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1 Einleitung und Problemste llung

In den letzten Jahren ist in Mitteleuropa die Verwendung von Markerbsen zur
Starkegewinnung verstarkt in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen und
wirtschaftlichen Interesses geruckt. Dies resultiert daraus, dal3 die Starke der
Markerbsen einen hohen Amylosegehalt von ca. 65 % besitzt, aus dem sich
besondere physikalische Eigenschaften ergeben, die fur vielféaltige Einsatzmoglich-
keiten interessant sind (1-4). Als Beispiele seien hier die Verwendung als Trager-
material fir Aromen, Vitamine oder pharmazeutische Wirkstoffe oder als Bildner
selbsttragender und nicht selbsttragender Filme, wie z.B. Folien, Laminaten und
Uberziigen, genannt. Dartiber hinaus sind Markerbsen, im Gegensatz zu anderen
Rohstoffen mit amylosereichen Starken, wie z.B. Amylomais, an die klimatischen
Bedingungen in Mitteleuropa angepal3t.

Es hat daher verschiedene verfahrenstechnische Ansatze zur Starkegewinnung aus
Markerbsen gegeben (5-11). Eines der diesbezuglich am weitesten entwickelten
Verfahren ist das an der Technischen Universitat Berlin entwickelte TUB-Verfahren
(9,10). Obwohl die wesentlichen Probleme, die sich bei der Gewinnung von Starke
aus Markerbsen ergeben, mit diesem Verfahren gelost werden konnten, ist seine
industrielle Umsetzung aus 6konomischer Sicht noch problematisch. Der Grund
hierfir besteht darin, daf der Starkegehalt der Markerbsen wesentlich kleiner ist als
der konventioneller Rohstoffe, wie insbesondere Mais und Weizenmehl. Aus der
Tabelle 1 ist zu entnehmen, dal3 Markerbsen zu jeweils etwa einem Drittel aus
Starke, Protein und Faserstoffen bestehen. Daraus ergibt sich, dal3 im Hinblick auf
die Realisierung des Einsatzes von Markerbsen zur Starkegewinnung der Herstel-
lung von Protein- und Faserprodukten ein hoher Stellenwert fur die Wirtschaft-
lichkeit des Verfahrens zukommt.

Fur die im TUB-Verfahren anfallende Faserfraktion, die Uberwiegend aus den Zell-
wéanden der Kotyledonen besteht, konnten NIEMANN et al. bereits zeigen, dal3 diese
durch intensives Auswaschen der Reststarke und des Proteins zu einem hoch-
wertigen Ballaststoffkonzentrat aufgearbeitet werden kann. Das Produkt hat einen
Ballaststoffgehalt von 73-80 %. Es besitzt ein hohes Wasserbinde- und Quell-
vermogen und bildet in kaltem und warmem Wasser Partikelgele mit einer hohen
Scherstabilitat (12,13). Aufgrund dieser Eigenschaften und der sich daraus
ergebenden potentiellen Anwendungsmadglichkeiten bei der Lebensmittelherstellung
kann fur dieses Produkt ein hohes Wertschépfungspotential angenommen werden.
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Tab.1l: Hauptinhaltsstoffzusammensetzung verschiedener

Markerbsensorten
Inhaltsstoffgehalt [%TS]
Erbsensorte Starke Protein Ballast- Total
stoffe
Markana 31,0 27,1 28,2 86,4
Salout 28,9 30,5 24,9 84,3
Sprinter 34,1 29.3 27,3 90,7

1) Angegeben als Gesamtballaststoffe
Quelle: MEUSER et al. (1996)

Dagegen sind die Herstellung von Proteinprodukten sowie deren Eigenschaften
bisher erst in Teilen untersucht worden. Das Protein wird unter den auf die Starke-
gewinnung abgestimmten Verfahrensbedingungen in einen l6slichen und unlds-
lichen Anteil fraktioniert. Der unl6sliche Anteil ist nach der Auswaschung der Starke
aus dem naflvermahlenen Rohstoff grof3tenteils im ProzelRwasser dispergiert und
kann aus diesem mittels Zentrifugation als Proteinprodukt mit einem auf die
Trockenmasse bezogenen Proteingehalt von ca. 70 % abgetrennt werden. Wahrend
die Gewinnung des unldslichen Proteins somit als geklart angesehen werden kann,
trifft dies fur die Gewinnung des l6slichen Anteils nicht zu. Prinzipiell kann dieser
Proteinanteil mittels Fallungs- oder Ultrafiltrationsverfahren gewonnen werden.
Bisher liegen jedoch noch keine ausreichenden Kenntnisse bezlglich der im
Hinblick auf die Erzielung einer hohen Produktausbeute anzuwendenden Verfah-
rensparameter vor. Das gleiche gilt weitestgehend auch fur die Qualitatsparameter
der herstellbaren Proteinprodukte, welche im wesentlichen in deren ernadh-
rungsphysiologischen und funktionellen Eigenschaften bestehen. Die Aufgaben-
stellung fur die vorliegende Arbeit bestand daher darin, diese Kenntnislicken zu
schliel3en.

Die Aufgabenstellung wurde in drei Teile untergliedert. Im ersten Abschnitt wurde
mit geeigneten Modellversuchen der Einflul3 der Verfahrensparameter von Fallungs-
und Ultrafiltrationsverfahren auf die Gewinnbarkeit des I6slichen Proteinanteils
festgestellt. Beziglich der Fallungsverfahren wurde sowohl die Fallung am isoelek-
trischen Punkt als auch die Koagulation des Proteins mittels thermischer Energie
berlcksichtigt. Im Zusammenhang mit der Ultrafiltration wurde der erzielbare Perme -
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atflul? in die Untersuchungen einbezogen, da dieser neben der Produktausbeute die
Wirtschaftlichkeit von Ultrafiltrationsverfahren wesentlich mitbestimmt.

Im zweiten Teil wurde die Qualitat der herstellbaren Produkte im Hinblick auf ernéh-
rungsphysiologische Aspekte untersucht. Diesbeziglich ist bei Leguminosenpro-
teinen insbesondere deren Aminosaurezusammensetzung sowie der Gehalt an
Substanzen mit antinutritiver Wirkung (ANS) von Bedeutung. Die Aminoséurezu-
sammensetzung von Markerbsenprotein sowie seinen Fraktionen ist von KRONER
(14) bereits eingehend beschrieben worden, so dal3 im Rahmen der vorliegenden
Arbeit die antinutritiven Substanzen schwerpunktméaf3ig untersucht wurden. Ziel der
Untersuchungen war es festzustellen, inwieweit durch die Wahl geeigneter Verfah-
rensparameter Proteinprodukte mit einem kleinen Gehalt an Substanzen mit antinu-
tritiver Wirkung hergestellt werden kénnen. Diesbezlglich war neben dem Einflul3
von Fallungs- und Ultrafiltrationsverfahren auch der Einflul3 der Rohstoffquellung zu
untersuchen, da diese einen vielversprechenden Verfahrensschritt zur Verminde-
rung der ANS im Quellgut darstellt. Zudem ist dieser Verfahrensschritt ein fester
Bestandteil des TUB-Verfahrens, welcher der Vorbereitung des Rohstoffs auf den
Nalschalprozel3 dient. Er stellt somit im Hinblick auf die Zielsetzung der
Verminderung der ANS keinen zusatzlichen verfahrenstechnischen Aufwand dar.

Im dritten Teil wurden die im Verfahren herstellbaren Proteinprodukte hinsichtlich
ihrer funktionellen Eigenschaften charakterisiert. Dazu wurden Proteinprodukte unter
ausgewahlten Bedingungen hergestellt und mit kommerziellen Referenzprodukten
aus Soja und Palerbsen verglichen.
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2 Stand des Wissens

2.1 Verfahren zur Gewinnung von Starke und Nebenprodukten aus Markerbsen

Aufgrund des angenommenen besonderen Werts der hochamylosehaltigen Markerb-
senstarke hat es viele Versuche gegeben, fir deren Gewinnung technische Verfah-
ren zu entwickeln (5-10). Die meisten Entwicklungen erfolgten im Labormal3stab.
Nur in zwei Fallen ist die Entwicklung bis in den Pilot- bzw. Industriemasstab
fortgefuhrt worden (10,11). Bei letztgenannten handelt es sich ausschlief3lich um
naf3technische Verfahren. Zwar ist auch der Versuch unternommen worden, den
Rohstoff auf trockentechnischem Wege mittels Feinmahlung und Windsichtung in
eine starke- und eine proteinreiche Fraktion zu trennen. Dieser Weg fiihrte jedoch,
anders als beispielsweise bei Palerbsen, zu keinem befriedigenden Ergebnis (6).
Der Grund hierfir bestand darin, daf3 im Falle von Markerbsen die Proteinpartikel
offenbar fester an die Oberflache der Starke gebunden sind, als dies bei Palerbsen
der Fall ist (5). So wurden von COLONNA et al. in der starkereichen Fraktion, die ca.
42 % des Ausgangsmaterials der eingesetzten Markerbsen ausmachte, lediglich
45,7 % der in der Ausgangsmasse des Sichtguts enthaltenen Gesamtmasse an
Starke erhalten. Entsprechend war der Proteingehalt in der proteinreichen Fraktion
mit 36 % gegenuber dem des Rohstoffs (27 %) nur geringfligig angehoben.

Bei der Entwicklung der nal3technischen Verfahren sind zwei Lésungsansatze ver-
folgt worden. Diese unterscheiden sich im wesentlichen in der Abtrennung der
Samenschale, der Vermahlung des Rohstoffs sowie der Gewinnung des Proteins.

Nach dem von GABRIEL-BLANKE et al. (8) entwickelten und von KRIKKEN (11) in den
Industriemalistab Ubertragenden FLOTTWEG-Verfahren wird der Rohstoff, ahnlich
wie bei der Herstellung von Getreidemehlen, mittels Walzenstuhlen trocken vermah-
len und die dabei anfallenden Schalenbruchstiicke mittels Siebung und Sichtung
aus dem Mehl entfernt. Die dabei als Schalenfraktion abgetrennte Trockenmasse
macht ca. 12 % der Gesamtmasse des Rohstoffs aus. Anschlie3end wird das im
Erbsenmehl enthaltene Protein geldst. Hierzu wird das Mehl in einem Rihrtank mit
Wasser suspendiert. Nach einer Verweilzeit von maximal einer Stunde wird die
Suspension uber einen Dekanter geleitet, um das in Losung gegangene Protein im
Oberlauf abzutrennen. Der im Unterlauf des Dekanters anfallende Feststoff wird
anschlielRend noch zweimal mit Wasser suspendiert und dekantiert, wobei vor der
letzten Dekanterstufe zur LOosung restlichen Proteins der pH mit NaOH auf einen
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Wert von 9-10 eingestellt wird. Der Oberlauf der dritten Dekanterstufe wird in die
zweite und diese in die erste zurlckgefuhrt. Hierdurch ist eine Art Gegenstrom-
extraktion und damit eine hohe Konzentration an geldsten Substanzen im Oberlauf
der ersten Dekantersufe gewahrleistet. Nach dem Inlésungbringen der Proteine
erfolgt die eigentliche Trennung der Starke von der Faser mittels einer mehrstufigen
Nalsiebung. Die dabei als Unterlauf anfallende Suspension wird Uber eine Dekan-
tierzentrifuge entwassert und anschlieRend in einem Stromtrockner getrocknet. Das
geloste Protein wird durch Einstellen des pH mit Schwefelsaure auf einen Wert von
4,0-4,3 und Erwérmen der Losung auf 70-80 °C koaguliert. Auf diese Weise kénnen
ca. 79 % der im Rohstoff enthaltenen Proteintrockenmasse als Proteinprodukt
gewonnen werden. Das koagulierte Protein wird mittels Dekantierzentrifugen ent-
wassert und in einem nicht naher spezifizierten Trockner getrocknet. Der Oberlauf
des Proteindekanters wird gemafld der Patentschrift eingedampft. Die Faserfraktion
wird auf einem ebenfalls nicht naher spezifizierten Trockner getrocknet und kann als
Viehfutter verwendet werden.

In dem von MEUSER et al. entwickelten TUB-Verfahren wird die Abtrennung der
Samenschale auf nal3technischem Wege vorgenommen (9,10). Hierzu wird der
Rohstoff zu dessen Vorbereitung zunachst in Wasser gequollen. Dadurch wird
infolge der intensiven Wasseraufnahme die runzlige Oberflache der Erbsen
geglattet und die Zellstruktur der Erbsen aufgeweicht, so daf in dem sich
anschliellenden Nal3schalprozeld die Samenschale zwischen rotierenden Gummi-
walzen von den Kotyledonen abgestreift werden kann. Die Schalen kénnen aufgrund
ihres Dichteunterschieds mittels Flotation oder durch zentrifugale Trenntechnik von
den Kotyledonen getrennt werden. Die Kotyledonen werden anschlie3end in einer
Zahnringmuhle nal3zerkleinert. In der nachfolgenden Verfahrensstufe wird die Starke
mittels Naf3siebung aus der Kotyledonenmasse ausgewaschen. Da die Kotyledonen-
masse anders als im FLOTTWEG-Verfahren ohne eine vorherige Extraktion des
Proteins zur Nal3siebung eingesetzt wird, ergibt es sich, dal in den als Siebunterlauf
anfallenden Muhlenstarkestrom auch der Grof3teil des Proteins des Rohstoffs tber-
geht. Dieses liegt unter dem sich im Prozel} einstellenden pH von ca. 6,5 zum Teil in
geloster und zum Teil in ungeléster Form vor. Der ungel6ste Anteil ist zum Teil fest
an die Oberflache der Starkekérner gebunden. Die Starke kann daher nicht ohne
weiteres mittels Zentrifugalkraftabscheidung vom Protein getrennt werden. Aus
diesem Grunde ist der zentrifugalen Trennstufe ein Hochdruckhomogenisator
vorgeschaltet, der infolge der im Homogenisierventil wirkenden grol3en Scherkrafte
die Protein-Starke-Partikel desintegriert. Die eigentliche Trennung von ungelostem
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Protein und Stéarke erfolgt in einer Hydrozyklonanlage, wobei das Protein in den
Oberlauf und die Starke in den Unterlauf gelangt. Die Starke wird anschliel3end
unter Verwendung von Frischwasser und z.T auch von Alkalien raffiniert und
getrocknet. Das unlosliche Protein wird aus dem Oberlauf der Hydrozyklonanlage
mittels einer Dekantierzentrifuge abgeschieden und danach ebenfalls getrocknet.
Der unter den Verfahrensbedingungen im Prozel3wasser geldste Proteinanteil wird
entweder mittels Fallungs- oder mittels Ultrafiltrationsverfahren als Proteinprodukt
gewonnen.

2.1.1 Vergleichende Betrachtung der nafldtechnischen Verfahren im Hinblick
auf die Gewinnung des Proteins

Im Hinblick auf die Gewinnung des Proteins besteht der wesentliche Unterschied
zwischen dem TUB- und dem FLOTTWEG-Verfahren darin, dal3 bei ersterem das
Protein nicht in einer, sondern in zwei getrennten Fraktionen anfallt. Hieraus ergibt
sich fur das FLOTTWEG-Verfahren gegentber dem TUB-Verfahren der Vorteil eines
geringeren verfahrenstechnischen Aufwands zur Gewinnung des Proteins. Ein
maoglicher Vorteil des TUB-Verfahrens gegenuber dem FLOTTWEG-Verfahren
besteht hingegen ggf. darin, dal3 durch die Fraktionierung des Proteins hinsichtlich
seiner Loslichkeit Proteinprodukte mit unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften
hergestellt werden kénnen. Hiervon ist insbesondere deshalb auszugehen, weil die
wesentlichen funktionellen Eigenschaften von Proteinprodukten eng mit deren
Ldslichkeit verbunden sind (15,16) .

Ein Vorteil des FLOTTWEG-Verfahrens besteht aul3erdem darin, daf3 mit diesem
hohere Proteinausbeuten als mit dem TUB-Verfahren erzielt werden kdnnen. Dies
ergibt sich insbesondere daraus, dal3 das Protein unter den alkalischen Bedingun-
gen des angewendeten Extraktionsverfahrens weitreichender aus dem zerkleinerten
Rohstoff herausgelost werden kann, als dies mit dem beim TUB-Verfahren
eingesetzten Auswaschprozel3 bei annahernd neutralem pH mdglich ist. Auf die
Erzielung einer hohen Proteinausbeute sind im FLOTTWEG-Verfahren auch die
Parameter zur Fallung des gel6sten Proteins gerichtet. Es wird eine vergleichsweise
hohe Erwarmungstemperatur von 70-80 °C und eine lange Erwarmungszeit von ca.
2 h gewahlt. Dabei wird in Kauf genommen, dal3 unter derart extremen Fallungs-
bedingungen Proteine zumeist stark denaturiert werden. Dies geht im allgemeinen
mit einer drastischen Verminderung ihrer Loslichkeit sowie einer Veranderung der
damit in Verbindung stehenden funktionellen Eigenschaften einher. Es ist daher
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davon auszugehen, dal3 die im FLOTTWEG-Verfahren anfallenden Proteinprodukte
beziglich ihrer Anwendbarkeit als funktionelle Lebensmittelkomponenten deutlich
eingeschrankt sind.

Anders als das Verfahrenskonzept des FLOTTWEG-Verfahrens ist das des TUB-
Verfahrens nicht allein auf die Erzielung einer hohen Ausbeute gerichtet. Eine
weitere  wichtige Zielsetzung besteht darin, Proteinprodukte mit einer hohen
Funktionalitat herzustellen. Damit soll ein grol3es Wertschdpfungspotential erhalten
werden, weil dies im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit eines Verfahrens zur
Gewinnung von Starke und Nebenprodukten aus Markerbsen eine grundlegende
Voraussetzung darstellt. Zur Ausschopfung des gesamten funktionellen Potentials
des Proteins ist es daher vorgesehen, die Proteinprodukte unter solchen
Bedingungen herzustellen, die den weitestgehenden Erhalt der nativen Eigenschaf-
ten des Proteins erméglichen. Dies wird unter anderem dadurch erreicht, daf3 bei der
Fallung vergleichsweise milde Temperaturen (<60 °C) gewéahlt werden bzw. auf eine
Koagulation des Proteins vollstandig verzichtet wird, indem dessen Rickgewinnung
aus dem Prozelwasser mittels Ultrafiltration vorgenommen wird. Inwieweit diese
Vorgehensweise tatsachlich vorteilhaft im Hinblick auf die Eigenschaften der
Proteinprodukte ist, ist bisher noch nicht untersucht worden. Eine der Zielsetzungen
der vorliegenden Arbeit war es daher, diese Licke zu schliel3en.

2.2 Kenntnisstand zu erndhrungsphysiologischen und funktionellen
Eigenschaften von Proteinprodukten aus Erbsen und anderen
Leguminosen

Das Wertschopfungspotential von Proteinprodukten wird im wesentlichen von deren
erndhrungsphysiologischen und funktionellen Eigenschaften determiniert. Diese
Eigenschaften stellten somit wichtige Zielgré3en zur Beschreibung der im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten Proteinprodukte dar. Sie werden daher nachfolgend im
einzelnen beleuchtet.

2.2.1 Erndhrungsphysiologische Eigenschaften

Die mit der Nahrung aufgenommenen Proteine werden vom menschlichen und
tierischen Organismus insbesondere zum Aufbau kérpereigenen Proteins verwen-
det. Inwieweit die Proteine in dieser Weise vom Organismus genutzt werden
kbénnen, hangt vor allem von deren Aminosdurezusammensetzung sowie deren
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Verdaulichkeit und Verfiugbarkeit ab. Hinsichtlich der Aminosaurezusammensetzung
ist hauptsachlich der Gehalt an essentiellen Aminoséduren entscheidend, da diese
vom menschlichen Organismus nicht synthetisiert werden kénnen. Die Aminosaure-
zusammensetzung von Erbsenprotein ist weitgehend bekannt. Erbsenprotein ist im
Hinblick auf seine Aminosédurezusammensetzung mit Sojaprotein  vergleichbar.
Nach Untersuchungen von KRONER besteht zwischen Pal- und Markerbsenprotein
kein signifikanter Unterschied in der Aminosdurezusammensetzung (14).

Im Hinblick auf ihre erndhrungsphysiologische Wertigkeit sind sowohl Erbsen- als
auch Sojaprotein durch einen kleinen Gehalt an schwefelhaltigen Aminosauren
(Cystein und Methionin) limitiert (14,17-19). Als herausragendes positives Merkmal
ist hingegen ihr ausgesprochen hoher Lysingehalt zu nennen. Dies legt unter ernah-
rungsphysiologischen Gesichtspunkten eine Kombination dieser Proteine z.B. mit
Weizenproteinen nahe, da in diesen Lysin die limitierende Komponente ist, und sie
zudem einen hohen Anteil an schwefelhaltigen Aminosauren besitzen.

Neben der Aminosaurezusammensetzung des Gesamtproteins von Erbsen sind von
einigen Autoren auch diejenige der Albumin-, Globulin- und Glutelinfraktion unter-
sucht worden (14,20-22). Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind jedoch z.T. sehr
widersprichlich. Wahrend nach Untersuchungen von GwiAzDA et al. (22) sowie
LAaszTiTy et al. (20) in der Albuminfraktion gegentber dem Gesamtprotein ein
erhohter Gehalt an schwefelhaltigen Aminosauren vorliegt und damit eine erhéhte
erndhrungsphysiologische Wertigkeit besteht, konnte KRONER (14) diese Ergeb-
nisse mit seinen Untersuchungen nicht bestatigen. Der Grund flr die unterschiedli-
chen Ergebnisse konnte gegebenenfalls daran liegen, dal3 die Autoren z.T. sehr
unterschiedliche Techniken zur Fraktionierung der Proteine verwendeten. Ein
weiterer Grund fur die Abweichungen kénnte darin bestehen, dald KRONER im
Gegensatz zu den zitierten Autoren zur L6ésung des Albumins Leitungswasser
anstelle von destilliertem Wasser verwendete, um den Bedingungen eines nalitech-
nischen Verfahrens zur Gewinnung von Starke und Protein aus Erbsen moglichst
nahe zu kommen.

Neben der Aminosdurezusammensetzung ist im Hinblick auf die ern&hrungs-
physiologische Wertigkeit von Proteinprodukten auch deren Gehalt an Begleitstoffen
mit antinutritiver Wirkung (ANS) von Bedeutung. Im Zusammenhang mit
Leguminosenproteinen sind diesbezilglich insbesondere Trypsininhibitoren,
Hamagglutinine, Phytinsdure sowie Tannine zu nennen (23).
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Trypsininhibitoren setzten durch die Blockierung des korpereigenen Trypsins die
Proteinverwertung im menschlichen und tierischen Verdauungssystem herab.
Zudem wurde festgestellt, dal3 im Falle von Ratten und HUhnern die Aufnahme
grofRer Mengen an Trypsininhibitoren zu einem abnormen Wachstum der Bauch-
speicheldriise sowie einer abnormen Sekretion derselben fihrt (24,25). Erbsen
enthalten gemall GATEL & GROSJEAN (26) Trypsininhibitorgehalte, die 5-20 mal
kleiner sind als diejenigen von Sojabohnen. Es wird jedoch trotzdem davon
ausgegangen, dall zumindest die Konzentrationen im oberen Bereich dieser
Variationsbreite ernahrungsphysiologisch signifikant sind (27).

Hamagglutinine, auch Lectine genannt, sind Proteine bzw. Glucoproteine mit einer
Affinitat fir bestimmte Zuckermolekile. Da die Zellmembranen haufig Kohlenhydrat-
bestandteile besitzen, kbénnen sich Lectine an diese Rezeptorstellen anhaften und
zur Agglutination von Zellen fuihren. Die antinutritive Wirkung bei der oralen Aufnah-
me scheint damit zusammenzuhangen, dal3 die Hamagglutinine sich an Rezeptor-
stellen von Darmepithelzellen binden und somit den Durchtritt von Nahr stoffen durch
die Darmwand unspezifisch hemmen (28). Hamagglutinierende Wirkung und
Toxizitat gehen jedoch nicht immer parallel. In Erbsen sind Lectine aufgrund ihres
kleinen Gehalts sowie ihrer geringen Toxizitat im Vergleich zu anderen Legumi-
nosen nur wenig signifikant (28-30). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
Hamagglutinine daher nicht bertcksichtigt.

Phytinséaure ist der Hexaphosphatester des Myoinositols. Sie kann aufgrund der im
Molekul vorhandenen reaktiven Phosphatgruppen intramolekular mit mehrwertigen
Kationen komplexieren. Es kdénnen auch Phosphatgruppen verschiedener Phytin-
sauremolekile an der Komplexbildung mit einem Kation beteiligt sein (31). Deshalb
wird Phytinsaure fir eine verminderte Verfigbarkeit der in der Nahrung enthaltenen
Mineralstoffe verantwortlich gemacht. Dartber hinaus wird z.T. kontrovers diskutiert,
dal? Phytinsaure als Proteaseinhibitor wirkt (23,31-33). Der Phytinsduregehalt von
Erbsen wird in der Literatur mit 0,6-1 % angegeben (32,34).

Polyphenole (Tannine) wirken insbesondere in kondensierter Form antinutritiv (35).
Durch Bildung von komplexen Verbindungen mit Proteinen wird die Ldslichkeit der
gebundenen Proteine herabgesetzt und damit deren enzymatische Suszeptibilitat
vermindert. Werden durch sie Enzyme komplexiert, so kdnnen diese inaktiviert
werden (35). Des weiteren wird davon berichtet, daf3 Polyphenole die Bioverflg-
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barkeit von Vitaminen und Mineralstoffen herabsetzen kdénnen (36,37). Der grolite
Anteil der Polyphenole kommt bei Hulsenfrichten in der Schale vor. Die von den
Schalen befreiten Kotyledonen besitzen daher gegeniber den ungeschélten Samen
einen deutlich verminderten Polyphenolgehalt

Neben diesen antinutritiven Faktoren enthalten Proteinprodukte aus Leguminosen
zudem haufig sog. antiphysiologische Faktoren. Diese vermindern zwar nicht die
Verflugbarkeit wertgebender Inhaltsstoffe, ihre Aufnahme wirkt sich jedoch in anderer
Weise nachteilig auf den Organismus aus. Hierzu z&ahlen insbesondere flatulenz-
fordernde a-Galactoside, wie Raffinose, Stachyose und Verbascose. Die flatulenz-
fordernde Wirkung der a-Galactoside beruht darauf, dafd sie vom menschlichen bzw.
tierischen Organismus nicht metabolisiert werden konnen. Sie gelangen somit
unverdaut in den hinteren Intestinaltrackt. Dort werden sie durch Mikroorganismen
unter Bildung von Gasen fermentativ abgebaut (38). Nach Soucl et al. betragt der
Gesamtmasseanteil an Raffinose, Stachyose und Verbascose in Erbsen durch-
schnittlich 2,9 % (39).

2.2.2 Funktionelle Eigenschaften

Fur die Anwendung von Proteinprodukten im Lebensmittelbereich sind neben deren
erndhrungsphysiologischen insbesondere deren funktionelle Eigenschaften von
Bedeutung. Hierunter sollen hier gemaf3 der Definition von MoORR und HA (40) alle
diejenigen physikochemischen Eigenschaften verstanden werden, welche die
Struktur, das Aussehen, die Textur, die Viskositat, das Mundgeftihl und die Bindung
von Aromastoffen beeinflussen. Zu den bedeutendsten funktionellen Eigenschaften
von Proteinen gehdren die Loslichkeit, das Wasser- und Fettbindevermdgen sowie
die Schaum-, Gelbildungs- und Emulgiereigenschaften.

Die Lo6slichkeit nimmt unter den funktionellen Eigenschaften von Proteinprodukten
eine herausragende Stellung ein. Dies hdngt damit zusammen, dald von ihr wesent-
liche andere funktionelle Eigenschaften direkt abhangen. So korrespondieren
beispielsweise haufig die Emulgier- und die Schaumbildungseigenschaften mit der
Loslichkeit (15,41,42). Dariber hinaus kann aus der Loslichkeit der Proteine zum
Teil deren Denaturierungsgrad abgeleitet werden (43-45).

Die Ldslichkeit von Proteinen h&ngt von verschiedenen auf3eren Faktoren ab. Hierzu
zahlen insbesondere der pH, die Temperatur sowie die lonen- bzw. Salzkonzen-
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tration. Zumeist wird die Proteinldslichkeit Gber den Protein Dispersibility Index (PDI)
oder den Nitrogen Solubility Index (NSI) quantifiziert. Fur beide Kennwerte gibt es
standardisierte Verfahren (46,47). Sie geben jeweils den prozentualen Masseanteil
des Proteins einer Probe an, der unter Anwendung eines standardisierten
Extraktionsverfahrens in Losung geht. Im allgemeinen werden mit der Methode zur
Bestimmung des PDI hohere Werte als mit der Methode zur Bestimmung des NSI
erzielt. Der Grund hierfur besteht darin, daf} bei der Extraktion des Probenmaterials
im erstgenannten Fall deutlich groéRere Scherkrafte auf die Probe wirken als im
zweiten. Dies ergibt sich aus den Unterschieden, die in der Bauart und Umdrehungs-
geschwindigkeit der einzusetzenden Rihrorgane bestehen. Zur Extraktion wird fr
die Bestimmung des PDI ein Haushaltsmixer mit einer Umdrehungsgeschwindigkeit
von 8500 Uin™ und fiir die Bestimmung des NSI ein Blattriihrer mit einer Um-
drehungsgeschwindigkeit von 120 Ulhin™ verwendet.

Das Wasserbindevermbégen von Proteinen kann u.a. zur Beeinflussung der Kérper -
bildung, der Adhasion und der Viskositat von Lebensmittelsystemen genutzt werden.
Von besonderer Bedeutung ist diese Eigenschaft bei der Herstellung von Pasteten,
Fleischanalogen, Fillmassen und Backwaren (15,48). Das Wasserbindevermdgen
hangt ebenfalls von aulReren Faktoren, wie dem pH, der lonenstarke und der
Temperatur ab. Ein weiterer wichtiger Einfluf3faktor ist der Aggregationsgrad der
Proteine, der die zur Wasserbindung zur Verfigung stehende Oberflache bestimmt
(49).

Eine wichtige KenngroRe fur das Wasserbindevermogen ist die Wasserbinde-
kapazitat (WBK). Sie gibt die Masse an Wasser an, die von einem Gramm des
Produkts gebunden werden kann. Zur Bestimmung dieser KenngroRe wird eine
definierte Masse des Probenmaterials mit Wassser gesattigt, wobei das Wasser
entweder im UberschuR oder schrittweise bis zum Erreichen des Sattigungspunkts
erfolgt (50-52). Im ersten Fall wird das Uberschiissige Wasser mittels Filtration bzw.
Zentrifugation vom Probenmaterial getrennt. Im zweiten Fall wird gerade so viel
Wasser zugegeben, dald sich bei der Zentrifugation des Probenmaterials noch kein
wassriger Uberstand bildet. Der Vorteil der Zugabe eines Wasseriiberschusses
gegenuber der schrittweisen Zugabe besteht dabei in einem verminderten
Arbeitsaufwand. Diesem steht allerdings der Nachteil gegeniber, dal? mit dem
Uberschussigen Wasser auch I6sliche Bestandteile des Probenmaterials abgetrennt
werden. Dadurch kann es zu einer signifikanten Verfalschung des Mel3ergebnisses
kommen.
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Die Fahigkeit von Proteinen Fett zu binden wird insbesondere bei der Herstellung
von Fleischprodukten und Fleischanalogen genutzt. Sie wird u.a. von der Oberflache
der Proteinmolektile und deren Hydrophobizitat bestimmt (16). Zur Bestimmung der
Fettbindekapazitat wird die zu untersuchende Probe zumeist mit einem UberschuR
an flussigem Fett oder Ol versetzt. Analog zur Bestimmung der Wasserbinde-
kapazitat wird die relative Massezunahme der Probe ermittelt.

