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1 Einleitung und Problemstellung

In den letzten Jahrzehnten ist das wissenschaftliche und wirtschaftliche Interesse
am Anbau und an der Verarbeitung von Raps stark angestiegen [Mielke 1999,
Waésche 2001]. Im Jahre 2000 war Raps mit 38 Mio. Tonnen, davon

9 Mio. Tonnen in der EU, die weltweit produktionsstarkste Olsaat nach Soja

(160 Mio. t) [Bundesamt 2001, Mielke u. Gay 2001, FAO 2002]. Aufgrund der
hohen Verflgbarkeit und des niedrigen Rohstoffpreises fir Raps auf dem Welt-
markt ist das Bestreben, aus Raps, neben hochwertigen Olprodukten auch
Proteinprodukte fir den Einsatz in Lebensmitteln herzustellen von groBem
Interesse, weil ein steigender Bedarf an Proteinprodukten prognostiziert wird
[Chajuss 1998].

Zur Zeit dominieren Sojaproteinprodukte, namlich Sojaproteinkonzentrate (SPC)
und —isolate (SPI), zusammen mit Weizenkleber bei weitem den Markt an
pflanzlichen Proteinprodukten. Sojaproteinprodukte zeichnen sich durch variable
funktionelle Eigenschaften, hohe Proteinreinheit und Fettgehalte unter 1 % in der
Trockenmasse aus. Sie sind fast geschmacksneutral und besitzen eine weiBe bis
gelbliche Farbe. Diese Eigenschaften bilden den Vergleichsstandard, an dem
sich alle Proteinprodukte aus pflanzlichen Rohstoffen messen lassen mussen.
Hinzu kommt, dass die Rohstoffbasis fir SPC und SPI praktisch unerschépflich
und preiswert ist, weil in der Sojabohne das Protein und nicht das Ol der wertge-
bende Inhaltsstoff ist, aus dem Ol aber die Wertschépfung des Verfahrens der
Verarbeitung der Sojabohnen zu Sojadl und Sojamehl entsteht. Demgegeniber
ist in Raps das Ol der wertgebende Inhaltsstoff und die Wertschdpfung aus der
Verarbeitung des Rapses entsteht aus der Extraktion des Ols. Der Entélungs-
rickstand wird praktisch ausschlieBlich als Futtermittel verwertet.

Auf diesem Hintergrund wurde das Leitprojekt Napus2000 — ,Gesunde Lebens-
mittel aus transgener Rapssaat“ vom BMBF geférdert. Ziel dieses Vorhabens war
die grundlegende Erforschung von Raps als wichtigster heimischer OI- und
Proteinpflanze, darunter die Verbesserung ihrer erndhrungsphysiologischen und
technologischen Eigenschaften. Konzentriert auf die Schwerpunkte Ol, Anti-
oxidantien, Protein und Lecithin standen die Optimierung und Erweiterung der
ernahrungsphysiologischen Qualitat des Rapses auf transgenem und
klassischem Zichtungsweg im Mittelpunkt einer interdisziplinar angelegten
Forschungs- und Entwicklungsarbeit. Im Rahmen dieses Projektes ist die vorge-
legte Dissertation entstanden, die sich mit der Entwicklung eines Verfahrens zur
Herstellung von Rapsproteinen mittels eines neuartigen, simultanen Verfahrens
zur Olextraktion und Proteinproduktherstellung beschéftigt.
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Das Interesse, aus Raps hochwertige OI- und Proteinprodukte fiir den Einsatz in
Lebensmitteln herzustellen, ist auf die Entwicklung von 00-Rapssorten in den
70er Jahren zurlckzufiihren. 00-Rapssorten zeichnen sich durch niedrige Ge-
halte an Erucasaure und Glucosinolaten aus. Das ist der Ausgangspunkt dafur,
um aus Raps neben Ol gegebenenfalls auch Proteinprodukte auf wirtschaftliche
Weise fiir den Einsatz in Lebensmitteln herstellen zu kénnen sowie die
Extraktionsrickstande zu Futtermittel aufarbeiten zu kénnen.

Rapsdl ist besonders wegen seiner essentiellen Fettsduren und deren Verteilung
fir die menschliche Erndhrung geeignet. Der entdlte und entbenzinierte Rluck-
stand wird bisher als Tierfutter verwertet, obgleich er wegen seines hohen
Proteingehaltes von rund 1/3 seiner Gesamtmasse auch als Rohstoff flr die
Herstellung von Proteinprodukten fir die menschliche Erndhrung anzusehen ist
[Behlau 1990], weil die Aminosauren Cystein und Methionin in ausgewogenen
Anteilen im Verhaltnis zu Lysin und anderen essentiellen Aminosauren vor-
handen sind [Jones 1979, Shahidi u. Naczk 1990].

Rapsproteine besitzen Uber ihre ernahrungsphysiologische Wertigkeit hinaus
funktionelle Eigenschaften, die dazu genutzt werden kénnten, Proteinprodukte
herzustellen, mit denen Lebensmitteln bestimmte Eigenschaftsprofile verliehen
werden kdnnten. Diese kénnen sich auf Struktur, Aussehen, Textur, Viskositat,
Mundgefuhl oder Aromaerhaltung der Lebensmittel erstrecken.

Neben dem erndhrungsphysiologisch positiv zu bewertenden Ol und Protein ent-
halten auch die 00-Rapssorten immer noch negativ zu bewertende Bestandteile.
Das sind im wesentlichen die Schalen (Fasern), phenolische Substanzen,
Glucosinolate (GSL) und Phytinsaure (PA). Diese wirken sich auf die ernahrungs-
physiologische und sensorische Qualitdt von Raps und Rapsprodukten nachteilig
aus oder sind antinutritiv [Jones 1979, Mieth et al. 1983, Sérensen et al. 2000].

Das Interesse an einem Verfahren zur quasi simultanen Gewinnung von Ol und
Herstellung von Proteinprodukten ergab sich aus der Struktur der Olmiihlen in
Deutschland, unter denen es viele kleine Olmiihlen gibt, die Olextraktion aber
grundsétzlich in groBen Olmiihlen wirtschaftlicher als in kleinen ist. Deshalb
kénnte durch eine Proteinproduktherstellung mit einem solchen Verfahren die
wirtschaftliche Grundlage kleinerer Olmiihlen erhéht werden. Demgegeniiber
spielt diese Uberlegung fiir gréBere Olmuihlen, einmal abgesehen von der
Konkurrenzsituation zu Sojaproteinprodukten, keine Rolle, weil der
Proteinproduktmarkt ohnehin nur ein beschranktes Volumen, einschlieB3lich des
prognostizierten Volumenzuwachses, aufweist.
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Die bisherigen Uberlegungen zur Herstellung von Rapsproteinprodukten lehnen
sich an die aus der Sojaproteinproduktherstellung bekannten Verfahren an. In
diesen Verfahren wird die Ol- und die Proteingewinnung aus Raps getrennt von-
einander betrachtet [Anjou 1978, van Mengen 1981, Elstner u. Stein 1982]. Das
gilt auch fir das von Kozlowska et al. beschriebene Verfahren, bei dem zuerst die
toxischen Begleitstoffe wassrig extrahiert werden, darauf der verbleibende Riick-
stand getrocknet und dann konventionell mit einem Lésungsmittel entdlt wird, so
dass ein Proteinkonzentrat erhalten wird [Kozlowska 1979]. DarlUber hinaus ist,
ahnlich wie bei anderen Olsaaten, von Wasche versucht worden, eine simultane
Ol- und und Proteingewinnung durch wéssrige Verdrangungsextraktion zu
realisieren. Das ist aber an der dabei erfolgten Emulsionsbildung gescheitert
[Wasche 2001].

In diesem Zusammenhang ist das Verfahren von Frische et al. interessant, das
die Gewinnung von Olen aus nativen Stoffgemengen im Zentrifugalfeld
beschreibt, wobei durch Zusatz eines wasserléslichen, organischen Lésemittels
das Stoffgemenge in einem einzigen zentrifugalen Trennschritt in eine wéassrige,
feste Bestandteile enthaltende Phase und eine fliissige, organische Phase (Ol)
getrennt wird, ohne dass es dabei zu einer Emulsionsbildung kommen soll
[Frische et al. 1996]. Das Verfahren von Frische ist grundsatzlich nur auf die
Olgewinnung aus verschiedenen Rohstoffen ausgerichtet und beschreibt keine
Proteingewinnung aus diesen Rohstoffen. Es kann aber in abgewandelter Form,
wie Meuser et al. gezeigt haben [Meuser et al. 2002], wegen der Verwendung
wassriger Alkohole als Verdrangungsmittel fiir das Ol als Ansatz fiir die
Entwicklung eines simultanen Verfahrens zur Protein- und Olproduktgewinnung
aus proteinreichen Rohstoffen herangezogen werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein Verfahren zur wassrig-alkoholischen Entélung
von Raps mit simultaner Proteingewinnung zu entwickeln. Dazu war es
erforderlich, den dabei entstehenden Extraktionsriickstand nach seiner Auf-
arbeitung zum Proteinprodukt hinsichtlich seiner Eignung fir den Einsatz in
Lebensmitteln zu bewerten. Dazu waren die Parameter zur Erzielung hoher
Produktausbeuten zu ermitteln und die Qualitatsparameter fir Proteinprodukte an
den herstellbaren Rapsproteinprodukten festzustellen.

Die Aufgabenstellung wurde in drei Teile untergliedert. Im ersten Teil der Arbeit
wurden Versuche zur Entfettung (Ent6élung) von Raps durch eine wassrig-
alkoholische Extraktion durchgefiihrt. Ein besonderer Schwerpunkt wurde auf
Untersuchungen gelegt, die mdgliche Einflussfaktoren zur Zerstérung der
Oleosomenmembran sowie zur Verringerung von Wechselwirkungen zwischen Ol
und anderen Saatinhaltsstoffen aufzeigen. Als Einflussfaktoren wurden die
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Alkoholkonzentration im wassrig-alkoholischen Extraktionsmittel, der
Schalenanteil des eingesetzten Rapsmehles, das Feststoff-Extraktionsmittel-
Verhéltnis, die Extraktionszeit und die Extraktionstemperatur betrachtet. Darlber
hinaus wurden der Einfluss des pH-Wertes, der Einfluss der Vermahlung sowie
der Einfluss vorentfetteter Rohstoffe und einer hydrothermischen
Vorkonditionierung geschalten Rapsbruches untersucht.

Da der Einsatz von Alkohol die funktionellen Eigenschaften von Proteinen beein-
flusst [Fukushima 1969, Howard 1980, Behlau 1990, Belitz et al. 1992, Cheftel et
al. 1992, Wasche 2001], bestand die zweite Aufgabe darin, die Rapsproteine zu
refunktionalisieren. Aus der Sojaverarbeitung sind verschiedene Methoden zur
Refunktionalisierung von Proteinprodukten bekannt [Howard 1980, Cabral et al.
1997]. Allerdings konnten diese Verfahren nicht unmittelbar zur Modifizierung von
Rapsproteinprodukten eingesetzt werden, da die Zusammensetzung der Haupt-
proteinfraktionen bei Soja deutlich anders ist als bei Raps. Eine mégliche
Modifizierung von Proteinprodukten aus Raps durch angepasste Verfahrensbe-
dingungen oder eine wassrige Nachbehandlung des Extraktionsriickstandes zur
Verbesserung der funktionellen Eigenschaften ist bisher noch nicht aufgezeigt
worden.

Deshalb wurde versucht, die Proteinprodukte aus Raps durch angepasste
Verfahrensbedingungen und eine wassrige Nachbehandlung des Extraktions-
rickstandes im Sinne einer Refunktionalisierung zu modifizieren. Fir die
Versuche wurde geschaltes, Hexan entéltes Rapsmehl eingesetzt. Das Raps-
mehl wurde wassrig-alkoholisch extrahiert und anschlieBend wéssrig nachbe-
handelt. Die funktionellen Eigenschaften der hergestellten Proteinprodukte
wurden in Abhangigkeit von den Verfahrensbedingungen bestimmt. DarlGber
hinaus wurde der Einfluss der Hauptproteinfraktionen Cruziferin (12 S) und Napin
(2 S) im léslichen Proteinanteil bestimmt.

Im dritten Teil der Arbeit wurden wéssrig-alkoholische Entdlungsversuche in
Hinblick auf die Bewertung des Extraktionsrickstandes als Proteinprodukt durch-
gefthrt. HierfGr wurden die Ergebnisse aus dem ersten Teil bezlglich der best-
mdglichen Olseparation sowie die Ergebnisse des zweiten Teils beziiglich einer
Refunktionalisierung der Proteinprodukte umgesetzt. Die Versuche wurden im
PilotmaBstab durchgefihrt.

Die im halbtechnischen MafBstab hergestellten Proteinprodukte wurden
hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften und antinutritiver Inhaltsstoffe unter-
sucht und bewertet. Ziel dieser Versuche war es, eine Aussage hinsichtlich der
Verfahrensumsetzung und der Applikationsmdglichkeiten der Proteinprodukte
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geben zu kénnen. SchlieBlich wurde das entwickelte Verfahren in orientierenden
Versuchen auf geschélte, blanchierte Rapsmehle anderer Rapssorten ange-
wandt, um zu prifen, in wie weit das Verfahren allgemein auf die Verarbeitung
von Raps Ubertragen werden kann.
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2.1 Morphologie und chemische Zusammensetzung der Rapskoérner

Raps gehort zu den zweikeimblattrigen Pflanzen. In der reifen Rapssaat, den
Rapskérnern liegen die beiden Keimblatter als Kotyledonen ausgebildet vor und
machen ca. 80 % der Masse der Kérner aus [Yiu et al. 1983]. Der Schalenanteil
der Kdrner wird in Abhangigkeit von der Sorte zwischen 15 % und 20 % ange-
geben [Cramer 1989, Shahidi 1990, Wasche 2001]. Die schwarz gefarbten
Schalen enthalten den Uberwiegenden Teil der im Raps vorkommenden
unléslichen Kohlenhydrate als strukturelle Polysaccharide

Hauptinhaltsstoffe der Rapskdrner sind mit 40 % bis 50 % Fette (Ol) und mit

18 % bis 25 % Proteine [Olsen u. Anjou 1979, Ericson et al. 1986, Cramer 1989,
Rosenthal et al. 1996]. Der Ol- und Proteingehalt in den Schalen ist mit 14 % Ol
bzw. 13 % Protein gering im Vergleich zu den Fett- und Proteinreserven in den
Kotyledonen mit 50 % bzw. 28 %. Tabelle 2-1 gibt einen Uberblick (iber die
mittlere chemische Zusammensetzung von Rapskdrnern, Schalen und
Kotyledonen. In der Literatur wird das gespeicherte Fett oft auch als Oil-bodies
oder Oleosomen und das gespeicherte Protein als Protein-bodies oder Aleuron
bezeichnet [Yiu et al. 1982, Rosenthal et al. 1996].

Tabelle 2-1: Chemische Zusammensetzung von Rapskérnern, Rapsschalen und

Rapskotyledonen

Rapskérner Schalen | Kotyledonen

Inhaltsstoff [% TS] [% TS] [% TS]

Ql 40-50" 149 50
Protein (N*6,25) 18-25"2 1312 2g?
Polysaccharide 8-15"? 22242 3-6"?
Zucker / Oligosaccharide % 1-3" 5-6"
Lignin 4-6" 29-35" R
Phenolische Substanzen 0,5-29 6> %
Phytinséure 3-4% % 3
Glucosinolate <0,03" ) K

1) Anjou et al. 1977

) Kozlowska et al. 1988
) Naczk et al. 2001

) Wasche 2001

)

2
3
4
5) Keine Angaben



2 Stand des Wissens 7

2.1.1 Speicherfett

Das Speicherfett wird als Oleosomen in den Rapszellen gespeichert. Die
Oleosomen haben einen Durchmesser von 0,1 bis 1,5 um und umschlieBen
sowohl den Zellkern als auch die Aleuronkérper [Rosenthal et al. 1996]. Die
Oleosomen sind von einer Phospholipid-Proteinmembran (Olesomenmembran)
umgeben, die ein Koaleszieren der Oltrdpfchen in den nativen Zellen verhindert.
Das Membranprotein (Oleosin) der Oleosomen spielt eine wichtige Rolle flr
deren Stabilisierung.

Oleosin hat ein Molekulargewicht von ca. 20 kDa [Tzen et al. 1992, Murphy
1993a/b, Rosenthal et al. 1996]. Der theoretische isoelektrische Punkt liegt bei
6,0 [Tzen et al. 1992] bzw. bei 6,2 [Huang 1993]. Der Aufbau des Oleosins kann
in drei Abschnitte aufgeteilt werden: N-Terminus, hydrophobes Mittelstlick und
C-Terminus.

a) b)
l: amphiphiler Bereich am N-Terminus
Il: Mittelstiick des Oleosins
I : C-Terminus
PL:  Phospholipidschicht

Abbildung 2-1: Darstellung der méglichen Faltung des Proteins Oleosin auf der Oberflache
der Oleosomen [Murphy 1993a/b].

Am N-Terminus des Oleosins ist ein amphiphiler Bereich von 40 bis 60 Amino-
saure (AS)-Einzelbausteinen vorzufinden. Es gibt keine eindeutig definierte
Sekundéarstruktur. Das Fehlen von langgestreckten hydrophoben oder
hydrophilen Resten deutet darauf hin, dass sich der GroBteil dieses Bereiches an
der Oloberflache anlagert.

Das Mittelstlick besteht aus 72 Aminosauren und nimmt ca. 40 % des gesamten
Proteins ein. Die Struktur &hnelt der B-Faltblatt-Struktur. In Abbildung 2-1 sind
mogliche Ausrichtungen des Mittelstlickes an der Oleosomenmembran skizziert.
Es kdnnen zwei mdgliche Strukturen (a, b) gebildet werden. Zum einen werden
durch die Wechselwirkung mit benachbarten Oleosinmolekdilen oligomere
Strukturen, wie das B-Faltblatt, gebildet (a). Zum anderen ist es mdglich, dass
antiparallele B-Strange gebildet werden, die bis in das Innere der Oltrépfchen
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reichen (b) [Murphy 1993 a/b, Huang et al. 1993]. Der C-Terminus besteht aus 33
bis 40 Aminosauren und besitzt eine a-Helix-Struktur. Dieser Teil steht in
Wechselwirkung mit der Phospholipidschicht [Tzen et al. 1992, Murphy 1993a/b,
Huang et al. 1994, Rosenthal et al. 1996]. Die Proteine in der Membran ver-
hindern aufgrund ihrer Struktur unmittelbar das Koaleszieren der Oltrépfchen.
Das Oleosin ist im Zusammenspiel mit Phospholipiden ideal dazu geeignet,
Emulsionen zu stabilisieren. Das Oleosin ist in wassrigen Medien, soweit
bekannt, erst durch Zugabe von ionischen Detergenzien I6slich. Bisher ist es
nicht gelungen, dieses Membranprotein aus seinem natarlichen Milieu zu ent-
fernen, ohne es dabei zu denaturieren [Wasche 2001].

Vom verfahrenstechnischen Standpunkt der Olgewinnung aus, ist eine
Zerstérung bzw. Schadigung der Membran von groBem Vorteil. Das koaleszierte
Ol kann dadurch einfacher aus den Zellen herausgewaschen bzw. herausgeldst
werden [Ponne et al. 1996]. Eine Zerstérung der Oleosomen kann beispielsweise
durch Warmeeinwirkung [Ponne et al. 1996], enzymatische Behandlung
[Rosenthal et al. 1996] oder den Einsatz organischer Losungsmittel erfolgen.

Ponne [Ponne et al. 1996] hat Versuche zur Zerstdérung der Oleosomen durch
Einwirkung von Wasserdampf sowie von Mikrowellenenergie durchgefihrt. Aus
diesen Untersuchungen geht hervor, dass die Koaleszens der Oleosomen mit
Dampf- oder Mikrowellenbehandlung Gber die Zeit zunimmt. Durch Behandlung
mit Wasserdampf (bei Atmospharendruck) wurde vollstandige Koaleszens der
Oltrépfchen nach 90 Sekunden beobachtet, wihrend vollstandige Koaleszens der
Oltrdpfchen bereits nach 50 Sekunden unter Einsatz von Mikrowellen eintrat.

Einige Arbeiten berichten auch von Versuchen, die Oleosomenmenbran durch
enzymatische Hydrolyse der Proteine zu zerstéren [McGlone et al. 1986, Yoon et
al. 1991, Rosenthal et al. 1996]. Durch die Hydrolyse mit proteolytischen
Enzymen kann das Ol leichter mit wassrigen oder organischen Lésungsmitteln
aus den Zellen herausgel6st werden. Die Untersuchungen haben jedoch nicht
gezeigt, ob die gesteigerten Olausbeuten durch eine proteolytische Zerstérung
der Oleosomenmenbran bedingt waren.

Untersuchungen mit organischen Lésungsmitteln zur Zerstérung der Oleosomen-
membran wurden bisher noch nicht mit der Zielstellung einer gesteigerten Olaus-
beute durchgeflihrt. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass organische
Lésungsmittel denaturierend auf Proteine wirken [Fukushima 1969, Karnofsky
1980, Karnofsky 1985] und somit auch die Struktur des Oleosins in der Membran
schadigen kénnen.
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2.1.2 Speicherprotein

Die Aleuronkdrper (Protein-bodies) bilden mit ca. 80 % den grdBten Anteil der
Gesamtmasse des Rapsproteins. Der Gesamtproteingehalt in Rapskdrnern be-
tragt 18 % bis 25 %, welcher sich nach der Entélung von Raps auf 38 % bis 48 %
im Rapsmehl erhéht. Die Aleuronkdrper haben einen Durchmesser von 1 um
bis10 um [Yiu et al. 1982]. Eine Fraktionierung der Rapsproteine aufgrund ihrer
Léslichkeit mit dem von T.B. Osborne [Osborne 1924] angewandten Verfahren
ergibt zwei Hauptfraktionen: Napin (Albumin, wasserléslich) und Cruziferin
(Globulin, 0,4mol/I NaCl-léslich). Das Verhaltnis der Proteinfraktionen Cruziferin
zu Napin schwankt im Rapskorn je nach Varietat zwischen 0,7 bis 2,0 [Gueguen
et al. 2001]. Fir 00-Rapssorten liegt das Cruziferin/Napin-Verhéltnis bei

1,1 bis 1,3 [Malabat et al. 2003]. Damit ist die Zusammensetzung der Speicher-
proteine bei Raps deutlich anders als bei Soja, wo ca. 90 % der Speicherproteine
12 S Proteine ausmachen. Im Folgenden soll kurz auf die wesentlichen
Charakteristika der beiden Hauptproteinfraktionen eingegangen werden.

Napin ist ein 2 S-Albumin mit einer Molmasse von 12 kDa bis 17 kDa [Schwenke
et al. 1973, Mieth et al. 1983, Schwenke 1994]. Der isoelektrische Punkt liegt je
nach untersuchter Spezies zwischen einem pH-Wert von 9 und pH 11 [Schwenke
et al. 1973, Mieth et al. 1983, Olsen u. Sepp 1983]. In der Sekundarstruktur sind
die Peptidketten des Napins zu 40 % bis 46 % als a-Helix gefaltet, nur ein
geringer Anteil ist in B—Faltblattstruktur (12 %) aufgebaut. Napin ist aus zwei
Polypeptidketten aufgebaut, welche Uber Disulfid-Bindungen miteinander
verbunden sind [Mieth et al. 1983, Schwenke 1994].

Es wird vermutet, dass durch die Disulfid-Bindungen die Proteinketten des
Napins relativ unbeweglich sind. Molekulare Beweglichkeit ist jedoch ein
wichtiger Parameter bei der Beeinflussung der funktionellen Eigenschaften von
Proteinen [Schwenke 1994]. Allerdings lasst sich Napin in einen hydrophilen und
einen hydrophoben Bereich aufteilen. Hierdurch ist das Proteinmolekul in der
Lage sich schnell an Grenzflachen zwischen hydrophoben und hydrophilen
Phasen auszurichten und Emulsionen auszubilden.

Cruziferin ist ein oligomeres 12 S-Globulin mit einer Molmasse von ~300 kDa.
Entsprechend seiner Quartarstruktur dissoziiert das Cruziferin milieuabhangig
von 12 S zu 7 S oder 2-3 S oder assoziiert in umgekehrter Richtung von 7 S zu
12 S (Abbildung 2-2). Der isoelektrische Punkt des Cruziferins liegt bei einem
pH-Wert von 7,2. Die Sekundarstruktur des Proteins ist durch einen 10 %igen o-
Helix-Gehalt und durch einen ca. 50 %igen Gehalt an 3-Konformation
charakterisiert [Mieth et al. 1983, Schwenke et al. 1983, Schwenke 1994].



2 Stand des Wissens 10

geringe lonenstarke extrem hoher oder niedriger pH

12S < > 7S » 2-3S

hohe lonenstarke

Abbildung 2-2: Abhéangigkeit der Milieubedingungen auf die Dissoziierung von 12 S Raps-
proteinen [Schwenke et al. 1983].

Cruziferin ist aus sechs Untereinheiten zusammengesetzt. Jede Untereinheit ist
aus kleineren Komponenten mit sauren a—Polypeptiden sowie basischen
B-Polypeptiden aufgebaut. Unter reduzierenden Bedingungen kénnen mit SDS-
PAGE vier Banden charakterisiert werden. Die Molmassen liegen bei ca.

18.500 Da (B2), 21.000 Da (1), 27.000 Da (a2) und 31.000 Da (a1) [Mieth et al.
1983, Raab u. Schwenke 1986, Schwenke et al. 1986a,b, Schwenke 1994]. Im
Gegensatz zu den meisten 11/12 S Globulinen anderer Pflanzen, welche ein
Dimer aus a- und B- Polypeptid mit einer Disulfid-Bindung ausbilden, zeigt
Cruziferin zusatzlich zu diesen erwarteten Verbindungen eine weitere unge-
wodhnliche Disulfid-Verknupfung, welche aus einem kleinen Anteil an B-/B-Poly-
peptiden aufgebaut ist [Schwenke et al. 1986a]. Eine weitere Besonderheit des
Cruziferins zeigt sich darin, dass nicht nur die typischen basischen B-Polypeptide,
sondern ungewdhnlicherweise auch saure B-Polypeptide ausgebildet werden
[Raab u. Schwenke 1986].

Ein in der Literatur allgemein angegebenes Strukturmodell fir 11/12 S-Globuline
lokalisiert die hydrophoben B-Peptidketten im Inneren des Gesamtmolekils,
wahrend die stark hydrophilen C-terminalen Regionen der a-Peptidketten an der
Oberflache des Molekiils ausgerichtet sind [Plietz et al. 1986, Plietz et al. 1987,
Schwenke 1994]. In der Mitte der a-Peptidketten des Cruziferins wurde eine
Aminosauresequenz aus 38 Aminosauren entdeckt, Uberwiegend bestehend aus
Glycin und Glutamin, welche in anderen Pflanzen (Leguminosen) nicht in dieser
o-Kette nachgewiesen werden konnte [Schwenke 1994]. Es wird vermutet, dass
diese Sequenz sich auf der Oberflache des Makromolekils ausrichtet und dass
dieses C-terminale Ende der a-Kette eine besondere Bedeutung hinsichtlich der
funktionellen Eigenschaften von Cruziferin hat [Schwenke 1994].



2 Stand des Wissens 11

2.2 Antinutritive Inhaltsstoffe

In den Rapskérnern sind Glucosinolate (GSL), Phytinséure (PA) und phenolische
Substanzen als antinutritive Inhaltsstoffe anzusehen [Mieth et al. 1983, Shahidi u.
Naczk 1990, Harland et al. 1995, Pietsch et al. 1995, Pippig et al.1995, Porres et
al. 2001].

2.2.1 Glucosinolate

Der Glucosinolatgehalt ist in 00-Rapssorten mit kleiner 30 umol/g entéltem Schrot
sehr gering [Bell 1984, Shahidi u. Naczk 1990, Shahidi et al. 1997]. In wassrigen
Lésungen werden GSL durch das saateigene Enzym Myrosinase hydrolisiert. In
der nativen Rapszelle liegen die Glucosinolate und das Enzym getrennt vonein-
ander vor. Durch Zerstérung der Zellstruktur werden die Glucosinolate flr die
Myrosinase zuganglich. Die Abbauprodukte (z.B. Isothiocyanate, Nitrile,
Thiocyanate) der Glucosinolate reduzieren den erndhrungsphysiologischen Wert
von Rapsproteinprodukten [Mieth et al. 1983, Bell 1984, Huang et al. 1994].
Verschiedene Abbauprodukte hemmen die Aufnahme von Jod in die Schilddrise.
Daher kann eine verstarkte Aufnahme von Rapsmehlprodukten bei gleichzeitig
geringer Jodzufuhr zur Kropfbildung flihren [Belitz et al. 1992]. In Tierversuchen
fihrte der Uber die Abbauprodukte der GSL verursachte Jodmangel zu
Wachstumsstérungen [Shahidi u. Naczk 1990]. Daher ist aus verfahrens-
technischer Sicht bezlglich der Herstellung von ernahrungsphysiologisch hoch-
wertigen Proteinprodukten aus Raps der Einsatz von Glucosinolat-reduzierten
sowie Myrosinase-inaktivierten Sorten empfehlenswert [Jones 1979, Sérensen
1990, Shahidi et al. 1997]. Dies ist durch eine hydrothermische Konditionierung
der Saat vor der eigentlichen Verarbeitung zu realisieren [Behlau 1990].

2.2.2 Phytinsaure

Phytinsaure (Myo-Inosithexaphosphat) ist ein pflanzlicher Phosphatspeicher, der
teilweise mehr als zwei Drittel des pflanzlichen Phosphats enthalt [Erdmann
1979, Rickard u. Thompson 1997, Lickfett et al. 1999]. Phytins&ure ist vor allem
als Calcium-, Magnesium- oder Kalium-Salz vorhanden. Phytinsaure liegt in
Mengen von 1 % bis 6 % in den verschiedenen Pflanzenorganen, vor allem den
Samen, vor. Phytinsaure wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Zum einen
wird Phytinsaure als antinutritiver Faktor betrachtet, da sie die Ca-, Fe-, Mg- und
Zn-Resorption aus der Nahrung beeintrachtigt und auBerdem Proteine an sich
bindet [Harland u. Morris 1995, Pietsch et al. 1995, Pippig et al. 1995, Porres et
al. 2001]. Zum anderen wird Phytinsaure als krebsvorbeugend diskutiert. In Tier-
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versuchen konnte gezeigt werden, dass Phytinsaure der Bildung und Entstehung
von Darm-, Lungen- und Brustkrebs vorbeugt [Shamsuddin 2002].

Aus verfahrenstechnischer Sicht ist Phytinsaure fiir die Gewinnung von hoch-
wertigen Proteinprodukten aus Raps hinderlich. Phytinsaure bildet mit den
Erdalkaliionen Metallsalze aus und bindet Protein entweder direkt Gber gegen-
satzliche Ladung von Phytinsaure und Protein oder indirekt Gber Erdalkali-ionen,
wenn sowohl Protein und Phytinsaure negativ geladen sind [Cheryan 1980, Mieth
et al. 1983, Serraino u. Thompson 1984, Thompson 1987, Graf u. Eaton 1990].
Aufgrund der Reaktion von Phytinsaure mit Proteinen zu unléslichen Komplexen
kann Phytinsaure auch als Fallungsmittel fir Proteinlésungen eingesetzt werden
[Schwenke 1994]. Rapsproteinprodukte (RPP) mit geringen Phytinsduregehalten
haben bessere Emulgiereigenschaften als RPP mit hohen Phytins&duregehalten.
Allerdings ist eine Korrelation von Phytinsduregehalt und funktionellen Eigen-
schaften der Proteinprodukte bisher nicht méglich, da von den untersuchten
Proteinprodukten keine genauen Angaben Uber die Zusammensetzung und die
Konformation der Proteine verflgbar sind [Schwenke 1994].

2.2.3 Phenolische Substanzen

Phenolische Substanzen sind ein wichtiger Faktor bei der Bewertung von Protein-
produkten aus Raps. Der Gehalt an phenolischen Substanzen in Rapskdrnern ist
im Vergleich mit anderen Olsaaten deutlich héher (Tabelle 2-2) [Naczk 1986,
Schwenke 1994, Naczk 1998]. Die gemessenen Gehalte der phenolischen
Verbindungen in den Rapskérnern sind zwar nicht toxisch [Graf 1983], jedoch
tragen phenolische Substanzen zum bitteren, adstringierenden Geschmack und
zur dunklen Farbe von Rapsmehlprodukten bei [Synge 1975, Sosulski 1979,
Naczk 1986, Naczk 1989]. Sinapinsaure (SA) ist mit Gber 73 % im Raps die
vorherrschende phenolische Verbindung. Der Gberwiegende Anteil der
Sinapinsaure liegt in veresterter Form vor [Naczk 1989]. Betrachtet man die
ernahrungsphysiologische Qualitat von Rapsproteinprodukten ist der
Tanningehalt ebenfalls zu berlicksichtigen. Tannine sind vorwiegend in der
Schale, Sinapine und phenolische Sauren Uberwiegend im Cotyledon gespeichert
[Fenton 1980].

