 

0.0394 0.776 11 

1.8 

524.84 0.102 90 
52.484 0.225 76 
5.2484 0.377 58 
0.5248 0.566 36 

MW-B-3 

0.0525 0.741 15 

2.3 

130.77 0.154 84 
13.077 0.279 70 
1.3077 0.512 42 
0.1308 0.656 25 

MW-B-4 

0.0131 0.758 13 

2.5 

416.22 0.091 92 
41.622 0.234 75 
4.1622 0.397 56 
0.4162 0.642 27 

MW-B-5 

0.0416 0.736 16 

2.6 

373.58 0.150 85 
37.358 0.297 67 
3.7358 0.454 49 
0.3736 0.775 11 

MW-B-6 

0.0374 0.835 4 

4.2 

682.05 0.075 93 
68.205 0.235 75 
6.8205 0.354 61 
0.6821 0.697 21 

MW-B-7 

0.0682 0.761 13 

3.7 

636.39 0.077 93 
63.639 0.157 84 
6.3639 0.413 54 
0.6364 0.706 19 

MW-B-8 

0.0636 0.784 10 

4.9 

730.71 0.069 94 
73.071 0.198 79 
7.3071 0.446 50 
0.7307 0.619 30 
0.0731 0.810 7 

MW-B-9 

730.71 0.069 94 

7.3 

OA 959.7 0.926 - - 
B0 - 0.872 - - 
NSB - 0.019 - - 

Tab. 7.32: In-vitro-Verdauung (Kap.: 4.2.9,  
                 Tab. 4.27), Festphase „Maxi“ 
 

Inhibitor Konz. 
[µg/ml]

Ext. 
[Skt] 

Inhib.  
[%] 

C50 
[µg/ml]

888.41 0.084 94 
88.841 0.196 83 
8.8841 0.479 55 
0.8884 0.714 33 
0.0888 0.889 2 

IV-B-N 

0.0089 0.899 1 

5.1 

724.98 0.111 99 
72.498 0.287 79 
7.2498 0.486 56 
0.7250 0.814 19 

IV-B-pH-120 

0.0725 0.914 8 

4.9 

821.96 0.121 98 
82.196 0.222 86 
8.2196 0.499 55 
0.8220 0.732 29 
0.0822 0.900 10 

IV-B-Pep-1 

0.0082 0.921 7 

5.3 

875.25 0.138 96 
87.525 0.199 89 
8.7525 0.498 55 
0.8753 0.687 34 
0.0875 0.786 23 

IV-B-Pep-1 + 
Try-4 

0.0088 0.968 2 

5.1 

847.15 0.099 99 
84.715 0.197 87 
8.4715 0.795 19 
0.8472 0.894 8 
0.0847 0.899 7 

IV-B-Pep-1 + 
Try-4 + Chy-4 

0.0085 0.914 5 

24.0 

868.39 0.208 86 
86.839 0.414 63 
8.6839 0.789 20 
0.8684 0.857 12 
0.0868 0.904 7 

IV-B-Pep-1 + 
Try-4 + Chy-4 + 
Car-3 

0.0087 0.912 6 

44.1 

942.14 0.118 96 
94.214 0.222 85 
9.4214 0.499 53 
0.9421 0.732 26 
0.0942 0.900 7 

IV-B-Pep-1 + 
Pan-0.9 

0.0094 0.921 5 

 
7.3 

900.37 0.347 70 
90.037 0.687 31 
9.0037 0.824 16 
0.9004 0.868 11 
0.0900 0.946 2 

IV-B-Pro-2 

0.0090 0.957 1 

 
270.7 

OA 959.7 0.975 - 
B0 - 0.962 - 
NSB - 0.087 - 
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7.9 Elektrophorese 
 
7.9.1 SDS-PAGE 
 

Zur Durchführung der SDS-PAGE wird das NuPage™ Elektrophorese System in 
Kombination mit Fertiggelen und -lösungen der Firma Novex™ (San Diego, CA, 
USA) entsprechend der angegebenen Vorschriften verwendet.  
Die Probenaufarbeitung erfolgt nach VIETHS et al. (1992c). 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Probenpuffer (pH 6.8):  •  3.03 g Tris 
•  2.5 ml 2-Mercaptoethanol 
•  5.0 ml Glycerin 
•  2.0 g SDS 
•  0.01 g Bromphenolblau 
•  150 µl Pyronin Y-Lösung  
       (1 %ig in Wasser, w/v) 
•  40 ml bidest. Wasser 
•  pH-Wert mit 4 M HCl auf 6.8 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 50 ml 

 
MES-SDS-
Elektrodenpuffer: 
 

c(MES): 1 M 
c(Tris Base) : 1 M 
c(SDS) : 0.0693 M 
c(EDTA) : 0.0205 M 
 

•  10 ml NuPage™ MES-SDS-Puffer 
•  mit bidest. ad 200 ml 

Tris-Acetat-SDS-
Elektrodenpuffer: 

c(Tricine): 1 M 
c(Tris Base): 1 M 
c(SDS) : 2 % 

•  10 ml NuPage™ Tris-Acetat-SDS-Puffer 
•  mit bidest. ad 200 ml 

 
 
verwendete Fertiggele: 
 