Eine weitere wichtige Funktion erfullen Proteine im Zusammenhang mit der
Herstellung und Stabilisierung von Emulsionen und Schaumen, wie z.B. bei der
Herstellung von Desserts, Eiscremes, Mayonnaisen und Dressings. |hre Wirkung
beruht dabei zu einem wesentlichen Teil auf ihrer Grenzflachenaktivitat, die sich aus
dem Verhaltnis und der Verteilung polarer und apolarer Gruppen im Molekul ergibt.
Durch diese wird die Grenzflachenspannung zwischen der hydrophilen und der
hydrophoben Phase herabgesetzt, so dal3 die Bildung einer groRen und stabilen
Phasengrenzflache beglnstigt wird. Darliber hinaus kdénnen Proteine Uber einen
weiteren Wirkungsmechnanismus stabilisierend auf Schdume und Emulsionen
wirken. Dieser besteht darin, dal3 sie aufgrund von intermolekularen Wechsel-
wirkungen z.T membranartige Filme zwischen den Phasen bilden, die aufgrund ihrer
physikalischen und rheologischen Eigenschaften als Barriere gegen eine Trennung
der Phasen wirken (16,53,54). Im Hinblick auf die Emulgier- und Schaum-
bildungseigenschaften wirkt es sich zumeist positiv aus, wenn die Proteine ein
kleines Molekulargewicht, eine hohe Loslichkeit in Wasser, eine grof3e Oberflachen -
hydrophobizitat sowie eine ausgewogene Aminosaurezusammensetzung hinsichtlich
polarer und apolarer Gruppen besitzen (55).

Haufig verwendete Mel3grol3en zur Charakterisierung der Emulgiereigenschaften
von Proteinen sind der Emulsifying Activity Index (EAI) und die Emulsifying Capacity
(EC) (56,57). Erstere gibt die GrolRe der Phasengrenzflache an, die von einem
Gramm Protein belegt wird. Sie wird auf der Grundlage der von MIE entwickelten
Theorie Uber die Lichtstreuung kugelférmiger Korper (Mie-Streuung) turbidimetrisch
bestimmt. Die EC ist das Volumen an Ol, das von einem Gramm Protein in Wasser
emulgiert werden kann. Sie wird dadurch ermittelt, dal3 einem definierten Wasser-
volumen unter intensivem Mixen kontinuierlich Ol zugesetzt wird, bis eine Phasen-
umkehr von Ol/Wasser nach Wasser/Ol erfolgt. Die Detektion der Phasenumkehr
erfolgt dabei elektrisch, akustisch oder visuell.
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Eine weitere bedeutende Mel3grofie ist die Stabilitdt der unter Verwendung von
Proteinprodukten hergestellten Emulsionen. Die Stabilitat kann als prozentualer
Anteil des Ausgangsvolumens der Emulsion angegeben werden, der unter definier-
ten Versuchsbedingungen stabil ist. Sie wird zumeist nach einer bestimmten Lager-
zeit der Emulsion bzw. einer Beanspruchung derselben in einem Zentrifugalfeld
ermittelt, wobei der Messung eine Erhitzung der Emulsion vorausgehen kann (56,
58,59).

Die Fahigkeit der Proteine Schaume zu bilden, kann tber die sog. Schaumbildungs-
kapazitat quantifiziert werden. Diese Kennzahl gibt die prozentuale Volumen-
zunahme an, die sich beim Aufschaumen der Probe unter definierten Bedingungen
bezogen auf das eingesetzte Flissigkeitsvolumen einstellt. Es wird eine Vielzahl
unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung der Schaumbildungskapazitat einge-
setzt (41,49,60). Die Unterschiede bestehen dabei insbesondere in der Art und
Weise, wie die Probe aufgeschdumt wird. Dies erfolgt entweder durch Aufschlagen
(Ruhren mit hoher Umdrehungsgeschwindigkeit), Schtteln oder Gaseintrag. In der
industriellen und handwerklichen Praxis erfolgt die Herstellung von geschaumten
Produkten Uberwiegend in speziellen Aufschlagmaschinen. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dal3 die fur die praktische Anwendung relevanten Schaumbil-
dungseigenschaften mit der Aufschlagmethode am besten erfal3t werden kénnen.
Dieser Aspekt war ausschlaggebend fir die Entscheidung im Rahmen dieser Arbeit
die Aufschdumung in Anlehnung an die von GARMANN, KRoOLL und CIFUENTES (61)
vorgeschlagene Aufschlagmethode durchzufihren.

Die Stabilitat von Proteinschdumen wird gewdhnlich Gber das interlamellare Flissig-
keitsvolumen bestimmt, das wahrend einer bestimmten Zeit bei Raumtemperatur aus
dem Schaum austritt (62-64). Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, das nach einer
bestimmten Zeit verbleibende Schaumvolumen als Mel3grol3e heranzuziehen
(56,61,65).
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3 Material und Method en

In den nachfolgenden 6 Unterkapiteln werden die im Rahmen dieser Arbeit verwen-
deten Materialien und Methoden beschrieben. Das erste Unterkapitel hat die Be-
schreibung des verwendeten Versuchsmaterials, das zweite bis vierte die Quellung
des Rohstoffs und dessen Verarbeitung zu Proteinprodukten und das finfte und
sechste die verwendeten Methoden zur Charakterisierung der Produkte hinsichtlich
ihrer Inhaltsstoffzusammensetzung sowie ihrer funktionellen Eigenschaften zum
Inhalt.

3.1 Versuchsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten Markerbsen (Pisum sativum convar. medullare)
der Sorten Markana, Sprinter und Tristar. Die Inhaltsstoffzusammensetzung des
Materials ist in der Tab. 2 angegeben.

Tab. 2 : Inhaltsstoffzusammensetzung von Markerbsen der Sorten
Markana, Tristar und Sprinter
Inhaltsstoffgehalt [%]°

Inhaltsstoff Markana Tristar Sprinter
Rohprotein (N- 6,25) 27,2 26,8 29,3
Starke 31,0 31,0 34,1
Rohfett 2,1 1,6 1,8
Fasern® 28,2 30,2 27,3
Asche 3,6 3,6 3,2
Trypsininhibitoren 54 26 48

[TIUEhg™] ’ ’ ’

Phytinsaure 1,6 1,3 1,2
a-Galactoside” 3,7 3,9 3,7
Tannine n.n.? n.n.? n.n.?

1

A W N

)
)
)

Angegeben als Gesamtballaststoffe (66)
Nicht nachweisbar mit der Methode von Price et al. (67)

Bezogen auf die Trockenmasse
Berechnet als % Raffinose
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3.2 Durchfiuihrung von Versuchen zur Quellung des Rohstoff s

Die Quellversuche wurden mit jeweils 100 g Rohstoff durchgefihrt. Diese wurden in
300 ml eines 0,2 N Na-Acetat/Essigsaurepuffers gequollen, der durch Wahl geeig-
neter Mischungsverhaltnisse von Na-Acetat und Essigsdure auf den gewtnschten
pH eingestellt worden war. Als Quellbehaltnisse dienten 500 ml-Becherglaser die mit
Paraffinfolie verschlossen und in einem Wasserbad temperiert wurden. Nach Ablauf
der Quellzeit wurde das Quellgut Uber ein Sieb abtropfen gelassen und anschlie-
Rend gefriergetrocknet.

Die Versuche wurden nach einem fraktionierten 3°-Faktorenversuchsplan (Central
composite design) durchgefuhrt (Abb. 1) (68). Die drei Variablen Quellzeit, Quell-
temperatur und pH des Quellmediums wurden dabei jeweils auf drei aquidistanten
Niveaus variiert (Tab. 3). Die Quellzeit betrug zwischen 3 und 11 h, die Quelltem-
peratur zwischen 25 und 55 °C und der pH des Quellmediums zwischen pH 4,5 und
5,9. Die erhaltenen Ergebnisse wurden anschlielend mit Hilfe eines Statistikpro-
gramms (Systat 6.01, SPSS) (69) ausgewertet. Die mathematische Formulierung des
Zusammenhangs zwischen den Quellparametern und der Verminderung der antinu-
tritiven Substanzen sowie seine Prifung erfolgte mit Hilfe dieses Programms durch
Aufstellen von Regressionsgleichungen, die aus einem Polynom zweiten Grades
gebildet wurden. Hierbei fanden nur solche Terme Beriicksichtigung, welche die Sig-
nifikanzgrenze von Prob > F = 0,05 unterschritten. Die mit diesen Regressionsglei-
chungen im Versuchsfeld erhaltenen Ergebnisse sind zur Veranschaulichung im
Kapitel Ergebnisse und Diskussion mit Hilfe dreidimensionaler Graphiken darge-
stellt.

\xl -1 0 +1
x3 X4 1| o|+1|-1] o|+1|-1] 0 [+1
-1 X X X X X
0 X X X X X
+1 X X X X X

Abb. 1: Fraktionierter 33'Faktorenversuchsplan nach
Box und Wilson
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Tab. 3: Wertzuordnung fir variierte Quellparameter bei
Versuchen zur Verminderung von antinutritiven
Substanzen in Markerbsen mittels Quellung

Niveau
Quellparameter -1 0 +1
X1= Quellzeit 3 7 11
X2= Quelltemperatur [°C] 25 40 55
X3=pH des 4,5 5,2 5,9
Quellmediums

3.3 Durchfiihrung von Versuchen zur Herstellung von Proteinprodukten aus
Markerbsen auf der Grundlage des TUB-Verfahrens

Die Herstellung der Proteinprodukte erfolgte auf der Grundlage des TUB-Verfahrens
zur Starkegewinnung aus Markerbsen (vgl. 2.1). Gemal} diesem Verfahren wurde
zunachst eine Fraktionierung des Proteins entsprechend seiner Ldslichkeit vorge-
nommen. Hierzu wurde ein vereinfachtes Verfahren eingesetzt, um den experimen-
tellen Aufwand bei der Vielzahl der durchzufihrenden Versuche zu begrenzen. Die
Vereinfachung bestand dabei darin, dal3 jeweils nur die im Hinblick auf die
Fraktionierung des Proteins wesentlichen Prozel3stufen des TUB-Verfahrens bertck-
sichtigt wurden.

3.3.1 Gewinnung des unter den Prozel3bedingungen des TUB-Verfahrens
unloslichen Proteins

Im Fall der Gewinnung des unléslichen Proteins wurde das TUB-Verfahren insoweit
vereinfacht, dal3 keine Trennung von innerer und auf3erer Faser erfolgte und auf
eine Aufarbeitung der Rohstarke verzichtet wurde.

2000 g Markerbsen wurden 13 h bei 20 °C in 4| Wasser gequollen und nach der
Dekantierung des Uberschissigen Quellwassers in zwei Arbeitsgdngen mit einer
Zahnkolloidmihle (MZ-100/A, Fryma) zerkleinert. Im ersten Zerkleinerungsschritt
betrug der Ringspalt 1,0 mm und im zweiten Zerkleinerungsschritt 0,6 mm.
Insgesamt wurden zur Zerkleinerung 16 | Wasser eingesetzt.
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Die dabei angefallene breiartige Masse wurde zur Abtrennung von Schalen und
Fasern Uber ein Vibrationssieb (450 LS 18S, Sweco) mit einem Siebboden der
Maschenweite 63 um gegeben. Der Siebunterlauf wurde zur Abtrennung von Stéarke
und unléslichem Protein einem Dekanter (CA 150-01-33, Westfalia Separator)
zugefiihrt. Die Trommeldrehzahl des Dekanters betrug dabei 5400 UMhin™ die
Differenzgeschwindigkeit 30 Uhin™ und die Einstellung des Wehres 14,5 Skalen-
teile. Der Siebuberschlag, die Schalen und die inneren Fasern, wurde zur weiteren
Auswaschung von Stérke und Protein im Masseverhaltnis von 2:1 mit dem Dekanter-
oberlauf gemischt, erneut abgesiebt und dekantiert. Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt.

Nach Beendigung der Faserauswaschung wurde der komplette Dekanteroberlauf zur
Abscheidung darin enthaltenen restlichen unldslichen Proteins einem Teller-
separator (NA 7-06-076, Westfalia Separator, Umdrehungsgeschwindigkeit: 6900
Ulhin™) zugefiihrt. Der Separatorunterlauf wurde mit dem Dekanterunterlauf ver-
einigt und satzweise jeweils 10 min in einer Becherzentrifuge (Varifuge 3.2RS,
Heraeus) bei 3000[g zentrifugiert. Dabei setzte sich die Starke als feste, weilie
Schicht am Boden des Bechers ab. Das Protein lag deutlich davon abgesetzt als
dickflissige, beige-griine Schicht dartber. Anschliel3end wurde das Protein mittels
eines Spatels manuell von der Starke getrennt, im Verhéaltnis von 1:3 (w/w) mit
Dekantat gemischt und sprihgetrocknet (Mini Spray Dryer Buchi 190, Buchi). Die
Eingangstemperatur wurde dabei auf 180 °C eingestellt, und die Trocknung so
gefuhrt, dafl? sich eine Ablufttemperatur von 90 °C ergab.

3.3.2 Gewinnung des unter den Proz elRbedingungen des TUB-Verfahrens
|6slichen Proteins

Zur Gewinnung des I6slichen Proteins wurde der nal3vermahlene Rohstoff wassrig
extrahiert und das in L6sung gebrachte Protein anschlielend mittels Fallungs-
verfahren koaguliert bzw. mittels Ultrafiltration konzentriert.

Zur Vorbereitung auf die NalRvermahlung wurde der Rohstoff zun&chst entsprechend
dem TUB-Verfahren fir mindestens 13 h bei 20 °C gequollen. Hierzu wurde bezogen
auf die Masse der Erbsen die dreifache Masse an Leitungswasser eingesetzt.
Danach wurden die gequollenen Markerbsen mittels eines Haushaltssiebs abge-
tropft und unter Zugabe von Leitungswasser mit einer Zahnkolloidmuhle (MZ-100/A,
Fryma) nal3vermahlen. Die Frischwassermenge war hierbei bezogen auf die Masse
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der Erbsen auf die achtfache Masse festgelegt. Die Mihle wurde mit einem
normalverzahnten Mahlkopf und einem Mahlspalt von 0,6 Skalenteilen (700 um)
betrieben. Die bei der Vermahlung anfallende Masse wurde anschlielend 1 h bei
einer Ruhrergeschwindigkeit von 80 Uhin™ mit einem Blattriihrer (H =30 mm, D =
300 mm) geruhrt. AnschlieRend wurde die Suspension zur Abscheidung unléslicher
Bestandteile in einer Becherzentrifuge (Varifuge 3.2 RS, Heraeus) 20 min bei 3000[g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und zur Entfernung restlicher
Feinfaser Uber einem Sieb mit einer Maschenweite von 63 um abgesiebt. Zur
mikrobiologischen Stabilisierung des Extrakts wurde dieser mit einem Masseanteil
von 0,1 % Natriumazid versetzt.

Die zur Gewinnung des in L6sung gebrachten Proteins eingesetzten Fallungs- und
Ultrafiltrationsverfahren werden nachfolgend beschrieben.

3.3.2.1 Féallung

Zur Fallung des Proteins wurden im wesentlichen drei unterschiedliche Verfahrens-
weisen eingesetzt, die nachfolgend als thermische, saure und thermisch-saure
Fallung bezeichnet werden.

In Abhéangigkeit von der bendtigten Produktmenge, die sich aus den durchzu-
fuhrenden analytischen Untersuchungen ergab, wurden dabei unterschiedlich grol3e
Versuchsansatze gewahlt. In den unter 4.1 beschriebenen Versuchen wurden
jeweils 650 bzw. 700 ml und in den unter 4.3 beschriebenen Versuchen jeweils
3000 ml Extrakt zur Fallung eingesetzt. Im ersten Fall wurde als Koagulationsreaktor
ein Becherglas (Nennvolumen 800 ml hohe Form) mit einem Blattrihrer und im
zweiten Fall ein zylindrischer Edelstahlbehalter (Durchmesser = 24 cm) mit einem
Ankerrtihrer verwendet. Die Riuhrergeschwindigkeit wurde in beiden Fallen so
gewahlt, dal eine homogene Durchmischung des Extrakts bei geringer Scherbe-
anspruchung der Flocken erfolgte. Sie betrug im ersten Fall 80 und im zweiten Fall
60 Ulhin™ . Nachfolgend werden die eingesetzten Verfahrensweisen zur Fallung des
Proteins im einzelnen beschrieben.

Thermische Fallung: Bei der thermischen Fallung des Proteins wurde der Extrakt
zundchst mit 1 N NaOH auf einen pH von 7 eingestellt und danach in einem
Wasserbad unter Ruhren auf die vorgesehene Temperatur erwarmt. Anschliel3end
wurde der Extrakt unter fortgeflUhrtem RUhren fur eine definierte Zeit auf dem
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entsprechenden Temperaturniveau gehalten. Die Temperierungszeit war dabei von
der Versuchsreihe abhangig und ist im Kapitel Ergebnisse und Diskussion
spezifiziert.

Fur die Erwarmung des Extrakts auf Temperaturen oberhalb von 100 °C wurde
anstelle des Wasserbads ein Dampfdrucktopf (105 °C) bzw. ein Autoklav (120 °C)
verwendet. Als Koagulationsbehaltnis diente in diesem Fall ein Becherglas. Aus
konstruktiven Grinden konnte abweichend von den anderen Fallungsversuchen
wéahrend des Koagulationsprozesses der Extrakt nicht gertihrt werden.

Im Anschlul3 an den Koagulationsprozel3 wurde das Koagulat mittels Zentrifugation
oder Filtration mechanisch von der Molke getrennt. Im ersten Fall wurde die
Koagulatsuspension in einer Becherzentrifuge (Varifuge 3.2RS, Heraeus) 5 min bei
30000 zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Im zweiten Fall wurde die
Koagulatsuspension unter Anlegen eines Vakuums mit Hilfe eines Blichner-Trichters
Uber ein Papierfilter (Rundfilter g 595, Ref-Nr. 311620, Schleicher & Schuell) filtriert.
Das Vakuum wurde dabei so lange aufrecht erhalten, bis kein Filtrat mehr anfiel.

Saure Fallung: Zur sauren Fallung des Proteins wurde der Extrakt mit 1 N HCI auf
den gewtinschten pH eingestellt und insgesamt 30 min bei dem entsprechenden pH
gehalten. Zur Abscheidung des Koagulats wurde wie bei der thermischen Fallung
weiterverfahren. Zur Herstellung pH-neutraler Produkte wurde das Koagulat im
Anschlul3 daran mit einer der Masse des feuchten Koagulats entsprechenden
Wassermenge verdinnt und mit Hilfe von 1 N NaOH auf pH 7 eingestellt .

Thermisch-saure Fallung: Die thermisch-saure Fallung des Proteins erfolgte in der
Weise, dal3 zundchst analog zur sauren Fallung der gewtnschte pH eingestellt und
danach analog zur thermischen Fallung erwarmt bzw. temperiert wurde. Die
Erwarmungszeit war in diesem Fall auf 30 min festgelegt.

3.3.2.2 Ultrafiltration

Eine mdgliche Verfahrensalternative zur Gewinnung des Proteins mittels Fallung
besteht darin, dieses im Prozel3wasser mittels Ultrafiltration aufzukonzentrieren. Die
diesbeziglich durchgefuhrten Versuche werden nachfolgend beschrieben.
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3.3.2.2.1 Versuche unter Verwendung von Ruhrzellenmodulen (Vorversuche)

Die Versuche wurden mit einer Niederdruckrihrzelle (GN-10-250, Berghoff)
durchgefihrt, die mit den in der Tabelle 4 aufgefihrten Membranen betrieben wurde.

Tab. 4: Zusammenstellung der verwendeten Membrantypen

Membranmaterial Nominale Bezugsquelle Bezeichnung
Trenngrenze
[kD]
Polysulfon 10 Millipore PT GC 07610
30 Millipore PT TK 07610
100 Millipore PT HK 07610
Polyethersulfon 10 Pall Filtron Omega 010 076
30 Pall Filtron Omega 030 076
100 Pall Filtron Omega 100 076
Regenerierte Cellulose 10 Millipore PL GC 07610
30 Millipore PL TK 07610

Jeweils 250 ml eines entsprechend 3.3.2 gewonnenen Markerbsenbextrakts wurden
bei einer Temperatur von 25° C, einem Transmembrandruck von 1 bar und einer
Ruhrgeschwindigkeitt von 400 Uthin® auf ein Endvolumen von 50 ml
aufkonzentriert. Das Retentat wurde gefriergetrocknet und hinsichtlich seines
Trockenmasse- und Proteingehalts analysiert. Unter Zugrundelegung der im einge-
setzten Extraktvolumen enthaltenen Ausgangsmassen wurde dann die Verteilung
des Proteins und der Trockenmasse bilanziert.

Zur Ermittlung des mittleren Permeatflusses wurde das Gesamtvolumen der perme-
ierten Flussigkeit (200 ml) durch die zur Filtration bendtigte Zeit sowie die Flache
des Filters dividiert.

Die Adsorption von Inhaltsstoffen an der Membranoberflache wurde tber die relative
FluBreduzierung ermittelt. Hierzu wurde in einem ersten Schritt der Permeatfluf3
aufgenommen, der sich unter Verwendung einer fabrikneuen Membran bei der
Filtration von Leitungswasser unter definierten Bedingungen einstellte. Die Tempe-
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ratur des Leitungswassers war dabei auf 25 °C, der Transmembrandruck auf 1 bar
und die Umdrehungsgeschwindigkeit des Magnetriihrers auf 400 Ulhin™ festgelegt.
AnschlieRend wurden wie oben beschrieben 250 ml Erbsenextrakt filtriert, um die fur
die Filtration von Markerbsenextrakten typische Adsorption von Inhaltsstoffen auf
der Membran hervorzurufen. Danach wurde das Produkt entnommen und die
Membran 1 h mit 250 ml destilliertem Wasser drucklos gespult, um die wahrend der
Filtration gebildete Deckschicht zu entfernen. Die Temperatur des Wassers und die
Umdrehungsgeschwindigkeit des Riihrers betrugen hierbei 25 °C bzw. 400 UThin™.
Das Spulwasser wurde verworfen und durch die Membran frisches Leitungswasser
filtriert (25 °C, 1 bar, 400 Ulhin™). Nachdem ca. 20 ml durch die Membran permeiert
waren, wurde der Permeatflu® der gereinigten Membran ermittelt und die relative
FluRreduzierung mit folgender Gleichung berechnet:

Jw,n
RFR =100% - .100% (Gl. 1)
RFR = Relative FluRreduzierung [%]
Jwy = WasserfluR vor Gebrauch der neuen Membran [IEh*Ch™]
Jwn = Wasserflul3 nach Gebrauch und Spilen der Membran mit Wasser
[ Oh™]

3.3.2.2.2 Versuche unter Verwendung von Miniatur-Plattenmodulen bzw.
Hohlfasermodulen

Die Hauptversuche zur Ultrafiltration wurden mit Miniatur-Plattenmodulen sowie
Hohlfasermodulen durchgefuhrt. Die Kenndaten der Module sind in der Tabelle 5
zusammengefalit.

Die UF-Anlagen wurden entsprechend der Abbildung 2 als Rezirkulationssystem
betrieben. Dabei wurde die Membran von der zu filtrierenden Flussigkeit
tangential angestromt (cross-flow) und das anfallende Retentat so lange durch
das Modul rezirkuliert, bis die gewtinschte Reduktion des Ausgangsvolumens
(Volumenkonzentrierung) erreicht war. Die Volumenkonzentrierung wurde dabei
nach der Gleichung 2 berechnet.
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Tab. 5: Kenndaten der verwendeten Ultrafiltrationsmodule

Hersteller- Her- Membran- Modul- Membran- Trenn-
bezeichnung steller material bauform flache grenze
[m?] [kD]
SM 15609-00-1 Sart.  Polyethersulfon Platte 0,005 5
SM 15639-00-1 Sart.  Polyethersulfon Platte 0,005 10
SM 15640-00-1 Sart.  Polyethersulfon Platte 0,005 30
SM 15650-00-1 Sart.  Polyethersulfon Platte 0,005 50
SM 15669-00-1 Sart.  Polyethersulfon Platte 0,005 100
ACP-1050 Pall Polyacrylnitril Hohlfaser 0,1 13
AHP-1010 Pall Polyacrylnitril Hohlfaser 0,2 50

Sart. = Sartorius
Pall = Pall Filtron

Retentat

Markerbsenextrakt

Modul

Permeat

Abb. 2: Schematische Darstellung des Aufbaus der
verwendeten Ultrafiltrationsanlagen
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VCR= o _ Vo Gl. 2
VR Vo-V, (Gl.2)
VCR Volumenkonzentrierung [ml Onl™]

Retentatvolumen [ml]
Permeatvolumen [ml]

Vo = Ausgangsvolumen [ml]

Im Falle der Verwendung der Plattenmodule wurden Versuchsansétze von 250, 350
bzw. 500 ml gewahlt, die auf eine Volumenkonzentrierung von 5-10 aufkonzentriert
wurden. Als Fordermittel wurde eine Schlauchpumpe (302/SA mit Kopf 501 R1,
Watson Marlow) verwendet. Die Temperierung des Extrakts erfolgte lUber das
Vorlaufgefal3, welches sich in einem Wasserbad befand.

Im Falle der Verwendung der Hohlfasermodule wurden Versuchsansétze von 5 bzw.
25 | filtriert. Im Fall des Moduls AHP-1010 wurde eine Walzkolbenpumpe (Typ 200,
Uniblock, Pall Filtron) und im Fall des Moduls ACP-1052 eine Exzenterschnecken-
pumpe (2NE 20 A, Netsch) verwendet”. Die Regulierung der Retentattemperatur
erfolgte in beiden Fallen mittels temperierter Doppelmantelbehélter.

Die exakten Versuchsparameter zu den jeweiligen Versuchen sind aus Grinden der
Ubersichtlichkeit im Kapitel Ergebnisse und Diskussion angegeben.

3.3.2.3 Trocknung der Koagulate und Retentate

Die Koagulate und Retentate wurden mittels Gefriertrocknung aufgearbeitet.
Abweichend davon wurden diejenigen Proben, die hinsichtlich ihrer funktionellen
Eigenschaften charakterisiert wurden, spriihgetrocknet. Dies erfolgte deshalb, weil
die Trocknungstechnik die funktionellen Eigenschaften von Proteinprodukten
zumeist wesentlich mitbestimmt (70-72) und die Sprihtrocknung das am weitesten
verbreitete Verfahren zur Trocknung von vergleichbaren Produkten aus der
Sojabohne ist (73). Es wurde ein Laborspruhtrockner (Mini Spray Dryer Blichi 190,
Blchi) eingesetzt. Die Temperaturparameter wurden auf eine Eingangstemperatur
von 180 °C und eine Endtemperatur von 90 °C eingestellt. Die Koagulate wurden vor
der Trocknung im Verhaltnis 2:1 mit Leitungswasser suspendiert.

! Die Versuche mit dem Modul ACP-1050 wurden bei der Fa. Pall Filtron durchgefiihrt
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3.4 Herstellung eines Proteinprodukts aus Markerbsen in Anlehnung an das
FLOTTWEG-Verfahren

Die auf der Grundlage des TUB-Verfahrens hergestellten Proteinprodukte wurden im
Rahmen dieser Arbeit vergleichend zu einem in Anlehnung an das FLOTTWEG-
Verfahren hergestellten Proteinprodukt untersucht. Die detaillierte Vorgehensweise
zur Herstellung dieses Produkts wird nachfolgend beschrieben.

Zunachst wurde der Rohstoff zu einem Mehl verarbeitet. Markerbsen der Sorte
Tristar wurden dazu mit einer Schlagkreuzmihle, in die kein Sieb eingesetzt war,
(Type 200, Kamas) grob vorzerkleinert und anschliel3end mit einem Mahlautomaten
(MLU 202, Biuhler) in einem 6-stufigen Walzenmahlverfahren vermahlen. Hierbei
fiel eine Schalenfraktion sowie eine Schrot- und Grielmehlfraktion an. Die Schalen-
fraktion, die ca. 20 % der eingesetzten Gesamtmasse ausmachte, wurde verworfen.
Die Mehlfraktionen wurden vereinigt und anschliel3end zur Extraktion der Proteine
weiterverarbeitet.

In Anlehnung an das FLOTTWEG-Verfahren wurde die Extraktion in einem dreistu-
figen Extraktionsverfahren durchgeftihrt. Abweichend davon konnte in dem gewahl-
ten experimentellen Maf3stab eine kontinuierliche Gegenstromextraktion, wie sie das
FLOTTWEG-Verfahren vorsieht, nicht realisiert werden. Statt dessen wurde die
Extraktion satzweise und unter einer stufenweisen Verwendung von Frischwasser
durchgefuhrt. Als Extraktionsbehalter dienten 2,5 |-Bechergléser, in denen das
Extraktionsgut und die Extraktionsflissigkeit mit Hilfe eines Magnetrihrers bei einer
Temperatur von 25 °C suspendiert wurden. In der ersten Extraktionsstufe wurden
300 g Mehl und 1l Leitungswasser eingesetzt und die Extraktionszeit betrug 20 min.
Eine Regulierung des pH wurde dabei nicht vorgenommen. Nach Ablauf der
Extraktionszeit wurde die Suspension zur Trennung des Extrakts von den unge-
|6sten Bestandteilen 5 min bei 30000 zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert.
Das dabei anfallende Sediment wurde in einer zweiten Extraktionsstufe unter
Zugabe von 1 | Leitungswasser unter den zuvor beschriebenen Bedingungen erneut
extrahiert. In der dritten Extraktionsstufe wurde dann sinngemal3 wie in der zweiten
verfahren. Abweichend davon wurde nach der Zugabe des Wassers die Suspension
jedoch mit 10 %-iger NaOH auf pH 9,5 eingestellt und insgesamt 20 min extrahiert.
Der Extrakt der letzten Stufe wurde mit den anderen vereinigt und anschlie3end zur
Abtrennung von Feinfaserpartikeln tber ein 63 um-Sieb abgesiebt.
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Zur Fallung des extrahierten Proteins wurden die vereinigten Extrakte mit 1 N Salz-
saure auf einen pH von 4,35 eingestellt und unter langsamem Rihren (60 UThin™;
IKA-RUhrwerk mit Ankerrthrer, Jahnke & Kunckel) in einem Wasserbad 2 h auf
80 °C temperiert. Die dabei gebildeten Proteinflocken wurden mittels Zentrifugation
in einer Becherzentrifuge (5 min bei 3000[gd) aus dem Extrakt abgeschieden. Das
Koagulat wurde im Verhdltnis 2:1 mit Wasser gemischt und sprihgetrocknet
(Mini Spray Dryer Blichi 190, Buchi). Die Temperaturparameter wurden hierzu auf
eine Eingangstemperatur von 180 °C und eine Endtemperatur von 90 °C eingestelit.
Das auf diese Weise hergestellte Produkt wird nachfolgend als KPP-Tg
(Koaguliertes Protein Produkt, Koagulationstemperatur 80 °C) bezeichnet.