Phenolische Substanzen sind ebenso wie Phytinsaure in der Lage, mit Proteinen
zu reagieren und Komplexe zu bilden. Hierdurch kénnen die funktionellen
Eigenschaften sowie die Farbe der Proteinprodukte negativ beeinflusst werden
[Mieth 1983, Naczk 1989].
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Tabelle 2-2: Gehalt an phenolischen Substanzen in Olsaaten

Olsaat Gehalt [g/kg]”
Soja" Geschalt, entélt 0,23
Baumwollsaat” Geschalt, entdlt 0,57
Erdnuss" Geschalt, entdlt 0,63
Raps / Canola™®  Geschalt, entélt 6,4-12,8
Canola®® Ungeschalt, entolt 15,4-18,4
Soja? Ungeschalt, entolt 4.6

1) Kozlowska 1990

2) Naczk 1986
3) Canola ist die Bezeichnung fiir kanadische Rapssorten
4) Berechnet auf Trockensubstanz

2.3 Einflussfaktoren auf die funktionellen Eigenschaften pflanzlicher
Proteine

Pflanzliche Proteine besitzen eine raumliche Konformation, die ihnen eine
optimale Wechselwirkung mit Lésungsmittelmolekllen, z.B. Wasser, gestattet:
Die hydrophilen Gruppen der Proteine sind bezogen auf die raumliche Struktur
ihrer Molekile nach auBen gerichtet, die hydrophoben nach innen. Dies flhrt zur
Orientierung der Peptidketten [Fukushima 1969, Mieth et al. 1983, Belitz et al.
1992, Schwenke 1994, Ternes 1994]. Die Léslichkeit eines Proteins in Wasser
stellt fiir eine ganze Reihe seiner funktionellen Eigenschaften eine Grundvoraus-
setzung dar. Zum Beispiel bilden in Wasser geldste Proteine bei der
Stabilisierung von Emulsionen Grenzflachenfilme zwischen Ol und Wasser aus,
die das ZusammenflieBen der dispersen Phase verhindern [Belitz et al. 1992].
Die Fahigkeit der Proteine, sich an Phasengrenzflachen auszurichten und diese
zu stabilisieren, ist bei geringer Léslichkeit stark eingeschrankt [Westphal 2003].
Die Léslichkeit eines denaturierten Proteins ist meist geringer als die eines
nativen Proteins [Cheftel et al. 1992, Ternes 1994]. Die Proteinléslichkeit wird in
der Literatur meistens als Nitrogen Solubility Index (NSI) oder als Protein
Dispersibility Index (PDI) charakterisiert.

Wesentlichen Einfluss auf die Léslichkeit eines Proteins haben die Parameter
Temperatur, Feuchte (Wasser) und Zeit, die unmittelbar miteinander verknUpft
sind [Becker 1971, Westphal et al. 2003]. Steigt die Temperatur einer Protein-
I6sung, kann die kinetische Energie der Proteinmolekile so gro3 werden, dass
die Bindungen, die zur Stabilisierung ihrer Sekundér- und Tertiarstruktur not-
wendig sind, gelést werden. Es kann zu einer Denaturierung der Proteine kom-
men [Cheftel et al. 1992]. Der Einfluss der thermischen Energie auf die Protein-
denaturierung kann bei Proteinprodukten Uber die Einstellung ihres Wasser-
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gehalts beeinflusst werden. Dabei nimmt der thermische Einfluss auf die
Denaturierung bei a,-Werten unter 0,5 ab. Je langer jedoch die Temperaturein-
wirkung dauert, umso mehr werden die Proteinstrukturen aufgefaltet. Die
globularen Proteine sind von Strukturveranderungen durch thermische
Denaturierung besonders betroffen. Grundsatzlich folgt die thermische Protein-
denaturierung einem Temperatur-Zeit-Regime. Aufgrund der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Speicherproteine bei Soja und bei Raps lassen sich
Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Denaturierung der Speicherproteine bei
Soja allerdings nicht auf Rapsproteine Ubertragen. Bekannte Verfahren aus der
Sojaverarbeitung zur Modifizierung bzw. Steigerung der Proteinldslichkeit von
Proteinprodukten, welche zum Beispiel von Howard et al. und Cabral et al. ent-
wickelt wurden [Howard 1980, Cabral et al. 1997], sind fur Proteinprodukte aus
Raps bisher kaum entwickelt.

Radwan [Radwan u. Lu 1976] untersuchte den Einfluss von Temperatur und pH-
Wert auf die Laslichkeit von Rapsproteinen. Fir seine Versuche verwendete er
geschaltes, Hexan entdltes und vakuumdesolventiertes Rapsmehl mit einem
Proteingehalt von 51 % bezogen auf Trockensubstanz. Das Rapsmehl wurde in
Wasser bei unterschiedlichem pH-Wert und unterschiedlicher Temperatur eine
Stunde suspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension zentrifugiert und der
Proteingehalt in der Extraktphase bestimmt. Die Untersuchungen zeigten, dass
die Loslichkeit von Rapsproteinen beim Anstieg der Temperatur von 25 °C bis
55 °C zunimmt. AuBerdem erfolgt eine Verschiebung des Léslichkeitsminimums
bei ansteigender Temperatur von pH 4,5 nach pH 7,2. Dies ist auf die
Abhangigkeit des Dissoziationsgrades der Proteine von der Temperatur und vom
pH-Wert zurlickzufiihren. Die veranderte Konformation der Proteinmolekile be-
wirkt eine Veranderung des Ldslichkeitsverhaltens der Proteine.

Ein weiteres Ergebnis der Untersuchungen von Radwan war es, dass die Protein-
I6sung in Abhangigkeit vom pH-Wert die Farbe veranderte. Diese Farbver-
anderungen kénnen auf Wechselwirkungen mit anderen Inhaltsstoffen der Raps-
kérner, insbesondere den oben diskutierten antinutritiven Inhaltsstoffen, zurtck-
geflhrt werden (vgl. Kapitel 2.2). Fir den Einsatz in Lebensmitteln sollen die
Proteinprodukte eine neutrale Farbe aufweisen. Eine neutrale Farbe der Protein-
l6sung, also keine farblichen Veradnderungen, wurde bei den Untersuchungen am
Léslichkeitsminimum ermittelt. Mit fallendem pH-Wert wechselte die Farbe jedoch
von gelb nach grau-braun. Bei einer pH-Wert-Verschiebung in den alkalischen
Bereich wechselte die Farbe von gelb nach dunkelgriin [Radwan u. Lu 1976,
Westphal et al. 2003].
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Die Léslichkeit pflanzlicher Proteine wird auch von organischen Lésungsmitteln
beeinflusst [Fukushima 1969, Howard 1980, Mieth et al. 1983, Behlau 1990,
Belitz et al. 1992, Wasche 2001, Meuser et al. 2002]. Fukushima [Fukushima
1969] hat gezeigt, dass die Fahigkeit von organischen Lésungsmitteln Proteine
zu denaturieren von der Hydrophobizitat der L6sungsmittel und dem Grad ihrer
Verdinnung mit Wasser abhangen. Aus der Abbildung 2-3 geht hervor, dass es
fir hydrophobe Lésungsmittel, die beliebig mit Wasser mischbar sind, ein
charakteristisches Verhéltnis von Lésungsmittel zu Wasser gibt, bei dem die
héchste Denaturierung fiir Sojaproteine vorkommt. Isopropanol (2-Propanol) und
t-Butanol haben im Vergleich zu Methanol, Ethanol, und n-Propanol einen
geringeren Einfluss auf die Denaturierung der Sojaproteine.

0,30 —— Methanol
—— Ethanol
n-Propanol
=>&=|sopropanol
0,25 prop

1 =¥ t-Butanol

0,20 -

0,15

0,10 -

Native Protein (Absorbance)

0,05 -

0,00 T T T i ) T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentration [Vol %]

Abbildung 2-3: Denaturierung von entfetteten Sojabohnenmehlproteinen mit wassermisch-
baren Alkoholen (60 min, 50 °C) [nach Fukushima 1969].

Fukushima hat auBerdem gezeigt, dass es einen Einfluss von Zeit, Temperatur
und Lésungsmittelkonzentration auf die Denaturierung von entfetteten Soja-
bohnenmehlproteinen mit Alkohol gibt, wobei die Geschwindigkeit der
Denaturierung durch wassrigen Alkohol sehr hoch ist und die Denaturierung in
wenigen Minuten beendet ist.

Fukushima begriindet seine Ergebnisse damit, dass die nach auBen gerichteten
hydrophilen Proteinketten eine Schutzschicht in organischen Lésungsmitteln
bilden. Mégliche Wechselwirkungen zwischen organischem Lésungsmittel und
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Proteinen fiihren zu keiner Anderung der Struktur der Proteine, da die
organischen Lésungsmittel nicht mit den hydrophoben, nach innen gerichteten
Proteinketten in Wechselwirkung treten kénnen.

In Gemischen von Wasser und organischen Lésungsmitteln kann Wasser, infolge
seiner starken Fahigkeit Wasserstoffbriicken auszubilden, in diese Schutzhille
der hydrophilen Proteinketten eindringen. Durch das Wasser verandert sich die
auBere hydrophile Struktur der Proteine. Die hydrophoben, nach innen
gerichteten Proteinketten und deren gegenseitige Wechselwirkungen werden
durch die Wechselwirkungen von Wasser mit den auBeren hydrophoben Protein-
ketten verstarkt. Diese hydrophoben Proteinketten kénnen mit wassermischbaren
Lésungsmitteln (z.B. Alkoholen), welche sowohl hydrophile als auch hydrophobe
Bereiche haben, in Wechselwirkung treten, so dass die Proteine denaturiert
werden [Fukushima 1969]. Mit abnehmendem Wasseranteil wird der hydrophile
Anteil im Wasser-Ethanol-Gemisch geringer, so dass eine Anderung der
hydrophilen auBeren Struktur sowie eine temperaturabhangige Strukturdnderung
der hydrophoben Proteinteile nicht vollstandig erfolgt [Fukushima 1969]. Der
Anteil an denaturierten Proteinen verringert sich demzufolge.

Entsprechende Untersuchungen zum Einfluss von Alkoholen auf die Léslichkeit
von Rapsproteinen sind bisher nicht durchgeflhrt worden, sie sind aber fur die
Entwicklung eines alternativen Verfahrens zur Gewinnung von Ol- und Protein-
produkten aus Rapskérnern auf Basis wassrig-alkoholischer Extraktionsmittel
unabdingbar, weil daraus Rickschlisse auf funktionelle Eigenschaften auf damit
hergestellte Proteinprodukte gezogen, beziehungsweise MaBnahmen zur
Modifikation der Proteinprodukte erarbeitet werden kénnen.
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2.4 Verfahren der Rapsverarbeitung

In diesem Unterkapitel werden die Verfahrensschritte bei der Rapsverarbeitung
dargestellt. Einen Uberblick tiber mégliche Verarbeitungsverfahren von Raps-
kérnern gibt Abbildung 2-4 wieder. Die Technologie der Rapsverarbeitung ist auf
die Olausbeute und Olqualitat ausgerichtet. Die Vorgehensweise zur
konventionellen Olgewinnung aus Raps ist in der Fachliteratur eingehend be-
schrieben [Garcia-Serrato 1981, Behlau 1990, Unger 1990, Bockisch 1993,
Woerfel 1995, Wésche 2001].

Vorbehandlung

(Vor) Pressung

Hexanextraktion

Entdlter Schrot
Wiéssrige Extraktion Alkoholische Extraktio

RPI = Rapsproteinisolat
RPC = Rapsproteinkonzentrat

v A,
Tierfutter @

Abbildung 2-4: Mégliche Verfahrenswege zur Verarbeitung von Raps (vereinfachtes
VerfahrensflieBbild).

Rapskdrner werden zuerst mit geeigneten Verfahren konditioniert [Kozlowska
1979, Unger 1990, Sadowska et al. 1996, Murray 2001]. Im ersten
Verarbeitungsschritt wird eine Reinigung der Kérner mit Sieb- und Sicht-
maschinen durchgefihrt. Steine, Fremdsaaten und sonstiger Besatz werden
hierdurch abgetrennt. Der Gehalt an Besatz im gereinigten Raps betragt maximal
2,5 %. Zur weiteren Rohstoffkonditionierung wird der Raps auf 30 °C bis 40 °C
erwarmt und mit Walzwerken flockiert. Hierdurch werden ca. 80 % der Zellen in
den Kotyledonen geéffnet [Wéasche 2001].

Die Olgewinnung aus (vorbehandelten) Rapskdrnern erfolgt entweder in Press-
verfahren, Extraktionsverfahren oder in kombinierten Press- und Extraktions-
verfahren. Dabei ist je nach Verfahren die Olausbeute und Olqualitat unter-
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schiedlich. Aus wirtschaftlichen Griinden werden bevorzugt kombinierte Press-
und Extraktionsverfahren angewendet [Unger 1990, Wasche 2001].

Zur Olabpressung werden kontinuierlich arbeitende Schneckenpressen einge-
setzt. Hierdurch werden ca. 60 % bis 70 % des Oles gewonnen. Der Riickstand
aus dieser Verarbeitungsstufe wird Presskuchen oder Olschilfer genannt und
weist einen Restélgehalt von 11 % bis 25 % auf. Nach der Vorpressung kann
eine nochmalige Verarbeitung des Presskuchens in einer sogenannten Fertig-
presse erfolgen. Der Presskuchen weist anschlieBend einen Restfettgehalt von
4 % bis 12 % auf.

An die Vorpressung kann auch eine weitere Entélung mit einem Lésungsmittel
(Hexan) angeschlossen werden. Hierzu werden Uberwiegend kontinuierlich
arbeitende, gegenlaufige Extraktoren (Perkolatoren) eingesetzt [Unger 1990,
Woerfel 1995, Liu 1997]. Die so extrahierten Flocken haben in der Regel einen
Restfettgehalt von 1 % bis 2 % (TS) [Unger 1990, Belitz et al. 1992, Schneider u.
Rass 1997] und enthalten zusétzlich ca. 30 Gew.% Ldsungsmittel, wenn sie den
Extraktor verlassen [Unger 1990, Woerfel 1995]. In der industriellen Praxis sind
Desolventizer-Toaster-Systeme zur Entbenzinierung von Hexan entdlten Raps-
Flakes etabliert [Newkirk 2003]. Das im Extraktionsriickstand verbleibende
Ldsungsmittel wird mit Wasserdampf ausgetrieben. Hierzu wird Wasserdampf in
den oberen Teil eines mit Idsungsmittelnassen Flakes geflllten GefaBes einge-
leitet. Der Dampf kondensiert in den Flocken und das Lésungsmittel wird
aufgrund der damit einhergehenden Erwarmung der Flocken sowie seines
niedrigen Verdampfungspunktes gasférmig und entweicht. Der Wassergehalt der
Flocken steigt hierdurch auf ca. 20 % an und wird im unteren Teil des GefaBes
durch eine Kontakttrocknung der Flocken bei ca. 124 °C wieder auf wenige
Prozent reduziert. Der in der konventionellen Rapsverarbeitung anfallende entdlte
Rapsschrot wird bisher Uberwiegend zu Tierfutter weiterverarbeitet.

Damit aus (entéltem) Raps zusétzlich zum Ol auch Proteinprodukte fiir den
Einsatz in Lebensmitteln hergestellt werden kbnnen, muss die gangige
Technologie in einigen Verfahrensabschnitten verandert werden. In vielen
Publikationen sind verschiedene Vorschlage und Forderungen bezlglich einer
Technologiednderung beschrieben und aufgestellt worden [Rutkowski 1975,
Schneider 1978, Anjou 1978, Kozlowska 1979, Baudel 1980, Sosulski 1981, Bille
et al. 1983, Thomas u. Bruck 1985, Behlau 1990, Unger 1990, Schneider u. Rass
1997, Newkirk 2003]. Im Folgenden sollen die Verfahrensschritte, welche
besonders groBen Einfluss auf die Qualitat von Proteinprodukten aus Raps
haben, naher dargestellt werden.
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Als wichtiger Schritt am Anfang der Verarbeitung ist oft das Schélen der Raps-
kérner vorgeschlagen worden [Rac 1967, Anjou 1978, Schneider 1978,
Kozlowska 1979, Sosulski 1981, Bille et al. 1983, Thomas u. Bruck 1985,
Schneider u. Rass 1997]. Die schwarzen Rapsschalen sowie deren relativ hoher
Gehalt an phenolischen Substanzen und Tanninen beeintréchtigen das Aus-
sehen und den Geschmack von Proteinprodukten (vgl. Kapitel 2.2). Ein weiterer
Vorteil der Schalung von Rapskdrnern besteht darin, dass der OI- und Protein-
gehalt im zu verarbeitenden Produkt deutlich erhéht wird, da die Schalen im Ver-
gleich zum Rapskotyledon nur geringe Mengen an Ol und Protein enthalten (vgl.
Tabelle 2-1). Dadurch wird der apparative Aufwand fir die Verarbeitung von ge-
schéltem Schrot deutlich geringer als bei ungeschéltem Schrot. Allerdings
vermindert eine Schalung der Rapskérner die Olausbeute in Pressverfahren
[Rass u. Schneider 1997]. Von der Olmiihlen-Praxis wird ein natirlicher Hllen-
gehalt im Pressgut als unverzichtbar angesehen, weil das Funktionieren einer
Schneckenpresse eine ausreichend hohe elastische Rickstellkraft des
Komprimates zur Sicherstellung der tangentialen Reibung und eine gute
Drainage fiir den Olabfluss voraussetzt [Rass u. Schneider 1997, Schneider u.
Rass 1997].

Hinsichtlich einer sich anschlieBenden Lésungsmittelextraktion des Oles mit
Hexan ist eine Schalung der Saat jedoch von Vorteil, um die Retention von
Hexan im Schrot an die Rapsschalen zu vermeiden. In schalenhaltigen Schroten
verbleiben erhebliche Mengen an Restlipiden in den Schalen, die im retentierten
Hexan geldst sind. Bei der Planung einer Anlage ist der apparative und
energetische Aufwand flr eine intensive Desolventierung gegen die Kosten flir
eine Schalung zu rechnen [Schneider u. Rass 1997].

Verfahren zum Schalen von Rapskdrnern haben Schneider und Baudel
[Schneider 1978, Baudel 1980] ausfihrlich beschrieben. Danach sind die
mechanischen Methoden der Trennung von Schale und Fruchtfleisch noch unzu-
reichend. Deswegen wird in der konventionellen Rapsverarbeitung ungeschalter
Raps verwendet [Naczk et al. 1998].

Eine weitere Voraussetzung zur Herstellung hochwertiger Proteinprodukte ist das
Blanchieren der Rapskdrner oder des geschalten Rapsbruchs. Durch eine
thermische Inaktivierung des saateigenen Enzyms Myrosinase kann eine
Hydrolyse der Glucosinolate verhindert werden [Behlau 1990, Unger 1990]. Die
intakten Glucosinolate kénnen so in den weiteren Verfahrensschritten nach der
Olgewinnung bei der Proteinproduktherstellung mit wéssrigen oder wassrig-
alkoholischen Verfahren extrahiert werden.
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Besonders kritisch im Hinblick auf die Gewinnung von Proteinprodukten flr den
Einsatz in Lebensmitteln ist die Entbenzinierung der entdlten Flakes im
Anschluss an die Lésungsmittelextraktion. Wegen der hohen Temperaturbe-
lastung und gleichzeitiger hoher Feuchtigkeit des Gutes in den Desolventizer-
Toaster-Systemen wird die Léslichkeit der Proteine deutlich reduziert. Die
Léslichkeit stellt eine Grundvoraussetzung fur den Einsatz von Proteinprodukten
in Lebensmitteln dar (vgl. Kapitel 2.3). Deshalb muss diese Art der Entbenzin-
ierung auf die Gewinnung von Proteinprodukien aus Raps eingestellt werden.
Dazu dienen Flash-Desolventizer-Systeme (FDS) oder Vapor-Desolventizer-
Systeme (VDS) [Becker 1971, Unger 1990]. Mit diesen Verfahren kébnnen Hexan
nasse Flakes, unter Einschrankung der Denaturierung der Proteine, entbenziniert
werden. Beim Flash-Desolventizer-System wie auch beim Vapor-Desolventizer-
System wird das Lésungsmittel aus dem entfetteten Rapsschrot entfernt, indem
es mit Gberhitztem Hexandampf (120 °C, 5 bar) beaufschlagt wird. Hierbei geht
das Hexan der Flocken in Hexandampf Uber. Durch die Abwesenheit von
Feuchte bzw. Wasser kann eine Denaturierung der Proteine im System auf ein
Minimum beschrankt werden. Es werden PDI-Werte von 70 % bis 90 % erreicht.
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2.4.1 Gewinnung von Proteinprodukten

Die Aufarbeitung von (teil)entdltem Rapsschrot zu Proteinprodukten ist in der
Literatur eingehend beschrieben worden. Danach sind sowohl die Herstellungs-
verfahren von Proteinprodukten aus entélten Schroten als auch deren Protein-
I6slichkeiten und funktionellen Eigenschaften bekannt [Anjou 1978, Naczk et al.
1986, Naczk u. Shahidi 1989, Behlau 1990, Rubin et al. 1990, Shahidi u. Naczk
1990, Gueguen et al. 2000, Sérensen et al. 2000, Wasche 2001].

Viele dieser Proteinprodukte wurden aus konventionell entélten Flakes hergestellt
und kdénnen wegen sensorischer Mangel nicht in Lebensmitteln eingesetzt
werden. Als Zutat in Lebensmitteln verandern diese Produkte die Farbe des
Lebensmittels nach griinlich-braun und der Geschmack wird als bitter und
adstringierend beschrieben [Fraunhofer 2002]. Diese sensorischen Mangel sind
uberwiegend auf Reaktionen von Glucosinolaten und phenolischen Substanzen
wahrend des Herstellungsverfahrens zurlickzufiihren (vgl. Kapitel 2.2).

Bezlglich der Herstellung von Proteinprodukten mit reduziertem Gehalt an
Glucosinolaten und phenolischen Substanzen sind in den 70er und 80er Jahren
Untersuchungen durchgefiihrt worden [Anjou 1978, Naczk et al. 1986, Naczk u.
Shahidi 1989, Rubin et al. 1990, Shahidi u. Naczk 1990]. Es wurde gezeigt, dass
durch eine wassrige Extraktion von Raps vor der Olgewinnung der Gehalt an
Glucosinolaten (GSL) deutlich gesenkt werden kann [Anjou et al. 1978]. Die GSL-
gehalte konnten in dem von Anjou entwickelten Verfahren auf Werte kleiner

0,1 % reduziert werden. Es ist darauf hinzuweisen, dass das Verfahren auf
Grundlage der friher angebauten hoch-Glucosinolat-Rapssorten mit GSL-
gehalten von 3 % bis 3,7 % entwickelt wurde. Da inzwischen durch ziichterische
MaBnahmen die GSL-Gehalte in den heutigen 00-Rapssorten schon auf Gehalte
kleiner 0,1 % reduziert worden sind, wurde dieses Verfahren industriell nicht um-
gesetzt.

Naczk et al. [Naczk et al. 1985, Naczk et al. 1986] entwickelten ein Verfahren zur
Reduzierung von Glucosinolaten und phenolischen Substanzen auf Basis von 00-
Rapssorten im LabormaBstab. Zum Versténdnis der Ergebnisse des Verfahrens
seien hier kurz die Arbeitsbedingungen fir 3 verschiedene Verfahrensvarianten
beschrieben. In einem Verfahren wurden 60 g gemahlener Raps mit Hexan durch
Soxhlet-Extraktion entdlt (Verfahren A). In einem weiteren Verfahren wurden aus
Vergleichsgriinden 60 g gemahlener Raps fur zwei Minuten mit 400 ml Lésung
aus 10 % Ammoniak in Methanol gemischt (Verfahren B). Im dritten Verfahren
wurden 60 g Raps in einem Lésungsmittel in Methanol mit einem Wasseranteil
von 5 Vol.% und 10 % Ammoniak gemischt (Verfahren C). Nach 15 Minuten
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wurden den Gemischen aus Verfahren B und C 400 ml Hexan zugegeben und fir
2 Minuten gemischt. AnschlieBend wurde durch Vakuumfiltration das Mehl vom
Lésungsmittel getrennt und vier Stunden bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank
getrocknet. Das getrocknete Mehl wurde mit Hexan in einem Soxhlet weiter entélt
und anschlieBend bei 40 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet. Durch den
Einsatz des Methanol-Ammoniak-Gemisches (Verfahren C) konnten die GSL-
gehalte ausgehend von 20 pumol/g bis 30 umol/g in Hexan entdltem Rapsschrot
(Verfahren A) auf weniger als 1,6 pmol/g [Rubin et al. 1990] gesenkt werden. Die
phenolischen Substanzen wurden um ein Drittel auf ca. 500 mg/100g [Naczk et
al. 1986] reduziert. Das entdlte Mehl hatte einen Proteingehalt von ca. 45 % bis
50 % und die unerwiinschten Begleitsubstanzen waren im Wesentlichen entfernt.
Da fur eine Anwendung von Rapsproteinprodukten in Lebensmitteln neben einer
Reduzierung von antinutritiven Substanzen die techno-funktionellen
Eigenschaften der Proteinprodukte wichtig sind, wurde zusétzlich deren
Léslichkeit bestimmit.

Es zeigte sich, das die Proteinprodukte aus Hexan entdlten Rapsschroten um
den Faktor 3 bis 4 I8slicher als die aus mit Methanol-Ammoniak-Hexan entblten
Rapsschroten hergestellten waren (Tabelle 2-3) [Naczk et al. 1985]. Die Raps-
proteinprodukte aus den Verfahren B und C hatten eine deutlich hellere Farbe als
die nur mit Hexan entdlten Produkte (Verfahren A). Diese Produkte waren auch
gegenilber den nur Hexan entélten neutraler im Geschmack [Naczk et al. 1985,
Naczk u. Shahidi 1989, Rubin et al. 1990].

Tabelle 2-3: Eigenschaften von ent6lten Rapsmehlen [Naczk et al. 1985]

C
o
c
Raps- | £ PDI NSI
sorte | > |Farbe® pH-Wert [%] [%]
Tower | A |Light, tan, sandy 6,0 43,1 25,3
B |Light, sandy, speckled 71 10,0 9,5
C |Light, greyish, sandy 75 8,4 71
Regent| A [Light, tan 6,0 36,2 23,5
B |Light, cream 7,2 8,4 10,0
C |Light, greyish, sandy 7,3 7,7 8,3
Candle| A |Yellowish 6,0 24,8 17,5
B | Off-white 75 8,6 7.8
C | Off-white 7,3 6,8 5,3
Altex A |Leight-beige 5,9 44,0 27,6
B [Light, sandy 7,3 11,4 10,4
C |Light, sandy 7,3 9,2 8,4

A= Ent6lung mit Hexan durch Soxhlet-Extraktion
B= Extraktionsmittel: 10% Ammoniak in Methanol und anschlieBend Hexanzugabe; nach Zwischen-
trocknung des Rapsmehls weitere Entdlung mit Hexan durch Soxhlet-Extraktion
C= Extraktionsmittel: 10% Ammoniak in Methanol-Wasser (5 Vol.-%) und anschlieBend Hexanzugabe;
nach Zwischentrocknung des Rapsmehls weitere Entélung mit Hexan durch Soxhlet-Extraktion
1) Um MiBversténdnissen vorzubeugen, sind die englischen Original-Farbbeschreibungen angegeben.
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Das Methanol-Ammoniak-Hexan-Verfahren ist aus verfahrenstechnischer Sicht
sehr aufwandig durchzufihren, zumal die Rickfihrung der Lésungsmittel-
fraktionen mit erheblichem Aufwand verbunden ist. Es kommt hinzu, dass die
Proteinldslichkeit durch das Verfahren stark reduziert wird. Wohl deshalb ist das
Verfahren bisher nicht Gber den Labormafstab hinaus erprobt worden.

Am Fraunhofer IVV wurde ebenfalls ein Verfahren zur Isolierung von Raps-
proteinen im halbtechnischen MaBstab entwickelt [Fraunhofer 1998]. Die
Entélung war mit einer schonenden Entbenzinierung durch VDS des entdlten
Schrotes verbunden. Die Proteine wurden aus dem entélten Schrot mit Wasser
extrahiert. Die Proteinprodukte wurden anschlieBend aus denn Extrakten
entweder durch Fallen und Trocknen der Prazipitate oder durch Membranfiltration
der Extrakte mit nachfolgender Trocknung der Retentate hergestellt. Es wurden
auf diese Weise sowohl RPC als auch RPI erhalten. Diese Proteinprodukte
eignen sich jedoch wegen sensorischer Mangel kaum fir den Einsatz in Lebens-
mitteln. Sie veranderten als Zutaten in ausgewahlten Lebensmitteln deren Farbe
nach granlich-braun und der Geschmack wird als bitter und adstringierend be-
schrieben [Fraunhofer 2002]. Diese sensorischen Mangel waren Uberwiegend auf
Reaktionen von Glucosinolaten und phenolischen Substanzen mit Proteinen bzw.
Abbaureaktionen dieser Inhaltsstoffe wahrend des Herstellungsverfahrens
zurickzufihren (vgl. Kapitel 2.2).
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2.4.2 Verfahren der simultanen Ol- und Proteingewinnung

Aufgrund der Struktur des Olmiihlengewerbes, die in vielen Landern der Welt
durch viele kleine neben einigen groBen Olmiihlen gekennzeichnet ist, woraus
sich die bereits eingangs geschilderten Interessenlagen im Hinblick auf die
Wirtschaftlichkeit der Anlagen ergeben, hat es schon viele Versuche gegeben,
Verfahren zur simultanen Gewinnung von OI- und Proteinprodukten auf der Basis
von Extraktionen mit Wasser zu entwickeln [Rhee et al. 1972, Carter et al. 1974,
Karnofsky 1979, Karnofsky 1980, Lawhon et al. 1981a, Lusas et al. 1982,
Wasche 2001, Meuser et al. 2002, Dazert 2004]. Diese Verfahren werden wegen
der aufeinander bezogenen und Uber die Verwendung des Verdrangungsmittels
verbundenen Phase der Olextraktion und der Phase der Proteingewinnung als
simultan bezeichnet. Es sind sowohl Verdrangungsextraktionen mit Wasser als
auch Wasser-Alkohol-Gemischen als auch Lésungsmittelextraktionen mit Alkohol
untersucht worden. Die erzielten Ergebnisse sind bisher in noch keinem Fall in
industrielle Verfahren umgesetzt worden.

Von Wasche [Wasche 2001] wurden Untersuchungen zur simultanen wassrigen
Ol- und Proteingewinnung bei Raps durchgefiihrt. Ziel dieser Arbeit war es,
verfahrenstechnische Ursache-Wirkungsbeziehungen bei der simultanen Ol- und
Proteingewinnung durch wassrige Extraktion aus Raps zu modellieren. Die OI-
gewinnung mit Wasser beruht im Wesentlichen auf der Verdrangung des Ols aus
den offenen Zellverbanden. Die Ergebnisse der Versuche zeigten, dass eine
hohe Ausbeute an Ol einen vollstandigen Aufschluss der Rapszellen voraussetzt.
Zwar wurde durch Einsatz hoher Scherkrafte mittels Ultra-Turrax oder
Hochdruckhomogenisator ein vollstadndiger Zellaufschluss erreicht, doch kam es
dabei gleichzeitig zu einer Emulsionsbildung, so dass nur 63 % des Rapsols mit
dem wassrigen Extrakt abgetrennt wurden und etwa ein Viertel im feinen Fest-
stoff gebunden blieb. Im giinstigsten Fall wurde eine Olausbeute von nur 72 %
erreicht. Dem gegeniiber betragt die Olausbeute durch mechanisches Pressen
von Raps ca. 80 % bis 85 %. Aufgrund der geringen Olausbeute mit dem
wassrigen Verfahren und der Tatsache, dass sich die Proteine auf alle dabei
anfallenden Fraktionen verteilen, wurde dieses Verfahren nicht weiter umgesetzt.
Versuche, aus der proteinhaltigen, teilentélten Rapsmehlfraktion mit ca. 35 %
Rohproteinanteil, Proteinpraparate (Konzentrate oder Isolate) herzustellen, sind
wohl deshalb in der Arbeit nicht weiter beschrieben. Das Ergebnis dieser Arbeit
war es, dass eine simultane Gewinnung von Ol und Proteinprodukten aus voll-
fettem Raps mit einem so gestalteten wassrigen Verfahren nicht umgesetzt
werden kann, weil aufgrund der Emulsionsbildung fur die Wirtschaftlichkeit eines
solchen Verfahrens weder eine ausreichende Ol- noch Proteinausbeute erreicht
werden kann.
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Der Nachteil der Emulsionsbildung bei dem geschilderten Verfahren kann bei
dem Friolex-Verfahren [Frische et al. 1996], das ausschlieBlich auf die
Gewinnung von Ol aus verschiedenen Rohstoffen ausgelegt ist, durch den
Einsatz eines wassrigen Alkohols als Verdrangungsmittel fiir das Ol aus der
Matrix des Rohstoffes, vermieden werden.

Im Gegensatz zur konventionellen Extraktion des Ols mit organischen Lésungs-
mitteln wie Hexan und Alkoholen, wird bei dem Verfahren nach Frische et al. das
Ol aus dem Rohstoff nicht im Extraktionsmittel geldst, sondern aus der Zellmatrix
verdrangt und durch Zentrifugation von den anderen Rohstoffbestandteilen
separiert. Ein Teil des im Rohstoff enthaltenen Oles fallt dabei in einem einzigen
zentrifugalen Trennschritt als klare Olphase an. In einem in der Patentschrift
beschriebenen Versuch mit Raps wurde eine Olausbeute 9 g bei einem Einsatz
von 50 g Rapsmehl erziehlt. In der Patentschrift ist allgemein die Rede von Raps
bzw. von gemahlenem Produkt, wobei mégliche Vorbehandlungen oder der
Fettgehalt des eingesetzten Rapsmehles nicht ndher beschrieben werden, so
dass die Olausbeute sowie der Restfettgehalt im Extraktionsriickstand nur
geschatzt werden kénnen. Laut Patentschrift wurden in dem beschriebenen
Versuch 50 g Rapsmehl mit 25 g Ethanol versetzt und in einem verschlossenen
GefaB fir 30 Minuten im Wasserbad auf 80 °C erhitzt. AnschlieBend wurden 50 g
Wasser zugesetzt, das GefaB wiederum verschlossen und fiir 30 Minuten auf

80 °C erhitzt. SchlieBlich wurde die Mischung scharf zentrifugiert. Unter der
Annahme, dass Raps einen minimalen Fettgehalt von 40 % in der Trockenmasse
enthélt, ergibt sich fir den Extraktionsriickstand ein Restfettgehalt von ca. 25 %.

