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1 Einleitung und Zielstellung

Nach den Ergebnissen der zweiten Nationalen Verzehrsstudie sind in Deutschland be-
reits 66 % der Méanner und 51% der Frauen iibergewichtig (BMI >25) oder adipos
(BMI>30) [BMELV, 2008]. Bei Mannern iiber 30 Jahren und Frauen iiber 50 Jahren
sind weniger als 50 % der Personen normalgewichtig [DGE, 2012]. Die Tatsache, dass
Ubergewicht einen Risikofaktor fiir die typischen Zivilisationskrankheiten wie u. a. Dia-
betes, Bluthochdruck und Arteriosklerose darstellt, ist zwar weitgehend bekannt, den-
noch ist die Tendenz vermehrter Fettleibigkeit, vor allem durch einen zu hohen Fett-
verzehr, in der Bevolkerung steigend [DGE, 2012].

Neben einer Vielzahl anderer Faktoren ist die Umstellung der Ernahrung auf we-
niger fettreiche Kost ein wichtiger Punkt in der Bekdmpfung von Ubergewicht. Zu
diesem Zweck wurden fettfreie und fettreduzierte Lebensmittel von den Nahrungsmit-
telherstellern schon langer als Marktliicke erkannt. Bisher auf dem Markt befindliche
,Light-Lebensmittel“ mit Fettaustausch- bzw. Fettersatzstoffen weisen jedoch héufig
sensorische Méngel, wie ein fehlendes cremiges Mundgefiithl oder eine wenig anspre-
chende Textur, auf. Auch die schlechte Aromabindung fiithrt dazu, dass die Akzeptanz
dieser Produkte beim Verbraucher eher gering ist.

Aus diesem Grund wurde in dem durch das BMWi geforderte Projekt ,,Pflanzliche
Fettaustauschstoffe aus sphérischen Proteinmizellen“ zwischen Juli 2008 und Dezember
2011 gemeinsam mit dem Kooperationspartner Fraunhofer IVV Freising ein neuartiger
Fettaustauschstoff auf Basis von Lupinenprotein entwickelt. Im Gegensatz zu ande-
ren marktgingigen Produkten besitzt dieses Proteinisolat eine fettahnliche cremige
Textur, ein glattes Mundgefiihl und ist zur Aromabindung in der Lage. Zudem wur-
de es in vielen Lebensmittelapplikationen erfolgreich getestet (z. B. Rohwurst, Briih-
wurst, Schmelzkése, Desserts, Stiwaren, Feinkost) [Suimann et al., 2012]. Wie aus dem
Projekttitel hervorgeht, ist das Protein in der Lage in hydratisierter Form micellare,
d. h. globulare Strukturen mit hydrophober Oberfliche auszubilden, die auf der Zun-
ge das Gefiihl von Fettkiigelchen erzeugen [Sufimann et al., 2012]. Gegentiber anderen
Fettaustausch- und Fettersatzstoffen besitzt das Proteinisolat somit deutliche senso-
rische Vorteile. Weiterhin handelt es sich um ein natiirliches Pflanzenprotein, das im
Korper metabolisierbar ist und somit einen, im Gegensatz zum Fett (9kcal/g) gerin-
geren energetischen Beitrag zum Lebensmittel leistet (4 kcal/g). Demnach setzt durch
den Verzehr eines lupinenproteinhaltigen, fettreduzierten Lebensmittels trotzdem ein
Sattigungsgefiihl ein. Die Kalorienaufnahme ist jedoch im Vergleich zum vollfetten Pro-
dukt stark verringert. Zusétzlich verhindert die erh6hte Zufuhr von Proteinen wahrend
einer Didt den Abbau der fettfreien Muskelmasse [Layman, 2009].

Neben der ansprechenden Sensorik war ein weiteres Ziel in der Entwicklung dieses
neuen Fettaustauschstoffes die mikrobiologische Stabilitat des Proteinisolats. Da es
sich hierbei um ein fiir Proteine typisches leichtverderbliches Produkt handelt und der
Rohstoff fiir die Herstellung dieses Proteins, das Lupinensaatgut, anbau- und erntebe-
dingt v.a. mit sporenbildenden Bakterien (z. T. Bacillus cereus) belastet ist, war die



Kapitel 1. Einleitung und Zielstellung

Notwendigkeit einer mikrobiellen Stabilisierung des Produktes besonders hoch. Bei dem
Verfahren der Extraktion des micellaren Lupinenproteins handelt es sich um einen sehr
schonenden Prozess. Deshalb kann eine Abwesenheit von Sporen, selbst bei zwischen-
geschaltetem Pasteurisierungsschritt, nicht angenommen werden. Folglich konnen spo-
renbildende Bakterien unter fiir sie glinstigen Konditionen Lebensmittelverderb oder
gegebenenfalls lebensmittelassoziierte Erkrankungen auslosen.

Zum mikrobiologischen Status von Proteinisolaten aus Pflanzen, speziell aus Legumi-
nosen, gibt es bisher nur wenig Literatur. Eine Studie von D’Agostina et al. [2006] be-
wertete isoelektrisch und durch Ultrafiltration hergestellte Lupinenproteinisolate. Die
Autoren ermittelten Gesamtkeimzahlen von 10%-10° KbE/g, und schlussfolgerten die
Notwendigkeit eines addquaten Pasteurisierungsschrittes fiir hoch belastete Proteini-
solate sowie eine mikrobiologisch sichere Prozessfiihrung. Eine Gesamtkeimzahl von
10* KbE /g wurde als Richtwert fiir kommerziell erhéltliche Pflanzenproteine festgelegt.
Da die ermittelten Keimzahlen jedoch iiberwiegend durch sporenbildende Bakterien
verursacht wurden, ist diese Aussage als kritisch zu betrachten.

Die vorliegende Arbeit soll Mafinahmen zur Entkeimung von Proteinisolaten naher
beleuchten. Es wurden dafiir prozessbegleitende (Pasteurisierung, UHT-Erhitzung) so-
wie dem Prozess vorangestellte Methoden (Saatgutentkeimung) ausgewdhlt. Da all
diese Verfahren mehr oder weniger starke Erhitzungsschritte beinhalten, wird eine
Modifikation der Proteine in verschiedenen Bereichen erwartet. Die in dieser Arbeit
evaluierten Verfahren betreffen den Einfluss auf die mikrobiologische Belastung, die
Ausbeute an Proteinisolat, erndhrungsphysiologische, sensorische sowie technofunktio-
nelle Eigenschaften der Proteine. Aufgrund des Fehlens standardisierter Methoden zur
Beurteilung der Technofunktionalitdt eines Proteins erganzen Analysen zur Protein-
charakterisierung (Lichtmikroskopie, DSC, SDS-PAGE) die Arbeit.

Folglich wurde im ersten Teil dieser Arbeit ein dreistufiges Gesamtkonzept zur mikro-
biologisch sicheren Herstellung des Proteinisolats entwickelt. Dieses besteht aus einer
Saatgutentkeimung (ganze Saat, geschélte Saat, verschieden entdlte Flocken) am Pro-
zessbeginn, einer Pasteurisierung des Isolats wahrend des Prozesses und einer Spriih-
trocknung am Prozessende. Die vorliegende Arbeit befasst sich im ersten Abschnitt mit
der Evaluierung geeigneter physikalischer Methoden der Saatgutentkeimung (trockene
Erhitzung, UVC-Bestrahlung, Autoklavieren) sowie der Ermittlung zweckméafiger pro-
zessbegleitender Erhitzungsregime (Pasteurisierung, UHT-Erhitzung).

Es wird vermutet, dass die Saatgutentkeimung den wahrscheinlich grofiten Einfluss
auf die Qualitdt des Proteinisolats ausiibt. Infolgedessen befasst sich der zweite Teil der
Arbeit mit den Auswirkungen ausgewahlter Entkeimungsmethoden auf die technofunk-
tionellen, sensorischen sowie ernahrungsphysiologischen Eigenschaften des Lupinenpro-
teinisolats. Diese FEigenschaften sind fiir die Entwicklung verschiedener lupinenprotein-
haltiger Lebensmittel essentiell [Lucas et al., 2015] und werden durch die Prozessierung
des zur Proteinisolation vorliegenden Rohstoffes mafigeblich beeinflusst [Morr & Ha,
1993]. Die sensorische Qualitdt wurde dabei anhand von spektralphotometrischen Farb-
messungen der Proteinisolate und Lupinenflocken vor und nach der Entkeimung der
Flocken ermittelt. Weiterhin wurden die Proteinisolate durch ein Sensorikpanel verkos-
tet und in Bezug auf Cremigkeit, Rostaromen und Beliebtheit beurteilt. Zur Erfassung
ausgewahlter erndhrungsphysiologischer Aspekte wurde die in-vitro-Verdaubarkeit der
Proteinisolate untersucht, um eine eventuelle Verschlechterung dieser durch die Ent-
keimungsmethoden festzustellen. Des Weiteren wurde der Gehalt an Polyphenolen in
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den Flocken und Proteinisolaten vor und nach der Entkeimung analysiert. Phenolische
Verbindungen gelten als natiirliche Antioxidantien mit gesundheitsférdernder Wirkung
und wurden in Lupinensamen nachgewiesen [Czubinski et al., 2014]. Durch die Saat-
gutbehandlung konnten aufgrund der hohen Temperaturen (110-140 °C) Braunungsre-
aktionen nicht ausgeschlossen werden. Um mogliche Ursachen und Auswirkungen zu
klaren, wurden ausgewéahlte Maillard-Produkte bestimmt. Lichtmikroskopische Auf-
nahmen sollten mogliche Anderungen der micellaren Struktur aufzeigen. Weitere Aus-
sagen zum Einfluss der Entkeimungen auf die Proteinstruktur, beispielsweise durch
Denaturierung, wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und DSC-Analyse untermauert.
Um letztendlich die generellen Einsatzmoglichkeiten des Proteinisolats in verschiedenen
Lebensmittelgruppen einzuschétzen, wurde die Arbeit um die Analyse der wichtigsten
technofunktionellen Eigenschaften erganzt. Hierfiir wurde pH-Wert-abhangig die Pro-
teinloslichkeit ermittelt, wodurch sich das Verhalten in neutralen, sauren und basischen
Lebensmitteln voraussagen lisst. Das Wasser- und Olbindevermégen ist beispielsweise
bei der Wurstherstellung von Bedeutung, ebenso das Gelbildungsvermogen, welches
durch die Erhitzung der Proteinlésungen ermittelt werden sollte. Fiir emulsionsbasier-
te Lebensmittel (bspw. Mayonnaise, Saucen etc.) sind die Emulgiereigenschaften von
besonderer Relevanz. Emulsionsaktivitiats- und -stabilitdtsindex wurden hierbei mit-
tels Tritbungsmessung photometrisch bestimmt. Fiir aufgeschlagene Lebensmittel und
Schaume spielen die Schaumkapazitat und -stabilitiat eine grofie Rolle. Diese wurden
durch volumetrische Messung nach der Verschiaumung der Proteinisolate berechnet.
Mit Hilfe der Oberflichenhydrophobitét, welche durch Fluoreszenz-Messung ermittelt
wurde, konnten Aussagen zur Interaktion mit anderen Lebensmittelbestandteilen ge-
troffen und Korrelationen zu verschiedenen technofunktionellen Eigenschaften gepriift
werden.




2 Stand des Wissens

2.1 Die Lupine

2.1.1 Anbau und Verbreitung

Die Gattung der Lupine (Lupinus), von der mehrere hundert Varietdten bekannt
sind, zéhlt zur Ordnung der Schmetterlingsbliitenartigen (Fabales) und darin zur Fa-
milie der Hilsenfriichtler (Fabaceae oder Leguminosae). Laut einem Bericht der G.F.L.
[2007] zahlte Deutschland bis 2006 innerhalb der EU als groBtes Anbauland fiir Lupi-
nen, weltweit ist Australien auf Platz 1, im Jahre 2014, gefolgt von Polen, Russland
und Deutschland auf den Platzen 2 bis 4 [FAO, 29.03.2016]. Seit 1997 wird in Deutsch-
land fast ausschlieBlich die Blaue Siillupine Lupinus angustifolius L. (Alkaloidgehalt
<0,05%), auch Schmalblittrige Lupine genannt, angebaut, welche somit die Gelbe
(Lupinus luteus L.) und WeiBe (Lupinus albus L.) Lupine verdrangt hat.

Neben ihrem Einsatz in der Tier- und Humanerndhrung ist der Lupinenanbau un-
ter der Absicht der Bodenverbesserung (Bodenauflockerung, Phosphatmobilisierung,
Stickstofffixierung) ein wichtiger Faktor. Die Blauen Siifllupinen gedeihen am besten
auf sandig-lehmigen, kalkarmen Boden mit niedrigem pH-Wert (< 6,8) und sind, auch
aufgrund ihrer Frostvertridglichkeit bis -8 °C und der im Vergleich zu Gelben und Wei-
Ben Lupinen kiirzesten Vegetationsperiode, fiir alle Klimalagen Deutschlands geeignet.
Hauptanbaufldchen in Deutschland sind jedoch Mecklenburg-Vorpommern, Branden-
burg und Sachsen-Anhalt. [G.F.L., 2007]
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Als einheimische européische Pflanze stellt die Lupine eine bedeutende Alternative
zur Sojabohne dar, die in Europa zu 70 % zur Deckung des Bedarfs an pflanzlichen
Proteinen importiert werden muss [Lucas et al., 2015].

2.1.2 Einsatz von Lupinenprodukten und -proteinen in der
Humanernahrung

Seit 2000 Jahren werden Lupinen im Mittelmeerraum (v.a. Studitalien, Spanien, Nord-
afrika), abhéngig von lokalen Verzehrsgewohnheiten, als Snack (eingelegte gequollene,
gesalzene Lupinensamen) konsumiert, wihrend die Lupine in Zentral- und Nordeuropa,
Nordamerika und Australien zu Erndhrungszwecken weitgehend unbekannt ist [G.F.L.,
2007; Duranti et al., 2008]. Dennoch gibt es eine grofie Anzahl an Lupinen-Produkten,
-Rohstoffen und -Proteinerzeugnissen, die derzeit auf dem Markt zur menschlichen Er-
ndhrung zu finden sind, vor allem aufgrund der guten technofunktionellen Eigenschaf-
ten der Lupinenproteine und deren Ahnlichkeit zu Sojaproteinen, die sie als potenziellen
Sojaersatz erscheinen lassen [Doxastakis, 2000].

In der EU wird Lupinenmehl als Nahrungsmittelzutat seit den 90er Jahren ver-
wendet [Jappe & Vieths, 2008]. Folglich stellen Lupinen und deren Inhaltsstoffe kein
Novel Food im Sinne der EU-Verordnung 258/97 (Novel Food Verordnung) dar [G.F.L.,
2007]. Lucas et al. [2015] sehen einen Einsatz von lupinenbasierten Lebensmitteln vor-
erst im Fleisch-Ersatz-Segment (Fleischalternativen, vegetarische Aufstriche, Desserts,
Eis, pflanzliche Getrénke), weiterhin in glutenfreien (z. B. Frithstiickscerealien) und ei-
weifireichen Produkten wie Backwaren, Pasta, Snacks, Getrianken und Brot. Tabelle
2.1 fasst eine Auswahl verschiedener Produkte aus Lupine zusammen.

Laut Aussagen der G.F.L. [2007] sind Weile Lupinen aufgrund ihres neutraleren
Geschmacks anderen Lupinensorten zur Herstellung von Lebensmitteln vorzuziehen. Da
die Versorgung mit dem Rohstoff jedoch unsicherer ist, findet meist die Blaue Lupine
Verwendung. Lupinen sind derzeit nicht gentechnisch verandert, was einen deutlichen
Vorteil gegeniiber Soja, v.a. beziiglich der Verbraucherakzeptanz, darstellt.

2.1.3 Inhaltsstoffe und deren Verteilung

Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung der Hauptinhaltsstoffe in verschie-
denen Lupinen und Lupinenflocken im Vergleich zu anderen Leguminosen. Legumi-
nosen lassen sich generell in 6l- und starkehaltige Saaten unterteilen [Gueguen, 1983;
Doxastakis, 2000], wobei Lupinen und Soja zur ersten Gruppe zahlen. Die Kichererbse
bildet eine Ausnahme, da sie sowohl einen hohen Fett- als auch einen hohen Stérkege-
halt aufweist.

Leguminosen enthalten antinutritive Inhaltsstoffe wie Protease-Inhibitoren, Lektine,
Flatulenzfaktoren, Polyphenole und Phytate. Das Vorhandensein von Lektinen und
der Trypsin-Inhibitor-Gehalt einiger Leguminosen fithren zur schlechteren Verdaubar-
keit dieser [Duranti & Gius, 1997; Carbonaro et al., 2000]. Diesem Problem kann jedoch
durch eine Warmebehandlung entgegengewirkt werden [Gueguen, 1983; Duranti & Gi-
us, 1997; Carbonaro et al., 2000; Rehman & Shah, 2005].




Tabelle 2.1: Auswahl an Lupinenrohstoffen, -produkten und -proteinerzeugnissen fiir die menschliche Erndhrung

Produkt Beschreibung Einsatzbereiche Hersteller

LUPISAN Lupinenmehl Backwaren, Fettfiillungen, Aufstriche, Stifiwaren Soja Austria ( soja.at)
LUPIGRAN Lupinengranulat Backwaren, Miisliriegel, Fertigmehle ) WwWw.soja.
FRALU-NT-A enzymaktives Mehl

FRALU-BITS/GRITS
FRALU-T
FRALU-T-NF
FRALU-HULLS
FRALU-CON

PEPILUP
FARILUP
PROTILUP
FLOCOLUP

Café Pino

gefiillte Lupinenballchen
Lupinenschnitzel
Lupinenrolle
Lupinen-Spiefie
Lupinen-Crossies

Lupinenwiirstchen
Lupinengyros
Lupinengeschnetzeltes
Lupinenschnitzel
Lupinenburger
Lupinen-Tempeh
Lupinen-Brotaufstich
Lupinen-Sauce Bolognese

Lupinenproteinkonzentrat

gerostetes Granulat
gerostetes Mehl
gerostetes Mehl mit Faser
gemahlene Schalen
Proteinkonzentrat

Lupinengrief3
Lupinenmehl
Proteinpulver

Lupinenflocken

Lupinenkaffee

vegetarische Fertiggerichte

vegane Fertiggerichte

Sportlernahrung

Brot, Backwaren

Brot, Cerealien

Brot, Backwaren, Eiersatz, Texturverbesserung
glutenfreie Pasta, Backwaren, Fleischprodukte
Cerealien, Gebéack, Miisliriegel, Fleisch

Frank Food Products
(www.frankfoodproducts.com)

TERRENA LUP’INGREDIENTS
(www.lupin.fr)

Bioland

Multikost (www.multikost.de)

Purvegan GmbH (www.purvegan.de)

VEGJi - plant based nutrition
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Produkt

Beschreibung Einsatzbereiche

Hersteller

Lupinenproteinextrakt
Lupinenfaser

Lupinenproteinisolat
Lupinenfaser
Lupinenol
Lupinenschalen

Lupinen-Aufstriche
Lupinen-Desserts
Lupinen-Salatmayonnaise
Lupinen-Drinks
Lupinen-Joghurt-Alternative
Lupinen-Nudeln

Fleisch- und Wurstwaren, Backwaren, Eiersatz, Milchersatz
zur Emulsionsstabilisierung und Wasserbindung, Ballaststoffanreicherung

Milch-/Fleisch- /Eiersatz, Backwaren, Feinkost, Teigwaren
Ballaststoffanreicherung und Fettersatz in Wurst- und Fleischwaren
Back-/Teig-/Wurstwaren, Fleischprodukte

Verbesserung der Frischhaltung von Backwaren

Lupino AG Deutschland
(www.lupino-ag-deutschland.com)

Prolupin GmbH (www.prolupin.de)

Prolupin GmbH
(www.madewithluve.de)

SUASSIA\ SOp puels g eidey|
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In Lupinensamen konnten nur geringe Mengen harnsaurebildender Purine, Phytin-
saure, Phenole und Tannine (ca. 0,1 % in Stlupinen [Rahma & Rao, 1984]) sowie keine
Protease-Inhibitoren, Hamagglutinine bzw. Lektine und Pyrimidinbasen nachgewiesen
werden [Hudson, 1979; Sathe et al., 1982; Gueguen, 1983; BFR, 2005; G.F.L., 2007;
Duranti et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008]|, wobei letztere beim Verzehr von z.B.
Ackerbohnen Favismus auslosen koénnen. Demnach zdhlt die Lupine zu den Legumi-
nosen mit dem geringsten Gehalt an antinutritiven Inhaltsstoffen [Lampart-Szczapa
et al., 2003]. Zusétzlich werden diese Substanzen wihrend der Herstellung verschiede-
ner Proteinisolate fast vollstandig entfernt [Arntfield et al., 1985; Rodriguez-Ambriz
et al., 2005].

Tabelle 2.2: Nihrstoffzusammensetzung von Lupinensamen im Vergleich zu anderen Legu-
minosen, nach Kylen & McCready [1975]; Gefrom et al. [2013]; Muranyi et al. [2013]; Béhr
et al. [2014]; Beyer et al. [2015]; Pelgrom et al. [2015]

Rohstoff ‘Wasser Protein Fett Ballaststoffe Asche
[%] [% TM] [% TM] [% TM] [% TM]
Sojabohne®:" 8,4 38,2 20,1 5,14 4,6
Linse®? 9,6 26,1 1,6 4,64 2,6
Mungbohne®? 10,1 22,9 1,4 4,94 3,4
Ackerbohne P 10,7 31,0 1.8 8,5 3,6
Erbse P 10,3 23,4 1,8 7.7 3,5
Lupine (L. angustifolius) ® 9,5-11,0 31,1-40,6 6,3-7,3 49,2-55,0 2,6-3,7
Lupine (L. angustifolius) © 9,1-33,0 38,8-43,5 8,0-9,8 38,4-39,1 3,7-4,2
Lupine (L. albus) © 10,0 49,1 12,7 30,5 4,7
Lupine (L. luteus) © 10,8 55,3 8,2 21,0 51
Sojabohne ¢ 8,3 49,2 4,3 6,6

@ bezogen auf Frischgewicht
b ganze Saat

¢ Flocken, vollfett

d Rohfaser

Die Gehalte an Saponinen (1,1-1,7 %), Blahungen auslésenden Oligosacchariden (ca.
4-6 %) sowie die Zusammensetzung des Lupinenoéls entsprechen denen der Sojabohne
[Hudson, 1979; Gueguen, 1983; Jappe & Vieths, 2008; Beyer et al., 2015]. An Oligo-
sacchariden tiberwiegt Stachyose, gefolgt von Raffinose und Verbascose [Gefrom et al.,
2013]. Der Starkegehalt von ca. 1,5% der TM ist im Vergleich zu anderen Legumi-
nosen sehr gering (z. B. Erbse: 48 %) [Gefrom et al., 2013; Pelgrom et al., 2015]. Mit
weiteren 1,5-3,5% Saccharose ist der Anteil verdaulicher Kohlenhydrate in Lupinen
allgemein als gering einzustufen [BFR, 2005]. Die Extraktion des Proteins mit Was-
ser oder Alkohol 16st die Raffinose-Oligosaccharide aus den Samen, sodass diese in so
hergestellten Proteinisolaten und -konzentraten nicht mehr bzw. in nur sehr geringen
Mengen vorhanden sind [Hudson, 1979; Gueguen, 1983].

Lupinen enthalten von Natur bis zu 2 % Bitterstoffe, sog. Chinolizidinalkaloide (z. B.
Lupanin, Spartein), welche den Verzehr durch den Menschen beeintréchtigen [Duran-
ti & Gius, 1997]. Erst mit der Ziichtung der Stuflupinen um 1930 [Sengbusch, 1931]
wurden diese fiir die Humanerndhrung interessant. SiifSlupinen enthalten weniger als




Kapitel 2. Stand des Wissens 2.1. Die Lupine

0,05 % Alkaloide, einige Sorten sogar unter 0,02 % [Hudson, 1979; Wasche et al., 2001].
Ein Alkaloidgehalt von 0,02 % sollte zum Einsatz fiir die menschliche Erndhrung nicht
tiberschritten werden [G.F.L., 2007]. Aufgrund der Wasserloslichkeit der Alkaloide sind
diese jedoch in wéssrig extrahierten Proteinisolaten nicht zu erwarten [El-Adawy et al.,
2001; Rodriguez-Ambriz et al., 2005].

Als phenolische Verbindungen in Lupinensamen wurden Flavone (Apigenin-Glykosi-
de [Czubinski et al., 2014]), Phenolsdauren (Gallus-, Protocatechu-, p -Hydroxybenzoe-,
Kaffee-, p -Cumar-, Vanillin-, Ferula-, Chlorogensaure [Siger et al., 2012; Lampart-
Szczapa et al., 2003]), Isoflavone (Genistein-Derivate) und Tannine [Khan et al., 2015]
beschrieben. Polyphenole kommen, im Gegensatz zu den freien Phenolsduren, haupt-
sachlich in den Kotyledonen der Hiilsenfriichte vor [Lampart-Szczapa et al., 2003],
wobei sie an die Proteine, v.a. an Lysin und Methionin der nativen 7S- und 11S-
Globuline, gebunden sind [Duranti & Gius, 1997; Carbonaro et al., 2000]. Phenolische
Verbindungen beeinflussen die sensorischen Eigenschaften und werden fiir die anti-
oxidative Wirkung verschiedener Pflanzen verantwortlich gemacht. Die antioxidative
Aktivitdt von Lupinensamen wird wahrscheinlich nicht ausschliellich durch phenoli-
sche Verbindungen bestimmt [Khan et al., 2015]. Fir die Phenole der Samenschale
wurden antibakterielle Eigenschaften nachgewiesen [Lampart-Szczapa et al., 2003].

Lupinendl besitzt eine ausgewogene Fettsaurezusammensetzung und enthéalt bioakti-
ve Lipide (Kalogeropoulos et al., 2010). Es besteht zu 78 % aus ungeséttigten Fettsau-
ren, davon sind etwa 25 % mehrfach ungesattigt [Doxastakis, 2000]. 8-9 % der Fettsiu-
ren sind a-Linolensédure [Hudson, 1979], der metabolische Vorlaufer der langkettigen
mehrfach ungesattigten w-3-Fettsduren. In der Lipid-Fraktion von L. termis wurden
ca. 1,2% Phytosterole (v.a. B-Sitosterol, gefolgt von Campesterol und Stigmasterol)
nachgewiesen [Khan et al., 2015]. Weiterhin besitzen Lupinen einen hohen Gehalt an
Tocopherolen, v. a. y-Tocopherol (ca. 20 mg/100 g im Samen von L. albus) [Khan et al.,
2015} und 0,02-0,14 mg/100 g B-Carotin [Hudson, 1979].

Lupinensamen enthalten bis zu 44 % Proteine und etwa 40 % Ballaststoffe [Lu-
cas et al., 2015], wobei der Proteingehalt standortbedingten Schwankungen unterliegt
[G.F.L., 2007]. Als limitierende Aminosauren gelten Methionin und Cystein [Hudson,
1979], gefolgt von Valin und Tryptophan (<1%) bzw. Threonin in Proteinisolaten
[El-Adawy et al., 2001]. Der Gehalt an ausgewéhlten limitierenden Aminoséauren (v. a.
Lysin, Tryptophan, Methionin) ist jedoch héher als in Bohnen oder Erbsen, was zu
einer hoheren ernahrungsphysiologischen Wertigkeit der Lupinensamen gegentiber die-
sen Leguminosen fiihrt [D’Agostina et al., 2006; Jappe & Vieths, 2008]. Lediglich Soja
tibertrifft die Menge dieser Aminoséauren [Jappe & Vieths, 2008]. Der im Vergleich zu
Weizen erhohte Lysingehalt wird als vorteilhaft fiir eine Kombination von Lupinen-
und Weizenmehl bei Backwaren erachtet [El-Adawy et al., 2001; Villarino et al., 2015],
da Getreide reich an schwefelhaltigen Aminosauren, jedoch arm an Lysin ist.

Allgemein ist Lupinenprotein reich an Arginin, Glutamin/Glutaminsaure und Aspa-
ragin/Asparaginsaure, enthilt jedoch nur geringe Mengen der schwefelhaltigen Amino-
sauren Cystein und Methionin (jeweils < 1% in Lupinenflocken und -proteinisolaten)
[El-Adawy et al., 2001; Muranyi et al., 2016].

Im Vergleich zu Soja- und Erbsenprotein ist der Anteil saurer Aminosduren im
Lupinenprotein deutlich erhéht, wobei das Verhéltnis von sauren (Asparagin- und
Glutaminsiure) zu basischen (Arginin, Histidin, Lysin) fiir Lupinus albus 2,4 betrégt
[Benjamin et al., 2014]. Der Gehalt polarer Aminosauren betragt 15,1 % und ist mit dem
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von Soja- und Erbsenprotein vergleichbar, wohingegen unpolare Aminoséuren (30,8 %)
einen deutlich geringeren Anteil darstellen (vgl. Soja und Erbse: ca. 38 %) [Benjamin
et al., 2014]. Eine Ubersicht iiber die Aminosiurezusammensetzung in Lupinenflocken
im Vergleich zu micellarem Lupinenproteinisolat gibt Tabelle 2.3.

Tabelle 2.3: Aminosdure-Zusammensetzung in mol-% des Gesamtproteins von vollfetten
Lupinenflocken (L. angustifolius Vitabor) und micellarem Proteinisolat und Einteilung
der Aminosauren, nach Muranyi et al. [2016]

Aminosdure Flocken [mol-%] MPI?[mol-%)] Polar Unpolar
Arginin 20,09+4,09 9,97+0,21 X
Asparaginséiureb 11,2540, 42 12,9240,25 X

Cystein 0,474+0,03 0,82+0,01 be
Glutaminsiure® 19,78 £2,12 21,434+0,50 X

Histidin 4,374+0,16 4,01+0,14 x

Lysin 4,404+0,33 4,06+0,23 be

Serin 3,46+0,09 3,80+0,17 X

Threonin 2,954+0,05 3,024+0,16 X

Tyrosin 2,91+0,14 3,91+0,20 b

Alanin 4,80+0,22 4,23+0,17 X
Glycin 6,34+0,24 6,31+0,14 b
Isoleucin 3,19+0,45 4,75+0,05 X
Leucin 4,56 +£0,49 6,37+0,27 b
Methionin 0,114+0,08 0,03+0,01 be
Phenylalanin 2,324+1,02 4,06 £0,61 X
Prolin 5,563+0,16 6,60+0,46 b
Valin 3,714+0,13 4,124+0,08 b

2 Micellares Proteinisolat
b Asparaginsiure + Asparagin
¢ Glutaminsidure + Glutamin

2.1.4 Lupinenproteine
2.1.4.1 Einteilung und Struktur der Lupinenproteine

Die Lupine gilt neben Soja als eine der proteinreichsten Leguminosen, wobei der Pro-
teingehalt je nach Spezies differiert [Duranti et al., 1981]. Der GroBteil der Lupinen-
proteine sind als Speicherproteine (v.a. Globuline) in den Vakuolen der Keimblétter
lokalisiert [Duranti et al., 2008], wo sie als Nahrstoffe fiir die Reifung und Keimung des
Samlings zur Verfiigung stehen [Duranti & Gius, 1997; Doxastakis, 2000].

Das Protein der Lupinensamen besteht hauptsichlich aus Albuminen und Globuli-
nen, wobei letztere den grofleren Anteil darstellen (ca. 90 % [BFR, 2005]). Lupinenpro-
teine werden in o-, -, y- und 6-Conglutine unterteilt, wo bei a-, - und 6-Conglutin
saurer Natur sind, wiahrend y-Conglutin ein basisches Globulin darstellt [Duranti et al.,
2008]. Die Aminosaurezusammensetzung ahnelt sich fiir die Proteine desselben Conglu-
tins, ebenso die Menge (y- > a- > B-Conglutin) und Zusammensetzung (v.a. Mannose
und Galactose) der proteingebundenen Kohlenhydrate [Duranti et al., 1981].
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a-Conglutin gehort zur Familie der 11S-Globuline und wird oft als Legumin-ahnliches
Protein bezeichnet [Duranti et al., 2008]. Der ermittelte Sedimentationskoeffizient be-
tragt jedoch ca. 13S [Sousa et al., 1996]. Seine Quartérstruktur beschreibt ein Hexa-
mer mit einem relativen Molekulargewicht von 330-430 kDa und einem isoelektrischen
Punkt von 5,1-5,8 [Duranti et al., 2008]. Es besteht aus sechs mal zwei tiber Disul-
fidbriicken verbundenen Monomeren - einer teilweise glykosylierten (u.a. N-Acetylglu-
cosamin [Duranti et al., 1981]) sauren, N-terminalen o-Untereinheit (pl: 4,5-4,7; MW:
42-54kDa) und einer nicht glykosylierten basischen, C-terminalen [-Untereinheit (pl:
6,7-8,6; M,.: 20-22kDa) [Duranti et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008; Sirtori et al., 2010].
Im Erbsen-Legumin besitzt letztere eine sehr geordnete Sekundarstruktur (80 % B-
Faltblatt im Gegensatz zu 30% in der o-Untereinheit), wodurch die hydrophilen o-
Untereinheiten im globuldren Protein nach auBlen gerichtet sind, wéhrend das (-Po-
lypeptid im Inneren lokalisiert ist [Subirade et al., 1994]. Die Sekundérstruktur von
115-Globulinen wird insgesamt hauptsachlich durch B-Faltblatt-Strukturen beschrieben
[Subirade et al., 1994; Schwenke, 2001; Carbonaro et al., 2008, 2012]. Bei sehr niedrigen
pH-Werten kann das Legumin-Molekiil dissoziieren [Duranti & Gius, 1997].

Den grofiten Anteil der Globulinfraktion bildet das -Conglutin (7S-Gobulin oder Vi-
cilin-dhnlich), wobei die im Boden vorkommende Menge an Schwefel einen starken
Einfluss auf das Verhéltnis von o- zu 3-Conglutin hat [Duranti et al., 1981]. Generell
betragt das Verhéltnis o- zu 3-Conglutin in Lupinen etwa 1,3:1, wobei vermutet wird,
dass die Ursache fiir die unterschiedlichen Eigenschaften verschiedener Leguminosen-
proteine auf die differierenden Verhéltnisse von 7S- zu 11S-Globulin zuriickzufithren
sind [Gueguen, 1983].

B-Conglutin ist ein aus drei durch ihre relativen Molekulargewichte voneinander dif-
ferenzierbaren Monomeren aufgebautes Trimer (pl: 5,0-6,0; M,.: 143-260 kDa) [Duran-
ti et al., 2008], welches keine Disulfidbriicken enthélt, sondern iiber hydrophobe und
Wasserstoftbriickenbindungen assoziiert ist [Kinsella, 1979] und pH- und Ionenstarke-
abhéngig dissoziiert bzw. assoziiert [Duranti & Gius, 1997]. Die Untereinheit mit dem
hochsten relativen Molekulargewicht (53-80kDa) hat einen isoelektrischen Punkt zwi-
schen 5,1 und 5,7 und liegt glykosyliert vor [Duranti et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008|.
Die beiden anderen Untereinheiten (M,.: 25-46 bzw. 17-20; pl: 5,3-8,4 bzw. 4,2-5.0) lie-
gen als teilweise glykosylierte Proteine vor [Duranti et al., 2008]. B-Conglutine bilden
oft verschiedene Isoformen mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten [Islam et al.,
2012].

Da diese Gruppe der Conglutine kaum schwefelhaltige Aminosduren sowie sehr we-
nig Tryptophan besitzt, ist ihr Nahrwert geringer als der der o-Conglutine [Duranti
et al., 1981]. Vicilin aus Bohnen wird als besser 16slich und besser koagulierbar als
Legumin beschrieben, ersteres durch die hohere Glykosylierung [Sathe, 2002]. Auch in
Erbsen bildet Vicilin im Gegensatz zu Legumin Gele aus. Fiir Sojaglobuline existieren
widerspriichliche Ergebnisse [Kinsella, 1979; Bora et al., 1994].

Auch (-Conglutin besteht hauptsdchlich aus 3-Faltblatt Strukturen [Hermansson,
1978; Carbonaro et al., 2012]. B-Konformationen in Proteinen gelten aufgrund ihres
hohen Anteils aromatischer Aminosduren (Thyrosin, Phenylalanin, Tryptophan) sowie
durch p-verzweigte Aminoséuren (Threonin, Valin, Isoleucin) generell als hydrophober
als die o-Helix [Carbonaro et al., 2012].
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v-Conglutin (MW ~ 45 kDa bzw. M, =200kDa, pl =7,9), ein glykosyliertes 7S-Globu-
lin mit sehr hohem Schwefelgehalt, besteht aus zwei tiber Disulfidbriicken miteinander
verbundenen Polypeptidketten (tetramere oder hexamere Struktur im Oligomer) mit
relativen Molekulargewichten von etwa 28 kDa (glykosylierte o-Untereinheit, pl: 8,2-
8,9) bzw. 17kDa (nicht glykosylierte B-Untereinheit, pI: 5,8-6,6) und ist gleichermafen
in Wasser und Salzlosungen 16slich [Duranti et al., 2008; Czubinski et al., 2015; Jimenez-
Lopez et al., 2015].

Das Protein ist reich an Serin, Threonin und Asparagin, die Bindungsstellen fiir Koh-
lenhydrate darstellen, was die von allen Conglutinen hochste Glykosylierung erklart
[Duranti et al., 1981]. Der Lysingehalt ist im Vergleich zu den anderen Proteinfraktio-
nen hoch (57,7mg/g Protein) [D’Agostina et al., 2006].

Die Menge an y-Conglutin im Lupinensamen scheint Varietdten-unabhingig zu sein
[Islam et al., 2012], macht jedoch in Weiflen Lupinen nur ca. 4-5% der Globuline aus
[Duranti et al., 2008]. y-Conglutin ist z. T. sequenzhomolog mit Glykosidase-Inhibi-
toren, besitzt aber keine proteolytische Aktivitat [Czubinski et al., 2015]. Weiterhin
ist y-Conglutin im nativen Zustand resistent gegeniiber einer Proteolyse durch Pan-
kreatin und Trypsin [Czubinski et al., 2014], was zu der Annahme fiihrt, dass es kein
Speicherprotein ist [Duranti et al., 2008]. Es besitzt flavonoid-bindende Eigenschaften
[Czubinski et al., 2014] und eine den Blutzuckerspiegel senkende Wirkung durch seine
Insulin-dhnliche Aktivitdt und seine Fahigkeit an Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren
zu binden [Terruzzi et al., 2011; Czubinski et al., 2015] (s. Kapitel 2.1.5.1).

Der Sedimentationskoeffizient fiir das als Monomer vorliegende 6-Conglutin wird mit
2S angegeben [Sousa et al., 1996; Duranti et al., 2008; Czubinski et al., 2015]. Der
isoelektrische Punkt liegt im sauren pH-Bereich, die relative Molekiilmasse bei 13 kDa
[Duranti et al., 2008]. Beide das Monomer aufbauende Untereinheiten (M,: 9 bzw.
4; pl: 4,1-4,3 fur die groBere Untereinheit) sind nicht glykosyliert und kovalent iiber
Disulfidbriicken miteinander verkntipft [Duranti et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008].
Dieses Conglutin ist reich an Glutaminsédure und Cystein, jedoch arm an Lysin, Valin,
Threonin und aromatischen Aminosauren [Duranti et al., 1981]. Es handelt sich um ein
schwefelreiches, wasserlésliches Albumin [Czubinski et al., 2015]. Fiir 5-Conglutin wird

sowohl eine Speicherprotein- als auch eine Schutzfunktion vermutet [Duranti et al.,
2008].