3.5 Analysenmethoden

Der Rohstoff sowie die Proteinproduke wurden hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffzusam-
mensetzung charakterisiert. Nachfolgend sind die diesbeztglich verwendeten
Methoden aufgefihrt.

3.5.1 Bestimmung des W asser gehalts

Der Wassergehalt wurde im Falle der gefriergetrockneten Proben nach der Methode
von Karl-Fischer durch amperometrische Jodtitration (74) und im Fall der restlichen
Proben mittels der Warmeschrankmethode (75) bestimmit.

3.5.2 Bestimmung des Rohproteingehalts

Der Rohproteingehalt der Proben wurde Uber die Stickstoffbestimmung nach dem
Kjeldahl-Verfahren gemafd DIN EN ISO 3188 bestimmt. Zur Umrechnung des Stick-
stoffgehalts in den Rohproteingehalt wurde der Faktor 6,25 verwendet (76).

3.5.3 Bestimmung des Starkegehalts

Der Starkegehalt wurde gemald ICC-Standardmethode 128 auf enzymatischem
Wege ermittelt (77).
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3.5.4 Bestimmung des Gesamtballaststoffgehalts

Der Gesamtballaststoffgehalt wurde enzymatisch-gravimetrisch bestimmt (66).

3.5.5 Bestimmung des Fettgehalts

Die Bestimmung des Gesamtfettgehalts erfolgte mittels Extraktion mit Petrolether
(78).

3.5.6 Bestimmung des Mineralstoffgehalts

Die Bestimmung des Mineralstoffgehalts erfolgte geméafd DIN EN ISO 3593 durch
Veraschen des Probenmaterials bei 900 °C (79).

3.5.7 Bestimmung der Trypsininhibitoraktivitat

Die Bestimmung der Trypsininhibitoraktivitat erfolgte gemald AACC Standard 71-10
mit Benzoyl-DL-Arginin-p-Nitroanilid als Substrat (80,81). Abweichend dazu wurde
zur Klarung der MeRRansatze ein Glasfaser-Rundfilter (GF 6, Schleicher & Schiill)
verwendet.

3.5.8 Bestimmung des Phytinsau regehalts

Der Phytinsduregehalt wurde entsprechend der Methode von LATTA und ESKIN Uber
die Farbreaktion freier Eisenionen mit Sulfosalicylsdure photometrisch bestimmt
(82). Abweichend davon wurde zur Extraktion der Phytinsdure 3 %-ige Trichlor-
essigsaure verwendet. FUr das Probenmaterial aus den Quellversuchen wurde die
Methode nach HoLT verwendet, in welcher die Phytinsdure indirekt Uber deren
Komplexierung von Fe*"-lonen bestimmt wird (83).

3.5.9 Bestimmung des Gehalts an flatusfordernden Oligosacchariden
(a-Galactosiden)

Die Bestimmung des Gehalts an flatusfordernden Oligosacchariden erfolgte analog
zu der von Boehringer entwickelten enzymatisch-photometrischen Methode zur
Bestimmung des Raffinosegehalts in Soja- und Getreidemehlen (84). Das Prinzip
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dieser Methode beruht darauf, da3 der fir die flatusférdernden Oligosaccharide
charakteristische Baustein a-Galactose von den Oligosaccharidmolekilen mittels
a-Galactosidase abgespalten und anschlieRend quantitativ erfal3t wird. Eine
Differenzierung der unterschiedlichen flatusfordernden Oligosaccharide ist mit
dieser Methode nicht mdglich. Sie werden statt dessen, unter der fiktiven Annahme,
dalR es sich hierbei ausschlie3lich um Raffinose handelt, in einer Kennzahl als
% Raffinose zusammengefalit.

3.5.10 Bestimmung des T annin gehalts

Der Tanningehalt wurde nach der Methode von PRICE et al. (67) ermittelt. Das
Tannin wurde dazu mit Vanillin zu einem roten Farbkomplex umgesetzt, dessen
Konzentration photometrisch erfal3t wurde. Als Referenzsubstanz fir die Erstellung
der Kalibrierfunktion wurde Catechin verwendet.

3.5.11 Bestimmung der in vitro Protein-Verdaulichkeit

Die Bestimmung der in vitro Protein-Verdaulichkeit erfolgte gemaf der Methode von
Hsu et al. (85) Uber den pH-Abfall, der sich bei einer Proteolyse des Proben—
materials mit einem Multienzymsystem aus Trypsin, Chymotrypsin und Peptidase
einstellt.

3.5 Materialien und Methoden zur Charakterisierung der Proteinprodukte
beziglich ihrer funktionellen Eigenschaften

Die aus den Markerbsen hergestellten Proteinprodukte wurden vergleichend zu zwei
kommerziellen Proteinisolaten aus Soja und Palerbsen sowie Eiklar untersucht, um
die Interpretation der im Zusammenhang mit der Bestimmung der funktionellen
Eigenschaften erhaltenen Mel3ergebnisse zu erleichtern. Bei dem Sojaproteinisolat
handelte es sich um das Produkt Soyamin 90 (Lucas Meyer) und bei dem
Erbsenproteinisolat um das Produkt Pisane HD (Cosucra). Das Eiklar wurde manuell
aus frisch aufgeschlagenen handelsublichen Eiern abgetrennt. Dartber hinaus
wurden die Proteinprodukte im Vergleich zu einem Proteinkonzentrat aus
Markerbsen untersucht, welches in Anlehnung an das FLOTTWEG-Verfahren
hergestellt worden war. Die detaillierte Vorgehensweise zur Herstellung dieses
Produkts ist unter 3.4 beschrieben. Nachfolgend werden die verwendeten Metho—
den zur Bestimmung der funktionellen Eigenschaften vorgestellt.
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3.6.1 Bestimmung der Proteinl6slichkeit

Die Proteinloslichkeit wurde in Anlehnung an die AOCS -Standardmethode (46)
sowie die Methode von KRoLL (86) als “Nitrogen Solubility Index* (NSI) bestimmit.
Die Probe wurde dazu unter definierten Bedingungen extrahiert und der dabei in
Losung gegangene Stickstoffanteil mit Hilfe des Kjeldahlverfahrens analytisch
erfal3t.

In ein 150 ml-Becherglas (hohe Form) wurde 1 g der Probe analytisch genau
eingewogen und nach Zugabe von 75 ml bidestilliertem Wasser unter Rihren mit
einem Magnetrithrer (500 Ulhin™) insgesamt eine Stunde extrahiert. Nach einer
Extraktionszeit von 15 min wurde der gewlnschte pH mit 1 N Salzsdure bzw. 1 N
Natronlauge eingestellt und Uber die restliche Extraktionszeit konstant gehalten.
Nach Ablauf der Extraktionszeit wurde die Suspension in einen 100 ml-Mel3kolben
Uberfuhrt und mit bidestilliertem Wasser bis zum Eichstrich aufgeftllt. AnschlieRend
wurde die Suspension in einen Zentrifugenbecher tGberftihrt und 10 min bei 3000(g
zentrifugiert. Der dabei erhaltene Uberstand wurde uber ein Papierfilter (615 Y4,
Machery & Nagel) filtriert. Der im Filtrat enthaltene Stickstoff wurde nach der
Kjeldahlmethode bestimmt. Dazu wurden zweimal 3 ml Filtrat eingesetzt

Zur Berechnung des NSI wurde folgende Gleichungen verwendet:

(Mye = Vg) O(n/1000) OM(N) OV,
[0) = 0
WSN [%] m., 0TS OV, [100% (Gl. 3)
ml O(mol/ ml) O(g/ mol) Oml
[%] =
g [l
WSN
NSI [%] = N [100% (Gl. 4)
ges
WSN = Water soluble nitrogen [%]
NSI = Nitrogen solubility index [%]
Vha = Verbrauch an Salzsaure-Mal3lésung unter Verwendung der Probe [ml]
i = Verbrauch an Salzsaure-MafR3lésung im Blindversuch [ml]
n = Normalitat der eingesetzten Salzsaure-MaRlésung [moll']
n/1000 = Normalitat der eingesetzten Salzsaure-MaRlésung [moldhl™]
M (N) = Molare Masse des Stickstoffs = 14,008 [ghol™]
A/ = Gesamtvolumen des Extrakts [ml]
Mpy = (zur Extraktion) eingesetzte Probenmenge [g TS]
TS = Trockensubstanzgehalt der Probe [%]
Vex = Volumen des zur Stickstoffbestimmung eingesetzten Extrakts [ml]

Nges Gesamtstickstoffgehalt der Probe [% TS]
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3.6.2 Bestimmung der Emulgiereigenschaften
-Emulgieraktivitatsindex

Der Emulgieraktivitatsindex (EAI) wurde in Anlehnung an die Methode von PEARCE
und KINSELLA (57) ermittelt. Es handelt sich dabei um eine turbidimetrische Methode,
mit der die von einer definierten Probenmenge stabilisierte Grenzflache einer Ol-
Wasser-Emulsion auf der Grundlage der Lichtstreuung kugelférmiger Koérper quan-
titativ erfal3t wird. Dabei wurde wie folgt vorgegangen:

Zunachst wurde ein waldriger, geklarter Probenextrakt hergestellt. Hierbei wurde die
gleiche Vorgehensweise wie unter 3.6.1 (NSI) gewahlt. AnschlieRend wurde aus
30 ml des Extrakts sowie 20 ml eines handelstiblichen Sonnenblumenéls (THOMY,
Deutsche Thomy) eine Emulsion hergestellt. Hierzu wurden die beiden Flussigkeiten
in einem 100 ml-Becherglas (hohe Form) mit einem Ultra-Turrax (IKA-T25,
Dispergierwerkzeug S25N-25F, Jahnke & Kunckel) exakt eine min dispergiert. Die
Umdrehungsgeschwindigkeit des Dispergierwerkzeugs betrug dabei 15.000 UThin™.
100 pl der Emulsion wurden anschliefiend mit 1000 pl einer 0,1 %-igen Natrium-
dodecyl-sulfat-Lésung versetzt und im Verhaltnis 1:40 (v/v) mit bidestilliertem
Wasser verdunnt. Von der resultierenden verdinnten Emulsion wurde dann in einem
Photometer die Absorption bei einer Wellenlange von 500 nm ermittelt. Der EAI
wurde dann wie bei PEARCE und KINSELLA beschrieben wie folgt berechnet:

2,303 LA OVF
= I (GI. 5)
EAL Im? @] = 2 01
M9 = £ 51000 g (Gl. 6)
T = Trubung
E = tatsachlicher Emulgatoranteil in der Emulsion [mghl™]
1000 = Umrechnungsfaktor (mg in g)
) = Olanteil im Emulsionsansatz [mlml™]
2,303 = Faktor nach PEARCE und KINSELLA
A = Absorption
VF = Verdinnungsfaktor

Klvettenlange (0,01 m)
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Abweichend von der Methode von PEARCE und KINSELLA wurde fir den
Emulgatoranteil in der Emulsion (E) anstelle der Proteintrockenmasse die Gesamt-
trockenmasse des in einem ml der Emulsion enthaltenen Probenmaterials einge-
setzt. Dies hatte den Vorteil, dal3 die EAI-Werte der Proben losgelést von deren
Proteingehalt direkt miteinander verglichen werden konnten.

- Emulsionsstabilitat

Zur Bestimmung der Emulsionsstabilitdt wurden 10 ml einer wie oben beschrieben
hergestellten, unverdiinnten Emulsion in einen 10 ml-Mef3zylinder Uberfthrt und
Uber einen Zeitraum von 1-7 Tagen bei einer konstanten Temperatur von 30 °C
gelagert. In Abhangigkeit von den emulsionsstabilisierenden Eigenschaften der
Proteinprodukte trat dabei eine mehr oder weniger ausgepragte Phasentrennung
ein. Diese wurde Uber den Volumenanteil der Emulsion am Gesamtvolumen
guantifiziert und wie folgt berechnet:

Ve
ES [%] = Vo [100% (Gl.7)
g
ES = Emulsionsstabilitat [%]
Ve = Volumen der Emulsion nach der Lagerung [ml]
Vg = Gesamtvolumen [ml]

3.6.3 Bestimmung der Wasserbin dekapazitat

Die Bestimmung der Wasserbindekapazitat erfolgte nach der AACC-Standard-
methode 88-04 (52). Hierzu wurde die Probe bis zu deren Sattigung schrittweise mit
Wasser versetzt und durch Differenzwagung die im Sattigungspunkt von dem
Probenmaterial gebundene Wassermenge ermittelt.

3.6.4 Bestimmung der Fettbindekapazitat

Zur Bestimmung der Fettbindekapazitdt wurde 1 g Probe in ein tariertes 10 ml-
Zentrifugenglas eingewogen und mit 5 ml Sonnenblumendl (THOMY, Deutsche
Thomy) intensiv durchmischt. Danach wurde das Zentrifugenglas in einem Wasser-
bad 30 min auf 30 °C temperiert und nach einer erneuten Durchmischung 15 min
bei 3800[g zentrifugiert. AnschlieRend wurde das ungebundene Ol entfernt indem
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der Uberstand zunachst abdekantiert und das Zentrifugenglas anschlieRend 10 min
in einem Neigungswinkel von 30 ° mit der Offnung nach unten aufgestellt wurde.

AnschlieBend wurde das Zentrifugenrohrchen mitsamt dem Inhalt zurickgewogen.
Die Fettbindekapazitat wurde anhand folgender Gleichung berechnet:

ms —Mu
FBK [%] = [100% (Gl. 8)
FBK = Fettbindekapazitat[%o]
Mg = Masse der Probe mit gebundenem Fett [g]
my = urspriingliche Masse der Probe [g]

3.6.5 Bestimmung der Schaumbildungseigenschaften

Die Bestimmung der Schaumbildungseigenschaften erfolgte in Anlehnung an die
Methode von GARMANN, KrRoLL und CIFUENTES (61). Dazu wurde wie nachfolgend
beschrieben vorgegangen:

-Schaumbildungskapazitat

7 g Probe wurden in 100 ml destilliertem Wasser suspendiert und mit 1 N HCI bzw.
1 N NaOH auf den gewtnschten pH eingestellt. Anschlie3end wurde die Suspension
unter Nachregulieren des pH fur 30 min mit einem Magnetrihrer gerihrt. Danach
wurden 20 ml der Suspension in ein 250 ml-Becherglas utberfihrt und mit einem
Haushaltsquirl, der mit einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 1700 UFhin™ betrie—
ben wurde, 5 min aufgeschlagen. Im Anschluld daran wurde tber den Fullstand das
Gesamtvolumen sowie das Volumen der nicht aufgeschlagenen Flussigkeit
bestimmt. Die Schaumbildungskapazitat wurde mit folgender Gleichung berechnet.

V
SBK [%] = 79 [100% (Gl. 9)
SBK = Schaumbildungskapazitat [%o]
Vg = Gesamtvolumen direkt nach dem Aufschlagen [ml]
Va = Volumen der Flussigkeit vor dem Aufschlagen [ml]
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- Schaumstabilitdt und Drainage

Zur Bestimmung der Schaumstabilitat sowie der Drainage wurden die entsprechend
dem vorigen Absatz hergestellten Schaume 60 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen und danach nochmals das Gesamtvolumen sowie das Volumen der
Flussigkeit ermittelt.

Die Schaumstabilitat wurde daraus wie folgt berechnet:

Vo
SS [%] = 7 [100% (Gl. 10)
g

Die Drainage wurde durch UbergieBen der drainierten Flissigkeit in einen
Standzylinder ermittelt.

SS = Schaumstabilitat [%o]

DR = Drainage [ml]

Va =  Volumen der Flussigkeit vor dem Aufschlagen [ml]

Vg =  Gesamtvolumen des Schaums und der Flussigkeit direkt nach dem
Aufschlagen [ml]

Vo0 = Gesamtvolumen 60 min nach dem Aufschlagen [ml]

-Schaumfestigkeit

Die Festigkeit des Schaums wurde mit Hilfe eines Penetrometers (Sommer & Runge)
ermittelt. Der Penetrationskorper bestand aus einer 1 mm starken Lochscheibe mit
einem Durchmesser von 5,5 cm. Der Lochdurchmesser betrug 3 und der Lochab-
stand 1,5 mm. Die Gesamtmasse des Penetrationskdrpers betrug 25 bzw. 75 g. Die
Penetrationszeit betrug 2 sec. In den Fallen, in denen die Penetration unterhalb
Detektionsgrenze lag, wurde die Penetrationszeit auf 10 sec erhdht. Jede Probe
wurde insgesamt mindestens funfmal vermessen. Das Ergebnis wurde aus dem
arithmetischen Mittel der Einzelergebnisse berechnet.

3.7 Statistische Auswertung der Versuche

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms Systat 6.01 (69). In den Fallen, in denen keine Fraktionierung
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der Versuchsplane erfolgte, wurde die Standardabweichung berechnet. Diese
KenngrélRe genligte, um eine klare Interpretation des Ergebnisses herbeizuflhren.
Fur die Durchfuhrung von Analysen wurde so weit wie moglich auf
Standardmethoden zurtickgegriffen. FlUr diese Ergebnisse wurde keine Berechnung
der Standardabweichung durchgefihrt, da diese bekannt sind.
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Untersuchungen zur Gewinnung des unter den Prozel3bedingungen des
TUB-Verfahrens loslichen Proteinanteils

Aus dem im Kapitel 2.1 beschriebenen Stand der Kenntnis geht hervor, dal3 im TUB-
Verfahren eine Fraktionierung des Proteins in einen unter den Prozel3bedingungen
l6slichen sowie einen unloslichen Anteil erfolgt. Anders als die Vorgehensweise zur
Gewinnung des unldslichen Anteils ist die Vorgehensweise zur Gewinnung des
I6slichen Anteils bisher nicht eindeutig festgelegt worden. Statt dessen werden
verschiedene Verfahrensalternativen diskutiert, die in einer Fallung des Proteins
bzw. in einer Konzentrierung desselben mittels Ultrafiltration bestehen. Die Frage,
welche dieser Verfahrensalternativen die geeignetste ist, konnte bisher noch nicht
geklart werden. Der Grund hierflr besteht darin, dal3 keine ausreichenden Kennt-
nisse Uber den Einfluld der Verfahren sowie ihrer Parameter auf die Ausbeute und
Qualitatsmerkmale der Proteinprodukte vorlagen. Eines der Hauptziele dieser Arbeit
war es daher, diese Lucke zu schliel3en. Die Versuche wurden mit Markerbsen der
Sorte Markana durchgefihrt.

4.1.1 Fallung

Zur Fallung von wassrig gelosten Proteinen ist es erforderlich, deren Loslichkeit in
dem sie umgebenden Milieu herabzusetzten. Hierzu sind aus dem chemisch-
analytischen und praparativen Bereich eine Vielzahl von Mdglichkeiten bekannt (87).
Zur Herstellung von Proteinprodukten fir lebensmitteltechnologische Anwendungen
sind dahingegen aus ©Okonomischen Grinden bzw. aus Grinden, welche die
Produktqualitat betreffen, nur einige wenige Verfahren geeignet. Im Falle der
Gewinnung von Proteinen aus pflanzlichen Rohstoffen haben im wesentlichen
solche Verfahren Verbreitung erlangt, in denen die Proteine mittels Einwirkung
thermischer Energie sowie durch Einstellen des pH auf den isoelektrischen Punkt
gefallt werden. Es lag daher nahe zu untersuchen, inwieweit diese Verfahren auch
im Hinblick auf die Gewinnung des geldsten Markerbsenproteins geeignet sind. Die
Versuche wurden mit wassrigen Markerbsenextrakten durchgefiihrt, die wie unter
3.3.2 beschrieben gewonnen worden waren.



36 4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1.1 Thermische Fallung

Im Zusammenhang mit der thermischen Fallung sollte zunachst die Frage
beantwortet werden, inwieweit es moglich ist, das Markerbsenprotein bereits mit
Hilfe eines vergleichsweise einfachen Verfahrens zu koagulieren, das lediglich eine
Erwarmung des ProzelRwassers vorsieht. In Vorversuchen war dazu zunéchst die
zur Fallung erforderliche minimale Erwa&rmungstemperatur zu ermitteln. Dazu
wurden die Extrakte bis zu 3 h auf Temperaturen zwischen 40 und 90 °C erwarmt
und die Bildung von Koagulatflocken visuell beurteilt. Dabei wurde festgestellt, daf3
bereits bei einer Erwarmungstemperatur von 60 °C eine deutliche Bildung sedimen-
tierbarer Flocken eintrat, wenn der Extrakt fir mindestens 20 min erwarmt wurde.
Zwar wurde bei entsprechend langer Erwarmungszeit (>170 min) auch bereits bei
40 °C die Bildung von feinen Koagulatflocken festgestellt, die zu einer milchigen
Eintribung des Extrakts fuhrten, im Gegensatz zu den bei 60 °C gebildeten,
verblieben diese jedoch aufgrund ihrer geringen Grof3e in Schwebe und konnten
selbst mittels Zentrifugation nicht aus dem Extrakt abgeschieden werden.

Aufbauend auf den Ergebnissen der Vorversuche wurde in einem nachsten Schritt
der Einflull der Erwarmungstemperatur auf den Anteil koagulierbaren Proteins
untersucht. Dazu wurden die Extrakte 30 min auf Temperaturen zwischen 60 und
120 °C erwarmt und der mittels Zentrifugation in einer Becherzentrifuge als Koagulat
abscheidbare Proteinanteil ermittelt. Es wurden jeweils Doppel- bzw. Dreifachbe-
stimmungen durchgeflhrt.

In der Abbildung 3 ist zu sehen, dal3 unter diesen Versuchsbedingungen bis zu 60 %
der im Extrakt enthaltenen Masse an Stickstoff-Substanzen (N-Substanzen) als
Koagulat gewonnen wurden. Bis zu einer Erwa&rmungstemperatur von ca. 90 °C
nahm ihr Anteil mit der Temperatur zu. Im Temperaturbereich oberhalb von 90 °C
war er dahingegen weitestgehend von der Erwdrmungstemperatur unabhangig. Zwar
wurde bei einer Erwarmung auf 120 °C der insgesamt hochste Anteil an N-Sub-
stanzen gefallt. Die Steigerung um ca. einen Prozentpunkt gegeniber dem bei 90 °C
ermittelten Wert lag jedoch im Bereich der Standardabweichung der Mehrfach-
bestimmung und war somit nicht signifikant. Die Standardabweichung war im
Temperaturbereich von 60 und 75 °C besonders grol3. Dies ergab sich daraus, dal3
bei diesen vergleichsweise niedrigen Temperaturen sehr feine Koagulatflocken
gebildet wurden, die sich zum Teil in einer Schicht auf der Flussigkeitsoberflache
ablagerten, und damit nicht reproduzierbar abgeschieden werden konnten.
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Der Proteingehalt der Koagulate war oberhalb von 80 °C weitestgehend von der
Koagulationstemperatur unabhangig. Er betrug ca. 72 % (Abb. 4). Die bei ent-
sprechenden Temperaturen erhaltenen Produkte koénnen somit unter Zugrun-
delegung der fir Sojaproteinprodukte geltenden Verkehrsaufassung als Protein-
konzentrate bezeichnet werden (88). Der Proteingehalt der bei niedrigeren Tempe-
raturen koagulierten Produkte war demgegeniber z.T deutlich kleiner. Im Falle des
bei 60 °C gefallten betrug er 65 %. Die Abweichung kann im wesentlichen damit
erklart werden, dal? die unterhalb von 80 °C gefallten Koagulate im Vergleich zu den
anderen z.T. deutlich weniger entwassert werden konnten. Dies geht aus der
Abbildung 4 hervor, in welcher der Trockensubstanzgehalt der feuchten Koagulate
Uber der Fallungstemperatur aufgetragen ist. Der damit verbundene hdhere
Wasseranteil im Koagulat hatte zur Folge, dal3 bei der Trocknung des Koagulats
vermehrt im Wasser gelOoste andere Inhaltsstoffe aus den Erbsen auf das
Proteinprodukt aufgetrocknet wurden. Da es sich hierbei vorwiegend um N-freie
Substanzen handelt, ergab sich daraus, dal3 der Proteingehalt der Trockenmasse
des Proteinprodukts gegentber den starker entwasserten Proteinprodukten kleiner
ausfiel.

Aufgrund der oben diskutierten Zusammenhé&nge kann festgestellt werden, dal3 zum
Erreichen eines optimalen Fallungsergebnisses eine Temperatur von mindestens
90 °C erforderlich war. Hierbei ist jedoch zunadchst unbertcksichtigt geblieben,
inwieweit auch die Erwarmungszeit einen Einflu auf die Koagulation des Proteins
hat. Ziel einer weiteren Versuchsreihe war es daher, diesen Einflu3 naher zu
untersuchen. Dabei war es von besonderem Interesse zu klaren, ob eine optimale
Koagulation des Proteins ggf. auch bei Temperaturen unterhalb von 90 °C erzielt
werden kann, wenn die Erwarmungszeit gegentber der vorangehend angewendeten
deutlich verlangert wird.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der Abbildung 5 dargestellt. In dieser
ist zu sehen, dald bei einer Erwarmungstemperatur von 80 °C eine Erwarmungszeit
von mindestens 90 min erforderlich war, um einen vergleichbaren Anteil an
N-Substanzen fallen zu kdénnen, wie dies bei Erwarmungstemperaturen = 90°C
bereits nach 30 min der Fall war. Dies entspricht einer Verdreifachung der
erforderlichen Erwarmungszeit, was hinsichtlich einer Umsetzung in den Industrie-
maf3stab aus okonomischen Gesichtspunkten nicht sinnvoll ist, weil damit eine
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Verdreifachung des erforderlichen Gesamtvolumens der Koagulationsbehalter
verbunden ware.
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Abb.5: Einflul der Erwarmungszeit und der Erwarmungstemperatur auf
den gefallten Masseanteil an N-Substanzen

Im Falle einer Erwdrmungstemperatur von 60 °C wurde dahingegen selbst nach
einer Vervierfachung der Erwdrmungszeit von 30 auf 120 min keine signifikante
Zunahme des koagulierbaren Anteils an N-Substanzen festgestellt. Dariiber hinaus
wurde auch das bereits im Zusammenhang mit der vorangegangenen Versuchsreihe
beschriebene Problem der Schichtbildung auf der Flissigkeitsoberflache und der
damit verbundenen Abnahme der Reproduzierbarkeit der MelRergebnisse durch die
Verlangerung der Erwdrmungszeit nicht behoben. Insgesamt hat sich somit eine
Absenkung der Koagulationstemperatur auf Werte unter 90 °C bei einer gleich-
zeitigen Erhohung der Erwarmungszeit im Hinblick auf eine Erzielung einer hohen
Koagulatausbeute als nicht geeignet erwiesen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal durch die Erwarmung des Extrakts
maximal ca. 60 % der darin enthaltenen N-Substanzen féallbar waren und dieses
Maximum ab einer Erwarmungstemperatur von ca. 90 °C erreicht wurde. Inwieweit
diese Temperatur ausreicht um auch unter produktionstechnischen Bedingungen
eine maximale Ausbeute an Protein zu erhalten, ware allerdings im Einzelfall zu
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prifen. Dies gilt insbesondere deshalb, weil sich kontinuierlich arbeitende
Zentrifugen, wie Tellerseparatoren und Dekanter, beztglich ihrer Abscheidecharak-
teristik z.T deutlich von der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Becherzentrifuge
unterscheiden kénnen.

In den vorangegangenen Untersuchungen waren die Koagulate so wie sie anfielen,
d.h. ohne eine weitere Aufarbeitung derselben vorzunehmen, getrocknet worden.
Dies fuhrte dazu, dal3 die im Wasseranteil des feuchten Koagulats gelosten
Bestandteile auf das Produkt aufgetrocknet und somit als geféallte Substanz miterfafl3t
wurden. Mit dem Ziel eine héhere Proteinreinheit des Koagulats zu erreichen,
kénnte es jedoch ggf. sinnvoll sein, den Anteil an gelésten Substanzen in einem der
Koagulation nachgeschalteten Raffinationsprozel3 aus dem Koagulat zu verdrangen.
In der Tabelle 6 sind daher die Ergebnisse gegenubergestellt, die sich flr eine
Féallung des Proteins mit und ohne Raffination des Koagulats einstellten. Die
Raffination wurde in den dazugehoérigen Versuchen in der Weise vorgenommen,
dal das feuchte Koagulat zweimal in einer seiner feuchten Masse entsprechenden
Frischwassermenge aufgenommen, gerihrt und anschlielend mittels Zentrifugation
abgetrennt wurde.

Tab. 6: EinfluB der Auswaschung des Koagulats auf die Masse- und Protein-
ausbeute sowie dessen Proteingehalt

Auswaschung Masseausbeute Proteinnausbeute Proteingehalt
des Koagulats [%] [%]? [%]
nein 41,6 £0,9 64,0+1,5 74,6 £0,3
ja 36,4 +£0,7 61,4+0,2 816+1,1

l)Bezogen auf die im Extrakt enthaltene Gesamttrockenmasse

2)Bezogen auf die im Extrakt enthaltene Proteintrockenmasse

Aus der Tabelle ist zu entnehmen, dal3 der Proteingehalt durch die Raffination
entsprechend der Zielsetzung deutlich angehoben wurde. Er stieg gegenuber dem
Prozel3 ohne Raffination um 7 % auf 81,6 % an. Allerdings reichte der Anstieg nicht
aus, um einen den Kriterien fur Proteinisolate entsprechenden Proteingehalt von
mindestens 90 % zu erreichen. Das Produkt kann daher ebenso wie das ohne
Raffination hergestellte lediglich als Proteinkonzentrat bezeichnet werden. Der
Anteil der als Koagulat gewonnenen Gesamt- bzw. Proteintrockenmasse wurde
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durch die Raffination des Koagulats erwartungsgemafd vermindert. Er fiel um 5,2
bzw. 2,6 %. Inwieweit der damit verbundene Okonomische Nachteil einer
verminderten Produktausbeute durch die Anhebung des Proteingehalts ausgeg-
lichen werden kann, wére im Einzelfall zu prifen.