12 % Bis-Tris-Gel: 
(NuPage™) 

Totalamidkonzentration:
Puffer: 
Gel-Maße: 
Gel-Typ: 
optimaler Trennbereich:

 12 % 
 Bis-Tris-HCl 
 8 x 8 cm x 1 mm 
 10-, 12- oder 2-D-well 
 2.5 bis 60 kDa 
 

7% Tris-Acetat-Gel 
(NuPage™) 

Totalamidkonzentration:
Puffer: 
Gel-Maße: 
Gel-Typ: 
optimaler Trennbereich:

7 % 
Tris-Acetat 
 8 cm x 8 cm x 1 mm 
 10- oder 12-well 
 36 bis 116 kDa 

 



7 Anhang 
   

   
- 151 - 

Durchführung: 
 

•  lyophilisierte PBS-Extrakte in bidest. Wasser aufnehmen und Proteinkonzentrati-
on einstellen 

•  rekonstituierte Extraktlösung im Verhältnis 1:1 mit Probenpuffer versetzen 
•  Proteingemisch des MG-Markers (Zusammensetzung siehe Tab. 7.33) in 1 ml 

Probenpuffer aufnehmen 
•  Lösungen 3 min bei 90 °C im Wasserbad reduzieren 

 

•  Gelkassette aus der Verpackung entnehmen 
•  Klebestreifen und Kamm entfernen 
•  Gelkassette in Elektrophorese-Kammer (Xcell II mini Cell) platzieren 
•  Elektrodenpuffer-Kammer mit Elektrodenpuffer befüllen 
•  Probenslots mit 5 bis 25 µl Probe- bzw. Markerlösung befüllen 
•  Elektrodenbrücke aufsetzen 
•  Spannung (Einstellungen siehe Tab. 7.34) anlegen (Power Ease 500) 
•  nach beendetem Lauf (Farbstoffe haben Anode des Gels erreicht) Stromfluss 

beenden 
•  Elektrodenbrücke entfernen und Gelkassette entnehmen 
•  Gelkassette öffnen und Gel vom Kunststoffträger ablösen 
•  Gel zur direkten unspezifischen Färbung oder zum Semidry-Blotting einsetzen 
 
Tab. 7.33: Zusammensetzung des MG-Markers 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Tab. 7.34: Geräteeinstellung der SDS-PAGE 

 

Protein MG [kDa] 
Phosphorylase B 94.0 
Rinderserumalbumin 67.0 
Ovalbumin 43.0 
Carboanhydrase 30.0 
Trypsininhibitor 20.1 
α-Lactalbumin 14.1 

Gel-Typ Schritt Spannung [V] Stromstärke [mA] Leistung [W] Laufzeit [min] 
12 % Bis-Tris-Gel 1 200 120 25 35 - 45 

1 150 50 12 50 7 % Tris-Acetat-Gel 
2 150 30 8 30 
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7.9.2 IEF 
 

Zur Durchführung der IEF wird das NuPage™ Elektrophorese System in Kombinati-
on mit Fertiggelen und -lösungen der Firma Novex™ (San Diego, CA, USA) ent-
sprechend der angegebenen Vorschriften verwendet. 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Glycerin/bidest. 
Wasser-Gemisch: 

c: 1:1 (v:v) •  1 ml Glycerin 
•  1 ml bidest. Wasser 

 
Kathodenpuffer: 
 

c(Lysin): 5.8 % 
 
 

•  10 ml NuPage™ IEF Cathode Buffer (pH 3 - 7) 
•  mit bidest. ad 100 ml 

Anodenpuffer: c(H3PO4): 2.04 % 
 

•  10 ml NuPage™ IEF Anode Buffer 
•  mit bidest. ad 100 ml 

 
verwendete Fertiggele: 
 

IEF-Gel (pH 3 - 7): 
(NuPage™) 

pI: 
Gel-Maße: 
Gel-Typ: 
optimaler Trennbereich:

 3 - 7 
 8 x 8 cm x 1 mm 
 10- oder 12-well 
 pH 3 - 7 
 

 
Durchführung: 
 

•  lyophilisierte Proteinextrakte in bidest. Wasser aufnehmen und 
Proteinkonzentration einstellen 

•  rekonstituierte Extraktlösung im Verhältnis 1:1 mit Glycerin/bidest. Wasser-
Gemisch versetzen 

•  Proteingemisch des pI-Markers (Zusammensetzung siehe Tab. 7.35) in 1 ml 
bidest. Wasser aufnehmen 

 
•  Gelkassette aus der Verpackung entnehmen 
•  Klebestreifen und Kamm entfernen 
•  Gelkassette in Elektrophorese-Kammer (Xcell II mini Cell) platzieren 
•  Kathodenpuffer-Kammer mit Kathodenpuffer befüllen 
•  Anodenpuffer-Kammer mit Anodenpuffer befüllen 
•  Probenslots mit 5 bis 25 µl Probe- bzw. Markerlösung befüllen 
•  Elektrodenbrücke aufsetzen 
•  Spannung (Einstellungen siehe Tab. 7.36) anlegen (Power Ease 500) 
•  nach beendetem Lauf Stromfluss beenden 
•  Elektrodenbrücke entfernen und Gelkassette entnehmen 
•  Gelkassette öffnen und Gel vom Kunststoffträger ablösen 
•  Gel zur direkten unspezifischen Färbung oder zum Semidry-Blotting einsetzen 
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Tab. 7.35: Zusammensetzung des pI-Markers 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Tab. 7.36: Geräteeinstellung der IEF 