Meuser et al. haben aus der Erkenntnis in dem zitierten Patent, dass durch die
Verwendung von wassrigen Alkoholen zur Verdrangung des Oles aus Olsaaten
eine Emulsionsbildung vermieden werden kann, ein Verfahren entwickelt, mit
dem in einem mehrstufigen Verfahrensablauf jeweils aufeinanderfolgend in einem
ersten Verfahrensschritt der Entélungsriickstand und danach in einem zweiten
Verfahrensschritt das Ol separiert wird, so dass simultan aus Sojabohnen Ol
gewonnen und Proteinprodukte hergestellt werden kénnen. Das Verfahren ist
sowohl im Labor- als auch im PilotmaBstab erfolgreich getestet worden. Die
hergestellten Proteinprodukte entsprachen in allen ihren Eigenschaften
konventionell hergestellten SPC und SPI [Meuser et al. 2002, Dazert 2004].

Aus dem geschilderten Stand des Wissens wurde die Aufgabenstellung fir die
eigene Arbeit abgeleitet, wie sie bereits eingangs beschrieben ist.
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3 Material und Methoden

In den nachfolgenden Unterkapiteln werden die verwendeten Materialen und
Methoden beschrieben. Die Durchflihrung aller Versuche erfolgte mindestens in
Doppelbestimmung. Die Versuchsergebnisse wurden soweit erforderlich
bilanziert und statistisch ausgewertet. Die Durchflihrung des experimentellen
Teiles erfolgte soweit wie mdglich nach Standardmethoden.

3.1 Versuchsmaterial und Materialbehandlung

3.1.1 Rapssorten

Als Untersuchungsmaterial fir die Versuche wurden 00-Rapskdrner der Sorte
Express und Agat von der Norddeutschen Pflanzenzucht (NPZ) eingesetzt.
Weiterhin wurden 00-Rapskdrner der Sorten Lisek, Lion und Licapo der
Deutschen Saatveredelung Lippstadt-Bremen (DSV) eingesetzt. Des Weiteren
wurden 00-Rapskérner aus Ziichtungen mit der Kennung S-NAP3500 der
Universitat GieBen, Arbeitsgruppe Prof. Fried, eingesetzt. Die Inhaltsstoffzusam-
mensetzung der Rapssorten ist in Tabelle 3-1 dargestellt.

Tabelle 3-1: Inhaltsstoffzusammensetzung der eingesetzten Rapssorten

Inhaltsstoffgehalt
Sorte Trocken- | Protein | Fett |Asche | Glucosinolat Si'_napinséiure Schalen-
substanz | (N*6,25) (Aquivalent) farbe
[%] [% TS] [[% TS] |[% TS]| [umol/g TS] | [mg/g TS]
Express, S-NAP0001 92,5 19,9 52,2 3,7 n.b. n.b. schwarz
Express, S-NAP800 92,7 20,8 49,4 3,9 13,1 7,9 schwarz
Lisek, S-NAP1373 93,5 21,2 40,5 3,9 n.b. n.b. schwarz
Lion, S-NAP1372 93,6 22,8 40,5 3,3 n.b. n.b. schwarz
Licapo, S-NAP1371 93,6 241 36,9 3,7 n.b. n.b. schwarz
Ramsch, S-NAP3500 94,3 23,1 39,2 4,5 11,6 5,9 gelb
Agat 92,6 23,6 34,6 n.b. n.b. n.b. braun

n.b. = nicht bestimmt

Die Rapskdérner der verschiedenen Sorten wurden fir die Versuche unter-
schiedlich vorbehandelt.

o Herstellung von schalenreduziertem Rapsbruch

Zur Herstellung von schalenreduziertem Rapsbruch wurden die Rapskdrner
gebrochen. Hierzu wurde zum einen ein Laborwalzwerk (Typ LRC 250,
Bauermeister) [Schneider 1978], zum anderen eine Prallmihle (Labor-
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Universalmuhle, Typ 100 UPZ-II mit Plattenschlagermahlwerk, Alpine) [De Man u.
Stanley 1974] eingesetzt. Die Schalen wurden mit einem Wind-Sichter (Typ 1-
4011ZM, Alpine) vom Kernbruch (Schélraps) separiert. Der Schalengehalt in der
Schélrapsfraktion betrug, soweit nicht anders angegeben, 5 % bis 7 %. Ein
vereinfachter Verfahrensablauf ist in Abbildung 3-1 dargestellt.

halun: Vermahlung
Labormiihle Rapsmehl
! 7000U; 10sec. ungeschalt
1
1
|| Walzenstuhl ! Labormiihle Rapsmehl
+ Windsichtung 1 7000U; 10sec. 1. Sichtung
i
1
. Walzenstuhl | | Walzenstuhl : Labormiihle Rapsmehl
Rapskaorner + Windsichtung + Windsichtung ; 7000U; 1 0sec. 2. Sichtung
i
Walzenstuhl [ | Walzenstuhl || Walzenstuhl 0 Labormiihle Rapsmel
+ Windsichtung + Windsichtung + Windsichtung | ! 7000U; 10sec. 3. Sichtung
1
i
L__| Prallmihle 1 Labormiihle Rapsmehl
+ Windsichtung | 7000U; 10sec. Prallschalung
1

Abbildung 3-1: Herstellung von schalenreduzierten Rapsmehlen.

o Hydrothermische Behandlung von schalenreduziertem Rapsbruch

Die hydrothermische Behandlung des Rapsbruches erfolgte in einem Labor-
Pflugscharmischer (Typ L5, Lédige Maschinenbau GmbH, Paderborn). Pro
Charge wurden 1,5 kg Rapsbruch Uber eine Verweilzeit von 2 Minuten im
Mischer mit Dampf (1,6 bar) beaufschlagt. Im Anschluss wurde der nasse Schrot
bei 60 °C Uber Nacht auf einen Trockensubstanzgehalt gréBer 95 % in einem
Hordentrockner (Typ A840/98/0010.00, Heindl GmbH, Mainburg) getrocknet.

o Herstellung von geschéltem, entfettetem Rapsschrot

Entfetteter, geschélter Rapsschrot (Rapsbruch) wurde von der Firma CREOL,
33600 Pessac Frankreich, bezogen. Um aus dem geschalten Rapsbruch
entfettete Rapsmehle herzustellen wurde in einem ersten Arbeitsschritt der
Rapsbruch mit einem Flockierwalzwerk auf eine Flockendicke von 0,2 mm bis
0,3 mm gepresst. Die gewonnenen Flocken wurden mit Hexan in einer
Immersionsextraktion entdlt. Im Anschluss wurde das in den Flocken verbliebene
Hexan in einem Vakuumdesolventizer bei 45 °C bis 55 °C ausgetrieben
(Angaben CREOL). Die Inhaltsstoffzusammensetzung der geschalten, entdlten
Rapssorten ist in Tabelle 3-2 dargestellt.
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Tabelle 3-2: Inhaltsstoffzusammensetzung der geschalten, entfetteten Rapsmehle

Inhaltsstoffgehalt
Sorte Trocken- | Protein Fett Asche Protein-

substanz | (N*6,25) I8slichkeit"

[%] [% TS] | [%TS] | [% TS] [%]

Express, S-NAP800 94,5 50,1 3,6 8,2 67
Express, S-NAP800 blanchiert] 93,3 50,5 3,3 8,5 50
Ramsch, S-NAP3500 92,6 43,6 5,6 2 65
Ramsch, S-NAP3500 blanchiert 92,2 42,6 3,0 2) 39
Agat 94,1 47,6 1,9 9,0 62
Agat blanchiert] 94,0 48,4 1,8 9,2 51
Pollen 91,9 46,2 4,7 7,8 65

1) Proteinléslichkeit bei pH 7,0 bestimmt, vgl. Kapitel 5.3.3

2) Nicht analysiert

o Herstellung der Rapsmehle fir die Versuche

Der vollfette, geschalte (und blanchierte) Rapsbruch wurde in Chargen von ca.
100 g fiir 10 Sekunden bei 7000 min™ vermahlen (Typ Grindomix GM 200

Labormuhle, Retsch, Haan).

Die ent6lten Flocken wurden in einer Prallmthle (Labor-Universalmihle, Typ 100
UPZ-1I mit Plattenschlagermahlwerk und Siebeinsatz 0,5 mm, Alpine) vermahlen.
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3.2 Analysemethoden

Der Rohstoff und die produzierten Zwischenprodukte und Produkte wurden
hinsichtlich ihrer inhaltsstofflichen Zusammensetzung charakterisiert.
Nachfolgend sind die Methoden aufgefihrt.

3.2.1 Wassergehalt und Gehalt verdampfbarer Substanzen

Wasser und fliichtige Bestandteile wurden nach der DGF-Einheitsmethode B-Il 3
(87) bestimmt. Die Trocknung wurde bei 103 = 2 °C durchgefiihrt. Als
Bestimmungsgerat diente das Analysensystem TGA 601 der Firma Leco.

3.2.2 Rohproteingehalt

Der Rohproteingehalt der Proben wurde gemafi LMBG §35 L 03.00-27,
(Ausgabe: 1997-01) Uber die Stickstoffbestimmung nach dem Dumas-Verfahren
bestimmt. Zur Umrechnung des Stickstoffgehaltes in den Rohproteingehalt der
Proben wurde der Faktor 6,25 verwendet. Die Stickstoffbestimmung wurde mit
dem Leco-System FP-528 durchgefihrt.

3.2.3 Fettgehalt

Der Fettgehalt der Proben wurde nach Caviezel® mit der DGF-Einheitsmethode
K-l 2¢ (00) bestimmt. Der Fettgehalt wurde mit einer Blichi Extraktionseinheit B-
815 sowie einem Buichi Fettbestimmungsgerat B-820 durchgefthrt.

3.2.4 Gehalt freier Fettsauren im Ol

Der Gehalt an freien Fettsauren in den gewonnenen Olen wurde nach der DGF-
Einheitsmethode C-lIl 4 (97) bestimmt.

3.2.5 PartikelgroBenverteilung der Produkte

Die PartikelgréBen der Proben wurden mit einem MasterSizer S (Malvern
Instruments GmbH, Herrenberg) in 1-Butanol bestimmt. Das Messprinzip beruht
auf der Beugung monochromatischen Lichtes an Partikeln. Die zu messende
Substanz wird in 1-Butanol suspendiert und als Suspensiondurch die Messzelle
geleitet. Die Bestimmung der Partikelgré Be erfolgte durch Malvern-Software,
Version 2.15 Uiber die Mie-Theorie (ohne Formfaktoren, Streumodell:
Standard wet, Optik: 300 RF).
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3.2.6 Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung der I6slichen Proteine

20 mg Probe wurden in 2 ml Eluent (0,05 mol/l NaH2PQOy4, 0,05 mol/l NagHPOy4,
0,15 mol/l NaCl, ergibt pH 6,65 konstant) gelést und anschlieBend durch ein
0,45 pum Einmalfilter (Schleicher & Schuell) filtriert. 20 pl des Filtrates wurden in
die HPLC eingespritzt. Als Trennsaule wurde eine Bio-Rad Bio-Sil SEC 250
(Best.Nr. 125-0062) eingesetzt. Die Proben wurden bei 220 nm detektiert
(Gynotek UVD 160). Zur Auswertung der Molekulargewichte wurden die
Retentionszeiten im GPC-Modus der Chromstar Software zugeordnet. Fir die
Zuordnung der Molekulargewichte wurde ein 12 S und ein 2 S Rapsprotein als
Standard vermessen. Die Retentionszeit von 8 Minuten bis 12,5 Minuten wurde
dem 12 S Protein, die Retentionszeit von 12,5 Minuten bis 16 Minuten dem 2 S
Protein zugeordnet. Im Vergleich mit einem Bio-Rad-Standard (Best-nr.:
151-1901) entspricht die Retentionszeit von 8 Minuten bis 12,5 Minuten einem
Molekulargewicht zwischen 32 kDa und 700 kDa. Eine Retentionszeit von 12,5
Minuten bis 16 Minuten entspricht einem Molekulargewicht zwischen 0,3 kDa und
32 kDa.

3.2.7 Bestimmung des Zellaufschlussgrades

Zur Bestimmung des Zellaufschlussgrades wurde nach Schneider [Schneider
1980] zuerst der gesamte Fettgehalt des Extraktionsriickstandes (FS) bestimmit.
Hierzu wurden von der zu untersuchenden Feststoffphase 5 g bis 10 g auf 0,01 g
genau in Filterhllsen eingewogen. In tarierte Glaser (Soxthermglaser, Fa.
Gerhardt) wurden ca. 70 ml Hexan eingeftillt. Die Filterhllse wurde mit Hilfe eines
Metallrings in die Glaser eingesetzt. Diese wurden in die Extraktionsapparatur
(Soxtherm 2000, Fa. Gerhardt) eingeftihrt. Bei einer Extraktionstemperatur von
85 °C und einer Extraktionszeit von 28 Stunden wurde das Restél aus der Fest-
stoffphase herausgeldst.

Diese Methode zur Bestimmung des Fettgehaltes wurde nach 70 min, 100 min,
130 min und 170 min abgebrochen. Uber die extrahierte Olmenge wurde der
Restfettgehalt im FS berechnet. Es wurde das Verhalinis (Z;)) aus Restfettgehalt
des FS nach der Zeit t zum Gesamtfettgehalt der FS-Probe (C/Ca) gebildet. Das
Verhaltnis Z wurde logarithmisch gegen die Zeit aufgetragen. Eine Tangente,
die an die resultierende Kurve angelegt wurde, und die bis zur logarithmischen
Zy-Achse verlangert wurde, gibt am Schnittpunkt den Anteil verschlossener
Zellen Z,, (= Aufschlussgrad) wieder. Den Anteil gedffneter Zellen erhalt man
durch Subtraktion des Z,, von 1. Die Anzahl der gedffneten Zellschichten wird
durch den Faktor B wiedergegeben und durch die Gleichung 3-1 aus Zellendurch-
messer, mittlerem Partikelradius R (= 0,5* Dsp) und Zoy berechnet. Der Dsg
wurde, wie oben beschrieben, mit dem MasterSizer S (Malvern Instruments
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GmbH, Herrenberg) gemessen. Der Zellendurchmesser d betréagt nach Rac
36,8 um [Rac 1967].

Gleichung 3-1:

B (1-4Zo)

B = Anzahl gedffneter Zellschichten
R = mittlerer Partikelradius, Dsq [um]
d = Zellendurchmesser [um]

Zov = Anteil verschlossener Zellen

3.2.8 Bestimmung der Myrosinaseaktivitat

Die Myrosinaseaktivitat in den Rapskdrnern wird aus der Konzentrations-
anderung an D-Glucose in feinem Rapsmehl (< 200 um) ermittelt. Die
Myrosinaseaktivitat Myro-U berechnet sich nach Gleichung 3-2:

Gleichung 3-2:
Myro —U = 1w 10% (¢, =¢)
Pex - MGIu -1 MRaps
Myro-U = Myrosinaseaktivitat im Rapsmehl [umol/g min]
My = Einwaage Wasser [g]
Mpaps = Einwaage feines Rapsmehl [g]

pex = Dichte Extrakt bei Raumtemperatur [kg/m®] (Wert: 1020 [kg/m®))
(o = Konzentration an D-Glucose nach 10 Minuten [g/]]

Co = Konzentration an D-Glucose im feinen Rapsmehl [g/1]

t = Hydrolysedauer [min] (Wert: 10 [min])

Dazu wurden 5 g Rapsmehl in Wasser (1:10) bei pH 6,0 suspendiert. Die
Anderung der Konzentration an D-Glucose wurde nach Zugabe von Sinigrin

(Sigma 7508) und einer Hydrolysedauer von 10 Minuten ermittelt. Die Hydrolyse-
reaktion wurde durch Zugabe von Carrez-Lésung | und Carrez-Lésung Il gestoppt

und die Glukosekonzentration enzymatisch bestimmt [Boehringer 1989]. Der
Gehalt an nativer D-Glucose im Rapsmehl (cp) wurde nach spontaner
Inaktivierung der Myrosinase im Rapsmehl in siedendem Ethanol (reinst)
enzymatisch mit obiger Methode bestimmt.

3.2.9 Fettsaurespektrum in den gewonnenen Olen

Das Fettsaurespektrum wurde durch die Universitat GieBBen, Arbeitsgruppe
Prof. Fried, bestimmt. Die Ergebnisse wurden mittels HPLC-Analytik ermittelt.
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3.2.10 Tocopherolgehalt

Der Tocopherolgehalt wurde vom Napus-Projektpartner, der Arbeitsgruppe von
Prof. Fried, Universitat GieBen bestimmt. Die Bestimmung der freien Tocopherole
in Ol erfolgte nach LMBG §35, L 13.03/04-1 (1987).

3.2.11 Sinapinsauregehalt
Der Sinapinsauregehalt wurde vom Napus-Projektpartner, der Arbeitsgruppe von
Prof. Strack am IPB-Halle bestimmt.

Die Proben wurden mit Methanol extrahiert, das Extrakt durch HPLC aufgetrennt
und bei 330 nm detektiert.

3.2.12 Glucosinolatgehalt

Der Glucosinolatgehalt wurde an der KVL-Kopenhagen durch die Arbeitsgruppe
von Prof. Sérensen, ermittelt.

Die Methode ist von Sérensen in ,Chromatography and Capillary Electrophoresis
in Food Analysis“ beschrieben worden [Sérensen 1999].

3.2.13 Phosphorgehalt

Der Phosphorgehalt im Ol wurde im Analytiklabor der HaGe-Kiel, die Napus-
Projektpartner war, bestimmt. Der Phosphorgehalt wurde im gewonnenen Ol
nach der DGF-Einheitsmethode C-111-16 (97) ermittelt.
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3.3 Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften der Protein-
produkte

Die hergestellten Proteinprodukte wurden hinsichtlich ihrer funktionellen Eigen-
schaften mit den nachfolgend beschriebenen Methoden charakterisiert.

3.3.1 Bestimmung der Wasserbindekapazitat

Die Wasserbindekapazitat (WBC) der Proteinprodukte wurde bei Raumt-
emperatur ermittelt. Die Durchfihrung der Methode orientierte sich in
wesentlichen Punkten an der AACC-Methode 56-20. 2 g Probe wurden auf 0,01 g
genau in ein Zentrifugenglas eingewogen und mit 40 ml demineralisiertem
Wasser fiir eine Minute mit einem Reagenzglasrittler vermischt. Nach 5 min und
nach 10 min wurde jeweils 30 sec kraftig mit dem Reagenzglasrittler gemischt.
AnschlieBend wurde bei 1000*g und 20 °C 15 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert. Das Zentrifugenglas wurde zuriickgewogen. Das Gewicht der
mit Wasser gesattigten Probe wurde bestimmt. Die Berechnung des
Wasserbindevermégens erfolgte nach Gleichung 3-3.

Gleichung 3-3:
m 1” m 5
WBC = T -100%
Mo probe
WBC = Wasserbindekapazitat [ml/g]
m = Masse der Probe mit gebundenem Wasser [g]
my = Einwaage Probe [g]

TSpp = Trockensubstanzgehalt der Probe [%]

3.3.2 Bestimmung der Fettbindekapazitat

Die Fettbindekapazitat der Proteinprodukte wurde bei Raumtemperatur ermittelt.
3 g Probe (£0,01 g) wurden in einem graduierten 25 ml Zentrifugenglas in 20 ml
Ol (kommerzielles Mazola Maiskeimél) dispergiert. AnschlieBend wurde 15 min

bei 700*g zentrifugiert. Das Volumen des nicht gebundenen Ols wurde ermittelt.
Daraus ergab sich nach Gleichung 3-4 die Olbindekapazitat in ml Ol / g Protein.
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Gleichung 3-4:

V, -V,
m1

FBC =

FBC = Fettbindekapazitat

Vv, = eingesetzte Olmenge [ml]
V, = Olmenge Uberstand nach Zentrifugation [ml]
m = Einwaage Probe [g]

3.3.3 Bestimmung Proteinldslichkeit

Zur Bestimmung der L&slichkeit bei definiertem pH-Wert wurde die Methode nach
C.V. Morr [Morr 1985] in modifizierter Form angewandt. Diese Methode ist am
Fraunhofer IVV eine etablierte Methode zur Bestimmung der Proteinldslichkeit.

Es wurde 1 g Probe auf 0,001 g genau in ein 100 ml Becherglas eingewogen.
Unter Rihren wurden 40 ml einer 0,1 mol/l Natriumchloridldsung mit
Entschaumer zugegeben. Der pH-Wert wurde auf den gewlinschten Wert mit

0,1 mol/l Salzséaure oder 0,1 mol/l Natronlauge eingestellt. Der Ansatz wurde in
einen 50 ml Messkolben Gberfihrt und mit 0,1 mol/l Natriumchloridiésung auf das
definierte Volumen aufgefillt. Aus der Lésung wurden 20 ml in ein Zentrifugen-
glas pipettiert und fiir 15 min bei 20000*g zentrifugiert. Der resultierende Uber-
stand wurde iber ein Whatman No.1 Filter filtriert. Im filtrierten Uberstand wurde
der Stickstoff nach Dumas (System Leco FP 521) bestimmt. Die Berechnung der
Proteinldslichkeit erfolgte nach Gleichung 3-5:

Gleichung 3-5:

YR

— Uberstand 100
l6slich —
m, - I:?Drobe' Tgrobe

Pisich = Proteinléslichkeit der Probe [%)]

\2 = NaCl-Lésung Probe [ml]
Pusersiang= Proteingehalt im filtrierten Uberstand [mg/ml]
m = Einwaage Probe [mg]

Probe = Proteingehalt der Probe, berechnet auf Trockensubstanz [%]
TSprobe = Trockensubstanzgehalt der Probe [%]
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3.3.4 Bestimmung der Emulgiereigenschaften

o Emulsionsstabilitat

Die Emulsionsstabilitat wurde durch Zugabe einer definierten Menge Ol und
Wasser zu einer definierten Menge an Proteinprodukt bestimmt. Nach einem
festgelegten Mischvorgang wurde ein Teil der gebildeten Emulsion thermisch
belastet, anschlieBend gekuhlt und zentrifugiert. Der Anteil der nach dem
Zentrifugieren noch emulgierten Schicht am Gesamtvolumen wurde als
Emulsionsstabilitat in Prozent festgelegt.

Nach einem festgelegten Mischvorgang wurden aus Protein, Ol und
demineralisiertem Wasser in einem Konzentrationsverhaltnis von 1:10:10
Emulsionen hergestellt. 10 g Probe wurde mit einer Genauigkeit von 0,001 g ab-
gewogen. 100 ml Ol wurde in einen Laborreaktor (Typ LR-A 1000, IKA) gegeben,
das Rihrwerk eingeschaltet und die Probe in den Reaktor tberfihrt. Sofort
danach erfolgte die Zugabe von 100 ml demineralisiertem Wasser. Das Gemisch
wurde 5 min mit einem Ultra Turrax (T25 mit Dispergierwerkzeug S 25 KV - 25 F,
IKA) bei 11.000 min™" sowie mit dem Rihrwerk bei 200 min™ intensiv vermischt.
AnschlieBend wurden vier graduierte 35 ml Zentrifugenglaser (Fa. Nalge Nunc)
bis zur 30 ml Marke mit der Emulsion befillt. Zwei der Glaser wurden in einem
80 °C Wasserbad 30 min thermisch belastet und anschlieBend im Eisbad auf

5 °C abgekuinhlt. Alle Proben wurden fir 12 Stunden bei 5 °C im Kuhlschrank ge-
lagert. Die Proben wurden bei 20 °C und 4500*g fir 10 min zentrifugiert (Tisch-
kUhlzentrifuge Model 6K 15, Sigma Laborzentrifugen). Die nach der
Zentrifugation noch emulgierte Schicht wurde als MessgréBe fir die Emulsions-
stabilitat notiert. Die Emulsionsstabilitat wurde nach Gleichung 3-6 berechnet.

Gleichung 3-6
V
ES=—1-100
V,
ES = Emulsionsstabilitét
V, = emulgierte Schicht nach Zentrifugation [ml]
V, = Gesamtvolumen nach Zentrifugation [ml]
. Emulgierkapazitat

Die Emulgierkapazitit wurde durch kontinuierliche Zugabe von Ol zu einer O/W-
Emulsion bis zur Phaseninversion der Emulsion bestimmt. Die Phaseninversion
wurde detektiert durch einen abrupten Zusammenbruch der elektrischen Leit-
fahigkeit [Morr et al. 1973; Klhler u. Stine 1974].
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Eine Probe (1,0 g) wurde mit 99 g Leitungswasser vermischt. AnschlieBend
wurde die Suspension in ein Reaktor-System (Temperierbares Laborreaktor-
system, Typ LR-A 1000 mit Riihrwerk, IKA) tberfiihrt und bei 100 min™ geriihrt.
Nach Zugabe von 125 ml Ol (kommerzielles Mazola Maiskeimdl) wurde ein
Ultraturrax (T25 mit Dispergierwerkzeug S 25 KV - 25 F, IKA) mit 11.000 min
eingeschaltet. Uber einen Titrino (Typ 702M, Metrohm) wurde Ol weiter zudosiert.
Die Leitfahigkeit der Emulsion wurde Uber ein Leitfahigkeitsmessgerat (Typ LF
521, WTW) in uS gemessen. Mit Absinken der Leitfahigkeit kleiner 10 uS wurde
die Oltitration gestoppt. Die Emulgierkapazitat wurde nach Gleichung 3-7
berechnet.

Gleichung 3-7
eo= Vo
m,
EC = Emulgierkapazitat [ml/g]
Ve = Zugabe Ol [ml]

m = Einwaage Probe [g]
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3.4 Versuchsdurchfiuhrung

3.4.1 Durchfiihrung der Versuche zur Entfettung von geschaltem Raps
durch wassrig-alkoholische Extraktion

Die hier beschriebenen Versuche wurden im LabormaBstab (Abbildung 3-2) mit
einem doppelwandigen 2 | Glasreaktor und einer Becherzentrifuge durchgefthrt.

Der doppelwandige 2 | Glasreaktor wurde auf die gewlinschte Temperatur vorge-
heizt. Ebenfalls wurde das 2-Propanol-Wasser-Gemisch auf die entsprechende
Temperatur eingestellt. Fir die Versuche wurden 200 g Rapsmehl in dem

2 | Glasreaktor unter Rihren mit einer bestimmten Menge an 2-Propanol-Wasser-
Gemisch versetzt. Die Zusammensetzung des 2-Propanol-Wasser-Gemisches
sowie die Menge wurden dabei variiert und sind dem Kapitel ,Ergebnisse und
Diskussion® zu entnehmen. Fir eine zuséatzliche Nassvermahlung wurde das
Feststoff-FlUssigkeitsverhaltnis (s:l) auf 1:2 eingestellt und anschlieBend die noch
fehlende FlUssigkeitsmenge fir die eigentliche Extraktion zugegeben. Die Nass-
vermahlung wurde mit einem Ultra-Turrax (Typ T25 mit Dispergierwerkzeug S 25
KV - 25 F, IKA) fiir 6 Minuten bei 20.500 min™ durchgefiihrt. In einigen Versuchen
wurde der pH-Wert der Suspension auf einen definierten Wert eingestellt. Dazu
wurde entweder eine 10 %ige Salzsaure (HCI) oder eine 10 %ige Natronlauge
(NaOH) verwendet. Die geringe Verschiebung des Feststoff-Flissigkeits-
Verhéaltnisses wurde dabei vernachlassigt. Der pH-Wert wurde in den folgenden
Schritten nicht weiter (nach)reguliert. Zum Start der Extraktionszeit wurde der
Ruhrbehélter verschlossen und das Gemisch bei einer Umdrehungs-
geschwindigkeit von 250 min™ geriihrt. Die Rilhrzeit betrug dabei, sofern nicht
anders spezifiziert, 15 Minuten. Danach wurde das Gemisch unter Spulen mit
einer definierten Menge (maximal 50 ml) frischen 2-Propanol-Wasser-Gemisches
in 600 ml Zentrifugenbecher Gberflhrt und bei einer Zentrifugalbeschleunigung
von 5285 - g acht Minuten zentrifugiert (Tischkihlzentrifuge Model 6K 15, Sigma
Laborzentrifugen). Hierbei bildeten sich zumeist drei Phasen. Die beiden oberen
Phasen, die Olphase und das Lésungsmittel-Wasser-Gemisch mit den darin
gelésten Substanzen (nachfolgend Extrakt genannt), wurden durch Dekantieren
in 600 ml Zentrifugenbecher von der untersten Phase, dem Extraktionsriickstand,
getrennt. Hierbei bildeten die beiden Flissigkeiten eine Emulsion, welche durch
erneute Zentrifugation unter den oben angefihrten Bedingungen getrennt wurde.
AnschlieBend wurde das Extrakt mit einer Pipette abgezogen und die Masse
ermittelt. Der Extraktionsriickstand wurde mit der Menge der ermittelten Masse
Extrakt mit frischem 2-Propanol-Wasser-Gemisch in einem 2 | Glasreaktor
resuspendiert. AnschlieBend wurde wie nach der ersten Extraktionsstufe weiter-
verfahren. Nach dem Abziehen der Lésungsmittelphase wurde die in der zweiten
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Stufe abgetrennte Olphase gemeinsam mit derjenigen aus der ersten Stufe in ein
100 ml Zentrifugenglas Uberflhrt und acht Minuten bei 4700 - g zentrifugiert. Die
untere Phase wurde anschlieBend mit einer Pipette abgezogen und dem zweiten
Extrakt zugegeben. Es folgte die Ermittlung der feuchten Massen der Extrakte,
der Olphase sowie des Extraktionsriickstandes. Der Extraktionsriickstand wurde
anschlieBend gefriergetrocknet. Die Extraktphasen sowie die Olphase wurden in
verschraubbare GlasgefaBe lberfihrt. Die Olphase wurde unter Lichtausschluss

bei 5 °C gelagert.
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Abbildung 3-2: FlieBbild zum Verfahrensablauf der vereinfachten Versuche zur Optimierung der Entélung im LabormaBstab.
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3.4.2 Durchfiihrung der Versuche zur Herstellung von Proteinprodukten
aus geschaltem, Hexan entdltem Rapsmehl durch wassrig-
alkoholische Extraktion und Modifizierung ihrer funktionellen Eigen-
schaften

Entbltes Rapsmehl wurde mit einem 2-Propanol-Wasser-Gemisch (45 Gew.%) im
Verhaltnis 1:5 in einem doppelwandigen 2 | Glasreaktor gemischt und
anschlieBend mit einem Ankerriihrer bei 250 min™ 15 Minuten geriihrt. Danach
wurde die Suspension in 600 ml Zentrifugenbecher Uberfihrt und bei einer
Zentrifugalbeschleunigung von 5285 - g acht Minuten zentrifugiert (Tischkihl-
zentrifuge Model 6K 15, Sigma Laborzentrifugen). Der Uberstand wurde
dekantiert. Das Gewicht der Extraktphase (EM-Phase) sowie das Gewicht des
Extraktionsriickstandes (FS) wurden ermittelt. Der Extraktionsriickstand wurde
mit frischem 2-Propanol-Wasser-Gemisch resuspendiert. Die Menge an 2-
Propanol-Wasser-Gemisch ergab sich aus der ermittelten Menge an Extrakt-
phase. Der beschriebene Extraktionsschritt wurde insgesamt dreimal durchge-
fuhrt. Die Extraktphasen wurden in verschraubbare GlasgefaBe Uberfuhrt. Der
Extraktionsrickstand wurde mit demineralisiertem Wasser auf ein Feststoff-
Flussigkeitsverhaltnis von 1:9 verdinnt. Hierfir wurde vom Extraktionsrickstand
der Trockensubstanzgehalt mit einer Trocknungswaage (Typ MA 40, Satorius)
bestimmt. Die Suspension wurde 30 Minuten gerihrt. In einigen Versuchen
wurde der pH-Wert der Suspension wahrend dieser 30 Minuten auf einen
definierten Wert mit einer 1 mol/l Salzsaure (HCI) oder einer 1 mol/l Natronlauge
(NaOH) eingestellt (Typ Titrino 718, Metrom). Die geringe Verschiebung des
Feststoff-FlUssigkeits-Verhaltnisses wurde dabei vernachlassigt. Der pH-Wert
wurde in den folgenden Schritten nicht weiter (nach)reguliert. Bis hierher wurden
alle Rapssuspensionen gleich behandelt.

In verschiedenen Versuchen wurde die Suspension fir 10 Minuten bei einer
bestimmten Temperatur gerihrt. Hierflir wurde die Suspension mit Hilfe einer
Schlauchpumpe (Typ 313, Watson-Marlow) durch eine Heizschlange mit einem
Durchmesser von 5 mm und einer Lange von 290 cm in einen temperierten
doppelwandigen 2 | Glasreaktor gepumpt. Die Zeitmessung begann, nachdem
die Suspension vollstandig in den 2 | Glasreaktor Gberfihrt war.