Diese vier beschriebenen Proteine stellen ca. 85-88 % der Gesamtproteinmenge der
Lupinensaat dar [Duranti et al., 2008], wobei der Anteil jeder Fraktion an der Gesamt-
globulinmenge in folgender Reihenfolge abnimmt: 3-Conglutin (44,3 %) > a-Conglutin
(33,2%) > 8-Conglutin (12,5%) > y-Conglutin (6,0 %) [Duranti et al., 1981] .

2.1.4.2 Lupinenproteine und Allergenitat

Seit 2006 unterliegt der Einsatz von Lupinen in Lebensmitteln der Allergen-Kennzeich-
nungspflicht, da Intoxikationen durch die orale Aufnahme lupinenhaltiger Nahrungs-
mittel sowie durch die Inhalation von Lupinenmehl beschrieben wurden [BFR, 2005;
Holden et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008]. Dabei stehen alle Lupinen-Conglutine als
allergene Proteine in Diskussion, wobei die grofite Reaktivitat dem a-Conglutin zuge-
schrieben wird [BFR, 2005; Holden et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008] und die sehr
hitzestabilen Hauptallergene Molekulargewichte von 20 bzw. 34,5 kDa besitzen sollen
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[Alvarez-Alvarez et al., 2005; Guillamén et al., 2008].

Von Kreuzreaktionen v.a. bei Erdnussallergikern sowie mit anderen Leguminosen
wird ebenfalls berichtet [Jappe & Vieths, 2008; Jimenez-Lopez et al., 2015]. Als Ursa-
che hierfiir werden strukturelle Ahnlichkeiten der Speicherproteine vermutet [Duranti
et al., 2008; Jappe & Vieths, 2008]. Jedoch differiert die genaue Zusammensetzung
der Proteine zwischen den einzelnen Varietdten verschiedener Lupinenspezies [Tai &
Bush, 1997; Islam et al., 2012]. Durch das ungleiche Auftreten allergener Proteine in
den verschiedenen Varietdten wird von einer unterschiedlichen Allergenitit der ein-
zelnen Lupinenvarietaten ausgegangen, bzw. diese fiir Ziichtungen weniger bzw. nicht
allergener Lupinen angenommen [Islam et al., 2012].

Im Allgemeinen wird von einer geringeren Allergenitét von Proteinen ausgegangen,
wenn diese eine schnelle in-vitro-Verdaubarkeit zeigen [Astwood et al., 1996]. Diese
Aussage ist jedoch zweifelhaft, da auch fiir nicht allergene Proteine eine hohe Stabilitat
gegeniiber dem simulierten gastralen und intestinalen Verdau nachgewiesen werden
konnte [Fu et al., 2002]. Auch beim Auftreten bestimmter Magen-Darm-Erkrankungen,
beispielsweise einer Hypoaziditéit, konnen Proteine durch das unbeschadete Uberstehen
der Magenpassage zu Allergenen werden [Jensen-Jarolim & Untersmayr, 2005].

2.1.5 Eigenschaften der verschiedenen Lupinenproteinfraktionen
2.1.5.1 Ernahrungsphysiologische Eigenschaften

Die Aufnahme von Lupinenprotein wird mit verschiedenen positiven erndhrungsphy-
siologischen Aspekten in Verbindung gebracht. So wiesen Radtke et al. [2015] im Maus-
modell die y-Conglutin-Fraktion als ursachlich fiir die Reduktion des Serumcholesterins
nach Aufnahme von Lupinenproteinen nach. Zu einem &hnlichen Ergebnis, sowie einem
Anstieg des HDL-Cholesterins und einem Hochregulieren des LDL-Rezeptors durch vy-
Conglutin, kamen Sirtori et al. [2004] bei Untersuchungen an Ratten. Die Autoren er-
mittelten zusitzlich den Gehalt an Isoflavonen (sog. Phytoostrogenen) in Samen Weifler
Lupinen sowie in deren Proteinextrakt und einem Isolat an y-Conglutin. Fiir letztere
lag der Gehalt unterhalb der Nachweisgrenze, woraus zu schlussfolgern ist, dass die
Cholesterin-senkende Wirkung nicht auf das Vorhandensein von Isoflavonen, wie es bei
Soja z.T. diskutiert wird, zuriickzufiihren ist. Ein in-vitro-Versuch von Yoshie-Stark
et al. [2004] bestatigt die Tierstudien, wobei ein vorwiegend y-Conglutin enthaltendes
Lupinenproteinisolat Typ F (s. Kapitel 2.1.5.4) durch eine hohe Gallensdurebindung
gekennzeichnet ist, die deutlich schlechter ist als die eines Sojaproteins. Das Vermogen
eines Stoffes Gallensduren zu binden, wird mit einer Reduktion des Serumcholesterins
in Verbindung gebracht.

Bahr et al. [2015] stellten bei Probanden mit Hypercholesterindmie eine signifi-
kante Reduktion des LDL- und des Gesamtcholesterins, der Triglyceride sowie der
Homocystein- und der Harnsaurekonzentration im Blut nach oraler Gabe von 25 g Lu-
pinenprotein (Typ E, s. Kapitel 2.1.5.4) tiber 28 Tage fest. Die Autoren vermuten den
hohen Arginin-Gehalt des Lupinenproteins als ursachlich fiir einige dieser Ergebnis-
se. Auch andere Arbeitsgruppen erhielten dhnliche Ergebnisse in Bezug auf Lupinen-
protein und Cholesterin [Sirtori et al., 2012]. Ebenso wiesen Béhr et al. [2013] blut-
drucksenkende Eigenschaften des Lupinenproteins sowie eine Reduktion des LDL:HDL-
Verhéltnisses nach. Demnach kann das Risiko fiir koronare Herzkrankheiten durch die
Aufnahme von 25g Lupinenprotein, in diesem Fall eine Mischung aus o-, - und &-
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Conglutin, um 20 % gesenkt werden. Fiir Proteinhydrolysate aus Weiflen Lupinen wur-
de eine erhohte Inhibition des Angiotensin Converting Enzyme festgestellt (bei o- und
B-Conglutin starker als bei y-Conglutin), wobei eine CO9-Entolung zu schlechteren Er-
gebnissen fiihrte als eine Hexan-Entolung [Yoshie-Stark et al., 2004]. Somit sind durch
den Verzehr von Lupinenprotein auch positive Effekte fiir Personen mit Hypertonie
anzunehmen.

Speziell fir y-Conglutin wurde die Senkung des Blutzuckerspiegels sowohl in Hum-
anstudien [Duranti et al., 2008] als auch im Tiermodell [Vargas-Guerrero et al., 2014]
nachgewiesen. Vargas-Guerrero et al. [2014] beobachteten ebenfalls einen Anstieg der
Expression des Insulin-1-Gens, des pankreatischen Insulingehalts sowie der Insulin-
Konzentration im Blut nach oraler Gabe von y-Conglutin aus Weiflen Lupinen an
zuckerkranke Ratten. Der niedrige glykédmischer Index der Lupinensamen ist allge-
mein vorteilhaft flir Personen mit Diabetes, da der Blutzuckerspiegel nicht erhoht wird
[G.F.L., 2007].

Eine entziindungshemmende Wirkung von Lupinensamenextrakten und -proteinhy-
drolysaten wurde ebenfalls beschrieben [Khan et al., 2015].

Auch fiur andere Bestandteile der Lupinensamen wurden ernahrungsphysiologisch be-
deutsame Eigenschaften aufgezeigt. So wurde fiir einige Polysaccharide eine antioxi-
dative Aktivitit festgestellt, die sich wahrscheinlich auf den hohen Anteil des Ein-
fachzuckers Galactose und die daraus gebildeten Galacto- und Glucomannane sowie
Galactane zuriickfithren ldsst [Thambiraj et al., 2015]. Die selbe Studie weist einen
immunstimulierenden Effekt der Polysaccharide durch den hohen Gehalt an Galactose
und Mannose sowie die Fahigkeit Eisen zu komplexieren nach. Eine anti-kanzerogene
Wirkung wird vermutet.

Der je nach Varietit schwankende Gehalt an Polyphenolen [Lampart-Szczapa et al.,
2003] wird mit einer erhéhten antioxidativen Kapazitdt der Lupinen in Verbindung
gebracht [Villarino et al., 2015]. Es gibt jedoch auch zahlreiche Studien, die ande-
re Inhaltsstoffe, wie Carotinoide, Tocopherole und Peptide fiir die antioxidative Wir-
kung verantwortlich machen bzw. den Zusammenhang zwischen Polyphenolgehalt und
Radikalfanger-Eigenschaften [Yoshie-Stark et al., 2006; Khan et al., 2015]. y-Conglutin
besitzt im Gegensatz zu o- und 3-Conglutin die besseren Radikalfénger-Eigenschaften
[Yoshie-Stark et al., 2004].

Den Ballaststoffen der Lupinensamen wird ebenfalls eine positive Wirkung auf die
Darmgesundheit (z.B. erhohtes Stuhlvolumen, vermehrte Ausscheidung an kurzket-
tigen Fettsduren, geringerer pH-Wert und hoherer Wassergehalt im Stuhl) und eine
damit einhergehende vorteilhafte Modifikation einiger Darmkrebs-Risikofaktoren zu-
geschrieben [Johnson et al., 2006]. Auch sie konnen zu einer Reduktion des Gesamt-
und LDL-Cholesterins beitragen [Hall et al., 2005].

Wie obenstehendem Abschnitt zu entnehmen ist, sind die gesundheitsférdernden Effek-
te von Lupinenprotein und anderen Inhaltsstoffen der Lupine belegt, dennoch wurden
aber bisher keine Health-Claims fiir die Lupine erlaubt, da klinische Studien in grofe-
rem Umfang noch fehlen [Lucas et al., 2015].
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2.1.5.2 Funktionelle Eigenschaften

Lupinenproteine sind, abhéngig von der jeweiligen Extraktionsmethode, fiir diverse
technofunktionelle Eigenschaften, wie ein hohes Wasserbindevermogen, gute Emulgier-
fahigkeit und -stabilitat sowie gute Schaumbildungseigenschaften und Wasserloslich-
keit, bekannt [D’Agostina et al., 2006; G.F.L., 2007; Jappe & Vieths, 2008; Benjamin
et al., 2014]. Diese werden in Kapitel 2.5.2 genauer beschrieben.

2.1.5.3 Modifikation der Proteinstruktur

Proteinmodifizierungen in Lebensmitteln spielen v. a. zur Optimierung der funktionel-
len oder ernahrungsphysiologischen Figenschaften eine Rolle. Dabei wird in enzymati-
sche und chemische Modifizierungen unterteilt.

Uber die enzymatische Hydrolyse von Lupinenprotein und -mehl mit einem proteo-
lytischen Enzym berichten Lqari et al. [2005]. Diese trégt demnach zu einer erhohten
Proteinloslichkeit, v. a. am isoelektrischen Punkt, einer besseren Fettbindung und hohe-
ren Schaumkapazitat bei, im Wesentlichen durch die hydrolysebedingte Reduktion der
MolekiilgroBe. Jedoch wurde die Schaumstabilitiat negativ beeinflusst. Gleiches gilt fiir
die Emulgieraktivitat und -stabilitdt. Schwenke [2001] beschreibt eine Abtrennung der
hydrophilen, nach aulen gerichteten Regionen der a-Untereinheiten des 11S-Globulins
durch beschrinkte tryptische Hydrolyse und einen damit verbundenen Anstieg der
mittleren Hydrophobitét, welche mit besseren Emulgiereigenschaften einhergeht. Eine
enzymatische Hydrolyse kann sich auch laut Raymundo et al. [1998a], abhidngig vom
eingesetzten Enzym, positiv auf die Schaumbildung auswirken. Diese sowie die thermi-
sche Denaturierung werden als bevorzugte Methoden der Proteinveranderung im Bezug
auf den Parameter Schaumbildung erachtet.

Als chemische Modifizierungen finden Alkylierung, Oxidation, Acylierung, Veresterung
und Amidierung Anwendung [Moure et al., 2006].

Eine Studie zur Succinylierung und Acetylierung von Lupinenproteinen und deren
Einfluss auf die Schaumbildung [Raymundo et al., 1998a] legt dar, dass eine Verbes-
serung des Schaumvermogens v.a. durch letztere Methode moglich ist, jedoch keine
Korrelation zum Grad der Acetylierung besteht. FEine Succinylierung fithrt zu nega-
tiv geladenen Amino-Gruppen und damit zu einer starkeren Abstofung der Protein-
molekiile untereinander (partielle Auffaltung [Schwenke, 2001]), was die Filmbildung
negativ beeintrachtigt, wiahrend durch die Acetylierung neutrale Amino-Gruppen einge-
fithrt werden (Anstieg der Hydrophobitét und damit verbesserte Emulgiereigenschaften
[Schwenke, 2001]). Die Succinylierung tragt zur besseren Schaumbildung, einer verrin-
gerten Gelbildungstemperatur und durchscheinenderen Gelen bei [Schwenke, 2001].

Die Modifizierung kann auch durch eine Glykosylierung der e-Aminogruppen des
Lysins mit verschiedenen Kohlenhydraten durchgefiihrt werden [Pedrosa et al., 1997].
Pedrosa et al. [1997] gelang damit bei Erbsen-Vicilin eine Verbesserung der Emulgierak-
tivitdt und -stabilitidt, der Loslichkeit sowie, je nach Kohlenhydrat, der Schaumkapa-
zitat. Im Gegensatz zur Acylierung machen die Autoren fiir die Anderung der funk-
tionellen Eigenschaften keine Auffaltung des Proteins oder strukturelle Modifikation
verantwortlich, sondern eine Variation in den Protein-Losungsmittel- bzw. Protein-
Protein-Wechselwirkungen.
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Neben chemischen und enzymatischen Modifizierungen von Proteinen, konnen diese
durch physikalische Einfliisse verdndert werden. Ein Beispiel hierfiir ist die Denaturie-
rung durch eine Warmebehandlung, welche durch die hier durchgefiihrten Methoden
der Saatgutbehandlung (s. Kapitel 2.4) einen Einfluss auf die technofunktionellen Ei-
genschaften der Proteinisolate ausiiben kann.

2.1.5.4 Herstellung verschiedener Lupinenproteinpraparate

Berghout et al. [2015b] unterteilten die Herstellung von Proteinpréparaten in verschie-
dene Fraktionierungen: trockene, konventionell nasse (inklusive Olextraktionsschritt)
und wissrige (exklusive Olextraktionsschritt) Fraktionierungen, die in Mehle, Protein-
konzentrate und Proteinisolate miinden.

Pelgrom et al. [2015] beschrieben ein Verfahren zur Herstellung von Lupinenproteinkon-
zentraten durch Windsichten nach einer Vermahlung (sog. ,, Trockene Fraktionierung*):
Die durch die Vermahlung von gréBleren zelluliren Bestandteilen getrennten kleinen
proteinreichen Fragmente werden, abhéngig von der Geschwindigkeit des Sichtrades
sowie dem Luftstrom, durch die Windsichtung je nach Gréie und Dichte voneinander
separiert. Dadurch lassen sich Proteinkonzentrate mit 54-59 % Protein in der Trocken-
masse erhalten [Pelgrom et al., 2014]. Als zusétzliches Verfahren, in Kombination mit
der Windsichtung oder auch alleinstehend, nutzten die Autoren die elektrostatische Se-
paration von Lupinenmehl, die ebenfalls in Proteinkonzentraten mit bis zu 59 % Protein
(bezogen auf die TM, N x 6,25) resultierten [Pelgrom et al., 2015]. Die trockene Frak-
tionierung findet in der Regel bei starkehaltigen Leguminosen Anwendung [Gueguen,
1983; Doxastakis, 2000; Sathe, 2002].

Eine andere Moglichkeit der Herstellung von Proteinkonzentraten ist die Extraktion
der 16slichen nicht-Protein-Bestandteile aus ent6lten Leguminosen [Doxastakis, 2000].
Vorab findet eine feuchte Warmebehandlung des Mehls statt, um die Proteine in einen
unloslichen Zustand zu tiberfithren.

Bei der wassrigen /nassen Fraktionierung wird vor allem die Loslichkeit der Proteine in
verschiedenen Losungsmitteln (organische Losungsmittel, Wasser, Salzlésungen) und
bei unterschiedlichen pH-Werten genutzt. Es lassen sich Proteinisolate mit einem Pro-
teingehalt von tiber 90 % erzielen. Ein erndhrungsphysiologischer Vorteil der wéassrigen
gegeniiber der trockenen Fraktionierung ist die deutliche Reduktion antinutritiver In-
haltsstoffe durch die wissrige Extraktion [Gueguen, 1983]. Es stehen folgende nasse
Verfahren zur Verfiigung, die sich durch die Zusammensetzung der jeweils extrahierten
Proteinfraktionen unterscheiden:

Eine wéssrige Extraktion kann durch Solubilisierung der Proteine in alkalischen Me-
dien (Trennung der Proteine von unloslicher Faser) und anschliefende isoelektrische
Fallung (Trennung der Proteine von loslichen Kohlenhydraten) durchgefiithrte werden
[Berghout et al., 2015b]. Fiir die Herstellung des isoelektrischen Lupinenproteinisolats
wird bei pH=4,5 gefillt, wobei die Proteine z.T. aufgefaltet werden und somit de-
naturieren [Muranyi et al., 2013|. Eine Alternative zur isoelektrischen Fallung stellt
die Gewinnung der Proteine aus dem Extrakt mittels Ultrafiltration dar [Gueguen,
1983, welche zusétzlich zu den Globulinen im isoelektrischen Isolat auch die Albumi-

ne erfasst, die folglich zu anderen technofunktionellen Eigenschaften des Proteinisolats
fithren [Makri et al., 2005].
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Des Weiteren besteht die Moglichkeit ein sogenanntes micellares Lupinenproteini-
solat herzustellen, wobei die Proteine kugelformige Strukturen bilden [Muranyi et al.,
2013; SuBimann et al., 2013b]. Dabei wird wihrend der Extraktion in Salzlésung der
sog. Einsalzeffekt genutzt. Eine Féallung der Proteine wird anschlieBend durch das Ver-
diinnen des Extraktes und somit ein Absenken der Ionenstéarke erzielt. Generell ist der
Proteingehalt micellarer Proteinisolate hoher als der der isoelektrisch gewonnenen, die
Proteinausbeute geringer und die Aminosaurezusammensetzung vergleichbar [Muranyi
et al., 2013, 2016]. Es gibt jedoch bedeutende Unterschiede im Gehalt der einzelnen
Conglutine [Muranyi et al., 2016] (s. Kapitel 2.1.5.5).

Das Fraunhofer Institut fiir Verfahrenstechnik und Verpackung (IVV Freising) entwi-
ckelte ein halb-industrielles Verfahren zur Herstellung zweier Proteinisolate, Typ E und
Typ F, die durch eine saure (pH4,5; TypF) bzw. neutrale/wéssrige (ph7; TypE) Ex-
traktion mit anschlieBender Ultrafiltration (Typ F) bzw. saurer/isoelektrischer Fallung
(Typ E) gewonnen werden [Wésche et al., 2001].

Sie zeichnen sich durch unterschiedliche technofunktionelle Eigenschaften, bedingt
durch die verschiedenen Proteinfraktionen in jedem Typ, aus. Im Isolat Typ E wur-
den a-, - und 8-Conglutin nachgewiesen, wahrend das Isolat Typ F hauptséchlich
aus y-Conglutin besteht [Yoshie-Stark et al., 2004; D’Agostina et al., 2006; Duranti
et al., 2008]. Das Isolat E besitzt aufgrund der starken Fragmentierung der B-Conglutin-
Peptide eine sehr hohe Emulgierkapazitat und -stabilitat, wahrend das Isolat F tiber
einen breiten pH-Bereich sehr gut 16slich ist und eine starke Schaumaktivitdt und -
stabilitat aufweist [D’Agostina et al., 2006; Duranti et al., 2008].

2.1.5.5 Micellare Proteine

Neben den Casein-Micellen der Milch sind auch die globuldren Speicherproteine vie-
ler Pflanzen in der Lage, Micellen auszubilden [Ismond et al., 1991]. Bereits Ende der
1970er Jahre gab es mehrere patentierte Methoden zur Isolation dieser micellaren Pro-
teine (z. B. Murray et al. [1979]).

Zur Herstellung dieser wird der sogenannte , Einsalzeffekt* genutzt. Beim Losen von
Proteinen in verdiinnten Salzlésungen lagern sich die dissoziierten Salzionen an eben-
falls geladene Peptidketten der Proteine, wobei die elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen geschwécht werden. Das Protein geht in Losung. Durch die Ver-
diinnung dieser Losung sinkt die Ionenstarke, die elektrostatischen Wechselwirkungen
werden wieder gestdrkt und es bilden sich verstarkt Protein-Protein-Bindungen und
somit neue Proteinaggregate. Die Formation dieser Aggregate erfolgt im Sinne der
thermodynamisch stabilsten Konformation. Dabei wenden sich die hydrophoben Sei-
tenketten des amphiphilen Proteinmolekiils nach innen, um einen hydrophoben Kern zu
bilden, wahrend die hydrophilen Reste zur wéassrigen Umgebung gerichtet sind [Ismond
et al., 1991; Muranyi et al., 2013]. Es bilden sich ,,Proteinmicellen®. Ist die Aggregation
jedoch zu stark durch elektrostatische Wechselwirkungen und zu wenig durch hydro-
phobe gesteuert, wird die Ausbildung von Micellen unterdriickt [Ismond et al., 1991].
Generell wird ein intramolekulares ,hydrophil-hydrophob-Gleichgewicht“ zur Bildung
von Proteinmicellen vorausgesetzt [Ismond et al., 1986a].

Die Aminosadurezusammensetzung scheint keinen Einfluss auf das Vermogen eines
Proteinisolats zur Ausbildung von Proteinmicellen zu haben [Muranyi et al., 2016).
Jedoch werden von Muranyi et al. [2016] die nur geringe Menge an -, der hohe Ge-
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halt an o- und das Vorhandensein von y-Conglutin im Vergleich zum isoelektrischen
Proteinisolat als mogliche Einflussfaktoren betrachtet. Die Autoren vermuten einen
Zusammenhang zwischen der Wasserloslichkeit des 6-Conglutins und dessen Interak-
tion mit der wéssrigen Phase als Grund fiir das Ausbleiben der Micellenbildung bei
0-Conglutin-reichen Proteinisolaten.

Fiir micellare Proteinisolate wird ein um 25 % hoherer Gehalt an schwefelhaltigen so-
wie an essentiellen Aminoséduren beschrieben, als fiir isoelektrische. Der Chemical Score
(Verhéltnis der Gehalte essentieller Aminosauren im Testprotein zum Referenzprotein,
meist Milch- oder Eiprotein) fiir letztere ist deshalb ebenfalls geringer (62 gegentiber
48 %) [El-Adawy et al., 2001].

Durch den geringen Denaturierungsgrad und damit die hohe Nativitdt micellarer
Proteinisolate werden diesen bessere funktionelle und ernédhrungsphysiologische Ei-
genschaften als beispielsweise isoelektrisch gefallten nachgesagt [Cordero-de-los-Santos
et al., 2005]. Beispielsweise fithren die hydrophoben Wechselwirkungen wahrend der
Ausbildung der Micellen im Prazipitationsschritt (s. Abbildung 2.2) zur fast vollstan-
digen Eliminierung vieler antinutritiver Inhaltsstoffe [Arntfield et al., 1985].

2.2 Maoglichkeiten der Fettreduktion in Lebensmitteln

Die Herstellung eines Lebensmittels unterliegt meist langjahriger Produkt- bzw. Rezep-
turentwicklung und ist oft verbunden mit der Uberwindung verschiedener technologi-
scher Herausforderungen. So ist es nicht moglich bei der Herstellung eines Lebensmittels
lediglich den Bestandteil Fett zu entziehen, das gleiche Lebensmittel zu erhalten und
es als ,fettarm® oder ,fettfrei“ zu bezeichnen.

Um den fehlenden Bestandteil auszugleichen, bietet der Markt deshalb verschiedene
Produkte zur Substitution des Fettes: sogenannte Fettaustausch- oder Fettersatzstoffe.

2.2.1 Fettaustauschstoffe

Fettaustauschstoffe sind natiirlichen Ursprungs und simulieren die sensorischen Eigen-
schaften des Nahrungsfettes, leisten dabei aber nur einen geringen energetischen Beitrag
zum Lebensmittel (0-4 kcal\g [Akoh, 1998]). Vorteile sind neben ihrem fettahnlichen
Mundgefiihl, ihre weitgehend bekannten physiologischen Effekte und die toxikologi-
sche Unbedenklichkeit. Einen Nachteil stellt jedoch die Unbrauchbarkeit zum Backen,
Braten und Kochen dar, denn Fettaustauschstoffe besitzen meist eine nur geringe War-
metoleranz [Zunft & Ragotzky, 1997]. Beispiele sind Produkte aus mikropartikulierten
Proteinen, polymere Kohlenhydrate oder stark wasserbindende Quellstoffe.

2.2.1.1 Fettaustauschstoffe auf Proteinbasis (Mikropartikulierte Proteine)

Die Herstellung dieser Produkte erfolgt durch Zerkleinerung von Proteinen in Protein-
konzentraten (z.B. Sojaproteine, Albumine und Globuline in Casein, Molkenprotein,
Hiithnereiweif) auf 0,1-3 um. Die dabei entstehenden Partikel werden auf der Zunge als
cremig empfunden und geben dadurch den Anschein eines fetthaltigen Lebensmittels.
Kleinere Partikel werden als wéssrig, groBlere als pudrig bzw. sandig (> 8 um) empfun-
den [Hubner, 2013].
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Meist kommen mikropartikulierte Proteine in wenig erhitzten Milchprodukten zum
Einsatz, da sie nur eine geringe Temperaturstabilitit (meist T < 65 °C) aufweisen [Hiib-
ner, 2013]. 1g Protein ersetzt dabei nach Quellung in 2g Wasser 3 g Fett (bzw. 4 kcal
ersetzten 27 kcal) [Belitz et al., 2008]. Da der Herstellungsprozess keine chemischen Ver-
anderungen im Produkt bewirkt und auch die erndhrungsphysiologischen Eigenschaften
nicht beeinflusst, gelten mikropartikulierte Proteine als Lebensmittel [Zunft & Ragotz-
ky, 1997]. Hierzu zahlen u. a. Simplesse (Milch-/Ei-Protein-basiert) oder Dairy-Lo (ba-
sierend auf modifiziertem, denaturiertem Molkenprotein). Vorteilhaft ist ihr positiver
Beitrag zur Funktionalitat im Lebensmittel. So sorgen sie meist fiir bessere Emul-
gierbarkeit, eine fettahnliche Triibung und sie besitzen eine gute Aroma-Freisetzung
[Miraglio, 1995]. Fiir proteinbasierte Fettaustauschstoffe wird im Bezug auf das Aroma-
Profil ein dhnliches Verhalten wie fiir Fett beschrieben [Schirle-Keller et al., 1994].

2.2.1.2 Fettaustauschstoffe auf Kohlenhydratbasis

Hierbei handelt es sich v.a. um Ballaststoffe, welche im Diinndarm unverdaulich sind,
aber teilweise im Dickdarm mikrobiell zu kurzkettigen Fettsauren abgebaut und re-
sorbiert werden und somit im Gegensatz zu verdaulichen Kohlenhydraten nur einen
Brennwert von ca. 2kcal aufweisen [Belitz et al., 2008]. Vorteil der Ballaststoffe ist
die Moglichkeit der gezielten Verdnderung ihrer funktionellen Eigenschaften durch ver-
schiedene chemische Modifikationen (z. B. Veresterung, Veretherung oder Reduktion zu
Zuckeralkoholen) [Zunft & Ragotzky, 1997]. In diese Gruppe zéhlen u. a. auch die resis-
tente Starke, Inulin, Polydextrose (1 kcal\g) und mikrokristalline Cellulose (z. B. Avicel
- im Diinn- und Dickdarm unverdaulich, d.h. akalorisch). Ihr Einsatz im Lebensmit-
tel beeinflusst vor allem Struktur, Viskositat und Cremigkeit, wodurch Fett simuliert
werden kann [Miraglio, 1995]. Weiterhin lassen sich im Handel diverse Ballaststoffkon-
zentrate erwerben (Erbsenfaser, Apfelfaser, Weizenkleie usw. mit 0-2,8 kcal\g [Miraglio,
1995]).

2.2.1.3 Quellstoffe

Zu dieser Gruppe werden Gelbildner und Dickungsmittel auf Basis von Kohlenhydraten
mit Ballaststoffcharakter (z. B. Gelbildner: Alginat, Pektin, Carrageen; Dickungsmittel:
Gummi arabicum, Johannisbrotkernmehl) oder Proteinen (z. B. Gelatine) gezéhlt. Der
fettsimulierende Charakter beruht hauptséchlich auf der starken Wasserbindung [Mi-
raglio, 1995] - 1 g Pektin kann bis zu 60 g Wasser aufnehmen [Zunft & Ragotzky, 1997] -
und der damit verbundenen Méoglichkeit Gele oder hochviskose Losungen auszubilden.
Da nur geringe Mengen an Quellstoffen notwendig sind, um die durch das entzogene
Fett entstandene Liicke zu schlieen, kommt es hier zu einem Verdiinnungseffekt des
eingetragenen Brennwertes.

2.2.2 Fettersatzstoffe

Im Gegensatz zu den Fettaustauschstoffen sind die physikalischen Eigenschaften von
synthetischen Fettersatzstoffen (Aussehen, Schmelzverhalten, Hydrophobie, Tempera-
turbesténdigkeit) analog denen der Nahrungsfette. Sie sind jedoch z.T. nicht meta-
bolisierbar und leisten somit keinen oder einen nur geringen energetischen Beitrag

19



Kapitel 2. Stand des Wissens 2.3. Herstellung des lupinenproteinbasierten Fettaustauschstoffes

zum Lebensmittel. Auch Fettersatzstoffe haben einige Nachteile: So kénnen sie zu Ver-
dauungsproblemen fithren und die Bioverfiigbarkeit fettloslicher Vitamine herabsetzen.
Zusétzlich belasten sie die Umwelt, da sie nicht abbaubar sind [Hiibner, 2013]. Auch
die Langzeiteffekte sind meist noch unbekannt. Beispiele sind spezielle Triglyceride
sowie Fettersatzstoffe ohne Triglyceridstruktur, wie Fettsdureether, Retrofette oder
Kohlenhydrat-Polyester, z. B. der Fettersatzstoff Olestra, der jedoch aufgrund seiner
Nebenwirkungen (Magenkrampfe, verringerte Vitaminaufnahme) in Deutschland nicht
zugelassen ist [Zunft & Ragotzky, 1997; Hiibner, 2013]. Fiir die Herstellung von Pro-
dukten der zweiten Gruppe werden Glycerin, Fettsduren oder Esterbindungen durch
Alkohole, langkettige Carbonsduren oder Etherbindungen ausgetauscht.

2.2.2.1 Spezielle Triglyceride

Diese Triglyceride besitzen einen verminderten physiologischen Brennwert, da sie im
Gastrointestinaltrakt nicht vollstdndig resorbiert werden bzw. z.T. aus kurzkettigen
Fettsdauren bestehen (z. B. asymmetrische Triglyceride wie Caprenin und Salatrim), wel-
che einen niedrigeren Energiewert (ca. 5kcal\g [Miraglio, 1995]) haben als langkettige
[Zunft & Ragotzky, 1997]. In diese Gruppe, fir die keine Nebenwirkungen beschrieben
sind, zdhlen ebenfalls die mittelkettigen Triglyceride sowie die Liposomen.

2.2.2.2 Kohlenhydratpolyester

Zur Herstellung fettdhnlicher Produkte werden Mono-, Oligo-, und Polysaccharide mit
Fettsauren verestert. Meist ist Saccharose Ausgangsstoff, beispielsweise bei Olestra, wo-
bei ein hoher Veresterungsgrad angestrebt wird, um eine Hydrolyse der Esterbindungen
im Magen-Darm-Trakt zu vermeiden und ein wachsartiges statt fliisssiges Produkt zu
erhalten [Zunft & Ragotzky, 1997; Belitz et al., 2008].

2.2.2.3 Retrofette

Werden inverse Esterbindungen eingefiihrt, spricht man von den sog. Retrofetten [Belitz
et al., 2008]. Es entstehen Ester mehrwertiger Sduren mit langkettigen Alkoholen, die
durch Pankreaslipasen nicht angreifbar sind und somit keinen energetischen Beitrag
leisten [Zunft & Ragotzky, 1997].

2.3 Herstellung des lupinenproteinbasierten
Fettaustauschstoffes

Die Herstellung des micellaren Lupinenproteinisolats folgt einem Verfahren mittels
Salzextraktion [SuBmann et al., 2013b]. Dabei wird die Globulinfraktion der vorher
geschélten und zu Flocken verarbeiteten Lupinensamen durch 0,5molare NaCl-Losung
gelost und anschlieend der Extrakt von den festen Bestandteilen (proteinabgereicher-
te Lupinenflocken = Raffinat) getrennt. Aus dem Extrakt werden die Proteine danach
durch eine Verdiinnungsfallung mit entionisiertem Wasser gewonnen. Das Proteinisolat
setzt sich dabei als hochviskose Masse am Boden ab und muss nach dem Dekantieren
des Fallungsiiberstandes mit Wasser salzfrei gewaschen werden. Das Flielschema zur
Proteinisolierung ist in Abbildung 2.2 dargestellt.
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Rohstoffflakes
1 h, 50 °C

0,5 M NaCl-Lsg.—» Extraktion 1:7]

A 4
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Extrakt
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iiber Nacht
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v
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Proteinisolat, feucht

‘ Spriihtrocknung‘

Proteinisolat, pulverférmig

Abbildung 2.2: Herstellung des Proteinisolats aus Flocken in Anlehnung an Sufimann
et al. [2013b]

Da die Denaturierung der ersten y-Conglutinfraktionen des Isolats ab ca. 70°C ein-
setzt [Sirtori et al., 2010; Bader et al., 2011], ist eine abschlieBende Wérmebehandlung
nur eingeschréinkt moglich. Als Konsequenz dessen kann davon ausgegangen werden,
dass bestimmte hitzeresistente Bakterienarten, bspw. sporenbildende grampositive Ba-
zillenarten, den Erhitzungsprozess unbeschadet iiberstehen und somit bei der weiteren
Verarbeitung des Isolats im Lebensmittel zum Verderb fiithren oder aufgrund moglicher
Toxinbildung eine potenzielle Gesundheitsgefahr fiir den Verbraucher darstellen.

2.4 Saatgutbehandlung

Um ein mikrobiologisch sicheres Proteinisolat herzustellen, ist es deshalb notwendig
bereits zu Beginn des Herstellungsprozesses auf eine grofitmogliche Keimreduktion zu
achten. Dies soll durch eine Saatgutentkeimung erzielt werden. Unter der Annahme,
dass es nur zu einer vernachlassighbaren Rekontamination des Isolats kommt, konnen
sich dadurch wéhrend des Prozesses keine Bakterien vermehren.
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2.4.1 Methoden der Lebensmittelkonservierung

Industriell sind bereits einige Methoden zur Saatgutbehandlung etabliert. Tabelle 2.4
zeigt eine Zusammenfassung im Vergleich zu standardisierten Erhitzungen weniger gan-
giger und in der Entwicklung befindlicher Methoden der Lebensmittel- und Saatgut-
behandlung zu Entkeimungszwecken und ihrer Vor- und Nachteile in Bezug auf den
Entkeimungserfolg und den Einfluss auf das behandelte Gut.

Die in Tabelle 2.4 aufgezeigten Methoden induzieren eine Inaktivierung von Mikroor-
ganismen im jeweiligen Lebensmittel. Dabei haben die Behandlungen unterschiedliche
Einfliisse auf das Endprodukt. So kann eine Schadigung von Proteinen durch Erhitzung
oder Bestrahlung von Lebensmitteln nicht ausgeschlossen werden. Diesen Methoden
gegentiiber stehen Anwendungen zur Eliminierung von Mikroorganismen auf der Ober-
flache von Produkten. Hier kann im Bezug auf Saatgut das Abbiirsten oder Waschen
genannt werden [Wilbois et al., 2007]. Bei diesen Methoden ist der Einfluss auf das
Endprodukt minimal und eine Schadigung des Proteins eher unwahrscheinlich.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden nasse (Autoklavieren) und trockene (trockene
Erhitzung) sowie die bislang nicht fiir alle Lebensmittel zugelassene UVC-Bestrahlung
als Moglichkeiten der Saatgutbehandlung evaluiert.

Bakterien sind gegenitiber feuchter Hitze empfindlicher als gegentiber trockener, da
mit sinkendem ay-Wert die Hitzeresistenz der Mikroorganismen steigt [Weber, 2010].
Somit wird eine starkere Inaktivierung mittels Autoklavieren erwartet. Die feuchte Hit-
ze fithrt zur Proteindenaturierung in Mikroorganismen. Ebenso sind Veranderungen im
Lupinenprotein zu erwarten, die beim Autoklavieren wahrscheinlich starker ausgepragt
sind als beim trockenen Erhitzen, weshalb eine Behandlung mit trockener Hitze in die
Arbeit einbezogen wurde.