Von der Féllung von Sojaprotein zur Tofuherstellung ist bekannt, dal3 die Ca-
lonenkonzentration einen entscheidenden Einflul3 auf die Ausbeute an gefallter
Proteintrockenmasse hat (89). Da entsprechendes auch fir die thermische Fallung
des Markerbsenproteins angenommen werden konnte und in einem industriellen
Verfahren die Ca-lonenkonzentration in Abhangigkeit von der Qualitdt des verwen-
deten Wassers sehr unterschiedlich sein kann, ergab sich die Notwendigkeit, den
Einflu3 der Ca-lonenkonzentration auf die Fallung des Markerbsenproteins ndher zu
betrachten. Die dazu durchgeftihrten Versuche wurden analog zu den vorangehend
beschriebenen durchgefiihrt. Abweichend davon wurde zur Quellung, Extraktion und
Raffination anstelle von Leitungswasser destilliertes Wasser verwendet und den
Extrakten vor deren Erwdrmung zwischen 0,009 und 0,138 % ihrer Masse an
Calciumchlorid zugesetzt. Letzteres entsprach unter Zugrundelegung der im Extrakt
enthaltenen Proteintrockenmasse einer Calciumionenzugabe von 0,25-3,75 g/100g
Protein. Der pH wurde bei allen Versuchen konstant auf 6,4 eingestellt.

In der Abbildung 6 ist der Einflu3 der Calciumchloridkonzentration auf die Fallung
der im Extrakt enthaltenen Gesamt- und Proteintrockenmasse sowie den Protein-
gehalt des Koagulats dargestellt. Es ist zu erkennen, dal3 mit zunehmender
Calciumchloridkonzentration der gefallte Anteil an Gesamt- und Proteintrocken-
masse zunahm. Im Falle der Gesamttrockenmasse betrug die Zunahme bis zu 9
und im Falle der Proteintrockenmasse bis zu 6 %. Der Proteingehalt der Koagulate
nahm dahingegen mit zunehmender Calciumchloridkonzentration deutlich ab.
Gegenuber der Nullprobe, welche einen Proteingehalt von 82 % aufwies, sank der
Proteingehalt um bis zu 8 % ab. Daraus kann geschlossen werden, daf3 durch die
Zugabe des Calciumchlorids vorwiegend N-freie Substanzen gefallt wurden. Dieses
zunachst unerwartete Ergebnis kann damit erklart werden, dal3 die Calciumionen
aufgrund ihrer Bivalenz eine Brickenfunktion zwischen den Proteinen und der
Phytinséaure erfullen kdnnen. Dies fiihrte dazu, dal3 ein grol3er Anteil der Calcium-
ionen und der Phytinsaure gemeinsam mit dem Protein ausfielen. Eine eingehende
Diskussion des Einflusses der Fallungsparameter auf den Phytinsauregehalt im
Koagulat erfolgt im Kapitel 4.2, welches schwerpunktmallig den als antinutritive
Substanzen bezeichneten Erbseninhaltsstoffen gewidmet ist.
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Abb. 6: Einflu3 der Calciumchloridkonzentration auf die Fallung von
Trockenmasse und N-Substanzen sowie auf den Proteingehalt
des Koagulats

4.1.1.2 Saure Fallung

Eine mdogliche Verfahrensalternative zur Fallung des Proteins auf thermischem
Wege besteht in dessen Fallung am isoelektrischen Punkt. Diese Vorgehensweise,
die hier als saure Fallung bezeichnet werden soll, bietet gegeniber der thermischen
Féallung den Vorteil, einen weitreichenderen Erhalt der nativen Eigenschaften des
Proteins zu ermoglichen. Analog zu den im Zusammenhang mit der thermischen
Féallung durchgefiihrten Untersuchungen wurde auch im Zusammenhang mit der
sauren Fallung der koagulierbare Masseanteil an Protein ermittelt. Dabei stand
insbesondere der Einflul3 des pH sowie der verwendeten S&ure im Mittelpunkt des
Interesses.

Prinzipiell ist zur Fallung von Proteinen ein breites Spektrum an S&uren geeignet.
Die industrielle Praxis beschrankt sich jedoch auf einige wenige, die leicht verfligbar
und zudem kostengunstig sind. Diesbeziglich sind abgesehen von der Milchséure,
welche vor allem bei der Herstellung von Milchprodukten eingesetzt wird, insbeson-
dere Salzsaure, Schwefelsaure und Phosphorsdure zu nennen. Ziel der nachfol-
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genden Untersuchungen war es, letztere Sauren im Hinblick auf ihre Eignung zur
Féallung des Markerbsenproteins zu prifen und vergleichend gegeniberzustellen.
Jeweils 100 ml Erbsenextrakt wurden mit einer der drei genannten Sauren (jeweils
6-molar) auf einen pH zwischen 5,2 und 1,0 eingestellt. Die wahrend einer Inku-
bationszeit von 30 min gebildeten Flocken wurden mit einer Becherzentrifuge abge-
schieden (vgl. 3.3.2.1).
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Abb.7: Einflu3 der verwendeten Saure sowie des pH der Koagulation
auf den geféllten Masseanteil an N-Substanzen

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Abbildungen 7 und 8 graphisch darge-
stellt. Aus der Abbildung 7 kann entnommen werden, dal3 der geféllte Masseanteil
an N-Substanzen weitestgehend unabhéangig von der Art der verwendeten Saure
war. Das Optimum wurde jeweils bei pH 3.4 festgestellt. Bei diesem pH wurden 60 %
der N-Substanzen geféllt. Dieser Wert entspricht somit etwa demjenigen, der fir das
Optimum der thermischen Fallung festgestellt worden war.

Der Proteingehalt der Koagulate war weitestgehend von der verwendeten S&aure
unabhangig (Abb. 8). Dahingegen bestand eine Abh&ngigkeit desselben vom pH. Im
pH-Bereich zwischen 2 und 3,5 stieg der Proteingehalt mit steigendem pH von 71
auf ca. 76 %, blieb bei einer weiteren Erhéhung bis auf pH 5 dann jedoch
weitestgehend konstant. Unter Zugrundelegung der fiir Sojaproteinprodukte gelten-
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den Kriterien kdnnen die erhaltenen Produkte als Proteinkonzentrate bezeichnet
werden.
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Abb. 8: Einflul3 der verwendeten Saure sowie des pH der Koagulation
auf den Proteingehalt in der Trockenmasse des Koagulats

Aus der Lage des pH-Optimums kann in erster Naherung abgeleitet werden, daf3
der isoelektrische Punkt (pl) der gelosten Proteinfraktion etwa 3,4 betrug. Dieser
Wert ist im Vergleich zum pl des Proteins anderer Erbsensorten sehr klein. Die
diesbeziiglich der Literatur zu entnehmenden Werte liegen im Bereich zwischen 4
und 5. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dal3 ein direkter Vergleich des
MelRwerts mit den Literaturangaben nur eingeschrankt moglich ist. Dies ergibt sich
daraus, dal3 der im Rahmen der vorangehend beschriebenen Versuche ermittelte
Wert im Gegensatz zu der Mehrzahl der Literaturwerte nicht fir das Gesamtprotein
des Rohstoffs, sondern nur fur eine Fraktion desselben ermittelt wurde. Die Frage,
inwieweit das festgestellte Ldslichkeitsminimum auch auf das Gesamtprotein des
Rohstoffs zutrifft, mul3te daher in einer gesonderten Versuchsreihe geklart werden.
Hierzu wurden Erbsenmehle unter Variation des pH extrahiert und die Loslichkeit
des Markerbsenproteins in Abhangigkeit vom pH ermittelt (vgl. 3.6.1). In der
Abbildung 9 sind die fur die Markerbsensorten Markana und Tristar ermittelten
Ldslichkeitskurven graphisch dargestellt. Es ist zu sehen, dafl das Ld&slichkeits-
minimum bei beiden Markerbsensorten etwa bei pH 3,5 lag und damit weitestgehend
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dem der l6slichen Proteinfraktion entsprach. Somit wurde flr das Loslichkeits-
minimum des Markerbsenproteins ein signifikanter kleinerer Wert erhalten, als
aufgrund der Literaturwerte bezuglich des pl von Erbsenproteinen zu erwarten
gewesen war. Als Grund fur diese Abweichung kann der Vergleichsweise hohe
Phytinsduregehalt der untersuchten Markerbsensorten angenommen werden. So
haben Untersuchungen von SMITH und RAckis (90) und CHEN und MORR (91)
ergeben, dal3 im Falle von Sojaprotein das Ldslichkeitsminimum mit steigendem
Phytinsduregehalt in Richtung eines kleineren pH verschoben wird.
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Abb. 9: Einflu@ des pH auf die Loéslichkeit des Proteins von
Markerbsen der Sorten Markana und Tristar

4.1.1.3 Thermisch-saure Féallung

In den beiden vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, dald bezlglich des
fallbaren Proteinanteils zwischen der sauren und thermischen Fallung des Erbsen-
proteins kein wesentlicher Unterschied bestand. Der maximal geféllte Masseanteil
an Protein betrug, bezogen auf die Gesamtmasse an geléstem Protein, jeweils ca.
60 %. Da beide Verfahrensalternativen jeweils isoliert voneinander betrachtet
worden sind, ist jedoch die Frage offengeblieben, inwieweit dieses Ergebnis durch
ein kombiniertes Fallungsverfahren, in dem beide Fallungsprinzipien verwirklicht
sind, noch verbessert werden kann. Dies zu untersuchen war das Ziel der
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nachfolgend beschriebenen Untersuchungen, in denen die Extrakte nach dem
Einstellen des pH fir 30 min auf Temperaturen von 20, 60 und 85 °C temperiert
wurden. Abweichend von den vorangehend beschriebenen Untersuchungen wurden
Versuchsansatze von jeweils 650-700 ml verwendet.
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Abb. 10: Einflu des pH sowie der Temperatur der Koagulation auf
den gefallten Masseanteil an N- Substanzen

Aus der Abbildung 10 ist zu entnehmen, dal3 unabh&ngig von der gewahlten
Féallungstemperatur im Fallungsoptimum ca. 60 % der im Extrakt enthaltenen
N-Substanzen geféllt wurden. Eine Erhéhung der Koagulatausbeute gegentber der
sauren Fallung bei Raumtemperatur bzw. der thermischen Fallung bei neutralem pH
wurde somit durch die thermisch-saure Fallung nicht erreicht. Auch bezuglich des
Proteingehalts der Koagulate konnten keine signifikanten Unterschiede zu den oben
genannten Fallungsmethoden festgestellt werden. Der Trockensubstanzgehalt der
feuchten Koagulate war bei konstanter Erwarmungstemperatur weitestgehend vom
pH unabhangig, stieg jedoch mit der Erwarmungstemperatur von ca. 12 % bei 20 °C
auf ca. 14 % bei 85 °C geringfligig an.

Der wesentliche Effekt der thermisch-sauren Fallung bestand jedoch darin, dal3 der
fur die Koagulatausbeute optimale pH mit zunehmender Erwdrmungstemperatur in
Richtung eines héheren Wertes verschoben wurde. Ein entsprechender Effekt ist
von MEISTER und THOMPSON im Zusammenhang mit der Koagulation von
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Kartoffelprotein festgestellt worden (92). Bei der Erwadrmung des Erbsenextrakts auf
60 °C wurde die maximale Koagulatausbeute bei einem pH von 4 erhalten. Diese
Parameter entsprechen in etwa denjenigen, die Ublicherweise bei der kommerziellen
Herstellung von Sojaproteinisolaten zur Anwendung kommen. Eine besonders
interessante Fragestellung bestand daher darin, inwieweit die unter diesen
Parametern erhaltenen Produkte beziglich ihrer funktionellen Eigenschaften mit
Sojaproteinisolaten vergleichbar sind. Dies zu prifen, war Gegenstand von Unter—
suchungen, die an anderer Stelle dieser Arbeit beschrieben sind (vgl. Kapitel 4.3).

4.1.2 Ultrafiltration

Ein alternatives Verfahren zur Gewinnung von Proteinen durch Fallung besteht in
deren Konzentrierung durch Ultrafiltration (UF). Da die Ultrafiltration die Mdglichkeit
bietet, Inhaltsstoffe in Lésungen nach ihrer MolekllgroRe zu trennen, ist sie
potentiell auch dazu geeignet, Produkte mit einem hohen Proteingehalt herzustellen,
weil die Molekilgréie der Proteine deutlich groRRer ist, als diejenige der meisten
anderen gelodsten Inhaltsstoffe. Insbesondere in der Molkereitechnologie werden
Ultrafiltrationsverfahren mit ahnlicher Zielsetzung seit langem erfolgreich eingesetzt
(93,94). Die Haupteinsatzgebiete liegen dabei in der Fraktionierung von Kasemolke
sowie der Vorkonzentrierung von Milch fur die Kaseherstellung.

Die Eignung eines UF-Verfahrens zur Herstellung von Proteinprodukten aus Mark-
erbsen wird insbesondere davon abhangen, ob und bei welcher Filtrationsleistung
das gewulnschte Trennergebnis erzielt werden kann. Die Bedeutung der Filtra-
tionsleistung ergibt sich dabei daraus, dafd von dieser die erforderliche Filterflache
und damit die Investitionskosten und Betriebskosten fir eine entsprechende
Produktionsanlage direkt abh&ngen. Sowohl die Trenncharakteristik als auch die
Filtrationsleistung werden von der Art der Membran sowie den angewendeten
Filtrationsparametern beeinflul3t. Diese Einflisse sind ftr die Filtration des im TUB-
Verfahren anfallenden Prozeflwassers bisher noch nicht bekannt. Es ergab sich
daher die Notwendigkeit, diese zu untersuchen. Die Ergebnisse der hierzu durchge-
fuhrten Untersuchungen sind in den nachfolgenden Kapiteln dargestellt.

4.1.2.1 Voruntersuchungen zur Eignung unterschiedlicher Membranmaterialien
im Hinblick auf die Filtration von Markerbsenextrakten

Bei der Auswahl eines geeigneten Membranmaterials fir das vorliegende
Trennproblem war zu beachten, dal3 es bei der Filtration proteinhaltiger Losungen in
Abh&ngigkeit vom Membranmaterial h&ufig zu einer starken Adsorption von Protei-
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nen an der Membranoberflache kommt, welche die Trenncharakteristik sowie den
Permeatflu@ der Membranen beeinflussen kann (95-97). Haufig korreliert die
Neigung zur Proteinadsorption mit der Hydrophobizitdt des Membranmaterials. So
weisen hydrophobe Materialien wie Polysulfon eine deutlich starkere Adsorptions-
neigung auf als hydrophile Materialien, wie z.B. solchen auf Cellulosebasis. Dies
konnte im Rahmen von Vorversuchen fur die Filtration von Markerbsenextrakten
prinzipiell bestatigt werden. In diesen wurde die Starke des an das Membranmaterial
adsorbierten Belags indirekt Uber die Verminderung des Permeatflusses von
Leitungswasser ermittelt, der sich infolge der Adsorption des Proteins und der damit
verbundenen Erh6hung des Filtrationswiderstands gegenuber einer fabrikneuen
Membran einstellte. Die Versuche wurden mit Ruhrzellen durchgefihrt, in die
Membranen mit einer Trenngrenze von 30 kD eingelegt waren. Aus der Abbil-
dung 11 ist zu entnehmen, daf} die Verminderung des Permeatflusses im Falle der
Verwendung von Membranen aus Polysulfon bzw. Polyethersulfon deutlich starker
ausfiel als im Falle einer Membran aus regenerierter Cellulose.
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Abb. 11: Einflu@ des zur Ultrafiltration eines Markerbsenextrakts ein-
gesetzten Membranmaterials auf die relative Flu3reduzierung
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Abb.12: Einfluld der Filtrationszeit auf den Permeatflufld bei der Filtra-
tion eines wassrigen Erbsenextrakts mit einer Polysulfon-
membran

Ziel weiterfiuhrender Untersuchungen war es daher zu testen, inwieweit sich daraus
fur die genannten Membranmaterialien Unterschiede bezuglich der Trenncharak-
teristik und des Permeatflusses ergeben. Hierzu wurden mit den drei Membran-
materialien Filtrationsversuche mit Niederdruckfiltrationszellen durchgefihrt. Es
wurden jeweils 250 ml Erbsenextrakt auf 50 ml aufkonzentriert (Volumenkonzen-
trierungsverhaltnis = 5). Die sich unter den Filtrationsbedingungen ergebende Ver-
teilung der Trockenmasse und des Proteins sowie der Permeatfluld wurden ermittelt.
Der Permeatflu® war infolge der Bildung einer Deckschicht auf der Membran-
oberflache nicht konstant (Abb. 12). Um einen Vergleichswert zu erhalten, wurde
daher der mittlere Permeatflu3 berechnet. Dies erfolgte in der Weise, dal3 das
filtrierte Flussigkeitsvolumen durch die fur seine Filtration benotigte Zeit sowie die
Flache der Membran dividiert wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in
den Tabellen 7 und 8 zusammengefalit.

Aus der Tabelle 7 kann entnommen werden, daf’ kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Adsorptionsneigung des Membranmaterials und dem Permeatfluf3
bestand. Dem Zusammenhang zwischen der Hydrophobizitdt des Membranmaterials
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und dessen Neigung zur Adsorption von Proteinen folgend, wére fir die Cellulose-
membran der hdchste und fir die Polysulfonmembran der niedrigste Permeatflufd zu
erwarten gewesen. Dies konnte aufgrund der Versuchsergebnisse jedoch nicht
bestatigt werden. Ein Ansatz zur Erklarung dieses Ergebnisses konnte im weiteren
Verlauf der Arbeit gefunden werden. Es wurde festgestellt, dal3 sich bei der Filtration
des Markerbsenextrakts eine Deckschicht auf der Membran bildete, welche einen
grofRen Einflul auf das Filtrationsergebnis ausibte. Es kann davon ausgegangen
werden, dafl} dieser EinfluR deutlich groRer war als der von der Adsorption
ausgehende, und damit der Einflul3 der Adsorption tberdeckt wurde.

Tab. 7: Einflul des Membranmaterials und der -trenngrenze auf
den Permeatflufld von Wasser und Markerbsenextrakt

Membran- nominale PermeatfluR (Ith*m™)
material Trenngrenze
(kD)
J wasserw)  J Extraktt=0 (E10)  J E Mittel (ED)
Polysulfon 10 148,77 19,8 10,5
30 320,68 23,1 14,9
100 499,20 23,1 13,8
Polyethersulfon 10 239,69 21,5 11,4
30 376,88 23,1 13,8
100 537,23 23,1 13,9
Reg.Cellulose 10 66,12 23,1 11,2
30 190,10 23,1 12,7
J exrakt=0 e10) = Permeatflud von Erbsenextrakt zu Beginn der Filtration
Jewmirer€ny = Mittlerer Permeatflul bei Konzentrierung eines Erbsenextrakts von
250 auf 50 ml

Zusammenfassend dazu kann somit festgestellt werden, dal3 das Membranmaterial
trotz der Unterschiede bezuglich der Adsorption von Proteinen keinen signifikanten
Einflud auf den Permeatflu3 sowie die Trenncharakteristik der Membranen hatte.
Als Hauptkriterium fir die Auswahl des Membranmaterials fir die nachfolgenden
Versuche konnte deshalb dessen Handhabbarkeit und Bestandigkeit herangezogen
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werden. Diesbezuglich besitzen synthetische Membranen gegeniber solchen auf
Cellulosebasis deutliche Vorteile, so dal3 fur die weiterfihrenden Versuche aus-
schlie3lich synthetische Membranmaterialien eingesetzt wurden.

Tab. 8: Einflul des Membranmaterials und der -trenngrenze auf die
relative Ruckhaltung von Trockenmasse und N-Substanzen

Membranmaterial nominale Relative Ruckhaltung durch die
Trenngrenze Membran [%]1’
(kD)

Trockenmasse N-Substanzen

Polysulfon 10 53,13 82,12
30 50,61 78,73

100 47,82 74,18

Polyethersulfon 10 52,93 80,82
30 51,22 79,08

100 47,69 72,40

Reg. Cellulose 10 53,54 82,61
30 50,34 77,08

1) Bezogen auf die im eingesetzten Extrakt enthaltene Gesamtmasse an
Trockensubstanz bzw. N-Substanzen bei einem Volumenkonzentrierungs -
verhéltnis von 5

4.1.2.2 Einflul? der nominalen Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembran auf den
Permeatflu® und das Rickhaltevermégen

Im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit des Einsatzes eines Ultrafiltrationsverfahrens
wurde die Abhangigkeit des Permeatflusses von der Trenngrenze ermittelt. Fur die
hierzu durchgefiihrten Versuche wurden Platten- und Hohlfasermodule mit
Polyethersulfon bzw. Polyacrylnitrilmembranen eingesetzt. Der Vorteil dieser Module
gegenuber Rihrzellen besteht darin, dal3 die Filtration entsprechend den meisten
industriellen Anwendungen im sogenannten Cross-Flow-Verfahren und damit unter
praxisnaheren Bedingungen als mit den Ruhrzellen durchgeflhrt werden konnte.
Nach diesem Verfahren wird die Membran durch das zu filtrierende Medium
tangential angestromt, wodurch einer unerwinschten Deckschichtbildung auf der
Membran z.T. entgegengewirkt werden kann (95,97,98). Die Filtration wurde
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satzweise vorgenommen, d.h. ein bestimmtes Ausgangsvolumen des Extrakts wurde
so lange im System rezirkuliert, bis die gewlnschte Volumenkonzentrierung erreicht
war. Diese Vorgehensweise hatte gegeniber der in der Industrie Ublichen
kontinuierlichen Vorgehensweise den Vorteil, da3 die wesentlichen Einflisse der
Verfahrensparameter auf das Filtrationsergebnis mit einem deutlich verminderten
apparativen und experimentellen Aufwand festgestellt werden konnten. Fir ein
Scale-up in den Produktionsmaf3stab waren, aufbauend auf den im Rahmen dieser
Arbeit erzielten Versuchsergebnissen, allerdings ergdnzende Versuche im
Pilotmal3stab durchzufiihren. Dies wurde in diesem Rahmen nicht untersucht.

Uberstromgeschwindigkeit 1,05 m "s™
Transmembrandruck 1,0 bar
Temperatur 25°C
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Abb. 14: Einflu3 der nominalen Trenngrenze und der Filtrationszeit
auf den Permeatflul3 bei der Filtration von wéalirigen Erbsen-
extrakten

In einer ersten Versuchsreihe wurden Plattenmodule mit einer Filterflache von
50 cm? und einer nominalen Trenngrenze zwischen 5 und 100 kD verwendet. Die
Membran bestand aus Polysulfon. Die mit Membranen unterschiedlicher Trenn-
grenze in Abh&ngigkeit von der Filtrationszeit erzielten Permeatfliisse gehen aus der
Abbildung 14 hervor. Es ist zu sehen, dal} der Permeatflul3 fir die Membranen mit
Trenngrenzen zwischen 5 und 100 kD von anfanglich ca. 10-25 IthH™ in nur 3 h
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auf ca. 6 -15 IM2A™ zuriickging. Dies war, wie an anderer Stelle noch gezeigt wird,
in erster Linie auf die Bildung einer Sekunddrmembran (Deckschicht) auf der
Oberflache der Membranen zurtckzufihren, die insbesondere bei der Membran-
filtration proteinreicher Lésungen haufig zu beobachten ist (95,98,99).

Der mittlere Permeatfluf3, der bis zu einer Konzentrierung des Retentats auf ein
Funftel des Ausgangsvolumens (VCR =5) aufgenommen wurde, stieg erwartungs-
gemafl mit zunehmender Trenngrenze an (Abb. 15). Bei einer Erh6hung der Trenn-
grenze von 5 auf 50 kD wurde er von 5,5 auf 17,1 I h™ mehr als verdreifacht. Im
gleichen Bereich nahm der relative Anteil der durch die Membran zurtickgehaltenen
Trockenmasse an N-Substanzen von 80 auf 75 % nur vergleichsweise geringflgig
ab. Bei einer Erh6hung der Trenngrenze um weitere 50 kD wurde der Permeatflul
dagegen lediglich um 1,5|m™“H™" angehoben, wahrend die Rickhaltung des
Proteins mit 3 %-Punkten &hnlich stark wie im Bereich zwischen 5 und 50 kD zurtck-
ging. Eine entsprechende MalRhahme ware durch die damit verbundene Vermin-
derung der Proteinausbeute daher nicht sinnvoll.
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Abb. 15: Einflu der nominalen Trenngrenze auf die Ruckhaltung
von N-Substanzen und den durchschnittlichen Permeat-
flud bei einer Volumenkonzentrierung von 5

Der Proteingehalt in der Trockenmasse der Retentate war weitestgehend von der
Trenngrenze unabhangig. Er betrug ahnlich wie in den Ruhrzellenversuchen 67-
68 %. Eine Ausnahme bildete diesbeziglich das Retentat, welches unter Verwen-
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dung der Membran mit einer Trenngrenze von 5 kD erhalten worden war. Hier betrug
der Proteingehalt lediglich 60 %. Der Grund fir diesen kleineren Proteingehalt
besteht ggf. darin, da3 bei der geringeren Porenweite der Membran neben den
Proteinen verstarkt auch N-freie Substanzen mit einem im Vergleich zu den
Proteinen kleineren Molgewicht, durch die Membran zuriickgehalten wurden.

4.1.2.3 EinfluR der Filtrationsparameter auf den Permeatflul sowie die Trenn-
charakteristik der Membranen

Im vorangegangenen Kapitel ist im Zusammenhang mit der Verminderung des Per-
meatflusses bereits darauf hingewiesen worden, dal3 die Ursache dafir in der
Bildung einer Deckschicht auf der Membranoberflache liegen kann. Diese auch als
Sekundarmembran bezeichnete Schicht bewirkt einen zuséatzlichen hydraulischen
Widerstand, welcher den Permeatflul3 herabsetzt. lhre Entstehung ist auf eine
Konzentrationstiberh6hung geldster Stoffe an der Grenzflache zur Membran zurick-
zufuhren (100,101,102). Da die zurlickgehaltenen Stoffe sich durch die Permeation
des Losungsmittels an der Membranoberflache anreichern, erreicht die Konzentra-
tionsdifferenz zwischen Membranoberflache und Stromungskern einen konstanten
Maximalwert, so dafd auch die Rickdiffusion der Molekile in den Strémungskern
konstant ist. Steigern des Permeatflusses durch Erhéhen des hydrostatischen
Drucks bewirkt zwar einen entsprechend grél3eren konvektiven Stofftransport der
gelosten Substanzen zur Membran, da aber wegen der Sattigung der Losung die
Ruckdiffusion konstant bleibt, missen diese durch die damit verbundene
Konzentrationsuberhéhung ausfallen. Davon sind insbesondere héhermolekulare
und kolloidale Stoffe betroffen weil ihr Ldslichkeitsgleichgewicht bei einer
niedrigeren Stoffkonzentration als bei niedermolekularen Stoffen erreicht wird. Die
ausfallenden Stoffe kbnnen die Membran in Form einer Deckschicht belegen. Die
Belagbildung schreitet so lange voran, bis der zunehmende hydraulische
Widerstand der Deckschicht den Permeatfluld wieder auf den urspringlichen Wert
reduziert hat. Eine Erhdhung des hydrostatischen Drucks bewirkt somit keine
Steigerung des Permeatflusses mehr. In diesem Fall gilt entsprechend der
Filmtheorie der in der Gleichung 11 dargestellte Zusammenhang zwischen den
Filtrationsparametern und dem Permeatflu® (97,103). Entsprechend der Gleichung
ist der Permeatflu? umgekehrt proportional zum Logarithmus der Konzentration des
Retentats. Auch im Falle der Filtration von Markerbsenextrakten konnte eine starke
Abh&ngigkeit des Permeatflusses von der Retentatkonzentration festgestellt werden.
In der Abbildung 16 ist der Verlauf des Permeatflusses in Abh&ngigkeit von der
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Filtrationszeit dargestellt, der sich einstellte, wenn ein Markerbsenextrakt mit einer
von 50 kD-Membran von 3 auf 7 % TS aufkonzentriert wurde. Dieser Kurve ist eine
entsprechende gegenibergestellt, die erhalten wurde, wenn ein Markerbsenextrakt
mit einem TS-Gehalt von 6 % unter Konstanthaltung des TS-Gehalts (Permeat-
ruckfihrung) Gber die gleiche Zeit filtriert wurde.
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J=KOn ——(m?mht) (Gl. 11)
CiL - Cip
J = Permeatflu (I. m*m™)
K = Stoffiibergangskoeffizient (mH™)
Cis = Sattigungskonzentration von ,,i*
Cp = Konzentration von ,i“ im Permeat
Ci = Konzentration von ,i* im Stromungskern
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Abb. 16: Einflu3 des Trockensubstanzgehalts des Retentats sowie der
Filtrationszeit auf den bei der Filtration von Erbsenextrakten
erzielten Permeatfluf’y
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Es ist zu erkennen, dal3 der Permeatflul3 bei der Aufkonzentrierung des Extrakts
Uber die Zeit deutlich vermindert wurde, wahrend im Vergleich dazu die
Verminderung unter Konstanthaltung des TS-Gehalts nur klein war. Somit konnte
gezeigt werden, dafd die bei der Filtration der Markerbsenextrakte festzustellende
Verminderung des Permeatflusses Uber die Filtrationszeit primér vom TS-Gehalt des
Retentats abhéangt. Da der Einflud der Filtrationszeit somit weitestgehend
vernachlassigt werden konnte war es mdglich, fir die Konzentrierung des Markerb-
senextrakts den Einflu3 der Retentatkonzentration ndherungsweise zu ermitteln. In
Abbildung 17 ist zu sehen, dafl} entsprechend der Filmtheorie ein annahernd
logarithmischer Zusammenhang zwischen den beiden GrofRen bestand. Deshalb
kann davon ausgegangen werden, daf die erreichten Permeatflisse durch die
Bildung einer Sekundarmembran (Deckschicht) limitiert wurden.

Plattenmodul Polyethersulfonmembran
Trenngrenze 50 kD Uberstrémgeschwindigkeit 1,05 m s™
Transmembrandruck 1,0 bar Temperatur 25 °C
20
- B
= \\A
' 15
£ T
S 10
©
)
£
o 5
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0
2 3 4 5 6 7 8 9 10
TS-Gehalt im Retentat [g/100 ml]

Abb. 17: Einflu? des Trockensubstanzgehalts des Retentats auf den bei
der Filtration von Erbsenextrakten erzielten Permeatfluf

Im Hinblick auf die Erzielung eines hohen Permeatflusses sowie des gewlnschten
Trennergebnisses wird angestrebt, die Dicke der Deckschicht klein zu halten. Dies
erfolgt zumeist dadurch, daf} die Ruckdiffusion der geldésten Substanzen von der
Membranoberflache in den Stromungskern durch Wahl geeigneter Filtrationspa-
rameter begunstigt wird. Zu den in diesem Zusammenhang wesentlichen Parame-
tern zahlen die Temperatur des zu filtrierenden Mediums, der Transmembrandruck
sowie die Stromungsbedingungen. Bezlglich der Stromungsbedingungen sind
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insbesondere die Stromungsgeometrie sowie die tangentiale Anstromgeschwin-
digkeit von Bedeutung. Ziel der nachfolgenden Untersuchungen war es daher, fir
den konkreten Anwendungsfall der Filtration von Markerbsenextrakten den Einfluf3
dieser Parameter auf den Permeatfluld sowie die Trenncharakteristik der Membranen
aufzuzeigen. Die Untersuchungen wurden exemplarisch an zwei Membranen
durchgefihrt, deren Trenngrenze 10 bzw. 50 kD betrug. Da die Stromungsgeometrie
bei der verwendeten Modulbauform nicht beeinflul3t werden konnte, wurde beztglich
der Strémungsbedingungen lediglich die Uberstromgeschwindigkeit variiert. Es
wurden jeweils 250 ml Erbsenextrakt auf 50 ml filtriert (VCR 5). Die unter Variation
der Filtrationsparameter erhaltenen Ergebnisse sind in den Tabellen 9 und 10
zusammengefalit.