 
 
 
7.10 Semidry-Blotting 
 
7.10.1 Semidry-Blotting auf NC-Membranen 

modifizierte Durchführung nach KHYSE-ANDERSEN (1984) 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Anodenpuffer I (pH 10.4): c(Tris): 0.3 M 
c(NaN3)): 0.01 % (w:v) 
c(EtOH): 20 % (v:v) 
 

•  18.15 g Tris 
•  0.05 g NaN3 
•  100 ml Ethanol (96 %ig) 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml  

 
Anodenpuffer II (pH 10.4): 
 

c(Tris): 0.025 M 
c(NaN3)): 0.01 % (w:v) 
c(EtOH): 20 % (v:v) 
 

•  1.52 g Tris 
•  0.05 g NaN3 
•  100 ml Ethanol (96 %ig) 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml  

 
Kathodenpuffer (pH 7.6): c(EACA): 0.04 M 

c(SDS): 0.01 % (w:v) 
c(NaN3)): 0.01 % (w:v) 
c(EtOH): 20 % (v:v) 
 

•  2.6 g EACA 
•  0.05 g SDS 
•  0.05 g NaN3 
•  100 ml Ethanol (96 %ig) 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml  

 

Protein pI-Wert 
Cytochrom C 10.7 
Ribonuclease A 9.5 

Lectin 
8.3 
8.0 
7.8 

Myoglobin 7.4 
6.9 

Carboanhydrase 6.0 

β-Lactoglobulin 5.3 
5.2 

Trypsininhibitor 4.5 
Glucoseoxidase 4.2 
Amyloglucosidase 3.5 

Gel-Typ Schritt Spannung [V] Stromstärke [mA] Leistung [W] Laufzeit [min] 
1 100 50 15 60 
2 200 50 15 60 IEF-Gel (pH 3 - 7) 
3 500 50 15 30 
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Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 bzw. IEF gemäß 7.9.2 durchführen 
•  NC-Blotmembran zurechtschneiden 
•  Graphitkathode mit bidest. Wasser anfeuchten 
•  4 Lagen Haushaltstücher mit Kathodenpuffer tränken und auf die Kathode legen 
•  aus der Gelkasette entnommenes Gel auf die Haushaltstücher legen 
•  Blotmembran in Anodenpuffer II tränken und luftblasenfrei auf das Gel legen 
•  Bereiche, an denen kein Transfer stattfinden soll, mit Kunststoffstreifen ab-

decken 
•  2 Lagen Haushaltstücher mit Anodenpuffer II tränken und auf die Blotmembran 

legen 
•  4 Lagen Haushaltstücher mit Anodenpuffer I tränken und auf den Stapel legen 
•  mit Rolle Luftblasen aus dem Stapel drücken 
•  Graphitanode mit bidest. Wasser anfeuchten und auf die Graphitkathode legen 
•  Semidry-Blotting durchführen (Geräteparameter siehe Tab. 7.37) 
•  NC-Membran bei RT ca. 45 min trocknen lassen und anschließend zur Färbung 

einsetzen 
 
Tab. 7.37: Geräteeinstellung für Semidry-Blotting auf NC-Membranen 

 
 
 
7.10.2 Semidry-Blotting auf PVDF-Membranen 

Durchführung nach WARD et al. (1990) 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Elektrodenpuffer (pH 11): c(CAPS): 10 mM 
c(MeOH): 10 % (v:v) 
 

•  0.554 g CAPS 
•  25 ml Ethanol 
•  mit bidest. Wasser ad 250 ml  

 
 

 
Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 durchführen 
•  PVDF-Blotmembran zurechtschneiden und 5 min in Methanol sowie 15 min in 

Elektrodenpuffer equilibrieren 
•  SDS-PAGE-Gel 30 min in Elektrodenpuffer equilibrieren 
•  Graphitkathode mit bidest. Wasser anfeuchten 

Gel-Typ Spannung [V] Stromstärke [mA/cm] Leistung [W] Laufzeit [min] 
SDS-Gel 30 0.8 10 80
IEF-Gel (pH 3 - 7) 15 0.25 5 130 
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•  6 Lagen Haushaltstücher mit Elektrodenpuffer tränken und auf die Kathode 
legen 

•  aus der Gelkasette entnommenes Gel auf die Haushaltstücher legen 
•  Blotmembran luftblasenfrei auf das Gel legen 
•  Bereiche, an denen kein Transfer stattfinden soll, mit Kunststoffstreifen ab-

decken 
•  6 Lagen Haushaltstücher mit Elektrodenpuffer tränken und auf die Blotmembran 

legen 
•  mit Rolle Luftblasen aus dem Stapel drücken 
•  Graphitanode mit bidest. Wasser anfeuchten und auf die Graphitkathode legen 
•  Semidry-Blotting durchführen (Geräteparameter siehe Tab. 7.38) 
•  PVDF-Membran bei RT ca. 45 min trocknen lassen und anschließend zur 