Die Notwendigkeit der Untersuchung der Wirkung von UV-Licht auf feste Lebens-
mittel und dessen Auswirkungen auf Sensorik, Erndhrungsparameter und die Halt-
barkeit wurde von Guerrero-Beltran & Barbosa-Céanovas [2004] herausgestellt. Der
Entkeimungserfolg mittels UV-Bestrahlung ist stark dosisabhéngig, da die Mikroor-
ganismen sehr unterschiedlich auf UV-Licht reagieren [Guerrero-Beltran & Barbosa-
Céanovas, 2004]. Die zur Inaktivierung notwendige UV-Bestrahlungsdosis sollte bei mi-
nimal 400J/m? in allen Teilen des Produktes liegen [Sastry et al., 2000]. Die Inak-
tivierungskurve von Mikroorganismen durch UV-Licht ist sigmoidal: Es gibt eine in-
itiale Schadigungsphase (Plateau), gefolgt von einem kontinuierlichen Anstieg bis zum
Uberschreiten der maximalen Schiadigungsrate, in der die Uberlebensrate der Mikroor-
ganismen schnell absinkt. Am Ende kommt es zu einem sogenannten Tailing (Abflauen
der Inaktivierung), da die Bakterien zunehmend UV-resistenter werden [Sastry et al.,
2000].
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Tabelle 2.4: Auswahl industrieller Methoden zur Entkeimung von Lebensmitteln und deren Vor- und Nachteile (nach Earnshaw et al. [1995];
Sala et al. [1995]; Bintsis et al. [2000]; Dehne et al. [2000]; Franke [2000]; Koutchma [2008]; Weber [2010]; Olaimat & Holley [2012]; Reinecke
et al. [2013]; Li & Farid [2016))

Methode

Eigenschaften

Vorteile

Nachteile

Einsatzbereich

Elektrische Vo-
lumenerhitzung

Hochspannungs-
impulsverfahren

Lichtimpuls-
verfahren

Magnetimpuls-
verfahren

Ultraschall-
behandlung

Anregung von Molekiilen und
Tonen durch elektromagnetisches
Feld

20-80kV/cm (1-100 us),
Zerstorung der Zellmembran
vegetativer Mikroorganismen in
fliissigen Medien

Lichtimpulse (170-2600 nm zur
Inaktivierung von Bakterien,
Hefen, Schimmelpilzen, Viren,
Bakteriensporen) fiir 1ys -

100 ms zur
Oberflachenbehandlung

Inaktivierung vegetativer
Mikroorganismen mittels
starker Magnetfelder (5-50 Tesla
fir 10ps - 1ms)

20-100 kHz, Kavitation
(Implosion von Gasblasen
erzeugt lokal sehr hohe
Temperaturen und Druckanstieg
bis 10000 bar), Bildung freier
Radikale in Fliissigkeiten

Waérme entsteht im
Lebensmittel selbst,
Vermeidung von
Temperaturgradienten, hohe
Erhitzungsgeschwindigkeiten

hilfreich auch bei
Aufschlussverfahren fiir
Lebensmittel, geringe
Temperaturentwicklung
wahrend der Behandlung

Durchdringung von
Verpackungen -
Dekontamination verpackter
Giiter moglich

geringer Energiebedarf,
Behandlung verpackter
Produkte moglich

hohere Proteinausbeuten
moglich bei Vorschaltung vor
Proteinextraktion

z. B. Mikrowellen: geringe
Eindringtiefe (einige cm)

keine Inaktivierung von
Bakteriensporen moglich, nicht
flir feste Lebensmittel

geringere Entkeimungserfolge
bei stark strukturierten
Oberflachen durch Verschattung

Intensitéiten, die
Lebensmittelqualitit nicht
beeintréchtigen, sind nicht
ausreichend zur Keimreduktion,
Sporen sind sehr resistent
(Kombination mit Warme oder
Druck notig)

Pasteurisierung von
Fertiggerichten, Gemiise,
Fleisch, Gewtlirze

Pasteurisierung von fliissigen
Giitern

Backwaren, Meeresfriichte,
Fleisch, Eier, Obst, Gemdiise,
Flissigkeiten

Haltbarkeitsverlangerung
pasteurisierter Produkte

fliissige Lebensmittel wihrend
der Herstellung

SUASSIA\ SOp puels g eidey|
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Methode Eigenschaften Vorteile Nachteile Einsatzbereich
Gasplasma- Tonisation von Gas zur geringe Temperaturen, lange Behandlungszeiten fir Gewlirze, Meerestiere,
Verfahren Erzeugung von u. a. Tonen und kostenglinstig im Vergleich zu Sporen (abhingig vom Gas) Fertigsuppen,
Elektronen thermischen Prozessen durch hohere Resistenz Verpackungsmaterial, verpackte
notwendig Lebensmittel
Ionisierende v- (< 10kGy) und nichtthermisches Verfahren, chemische und sensorische getrocknete aromatische
Strahlung Elektronenstrahlen schadigen gute Eindringtiefe bei Verdnderungen in Kréauter, Gewiirze
Zellenzyme und DNA,| y-Strahlen (bis 40 cm; Lebensmitteln, z. T.
Radikalbildung Elektronenstrahlen: bis 8 cm), Vitaminverluste, Sporen sind
fiir verpackte Giliter geeignet resistenter (v.a. bei
y-Strahlung)
Hochdruck- Inaktivierung von nichtthermisches Verfahren, hohe Driicke (> 10000 bar) und  Fruchtséfte,
behandlung Mikroorganismen und Enzymen  schonende Methode in Bezug Kombinationsverfahren (mit Fruchtzubereitungen
durch hydrostatischen Druck (> auf Erhalt der Inhaltsstoffe, Temperaturerhchung) fiir Viren
6000 bar) Farbe, Geschmack, Aussehen und Bakteriensporen nétig,
Fettoxidation bei tierischen
Produkten erhéht, Anderung
der Sekundér-/Tertir-
/Quartérstruktur von
Proteinen, nicht fiir trockene
Lebensmittel geeignet
(H20-Gehalt < 15 %)
Heifldampf- Entkeimung durch heiflen Endprodukt bleibt relativ nicht fiir weiche Lebensmittel Kakaobohnen
behandlung Wasserdampf und Druck trocken geeignet

UV-Bestrahlung

Wellenlédngen um 250-260 nm
(UVC) (Absorptionsmaximum
der Nukleinsduren) inaktivieren
Mikroorganismen durch
DNA-Schadigung, auch als
gepulstes Licht einsetzbar
(100-1100 nm)

auch Bakteriensporen kénnen
abgetdtet bzw. hitzelabiler
werden (sind aber resistenter),
sehr geringer Energieverbrauch

je nach Bestrahlungsart und
-stérke: Beschleunigung
autoxidativer Prozesse (Fett-,
Vitamin-, Farbstoffzersetzung),
Bildung von Peroxiden und
Ozon, Geschmacksbeeinflussung,
geringe Eindringtiefe (UVC),
starke Erwarmung der Kammer
bei gepulstem Licht

Trinkwasser, Obst, Gemiise,
Hartkése
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2.5 Proteinfunktionalitat

Der nachfolgende Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten funktionellen
Eigenschaften von Proteinen im Bezug auf ihren Einsatz im Lebensmittel.

2.5.1 Definition und Zusammenhang zu Proteinen

Kroll et al. [2007] bezeichnet die technofunktionellen Eigenschaften als jene Eigen-
schaften von Lebensmittelbestandteilen, die ,Riickschliisse auf das verfahrens- und
anwendungstechnische Verhalten® dieser Substanzen erlauben. Dies sind physikoche-
mische Eigenschaften, die Struktur, Erscheinung, Textur, Viskositdt, Mundgefiihl und
Aromabindung beeinflussen [Morr & Ha, 1993]. Im Gegensatz dazu bezeichnet das
,funktionelle Potential* die ,strukturbedingte Funktionalitdt der Pflanzenproteine, die
die Gesamtheit an technofunktionellen Eigenschaften, die ein Protein aufgrund seiner
nativen Struktur besitzt“, darstellt [Schwenke, 2001; Kroll et al., 2007]. Hierzu zéhlen
auch Wechselwirkungen zwischen Proteinen und anderen Inhaltsstoffen sowie Protein-
modifizierungen. Folglich spiegeln die technofunktionellen Eigenschaften eines Proteins
dessen intrinsische Eigenschaften (Zusammensetzung, Aminosiuresequenz, Konforma-
tion, Struktur) wider, die von Wechselwirkungen mit Lebensmittelbestandteilen (Was-
ser, lonen, Proteine, Fette, Kohlenhydrate, Aromen) sowie dem unmittelbaren Um-
gebungsmilieu (Temperatur, pH-Wert, lonenstérke etc.) beeinflusst werden [Kinsella,
1979].

Morr & Ha [1993] teilen technofunktionelle Eigenschaften in hydratationsbezogene
(auf Protein-Wasser-Wechselwirkungen basierend: Dispergierbarkeit, Loslichkeit, Quel-
lung, Viskositét, Geliervermégen ), oberflichenbezogene (Emulsionsbildung, Schaumbil-
dung, Adsorption an Luft-Wasser- und Ol-Wasser-Grenzflichen) und sonstige Eigen-
schaften (Diffusion, Denaturierung) ein. Kinsella [1979] und Moure et al. [2006] gliedern
in die hydrationsbezogenen Eigenschaften das Wasser- und Olbindevermégen, die Los-
lichkeit, die Verdickung sowie Benetzbarkeit. Als zweite Gruppe nennen die Autoren
Eigenschaften, die in Verbindung mit der Proteinstruktur und der Rheologie stehen
(Viskositat, Elastizitat, Klebrigkeit, Aggregation, Gelbildung). Die dritte Gruppe bil-
den oberflaichenbezogene Eigenschaften, wie Emulgierbarkeit, Schaumbildung, Bildung
von Protein-Lipid-Filmen und Aufschlagbarkeit. Auch organoleptische Eigenschaften
eines Proteins (Farbe, Geruch, Geschmack, Mundgefiihl, Textur etc.) werden teilweise
zu den funktionellen Eigenschaften gezéhlt [Kinsella, 1979]. Das Vermdogen eines Prote-
ins, eine dieser funktionellen Eigenschaften auszuiiben, steht nach Morr & Ha [1993] in
Bezug zu pH-Wert, Ionenstarke, Temperatur, Viskositédt und dem Vorhandensein ande-
rer Stoffe, wie beispielsweise mehrwertige lonen, Zucker, Proteine oder Hydrokolloide,
in der Matrix.

Im Bezug auf Proteine werden deren technofunktionelle Eigenschaften von der Pro-
zessfiihrung wahrend der Proteinisolation, durch Wechselwirkungen mit Nichtprotein-
komponenten sowie durch die Art des resultierenden Proteinproduktes (Mehl, Konzen-
trat mit Proteingehalten > 60 %, Isolat mit Proteingehalten > 85 %) beeinflusst [Kroll
et al., 2007]. Hinsichtlich der Prozessbedingungen wird micellaren Proteinisolaten ei-
ne hohere Funktionalitéit als alkaliextrahierten oder isoelektrisch gefallten nachgesagt
[Kroll et al., 2007]. Generell weisen Proteinisolate eine hohere Funktionalitit auf als
Proteinkonzentrate [Doxastakis, 2000].
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Je nach Menge der im Lebensmittel eingesetzten Proteinkomponente (Hauptbestand-
teil oder Zutat) sind entweder deren technofunktionelle oder erndhrungsphysiologische
Eigenschaften vordergriindig zu betrachten [Schwenke, 2001].

2.5.2 Ausgewadhlte funktionelle Eigenschaften

Als lebensmitteltechnologisch bedeutendste funktionelle Eigenschaften gelten das Was-
ser- und Olbindevermogen, die Loslichkeit, die Emulgiereigenschaften sowie das Gel-
und Schaumbildungsvermogen. Diese wurden auch in der vorliegenden Arbeit unter-
sucht. Die Oberflachenhydrophobitat von Proteinen wurde als zusatzlicher Parameter
zur Bestimmung der Technofunktionalitdt herangezogen. Nachfolgend sollen die wich-
tigsten Aspekte kurz im Zusammenhang mit Proteinen beschrieben und der Einfluss
verschiedener Parameter auf die funktionellen Eigenschaften erlautert werden.

2.5.2.1 Wasserbindevermogen

Das Wasserbindevermogen eines Proteins bezeichnet die Fahigkeit des Proteins Wasser
aufzunehmen und gegen die Schwerkraft zu behalten, was die Textur und das Mund-
gefiihl eines Lebensmittels beeinflusst [Moure et al., 2006; Piornos et al., 2015]. Hierzu
zahlen gebundenes Wasser, hydrodynamisches Wasser, Kapillarwasser sowie physika-
lisch eingeschlossenes Wasser [Moure et al., 2006]. Es wird beeinflusst von der Ver-
fiigharkeit polarer Aminosauren fiir Protein-Wasser-Wechselwirkungen bzw. allgemein
dem Aminoséureprofil und ist abhéngig von der Proteinkonformation sowie den Rah-
menbedingungen des jeweiligen Experiments [Rodriguez-Ambriz et al., 2005; Moure
et al., 2006].

Im Bezug auf Lupinenproteinisolate ist das Wasserbindevermégen abhéngig von
den Extraktionsbedingungen. Wahrend micellare Proteinisolate 1,3-2,3 g Wasser pro
Gramm Protein binden kénnen [El-Adawy et al., 2001; Rodriguez-Ambriz et al., 2005],
wurden fiir isoelektrisch gefillte Isolate bis zu 6 g/g beschrieben [King et al., 1985]. Im
Vergleich wurden fiir natives Sojaprotein 4 g/g [Sorgentini et al., 1995], fiir hitzebehan-
deltes ca. 7,5 g/g ermittelt [King et al., 1985].

2.5.2.2 Olbindevermogen

Das Olbindevermdgen stellt einen wichtigen Parameter dar, um die Aroma- und Ge-
schmackserhaltung eines Produkts vorauszusagen sowie das Mundgefiihl zu verbessern
[Khan et al., 2011]. Weiterhin spielt es eine Rolle bei auf Emulsionen basierenden Le-
bensmitteln [Piornos et al., 2015] und fir die Entwicklung gebratener Produkte [Sathe,
2002]. Ein hohes Olbindevermégen ergibt sich, indem unpolare Seitenketten der Prote-
ine an die Kohlenwasserstoffketten der Lipide binden [Rodriguez-Ambriz et al., 2005].
Als weiterer Punkt wird der physikalische Einschluss des Ols zwischen den Proteinmo-
lekiilen in Abhéngigkeit vom Schiittgewicht des Proteinpulvers diskutiert [Dench et al.,
1981].

Micellare Lupinenproteinisolate weisen ein Olbindevermégen von 2,2ml bis 2,9 g pro
Gramm Protein auf [El-Adawy et al., 2001; Rodriguez-Ambriz et al., 2005]. Fur iso-
elektrisch gefillte Isolate wurden ca. 1,4g/g ermittelt [Piornos et al., 2015]. Das Ol-
bindevermogen von bspw. Sojaprotein betrdgt 1,5-2,5ml/g, in Abhéngigkeit von der
Extraktionsmethode [Rodriguez-Ambriz et al., 2005].
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2.5.2.3 Loslichkeit

Die Loslichkeit eines Proteins bezeichnet die Auspragung des Gleichgewichts zwischen
hydrophilen Protein-Losungsmittel- und hydrophoben Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen [Schwenke, 2001]. Sie hingt stark von der Aminosaurezusammensetzung der Prote-
inoberfliche, dem Molekulargewicht des Proteins sowie dessen Sekundér- und Tertidr-
struktur ab, wobei eine geringe Zahl hydrophober Reste, eine hohe Oberflichenladung,
elektrostatische Abstoflung sowie Hydratation der Oberflichenproteine mit einer héhe-
ren Loslichkeit einhergehen [Morr & Ha, 1993; Moure et al., 2006]. Dies geschieht vor
allem ober- und unterhalb des isoelektrischen Punktes eines Proteins.

Die technologische Vorgeschichte der Proteinpréparate, z. B. Denaturierung durch
Wirmebehandlung, Ein- und Aussalzeffekte [Moure et al., 2006], beeinflusst die Los-
lichkeit, wobei jene der Globuline pH- und Ionenstérke-abhéngig ist [Kroll et al., 2007].
Sie steigt abseits des isoelektrischen Punktes sowie in Anwesenheit geringer Mengen
einwertiger lonen, welche die inter- und intramolekularen elektrostatischen Wechselwir-
kungen zwischen den Carboxyl- und e-Aminogruppen schwéichen [Morr & Ha, 1993].
Eine hohere Stickstoff-Loslichkeit des nativen Proteins korreliert mit besseren tech-
nofunktionellen Eigenschaften (Schaumbildung, Emulgierbarkeit) [Neto et al., 2001;
Yoshie-Stark et al., 2004; Moure et al., 2006; Piornos et al., 2015].

In pH-Wert-abhangigen Untersuchungen wurden fiir viele Pflanzenproteine Loslich-
keitskurven ermittelt, die eine minimale Loslichkeit der Proteine zwischen pH 4 und
5 beschreiben. Auch fiir Lupinenproteine liegt in diesem Bereich der isoelektrische
Punkt [Piornos et al., 2015], an welchem Proteine die schlechteste Loslichkeit besitzen
(12-15% [Yoshie-Stark et al., 2004]). In Richtung eines stirker sauren oder basischen
pH-Wertes verbessert sich die Proteinloslichkeit deutlich [King et al., 1985; Neto et al.,
2001; Lqari et al., 2005]. Die beste Loslichkeit ist um pH 10 zu erwarten (89-98 %
[Rodriguez-Ambriz et al., 2005; Piornos et al., 2015]).

2.5.2.4 Emulgiervermogen

Emulsionen bestehen aus zwei nicht miteinander mischbaren Phasen, der kontinuierli-
chen (duflere) Phase und der dispersen (innere) Phase. Emulgatoren bieten die Moglich-
keit, die Trennung dieser, als Dispersion kleiner Tropfen der einen Phase in der anderen
vorliegenden Emulsion, zu verlangsamen, indem sie die Grenzflichenspannung zwischen
beiden Phasen herabsetzen. Es kommt zu einer partiellen Auffaltung der Proteine und
der Hinwendung hydrophober Aminoséiurereste zur Olphase [Morr & Ha, 1993]. Die
Destabilisierung der Emulsion erfolgt durch Flokkulierung (Bildung von Aggregaten),
Koaleszenz (ZusammenflieBen von Oltropfchen), Aufrahmen oder Sedimentation [Her-
mansson, 1979].

Die Messung des Emulgiervermdgens erfolgt oft mit Hilfe des Emulsionsaktivitéts-
index (EAI), welcher die Grofie der Phasengrenzfliche angibt, die von einem Gramm
Protein belegt wird. Eine weitere Methode besteht in der Messung der Emulgierkapazi-
tit (EC), die das Volumen an Ol, welches von einem Gramm Protein im Lésungsmittel
emulgiert werden kann, darstellt. Eine dritte Kenngrofle ist die Emulsionsstabilitat
(ES) und bezieht sich auf den Anteil des Ausgangsvolumens der Emulsion der nach
einer definierten Lagerungsperiode oder verschiedenen Beanspruchungen der Emulsion
(Erhitzen, Zentrifugieren) messbar ist.

Emulsionsaktivitdat und -stabilitdt proteinstabilisierter Emulsionen werden beein-
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flusst durch den pH-Wert und die Ionenstarke des wéssrigen Mediums, die Art des
Ols, das Volumen der Olphase, die Proteinkonzentration, das Photometer sowie die
Art und Geschwindigkeit des Homogenisators [Pearce & Kinsella, 1978]. Eine Denatu-
rierung der Proteine fithrt zu einer hoheren Hydrophobitéit der Proteinoberfliche und
damit zu besseren Emulgiereigenschaften [Moure et al., 2006].

Fiir Lupinenproteinextrakte wurden Emulsionsstabilititsindizes von 45-72m?/g be-
schrieben [Hojilla-Evangelista et al., 2004], fiir Sojaproteine 6-102m? /g, abhéngig von
den Extraktionsbedingungen [Wu et al., 1998; Hojilla-Evangelista et al., 2004; Onsaard
et al., 2010]. Fiir ein Erbsenprotein wurden 85m?/g ermittelt [Pedrosa et al., 1997].
Die Emulsionsstabilitat fiir Lupinenproteine soll hoher als jene fiir Sojaproteine sein
(ca. 25 bzw. 15 min) [Hojilla-Evangelista et al., 2004].

2.5.2.5 Schaumbildungsvermogen

Beim Aufschdumen einer Proteindispersion wird Luft in Form von Blasen in die Fliissig-
keit eingebracht, wobei die amphiphilen Proteinmolekiile an den Luftblasen adsorbieren
[Doxastakis, 2000]. Sie wirken somit als Emulgatoren und setzen die Grenzflachenspan-
nung herab [Makri et al., 2005]. Das Protein muss dabei moglichst schnell an der
Luft-Wasser-Grenzfliche adsorbieren, Konformationsénderungen und Umlagerungen
durchfiithren (partielle Auffaltung, um hydrophobe Aminoséurereste der Luft zuzuwen-
den) und durch intermolekulare Wechselwirkungen (Ausbildung von Disulfidbindungen,
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken) einen kohé-
siven, viskoelastischen Film ausbilden, der v.a. fiir eine gute Schaumstabilitat wichtig
ist [Morr & Ha, 1993; Doxastakis, 2000].

Das Vermogen zur Schaumbildung kann in der Schaumkapazitit und Schaumstabi-
litat ausgedriickt werden. Erstere beschreibt dabei die Volumenzunahme durch einen
definierten Aufschdumprozess (durch Aufschlagen, Schiitteln oder Gaseintrag) in Be-
zug auf das Ausgangsvolumen der Proteinlésung. Zur Ermittlung der Schaumstabilitiat
wird entweder das nach einer festgelegten Standzeit verbleibende Volumen im Vergleich
zum Volumen nach dem Aufschlagen oder die wahrend dieser Zeit aus dem Schaum
austretende Fliissigkeit herangezogen.

Schaumbildungs- und Emulgierverhalten sind abhangig vom zur Entélung verwendeten
Losungsmittel [Doxastakis, 2000]. Demnach 16st n-Hexan apolare Lipide (Triglyceride),
wohingegen polare Lipide (Fettsduren, Phospholipide) im Rohstoff erhalten bleiben. Es
kommt zu einer gewissen Denaturierung der Proteine und damit einem Einfluss auf die
Schaum- und Emulsionsbildung. Weiterhin besteht eine Abhéngigkeit von molekularen
Gegebenheiten, wie Proteinkonformation, -flexibilitdt (verbunden mit der Menge an
die Tertidrstruktur stabilisierenden Disulfidbriicken) und -grofle, Ladung und Vertei-
lung der hydrophilen und hydrophoben Reste in der Priméarstruktur, sowie von dufleren
Faktoren, wie pH-Wert, Ionenstarke, Temperatur und anderen um die Adsorption an
die Grenzfliche konkurrierenden Lebensmittelbestandteilen [Morr & Ha, 1993; Moure
et al., 2006; Benjamin et al., 2014]. Im Vergleich zu niedermolekularen oberflachenak-
tiven Substanzen (z.B. Phospholipide, Mono- und Diglyceride) bilden Proteine trotz
ihrer geringeren Wirksamkeit zur Reduktion der Oberflachenspannung stabilere Schau-
me und Emulsionen [Moure et al., 2006].

Fiir Lupinenproteine werden Schaumkapazitiaten zwischen 50 % und 220 % erwartet
[Sathe et al., 1982; El-Adawy et al., 2001; Rodriguez-Ambriz et al., 2005]. Je nach
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Schaumvorrichtung und Proteinanteil in der Losung kénnen Werte bis zu 2000 % er-
reicht werden [D’Agostina et al., 2006]. Sathe et al. [1982] ermittelten Schaumstabilita-
ten von 32 % bis 64 % fiir entolte, bzw. nicht-entolte Lupinenproteinkonzentrate nach
einer Standzeit von 2h. Ackerbohnen- und Erbsenproteinisolate wiesen Schaumkapa-
zitaten zwischen 250 % und 350 % im Falle von isoelektrischen Isolaten, bzw. bis zu
550 % bei durch Ultrafiltration gewonnenen Isolaten auf.

2.5.2.6 Gelbildungsvermogen

Ein Gel wird als Zwischenzustand zwischen fest und fliissig bezeichnet [Moure et al.,
2006]. Proteine koénnen dabei dreidimensionale Quervernetzungen in Lebensmitteln bil-
den, v.a. durch grofle Molekiile und abhangig von ihrem Vermdégen zur Denaturierung
[Moure et al., 2006]. Durch eine partielle Auffaltung der Tertidrstruktur bilden sich
lange Ketten, ohne dass es zur Losung kovalenter Bindungen kommt [Moure et al.,
2006].

Mine [1995] und Sun & Arntfield [2010] fassen den Prozess der Gelbildung bei Ei-
proteinen bzw. globuldren Proteinen folgendermaflen zusammen: Nach einer initialen
Denaturierung und Auffaltung des Proteins (Freilegen hydrophober Gruppen) kommt
es in einem ersten Schritt zur Tribung aufgrund der Bildung sphérischer Aggrega-
te durch intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen. Nachfolgend versteifen bzw.
agglomerieren diese Aggregate durch die Bildung von Disulfidbriicken, welche die Sta-
bilitat des Gels erh6hen konnen. Im dritten Schritt steigt die Elastizitiat des Gels durch
die Kiithlung stark an. Hierbei bilden sich in kurzer Zeit viele Wasserstoftbriicken. Ein
Gel-Netzwerk entsteht. Der Grofiteil des Losungsmittels wird dabei physikalisch im Gel
eingeschlossen und somit immobilisiert [Morr & Ha, 1993].

Das Geliervermogen ist abhéangig von Proteinkonformation, Aminosédurezusammen-
setzung, Molekulargewicht, isoelektrischem Punkt, Ladung, Hydrophobitéat, Glykosy-
lierung, struktureller Flexibilitdt und der physikalisch-chemischen Umgebung (pH-
Wert, lonen-Zusammensetzung, elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen,
Temperatur) [Morr & Ha, 1993; Sathe, 2002]. Wahrend Temperaturen bis 80 °C durch
nicht-kovalente Wechselwirkungen zur Ausbildung eines ,,Pseudogels® bei Lupinenpro-
teinen fithren, bilden sich ab 90 °C Disulfidbriicken und dreidimensionale Strukturen
[Doxastakis, 2000]. Eine NaCl-Konzentration bis 0,5mol/l hat dabei einen stabilisie-
renden Effekt. Bei Proteingelen wird zwischen transparenten und koagulierten Gelen
unterschieden. Erstere werden verstiarkt von Proteinen mit hydrophilen Aminoséuren
gebildet, letztere durch unpolare Reste [Moure et al., 2006]. Jedoch entscheiden auch
Proteinkonzentration, pH-Wert, Ionen im Losungsmittel, Aufheizrate und Temperatur
tiber die Transparenz und Elastizitat der Gele [Morr & Ha, 1993]. Auch die Anwesenheit
von Nicht-Protein-Komponenten (Kohlenhydrate, Fette) spielt eine Rolle [Sathe, 2002].
Wiéhrend die Gelbildung eine geordnete Restrukturierung der entfalteten Polypeptide
beschreibt, ist die Koagulation durch eine ungeordnete Aggregation der Polypeptide
gekennzeichnet [Kinsella, 1979].

Da Gele in der Lage sind Wasser, Fett, Zucker, Aromastoffe und andere Substanzen
einzuschlieflen, spielen sie in der Produktentwicklung eine grofie Rolle [Hermansson,
1979; Rodriguez-Ambriz et al., 2005].

Meist wird bei der Bestimmung des Gelbildungsvermogens eines Proteins die LGC
(Least Gelation Concentration) bestimmt, also die geringste zur Ausbildung eines Gels
notwendige Menge an Protein.
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Die LGC fiir Sojaproteinisolate betriagt 8-9% [Sorgentini et al., 1995; Rodriguez-
Ambriz et al., 2005]. Fir salzextrahierte Erbsenproteinisolate wurden 5,5% [Sun &
Arntfield, 2010], fiir micellare Lupinenproteinisolate 8 % und fiir isoelektrisch geféllte
6-20 % beschrieben [Rodriguez-Ambriz et al., 2005; Piornos et al., 2015]. Durch ein
Dialyseverfahren konnte ein Lupinenproteinisolat mit einer LGC von nur 4 % hergestellt
werden [Kiosseoglou et al., 1999]. Die Gelbildung der Proteine ist somit stark von den
Extraktionsbedingungen abhéangig.

2.5.2.7 Oberflachenhydrophobitat

Die Oberflachenhydrophobitat (SH) bezeichnet die Menge an hydrophoben Gruppen an
der Oberfliche eines Proteinmolekiils [Jiang et al., 2014], die mit anderen Lebensmittel-
bestandteilen wechselwirken kénnen. Ein Anstieg der Oberflichenhydrophobitét fithrt
zu besseren Gel- und Emulgiereigenschaften [Duranti & Gius, 1997; Khan et al., 2011].
Weiterhin wird eine hohe Oberflichenhydrophobitat im Zusammenhang mit nur wenig
aggregierten Proteinen, also einem geringen Denaturierungsgrad, betrachtet [Hojilla-
Evangelista et al., 2004]. Eine Korrelation der Oberflichenhydrophobitét eines Proteins
mit verschiedenen funktionellen Eigenschaften desselben wird diskutiert [Morr & Ha,
1993; Schwenke, 2001]. Dabei wird zwischen der experimentell mittels Fluoreszenz-
Methoden (Bindung von Molekiilen zur Fluoreszenzmarkierung von Proteinen) ermit-
telten Oberflichenhydrophobitit sowie der rechnerisch aus den freien Energien des
Transfers von Aminoséureseitenketten von einer organischen in eine wéssrige Umge-
bung ermittelten sog. mittleren Hydrophobitit des Proteins nach Bigelow [1967] unter-
schieden, wobei eher die Hydrophobitiat und Ladungsverteilung der Proteinoberfliche
fir dessen Funktionalitiat verantwortlich gemacht werden [Schwenke, 2001].

Bei der Analytik dieses Parameters mittels Fluoreszenz-Messung wird zwischen ali-
phatischer (bestimmt mittels CPA - cis-parinaric acid) und aromatischer (bestimmt
mittels 8-Anilinonaphthalin-1-sulfonsédure) Hydrophobitét unterschieden, je nach Bin-
dungsvorlieben und Struktur des jeweiligen Reagenz [Hayakawa & Nakai, 1985].

Fir Lupinenmehl wurden SH-Werte um ca. 813 ermittelt [Lampart-Szczapa et al.,
2006]. Sduregefillte Lupinenproteinextrate wiesen eine Oberflichenhydrophobitét von
SH =302, durch Ultrafiltration hergestellte von SH = 429 auf [Hojilla-Evangelista et al.,
2004]. Im Vergleich dazu wurden fiir die entsprechenden Sojaproteinextrakte SH-Werte
von 530 bzw. 844 ermittelt [Hojilla-Evangelista et al., 2004], wéhrend durch isoelektri-
sche Féllung Isolate mit SH~ 200 gewonnen werden konnten [Jiang et al., 2014].

2.5.2.8 Bedeutung fiir die Lebensmittelentwicklung

Laut Miraglio [1995] kann Fett v.a. durch die Struktur, Viskositdt und Cremigkeit
eines Lebensmittels simuliert werden. Alle oben erwéhnten funktionellen Eigenschaften
in Verbindung mit sensorischen Untersuchungen lassen somit Aussagen zu, die sowohl
die allgemeine Anwendbarkeit der hier untersuchten Proteinisolate als auch Einfliisse
auf deren fettdhnlichen Charakter nach der Behandlung der Rohstoffe betreffen.

Die funktionellen Eigenschaften selbst sind fiir jeweils unterschiedliche Lebensmittel
von besonderer Bedeutung: Beispielsweise spielt die Loslichkeit vor allem bei Getréanken
eine Rolle, wihrend die Gelbildung bei Fleischerzeugnissen, Kase und Quark und das

Schaumvermogen v. a. bei Desserts und anderen aufgeschlagenen Speisen ausschlagge-
bend sind [Kinsella, 1979].
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Neben der Eignung eines Proteins im Lebensmittel aus technologischer und funk-
tioneller Sicht, sollten Lebensmittelsicherheitskriterien und ern&dhrungsphysiologische
Eigenschaften zusdtzlich beachtet werden [Kinsella, 1979]. Im Bezug auf micellare Lu-
pinenproteine soll diese Arbeit einen signifikanten Beitrag zu Teilen dieser Themen
leisten, denn der Einsatz eines Proteins im Endprodukt ist fiir dessen Textur, Sensorik
und Néhrwertprofil von Bedeutung.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Saatgut

Die Lupinensamen von Lupinus angustifolius Vitabor und Boregine entstammen der
Saatzucht Steinach (Saatzucht Steinach GmbH & Co. KG, Wittelsbacherstrae 15,
94377 Steinach). Die Samen wurden im Fraunhofer Institut fiir Verfahrenstechnik und
Verpackung (Fraunhofer IVV, Giggenhauser Strafie 35, 85354 Freising) geschélt, gesich-
tet, flockiert und entolt. Des Weiteren wurde eine grofiere Menge an Extrakt fir die
UHT-Versuche sowie feuchtes Proteinisolat fiir die Pasteurisierungsversuche im Tech-
nikum des Fraunhofer IVV hergestellt und fiir diese Arbeit verwendet.

3.1.2 Gerate, Chemikalien, Verbrauchsmaterial, Software

Tabelle 3.1: Verwendete Geréate

Bezeichnung Spezifikation Hersteller
Absaugsystem Turbosog Prozessabsauger C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
TUR2/6300 mit Vorabscheider Konigswinter
TVK/6320
Analysenwaage Excellence XS 104 Mettler-Toledo GmbH, Gieflen
Autoklav vertikaler Standautoklav, VX-120 Systec GmbH, Linden
Block-Aufschlusseinheit Kjeldatherm KB manuell mit C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
TR-Regler Koénigswinter
Bunsenbrenner Fireboy eco Integra Bioscience AG,
Wallisellen
Datenlogger fiir ALMEMO 2590-4S Ahlborn Mess- und
Pasteurisierungsversuche (Temperaturfithler ZA 9020-FS Regelungstechnik GmbH,
Thermo E4, NiCr-Ni Typ K, Holzkirchen
FTA15L0100)
Destillationsapparatur Vapodest 50 C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
Konigswinter
Differentialkalorimeter DSC Q100 TA Instruments, New Castle
Tzero Sample Press TA Instruments, New Castle
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN 3 Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
PROTEAN II xi Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
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3.1. Material

Bezeichnung

Spezifikation

Hersteller

Entkeimungsstrahler

Gefriertrocknungsanlage

Geldokumentation

Geltrocknung

Inkubator

Kjeldahl-Kolben

Kontaktthermometer

Magnetrithrer

Messermiihle

Mikroskope

pH-Meter

Pipetten

Planeten-Kugelmiihle

Rondoflame

Schiittelwasserbad

Schiittler

Sicherheitswerkbank

Puritec HNS 15W G13 OFR,
254 nm, Ozon-frei

Maxi-Dry Lyo

Multilmage™ Light Cabinet
TFX-20.M

Gel Drying Frames, 24x24 cm,
K421.1

BD 115
G-14, 12-0301

ETS-D5
IKAMAG RH

RET basic

Grindomix GM 200,
Mahlbehélter aus PP; Messer:
02.446.0014

Eclipse Ni-U, Objektiv: 100x,
Olimmersion

Olympus CH20

pH 340i

Pipetman P20
Pipetman P100
Pipetman P200
Pipetman F1000
Pipetman P1000
Pipetman P10ml

PM 100, Mahlbecher: 1.4034
(Rostfreier Stahl), 250 ml, 4
Kugeln (¢ =3cm)

GFL 1086

IKA-Vibro-Fix VF2, max. 2500
1/min
MS2 Minishaker

Hera Safe HS12, Sicherheitsklasse

2

Osram GmbH Miinchen

Heto-Holten A/S, Allergd

Vilber Lourmat,
Marne-la-Vallée (Frankreich)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Binder GmbH, Tuttlingen

C. Gerhardt GmbH & Co. KG,
Konigswinter

IKA GmbH & Co. KG, Staufen

Janke & Kunkel GmbH & Co.
KG, IKA-Labortechnik,
Staufen

IKA GmbH & Co. KG, Staufen
Retsch GmbH, Haan

Nikon Instruments Europe BV,
Amsterdam

Olympus Optical Co., Tokyo
WTW

Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim

Gilson, Inc., Middleton
Gilson, Inc., Middleton
Gilson, Inc., Middleton
Gilson, Inc., Middleton
Gilson, Inc., Middleton
Gilson, Inc., Middleton

Retsch GmbH, Haan

Technomara Deutschland
GmbH, Fernwald

Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, Burgwedel

IKA-Labortechnik, Staufen

IKA Works, INC, Wilmington

Kendro Laboratory Products
GmbH, Hanau
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Bezeichnung

Spezifikation

Hersteller

Spannungsgeber fiir
Gelelektrophorese

Spektralfluorometer

Spektralphotometer

Stabmixer mit
Schneebesenaufsatz

Stomacher
Thermomixer
Trockenschrank

UHT-Anlage

Ultraschallbad

Ultraschall-Homogenisator

Ultra-Thurrax

Waagen

Wasserbad (fir
Gelbildungsversuche)

Zentrifugen

Power Pac 200

Power Pac 1000

FluoroMax-2

CM-600d mit Glaskuvette
CR-A504

Spekol 1200

220 Volt, 60 Hz, 250 Watt,
Art.-Nr. 40970

400 Circulator
comfort mit Thermoblock 2 ml
FD 240

Indirekte
UHT-Pilot-Erhitzungsanlage

USG 50 Schallwanne + Generator

Sonoplus HD 2200
(HF-Generator: GM 2200,
Ultraschallwandler: UW 2200,
Boosterhorn: SH 213 G,
Mikrospitze: MS 73)

T 25 basic, Dispergierwerkzeug: S
25N 18G

440-47N, max. 2000 g, d=0,1g

PCB 6000-1, max. 6000 g,
d=0,1g

Typ WB 10, 1,6 kW, 230V,
50/60 Hz, DIN 12879

Heraeus Biofuge Primo, Rotor:
7590

5415 D, Rotor: F-45-24-11
5804 R, Rotor: F-34-6-38
Universal 16 R

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Instruments S.A., Inc., Jobin
Yvon-Spex, Edison (USA)

Konica Minolta Inc., Osaka

Analytik Jena AG, Jena

Gastroback GmbH,
Hollenstedt

Seward Limited, London
Eppenorf AG, Hamburg
Binder GmbH, Tuttlingen
GEA Finnah GmbH, Ahaus

VEB Messgeratewerk,
Ballenstedt

Bandelin electronic GmbH &
Co. KG, Berlin

IKA GmbH & Co. KG, Staufen

KERN & SOHN GmbH,
Balingen-Frommern

KERN & SOHN GmbH,
Balingen-Frommern

P-D Industriegesellschaft mbH,
Dresden

Kendro Laboratory Products
GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen
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Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Spezifikation Hersteller
Abwége- MN 808, 58 x 10 x 10 mm, Stickstoff-frei Macherey-Nagel GmbH &
schiffchen Co. KG, Diiren
DSC Deckel Tzero hermetic lids, T 131106, 901684.901 TA Instruments, New Castle
DSC Tiegel Tzero hermetic pans, T 110516, 901683.901 TA Instruments, New Castle
Glasplatten 10,1 x 7,3 cm (innen), 20-30-114 biostep GmbH, Jahnsdorf
u. a. fir mit 0,75 mm Spacer, 7,3cm x 10,1 cm, biostep GmbH, Jahnsdorf
SDS-PAGE 20-30-116
Mini-PROTEAN Comb, 10-well, 0,75 mm, 33ul  Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
PROTEAN II xi Inner Plate, 20 cm, 1651823 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
PROTEAN II xi Outer Plate, 20 cm, 1651824 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
PROTEAN II xi Comb, 20-well, 1,0 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH,
1651867 Miinchen
Flat Spacer, 22,3 cm lang, 1 mm stark, biostep GmbH,
20-32-108 Burkhardtsdorf
Homogenisier- BBag 03, Polyethylen, steril, 190 mm x 300 mm, Carl Roth GmbH & Co. KG,
beutel 400 ml, Seitenfilter, Filterstdarke 70 um, EP17.1  Karlsruhe
Kivetten Polystyrol, 10 x 10 x 55 mm, REF: 67.749 Sarstedt AG & Co. KG,
Niimbrecht
PMMA, 12,5 x 12,5 x 45 mm, REF: 67.755 Sarstedt AG & Co. KG,
Niimbrecht
Miracloth Viscose-Polyesterfiltermedium, Porengrofie: EMD Millipore Corporation,
20-25 ym Billerica
Objekttrager Menzel-Gléser, geschnitten, 76 x 26 mm Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig
Parafilm PM-996 Bemis Corp., Neenah
Pipettenspitzen  blau, 50-1000 pl Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim
klar, graduiert, 1-200 ul, TreffLab Treff AG, Degersheim
Reaktionsgefdfle  mit Deckel, Polypropylen, 2ml Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim
Siedesteine Typ B J.P. Pollath -
Labor-Technologie, Bamberg
Spritzenvorsatz- PES-Membran, 0,20 um, 431229, steril Corning Incorporated,
filter Corning
Zentrifugen- Polypropylen 50 ml konisch (91050), 14 ml TPP Techno Plastic Products
réhrchen konisch (91015), 12ml flach (91019) AG, Trasadingen
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Tabelle 3.3: Verwendete Chemikalien und Nahrmedien

Bezeichnung

Spezifikation

Hersteller

Acrylamid

Ammoniumperoxodisulfat
(APS)

8-Anilino-1-naphthalin-
sulfonsédure,
Ammoniumsalz

Borsédure

Bromphenolblau

Carbol-Gentianaviolett-
Losung

Citronensadure-Monohydrat

Columbia-Agar mit
Schatblut Plus (Blutagar)

Coomassie Brilliantblau

Ethanol

Féarbelosung

Folin-Ciocalteus
Phenolreagenz

Fuchsin-Losung nach Gram

Gallussaure

Glycerin
Glycin
Kaliumdihydrogenphos-

phat

Kaliumnatriumtartrat-
Tetrahydrat

Kjeltabs

Kupfer-(IT)-sulfat-
Pentahydrat

Rotiphorese Gel30 (37, 5:1),
3029.2
> 98 %, p.a., ACS, 9592.3

ANS, zur Fluoreszenz, > 97 %
(HPLC), 10417-5G-F

> 99.8%, p.a., ACS, ISO, 6943.1

Indikator

> 99,5%, p.a., ACS, ISO, 3958.2
PB5039A

G250, 27815

> 96 %, vergallt mit ca. 1%
MEK, T171.4

> 99,5 %, Ph.Eur., reinst, 5054.1
PageBlue™ Protein Staining

Solution, 24620

1.09001.0100

wasserfrei, zur Synthese

> 99,5 %, p.a., wasserfrei, 3783.1

Pufferan, > 99 %, p.a., 3908.1

> 99%, p.a., ACS, 3904.2

p.a., ACS, ISO, 108087

CX, AAL6

> 98 %, krist., 8175.1

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Chemapol, Prag

Dr. K. Hollborn & Soéhne,
Leipzig

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Oxoid Deutschland GmbH,
Wesel

Fluka Chemie AG, Buchs

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford
(U.S.A)

Merck KGaA, Darmstadt

Dr. K. Hollborn & Soéhne,
Leipzig

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Thompson & Capper Ltd,
Runcorn

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
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Bezeichnung

Spezifikation

Hersteller

Laufpuffer fiir
Gelelektrophorese

Lugolsche Losung
Mazola
2-Mercaptoethanol

Methanol

Néahrbouillon I

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Di-Natriumhydrogenphos-
phat

Di-Natriumhydrogenphos-
phat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Di-Natriumtetraborat
Decahydrat

Natronlauge

Pancreatin

Pepsin

Pepton aus Casein
Phenylmethylsulfonyl-
fluorid
ortho-Phosphorsaure

Plate-Count-Agar (APHA)

2-Propanol

Rotiphorese 10xSDS-Page, 3060.2

Tod-Kaliumiodid-Lésung

100 % reines Keimol

> 99 %, M7522

> 99,5%, Ph.Eur., reinst, CP43.1

TN1172
> 99,5%, p.a., ACS, ISO, 3957.2

zur Analyse, ISO

> 99 %, p.a., ACS, wasserfrei,
P030.2

> 995%, p.a., 4984.1

> 99%, p.a., ISO, 6771.2

> 99 %, fiir die Biochemie, 4360.1
> 99,5%, p.a., ACS, T880.1
Rotipuran, > 32 %, p.a., T196.3
from porcine pancreas,

P1750-100G

from porcine gastric mucosa,
800-2500 units/mg Protein,
P7000-100G

tryptisch verdaut, fiir die
Mikrobiologie, 8986.2
>99,0% (T), 78830

85 %, reinst, 9079.1

PO5013A

> 99,5 %, Ph.Eur., reinst, CP41.1

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Dr. K. Hollborn & Soéhne,
Leipzig

Unilever Deutschland,
Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sifin Diagnostics GmbH, Berlin

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Oxoid Deutschland GmbH,
Wesel

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
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Bezeichnung Spezifikation Hersteller
Salzsédure 0,1N, Maflosung, K024.3 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
37 %, reinst, 9277.1 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Schwefelsaure Rotipuran, 98 %, X945.1 Carl Roth GmbH & Co. KG,

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

99 %, p.a., fiir die Elektrophorese,
2367.3

Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co.