Tab. 9: Einflul der Filtrationsparameter auf die relative Rickhaltung an
N-Substanzen und Trockenmasse sowie den mittleren Permeat-
flu unter Verwendung einer Membran mit einer Trenngren-
ze von 10 kD und einer Volumenkonzentrierung von 5

Filtrationsparameter Filtrationsergebnis
Transmem-  Uberstromge-  Temperatur Relative Riickhaltung Mittlerer
brandruck  schwindigkeit Protein TS Permeatflufd
[bar] [mEs] [°C] (%] (%] [Iioh* 7]
1,0 1,05 25 77,4 54,3 9,6
0,75 1,05 25 75,3 52,6 9,2
1,25 1,05 25 78,0 54,5 10,6
1,0 0,53 25 78,4 51,3 7,1
1,0 0,79 25 80,5 55,6 7,1
1,0 1,05 35 78,2 54,9 13,7
1,0 1,05 45 80,1 56,3 11,9

Aus den Tabellen ist zu entnehmen, dal3 der Permeatflu? gemaf der Film-
theorie weitestgehend unabhangig vom Transmembrandruck war. Dies wird
auch aus der Abbildung 18 deutlich in der exemplarisch fur die Membran mit
einer Trenngrenze von 50 kD der Permeatflul3 in Abhangigkeit vom Trans-
membrandruck sowie der Filtrationszeit graphisch dargestellt ist. Dagegen
bestand zur Uberstromgeschwindigkeit und zur Temperatur eine deutliche
Abhéangigkeit. Im Falle der Membran mit einer Trenngrenze von 50 kD
wurde durch eine Verdopplung der Uberstromgeschwindigkeit von 0,53 auf
1,05 mE™ unter ansonsten identischen Bedingungen der Permeatflu von
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11,7 auf 17,11 h™ erhoht. Der PermeatfluR stieg bei einer zusatzlichen
Erhohung der Temperatur von 25 auf 45 °C um weitere 2,4 Ih*Ch™ an.
Letztere MalRnahme ist aufgrund der bei dieser Temperatur zu erwartenden
Koagulation des Proteins (vgl. 4.1.1.1) im Hinblick auf den Erhalt der
nativen Eigenschaften des Proteins jedoch weniger geeignet, um Protein-
produkte mit einer hohen Ld&slichkeit und Funktionalitat zu erhalten. Die
Ruckhaltung des Proteins durch die Membran stieg tendenziell mit zuneh-
mendem Transmembrandruck und abnehmender Uberstrémgeschwindigkeit
an. Dies entspricht den Erwartungen, da mit diesen Mal3hahmen eine
Zunahme der Dicke der Deckschicht und damit eine grof3ere Barriere-
wirkung derselben verbunden war.

Tab.10: Einflu3 der Filtrationsparameter auf die relative Rickhaltung an
N-Substanzen und Trockenmasse sowie den mittleren Permeat-
flud unter Verwendung einer Membran mit einer Trenngrenze
von 50 kD und einer Volumenkonzentrierung von 5

Filtrationsparameter Filtrationsergebnis
Transmem- Uberstromge-  Temperatur Relative Rickhaltung Mittlerer
brandruck  schwindigkeit Protein TS Permeatflufd
[bar] [mCE7] [°C] (%] (%] It 7]
1,0 1,05 25 74,9 52,9 17,1
0,75 1,05 25 75,3 51,5 16,5
1,25 1,05 25 76,5 52,9 16,5
1,0 0,53 25 77,1 51,6 11,7
1,0 0,79 25 75,6 51,6 13,7
1,0 1,05 35 74,3 52,6 17,2
1,0 1,05 45 76,3 52,6 20,0

Insgesamt kann festgestellt werden, daf} das Rickhaltevermdégen und der
Permeatflu? der Membranen in Abhangigkeit von den Filtrationsparametern in einem
weiten Bereich variierten. Dabei ergaben sich zwischen den Ergebnissen, die mit
der 10- und mit der 50-kD-Membran erzielt wurden, z.T. Uberschneidungen. So
wurde beispielsweise mit der 50-kD-Membran bei einer Uberstromgeschwindigkeit
von 0,53 mS™ vergleichbare Ergebnisse wie mit der 10-kD-Membran bei einer
Uberstomgeschwindigkeit von 1,05 mS™ erhalten. Hierdurch wird deutlich, daR die
Deckschichtbildung neben der Trenngrenze der Membran einen entscheidenden
Einflu3 auf das Rickhaltevermégen und den Permeatflul3 der Membranen hat.
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Abb. 18: Einflu des Transmembrandrucks und der Filtrationszeit auf
den Permeatfluld einer Membran mit einer Trenngrenze von 50 kD

In den vorangehend beschriebenen Untersuchungen sind die Erbsenerxtrakte tber-
wiegend bis zu einer Volumenkonzentrierung von VCR = 5 aufkonzentriert worden.
Unter Verwendung einer Membran mit einer Trenngrenze von 50 kD wurden dabei
ca. 52 % der Gesamttrockenmasse im Retentat zurtickgehalten, so daf} der TS-
Gehalt des Extrakts von ca. 3 auf rund 8 % im Retentat angehoben wurde. Bei einer
Umsetzung eines entsprechenden Verfahrens in den Industriemalstab kénnte es
jedoch von Vorteil sein, eine weitreichendere Volumenkonzentrierung vorzunehmen.
Hierdurch konnte ggf. der Proteingehalt in der Trockenmasse des Retentats und
damit die Reinheit des daraus durch Trocknung hergestellten Proteinproduktes
weiter angehoben werden. Ein weiterer Vorteil gegenlber einer geringeren
Konzentrierung kdnnte darin bestehen, dal3 durch die Erh6hung des TS-Gehalts im
Retentat der thermische Energieaufwand fir dessen Trocknung vermindert wirde.
Inwieweit sich durch eine entsprechende Malinahme ein 6konomischer Vorteil
ergibt, hangt unter anderem davon ab, wie sich diese auf den Permeatflul3 sowie die
Ruckhaltung an Protein und Trockenmasse auswirkt. Ziel der nachfolgenden
Untersuchungen war es daher, diese Zusammenhange aufzuzeigen. Die Versuche
wurden mit einem Hohlfasermodul mit einer Trenngrenze von 50 kD durchgefihrt.
Die weiteren Filtrationsparameter sind in der Tabelle 11 angegeben.
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Tab.11: Ubersicht tiber die angewendeten Filtrationsparameter
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Parameter Zahlenwert
Trenngrenze [kD] 50
Temperatur [°C] 25
Uberstromgeschwindigkeit [mS™] 0,8
Transmembrandruck [bar] 1,0
Membranflache [m?] 0,2
Filtriertes Volumen [l] 20
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Abb.19: Einflul3 der Volumenkonzentrierung auf den Trockensubstanz-
gehalt des Retentats, die Ruckhaltung von N-Substanzen
sowie den mittleren Permeatfluf3

Aus der Abbildung 19 ist zu entnehmen, dafl3 sich unter den Filtrationsparametern
bis zu einer Volumenkonzentrierung von 5 ein mittlerer Permeatflu3 von 13,3
Ith?M@™ einstellte. Dies entspricht in etwa dem Wert, der unter Anwendung
vergleichbarer Filtrationsparameter unter Verwendung des Plattenmoduls erhalten
worden war (Tab. 10). Der TS-Gehalt des Retentats stieg mit der Volumenkon-
zentrierung linear an. Bei einer Steigerung der Volumenkonzentrierung von VCR 5



4 Ergebnisse und Diskussion 61

auf VCR 10 nahm sie von 8,2 auf 13,4 % zu. Die Ruckhaltung der N-Substanzen
nahm dahingegen im gleichen Bereich von 78,5 auf 63.7 % deutlich ab. Dies
bedeutet, dal3 mit dieser Malinhahme eine relative Verminderung der Proteinaus-
beute um ca. 19 % verbunden wére. Der mittlere Permeatflu? wurde dahingegen im
Bereich zwischen VCR 5 und VCR 10 nur geringfigig vermindert. Er fiel von 13,3
auf 12,5 IM°H* ab. Im Falle einer Umsetzung eines UF-Verfahrens in den
Produktionsmal3stab ergédbe sich somit eine Optimierungsaufgabe, die darin
bestinde, die von der Volumenkonzentrierung abh&ngigen Produktionskosten
gegenuber den von der Produktausbeute abhangigen Erldse fur die Proteinprodukte
abzuwagen. Hierbei wére unter anderem auch zu bericksichtigen, inwieweit sich die
Mal3nahme auf die Investitions- und Betriebskosten zur weiteren Aufarbeitung des
Permeats, z.B. durch Umkehrosmose, auswirkt.
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4.2 Untersuchungen zur Verminderung von antinutritiven Substanzen in den
herstellbaren Proteinprodukten

Im Hinblick auf eine mdgliche Anwendung von Proteinprodukten aus Markerbsen im
Bereich der tierischen und menschlichen Erndhrung erweist es sich als nachteilig,
dall Markerbsen verschiedene antinutritive bzw. antiphysiologische Substanzen
(ANS) enthalten, welche die ernahrungsphysiologische Wertigkeit der aus ihnen
herstellbaren Produkte limitieren kénnen. Ziel der nachfolgenden Versuche war es
daher zu untersuchen, inwieweit diese Substanzen in die auf der Grundlage des
TUB-Verfahrens herstellbaren Proteinprodukte gelangen bzw. inwieweit durch
geeignete verfahrenstechnische MaRnahmen deren Ubergang in die Proteinpro-
dukte beschrankt werden kann. Bezuglich der MalRBhahmen zur Verminderung der
ANS stand insbesondere die Quellung der Markerbsen sowie die Fallung und Ultra-
filtration in LOosung gebrachter Proteine im Vordergrund. Diese Verfahrensschritte
sind sowohl Bestandteil des TUB-Verfahrens wie auch anderer Verfahren. Sie stel-
len somit im Hinblick auf die Zielsetzung der Verminderung der ANS keinen zusatzli-
chen verfahrenstechnischen Aufwand dar. Bei den bertcksichtigten ANS handelte
es sich um Phytinsdure, flatusfordernde Oligosaccharide (a-Galactoside) sowie
Trypsininhibitoren. Lectine und Tannine, denen in anderen Leguminosen ebenfalls
eine bedeutende antinutritive Wirkung zukommt, wurden hingegen nicht bertcksich-
tigt. Der Grund hierfir bestand darin, daf3 Erbsenhamagglutinine nur eine niedrige
Toxizitat besitzen (26,104) und in Vorversuchen gezeigt werden konnte, daf’ die
untersuchten Markerbsensorten Markana, Tristar und Sprinter nur einen sehr
kleinen Tanningehalt aufweisen. Ergdnzend zu den ANS wurde auch die in vitro
Proteinverdaulichkeit der Produkte untersucht. Die einzige Ausnahme hiervon
bildeten die Quellversuche, da davon ausgegangen werden mulf3te, dal3 die zur
Quellung eingesetzten Puffergemische das Analysenergebnis beeinflul3t hatten.

4.2.1 Einfluf3 der Quellung

Bevor der Einflu? der Quellbedingungen auf die Verminderung der ANS untersucht
werden konnte, war es zunachst erforderlich, einen geeigneten Wertebereich fir die
Variation der einzelnen Quellparameter festzulegen. Dabei muf3ten einige Vorgaben
berlcksichtigt werden, die sich u. a. aus den Anforderungen ergeben, die an die
Quellung zur Vorbereitung des Rohstoffs fir die anschlielende Extraktion der
Starke zu stellen sind. Im Hinblick auf die Quellzeit bedeutet dies, dal3 der Rohstoff
Uber mindestens 3 h gequollen werden muf3, um die zur Schalung notwendige
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Glattung der runzeligen Erbsenoberflache zu erzielen. Als langste Quellzeit wurden
11 h gewadhlt. Ladngere Quellzeiten schienen nicht sinnvoll zu sein, da sich in
Vorversuchen gezeigt hatte, dal3 in diesem Fall insbesondere im Temperaturbereich
um ca. 30 °C unerwiinschte proteolytische Prozesse im Quellgut auftraten.
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Abb.20: Einflul3 der Quellparameter auf die Wasseraufnahme des
Quellguts

Bei der Festlegung des zu untersuchenden Temperaturbereichs war zu bertcksich-
tigen, dal? im Verlauf der Quellung keine Schadigung der wertgebenden Inhaltsstoffe
des Rohstoffs auftritt. Da aber ein Abbau der ANS, wie der Phytinsaure, durch
rohstoffeigene Enzyme sehr erwtinscht ist, der durch die Temperierung des Quell-
guts auf das Temperaturoptimum der Phytasen im Bereich von 50 °C gefdrdert
werden kann, wurde als oberes Temperaturniveau fir die Quellversuche eine
Temperatur von 55 °C gewahlt. Die untere Temperatur wurde auf 25 °C festgelegt,
weil festgestellt werden sollte, inwieweit bei der Quellung auch ohne eine Erhéhung
der Quelltemperatur eine Verminderung der ANS eintritt. Zur Prifung auf eine magli-
che Denaturierung des Proteins wurde parallel zum Einflu3 der Quellparameter auf
die ANS auch deren Einflu3 auf die Loslichkeit des Proteins untersucht. Der Aufga-
benstellung entsprechend, wurde fur die Quellversuche der pH zwischen 4,5 und 5,9
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eingestellt. Dadurch erfolgte die Quellung im Bereich des erwarteten pH-Optimums
der Erbsenphytasen welcher von BEAL und MEeHTA fur Erbsen der Sorte GARFIELD
mit 5,2 ermittelt wurde (105). Die Ergebnisse der Quellversuche, sowie die auf deren
Grundlage ermittelten Regressionsgleichungen sind gemeinsam mit deren statisti-
schen Kennwerten in den Tabellen A1 und A2 im Anhang dargestellt. Aus diesen
geht hervor, dal3 der funktionale Zusammenhang zwischen den Einflul3- und Ziel-
groBen mit Hilfe der Regressionsgleichungen mit hinreichender Genauigkeit
beschrieben werden kénnen. Es wurden hohe Signifikanzen und Bestimmtheitsmalie
ermittelt. Bei der die Verminderung der Phytinsdure beschreibenden Gleichung fiel
das BestimmtheitsmaR mit r* = 0,82 am kleinsten aus. In Anbetracht der methodisch
bedingten Standardabweichung bei der Bestimmung des Phytinsduregehalts in den
Proben, deren Phytinsauregehalt sich zudem um maximal 25 % unterschied, wére
ein deutlich héheres Bestimmtheitsmal} allerdings auch nicht zu erwarten gewesen.
Nachstehend sind die funktionalen Zusammenhénge, die mit den ermittelten
Regressionsgleichungen beschrieben werden, zur besseren Veranschaulichung in
dreidimensionalen Diagrammen dargestellt.

In der Abbildung 20 ist der Einflul3 der Quellparameter auf die Wasseraufnahme des
Quellguts dargestellt. Die Wasseraufnahme ist fir den sich anschlieBenden
Nalschalprozess von entscheidender Bedeutung, weil dadurch die erforderliche
Glattung der zuvor runzeligen Oberflache der Erbsen erreicht wird. Bei der fir die
Quellversuche eingesetzten Markerbsensorte Sprinter lag der Endpunkt der
Wasseraufnahme in etwa bei 150 g/100 g Erbsen (106). Der Endpunkt der Wasser-
aufnahme wurde um so schneller erreicht, je hoher die Temperatur und um so
niedriger der pH gewdahlt wurde. So war die maximale Wasseraufnahme bei einer
Temperatur von 55 °C und einem pH von 4,5 bereits nach 3 h erreicht, wahrend bei
einer Temperatur von 25 °C und einem pH von 5,9 die Wasseraufnahme selbst nach
11 h noch nicht beendet war.

Aus den Abbildungen 21 und 22 ist zu entnehmen, dal3 die Extraktion an Trocken-
masse und N-Substanzen aus dem Quellgut durch die gleichen Parameter wie die
Wasseraufnahme begtnstigt wurde. Sie nahm mit zunehmender Quellzeit und
-temperatur sowie mit abnehmendem pH zu. Dabei bestand jeweils ein linearer bzw.
annahernd linearer Zusammenhang zu den genannten Parametern. Der maximale
Ubergang an Trockenmasse und N-Substanzen betrug innerhalb des untersuchten
Parameterbereichs 13 % bzw. 14 % von der jeweiligen Gesamtmasse in den Erbsen.
Bei den N-Substanzen handelte es sich vorwiegend um solche, die flr die Herstel-
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Abb.21: EinfluR der Quellparameter auf den Ubergang an
Trockenmasse aus dem Quellgut in das Quellwasser
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Abb.22: EinfluR der Quellparameter auf den Ubergang an
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lung von Proteinprodukten von untergeordneter Bedeutung sind. Dies wurde daraus
abgeleitet, dal3 in dem Versuch, in dem der hdchste Anteil an N-Substanzen ins
Quellwasser uberging, weniger als 3% der geldsten N-Substanzen fallbar war.

Die Verminderung des Phytinsduregehalts im Quellgut verlief weitestgehend parallel
zu dem Substanziibergang in das Quellwasser. Aus der Abbildung 23 ist zu entneh-
men, dalR bei einer Quellzeit von 11 h, einer Temperatur von 55 °C und einem pH
von 4,5 die Reduktion gegentiber dem Ausgangsgehalt 25 % entsprach. Bezogen
auf die Ausgangskonzentration, war damit die htchste Reduktion eingetreten. Im
gleichen Zeitraum ging der Phytinsauregehalt bei einem pH von 5,9 und bei Raum-
temperatur des Quellansatzes nur um weniger als 5 % zuriick. Unter diesen Bedin-
gungen war nach 7 h tberhaupt noch keine Veranderung des Phytinsauregehalts
festzustellen. Aus der Neigung der Flachen geht zudem hervor, daf3 der Einflul3 der
Temperatur und des pH in etwa gleich grol3 waren. Eine weitere Erhdhung der
Temperatur tUber den untersuchten Wertebereich hinaus wirde ggf. zu einer noch
weitergehenden Verminderung des Phytinsduregehalts im Quellgut fiihren. Diese
Vorgehensweise ist jedoch wegen der mdglichst weitgehenden Erhaltung der
Starke- und Proteineigenschaften der Markerbsen nicht durchftihrbar.

D

verminderung des
Phytinsauregehalts [%0]

Y Bezogen auf die im Rohstoff enthaltene Gesamtmasse an Phytinsaure

Abb.23: Einflul3 der Quellparameter auf die Verminderung des
Phytinsduregehalts in Markerbsen der Sorte Sprinter
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Damit verglichen war die Dauer des Quellprozesses von untergeordneter Bedeu-
tung. Im optimalen Temperatur- und pH-Bereich konnte durch eine Verlangerung der
Quellzeit von 3 auf 11 h der Phytinsduregehalt im Quellgut nur um weitere 10 %
reduziert werden. Es wurde unter diesen Vesuchsbedingungen im bericksichtigten
Wertebereich zwar die hochste Abnahme des Phytinsduregehalts um 25 % erreicht,
doch ist im Hinblick auf eine industrielle Umsetzung zu bertcksichtigen, dal3 eine
solche Ausdehnung der Quellzeit bei entsprechend angehobener Temperatur
zusatzliche Betriebs- und Investitionskosten verursachen wirde. Trotz der beachtli-
chen Verminderung des Phytinsauregehalts bliebe deshalb abzuwagen, ob der zu
treibende Aufwand gerechtfertigt ware, wenn mit derart geédnderten Quellbedingun-
gen kein weiterer Vorteil verbunden werden kdnnte.

Insgesamt entspricht der beschriebene funktionale Zusammenhang annéhernd einer
linearen Funktion, obgleich in Abh&ngigkeit von den Parametern Temperatur und pH
im Hinblick auf den Ablauf eines enzymatischen Phytinsaureabbaus eine exponen-
tielle Funktion mit Wendepunkt erwartet worden war. Es lag daher die Vermutung
nahe, dafl} die Verminderung des Phytinsduregehalts nicht durch einen enzymati-
schen Abbau, sondern durch einen extraktiven Ubergang in das Quellwasser
hervorgerufen worden war. Diese Vermutung wurde durch Bilanzierung der Phytin-
saure im Quellgut und Quellmedium bestétigt. Dabei zeigte sich, dal’ die Summe der
im Quellgut und Quellwasser bestimmten Phytinsédure in etwa ihrer Gesamtmenge im
Rohstoff entsprachen. Die Frage danach, ob dieses Ergebnis darauf zurtickzufiihren
war, dal3 die verwendeten Markerbsen keine ausreichende Phytaseaktivitat besa-
Ren, wurde im Rahmen der Untersuchungen zunachst nicht geklart. Das Ergebnis
wurde jedoch durch Einsatz einer anderen Markerbsensorte (Markana) bestéatigt.-

Ahnlich wie bei der Phytinsaure hing auch die Verminderung der Trypsininhibitor-
aktivitat (TI-Aktivitat) stark von den Quellbedingungen ab. Aus der Abbildung 24 ist
zu entnehmen, dal3 die TI-Aktivitdt mit steigender Quelltemperatur in Form einer
exponentiellen Funktion steil abnahm. So konnte bei einem pH von 5,9 allein durch
Erhéhung der Temperatur von 25 auf 55 °C die TI-Aktivitat in 11 h von 18 auf 60 %
vermindert werden.

Anders als bei der Verminderung des Phytinsauregehalts spielte der pH bei der
Verminderung der TI-Aktivitat eine untergeordnete Rolle. Durch eine Erh6hung des
pH konnte die TI-Aktivitat innerhalb des untersuchten Bereichs nur geringfligig
vermindert werden. Beispielsweise ergab sich bei einer Temperatur von 55 °C und
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einem pH von 4,5 nach 11 h eine Verminderung der TI-Aktivitat um 54 %, wéhrend

bei gleicher Temperatur und Zeit bei einem pH von 5,9 eine Verminderung von ca.
60 % erreicht wurde.

Im Vergleich zum pH Ubte die Quellzeit einen starkeren Einflu3 auf die Verminde-
rung der TI-Aktivitat aus, sie trat in ihrer Bedeutung gegenuber der Quelltemperatur
jedoch deutlich zurtick. So trat beispielsweise bei einer Temperatur von 55 °C durch
Erhdéhung der Quellzeit von 3 auf 11 h eine Verminderung der TI-Aktivitat von 42 auf
60 % ein. Bei der Betrachtung der Abbildung 24 wird zudem deutlich, daf3 bei kurzer
Quellzeit, beispielsweise von 3 h, nur dann eine nennenswerte Verminderung der TI-

Aktivitat erzielt werden konnte, wenn dabei Temperaturen oberhalb von 40 °C
angewendet wurden.

P

Verminderung QEEr
Trypsininhibitoraktivntat [%o

Y Bezogen auf die im Rohstoff enthaltene Ausgangsaktivitat

Abb.24: Einfluld der Quellparameter auf die Verminderung der
Trypsininhibitoraktivitat in Markerbsen der Sorte Sprinter

In einem Zusatzversuch wurde untersucht, ob die starke Verminderung der TI-Akti-
vitat im Quellgut bei 55 °C primar auf eine Extraktion und/oder auf eine Inaktivierung
der Tl zurUckzufihren war. Dazu wurde exemplarisch der Anteil an TI-Aktivitat
bestimmt, der unter ausgewahlten Prozel3bedingungen (55 °C, pH 5,9, 11 h Quell-
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zeit) in das Quellwasser Gibergegangen war. Dabei wurden nur 0,5 % der insgesamt
mit dem Rohstoff in den Quellprozeld eingebrachten TI-Aktivitdt im Quellmedium
wiedergefunden. Da jedoch auch im Quellgut nur noch ein Anteil von 38 % der mit
dem Rohstoff eingebrachten Gesamtmenge an Tl bestimmt werden konnte, muf3te
demzufolge der grofdte Anteil der TI-Aktivitat unter den vorgegebenen Versuchsbe-

dingungen inaktiviert worden sein. Der Einflul3 der Temperatur auf die Verminderung
der TI-Aktivitat, der in der Abbildung 24 anhand des steilen Kurvenverlaufs deutlich
wird, war folglich darauf zurtckzufihren, daf3 mit zunehmender Temperatur neben

der Extraktion eine Inaktivierung der Tl bereits unter vergleichsweise milden Bedin-
gungen erfolgte.

D

Vverminderung des
alpha—Galactosid-Gehalts

Y Bezogen auf die im Rohstoff enthaltene Gesamtmasse an a-Galactosiden

Abb. 25: Einflu der Quellparameter auf die Verminderung des

Gehalts an oa-Galactosiden in Markerbsen der Sorte
Sprinter

Im Gegensatz zu der Verminderung der vorangehend diskutierten Substanzen war
die Verminderung des Gehalts an a-Galactosiden vom pH des Quellmediums unab-
hangig. Ahnlich wie die Verminderung der Phytinsaure stieg die Verminderung der
a-Galactoside mit steigender Quellzeit und Quelltemperatur in Form einer linearen
Funktion an (Abb. 25). Dabei war festzustellen, daf3 beide Parameter im Hinblick auf
die Verminderung des a-Galactosidgehalts synergistisch wirkten. Mit zunehmender



70 4 Ergebnisse und Diskussion

Quelltemperatur nahm der Einflu? der Quellzeit deutlich zu, was sich in einer Erh6-
hung der Kurvensteilheit bemerkbar machte. So konnte durch eine Verlangerung der
Quellzeit bei einer Quelltemperatur von 25 °C die Verminderung des a-Galactosid-
gehalts von 7 auf 17,5 % und bei einer Quelltemperatur von 55 °C von 16,5 auf
55 % gesteigert werden. Ein etwa gleichgrof3er Effekt war bei Steigerung der Quell-
zeit von 3 auf 11 h im Hinblick auf den Einflul3 der Quelltemperatur festzustellen.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dal’ durch die Quellung die ANS
im Quellgut deutlich vermindert werden kénnen und damit ein einfaches Verfahren
zur Verfugung steht, um die ernahrungsphysiologischen Eigenschaften der im
Prozel3 anfallenden Produkte positiv zu beeinflussen. Die Festlegung der
Quellparameter kann jedoch nicht allein auf die Verminderung der ANS ausgerichtet
werden, da diese potentiell auch die nativen Eigenschaften der Erbsenproteine
beeinflussen, und letztere gemald der Zielsetzung des TUB-Verfahrens weitestge-
hend erhalten bleiben sollen. Daher war in einem néchsten Schritt zu priufen, inwie-
weit die Quellparameter einen entsprechenden Einflud haben. Die in diesem
Zusammenhang mal3gebende KenngrofRe ist dabei die Loslichkeit des Proteins
(vgl.2.2.2).

S
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Abb. 26: EinfluR der Quellparameter auf die Proteinldslichkeit
des Quellguts
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In der Abbildung 26 ist zu sehen, dafl} die Proteinloslichkeit in Abhangigkeit von den
Quellparametern mit Werten zwischen 52 und 82 % Uber einen vergleichsweise
weiten Bereich variierte und die Quellparameter damit einen signifikanten Einfluf3
auf die Proteinl6slichkeit austbten. Auffallig ist, daf3 genau diejenigen Parameter
einen negativen Einflul3 auf die Proteinl6slichkeit hatten, die sich zuvor als positiv
fur die Verminderung der ANS erwiesen hatten. Interessant ist aber auch, dal3 der
Einflul3 der Quellzeit um so kleiner war, je héher der pH gewdahlt wurde. Dies
bedeutet, dal3 es im Hinblick auf die Erzielung eines bestimmten Effekts bezlglich
der Verminderung der ANS zur Erhaltung der nativen Eigenschaften des Proteins
von Vorteil sein kann, wenn bei der selben Temperatur Uber einen langen Zeitraum
bei hohem pH anstelle Uber einen kurzen Zeitraum bei niedrigem pH gequollen wird.
Beziglich des Einflusses der Temperatur ist festzustellen, dafd unabhangig davon,
welche Quellzeit und welcher pH gewéhlt wurden, eine Anhebung der Temperatur
von 25 auf 40 bzw. 55 °C zu einer Verminderung der Proteinldslichkeit um minde-
stens 10 bzw. 20 % fuhrte. Dadurch ist die Anwendbarkeit der Temperaturerh6hung
zur Verminderung der ANS deutlich eingeschréankt.

4.2.2 Einflul3 der Fallung

In den nachfolgenden Kapiteln wird flr die drei bereits im Abschnitt 4.1.1 betrachte-
ten Fallungsverfahren, thermische, saure und thermisch-saure Fallung, der Einflul3
der Verfahrensparameter auf den ANS-Gehalt der Koagulate aufgezeigt und
vergleichend gegenubergestelit.

4.2.2.1 Thermische Fallung

Im Zusammenhang mit der thermischen Fallung des Proteins konnte insbesondere
ein Effekt auf die TI-Aktivitdt der Koagulate erwartet werden, da bereits im Rahmen
der Quellversuche gezeigt werden konnte, dal3 diese auf thermischem Wege leicht
zu inaktivieren sind. Dies wurde durch die Versuchsergebnisse bestatigt. In der
Abbildung 27 ist der Inhibitorgehalt des Koagulats in Abhangigkeit von der zur
Fallung angewendeten Temperatur fir eine Erwarmungszeit von 30 bzw. 60 min
graphisch dargestellt. Es ist zu sehen, dal3 die TI-Aktivitdt der Koagulate mit zuneh-
mender Erwdrmungstemperatur und -zeit abnahm. In Abhangigkeit von der Erwér-
mungstemperatur nahm sie dabei einen asymptotischen Verlauf. Im Versuchsfeld,
welches einen Temperatur von 60 bis 95 °C abdeckte, lag sie zwischen 4 und
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0,7 TIUMg™. Bei der im Hinblick auf eine optimale Koagulierbarkeit des Proteins
erforderlichen minimalen Erwarmungstemperatur von 90 °C betrug sie 0,9 TIUMg™.
Bezogen auf die urspringlich im Extrakt vorhandene Gesamtaktivitdt wurden bei
dieser Temperatur lediglich ca. 3 % der Inhibitoraktivitdt im Koagulat nachgewiesen.
Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dal’ die ermittelte Inhibitoraktivitat aus
erndhrungsphysiologischer Sicht nicht mehr signifikant ist. So wurde von RACKIS et
al. in Fltterungsversuchen mit Ratten festgestellt, dal3 eine TI-Aktivitat unterhalb
von 4,5 TIUhg ™ das Wachstum von Ratten und deren Pankreasaktivitat nicht mehr
beeinflul3ten (107,108).
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Abb. 27: Einflu der zur Fallung gewahlten Temperatur und Erwar-
mungszeit auf die Trypsininhibitoraktivitat im Koagulat

Im Gegensatz zu der TI-Aktivitdt konnte beziglich des Gehalts an Phytinsdure und
a-Galactosiden kein Effekt der Erwadrmungstemperatur bzw. -zeit erwartet werden,
weil es sich bei beiden Inhaltsstoffen um thermostabile Substanzen handelt. Aus
diesem Grunde wurde der Phytinsaure- und Raffinosegehalt exemplarisch fur
Koagulate untersucht, welche bei einer Erwdrmungstemperatur von 95 °C und einer
Erwarmungszeit von 30 min erhalten worden waren. Der Phytinsédure- bzw. a-Galac-
tosidgehalt fur dieses Produkt betrugen 3,9 bzw. 2,3 % (Tab. 12). Durch zweimali-
ges Waschen des Koagulats mit einer seiner feuchten Masse entsprechenden
Frischwassermenge wurde der a-Galactosidgehalt auf 0,2 % vermindert. Im Gegen-
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satz dazu wurde der Phytinsauregehalt in der Trockenmasse des Koagulats durch
den Waschprozeld angehoben. Die Bilanzierung der Phytinsdure ergab, dalR bei
beiden Vorgehensweisen jeweils ca. 56 % der vormals im Extrakt enthaltenen
Gesamtmasse an Phytinsaure in das Koagulat tibergegangen war.