In einigen Versuchen wurden die Rapssuspensionen homogenisiert. Hierfur
wurde die Suspension in den Einfllltrichter eines Homogenisators (LAB 100, APV
Gaulin) gegeben und fir 5, 10, 20, 30 Minuten bei 100, 150, 180 und 300 bar im
Kreislaufbetrieb behandelt. Eine Homogenisierzeit von 5 Minuten entspricht ca.
3,5 theoretischen Durchgangen durch die HD-Duse. Fir die weiteren Zeiten
ergeben sich somit folgende theoretische Durchgange: 7, 14, 21.



3 Material und Methoden 41

Nach der jeweiligen Behandlung der Rapssuspensionen wurden diese in ver-
schlieBbare Glasflaschen abgefillt und Gber Nacht bei 5 °C gelagert. Die
Trocknung der Rapssuspension wurde mit einem Sprihtrockner (Typ Mobile
Minor Unit, Niro, Danemark) durchgefiihrt. Es wurde eine auBenmischende Diise
mit einem Durchmesser von 1,0 mm verwendet. Die Eintrittstemperatur der
HeiBluft lag zwischen 170 °C und 180 °C und die Austrittstemperatur der Abluft
zwischen 70 °C und 75 °C.

3.4.3 Durchfiihrung der Versuche zur Herstellung von Proteinprodukten
durch wassrig-alkoholische Extraktion von Rapsmehl (Versuche im
halbtechnischen MaBstab)

Fiir die Versuche zur simultanen OI- und Proteingewinnung wurde geschéltes
und blanchiertes vollfettes Rapsmehl eingesetzt.

Das Rapsmehl wurde mit 45 %igem 2-Propanol in einem Feststoff-Flissigkeits-
verhéltnis 1:3 versetzt und 35 Minuten (10 Passagen) mit einer Zahnkolloidmuhle
(Typ MZ-50, Fryma Koruma) vermahlen. AnschlieBend wurde die Suspension
durch eine Heizschlange mit einem Durchmesser von 5 mm und einer Lange von
290 cm in einen auf 50 °C temperierten doppelwandigen 2 | Glasreaktor ge-
pumpt. Die Zuflhrung der Suspension in den Glasreaktor und die anschlieBende
Zuflhrung in einen Minidekanter (MZD 003 Lemitec) wurden so eingestellt, dass
sich flr die Suspension eine Extraktionszeit von 15 Minuten ergab. Die Trenn-
bedingungen im Dekanter wurden so eingestellt, dass der Oberlauf (Extrakiphase
und Olphase) maximal 5 % unlésliche Feststoffe (Extraktionsriickstand) enthielt.
Entsprechend wurde die Drehzahl der Trommel auf 10945 min™, die Differenz-
drehzahl auf 22 min™ festgelegt; bei gleichzeitig kleinem Massestrom (9 I/h)
sowie der Verwendung eines Uberlaufwehrs mit kleinem Innendurchmesser (36
mm). Die Extraktion und Phasentrennung wurde dreimal mit den beschriebenen
Bedingungen wiederholt.

Der Extraktionsriickstand nach der dritten Extraktion wurde mit demineralisiertem
Wasser auf ein Feststoff-FlUssigkeitsverhaltnis von 1:9 verdinnt. Hierfur wurde
vom Extraktionsrickstand der Trockensubstanzgehalt mit einer Trocknungs-
waage (Typ MA 40, Satorius) bestimmt. Die Suspension wurde 30 Minuten ge-
rahrt.

Bei einigen Versuchen wurde der pH-Wert der Suspension wahrend dieser
30 Minuten mit 1 mol/l Natronlauge (NaOH) auf pH 8,0 eingestellt (Titrino Typ
718, Metrom,). Die geringe Verschiebung des Feststoff-FlUssigkeits-
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Verhaltnisses wurde dabei vernachlassigt. Danach wurde die Suspension mit
einem Homogenisator bei 180 bar finf Minuten lang, das entspricht ca. 3,5
theoretischen Durchgangen durch die HD-Dlise, homogenisiert.

Nach der jeweiligen Behandlung der Rapssuspensionen wurden diese in ver-
schlieBbare Glasflaschen abgefillt und Gber Nacht bei 5 °C gelagert. Die
Trocknung der Rapssuspension wurde mit einem Sprihtrockner (Typ: Mobile
Minor Unit, Niro, Danemark) durchgefiihrt. Es wurde eine auBenmischende Dlse
mit einem Durchmesser von 1,0 mm verwendet. Die Eintrittstemperatur der
HeiBluft lag zwischen 170 °C und 180 °C und die Austrittstemperatur der Abluft
zwischen 70 °C und 75 °C.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Versuche zur Entfettung von geschaltem Raps durch wassrig-
alkoholische Extraktion

In der vorliegenden Arbeit wurde mit 2-Propanol als alkoholische Komponente
des Extraktionsmittels der Einfluss der Extraktionsparameter auf die Entfettung
vollfetten Rapsmehles untersucht. 2-Propanol wurde gewahlt, weil es im Gegen-
satz zu Ethanol nicht dem Branntweinsteuergesetz unterliegt und im Vergleich zu
n-Propanol oder langerkettigen Alkoholen einen niedrigeren Verdampfungspunkt
besitzt und damit mittels Destillation vergleichsweise kostenglnstig aufgearbeitet
werden kann.

Bei der Entdlung mit Wasser-Alkohol-Gemischen handelt es sich nicht um eine
Lésungsmittelextraktion im eigentlichen Sinne, weil das Ol sich nicht in Wasser-
Alkohol-Gemischen I8st. Die Separation des Oles aus dem Rapsmehl ist vielmehr
eine Verdrangungsextraktion aus offenen Zellen des Rapsmehles. Daher ist der
moglichst vollstandige Zellaufschluss eine wichtige Grundvoraussetzung fir eine
vollstandige Extraktion des Oles aus dem Rapsmehl, sie beglinstigt zugleich das
in L6ésung gehen unerwinschter Begleitstoffe.

Methoden zur Ermittlung des Anteils offener Zellen sind in Arbeiten von Wéasche
und Schneider beschrieben [Schneider u. Riutte 1991, Wasche 2001]. Schneider
ermittelte fir Rapsmehle der Partikelfraktion 0,80 mm bis 1,25 mm 2,7 offene
Zellschichten pro Partikel [Schneider u. Ritte 1991]. Das Verhaltnis gedffneter
Zellen zur Gesamtzellenzahl ist somit gleich dem Verhaltnis des Randzonen-
volumens offener Zellen zum Volumen des Partikels. Der Anteil offener Zellen
(Zo) korreliert mit dem Anteil freien Oles, der in einer Verdrangungsextraktion
separiert werden kann. Unter Einbeziehung der PartikelgréBenverteilung ergibt
sich nach Gleichung 4-1 flr die von Schneider untersuchten Rapsmehle ein
Anteil offener Zellen von 33 %. Da im Rahmen der eigenen Arbeit prallgeschélte
Rapsmehle mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 250 um eingesetzt
wurden, konnte der Anteil an gebffeten Zellen nach Gleichung 4-1 unter Berlck-
sichtigung des Zelldurchmessers flir Rapszellen (24 um) berechnet werden
(Tabelle 4-1). Er betrug 76 %.
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Gleichung 4-1:

-d

(l— 1-2:% )3j D(d;)

R.

Zog =) Lo = ’ Y%
oG Z 0G,i 100

Zog = Anteil gedffneter Zellen in Prozent
B = Offene Zellschichten (hier 2,7) [Schneider 1991]
dg = Gleichwertiger Zellendurchmesser fiir Rapszellen (hier 24um) [Wé&sche 2001]
R; = Mittlerer Partikelradius der Kornklasse
D(d) = Anteil der Kornklasse bezogen auf die Gesamtmasse an Rapsmehl
Zog; = Anteil gedffneter Zellen in Prozent in der Kornklasse

Tabelle 4-1: Berechnung der offenen Zellen in einem Rapsmehl zur Abschéatzung des frei

vorliegenden Oles

Rapsmehl:
Trocken vermahlen "
Vol.-anteil® | Offene Zellen®
PartikelgroBe (Zoa)
[um] [%] [%]
90 37 37
200 8 8
300 10 8
470 20 12
650 18 9
900 7 3
Summe offene Zellen? 76

1) 10 s. 7000 min” (Fa. Retsch. Tvp Grindomix GM200)

2) PartikelgroBenverteilung Gber Volumenverteilung mit Masersizer S ermittelt.

3) Berechnet mit § = 2,7 [Schneider 1991], d, = 24um [W&sche 2002]

4) Max. auswaschbarer Anteil an Ol mit 2-Propanol-Wasser-Gemisch. Berechnung der offenen
Zellen in einem Rapsmehl nach Gleichung 5-1 zur Bestimmung des frei vorliegenden Oles,
welches in einer wassrig-alkoholischen Verdrangungsextraktion separiert werden kann
(theoretische Olausbeute).

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Rapsmehle waren in der Partikel-
gréBenverteilung deutlich kleiner als das von Schneider untersuchte Mehl. Man
konnte daher nicht davon ausgehen, dass die von Schneider ermittelten 2,7
offenen Zellschichten pro Partikel auch in Mehlen mit kleineren Partikeln
zutreffen. Daher wurde der Zellaufschlussgrad Zog auch mit einer anderen
Methode durch Extrapolation aus dem Restfettgehalt als Funktion der
Extraktionszeit in Anlehnung an Schneider [Schneider u. Ratte 1991] ermittelt.
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In Abbildung 4-1 ist auf der Ordinate der Anteil der Beladung an Ol in Gramm pro
Gramm Schrot zum Zeitpunkt t fir ein prallgeschéltes Rapsmehl dargestellt. Zu
Beginn der Extraktion wird insbesondere das Ol aus offenen Zellen aus den
Randzonen der Rapsmehlpartikel extrahiert. Dann folgt der Abschnitt, in dem sich
die Extraktion des Oles aus den offenen Zellen der Randzonen und die Diffusion
aus intakten Zellen Uberlagert. Nach knapp drei Stunden bestimmt ausschlieBlich
die Diffusion den Stofflbergangsprozess. Die Verlangerung der Tangente an den
Abschnitt der Diffusion bis zur Zeit t = 0 liefert den Wert der verschlossenen
Zellen Zov [Schneider u. Ratte 1991].

Flr das hier dargestellte Rapsmehl ergibt sich nach Abbildung 4-1 ein Anteil von
27 % verschlossenen Zellen bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,93.
Daraus ergibt sich ein Anteil offener Zellen und damit der maximal separierbare
Olanteil nach dieser Methode von 73 %. Dieser Wert stimmt relativ gut mit dem
rechnerischen Wert aus Tabelle 4-1 von 76 % Uberein.

1,00
= Rapsmehl

d50=250 pm

Zoy=0,27

/

= R?-0,9354

Restolgehalt [g Ol/g Rapsmehl TS]
o
=

0,01 T T T T

0 5 10 15 20 25
Z og= Anteil offener Zellen = 1-Zgy * 100% Zeit [h]

Abbildung 4-1: Perkolationsextraktion von Rapsmehl mit Hexan zur Ermittlung des Zellauf-
schlussgrades nach Schneider u. Ritte (1991): Darstellung des Restdlgehaltes in

Abhangigkeit von der Extraktionszeit.
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Es wurde angenommen, dass dieser Anteil offener Zellen ein homogenes Aliquot
der geschalten Rapskdrner darstellt. Um den Einfluss verschiedener Parameter
auf die Olseparierung aufzeigen zu kénnen, war es daher nicht notwendig, einen
vollstandigen Zellaufschluss herbeizufihren. Um den Versuchsumfang zu
begrenzen, wurden mit diesem unvollstdndig aufgeschlossenen Mehl
verschiedene Einflussfaktoren untersucht, welche die Separation des Oles beein-
flussen. In den folgenden durchgefilhrten Versuchen konnten somit max. 76 % Ol
als klare Olphase separiert werden.

4.1.1 Einfluss der Alkoholkonzentration

In den intakten Zellen der Rapskérner ist das Speicherdl als kleine Oltrépfchen
eingelagert, welche jeweils durch eine Oleosinmembran vom Zellplasma getrennt
sind (vgl. Kapitel 2.1.1) [Ponne et al. 1996; Murphy 1993a]. Mit Wasser-Alkohol-
Gemischen wird dieser Zellinhalt aus den offenen Zellen des Rapsmehles
verdrangt. Zusatzlich soll durch die alkoholische Komponente im Extraktionsmittel
die Oleosinmembran der Oltrépfchen aufgebrochen werden. Mégliche
Wechselwirkungen des frei gewordenen Oles mit anderen Inhaltsstoffen, die das
Ol binden und und dadurch eine Separation als klare Olphase verhindern, sollen
vermieden werden.

Aus Untersuchungen von Meuser et al. war bekannt, dass bei der Entélung von
Soja mit wassrig-alkoholischen Extraktionsmitteln klare Olphasen ohne Emulsion
zwischen Ol und Extraktionsmittel mit 2-Propanolkonzentrationen zwischen 25 %
und 45 % separiert werden konnten. Durch Eingrenzung der Versuchspunkte
konnte ein Optimum fiir die Olseparierung in einem Konzentrationsbereich
zwischen 31 bis 38 % ermittelt werden [Meuser et al. 2002].

In einer ersten Versuchsreihe wurde daher der Einfluss der 2-Propanol-
konzentration auf die Entfettung eines Rapsmehles untersucht. Dabei sollte der
Konzentrationsbereich ermittelt werden, in welchem keine Emulsion zwischen
klarer Olphase und Extraktionsmittelphase ausgebildet wird. Weiterhin sollte die
2-Propanol-Konzentration ermittelt werden, bei welcher unter den hier
verwendeten Versuchseinstellungen der gréBte Anteil an klarer Olphase separiert
werden konnte. Dazu wurde ein prallgeschéaltes Rapsmehl in einem Feststoff-
Flussigkeits-Verhéltnis (s:I-Verhaltnis) von 1:3 mit 2-Propanol-Wasser-
Gemischen, deren 2-Propanol-Konzentration zwischen 35% und 55% betrug,
verarbeitet.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Meuser et al. mit Sojamehl wurde in den
hier dargestellten Versuchen mit Rapsmehl festgestellt, dass mit Konzentrationen
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von 35 % bis 42,5 % 2-Propanol zwischen der Olschicht und der Extraktphase
eine Emulsionsschicht erhalten wurde. Bei einer Konzentration von 45 %
2-Propanol konnte eine klare Olphase separiert werden (Abbildung 4-2). Bei einer
Konzentration von 55 % 2-Propanol war die Dichte des Alkohol-Wasser-
Gemisches mit 0,90 g/cm® mit der Dichte von Rapsél (~0,90 g/cm?®) gleich, so

dass das Ol durch Zentrifugation nicht mehr vom Extraktionsmittel getrennt
werden konnte.
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Abbildung 4-2: Einfluss der 2-Propanol-Konzentration auf den separierten Olanteil.

Die Ausbildung von Emulsionsphasen zwischen Ol- und Extraktphase bei
Alkoholkonzentrationen von 35 % bis 42,5 % lieB vermuten, dass diese Alkohol-
konzentrationen die Wechselwirkungen der Saatinhaltsstoffe, welche eine
Emulsion stabilisieren, nicht unterbinden konnten. Vielmehr wurde angenommen,
dass ein mdglicher Grund fiir das Ausbleiben einer Emulsionsschicht zwischen
Ol- und Extraktphase bei einer 45 %igen 2-Propanolkonzentration die Dichte der
Phasen war. Da sich die Emulsion bei geringeren Alkoholkonzentrationen
zwischen Olphase und Extraktionsmittel ausbildete, lag die Dichte der Emulsion
zwischen der Dichte des Oles (~0,90 g/cm®) und der Extraktionsmittelphase. Mit
steigendem Alkoholgehalt von 35 % auf 45 % im Extraktionsmittel sank die
Dichte von 0,94 g/cm® auf 0,92 g/cm®. Mit abnehmender Dichte der Extraktions-
mittelphase sank die Emulsion unter die Extraktionsmittelphase und wurde mit
dem Extraktionsriickstand zusammen abgetrennt. Zur Bestéatigung dieser Ver-
mutung wurde der Extraktionsriickstand einer wassrig-alkoholischen Extraktion
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mit 45 %igem 2-Propanol genauer untersucht. Der Extraktionsriickstand wurde in
Zentrifugenbechern durch Dekantieren des Extraktionsmittels und der Olphase
gewonnen. Eine Probe aus der oberen Schicht sowie aus der Mitte des
Extraktionsrickstandes wurde gefriergetrocknet und hinsichtlich ihres
Fettgehaltes analysiert. Die obere Extraktionsmittelschicht, welche aus der
Emulsionsschicht bestehen sollte, hatte einen Fettgehalt von 70 % berechnet auf
Trockensubstanz. Die Probe aus der Mitte des Extraktionsriickstandes hatte
hingegen nur einen Fettgehalt von 40 % berechnet auf Trockensubstanz. Diese
Werte bestatigen die Vermutung, dass die Emulsion, aufgrund der geringer
werdenden Dichte des Extraktionsmittels durch steigende Alkoholkonzentra-
tionen, mit dem Extraktionsriickstand zusammen abgetrennt wurde.

Far vollfettes Rapsmehl konnte eine Optimierung der Alkoholkonzentration, wie
sie von Meuser et al. [Meuser et al. 2002] fiir vollfettes Sojamehl beschrieben
wurde, nicht durchgefiihrt werden. Eine mdgliche Ursache fiir die unzureichende
Unterdriickung einer Emulsion kénnte eine, im Vergleich zu Soja, andere
Proteinzusammensetzung sein. Im Gegensatz zu Soja, wo 90 % des Speicher-
proteins Globuline (12 S) sind [Belitz et al. 1992], hat Raps zwei Hauptprotein-
fraktionen. Das Speicherprotein besteht bei Raps aus ca. 50 % Albumin (2 S,
Napin) und 50 % Globulin (12 S, Cruziferin) [Malabat et al. 2003]. Aufgrund der
Struktur des Rapsalbumins ist dieses Protein anders als das 12 S-Globulin
gegenuber strukturellen Veranderungen, wie zum Beispiel der Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen und der damit veranderten rdumlichen Struktur
der Proteine, relativ stabil [Schwenke et al. 1989, Wéasche 2001]. Durch
Disulfidbriicken ist das 12 kDa bis 17kDa groBe 2 S Protein relativ starr und
aufgrund eines ausgepragten hydrophilen und hydrophoben Bereichs ist Raps-
albumin schnell in der Lage sich an Grenzflachen zwischen Ol und Extraktions-
mittel auszurichten und Emulsionen auszubilden. Als isoliertes Protein zeigt das 2
S-Protein nur geringe Emulgiereigenschaften [Schwenke 1994]. In den folgenden
Versuchen wurde daher untersucht, welche Einflussfaktoren die Separation des
Oles und damit den Fettanteil im Extraktionsriickstand beeinflussen.

Der Versuch mit einer klaren Olphase wurde hinsichtlich der Stoffstréme
Trockensubstanz, Fett und Protein bilanziert, da mit der wassrig-alkoholischen
Extraktion simultan ein Ol- und Proteinprodukt gewonnen werden sollte.
Hierdurch sollte ermittelt werden, ob der Gberwiegende Masseanteil an Protein im
Extraktionsriickstand verbleibt. Dazu wurde ein prallgeschéaltes Rapsmehl in
einem Feststoff-FlUssigkeits-Verhaltnis (s:I-Verhéltnis) von 1:3 mit einer 45 %igen
2-Propanol-Konzentration verarbeitet. Insgesamt wurden mit diesen
Einstellungen fanf Extraktionversuche durchgefthrt, wobei sich die Einzel-
bestimmungen Uber acht Monate verteilten. Hierdurch war es méglich, Anhalts-
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punkte bezlglich der Reproduzierbarkeit zu erhalten, und eine durch die
Lagerung der Mehle bedingte Veranderung hinsichtlich der Entfettbarkeit
erkennen zu kénnen.

Die Messergebnisse der Einzelversuche zeigten keinen Einfluss durch die
Lagerung oder Herstellung der Mehle auf. Annahernd 100 % der mit dem
Rohstoff in den Prozess eingegangenen Trockensubstanz und Fett wurden in
den Fraktionen wiedergefunden (Tabelle 4-2). Flr die Proteinbilanz ergab sich
eine Wiederfindung von durchschnittlich 91 % im Extraktionsriickstand. Allerdings
verblieb mit 62 % auch der Gberwiegende Teil an Fett im Extraktionsriickstand.
Durch den hohen Fettanteil im Extraktionsriickstand ergab sich mit 27 % ein sehr
geringer Proteingehalt. Fir den Einsatz des Extraktionsriickstandes als Protein-
produkt in Lebensmitteln wird aber mindestens ein Proteingehalt von 50 % ange-
strebt. Dies entspricht dem Proteingehalt von entdlen Sojamehlen, welche als
Proteinprodukt in Lebensmitteln eingesetzt werden.

Ausgehend von einem Proteingehalt von ca. 20 % im eingesetzten Rapsmehl
ergibt sich im Extraktionsriickstand unter der Voraussetzung einer vollstdndigen
Olabtrennung ein Proteingehalt oberhalb 50 %. Dieser theoretische Wert
berechnet sich aus einem durchschnittlichen Fettgehalt im hier eingesetzten ge-
schalten Rapsmehl von 53 %. Mit dem Extraktionsmittel wurden ca. 12 %
Trockensubstanz aus dem Extraktionsriickstand gewaschen. Bei einer voll-
standigen Entdlung verbleiben demnach (100 % Rapsmehl - 53 % Fett -

12 % TS =) 35 % Trockensubstanz im Extraktionsrickstand. Dieser Extraktions-
rickstand enthalt 90 % der eingesetzten Gesamtmasse an Protein.

Tabelle 4-2: Bilanzierung von Trockenmasse, Protein und Fett in den Fraktionen

Masseverteilung [%]"
Fraktion TS Protein Fett
Extraktionsriickstand | 67+1,12 | 91+19? | 62+2,0?
Extraktphase 12 +1 ’23) Nicht ermittelt | Nicht ermittelt
élphase 20 + 0,62) Nichtermittelt | 3@ + 1,22)
Summe 99 £05 91+14 | 98+2/1
1) Bezogen auf die im eingesetzten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an IS, Protein bzw. Fett

2) Flnffachbestimmung
3) Doppelbestimmung

4.1.2 Einfluss des Schalengehaltes im Rapsmehl

Die Rapssamenschale macht ca. einsechtel des Samengewichtes aus [Cramer
1989, Shahidi u. Naczk 1990, Wasche 2001]. Sie sollte vor der Konzentrierung
der Samenproteine beseitigt werden, da die Schalen sehr reich an Rohfaser sind
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und die hohen Gehalte an phenolischen Substanzen die Farbe der Protein-
produkte ungunstig beeinflussen (vgl. Kapitel 2.4).

Der Fettgehalt in den Schalen ist mit ca. 14 % im Vergleich mit dem des im Kern-
Fruchtfleisch (50 %) enthaltenen gering. Aufgrund des niedrigen Fettgehaltes
bestand die Mdglichkeit, dass ein Anteil des extrahierten Fettes nicht als klare
Olphase separiert wird, sondern von den Schalen gebunden wird. Um zu priifen,
ob das Fett als klare Olphase separiert werden kann oder an die Schalen
gebunden im Extraktionsrtckstand verbleibt, wurden Versuche mit Rapsmehlen
unterschiedlicher Schalengehalte durchgefihrt.

2. Sichtung

1. Sichtung

3. Sichtung Prallschilung

12,5% Gebrochene, 100 %
ungeschilte
Rapskarner

Abbildung 4-3: Schalenanteil verschieden hergestellter Rapsmehle.

In Abbildung 4-3 ist Rapsbruch nach verschiedenen Schélstufen im Vergleich mit
definiert gemischten Schalenanteilen im Rapsbruch gegenlbergestellt. Der
Schalenanteil im Rapsmehl wurde im optischen Vergleich ermittelt. Fir
gebrochene, ungeschalte Rapskdrner wurde einen Schalenanteil von 12 % bis
15 % ermittelt. Alle Schalungen haben eine deutliche Reduzierung des Schalen-
anteils bewirkt. Durch optische Beurteilung wurde fir Schalraps, hergestellt nach
dem Schneider-Verfahren [Schneider 1978], nach der ersten Sichtung ein
Schalenanteil von ca. 7,5 % ermittelt. Mit weiteren Sichtungsstufen nahm der
Schalenanteil nach der zweiten Sichtung auf ca. 2 % bis 3 % ab, beziehungs-
weise auf ca. 1 % nach der dritten Sichtungsstufe. Durch eine Prallschalung

[De Man u. Stanley 1974] stellte sich ein Schalengehalt im Rapsbruch von ca.

6 % ein. Mit diesen Rapsmehlen wurde in der folgenden Versuchsreihe der
Einfluss des Schalengehaltes im Rapsmehl auf die Separierbarkeit des Oles mit
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einer wassrig-alkoholischen Verdrangungsextraktion untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4-4 dargestellt.

50

45

40 -
<
& Dsp=200pm T
2 I |
53 1 — — n
o]
g D50=250um Dsp=215um D5o=250um
(7]
30 -
D50=330pum
25 -
20 ‘ ‘ ‘ :
Ungeschilt 1. Sichtung 2. Sichtung 3. Sichtung Prallschélung

1) Bezogen auf die im verarbeiteten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an Ol

Abbildung 4-4: Einfluss der Schilung der Rapsmehle auf die Separierbarkeit des Oles.

Aus Abbildung 4-4 geht hervor, dass mit abnehmendem Schalenanteil im Raps-
mehl der separierbare Olanteil von 30,0 % im ungeschélten Rapsmehl auf 40,5 %
im Rapsmehl dritter Sichtung ansteigt. Diese Ergebnisse bestatigen die
Vermutung, dass die Schalen freies Ol binden. Allerdings waren die Partikel-
gréBenverteilungen der hergestellten Mehle trotz gleicher Herstellungsparameter
unterschiedlich. Die ermittelten Dso-Werte der eingesetzten Mehle nahmen mit
abnehmendem Schalenanteil im Mehl von 330 um auf 200 um ab. Vergleicht
man allerdings das Rapsmehl erster Sichtung mit dem Rapsmehl zweiter
Sichtung, die mit 250 um und 215 pum unterschiedliche PartikelgréBen aufweisen,
kann festgestellt werden, dass die PartikelgroBe keinen Einfluss auf die Olaus-
beute hat. Aus beiden Rapsmehlen konnte trotz unterschiedlicher PartikelgréBen
gleich viel Ol separiert werden. Um den Einfluss der Schalen genauer bewerten
zu kdnnen, wurde der Anteil offener Zellen der Rapsmehle und damit der
maximal separierbare Olanteil nach Gleichung 6-1 berechnet. Die theoretischen
maximal separierbaren Olanteile betrugen fiir das ungeschalte Rapsmehl 72 %
und flir das Rapsmehl aus dritter Sichtung 82 %. Die in den Versuchen
erhaltenen separierten Olmassen wurden in einer neuen Rechnung nicht auf den
Gesamtfettanteil im eingesetzten Mehl bezogen, sondern auf den Anteil offener
Zellen und somit auf den tatsachlich maximal separierbaren Olanteil. Hierdurch
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erhdhte sich der separierte Olanteil bei ungeschaltem Rapsmehl von den in
Abbildung 4-4 dargestellten knapp 31 % auf 43 %. Aus dem Rapsmehl der dritten
Sichtung ergab sich nach dieser Berechnung ein separierter Olanteil von 49 %.
Die Differenz des separierten Olanteiles zwischen dem ungeschélten Mehl und
dem Mehl aus dritter Sichtung betragt also lediglich 6 %-Punkte bezogen auf frei
separierbares Ol. Ohne Beriicksichtigung des Anteils offener Zellen betrug die
Differenz ca. 10 %-Punkte. Die Schéalung der Rapskérner vor der wassrig-
alkoholischen Extraktion reduzierte die Bindung freien Fettes an Zellbestandteile
und es konnte ein um bis zu 6 %-Punkte erhdhter Anteil Ol in Abhangigkeit des
Schalenreduktion separiert werden. Die folgenden Versuche wurden mit prallge-
schélten Rapsmehlen durchgefihrt.

4.1.3 Einfluss der Extraktionszeit

Die Abhangigkeit der Parameter Zeit, Temperatur und Feuchte (Wasser) auf die
Proteinstrukturen ist von verschiedenen Autoren beschrieben worden [Becker
1971, Cheftel et al. 1992, Wasche 2001, Westphal et al. 2003]. In Abhangigkeit
dieser Parameter kann es zu einer Destabilisierung der Sekundér- und
Tertiarstruktur kommen, so dass die Proteine denaturieren. Pflanzliche Proteine
werden auch von organischen Lésungsmitteln in Abhangigkeit der oben
genannten Parameter denaturiert.

Im Hinblick auf die Gewinnung funktioneller Proteinprodukte aus Raps sollte die
Proteindenaturierung so gering wie méglich gehalten werden. Allerdings ist eine
Denaturierung der Proteine nicht zu vermeiden, da das Wasser-Alkohol-Gemisch
die Proteinstrukturen der Oleosomenmembran aufbrechen soll, um das Ol als
klare Olphase abtrennen zu kénnen. Weiterhin soll eine erneute Emulsions-
bildung, welche durch Speicherproteine verursacht werden kann, vermieden
werden. Eine zeitliche Abfolge dieser Mechanismen unter Verwendung wassrig-
alkoholischer Gemische war nicht bekannt. Rosenthal et al. [Rosenthal et al.
1998] untersuchten den Einfluss der Zeit bei einer wassrigen Extraktion von Fett
aus Soja. Dabei wurde unter anderem die Extraktionszeit von 5 bis 20 Minuten
variiert. Bereits nach 10 Minuten konnte der extrahierte Olanteil durch verlangerte
Extraktionszeiten nicht weiter gesteigert werden.

Aufgrund eines mit ca. 50 % deutlich héheren Fettgehaltes von Rapskdrnern
gegenlber Soja konnte davon ausgegangen werden, dass bei der trockenen
Vermahlung nicht nur die Rapszellen aufgebrochen werden, sondern auch ein
Teil der Oleosomen. Das freigesetzte Ol der zerstérten Oleosomen haftet an den
Zellwandbestandteilen. Es wurde vermutet, dass dieses freie Ol durch das
Wasser-Alkohol-Gemisch in Abh&ngigkeit von der Extraktionszeit gelést wird und
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abgetrennt werden kann. Die verbliebenen intakten Oleosomen sollten durch das
Wasser-Alkohol-Gemisch aufgebrochen werden. Hierbei ergab sich die
Schwierigkeit, dass der Zustand der Oleosomen zu einem beliebigen Zeitpunkt
nur Gber den separierbaren Olanteil indirekt bestimmt werden konnte. Mit diesen
Versuchen sollte ein grobes Screening der Extraktionszeiten klaren, ob die
Extraktionszeit einen signifikanten Einfluss auf die Olausbeute hat.

Far die Versuche wurde die Extraktionszeit von 15 Minuten auf 60 Minuten bzw.
21,5 Stunden verlangert. Die Ergebnisse sind Tabelle 4-3 zu entnehmen. Es
stellte sich heraus, dass der separierbare Olanteil bei 15-minditiger sowie 60-
mindtiger Extraktionszeit mit 36 % und 35 %, unter Einbeziehung der
Schwankungsbereite des Fehlers, gleich war. Diese Ergebnisse bestétigen die
Untersuchungen von Rosenthal et al. [Rosenthal et al. 1998]. Durch eine
verlangerte Extraktionszeit auf 21,5 Stunden wurde der separierbare Olanteil auf
32 % reduziert. Gleichzeitig nahm der Anteil verdampfbarer Masse im
Extraktionsriickstand zu. Der reduzierte separierte Olanteil kann mit einer
Quellung von Proteinen und Fasern erklart werden. Die Struktur der Inhaltsstoffe
andert sich und freies Fett sowie Extraktionsmittel kbnnen in die aufgequollene
Matrix der Proteine und Fasern eindringen und zum Beispiel Gber hydrophile oder
hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert werden. Dieses gebundene
Extraktionsmittel oder Fett kann durch Zentrifugation nicht mehr separiert
werden. FUr die folgenden Versuche wurde die Extraktionszeit auf 15 Minuten
beschrankt.

Tabelle 4-3: Einfluss der Extraktionszeit auf den separierten Olanteil des Rapsmehles, den
verbleibenden Masseanteil an Trockensubstanz im Extraktionsriickstand sowie dessen
Inhaltsstoffzusammensetzung

Inhaltsstoffgehalt Separierter | Anteil Extr.-Rulckst.
Extraktionsriickstand [%] Olanteil [%]”| an Gesamt-TS [%]°
Extraktionszeit VA" Fett? | Protein®
15 min® 45+0,8 | 52+09 | 27£0,6 | 36+1,2 67 0,9
60 min® 46+0,3 | 53+02 | 27+0,0 | 35+0,1 67 £0,6
21,5h° 47+03 | 53+0,4 | 27+0,1 | 32+1,1 69 +0,5

1) Verdampfbarer Masseanteil im feuchten Extraktionsriickstand

) Bezogen auf die Trockensubstanz

) Bezogen auf die im verarbeiteten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an Ol/Trockensubstanz
) Funffachbestimmung

)

2
3
4
5) Doppelbestimmung
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4.1.4 Einfluss des Feststoff-Fllissigkeits-Verhaltnisses

Rosenthal et al. [Rosenthal et al. 1998] haben Versuche zur wéssrigen Ent6lung
von Sojabohnen durchgefiihrt. Hinsichtlich der Olseparation durch die wéssrige
Verdrangungsextraktion mit unterschiedlichen Feststoff-Fllissigkeits-
Verhaltnissen (s-l-Verhaltnis) von 1:6 bis 1:25 wurde von Rosenthal et al. keine
gesteigerte Olseparation festgestellt. Im Gegensatz dazu nahm der Anteil an im
Extraktionsmittel 16slichen Substanzen mit geringeren Verhéltnissen zu. Dieses
Ergebnis entspricht der Kinetik fir I16sungsmittelselektive Extraktionsverfahren.
Die Stagnation der Olseparation zeigt, dass die Kinetik einer Lésungsmittel-
extraktion nicht auf wassrige Verdrangungsextraktionen Ubertragen werden kann.