Karlsruhe

KG,

Trichloressigsdure 10 %, wassrige Losung, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG,
9383.2 Karlsruhe
Tris-(hydroxymethyl)- Ultra Qualitdt, PUFFERAN, > Carl Roth GmbH & Co. KG,
aminomethan 99,9 %, 5429.3 Karlsruhe
(TRIS)
Tabelle 3.4: Verwendete Software
Messung Bezeichnung Version Hersteller
DSC Advantage for Q Series Thermal Advantage TA Instruments Waters
Version Release 5.5.17, LLC, New Castle
QAdvX.exe 2.9.396
Universal Analysis 2000  Version 4.5A, Build TA Instruments Waters
4.5.0.5 LLC, New Castle
Farbmessung SpectraMagic NX CM-S100w 2.50.0002 Konica Minolta Inc.,
Osaka
Fluoreszenz Fluorssence™ Version 2.1 HORIBA Jobin Yvon
Inc., Edison, USA
Gelauswertung GelAnalyzer 2010 2010a Istvan Lazar & Dr.
Istvan Lazar
Geldokumenta- AlphaEase™, 5.5 Alpha Innotech
tion Chemilmager 4400 Corporation, San
Leandro, USA
Mikroskop NIS Elements 4.2000.967.0 Nikon Instruments
(Nikon) Europe BV,
Amsterdam
Statistische GraphPad Prism for Version 4.00 GraphPad Software,
Auswertung Windows Inc., San Diego

California, USA

Die statistische Auswertung [Sachs & Hedderich, 2006] der Keimzahlen erfolgte durch
einen , Kruskal-Wallis-Test* mit nachgeschaltetem ,,Dunn’s Multiple Comparison post
test“. Zur Auswertung der Ausbeuten an Proteinisolat wurde die ,,One-way ANOVA*“
mit einem ,,Bonferroni’s post test* gewéhlt. Die statistischen Berechnungen aller ande-
ren Parameter erfolgte ebenfalls mit ANOVA und Bonferroni’s post test, mit Ausnahme
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der Parameter, welche keine Normalverteilung oder eine Varianzeninhomogenitét auf-
wiesen (bei Hexan-ent6lten Isolaten: WAC, FS, FC; bei COs-entdlten Isolaten: LGC,
Verdaubarkeit; Polyphenolgehalte der Flocken und Rohstoffe). Das Signifikanzniveau
a wurde, wenn nicht anders angegeben, auf 0,05 festgelegt.

3.1.3 Pufferlosungen

Samtliche Pufferlésungen wurden nach den in Tabelle 3.5 angegebenen Rezepturen
hergestellt. Zum Auffiillen wurde dest. Wasser benutzt.

Tabelle 3.5: Herstellung der Pufferlésungen

pH-

Weort Komponente A Komponente B Mischung A + B

CQH5NOQ; 7,505 g/l

20 + NaCl; 5,85¢/1

HCL; 0,1N 520ml + 480 ml

6,0 CeHsO7 - Hy0; 21,01 g/1 NayHPO, - 2H,0; 35,60g/1  368ml + 632ml
7.0 NagHPOy; 1,4196 g/1 KH,POy; 1,3609 g/1 577ml + 423 ml

NaQHPO4 -2 HQO,

80  KHyPOy; 9,078g/1 11,876 g/1

31ml + 969 ml
4,77g + 183ml mit

10,0 Nay;B407-10H0 NaOH; 0,1 mol/1 H,O auf 11 auffillen

3.1.4 Herstellung Bradford-Reagenz, 5-fach

Zur Herstellung des Bradford-Reagenz wurden 0,125 g Coomassie Brilliantblau in 60 ml
reinem Ethanol gelost und mit 125 ml ortho-Phosphorsdure versetzt. Die Losung wurde
mit dest. Wasser auf 250 ml aufgefiillt und im Kihlschrank (4 °C) aufbewahrt.

3.1.5 Auswahl der Vergleichssubstanzen

Zu Kalibrierzwecken und zum Vergleich ernahrungsphysiologischer und techno-funk-
tioneller Eigenschaften der micellaren Lupinenproteinisolate mit handelstiiblichen Pro-
dukten wurden folgende, in Tabelle 3.6 aufgefiihrte, Referenzsubstanzen ausgewahlt.

Simplesse 100, im folgenden Text nur noch als ,,Simplesse“ bezeichnet, ist ein mikro-
partikuliertes Molkenprotein mit Partikelgréfen zwischen 0,5 und 2,5 um und kommt
als Fettaustauschstoff auf Proteinbasis zum Einsatz. Dieser wurde in allen Untersuchun-
gen zur Proteinfunktionalitat als direkter Fettaustauschstoff-Vergleich herangezogen.

Auch Fettaustauschstoffe auf Kohlenhydratbasis sollten als Vergleichssubstanzen die-
nen - Inulin und Erbsenfaser. Ovalbumin (monomerisches Phosphoglycoprotein; pl: 4,5;
MW: 44,5kDa; T;: 84°C [Mine, 1995]) wurde als Standardsubstanz fiir die Schaum-
und Gelbildung eingesetzt. Na-Caseinat und Lecithin kamen als Standard-Emulgatoren
zum Einsatz.
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Tabelle 3.6: Referenzsubstanzen

Bezeichnung

Spezifikation

Hersteller

Albumin

Albumin Fraction V
Ammonium-
Standardlosung
Casein

Casein Natrium

Erbsenfaser

Inulin

Lecithin

Protein Marker 1

Protein Marker 11

Simplesse 100

aus Eiern, 20771.236

BSA, pH 7.0, A 1391,0025

Certipur, 1000 mg/1 NH,,
1.19812.0500

> 95 %, alkaliloslich, 7555.2

> 88 % Milcheiweif3

kalorienarmer Ballaststoff

from chicory, 12255-25G

> 97 %, fir die Biochemie, 9812.1

PageRuler™, Prestained Protein
Ladder, 10-180kDa, 26616

Unstained Protein Molecular
Weight Marker, 14,4-116 kDa,
26610

Microparticulated whey protein

VWR International GmbH,
Darmstadt

Applichem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Lavita-Natiirlich, Kempen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford
(U.S.A)

Thermo Scientific, Rockford
(US.A)

CP Kelco U.S., Inc., Atlanta

concentrate, product sample

3.2 Methoden

3.2.1 Herstellung der Proteinisolate

Analog Sufimann et al. [2013b] (Abbildung 2.2) wurden fiir die Versuche zur Saat-
gutentkeimung jeweils 100 g ungeschalte und geschélte Lupinensamen sowie vollfette
und Hexan-entolte Lupinenflocken als Rohstoffe eingesetzt. Die Samen wurden vor der
Extraktion mit Hilfe einer Messermiihle zerkleinert (2-4x10s, 10.000 rpm). Der jewei-
lige Rohstoff wurde zu 700 g auf 50 °C temperierte 0,5 M NaCl-Loésung gegeben und 1h
geriihrt (500 rpm). Der Extrakt wurde iiber ein Sieb (Maschenweite: 1,2 mm) von den
festen Bestandteilen separiert, welche im Sieb nochmals ausgepresst wurden. Danach
wurde er zentrifugiert (20°C, 10 min, 3300 g) und anschlieBend durch ein Filtervlies
(Miracloth) gegeben. Zur Fallung wurde der Extrakt mit seiner doppelten Masse an
Wasser versetzt, die Mischung kurz gertihrt und tiber Nacht bei 4°C sedimentieren
gelassen. Es wurde erneut zentrifugiert (20°C, 10 min, 3300 g), der Uberstand dekan-
tiert und das Proteinisolat mit der doppelten Masse an Wasser gewaschen. Durch einen
letzten Zentrifugationsschritt mit gleichen Einstellungen konnte das feuchte Proteini-
solat nach Dekantieren des Waschwassers gewonnen werden. Die Ausbeute an feuchtem
Proteinisolat wurde nach Formel 3.1 berechnet.
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M feuchtes Proteinisolat [9] - 100

Ausbeute (%] =

3.1
EWRohstoff flur Extraktion [9] ( )

Fiir alle Versuche zur Saatgutentkeimung (mit dazugehorigen Ausbeuteanalysen) der
Versuchsreihe I, die Pasteurisierungsversuche und die UHT-Erhitzung wurden Roh-
stoffe der Lupinus angustifolius Vitabor verwendet. In Versuchsreihe IT kamen Hexan-
und COs-entolte Lupinenflocken von Lupinus angustifolius Boregine zum Einsatz. Die
sensorischen Untersuchungen sowie die Versuche zur Proteinfunktionalitét, den ernah-
rungsphysiologischen Eigenschaften und der Proteincharakterisierung, inklusive den
zugehorigen Parametern Proteingehalt und Trockenmasse, fanden, sofern nicht anders
angegeben, mit Lupinus angustifolius Boregine statt. Diese Versuche wurden, mit Aus-
nahme der sensorischen Untersuchungen und der Lichtmikroskopie, nach der Gefrier-
trocknung und Vermahlung (Kugelmiihle) der Proben durchgefiihrt.

3.2.2 Mikrobiologische Analysen

Fiir alle Versuche wurden Fertigndhrmedien der Firma Oxoid eingesetzt. Je 10g des
Untersuchungsmaterials wurden mit 90 ml Kochsalz-Pepton-Losung vermischt (Stoma-
cher). 1 ml der resultierenden Losung bzw. je 100 ul 1:10 mit Kochsalz-Pepton verdiinn-
ter Losung wurden auf 3 bzw. 2 Plate-Count-Agarplatten pipettiert und ausgespatelt.
Fiir die Differenzierung der Keimspezies wurden Blutagar-Platten verwendet. Die Plat-
ten wurden 72 h bei 30 °C inkubiert und die Anzahl der Kolonien ausgezéhlt, mit Faktor
10 multipliziert (beim 1-ml-Ansatz) bzw. nach Formel 3.2 berechnet und als KbE/g an-
gegeben. Zur Sterilitdtskontrolle wurden je 0,5 g Probe in ein Rohrchen mit 5 ml steriler
Néhrbouillon gegeben und 24 h bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden 100 ul dieser
Losung auf eine Blutagarplatte ausgespatelt und diese erneut unter den gleichen Be-
dingungen inkubiert. Waren keine Mikroorganismen auf der bebriiteten Blutagarplatte
nachweisbar, wurde die Probe als steril definiert.

) e 1
K hl|KbE/g] = -10 - 3.2
eimzahl | /9] ny-14+mny-0,1 10— (3:2)
mit:
> ¢ = Summe der Kolonien aller ausgezahlten Platten
n; = Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe
ny = Anzahl der Platten der néchsthoheren Verdiinnungsstufe

107" = niedrigste auswertbare Verdiinnungsstufe

3.2.3 Bestimmung der Trockenmasse

Die Bestimmung erfolgte in Anlehnung an ISO 24557 [2009]. Je 3 g gemahlene Lupinen-
saaten und -flocken bzw. 1 g micellares Proteinpulver wurden in bei 130 °C bzw. 103 °C
fiir 2h vorgetrocknete Glasschédlchen mit Deckel eingewogen. Die Trocknung erfolgte
bei 130 °C fiir die Saaten- und Flockenpulver bzw. bei 103 °C fiir die Proteinisolate bis
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zur Massekonstanz (3-4h). Formel 3.3 stellt die Berechnung der Trockenmasse TM dar.
Die Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A.1 gelistet.

TM (%] = % 100 (3.3)

mit:

mgp = Masse Glas mit Probe vor Trocknung [g]
mg = Masse Glas ohne Probe [g]
EW = Probeneinwaage [g]

3.2.4 Bestimmung des Proteingehalts

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte mittels der Methode nach Kjeldahl in
Anlehnung an das LFGB [2007]. Im stickstofffreien Wégeschiffchen wurde 0,1g Pro-
teinpulver eingewogen und im Kjeldahl-Kolben mit 2 Kjeltabs, 2 Siedesteinchen und
20 ml Schwefelsaure versetzt. Als Blindwert diente ein Kolben mit leerem Wéageschiff-
chen, Kjeltabs, Siedesteinchen und Schwefelsaure. Die Proben wurden in einer Block-
Aufschlusseinheit auf 240 °C erhitzt. Diese Temperatur wurde 20 min gehalten, dann
weiter auf 400 °C erwéarmt und gekocht, bis die Proben klar waren.

Nach 30 min Abkiihlen wurden sie im Vapodest titriert, die Wiederfindung mit einer
Ammonium-Standardlosung tiberprift. Der ausgegebene Stickstoffwert wurde fiir die
Lupinenproteine mit dem Faktor 5,7 [SuBmann et al., 2013b] multipliziert, um den
Proteingehalt der Proben zu erhalten (Ergebnisse s. Anhang, Tabelle A.1).

Die Proteingehalte der Referenzsubstanzen wurden ebenfalls mit dieser Methode
bestimmt, zur Berechnung jedoch der Faktor 6,25 gewahlt:

Ermittelte Proteingehalte der Referenzsubstanzen:

Ovalbumin: 7847 %
Simplesse: 51,01 %
Na-Caseinat: 85,43 %
Casein: 86,71 %

3.2.5 Thermische Behandlungsmethoden im Prozess
3.2.5.1 UHT-Erhitzung des Extraktes

Nach der Extraktion wurde der Extrakt (aus Hexan-entolten Flocken von Lupinus an-
gustifolius Vitabor, hergestellt in der Milchwirtschaftlichen Lehr- und Untersuchungs-
anstalt Oranienburg e. V. (MLUA)) kurzzeitig ultrahocherhitzt, um vegetative Keime
und Sporen zu inaktivieren. AnschlieBend wurde die Féllung durchgefithrt. Fiir die im
Folgenden erlauterten Untersuchungen stand eine Pilotanlage der Firma GEA (Ab-
bildung 3.1) in der MLUA zur Verfiigung. Der Ablauf der Erhitzungsversuche kann
Tabelle 3.7 entnommen werden.
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Tabelle 3.7: Temperatur-Zeit-Regime der UHT-Erhitzung

Nr. Flocken Durchfluss- Tvoriauf  Tmaee bei Heif3- T Ertrak: Nach

(Ex- menge [°C] Erhitzung  haltezeit Kiihlung [°C]
traktion) Extrakt [1/h] [°C] [s]

Ia entolt 120 110 140 3 20

Ib entolt 120 110 135 3 20

Ic entolt 120 110 130 3 20

ITa entolt 140 97 129 3 10

ITb entolt 140 80 120 3 10

ITc entolt 140 70 110 3 10

I1d entolt 140 63 101 3 10

IIIa entolt 140 69 100 3 13

ITIb entolt 140 65 90 3 13

ITIc vollfett 140 72,5 100 3 13

IT1d vollfett 140 65 90 3 13

Abbildung 3.1: UHT-Pilotanlage in der MLUA Oranienburg
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3.2.5.2 Pasteurisierung des Isolats

Etwa 2kg feuchtes Proteinisolat (aus Hexan-entolten Flocken von Lupinus angustifo-
lius Vitabor) wurde aus einem Technikumsversuch des Fraunhofer IVV zur Verfiigung
gestellt. Aliquote zu ca. 50 g wurden im Erlenmeyerkolben, versehen mit einem Holz-
rihrspatel, bei verschiedenen Temperatur-Zeit-Regimen (Tabelle 3.8) unter Riihren
im Wasserbad warmebehandelt. Die Temperatur wurde mittels Kontaktthermometer
iiberprift, der Erfolg der Pasteurisierung anschlieBend durch eine mikrobiologische Un-
tersuchung beurteilt.

Tabelle 3.8: Temperatur-Zeit-Regime der Pasteurisierungsreihe

Temperatur [°C] Zeit [min] Versuchsanzahl

60 10 15
65 5 15
65 30 15
70 5 17
75 2,5 5
75 5 22
80 2,5 12
80 5 12

3.2.6 Saatgutentkeimung

Versuchsreihe I:

Die nachstehend aufgefiihrten Entkeimungsversuche (20 und 60 min UVC, 110-
140°C/60 min trockene Hitze, Autoklavieren) wurden je mit 100 g ungeschalten und
geschélten Lupinensamen, sowie vollfetten und Hexan-entélten Lupinenflocken von Lu-
pinus angustifolius Vitabor durchgefiihrt, die im Folgenden als ,,Rohstoffe” bezeichnet
werden. Diese Rohstoffe wurden nach der Entkeimung extrahiert und die Proteiniso-
late nach deren Gefriertrocknung und Vermahlung (Mérser) fiir die Untersuchung der
Maillard-Produkte verwendet.

Versuchsreihe II:

Eine zweite Versuchsreihe (120min UVC, trockene Hitze bei 130°C (60 min) und
140°C (55 min)) mit Hexan- und COq-entdlten Flocken von Lupinus angustifolius Bo-
regine schloss sich, aufbauend auf den Ergebnissen von Versuchsreihe I, an. Mit den
daraus extrahierten Proteinisolaten wurden die Untersuchungen zu Sensorik, Protein-
funktionalitédt, erndhrungsphysiologischen Eigenschaften und Proteincharakterisierung
durchgefiihrt.

3.2.6.1 UVC-Bestrahlung

Die UVC-Bestrahlung (2 Entkeimungsstrahler: Osram Puritec HNS 15W G13 OFR;
254 nm; ozonfrei) erfolgte im Becherglas (Schichtdicke ca. 2 cm) unter Rithren (500 rpm)
auf einem Magnetrithrer (RET basic safety control) fiir jeweils 20, 60 bzw. 120 min. Der
Abstand zwischen Lampe und Probe betrug 20 cm (UV-Bestrahlungsstirke: 5 W/m?).
Abbildung 3.2 zeigt den Versuchsaufbau. Die Bestrahlungsdosis errechnet sich aus der
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Multiplikation der Bestrahlungsstirke (W/m?) mit der Bestrahlungsdauer (in Sekun-
den) und wird in J/m? angegeben [Guerrero-Beltran & Barbosa-Cénovas, 2004]. Fiir
die hier getesteten Bestrahlungszeiten ergeben sich somit Bestrahlungsdosen von 6,
18 bzw. 36 kJ/m?. Diese Werte sind eher als hoch einzuschitzen [Guerrero-Beltran &
Barbosa-Cénovas, 2004]. Es handelt sich dabei jedoch um die Abgabeleistung der Lam-
pe selbst. Der Abstand der Lampe vom Bestrahlungsgut sowie die bestrahlte Flache
haben ebenfalls einen Einfluss auf die das Bestrahlungsgut erreichende Dosis [Stevens
et al., 1999; Fine & Gervais, 2004; Guerrero-Beltran & Barbosa-Céanovas, 2004].

Abbildung 3.2: Versuchsaufbau zur UVC-Entkeimung

3.2.6.2 Trockene Erhitzung

Die Rohstoffe wurden auf einem Edelstahl-Tablett (einfache Lage der Saaten bzw.
Flocken) in der mittleren Einschubebene des auf die jeweilige Temperatur (110-140°C)
vorgeheizten Trockenschrankes platziert und nach Wiedererreichen der eingestellten
Temperatur fiir 60 min erhitzt (Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3: Versuchsaufbau zur trockenen Erhitzung
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3.2.6.3 Autoklavieren

In leicht geoffneten Schottflaschen wurden die Rohstoffe bei 115°C fiir 20 min ent-
keimt (Nachtrocknungszeit: 10 min, Endtemperatur: 120°C, Puls: 3, Druck wéhrend
der Heilhaltephase: ca. 175 kPa).

3.2.7 Sensorische Untersuchungen

Die sensorische Beurteilung der feuchten Proteinisolate erfolgte mittels Dreiecksprii-
fungen [DIN EN ISO 4120, 2007] sowie Rangordnungspriifungen [DIN ISO 8587, 2010).
Zur Maskierung farblicher Unterschiede wurden die Isolate mit Lebensmittelfarbstoft
eingefdrbt und je ca. 1g Proteinisolat in weifle, verschliebare Kunststoffbecher gege-
ben. Jedem der fiinf Probanden wurden zwei Probenreihen zur sensorischen Beurtei-
lung vorgelegt, um eine Fallzahl von n=10 zu gewéhrleisten. Der Ablauf sowie die
Untersuchungsziele der jeweiligen Priifung sind in Tabelle 3.9 zusammengefasst.

Tabelle 3.9: Reihenfolge der sensorischen Untersuchungen und Untersuchungsziele

Verkostung

Nr. Art der Priifung Ziel
1 Dreieckspritfun genereller Unterschied der Isolate COs-entolter und
cleckspruiung Hexan-entolter Flocken
9 Raneordnunesprifun Rangfolge in Bezug auf Rostaromen, Cremigkeit, Be-
& &P & liebtheit (un-)behandelter Isolate COs-entolter Flocken
Rangfolge in Bezug auf Rostaromen, Cremigkeit, Be-
3 Rangordnungspriifung  liebtheit (un-)behandelter Isolate Hexan-entolter Flo-
cken
4 Dreieckspritfun Unterschied in Cremigkeit nach 120min UVC-
P & Behandlung der Isolate verschieden entdlter Flocken
5 Dreieckspritfun Unterschied in Cremigkeit nach 130°C/60min tro-
P & ckener Hitze der Isolate verschieden entdlter Flocken
6 Dreieckspriifung Unterschied in Cremigkeit nach 140°C/55min tro-

ckener Hitze der Isolate verschieden entolter Flocken

Neben der Verkostung der Proteinisolate wurden Farbmessungen dieser sowie der be-
handelten Lupinenflocken vorgenommen. Diese erfolgten mit Hilfe eines Spektralphoto-
meters (CM-660d) in einer Glaskiivette. Jedes Proteinisolat wurde 5 Mal, die Flocken
10 Mal vermessen und der Mittelwert dieser Messungen zur Berechnung der Farbabwei-
chungen herangezogen. Als Referenz dienten jeweils unbehandelte COs- bzw. Hexan-
entolte Flocken und deren Proteinisolate.

Fir die Auswertung der Farbmessung wurden die von der Software berechneten
Differenzen der Farbwerte, AL, Aa und Ab, sowie die Gesamtfarbabweichung AE mit-
einander verglichen. Dabei wurde fiir AE < 1 ein fiir das menschliche Auge nicht wahr-
nehmbarer Farbunterschied zur Referenzprobe angenommen. AE >3 stellt einen fiir
das Auge offensichtlichen Farbunterschied dar [Bodart et al., 2008].
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3.2.8 Proteinfunktionalitat
3.2.8.1 Olbindevermogen

Die Bestimmung des Olbindevermdgens erfolgte in Anlehnung an die Methode von
Schwenke et al. [1981]. 0,5g Proteinisolat wurden in einem mit Magnetrithrstabchen
vorbereiteten 14-ml-Zentrifugenrohrchen mit 2,5ml Maiskeim6l (Mazola) versetzt.
Nach einem zweimaligen Zyklus aus Rithren (1 min, 700 rpm) und Ruhen (5 min) wurde
die Probe zentrifugiert (10 min, 3300 g), das Ol anschlieBend abgegossen. Das Zentri-
fugenrohrchen wurde kopfiiber auf ein Filterpapier positioniert, um nicht gebundenes
Ol abflieBen zu lassen, und nach 15 min gewogen. Die Berechnung erfolgte nach Formel
3.4, wobei das Ergebnis auf den Proteingehalt der Probe bezogen wurde.

(b—a)-100
OAC = 3.4
l9/91 = 5y p— (3.4)
mit:
a = Masse des Zentrifugenréhrchens mit trockener Probe [g]
b = Masse des Zentrifugenrohrchens mit nasser Probe [g]
EW = Einwaage an Proteinisolat [g]

cprot = Proteinkonzentration der Probe [%)]

3.2.8.2 Wasserbindevermogen

Das Wasserbindevermégen (WAC) wurde dhnlich dem Olbindevermégen ermittelt, je-
doch unter Verwendung von 5ml Wasser und einer Abtropfzeit von nur 10 min. Die
Berechnung erfolgte ebenfalls nach Formel 3.4.

3.2.8.3 Gelbildungsvermogen

Zur Bestimmung der kleinsten zur Ausbildung eines Gels nétigen Proteinkonzentration
(LGC) wurden Proteinlésungen von 2-5% in 5ml 0,5 M NaCl-Losung bzw. deminerali-
siertem Wasser in konischen 15-ml-Zentrifugenréhrchen hergestellt [Sathe et al., 1982].
Die Proben wurden 1h im kochenden Wasserbad erhitzt und anschlieBend 2min in
Eiswasser abgekiihlt. Nach weiteren 2h bei 4 °C wurden die Proben umgedreht und die
LGC als diejenige Proteinkonzentration definiert, bei welcher die Masse im Roéhrchen
auch bei vorsichtigem Schiitteln nicht nach unten rutscht.

3.2.8.4 Emulgiereigenschaften

Emulsionsaktivitdts- und -stabilitatindex wurden mit Hilfe der Turbidimetrie in An-
lehnung an die Methode von Pearce & Kinsella [1978] ermittelt. Dazu wurden in ei-
nem Becherglas 0,1 g Proteinisolat mit 30 ml Wasser oder 0,5 M NaCl-Lésung versetzt
(Cprotein = 0,33 %). Nach Zugabe von 10 ml Maiskeimél (Mazola) wurde die Suspension
1 min homogenisiert (Ultra Thurrax, 9500 rpm). Diese Emulsion wurde sofort im Ver-
héltnis 1:100 mit 0,1%iger SDS-Losung im Messkolben verdiinnt (VF =100), in zwei
Kivetten tiberfithrt und photometrisch gegen 0,1%ige SDS-Losung vermessen (500 nm).
Der Rest der Emulsion wurde stehen gelassen und weiterhin Aliquote entnommen. Der
Emulsionsstabilitatsindex ESI entspricht der Zeit [min], nach welcher die Extinktion die
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Hélfte des Ausgangswertes erreicht hatte [Lampart-Szczapa et al., 2006]. Dazu wurde
die Extinktion iiber der Zeit aufgetragen und der lineare Bereich zur Erstellung einer
Kalibrierfunktion der Form y=ax+b und Ermittlung des ESI genutzt. Der Emul-
sionsaktivitdtsindex EAI wurde nach Formel 3.5 ermittelt und bezeichnet die Grofle
der Grenzflache, die durch ein Gramm Protein stabilisiert wird. Die Berechnung der
Tritbung T erfolgte nach Formel 3.6.

2-T
EAI[m?/g) = ———— 3.5
/9] = 510003 (3.5)
2,303-A-VF
T[1/m] = = (3.6)
mit:
T = Tribung [1/m]
E = tatsdchlicher Emulgatoranteil in der Emulsion [mg/ml]
1000 = Umrechnungsfaktor (mg in g)
¢ = Olanteil in der Emulsion [ml/ml|
A = Absorption (Mittelwert aus 2 Messungen)
VF = Verdiinnungsfaktor
1 = Lénge der Kiivette (0,01 m)

3.2.8.5 Schaumbildungsvermogen

Die Bestimmung der Schaumkapazitat FC (Formel 3.7) und -stabilitdt FS (Formel
3.8) erfolgte nach Piornos et al. [2015]. 2g Proteinisolat (bezogen auf die Trocken-
masse) bzw. Standardsubstanz wurden in einem 600-ml-Rithrgefa§ mit 100 ml Wasser
versetzt (V1=102ml) und 1min bei maximaler Leistung mit Hilfe eines Stabmixers
mit Schneebesenaufsatz aufgeschdumt. Der Abstand zwischen Schneebesen und Geféaf3-
boden betrug dabei 0,4 mm. Die Mischung wurde anschliefend in einen Standzylinder
tberfithrt und das Volumen sofort (V2) sowie nach einer Standzeit von 2h (V3) abge-
lesen. Die Schaumkapazitiat FC beschreibt die prozentuale Volumenzunahme.

V2-V1
V3i—-V1

FSIA = o=y

100 (3.8)

3.2.8.6 Proteinloslichkeit

In Anlehnung an King et al. [1985] wurden 50 mg Proteinisolat im 14-ml-Zentrifugen-
rohrchen (gerade) mit Magnetrihrstab mit Pufferlésungen (5ml) der pH-Werte 2, 4, 6,
8 und 10 (Tabelle 3.5) versetzt und 5s geschiittelt (Schiittler). Die Suspension wurde
30min gertihrt (750 rpm), nochmals 5s geschiittelt und erneut 30 min gerithrt. Durch
Zentrifugation (15min, 3300 g) wurden die ungelosten Bestandteile abgetrennt. Der
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Uberstand wurde filtriert (Spritzenvorsatzfilter) und anschliefend zur Proteinbestim-
mung nach Bradford verwendet.

Hierfir wurden 50yl Probel6sung zu 2,5 ml Bradford-Reagenz (verdiinnt 1:5, iber
Nacht in Kiihlschrank, dann filtriert) pipettiert und nach Mischen 5min im Dunkeln
inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm gemessen. Proben mit einer Proteinkon-
zentration itber 1000 ug/ml wurden entsprechend verdiinnt. Die Kalibrierung erfolgte
mit einer BSA-Standardlosung im Bereich von 0-1000 ug/ml und ergab eine quadra-
tische Kalibrierfunktion der Form y = ax? + bx + c. Als Blank wurde eine Lésung aus
Bradford-Reagenz und Wasser verwendet. Die Berechnung erfolgte nach Formel 3.9.

CBrad - VEF -10-5

Proteinloslichkeit (%] = i
" CProt

(3.9)

mit:

cBraq = Proteinkonzentration der Probel6sung
ermittelt aus der Kalibrierfunktion [pg/ml]
VF = Verdiinnungsfaktor

10 = Umrechnungsfaktor
5 = Volumen der Probelésung [ml]
EW = Einwaage an Proteinisolat [mg]

cprot = Proteinkonzentration der Probe [%)]

3.2.8.7 Oberflachenhydrophobitat

Zur Bestimmung der Oberflichenhydrophobitéit der Proteinisolate wurden in 15-ml-
Zentrifugenrohrchen 0,1%ige Losungen der gefriergetrockneten Pulver in 10ml 0,5 M
NaCl-Phosphatpuffer hergestellt [Hojilla-Evangelista et al., 2004]. Dazu wurden vorab
29,2214 g NaCl im 11-Messkolben mit 0,01 M Phosphatpuffer (s. Tabelle 3.5, pH7,0)
aufgefiillt. Dieser Schritt diente der besseren Losungsvermittlung der Proteinisolate.

In PMMA-Kivetten wurde die 0,1%ige Proteinlosung mit NaCl-Phosphatpuffer im
Verhaltnis 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 und 1:100 verdinnt (Gesamtvolumen je 4ml) und die-
ser Losung je 20ul 8 mM ANS-Losung (in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,0) zugesetzt.
Nach dem Durchmischen wurden die Losungen sofort im Spektralfluorometer vermes-
sen (Ag, =390nm, Ag,, =470nm, Slit: 3nm). Als Blank diente eine Mischung aus 20 ul
ANS-Losung in 4 ml NaCl-Phosphatpuffer.

Aus der so gemessenen Fluoreszenzintensitiat FI konnte die relative Fluoreszenz nach
Formel 3.10 berechnet werden. Die relative Fluoreszenz (y) wurde tiber der Proteinkon-
zentration (x) aufgetragen und eine Kalibrierfunktion der Form y =ax+b berechnet.
Der Anstieg a der Geraden stellt die Oberflichenhydrophobitdt SH dar [Chaudhuri
et al., 1993].

F[Probe - F[Blank
F[Blank

relative Fluoreszenz = (3.10)

mit:

Flp,ope = Fluoreszenzintensitat der verdiinnten Proteinlosung
FIpanr = Fluoreszenzintensitat der ANS-NaCl-Pufferlosung
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3.2.9 Ernahrungsphysiologische Eigenschaften
3.2.9.1 in-vitro-Verdaubarkeit

Der Einfluss der physikalischen Entkeimungsmethoden auf den Verdau der Proteini-
solate sollte ermittelt werden. Dazu wurden, analog zur Methode von Rahma & Rao
[1984], 0,5g Proteinisolat mit 12,5mg Pepsin (= It. Hersteller 20-62,5 U/ug Protein)
und 15ml 0,1 N HCI versetzt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 37 °C wurde mit
7,5ml 0,2N NaOH neutralisiert, dann 4 mg Pankreatin sowie 7,5ml Phosphatpuffer
nach Sorensen (pH 8, s. Tabelle 3.5) zugegeben. Nach erneuter Inkubation (24 h, 37°C)
wurden nicht verdaute Proteine mit 15ml 10 %iger TCA geféllt, die Losung zentrifu-
giert (30 min, 1000 ¢g) und anschlieBend durch einen stickstofffreien Faltenfilter filtriert.
Der Stickstoffgehalt des Filtrates wurde bestimmt (Kjeldahl) und der Proteinverdau
nach Formel 3.11 berechnet.

Nyerq - 45 - 100
EW - NProt

Verdaubarkeit [%] = (3.11)

mit:

Nyerqg = Stickstoffgehalt der verdauten Proteinlosung [%]
45 = Volumen der gesamten Verdauungslosung [ml]
100 = Umrechnungsfaktor zur Angabe in Prozent

EW = Einwaage an Proteinisolat [g]

Np.ot = Stickstoffgehalt des Proteinisolats [%]

3.2.9.2 Maillard-Produkte

Es wurden gefriergetrocknete Proteinisolate geschélter Lupinensamen sowie entolter
und vollfetter Lupinenflocken (Vitabor) analysiert. Um einen Uberblick tiber das Aus-
mafl der Maillard-Reaktion zu bekommen, wurden die Isolate nach unterschiedlichsten
Behandlungen der Saatgutentkeimungs-Versuchsreihen I und II untersucht.

Die Analyse der Lysin- und Furosingehalte erfolgte durch Ionenaustauschchroma-
tographie mit Ninhydrin-Nachséulenderivatisierung nach Sédurehydrolyse [Henle et al.,
1991] und wurden vom Institut fiir Lebensmittelchemie der TU Dresden durchgefiihrt.

3.2.9.3 Nachweis reduzierender Zucker

Zum Nachweis reduzierender Zucker wurden je 1 ml Fehling I (3,5 g Kupfer-(II)-sulfat-
Pentahydrat in 50 ml Wasser) und 1 ml Fehling IT (17 g Kaliumnatriumtartrat-Tetra-
hydrat + 5g Natriumhydroxid in 50 ml Wasser) im Reagenzglas vermischt. Etwa 1g
Proteinpulver bzw. gemahlene Lupinenflocken der Versuchsreihe I1 der Saatgutent-
keimung wurden zugegeben und die Mischung im siedenden Wasserbad erhitzt. Als
Positivkontrolle diente Milchpulver, welches eine orange-braune Farbung induzierte.

3.2.9.4 Nachweis von Glykoproteinen

Glykoproteine lassen sich durch eine Saurehydrolyse spalten. Zu diesem Zweck wurden
0,15 g gemahlene Lupinenflocken (COs-ent6lt und Hexan-entolt, jeweils unbehandelt;
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Hexan-entolt, trockene Hitze 140 °C/55min) bzw. 0,5 g Proteinpulver (COs-entolt, un-
behandelt; Hexan-entolt, trockene Hitze 140 °C/55 min) mit 1 ml 1N HCI versetzt und
1 min im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde mit Natronlauge
neutralisiert, je 1ml Fehling I und II zugefiigt und erneut im siedenden Wasserbad
erhitzt. Ein Farbumschlag nach orange-braun wurde als positive Reaktion gewertet.

3.2.9.5 Polyphenolgehalt der Lupinenflocken und Proteinisolate

Die Extraktion der Polyphenole erfolgte nach Wang & Clements [2008], wobei jedoch
nur 0,1 ¢ Proteinisolat bzw. gemahlene Lupinenflocken mit 2 ml 80%igem MeOH 20 h
unter Schiitteln bei 25°C inkubiert wurden. Die Proben wurden anschlieSend zentri-
fugiert (15min, 1000 g), filtriert (Spritzenvorsatzfilter) und der Polyphenolgehalt im
Uberstand nach Velioglu et al. [1998] bestimmt. Hierfiir wurden 100ul Extrakt mit
0,75ml 1:10-verdiinntem Folin-Ciocalteus Phenolreagenz versetzt und 5 min inkubiert.
Anschlieflend wurden 0,75ml Natriumhydrogencarbonatlosung (60 g/1) zugefiigt und
die Proben fiir 90 min inkubiert. Dabei tritb gewordene Losungen wurden erneut fil-
triert, die Extinktion anschlieBend bei 720nm gegen einen Blindwert (enthélt 100 pl
Wasser statt Probe) gemessen. Eine Kalibrierfunktion mit Gallussdure (50 mg in 10 ml
MeOH, aufgefiillt auf 100 ml mit dest. Wasser) im Bereich von 10 bis 60 ug/ml wurde
aufgenommen und die Ergebnisse in mg Gallussduredquivalente (GAE) pro 100 g Probe
angegeben (Formel 3.12).