Tab. 12: Charakterierung von Koagulationspro-
dukten hinsichtlich ihres Gehalts an
Phytinsdure und a-Galactosiden

Fraktion Phytins. a-Galactoside”
[%TS] [% TS]

Koagulat 3,9+0,1 2,3+0,1

gew. Koagulat 44+0,1 0,2+0,0

1) Berechnet als Raffinose

Die starke Affinitdt zwischen der Phytinsaure und dem Protein scheint zundchst
ungewohnlich, weil sowohl die Proteine als auch die Phytinsdure bei dem gewéhlten
Fallungs-pH von 6,5 eine negative Nettoladung besitzen und sich folglich eher elek-
trostatisch abstoRen miften (31). GRYNSPAN und CHERYAN, die Versuche mit
Sojaextrakten durchgefuhrt haben, konnten jedoch zeigen, dal3 es um einen pH von
7 in Gegenwart von Calciumionen zur Bildung eines unldslichen Dreierkomplexes
aus Protein, Calcium und Phytinsdure kommen kann, in dem das positiv geladene,
bivalente Calciumion eine Briuckenfunktion zwischen den anderen beiden Kompo-
nenten ausubt (109). Dies kann ggf. auch fur diese Versuchsreihe angenommen
werden, da entsprechend dem Verfahren zur Starkegewinnung aus Markerbsen
sowohl fur die Quellung des Rohstoffs als auch fir die Extraktion des Proteins nicht -
entionisiertes Leitungswasser (18°d) verwendet wurde. Zur Klarung dieses
Sachverhalts wurden daher Proteinkoagulate in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen an Calciumionen hergestellt und hinsichtlich ihres Phytinsaurege-
halts untersucht. Abweichend zu den vorangehenden Untersuchungen wurde zur
Quellung und Extraktion der Erbsen entionisiertes Wasser verwendet und der
Extrakt vor der Fallung des Proteins mit Calciumchlorid auf die gewlnschte Ca-
lonenkonzentration eingestellt (vgl. 4.1.1.1).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Abbildung 28 in Form einer
Graphik dargestellt. Aus dieser ist zu entnehmen, dal3 der Phytinsduregehalt des
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Koagulats ausgehend von einem Wert von 2,2 % mit zunehmender Calciumchlorid-
gabe auf bis zu 8 % anstieg. Der Maximalwert wurde dabei ab einer auf die Masse
des Extrakts bezogenen Calciumchloridkonzentration von ca. 0,1 % erreicht. Ab
dieser Konzentration gelangte praktisch die gesamte im Extrakt enthaltene Phytin-
saure in das Koagulat. Aus den Ergebnissen kann abgeleitet werden, daf} sich
Calciumionen bei einer thermischen Fallung des Proteins im Bereich um pH 7
negativ auf die ernahrungsphysiologische Qualitat des Koagulats auswirken. Dies
bedeutet, dal3 die Verwendung von Calciumionen als Flockungshilfsmittel trotz ihrer
positiven Wirkung auf die Koagulatausbeute nicht zu empfehlen ist. Desweiteren
wére abzuwagen, ob zur Verbesserung der erndahrungsphysiologischen Qualitat der
Koagulate enthértetes Leitungswasser anstelle von unbehandeltem verwendet
werden sollte.
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Abb. 28: Einflud der Calciumchloridkonzentration auf die Fallung von
Phytinsdure sowie den Phytinsduregehalt des Koagulats

Die in vitro Proteinverdaulichkeit (IVP) der Koagulate war innerhalb des Versuchs-
feldes, welches einen Temperaturbereich von 75 bis 95 °C und eine Erwarmungszeit
von 30 bzw. 60 min abdeckte, um bis zu 7 % gegenlber derjenigen des Extrakts
erhoht. Aus der Tabelle 13 kann entnommen werden, dafl} die hochste IVP erwar-
tungsgemal bei der maximalen Erwarmungstemperatur erhalten wurde. Im Vergleich



4 Ergebnisse und Diskussion 75

zum Einflul3 auf die TI-Aktivitdt war der Einflul3 der Temperatur auf die IVP jedoch
nur klein. Anders als bei der TI-Aktivitat wurde zudem kein signifikanter Einflul3 der
Erwarmungszeit festgestellt. Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, daf3
die mal3gebliche Limitierung der IVP nicht von den Trypsininhibitoren ausging,
sondern eine andere Ursache haben muf3. In diesem Zusammenhang sei darauf
hingewiesen, dal3 neben Trypsininhibitoren auch weitere Inhaltsstoffe eine inhibie-
rende Wirkung auf proteolytische Enzyme haben kdnnen, die im Gegensatz zu
Trypsininhibitoren  hitzestabil sind. In der Literatur werden diesbezlglich u.a.
Phytinsédure, Polyphenole und freie Fettsduren genannt (110,111,32).

Tab. 13: Einflud der zur Fallung angewendeten
Erwarmungstemperatur und  -zeit auf die
in vitro Proteinverdaulichkeit des Koagulats

Erwarmungs- IVP [%]"”
temperatur
[°C] Ez = 30 min? Ez = 60 min?
75 83,9 83,9
80 86,1 84,7
85 86,1 85,2
90 86,3 n.b.
95 86,6 85,7
Extrakt 79,8 78,9
Rohstoff? 80,7 80,7

Y IVP = in vitro Proteinverdaulichkeit
2 Ez = Erwarmungszeit
® Markana

4.2.2.2 Saure bzw. thermisch-saure Fallung

Aus der Literatur ist bekannt, dal3 die Ldslichkeit von Trypsininhibitoren und Phytin-
saure in Sojaextrakten vom pH abhangt (112,113,114). Ziel der nachfolgenden
Untersuchungen war es zu prufen, inwieweit dies auch auf die in Erbsenextrakten
gelosten Trypsininhibitoren und Phytinsaure zutrifft und ob die Abhangigkeiten ggf.
dazu genutzt werden konnen, die TI-Aktivitdt sowie den Phytinsduregehalt im
Koagulat zu minimieren.
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Aus der Abbildung 29 ist zu entnehmen, dal3 in Abh&ngigkeit vom pH der gefallte
Masseanteil an Trypsininhibitoren weitestgehend parallel zum gefallten Masseanteil
an N-Substanzen verlief. Wie bei den N-Substanzen wurde der grof3te Anteil an
Trypsininhibitoren bei einem pH von 3,4 gefallt. Bei diesem pH gelangten insgesamt
30 % der Gesamtaktivitdt des Extrakts in das Koagulat. Die Inhibitoraktivitat in der
Trockenmasse des Koagulats betrug bei diesem pH 9,9 TIUhg™ (Abb. 30), in dem
untersuchten pH-Bereich von 2 bis 5,2 lag sie zwischen 6,4 und 10,3 TIUIhg™ und
war somit gegentiber derjenigen des Extrakts (13,5 TIUhg™) vermindert.
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Abb.29: Einflul3 des pH der Koagulation auf die Fallung von
N-Substanzen, Phytinsaure und Trypsininhibitoren

Der Phytinsauregehalt der Koagulate betrug in Abhangigkeit vom pH bis zu 5 % und
war damit z.T mehr als doppelt so grof3 wie der Phytinsauregehalt von Proteinpro-
dukten aus gelben Erbsen und anderen Leguminosen (32,115). Im Bereich zwischen
pH 5,2 und 2,0 stieg der Phytinsduregehalt mit fallendem pH von 1,4 auf 4,9 um
mehr als das Dreifache an. Entsprechend nahm auch der Anteil an geféllter Phytin-
saure mit fallendem pH zu. Bei einem pH von 3,4 erreichte er mit ca. 80 % sein
Maximum. Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung zu Untersuchungen von
CARNOVALE et al. (32), die bei der wassrigen Extraktion von Fababohnen festgestellt
haben, dal3 bei einem pH von 3,5 85 % der Phytinsaure des Rohstoffs unldslich
sind.
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Abb. 30: Einfluf3 des pH der Koagulation auf den Phytinsauregehalt
und die Trypsininhibitoraktivitat in der Trockenmasse des
Koagulats

Die Anreicherung der Phytinsdure in den Koagulaten kann darauf zurtickgefuhrt
werden, dal? die elektrostatische Anziehung zwischen den Proteinen und der Phytin -
saure mit fallendem pH zunimmt, da Phytinsdure oberhalb von pH 1,8 negativ und
Proteine mit abnehmendem pH zunehmend positiv geladen sind (31). Im Hinblick auf
die fur das Verfahren und seine Wirtschaftlichkeit erstrebte hohe Proteinausbeute ist
die Bindung der Phytinsaure an das Protein nachteilig, weil damit der erndhrungs-
physiologische Wert der Koagulate negativ beeinflul3t wird. Diesbezuglich ist es
bemerkenswert, dal3 bereits die Steigerungen der Proteinausbeute um 10 % im pH-
Bereich von 4,3 - 3,4 eine Erh6hung des Phytinsduregehalts im Koagulat um ca.
67 % zur Folge hatten.

Die in vitro Proteinverdaulichkeit der Koagulate war von dem gewdahlten Fallungs-pH
unabhangig (Abb. Al, Anhang). Sie betrug ca. 86 % und war damit mit derjenigen
der thermisch geféllten Koagulate vergleichbar. Die gute Ubereinstimmung der
Mel3ergebnisse zu denjenigen der thermischen Fallung bei gleichzeitig deutlich
unterschiedlicher TI-Aktivitat 1&3t den Schlul3 zu, dal3 wie bereits im Kapitel 4.2.2.1
vermutet wurde, die TI-Aktivitat der Koagulate im Hinblick auf deren Proteinverdau-
lichkeit eine untergeordnete Rolle spielte. Gleiches kann auch fur die Phytinsédure
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angenommen werden, da deren Masseanteil im Koagulat in Abhangigkeit vom pH in
einem weiten Bereich variierte, wohingegen die IVP des Koagulats weitestgehend

konstant war.

Im Kapitel 4.1.1.3 ist gezeigt worden, dal3 bei angehobenen Temperaturen eine
maximale Koagulation des Proteins unter milderen pH-Bedingungen realisiert
werden kann als bei Raumtemperatur. Ziel weiterfihrender Untersuchungen war es
daher zu prufen, inwieweit dieser Zusammenhang dazu genutzt werden kann, um
gegenuber der Fallung bei Raumtemperatur bei vergleichbar grof3er Proteinaus-
beute eine Verminderung des ANS-Gehalts zu erzielen. In der Abbildung 31 sind die
bei Fallungstemperaturen von 60 und 85 °C erhaltenen Ergebnisse denjenigen
gegenubergestellt, die bei Raumtemperatur erhalten wurden .
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Abb. 31 Einflul der Temperatur und des pH der Koagulation auf die
Trypsininhibitoraktivitat in der Trockenmasse des Koagulats

Aus der kann entnommen werden, dal3 analog zur thermischen Fallung bei neutra-
lem pH die TI-Aktivitdt mit steigender Fallungstemperatur abnahm. Der pH hatte im
Vergleich dazu nur einen kleinen Einflul3. Im untersuchten pH-Bereich wurden im
Fall einer Erwadrmung auf 60 °C eine TI-Aktivitdt von 4 bis 6 und im Fall einer
Erwarmung auf 85 °C eine solche von 2 bis 3,2 TIU pro mg Koagulat-TS festgestellt.
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Beziglich des Phytinsduregehalts der Koagulate wurden bei angehobener Tempe-
ratur in Abhangigkeit vom pH vergleichbare Ergebnisse erzielt wie bei der Fallung
bei Raumtemperatur (Abb. 32). Da sich das Optimum bezlglich der Koagulataus-
beute mit steigender Temperatur gleichzeitig tber einen weiteren pH-Bereich
erstreckte, und dieses gleichgrol3 wie bei der Fallung bei Raumtemperatur ausfiel,
ist somit ein Weg aufgezeigt, bei hoher Trockensubstanz- und Proteinausbeute in
den Koagulaten einen vergleichsweise niedrigen Phytinsduregehalt einzustellen.
Diese Mdglichkeit ist durch die in der Abbildung 33 gezeigten Versuchsergebnisse
belegt. Ein weiterer Vorteil dieser Vorgehensweise bestand darin, daf die Tempe-
raturerhbhung Uber den gesamten untersuchten pH-Bereich eine starke Verminde-

rung der TI-Aktivitat zur Folge hatte.

5 _E\\B\
» 4 : %
£ 7 \\j%\
c |
D) i
g3 3 _—
> O\O 4
g = , —__g85°C
= N2 60°C
=
- ] \O 20°C
1 .
O | T T T T T T T T
3 3,5 4 45 5 55
pH

Abb. 32: Einflu? der Temperatur und des pH der Koagulation auf den
Phytinsduregehalt in der Trockenmasse des Koagulats

Die Proteinverdaulichkeit betrug fur alle Koagulate in etwa 86 %. Sie unterschied

sich somit nicht signifikant von denjenigen Koagulaten, die bei Raumtemperatur
gefallt worden waren.
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Abb. 33: Einflu3 der Temperatur und des pH der Koagulation auf
den Phytinsduregehalt in der Trockenmasse des Koagulats
sowie den Masseanteil an gefallten N-Substanzen

4.2.3 EinflulR der Ultrafiltration

Da die Ultrafiltration die Moglichkeit bietet, Inhaltsstoffe in Losungen nach ihrer
Molektlgréf3e zu trennen, und die Molekilgré3e der Proteine z.T. deutlich grof3er ist
als die der ANS, ist die Ultrafiltration potentiell dazu geeignet, Proteinprodukte mit
kleinem ANS-Gehalt herzustellen. Mit der Zielsetzung dies fur die Ultrafiltration von

Markerbsenextrakten zu prifen, wurden die nachfolgend beschriebenen Untersu-
chungen durchgefihrt.

Es wurden jeweils 500 ml Erbsenextrakt unter Verwendung von Membranen mit
einer Trenngrenze von 10,50 und 100 kD auf ein Endvolumen von 100 ml konzen-

triert (VCR =5) und der Einflul3 der Membrantrenngrenze auf die Permeation bzw.
Ruckhaltung der ANS untersucht.

Aus den in der Tabelle 14 zusammengefaldten Ergebnissen kann entnommen
werden, dal3 eine starke Ruckhaltung der Tl durch die Membran erfolgte. Diese war
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bis zu einer Membrantrenngrenze von 50 kD deutlich groRer als die der
Gesamttrockenmasse, so dald eine Anreicherung der Inhibitoren im Retentat eintrat.
Insgesamt entspricht die starke Rickhaltung der Inhibitoren nicht den Erwartungen.
Nach Untersuchungen von FERRASSON et al. betragt die MolekulgrofRe von Erbsen-
Tl zwischen 7000 und 8000 (116). Sie ist somit z.T. deutlich kleiner als die Trenn-
grenze der verwendeten Membranen, so dal’ sich die Frage stellt, warum diese nicht
weitreichender durch die Membran permeierten. Ggf. ist dies auf die Deckschicht-
bildung auf der Membran und die damit verbundene Beeinflussung der Trenncha-
rakteristik zurtckzufthren (Vgl. Kapitel 4.1.2.3). Ein weiterer moglicher Grund fir die
geringe Permeation der Tl kdnnte aber darin bestehen, dal3 die Tl ggf. Assoziate
bildeten oder mit anderen hochmolekularen Proteinen assoziiert sind oder wurden.
Einen Hinweis auf Bildung entsprechender Verbindungen haben auch ARENTOFT et
al. (117) erhalten. Die Autoren ermittelten bei der Untersuchung von Erbsenrohex-
trakten fir die Erbsen-Tl z.T. zwei bzw. viermal hohere Molekulargewichte, als bei
einer entsprechenden Untersuchung von weitestgehend isolierten Tl. Die Autoren
werteten dies als Hinweis darauf, da3 die Erbsen-TlI aus mehreren Subeinheiten
zusammengesetzt sind.

Tab. 14: Einflu3 der Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembran auf die relative
Ruckhaltung von Trockenmasse, N-Substanzen und ausgewahlten
antinutritiven Substanzen

Trenngrenze Relative Ruckhaltung durch die Membran [%0] b
der Membran
[D] Trocken- N- Phytinsdure Trypsin- a-Galacto-
masse Substanzen inhibitoren side
10.000 56.6 80.7 59,6 96.3 20,7
50.000 54.1 77.1 52.9 87.0 18,3
100.000 53.3 73.4 39.1 56.8 18,0

Y Berechnet als relativer Anteil bezogen auf die Gesamtmenge im Extrakt

Die Phytinsdure wurde bis zu einer Trenngrenze von 10 kD ebenfalls relativ starker
zuruckgehalten als die Gesamttrockenmasse. Auch sie permeierte somit in deutlich
geringerem Mal3e, als aufgrund ihrer Molekilgré3e zu erwarten war. Es kann davon
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ausgegangen werden, dal3 die Ursache hierflr in der bereits im Zusammenhang mit
der Fallung diskutierten Bindung der Phytinsaure an das Protein besteht (vgl. 4.2.2).

Die a-Galactoside permeierten durch die Membranen entsprechend ihres verhaltnis-
mafig kleinen Molekils relativ weitreichend, so dalR im Retentat die Trockenmasse
an a-Galactosiden nur noch ein Viertel bis ein Drittel der im Ausgangsvolumen
vorkommenden entsprach. Diese Abnahme stand im engen Zusammenhang zum
Konzentrierungsverhaltnis.

Aus der vorangehend diskutierten Ruckhaltung des ANS und der Gesamttrocken-
masse ergab sich der ANS-Gehalt der Produkte (Tab. 15). Im Fall der Verwendung
der Membran mit einer Trenngrenze von 10 kD trat eine relative Anreicherung der
Phytinsdure von 2,2 % in der Trockenmasse des Extrakts auf 2,8 % in der Trocken-
masse des Retentats ein. Dieser Phytinsauregehalt lag in einem Bereich, welchen
die Koagulate aufwiesen, die bei mildem pH (4,0 - 4,5) erzeugt worden waren. Unter
Verwendung der Membran mit einer Trenngrenze von 50 bzw. 100 kD wurde dahin-
gegen eine Retentattrockenmasse erhalten, deren Phytinsauregehalt mit 2,2 bzw
1,6 %, deutlich kleiner war als derjenige der Koagulate.

Tab. 15: Einflu3 der Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembran auf den
Gehalt an Protein und antinutritiven Substanzen in der Trockenmasse
des Retentats sowie dessen in vitro Proteinverdaulichkeit im Vergleich
zu den entsprechenden Werten des Extrakts

Trenngrenze der | Protein [%] Phytinsaure  TI-Aktivitat a-Galacto- IVP [%] 3
Membran [D)] (N[B,25) [%] [TIumhg™]”  side [ %] ?
10.000 70,.8 2,3 20,7 5,4 83,8
50.000 70,8 2,2 19,3 5,0 84,5
100.000 68,5 1,6 12,8 5,0 84,7
Extrakt 49,7 2,2 12,0 14,8 79,8

1) Trypsininhibitor-Aktivitat 2) Berechnet als Raffinose 3) in vitro Proteinverdaulichkeit

Der a-Galactosidgehalt der Retentattrockenmasse variierte zwischen 5,0 und 5,4 %;
er war damit um etwa zwei Drittel kleiner als der in der Trockenmasse der Extrakte
vorhandene. Dagegen erfolgte durch die hohe Rickhaltung der Tl durch die
Membranen eine relative Anreicherung derselben in der Retentattrockenmasse.
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Dies fiihrte zu TI-Aktivitaten, die mit 12,8- 20,7 TIUhg " um das zwei- bis dreifache
groRer waren als in den Koagulaten. Der Diskussion unter 4.2.2.1 folgend, sind
diese Werte ggf. als noch ernahrungsphysiologisch signifikant einzustufen.

Die Proteinverdaulichkeit stieg mit zunehmender Trenngrenze innerhalb der
Schwankungsbreite des Mel3fehlers geringflgig an. Sie lag bei dieser Volumenkon-
zentrierung mit Werten von 84-85 % geringfligig unter denjenigen die fir die
Koagulate ermittelt worden war.
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4.3 Untersuchung der Protei nprodukte hinsichtlichi hrer funktio nellen
Eigenschaften

Uber den rein ernahrungsphysiologischen Wert hinaus, haben Proteinprodukte
durch ihre funktionellen Eigenschaften eine besondere Bedeutung fir die Herstel-
lung von Lebensmitteln. Teils ermdglichen die Anwendung von Proteinprodukten mit
bestimmten funktionellen Eigenschaften erst die Herstellung bestimmter Produkte,
teils verleihen sie den Lebensmitteln bestimmte Eigenschaftsprofile. Die funktionel-
len Eigenschaften von Proteinprodukten kdnnen in Abhangigkeit vom angewendeten
Verfahren zu deren Isolierung in weiten Grenzen variieren (118-121). Daher war es
erforderlich, die mit den in unterschiedlichen Verfahrensalternativen aus Markerbsen
herstellbaren Proteinprodukte beziglich ihrer funktionellen Eigenschaften verglei-
chend gegeniberzustellen.

Hierzu wurden mit den bereits in den vorangegangenen Kapiteln eingesetzten Ver-
fahren Proteinprodukte hergestellt und hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften
untersucht. Es handelte sich dabei um insgesamt funf unterschiedliche Produkte.
Drei wurden mittels saurer bzw. thermisch-saurer Fallung und eins mittels Membran-
filtration hergestellt. Bei dem finften Produkt handelte es sich um die im TUB-
Verfahren als ungel6stes Protein anfallende Proteinfraktion.

Die Fallungsprodukte wurden jeweils unter Bedingungen hergestellt, die sich in den
vorangegangenen Untersuchungen (Vgl. Kapitel 4.1) im Hinblick auf die Fallbarkeit
des Proteins als optimal erwiesen hatten. Entsprechend w urde die saure Fallung bei
einem pH von 3,4 und die thermisch-saure Fallung bei einer Temperatur von 60 °C
und einem pH von 4,0 durchgefiihrt. Die Produkte werden nachfolgend als KPP-S
(koaguliertes Proteinprodukt der sauren Fallung) und KPP-Tg, (koaguliertes Protein-
produkt der thermischen Fallung bei 60 °C) bezeichnet. Ein weiteres als KPP-Tg
bezeichnetes Fallungsprodukt wurde in Anlehnung an das FLOTTWEG-Verfahren
hergestellt. Hierdurch ergab sich die Moglichkeit, das in diesem Verfahren anfallen-
de Proteinprodukt mit denjenigen des TUB-Verfahrens vergleichen zu kénnen. Die
Féallung des Proteins erfolgte in diesem Fall bei einer Temperatur von 80 °C und
einem pH von 4,35 (vgl. 3.4).

Das membranfiltrierte Proteinprodukt (MPP) wurde durch Membranfiltration des
wassrigen Erbsenextrakts auf ein Zehntel des Ausgangsvolumens erhalten. Die ein-
gesetzte Membrantrenngrenze betrug 50 kD.
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Die unter den Prozel3bedingungen des TUB-Verfahrens unldsliche Proteinfraktion
wird nachfolgend als UPP bezeichnet.

Die Produkte wurden im Vergleich zu zwei kommerziellen Proteinisolaten aus Soja
bzw. Palerbsen untersucht. Diese werden nachfolgend als SPI bzw. EPI bezeichnet.

4.3.1 Inhaltsstoffzusammensetzung der Proteinprodukte

Fur eine umfassende Interpretation der funktionellen Eigenschaften von Proteinpro-
dukten ist die Kenntnis Uber deren Inhaltsstoffzusammensetzung unerlaflich. Dies
gilt insbesondere deshalb, weil die in dem Produkt enthaltenen Begleitstoffe, wie
z. B. Polysaccharide und Fett, einen entscheidenden Einflu3 auf die funktionellen
Eigenschaften der Produkte haben kénnen. Aus diesem Grunde wurden die Protein-
produkte zunachst im Hinblick auf ihre Inhaltsstoffzusammensetzung untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 16 zusammengefal3t.

Aus der Tabelle ist zu entnehmen, dal} die hergestellten Proteinprodukte aus
Markerbsen einen Rohproteingehalt zwischen 68 und 80 % hatten. Sie kdnnen da-
her als Proteinkonzentrate bezeichnet werden. Das MPP sowie das KPP-S, das
KPP-Tgo und das KPP-Tg hatten mit 75 bis 80 % den héchsten Proteingehalt. Im
Vergleich dazu war derjenige des UPP mit 68 % signifikant kleiner. Insgesamt war
der Proteingehalt der Proteinprodukte aus Markerbsen deutlich kleiner als derjenige
der kommerziellen Referenzproteine. Dies war insbesondere auf ihren erhohten
Ballaststoff- und Fettgehalt zurlckzuftihren. Der Ballaststoffgehalt betrug zwischen 4
und 13 % und der Fettgehalt zwischen 2 und 5 %. Demgegenuber betrugen die ent-
sprechenden Werte der Referenzproteine maximal 2 % bzw. 1 %. Der erhthte
Fettgehalt kann damit erklart werden, daf} zwischen dem TUB-Verfahren und dem
konventionellen Verfahren zur Herstellung von SPI ein entscheidender Unterschied
hinsichtlich des Fettgehalts des verarbeiteten Rohstoffs besteht. Bei der Herstellung
von SPI dienen als Rohstoff Sojamehle bzw. -flocken mit einem Fettgehalt < 1%.
Diese fallen bei der Gewinnung von Sojadl in groRen Quantitdten als Nebenprodukt
an und stehen daher in praktisch beliebiger Menge als Rohstoffbasis zur Verfigung.
Im TUB-Verfahren wird dahingegen ein nicht entfetteter Rohstoff verarbeitet, weil die
Entfettung der Markerbsen aufgrund ihres vergleichsweise kleinen Fettgehalts von
ca. 2% nicht wirtschaftlich ware. Palerbsen kdnnen dahingegen einen ahnlich
niedrigen Fettgehalt wie entfettete Sojaflocken aufweisen. KRONER (14) hat bei der
Charakterisierung von insgesamt 13 unterschiedlichen Palerbsensorten Fettgehalte
von 0,4-1% ermittelt.
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Tab. 16: Inhaltsstoffzusammensetzung der Proteinprodukte aus Markerbsen im
Vergleich zu zwei kommerziellen Proteinisolaten aus Soja bzw. Palerbsen

Massenanteile [%TS]
Produkte Rohprotein  a-Glucose- Rohfett Gesamt- Asche
(NB,25) Polymere ballaststoffe
SPI 89,0 0,5 0,8 2,1 4,3
EPI 89,9 0,7 0,3 n.n. 5,0
KPP-Tgo 79,5 11 4,7 4,3 4,5
KPP-Tgo 77,3 0,9 5,2 10,9 4.4
KPP-S 75,4 1,4 3,4 9,6 5,3
UPP 68,0 9,8 3.8 5,3 5,2
MPP 78,4 0,4 2,3 13,3 5,5

Es fallt auf, dal3 die durch Fallung hergestellten Proteinprodukte mit 3,4 bis 5,2 %
deutlich héhere Fettgehalte hatten, als das durch Membranfiltration hergestellte. Der
Unterschied betrug teilweise Uber 100 %. Desweiteren ist festzustellen, daf} die
Fettgehalte der mittels thermisch-saurer Fallungsverfahren hergestellten Proteinpro-
dukte deutlich Gber demjenigen des mittels saurer Fallung hergestellten lag. Mdgli-
cherweise kann dies mit der bei der thermischen Koagulation auftretenden Auffal-
tung der Proteinmolekile erklart werden. Es ist bekannt, dal3 diese zumeist mit
einer Freilegung hydrophober Bereiche des Proteinmolekiils verbunden ist (122,
123, 43). Ggf. wurde dadurch die Oberflachenhydrophobizitat der Molekile derart
verandert, dal’3 es zu einer verstarkten Bindung von Lipiden an die Proteinmolektle
kam.

4.3.2 Proteinloslichkeit

Die funktionellen Eigenschaften von Proteinprodukten hangen vor allem davon ab, in
welchem MalRe die enthaltenen Proteine geldst bzw. dispergiert werden kénnen.
Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, kann dies entsprechend
den Standardmethoden der AOCS bzw. AACC uber die Ermittlung des Nitrogen
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Solubility Index (NSI) oder den Protein Dispersibility Index (PDI) analytisch bestimmt
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Proteinléslichkeit in Anlehnung an die
erstgenannten Methode ermittelt.

Tab. 17: Proteinl6slichkeit der Proteinprodukte aus Markerbsen
im Vergleich zu zwei kommerziell hergestellten Protein-
isolaten aus Soja bzw. Palerbsen

Produkt NSI [%0]
pH 7

SPI 38,4+2,0
EPI 27,8 +0,7
KPP-Tgo 6,7+1,3
KPP-Tgo 345+0,6
KPP-S 48,6 £ 0,4
UPP 56,6 +2,3
MPP 96,7+1,4

Der Tabelle 17 ist zu entnehmen, dal3 die Loslichkeit der untersuchten Proteinkon-
zentrate bei pH 7 sehr unterschiedlich war. Die Ldslichkeit der gefallten Proteinpro-
dukte betrug zwischen 6,7 und 48,6 %. Wahrend die Loslichkeit des KPP-S und das
KPP-Tgo mit derjenigen der Referenzprodukte vergleichbar war bzw. diese Ubertraf,
war die Loslichkeit des KPP-Tg, mit 6,7 % gegenlber diesen vermindert. Die Ursa-
che hierfir darfte in einer starken Denaturierung dieses Produkts unter der ver-
gleichsweise hohen Fallungstemperatur bestehen. Dies wird insbesondere vor dem
Hintergrund wahrscheinlich, dal3 eine Koagulation des Proteins bereits bei Tempe-
raturen um 60 °C eintritt (Vgl. 4.1.1.1) und oberhalb der Denaturierungstemperatur
eine Anhebung der Erwadrmungstemperatur um 10 °C bei vielen Proteinen zu einer
Erhéhung des Denaturierungsgrads um das 600-fache fuhrt (49,123). Das UPP und
das MPP wiesen gegenuber allen anderen Produkten eine erhdhte Ldslichkeit auf.
Dies lalt darauf schlie3en, dal3 diese Proteinprodukte gegeniiber den anderen in
einem nativeren Zustand vorlagen.