Die Ergebnisse in Kapitel 4.1 zeigen, dass die Separation einer klaren Olphase
nur durch eine durch Dichteveranderung verursachte Verschiebung der Emulsion
auf den Extraktionsriickstand zustande gekommen ist. Es war zu vermuten, dass
sich mit anderen s-I-Verhéltnissen als 1:3 andere Wechselwirkungen zwischen Ol
und Saatinhaltsstoffen ausbilden wiirden, so dass méglicherweise mehr Ol als
klare Olphase separiert werden kann. Denkbar wére, dass die Ausbildung einer
neuen Emulsion durch die Speicherproteine aufgrund gréBerer Extraktions-
mittelmengen eine geringere Stabilitat haben kdnnte. Diese Emulsion kénnte im
Zentrifugalfeld leichter brechen und die Olseparation steigern.

In Tabelle 4-4 ist eine Versuchsreihe dargestellt, in der das Verhéltnis zwischen
Rapsmehl und Extraktionsmittel im Bereich zwischen 1:2 bis 1:5 variiert wurde.
Aus dieser kann enthommen werden, dass eine Erhdhung des s:l-Verhaltnisses
von 1:3 auf 1:2 zu einer Verringerung des separierten Olanteiles um 6 %-Punkten
auf 30 % separierbaren Olanteil filhrt. Das Versuchsergebnis kann auf die hohe
Viskositat aufgrund des geringen FlUssigkeitsanteiles zurlckgefuhrt werden.
Aufgrund des geringen Fliissigkeitsanteiles liegt das freie Ol nicht als frei
suspendiertes Ol in der Fliissigkeit vor, sondern haftet vermehrt als Film auf Zell-
wandbestandteilen. Weiterhin kénnte eine Ursache fur diese deutlich geringere
Olausbeute eine mangelnde Freisetzung der Oleosomen aus den offenen Zellen
sein. Aufgrund des geringen FlUssigkeitsanteiles bei einem s:I-Verhaltnis von 1:2
stellte sich keine leicht flieBende Suspension ein, sondern ein viskoser Brei aus
Rapsmehl und etwas Flissigkeit. Wahrend der Extraktion konnte die FlUssigkeit
nur begrenzt in die offenen Zellen eindringen und die Zellinhaltsstoffe heraus-
waschen, so dass das Ol nicht als Olphase separiert werden konnte.
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Tabelle 4-4: Einfluss des Feststoff-Extraktionsmittel-Verhéltnisses auf den separierten
Olanteil des Rapsmehles, den verbleibenden Masseanteil an Trockensubstanz im
Extraktionsriickstand sowie dessen Inhaltsstoffzusammensetzung

Inhaltsstoffgehalt Separierter |Anteil Extr.-Rickst. an
Mischungsverhaltnis” Extraktionsriickstand [%] Olanteil [%]Y| Gesamt-TS [%]¥
(sil) VA? Fett® Protein®
1:25 44+0,1 | 53+0,0 | 26+0,5 30+0,0 70+£0,9
1:39 45+0,8 | 52+1,0 | 27+0,8 36+1,2 67 +0,9
1:5% 47+14 | 54+15 | 27£0,3 34+04 70+£1,8

1) Anteile Feststoff zu Anteilen Alkohol-Wasser-Gemisch (s:l)

2) Verdampfbarer Masseanteil im feuchten Extraktionsrickstand

3) Bezogen auf die Trockensubstanz

4) Bezogen auf die im verarbeiteten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an Ol/Trockensubstanz
5) Doppelbestimmung

6) Funffachbestimmung

Eine Verminderung des s:I-Verhaltnisses von 1:3 auf 1:5 reduzierte den
separierten Olanteil von 36 % auf 34 % nur gering. Eine gesteigerte Olausbeute,
wie eingangs vermutet, wurde nicht erreicht. Eine mdgliche Ursache hierfir kann
der erhéhte Anteil I6slicher Substanzen im Extraktionsmittel sein. Durch einen
erhdéhten Anteil an gelésten Erdalkali kdnnten die Wechselwirkungen zwischen
Phytinsdure und Protein verstarkt werden, sodass eine gesteigerte Emulsions-
stabilisierung eintritt. Hierdurch wird der separierbare Olanteil verringert.

4.1.5 Einfluss der Temperatur

In dieser Versuchsreihe wurde geprtft, in wie weit eine Erh6hung der Extraktions-
temperatur einen Einfluss auf die Separierbarkeit des Oles hat. Hierzu wurden
Versuche mit einer 2-Propanol-Konzentration von 45 % bei Raumtemperatur,

30 °C, 40 °C, 50 °C und 60 °C mit blanchierten und unblanchierten Rapsmehlen
durchgefihrt. Das Feststoff-Flissigkeitsverhaltnis (s:l) zwischen Rapsmehl und
Extraktionsmittel betrug 1:3. In Abbildung 4-5 ist der separierte Olanteil bei
unterschiedlichen Extraktionstemperaturen dargestellt.

Im Gegensatz zu den Versuchen, in denen die Extraktionszeit oder das s-I-
Verhaltnis variiert wurden, wodurch keine Erhdhung des separierten Olanteils
erzielt werden konnte, konnte der separierte Olanteil durch eine Erhéhung der
Temperatur deutlich von 36 auf 43 % gesteigert werden. Dies kann durch die
Abnahme der Viskositat des Oles erklart werden. Durch eine Temperatur-
erhéhung von 30 °C auf 50 °C verringert sich die Viskositat von 46,5 Pas auf
22,5 Pas [Rass u. Schneider 1997]. Das Ol kann aufgrund der geringeren
Viskositat leichter koaleszieren und als klare Olphase abgetrennt werden. Die
Sedimentationsgeschwindigkeit der koaleszierten Oltrdpfchen steigt durch eine
Verdopplung der TrépfchengréBe von nativ vorliegenden 0,5 um bis 1,5 pm
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groBen Oltrdpfchen auf 5 pm bis 10 um groBen Oltropfen um ca. 2 bis 3 Zehner-
potenzen [Belitz et al. 1992]. Die Masse an separiertem Ol nimmt zu. Zusatzlich
steigt durch die erhéhte Temperatur wahrend der Extraktion mit 45 %igem 2-
Propanol die Proteindenaturierung. Dieses Ergebnis bestatigen Untersuchungen
von Fukushima (vgl. Kapitel 2.3) [Fukushima 1969]. Proteine, welche sich schnell
an Grenzflachen zwischen hydrophoben und hydrophilen Phasen ausrichten und
Emulsionen ausbilden kénnen, verandern ihre Struktur, denaturieren, und
zusammen mit einer geringeren Olviskositat bei héheren Temperaturen kann das
Ol leichter koaleszieren und anschlieBend als klare Olphase abgetrennt werden.
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1) bezogen auf die im verarbeiteten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an Ol

Abbildung 4-5: Einfluss einer hydrothermischen Vorbehandlung (Blanchierung) des
geschilten Rapsbruches und der Extraktionstemperatur auf den separierten Olanteil des

eingesetzten Rapsmehls.

Ob durch die erhdhte Extraktionstemperatur die native Emulsion der Oltrépfchen,
die Olesomenmembran, in verstarktem MaBe aufgebrochen wurde oder die
Speicherproteine durch eine Denaturierung an einer neuen Emulsionsbildung
gehindert wurden, konnte mit diesen Ergebnissen nicht abschlieBend geklart
werden.

Durch eine hydrothermische Konditionierung (Blanchierung) des Rapsmehles vor
der Extraktion kann die nativ in der Zelle vorliegende Emulsion destabilisiert
werden und das Ol koaleszieren (vgl. Kapitel 2.1.1) [Ponne et al. 1996].
Hierdurch besteht die Mdglichkeit zu untersuchen, ob die nativ in den Rapszellen
vorliegende Emulsion einen Einfluss auf die wassrig-alkoholische Entélung hat,
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oder ob die geringe Olseparation nur durch eine Emulsionsbildung durch die
Speicherproteine verursacht wird. In einer weiteren Versuchsreihe wurde daher
untersucht, ob die Olseparation von blanchiertem Rapsmehl héher ist als von
unblanchiertem Rapsmehl. Die wassrig-alkoholische Extraktion wurde bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Auch diese Ergebnisse sind in Abbildung 4-5
dargestellt. Durch eine Blanchierzeit von zwei Minuten konnte der separierte
Olanteil um 5 %-Punkte auf 41 % gesteigert werden. Durch eine Blanchierzeit
von 3 Minuten konnte der separierte Olanteil sogar um 26 %-Punkte auf 62 %
gesteigert werden. Die Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass die nativ in
den Rapszellen vorliegende Emulsion einen deutlichen Einfluss auf die
Olseparation hat. Durch die Blanchierung wird die nativ in den Rapszellen
vorliegende Emulsion, die Oleosomen, aufgebrochen. Dariiber hinaus musste
gepruft werden, ob durch die Blanchierung nicht auch andere Effekte einen
Einfluss auf die Olseparation haben. So konnte zum einen vermutet werden, dass
durch die Blachierung nicht nur die Oleosomenmenbran aufgebrochen wird,
sondern auch der Zellaufschluss zunimmt. Hierdurch wiirde die Olseparation
ebenfalls gesteigert, da das Ol als Oleosomen oder als freies Ol aus mehr Zellen
extrahiert und anschlieBend separiert werden kann. Deshalb wurde der Anteil
offener Zellen und damit der in einer Verdrangungsextraktion maximal
separierbare Olanteil der Rapsmehle ermittelt.

Zur Bestimmung des Zellaufschlussgrades kénnen, wie in Kapitel 4.1 dargestellt
wurde, verschiedene Methoden angewendet werden. Der rechnerisch ermittelte
Zellaufschlussgrad nach Gleichung 4-1 der unblanchierten sowie der blanchierten
Mehle betrug aufgrund &hnlicher Partikelgré Benverteilungen bei allen Mehlen

76 %. Uber die Ermittlung des Zellaufschlussgrades durch einfache Entélungs-
kurven ergab sich flr das unblanchierte Mehl ein Zellaufschlussgrad von 73 %,
far die blanchierten Mehle von 96 %. Anhand der Ergebnisse der einfachen Ent-
6lungskurven kann nicht unmittelbar auf einen erhéhten Zellaufschluss durch die
Blanchierung geschlossen werden. Vielmehr ist hier die verdnderte Extraktions-
geschwindigkeit des Oles wahrend der L&sungsmittelextraktion aus den Raps-
zellen des blanchierten Mehles zu berlcksichtigen. Durch die Zerstérung der
Oleosomenmenbran wéahrend der Blanchierung ist das Ol nur noch von den
Zellmembranen und nicht mehr durch die zuséatzlichen Oleosomenmembranen
umgeben. Das Lésungsmittel muss nur die Zellwand als Barriere Uberwinden,
damit das in den Zellen koaleszierte Ol im Lésungsmittel gelést werden kann.
Das Olriickhaltevermégen des Rapsmehles ist durch die Blanchierung reduziert,
so dass die durch einfache Entélungskurven ermittelten Zellaufschlussgrade der
unblanchierten und blanchierten Mehle nicht miteinander verglichen werden
kénnen.
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Ein méglicher zusatzlicher Zellaufschluss durch die Blanchierung wurde in den
folgenden Modellrechnungen berlcksichtigt. In Tabelle 4-5 sind die theoretischen
Olausbeuten der 3 Mehle sowie die daraus resultierenden separierten Olanteile
dargestellt. Unter der bereits oben diskutierten Annahme, dass nur 76 % Ol aus
den Zellen separiert werden kann und durch die Blanchierung kein weiterer Zell-
aufschluss eintritt, ergeben sich zwar rechnerisch héhere Olausbeuten, allerdings
konnte mit diesem Ergebnis keine eindeutige Aussage dartber getroffen werden,
ob die gesteigerte Olausbeute durch einen erhéhten Anteil offener Zellen oder
durch die Koaleszenz und die damit verbundene verbesserte Separation der
groBeren Oltrdpfchen verursacht wurde. Mit der Annahme, dass durch eine
Blanchierung der Anteil offener Zellen von 76 % auf 85 % ansteigt ergibt sich fir
das 2 Minuten blanchierte Mehl mit 48 % eine ahnliche Olausbeute wie fiir das
unblanchierte Mehl mit 47 % wéahrend sich fir das 3 Minuten blanchierte Mehl ein
separierter Olanteil von 73 % ergibt.

Tabelle 4-5: Einfluss der Methode zur Bestimmung des frei vorliegenden Oles im
eingesetzten Rapsmehl auf den theoretisch separierbaren Olanteil im Vergleich mit den in
den Versuchen erhaltenen separierten Olanteilen

Rapsmehl
Gesamtfettanteil | Rechnerisch ? Entdlungskurve K

theoretische unblanchiert 100 76 73
Olausbeute [%]" 2 min blanchiert 100 76 96°

3 min blanchiert 100 76 nicht ermittelt
in Versuchensep. |unblanchiert 36 47 49
Olanteil [%]” 2 min blanchiert 41 53 42

3 min blanchiert 62 82 nicht ermittelt

) Bezogen auf die im eingesezten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an Fett in % TS

) Nach Gleichung 4-1 ermittelt. Anteil offener Zellen entspricht Anteil freien Oles = theor. extrahierbarer Olanteil

) Einfache Entélungskurven (vgl. Abb. 4-1): Anteil freies Ol = theor. extrahierbarer Olanteil [Schneider u. Riitte 1991]
) Theoretisch auswaschbarer Anteil an Ol in wéssrig-alkoholischer Verdrangungsextraktion

) Bezogen auf die theoretische Olausbeute und den in den Versuchen sep. Olanteil vom Gesamtfett

) Wert mittels Entélungskurve ermittelt (nicht in Abb. 4-1 dargestellt)

1
2
3
4
5
6
Die erhdhte Olausbeute des 3 Minuten blanchierten Mehls I&sst vermuten, dass
beide Faktoren, Zellaufschluss und Koaleszens der Oleosomen, einen Einfluss
auf die Separation des Oles haben. Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich, dass
die erhdhte Olausbeute nicht unmittelbar nur mit einem erhdhten Zellaufschluss
oder nur der Koaleszens der Oleosomen begriindet werden kann. Eine
eindeutige Aussage, welcher der beiden Einflussfaktoren den separierbaren
Olanteil starker beeinflusst, kann nur durch einen 100 %igen Zellaufschlussgrad
eines unblanchierten und eines blanchierten Mehles vor der wéssrig-
alkoholischen Extraktion erhalten werden.
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4.1.6 Einfluss eines nassen Zellaufschlusses

Der Zellaufschluss hat einen erheblichen Einfluss auf die Entfettung des Raps-
mehles. Aufgrund seines hohen Fettgehaltes wurde Raps bisher mit trockenen
Vermahlungs- bzw. Zerkleinerungsvarianten bis zu einer mittleren PartikelgréBe
von 250 um vermahlen. Dies entsprach bei einer wéassrig-alkoholischen
Verdrangungsextraktion einem Anteil von 76 % offenen Zellen. Der maximal
separierbare Olanteil entsprach demnach 76 % der im eingesetzten Rapsmehl
enthaltenen Gesamtmasse an Ol. Mit den zur Verfliigung stehenden Mahl-
aggregaten konnte keine héhere Feinheit mehr erzielt werden, ohne dass das
Mahlgut zu einem 6ligen Brei wurde. Deshalb wurde flir einen verbesserten Zell-
aufschluss eine Nassvermahlung gewahlt. Hierzu wurde ein Ultra-Turrax
eingesetzt. Allerdings wird durch die Vermahlungsart die Entfettung unter
Umsténden beeintrachtigt. So kénnen in Gegenwart von wassrigen Aufschluss-
medien durch tribochemischen Umsatz zwischen Fetten, Proteinen und Fasern
stabile Emulsionen gebildet werden [Mieth et al. 1975] und die Separation einer
klaren Olphase wird beeintrachtigt. Untersuchungen von Meuser et al. [Meuser et
al. 2002] ergaben, dass wahrend des vollstandigen Zellaufschlusses von Soja-
mehlen in wassrig-alkoholischen Aufschlussmedien keine Emulsion gebildet
wurde. Deshalb war davon auszugehen, dass mit einer Nasszerkleinerung von
Rapsmehlen in wassrig-alkoholischen Aufschlussmedien ebenfalls keine
Emulsionen gebildet werden.

Far die Versuche wurde unblanchiertes und blanchiertes (2 min) Rapsmehl
eingesetzt. Das Feststoff-Flissigkeits-Verhaltnis betrug 1:3. In Vorversuchen
wurde der rechnerische Zellaufschlussgrad (Gleichung 4-1) nach verschiedenen
Vermahlungszeiten bestimmt. Nach 6 Minuten wurde ein Zellaufschlussgrad von
98 % ermittelt (Tabelle 4-6). Zur Herstellung von feinzerkleinertem Rapsmehl fur
die Versuche wurde das grobe, trocken zerkleinerte Rapsmehl mit dem
Extraktionsmittel versetzt und mit einem Ultra-Turrax 6 Minuten zerkleinert. Im
Anschluss wurde die Extraktion bei 20 °C und 50 °C durchgedihrt.

In Abbildung 4-6 sind die Ergebnisse gegenibergestellt, welche bei fast

100 %igem Zellaufschlussgrad im Vergleich mit dem bisherigen Zellaufschluss-
grad von 76 % erhalten wurden. Bei den Versuchen mit unblanchiertem Mehl bei
Zimmertemperatur verringerte sich der separierte Olanteil von 36 % im groben
Mehl auf 33 % im feinen Mehl. Durch eine Extraktionstemperatur von 50 °C
erhéhte sich der separierte Olanteil im fein zerkleinerten Mehl auf 48 %. Die
Abnahme des separierten Olanteils im unblanchierten Mehl bei 20 °C
Extraktionstemperatur und einer zusatzlichen Feinzerkleinerung lasst sich auf
mdgliche tribochemischen Umsétze und die Ausbildung von hydrophilen und
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Fetten, Proteinen, Fasern und
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anderen Inhaltsstoffen erklaren [Mieth et al. 1975, Serraino u. Thompson 1984,
Thompson 1987, Wéasche 2001].

Tabelle 4-6: Anteil offener Zellen von unterschiedlich zerkleinerten Rapsmehlen zur
Ermittlung des max. auswaschbaren Anteils an Ol mit einem 2-Propanol-Wasser Gemisch

Rapsmehl:
trocken zerkleinert fein zerkleinert ?
Partikelgré Be Vol.-antei” | offene Zellen® | Vol.-anteil® | offene Zellen”
(Hm] [%] [%] [%] [%]
90 37 37 83 83
200 8 8 10 9
300 10 8 7 6
470 20 12 1 1
650 18 9 0 0
900 7 3 0 0
theor. Olausbeute® 76 98

1) Rapsbruch aus geschélten Raps, trocken zu Rapsmehl zerkleinert

2) Rapsmehl in Extraktionsmittel nass zerkleinert: 6 min, 20.500 min-1 (Ultra-Turrax T25, IKA)

) PartikelgréBenverteilung Uber Volumenverteilung mit Masersizer S ermittelt.
) Berechnet nach Schneider u. Ritte 1991, Wasche 2002: mittlerer Zelldurchmesser= 24 um; 2,7 offene Zellschichten
)

3
4
5) Max. auswaschbarer Anteil an Ol mit 2-Propanol-Wasser-Gemisch

100
| Ogrob = Rapsbruch aus geschéltem Raps, trocken zu Rapsmehl zerkleinert

90 -+ O fein = Rapsmehl in Extraktionsmittel naB zerkleinert —
J fein

80 - fein

70 ~
60 -

fein

50 grob

grob

grob

Sep. Olanteil [%)]

40
| 9rob tein

10 -

20 °C 50 °C 20 °C 50 °C
Unblanchiert Blanchiert
Abbildung 4-6: Einfluss des Zellaufschlussgrades auf den separierten Olanteil von
blanchiertem und unblanchiertem Mehl bei einer Extraktionstemperatur von 20°C und
50 °C.

Die mechanisch nicht aufgeschlossenen Oleosomen bildeten Aggregate tber
elektrostatische Wechselwirkungen von basischen Proteinseitenketten mit sauren
Lecithinresten (Pl, PS) und freien Fettsduren [Wasche 2001]. Die Ausbildung
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solcher Aggregate ist in Abbildung 4-7 auf dem mittleren Photo gut zu erkennen.
An freien Oltrépfchen, welche aus zerstérten Oleosomenmembranen freigesetzt
wurden, wurde durch die Anlagerung hydrophober Bereiche der Proteine ein
Grenzflachenfilm ausgebildet, welcher eine Koaleszens der Oltrépfchen
verhinderte. Uber basische und saure Seitenketten der Proteine bildeten sich mit
Phytinsdure Komplexe aus [Serraino u. Thompson 1984, Thompson 1987] und
Uber weitere reaktive saure Phosphatgruppen der Phytinsaure wurden die
Proteine verkniipft, welche sich an verschiedenen Oltrdpfchen ausrichteten.
Diese Wechselwirkungen kdnnen auch dber Erdalkali-lonen ausgebildet werden.
Dabei Uben die Erdalkali-lonen eine Brickenfunktion zwischen Phytinsdure und
negativ geladenen Proteingruppen aus. Die Oltrépfchen werden in diese Matrix
eingebunden und kénnen nicht als freie Olphase separiert werden. Die fein
zerkleinerten Fasern stabilisieren die kontinuierliche Phase. Zusatzlich werden
von diesen Faserstiickchen kleine Oltrépfchen gebunden. Eine solche Emulsion
ist in Abbildung 4-7 auf dem rechten Bild zu erkennen.

Durch Anheben der Extraktionstemperatur des Wasser-Alkohol-Gemisches auf
50 °C wurden die Proteinstrukturen verandert und teilweise denaturiert. Hierdurch
wurde die Stabilitdt der Emulsion negativ beeinflusst [Belitz et al. 1992] und der
separierte Olanteil konnte auf 48 % gesteigert werden.

o M
18pm (PN BHm

psmehl 500x ~ Extraktionsrickstand 500x  Extraktionsriickstand 500x

Abbildung 4-7: Einfluss einer nassen Zerkleinerung von Rapsmehl in einem waéssrig-
alkoholischen Extraktionsmittel auf die OltrépfchengréBe und deren Bindung an andere
Zellbestandteile im Extraktionsriickstand (VergréBerung x 500).

Unter Verwendung von blanchiertem Rapsmehl stieg der separierte Olanteil bei
20°C Extraktionstemperatur durch eine zuséatzliche Nassvermahlung von 40 %
auf 76 % und bei 50 °C Extraktionstemperatur von 44 % auf 80%. Mit diesen
Ergebnissen konnte eindeutig geklart werden, dass eine Blanchierung des
Rapsmehles die Separation des Oles verbessert (vgl. Kapitel 4.1.5). Diese
verbesserte Olseparierung wurde hauptséchlich durch zwei Einflussfaktoren
hervorgerufen: die Koaleszens der Oltrdpfchen in den Zellen und die verminderte
Proteinldslichkeit. Der Zellinhalt wurde nicht als feine Emulsion mit kleinen
Oltrépfchen, umgeben von einer Proteinmembran (Oleosin), aus der Zelle
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gewaschen, sondern als Suspension von O, Protein (Oleosin und Speicher-
proteine) und Zellplasma, welche durch die Nassvermahlung mit dem Ultra-
Turrax zu einer stabilen Emulsion mit zermahlenen Zellpartikeln vermischt wurde.
Die Proteinléslichkeit war gegenlber einem unblanchierten Mehl bei einer
Blanchierzeit von zwei Minuten von 68 % auf 26 % reduziert. Aufgrund der
verringerten Proteinldslichkeit durch die Blanchierung ist die Fahigkeit, besonders
des 2 S Proteins, sich schnell an die Grenzflachen zwischen hydrophoben und
hydrophilen Phasen auszurichten und Emulsionen auszubilden, vermindert. Mit
einer Erhdhung der Extraktionstemperatur von 20 °C auf 50 °C wurde die
Viskositat des Oles vermindert und der separierte Olanteil stieg im Vergleich zur
Extraktion bei 20 °C um 4 %-Punkte auf 80 % an.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch eine zusatzliche Nassvermahlung zwar ein
vollstandiger Zellaufschluss erreicht wird, doch durch die intensive Vermischung
bildet sich eine stabile Emulsion, die eine vollstandige Freisetzung des Oles
behindert. Anders als bei den Untersuchungen von Meuser et al. [Meuser et al.
2002] mit vollfetten Sojamehlen konnte wahrend der Extraktion von vollfettem
Rapsmehl eine Emulsionsbildung nicht verhindert werden. Dieses Ergebnis kann
auf die unterschiedliche Zusammensetzung der Inhaltsstoffe von Raps und Soja
zurtickgefihrt werden. Im Vergleich mit Soja hat Raps eine andere Osborne-
Verteilung der Speicherproteine (vgl. Kapitel 4.1). Der Phytinsduregehalt ist mit
3 % bis 4 % doppelt so hoch, der Gehalt an Phospholipiden ist relativ Gberein-
stimmend im Vergleich zu Soja. Bezogen auf die fettfreie Trockenmasse von
Raps- bzw. Sojamehl vergrdBert sich die Differenz dieser Inhaltstoffe weiter, da
der Fettgehalt im Rapsmehl mit 50 % gegeniber 20 % in Sojamehl zweieinhalb
Mal gréBer ist. Unter der Annahme, dass nur Isliche 2 S-Proteine und
Phospholipide als grenzflachenaktive Substanzen im wéssrig-alkoholischen
Extraktionsgemisch wirken kénnen, ist der Gehalt an grenzflachenaktiven Stoffen
bei blanchierten Rapsmehlen mit einer Proteinldslichkeit von 26 % um das
achtfache gegenlber Soja erhéht.

Waéhrend der wassrig-alkoholischen Extraktion wird aufgrund der Polaritat des
Extraktionsmittels die raumliche Struktur der 12 S-Proteine verandert. In
Abhangigkeit der Polaritat werden Wechselwirkungen zwischen 12 S-Protein und
Ol verhindert. Die Struktur des geldsten 2 S-Proteins bleibt stabil [Schwenke et
al. 1989, Wasche 2001] und 2 S-Protein kann sich an der Grenzflache zwischen
den beiden Phasen anlagern und die Grenzflachenspannung verringern.
Zusammen mit den Phospholipiden wird die Grenzflachenspannung wahrend der
wassrig-alkoholischen Extraktion von Rapsmehl stéarker reduziert als bei Soja.
Durch den erhdéhten Gehalt an Phytinsaure im Rapsmehl kénnen Uber direkte
oder indirekte Wechselwirkungen die an den Grenzflachen angelagerten
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Substanzen stérker stabilisiert werden. Eine Koaleszens der Oltrépfchen und
damit eine Abtrennung als klare Olphase wird verhindert. Um dieses Ol als klare
Olphase separieren zu kénnen, wurde in einer folgenden Versuchsreihe unter-
sucht, ob durch eine Regulierung des pH-Wertes bei der Extraktion die Wechsel-
wirkungen, welche die Emulsion stabilisieren, vermindert werden kénnen.

4.1.7 Einfluss des pH-Wertes

Aus Untersuchungen von Rosenthal et al. [Rosenthal et al. 1998] war bekannt,
dass in wassrigen Verdrangungsextraktionen von Sojamehl der separierbare
Olanteil stark von der Proteinausbeute abhangt. Je mehr Proteine sich durch eine
pH-Wert-Veranderung im wassrigen Extraktionsmittel 16sen, desto mehr Ol
konnte separiert werden. Es bilden sich Wechselwirkungen zwischen Protein und
Ol aus, welche die Olseparation beeinflussen.

Mit den folgenden Versuchen sollte geprift werden, ob diese Wechselwirkungen
auch bei einer wéassrig-alkoholischen Extraktion des Oles aus Rapsmehl
beobachtet werden kénnen. Fir die Versuche wurde blanchiertes Rapsmehl ein-
gesetzt. Das Feststoff-Flissigkeitsverhaltnis betrug 1:3. Die Suspension wurde 6
Minuten mit einem Ultra-Turrax behandelt, um einen vollstandigen Zellaufschluss
zu erhalten, und anschlieBend bei 50 °C extrahiert.

Aus Abbildung 4-8 kann enthommen werden, dass in einem pH-Wert-Bereich von
pH 3,0 bis pH 11,0 der separierte Olanteil immer ca. 80 % betragt. Der Anteil an
Protein im Extraktionsriickstand (FS) wurde von 88 % + 5 % im neutralen pH-
Wert-Bereich durch eine Verschiebung des pH-Wertes in stark saure oder
alkalische Bereiche auf 40 % bis 50 % reduziert. Bei pH 3,0 und pH 11,0 bildete
sich eine Emulsion oder quarkahnliche Phase zwischen Feststoff und
Extraktionsmittelphase aus. Diese ,Quarkphase“ wurde zusammen mit dem
Extraktionsmittel vom Extraktionsriickstand abgetrennt.

Mit einer Verschiebung des Extraktions-pH-Wertes in den stark alkalischen
Bereich ergibt sich eine erhéhte Proteinldslichkeit der 12 S-Proteine. Im
Extraktionsmittel geléste Proteine und Phospholipide bilden Grenzflachenfiime
aus. Uber indirekte Wechselwirkungen von negativ geladenen 12 S-Proteinen
oder Phospholipiden und Phytinsaure [Serraino u. Thompson 1984, Thompson
1987, Pardun 1988] werden die einzelnen Oltrépfchen in einer Emulsion
gebunden. Zusétzlich stabilisieren feine Fasersticke die disperse Phase. Die
Ausbildung einer quarkahnlichen Phase mit steigendem pH-Wert war auf eine
Prazipitation der 2 S-Proteine zurlickzufihren, welche bei pH 11 ein
Léslichkeitsminimum aufweisen (IEP) [Schwenke et al. 1973, Mieth et al. 1983,
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Olsen u. Sepp 1983]. Die koagulierten 2 S-Proteine binden mehr Extraktions-

mittel als im gelésten Zustand und durch eine Vermischung mit der Emulsion
entsteht eine quarkahnliche Phase. Eine Regulierung des Extraktions-pH-Wertes
auf pH 3,0 lieB ebenfalls eine quarkdhnliche Phase zwischen Extraktions-
rickstand und Extraktionsmittel entstehen. Lésliche 2 S-Proteine und
Phosphlipide reduzieren die Grenzflachenspannung zwischen Ol und

Extraktionsmittel. Positiv geladene Proteine werden direkt Uber elektrostatische

Wechselwirkungen an negativ geladene Phytinsaure gebunden, negativ geladene
Phospholipide indirekt tiber Erdalkali-lonen, so dass die einzelnen Oltrépfchen
auch im sauren pH-Bereich in eine Emulsion gebunden werden. Durch feine
Faserstlickchen wurde die Emulsion stabilisiert. Die Léslichkeit der 12 S-Proteine

wurde bei saurem pH-Wert verringert. Aufgrund der veranderten Proteinstruktur

verstarkte sich die Flussigkeitsbindung. Wéhrend der Extraktion mischten sich
diese Phasen und es entstand eine quarkahnliche Phase. Die Ergebnisse dieser
Versuche zeigen, dass die Masse an separierbarem Ol nicht wie bei Soja vom

pH-Wert abhangt.
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Abbildung 4-8: Einfluss des pH-Wertes auf den separierten Olanteil sowie den Proteinanteil

und -gehalt im Extraktionsriickstand.
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4.1.8 Einsatz vorentfetteter Rohstoffe

Bisher wurden die Extraktionsparameter bei der wéassrig-alkoholischen Entélung
mit vollfetten Rapsmehlen untersucht. Hierbei wurde ein separierter Olanteil von
maximal 80 % erreicht. Durch die Separation des Oles und durch im
Extraktionsmittel geléste Bestandteile konnte der Fettgehalt im proteinreichen
Extraktionsrickstand auf 20 % gesenkt werden.

Zur Entwicklung eines simultanen Verfahrens zur gleichzeitigen Gewinnung von
Ol und Protein aus Raps muss nicht unbedingt vollfetter Raps eingesetzt werden.
Es kénnte auch ein Presskuchen aus einer vorgeschalteten Olpressung einge-
setzt werden. Dieser hat einen deutlich geringeren Fettgehalt. Durch den
geringeren Fettgehalt im Extraktionsgut erhéht sich der Anteil an allen anderen
Saatinhaltsstoffen. Hierdurch bilden sich mdglicherweise andere Wechsel-
wirkungen aus und der Fettgehalt im entélten Extraktionsrickstand kann auf
Werte kleiner 20 % verringert werden. Um den Einfluss der eingesetzten
Gesamtdlmasse auf die Olseparation zu untersuchen, wurden Rapsmehle mit
unterschiedlichen Fettgehalten hergestellt. Hierfir wurde geschalter Raps auf
unterschiedliche Restfettgehalte gepresst und anschlieBend zu einem Mehl
vermahlen. Das Feststoff-Fllssigkeitsverhaltnis betrug 1:3. Die Suspension
wurde 6 Minuten mit einem Ultra-Turrax behandelt um einen vollstandigen Zell-
aufschluss zu erhalten und anschlieBend bei 50 °C mit 45 %igem 2-Propanol
extrahiert. Die Fettgehalte der eingesetzten Mehle sowie der Extraktions-
rickstande sind in Tabelle 4-7 dargestellt.