Färbung einsetzen 
 
Tab. 7.38: Geräteeinstellung für Semidry-Blotting auf PVDF-Membranen 

 
 

 
 

7.11 Immunfärbung 
Durchführung nach VIETHS et al. (1992a) 

 

verwendete Lösungen: 
 

PBS-Lösung: pH: 7.4 
c(NaCl): 0.15 M 
c(KCl): 0.0027 M 
c(K2HPO4): 0.01 M 
 

•  Puffertablette in bidest. Wasser 
lösen 

•  mit bidest. Wasser ad 200 ml 

Blockierlösung: 
 

c(Magermilchpulver): 5 % (w:v) 
c(Tween 20): 0.1 % (v:v) 
c(PBS): 0.01 M 
 

•  5 g Magermilchpulver 
•  0.1 ml Tween 20 
•  mit PBS-Lösung ad 100 ml  

Inkubationspuffer: c(BSA): 0.1 % (w:v) 
c(Tween 20): 0.05 % (v:v) 
c(PBS): 0.01 M 
 

•  0.1 g BSA 
•  50 µl Tween 20 
•  mit PBS-Lösung ad 100 ml  

Waschpuffer: c(Tween 20): 0.05 % (v:v) 
c(PBS): 0.01 M 
 

•  50 µl Tween 20 
•  mit PBS-Lösung ad 100 ml 

Patientenseren: c: 6.7 % (v:v) •  100 µl Patientenserum 
•  mit Inkubationspuffer ad 1.5 ml 
 

Anti-Human-IgE: c: 0.025 % (v:v) •  25 µl Anti-Human-IgE 
•  mit Inkubationspuffer ad 100 ml 
 

Anti-Kaninchen-IgG: 
(biotinyliert) 
 

c: 0.017 % (v:v) •  16.7 µl Anti-Kaninchen-IgG 
•  mit Inkubationspuffer ad 100 ml 

Streptavidin-HRP: c: 0.005 % •  5 µl Streptavidin-HRP 
•  mit Inkubationspuffer ad 100 ml 
 

Gel-Typ Spannung [V] Stromstärke [mA/cm] Leistung [W] Laufzeit [min] 
SDS-Gel 30 0.8 10 70
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Umpufferlösung: 
(pH 6.0) 

c(Tris): 0.01 M •  121.2 mg Tris 
•  in 80 ml bidest Wasser lösen 
•  mit 4 M HCl auf pH 6.0 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml 
 

Farbelösung I: 
(frisch ansetzen) 

c(TMB): 0.24 % (w:v) 
c(DONS): 0.8 % (w:v) 

•  24 mg TMB 
•  80 mg DONS 
•  mit EtOH (96 %ig) ad 10 ml 
 

Färbelösung II: 
(pH 5.0) 

c(Citronensäure): 0.94 % 
c(Na2HPO4 • 2 H2O): 1.82 % (w:v) 

•  0.94 g Citronensäure 
•  1.82 g Na2HPO4 • 2 H2O 
•  in 80 ml bidest. Wasser lösen 
•  mit 4 M HCl pH 5.0 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml 
 

Färbelösungs-
Gemisch: 

 •  10 ml Färbelösung I 
•  30 ml Färbelösung II 
•  20 µl H2O2 

 
 
Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 bzw. IEF gemäß 7.9.2 durchführen 
•  Semidry-Blotting gemäß 7.10.1 durchführen 
•  getrocknete NC-Blotmembran ggf. zerschneiden und in Färbekammer einlegen 
 
Die nachfolgenden Behandlungsschritte erfolgen unter stetigem Schütteln. Die Volu-
mina der jeweils eingesetzten Lösungen werden entsprechend der Färbekammer so 
gewählt, dass eine ausreichende Benetzung der NC-Blotmembran gewährleistet ist. 
 
•  zum Unterbinden unspezifischer Färbungen 2 x 15 min mit Blockierlösung 

behandeln 
•  über Nacht mit Patientenserum inkubieren 
•  3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln 
•  1 h mit anti-Human-IgE inkubieren 
•  3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln 
•  1 h mit anti-Kaninchen-IgG inkubieren 
•  3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln 
•  20 min mit Streptavindin-HRP inkubieren 
•  3 x 5 min mit Waschpuffer behandeln 
•  1 min mit Umpufferlösung konditionieren 
•  bis zur ausreichenden Färbung mit Färbelösungs-Gemisch behandeln 
•  15 min mit bidest. Wasser spülen 
•  45 min bei RT unter Lichtausschluss trocknen lassen 
•  gefärbte NC-Blotmembran digital archivieren  
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7.12 Proteinvisualisierung 
 
7.12.1 Silberfärbung für Gele 

Durchführung nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1986) 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Fixierlösung: 
(frisch ansetzen) 

c(EtOH): 30 % (v:v) 
c(HAc): 10 % (v:v) 
 
 

•  15 ml EtOH (96 %ig) 
•  5 ml Eisessig 
•  mit bidest. Wasser ad 50 ml 

Inkubationslösung: 
 

c(EtOH): 30 % (v:v) 
c(NaAc): 6.8 % (w:v) 
c(Glutardialdehyd): 0.0375 % (v:v) 
c(NaS2O3 • 5 H2O): 0.2 % (w:v) 
 