In Abhangigkeit vom pH ergab sich fur die gefallten Produkte ein Loslichkeitsprofil,
welches fiur entsprechend hergestellte Proteinprodukte aus Leguminosen charakte-
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ristisch ist (Abb. 34 b) (118). Das Loéslichkeitsminimum bzw. der isoelektrische Punkt
des Proteins befand sich erwartungsgemald im pH-Bereich zwischen 3 und 5.
Oberhalb von pH 5 war ein deutlicher Anstieg der Loslichkeit zu verzeichnen. Dieser
war um so flacher, je hoher die Fallungstemperatur gewahlt worden war. Ein ahnli-
cher Zusammenhang wurden von SCHWENKE ET AL. (118) bei der Herstellung von
Proteinisolaten aus Ackerbohnen festgestellt.
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Abb. 34: Einflul3 des pH auf die Proteinl6slichkeit der Proteinprodukte aus
Markerbsen im Vergleich zu zwei kommerziellen Proteinisolaten
aus Soja bzw. Palerbsen
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Ahnlich wie die Loslichkeitskurve der gefallten Proteinprodukte wies auch diejenige
des unter Prozefllbedingungen unldslichen Proteinprodukts (UPP) ein deutliches
Minimum auf (Abb. 34 c). Wahrend das Ld&slichkeitsminimum der erstgenannten
Produkte jedoch zwischen pH 3 und pH 5 vorkam, trat dasjenige des UPP zwischen
pH 4 und pH 6 ein. Die kleine Loslichkeit bei pH 6 erscheint zunachst ungewoéhnlich.
Sie ist jedoch damit zu erklaren, dal3 sich unter den Prozel3bedingungen des TUB-
Verfahrens ein pH einstellte, der in etwa pH 6 entsprach. Da das UPP die unter die-
sen Bedingungen unldsliche Proteinfraktion reprasentiert, mul3 dieses daher bei
einem entsprechenden pH zwangslaufig eine kleine Loslichkeit besitzen. Oberhalb
von pH 6 war mit steigendem pH ein starker Anstieg der Proteinloslichkeit festzu-
stellen. Zwischen pH 6 und pH 7 stieg sie von 6 auf 57 % um fast das 10-fache an.
Dies bedeutet im Hinblick auf die Prozel3fihrung des TUB-Verfahrens, dal3 eine
leichte Anhebung des pH deutliche Verschiebungen der gewinnbaren Massenanteile
der unter den Prozel3bedingungen unléslichen und l6slichen Proteinfraktion zur
Folge hatte. Im Zusammenhang mit dem steilen Anstieg der Kurve ist des weiteren
anzumerken, dafd ein entsprechender Kurvenverlauf insbesondere fir schonend
hergestellte Proteinprodukte charakteristisch ist (43,118). Es kann daher davon aus-
gegangen werden, dal3 unter den Prozellbedingungen des Verfahrens die nativen
Eigenschaften des Proteins des UPP weitestgehend erhalten geblieben waren.

Letzteres gilt sinngemald auch fur das mittels Membranfiltration hergestellte
Proteinprodukt (MPP). Auch bei diesem war in einem kleinen pH-Bereich eine starke
Zunahme der Lo6slichkeit festzustellen (Abb. 34 d). Sie stieg zwischen pH 5 und pH 6
von ca. 30 auf ca. 75 % an. Weitere Hinweise auf eine besonders schonende
Behandlung dieses Produkts bestehen darin, dal3 das MPP im alkalischen Bereich
nahezu vollstandig l6slich  war.  AulRerdem  erstreckte sich  dessen
Laslichkeitsminimum Uber einen vergleichsweise kleinen pH-Bereich. Es reichte in
etwa von pH 3,8 bis pH 5,0. Die niedrigste Loslichkeit wurde bei pH 4,0 ermittelt. Sie
betrug bei diesem pH rund 24 % und war damit deutlich groRRer als die
entsprechende Loslichkeit der anderen aus Markerbsen hergestellten Produkte.
Auch fir das kommerzielle Proteinisolat aus Palerbsen (EPI), das nach Angaben des
Herstellers ebenfalls mittels Membranfiltration hergestellt wird (124), wurde im
Bereich des pl eine vergleichsweise hohe Ldoslichkeit festgestellt (Abb. 34a). Sie
betrug in etwa 10 %. Anders als die Ldslichkeitskurve des MPP stieg diejenige des
EPI jedoch links und rechts des Minimums vergleichsweise flach an. Dieser
Kurvenverlauf ist bei Proteinprodukten aus Leguminosen fur denaturierte Produkte
charakteristisch. Es ist daher davon auszugehen, dal3 das EPI im Vergleich zum
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MPP starker denaturiert war. Ursache hierfir kdonnte die Pasteurisierung des
ProzeRwassers vor der Membranfiltration sein. Im Falle einer industriellen
Umsetzung des TUB-Verfahrens ware dies im Hinblick auf die Einhaltung der mikro-
biologischen Grenzwerte ggf. auch erforderlich.

4.3.3 Emulgiereigenschaften

Im Rahmen der Bestimmung der Emulgiereigenschaften von Proteinprodukten wurde
zunachst der Emulgieraktivitdtsindex nach PEARCE und KINSELLA (57) ermittelt.

Tab. 18: Emulgieraktivitatsindex (EAI) von Proteinprodukten
aus Markerbsen im Vergleich zu zwei kommerziell
hergestellten Proteinisolaten aus Soja bzw. Palerbsen

Produkt EAI Y
[m*g]
SPI 18,5+2,5
EPI 12,1+1,1
KPP-Tgo 72+12
KPP-Teo 14,0+ 1,5
KPP-S 10,1+1,3
UPP 11,2+1,4
MPP 27,4+1,3

Y Ergebnisse aus Vierfachbestimmung bei pH 7

Aus Tabelle 18 ist zu ersehen, dal3 der EAI aller untersuchten Proteinprodukte
zwischen 7,2 und 27,4 m°[g™ betrug. Dabei waren sowohl die gefallten Proteinpro-
dukte als auch das unter Prozel3bedingungen unlésliche Proteinprodukt mit Werten
zwischen 10 und 14 m’[g™* mit denjenigen des kommerziellen Referenzprodukts aus
Palerbsen vergleichbar.

Der EAI der gefallten Produkte war in Abhangigkeit von deren thermischer Denatu-
rierung sehr unterschiedlich. So wies das KPP-Te, bei pH 7 mit 14 m’G ™" EAI einen
signifikant hoheren Wert auf, als das KPP-S, das einen EAI von 10 m°’@" hatte.
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Damit werden die Ergebnisse von SCHWENKE et al. (118) bestatigt, wonach sich eine

begrenzte thermische Denaturierung positiv auf die funktionellen Eigenschaften von

Proteinprodukten auswirken kann. Fir das am starksten denaturierte Produkt (KPP-

Tso ) wurde mit 7,4 m*@" dahingegen der kleinste EAI ermittelt.
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Abb. 35: Einflud des pH auf den Emulgieraktivitdtsindex (EAI) von Proteinprodukt-
en aus Markerbsen im Vergleich zu zwei kommerziellen Proteinisolaten aus

Soja bzw. Palerbsen

Der hochste EAlI wurde bei dem mittels Membranfiltration hergestellten MPP
festgestellt. Er war mit 27,4 m°@ " etwa doppelt so hoch wie derjenige der gefallten
Proteinprodukte und auch deutlich héher als derjenige der beiden Referenzprodukte.




92 4 Ergebnisse und Diskussion

Dieses Ergebnis veranschaulicht, dafd eine deutliche Abhangigkeit zwischen der
Léslichkeit der Produkte und deren EAI bestand. Letzteres laf3t sich auch aus der
Abbildung 35 ableiten, in welcher der EAI der Proteinprodukte in Abhangigkeit vom
pH graphisch dargestellt ist. Es ist zu sehen dal3 sich fur den EAI der einzelnen
Proteinprodukte in Abhéangigkeit vom pH ein &hnlicher Kurvenverlauf wie flr deren
Loslichkeit ergab. So wurden fir die einzelnen Produkte in der Nahe des pl der
kleinste und im Bereich der grof3ten Loslichkeit der grofl3te EAI ermittelt. Im Bereich
zwischen pH 4 und 5 wurde hinsichtlich des EAI zwischen dem MPP und den mittels
Fallung hergestellten Produkten ein besonders deutlicher Unterschied festgestellt. In
diesem Bereich lag der EAI der mittels Fallung hergestellten Produkte um 70-90%
unterhalb des fur das MPP ermittelten.
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Abb.36: Einflul3 der Lagerdauer auf die Stabilitat der unter Verwendung
der Proteinprodukte aus Markerbsen hergestellten Emulsionen
im Vergleich zu einer unter Verwendung eines kommerziellen
Sojaproteinisolats hergestellten Emulsion

Ein weiteres wichtiges Kriterium, welches im Zusammenhang mit dem Einsatz von
Proteinprodukten als Emulgatoren von Bedeutung ist, ist deren Fahigkeit die gebil-
dete Emulsion gegenuber verschiedenen Einflissen zu stabilisieren. Aus diesem
Grunde wurden die Produkte in einem nachsten Schritt bezuglich ihrer emulsions-
stabilisierenden Eigenschaften untersucht. In Vorversuchen, in denen die Stabilitat
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der Emulsionen Uber einen Zeitraum von sieben Tagen beobachtet worden war,
wurde festgestellt, dal3 die wesentlichen Verdnderungen beziglich der Stabilitat der
Emulsionen innerhalb der ersten vier Tage auftraten. Dies kann auch der Abbil-
dung 36 entnommen werden, in der exemplarisch fir alle untersuchten Proteinpro-
dukte die Emulsionsstabilitat (ES) des KPP-Tgy, des KPP-Tg, und des KPP-S, sowie
des SPI bei einem pH von 7 in Abh&ngigkeit von der Lagerdauer graphisch darge-
stellt ist.

Tab. 19: Stabilitdt der unter Verwendung der Proteinprodukte aus
Markerbsen hergestellten Emulsionen im Vergleich zu
zwei unter Verwendung von kommerziellen Proteinisola-
ten hergestellten Emulsionen b

Produkt ES [%]
pH 7
SPI 55,0+1,0
EPI 555+25
KPP-Tgo 43,0+0,6
KPP-Tgo 60,3+0,2
KPP-S 53,7+0,8
UPP 69,4+238
MPP 68,4 +0,8

Y Lagerdauer 4 Tage 2 Koaleszenz

Wie aus der Tabelle 19 zu entnehmen ist, betrug nach einer entsprechenden Lager-
dauer bei 30 °C, die mit den Proteinprodukten erzielte ES zwischen 43 und 69 %.
Die stabilsten Emulsionen wurden unter Verwendung des UPP und des MPP erhal-
ten. Die unter Verwendung der gefallten Produkte hergestellten Emulsionen hatten
demgegentber ES die etwas kleiner waren. Sie waren jedoch mit Ausnahme des
KPP-Tgo noch immer mit denjenigen Werten vergleichbar, die unter Verwendung der
kommerziellen Produkte erzielt wurden. Ahnlich wie im Fall des EAl wurde auch im
Fall der ES festgestellt, daR das bei 60 °C gefallte Proteinprodukt (KPP-Tg,) hdher
zu bewertende Eigenschaften besal3, als das bei Raumtemperatur geféllte KPP-S
und das entsprechend dem FLOTTWEG-Verfahren bei 80 °C geféllte Produkt.
Letzteres schnitt mit einer ES von lediglich 43% deutlich am schlechtesten ab.
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Tab. 20: Stabilitat der unter Verwendung der Proteinprodukte aus Markerbsen
hergestellten Emulsionen im Vergleich zu zwei unter Verwendung von
kommerziellen Proteinisolaten hergestellten Emulsionen

Produkt Emulsionsstabilitat

pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pHS
SPI h 3 2 h h h
EPI h h 3 3 h h
KPP-Tgo i 0 0 0 0 i
KPP-Tgo i 0 0 i h h
KPP-S 0 0 1 h h h
UPP h [ 0 [ h h
MPP h h h h h h

Emulsion tber den gesamten Versuchszeitraum homogen
Emulsion ab Lagerbeginn inhomogen

Koaleszenz kurz nach Lagerbeginn

Auftreten von Koaleszenz nach dem 1. Lagertag

Auftreten von Koaleszenz nach dem 2. Lagertag

Auftreten von Koaleszenz nach dem 3. Lagertag

Ahnlich wie der EAI hing auch die ES vom gewahlten pH der wassrigen Phase ab.
Aus der Tabelle 20 ist zu entnehmen, dal? mit Ausnahme der Emulsion, die unter
Verwendung des MPP hergestellt worden war, alle anderen Emulsionen in der Nahe
des pl der Proteine inhomogen waren bzw. Koaleszenz zeigten. Der Begriff
Jinhomogen* bezieht sich dabei auf die Zusammenballung der Oltropfchen zu trau-
benartigen Gebilden. Ein solcher Effekt ist zumeist auf den pH-abhangigen
Ladungszustand der Proteine zurickzufuhren (54). Wahrend die Inhomogenitat der
Emulsionen nur unter dem Mikroskop erkennbar war, konnte die Koaleszenz bereits
mit bloRem Auge erkannt werden. Infolge der mit der VergroRerung der Oltropfchen
verbundenen Anderung des Brechungsindexes &anderte sich das Aussehen der
Emulsion von milchig-weil3 nach 6lig-gelb.

Aus der Tabelle 20 geht ebenfalls hervor, dal3 einzig das MPP in der Lage war,
Emulsionen innerhalb des gesamten untersuchten pH-Bereichs zu stabilisieren. Wie
in Abbildung 37 zu sehen ist, hatten die bei pH 5 und 6 gebildeten Emulsionen die
grofte ES. Damit zeigten die mit dem MPP hergestellten Emulsionen in genau dem
pH-Bereich, in dem keines der anderen Proteinprodukte die Emulsion stabilisieren
konnte, besonders gute stabilisierende Eigenschaften.
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Abb. 37: Einflud des pH auf die Stabilitat von mit MPP hergestellten
Emulsionen (nach dem 4. Lagertag)

Dies ist moglicherweise auf zwei sich Uberlagernde Effekte zurickzufuhren. Der
erste bestand offensichtlich darin, dal3 im Gegensatz zu den anderen Produkten im
Falle des MPP auch in der Nahe des pl noch ein genigend grol3er Anteil des
Proteins l6slich war, um die Grenzflaiche zwischen der Wasser- und Olphase zu
besetzen. Der zweite Effekt bestand ggf. darin, daf3 die Festigkeit der an der Grenz-
flache lokalisierten Proteinfilme vom pH abhéngt. Im allgemeinen ist sie im pl
maximal, weil dort die geringsten AbstoRungskrafte zwischen den Proteinmolekullen
auftreten (41). Durch eine hohe Festigkeit der Proteinfilme kann in diesem Zusam-
menhang einer Koaleszens der Oltropfchen entgegengewirkt werden, was sich posi-
tiv auf die Stabilitdt der Emulsion auswirkt.

4.3.4 Schaumbildungseigenschaften

Zur Charakterisierung der Schaumbildungseigenschaften der Proteinprodukte wurde
deren Schaumbildungskapazitat ermittelt sowie die Bestandigkeit und Festigkeit der
gebildeten Schaume untersucht. Die Schaumbildungskapazitat gibt das auf das
Ausgangsvolumen (20 ml) der eingesetzten Probensuspension bezogene relative
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Volumen der aufgeschlagenen Masse an. Die Bestandigkeit der Schaume wurde
mittels zweier Kenngrof3en charakterisiert, der Schaumstabilitdt und der Drainage.
Die Schaumstabilitat gibt den prozentualen Anteil des Ausgangsvolumens des
Schaums an, der nach einer Standzeit von 60 min noch vorhanden war. Die
Drainage entspricht dem Volumen an Flussigkeit, das innerhalb einer Standzeit von
60 min aus den Schaum abtropfte. Die Festigkeit der Schaume wurde Uber die
Penetrationsgeschwindigkeit ermittelt, die sich beim Durchdringen des Schaums mit
einem definierten Mel3korper ergab.

Ahnlich wie fir die Proteinldslichkeit und die Emulgiereigenschaften wurden auch fir
die MelRwerte der Schaumbildungseigenschaften deren Abh&ngigkeit vom pH unter-
sucht. Eine vollstandige Darstellung der dabei erhaltenen Mel3ergebnisse ist dem
Anhang zu entnehmen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird hier zunachst nur
eine Gegenuberstellung der bei pH 7 und pH 4 erhaltenen Ergebnisse vorgenom-
men. Dies ist insbesondere deshalb sinnvoll, weil die wesentlichen Unterschiede
der Schaumbildungseigenschaften der Proteinprodukte bereits durch diese kompri-
mierte Betrachtung verdeutlicht werden kénnen. Abweichend zu der Bestimmung
der anderen funktionellen Eigenschaften wurde neben dem EPI Eiklar als zweites
Referenzprotein verwendet. Dies ergab sich daraus, dafl3 Eiklar bekanntermalien
besonders stark ausgepréagte Schaumbildungseigenschaften besitzt. Auf die Ver-
wendung des SPI als Referenzprotein wurde dagegen in diesem Fall verzichtet, da
es offensichtlich nur sehr unzureichende Schaumbildungseigenschaften hatte (vgl.
Tab. A11, Anhang).

In den Tabellen 21 und 22 sind die bei pH 7 und 4 erhaltenen Ergebnisse zusam-
mengefald3t. Aus der Tabelle 21 ist zu entnehmen, dal3 die Proteinprodukte aus
Markerbsen bei einem neutralen pH zwar ahnlich hohe Schaumbildungskapazitaten
hatten wie die Referenzproteine, dagegen war die Bestandigkeit der aus den
Markerbsenprodukten hergestellten Schaume jedoch gegentber den aus den Refe-
renzprodukten hergestellten deutlich vermindert. Die Schaumstabilitat betrug maxi-
mal 84% und die Drainage betrug mindestens 11,5 ml wahrend die entsprechenden
Werte fir die aus den Referenzprodukten hergestellten Schaume 100% bzw. 5,5 ml
betrugen. Als mdglicher Grund fir die unzureichende Bestandigkeit der Schaume
kann der hohe Fettgehalt der Produkte angenommen werden (125). Zur Erzielung
einer besseren Schaumbestandigkeit wird es daher ggf. erforderlich sein, die
Produkte zu entfetten. Hierbei ware allerdings zu prufen, inwieweit ein solch auf-
wendiger zusatzlicher Verfahrensschritt aus 6konomischer Sicht vertretbar ist. Unter



4 Ergebnisse und Diskussion 97

den Produkten aus Markerbsen wurde fur das membranfiltrierte Produkt (MPP) die
hochste Schaumbestandigkeit festgestellt. Die Stabilitat des Schaums betrug 82 %,
und die Uber die Penetrationsgeschwindigkeit ermittelte Festigkeit entsprach derje-
nigen des mit dem EPI hergestellten Schaums.

Tab. 21: Schaumbildungseigenschaften von Proteinprodukten aus Markerb-
sen im Vergleich zu zwei kommerziellen Proteinisolaten aus Soja
bzw. Palerbsen bei einem pH von 7

Produkt |Schaumbildungs-| Schaum- Drainage Penetrations-
kapazitat stabilitat geschwindigkeit
[%] [%] [mi] [0.1 mmE"]

Eiklar® 472 + 25 1000 55+0,0 <0,1

EPI 3510 1000 5,5+0,7 1+0
KPP- S 3510 51+0 145 +0,4 60 £ 6
KPP-Tgo 3850 69+0 11,5+0,0 23+12
KPP-Tgo 2120 84+0 15,0+ 0,0 >300
MPP 37712 82+1 11,3+0,4 1+0

UPP 429 + 12 52+4 15,5+ 0,7 55+ 15

1) Mit destilliertem Wasser aus Griinden der Vergleichbarkeit der MelRergebnisse auf ca.
7%TS eingestellt

Tendenziell wurden bei pH 4 bessere Schaumbildungseigenschaften als bei pH 7
ermittelt. Aus dem Anhang ist zu entnehmen, dal3 sie bei diesem pH zumeist ihr
Optimum erreichten. Hiermit werden die Ergebnisse anderer Autoren bestatigt,
wonach die Schaumbildungseigenschaften vieler Proteinpraparate in der Nahe des
p!l optimal sind (16,41,63,126).

Mit Ausnahme des mit dem MPP hergestellten Schaums war die Stabilitat und
Festigkeit der mit den Markerbsenprodukten hergestellten Schaume gegentiber dem
mit dem EPI hergestellten Schaum jedoch auch bei diesem pH deutlich vermindert.
In der Abbildung 38 sind die Schaumbildungseigenschaften des MPP und der Refe-
renzprodukte in Abh&ngigkeit vom pH gegentbergestellt. Daraus geht hervor, dal3
im pH-Bereich zwischen 4 und 8 die Schaumbildungskapazitat sowie die Schaum-
stabilitat des MPP zu- und die Drainage abnahm. Unterhalb von pH 7 wies das MPP
gleichgute oder bessere Eigenschaften wie das kommerzielle Proteinisolat aus
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Palerbsen auf. Bezlglich der Stabilitdt und der Drainage wurden unterhalb von pH 6
fur das MPP sogar besser zu bewertende Eigenschaften als fur Eiklar festgestellt.
Allerdings war die Schaumbildungskapazitat des MPP in diesem Bereich gegenuber
dem Eiklar deutlich vermindert.

Tab. 22: Schaumbildungseigenschaften von Proteinprodukten aus Markerb-
sen im Vergleich zu zwei kommerziellen Proteinisolaten aus Soja
bzw. Palerbsen bei einem pH von 4

Produkt |Schaumbildungs-| Schaum- Drainage Penetrations-
kapazitat stabilitat geschwindigkeit
[%] [%] [mi] [0.1 mmE"]

Eiklar® 1010 £ 25 68 + 2 8,0+0,0 <0,1

EPI 507 +0 100+0 4,5+0,7 <0,1
KPP- S 455 + 25 66 + 4 18,5 +0,7 240 + 50
KPP-Teo 4720 23+0 18,8 +0,4 180 + 25
KPP-Tgo 429 £ 12 29+1 15,0+£0,0 60 + 18
MPP 576 + 0 100+0 0+0,0 <0,1

UPP 368 + 25 95+0 10,5+0,0 <0,1

1) Mit destilliertem Wasser aus Griinden der Vergleichbarkeit der Mel3ergebnisse auf
ca. 7% TS eingestellt
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1) Zur Gewahrleistung vergleichbarer Versuchsbedingungen mit destilliertem Wasser auf
einen TS-Gehalt von ca. 7 % eingestelllt

2) Bezogen auf das Volumen der aufgeschlagenen Flissigkeit (20 ml)

Abb. 38: Schaumbildungseigenschaften des MPP sowie der Referenz-
produkte in Abhangigkeit vom pH
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4.3.5 Wasser- und Fettbindungseigenschaften

Die Wasserbindekapazitdt (WBK) der untersuchten Proteinprodukte betrug zwi-
schen 1,5 und 4,6 gig™ (Tab. 23). Mit Werten zwischen 1,5 bis 2,7 glg™ war die WBK
der aus Markerbsen hergestellten Proteinprodukte dabei deutlich kleiner als die der
kommerziellen Referenzprodukte. Am geringsten fiel die WBK bei den beiden am
wenigsten denaturierten Produkte aus. Im Fall des UPP betrug sie 1,5 g@™ und im
Fall des MPP war sie aufgrund der hohen Ldéslichkeit des Produkts nicht mehr mel3-
bar.

Tab. 23: Wasser- und Fettbindekapazitat von Proteinprodukten
aus Markerbsen im Vergleich zu zwei kommerziellen
Proteinisolaten aus Soja bzw. Palerbsen

Produkt WBK [g[@] FBK [%]

SPI 4,6+0,2 123,3+ 3,2
EPI 4,0 +0,2 159,0 + 4,5
KPP-Tgo 2,6+0,1 87,1+1,1
KPP-S 27401 80,0+1,4
KPP-Teo 2,2+0,1 70,0 +2,8
UPP 1,5 +0,1 152,3+3,1
MPP n.n. 131,7+9,8

n.n.: nicht nachweisbar da praktisch volls tandig I6slich

Auch bezulglich der Fettbindekapazitat (FBK) unterschieden sich das MPP und UPP
deutlich von den geféllten Produkten. Allerdings waren in diesem Fall deutlich
hohere Werte als bei den gefallten Proteinprodukten festzustellen. Wahrend die
FBK des MPP und des UPP 132 bzw. 152 % betrug waren es im Fall der gefallten
Produkte maximal 87 %. Die FBK der Vergleichsprodukte betrug 123 bzw. 159 %.
Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dafl? lediglich das MPP und das
UPP Fettbindekapazitaten besal3en, die mit denjenigen der kommerziellen Produkte
vergleichbar waren.
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5 Zusammenf assung

Die Gewinnung von Starke aus Markerbsen ist aufgrund des hohen Amylosegehalts
und der damit verbundenen speziellen Eigenschaften dieser Starke in den letzten
Jahren Gegenstand verschiedener wissenschaftlicher Arbeiten gewesen (5-10). Als
ein Ergebnis dieser Forschungsaktivitaten wurde an der TU-Berlin ein Verfahren
(TUB-Verfahren) entwickelt, mit dem es gelungen ist, die wesentlichen verfahrens-
technischen Probleme zu I6sen, die sich bei der Verarbeitung dieses Rohstoffs
ergeben (9,10). Die industrielle Umsetzung dieses Verfahrens ist jedoch aus
Okonomischer Sicht nach wie vor problematisch. Der Grund hierfur besteht darin,
dal} der Starkegehalt von Markerbsen mit ca. 30 % recht klein ist. Daraus ergibt
sich, dal3 im Hinblick auf die Realisierung des Einsatzes von Markerbsen zur Star-
kegewinnung der Gewinnung des Proteins und der Faser, die ebenfalls jeweils ca.
30% der Trockenmasse der Markerbse ausmachen, ein hoher Stellenwert fir die
Wirtschaftlichkeit des Verfahrens zukommt.

Anders als die Gewinnung der Faserfraktion ist die Gewinnung des Proteins und die
Qualitat der daraus herstellbaren Proteinprodukte noch nicht eingehend untersucht
worden. Dies trifft insbesondere auf den Anteil des Proteins zu, der unter den
ProzelRbedingungen des TUB-Verfahrens im Prozel3wasser gelost wird. Das
wesentliche Ziel dieser Arbeit bestand daher darin, verschiedene Verfahrensalterna-
tiven im Hinblick auf die Gewinnbarkeit des Proteins sowie die Qualitat der dabei
anfallenden Proteinprodukte vergleichend gegeniberzustellen.

Im ersten Abschnitt der Arbeit wurde der Einfluf3 von Fallungs- und Ultrafiltrationspa-
rametern auf die Gewinnung des unter den Verfahrensbedingungen des TUB-Ver-
fahrens |0slichen Proteinanteils untersucht. Hierzu wurden wassrige Markerbsen-
extrakte eingesetzt. Um den experimentellen Aufwand bei der Vielzahl der durchzu-
fuhrenden Versuche zu begrenzen, wurde zur Herstellung des Extrakts ein gegen-
Uber dem TUB-Verfahren vereinfachtes Verfahren angewendet. Die Vereinfachung
bestand dabei darin, daf? die Herstellung der Extrakte im Labormal3stab erfolgte und
nur diejenigen Verfahrensschritte bertcksichtigt wurden, die im Hinblick auf die
Fraktionierung des Proteins in den l6slichen und unldslichen Anteil von Bedeutung
sind.

Im Zusammenhang mit der Fallung des Proteins wurde zuné&chst geprift, inwieweit
es maglich ist, das Markerbsenprotein bereits mit Hilfe eines vergleichsweise einfa-
chen Verfahrens zu koagulieren, welches lediglich eine Erwarmung des Extrakts
vorsieht. Es wurde festgestellt, dal3 bei einer entsprechenden Vorgehensweise ca.
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60 % der im Extrakt enthaltenen Gesamtmasse an Stickstoff-Substanzen (N-Sub-
stanzen) als Koagulat gewonnen werden konnten. Im Falle einer halbstiindigen
Erwarmung des Extrakts wurde die maximale Fallbarkeit der N-Substanzen ab einer
Temperatur von 90 °C erreicht. Eine Erh6hung der Temperatur Uber diesen Wert
hinaus war mit keiner signifikanten Erhohung der Fallbarkeit verbunden.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dald im Falle von Erwdrmungstemperaturen von
60 bzw. 80°C selbst durch eine Vervierfachung der Erwarmungszeit von 30 auf
120 °C kaum signifikante Erh6hungen der Fallbarkeit der N-Substanzen eintraten.
Der Proteingehalt in der Trockenmasse des Koagulats betrug ab einer
Erwarmungstemperatur von 75 °C mindestens 70 %. Die durch Trocknung der
Koagulate herstellbaren Proteinprodukte kdénnen somit unter Anlegung der flr
Sojaproteinprodukte verwendeten Kriterien als Proteinkonzentrate bezeichnet
werden.

Durch eine Waschung des Koagulats mit Frischwasser wurde der Proteingehalt um
weitere 7 %-Punkte angehoben und der im Koagulat verbleibende Masseanteil an N-
Substanzen gegentber dem ungewaschenen Koagulat um 1,5%-Punkte vermindert.

Die Verwendung von Calciumchlorid als Flockungsmittel wirkte sich hinsichtlich der
Féallung der N-Substanzen positiv aus. In Versuchen, in denen dem Extrakt bis zu
0,14 % Calciumchlorid zugesetzt worden war, wurde gegenuber dem Nullversuch
eine Steigerung des féllbaren Anteils um bis zu 6 %-Punkte festgestellt. Gleichzeitig
fiel jedoch der Proteingehalt in der Trockenmasse der Koagulate um bis zu 8 % ab.
Dies konnte im weiteren Verlauf der Arbeit darauf zurickgefihrt werden, dal3 mit
steigender Ca-lonenkonzentration gemeinsam mit dem Protein zunehmend Phytin-
saure gefallt wurde.

Im Falle der sauren Féallung ohne Erwarmung des Extrakts war der Anteil der fallba-
ren N-Substanzen weitestgehend davon unabhéngig, ob zur Einstellung des pH
Salzsaure, Schwefelsdure oder Phosphorséaure verwendet wurden. Das Maximum
stellte sich jeweils bei einem pH von ca. 3,4 ein. Bei diesem pH wurden ca. 60 % der
im Extrakt enthaltenen Trockenmasse an N-Substanzen gefallt und der Proteingehalt
in der Trockenmasse des Koagulats betrug 76 %. Diesbezlglich wurde somit ein
ahnliches Ergebnis wie bei der thermischen Fallung erhalten. Ahnliches traf auch
dann zu, wenn ein kombiniertes thermisch-saures Fallungsverfahren angewendet
wurde. Auch hier wurden maximal 60 % der im Extrakt enthaltenen Trockenmasse
an N-Substanzen geféllt. Ein wesentlicher Effekt des kombinierten Fallungsverfah-
rens bestand jedoch darin, dafd der fur die Fallung der N-Substanzen optimale pH-
Bereich mit zunehmender Erwarmungstemperatur in Richtung eines hdheren pH
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verschoben wurde. So wurde beispielsweise bei einer Erwarmungstemperatur von
60 °C das Fallungsmaximum bei pH 4,0 festgestellt. Diese Parameter entsprechen in
etwa denjenigen, die Ublicherweise bei der kommerziellen Herstellung von Sojapro-
teinisolaten zur Anwendung kommen.