Tabelle 4-7: Fettgehalte von verschiedenen Rapsmehlen und von den durch wéssrig-
alkoholische Extraktion gewonnenen Extraktionsriickstanden

Fettgehalt [% TS] Proteingehalt [% TS]

Mehl aus Rohstoff Extraktions- Rohstoff Extraktions-
rickstand rickstand

vollfettem Raps 48 19 21 52
Presskuchen 30 20 33 48
Presskuchen” 27 23 33 46
Presskuchen? 13 11 37 43
1) Presskuchen aus geschélten Rapskdrnern bezoaen von der Teutoburaer Olm(hle

2) Presskuchen aus ungeschalten Rapskdrnern bezogen von der HaGe-Kiel

Bei allen eingesetzten teilentfetteten Mehlen konnte eine Olphase separiert
werden. Die Mehle der Presskuchen mit Fettgehalten von 27 % und 30 %
konnten durch die wassrig-alkoholische Extraktion auf einen Restfettgehalt im
Extraktionsrickstand, wie bei einer wassrig-alkoholischen Extraktion von
vollfettem Rapsmehl, von ca. 20 % verringert werden. Dieses Ergebnis zeigt,
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dass sich die Wechselwirkungen, welche das Ol an der Separation hindern, nicht
beeinflusst werden konnten. Aufgrund der schon bei der Extraktion von vollfetten
Rapsmehlen diskutierten Wechselwirkungen wurde im Extraktionsriickstand ein
minimaler Fettgehalt von ca. 20 % erhalten.

Bei der Extraktion von Pressmehlen mit Fettgehalten kleiner 20 % konnte der
Fettgehalt im Extraktionsrickstand um 2 %-Punkte reduziert werden. Der Rest-
fettgehalt im Extraktionsriickstand betrug 11 %. Zur Gewinnung von sensorisch
akzeptablen Proteinprodukten mit ausreichender Haltbarkeit wird jedoch ein
Restfettgehalt kleiner 2 % angestrebt [Belitz et al. 1992, Meuser et al. 2002]. Es
erscheint somit nicht zielfihrend, vorentfettete Rapsmehle mittels wassrig-
alkoholischer Verdrangungsextraktion zu fettarmen Rapsproteinprodukten zu
verarbeiten.
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4.2 Herstellung von Proteinprodukten aus geschaltem, Hexan entoltem
Rapsmehl durch wassrig-alkoholische Extraktion und Modifizierung
ihrer funktionellen Eigenschaften

Proteinprodukte aus Raps werden wegen sensorischer und antinutritiver Eigen-
schaften bisher nicht in Lebensmitteln eingesetzt. In den 70 er und 80 er Jahren
sind Untersuchungen durchgefihrt worden, diese negativen Eigenschaften aus
Rapsmehlen zu entfernen. Hierfir wurden komplizierte Verfahren im Labor-
maBstab entwickelt [Anjou 1978, Naczk et al. 1986, Naczk u. Shahidi 1989,
Rubin et al. 1990, Shahidi u. Naczk 1990]. In allen diesen Verfahren wurden
unerwinschte Substanzen unter anderem durch alkoholische Extraktion deutlich
reduziert. Allerdings wurde die Proteinldslichkeit aufgrund der Verfahrensweise
deutlich verringert (vgl. Kapitel 4.1).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls Alkohol zur Gewinnung von OI- und
Proteinprodukten eingesetzt. Die verminderte Proteinléslichkeit und damit die ver-
schlechterten funktionellen Eigenschaften der Proteinprodukte gaben Anlass
dazu bekannte Methoden der Refunktionalisierung [Schwenke et al. 1988,
Howard 1980, Belitz et al. 1992, Cheftel et al. 1992, Cabral et al. 1997,
Damodaran 1997] auf Rapsproteinprodukte zu Ubertragen und deren
Wirksamkeit zu untersuchen.

In Vorversuchen wurde festgestellt, dass erst mit einer dreistufigen Extraktion von
geschaltem, entdltem Rapsmehl mit wassrig-alkoholischen Gemischen der
Extraktionsrickstand einen Proteingehalt oberhalb 60 % erreicht (Tabelle 4-8).
Ab einem Proteingehalt von 60 % kénnen pflanzliche Proteinprodukte als
Konzentrat gehandelt werden. Unterhalb von 60 % spricht man von Protein-
mehlen. Ein Kilogramm entéltes Sojamehl kostet ca. 0,5 € bis 0,8 € und ein
Kilogramm Sojaproteinkonzentrat 1,2 € bis 3,0 € [Chajuss 1998, Wasche 2002].

Tabelle 4-8: Proteingehalt des Extraktionsriickstandes nach ein bis drei Extraktionsstufen

Proteingehalt | Fehler

[% TS] AX
Rapsmehl 50,1 _
1. Extraktion (Extraktionsrickstand 56,9 0,4
2. Extraktion (Extraktionsrickstand 59,7 0,7
3. Extraktion (Extraktionsrickstand 61,5 1,0
Berechnet aus 7x Bestimmuna: s:I=1:5
1) N*6,25

2) Geschalt und hexanentolt
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Die Proteinprodukte bzw. —konzentrate (RPC) der hier dargestellten Ergebnisse
wurden durch eine dreistufige wassrig-alkoholische Extraktion aus geschéltem,
Hexan entbltem Rapsschrot (var. Express) hergestellt. Als Alkohol wurde
2-Propanol mit einem Anteil von 45 Gew.% am Extraktionsmittel eingesetzt. Die
Verfahrensbedingungen wurden in Anlehnung an die wassrig-alkoholischen
Entélungsversuche aus Kapitel 4.1 gewahlt. Die hier durchgefihrten
Untersuchungen bezlglich der Refunktionalisierung der Proteinprodukte kbnnen
so aufgrund ahnlicher Verfahrensbedingungen mit den Versuchen der Entdlung
aus Kapitel 4.1 verknlpft werden. Hierdurch war es méglich, einen
Versuchsaufbau fur die Versuche im dritten Teil der Arbeit, die Bewertung der
simultanen Gewinnung von Ol- und Proteinprodukten, zielgerichtet umzusetzen.

Far Versuche zur Refunktionalisierung wurde ein Feststoff-Fllssigkeitsverhaltnis
von 1:10 zwischen Extraktionsschrot und demineralisiertem Wasser eingestellt.
Dieses Feststoff-Flussigkeitsverhéltnisse wurde zur Modifikation von Proteinen
als geeignet eingestuft [Howard 1980, Cabral et al. 1997]. Ein zu hoher Feststoff-
anteil in der Suspension erhéht die Viskositat und hierdurch kénnen sich
Probleme bei der Versuchsdurchflihrung und der Kontrolle der Versuchs-
parameter ergeben. Durch zu geringe Feststoffanteile wird der erwiinschte Grad
an Veranderung langsamer erreicht [Howard 1980]. Ein zu geringer Feststoff-
anteil ist aus verfahrenstechnischer und energetischer Sicht ungiinstig [Wasche
2001].

4.2.1 Einfluss der Extraktionstemperatur

Far die Entdlung von vollfettem, geschaltem Raps mit wassrig-alkoholischen
Gemischen stellte sich heraus, dass mit einer erhdhten Extraktionstemperatur
sowie einer hydrothermischen Vorbehandlung des Rapsbruches (Blanchierung)
der separierte Olanteil gesteigert werden kann. In Kapitel 4.1.6 wurden Unter-
suchungen von Fukushima [Fukushima 1969] bestatigt, dass bei Alkohol-
konzentrationen zwischen 40 % und 60 % mit steigender Temperatur die Protein-
|6slichkeit abnimmt. Die Proteinldslichkeit stellt flir eine ganze Reihe funktioneller
Eigenschaften jedoch eine wichtige Grundvoraussetzung dar [Belitz et al. 1992,
Cheftel et al. 1992, Westphal et al. 2003]. In einer ersten Untersuchungsreihe
wurde daher der Einfluss der Extraktionstemperatur auf die funktionellen
Eigenschaften der Proteinprodukte ermittelt. Hierflr wurde geschaltes, entdltes
Rapsmehl mit einem 45 %igen 2-Propanol-Wasser-Gemisch bei einem Feststoff-
Flussigkeitsverhaltnis von 1:5 in drei Extraktionsstufen bei Raumtemperatur und
50 °C extrahiert. Der Extraktionsriickstand wurde anschlieBend sprihgetrocknet.
Durch eine Erhéhung der Extraktionstemperatur von 20 °C auf 50 °C wurde die
Proteinldslichkeit der Rapsproteinkonzentrate (RPC) von 54 % auf 25 %
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verringert. Aufgrund des erhéhten Anteils an denaturiertem Protein im RPC
wurden die adsorbierenden Eigenschaften, Wasserbindekapazitat und Fett-
bindekapazitat erhdéht. Die ermittelten Werte der emulgierenden Eigenschaften
sind stark vermindert (Tabelle 4-9). Diese Ergebnisse stimmen mit den oft in der
Literatur dokumentierten Eigenschaften von denaturierten Proteinen gegenlber
|6slichen Proteinen Uberein [Belitz et al. 1992, Cheftel et al. 1992, Westphal et al.
2003]. In Hinblick auf die Herstellung von Proteinprodukten mit guten
emulgierenden Eigenschaften ist daher eine Denaturierung der Proteine zu
vermeiden und die Extraktion sollte bei Raumtemperatur durchgefihrt werden.

Tabelle 4-9: Einfluss der Extraktionstemperatur auf die funktionellen Eigenschaften der
Rapsproteinkonzentrate

20°Cc?¥ | 50 c?

Proteinldslichkeit " [%] 54 25
WBC [ml/g] 4,7 6,4
FBC [ml/g] 2.1 23
EC? [mlig]| 243 176
ES (80°C) [%] 84 22
1)YBeipH 7.0

2) BeipH 5,0

3) Wassrig-alkoholische Extraktion bei 20°C
4) Wassrig-alkoholische Extraktion bei 50°C

4.2.2 Einfluss des pH-Wertes und der Temperatur

Die Ausbildung veranderter funktioneller Eigenschaften wird in heterogenen
Gemischen Uberwiegend durch nicht-kovalente, nicht spezifische Wechsel-
wirkungen der Einzelbestandteile des Gemisches verursacht [Tolstoguzov 2001].

In der vorliegenden Versuchsreihe wurde der Einfluss des pH-Wertes und der
Temperatur der Suspension wahrend der Nachbehandlung auf die funktionellen
Eigenschaften der RPCs untersucht. Durch eine zusatzliche Veranderung des
pH-Wertes kann es zu einer Strukturdnderung der Proteine kommen, die durch
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen ionisierten Gruppen entsteht [Belitz
et al. 1992, Cheftel et al. 1992]. Eine h6here Temperatur ermdglicht es den
hydrophoben, nach innen gerichteten Proteinketten sich nach auBBen zu richten.

Um zu untersuchen, ob durch Temperatur- und pH-Wert-Veranderung neue
Wechselwirkungen ausgebildet werden kénnen und sich die funktionellen
Eigenschaften der Proteinprodukte andern, wurde der pH-Wert der Suspension
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auf 3,0; 5,0 und 8,0 eingestellt. Ohne Regulierung stellte sich ein pH-Wert von
6,1 ein. Durch eine pH-Wert-Verschiebung in héhere alkalische Bereiche
wechselt die Farbe der Proteinprodukte nach dunkelgriin [Radwan u. Lu 1976,
Serraino u. Thompson 1984, Westphal et al. 2003]. Proteinprodukte fiir den
Einsatz in Lebensmitteln sollten jedoch sensorisch neutral sein. Daher wurde der
Einfluss des pH-Wertes nur unter leicht alkalischen Bedingungen bei pH 8,0
untersucht. Mit steigenden Temperaturen steigt die Léslichkeit der Proteine
[Radwan u. Lu 1976]. Die Temperatur wurde fiir 10 Minuten auf zwei Stufen
variiert: 20 °C und 60 °C.

In Abbildung 4-9 ist die Proteinléslichkeit der warmebehandelten und pH-Wert-
regulierten Rapsproteinkonzentrate (RPCs) dargestellt. Es ist zu sehen, dass
eine Erhéhung der Temperatur auf 60 °C nicht zu einer verbesserten Protein-
|6slichkeit flhrt, jedoch Uber den gesamten untersuchten pH-Bereich die
Léslichkeit der Proteine reduziert wird. Mittels HPLC wurde vom I8slichen
Proteinanteil die Verteilung der Hauptproteinfraktionen Napin (2 S-Protein) und
Cruziferin (12 S-Protein) ermittelt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die verminderte
Proteinldslichkeit durch eine Denaturierung des 12 S-Proteins verursacht wird.
Die Léslichkeit von 2 S-Protein wird durch eine Warmebehandlung oder pH-Wert-
Regulierung nicht beeinflusst [Schwenke et al. 1989, Wasche 2001]. Eine
Erklarung hierflr ist die durch Disulfid-Briicken verursachte Starrheit des mit ca.
15 kDa relativ kleinen Proteinmolekls.
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Abbildung 4-9: Proteinldslichkeit und Verteilung der Hauptproteinfraktionen in der
I6slichen Proteinfraktion der RPCs im Anschluss an eine wassrige Nachbehandlung bei
unterschiedlichen Temperaturen und pH-Wert-Einstellungen.
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Beim 12 S-Protein verandert sich aufgrund der pH-Wert-Regulierung sowie der
Warmebehandlung die Proteinstruktur und Ladungsverteilung an der Molekail-
oberflache. Uber ionische oder hydrophile Wechselwirkungen kdnnen irreversible
wasserunlésliche Komplexe zwischen Proteinen und anionischen Elektrolyten
(Phytinsaure) gebildet werden, die die Léslichkeit der Proteine reduzieren
[Schwenke et al. 1988, Wasche 2001]. Cruziferin wird durch eine pH-Wert-
Verschiebung in den sauren pH-Bereich unléslich.

Die reduzierte Léslichkeit der Proteine sowie die veranderte Zusammensetzung
der I6slichen Proteine flhrt zu veranderten funktionellen Eigenschaften der
RPCs. Zur Charakterisierung der Konzentrate hinsichtlich der funktionellen
Eigenschaften wurden die Wasserbindekapazitat (WBC), Fettbindekapazitat
(FBC), Emulgierkapazitat (EC) und die Emulsionsstabilitéat (ES) ermittelt (Tabelle
4-10).

Tabelle 4-10: Einfluss des pH-Wertes und der Temperatur einer wassrigen Nachbe-
handlung auf die funktionellen Eigenschaften von wassrig-alkoholisch hergestellten RPCs

pH 3,0 pH 5,0 pH 6,1 pH 8,0

RT | 60°C RT | 60°C RT | 50°C | 60°C RT | 60°C
Proteinlslichkeit ! [%] 26 28 47 28 54 52 37 52 36
PartikelgroBe um] | 23 - 30 - 32 - - 25 -
WBC migll 45 | 472 | 42 | 50 | 47 | 52 | 52 | 39 | 60
FBC migll 1.8 20| 20 [ 42| 21 | 22 | 20 | 20 | 22
EC? migll 197 | 189 | 267 | 189 | 243 | 213 | 211 | 267 | 205
ES (80°C) % | 64 | = | 75 [ = | 8 | 69 | 48 | s | 69

RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:1=1:5,t = 15 min
1) BeipH 7,0

2) Bei pH 5,0

3) PartikelgrdéBenverteilung als D50 angegeben.

Die Wasserbindekapazitat (WBC) der Proteinprodukte, welche bei Raum-
temperatur behandelt wurden, steigt mit sinkendem pH-Wert von 3,9 ml/g bei pH
8,0 auf 4,5 ml/g bei pH 3,0 an. Durch eine zusatzliche Behandlung der RPCs flr
10 Minuten bei 60 °C steigt die WBC aufgrund der geringeren Proteinldslichkeit
auf bis zu 6,0 ml/g an. Allerdings steigt die WBC bei hoheren Temperaturen

(50 °C/60 °C) mit steigendem pH-Wert an. Wahrend die Proteine bei Raum-
temperatur mit sinkendem pH-Wert Gberwiegend aufgrund von Wechsel-
wirkungen zwischen Phytinsaure und Protein ausgefallt werden, tritt durch die
Temperaturbehandlung bei 60 °C ein unerwarteter Effekt auf. Es war zu
vermuten, dass mit sinkender Proteinléslichkeit die WBC steigt. Stattdessen
zeigen die Ergebnisse, dass die WBC mit steigender Léslichkeit der Proteine
ansteigt und trotz einer hdheren Léslichkeit von 36 % bei pH 8,0 mit einer WBC
von 6,0 ml/g deutlich mehr Wasser binden als das Proteinprodukt, welches bei
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60°C und pH 3,0 hergestellt wurde (4,5 mg/g). Durch die Temperaturbehandlung
bei 60 °C kommt es mit steigendem pH-Wert zu einer starkeren Auffaltung der
Proteine als bei den Versuchen bei Raumtemperatur, wodurch mehr hydrophile
Gruppen freigelegt werden und die Wasserbindekapazitat ansteigt. Die Auffaltung
der Proteinstrukturen wird durch die Temperaturbehandlung so stark beeinflusst,
dass die WBC bei pH 8,0 trotz einer um 7 %-Punkte hdheren Proteinléslichkeit
um 1,3 ml/g héher ist als bei pH 3,0. Zusatzlich zu der Auffaltung der Protein-
strukturen zeigt sich ein Einfluss des 12 S/ 2 S -Verhaltnisses auf die WBC der
temperaturbehandelten Proteinprodukte. Der Anstieg des 12 S Cruziferins in der
unléslichen Proteinfraktion bzw. eine deutliche Abweichung von dem naturlich
vorliegenden Cruziferin/Napin-Verhaltnis von ca. 1,1 bis 1,3 flhrt zu veranderten
Wasserbindungseigenschaften. Diese These konnte durch die Ergebnisse der
Temperaturversuche bei pH 6,1 und pH 8,0 bestétigt werden.

Die ermittelten Fettbindekapazitaten (FBC) der hergestellten RPCs variierten mit
Werten zwischen 1,7 ml/g und 2,2 ml/g in einem relativ kleinen Bereich. Der mit
2,2 ml/g ermittelte Wert bei dem pH 8,0 und 60 °C behandelten RPC lasst
vermuten, dass die Auffaltung der Proteine im basischen Bereich und bei
héheren Temperaturen eine verbesserte Fettbindung ermdglicht.

Betrachtet man die ermittelten Werte der Emulgierkapazitat (EC) der bei Raum-
temperatur im pH-Wert veranderten RPCs, so kann man erkennen, dass durch
eine pH-Regulierung von pH 3,0 bzw. von 8,0 die EC von 197 ml/g auf 267ml/g
gesteigert werden kann. Die Zunahme der EC wird zum einen durch eine erhéhte
Proteinldslichkeit, zum anderen durch eine Auffaltung der Proteine bei pH 8,0
verursacht. Hierdurch adsorbieren die Proteine an der Grenzflache bzw. richten
sich die Proteine an der Grenzflache aus. Die bei pH 8,0 behandelten Proteine
kénnen stabilere Grenzflachenphasen ausbilden. Damit einhergehend kann mehr
Ol in der Dispersion gehalten werden. Durch eine Warmebehandlung sank die
Proteinldslichkeit und weniger Proteine konnten die Grenzflache zwischen Ol und
Wasser besetzen. Die Emulgierkapazitat sank in Abhangigkeit des pH-Wertes auf
189 ml/g bis 211 ml/g.

Die Emulsionsstabilitat (ES) wird von der pH-Behandlung stark beeinflusst. Aus
Tabelle 4-10 ist zu entnehmen, dass die ES der RPCs durch saure pH-
Behandlung sowie Warmebehandlung bei 60 °C abnimmt. Mit 88 % bzw. 84 %
zeigen die Produkte ohne Warmebehandlung bei pH 8,0 bzw. 6,1 die héchsten
Werte der ES. Aus Abbildung 4-9 wird ersichtlich, dass die ES auch von den
Anteilen der Hauptproteinfraktionen Napin (2 S) und Cruziferin (12 S) im I&slichen
Proteinanteil abhangt. Durch die pH-Behandlung verandert sich das Verhaltnis
Cruziferin zu Napin. Dieses Ergebnis wird von Untersuchungen von Schwenke
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und Wasche bestétigt [Schwenke et al. 1989, Wéasche 2001]. Ohne ein ausge-
wogenes Verhaltnis zwischen Cruziferin und Napin oder einen leicht erhdhten

Masseanteil Cruziferin in der I6slichen Proteinfraktion kébnnen die Emulsionen

offenbar nur unzureichend stabilisiert werden.

Durch die Warmebehandlung bei 60 °C wird die Léslichkeit der Proteine
reduziert. Um zu prifen, ab welcher Temperatur die Denaturierung der Proteine
verstarkt wird, wurde ein Versuch ohne pH-Einstellung (pH 6,1) bei 50 °C durch-
gefuhrt. Die Proteinléslichkeit verminderte sich um 2 %-Punkte gegentber dem
Versuch bei Raumtemperatur auf 52 %. Besonders hervorzuheben ist, dass es
durch die Warmebehandlung zu einem veranderten 12 S/ 2 S -Verhéltnis von 2,9
kommt. In den anderen Versuchen stellt sich im |6slichen Proteinanteil ein
Verhaltnis von 0 bis 1,6 ein. Durch eine Warmebehandlung bei 60 °C ergab sich
ein Quotient von 0,2. Die 12 S-Proteine werden bei niedrigeren Temperaturen als
die 2 S-Proteine denaturiert. Dies wird auch durch Ergebnisse von Wésche
bestatigt [Wasche 2001]. Durch die Warmebehandlung bei 50 °C kam es zu
keiner Ausféllung, sondern zu einer Auffaltung der Proteine und zur Ausbildung
neuer Bindungen zwischen Napin und Cruziferin oder Napin und Napin. Das
Molekulargewicht der Proteine steigt. Es wurde ein gréBerer Anteil an groB3en
Proteinmolekilen (12 S) in der |6slichen Proteinfraktion detektiert. Da die
Proteinléslichkeit gleich bleibt, ergibt sich ein verandertes Verhaltnis an 12 S/ 2S.
Trotz des gesteigerten Anteils an groBen, léslichen Proteinmolekilen konnten
keine veranderten funktionellen Eigenschaften gegentiber den bei 60 °C
behandelten Produkten ermittelt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass
die groBen Proteinmolekile, welche bei 50 °C entstehen, in ihrer Struktur den
denaturierten Proteinen bei 60 °C dhneln, so dass die adsorptiven Eigenschaften
dieser Produkte bezliglich der Wasser- und Fettbindung sowie der Grenzflachen-
eigenschaften im Vergleich zu dem bei 60 °C behandelten Produkt nicht
verbessert werden konnten.

4.2.3 Einfluss mechanischer Energie

Durch Einwirkung mechanischer Energie kdnnen die funktionellen Eigenschaften
von Proteinprodukten verédndert werden [Howard 1980, Kroll 1991,Cabral et al.
1997]. Die mechanische Energie bewirkt, dass sich die Struktur der Protein-
molekuile verandert. Hierdurch kdnnen sonst nicht erkennbare strukturelle Einzel-
heiten (funktionelle Aminosaure-Seitenketten) freigelegt werden. Darlber hinaus
kénnen in den koharenten Bereichen Anderungen in der natiirlichen Anordnung
der Makromolekiile (Teilchenzerkleinerung, OberflachenvergréBerung) entstehen
[Kroll 1991]. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass die Protein-
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|6slichkeit bei Sojaproteinprodukten durch Homogenisation gesteigert werden
kann [Howard 1980, Cabral et al. 1997].

4.2.3.1 Einfluss des Homogenisierdrucks

Den Einfluss des Homogenisierdruckes auf die funktionellen Eigenschaften von
Rapsproteinprodukten zu untersuchen war das Ziel der nachfolgend
beschriebenen Untersuchungen, in denen die dreistufig alkoholisch extrahierten
Extraktionsrickstande mit demineralisiertem Wasser auf einen Trocken-
substanzgehalt von 10 % verdiinnt wurden und bei Druckstufen von 100 bar,
150 bar, 180 bar und 300 bar homogenisiert wurden. Die Homogenisierzeit
betrug flinf Minuten. Dies entsprach im Mittel 3,5 Passagen der Suspension
durch die Homogenisierdise.

Tabelle 4-11: Einfluss des Homogenisierdrucks wéahrend einer wassrigen Nachbehandlung
auf die funktionellen Eigenschaften von wassrig-alkoholisch hergestellten RPCs

Homogenisierdruck [bar]

K 100 150 180 300
Temperatur nach c1| 22 | 32 | 33 | 47 | 47
Homogenisation
Proteinldslichkeit [%] 54 57 58 54 57
128/2S Verhaltnis® [ | 1.3 | 1,5 | 1.4 | 16 | 19
PartikelgroBe [um] | 32 19 19 14 17
WBC Imiig]l 47 | 45 | 39 | 35 | 43
FBC [ml/g]] 2,1 1,7 | 16 | 1,7 | 1,6
EC? [ml/g]] 243 334 345 358 302
ES (80°C) [%] | 84 93 - 96 73

RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:I=1:5; t=15 min
1) BeipH 7,0

2) BeipH 5,0

3) PartikelgrdoBenverteilung als D50 angegeben.

4) Nicht homogenisiert

Aus Tabelle 4-11 ist zu entnehmen, dass mit steigendem Homogenisierdruck die
Temperatur der Suspension nach der Behandlung von 22 °C auf 47 °C anstieg.
Die erhéhte Endtemperatur fihrte jedoch noch nicht zu einer verminderten
Proteinldslichkeit, wie sie in Kapitel 4.2.2 fir 60 °C dargestellt wurde. Die Protein-
l6slichkeit der RPCs lag nach allen Versuchen mit 54 % bis 58 % in einem relativ
engen Bereich.

Die Wasserbindekapazitat (WBC) fiel mit steigendem Druck bis 180 bar von

4,7 ml/g auf 3,5 ml/g ab. Wurde der Druck auf 300 bar erhéht, stieg die WBC
wieder an. Diese Ergebnisse kénnen mit der durchschnittlichen PartikelgréBe
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(Dso) der RPCs erklart werden. Mit steigendem Homogenisierdruck sank die
PartikelgréBe. Durch eine weitere Erhéhung des Homogenisierdruckes auf

300 bar stieg der Dsy wieder auf 17 um an. Die Proteinmoleklle &ndern ihre
Struktur und es kommt zu einer Neuordnung der natirlichen Makromolekdle.
Diese Vermutung bestatigte sich durch das stark verédnderte 12 S/ 2 S-Verhaltnis
im I6slichen Proteinanteil. Wahrend bei den geringeren Druckstufen das
Verhaltnis bei durchschnittlich 1,4 lag, stieg das Verhaltnis durch die Druck-
behandlung bei 300 bar auf 1,9.

Die Fettbindekapazitat (FBC) der druckbehandelten Produkte lag unabhangig von
PartikelgréBe und 12 S/ 2 S-Verhéltnis bei 1,6 ml/g bis 1,7 ml/g. Die durch-
schnittlichen PartikelgréBen der homogenisierten Produkte waren deutlich kleiner
als die der Produkte ohne Druckbehandlung. Daher waren die FBC der
unbehandelten Produkte um 0,4 ml/g bis 0,5 ml/g héher.

Die ermittelten Emulgierkapazitaten (EC) der Proteinprodukte erhéhten sich von
243 ml/g auf 302 ml/g bis 358 ml/g durch die Hochdruckbehandlung. Die EC
nahm mit steigendem Homogenisierdruck bis 180 bar zu und fiel durch eine
Druckbehandlung bei 300 bar auf 302 ml/g ab. Durch die Druckbehandlung wird
die Grenzflachenspannung der Proteine in wassrigen Systemen reduziert [Cabral
1997] und die strukturmodifizierten Proteine kénnen mehr Ol in ihre innere
Struktur aufnehmen und die Emulsion stabilisieren. Dies bestatigte sich durch
die, gegenlber unbehandelten RPCs, gesteigerten Emulsionsstabilitaten.

4.2.3.2 Einfluss der Homogenisierpassagen

In der vorangegangenen Versuchsreihe wurde gezeigt, dass die funktionellen
Eigenschaften der Proteinprodukte durch unterschiedliche Homogenisierdriicke
verandert wurden. Der Einfluss der mechanischen Energieeinleitung auf die
funktionellen Eigenschaften kann auch Uber die Homogenisierpassagen bzw. die
Homogenisierzeit verandert werden. Durch unterschiedliche Homogenisierdricke
wurde die spezifische Energieeinleitung in die Rapssuspension variiert. Der
spezifische Energieeinsatz bei Hochdruckverfahren wird als Funktion von
Homogenisierdruck, Passagenzahl und Dichte der Suspension beschrieben
[Wasche 2001].

Die Dichte wurde in den hier durchgefiihrten Versuchen bei keiner der
Suspensionen verandert. Daher wurde im Folgenden nur das Produkt aus
Homogenisierdruck und Passagenzahl (Homogenisierzeit) berechnet und
vergleichend in Tabelle 4-12 als spezifischer Energieeinsatz dargestellt. Die
Passagenzahl durch den Homogenisierspalt wurde bei einem Homogenisierdruck
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von 180 bar mit 3,5 Passagen (5 min); 7 Passagen (10 min); 14 Passagen (20
min) und 21 Passagen (30 min) variiert.

Die Temperatur der Suspensionen erhéhte sich mit steigenden Passagen durch
die Homogenisierdise von 22 °C auf 64 °C. Die Proteinléslichkeit konnte durch
den Einsatz eines Homogenisators bei keinem Versuch erhéht werden. Im
Gegenteil hatten die RPCs, welche mindestens 14 Passagen homogenisiert
wurden, mit 34 % um 20 %-Punkte verringerte Proteinldslichkeiten. Aus dem

12 S/ 2 S -Verhéltnis des |6slichen Proteinanteils von 0,4 bzw. 0,2 ist ersichtlich,
dass durch die erhéhten HDH-Passagen groBe Proteinmolekile (12 S)
denaturiert wurden. Die mittlere PartikelgrdBenverteilung (Dso) wurde durch eine
Homogenisation von 32 um auf 13 um bzw. 14 um reduziert. Vermehrte HDH-
Passagen beeinflussten die Partikelgré Benverteilung nicht.

Tabelle 4-12: Einfluss der HDH-Passagen bei 180 bar bei einer wassrigen Nachbehandlung
auf die funktionellen Eigenschaften von wassrig-alkoholischen hergestellten RPCs

HDH-Passagen

0® | 35 7 14 21
Spez. Energieeinsatz” [N/m%] 0 630 | 1260 | 2520 | 3780
e AR
Proteinldslichkeit ? [%] | 54 54 53 34 34
12 S/ 2S Verhéltnis? [-] 13 | 16 | 15 | 04 | 02
PartikelgroBe [um] | 32 14 - 13 13
WBC migl| 47 | 35 | 3,1 48 | 49
FBC miig]| 2,1 1,7 | 15 | 1,8 | 18
EC® [miig] | 243 | 358 | 373 | 245 | 250
ES (RT) [%] | 59 68 65 60 -
ES (80°C) [%] | 84 96 96 76 -

RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:I=1:5;t = 15 min
1) Vereinfacht berechnet aus dem Produkt von Homogenisierdruck und Passagenzahl
2)BeipH 7,0

3) Ermittelt aus I&slichem Proteinanteil bei pH 7,0

4) PartikelgréBenverteilung als D50 angegeben.

5) Bei pH 5,0

Da die Proteinléslichkeit bei 3,5 bzw. 7 HDH-Passagen nicht beeinflusst wurde,
sich jedoch die Partikelgr6Be um ca. 50 % reduzierte, sowie ein erhdhtes 12 S/ 2
S -Verhéltnis gemessen wurde, konnte vermutet werden, dass durch die Hoch-
druckbehandlung eine Neuordnung der natirlichen Makromolekile stattgefunden
hat. Durch die Hochdruckbehandlung bilden sich Wechselwirkunen zwischen
Napin-Molekilen sowie zwischen Napin- und Cruziferin-Molekdlen. Diese
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Vermutung konnte unter anderem durch die mit 3,5 ml/g bzw. 3,1 ml/g WBC der
mit 3,5 bzw. 7 HDH-Passagen gegenulber der nicht homogenisierten Probe mit
4,7 ml/g bestéatigt werden.

Die emulgierenden Eigenschaften hingegen verbesserten sich, was ebenfalls auf
das veranderte 12 S/ 2 S -Verhaltnis zurickzufihren ist. Da die Proteinléslichkeit
gegenlber dem unbehandelten Proteinprodukt unveréandert bleibt, muss eine
Neuordnung der Makromolekile, aufgezeigt durch die veranderten

12 S/ 2 S -Veréltnisse, stattgefunden haben. Die molekulare Grenzflachen-
adsorption wird verbessert und die EC bzw. ES steigen. Durch die verringerten
Proteinldslichkeiten um ca. 20 % Punkte nach mehr als 7 HDH-Passagen stiegen
die adsorptiven Eigenschaften wieder an und die emulgierenden Eigenschaften
verringern sich. Das reduzierte 12 S/ 2 S-Verhéltnis von 0,4 und 0,2 nach 14 und
21 HDH-Passagen zeigte, dass Cruziferin schneller als Napin denaturiert wurde.
Ob die Denaturierung von 12 S-Protein durch die hdheren Endtemperaturen von
61 °C und 64 °C der Suspensionen verursacht wurde, oder durch den
mechanischen Energieeintrag, konnte nicht gezeigt werden. Hierdurch und durch
die verminderte Proteinléslichkeit ergaben sich erhéhte Werte der adsorbtiven
Eigenschaften der Proteinprodukte (WBC, FBC). Die Emulgiereigenschaften
verringerten sich aufgrund der starken Proteindenaturierung.