•  15 ml EtOH (96 %ig) 
•  3.4 g Natriumacetat 
•  0.1 g NaS2O3 • 5 H2O 
•  0.3 ml Glutardialdehyd (25 %ig) 
•  mit bidest. Wasser ad 50 ml  

 

Versilberungslösung: c(AgNO3): 0.2 % (w:v) 
c(Formaldehyd): 0.0075 % (v:v) 
 

•  0.1 g AgNO3 
•  10 µl Formaldehyd (37 %ig) 
•  mit bidest. Wasser ad 50 ml  
 

Entwicklungslösung: 
(pH 11.8) 

c(Na2CO3): 2.5 % (v:v) 
c(Formaldehyd): 0.0037 % (v:v) 
 

•  1.25 g Na2CO3 
•  5 µl Formaldehyd (37 %ig) 
•  mit bidest. Wasser ad 50 ml 
 

Stopplösung: c(EDTA): 2 % (w:v) •  0.93 g Titriplex III 
•  mit bidest. Wasser ad 50 ml 
 

 
 

Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 bzw. IEF gemäß 7.9.2 durchführen 
•  Gel in Färbekammer einlegen 

 

Die nachfolgenden Behandlungsschritte erfolgen unter stetigem Schütteln. 
Die Volumina der jeweils eingesetzten Lösungen werden entsprechend der 
Färbekammer so gewählt, dass eine ausreichende Benetzung des Gels 
gewährleistet ist. 
 

•  mind. 30 min mit Fixierlösung behandeln 
•  mind. 30 min mit Inkubationslösung konditionieren 
•  3 x 5 min mit bidest. Wasser behandeln 
•  20 min mit Versilberungslösung inkubieren 
•  3 min mit bidest. Wasser waschen 
•  1 min mit Entwicklungslösung behandeln 
•  mit Entwicklungslösung inkubieren bis Proteinbanden deutlich sichtbar (2 - 

10 min) 
•  15 min mit Stopplösung behandeln 
•  gefärbtes Gel digital archivieren  
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7.12.2 Coomassie-Brilliant-Blue-Färbung für Gele 
Durchführung nach WARD (1990) 

 
 

verwendete Lösungen: 
 

Fixier-/Färbelösung: c(Coomassie R-250) : 0.1 % (w :v)
c(MeOH): 50 % (v:v) 
c(HAc): 12 % (v:v) 
 
 

•  0.5 g Coomassie R-250 
•  250 ml MeOH 
•  60 ml Eisessig 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 

Entfärbelösung: 
 

c(EtOH): 50 % (v:v) 
 

•  50 ml MeOH 
•  mit bidest. Wasser ad 100 ml  

 
 
 
Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 bzw. IEF gemäß 7.9.2 durchführen 
•  Gel in Färbekammer einlegen 
 
Die nachfolgenden Behandlungsschritte erfolgen unter stetigem Schütteln. 
Die Volumina der jeweils eingesetzten Lösungen werden entsprechend der 
Färbekammer so gewählt, dass eine ausreichende Benetzung des Gels 
gewährleistet ist. 
 
•  mit Fixier/Färbelösung bis zur deutlichen Färbung behandeln (0.5 - 2 h) 
•  mit Entfärbelösung bis zum deutlichen Hervortreten der Proteinbanden entfärben 

(durch Zugabe von Cellulosetüchern Entfärbung beschleunigen) 
•  gefärbtes Gel digital archivieren  
 
 
 
 
7.12.3 Coomassie-Brilliant-Blue-Färbung für PVDF-Membranen 

Durchführung modifiziert nach HANCOCK & TSANG (1986) 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Fixier-/Färbelösung: c(Coomassie R-250) : 0.1 % (w :v)
c(EtOH): 50 % (v:v) 
c(HAc): 12 % (v:v) 
 
 

•  0.5 g Coomassie R-250 
•  250 ml EtOH (96 %ig) 
•  60 ml Eisessig 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 

Entfärbelösung: 
 

c(EtOH): 18 % (v:v) 
c(HAc): 8 % (v:v) 
 

•  90 ml EtOH (96 %ig) 
•  40 ml Eisessig 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml  
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Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 bzw. IEF gemäß 7.9.2 durchführen 
•  Semidry-Blotting gemäß 7.10.2 durchführen  
•  getrocknete PVDF-Blotmembran in Färbekammer einlegen 
 

Die nachfolgenden Behandlungsschritte erfolgen unter stetigem Schütteln. 
Die Volumina der jeweils eingesetzten Lösungen werden entsprechend der 
Färbekammer so gewählt, dass eine ausreichende Benetzung des Gels 
gewährleistet ist. 
 

•  PVDF-Blotmembran 30 s mit Methanol konditionieren 
•  mit Färbelösung behandeln bis PVDF-Blotmembran deutlich gefärbt ist (ca. 