CFolin * CProt

Polyphenolgehalt (mgaag/100 g] = (3.12)

EW - 100
mit:
crolin = Polyphenolkonzentration der Probelosung
ermittelt aus der Kalibrierfunktion [pg/ml]
cprot = Proteinkonzentration der Probe [%)]
EW = Einwaage an Proteinisolat [g]
100 = Umrechnungsfaktor fiir Proteinkonzentration in g/g

3.2.10 Proteincharakterisierung
3.2.10.1 Lichtmikroskopie

Die feuchten Proteinisolate wurden direkt nach der Herstellung unter dem Mikroskop
(Nikon Eclipse Ni-U, Objektiv: 100x, Olimmersion) betrachtet, um die Micellenbildung
zu beurteilen. Hierfiir wurden die Isolate im Verhéltnis 1:10 mit destilliertem Wasser
verdiinnt, sehr vorsichtig verriihrt, um eine mechanische Schiadigung der Proteine zu
vermeiden, mit einem Deckglas abgedeckt und sofort untersucht. Um sicherzustellen,
dass es sich um Proteine handelt, wurden einige Isolate mit Coomassie-Brilliantblau
gefarbt.

3.2.10.2 Dynamische Differenzkalorimetrie

In einem 2ml-Reaktionsgefdfi wurden zu etwa 150mg 0,5 M NaCl-Losung ca. 30mg
gefriergetrocknetes Proteinisolat gegeben. Nach dem vollstindigen Losen des Proteins
(Schiittler) wurden ca. 30 mg der Mischung in einen DSC-Tiegel eingewogen, welcher
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anschlieffend sofort verschlossen wurde. Durch die bekannten Proteingehalte der Isolate
konnte die genaue Proteineinwaage in den Tiegel berechnet werden. Diese wurde zur
Auswertung der jeweiligen Probe vor deren Messung dem Programm iibertragen. Die
Messung fand im Bereich von 50-120°C mit einer Aufheizrate von 5K pro Minute
statt. Dabei wurde die Probe fiir 2min bei 50 °C temperiert, bevor das Aufheizregime
einsetzte. Zur Ermittlung der Denaturierungsenthalpien wurden die Spektren gegléttet
(Glatten: 2).

3.2.10.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fir die SDS-PAGE wurden die Einwaagen an Proteinisolat so berechnet, dass sich
exakt 6 mg/ml Protein in Losung befanden. Die Proben wurden zu Konservierungs-
zwecken mit 0,1 umol/ml PMSF versetzt, mit 0,5M NaCl-Losung aufgefillt und im
Ultraschallbad gelost. Die Herstellung des Probenputffers erfolgte folgendermafen:

1,25ml 0,5M TRIS-HCI, pH 6,8
2,50ml Glycerol

2,00ml SDS (10%ig)

0,20 ml Bromphenolblau (0,5%ig)
3,55ml NaCl-Losung (1,338 M)

Der Puffer enthielt somit eine Endkonzentration an NaCl von 0,5mol/l. Vor Ge-
brauch wurden zu 950 ul des Probenpuffers 50 ul Mercaptoethanol gegeben. Die Pro-
teinlosungen wurden mindestens im Verhéltnis 1:2 mit Probenpuffer verdiinnt und
anschliefend 5 min bei 95°C erhitzt.

Zur Herstellung des Sammelgelpuffers (0,5M TRIS-HCI, pH6,8) wurden 6g TRIS
in 60 ml dest. Wasser gelost, mit 6 N HCI auf pH 6,8 eingestellt und mit dest. Wasser
auf 100 ml aufgefiillt.

Der Trenngelpuffer (1,5M TRIS-HCI, pH 8,8) enthielt 27,23 g TRIS in 80ml dest.
Wasser. Nach der Einstellung des pH-Wertes auf 8,8 mit 6 N HCl wurde mit dest.
Wasser auf 150 ml aufgefiillt.

Nachfolgend aufgefiihrt ist die Herstellung der Gele:

Sammelgel (5%): Trenngel (14 %):

5,7ml  dest. Wasser 2,7ml  dest. Wasser

1,7ml Acrylamid 4, 7ml  Acrylamid

2,5ml  0,5M TRIS-HCI, pH 6,8 25ml  1,5M TRIS-HCI, pH 8,8
0,0ml SDS (10%ig) 0,0ml SDS (10%ig)

50ul  APS (10%ig) 50ul  APS (10%ig)

10pl  TEMED 5ul TEMED

APS wurde téglich frisch hergestellt und zusammen mit TEMED kurz vor dem
Gielen der Gele zur jeweiligen Losung zugegeben. Fir grofie Gele (16x20 cm; Dicke:
I mm) wurden die Mengen aller Losungen entsprechend angepasst.

Fiir kleine Gele (7,3x10,1 cm; Dicke: 0,75 mm) wurden jeweils 30 ul Probenpuffer mit
derselben Menge Probenlésung verdiinnt, erhitzt und nach dem Abkiihlen 10 ul dieser
Losung in je eine Geltasche pipettiert. In eine Tasche eines jeden Gels wurden 5yl
nach der jeweiligen Anleitung aufbereitete Markerlosung pipettiert. Der verwendete
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Laufpuffer wurde im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und der Lauf bei 80 Volt durchgefiihrt
(ca. 2,5h). AnschlieBend wurden die Gele 3 Mal mit dest. Wasser gewaschen und mit
Farbelosung tiber Nacht gefarbt. Die Entfarbung mit dest. Wasser wurde ebenfalls tiber
Nacht durchgefiihrt, wobei das Wasser mehrmals gewechselt wurde.

Bei der Verwendung von grofien Gelen wurden jeweils 30ul einer zuvor erhitzten
Mischung aus 45yl Probenpuffer und 30 ul Probenlésung, sowie 10 ul Marker in je eine
Geltasche pipettiert. Wahrend der Elektrophorese wurde die Kammer auf 4 °C gekiihlt.

Bei der getrennten Untersuchung der in 0,5 M NaCl-Losung 16slichen und unloslichen
Proteinfraktionen wurden vorab 100ul der Probenlésung (6 mg/ml Protein in 0,5 M
NaCl-Losung) zentrifugiert (3300 g, 10min). 30pl des Uberstandes wurden mit 45 pl
Probenpuffer verdiinnt, wie oben beschrieben aufbereitet und auf das Gel aufgetragen.
Das Pellet zur Bestimmung der unléslichen Bestandteile wurde in 50 ul Probenpuffer
gelost und ebenfalls, wie beschrieben, weiterbearbeitet.

Zur Auswertung der molekularen Massen der Proteinbanden wurden ausschliefilich
die Banden des ungefidrbten Markers IT genutzt. Eine Basislinienkorrektur wurde nicht
durchgefiihrt. Der gefarbte Marker diente lediglich der Ermittlung der Laufweite wah-
rend des elektrophoretischen Trennvorgangs. Jede Probe wurde zwei Mal aufgearbeitet
und ausgewertet. Die Software ,GelAnalyzer 2010¢ diente zur Auswertung. Hierbei
wurden die Bandenintensitédten, vom Programm als ,Raw Volume® bezeichnet, vergli-
chen und daraus die Ab- und Zunahmen der einzelnen Banden ermittelt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Thermische Behandlungsmethoden im Prozess

Um vegetative Keime und Sporen im Proteinisolat zu inaktivieren, wurden Entkeimun-
gen wahrend des Extraktionsprozesses durchgefiihrt. Zur Sporen-Inaktivierung wurde
die UHT-Erhitzung des proteinreichen Extraktes vor der Fallung angewandt (Kapi-
tel 4.1.1). Eine zweite Methode, jedoch zur Inaktivierung vegetativer Keime bzw. der
im Prozess eingetragenen Begleitflora, stellte die Pasteurisierung dar (Kaptitel 4.1.2),
welche die Reduktion der Gesamtkeimzahl im feuchten Proteinisolat zum Ziel hatte.

4.1.1 UHT-Erhitzung des Extraktes: Einfluss auf Mikrobiologie
und Proteinausbeute

Eine Ultrahocherhitzung wird im Bereich der Milchindustrie bei mindestens 135 °C fiir
wenige Sekunden durchgefithrt, um alle vegetativen Mikroorganismen und Sporen zu
inaktivieren. In den hier durchgefithrten Versuchen wurden Temperaturen zwischen
90°C und 140°C getestet. Es wurde jeweils die Reduktion der Gesamtkeimzahl im
Vergleich zum entsprechend unbehandelten Extrakt (Nr. I, II oder III, entsprechend
drei Versuchstagen) berechnet (Tabelle 4.1). Die hierfur erforderlichen Extrakte wurden
an der MLUA Oranienburg an den jeweiligen Versuchstagen frisch hergestellt. Hierfiir
wurden entolte Lupinenflocken in 0,5 M NaCl-Losung extrahiert und der Extrakt nach
Abtrennung des Raffinats (vgl. Abbildung 2.2) ultrahocherhitzt.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der UHT-Erhitzung - Gesamtkeimzahlen (GKZ) und Ausbeuten
an Proteinisolat (Die Gesamtkeimzahlen des unbehandelten Extraktes gelten immer fiir
die jeweiligen Versuchsnummern I, IT und IITa+b bzw. I1lc+d.)

Nr. GKZ vor Ausbeute T oz GKZ Reduk- Awusbeute Verringe-

Behand- vor Be- bei Er- nach Be- tion der nach Be- rung der

lung handlung hitzung handlung GKZ handlung Ausbeute
[KbE/g] (7] [°C] [KbE/g] [70] [7%] (%]
Ia 2,3-10° 6,30 140 1,0 - 10° 99,96 2,5 60,3
Ib 135 1,0 - 109 99,96 1,7 73,0
Ic 130 1,0 - 10° 99,96 1,9 69,8
ITa 9,3 - 107 2,48 129 1,1 - 10! 100,00 0,6 76,2
ITb 120 1,2 - 10! 100,00 1,1 54,4
Ilc 110 4,8 - 102 100,00 1,2 51,2
11d 101 1,1 -103 100,00 0,9 63,3
IITa 1,3 - 10° 7,43 100 5,5 - 102 58,09 1,3 82,5
I1Ib 90 6,4 - 102 51,37 5,5 26,4
IIIc 2,2 - 103 5,86 100 1,5 - 103 31,03 0,5 90,8
I11d 90 2,4 - 103 -12,18 3,9 34,0
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Kapitel 4. Ergebnisse und Diskussion 4.1. Thermische Behandlungsmethoden im Prozess

Nach der Behandlung nach Tabelle 3.7, wurden die Extrakte im Labor zentrifugiert
(10min, 3300¢), um bereits durch die UHT-Behandlung denaturiertes Protein abzu-
trennen. Die Fallung erfolgte dann analog Abbildung 2.2. Die Ausbeute an Isolat bzw.
deren Verringerung errechnete sich aus dem Volumen des zur Féllung eingesetzten Ex-
traktes, indem die Ausbeuten ohne und mit UHT-Erhitzung bei gleichem Einsatz an
Extraktvolumen ermittelt und miteinander verglichen wurden.

Die UHT-Erhitzung fithrte zu einer sehr starken Verringerung der Gesamtkeimzahl.
Jedoch betrug die Ausbeute an Proteinisolat maximal 74,6 % derer des unbehandelten
Extraktes. Obwohl das erhaltene Proteinisolat texturell und visuell dem Micellenpro-
tein entsprach, konnte eine UHT-Behandlung des Extraktes anhand der in Tabelle
4.1 dargestellten Ergebnisse nicht als geeignete Methode der Entkeimung in Betracht
gezogen werden.

4.1.2 Pasteurisierungsversuche: Einfluss auf Mikrobiologie und
Proteinqualitat

Die Gesamtkeimzahl des vom Kooperationspartner (Fraunhofer IVV) aus dem Tech-
nikum zur Verfiigung gestellten, unbehandelten Proteinisolats betrug 1,9 107 KbE/g
(Abbildung 4.1). Eine signifikante Reduktion dieser war bereits durch eine 30-miniitige
Wiérmebehandlung bei 60 °C moglich. Durch Pasteurisieren bei mindestens 75°C fiir
5min konnte die groftmogliche Reduktion auf unter 7,4 - 103 KbE /g erreicht werden.
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Abbildung 4.1: Gesamtkeimzahl des Proteinisolats vor und nach der Pasteurisierung
(unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikant (p < 0,05) verschiedene Proben), n>5

Keimreduktionen wurden auch von Yoshie-Stark et al. [2006] nach einer Warmebe-
handlung bei 65 °C fiir 1000s berichtet, jedoch gaben die Autoren keinen Hinweis auf
die anfanglichen bzw. resultierenden Keimzahlen.

Im untersuchten Temperaturbereich konnten bei Pasteurisierungstemperaturen ab
80 °C visuell wahrnehmbare Verédnderungen des Proteinisolats ausgemacht werden. Die
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beginnende Klumpigkeit wurde als Zeichen einer ersten Proteindenaturierung gewer-
tet. Laut Literaturangaben [Sirtori et al., 2010] ist bekannt, dass die Denaturierung
des $-Conglutin des Lupinenproteins ab ca. 71,5°C einsetzt, y-Conglutin denaturiert
noch darunter [Bader et al., 2011]. Andererseits beschrieben Sirtori et al. [2010], dass
eine Wéarmebehandlung bei 100°C fiir 5min keine sichtbaren Effekte auf das DSC-
Thermogramm des behandelten Proteinisolats hatte.

Bei den verbliebenen 6,8 103 KbE/g der 75°C/5min-Probe handelte es sich zu ca.
30% (2,0-103KbE/g) um sporenbildende Bakterien, wie die Differenzierung der Mi-
kroorganismen ergab. Diese Gesamtkeimzahl entsprach etwa der der unbehandelten
Lupinensamen und -flocken (s. Abbildung 4.2), deren Keimflora ebenfalls iiberwiegend
aus sporenbildenden Bakterien bestand (95 % in ungeschélter Saat, 83 % in entolten
Flocken). Somit wurde ersichtlich, dass eine weitere Keimreduktion durch Pasteurisie-
rung nicht erreicht werden kann, da Sporenbildner durch solch niedrige Temperaturen
nicht inaktiviert werden konnen. Zusétzlich wurde fiir sporenbildende Bakterien und
Bakteriensporen eine maximale Hitzeresistenz bei pH-Werten zwischen 6 und 7 festge-
stellt [Cerny, 1980]. Der pH-Wert des nativen Micellisolates lag nach eigenen Untersu-
chungen bei ca. 6,1, wird aber in der Literatur [Muranyi et al., 2013] mit 5,5 angegeben.
Im Zusammenhang mit den hier erzielten Ergebnissen, ldsst sich schlussfolgern, dass
eine Pasteurisierung bei 75°C fiir 5 min optimal zur Reduktion wahrend des Extrakti-
onsprozesses eingetragener Bakterien geeignet ist, ohne das Protein zu schadigen.

4.2 Saatgutentkeimung - Mikrobiologie und
Proteinausbeute

Die UHT-Erhitzung des Extraktes erwies sich, aufgrund zu starker Proteindenaturie-
rung, als ungeeignete Methode zur Sporenreduktion im Micellenisolat. Die Pasteu-
risierung konnte lediglich vegetative Keime inaktivieren. Daher wurden verschiedene
Methoden der Saatgutentkeimung untersucht, um bereits am Prozessanfang einen mog-
lichst sauberen Rohstoff zur Verfiigung zu stellen und die Vermehrung der Mikroorga-
nismen wahrend des Prozesses auf ein Minimum zu reduzieren. Im Sinne des Verbrau-
cherschutzes sollten folglich auch sporenbildende Mikroorganismen inaktiviert werden,
um den Verderb lupinenproteinhaltiger Lebensmittel zu vermeiden. In der ersten Ver-
suchsreihe (Kapitel 4.2.1) wurden dafiir die UVC-Bestrahlung, die trockene Erhitzung
und das Autoklavieren ganzer und geschéalter Lupinensamen sowie vollfetter und entol-
ter Lupinenflocken betrachtet. Die zweite Versuchsreihe (Kapitel 4.2.2) erlautert die
Griinde zur Einschrankung der Rohstoffauswahl und Optimierung der Entkeimungs-
parameter fiir weitere Untersuchungen und vergleicht verschiedene aktuell industriell
angewandte Entolungsmethoden fiir Lupinenflocken. In beiden Versuchsreihen wurden
die gewahlten Methoden und Einstellungen in Bezug zur resultierenden Gesamtkeim-
zahl und Proteinausbeute evaluiert. Die Abnahme letzterer war unerwiinscht.

4.2.1 Versuchsreihe |

Ganze und geschélte Lupinensamen sowie vollfette und entolte Lupinenflocken wurden
verschieden behandelt: UVC-Bestrahlung (20 und 60 min), trockene Hitze (110-140°C
fir 1h) und feuchte Hitze (Autoklavieren bei 115°C fir 20 min).
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Der Ausgangskeimgehalt der ganzen Saat betrug 6,1-10°KbE/g (Abbildung 4.2A),
mit einem prozentualen Anteil sporenbildender Bakterien von 95 %. Eine signifikante
Reduktion der Gesamtkeimzahl konnte durch 60-miniitige UVC-Bestrahlung, trockene
Erhitzung bei 130 °C und 140 °C sowie durch Autoklavieren erreicht werden, wobei die
autoklavierte und die auf 140 °C erhitzte Probe steril waren.

Beziiglich der Ausbeuten an Proteinisolat gab es grofie Unterschiede: Die 20-mintitige
UVC-Bestrahlung lief§ die Ausbeute unbertihrt, jedoch kam es zu einem signifikanten
Anstieg (bis zu 16,7 %) an extrahierbarem Proteinisolat nach einer 60-mintitigen UVC-
Bestrahlung bzw. einer trockenen Erhitzung der Lupinenflocken bei 110-120°C. Der
gegenteilige Effekt resultierte nach starkerer Erhitzung der Flocken (130-140°C) bzw.
beim Autoklavieren. Hier kam es zu einer signifikanten Reduktion an Isolatausbeute
von der unbehandelten Probe (12 % Ausbeute) tiber die autoklavierte (7,5 %) bis zu 3 %
nach trockener Erhitzung bei 130 °C. Nach einer Warmebehandlung von 140 °C konnte
kein Protein mehr extrahiert werden. Auch Neto et al. [2001] ermittelten einen starken
Ausbeuteverlust bei der Herstellung isoelektrischer Proteinisolate aus autoklavierten
Cashew-Niissen (121°C, 30 min) im Vergleich zu unbehandelten Niissen.

Die Entfernung der Schale brachte, im Vergleich zur ungeschéalten Saat, bereits eine
geringfiigige Reduktion der Gesamtkeimzahl mit sich (Abbildung 4.2B). 34 % dieser
verbliebenen 2,110 KbE/g wurden als sporenbildende Mikroorganismen identifiziert.
Alle Saatgutbehandlungen fiihrten zu einer starken Reduktion der Gesamtkeimzahl. Ei-
ne Sterilitdt der geschélten Saat konnte jedoch nur durch Autoklavieren und trockene
Erhitzung bei 130 °C und 140 °C erreicht werden. Beide UVC-Bestrahlungen reduzier-
ten die Gesamtkeimzahl signifikant (bis zu 2,5-10° KbE/g). Die Keimzahl nach der
trockenen Erhitzung bei 140 °C war dhnlich gering.

Die Proteinausbeute betrug im Falle der unbehandelten geschalten Saat 19,8 % und
nahm signifikant auf bis zu 9,7 % ab, sobald die Behandlungstemperatur 130 °C iiber-
stieg bzw. durch Autoklavieren. Eine trockene Erhitzung bei 110-130°C hatte einen
schwachen Anstieg der Proteinausbeute zur Folge (22,6-26,7 %). Die UVC-Bestrahlun-
gen hatten keinen Einfluss auf dieselbe.

Ungeschélte Samen enthielten den grofiten Schalenanteil (20-25 % [Hove, 1974]) und
somit auch den geringsten Anteil extrahierbaren micellaren Proteins. Folglich resul-
tierte die hohere Proteinausbeute der geschalten Saat im Vergleich zur ungeschalten
Saat aus dem geringeren Schalenanteil, denn der Proteingehalt der Lupinenschalen war
vernachlassigbar klein (2-3 %) [Hove, 1974].

Die mikrobielle Belastung, Zusammensetzung (Anteil sporenbildender Mikroorganis-
men) und die Ergebnisse der Dekontaminationsversuche der vollfetten Lupinenflocken
kamen denen der geschélten Saat nahe, denn der Schalenanteil war dhnlich gering. Eine
60-miniitige UVC-Bestrahlung, trockene Erhitzungen bei 130 °C und 140 °C sowie das
Autoklavieren fiihrten zur Sterilitat der vollfetten Lupinenflocken (Abbildung 4.2C).
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Hinsichtlich der Proteinausbeute waren die Extraktionsmengen aus den vollfetten
Flocken, im Vergleich zu allen anderen Rohstoffen, am grofiten, wobei 25,3 % micella-
res Proteinisolat aus den unbehandelten Flocken extrahiert werden konnte. Dieser Wert
stimmte mit den Untersuchungsergebnissen von Sumann et al. [2013a] iiberein. Ein-
zig das Autoklavieren resultierte in einer signifikant geringeren Proteinausbeute von
12,7%. Eine trockene Erhitzung unterhalb von 140°C fithrte zu einem signifikanten
Anstieg der Proteinausbeute (bis zu 32,1% im Falle der Isolate aus bei 120°C und
130°C erhitzten Flocken). Keinen signifikanten Einfluss auf die Ausbeute an micel-
larem Proteinisolat hatten die UVC-Bestrahlungen sowie die trockene Erhitzung bei
140°C.

Die Proteinausbeuten der entolten Lupinenflocken dhnelten stark denen der vollfet-
ten Flocken, wobei die Gesamtkeimzahl (1,2-10* KbE/g, davon 83 % sporenbildende
Bakterien) deutlich hoher war. Bei Betrachtung der Saatgutaufbereitung (Schélen, Flo-
ckieren, Entolen) als einzelne Prozessschritte, lasst sich schlussfolgern, dass es zu einer
Kontamination der Lupinenflocken oder einem Mikroorganismenwachstum wéhrend
der Entolung gekommen sein kann. Durch den hohen initialen Keimgehalt der entol-
ten Flocken konnte eine signifikante Reduktion der Gesamtkeimzahl lediglich durch
trockene Erhitzungen oberhalb von 120 °C oder durch Autoklavieren erreicht werden.

Tabelle 4.2 beinhaltet die Abweichung der Ausbeute an micellarem Proteinisolat der
entkeimten Rohstoffe von der Ausbeute an micellarem Proteinisolat der unbehandelten
Rohstoffe.

Tabelle 4.2: Abweichungen in den Proteinausbeuten nach Extraktion verschieden entkeim-
ter Lupinenflocken und -saaten in Bezug auf den jeweils unbehandelten Rohstoff, n >3

Anderung der Proteinausbeute [%]2

Behandlung
Saatungesch(ilt Saatgesch('ilt FIOCkenvollfett FlOCkenentb‘lt

UVC 20 min 16,6 +£9,1 —-7,8+£8,8 1,34+2,9 6,7+3,0
UVC 60 min 27,5+10,3 5 8+6,7 —11,7+10,6 —10,9+5,8
Trockene Hitze 110 °C/60 min 38,94+6,1 14,1+13,8 24,0£6,9 16,3+£3,0
Trockene Hitze 120 °C/60 min 37,3+7,7 32,5+2,0 26,7+4,5 18,9+3,9
Trockene Hitze 130 °C/60 min —75,4+2,2 35,1+1,9 26,7+4,4 5,7+10,8
Trockene Hitze 140 °C/60 min —100,04+0,0 —51,14+3,4 —7,5£8,6 —16,4+6,2
Autoklavieren 115°C/20 min —37,4+4,0 —36,9+1,4 —49,7+3,2 —28,54+4,0

2 Anteil an nach der Saatgutbehandlung extrahiertem Proteinisolat bezogen auf den Anteil an Proteinisolat aus
unbehandelten Rohstoffen; negative Werte kennzeichnen eine Abnahme, positive einen Anstieg der Proteinausbeute
durch die jeweilige Behandlung, n = 3-8.

Die grofite Empfindlichkeit gegeniiber trockener Hitze bei 130 °C und 140 °C war fiir
die ungeschélte Saat nachweisbar (75,4 % bzw. 100 % Verlust an Proteinausbeute). Ge-
nerell war der prozentuale Einfluss aller Behandlungen bei der ungeschélten Saat am
grofiten (maximale Werte der Anderung der Proteinausbeute) und im Falle der entdl-
ten Flocken am geringsten. Der hochste Ausbeuteverlust durch Autoklavieren (49,7 %)
konnte bei den vollfetten Flocken beobachtet werden.

Fiir alle getesteten Rohstoffe war ein Anstieg der Proteinausbeute von 14,1 % bis
38,9 % nach der Behandlung mit trockener Hitze bei 110°C und 120°C zu beobach-
ten. Nach einer Behandlung bei 130°C wurde dies ebenfalls fiir die geschélte Saat
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(35,1 % mehr Proteinausbeute) sowie die Flocken (5,7-26,7 % mehr Proteinausbeute)
festgestellt.

Generell schiadigten die trockene Erhitzung bei 140 °C sowie das Autoklavieren die Pro-
teine in den Rohstoffen am meisten und fithrten zu den héchsten Ausbeuteverlusten.
Eine deutliche Reduktion (etwa 50 %) der Globulinfraktion von Samen des Afrikani-
schen Brotfruchtbaumes nach einer trockenen Erhitzung bei 160 °C (10-20 min) wurde
bereits von Giami et al. [2001] beschrieben. Im Gegensatz zur gesteigerten Proteinaus-
beute nach trockener Erhitzung bei 110°C und 120 °C, lésst sich aus den Ergebnissen
schlussfolgern, dass die Empfindlichkeit von Lupinenproteinen gegeniiber feuchter Hit-
ze deutlich hoher war als gegeniiber trockener Hitze. Diese Schlussfolgerung zogen auch
Yu & Samadi [2011] und Peng et al. [2014] fiir Sojabohnen und Leindottersaat nach
einstiindiger Behandlung mit trockener Hitze. Die Autoren verglichen die Ergebnisse
mit denen der bei 120°C autoklavierten Proben hinsichtlich der Proteinstruktur und
des Nahrwertprofils.

Aufgrund der Tatsache, dass die Schalen der Lupinensamen wasserundurchléssig sind
[Karaguzel et al., 2004], konnte die Sensibilitat gegentiber feuchter Hitze ebenfalls eine
Ursache des Ausbeuteverlustes nach trockener Erhitzung bei 130 °C bzw. 140 °C sein:
Gibt es einen verzogerten Eintritt des Wassers durch die Schale in die Samen, konnte
das Gleiche beim Austritt des Wassers aus den Samen durch die Schale der Fall sein.
Somit wiirde sich die Feuchtigkeit kurzzeitig unter der Schale sammeln und der Prozess
in diesem Moment einer Behandlung mit feuchter Hitze gleichkommen, die wiederum
zu starkeren Proteinverlusten fiithrt.

Sousa et al. [1995] untersuchten Lupinenglobuline mittels DSC. Ihre Ergebnisse lielen
eine erhohte thermische Stabilitat der Globuline mit sinkendem Feuchtigkeitsgehalt
schlussfolgern. Dieser Fakt kann eine Erklarung fiir die hohere Stabilitdt des nach der
Behandlung bei 110°C bis z. T. 130 °C extrahierbaren micellaren Proteinisolats sein,
erkldrt jedoch nicht die in diesen Féllen hohere Ausbeute.

Beim Vergleich der Proteinausbeuten aus trocken erhitzten vollfetten und entolten
Lupinenflocken, fiel auf, dass die Proteine der vollfetten Flocken hitzestabiler zu sein
schienen als die der entélten Flocken. Es ist moglich, dass die Lipide der vollfetten
Flocken eine Art protektiven Effekt auf die Lupinenglobuline austibten. Dies ist fiir das
Molkenprotein 3-Lactoglobulin nach Zusatz hydrophober Verbindungen, wie Lecithin
oder Fettsduren, bekannt [Wijayanti et al., 2014].

In Anbetracht der guten Reduktion der Gesamtkeimzahl bei nur geringen Anderungen
in der micellaren Proteinausbeute, kann die UVC-Bestrahlung als potentielle Metho-
de zur Entkeimung angesehen werden. Dies bestatigt auch eine Stellungnahme des
NACMCEF [1999]. Die Reduktion der Gesamtkeimzahl durch die UVC-Bestrahlung er-
reichte nach 20 min 68-99 % und nach 60 min 86-100 %, wobei die geringeren Werte
jeweils zu den entolten Flocken gehorten. Bereits der hohere initiale Keimgehalt lief3
erwarten, dass die Entkeimung der entolten Lupinenflocken schwieriger sein wird als die
der anderen Rohstoffe. Zusétzlich kénnte die Saatgutaufbereitung (Schélen, Flockieren,
Entolen) einen Einfluss auf die Oberflichenstruktur der Rohstoffe, und somit auf den
Erfolg einer UVC-Bestrahlung, gehabt haben, da die Wirksamkeit dieser von der Ober-
flachenbeschaffenheit des zu behandelnden Materials abhéngig sein kann [Koutchma,
2008]. Andererseits konnte im Falle der vollfetten Flocken eine Reduktion der Gesamt-
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keimzahl von 86 % bzw. 100 % nach 20min bzw. 60 min Bestrahlungsdauer erreicht
werden. Folglich spielt neben der Oberfliche auch der Ausgangskeimgehalt eine bedeu-
tende Rolle fir den Entkeimungserfolg durch UVC-Strahlung.

Hidaka & Kubota [2006] erreichten fiir Weizen eine Entkeimungsrate von 90 % (Ge-
samtkeimzahl) durch 6,3-stiindige UVC-Bestrahlung (Bestrahlungsstéirke: 97 W/m?).
Erdogdu & Ekiz [2011] beschrieben die UVC-Bestrahlung von Kreuzkiimmelsaat mit
Ausgangskeimgehalten von 1016-10%6 KbE/g. Die Reduktion der Gesamtkeimzahl um
0,6 Logstufen wurde durch eine 60-miniitige UVC-Behandlung (105 W /m?) erreicht.
Eine langere Bestrahlungsdauer von 2 h fiihrte lediglich zu einer vollstandigen Inakti-
vierung der coliformen und fakalcoliformen Mikroorganismen. Auch Griego & Spence
[1978] berichteten von der Moglichkeit Bakteriensporen (Bacillus thuringiensis) mittels
UV-Licht zu inaktivieren.

Prinzipiell waren alle untersuchten Rohstoffe geeignet, um micellares Lupinenprotein
zu extrahieren. Trotz allem ergaben sich gewisse Vor- und Nachteile: Um die Protein-
ausbeute zu erhohen, sollten ungeschéalte Samen vor der Flockierung geschalt werden.
Aus mikrobiologischer Sicht sind diese zwei Schritte als potentielle Kontaminations-
moglichkeiten einzustufen. Somit sollte abgewogen werden, ob eine Entkeimung der
Flocken anstelle der (un-)geschélten Saat sinnvoller ist, auch, wenn die Reduktion der
Gesamtkeimzahl im Falle der ungeschélten bzw. geschéilten Saat in einigen Fallen leich-
ter war, vor allem verglichen mit den entélten Flocken. Im Falle der Flocken kénnten
die entolten den vollfetten Flocken vorzuziehen sein, da das typische leguminosenartige
Aroma durch den Entolungsprozess reduziert werden kann [Bader et al., 2011].

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Proteinausbeute der Extraktion
vor allem von denaturierenden Effekten der jeweiligen Entkeimungsmethode abhing.
Werden Entkeimungsrate und die Ausbeute an micellarem Proteinisolat gemeinsam
betrachtet, konnen folgende Entkeimungen als Methode der Wahl festgelegt werden:
60-miniitige UVC-Bestrahlung fiir ungeschélte Saat, fiir geschélte Saat und vollfette
Flocken zusétzlich die trockene Erhitzung bei 130°C (60min) und fiir entolte Flo-
cken nur der letztgenannte Prozess bzw. eine ldngere Bestrahlungsdauer bei der UVC-
Behandlung. Da das Autoklavieren die Proteinausbeute um bis zu 50 % reduzierte,
kann diese Methode als ungeeignet eingestuft werden. Gleiches gilt fiir die trockene
Erhitzung bei 140°C, im Falle einer 60-miniitigen Behandlungszeit. Hier waren Aus-
beuteverluste bis zu 51 % bei geschalter Saat und sogar der komplette Proteinverlust
(ungeschélte Saat) zu verzeichnen. Auch Carbonaro et al. [2008] und Carbonaro et al.
[2012] stellten nach dem Autoklavieren von Leguminosensaat stérkere strukturelle Ver-
dnderungen der Proteine fest als nach trockener Erhitzung (120°C, 30 min bis 48 h).

4.2.2 Versuchsreihe Il

Um eine moégliche Rekontamination der Rohstoffe vor der Extraktion zu vermeiden,
wurde es als sinnvoll erachtet, die entolten Lupinenflocken zur Saatgutentkeimung zu
verwenden, um Kontaminationen durch Schélen, Sichten, Flockieren und Entolen aus-
zuschlieflen.

Fiir die im Folgenden aufgefithrten Ergebnisse kamen deshalb entolte Lupinenflocken
zum Einsatz. Die entstandenen Proteinisolate wurden fiir sensorische Untersuchungen,
zur Ermittlung der technofunktionellen und erndhrungsphysiologischen Eigenschaften
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(auBer Maillard-Produkte) sowie zur Proteincharakterisierung eingesetzt. Um zusétz-
lich den Einfluss der Entolungsmethode auf die genannten Eigenschaften zu ermitteln,
fanden sdmtliche Versuche sowohl mit Hexan- als auch mit COs-entolten Lupinenflo-
cken und deren micellaren Proteinisolaten statt.

Aufgrund der Ergebnisse in Versuchsreihe I (Kapitel 4.2.1) wurden die Varianten der
Saatgutentkeimung reduziert und an die Ausgangskeimgehalte der entdlten Lupinen-
flocken angepasst. Da die trockene Erhitzung bei 130°C (60 min) zufriedenstellende
Ergebnisse lieferte, wurde diese Entkeimungsvariante beibehalten. Zusétzlich wurde ei-
ne trockene Erhitzung bei 140 °C durchgefiihrt, jedoch mit geringerer Dauer (55 min),
um die Reduktion der Proteinausbeute in Grenzen zu halten. Da die UVC-Bestrahlung
in Versuchsreihe I bei entolten Lupinenflocken wenig erfolgreich war, die Proteinaus-
beute jedoch durch diese Art der Entkeimung keiner Beeinflussung unterlag, wurde die
Dauer der UVC-Bestrahlung in Versuchsreihe IT auf 120 min angehoben.
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Abbildung 4.3: Gesamtkeimzahl (Balken) und Proteinausbeute nach der Extraktion
von unbehandelten und unterschiedlich behandelten Hexan-entolten Lupinenflocken (un-
terschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant (p <0,05) verschiedene
Proben; - - -Nachweisgrenze), n > 5

Wie bereits bei Versuchsreihe I konnten signifikante Reduktionen der Gesamtkeim-
zahl erst durch die Behandlung mit trockener Hitze erzielt werden (Abbildung 4.3).
Die Verléngerung der UVC-Bestrahlungsdauer von 60 min auf 120 min lief§ die Gesamt-
keimzahl nicht weiter sinken. Die Reduktion der Gesamtkeimzahl durch 120-mintitige
UVC-Bestrahlung erreichte bei den Hexan-entolten Lupinenflocken 71 %, bei den CO»-
ent6lten 70 % und durch die trockene Erhitzung bei 130°C (60 min) 93 % bzw. 84 %
(Abbildungen 4.3 und 4.4). Durch die 55-mintitige trockene Erhitzung bei 140 °C konnte
die Gesamtkeimzahl der Hexan-entolten Flocken zu nahezu 100 %, die der COs-entolten
um 96 % reduziert werden. Auffillig war die jeweils geringere Reduktionsrate bei den
COg-entolten Flocken im Vergleich zu den Hexan-entélten der jeweils gleichen Behand-
lung, trotz des hoheren Ausgangskeimgehaltes letzterer.
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Auch die Empfindlichkeit der Globuline schien von der Entélungsart abhéangig zu
sein. Wahrend der Ausbeuteverlust der bei 140 °C erhitzten COs-ent6lten Lupinenflo-
cken 18,6 % betrug und somit signifikant geringer als bei allen anderen Behandlungen in
Versuchsreihe II war, wurden aus den Hexan-entolten Flocken nach gleicher Erhitzung
nur 10,3 % weniger Protein isoliert (keine signifikante Reduktion).

Aus den durchgefithrten Entkeimungen und Extraktionen in Versuchsreihe II 1asst
sich schlussfolgern, dass Hexan-entolte Lupinenflocken mit den getesteten Verfahren
einfacher zu entkeimen sind sowie, dass die Globulinfraktion nach der Hexan-Entélung
hitzestabiler zu sein scheint.
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Abbildung 4.4: Gesamtkeimzahl (Balken) und Proteinausbeute nach der Extraktion
von unbehandelten und unterschiedlich behandelten COz-entélten Lupinenflocken (unter-
schiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant (p < 0,05) verschiedene Pro-
ben; - - -Nachweisgrenze), n > 5

4.3 Sensorische Untersuchungen

Das micellare Lupinenproteinisolat stellt als neuer Fettaustauschstoff eine Zutat dar.
Ein Einsatz in sensorisch relevanten Mengen im Lebensmittel ist somit absehbar. Durch
die Saatgutentkeimung (s. Kapitel 4.2.2) wurden farbliche Verdnderungen der resul-
tierenden Proteinisolate festgestellt. Diese sollten nun spektralphotometrisch erfasst
werden (Kapitel 4.3.2).

Weiterhin sollten innerhalb von Verkostungen (Kapitel 4.3.1) die wichtigsten Pa-
rameter in Bezug auf den Einsatz als Fettaustauschstoff ermittelt werden. Hier wur-
den die Cremigkeit, Rostaromen (als mogliche Ursache der Farbverdanderungen) sowie
die Beliebtheit der Proteinisolate in Abhangigkeit von den in Kapitel 4.2.2 optimier-
ten Entkeimungsparametern (trockene Erhitzung: 130 °C /60 min bzw. 140°C / 55 min;
120 min UVC) sowie der Einfluss der Ent6lung (COq, Hexan) der Lupinenflocken ana-
lysiert. Es kamen Dreieckstests sowie Rangordnungspriifungen zum Einsatz.

63



Kapitel 4. Ergebnisse und Diskussion 4.3. Sensorische Untersuchungen

4.3.1 Verkostungen

Zur besseren Verstandlichkeit werden die Proteinisolate aus COq-entdlten Flocken im
nachfolgenden Abschnitt als EC-Isolate und jene der Hexan-entolten Flocken als EH-
Isolate bezeichnet. Die Auswertung der Tests brachte, geordnet nach der Nummer
der Verkostung (s. Tabelle 3.9, Seite 46), folgende Ergebnisse. Tabelle 4.3 gibt einen
zusammenfassenden Uberblick der Einzelergebnisse.

Nr. 1: Dreieckspriifung - sensorischer Unterschied aufgrund der Entélung
Es gab statistisch signifikante Unterschiede (2=0,05) zwischen den unbehandel-
ten Proteinisolaten EC und EH (s. auch Tabelle 4.3, Zeile 3, Spalten 2/3). Die
Priifer konnten die unbehandelten Isolate durch Verkostung deutlich voneinander
unterscheiden. Hierbei wurden keine speziellen Untersuchungskriterien festgelegt.