4.2.4 Einfluss einer Parameterkombination von pH-Wert, Temperatur und
Homogenisation

Eine Kombination der Einflussfaktoren (pH-Wert, Temperatur, Homogenisation)
auf die funktionellen Eigenschaften wurde bisher fir Proteinprodukte aus Raps
nicht untersucht. Flr Sojaproteinprodukte wurde der Einfluss verschiedener
Parameterkonfigurationen auf die funktionellen Eigenschaften von Howard und
Cabral [Howard 1980, Cabral et al. 1997] untersucht. Beide ermittelten flr ver-
besserte funktionelle Eigenschaften der Sojaproteinprodukte eine Kombination
aus Homogenisation in einem Temperaturbereich von 50 °C bis 150 °C in leicht
alkalischem pH-Bereich.

In Tabelle 4-13 sind Versuche mit mechanischem Energieeintrag durch 3,5 HDH-
Passagen bei pH 8,0 dargestellt. Die Temperatur der Proteinsuspensionen wurde
auf 20 °C, 50 °C und 90 °C eingestellt. Um einen besseren Vergleich dieser
Ergebnisse mit den Ergebnissen der einzelnen Einflussfaktoren zu ermdglichen,
wurden einige in den vorangegangenen Kapiteln gezeigten Versuchsergebnisse
in die Tabelle mit aufgenommen. Eine pH-Regulierung von pH 6,1 auf 8,0 mit
anschlieBender Homogenisierung erhéhte die Léslichkeit der Rapsproteine
gering von 54 % auf 58 %. Eine erhdhte Homogenisationstemperatur von 50 °C
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zeigte keinen Denaturierungseffekt. Wurde die Homogenisationstemperatur
jedoch auf 90 °C erhéht, verringerte sich die Proteinléslichkeit auf 22 %. Damit
sind die von Howard ermittelten Parametereinstellungen (Versuch 6) fir Soja-
proteine zur Verbesserung der Proteinléslichkeit nicht auf Rapsproteine
Ubertragbar. Die von Howard ermittelten Parametereinstellungen fir Sojaprotein-
konzentrate fUhrten zu einer Denaturierung der Proteine. Hierdurch ergab sich
eine erhdhte Wasserbindekapazitat (WBC) und eine verschlechterte Emulgier-
kapazitat der bei pH 9,0 und 90 °C homogenisierten RPCs.

Tabelle 4-13: Einfluss der Temperatur, des pH-Wertes und der HDH-Behandlung bei einer
wassrigen Nachbehandlung auf die funktionellen Eigenschaften von wéassrig-alkoholisch
hergestellten RPCs

Versuchsnr. 1 2 3 4 5 6
Extraktionstemp. [°C] RT

pH-Wert 6,1 6,1 6,1 8,0 8,0 9,0
Temperatur [°C] RT 50 RT RT 50 90
Druck [bar] - - 180 180 180 180

Proteinldslichkeit V' [%] 54 52 54 58 56 22
12 S/ 2S Verhaltnis?  [-] 1,3 | 29 1,6 | 3,1 30 | 02

PartikelgréBe * [um] | 32 - 14 14 14 }

WBC [migll 47 | 52 | 35 | 39 | 35 | 52
FBC migll 21 | 22 | 1,7 | 20 | 16 | 1,9
EC? [miig]] 243 | 213 | 358 | 383 | 319 | 219
ES (80°C) [%] | 84 69 96 97 88 96

RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45%igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:1=1:5; =15 mir
1) BeipH 7,0

2) Bei pH 5,0

3) PartikelgréBenverteilung als D50 angegeben

4) Ermittelt aus I6slichem Proteinanteil bei pH 7,0

In den vorangegangenen Versuchen stellte sich im 16slichen Proteinanteil ein
Verhaltnis von 12 S zu 2 S von 0,2 bis 1,6 ein. Durch eine Warmebehandlung
wurde der Quotient kleiner. Durch eine Homogenisation der Suspension bei dem
sich natlrlich einstellenden pH-Wert von 6,1 wurde dieses Verhaltnis nicht beein-
flusst und schwankte um 0,3 Punkte um das natlrliche Verhaltnis von 1,1 bis 1,3
bei 00-Raps (vgl. Kapitel 1.2) [Malabat et al. 2003].

Durch eine pH-Regulierung der Rapssuspension auf pH 8,0 mit anschlieBender
Homogenisation verandert sich das Verhaltnis von Cruziferin zu Napin auf durch-
schnittlich 3,0 (Versuche 4 und 5). Allerdings sind bei gleichen 12 S/ 2S -
Verhéltnissen und gleichen Léslichkeitsanteilen der Proteine nicht die gleichen
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Ergebnisse bei den adsorptiven Eigenschaften ermittelt worden. Ein Grund
hierflr kdnnten die unterschiedlichen Bindungen zwischen den neu gebildeten
groBen Proteinmolekilen sein. Bei 50 °C bilden sich neue Verbindungen
zwischen Aminosaure-Seitenketten, welche durch die Auffaltung der Protein-
ketten freigelegt werden. Es werden vorwiegend hydrophobe intermolekulare
Bindungen gebildet [Belitz et al. 1992]. Diese kénnen durch die anschlieBende
Homogenisation nicht mehr aufgebrochen werden. Méglicherweise werden diese
Proteinketten durch die Homogenisation gestreckt und es entstehen entfaltete,
I6sliche Proteinketten. Bei aufgefalteten, 16slichen Proteinketten kann die
Flissigkeit nur von einer Seite fixiert werden. Die adsorptiven Eigenschaften sind
verringert. Ohne vorherige Warmebehandlung werden erst durch die
Homogenisation reaktionsfahige Seitenketten freigelegt. Hierdurch ergeben sich
bessere Mdglichkeiten zur Adsorption von Wasser oder Fett an der Molekdl-
oberflache. Wasser oder Fett kdnnen in das globuléare Protein eindringen und
werden von mehreren Seitenketten der Makromolekile Uiber hydrophobe oder
hydrophile Wechselwirkungen fixiert.

Die emulgierenden Eigenschaften der homogenisierten Produkte stiegen
aufgrund erhdhter Anteile an groBen Proteinmolekullen (12 S) bei gleichen
Proteinldslichkeiten mit 54 % bis 58 % gegeniber einem unbehandelten RPC an.
Dieser Effekt wurde schon bei den pH-Versuchen (Kapitel 4.2.2) diskutiert und
durch Untersuchungen von Schwenke und Wasche bestatigt [Schwenke et al.
1989, Wésche 2001]. Wird die Proteinlslichkeit der homogenisierten RPCs
allerdings durch Warmebehandlung reduziert, oder das 12 S/ 2 S-Verhéltnis
erhdht, ergeben sich schlechtere emulgierende Eigenschaften (vgl. Kapitel 4.1.7).
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4.2.5 Einfluss chemischer und physikalischer Verfahren auf die
funktionellen Eigenschaften von Proteinprodukten aus blanchiertem,
entéltem Rapsmehl (var. Express)

Die Versuche zur wassrig-alkoholischen Entélung von vollfettem Raps zeigten,
dass die Masse des separierten Oles durch eine Blanchierung um ca. 50 % ge-
steigert werden kann. Durch die Blanchierung wird die Ldslichkeit der Proteine
reduziert. Um zu prifen, inwieweit die funktionellen Eigenschaften méglicher
Proteinprodukte aus blanchierten Rohstoffen verandert werden kénnen, wurden
entsprechend zu den Versuchen mit unblanchierten, entdlten Rapsmehlen
Versuche mit blanchierten, entlten Rapsmehlen durchgeflhrt (Tabelle 4-14).

Im Gegensatz zu den blanchierten Rapsmehlen, welche flr die Versuche der
wassrig-alkoholischen Ent6élung im LabormaBstab hergestellt wurden, wurden die
blanchierten und Hexan ent6lten Mehle im halbtechnischen MaBstab bei einem
Projektpartner (Cereol, Frankreich) hergestellt. Hierdurch ergab sich fir die im
LabormaBstab hergestellten Mehle eine Proteinldslichkeit von 26 %, wahrend
sich fur die im halbtechnischen MaBstab hergestellten Mehle eine Protein-
|6slichkeit von 50 % ergab. Die Proteinldslichkeit der blanchierten, entélten Mehle
wurde durch die wassrig-alkoholische Extraktion bei Raumtemperatur auf 47 %
reduziert.

Tabelle 4-14: Einfluss von pH-Wert, Temperatur und HDH-Behandlung bei einer wéssrigen
Nachbehandlung auf die funktionellen Eigenschaften von wassrig-alkoholisch
hergestellten RPCs aus blanchiertem, entéltem Raps (var. Express)

Versuchsnr. 19 2 3 4 5

Extraktionstemp. [°C] RT RT RT 50 50
pH-Wert 6,1 6,1 8,0 | 6,1 8,0
Temperatur [°C] RT RT RT RT RT
Druck [bar] | - - 180 - 180
Proteinldslichkeit ! [%] | 54 47 46 18 25
12 S/ 28 Verhaltnis? [-] 1,3 [ 15 | 1,2 | 0.1 0,2
WBC [m/ig]l 47 | 46 | 36 | 55 | 45
FBC ml/ig]| 2,1 22 | 1,7 | 2.1 1,9
EC? [miig]] 243 | 213 | 303 | 195 | 219
ES (80°C) [%] | 84 78 94 61 77

RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:I=1:5, t=15min
1) BeipH 7,0

2) Ermittelt aus l6slichem Proteinanteil bei pH 7,0

3) Bei pH 5,0
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Durch eine anschlieBende Homogenisation bei pH 8,0 konnte die Protein-
|6slichkeit nicht gesteigert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den oben
gezeigten Ergebnissen aus unblanchiertem Rapsmehl Uberein. Da bei Soja aus
Proteinprodukten mit geringer Proteinléslichkeit durch Homogenisation Protein-
produkte mit erhéhten Proteinléslichkeiten hergestellt werden kénnen [Howard
1980, Cabral et al. 1997], war zu untersuchen, ob starker denaturierte Raps-
proteinprodukte durch Homogenisation in ihrer Léslichkeit verbessert werden
kénnten.

Bei der simultanen Extraktion von OI- und Proteinprodukt aus vollfettem Raps-
mehl wurde der héchste separierte Olanteil aus blanchiertem Mehl bei einer
Extraktionstemperatur von 50 °C erreicht (vgl. Abbildung 4-6). Aus diesem
Grunde wurde die Extraktionstemperatur auf 50 °C erhéht. Der Vergleich dieses
Versuchs mit einem Versuch, bei dem anschlieBend bei pH 8,0 homogenisiert
wurde, zeigte, dass die Proteinldslichkeit bei stark denaturierten Rapsprotein-
produkten durch die Nachbehandlung von 18 % auf 25 % gesteigert werden
kann. Trotz der verbesserten Proteinléslichkeit konnten die emulgierenden
Eigenschaften nur in geringem MaBe verbessert werden.

Die geringeren adsorbierenden Eigenschaften der homogenisierten RPCs
gegenlber den nicht homogenisierten RPCs bestatigen die Versuchsergebnisse
aus Kapitel 4.2.4 mit warmebehandelten und homogenisierten RPCs.
Offensichtlich wirkt sich eine Blanchierung &hnlich wie eine vorherige Warme-
behandlung bei 50 °C aus. Durch die Blanchierung oder Warmebehandlung
wurde die Proteinléslichkeit reduziert. Die Proteinmolekile werden aufgefaltet
und es bilden sich neue, vorwiegend hydrophobe intermolekulare Bindungen aus
[Belitz et al. 1992]. Die Einlagerung von Wasser in diese Struktur wird durch
Wechselwirkungen von allen Seiten stabilisiert. Durch die Homogenisation wird
ein Teil dieser Proteine gestreckt und es entstehen entfaltete, teilweise 16sliche
Proteinketten. Dies wird durch die gesteigerte Proteinldslichkeit von 18 % auf 25
% bestatigt (vgl. Versuch 4 und Versuch 5). Durch die Streckung bzw. Auffaltung
der dreidimensionalen Struktur kann die Flissigkeit (Wasser) nicht mehr von
allen Seiten Gber Wechselwirkungen vom Protein fixiert werden. Die WBC sinkt.

Bei dem bei Raumtemperatur extrahierten und bei pH 8,0 homogenisierten RPC
konnten die emulgierenden Eigenschaften deutlich verbessert werden. Allerdings
ist die ermittelte Emulgierkapazitat mit 303 ml/g noch 80 ml/g geringer als die EC
eines unblanchierten RPCs, welches unter gleichen Bedingungen hergestellt
wurde. Dieses Ergebnis kann auf das unveranderte 12 S/ 2 S -Verhaltnis von 1,2
des blanchierten RPCs im Gegensatz zu einem deutlich veranderten Verhaltnis
von 3,0 bei einem unblanchierten RPC, zurlckgefuhrt werden. Offensichtlich sind
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die Proteine, welche durch die Homogenisation aufgefaltet werden, durch die
vorherige Blanchierung in ihrer Struktur verandert bzw. denaturiert, so dass keine
neuen Bindungen zwischen Napin und Cruziferin oder Napin und Napin durch
Homogenisation ausgebildet werden kénnen. Da die EC aufgrund der
Homogenisation deutlich gegeniber der nicht homogenisierten RPC angestiegen
ist, kann vermutet werden, dass durch die Auffaltung und Streckung der Proteine
wahrend der Homogenisation die Ausrichtung und Stabilisierung der Grenz-
flachenphasen auch beglnstigt wird, ohne das sich neue Bindungen zwischen
den Proteinen ausbilden. Durch eine Homogenisation bei pH 8,0 und Raum-
temperatur konnten wie bei Einsatz von unblanchiertem Rapsmehl die
emulgierenden Eigenschaften am starksten erhéht werden.

4.2.6 Funktionelle Eigenschaften von Proteinprodukten aus entolten
Mehlen anderer Rapssorten

Bei den auf pH 8,0 eingestellten und anschlieBend bei 180 bar fur 3,5 HDH-
Passagen (5 Minuten) homogenisierten Produkten konnten hinsichtlich der
emulgierenden Eigenschaften deutliche Verbesserungen gegeniber unbe-
handelten wassrig-alkoholisch hergestellten RPCs ermittelt werden. Mit dieser
Parameterkonfiguration wurden in dieser Versuchsreihe RPCs aus anderen
Raps-Rohstoffen hergestellt. Ziel dieser Versuche war es zu prifen, ob die Raps-
sorte einen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften hat. Bei den ausge-
wahlten Rapsmehlen fur diese Versuche handelte es sich um geschalte,
(blanchierte) Hexan entdlte 00-Rapsmehle der Sorten Express, Agat und Pollen.
Weiterhin wurde eine Zuchtlinie der Universitat GieBen mit der Nr. NAP 3500
eingesetzt. Das Verhaltnis von Cruziferin zu Napin im l&slichen Proteinanteil
betrug bei den Sorten Express und Agat und der Zuchtlinie NAP 3500 im
unblanchierten und blanchierten Mehl 0,9 bis 1,2. Damit ist der I6sliche Anteil an
Cruziferin im Vergleich mit dem natirlichen Verhéltnis der Speicherproteine von
1,1 bis 1,3 bei 00-Raps [Malabat et al. 2003] unerheblich geringer (Abbildung
4-10). In der Sorte Pollen hingegen war das Verhaltnis im Iéslichen Proteinanteil
auf 0,7 reduziert. In den vorangegangenen Versuchen hatte sich herausgestellt,
dass mit einem reduzierten Anteil an Cruziferin im l6slichen Proteinanteil die
emulgierenden Eigenschaften verringert wurden. Daher wurde beim Rohstoff
Pollen eine verminderte emulgierende Wirkung der RPCs erwartet.
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Abbildung 4-10: Proteinl6éslichkeit und Verteilung der Hauptproteinfraktionen in der
I6slichen Proteinfraktion der eingesetzten Hexan entélten Mehle geschélter Rapssorten.

Die Proteinléslichkeiten der unblanchierten Rohstoffe Express, Agat, Pollen und
der Zuchtlinie NAP 3500 lagen durchschnittlich bei 65 %. Durch die alkoholische
Extraktion mit anschlieBender Homogenisation bei pH 8,0 verringerte sich die
Proteinldslichkeit auf 54 %, 53 %, 49 % und 48 % (Tabelle 4-15). Die Protein-
l6slichkeit der RPCs wurde unter Verwendung der Rohstoffe Express und Agat
um ca. 10 % vermindert. Wurden die Zuchtlinie NAP 3500 oder die Sorte Pollen
eingesetzt, verringerte sich die Proteinldslichkeit um 15 %.

Das 12 S/ 2 S-Verhaltnis variierte in den hergestellten RPCs. Bei Express
anderte sich das 12 S/ 2 S-Verhaltnis von 1,1 im Rohstoff auf 3,0. Bei den RPCs
der anderen Sorten veranderte sich das 12 S/ 2 S-Verhéltnis nur um 0,1 bis 0,2
Punkte.

Die adsorbierenden Eigenschaften (WBC, FBC) der RPCs aus (un)blanchierten
Mehlen der Sorte Agat sowie der Zuchtlinie NAP 3500 stimmten mit den
Ergebnissen des unblanchierten Mehles der Sorte Express gut tberein. Bei der
Sorte Pollen stiegen die ermittelten Werte erwartungsgeman fir die WBC auf

4,7 ml/g und fir die FBC auf 2,2 ml/g an. Ursache fiir diese hdheren Werte ist die
mit 48 % geringere Proteinldslichkeit sowie das geringe 12 S/ 2 S-Verhaltnis
gegenlber den anderen RPCs. Denaturierte Proteine haben ein besseres
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Wasserbindevermégen als I6sliche Proteine [Westphal 2003] und gréBere
Proteine (12 S) kdnnen besser das Wasser in den Zwischenrdumen der Protein-
ketten Uber Wasserstoffbriickenbindungen fixieren als kleine 2 S-Proteinketten.

Tabelle 4-15: Einfluss der Rapssorte des eingesetzten Mehles (geschélt, Hexan entélt) auf

die funktionellen Eigenschaften der wassrig-alkoholisch hergestellten RPCs

RPC aus Rohstoff
(/)] T
9 a F 5 .4 . c
s | 5| 8| %% 3
L L < < =2 = o
Proteinldslichkeit [%] 58 45 53 49 49 29 48
12 S/ 2S Verhaltnis? 30 | 12 | 12 | 11 | 1,0 | 1,1 [ 06
PartikelgréBe [um] 14 14 15 12 13 17 19
WBC mig]| 39 | 84 | 39 | 38 | 40 | 39 | 47
FBC migll 20 | 1,7 | 1.8 | 1,7 | 1,9 | 1,7 | 22
ECY [mlig]| 383 | 303 | 283 | 277 | 278 | 225 | 254
ES (80°C) [%] | 97 94 88 91 96 89 92
RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:I=1:5; t=15min
1) BeipH 7,0
2) Ermittelt aus I6slichem Proteinanteil bei pH 7,0

)
3)BeipH 5,0

4) Geschaltes, unblanchiertes, hexanentéltes Rapsmehl
5) Geschaltes, blanchiertes, Hexanentéltes Rapsmehl

Bei der Sorte Express wurde festgestellt, dass mit abnehmender Protein-
l6slichkeit sowie geringeren 12 S/ 2 S-Verhéltnissen die Emulgierkapazitat
abnahm (vgl Kapitel 4.2.2). Da sich das 12 S/ 2 S-Verhéltnis der RPCs sowohl
aus den unblanchierten als auch aus den blanchierten Mehlen der Sorten Agat
und Pollen sowie der Zuchtlinie NAP 3500 durch die Versuchseinstellungen nicht
in dem MaBe verandern lie3 wie beim unblanchierten Mehl der Sorte Express,
konnte davon ausgegangen werden, dass die Emulgierkapazitaten dieser RPCs
niedriger sind. Bei der Sorte Pollen und der Zuchtlinie NAP 3500 konnte
zusatzlich aufgrund der geringeren Proteinldslichkeit eine geringere Emulgier-
kapazitat erwartet werden. Dies bestétigte sich mit den ermittelten Emulgier-
kapazitaten von maximal 278 ml/g der RPCs (unblanchiert/blanchiert) gegenliber
383 ml/g bei dem RPC aus unblanchiertem Mehl der Sorte Express.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass ein hinsichtlich der funktionellen
Eigenschaften auf die Applikation abgestimmtes RPC nur auf Basis der
ermittelten Abhangigkeiten der jeweiligen Sorte erfolgen kann. Grundsatzlich
kénnen die mit Raps var. Express gezeigten Abhangigkeiten der funktionellen
Eigenschaften von der Proteinléslichkeit und dem 12 S/ 2 S -Verhaltnis auch auf
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die anderen hier dargestellten Sorten Ubertragen werden, allerdings kénnen die
Versuchseinstellungen fir ein optimiertes RPC aus Raps var. Express nicht auf
andere Sorten Ubertragen werden. Eine mdgliche Ursache fir dieses Ergebnis
kann die sortenabhangige, veranderte Zusammensetzung der Saatinhaltsstoffe
sein. Wie in Kapitel 4.1 bei den Versuchen zur Entélung schon aufgezeigt,
werden die Wechselwirkungen zwischen Ol und Proteinen durch andere Inhalts-
stoffe (Phytinsaure, Fasern,...) stark beeinflusst.
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4.3 Herstellung von Proteinprodukten durch wassrig-alkoholische
Extraktion von Rapsmehl (Versuche im halbtechnischen MaBstab)

Auf der Grundlage der in den Kapiteln 6.1 und 6.2 durchgefthrten Unter-
suchungen wurden Entélungsversuche in Hinblick auf die Bewertung des
Extraktionsrickstandes als Proteinprodukt (RPP) durchgefthrt. HierfGr wurde in
einem ersten Schritt untersucht, welchen Einfluss MaBnahmen zur Reduzierung
qualitatsmindernder Bestandteile auf die Proteinprodukte haben, beziehungs-
weise ob durch die Verfahrensflihrung qualitaitsmindernde Bestandteile reduziert
werden.

Die bisher durchgefiihrten Versuche wurden in Hinblick auf die maximale
Olseparation durchgefiihrt. Ziel weiterer Versuche war es, auf Grundlage dieser
Versuchsergebnisse das Verfahren aus dem LabormaBstab in den halb-
technischen MaBstab zu Ubertragen. Dartber hinaus wurden von den erhaltenen
Proteinprodukten die funktionellen Eigenschaften analysiert und bewertet.

4.3.1 AQualitatsmindernde Bestandteile

Um die Extraktionsriickstande eines wassrig-alkoholischen Verfahrens als
Proteinprodukt fir Lebensmittel einsetzen zu kénnen, muss die Qualitat
einwandfrei sein. Qualitdtsmindernde Bestandteile wie Schalen (Fasern),
phenolische Substanzen und Glucosinolate (GSL) missen im Zuge des
Verfahrens entfernt werden.

Die Schalen wurden durch bekannte Verfahren [Schneider 1978, Baudel 1980]
vor der Extraktion entfernt. Hierbei wurde bewusst auf ein industriell Gbliches
Verfahren zurlickgegriffen und dieses auf den halbtechnischen MaBstab
Ubertragen um ein spateres Up-scaling zu erleichtern. Die hier durchgeflihrte
Schalung wurde durch Aufbrechen der Rapskdrner mittels einer Prallmiihle sowie
anschlieBende Sichtung der Schalen im Luftstrom realisiert.

Durch das Aufbrechen der Rapskdérner wird die Zellstruktur teilweise zerstért und
die Glucosinolate fiir die Myrosinase zuganglich. Um eine Hydrolyse der
Glucosinolate wahrend der Extraktion zu vermeiden, musste das saateigene
Enzym Myrosinase inaktiviert werden. Mit alkoholischen Lésungsmitteln kénnen
Enzyme inaktiviert werden. Ob die Alkoholkonzentration des Alkohol-Wasser-
Gemisches in dem hier untersuchten Verfahren ausreicht die Myrosinase zu
inaktivieren, wurde noch nicht untersucht. Deshalb wurde die Restaktivitat der
Myrosinase im Extraktionsrickstand eines wassrig-alkoholisch behandelten
Rapsmehles bestimmt (Abbildung 4-11). Eine signifikante Inaktivierung der
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Myrosinase durch wassrigen Alkohol konnte nicht erreicht werden. Die
Myrosinase-Restaktivitat im teilentdlten Extraktionsrickstand lag Gber 50 %.
Daher mussten die eingesetzten Rapsmehle unmittelbar nach der Schalung fiir
eine signifikante Reduktion der Myrosinaseaktivitat blanchiert werden. Eine
Denaturierung der Speicherproteine sollte durch die Blanchierung vermieden
werden. Im LabormaBstab wurden von Wasche [Wéasche 2001] Untersuchungen
zur Kinetik der Myrosinaseinaktivierung und der Speicherproteindenaturierung
mittels einer Blanchierung von Rapsmehlen durchgefthrt. Fir die Herstellung
gréBerer Mengen an blanchiertem Rapsmehl von gleicher Qualitat war es von
Vorteil, geschalten Rapsbruch an Stelle von Rapsmehl zu blanchieren. Eine
Blanchierung geschalter Rapskdrner ist groBtechnisch bisher noch nicht
umgesetzt bzw. optimiert. Unter Verwendung gebrochenen Rapsbruches
mussten die Bedingungen zur Inaktivierung der Myrosinase aufgrund der deutlich
gréBeren PartikelgréBen des Rapsbruches angepasst werden. In den hier
dargestellten Versuchen wurde der Schélbruch mit Wasserdampf fir zwei und
drei Minuten blanchiert (vgl. Kapitel 3.1.1). Nach einer Ricktrocknung des
feuchten Bruches auf ca. 5 % Restwassergehalt wurde der Bruch, wie schon
oben beschrieben, vermahlen und die Restaktivitat der Myrosinase sowie die
Proteinléslichkeit bestimmt.
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Abbildung 4-11: Restaktivitit der Myrosinase in geschéltem, trocken vermahlenem Raps-
mehl nach unterschiedlichen Blanchierzeiten mit Wasserdampf und im Extraktionsriick-
stand.
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Im geschalten Rapsbruch wurde die Restaktivitat der Myrosinase durch
Blanchierung mit Wasserdampf wahrend zwei Minuten auf 0,02 % reduziert.
Durch eine Verlangerung der Blanchierzeit auf 3 Minuten wurde die Myrosinase
zu 99,9 % inaktiviert (Abbildung 4-11). Die Proteindenaturierung nahm mit
steigender Inaktivierung zu. Wahrend durch die alkoholische Behandlung die
Proteinldslichkeit von 68 % im unblanchierten Schrot auf 47 % abnahm, wurde
sie durch eine Blanchierung von 2 Minuten auf 26 % reduziert. Fir die 3 Minuten
blanchierten Rapsmehle konnte die Proteinldslichkeit nicht mehr bestimmt
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass mit dem hier angewandten Verfahren die
Myrosinaseaktivitat zwar reduziert werden konnte, allerdings konnte eine
Denaturierung der Speicherproteine nicht vermieden werden. Hinsichtlich der
Gewinnung von Proteinprodukten aus blanchierten Raps-Rohstoffen konnte
schon in Kapitel 4.2.5 gezeigt werden, dass diese Proteinprodukte aufgrund der
verfahrensbedingten verminderten Proteinldslichkeit in ihren funktionellen
Eigenschaften eingeschrankt sind. Fiir die Gewinnung ernahrungsphysiologisch
hochwertiger Proteinprodukte aus Raps ist eine Blanchierung zur Inaktivierung
der Myrosinase jedoch unbedingt erforderlich (vgl. Kapitel 2.2.1). Um das Enzym
in ausreichendem MaBe zu inaktivieren und eine Basisfunktionalitat des
Extraktionsriickstandes als Proteinprodukt zu sichern, wurde eine Blanchierzeit
von 2 Minuten festgelegt.

Waéhrend der Extraktion mussten die intakten Glucosinolate, die phenolischen
Substanzen und die Zucker mit dem wassrig-alkoholischen Extraktionsmittel aus
dem Rapsmehl entfernt werden. Hierdurch wurden die ernahrungs-
physiologischen und sensorischen Eigenschaften des Extraktionsriickstandes
verbessert. In Tabelle 4-16 sind die Gehalte dieser Inhaltstoffe im Rohstoff und in
den hergestellten Proteinprodukten vergleichend gegentbergestellt.

Tabelle 4-16: Gehalte verschiedener Inhaltsstoffe im eingesetzten Rapsmehl (var. Express)
und den mit wassrig-alkoholischer Extraktion hergestellten Proteinprodukten

Phenolische Zucker /
Glucosinolate Substanzen | Oligosaccharide ¥
Produkt [umol/g] [umol/g] [umol/g]
vollfettes Mehl 14,3 32 117
entdltes, geschéltes Mehl 26,7 53,1
RPCY <0,3 13,0 38
RPP? 8,0 18,0 45

1) Hergestellt aus Hexanentéltem, blanchiertem Mehl (3x Extraktion)

2) Hergestellt aus vollfettem, blanchiertem Mehl (2x Extraktion)
3) Saccharose, Raffinose, Stachyose
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Die wéssrig-alkoholische Extraktion von entéltem, blanchiertem Rapsmehl
reduzierte den Glucosinolatgehalt im RPC auf Werte kleiner 0,3 umol/g. Aufgrund
der deutlich reduzierten Gehalte an Glucosinolaten ist der Einsatz von RPCs als
Zutat in Lebensmitteln aus erndhrungsphysiologischer Sicht méglich, da Protein-
produkte als Zutat nur in geringen Konzentrationen zur Veranderung der
funktionellen Eigenschaften eingesetzt werden.

Die phenolischen Substanzen wurden auf einen Gehalt von 13 umol/g, die
Zucker und Oligosaccharide auf einen Gehalt von 38 umol/g reduziert. Die
signifikante Reduzierung von Glucosinolaten und phenolischen Substanzen
durch wassrig-alkoholiche Extraktionsmittel wurde schon von Naczk et al. [Naczk
et al. 1986] beschrieben. Die Ergebnisse von Naczk bestéatigen die hier durch-
gefuhrten Untersuchungen.

Die Gehalte an Glucosinolaten und phenolischen Substanzen in einem Protein-
produkt (RPP), welches aus vollfettem Rapsmehl erhalten wurde, sind mit

8 umol/g sowie 18 umol/g héher als die Gehalte des Proteinproduktes aus
entdltem Rapsmehl. Diese Ergebnisse kénnen auf die verschiedenen
Extraktionsstufen zuriickgefiihrt werden. Bei den Versuchen zur Entfettung
vollfetter Rapsmehle wurde auf eine dritte Extraktionsstufe verzichtet, da bereits
in der zweiten Extraktionsstufe nur geringe Mengen an Ol separiert wurden.

Die in Tabelle 4-16 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass durch eine dreistufige
Extraktion die unerwiinschten Begleitsubstanzen deutlich reduziert werden
konnten. Aufgrund der reduzierten Gehalte an phenolischen Substanzen konnten
Farbreaktionen mit Proteinen vermindert werden. Die hergestellten Mehle sind
hellgrau mit kleinen, schwarzen Schalenstiickchen. Die hier dargestellten
Ergebnisse zeigen, dass die in wéassrig-alkholischen Verfahren hergestellten
Proteinprodukte als Zutat in Lebensmitteln eingesetzt werden kénnen.

4.3.2 Entolungsversuche im halbtechnischen MaBstab

Fiir die Ubertragung der Versuchsergebnisse der wassrig-alkoholischen
Ent6élungsversuche im LabormaBstab in den halbtechnischen MaBstab wurde der
Verfahrensablauf in die folgenden Teilschritte gegliedert: Zellaufschluss,
Extraktion, Separation und Trocknung. Ziel der Versuche war es, das im Labor-
maBstab entwickelte Verfahren im halbtechnischen MaBstab mit industriell
Ublichen Geraten zu realisieren.

Im LabormaBstab wurde fiir einen mdglichst vollstandigen Zellaufschluss des
Rapsmehles ein Ultra-Turrax eingesetzt. Das Zerkleinerungsprinzip eines Ultra-
Turrax und einer Zahnkolloidmuhle sind &hnlich. Daher wurde der vollstandige
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Zellaufschluss flir die Versuche im halbtechnischen MafBstab mit einer Zahn-
kolloidmuhle durchgefihrt. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass sich nach 10
Passagen der Suspension durch die Mihle ein 98 %iger und damit identischer
Zellaufschluss wie in den Labor-Versuchen ergab. Entsprechend der Labor-
versuche wurde ein s:I-Verhaltnis von 1:3 eingestellt. Der 2-Propanolanteil im
Extraktionsmittel betrug 45 Gew.%.

Wahrend im LabormaBstab die Suspension nach 15 Minuten Extraktionszeit bei
50 °C anschlieBend als Batch zentrifugiert wurde, wurde fiir die Ubertragung der
Trenntechnik in den halbtechnischen MafBstab eine kontinuierliche Zentrifuge, ein
Dekanter (MZD 003 Lemitec), ausgewahlt. Um vergleichbare Extraktions-
bedingungen einzustellen, wurde die Suspension durch eine Heizschlange in
einen auf 50 °C temperierten doppelwandigen 2 | Glasreaktor gepumpt. Die
Zufiihrung der Suspension in den Glasreaktor und die Zuflihrung in den Mini-
dekanter wurden so eingestellt, dass sich fir die Suspension eine Extraktionszeit
von 15 Minuten ergab. Der sich natirlich einstellende pH-Wert von ca. 6,1 wurde
nicht verandert.

Die Trennbedingungen im Dekanter wurden so eingestellt, dass der Oberlauf
(Extraktphase und Olphase) maximal 5 % unlésliche Feststoffe (Extraktions-
rickstand) enthielt. Hierfar hatte sich in Vorversuchen herausgestellt, dass eine
hohe Drehzahl der Trommel (10945 min™', Differenzdrehzahl 22 min™) bei gleich-
zeitig kleinem Massestrom (9 I/h) sowie die Verwendung eines Uberlaufwehrs mit
kleinem Innendurchmesser (36 mm) das Sediment im Oberlauf sogar auf ca. 2 %
reduziert. Entsprechend der Zielsetzung dieser Arbeit wurde nur der Extraktions-
rickstand weiter verarbeitet.