10 min) 
•  mit Entfärbelösung bis zum deutlichen Hervortreten der Proteinbanden entfärben 

(durch Zugabe von Cellulosetüchern Entfärbung beschleunigen) 
•  15 min mit bidest. Wasser behandeln 
•  30 min bei RT trocknen lassen und anschließend gefärbtes Gel digital archivier-

en 
•  zur N-terminalen Sequenzierung vorgesehene Banden ausschneiden 
 
 
7.12.4 Kolloidale Gold-Färbung für NC-Membranen 

Durchführung modifiziert nach DANSCHER & NOORGARD (1983) 
 

verwendete Lösungen: 
 

TTBS-Lösung: 
(pH 7.5) 

c(Tris) : 20 mM 
c(NaCl): 0.5 M 
c(Tween 20): 0.3 % (v:v)
 
 

•  1.21 g Tris 
•  14.61 g NaCl 
•  400 ml bidest. Wasser 
•  mit 4 M HCl auf pH 7.5 einstellen 
•  1.5 ml Tween 20 
•  mit bidest. Wasser ad 500 ml 
 

Färbelösung: 
 

 •  Colloidal Gold Protein Stain-Färbelösung 
der Firma BioRad™  

 
 

 

Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 bzw. IEF gemäß 7.9.2 durchführen 
•  Semidry-Blotting gemäß 7.10.1 durchführen  
•  getrocknete NC-Blotmembran ggf. zerschneiden und in Färbekammer einlegen 
 

Die nachfolgenden Behandlungsschritte erfolgen unter stetigem Schütteln. Die Volu-
mina der jeweils eingesetzten Lösungen werden entsprechend der Färbekammer so 
gewählt, dass eine ausreichende Benetzung der NC-Blotmembran gewährleistet ist. 
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•  NC-Blotmembran 3 x 20 min mit TTBS-Lösung inkubieren 
•  3 x 20 min mit bidest. Wasser behandeln 
•  mit Färbelösung behandeln bis Proteinbanden deutlich hervortreten (ca. 30 - 

60 min) 
•  3 x 5 min mit bidest. Wasser behandeln 
•  30 min bei RT unter Lichtausschluss trocknen lassen und anschließend 

gefärbtes Gel digital archivieren 
 
 
7.12.5 Brilliant-Black-Färbung für NC-Membranen 

Durchführung modifiziert nach HANCOCK & TSANG (1983) 
 
 

verwendete Lösungen: 
 

Natronlauge: 
 

c(NaOH): 0.2 M 
 
 

•  8.0 g NaOH 
•  mit bidest. Wasser ad 1000 ml 
 

PBS-Tween-Lösung: 
 

pH: 7.4 
c(NaCl): 0.15 M 
c(KCl): 0.0027 M 
c(K2HPO4): 0.01 M 
c(Tween 20): 0.05 % (v:v) 
 

•  5 Puffertablette in bidest. Wasser 
lösen 

•  0.5 ml Tween 20 
•  mit bidest. Wasser ad 1000 ml 

Färbelösung: c(Brilliant-Black): 0.1 % (v:v) 
c(HAc): 1 % (v:v) 

•  0.25 ml Brilliant-Black-Tinte 
•  2.5 ml Eisessig 
•  mit PBS-Tween-Lösung ad 250 ml 
 

 
 

Durchführung: 
 

•  SDS-PAGE gemäß 7.9.1 durchführen 
•  Semidry-Blotting gemäß 7.10.1 durchführen  
•  getrocknete NC-Blotmembran ggf. zerschneiden und in Färbekammer einlegen 
 

Die nachfolgenden Behandlungsschritte erfolgen unter stetigem Schütteln. 
Die Volumina der jeweils eingesetzten Lösungen werden entsprechend der 
Färbekammer so gewählt, dass eine ausreichende Benetzung der NC-Blotmembran 
gewährleistet ist. 
 

•  NC-Blotmembran 5 min mit Natronlauge konditionieren 
•  4 x 10 min mit PBS-Tween-Lösung behandeln 
•  mit Färbelösung behandeln bis Proteinbanden deutlich hervortreten (ca. 60 min) 
•  3 x 5 min mit bidest. Wasser behandeln 
•  30 min bei RT unter Lichtausschluss trocknen lassen und anschließend 

gefärbtes Gel digital archivieren 
 



7 Anhang 
   

   
- 161 - 

7.13 Gelpermeationschromatographie 
Durchführung nach HAGEL et al. (1989) & AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH 
(1998) 

 
verwendete Lösungen: 
 

Eluent: 
 

c(NaCl): 0.2 M 
c(Na2HPO4 • 2 H2O): 0.01 M 
 
 
 

•  1.7799 g Na2HPO4 • 2 H2O 
•  1.7533 g NaCl 
•  900 ml bidest. Wasser 
•  mit 4 M HCl auf pH 7 einstellen 
•  mit bidest. Wasser ad 1000 ml 
 

MG-Standardgemisch : c(Blue Dextra) : 0.01 mg/ml 
c(BSA) : 0.1 mg/ml 
c(Ovalbumin): 0.1 mg/ml 
c(Ribonuclease A): 0.1 mg/ml 

•  1 mg Blue Dextran 
•  10 mg BSA 
•  10 mg Ovalbumin 
•  10 mg Ribonuclease A 
•  mit Eluent ad 100 ml 
 