Im Vergleich zu Sojaproteinisolaten (SPI) wiesen die Produkte aller angewendeten
Fallungsverfahren einen deutlich verminderten Proteingehalt auf . Wahrend erstere
Ublicherweise einen Proteingehalt von =90 % haben, betrug derjenige der Koagu-
lationsprodukte aus Markerbsen maximal um ca. 80 %. Dies war im wesentlichen auf
deren im Vergleich zu SPI erhéhten Kohlenhydrat- und Fettgehalt zurlckzufthren.
Der erhohte Fettgehalt kann damit erklart werden, dal3 zwischen dem TUB-Verfah-
ren und dem konventionellen Verfahren zur Herstellung von SPI ein entscheidender
Unterschied hinsichtlich des Fettgehalts des verarbeiteten Rohstoffs besteht. Bei der
Herstellung von SPI dienen als Rohstoff Sojamehle bzw. -flocken mit einem Fettge-
halt < 1%. Diese fallen bei der Gewinnung von Sojadl in grof3en Quantitdten als
Nebenprodukt an und stehen daher in praktisch beliebiger Menge als Rohstoffbasis
zur Verfigung. Im TUB-Verfahren wird dahingegen ein nicht entfetteter Rohstoff
verarbeitet, weil die Entfettung der Markerbsen aufgrund ihres vergleichsweise
kleinen Fettgehalts von ca. 2 % nicht wirtschaftlich ware. Das Fallen fihrte zu einer
starken Anreicherung des Fetts im Koagulat.

Eine potentielle Verfahrensalternative zur Fallung des Proteins bestand in dessen
Konzentrierung durch Ultrafiltration. Die Eignung eines UF-Verfahrens zur Herstel-
lung von Proteinprodukten aus Markerbsen wird insbesondere davon abhangen, ob
und bei welcher Filtrationsleistung das gewlnschte Filtrationsergebnis erzielt
werden kann. Es wurde daher der EinfluR der Filtrationsparameter auf den
Permeatflul? sowie die Rickhaltung der N-Substanzen untersucht. Hierzu wurden
Miniatur-Plattenmodule (Membranmaterial Polysulfon) eingesetzt.

Hinsichtlich des Einflusses der Membrantrenngrenze ergab sich erwartungsgemals,
dall mit steigender Trenngrenze der Permeatflul3 zu und die Ruckhaltung der N-
Substanzen abnahm. Unter Berlcksichtigung des funktionellen Zusammenhangs
zwischen der Membrantrenngrenze und diesen beiden Zielgré3en wurde festgestellt,
daR unter den Versuchsbedingungen, (Uberstromgeschwindigkeit 1,05 ms™,
Extrakttemperatur 25 °C, Transmembrandruck 1 bar, Volumenkonzentrierung = 5)
aus okonomischen Gesichtspunkten eine Trenngrenze von 50 kD optimal war. Bei
einer Standzeit von 3 h wurde unter Verwendung einer entsprechenden Membran
unter den oben genannten Filtrationsbedingungen ein mittlerer Permeatfluf3 von
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17,21 m2 h * eine 75 %-ige Rickhaltung der Trockenmasse an N-Substanzen
ermittelt.

Die Untersuchung des Einflusses des Transmembrandrucks sowie der Uberstrom-
geschwindigkeit auf das Filtrationsergebnis ergab, dal3 der Permeatflul?3 sowie die
Ruckhaltung der Membranen wesentlich durch die Bildung einer Deckschicht auf der
Membran determiniert wurde. Dies wurde unter anderem daraus abgeleitet, dal3 der
Permeatflul? mit der Uberstromgeschwindigkeit anstieg, wahrend er vom Transmem-
brandruck weitestgehend unabhangig war. Dartiber hinaus wurde die Hypothese
dadurch gestutzt, dal3 diejenigen Malinahmen, welche die Bildung bzw. das
Wachstum einer Deckschicht beglinstigen (Erh6hung des Transmembrandrucks,
Verminderung der Uberstromgeschwindigkeit) tendenziell zu einer Erhéhung der
Ruckhaltung der N-Substanzen fluhrte.

Beziglich des Einflusses der Extrakttemperatur auf das Filtrationsergebnis wurde
erwartungsgemar ein Anstieg des Permeatflusses mit der Temperatur festgestellit.

Der Einflu3 der Volumenkonzentrierung auf das Filtrationsergebnis wurde unter
Verwendung eines Hohlfasermoduls mit einer Trenngrenze von 50 kD und einem
Kapillarinnendurchmesser von 0,8 mm durchgefihrt. Dieses hatte gegentber den
Miniatur-Plattenmodulen den Vorteil, aufgrund seiner grol3eren Filterflache ein
ausreichend grol3es Extraktvolumen filtrieren zu kénnen, welches tUber den Verlauf
der Filtration die Entnahme ausreichender Probenmengen zur Charakterisierung des
Retentats zulie3. Der TS-Gehalt des Retentats sowie der Proteingehalt in dessen
Trockenmasse stiegen mit zunehmender Konzentrierung an. Der flr Proteinkonzen-
trate geforderte Proteingehalt von mindestens 70 % wurde ab einer Volumenkon-
zentrierung von 5 erreicht. Bei dieser Volumenkonzentrierung wurde der TS-Gehalt
des Retentats von 3,2 % auf 8,2 % angehoben und knapp 79 % der Trockenmasse
der N-Substanzen durch die Membran zuriickgehalten. Durch eine nochmalige
Halbierung des Retentatvolumens auf ein Zehntel des urspringlich eingesetzten
Extraktvolumens wurde der TS-Gehalt um weitere 5,2 % angehoben, gleichzeitig
ging jedoch der Anteil der zuriickgehaltenen Trockenmasse um 15 % und der
mittlere Permeatflu® um ca. 11 m2 h ** zuriick. Der Proteingehalt des entsprechend
hergestellten Proteinprodukts war mit 78 % denjenigen der mittels Koagulation
hergestellten Produkte vergleichbar. Dahingegen war der Fettgehalt mit 2,3 %
gegenuber den mittels Koagulation hergestellten Produkten um die Halfte vermin-
dert.



5 Zusammenfassung 105

Im Hinblick auf eine mdgliche Anwendung von Proteinprodukten aus Markerbsen im
Bereich der tierischen und menschlichen Ernahrung erweist es sich als nachteilig,
dal? Markerbsen verschiedene antinutritive bzw. antiphysiologische Substanzen
(ANS) enthalten, welche die ernahrungsphysiologische Wertigkeit der aus ihnen
herstellbaren Produkte limitieren konnen. Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher
untersucht, inwieweit diese Substanzen in die im TUB-Verfahren herstellbaren
Proteinprodukte gelangen bzw. deren Ubergang in die Proteinprodukte durch
geeignete verfahrenstechnische MaRnahmen beschrankt werden kann.

Beziglich der MalRhahmen zur Verminderung der ANS stand insbesondere die
Quellung der Markerbsen sowie die Fallung und Ultrafiltration in Losung gebrachter
Proteine im Vordergrund. Diese Verfahrensschritte sind sowohl Bestandteil des
TUB-Verfahrens wie auch anderer Verfahren. Sie stellen somit im Hinblick auf die
Zielsetzung der Verminderung der ANS keinen zusatzlichen verfahrenstechnischen
Aufwand dar. Bei den zu berticksichtigenden ANS handelte es sich um Phytinsaure,
Trypsininhibitoren und flatusférdernde Oligosaccharide (a-Galactoside). Lectine und
Tannine, denen in anderen Leguminosen ebenfalls eine bedeutende antinutritive
Wirkung zukommt, wurden hingegen nicht berticksichtigt. Der Grund hierfur bestand
darin, dal3 Erbsenhamagglutinine nur eine niedrige Toxizitdt besitzen und in
Vorversuchen gezeigt werden konnte, dal3 die untersuchten Markerbsensorten
Markana, Tristar und Sprinter einen nur sehr kleinen Tanningehalt aufweisen.
Ergadnzend zu den ANS wurde auch die in vitro Proteinverdaulichkeit der Produkte
untersucht.

Im Zusammenhang mit der Quellung konnte gezeigt werden, dal} durch geeignete
Wahl der Parameter der Gehalt an antinutritiven Substanzen in Markerbsen bereits
deutlich vermindert werden kann. In den diesbezlglich durchgefthrten Untersu-
chungen wurde die Quellzeit von 3 bis 11 h, sowie die Temperatur und der pH des
Quellwassers von 25 - 55 °C bzw. pH 4,5-5,9 variiert. In diesem Parameterbereich
wurde der Phytinsaure- und a-Galactosidgehalt im Quellgut gegentber den ent-
sprechenden Werten im Rohstoff um bis zu 25 bzw. 55 % und die Trypsininhibitor-
aktivitdt um bis zu 60 % reduziert. Die Verminderung des Phytinsaure- und a-
Galactosidgehalts konnte dabei im wesentlichen auf den Ubergang der Substanzen
ins Quellwasser und die Verminderung der Trypsininhibitoraktivitat auf die Inakti-
vierung der Inhibitoren zurtickgefthrt werden.

Dabei war der Effekt um so groRRer, je langer die Quellzeit und die Temperatur
gewahlt wurden. Der grof3te Einflul3 ging diesbezlglich jeweils von der Quelltempe-
ratur aus. Der Einflu3 des pH war in diesem Zusammenhang in Abhangigkeit von
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der jeweiligen antinutritiven Substanz uneinheitlich. Wahrend fir die Verminderung
des Trypsininhibitorgehalts ein hoher pH von Vorteil war, war es flr die Verminde-
rung des Phytinsduregehalts ein niedriger. FUr die Verminderung des a-Galactosid-
gehalts wurde keine Abhangigkeit vom pH festgestelit.

Trotz der zum Teil beachtlichen Effekte, die bezlglich der Verminderung des ANS
im Quellgut durch die angehobenen Quelltemperaturen erreicht wurden, war die
Anwendbarkeit entsprechender Verfahrensparameter im Hinblick auf den Erhalt der
nativen Eigenschaften des Erbsenproteins jedoch eingeschrankt. Dies ergibt sich
daraus, dal3 die Ldslichkeit des Erbsenproteins mit steigender Quelltemperatur
deutlich abnahm.

Im Zusammenhang mit der thermischen Féallung ohne pH-Absenkung konnte insbe-
sondere ein Einflu auf die TI-Aktivitdt des Proteinprodukts festgestellt werden.
Erwartungsgemal nahm diese mit zunehmender Erwarmungstemperatur und - zeit
ab. In dem Parameterbereich, der sich im ersten Abschnitt dieser Arbeit im Hinblick
auf die Koagulierbarkeit des Proteins als geeignet erwiesen hatte, wurde in der
Trockenmasse des Koagulats eine Restaktivitat von maximal 0,9 TIUIhg™ nachge-
wiesen. Entsprechend geringe Aktivitdten sind nach dem derzeitigen Stand der
Kenntnis aus ernahrungsphysiologischer Sicht nicht mehr signifikant.

Der Gehalt an a-Galactosiden konnte durch die thermische Fallung ebenfalls auf ein
zu vernachlassigendes Mald abgesenkt werden. Im Falle einer Waschung des
Koagulats mit Frischwasser betrug der Gehalt 0,2 %. Anders verhielt es sich
diesbeziglich hingegen mit dem Phytinsduregehalt. Es wurde festgestellt, dal3 sich
die Phytinsaure im Koagulat anreicherte. Die Anreicherung korrelierte dabei stark
mit der Ca-lonenkonzentration im Extrakt. Unter Verwendung von Leitungswasser
mit einer Harte von 18° d betrug der Phytinsduregehalt in der Trockenmasse des
Koagulats 4,4 %. Unter Verwendung von deionisiertem Wasser war er hingegen nur
halb so grol3.

Beziglich der sauren Fallung wurde festgestellt, dal3 sich fiur die Féallung der
Trypsininhibitoren eine &hnliche Abhangigkeit vom pH wie flir das Gesamtprotein
ergab. Die maximale Féallbarkeit der TI wurde wie beim Gesamtprotein bei einem pH
von 3,4 ermittelt. Bei diesem pH gelangten ca. 30 % der Inhibitoren in das Koagulat .
Das bei entsprechendem pH erhaltene Koagulat besal, bezogen auf seine
Trockenmasse, eine TI-Aktivitat von ca. 10 TIUThg™.
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Beziglich des Gehalts an a-Galactosiden wurden vergleichbare Ergebnisse wie bei
der thermischen Fallung erhalten.

Die Phytinsaure wurde &hnlich wie bei der thermischen Féllung im Koagulat ange-
reichert. Der Phytinsduregehalt in der Koagulattrockenmasse war dabei um so
grof3er, je niedriger der Fallungs-pH gewéahlt worden war. Dies wurde darauf zuriick-
gefuhrt, dal3 die Proteine mit abnehmendem pH einen zunehmenden Anteil an
positiven Ladungen besal’en und sich fir diese somit eine zunehmende elektro-
statische Anziehung zur unter den Versuchsbedingungen negativ geladenen
Phytinsdure ergab. Bei dem im Hinblick auf die Fallung des Proteins optimalen pH
von 3,4 wurde mit einem Phytinsaurege halt von 4,9 % das Maximum erreicht. Dieser
Wert war somit z.T. mehr als doppelt so gro3 wie der Phytinsduregehalt von
Referenzprodukten aus anderen Leguminosen.

Eine Moglichkeit zur Herstellung von Proteinprodukten mit einem im Vergleich dazu
verminderten Phytinsauregehalt bestand in der Anwendung eines kombinierten
thermisch-sauren Féallungsverfahrens. Dies ergab sich daraus, dal} mit diesem
bereits bei relativ hohem pH eine maximale Fallung des Proteins eintrat und beziig-
lich der Abhangigkeit des Phytinsauregehalts vom Fallungs-pH keine wesentlichen
Unterschiede zur sauren Fallung bei Raumtemperatur bestanden. Unter Bedingun-
gen, in denen eine dem Fallungsoptimum der sauren Fallung entsprechende
Féllbarkeit des Proteins bestand, wurden im Falle einer Anhebung der Temperatur
auf 60 bzw. 85 °C Phytinsauregehalte von 3,1 bzw. 2,3 % erhalten.

Da die Ultrafiltration die Mdglichkeit bietet, die Inhaltsstoffe von Lésungen nach ihrer
MolektlgréRe zu trennen, und die Molekilgro3e der Erbsenproteine z.T. deutlich
grofRer ist als die der ANS, war auch die Ultrafiltration potentiell dazu geeignet,
Proteinprodukte mit kleinem ANS-Gehalt herzustellen. In diesem Zusammenhang
wurde der EinfluR der Membrantrenngrenze auf die Ruckhaltung der ANS und deren
Gehalt im Produkt untersucht. Hierzu wurden Erbsenextrakte unter Verwendung von
Miniatur-Plattenmodulen mit Trenngrenzen zwischen 10 und 100 kD auf ein Funftel
ihres Ausgangsvolumens konzentriert. Um eine maximale Permeierung der Substan-
zen zu ermoglichen, wurde aufbauend auf den im ersten Abschnitt gewonnenen
Erkenntnissen bezlglich des Einflusses der Deckschicht auf die Ruckhalung der
Inhaltsstoffe die mit dem System maximal realisierbare Uberstromgeschwindigkeit
(1,05 mS™) und ein kleiner Transmembrandruck (1bar) gewahlt. Dabei wurde
festgestellt, dal? die Tl bis zu einer Trenngrenze von 50 kD im Retentat angereichert
wurden, da diese starker als die Gesamttrockenmasse durch die Membran zuriick-
gehalten wurden. Die Inhibitoraktivitat in der Trockenmasse des Retentats war dabei
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mit Werten von ca. 20 TIUIhg™ um ca. 80% gegeniiber der Aktivitat in der Trocken-
masse des Extrakts angehoben. Unter Verwendung einer Membran mit einer
Trenngrenze von 100 kD permeierten die Tl zu einem etwa gleichen Anteil wie die
Gesamttrockenmasse, so dald die TI-Aktivitat in der Retentattrockenmasse in etwa
derjenigen der Extrakttrockenmasse entsprach. Insgesamt wiesen die mittels Ultra-
filtration erhaltenen Produkte somit eine hohere TI-Aktivitat auf als die mittels
Fallung erhaltenen.

Die Phytinsdure wurde bis zu einer Trenngrenze von 10 kD ebenfalls relativ starker
zuruckgehalten als die Gesamttrockenmasse. Auch sie permeierte somit in deutlich
geringerem Mal3e, als aufgrund ihrer MolekullgrofRe zu erwarten war. Als Ursache
hierfir kann die bereits im Zusammenhang mit der Fallung diskutierte Bindung der
Phytinsdure an das Protein angenommen werden. Insgesamt war die Anreicherung
in der Trockenmasse des Retentats jedoch sehr gering, da die Rickhaltung der
Phytinsdure selbst unter Verwendung dieser kleinen Trenngrenze die Ruckhaltung
der Gesamttrockenmasse nur unwesentlich Ubertraf. Der Phytinsdauregehalt in der
Retentattrockenmasse betrug in diesem Falle 2,3 %. Entsprechend niedrige Phytin-
sauregehalte wurden unter Einsatz der Fallungsverfahren nur dann erhalten, wenn
der Fallungs-pH = 4,7 gewahlt wurde. Dies war im Hinblick auf die Erzielung einer
hohen Proteinfallbarkeit nur mit den thermisch-sauren Fallungsverfahren moéglich.

Die a-Galactoside permeierten durch die Membranen entsprechend ihres verhalt-
nismaiig kleinen Molekils relativ weitreichend, so dal} im Retentat die Trocken-
masse der a-Galactoside nur noch ein Viertel bis ein Drittel der im Ausgangsvolu-
men enthaltenen entsprach. Bezogen auf die Retentattrockenmasse betrug der a-
Galactosidgehalt zwischen 5,0 und 5,4 %. Er war damit deutlich gro3er als der fur
die Fallungsprodukte ermittelte.

Im dritten Teil der Arbeit wurden unterschiedliche im TUB-Verfahren herstellbare
Proteinprodukte im Hinblick auf ihre funktionellen Eigenschaften untersucht. Es
wurden insgesamt 5 Produkte untersucht, wovon drei mittels saurer bzw. thermisch-
saurer Fallung und eins mittels Membranfiltration hergestellt wurden. Bei dem flnf-
ten Produkt handelte es sich um die unter den ProzelRbedingungen des TUB-Ver-
fahrens unl6sliche Proteinfraktion.

Die Produkte wurden jeweils unter Bedingungen hergestellt, die sich in den ersten
beiden Abschnitten der Arbeit im Hinblick auf die Gewinnung des Proteins als
besonders geeignet erwiesen hatten. Entsprechend wurde die saure Fallung bei
einem pH von 3,4 und die thermisch-saure Fallung bei einer Temperatur von 60 °C
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und einem pH von 4,0 durchgefuihrt. Die Produkte werden nachfolgend als KPP-S
(koaguliertes Proteinprodukt der sauren Fallung) und KPP-Tg, (koaguliertes Protein-
produkt der thermischen Fallung bei 60 °C) bezeichnet. Ein weiteres Fallungspro-
dukt wurde in Anlehnung an ein Alternativverfahren zur Gewinnung von Starke und
Nebenprodukten aus Markerbsen hergestellt, welches eine Fallung des Proteins bei
einem pH von 4,35 und einer Temperatur von 80 °C (KPP-Tg) vorsieht. Das mittels
Membranfiltration hergestellte Proteinprodukt (MPP) wurde unter Anwendung einer
Membran mit einer Trenngrenze von 50 kD erhalten. Mit dem Ziel den Proteingehalt
des Produkts auf ein den Fallungsprodukten vergleichbares Niveau einzustellen,
wurde eine Volumenkonzentrierung von 10 gewahlt. Die unter den Prozel3bedingun-
gen des TUB-Verfahrens unlésliche Proteinfraktion (UPP) wurde im Technikums-
bzw. Labormaflistab mit einem verkirzten Verfahren hergestellt, wobei die fir die
Fraktionierung des Proteins wesentlichen Parameter des TUB-Verfahrens bertck-
sichtigt wurden. Mit dem Ziel, die Interpretierbarkeit der Versuchsergebnisse zu
erleichtern, wurden die Produkte vergleichend zu zwei kommerziellen Proteinisola-
ten aus Soja und Palerbsen untersucht. Fur das Schaumbildungsvermdgen wurde
neben dem kommerziell hergestellten Proteinisolat aus Palerbsen Eiklar als weiteres
Referenzprodukt herangezogen, da dieses bekanntermaflien besonders stark
ausgepragte Schaumbildungseigenschaften besitzt.

Es wurde festgestellt, dal’ die Proteinprodukte aus Markerbsen in Abhangigkeit von
dem Verfahren zu ihrer Herstellung sehr unterschiedliche Eigenschaften besalien.
Dies spiegelte sich bereits deutlich in deren unterschiedlicher Ldslichkeit wider. So
wurden fur das unter den ProzelRbedingungen des TUB-Verfahrens unlésliche
Proteinprodukt (UPP) und das mit Hilfe der Membranfiltration hergestellte Protein-
produkt (MPP) bei pH 7 Loéslichkeiten von rund 57 bzw. 97 % ermittelt. Die Loslich-
keit der mittels Fallung hergestellten Proteinprodukte variierte zwischen 7 und 49 %,
und nahm mit steigender Fallungstemperatur ab. Auch die in Abhangigkeit vom pH
aufgenommenen Ldslichkeitskurven waren fir die einzelnen Produkte sehr unter-
schiedlich. Aus dem Verlauf der Kurven konnte abgeleitet werden, dal3 im UPP und
MPP die nativen Eigenschaften des Proteins weitestgehend erhalten geblieben
waren und der Denaturierungsgrad bei der Fallung erwartungsgemald mit der
Fallungstemperatur zunahm.

Die hohe Ldslichkeit des MPP wirkte sich insbesondere positiv auf dessen Emul-
giereigenschaften aus. So war dessen Emulgieraktivitatsindex, der ein Mal3 fur die
von einem g Produkt belegbare Phasengrenzflache ist, bei pH 7 mit 27 m’@" ca.
doppelt so grof3 wie derjenige der anderen Produkte. Er war zudem auch deutlich
groRer als derjenige der kommerziellen Produkte. Dartber hinaus war das MPP das
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einzige der Produkte, dal3 in der Lage war, die gebildeten Emulsionen auch im pH-
Bereich zwischen 4 und 5, was in etwa dem isoelektrischen Punkt der Produkte
entspricht, GUber mehrere Tage zu stabilisieren. Im Falle der geféllten Produkte
wurden Emulgieraktivitatsindizes von 7 bis 14 m2g™ festgestellt. Der hochste Wert
wurde in diesem Zusammenhang fur das bei 60 °C gefallte und der niedrigste Wert
fr das bei 80 °C gefallte Produkt erhalten. Die Ergebnisse zeigen, dal3 eine partielle
Denaturierung des Markerbsenproteins im Hinblick auf die funktionellen Eigen-
schaften durchaus forderlich sein kann.

Die Untersuchung der Schaumbildungseigenschaften ergab, daf} die Proteinpro-
dukte aus Markerbsen z.T. eine &hnlich hohe Schaumbildungskapazitat hatten wie
das kommerzielle Proteinisolat aus Palerbsen. Die Stabilitat der aus den Markerb-
senprodukten hergestellten SchAume war jedoch gegeniber den aus den Referenz-
produkten hergestellten deutlich vermindert. Lediglich das mittels Membranfiltration
hergestellte wies diesbeziglich in Abhangigkeit vom pH zu den Referenzproteinen
vergleichbare Eigenschaften auf. Als mdglicher Grund fir die unzureichende Stabi-
litat der Schdume kann der hohe Fettgehalt der Produkte angenommen werden. Zur
Erzielung einer besseren Schaumbestandigkeit wird es daher ggf. erforderlich sein,
die Produkte zu entfetten. Hierbei ware allerdings zu prifen, inwieweit ein solch
aufwendiger zusatzlicher Verfahrensschritt aus 6konomischer Sicht vertretbar ist.

Die Wasserbindekapazitat der Produkte aus Markerbsen lag z. T. um mehr als 50 %
unterhalb der fur die kommerziellen Produkte ermittelten Werte. Im Fall der gefallten
Produkte sowie des UPP betrug sie zwischen 1,5 und 2,7 glg”. Dabei bestand offen-
sichtlich eine positive Korrelation zwischen der Wasserbindung und dem Denaturie-
rungsgrad der Produkte. Aufgrund der sehr hohen Ld&slichkeit des MPP war fir
dieses Proteinprodukt mit der gewéhlten Methode keine Wasserbindung festzustel-
len.

Beziglich der Fettbindekapazitat wurden fur das MPP und das UPP mit 132 bzw.
152 % ahnlich hohe Werte wie fur die Referenzprodukte ermittelt. Die mittels Fallung
hergestellten Produkte wiesen dagegen deutlich kleinere Fettbindekapazitaten von
70-88% auf.
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Tab. Al: Regressionsgleichung zur Beschreibung des Einflusses der

Quellparameter auf die Wasseraufnahme des Quellguts, den
Ubergang von Trockenmasse und Protein ins Quellwasser sowie
die Proteinl6slichkeit

Parameterl) NSI Ubergang TS Ubergang Wasseraufn.
Protein

Konstante 69,954 11,849 -1,997 186,284

Temp 2,303

pH 4,761 -3,122 -40,002

pH 2

Zeit -4,483 0,518 1,781

Zeit - Zeit -0,522

Zeit - Temp -0,169

Zeit - pH 0,793 -0,234 3,648

r_2 r_2 r_2 r_2

Prob>F Prob>F Prob>F Prob>F

gesamte Glg. 0,96 0,94 0,93 0,94
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Tab. A2: Regressionsgleichungen zur Beschreibung der Vermin-

derung antinutritiver Substanzen

Abh&ngigkeit von den Quellbedingungen

in Markerbsen in

Verminderung [%]
Parameter Phytin- Trypsin- Raffinose-
saure inhibitoren Oligosacch.
Konstante 16,587 49,460 2,146
Temp -3,784
Temp2 0,002 0,064
pH 2 -0,647
Zeit -1,414
Zeit - pH 0,366
r_2 r_2 r_2

Prob>F Prob>F Prob>F
gesamte Glg 0,82 0,94 0,92

<0,001 <0,001 <0,001
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Abb. Al: Einflu3 des pH der Koagulation auf die in vitro Proteinverdau-

lichkeit des Koagulats

Tab A4: Schaumbildungseigenschaften des UPP

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%] [%] [mi] [0.1 mm/s]
AY B
3,0 594 91 8,0 n.b n.b
4,0 368 95 10,5 <0,1 40
5,0 359 40 17,0 n.b n.b
6,0 351 60 14,0 n.b n.b
7,0 429 52 15,5 55 >300
8,0 463 79 13,5 n.b n.b

1

Masse des Penetrationskorpers: 25g
) Masse des Penetrationskorpers: 75g
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Tab A5: Schaumbildungseigenschaften des MPP

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%0] [%0] [mI] [0.1 mm/s]

AY B
3,0 411 90 0,5 =0,2 53
4,0 576 100 0,0 <0,1 5
5,0 559 100 4,0 <0,1 1
6,0 472 98 5,0 <0,1 10
7,0 377 82 11,3 1 42
8,0 359 76 11,8 2 100

1
2)

Masse des Penetrationskorpers: 25g
Masse des Penetrationskorpers: 75g

Tab A6: Schaumbildungseigenschaften des KPP-S

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%0] [%0] [mI] [0.1 mm/s]
AY B
3,0 437 29 20,0 78 >300
4,0 455 66 18,5 240 >300
5,0 446 63 13,0 38 >300
6,0 385 45 15,0 39 >300
7,0 351 51 14,5 60 >300
8,0 325 55 14,0 140 >300

1

Masse des Penetrationskorpers: 25g
2 Masse des Penetrationskorpers: 75g
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Tab A7: Schaumbildungseigenschaften des KPP-Tg

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%] [%] [mi] [0.1 mm/s]

AY B
3,0 472 30 17,5 25 n.b.
4,0 472 23 18,8 n.b. n.b.
5,0 432 53 13,1 43 n.b.
6,0 403 59 11,8 26 240
7,0 385 68 11,5 23 170
8,0 385 68 11,0 100 n.b.

Y Masse des Penetrationskorpers: 25g

) Masse des Penetrationskorpers: 75g

Tab A8: Schaumbildungseigenschaften des KPP-Tg

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%] [%] [mi] [0.1 mm/s]
AY B
3,0 403 44 14,0 61 n.b.
4,0 429 29 15,0 60 n.b.
5,0 342 61 14,0 167 n.b.
6,0 212 84 14,5 >300 n.b.
7,0 212 84 15,0 >300 n.b.
8,0 212 84 14,5 >300 n.b.

1

N Masse des Penetrationskorpers: 25g

Masse des Penetrationskorpers: 75g
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Tab A9: Schaumbildungseigenschaften des EPI

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%0] [%0] [mI] [0.1 mm/s]

AY B
3,0 316 98 4,8 2 39
4,0 507 100 4,5 <0,1 1
5,0 559 100 3,0 <0,1 1
6,0 385 100 5,5 =0,2 6
7,0 351 100 5,5 1 30
8,0 316 100 5,5 3 43

1

Masse des Penetrationskorpers: 25g

) Masse des Penetrationskorpers: 75g

Tab A10: Schaumbildungseigenschaften des Eiklars®

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%0] [%0] [mI] [0.1 mm/s]

AY B
3,0 975 92 7,3 <0,1 <0,1
4,0 1010 68 8,0 <0,1 <0,1
5,0 776 99 3,0 <0,1 <0,1
6,0 620 100 1,8 <0,1 <0,1
7,0 472 100 5,5 <0,1 =0,1
8,0 368 100 5,3 <0,1 =0,2

Masse des Penetrationskorpers: 25g
Masse des Penetrationskorpers: 75g

Aus Grinden der Vergleichbarkeit mit destilliertem Wasser auf einen TS

von ca. 7% eingestellt
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Tab All: Schaumbildungseigenschaften des SPI

pH SBK SS Drainage Penetrations-
geschwindigkeit
[%] [%] [mi] [0.1 mm/s]

AY B?
3,0 160 100 11,8 >300 >300
4,0 169 95 11,5 40 >300
5.0 164 92 10,0 11 >300
6,0 151 100 9,0 90 >300
7.0 125 100 16,0 >300 >300
8.0 125 100 n.b >300 >300

1
2)

Masse des Penetrationskorpers: 25g
Masse des Penetrationskorpers: 75g
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