Nr. 2 und 3: Rangordnungspriifung - Rangfolge der EC- und EH-Isolate (Rosta-
romen, Beliebtheit)

Es gab keine statistischen Unterschiede aller Proben in Bezug auf Roéstaromen,
egal, welche Behandlung mit den Lupinenflocken vorgenommen wurde (s. auch
Tabelle 4.3, Spalten 6/7).

Weiterhin gab es keine statistischen Unterschiede aller Proben in Bezug auf die
Beliebtheit, jedoch den Trend, dass eine stirkere Wéarmebehandlung der Lupi-
nenflocken zu einer geringeren Beliebtheit der jeweiligen Proteinisolate fiihrte.
Dies war fiir die EC-Isolate deutlicher als fir die EH-Isolate (s. auch Tabelle 4.3,
Spalten 8/9).

Nr. 2: Rangordnungspriifung - Rangfolge der EC-Isolate (Cremigkeit)
Die unbehandelten und behandelten EC-Isolate waren in Bezug auf ein cremi-
ges/fettiges Mundgefiihl hochsignifikant («=0,01) voneinander verschieden, wobei
die Cremigkeit mit intensiverer Warmebehandlung abnahm und das Proteiniso-
lat der am stérksten wiarmebehandelten Flocken die geringste Cremigkeit aufwies
(140°C/55 min). Das Isolat der UVC-bestrahlten Flocken wurde am cremigsten
eingeschatzt (s. auch Tabelle 4.3, Spalte 4).

Nr. 3: Rangordnungspriifung - Rangfolge der EH-Isolate (Cremigkeit)
Die unbehandelten und behandelten EH-Isolate waren in Bezug auf ein cremi-
ges/fettiges Mundgefiihl signifikant («=0,05) voneinander verschieden, wobei die
Cremigkeit mit intensiverer Warmebehandlung abnahm und das Proteinisolat
der am starksten warmebehandelten Flocken die geringste Cremigkeit aufwies
(140°C/55 min) (s. auch Tabelle 4.3, Spalte 5).

Nr. 4: Dreieckspriifung - Unterschied in Cremigkeit und Beliebtheit zwischen EC-
und EH-120-UVC

Beim Vergleich der 120 min UVC-bestrahlten EC- und EH-Isolate in Bezug auf
die Cremigkeit ergaben sich hoch signifikante («=0,01) Unterschiede zwischen
den EC- und EH-Isolaten. Die EH-Isolate waren cremiger (¢=0,05) und bevor-
zugt. Letztere Aussage spiegelte jedoch nur einen Trend wider (s. auch Tabelle
4.3, Zeile 4, Spalten 2/3).
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Nr. 5: Dreieckspriifung - Unterschied in Cremigkeit und Beliebtheit zwischen EC-
und EH-130°C/60 min

Der Vergleich der 130°C/60min heiiluftbehandelten EC- und EH-Isolate in Bezug
auf die Cremigkeit ergab keinen Unterschied beider Isolate sowie keine Bevorzu-
gung (s. auch Tabelle 4.3, Zeile 5, Spalten 2/3).

Nr. 6: Dreieckspriifung - Unterschied in Cremigkeit und Beliebtheit zwischen EC-
und EH-140°C/55 min

Ein Vergleich der 140°C/55min heilluftbehandelten EC- und EH-Isolate in Bezug
auf die Cremigkeit zeigte signifikante (¢=0,05) Unterschiede zwischen den EC-
und EH-Isolaten auf. Die EH-Isolate wurden als cremiger («=0,01) empfunden
und bevorzugt (¢=0,01) (s. auch Tabelle 4.3, Zeile 6, Spalten 2/3).

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Verkostungen der Proteinisolate, n =10

Behandlung Einfluss Entolung Cremigkeit RoGstaromen Beliebtheit
EC EH EC EH EC EH EC EH
Unbehandelt unterscheidbar 32 4 1 2 4 4
120 min UVC cremiger, bevorzugt 4 3 2 3 3 2
130°C/60min  keine Bevorzugung, gleich cremig 2 2 3 3 2 3
140°C/55min cremiger, bevorzugt 1 1 1 1 1 1

@ Mittlere Rangplétze; Die hochste Zahl stellt jeweils die am intensivsten bewertete Probe dar.

Alle Probanden hatten in einem separaten Feld fiir Bemerkungen die Moglichkeit
geschmackliche Auffélligkeiten zu dokumentieren. Hier wurden keine besonderen Ein-
tragungen vorgenommen.

Auch Bader et al. [2011] untersuchten die sensorischen Eigenschaften von Lupinen-
proteinisolaten in Abhéngigkeit von der Entélung und stellten einen Einfluss auf das
leguminosendhnliche Aroma fest. Dieses nahm, im Vergleich zu vollfetten Lupinenflo-
cken, durch die Entélung mit Ethanol und 2-Propanol signifikant ab, wahrend n-Hexan,
2-Methylpentan oder Diethylether nur zu einer geringfiigigen Reduktion dieses Aromas
fithrten. Das Mundgefiihl der Isolate im Hinblick auf die Cremigkeit wurde jedoch nicht
berticksichtigt.

4.3.2 Farbmessung der Proteinisolate und Flocken

Aus der Behandlung der Lupinenflocken mit trockener Hitze bzw. UVC-Strahlung resul-
tierten starke Farbverdnderungen der Proteinisolate, wie in Abbildung 4.5 ersichtlich.
Die Farbunterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen schienen bei den Proteini-
solaten der Hexan-entolten Flocken deutlicher zu sein als bei denen der COs-entolten.

Auch in diesem Abschnitt werden die Proteinisolate aus COs-entolten Flocken zur
besseren Verstandlichkeit als EC-Isolate und jene der Hexan-entolten Flocken als EH-
Isolate bezeichnet. Die Farbwerte des Micellenlupinenproteinisolats der behandelten
Flocken wurden durch spektralphotometrische Messungen mit denen der unbehandel-
ten verglichen.
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Es gilt folgende Definition der Farbwerte:

L: Helligkeit 0 = schwarz 100 = weif
a: rot-griin-Bereich +a = rot -a = griin
b: gelb-blau-Bereich +b = gelb -b = blau
C
CO,-
entolt

Hexan-
entolt

Abbildung 4.5: Farbidnderungen der Proteinisolate durch 120 min UVC-Bestrahlung
(B) sowie trockene Erhitzung bei 130°C (C) und 140°C (D) COg- (obere Zeile) und

Hexan- (untere Zeile) -entdlter Lupinenflocken im Vergleich zur jeweils unbehandelten
Probe (A)
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Abbildung 4.6: Lab-Farbwerte der Proteinisolate verschieden behandelter Hexan- und
COg-entolter Lupinenflocken, n >3

Abbildung 4.6 zeigt, dass die Proteinisolate eher hell, gelblich und sehr wenig rot
waren, wobei die Isolate der Hexan-entolten Flocken dunkler, gelber und roter waren
als die der COq-entolten. Die UVC-Bestrahlung der Flocken édnderte die Farbwerte der
Proteinisolate kaum, jedoch resultierte aus der trockenen Erhitzung ein Dunklerwerden
der Proteinisolate sowie ein hoherer a-Wert (mehr rot).

Die COq-entolten Flocken unterschieden sich in ihren Lab-Farbwerten kaum von den
Hexan-entolten, sowohl vor als auch nach der Behandlung mit UVC-Strahlung oder
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trockener Hitze (Abbildung 4.7). Die Flocken waren insgesamt heller als die Proteini-
solate, weniger gelb (mehr blau) und weniger rot (mehr griin). Auch hier nahm der
Rotanteil durch die trockene Erhitzung leicht zu und die Helligkeit leicht ab. Der b-
Wert wurde durch trockene Hitze nicht verandert, UVC-Strahlung fithrte jedoch zu
geringeren b-Werten (mehr blau).
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Abbildung 4.7: Lab-Farbwerte verschieden behandelter Hexan- und COs-entolter Lu-
pinenflocken, n > 2
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Abbildung 4.8: Anderungen der Farbwerte AL, Aa und Ab und Farbabstand AE der
Proteinisolate durch unterschiedliche Behandlungen Hexan- und COs-entélter Lupinen-
flocken, n >3

In Abbildung 4.8 sind die Abweichungen der einzelnen Werte der Isolate von der un-
behandelten Probe aufgetragen, sowie der Farbabstand AE, der sich aus den einzelnen
Farbwerten a, b und L berechnen lasst. Ist dieser Wert grofler als 3, unterscheiden sich
die Proben deutlich voneinander [Bodart et al., 2008; Rodriguez-Garcia et al., 2012].
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Der Farbabstand der UVC-bestrahlten zur unbehandelten Probe war kaum wahrnehm-
bar. Durch die Erhitzung der Lupinenflocken stieg der Farbabstand, die Proteinproben
wurden dunkler und réter, die Isolate der COq-entolten Flocken gelber, die der Hexan-
entolten weniger gelb, dafiir blauer. Ein Unterschied zur Referenzprobe war sowohl fiir
die Isolate der Hexan-entolten (AE=3,4) als auch fiir die Isolate der COq-entolten
Flocken (AE=3,7) erkennbar. Eine Erhitzung von 140°C fiir 55 min fiihrte zu einer
deutlichen Farbédnderung, wobei diese fir die Proteinisolate der COs-entolten Flocken
schwécher ausgepragt war als fiir die Isolate der Hexan-entélten. Das bestétigt auch
die visuell wahrnehmbaren Farbédnderungen (Abbildung 4.5).

Raymundo et al. [1998b] untersuchten wiarmebehandelte Lupinenproteinisolate hin-
sichtlich ihrer Farbgebung und stellten im Vergleich zu unbehandelten Isolaten eine
Zunahme des a-Wertes, eine Abnahme des b-Wertes sowie keine Beeinflussung der
Helligkeit fest. Die Behandlungstemperaturen wurden jedoch deutlich niedriger ge-
wahlt (50-90°C, 10-40 min). Die Farbgebung pflanzlicher Proteinisolate wird v.a. mit
dem Vorhandensein von Protein-Polyphenol-Verbindungen in Zusammenhang gebracht
[Cordero-de-los-Santos et al., 2005].
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Abbildung 4.9: Anderungen der Farbwerte AL, Aa und Ab und Farbabstand AE
Hexan- und COs-entolter Lupinenflocken durch unterschiedliche Behandlungen, n > 2

Ein etwas anderes Bild zeigte sich bei der Farbmessung der behandelten Lupinenflo-
cken im Vergleich zu den unbehandelten (Abbildung 4.9). Auch hier nahm die Helligkeit
mit zunehmender Warmebehandlung der Flocken ab, bei den COs-entélten Flocken
starker als bei den Hexan-entolten. Die UVC-Bestrahlung fiihrte bei letztgenannten zu
einem Hellerwerden, wiahrend sie auf die Helligkeit COq-entolter Flocken keinen Einfluss
hatte. Wie die Proteinisolate wurden auch die Flocken etwas roter, stéarker ausgeprégt
mit zunehmender Hitzebehandlung. Wahrend die UVC-Bestrahlung die Proben blauer
werden lief3; kam es durch die Behandlungen mit trockener Hitze zu einer leicht inten-
siveren Gelbfirbung. Alle Anderungen der Farbwerte L, a und b sowie der Farbabstand
bei den bei 130 °C behandelten Flocken und deren Isolaten sind fast identisch, jedoch
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sind sie bei den UVC-bestrahlten Flocken starker und bei den bei 140 °C erhitzen Flo-
cken wesentlich geringer ausgepragt als bei deren Isolaten. Folglich ist der Farbabstand
AE nach der UVC-Bestrahlung der Flocken gréfler und nach der Warmebehandlung
der Flocken bei 140 °C geringer als bei den entsprechenden Isolaten.

Insgesamt war die Farbanderung bei den Proteinisolaten stérker ausgepragt als bei
Flocken. Das Dunklerwerden der Proteinisolate nach der Erhitzung der Lupinenflocken
konnte auf eine Polymerisation und Oxidation der phenolischen Verbindungen zuriick-
zufithren sein, die zur Entstehung von Makromolekiilen mit brauner Farbung fiihrte
[Davidov-Pardo et al., 2011].

4.4 Proteinfunktionalitat

Die Funktionalitdt von Proteinisolaten ist fiir die Entwicklung verschiedener lupinen-
proteinhaltiger Lebensmittel essentiell [Lucas et al., 2015] und wird durch die Prozes-
sierung des zur Proteinisolation vorliegenden Rohstoffes maBigeblich beeinflusst [Morr
& Ha, 1993]. Bisher gibt es nur wenige Studien, die sich mit den funktionellen Eigen-
schaften unterschiedlich behandelten Saatguts oder anderer Ausgangsmaterialien auf
die daraus isolierten Proteine beschéftigen [Neto et al., 2001; Khan et al., 2011]. Folg-
lich beinhaltet der nachfolgende Abschnitt ausgewéhlte funktionelle Eigenschaften der
micellaren Lupinenproteinisolate.

Der Proteingehalt sowie die Trockenmasse der gefriergetrockneten Proteinisolate la-
gen im Durchschnitt bei 95 %, ersterer somit deutlich hoher als in der Literatur fiir
micellare Proteinisolate angegeben (Lupinus albus: 88,75 %; N x 6,25 [El-Adawy et al.,
2001]). Die genauen Werte sind in Tabelle A.1 im Anhang angegeben und dienten als
Berechnungsgrundlage fiir die in den nachfolgenden Kapiteln ermittelten Parameter.

4.4.1 Wasser- und Olbindevermogen

Die Menge an Wasser und Ol, welche pro Gramm trockenen Proteinisolats gebunden
werden kann, wurde ermittelt. Wahrend das Wasserbindevermogen Textur und Mund-
gefiihl eines Lebensmittels beeinflusst [Moure et al., 2006; Piornos et al., 2015], spielt
das Olbindevermogen neben dem Mundgefiihl in der Aroma- und Geschmackserhaltung
eine wesentliche Rolle [Khan et al., 2011].

Proteinisolate aus unbehandelten COs- und Hexan-entolten Lupinenflocken konnten
etwa 0,9 g Wasser pro Gramm Protein binden (s. Abbildung 4.10). Das ist weniger als
die Hélfte der von El-Adawy et al. [2001] berichteten Menge (2,3 g/g Isolat), jedoch nur
etwas geringer als die von Rodriguez-Ambriz et al. [2005] ermittelte (1,3 ml/g) bei mi-
cellaren Lupinenproteinisolaten. Auch Piornos et al. [2015] (0,9-3,0 g/g je nach pH-Wert
und Ionenstérke) und King et al. [1985] (ca. 1,8-6 ml/g abhéngig von den Fallungsbedin-
gungen sowie der Warmebehandlung) erhielten hohere Werte fiir isoelektrisch geféllte
Isolate aus Lupinus luteus und Lupinus albus.

Wiéhrend die UVC-Behandlung der COs-entolten Lupinenflocken keinen Einfluss auf
das resultierende Wasserbindevermogen der Proteinisolate hatte, konnte durch eine
Behandlung mit trockener Hitze sowohl bei 130°C als auch bei 140°C ein signifikant
hoheres Wasserbindevermogen (bis zu 1,1g je Gramm Protein bei 140°C/60 min) im
Vergleich zu den Proteinisolaten unbehandelter und UVC-bestrahlter Flocken festge-
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stellt werden. Dies berichteten auch Neto et al. [2001] nach dem Autoklavieren von
Cashew-Kernen fir daraus isolierte Proteine sowie Schwenke et al. [1981] und King
et al. [1985].
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Abbildung 4.10: Wasserbindevermogen der Proteinisolate verschieden behandelter Lu-
pinenflocken; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant (p < 0,05)
verschiedene Proben, n>5

Fiir die Proteinisolate aus Hexan-entolten Lupinenflocken zeigte sich ebenfalls ein
Trend zu hoherem Wasserbindevermogen mit zunehmender Warmebehandlung. Jedoch
ergab sich ein signifikanter Unterschied lediglich zwischen den bei 140 °C erhitzten Pro-
ben und der unbehandelten bzw. UVC-bestrahlten Charge. Beim Vergleich der beiden
Entolungsarten schien die COo-Entolung in Proteinisolaten im leicht erhohten Wasser-
bindevermogen zu resultieren. Ein hohes Wasserbindevermogen ware beispielsweise bei
der Brithwurstherstellung von Vorteil. Das relativ schlechte Wasserbindevermogen der
Lupinenproteine wird mit dem Vorhandensein unpolarer Aminosauren begriindet, wel-
che schlechter mit Wasser wechselwirken als polare, hydrophile Aminoséuren [Kuntz,
1971; Sathe et al., 1982]. Der Anteil unpolarer Aminosduren im micellaren Proteini-
solat ist deutlich geringer als jener der polaren (s. Tabelle 2.3) [Muranyi et al., 2016],
jedoch kénnen hydrophobe Aminosauren aufgrund der micellaren Struktur nach auflen
gerichtet sein und fiir eine geringere Wasserabsorption sorgen [Kuntz, 1971].

Das Olbindevermogen (s. Abbildung 4.11) aller Proteinisolate war mit etwa 1,1g pro
Gramm Protein geringfiigig hoher als das Wasserbindevermogen. El-Adawy et al. [2001]
und Rodriguez-Ambriz et al. [2005] ermittelten Wert von 2,9g/g bzw. 2,2ml/g fur
micellares und Piornos et al. [2015] 1,43 g/g fiir isoelektrisch gefélltes Isolat.

Auch hier konnte ein Trend zu hoherem Olbindevermégen der Proteinisolate mit
starkerer Warmebehandlung der Lupinenflocken ermittelt werden, jedoch unterschie-
den sich die Werte nicht signifikant. Auch dies deckte sich mit den Aussagen von
Schwenke et al. [1981] und Neto et al. [2001]. Im Vergleich zum Wasserbindevermogen
war die Olbindung der Proteinisolate Hexan-entélter Flocken etwas hoher als die der
Isolate aus den COs-ent6lten Flocken. Auch Khan et al. [2011] erzielten ein besseres
Olbindevermdgen fiir ein Proteinisolat aus trocken erhitzter (120 °C, 10 min) Reiskleie.
Die Autoren begriinden dies mit dem vermehrten Auftreten unpolarer Seitenketten an
der Protein-Ol-Grenzfliche, welche an die Kohlenwasserstoffketten der Lipide binden
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konnen. Durch Dissoziationsvorgange beim Erhitzen kann es zur geanderten Expositi-
on hydrophiler und lipophiler Seitenketten der Proteine an der Oberfliche und einer
damit verbunden Anderung des Wasser- und Olbindeverméges kommen [Neto et al.,

2001].
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Abbildung 4.11: Olbindevermdgen der Proteinisolate verschieden behandelter Lupi-
nenflocken, n > 5
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Abbildung 4.12: Wasser- (Water Absorption Capacity) und Olbindevermégen (Oil
Absorption Capacity) der Standardsubstanzen, n =3

Wie aus Abbildung 4.12 hervorgeht, lag das Wasserbindevermégen der untersuchten
micellaren Lupinenproteinisolate im Bereich des Fettaustauschstoffes Simplesse und
etwas unter dem von Inulin. Das Olbindevermdgen war gleichzusetzen mit dem von
Erbsenfaser und etwas hoher als jenes von Simplesse und Ovalbumin. Auch Neto et al.
[2001] erzielten ein #hnliches Ergebnis der Olbindung fiir Ovalbumin (0,8ml/g).

Im Vergleich mit anderen Lupinenproteinisolaten, verhalt sich das Micellenprote-
in dhnlich dem isoelektrisch gefillten Isolat Typ E von D’Agostina et al. [2006]. Die
Autoren werten ein Wasser- und Olbindevermégen von 1-2ml/g als nicht zufriedenstel-
lend. Fiir Reiskleie sind Werte von 2,4-3,8 ml/g bekannt [Khan et al., 2011]. Natives

71



Kapitel 4. Ergebnisse und Diskussion 4.4. Proteinfunktionalitét

Sojaproteinisolat besitzt ein Wasserbindevermdgen von ca. 4 ml/g, welches durch Erhit-
zung zunimmt [Sorgentini et al., 1995], hitzebehandeltes Sojaprotein ca. 7,5ml/g [King
et al., 1985]. Das Olbindevermégen fiir Sojaprotein betrigt, je nach Isolat, 1,5-2,5ml/g
[Rodriguez-Ambriz et al., 2005]. Isoelektrisch geféllte Ackerbohnenproteine bzw. mi-
cellare Sonnenblumenproteine zeigen Wasser- und Olbindevermégen von 1,67 ml/g und
1,40ml/g bzw. 1,24 g/g und 1,22 g/g [Schwenke et al., 1981].

4.4.2 Gelbildungsvermogen

Hierbei wurde die geringste zur Gelbildung notwendige Proteinkonzentration ermittelt.
Vor allem bei einem moglichen Einsatz des micellaren Lupinenproteins in Wurstwaren
ist die Gelbildung von Bedeutung.

Zur Herstellung der Gele wurden Proteinlosungen (2-5 %) in 5ml 0,5 M NaCl-Losung
bzw. demineralisiertem Wasser in konischen Zentrifugenrohrchen hergestellt [Sathe
et al., 1982]. Die Proben wurden 1h erhitzt (100°C) und anschlieBend in Eiswasser
abgekiihlt.

Vorversuche ergaben, dass die hergestellten Proteinisolate in demineralisiertem Was-
ser (pH5,5) im Konzentrationsbereich von 2% bis 20 % mit der genutzten Methode
keine Gele ausbilden. Ursache konnte die schlechte Loslichkeit der Proteine in leicht
saurem Wasser sein (s. Kapitel 4.4.5). Die folgenden Ergebnisse beziehen sich deshalb
auf die Gelbildung in 0,5M NaCl-Losung. Es war zu beobachten, dass die Gele nach
der einstiindigen Erhitzung im Wasserbad noch nicht sehr fest waren. Die Verfestigung
geschah erst wahrend der Kiihlphase. Fiir native Sojaproteine wurde ein dhnliches Ver-
halten beobachtet, wobei das noch heifle, dickfliissige Gel als sog. ,,Progel* bezeichnet
wird [Hermansson, 1978].
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Abbildung 4.13: LGC der Proteinisolate verschieden behandelter Lupinenflocken; un-
terschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant (p <0,05) verschiedene
Proben, n>5

Abbildung 4.13 stellt das Gelbildungsverhalten der Proteinisolate in Abhangigkeit von
der Vorbehandlung der Lupinenflocken dar. Hierbei wurde die “Least Gelation Concen-
tration,, (LGC), ermittelt, also jene Konzentration an Protein, die notwendig ist, um ein
Gel zu bilden, dass beim Umdrehen nicht aus dem Réhrchen rutscht. Fiir die getesteten
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Proteinisolate der COg-entolten Flocken lag diese bei ca. 4,2 % in 0,5 M NaCl-Losung.
Hierbei wurde kein Einfluss der Flockenvorbehandlung auf die LGC festgestellt.

Die Isolate der Hexan-entolten Flocken wiesen LGCs zwischen 3,4 % und 4,4 % auf,
wobei ein signifikanter Unterschied zwischen der LGC der Isolate aus UVC-bestrahlten
Flocken und jener aus 140°C behandelten Flocken ermittelt werden konnte. Folglich
war flir die Isolate aus stark erhitzten Hexan-entolten Lupinenflocken ein geringfiigig
hoherer Einsatz an Proteinisolat notig, um ein Gel zu bilden, als fiir Isolate aus un-
behandelten Flocken. Dieses Ergebnis stimmt mit der in Kapitel 4.6.2 beobachteten
geringen Denaturierung der Proteinisolate aus stark erhitzten Lupinenflocken tiberein.

Khan et al. [2011] kamen zu einer entgegengesetzten Schlussfolgerung fiir Proteiniso-
late aus stabilisierter Reiskleie, d. h. eine Warmebehandlung fiihrte zu einer Reduktion
der LGC. Diese Isolate wiesen jedoch LGCs zwischen 14 % und 18 % auf. Auch King
et al. [1985] ermittelten fir ein stark wiarmebehandeltes (100 °C) Lupinenproteinisolat
eine geringere LGC als fir unbehandeltes. Es wurde jedoch direkt das Proteinisolat
erhitzt. Obwohl die initiale Denaturierung und Dissoziation im Vorfeld der Aggrega-
tion bei der Gelbildung eine wichtige Rolle spielen (vgl. Kapitel 2.5.2.6), konnen Gele
auch aus vollstdndig denaturierten Proteinen hergestellt werden [Hermansson, 1979].
Sorgentini et al. [1995] und Rodriguez-Ambriz et al. [2005] ermittelten fiir ein Soja-
proteinisolat 9 % und 8 %, Piornos et al. [2015] fiir ein isoelektrisch gefilltes Isolat aus
Gelben Lupinen 14-20 %, in Abhéngigkeit von pH und Ionenstarke. Rodriguez-Ambriz
et al. [2005] stellten bei pH4 in Wasser eine Gelbildung bei 8% bzw. 6% fur das
micellare bzw. isoelektrische Lupinenproteinisolat fest.

Auch andere Autoren [Sathe et al., 1982; King et al., 1985; Berghout et al., 2015a]
bendtigten hohere Konzentrationen zur Gelbildung (8-18 %), nutzten jedoch andere
Isolationstechniken fiir die Proteine. Lediglich bei einem durch Dialyse hergestellten
Lupinenproteinisolat [Kiosseoglou et al., 1999] resultierte eine LGC von nur 4% in
Wasser. Sun & Arntfield [2010] ermittelten fir ein salzextrahiertes Erbsenproteinisolat
eine mit dem hier untersuchten Lupinenproteinisolat vergleichbar geringe LGC von
5,5 %.

Im Gegensatz zu isoelektrisch geféllten Isolaten wies das micellare Lupinenprotein
drei Peaks im DSC-Diagramm auf (s. Kapitel 4.6.2), was auf das Vorhandensein einer
zusitzlichen Proteinfraktion hindeutet, die eventuell fiir die Gelbildung verantwortlich
ist. NaCl wurde von Kiosseoglou et al. [1999] bis zu einer Konzentration von 0,5 mol/1
als stabilisierend fir intermolekulare Verkniipfungen ermittelt. Bora et al. [1994] be-
schrieben das Gegenteil bei der Gelbildung von Erbsenglobulinen.

Generell wird die Gelbildung von Lupinen- und Sojaproteinen als fundamental verschie-
den beschrieben [Berghout et al., 2015a]. So bilden Lupinenproteine weiche, verformba-
re (unelastische) und, wie Sojaproteine, aus Partikeln bestehende Gele, wobei die Gele
des Sojaproteins stérker quellen. Dies entspricht auch dem geringen Wasserbindevermo-
gen des Lupinenproteins. Berghout et al. [2015a] vermuten, dass, aufgrund der Hitze-
stabilitat von Lupinenproteingelen, eher eine intramolekulare Vernetzung der Proteine
anstelle intermolekularer Disulfidbriicken vorliegt. Die Konzentration des schwefelrei-
chen 5-Conglutins im Proteinisolat wird von den Autoren als zu gering angenommen,
um ein festes Lupinenproteingel zu bilden. Auch Sousa et al. [1996] machen die erh6h-
te Hitzestabiltidt im Vergleich zum Sojaprotein fiir die minderwertigen verdickenden
und Gelbildungseigenschaften des Lupinenproteins verantwortlich. Zusétzlich ist bei
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Lupinenproteinen eine groffere Menge an Wasser zur vollsténdigen Hydratisierung der
Proteinoberfliche notwendig [Sousa et al., 1995]. Im Gegensatz dazu beschreibt die Stu-
die von Kiosseoglou et al. [1999], anhand von Untersuchungen zur Loslichkeit der Gele,
dass bei 80 °C hergestellte Gele aus dem Protein von Lupinus albus tiberwiegend durch
nicht-kovalente-Wechselwirkungen zusammengehalten werden, wahrend bei 90 °C die
Ausbildung von Disulfidbriicken zu festeren Gelen fiihrt. Folglich wird Lupinenprotein
von Berghout et al. [2015a] fiir proteinreiche Lebensmittel mit geringer Viskositat und
guter Dispergierbarkeit nach der Warmebehandlung empfohlen.

Im Vergleich zu Erbse und Ackerbohne sind Gele aus Lupinenprotein harter [Makri
et al., 2005]. Die Gelfestigkeit und -elastizitét ist vergleichbar mit der eines Erbsenpro-
teinisolats, jedoch deutlich hoher als fiir Ackerbohne. Eine Steigerung der Elastizitét
durch den Zusatz von geringen Konzentrationen NaCl (0,25 M) ist moglich.

Die hier hergestellten Gele waren alle opaker, nicht-transparenter Natur. Dies wurde
auch von Rodriguez-Ambriz et al. [2005] fir Lupinen- und Sojaproteingele beschrieben.
Die Autoren schildern den prozentual hohen Anteil unpolarer Aminosiduren als ursach-
lich. So bilden Proteine, die vor allem aus polaren Aminosiduren bestehen, iiberwiegend
transparente Gele.

Fiir die Ausbildung einer Gelstruktur sind Wechselwirkungen zwischen Proteinen
und damit die Ausbildung neuer Bindungen notwendig. Ist ein Proteinisolat bereits
denaturiert, sind diese Wechselwirkungen nicht mehr moglich und eine Gelbildung kann
nicht stattfinden [Sorgentini et al., 1995; Sun & Arntfield, 2010]. Das von Berghout et al.
[2015a] verwendete Lupinenproteinisolat ist teilweise denaturiert, was die hohere Menge
an Protein zur Gelbildung erklaren konnte. Das Micellenprotein ist im Gegensatz dazu
nativ (s. Kapitel 4.6.2).

Im Vergleich mit den Refernzsubstanzen betrug die LGC fiir Simplesse 17 % (n=3).
Die micellaren Lupinenproteinisolate weisen somit eine wesentlich geringere LGC auf
als die des Fettaustauschstoffes Simplesse. Fiir den Einsatz im Lebensmittel ist dies
vorteilhaft, da weniger Rohstoff benotigt wird. Im Gegensatz dazu gelieren handelstib-
liche Molkenproteinkonzentrate ab Proteinkonzentrationen zwischen 3 und 8 % [Morr
& Ha, 1993].

4.4.3 Emulgiereigenschaften

Mittels Triibungsmessung wurden die Emulsionsaktivitatsindizes der micellaren Protei-
nisolate photometrisch bestimmt. Die Zeit, nach welcher die Halfte der Ausgangsemulsi-
onsaktivitat erreicht wurde, wurde als Emulsionsstabilitatsindex bezeichnet. Die Ergeb-
nisse sollten Aufschluss tiber die Moglichkeit der Anwendung des Lupinenproteinisolats
in emulsionsbasierten Lebensmitteln (bspw. Mayonnaise) geben.

Alle untersuchten Lupinenproteinisolate wiesen sehr geringe Emulsionsaktivitats- und
-stabilitdtsindizes in 0,5 molarer NaCl-Losung auf (Abbildungen 4.14 und 4.15: ca.
16,8 m?/g bzw. 0,5min fiir unbehandelte Proben).

Durch die Warmebehandlung der Lupinenflocken bei 140 °C war ein signifikanter An-
stieg der Emulsionsaktivitéat der Proteinisolate in 0,5 molarer NaCl-Losung erkennbar.
Dieser war fiir COq-entélte Flocken grofer als fiir Hexan-entolte (30,9 bzw. 24,7m?/g).
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Abbildung 4.14: Emulsionsaktivitdtsindex der Proteinisolate verschieden behandelter
Lupinenflocken in 0,5molarer NaCl-Losung; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe
bedeuten signifikant (p < 0,05) verschiedene Proben, n>5

Der Emulsionsstabilitatsindex in NaCl fiel bereits durch eine Warmebehandlung von
130°C signifikant ab und wurde nach 55min bei 140 °C noch geringer (0,3-0,2 min).
Auch Piornos et al. [2015] und Makri et al. [2005] dokumentierten eine Reduktion der
Emulsionsstabilitédt in 0,5 molarer NaCl-Losung im Vergleich zu Wasser. Dies wurde mit
dem Aussalzeffekt durch die hohere Ionenstérke erklért [Piornos et al., 2015]. Die Ionen
binden an die Proteine und schwéchen somit die intermolekularen elektrostatischen
Wechselwirkungen. Hydrophobe Wechselwirkungen werden dadurch unterbunden und
die filmbildenden Eigenschaften beeintrichtigt [Morr & Ha, 1993].
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Abbildung 4.15: Emulsionsstabilitdtsindex der Proteinisolate verschieden behandelter
Lupinenflocken in 0,5molarer NaCl-Losung; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe
bedeuten signifikant (p < 0,05) verschiedene Proben, n>5

Ein Anstieg der Emulsionsaktivitat wurde auch von Khan et al. [2011] fiir Reisklei-
eproteine nach der Erhitzung des Rohstoffes ermittelt, jedoch berichteten die Autoren
ebenfalls von einem Anstieg der Emulsionsstabilitdt. Beide Parameter wurden jedoch
mit anderen Methoden erfasst, was eine Vergleichbarkeit erschwert. Eine erhohte Emul-
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sionsaktivitidt zeugt von einer partiellen Auffaltung der Proteine, wobei hydrophobe
Seitenketten freigelegt werden und eine Interaktion mit anderen unpolaren Verbin-
dungen und Losungsmitteln erleichtert wird [Khan et al., 2011]. Fur Ackerbohnen-
und Sonnenblumenproteinisolate wurde jedoch eine Reduktion der Emulsionskapazitat
nach milder Sduredenaturierung beschrieben [Schwenke et al., 1981].

Im Gegensatz dazu gab es kaum signifikante Unterschiede in den Emulsionsaktivitéts-
und -stabilitatsindizes der Proteinisolate bei Bildung der Emulsionen mit Wasser (Ab-
bildungen 4.16 und 4.17). Lediglich die trockene Erhitzung (130 °C und 140°C) verur-
sachte einen signifikanten Anstieg des Emulsionsaktivitdtsindex der Proteinisolate der
COs-entolten Lupinenflocken. Die verbesserten Emulgiereigenschaften von Lupinenpro-
tein nach einer Warmebehandlung wurden von Benjamin et al. [2014] u.a. durch eine
Verringerung der Partikelgrofie der mit erhitztem Lupinenprotein bereiteten Emulsio-
nen erklart.
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Abbildung 4.16: Emulsionsaktivititsindex der Proteinisolate verschieden behandelter
Lupinenflocken in Wasser; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifi-
kant (p <0,05) verschiedene Proben, n>5

In den Emulsionsstabilitatsindizes gab es keine signifikanten Unterschiede, jedoch
lasst die grafische Darstellung den Schluss zu einem Trend der Abnahme der Emul-
sionsstabilitdat der Proteinisolate COs-entolter Lupinenflocken mit zunehmender War-
mebehandlung der Flocken zu.

Hojilla-Evangelista et al. [2004] erhielten EAI-Werte von 45-72m?/g fiir Lupinen-
proteinextrakte sowie 56-99 m?/g fiir Sojaproteine. 102m?/g gaben Wu et al. [1998]
fiir isoelektrisch gefalltes Sojaproteinisolat an. Diese Werte sind deutlich hoher als die
der hier untersuchten Proteinisolate. Andererseits erhielten Onsaard et al. [2010] ca.
6 m?/g fiir ein Sojaproteinisolat und 49,7 m?/g bei einem salzgelsten und isoelektrisch
geféllten Sesam-Proteinkonzentrat. In der Studie von Makri et al. [2005] wird beschrie-
ben, dass Globuline in isoelektrisch gefillten Proteinisolaten Ol-in-Wasser-Emulsionen
stabilisieren. Die Emulsionsstabilitét der von Hojilla-Evangelista et al. [2004] untersuch-
ten Proben betrug jedoch nur ca. 25 min bzw. 15 min fiir Lupinen- bzw. Sojaproteine.
Diese Stabilitdten wurden von den Autoren als gering erachtet. Fiir das 7S-Globulin
aus Erbsen wurde ein Emulsionsaktivititsindex von 85m?/g berichtet [Pedrosa et al.,
1997].
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Abbildung 4.17: Emulsionsstabilitdtsindex der Proteinisolate verschieden behandelter
Lupinenflocken in Wasser; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifi-
kant (p <0,05) verschiedene Proben, n>5

Lampart-Szczapa et al. [2006] ermittelten fiir Mehl von Lupinus angustifolius Ba-
ron einen EAT von 12,16 m?/g und einen ESI von 7,44 min. Beide Werte sind deutlich
geringer als die der hier untersuchten Lupinenproteine. Im Bereich von 2-10 % Lupi-
nenprotein in der Emulsion wurde von Sathe et al. [1982] ein invers proportionales
Verhalten zur Emulsionskapazitit festgestellt. Des Weiteren beschrieben die Autoren
eine pH-Abhéngigkeit der Emulsionskapazitit, wobei Lupinenprotein im sauren pH-
Bereich deutlich besser emulgiert als im Basischen. Im neutralen pH-Bereich war die
Emulgierbarkeit am geringsten. In den hier durchgefithrten Untersuchungen wurde der
pH-Wert nicht manipuliert, wodurch im nativen pH-Bereich des Proteins in Verbin-
dung mit dest. Wasser folglich bei ca. pH6 gemessen wurde. Dies wiirde die relativ
geringe Emulgierbarkeit der Proteinisolate erklaren.

Der starke Unterschied in der Emulsionsstabilitat der mit Wasser bzw. NaCl-Losung
hergestellten Emulsionen ist bedeutend fiir die Ubertragbarkeit der Anwendung auf
Lebensmittel. Im hier dargestellten Fall kann von einer geringeren Emulsionsstabilitat
in salzhaltigen Lebensmitteln (z. B. Wurstwaren) ausgegangen werden. Es ist jedoch
zu erwarten, dass andere Lebensmittelbestandteile die Emulsionsstabilitdt ebenfalls
beeinflussen, sodass beispielsweise bessere Emulgierergebnisse in sauren Lebensmitteln
zu erwarten sind.

EAT und ESI der micellaren Lupinenproteine waren vergleichbar mit den jeweiligen
Werten fiir Simplesse (Abbildungen 4.18 und 4.19: 26,4m?/g bzw. 30,3m?/g und
0,7min bzw. 1,0min jeweils fiir NaCl bzw. Wasser). Im Gegensatz zu den Lupinen-
proteinisolaten war der Emulsionsstabilitatsindex fiir Na-Caseinat in Wasser etwas
geringer als in NaCl-Losung. Diese Beobachtung machten bereits Pearce & Kinsella
[1978]. Wie zu erwarten, waren die besten Emulgiereigenschaften fiir Lecithin zu beob-
achten, welches einen gangigen Emulgator darstellt. Die untersuchten Lupinenproteine
zeigten in Wasser etwa ein Drittel der Emulsionsaktivitdt von Lecithin, wahrend die
Emulsionsstabilitat nur geringfiigig kleiner war.
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Abbildung 4.18: Emulsionsaktivitatsindex der Standardsubstanzen, n=3
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Abbildung 4.19: Emulsionsstabilitdtsindex der Standardsubstanzen, n=3

4.4.4 Schaumbildungsvermogen

Durch Aufschdumen der micellaren Proteinisolate in Wasser konnte das Schaumvolu-
men ermittelt und daraus Schaumkapazitit (prozentuale Volumenzunahme durch das
Aufschdumen) und -stabilitit (prozentuales Schaumvolumen nach 2h) berechnet wer-
den. Das Schaumbildungsvermogen lasst den Einsatz in bspw. Desserts und anderen
aufgeschlagenen Speisen abschétzen.