Gesamtproteinextrakt: c: 1.0 mg/ml •  PBS-Extrakt nach 7.3.1 herstellen 
 

Albuminextrakt: c: 0.5 mg/ml •  Albumin-Extrakt nach 7.3.2 
herstellen 

 
 
 
Chromatographiebedingungen: 
Trennsäule: Pharmacia XK 26 Chromatographiesäule (Füllvolumen: 450 ml) 
Gelmatrix : Sephacryl S 100 HR 
Flow. 2 ml/min 
Probenaufgabevolumen: 1 ml mittels Probenschleife 
Eluent: 0.03 M NaCl, 0.01 M Na2HPO4 • 2 H2O, pH 7 

Pumpe: Pharmacia LKB Pump P-1 
Detektor: Merck Hitachi L 4000 UV-Detektor 
Messwellenlänge: 280 nm 
Auswerteeinheit: PC mit Software ChromStar 4.14, Release 2 
 
 
Durchführung: 
 

•  Trennsäule 30 min mit dem Eluenten equilibrieren 
•  1 ml Standardprotein-, Gesamtprotein- bzw. Albuminextrakt injizieren und nach 

dokumentierten Bedingungen trennen 
•  ggf. Fraktionen manuell unter Eiskühlung sammeln 
•  vereinigte Fraktionen 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und anschließend lyophilisieren 
•  Lyophilisat nach 7.14 dialysieren für weitere Untersuchungen einsetzen bzw. bei 

- 20 °C lagern 
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7.14 Dialyse 
 

Zur Durchführung der Dialyse werden die Slide-A-Lyzer® 10 K Dialyse-Kammern der 
Firma Pierce (Rockford, USA) entsprechend der angegebenen Vorschrift verwendet. 
 

•  lyophilisierte GPC-Eluate in maximal 2.5 ml bidest. Wasser aufnehmen 
•  erhaltene Lösung in Dialyse-Kammer injizieren 
•  über Nacht bei 4 °C gegen bidest. Wasser dialysieren 
•  Dialysat 3 h bei - 80 °C tiefgefrieren und anschließend lyophilisieren 
•  Lyophilisat nach für weitere Untersuchungen einsetzen bzw. bei - 20 °C lagern 
 
 
7.15 N-terminale Sequenzanalyse 
 

•  PVDF-Membran gemäß 7.12.3 anfärben 
•  zu sequenzierende Proteinbanden (Mindestproteinmenge: 50 pmol) 

ausschneiden und in Tubes überführen 
•  nach erfolgter Sequenzierung erfolgt die Auswertung über vergleichende 

Betrachtungen zu unterschiedlichen Proteindatenbanken (z.B. SWISSPROT) 
 
 
7.16 Chemikalien, Geräte, Verbrauchsmittel, Zubehör 
 
7.16.1 Chemikalien 
Tab. 7.39 (1/2): Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller Gef.-Symbol R-Sätze S-Sätze 

Aceton Merck F 11 9-16-23.2-
33 

6-Aminohexansäure (EACA) Merck -- -- -- 
Anti-Human-IgE (Kaninchen) Dako -- -- -- 
Anti-Kaninchen-IgG, biotinyliert (Ziege) Dako -- -- -- 
Borsäure Merck -- -- -- 
Bovine Serum Albumin (BSA) Serva -- -- -- 
Brilliant Black Pelikan -- -- -- 
Bromcyan Merck T+, C 26/27/28-34 9-26-45 
Bromphenolblau Merck -- -- -- 
Citronensäure Merck -- -- -- 
Colloidal Gold Total Protein Stain, 
(kolloidale Goldlösung), (Fertiglösung) Bio Rad -- -- 24/25 

Coomassie Serva Blue R / G 250 Serva -- -- -- 
Diethylether Merck F+ 12-19 9-16-28-33 
Dinatriumhydrogenphosphat Merck -- -- -- 
Dioctylnatriumsulfosuccinat (DONS) Fluka Xn 22 22-24/25 
EAST-Testkit Allergo- 

pharma -- -- -- 

Essigsäure, >  99 % Merck C 10-35 2-23.2-26 
Ethanol, 96 % Merck F 11 7-16 
Ethanolamin Merck Xi 20-36/37/38 -- 

Formaldehyd, 37 % Merck T 23/24/25-40-
43 

26-36/37-
44-51 
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Tab. 7.39 (2/2): Verwendete Chemikalien 

 
 
 

Chemikalie Hersteller Gef.-Symbol R-Sätze S-Sätze 

Glutardialdehyd, 25 % Merck T 25-36/37/38-
42/43 36-44 

Glycerin, 87 % Fluka -- -- -- 

Magermilchpulver Glücks-
klee -- -- -- 

β-Mercaptoethanol Serva T 22-24-
36/37/38 26-36/37-45 

Methylenblau Merck -- -- -- 
Methylrot Merck -- -- -- 
LMW Gel Filtration Calibration Kit 
(13.7-2000 kDa) 