Aufgrund der anfallenden Massen der zu trocknenden Proteinprodukte bei diesen
Versuchen im halbtechnischen MaBstab wurde die bisherige Gefriertrocknung
durch eine industriell Gbliche Sprihtrocknung ersetzt. Der Extraktionsrickstand
wurde auf ca. 10 % Trockensubstanzgehalt mit demineralisiertem Wasser
verdinnt und sprihgetrocknet.

Der getrocknete Extraktionsriickstand wurde hinsichtlich Trockensubstanz-,
Protein- und Fettgehalt untersucht. Es zeigte sich, dass der Einsatz der halb-
technischen Gerate zu gleichen Ergebnissen flhrte wie im LabormaBstab. Der
Olgehalt konnte im Extraktionsriickstand nach zwei Extraktionsstufen auf 19 %
reduziert werden. Der Proteingehalt erhdhte sich von 21,5 % im eingesetzten
Rapsmehl auf 49 % im Extraktionsriickstand, so dass dieser als Rapsproteinmehl
eingestuft werden konnte. Die funktionellen Eigenschaften dieses Proteinmehles,
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im Folgenden als RPP bezeichnet, wurden ermittelt und mit den funktionellen
Eigenschaften verschiedener RPCs verglichen (Tabelle 4-17).

Tabelle 4-17: Vergleich der funktionellen Eigenschaften des im halbtechnischen MaBstab
hergestellten RPP mit verschiedenen RPCs

Proteinprodukt RPC RPP
Vorbehandlung Unblanchiert Blanchiert Blanchiert
Extraktionstemp. [°C] RT 50 50 50
Proteinldslichkeit " [%] 54 25 18 17
WBC [ml/g] 4,7 6,4 55 3,2
FBC [ml/g] 2,1 2,3 2,1 1,3
EC? [ml/g] 243 176 195 135
ES (80°C) [%] 84 22 61 32
RPC-Herstellung: 3x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:l=1:5, t=15 min

RPP-Herstellung: 2x Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch, s:1=1:3, t=15min

1) BeipH 7,0

2) Bei pH 5,0

Aus den Ergebnissen in Tabelle 4-17 ist ersichtlich, dass das RPP bei allen
ermittelten funktionellen Eigenschaften am schlechtesten abschneidet. Aufgrund
dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass trotz gleicher Versuchs-
bedingungen von entdltem, blanchiertem und vollfettem, blanchiertem Rapsmehl
der Restfettgehalt sowie der Proteingehalt im Proteinprodukt einen ent-
scheidenden Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften haben. Aufgrund des
mit 20 % sehr hohen Restfettgehaltes im RPP ergibt sich ein um ca. 10 %
geringerer Proteingehalt gegeniber den RPCs.

Die Ubertragung des Laborverfahrens in den halbtechnischen MaBstab konnte
erfolgreich umgesetzt werden. Allerdings konnte der mit 20 % sehr hohe Rest-
fettgehalt im Extraktionsrickstand auch mit den Geraten im halbtechnischen
MaBstab nicht weiter reduziert werden. Die funktionellen Eigenschaften des
hergestellten Proteinproduktes sind im Vergleich mit den hergestellten RPCs
stark eingeschrankt. Ziel weiterer Versuche war es daher zu untersuchen, ob
eine Nachbehandlung, welche bei den RPCs zu verbesserten modifizierten
funktionellen Eigenschaften flihrte, auch bei den Proteinprodukten der wassrig-
alkoholischen Entélung eine Verbesserung der funktionellen Eigenschaften
erreicht werden kann.

4.3.3 Bewertung von funktionellen Eigenschaften von modifizierten RPPs

Auf der Grundlage der Ergebnisse zur Modifizierung der funktionellen
Eigenschaften von Rapsproteinprodukten (vgl. Kapitel 4.2) wurden die wassrig-
alkoholisch entdlten Proteinprodukte nachbehandelt. Darlber hinaus wurden in
weiteren Versuchen die bisherigen Ergebnisse auf andere Rapssorten Uber-
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tragen. Ziel dieser Versuche war es zum einen zu untersuchen, ob durch eine
Nachbehandlung der wassrig-alkoholisch entdlten Proteinprodukte die
funktionellen Eigenschaften modifiziert werden kénnen und zum anderen, ob sich
die Versuchsergebnisse hinsichtlich Ent6lungsgrad sowie funktioneller
Eigenschaften auf andere Rapssorten Ubertragen lassen.

Die Zusammensetzung des Extraktionsriickstandes war bei den up-scale-
Versuchen in den halbtechnischen MaBstab identisch mit den Ergebnissen im
Laborverfahren. Um in den weiteren Versuchen eine vollstéandige Bilanzierung
hinsichtlich aller Fraktionen durchzuflihren, wurde die Trennung in die Fraktionen
mit einer Becherzentrifuge statt mit einem Dekanter durchgefiihrt. Entsprechend
des Versuchs im halbtechnischen MaBstab wurde das Rapsmehl mit 45 Gew.%
2-Propanol in einem s:I-Verhaltnis von 1:3 gemischt und anschlieBend in einer
Kolloidmahle vermahlen.

Um eine direkte Vergleichbarkeit der funktionellen Eigenschaften dieser Protein-
produkte mit den Proteinprodukten aus Hexan entélten Rapsmehlen zu
gewabhrleisten, wurde in den folgenden Versuchen eine dreistufige Extraktion
durchgeflihrt. Die Extraktionen wurden entsprechend der Ergebnisse zur
Entélung aus Kapitel 4.1 bei 50 °C durchgeftihrt.

Far die Nachbehandlung des Extraktionsriickstandes wurde auf Grundlage der
Ergebnisse aus Kapitel 4.2 folgende Versuchseinstellungen vorgenommen:
Verdinnung des Extraktionsriickstandes mit demineralisiertem Wasser auf 10 %
Trockensubstanz, keine pH-Einstellung und keine Temperaturbehandlung, 3,5
HDH-Passagen bei 180 bar. Im Anschluss wurden die Proben spriihgetrocknet.
In Abbildung 4-12 sind die separierten Olanteile, die Proteinausbeute sowie der
Protein- und Fettgehalt des Extraktionsriickstandes dargestellt, die bei Versuchen
mit geschalten und blanchierten Rapsmehlen verschiedener Sorten erzielt
wurden.

Aus Abbildung 4-12 geht hervor, dass der separierte Olanteil von 78 % bei dem
Versuch mit Rapsmehl der Sorte Express bei den Versuchen mit Rapsmehlen
anderer Sorten nicht erreicht werden konnte. Bei den anderen untersuchten
Sorten wurden nur 77 % (Licapo) bzw. 73 % (Lion, Lisek) Ol separiert. Diese
geringe Differenz des separierten Olanteils kann auf unterschiedliche Gehalte an
Protein, Phospholipiden, Phytinsaure, Fasern und anderen Inhaltsstoffen zurtick-
gefuhrt werden. Hierdurch werden in Abhangigkeit der eingesetzten Rapssorte
bzw. dessen Zusammensetzung unterschiedliche Anteile freien Oles im
Extraktionsrickstand gebunden (vgl. Kapitel 4.1.6).
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Dartber hinaus konnte mit den Versuchen aus ent6lten Rapsmehlen
verschiedener Sorten gezeigt werden, dass die aufgezeigten Abhangigkeiten fr
eine gezielte Verfahrensoptimierung zwar auch auf andere Sorten Ubertragen
werden kdnnen, die optimierten Bedingungen aber unter anderem von der
Zusammensetzung der Inhaltsstoffe abhangen (vgl. Kapitel 4.2.6). Anhand der
Ergebnisse dieser Versuchsreihe kann diese These bestétigt werden.

100 Proteingehalt
O Proteinausbeute
% O Fettgehalt
O Sep. Olanteil
80 - 78 77
73 73
70 -
60 -
—_ 52 53 52
|U_’ e 77777 —
e 50 26 -
40 -
30 -
E
20 | 5 = | &
i % | &
10 2 S —
0 7
Express Licapo Lion Lisek

Abbildung 4-12: Analytische Charakterisierung der Extraktionsriickstédnde sowie der
separierten Olanteile nach einer wissrig-alkoholischen Extraktion von Mehlen (geschilt,
blanchiert) verschiedener Rapssorten.

Mit 82 % bis 91 % verblieb der Hauptmasseanteil an Protein im Extraktions-
rickstand. Durch die wéassrig-alkoholische Extraktion von Iéslichen Substanzen
und Ol ergab sich ein Proteingehalt von durchschnittlich 52 %. Der Extraktions-
rickstand der Sorte Lisek hatte einen Proteingehalt unter 50 %. Dieses Ergebnis
ergab sich aus dem um ca. 8 %-Punkte erhéhten Fettgehalt im Extraktions-
rickstand der Sorte Lisek gegenliber den anderen Extraktionsriickstanden.

In Hinblick auf die Zielstellung der Arbeit, einen méglichst hohen Olanteil als freie
Olphase zu separieren, kann festgestellt werden, dass auch durch den Einsatz
anderer Rapssorten dieses Ziel nicht erreicht wurde. Im Extraktionsriickstand war



4 Ergebnisse und Diskussion 94

zwar der Uberwiegende Masseanteil an Protein enthalten, durch den hohen
Restfettgehalt von ca. 20 % stellte sich jedoch nur ein Proteingehalt von ca. 50 %
ein. Somit kdnnen die Extraktionsriickstande der simultanen wassrig-
alkoholischen Extraktion nicht als Proteinkonzentrate sondern nur als Mehle
vermarktet werden.

Far den Einsatz von Proteinprodukten in Lebensmitteln ist jedoch nicht nur der
Protein- und Fettgehalt von Bedeutung. Dartber hinaus ist die Kenntnis der
verschiedenen funktionellen Eigenschaften entscheidend. Die funktionellen
Eigenschaften des Proteinproduktes aus dem halbtechnischen MaBstab waren
im Vergleich mit den Proteinprodukten aus Hexan entélten Produkten (Labor-
maBstab) stark eingeschrankt. Unter Verwendung von Hexan entdltem Rapsmehl
konnten die funktionellen Eigenschaften durch eine Nachbehandlung wieder
verbessert werden. Ziel dieser Versuche war es zu untersuchen, in wie weit sich
die funktionellen Eigenschaften der wassrig-alkoholisch entdlten Proteinprodukte
verandern lassen.

In Tabelle 4-18 sind die ermittelten funktionellen Eigenschaften der Protein-
produkte dargestellt. Die geringe Proteinléslichkeit der hergestellten Produkte ist
mit der flr eine maximale Entélung abgestimmten Versuchskonfiguration zu
erklaren. Vergleichende Untersuchungen mit entéltem, blanchiertem Rapsmehl
(vgl. Kapitel 4.2.5) zeigten ebenfalls verringerte Proteinléslichkeiten (18 %), die
auf das Blanchieren sowie auf die erhéhte Extraktionstemperatur von 50 °C
zurtickzufihren sind. Eine Steigerung dieser geringen Proteinléslichkeit durch an-
schlieBende Homogenisation konnte im Gegensatz zu einer leichten Steigerung
von 18 % auf 25 % bei blanchierten RPCs (vgl. Kapitel 4.2.5) bei den RPP nicht
erreicht werden.

Ein hinsichtlich der funktionellen Eigenschaften auf die Applikation abgestimmtes
RPP kann auf Grundlage der hier dargestellten Ergebnisse nicht gewonnen
werden. Aufgrund des hohen Restfettgehaltes, des niedrigen Proteingehaltes
sowie der geringen Proteinléslichkeit sind die funktionellen Eigenschaften der
Proteinprodukte unabhangig von der Sorte sehr schwach ausgepréagt.

Vergleicht man die Proteinmehle mit den Proteinkonzentraten aus Raps, wird die
geringe Funktionalitat noch deutlicher. Die Wasserbindekapazitat (WBC) der
Produkte war trotz starker Denaturierung mit 3,6 ml/g bis 4,2 ml/g geringer als die
WBC eines RPC aus blanchiertem, entdltem Rapsmehl. Eine Ursache kdnnte
hierfir der mit 20 % bis 30 % hohe Restfettgehalt der RPM sein. Die
hydrophoben Fettpartikel verhindern die Adsorption von Wasser. Die
gemessenen Emulgierkapazitaten (EC) waren mit 128 ml/g bis 153 ml/g
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gegenilber den EC von RPCs aus unblanchiertem, entéltem Rapsmehl mit

383 ml/g stark reduziert. Dies ist auf die stark verminderte Proteinléslichkeit der
RPM sowie die verringerten 12 S/ 2 S-Verhéltnisse in den RPM zurlickzuflihren
(vgl. Kapitel 4.2.2).

Tabelle 4-18: Einfluss der Rapssorte des eingesetzten Mehles (geschélt und blanchiert) auf
die funktionellen Eigenschaften der teilentélten RPPs

RPC RPP aus Rohstoff (geschélt und blanchiert)

2
oy
8
8
-5 u-’a o
3 : g ° :
sl | +|_ | E 3 J:
s=| 81 8% | Ble | &
o3 o o S S s + X X
[$]
g¢2| ¢ 2| 8| 8| 5| &| & | 8
w =2 Ll [17] - - - - - -
Proteinléslichkeit [%] 25 13 12 15 17 12 9 9 11
12 S/ 28 Verhéltnis? 0,2 07 | 1,5 | 1,0 141 10| 09 | 04 | 06
WBC miigl| 45 | 42 | 38 | 43 | 36 | 41 | 42 | 38 | 43
FBC mlig] | 1,9 16 | 13| 20| 18| 16 | 1,7 | 16 | 1,6
EC? migl | 219 | 143 | 127 | 153 | 153 | 137 | 128 | 128 | 129
1) Bei pH 7,0

)

) Ermittelt aus l6slichem Proteinanteil bei pH 7,0

) Bei pH 5,0

) 3-stufige alkoholische Extraktion (s:I=1:3; t=15min; T=50 °C), ohne Modifizierung
)

2
3
4
5) Extraktion wie 4) und Modifizierung: T= RT, 180 bar, 3,5 HDH-Passagen, keine pH Regulierung
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5 Zusammenfassung

Die Gewinnung von Proteinprodukten aus Raps war in den letzten Jahrzehnten
aufgrund der schon eingangs geschilderten Struktur des Olmiihlengewerbes und
der sich daraus ergebenden Interessenlage im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit
der vielen kleinen Olmiihlen Gegenstand vieler wissenschaftlicher Arbeiten
[Rutkowski 1975, Jones 1979, Kozlowska 1979, Olsen u. Anjou 1979, van
Mengen 1981, Elstner u. Stein 1982, Mieth et al. 1983, Olsen u. Sepp 1983,
Naczk et al. 1985, Naczk et al. 1986, Behlau 1990, Rubin et al. 1990, Shahidi u.
Naczk 1990, Thomas u. Bruck 1995, Gueguen et al. 2000, Gueguen et al. 2001,
Wasche 2001].

Fur die Olmiihlen in Deutschland, insbesondere die vielen kleinen Olmuhlen, ist
die konventionelle Olextraktion mit erst anschlieBender Gewinnung von Protein-
produkten keine Alternative, um ihre wirtschaftliche Grundlage zu erhéhen. Eine
simultane Gewinnung von OI- und Proteinprodukten fiir den Einsatz in Lebens-
mitteln ist, aus dkonomischer Sicht der vielen kleinen Olmiihlen in Deutschland,
einer aufeinander folgenden Gewinnung von Ol und Proteinprodukt zu bevor-
zugen. Durch eine Abtrennung des Ols als klare Olphase kann aus dem entélten
Rlckstand méglicherweise nach weiteren Verarbeitungsschritten ein Protein-
produkt gewonnen werden. Vorteilhaft ist dabei insbesondere die direkte Weiter-
verarbeitung des (teil)entdlten, proteinreichen Rickstandes ohne einen
Trocknungsschritt. Da in diesen Verfahren sowohl wahrend der Olgewinnung als
auch wahrend der Proteingewinnung mit der wassrigen bzw. wassrig-
alkoholischen Fraktion unerwiinschte Inhaltsstoffe abgetrennt werden, werden
diese Verfahren auch als simultane Verfahren zur Ol- und Proteingewinnung
bezeichnet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein wassrig-alkoholisches Verfahren
zur simultanen Protein- und Olproduktgewinnung aus Rapskdrnern entwickelt,
wobei das von Meuser et al. Flr die Sojaproteingewinnung entwickelte Verfahren
[Meuser et al. 2002] als Ansatz fir die Versuchsplanung herangezogen wurde.
Das von Meuser et al. Entwickelte Verfahren macht sich die von Frische et al. Bei
der wassrig-alkoholischen Extraktion von Ol aus pflanzlichen Matrices gemachte
Beobachtung zunutze, dass dabei keine Emulsionsbildung entsteht.

Im ersten Teil der Arbeit wurden verschiedene Einflussfaktoren auf die
Separation des Ols untersucht. Da sich das Ol nicht im Wasser-Alkohol-Gemisch
|6st, sondern nur durch das Extraktionsmittel aus den offenen Zellen verdréngt
werden kann, wurde zunéachst der Anteil offener Zellen des eingesetzten Raps-
mehls ermittelt. In Abhangigkeit von der verwendeten Methode wurde ein Zell-
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aufschluss von 73 % bzw. 76 % ermittelt. Dadurch ergab sich fur die folgenden
Versuche ein maximal separierbarer Olanteil von 76 %.

Es wurde festgestellt, dass eine klare Olphase ohne Emulsionsschicht zwischen
Extraktphase und Olphase nur bei einer 45 %igen 2-Propanolkonzentration abge-
trennt werden konnte. Die Emulsionsbildung wurde jedoch durch die Alkohol-
konzentration nicht verhindert, sondern aufgrund der Dichte der Extraktions-
mittelphase wurde die Emulsion zusammen mit den Extraktionsrickstand
abgetrennt. Unter Verwendung von Extraktionsmitteln mit héheren 2-Propanol-
konzentrationen konnte keine klare Olphase separiert werden.

Eine Schalung der Rapskérner wirkte sich hinsichtlich der Olseparation als positiv
aus. Der separierbare Olanteil, bezogen auf die im eingesetzten Rapsmehl
enthaltene Gesamtmasse an Ol, konnte durch Schélung um ca. 10 %-Punkte auf
40,5 % gesteigert werden. Daher ist eine Schalung der Rapskdrner vor der
weiteren Verarbeitung flr Proteinprodukte mit geringen Restfettgehalten und
héheren Proteingehalten vorteilhaft. Allerdings ist hierbei zu berlcksichtigen,
dass unabhangig vom Schalverfahren fir eine Reduzierung des Schalenanteiles
auf 7 % auch eine Reduzierung des Fruchtfleisches um ca. 12 % einkalkuliert
werden muss. Hinsichtlich der Untersuchung der Einflussparameter auf die
Entélung im LabormaBstab ist diese Reduzierung an Fruchtfleisch zu
vernachlassigen, wahrend dieser Verlust fir eine technische Umsetzung aus
Kostengriinden durchaus berlcksichtigt werden muss.

Durch eine verlangerte Extraktionszeit auf bis zu 21,5 Stunden konnte der sepa-
rierbare Olanteil von 36 % nach 15 Minuten Extraktionszeit, bezogen auf die im
eingesetzten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an Ol, nicht gesteigert werden.
Durch die lange Extraktionszeit konnte freies Fett in die aufgequollenen
Strukturen, unter anderem von Protein und Fasern, eindringen und stabilisiert
werden. Der separierte Olanteil sank auf 32 %.

Dariber hinaus wirkte sich auf die Entélung des Rapsmehles das Verhaltnis von
Feststoff (Rapsmehl=s) und Flussigkeit (Extraktionsmittel=l) aus. Mit der Variation
des s:I-Verhéltnisses konnte gezeigt werden, dass der gréBte Olanteil mit 36 %,
bezogen auf die im eingesetzten Rapsmehl enthaltene Gesamtmasse an O, bei
einem s:I-Verhaltnis von 1:3 separiert werden konnte.

Hinsichtlich des Einflusses der Extraktionstemperatur zeigte sich, dass mit
steigender Temperatur von 20 °C auf 60 °C der separierte Olanteil von 36 % auf
43 % zunahm. Durch eine vorherige Blanchierung des Rohstoffes konnte der
separierbare Olanteil weiter gesteigert werden. Aus den Versuchsergebnissen
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konnte abgeleitet werden, dass fiir eine gesteigerte Olabtrennung sowohl die
Koaleszenz der nativen Oltrdpfchen als auch eine Denaturierung der Speicher-
proteine erforderlich ist.

Durch eine zusatzliche Nassvermahlung konnte der Zellaufschluss und damit der
theoretisch separierbare Olanteil auf 98 % gesteigert werden. Es zeigte sich
jedoch in allen Féllen, dass trotz eines fast vollstandigen Zellaufschlusses nur
maximal 80 % Ol als freie Olphase abgetrennt werden konnten und rund 20 % im
Extraktionsriickstand, dem Proteinprodukt, verblieben.

Versuche unter Einsatz von Rapsmehlen mit reduzierten Fettgehalten
(Presskuchen) fahrten ebenfalls zu keiner Verringerung des Restfettgehaltes im
Extraktionsschrot. Im Extraktionsschrot verblieb, wie auch unter Einsatz vollfetter
Rapsmehle, ein Restfettgehalt von ca. 20 %, der trotz vollstandigem
Zellaufschluss nicht separiert werden konnte. Diese Ergebnisse konnten sowohl
aufgrund der unzureichenden Emulsionsunterdriickung durch das Extraktions-
mittel als auch durch tribochemische Umsatze und die Ausbildung von hydro-
philen und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen freiem Fett, Fasern und
l6slichen Proteinen sowie anderen Inhaltsstoffen (Phytinsdure) erklart werden.

Bezlglich des Einflusses des Extraktions-pH-Wertes auf den separierbaren
Olanteil wurde keine gesteigerte Olseparation festgestellt. Die bisher ermittelten
Wechselwirkungen zwischen Ol, Proteinen, Fasern und anderen Inhaltsstoffen
bestatigten, dass aufgrund der unterschiedlichen Wechselwirkungen Gber den
gesamten pH-Bereich kein Minimum der Wechselwirkungen detektiert werden
konnte.

Maximal 80 % Ol konnten aus dem Rapsmehl als klare Olphase separiert
werden. Damit entspricht die Olausbeute in dem hier untersuchten Verfahren
derjenigen, welche in konventionellen Verfahren durch Vor- und Fertigpressen
der Rapssaat erreicht wird.

Die funktionellen Eigenschaften der Proteinprodukte werden durch den Einsatz
von Alkohol-Wasser-Gemischen negativ beeinflusst. Im zweiten Teil der Arbeit
wurde daher untersucht, inwieweit die funktionellen Eigenschaften von wassrig-
alkoholisch hergestellten Proteinprodukten aus geschaltem, Hexan entdltem
Rapsmehl durch anschlieBende wassrige Nachbehandlungsverfahren, mit
Variation von Temperatur, pH-Wert und mechanischer Energieeinleitung,
modifiziert werden kénnen. Bezlglich der Bewertung der Modifizierungs-
maBnahmen standen zusatzlich zur Charakterisierung der funktionellen
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Eigenschaften die Proteinlslichkeit sowie die Zusammensetzung der 16slichen
Proteinfraktion hinsichtlich der Hauptproteinfraktionen Cruziferin (12 S) und Napin
(2S) im Vordergrund.

Die Versuche zeigten, dass durch eine 3-stufige Extraktion von geschaltem,
Hexan entbltem Raps mit einem 45 %igem 2-Propanol-Wasser-Gemisch bei
einem s:I-Verhaltnis von 1:5 der Proteingehalt im getrockneten Extraktions-
rickstand auf Uber 60 % gesteigert werden konnte. Somit konnten diese
hergestellten Proteinprodukte als Rapsproteinkonzentrate (RPC) bezeichnet
werden.

Versuche zum Einfluss der Temperatur auf die funktionellen Eigenschaften der
RPCs zeigten, dass bei erh6hten Extraktionstemperaturen von 50 °C und bei
einer Temperatur von 60 °C wahrend der wassrigen Nachbehandlung die
Proteinldslichkeit reduziert wurde. Aufgrund der reduzierten Proteinléslichkeit
wurden gesteigerte WBC und verringerte EC ermittelt. Die Auswertung der
Verteilung der Hauptproteinfraktionen ergab, dass durch die Temperatur-
behandlung wéahrend der Nachbehandlung insbesondere groBe Proteine (12 S)
denaturiert wurden. Dieser Effekt wurde mit abfallendem pH-Wert von pH 8,0 auf
pH 3,0 verstarkt.

Im Gegensatz zu einer deutlichen Proteindenaturierung bei einer Temperatur von
60 °C wahrend der wassrigen Nachbehandlung konnte gezeigt werden, dass
eine wassrige Nachbehandlung bei 50 °C die Proteinléslichkeit im Vergleich zu
einem RPC ohne wassrige Nachbehandlung nicht beeinflusste. Trotz gleicher
Proteinldslichkeit waren die ermittelten funktionellen Eigenschaften
unterschiedlich. Die funktionellen Eigenschaften der bei 50 °C und 60 °C nach-
behandelten RPCs waren jedoch trotz unterschiedlicher Proteinldslichkeiten
ahnlich. Bei dem mit 50 °C nachbehandelten RPC wurde ein erhdhter 12 S-
Proteinanteil im 16slichen Proteinanteil gegentber dem nicht nachbehandelten
RPC ermittelt. Da die ermittelten funktionellen Eigenschaften mit denen des bei
60 °C behandelten RPCs vergleichbar waren, wurde vermutet, dass der erhéhte
Anteil groBer, l6slicher Proteine eine ahnliche Struktur hat wie die denaturierten
Proteine bei 60 °C.

Durch die Einleitung mechanischer Energie mittels eines Hochdruck-
homogenisators wurde das Produkt ebenfalls erwarmt. Hierdurch ergab sich
sowohl eine mechanische als auch eine thermische Nachbehandlung der RPCs.
In Abhéngigkeit der untersuchten Druckstufen von 100 bar bis 300 bar und der
untersuchten Homogenisierpassagen von 3,5 bis 21 Passagen veranderte sich
das 12 S/ 2S-Verhaltnis von 1,3 bei RPCs ohne Nachbehandlung durch
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gesteigerte Anteile von 12 S-Proteinen auf 1,4 bis 1,9 ohne die Proteinléslichkeit
zu beeinflussen. Aufgrund dieser Nachbehandlung konnten die emulgierenden
Eigenschaften deutlich verbessert werden. Wurden allerdings durch die
mechanische Energieeinleitung Produkttemperaturen gréBer 60 °C erreicht, kam
es zu einer Proteindenaturierung und dementsprechend eingeschréankten
funktionellen Eigenschaften. Wie schon bei den Versuchen mit erhéhten
Nachbehandlungstemperaturen gezeigt, wurden vor allem groBe 12 S Proteine
denaturiert und das 12 S/ 2S-Verhaltnis bis auf 0,2 reduziert.

Durch die Kombination der Einflussfaktoren pH-Wert, Temperatur und
mechanischer Energie konnten die funktionellen Eigenschaften der wassrig
nachbehandelten RPCs gegentiber RPCs ohne Nachbehandlung noch deutlicher
verandert werden. Durch Homogenisation bei 180 bar fir 3,5 Passagen bei
Raumtemperatur und pH 8,0 konnte die Proteinléslichkeit gering auf 58 %
gesteigert werden und mit 383 ml/g wurde die hdchste EC gemessen. Die
Auswertung des 12 S/ 2S-Verhaltnisses der unterschiedlich nachbehandelten
RPCs ergab, dass durch einen erhdhten Anteil von 12 S Proteinen im I6slichen
Proteinanteil die emulgierenden Eigenschaften verbessert werden.

Versuche mit Hexan entéltem, geschaltem und blanchiertem Rapsmehl der Sorte
Express bestatigten die Ergebnisse mit unblanchiertem Rapsmehl. Anhand der
Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die funktionellen Eigenschaften in erster
Linie von der Proteinléslichkeit und dartiber hinaus von der 12S/ 2S-Verteilung im
|6slichen Proteinanteil abh&ngen.

Eine Ubertragung dieser Versuchseinstellungen auf Hexan entélte, geschélte
Mehle anderer Rapssorten zeigte, dass die Ergebnisse beziglich der
funktionellen Eigenschaften nicht erreicht werden konnten. Ein hinsichtlich der
funktionellen Eigenschaften auf die Applikation abgestimmtes RPC kann nur auf
Basis neu zu ermittelnder Ergebnisse der jeweiligen Sorte auf die wassrige
Nachbehandlung erfolgen. Die fir Hexan entéltes, geschéltes Rapsmehl der
Sorte Express ermittelten Zusammenhange zwischen den untersuchten Einfluss-
faktoren der wassrigen Nachbehandlung und den funktionellen Eigenschaften der
RPCs kénnen aber als Basis fiir die Ubertragung von ModifizierungsmaBnahmen
auf RPCs anderer Sorten dienen.

Im dritten Teil der Arbeit wurden wassrig-alkoholischen Entélungsversuche in
Hinblick auf die Bewertung des Extraktionsrickstandes als Proteinprodukt durch-
gefthrt. Um Proteinprodukte flr die Verwendung in Lebensmitteln herzustellen,
mussen zusatzlich zu einem maéglichst hohen Proteingehalt qualitdtsmindernde
Bestandteile im Proteinprodukt vermieden werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Oligosaccharide,
phenolische Verbindungen und Glucosinolate im Extraktionsriickstand (Protein-
produkt) durch das eingesetzte Verfahren ausreichend reduziert werden.

Durch eine zusétzliche Rapsschalung konnte nicht nur der Anteil unerwinschter
schwarzer Schalenstlicke im Proteinprodukt reduziert werden, sondern dartiber
hinaus der separierbare Olanteil gesteigert werden.

Die Bildung von z.B. Isothiocyanaten, Nitrilen oder Thiocyanaten durch den
Abbau der Glucosinolate mittels des saateigenen Enzyms Myrosinase mindert
den ernahrungsphysiologischen Wert der Proteinprodukte. Untersuchungen der
Myrosinaseaktivitat in unblanchiertem und blanchiertem Rapsmehl sowie
Extraktionsrickstanden von wassrig-alkoholisch behandelten Rapsmehlen
zeigten, dass die Enzymtétigkeit durch eine Extraktion mit 45 %igem 2-Propanol-
Wasser-Gemisch nur unzureichend um ca. 50 % reduziert wird. Durch eine
zweiminatige Dampfblanchierung des Rapsbruches kann die Enzymaktivitat
ausreichend unterdriickt werden (2 %). Als unerwiinschter Nebeneffekt wird die
Proteinldslichkeit durch das Blanchieren jedoch von 68 % im unblanchierten
Rapsbruch auf 26 % reduziert. In Hinblick auf die sich anschlieBende wassrig-
alkoholische Ent6lung wirkt sich eine reduzierte Proteinléslichkeit vorteilhaft aus
(s.0.), wahrend diese reduzierte Proteinldslichkeit fiir die Gewinnung funktioneller
Proteinprodukte einen deutlichen Nachteil darstellt. Eine hohe Proteinldslichkeit
ist Grundvoraussetzung flr eine ganze Reihe funktioneller Eigenschaften, welche
durch den Einsatz der hergestellten Proteinprodukte in Lebensmitteln verandert
werden sollen.

Die Ubertragung des Laborverfahrens in den halbtechnischen MaBstab konnte
fur folgende Verfahrenschritte erfolgreich umgesetzt werden:

Blanchierung von geschaltem Rapsbruch in einem Pflugscharmischer,
Nassvermahlung in einer Zahnkolloidmuhle,

Extraktion in einem Rihrbehélter,

Phasentrennung mit einem kontinuierlich austragenden 2-Phasen-Dekanter,
Trocknung der Feststoffphase nach Verdinnung auf ca. 10 % Trockensubstanz
mit einem Sprihtrockner.

Der Restfettgehalt von ca. 20 % im Extraktionsriickstand konnte auch im halb-
technischen MafBstab erreicht werden. Im Extraktionsriickstand verblieben 82 %
bis 90 % der Proteintrockenmasse. Mit einem durchschnittlichen Proteingehalt
von ca. 50 % konnte dieser Extraktionsrickstand als Proteinmehl (RPP)
eingestuft werden.
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Die Proteinléslichkeit der hergestellten RPPs war mit 10 % bis 15 % sehr gering,
aber fiir eine méglichst hohe Olseparation und Inaktivierung von Myrosinase war
eine Blanchierung notwendig, damit die RPPs diese Qualitatskriterien
bestmdglich erflllen.

Die wassrig-alkholisch entélten RPPs wurden auf Grundlage der Ergebnisse zur
erfolgreichen Modifizierung der funktionellen Eigenschaften von Hexan entélten
Rapsproteinprodukten behandelt. Die Versuchsergebnisse zeigten, dass die
funktionellen Eigenschaften der RPPs durch eine wassrige Nachbehandlung
nicht verandert bzw. verbessert werden konnten.

Die hergestellten Proteinprodukte sind aufgrund der mit ca. 20 % hohen Restfett-
gehalte, der mit ca. 50 % geringen Proteingehalte und maBigen Proteinléslich-
keiten sowie der geringen funktionellen Eigenschaften bisher nicht flr den
Einsatz in Lebensmitteln geeignet. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen, in einem simultanen wassrig-alkoholischen Verfahren Protein-
produkte aus Rapskdérnern herzustellen, fihrten zu nicht zu Produkteigen-
schaften, welche vergleichbar mit den zur Zeit dominierenden Proteinprodukten
aus Sojabohnen sind.
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