Die Schaumkapazitdt der Proteinisolate aus 60 min bei 130 °C erhitzten COs-entdlten
Lupinenflocken (Abbildung 4.20) war signifikant geringer als die der unbehandelten
Probe (36,5 % gegeniiber 51,2 %). Gleiches galt fir die Proteinisolate aus Hexan-entol-
ten Lupinenflocken (27,0 % gegentiber 37,4 %). Auch hier war ein Trend zur Abnahme
der Schaumkapazitit der Proteinisolate mit zunehmender Warmebehandlung der je-
weiligen Flocken erkennbar, wiahrend die Schaumstabilitaten (Abbildung 4.21) keine
signifikanten Schwankungen in Abhéngigkeit der Behandlung aufzeigten.
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Abbildung 4.20: Schaumkapazitdt der Proteinisolate verschieden behandelter Lupi-
nenflocken in Wasser; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant
(p <0,05) verschiedene Proben, n >4

Auch Raymundo et al. [1998a] ermittelten eine Abnahme des Schaumverméogens bei
starker Denaturierung der Lupinenproteine durch eine Warmebehandlung tiber 60 °C.
Weiterhin beschrieben die Autoren Lupinenproteinschaum als hitzestabil, wobei die
Struktur von gekochtem Lupinenproteinschaum jener von ungekochtem Eiklarschaum
entspricht.

Die Schaumstabilitat entsprach etwa der fiir andere Lupinenproteinisolate berichte-
ten [D’Agostina et al., 2006]. Schaumkapazitédten von 146 % und 220 % wurden von
El-Adawy et al. [2001] und Rodriguez-Ambriz et al. [2005] fiir micellare Lupinenpro-
teinisolate bestimmt. Die Schaumkapazitit der hier untersuchten Isolate entsprach der
von Sathe et al. [1982] gemessenen fiir entolte Lupinenproteinkonzentrate, wahrend
die Schaumstabilitiat etwa doppelt so hoch war wie die der Autoren. D’Agostina et al.
[2006] ermittelten fiir ihre Isolate Schaumkapazitdaten von 1000-2000 %. Die Autoren
nutzten jedoch eine 5%ige Proteinlésung und eine andere Ausriistung. Thre Proteiniso-
late waren zusatzlich sehr gut in Wasser l6slich. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
die Schaumbildungseigenschaften stark von der Menge an Protein in der zu schaumen-
den Losung, den Arbeitsgerdten und den Eigenschaften der Proteine (z. B. Loslichkeit)
abhéngig ist. Die Ergebnisse von Piornos et al. [2015] bestétigen genau das, da sie ahn-
liche Werte der Schaumkapazitdt im neutralen pH-Bereich ermittelten, diese jedoch
mit zunehmender Loslichkeit der Proteine (pH-abhéngig) stieg. Danach koénnen 16sli-
che Proteine die Oberflichenspannung an den Grenzflichen der Blaschen reduzieren.
Die Schaumstabilitaten der hier untersuchten Isolate waren dennoch hoher als die von
Piornos et al. [2015].

Die Schaumstabilitat unterlag einem geringen, nicht signifikanten Trend zur Abnah-
me mit zunehmender Wérmebehandlung (Abbildung 4.21). Khan et al. [2011] stellten
dies auch bei Proteinisolaten aus trocken erhitzter Reiskleie fest. Mit dieser Warme-
behandlung ist eine Denaturierung der Proteine verbunden (s. Kapitel 4.6.2). Andere
Autoren machen eine stirkere Denaturierung von Proteinen fiir eine Verbesserung der
Schaumstabilitat verantwortlich [Cordero-de-los-Santos et al., 2005]. Dadurch kénnten
die intermolekularen Wechselwirkungen reduziert werden und der fiir die Schaumsta-
bilitat wichtige viskoelastische Film ist nicht stark genug [Hettiarachchy et al., 1996].
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Abbildung 4.21: Schaumstabilitdt der Proteinisolate verschieden behandelter Lupi-
nenflocken in Wasser; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant
(p <0,05) verschiedene Proben, n >4

Im Vergleich zu anderen Leguminosen wurden von Makri et al. [2005] deutlich bes-
sere Schaumbildungseigenschaften fiir Erbsen- gefolgt von Ackerbohnenproteinisolaten
ermittelt als fiir Lupinenproteine. Ursdchlich war hierfiir vermutlich die abweichende
Zusammensetzung der jeweils extrahierten Proteinfraktionen. Die Schaumbildung war
jeweils in der Néhe des isoelektrischen Punktes (pH 5,5) besser als weiter entfernt davon
(pH 7). Auch Sathe et al. [1982] ermittelten eine pH-Abhangigkeit der Schaumkapazi-
tat, wobei diese bei pH 2 am hochsten und im Bereich des isoelektrischen Punktes am
geringsten war, was die Abhéngigkeit der Schaumbildung von der Loslichkeit der Pro-
teine bestatigt. Am isoelektrischen Punkt beobachteten die Autoren jedoch die hochste
Schaumstabilitét.
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Abbildung 4.22: Schaumbildungseigenschaften der Standardsubstanzen, n=3

Die hier durchgefithrten Untersuchungen fanden in demineralisiertem Wasser (pH
ca. 5,5) statt. Die Loslichkeit der getesteten Proteinisolate war in diesem pH-Bereich
relativ schlecht (vgl. Kapitel 4.4.5) und nahm mit zunehmender Wéarmebehandlung
weiter ab. Folglich bestétigen auch die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse einen
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Zusammenhang zwischen Schaumaktivitdt und Loslichkeit, da eine hohe Loslichkeit
von Proteinen fiir eine gute Schaumbildung wichtig ist [Kinsella, 1979].

Unter den Referenzsubstanzen zeigte Ovalbumin die beste Schaumkapazitit, gefolgt
von Na-Caseinat und Simplesse. Die untersuchten Proteinisolate waren im Bereich
zwischen Simplesse und Na-Caseinat einzuordnen. Die Schaumstabilitat der Lupinen-
proteine tibertraf die von Simplesse und Na-Caseinat stark, wobei bei Simplesse bereits
nach 5min kein Schaum mehr sichtbar war. Bei Na-Caseinat lag das Schaumvolumen
nach 30 min nur noch bei 20ml, nach 120 min konnte kein Schaum mehr registriert
werden. Eine Berechnung der Schaumstabilitat war deshalb nicht moglich.

4.4.5 Proteinloslichkeit

Die Proteinloslichkeit der micellaren Proteinisolate wurde in Pufferlésungen der pH-
Werte 2, 4, 6, 8 und 10 getestet. Im Bezug auf den Einsatz des Isolats in der Nahrung
ist sie vor allem bei fliissigen Lebensmitteln von Bedeutung. Eine Abschétzung tiber die
mogliche Ausflockung des Proteins wird durch die pH-abhéngige Betrachtung moglich.
Weiterhin lassen sich Korrelationen zu anderen funktionellen Figenschaften herstellen.

In den folgenden Darstellungen sind die Loslichkeiten der Proteinisolate verschieden
behandelter CO2- und Hexan-entolter Lupinenflocken in Abhéngigkeit vom pH-Wert
aufgetragen. Alle Isolate zeigten die geringste Proteinloslichkeit von 8-18 % bei pH 4
(Bereich des isoelektrischen Punktes [Piornos et al., 2015]), sowie eine Zunahme der
Loslichkeit jeweils hin zum sauren und basischen pH-Bereich. Einen &hnlichen Kur-
venverlauf erhielten King et al. [1985], El-Adawy et al. [2001] und Rodriguez-Ambriz
et al. [2005] fir die Proteinloslichkeit in isoelektrischen Lupinenproteinisolaten, Hexan-
entoltem Lupinenmehl und micellarem Lupinenproteinisolat sowie Neto et al. [2001]
fir Proteinisolate aus Cashew-Kernen und Lqari et al. [2005] fiir Lupinenhydrolysa-
te. Auch Yoshie-Stark et al. [2004] ermittelten den pH-Bereich um pHb5 als jenen der
schlechtesten Proteinloslichkeit (12-15 %) fir ein iiberwiegend aus a- und -Conglutin
bestehendes Lupinenproteinisolat Typ E. Das Loslichkeitsprofil der hier untersuchten
micellaren Proteinisolate entspricht etwa jenem des Isolats Typ E. Da dieses Profil dem
von Eiklarproteinen dhnelt, wird davon ausgegangen, dass es als Ersatz von Eiklar in
Lebensmitteln eingesetzt werden kann [Yoshie-Stark et al., 2004].

Die Loslichkeit der Proteinisolate COq-entélter Flocken (Abbildung 4.23) war insgesamt
etwas besser als die der Hexan-entolten (Abbildung 4.24). Dieses Ergebnis steht im
Kontrast zu den Untersuchungen von Yoshie-Stark et al. [2004], die eine geringfiigig
hohere Loslichkeit fiir Isolate aus Hexan-entolten Lupinenflocken ermittelten.
Waiéhrend sich bei pH4 und 6 eine Abnahme der Proteinléslichkeit mit stéarkerer Er-
hitzung der Lupinenflocken zeigte (COq-entdlt: signifikant (p < 0,01) geringere Loslich-
keit der 140°C/55 min-Probe im Vergleich zur unbehandelten und UVC-bestrahlten
bei pH4; Hexan-entolt: signifikant geringere Loslichkeit der 140°C/55 min-Probe im
Vergleich zur UVC-bestrahlten bei pH6) konnte bei pH 2, 8 und 10 eher der gegen-
teilige Effekt beobachtet werden. Dies war bei den Isolaten der COs-entolten Flocken
deutlicher als bei denen der Hexan-entélten. Alle untersuchten Proteinisolate waren
bei pH 10 am besten 16slich (80,6 % beim Isolat der UVC-bestrahlten COs-entolter Lu-
pinenflocken). Piornos et al. [2015] erreichten eine Loslichkeit von 89 % in diesem pH-
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Bereich, Rodriguez-Ambriz et al. [2005] sogar 98 %. Fiir die UVC-Behandlung konnte
kein negativer Effekt auf die Loslichkeit der Proteinisolate festgestellt werden.
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Abbildung 4.23: Proteinloslichkeit der Proteinisolate verschieden behandelter CO»-
entOlter Lupinenflocken, n > 5
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Abbildung 4.24: Proteinldslichkeit der Proteinisolate verschieden behandelter Hexan-
ent6lter Lupinenflocken, n > 5

Khan et al. [2011] ermittelten eine verminderte Loslichkeit fiir Proteine aus warmebe-
handelter Reiskleie und erklirten dies mit einer méglichen Anderung der Sekundér- und
Tertidrstruktur der Proteine bis hin zur Aggregation und Quervernetzung. Die Loslich-
keit von Leguminosenproteinen soll allgemein durch den Kochvorgang verschlechtert
werden [Carbonaro et al., 2000]. Auch fiir andere Proteine wurde eine geringere Los-
lichkeit nach einer vorausgehenden Warmebehandlung beschrieben [Neto et al., 2001].
Eine Warmebehandlung kann, je nach Temperatur, zur Denaturierung der Proteine
fithren. Fine geringfligige Denaturierung ist fiir die hier untersuchten Proteinisolate
in Kapitel 4.6.2 nachgewiesen worden, was den von o.g. Autoren beschriebenen Zu-
sammenhang zwischen Warmebehandlung und verminderter Loslichkeit unterstreicht.
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Denaturierung und Loslichkeit korrelieren jedoch nicht immer miteinander, was bei
Sojaproteinen gezeigt wurde [Hermansson, 1979].

In Anbetracht des Loslichkeitsprofiles der micellaren Lupinenproteinisolate scheint
eine Anwendung in neutralen und sauren Lebensmitteln von Vorteil. Bei schwach sauren
Lebensmitteln konnte sich das Protein absetzen. Dies ist jedoch auch vom Salzgehalt
des jeweiligen Produktes abhangig.
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Abbildung 4.25: Proteinloslichkeit der Standardsubstanzen (Na-Caseinat, Casein:
n=23; Simplesse: n=1)

Zum Vergleich stellt Abbildung 4.25 die Proteinloslichkeit von Na-Caseinat, Casein und
Simplesse ebenfalls zwischen pH 2 und 10 dar. Wahrend das Loslichkeitsverhalten von
Na-Caseinat dem der micellaren Lupinenproteinisolate stark ahnelte, wies das Protein
des Fettaustauschstoffes Simplesse eine eher schlechte Loslichkeit von etwa 6,3 % auf,
welche kaum pH-Wert-abhangig war. Wahrscheinlich wurde dieses Produkt wahrend
der Herstellung denaturiert.

Laut Rodriguez-Ambriz et al. [2005] steht die Loslichkeit von Proteinen in engem Zu-
sammenhang zu deren Oberflachenhydrophobitéat. Sind die Proteine der Oberfléache sehr
hydrophil, kénnen sie auch am isoelektrischen Punkt in Losung gehen. Ist die Ober-
flachenhydrophobitét sehr grof}, sind elektrostatische Abstolung sowie Hydratisierung
der Tonen minimal und das Protein fallt aus.

4.4.6 Oberflachenhydrophobitat

Die Oberflichenhydrophobitéat bezeichnet die Menge an hydrophoben Gruppen an der
Oberfléche eines Proteinmolekiils [Jiang et al., 2014], die mit anderen Lebensmittelbe-
standteilen wechselwirken konnen. Mittels eines Spektralfluorometers wurde die Fluo-
reszenzintensiat der Proteinisolate durch Fluoreszenzmarkierung der Proteinen tiber
die Bindung von ANS ermittelt und daraus die Oberflichenhydrophobitidt berechnet
(s. Kapitel 3.2.8.7). Mit Hilfe der Oberflichenhydrophobitédt konnen Aussagen iiber
den Denaturierungsgrad getroffen [Hojilla-Evangelista et al., 2004] und Korrelationen
zu verschiedenen anderen funktionellen Eigenschaften hergestellt werden [Morr & Ha,
1993; Schwenke, 2001].
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Im Vergleich zu den untersuchten Standardsubstanzen (Abbildung 4.26) wiesen die
Proteinisolate aus verschieden behandelten Lupinenflocken eher geringe Werte fiir die
Oberflachenhydrophobitéit auf (Abbildung 4.27). Sie waren in etwa vergleichbar mit
denen von Ovalbumin (SH=2804), lagen aber noch 20% darunter. Benjamin et al.
[2014] bewerten einen geringen Anteil unpolarer Aminosduren generell als ursichlich
fir eine geringe Oberflachenhydrophobitéit. Dieser liegt laut Muranyi et al. [2016] bei
etwa 36,5 % (s. auch Tabelle 2.3).
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Abbildung 4.26: Oberflichenhydrophobitéit der Standardsubstanzen, n=3

Signifikante Unterschiede konnten lediglich zwischen den Isolaten aus UVC-bestrahl-
ten bzw. bei 130°C wirmebehandelten und den bei 140°C trocken erhitzten CO,-
entolten Lupinenflocken festgestellt werden, wobei die Oberflichenhydrophobitat bei
der am stérksten erhitzten Probe am grofiten war. Ahnliche Ergebnisse erzielten auch
Khan et al. [2011] fir Proteine aus trocken erhitzter Reiskleie sowie Raymundo et al.
[1998b] fiir warmebehandelte Lupinenproteinisolate.
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Abbildung 4.27: Oberflichenhydrophobitét der Proteinisolate verschieden behandel-
ter Lupinenflocken; unterschiedliche Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant
(p <0,05) verschiedene Proben, n>5
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Das bedeutet, dass die Hitzebehandlung evtl. eine Auffaltung der Proteine und ein
Freilegen hydrophober Gruppen verursacht hat. Somit konnen die Proteine besser mit
Komponenten wechselwirken, die weniger polar sind als Wasser [Khan et al., 2011], was
auch ihre hohere Emulsionsaktivitat erklart. Die Feststellung einer positiven Korrela-
tion zwischen Oberflichenhydrophobitidt und dem EAI gelang bereits Kato & Nakai
[1980]. Diese Ergebnisse passen auch zu denen der Loslichkeit (s. Kapitel 4.4.5) und
DSC-Analysen (s. Kapitel 4.6.2), wobei die Proteinisolate der am stérksten erhitzten
Proben die geringste Loslichkeit und eine gewisse Denaturierung aufwiesen. Eine po-
sitive Korrelation zwischen der sog. ,aromatischen“ Hydrophobitat (ANS bindet an
aromatische Aminosduren) sowie der Unloslichkeit von Proteinen wiesen Hayakawa &
Nakai [1985] nach. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte nur eine sehr
schwache Korrelation der Parameter SH und Unléslichkeit bei pH 4 bzw. dem EAI in
NaCl festgestellt werden (Korrelationskoeffizient nach Pearson -0,419 bzw. 0,324). Dies
bestétigt jedoch bereits, dass die Auswirkungen einer starken Wéarmebehandlung der
Lupinenflocken auf die Proteine nicht sehr grofl waren.

Im Gegensatz dazu zeugt eine geringere Oberflichenhydrophobitidt von einer Ag-
gregation der Proteine [Hojilla-Evangelista et al., 2004; Mohamed et al., 2005; Jiang
et al., 2014], wobei die hydrophoben Regionen an der Oberfliche durch Denaturierungs-
erscheinungen (Protein-Protein-Vernetzungen) nicht mehr zugénglich sind. Mohamed
et al. [2005] ermittelten eine abnehmende Oberflachenhydrophobitét mit zunehmender
Wiarmebehandlung von Lupinenproteinisolaten. Im Gegensatz zu den hier untersuch-
ten Proben wurde von Mohamed et al. [2005] aber in Pufferlésungen suspendiertes
Lupinenmehl direkt erhitzt und analysiert. Wie den Ergebnissen aus Kapitel 4.2 zu
entnehmen ist, sind Proteine gegentiber feuchter Erhitzung empfindlicher als gegen-
iiber trockener.

Im Bezug auf den Einfluss der Denaturierung auf die Funktionalitdt der Proteine
kann die Studie von Raymundo et al. [1998a] ergénzt werden. Die Autoren erkliren
eine geringe Auffaltung der Proteine als forderlich fiir eine bessere Schaumbildung
von Lupinenproteinisolaten, eine starkere Denaturierung jedoch als ursachlich fiir den
Abfall des Schaumvermogens.

Ismond et al. [1986b] korrelierten die Oberflachenhydrophobitit mit dem mikro-
skopischen Erscheinungsbild der Proteinmicellen von Ackerbohnen und stellten einen
Zusammenhang zwischen geringer Hydrophobitat und kleineren Micellen her. Unter
Beachtung dieser Tatsache bzw. der geringen Micellen-Stufe fir die 140 °C-Proben (s.
Kapitel 4.6.1) wére eine Reduktion der Oberflaichenhydrophobitét mit zunehmender
Wiarmebehandlung zu erwarten gewesen.

Lampart-Szczapa et al. [2006] ermittelten fiir Proteine von Lupinus angustifolius
Baron SH-Werte von ca. 813. Diese sind etwas hoher als die des Micellenproteins. Die
Autoren vermuten einen Einfluss der Protein-Lipid-Wechselwirkungen auf die Oberflé-
chenhydrophobitat. Das von ihnen untersuchte Lupinenmehl war ¢lhaltig, das Pulver
des Micellenproteins jedoch entolt, was die geringeren SH-Werte erklaren kann. Die
Autoren postulieren weiterhin ebenfalls eine stiarkere Oberflichenhydrophobitiat bei
weniger denaturierten Proben und eine Korrelation mit den Emulgiereigenschaften.
Auch fiir die hier untersuchten Micellenproteine konnte eine héhere Oberflichenhydro-
phobitat bei den Proben mit hoheren EATs festgestellt werden.
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Ein Vergleich mit anderen Leguminosen ergab eine geringere Oberflichenhydropho-
bitat fiir Schwarze Bohnen (SH=170-270) [Jiang et al., 2014], isoelektrisch geféllte
Sojaproteinisolate (SH ~200) [Sorgentini et al., 1995] und Linsenproteine (SH =392,
isoelektrische Féllung) [Joshi et al., 2012]. Hojilla-Evangelista et al. [2004] ermittelten
fir sduregefallte und durch Ultra-/Diafiltration gewonnene Sojaproteine Hydrophobi-
tatswerte von 530 bzw. 844, sowie 302 bzw. 429 fiir die entsprechenden Lupinenprote-
inextrakte.

Zusammenfassend hatte die Entolung kaum einen Einfluss auf die technofunktionellen
Eigenschaften der Proteinisolate, was bereits von Yoshie-Stark et al. [2004] und Bader
et al. [2011] beschrieben wurde. Auch Stahl et al. [1984] ermittelten keinen signifikanten
Einfluss der COy-Entélung im Vergleich zur Hexan-Entolung von Saaten auf deren
Proteine und die Aminosédurezusammensetzung.

4.5 Ernahrungsphysiologische Eigenschaften

Fiir Lupinenproteine sind diverse positive ernahrungsphysiologische Eigenschaften be-
schrieben [Sirtori et al., 2004; Duranti et al., 2008; Bahr et al., 2013; Khan et al.,
2015]. Die Saatgutbehandlung kann diese Eigenschaften potentiell negativ beeinflus-
sen und somit ein ernahrungsphysiologisch weniger wertvolles Protein hervorbringen.
Ausgewahlte ernahrungsphysiologische Eigenschaften wurden deshalb untersucht.

4.5.1 Maillard-Produkte

Um nicht-enzymatische Braunungsreaktionen als Ursache fir die Farbanderung (s. Ka-
pitel 4.3.2) der micellaren Proteinisolate auszuschliefen, wurden ausgewahlte Maillard-
Produkte mittels Tonenaustauschchromatographie mit Ninhydrin-Nachsaulenderivati-
sierung nach Sdurehydrolyse bestimmt.

Tabelle 4.4: Furosin- und Lysingehalt sowie Lysinblockierung verschiedener Proteiniso-
late unterschiedlich behandelter Rohstoffe, n =2

Ursprung des Behandlung CFurosin CLysin Lysinblockierung
Isolats [mg/100g] [g/100g] [% Gesamtlysin]
unbehandelt 39+ 5 3,19 + 0,62 2
geschalte 20min UVC 36 £5 2,83 + 0,24 2
Saat 60 min UVC 36 +4 2,86 £ 0,37 2
Autoklavieren 40 £ 6 2,66 + 0,34 2
unbehandelt 28 + 1 2,34 + 0,22 P
vollfette 60 min UVC 34 + 2 9247 + 0,23 2
Flocken Autoklavieren 65 + 3 2,46 + 0,29 4
unbehandelt 39+ 1 2,45 £ 0,19 2
. 60 min UVC 41+ 1 2,49 4+ 0,18 3
Hexan-entdlte 190 i yve 34+ 4 2,45 + 0,22 2
Flocken Autoklavieren 56 + 1 2,41 + 0,23 4
trockene Hitze 26 + 1 2,38 4+ 0,22 2
(140°C/55 min)
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In Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse der Untersuchung der Proteinisolate aus unter-
schiedlich behandelten Rohstoffen dargestellt. Die ermittelten Furosin-Gehalte lagen
im Bereich der von D’Agostina et al. [2006] analysierten. Die Autoren untersuchten
isoelektrisch und durch Ultrafiltration hergestellte Proteinisolate. Die Lysin-Gehalte
waren nur knapp halb so hoch wie in den Proteinisolaten von D’Agostina et al. [2006].
Die Autoren untersuchten ebenfalls die Lysinblockierung ihrer Isolate und berechneten
einen Lysinverlust von nur 0,6-1,0 %.

Es ist ersichtlich, dass der Furosingehalt durch das Autoklavieren leicht anstieg.
Dementsprechend gréfier war auch die jeweilige Lysinblockierung. Lupinenflocken schie-
nen in Bezug auf die Bildung von Maillard-Produkten nach der Behandlung mit feuch-
ter Hitze (Autoklavieren) empfindlicher zu sein als die geschélte Saat. Ursichlich war
hier wahrscheinlich die durch die Flockierung vergrofierte Oberflache der Flocken. Hier
kann jedoch nur von einem Trend gesprochen werden.

Der Lysingehalt wurde durch die gewédhlten Behandlungen nicht beeinflusst. Die
trockene Erhitzung schien keinen Einfluss auf Lysin- und Furosingehalt sowie auf die
Lysinblockierung der entolten Lupinenflocken zu haben. Dies wurde fiir Lysin auch von
Kadam et al. [1987] bei der trockenen Erhitzung (100 °C, 60 min) von Goabohnen fest-
gestellt, wohingegen Yanez et al. [1986] eine starke Reduktion des Lysingehaltes mit
zunehmender Dauer (10-40 min) der Erhitzung (80-90°C) von Lupinensaat registrier-
ten. Beide Gruppen untersuchten jedoch hitzebehandeltes Mehl und kein Proteinisolat.
D’Agostina et al. [2006] ermittelten den Furosin und Hydroxymethylfurfural-Gehalt von
sprithgetrockneten Lupinenproteinisolaten. Dabei wurden bei Eintrittstemperaturen
von 160 °C keine erhohten Gehalte an Furosin festgestellt. Die Autoren stellten bereits
in Lupinensamen und -flocken geringe Mengen an Furosin (9-12mg/100 g Protein) und
zwischen 44 mg/100 g und 70 mg/100 g Hydroxymethylfurfural fest. Als Ursache hierfiir
wird der relative hohe Gehalt an reduzierenden Zuckern im Lupinensamen vermutet.
Folglich sind die in der Behandlung mit trockener Hitze genutzten Temperaturen evtl.
nicht hoch genug, um nachweisbare Mengen an Maillard-Produkten zu induzieren.

4.5.2 Nachweis reduzierender Zucker

Séamtliche unbehandelte und behandelte Lupinenflocken (COo- und Hexan-entolt) so-
wie deren Proteinisolate (n=1) wurden auf das Vorhandensein reduzierender Zucker
(Fehling-Reaktion) getestet, um den Zusammenhang zur Maillard-Reaktion herzustel-
len. Alle Reaktionen verliefen negativ (blau-violette Farbung). Somit waren in den
Flocken und Isolaten mit der angewandten Methode keine reduzierenden Zucker nach-
weisbar. Wie aus der Literatur [Duranti et al., 2008] zu entnehmen ist, liegt der Grofiteil
der Zucker in Lupinensamen proteingebunden vor. Das hier erzielte Ergebnis bestéatigt
diese Tatsache auch fiir die hier untersuchte Lupinenspezies.

4.5.3 Nachweis von Glykoproteinen

Der Nachweis reduzierender Zucker mittels Fehling-Reaktion, und damit des Vorhan-
denseins von Glykoproteinen, gelang nach dem Abbau der Kohlenhydrate durch Saure-
hydrolyse. Die Reaktion verlief im Falle der Lupinenflocken positiv. Die Proteinisolate
induzierten keinen Farbumschlag, die Reaktion war also negativ (n=1), obwohl etwa
die dreifache Menge an Proteinisolat im Vergleich zu den Flocken eingesetzt wurde.
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Die drei letztgenannten Untersuchungen sollten eine Hilfe bei der Aufklarung der Ursa-
che fiir die starke Braunfarbung der Proteinisolate aus trocken erhitzten Lupinenflocken
sein. Die Abwesenheit von reduzierenden Zuckern bzw. deren Anwesenheit in nur sehr
geringen Konzentrationen in den Proteinisolaten unterstreicht die Ergebnisse aus Ka-
pitel 4.5.1. Sehr wahrscheinlich fand wahrend der Warmebehandlung der Flocken eine
Maillard-Reaktion statt, jedoch werden die dabei entstehenden Produkte evtl. nicht
mit extrahiert.

Die Farbgebung der Proteinisolate kann folglich eher auf Reaktionen der Polyphe-
nole zuriickzufiihren sein, wobei die durch Polymerisation und Oxidation entstehenden
Makromolekiile [Davidov-Pardo et al., 2011] durch die Extraktion herausgelost und im
Proteinisolat angereichert worden sein konnen.

4.5.4 Verdaubarkeit

Es ist bekannt, dass die Verarbeitung von Lebensmitteln die Verdaubarkeit von Prote-
inen beeinflussen kann [Takagi et al., 2003|. Beispielsweise wurde eine bessere Verdau-
barkeit von Lupinenmehl nach der Wéarmebehandlung [Rahma & Rao, 1984] sowie von
Leguminosen nach verschiedenen Kochvorgéngen [Rehman & Shah, 2005] festgestellt.
Jedoch scheint die Verdnderung der Verdaubarkeit von Leguminosenproteinen durch
Wiarmebehandlung (z. B. Kochen) zwischen den einzelnen Leguminosen zu differieren
[Carbonaro et al., 2000].

Zur Ermittlung der Proteinverdaubarkeit der Proben wurden diese mit Pepsin und
Pankreatin verdaut. Nach der Fillung unverdauten Proteins mit TCA wurde im Uber-
stand der Proteingehalt bestimmt und auf die Menge in die Verdaulésung eingewogenen
Proteins bezogen.

Der Proteinverdau lag durchschnittlich bei 97,6 %, wobei kein Einfluss der Entolungs-
methode oder der Flockenvorbehandlung auf die Verdaubarkeit ermittelt werden konn-
te. Dieser Wert entspricht dem von Hudson [1979] angegebenen (ca. 95 %) beim in-vitro-
Verdau von Lupinenprotein mit Pepsin und Trypsin, liegt jedoch etwa 10 % iiber dem
von El-Adawy et al. [2001] ermittelten. Hsu et al. [1977] ermittelten fiir ein Sojapro-
teinisolat eine Verdaubarkeit von nur 88 %.

100

80

Proteinverdau [%]
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Ovalbumin Simplesse Na-Caseinat

Abbildung 4.28: Verdaubarkeit der Standardsubstanzen, n=3
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Die getesteten Lupinenproteinisolate erwiesen sich mit den gewéahlten Versuchskon-
ditionen als dhnlich gut verdaubar wie Na-Caseinat und um 5 % besser verdaubar als
das Protein des Fettaustauschstoffes Simplesse (Abbildung 4.28). Beim Verzehr durch
den Menschen sollte jedoch von einer geringeren Verdaubarkeit ausgegangen werden, da
fiir kommerzielle Enzyme (Pepsin und Pankreatin aus dem Schwein) in-vitro ein besse-
rer Protein-Verdau nachgewiesen wurde als bei gleichen Enzymaktivitiaten in-vitro fiir
humane Verdauungsséfte [Eriksen et al., 2010].

Die durch die Warmebehandlung der Lupinensamen unveranderte Verdaubarkeit ihrer
Proteinisolate bestatigt zusatzlich das in Kapitel 4.5.1 beschriebene Nicht-Vorhanden-
sein von Maillard-Produkten, da diesen eine Minderung der Verdaubarkeit nachgesagt
wird [Hsu et al., 1977]. Wie bereits in Kapitel 2.1.4 beschrieben, lasst sich tiber die Be-
stimmung der in-vitro-Verdaubarkeit keine Aussage zur Allergenitat der untersuchten
Proteine treffen. Der Vergleich der Verdaubarkeit selbst ist nur mit Proteinen, deren
Verdaubarkeit unter annahernd den gleichen Konditionen bestimmt wurde, moglich,
da z.B. das Verhaltnis von Verdauungsenzym zu untersuchtem Protein einen groflen
Einfluss auf das Ergebnis hat [Astwood et al., 1996; Fu et al., 2002].

4.5.5 Polyphenolgehalte

Phenolische Verbindungen als sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe zahlen sowohl zu den
antinutritiven Inhaltsstoffen als auch zu den natiirlichen Antioxidantien und kénnen
somit gesundheitsfordernd wirken. In Lupinensamen auftretende Flavonoide sind Api-
genin-Glykoside [Czubinski et al., 2014].

Die Gehalte an Polyphenolen, ausgedriickt als mg Gallussduredquivalente pro 100 g
Trockenmasse, wurden nach der Extraktion mit MeOH sowohl fiir die Proteinisolate
als auch fir die unbehandelten und entkeimten, verschieden entolten Lupinenflocken
photometrisch (Folin-Ciocalteus Phenolreagenz) ermittelt.
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Abbildung 4.29: Polyphenolgehalte verschieden behandelter COs-entélter Lupinenflo-
cken (n>3) und derer Proteinisolate (n>5)

Sowohl fir die COg-entélten (Abbildung 4.29) als auch fir die Hexan-entolten (Ab-
bildung 4.30) Proben konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Giami et al. [2001] ermittelten nach der trockenen Erhitzung und dem Kochen
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von Samen des Afrikanischen Brotfruchtbaumes eine deutliche Reduktion des Polyphe-
nolgehaltes. Jedoch untersuchten die Autoren nicht die Proteinisolate der behandelten
Samen.

Die Isolate aus COg-entélten Flocken enthielten im Durchschnitt 188 mg GAE/100 g
TM und damit etwa 20 mg GAE weniger Polyphenole als die Isolate der Hexan-entdlten
Flocken. Da diese Beobachtung auf den Gehalt an Polyphenolen in den Flocken (ca.
546 mg GAE/100 g fiir COq-entolte Flocken; 541 mg GAE/100 g fiir Hexan-ent6lte Flo-
cken) jedoch nicht zutrifft, kann hier von einer Schwankung innerhalb der Standard-
abweichung ausgegangen werden.

Fiir micellare Proteinisolate aus Soja, Raps, Erbse und Ackerbohne wurden 0,31 %,
0,81 %, 0,13 % und 0,23 % Polyphenole berichtet [Murray et al., 1985]. Fiir die jeweiligen
isoelektrischen Isolate wurden geringfiigig hohere Gehalte ermittelt.
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Abbildung 4.30: Polyphenolgehalte verschieden behandelter Hexan-entolter Lupinen-
flocken (n>2) und derer Proteinisolate (n>5)
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Abbildung 4.31: Polyphenolgehalte der Rohstoffe, Lupinus angustifolius Vitabor (un-
geschélt, geschélt, vollfett, Hexan-ent6lt) und Boregine (COz-ent6lt); unterschiedliche
Buchstaben gleicher Farbe bedeuten signifikant (p < 0,05) verschiedene Proben, n=>5

Ein anderes Bild ergab sich fiir die Rohstoffe, wie in Abbildung 4.31 dargestellt. Nach
Abtrennung der Schale war ein signifikanter Anstieg an Polyphenolen in Bezug auf
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die Trockenmasse zu verzeichnen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass ein Grofiteil
der Polyphenole in den Kotyledonen lokalisiert ist, was auch der Literatur [Lampart-
Szczapa et al., 2003] zu entnehmen ist. Das Flockieren und anschliefende Entolen fiihrte
zu einer deutlichen Reduktion des Polyphenolgehaltes. Eine Ursache dafiir kann die
VergroBerung der Oberflache der Lupinensamen und eine dadurch bedingte erleichterte
Extraktion der Polyphenole sein.

Auch Siger et al. [2012] und Lampart-Szczapa et al. [2003] berichteten sehr geringe
Werte fiir entoltes Lupinenmehl (Vitabor, ganze Saat: ca. 260 mg GAE/100g TM bzw.
Wersal, geschalt: ca. 33,6 mg/100 g). Lampart-Szczapa et al. [2003] nutzten jedoch den
ethanolischen Extrakt und fithrten die Messung abweichend aus.

Mit 534,4 mggar/100 g TM entsprach der Gehalt an Polyphenolen dem von Wang
& Clements [2008] fur ungeschéalte Samen von Lupinus angustifolius ermittelten. Nach
Feststellung der Autoren variiert der Polyphenolgehalt in Lupinensamen stark zwischen
den verschiedenen Spezies und bei einigen Spezies sogar zwischen den Varietiten. Fiir
die untersuchten Varietaten von Lupinus angustifolius wurde diese Divergenz nicht
festgestellt [Wang & Clements, 2008, was die hier durchgefithrten Untersuchungen
von Lupinus angustifolius Vitabor und Boregine bekréftigen.

Mit dem ermittelten Polyphenolgehalt liegt Lupinus angustifolius im unteren Bereich
im Vergleich zu anderen Lupinenspezies, jedoch ist eine Korrelation zwischen dem
Gehalt an Polyphenolen und der antioxidativen Wirkung der jeweiligen Pflanze nicht
moglich [Wang & Clements, 2008]. Schlesier et al. [2002] beschreiben jedoch genau einen
solchen Zusammenhang fiir Ascorbinsiure in Getranken, was die Aussage von Wang
& Clements [2008] unterstreicht, die postulieren, dass die antioxidative Aktivitét einer
phenolischen Verbindung vom Mechanismus der antioxidativen Wirkung dieser, von der
Molekiilstruktur und von synergistischen Effekten mit anderen Verbindungen abhéngt.

4.6 Proteincharakterisierung

Um die Auswirkungen der Saatgutbehandlung auf die Proteinzusammensetzung und
die Micellenbildung zu ermitteln, wurden die Proteine lichtmikroskopisch sowie mittels
DSC und SDS-PAGE analysiert.

4.6.1 Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopische Beurteilung der Micellen erfolgte in Doppelbestimmung, aus-
gehend von der Entkeimung der Lupinenflocken. Mit Hilfe des mikroskopischen Bildes
sollten bspw. die sensorischen Ergebnisse erklart werden konnen. Es wurden stets die
frisch hergestellten, feuchten Proteinisolate untersucht, welche sehr vorsichtig 1:10 mit
Wasser vermischt wurden, um jegliche mechanische Schédigung zu vermeiden. Somit
wurden alle Proben exakt gleich behandelt und der Einfluss der Probenvorbereitung
auf das mikroskopische Bild konnte ausgeschlossen bzw. konstant gehalten werden.

In den lichtmikroskopischen Bildern konnten deutliche Unterschiede in der Art der
Proteinzusammenschliisse bzw. der Micellenbildung festgestellt werden. Dass es sich
bei den im Mikroskop erkennbaren kugelférmigen Gebilden tatsdchlich um Proteine
handelt, bestétigte eine Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blau (Abbildung 4.32).
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Micellare Proteine wurden bereits von Ismond et al. [1991] bei der Proteinisolation
aus Ackerbohnen, Hafer und Raps beschrieben. Fiir Proteinmicellen aus Ackerboh-
nen legten Ismond et al. [1986b] eine Art Rangordnung, die ,Micellen-Reaktion*, fest,
welche das mikroskopische Erscheinungsbild in verschiedene Kategorien teilt.

Abbildung 4.32: Lichtmikroskopische Darstellung des feuchten Proteinisolats unbehan-

delter Hexan-entolter Lupinenflocken, 1:10 suspendiert in Wasser, gefiarbt mit Coomassie-
Brilliant-Blau

.

Abbildung 4.33: Lichtmikroskopische Darstellung der feuchten Proteinisolate unbe-
handelter (A), 120min UVC-bestrahlter (B), 130°C/60min trocken erhitzter (C) und

140°C/55min trocken erhitzter (D) COg-entélter Lupinenflocken, 1:10 suspendiert in
Wasser

Abbildung 4.33 zeigt die Aufnahmen der Proteinisolate aus verschieden behandel-

ten COg-ent6lten Lupinenflocken. Es war deutlich erkennbar, dass die mikroskopische
Struktur der unbehandelten und 120 min UVC-bestrahlten Proben nicht differierte,
wahrend mit zunehmender Warmebehandlung eine Abnahme der Grofie der Protein-
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micellen zu verzeichnen war. Die Isolate aus bei 140 °C fiir 60 min mit trockener Hitze
behandelten Lupinenflocken wiesen eher eine partikulare Struktur auf.