Pharma-
cia -- -- -- 

MG-Marker, SDS-PAGE 
(14-94 kDa) Serva -- -- -- 

Natriumacetat-Trihydrat Merck -- -- -- 
Natriumazid Merck T+ 28-32 28.1 
Natriumcarbonat, wasserfrei Merck Xi 36 22-26 
Natriumchlorid Merck -- -- -- 
Natriumcitrat Merck -- -- -- 
Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat Merck -- -- -- 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva Xn 20/22-36/38 26-28 
Natriumhydrogencarbonat Merck -- -- -- 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck -- -- -- 

Natriumhydrogensulfit Fluka Xn 7-22-31 7/8-26-28-
43.11 

Natriumhydroxid Fluka C 35 26-37/39-45 
Natriumhypochlorit-Lösung Fluka C 31-34 28-45-50.1 
Natriumthiosulfat-Pentahydrat Merck -- -- -- 
NuPAGETM MES SDS Running Buffer 
(Fertiglösung) Novex -- -- -- 

NuPAGE™ Tris-Acetat-SDS-Puffer mit 
(Fertiglösung) Novex -- -- -- 

Ovalbumin Fluka -- -- -- 

o-Phosphorsäure, 85 % Merck C 34 26-
36/37/39-45 

PBS-Tabletten Sigma -- -- -- 
Pyronin Y Fluka -- -- -- 

Salzsäure, 37 % Merck C 34-37 26-
36/37/39-45 

Schwefelsäure, 98 % Merck C 35 2-26-30 
Seesand Merck -- -- -- 
Selenreaktionsgemisch Merck -- -- -- 

Sephacryl S 100 HR Pharma-
cia -- -- -- 

Silbernitrat Merck C 34 26-45 
Streptavidin-HRP-Konjugat Medac -- -- -- 
3,3`,5,5`-Tetramethyl-Benzidin (TMB) Fluka -- -- -- 
Titriplex III (EDTA) Serva Xn 22 -- 
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 
(Tris) Merck Xi 36/38 -- 

Tween 20 Serva -- -- -- 
Wasserstoffperoxid, 30 % Merck C 34 28-36/39 
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7.16.2 Geräte 
 

Tab. 7.40: Geräte 

Gerät Modell Hersteller 
Autoklav MCS-123 (max. 140 °C, 3 bar) Sano clav 
Blotting-Elektroden Nova Blot 2117-250 Pharmacia 
Elektrophorese-Kammer EI 9001-Xcell IITM Mini Cell Novex 
ELISA-Reader Microplate Reader MRX Dynex Technologies 
Kjeldahl Aufschlussblock Digestion System 6, Digester 1007 Digestion System 
Kjeldahl Destillationsapparatur Vapodest 12 Vapodest 
Lyophilisator BETA 1-16 Christ 
Magnetrührer MR 2002 Heidolph 
Mikrowelle HF 1102 (500 W) Siemens 
pH-Elektrode H 6160 Schott 
pH-Meter CG 801 Schott 
Pumpe LKB Pump P-1 Pharmacia 
Säule Pharmacia XK 26 Chromato-

graphiesäule; Füllvolumen 450 mL 
Pharmacia 

Schüttler Type 3016 GFL - Gesellschaft für 
Labortechnik m.b.H. & Co., 
Hannover-Vinnhorst 

Stromversorger I Power Ease 500 Novex 
Stromversorger II Multidrive XL Pharmacia LKB 
Thermostat FS 2 Haake 
Tiefkühltruhe - 20 °C GTS 3663  Liebherr  
Tiefkühltruhe - 80 °C KLS 3085-1 Kryotec 
Trockenschrank Fab. Nr. 9108361 Heraeus Instruments 
Ultra-Turrax T 25 Jahnke & Kunkel 
UV-Detektor L-4000 UV-Detektor Merck-Hitachi 
Vortex Vortex Genie 2TM Bender & Hobein Ag 

Zurich, Switzerland 
Waage (fein) Sartorius 1202 MP Sartorius Werke GmbH, 

Göttingen 
Waage (grob) Sartorius 1602 004 Sartorius Werke GmbH, 

Göttingen 
Zentrifuge 3 K 15 Sigma 
 
 
7.16.3 Verbrauchsmittel und Zubehör 
 

Tab. 7.41: Verbrauchsmittel und Zubehör 

Verbrauchsmittel bzw. Zubehör Modell/Ausführung Hersteller 
Blotmembran Nitrocellulose, 0,2 µm Porengröße Schleicher & Schuell 
Färbe-Kunststoffschalen 8 Kammern zu 0,5 cm Bio Rad 
Filterpapierscheiben Rundfilter, 6 mm Schleicher & Schuell 
Filterpapier Rundfilter 50 mm Schleicher & Schuell 
NuPAGETM; 7 % Tris-Acetat-Gele 7 % Tris-Acetat-Gel  Novex 
NuPAGETM ;12 % Bis-Tris-Gele 12 % Bis-Tris-Gel  Novex 
Mikrotiterplatten Minisorb, 96 wells  Nunc 
Membranfilter für GPC ME 24; Porengröße: 0,2 µl;Ø: 47 mm Schleicher und Schuell 
Parafilm M American National CAn 
Pipettenspitzen diverse Eppendorf 
Reaktionsgefäße Safe Lock Eppendorf 
Siedesteine 2 - 8 mm Durchmesser Merck 
Vials 4 ml Eppendorf 
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