Oft konnten auch groBle Agglomerate der Proteinmicellen erkannt werden (Abbildung
4.34), vor allem in den Proteinisolaten unbehandelter und UVC-bestrahlter Lupinen-
flocken (s. Abbildungen 4.33 A und B sowie 4.35 A und B). Die Bildung solcher Zusam-
menschliisse konnte auch von Muranyi et al. [2013] beobachtet werden. Die Autoren
beschreiben eine Micellengrofle von 0,3-1,5 um als die dominierende und energetisch be-
vorzugte Form. Die hier gezeigten Abbildungen lassen den Schluss zu grofleren Micellen
zu, jedoch unterscheiden sich die Vorgehensweise bei den mikroskopischen Aufnahmen,
sowie die verwendeten Rohstoffe (vollfette bzw. entélte Lupinenflocken).
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Abbildung 4.34: Lichtmikroskopische Darstellung grofier Agglomerate der feuchten
Proteinisolate unbehandelter (A) und trocken erhitzter (140°C/55min) (B) Hexan-
entOlter Lupinenflocken, 1:10 suspendiert in Wasser

Auch Tsmond et al. [1991] wiesen grofere dreidimensionale Strukturen nach. Die Ur-
sache dafiir wurde von den Autoren mit der grofleren Komplexitét der Proteinmicellen
im Vergleich zu Detergenzien-Micellen erkléirt. Erstere sind aufgrund ihrer Struktur
nicht in der Lage die hydrophilen und hydrophoben Reste vollsténdig nach innen bzw.
auflen zu kehren, wodurch es zu Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinmicellen
kommt.

Die resultierende Micellengrofie sowie das Ausmafl der Zusammenschliisse kann nach
Ismond et al. [1991] durch die Konditionen wéhrend der Proteinextraktion bestimmt
werden. Beispielsweise fiithrt ein pH-Wert ab 7,0 und hoéher zur Ausbildung eines an
der Oberfldche negativ geladenen Proteins und vermehrter elektrostatischer AbstofSung,
wodurch die hydrophoben Wechselwirkungen unterdriickt und die Bildung von Micel-
len verhindert wird [Ismond et al., 1990]. Die hier vorliegenden Ergebnisse legen den
Schluss nahe, dass die Vorbehandlung des zur Extraktion genutzten Rohstoffes ebenso
eine Rolle fiir die Micellengrofie und das Ausmafl der Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Micellen spielt.

Muranyi et al. [2013] stellen die Anwesenheit der Micellen als das wichtigste Kriterium
fiir den fettdhnlichen Charakter des Proteinisolats heraus. Diese Aussage kann in Bezug
auf die Abbildungen 4.33 D und 4.35 D noch weiter prézisiert werden. Bei den Pro-
teinisolaten aus auf 140 °C erhitzten Lupinenflocken waren optisch keine sphéarischen
Partikel mehr erkennbar, jedoch verhielt sich das Isolat auf den ersten Blick, wider-
spriichlich zur Aussage von Muranyi et al. [2013], noch immer fettdhnlich. Ein Vergleich
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zum Referenzisolat aus unbehandelten Lupinenflocken ergab jedoch eine deutliche Ver-
minderung des cremigen bzw. fettartigen Mundgefiihls (s. Kapitel 4.3.1), was die Rolle
der sphérischen Proteine zur Ausbildung eines fettartigen Charakters bekréftigt.

5. o

Abbildung 4.35: Lichtmikroskopische Darstellung der feuchten Proteinisolate unbe-
handelter (A), 120min UVC-bestrahlter (B), 130°C/60min trocken erhitzter (C) und
140°C/55min trocken erhitzter (D) Hexan-entolter Lupinenflocken, 1:10 suspendiert in
Wasser

Werden diese Bilder in das Micellen-Ranking von Ismond et al. [1986b] eingestuft (un-
terteilt in Stufe 1 bis 5), so entsprechen die Proteinisolate der unbehandelten und
UVC-bestrahlten Lupinenflocken der von Ismond et al. [1986b] definierten Stufe 3.
Diese entspricht kleinen, mittelgrofien und grofien separaten Micellen (ca. 2um, 10 um
bzw. 20 um im Durchmesser), wobei die grofieren Micellen durch Koaleszenz der klei-
neren entstehen. Eine Wéarmebehandlung der Lupinenflocken bei 130°C fiir 60 min
fihrte eher zu Micellen der Stufe 1 (kleine Micellen, ca. 2 um im Durchmesser). Jedoch
war auch hier, v.a. bei den Isolaten der COs-entolten Flocken, begrenzt koaleszentes
Verhalten zu beobachten.

Die Aggregatbildung im Falle der unbehandelten Isolate (Abbildung 4.34A) wurde
in Stufe 4 eingestuft (Micellen aller Gréfien, homogene Koaleszenz). Fiir die Isolate der
bei 140°C erhitzten Flocken kamen lediglich Stufe 1 (einzelne kleine Micellen < 2um
im Durchmesser) bzw. keine Micellenbildung und fir die Aggregate daraus (Abbildung
4.34B) Stufe 2 (kleine Micellen in Aggregaten, evtl. granulére Netzwerke) in Frage.

Micellen werden meist nicht als statische Endpunkte betrachtet, sondern eher als mit-
einander wechselwirkende Strukturen, die untereinander assoziieren und damit Netz-
werke und amorphe Gebilde formen [Ismond et al., 1986b]. Zur Assoziation waren die
Micellen der 140 °C-Proben jedoch scheinbar weniger in der Lage. Es bleibt anzumer-
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ken, dass Ismond et al. [1986b] die Fallung der Micellen direkt auf dem Objekttriger
unter mikroskopischer Beobachtung der Ausbildung der Micellen initiiert haben.

Abbildung 4.36: Lichtmikroskopische Darstellung von Casein- (A) und Simplesse-
Pulver (B) 1:10 suspendiert in Wasser

Im Vergleich zu obigen Darstellungen zeigt Abbildung 4.36 lichtmikroskopische Auf-
nahmen von Casein sowie des Fettaustauschstoffes Simplesse. Auch hier waren spha-
rische Strukturen erkennbar. Simplesse, bestehend aus mikropartikulierten Molken-
proteinen, wird aufgrund der Grofle seiner Kiigelchen (< 10um) als konventioneller
Fettaustauschstoff eingesetzt. Die Micellen der untersuchten Lupinenproteinisolate wa-
ren ebenfalls nur wenige Mikrometer grof3, was sie in die Lage versetzte an den Papillen
der Zunge den Eindruck von Fett hervorzurufen. Technologisch ist zur Herstellung der
micellaren Lupinenproteine jedoch keine Mikropartikulierung notwendig, worin ein be-
deutender Vorteil gegeniiber Simplesse zu sehen ist.

4.6.2 Dynamische Differenzkalorimetrie

Durch die DSC-Analyse der Proteinisolate konnen Proteindenaturierungen oder andere
strukturelle Verinderungen (bspw. Anderung der Zusammensetzung der Conglutine)
durch die vor der Extraktion stattfindende Behandlung der Lupinenflocken sichtbar ge-
macht werden. Diese Modifikationen kénnen mogliche Abweichungen der senorischen,
erndhrungsphysiologischen und technofunktionellen Eigenschaften der micellaren Lu-
pinenproteinisolate erklaren.

Fiir die meisten Isolate konnten drei Peaks bei ca. 76°C, 92°C und 106 °C ermittelt
werden (s. Thermogramm in Abbildung 4.37). Laut Bader et al. [2011] entsprechen
diese der Denaturierung der verschiedenen Proteinfraktionen des micellaren Lupinen-
proteins: y-Conglutin (ca. 69°C bei Lupinenflocken), 3-Conglutin (ca. 80-85°C bei
isoelektrisch geféllten Proteinisolaten) und o-Conglutin (ca. 94-98 °C bei isoelektrisch
gefillten Proteinisolaten).

Im Vergleich waren die hier ermittelten Denaturierungstemperaturen um 7-12 °C ho-
her als bei den von Bader et al. [2011] vermessenen isoelektrischen Proteinisolaten und
um 4-7 °C hoher als von Bader et al. [2011] fur die Lupinenflocken gemessen. Eine Ursa-
che hierfiir kann der NaCl-Gehalt der Messlosungen sein, der zu einer Stabilisierung der
Quartérstruktur der Proteinmolekiile wéhrend der DSC-Messung fithrte [Hermansson,
1978; Kinsella, 1979; Ismond et al., 1986a; Sun & Arntfield, 2010]. Demnach kénnen ge-
ladene Aminosaureseitenketten durch Chlorid-Ionen neutralisiert werden, wodurch sich
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die Ketten weniger abstofien (inter- und intramolekular) und elektrostatische Wechsel-
wirkungen geschwécht werden [Kinsella, 1979; Sun & Arntfield, 2010]. Salz begiinstigt
die Protein-Protein-Wechselwirkungen und verzogert damit die zur Aggregation und
Denaturierung notwendige Dissoziation der Molekiile [Hermansson, 1978]. Zusétzlich
kann die Trennung der Peaks durch die Messung in Salzlosungen verbessert werden
[Arntfield et al., 1986], was die Autoren mit der unterschiedlichen Empfindlichkeit der
in der genannten Studie untersuchten Proteine Legumin und Vicilin auf die durch den
NaCl-Zusatz reduzierte verfiigbare Wassermenge zuriickfiihren.

Da in der vorliegenden Arbeit alle Proben in der gleichen NaCl-Losung hergestellt
wurden, war die Vergleichbarkeit der Ergebnisse hier trotzdem gegeben.

Die Ursache fiir die hoheren Denaturierungstemperaturen der isoelektrischen Lu-
pinenproteinisolate von Bader et al. [2011] kann, laut Aussagen der Autoren, in einer
geringeren Denaturierung der Proteine wahrend der micellaren Extraktion im Vergleich
zur isoelektrischen Methode begriindet sein.
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Abbildung 4.37: DSC-Thermogramme der Proteinisolate verschieden behandelter CO»-
entOlter Lupinenflocken, beispielhafte Darstellung einer Einzelmessung

Tabelle 4.5: Denaturierungstemperaturen T; der Proteinisolate verschieden behandel-
ter Lupinenflocken, n =1-2

Flocken Behandlung Tyl [°C] Ts2 [°C] T3 [°C]
unbehandelt ~ 75,9+£3,3 91,843,6 105,630
COmenls  120minUVC  783+05 920+17 106,1£30
2-emto 130°C / 60 min 74,9 92,1426 106,243,3
140°C / 55 min - 90,7+4,1 103,3+£3,7
unbehandelt 73,1 90,5 103,3
Hoxamontsly  120minUVC 78,0 95,8 107,9
CXAMEMOR  130°C /60 min 77,1 96,5 108,1
140°C / 55 min - 90,2 101,7

Die hohere thermische Stabilitat des o-Conglutins gegeniiber dem B-Conglutin wurde
in der Literatur auch von andern Autoren bereits beschrieben [Sirtori et al., 2010], und
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lasst sich durch die Tertiarstruktur der jeweiligen Proteine begriinden: Die Untereinhei-
ten des a-Conglutins sind iiber stabile kovalente Bindungen (v.a. SH-Briicken) mitein-
ander verkntipft. Im Gegensatz dazu sind die Verkntipfungen im 3-Conglutin schwache
nicht-kovalente-Bindungen (Wasserstoff-Briicken-Bindungen, hydrophobe Wechselwir-
kungen, elektrostatische Anziehungskrafte). Um diese Bindungen zu brechen, geniigt
ein geringerer Energieeintrag.

Es ist deutlich zu erkennen (s. auch Tabelle 4.6), dass die Peakflache (Denaturierungs-
enthalpie AH) des y-Conglutins mit erhohter Warmebehandlung der Probe geringer
wurde. Bei einer Warmebehandlung der Lupinenflocken bei 140 °C (55 min) konnte im
DSC-Thermogramm kein y-Conglutin mehr nachgewiesen werden. Auch die - und o-
Conglutin-Fraktionen unterlagen einer Denaturierung (Abnahme der Denaturierungs-
temperaturen und -enthalpien), die jedoch im Gegensatz zum y-Conglutin nicht zu
einer vollstdndigen Entfernung der Proteinfraktion fithrte. Die UVC-Bestrahlung fiihr-
te zu einer geringfiigigen Erhéhung der Denaturierungstemperaturen und -enthalpien,
vor allem des y-Conglutins. Eventuell kann es hier zu einer Renaturierung durch die
Entolung reversibel denaturierter Proteine gekommen sein.

Waihrend das o-Conglutin selbst bei einer Erhitzung der Flocken auf 130 °C (60 min)
kaum verandert wurde, war nach einer 55-miniitigen Behandlung bei 140 °C eine offen-
sichtliche Denaturierung zu verzeichnen. Bei den stérker denaturierten Proben waren
deutlich breitere Peaks zu erkennen. Cordero-de-los-Santos et al. [2005] beschrieben
Thermogramme fiir Proteinisolate aus Amaranth und stellten mit zunehmender Dena-
turierung ebenfalls weniger klar definierte, breitere und unsymmetrischere Peaks fest.

Tabelle 4.6: Denaturierungsenthalpien AH der Proteinisolate verschieden behandelter
Lupinenflocken, n =1-2

Flocken Behandlung AH1 [J/g] AH2 [J/g] AH3 [J/g]

unbehandelt 0,49+£0,02 6,62+£0,87 7,64%1,60
120minUVC  0,26+0,16  6,924+0,02  8,90+0,31

COs-entolt

130°C / 60 min 0,06 6,89+0,47 10,15+0,42
140°C / 55 min - 423+0,40 5,86+3,53
unbehandelt 0,25 6,05 10,31
Hexan-entslt 120min UVC 0,41 6,20 10,25
130°C / 60 min 0,33 5,21 9,29
140°C /55 min - 5,53 8,13

Unterschiede zwischen den Denaturierungstemperaturen T, (Tabelle 4.5) und -en-
thalpien AH (Tabelle 4.6) der Proteinisolate aus CO2- und Hexan-entélten Flocken
konnten im hier durchgefiihrten Untersuchungsausmafl kaum festgestellt werden. Le-
diglich die y-Conglutin-Fraktion der Proteinisolate aus COs-entolten Lupinenflocken
wies bereits nach einer Behandlung von 130°C (60min) eine fast vollstandige De-
naturierung auf. Das in Abbildung 4.37 dargestellte Thermogramm ist eine beispiel-
hafte Darstellung fiir Einzelmessungen. Aus Tabelle 4.5 konnen die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Doppelbestimmungen am Beispiel der Proteinisolate CO,-
entolter Flocken entnommen werden, worauthin die Geringfiigigkeit der Unterschiede
zwischen den Entolungen offensichtlicher wird. Bader et al. [2011] erhielten Standard-
abweichungen in dhnlichen Groflen fiir die Denaturierungstemperaturen ihrer Protei-
nisolate.
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4.6.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mittels SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen konnten die einzelnen Protein-
fraktionen aufgetrennt und saatgutbehandlungsinduzierte Veranderungen in der Prote-
inzusammensetzung sichtbar gemacht werden. Diese Abweichungen zur jeweiligen un-
behandelten Probe wurden als Erklarungen fiir Veranderungen der funktionellen oder
sensorischen Figenschaften herangezogen.

Abbildung 4.38 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der Proteinisolate unbehan-
delter und behandelter CO,- und Hexan-entolter Lupinenflocken mittels kleiner SDS-
Gele. Insgesamt konnten Banden mit Molekulargewichten zwischen 14 kDa und 108 kDa
ermittelt werden. Sathe et al. [1982] untersuchten Proteine von Samen aus Lupinus mu-
tabilis gelelektrophoretisch und erhielten Banden zwischen 20 kDa und 150 kDa.
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Abbildung 4.38: Bandenmuster nach SDS-PAGE (kleine Gele, Reduktion mit 2-
Mercaptoethanol) der Proteinisolate verschieden behandelter Hexan- (A) und COs-
entolter (B) Lupinenflocken

Aufgrund der unterschiedlichen Grade posttranslationaler Modifizierungen, v. a. Gly-
kosylierungen, der Lupinenglobuline erschienen die Proteinbanden z.T. breit und un-
scharf. In der 2D-Darstellung wurden oft ganze Reihen und Cluster statt einzelner
Spots beschrieben [Sirtori et al., 2010; Muranyi et al., 2016], welche Komponenten mit
gleichem Molekulargewicht, jedoch unterschiedlichem isoelektrischen Punkt darstell-
ten. Sirtori et al. [2010] bezeichneten sie als verschiedene Isoformen desselben Proteins
mit unterschiedlichem Grad posttranslationaler Phosphorylierung und Glykosylierung.

Generell schien die Art der Entolung einen, wenn auch nur geringen, Einfluss auf die
Proteinzusammensetzung und folglich auf das Bandenmuster der SDS-Gele zu haben.
Bei den Proteinisolaten COq-entélter Flocken war bei etwa 95kDa die erste stirkere
Bande zu erkennen (s. auch Abbildung 4.39), gefolgt von zwei dhnlich starken bei etwa
83 kDa und 80 kDa (B-Conglutin). Im Falle der Proteinisolate Hexan-entélter Lupinen-
flocken erschienen hier sechs sehr schwache Banden im Bereich von ca. 107 kDa bis
83kDa (B-Conglutin). Im Gegensatz dazu war die Bande bei ca. 42kDa bei den Iso-
laten der Hexan-entolten Flocken starker ausgepragt. Das konnte auf eine quantitativ
grofiere Menge an a- oder $-Conglutin im Isolat Hexan-entolter Flocken hindeuten.

Im Bereich grofler molekularer Massen war bei den Isolaten beider Entélungsvarian-
ten nach der Behandlung mit trockener Hitze ein ,Verschmieren“ bzw. eine allgemein
dunklere Farbung dieses Bereichs zu erkennen. Bei den bei 140 °C behandelten Proben
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war dies deutlicher als bei den bei 130°C behandelten. Ebenso war die Farbung bei
den Isolaten COy-entolter Flocken intensiver als bei denen der Hexan-entolten. Diese
Beobachtung spricht fiir eine Polymerisierung der Proteine und Aggregatbildung durch
eine Denaturierung infolge der Hitzebehandlung [Hojilla-Evangelista et al., 2004; Mo-
hamed et al., 2005]. Dies sind vor allem Aggregate der 3-Strukturen [Carbonaro et al.,
2012]. Eine elektrophoretische Auftrennung dieser war durch die somit entstandene Mo-
lekiilgrofle nicht mehr moglich. Zwischen den Banden der Isolate unbehandelter und
UVC-bestrahlter Flocken war kein Unterschied feststellbar.

A B
unbe- 120min 130°C 140°C MW unbe- 120min 130°C 140°C
handelt UVC 60 min 55 min MarkerII handelt UVC  60min 55 min

i
{

Abbildung 4.39: Bandenmuster nach SDS-PAGE (grofles Gel, Reduktion mit 2-
Mercaptoethanol) der Proteinisolate verschieden behandelter CO2- (A) und Hexan-
entolter (B) Lupinenflocken
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Da die Banden sehr dicht aufeinander folgten, wurde eine bessere Auftrennung durch
die Nutzung grofler Gele als notwendig erachtet. Die folgenden Untersuchungen wur-
den deshalb mittels 16x20 cm-Gelen durchgefithrt. Abbildung 4.39 zeigt deutlich besser
aufgetrennte Banden. Es waren die gleichen Unterschiede zwischen beiden Entolungs-
varianten, wie fiir Abbildung 4.38 beschrieben, feststellbar.

Das Bandenmuster der unbehandelten Proben stimmt mit den Ergebnisse von Tai &
Bush [1997] fiwr Lupinus angustifolius tberein. Nach dieser Studie stellen die Ban-
den unterhalb von 25kDa tiberwiegend 3-Conglutin dar. Lediglich im Bereich von ca.
24 kDa sind die Banden des Albumins (auch als 8-Conglutin bezeichnet) zu erkennen.
Oberhalb von 25kDa mischen sich o~ (2 Hauptbereiche bei ca. 35kDa und 50 kDa) und
B-Conglutin, wobei der Anteil an 3-Conglutin deutlich iiberwiegt, v.a. im héhermole-
kularen Bereich (> 35kDa). Aktuellere Studien [Sirtori et al., 2010; Piornos et al., 2015;
Muranyi et al., 2016] legen jedoch eine teilweise abweichende Verteilung der Conglutine
dar: o-Conglutin ca. 17-70 kDa, 3-Conglutin ca. 13-90 kDa. Die mengenmafige Vertei-
lung entspricht jedoch den Aussagen von Tai & Bush [1997].

Da y-Conglutin in Wasser und Salzlésungen loslich ist [Duranti et al., 2008], kann
davon ausgegangen werden, dass es bei der Isolation des Micellenproteins innerhalb des
Waschschrittes zu einem gewissen Anteil aus dem Proteinisolat entfernt worden war
und somit nur in geringem Mafle im Endprodukt enthalten war. Es wurde jedoch von
Muranyi et al. [2016] fir das Micellenisolat nachgewiesen. Im Gegensatz dazu fanden
die Autoren kaum y-Conglutin im isoelektrisch gefillten Lupinenproteinisolat, da es
bei der alkalischen Extraktion ungelost in den Lupinenflocken verbleibt. Die Banden
des y-Conglutins waren bei ca. 45kDa (schwache Bandes des Monomers) sowie etwa
17kDa und 28 kDa (starke Banden der Untereinheiten durch reduzierende SDS-PAGE)
zu erwarten, iiberdeckten sich jedoch mit den anderen Conglutinen.

Die Monomere des (3-Conglutins sind nicht kovalent tiber Disulfidbriicken verbunden,
da von Duranti et al. [2008] keine Unterschiede in unter reduzierenden bzw. nicht
reduzierenden Bedingungen hergestellten SDS-Gelen festgestellt werden konnten. Von
einer starken proteolytischen Spaltung bereits im trockenen Lupinensamen, die die
vielen dem [-Conglutin zugehérigen Banden erkléart, kann jedoch ausgegangen werden
[Duranti et al., 2008].

5-Conglutin sollte sich im niedermolekularen Bereich (< 15kDa) der SDS-Plots fin-
den [Islam et al., 2012]. Muranyi et al. [2016] wiesen jedoch eine, aufgrund der ho-
hen Wasserloslichkeit dieses Proteins, nur sehr geringe Konzentration im Micellenisolat
nach.

Die genauere Betrachtung der einzelnen Bandenintensitiaten ergab folgendes: Im Ver-
gleich zur unbehandelten Probe wies die UVC-bestrahlte Probe der Hexan-entolten
Lupinenflocken kaum Anderungen auf. Fiir die bei 130 °C behandelte Probe war eine
mittlere Abnahme des ,Raw Volume*“ (ermittelt durch die Software anhand der Ban-
denintensitéten und -groflen) um ca. 6 % zu verzeichnen, bei der 140 °C-Probe um ca.
18 %.

Den grofiten Einfluss auf diese mittlere Volumenabnahme (Abnahme >30 %) hat-
ten dabei die Bande bei ca. 49 kDa (Abnahme um 37 % bei 140 °C; vermutlich eher -
Conglutin, aufgrund der geringeren Thermostabilitat als a-Conglutin) sowie die Banden
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unterhalb von 20 kDa (Abnahmen zwischen 30 % und 51 % bei 140°C bzw. 0,8 % und
37 % bei 130 °C; evtl. 3-Conglutin) (Abbildung 4.39). Die einzigen nicht einer Abnahme
bei 140 °C unterliegenden Banden waren im Bereich von ca. 94-83kDa (3-Conglutin),
56kDa (o- und -Conglutin) sowie 21-20 kDa (vermutlich basische Untereinheiten des
o-Conglutins [Sirtori et al., 2010]) zu verzeichnen. Im Vergleich zu den DSC-Ergebnissen
(s. Kapitel 4.6.2 und Tabelle 4.6) handelte es sich bei den hier mittels SDS-PAGE nach-
gewiesenen nicht-denaturierten Proteinen wahrscheinlich um die gleichen Fraktionen,
v.a. o- und z. T. 3-Conglutin.

A B
unbe- 120min 130°C 140°C MW unbe- 120min 130°C  140°C
“handelt  UVC 60 min 55 min Marker IT handelt UVC  60min  55min
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Abbildung 4.40: Bandenmuster nach SDS-PAGE der in 0,5molarer NaCl-Losung 16s-
lichen Anteile der Proteinisolate verschieden behandelter CO2- (A) und Hexan-entolter
(B) Lupinenflocken
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Die einer Abnahme unterliegenden Banden bei 49 kDa und <20 kDa koénnten fiir die
verdnderten funktionellen Eigenschaften der wéirmebehandelten im Vergleich zu den
unbehandelten und UVC-bestrahlten Proben verantwortlich sein. Da es sich hier wahr-
scheinlich nur um kleinere Untereinheiten des (-Conglutins bzw. Minorbestandteile
(6-Conglutin) handelte, erklért dies den nur geringen Einfluss der Wéarmebehandlung
der Lupinenflocken auf die Proteinfunktionalitiat. Diese Untereinheiten waren jedoch
scheinbar verantwortlich fiir bspw. das bessere Gelbildungsvermogen und die besse-
re Loslichkeit der unbehandelten Proben, wéihrend aus ihrer Abwesenheit die erhéhte
Emulgieraktivitat sowie das verbesserte Wasserbindevermogen der unbehandelten Pro-
ben resultierte.

Die Proteinisolate der COs-entolten Flocken wiesen keine Volumenabnahme der Ban-
denintensitit auf. Dies lasst sich eventuell durch die starkere Hintergrundfarbung der
Banden der wiarmebehandelten Proben (COq-entolt) erkléren.

In Abbildung 4.40 ist die Auftrennung der in 0,5M NaCl loslichen Proteinfraktionen
dargestellt. Es wurde deutlich, dass die Bandenintensitaten der bei 140 °C behandelten
Proben geringer waren als die der anderen Proben. D. h., der Anteil 16slicher Proteine
sank durch die Erhitzung, was die Ergebnisse der Loslichkeitsuntersuchungen (Kapitel
4.4.5) bestatigt.

Auch hier zeigte der Vergleich des ,,Raw Volume® der einzelnen Banden der Isolate
Hexan-entolter Flocken eine mittlere Abnahme der 140 °C-Probe von 24 % im Vergleich
zur unbehandelten Probe. Ein Unterschied zwischen der unbehandelten und der UVC-
bestrahlten bzw. der 130 °C-Probe wurde nicht festgestellt.

Anschliefend wurden die in 0,5M NaCl-Loésung unléslichen Bestandteile der Proteini-
solate im Gel aufgetrennt. Abbildung 4.41 zeigt nun, wie erwartet, das Gegenteil von
Abbildung 4.40, also eine Zunahme der Bandenintensitat der warmebehandelten Pro-
ben COs-entolter Lupinenflocken. Die mittlere Zunahme betrug bei der 130 °C-Probe
25 % und bei der 140 °C-Probe 34 % im Vergleich zur UVC-bestrahlten. Da die unbe-
handelte Probe am Rand des Geles etwas verzerrt wurde, musste die in den bisherigen
Untersuchungen von der unbehandelten Probe nicht abweichende UVC-bestrahlte Pro-
be an dieser Stelle als Referenz herangezogen werden. Die warmebehandelten Proben
der Hexan-entolten Lupinenflocken wiesen eine mittlere Abnahme der Bandenintensitéat
von ca. 10 % im Vergleich zur unbehandelten auf.

Weiterhin ist deutlich erkennbar, dass der Bandenhintergrund wesentlich weniger
gefarbt war als bei den bisher analysierten Proben, jedoch bei den warmebehandelten
Proben intensiver als bei den unbehandelten und UVC-bestrahlten. Der Anteil un-
loslicher Proteine war in diesen Proben also hoher. Auch in den Geltaschen befand
sich noch ungelostes, hochmolekulares Protein, vor allem bei den warmebehandelten
Proben. Diese Beobachtungen wurden auch von Mohamed et al. [2005] und Avanza &
Anén [2007] gemacht.

Insgesamt kann zusammengefasst werden, dass die Behandlung mit UVC-Strahlung kei-
nen und die trockene Erhitzung der Lupinenflocken mit steigender Temperatur einen
geringen Effekt auf die Proteine im Samen ausiibte. Auch Carbonaro et al. [2012] stell-
ten fiir die trockene Erhitzung (120°C, 30 min bis 48 h) nur geringfiigige strukturelle
Anderungen der Sekundérstruktur von Leguminosenproteinen fest. Die durch die War-
mebehandlung denaturierten Proteinfraktionen sind wahrscheinlich hauptséchlich dem
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B-Conglutin zuzuordnen, da es eine geringere Hitzestabilitat als o- und 6-Conglutin
besitzt [Sirtori et al., 2010].
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Abbildung 4.41: Bandenmuster nach SDS-PAGE der in 0,5molarer NaCl-Lésung unlos-
lichen Anteile der Proteinisolate verschieden behandelter CO2- (A) und Hexan-entolter
(B) Lupinenflocken

Alvarez-Alvarez et al. [2005] stellten durch die Behandlung ganzer Samen von Lupinus
albus mittels Mikrowelle, Kochen in Wasser und Kochextrusion einen nur minimalen
Einfluss auf die daraus extrahierten Proteine bzw. Allergene fest. Folglich kann davon
ausgegangen werden, dass die allergenen Eigenschaften der Proteinisolate durch die hier
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untersuchten Behandlungen nicht herabgesetzt wurden [Alvarez—Alvarez et al., 2005;
Sirtori et al., 2010]. Die Bildung von sogenannten Neoallergenen durch Temperatur-
und Druckbehandlungen wurde ebenfalls berichtet [Alvarez-Alvarez et al., 2005].

Guillamoén et al. [2008] beschrieben die Hauptallergene der Lupine bei 20 kDa und
34,5 kDa. Die Autoren postulieren die Notwendigkeit sensorischer Analysen fiir Produk-
te aus verarbeiteten Proteinen, da eine sehr starke Behandlung (z. B. hohe Temperatur)
notwendig ist, um die Allergene zu inaktivieren. Auffallige Reduktionen der Banden-
intensitdt der hier behandelten Proben in diesen Bereichen konnten nicht festgestellt
werden. Sensorische Verdnderungen wurden aber bereits beschrieben (s. Kapitel 4.3),
was die Aussagen von Guillamén et al. [2008] bestéatigt.
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5 Zusammenfassung

Im Kooperationsprojekt ,,Pflanzliche Fettaustauschstoffe aus sphérischen Proteinmizel-
len* zwischen dem Institut fiir Lebensmittelhygiene der Universitit Leipzig und dem
Fraunhofer Institut fiir Verfahrenstechnik und Verpackung in Freising wurde ein Lu-
pinenproteinisolat entwickelt, welches sich aufgrund seiner fettdhnlichen Eigenschaften
als neuer proteinbasierter Fettaustauschstoff in Lebensmitteln eignet und sensorisch
und erndhrungsphysiologisch deutliche Vorteile gegeniiber bisherigen Fettaustausch-
stoffen besitzt. Dies macht es vor allem fir die Lebensmittelindustrie besonders in-
teressant. Projektergebnisse wiesen jedoch auf eine geringe mikrobiologische Stabilitét
und eine hohe Belastung mit sporenbildenden Bakterien, z.T. Bacillus cereus, hin.
Mit der vorliegenden Arbeit sollten geeignete Erhitzungsregime (UHT-Erhitzung des
Extraktes, Pasteurisierung des Proteinisolats, Saatgutbehandlung zur Inaktivierung
der Sporenbildner vor der Extraktion) fiir das micellare Proteinisolat ermittelt wer-
den. Diese sollten die Lebensmittelsicherheit des Proteinisolats ohne eine Minderung
der sensorischen und erndhrungsphysiologischen Qualitdt sowie der Proteinausbeute
und unter Erhalt oder Verbesserung lebensmitteltechnologisch relevanter Eigenschaf-
ten gewahrleisten. Somit leistet diese Arbeit ebenfalls einen Beitrag auf dem Gebiet
der Funktionalitat micellarer Lupinenproteine, welches bisher noch wenig erforscht ist.

Die Ergebnisse der Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1) Untersuchungen zur Mikrobiologie und Ausbeute des Proteinisolats fithrten zur Fest-
legung geeigneter Stabilisierungsmethoden. Die UHT-Erhitzung des Extraktes vor der
Proteinfallung erwies sich aufgrund der Denaturierung der Proteine als ungeeignet. Ei-
ne Pasteurisierung konnte bei 75°C/5min ohne Verlust der Cremigkeit durchgefiihrt
werden und reduzierte die Ausgangskeimzahl des unbehandelten Proteinisolats von
1,9-10" KbE/g auf 6,8-103 KbE/g. Dies entsprach iiber 99 % der Mikroorganismen,
jedoch verblieben im Proteinisolat 2,0-10% KbE/g sporenbildende Bakterien, die im
Lebensmittel ein potentielles Risiko darstellen konnen.

Zur Inaktivierung der Sporenbildner wurden Methoden der Saatgutentkeimung getes-
tet. Die Entkeimung entolter Lupinenflocken erwies sich aufgrund der nicht gegebenen
Rekontaminationsmoglichkeit als zweckméfBiger als die Entkeimung ganzer bzw. ge-
schélter Saat oder vollfetter Flocken. Zwei Entolungsvarianten (CO2, Hexan) wurden
verglichen. Die feuchte Erhitzung (Autoklavieren) fithrte zur bestmoglichen Entkei-
mung, denaturierte das Protein jedoch so weit, dass keine micellare Proteinextraktion
mehr moglich war. Gleiches galt fiir die 60-miniitige trockene Erhitzung bei 140°C.
Aus mehreren Versuchsreihen haben sich die UVC-Bestrahlung (120 min) sowie die
trockene Erhitzung bei 140°C (55min) und 130°C (60 min) als bevorzugte Varianten
herausgestellt. Letztere reduzierte die Gesamtkeimzahl COs-entolter Lupinenflocken,
unter Erhalt der Proteinausbeute, um 84 % und die der Hexan-entolten um 93 %. Alle
weiteren Untersuchungen erfolgten fast ausschliellich mit diesen drei Entkeimungsme-
thoden.
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2) Die sensorischen Eigenschaften (Geschmack/Rostaroma, Mundgefithl/Cremigkeit,
Beliebtheit, Farbe) der resultierenden Proteinisolate wurden betrachtet, um den Ein-
satz als Fettaustauschstoff zu beurteilen. Hierzu wurden die Isolate mittels Dreiecks-
tests und Rangordnungspriifungen von fiinf Probanden verkostet (n=10). Die Farb-
messung erfolgte spektralphotometrisch. Die Warmebehandlung fiihrte nicht zur Aus-
bildung eines Rostaromas. Weniger erhitzte Proben wurden als cremiger bewertet und
meist bevorzugt, ebenso die Proteinisolate der Hexan- gegeniiber der CO,-Entélung.
Die Behandlung mit trockener Hitze fiihrte mit steigender Temperatur zu einer deutli-
chen Braunfarbung der Proteinisolate, die bei den Isolaten der Hexan-entolten Proben
starker ausgepragt war als bei denen der COs-entolten. Ein eindeutig wahrnehmba-
rer Farbunterschied resultierte jedoch erst aus einer Behandlung bei 140°C. Fiir die
UVC-Bestrahlung wurden kaum Veranderungen beobachtet.

3) Um das Ausmaf der Saatgutbehandlungen auf das Endprodukt ,Proteinisolat®,
welches letztendlich im Lebensmittel Anwendung finden soll, festzustellen, wurden die
wichtigsten technofunktionellen Eigenschaften der micellaren Lupinenproteine unter-
sucht und mit Referenzsubstanzen und Literaturangaben verglichen.

Das Wasserbindevermogen stieg mit zunehmender Warmebehandlung signifikant, fiir
Proteinisolate COq-entélter Lupinenflocken stéarker (0,9 ¢g/g auf 1,1g/g) als fir die der
Hexan-entolten (0,9 g/g auf 1,0 g/g). Die Olbindung der Isolate Hexan-entélter Flocken
war unwesentlich hoher als die der COq-entélten (1,1 g/g). Wasser- und Olbindevermo-
gen sind im Vergleich zu anderen Proteinen als gering einzustufen. Der marktgéngi-
ge Fettaustauschstoff Simplesse wies jedoch dhnlich niedrige Werte auf (1,0 g/g bzw.
0,6g/g).

Die ,Least Gelation Concentration® (LGC) der micellaren Lupinenproteine belief
sich auf 4 %, was die Proteine zu sehr guten Gelbildnern macht. Eine geringe Zunah-
me der zur Gelbildung notwendigen Proteinkonzentration um 0,5 % nach der Warme-
behandlung wurde fiir Proteinisolate Hexan-entolter Flocken ermittelt. Im Vergleich
betrug die LGC fiir den kommerziellen Fettaustauschstoff Simplesse 17 %. Lupinen-
proteinisolate bilden weiche, elastische und opake Gele, welche sich fiir den Einsatz in
proteinreichen Lebensmitteln mit geringer Viskositat und guter Dispergierbarkeit nach
der Warmebehandlung eignen.

Das Emulgiervermogen, ermittelt durch Tribungsmessung, wurde als gering ein-
geschitzt. Der Emulsionsaktivitatsindex von 16-31m?/g (signifikanter Anstieg nach
140 °C-Behandlung) war vergleichbar mit dem von Simplesse (26 m?/g), erreichte aber
nur etwa ein Drittel des Wertes fiir Lecithin (48 m?/g). Proteinemulsionen spielen z. B.
bei der Herstellung von Feinkostprodukten (Mayonnaise, Dressings) und Wurstwaren
eine Rolle. In seiner geplanten Anwendung als Fettaustauschstoff stellen diese Produkte
auch mogliche Einsatzgebiete dar. Hier ist evtl. die Zugabe einer besser emulgierenden
Substanz notwendig.

Die Proteinloslichkeit der Isolate wurde photometrisch (Bradford) bei pH 2-10 be-
stimmt. Die fiir die micellaren Proteine ermittelten Loslichkeitsprofile deckten sich mit
den fiir Leguminosen und andere Pflanzenproteine typischen pH-Wert-abhangigen Ver-
laufen. Die geringste Loslichkeit (ca. 10 %) konnte bei pH 4 festgestellt werden (Bereich
des isoelektrischen Punktes). Die Isolate COy-entolter Lupinenflocken waren geringfii-
gig besser loslich als die der Hexan-entolten. Mit zunehmender Warmebehandlung der
Flocken resultierte eine Abnahme der Loslichkeit der Isolate bei pH4 und 6. Bei der
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Anwendung in sauren Lebensmitteln (ca. pH4) ist somit mit einem Ausflocken der
Proteinisolate zu rechnen.

Die Schaumkapazitat, ermittelt durch Messung des Schaumvolumens nach dem Auf-
schdumen, unterlag einer signifikanten Abnahme mit zunehmender Wérmebehandlung
und war mit ca. 30% typisch fiir Lupinenproteine und vergleichbar mit Simplesse
(27%), im Vergleich zu anderen Proteinen (Na-Caseinat: 113 %, Ovalbumin: 202 %)
jedoch sehr gering. Andererseits konnte die Schaumstabilitat mit 54-65 % als sehr gut
bewertet werden (vgl. Ovalbumin: 97 %), was bereits fiir Anwendungen in aufzuschéu-
menden Lebensmitteln (z. B. Mousse au Chocolat) von Vorteil war. Die Schaumkapa-
zitat der Isolate COg-entdlter Lupinenflocken war etwa 10 % héher (37-51%) als die
der Hexan-entolten (29-37 %).

Die Oberflachenhydrophobitat (SH) wird oft herangezogen, um andere funktionelle
Eigenschaften besser einzuschétzen. Die Bestimmung erfolgte durch die Messung der
Fluoreszenzintensitat nach der Bindung von 8-Anilino-1-naphthalinsulfonséure an aro-
matische Aminosauren. Im Vergleich zu Na-Caseinat (SH ca. 1400), Casein (SH ca.
2100) und Simplesse (SH ca. 3100) war die SH der untersuchten Lupinenproteine sehr
gering (SH: 500-600). Eine signifikant hohere SH wurde fiir die Isolate aus bei 140°C
behandelten COg-ent6lten Flocken ermittelt (SH=635). Im Vergleich zum Fettaus-
tauschstoff Simplesse (SH =3120) war dieser Anstieg jedoch nicht relevant.

4) Auch ernahrungsphysiologische Aspekte spielen eine Rolle bei der Beurteilung von
Pflanzenproteinen. Diese konnen ebenfalls durch Bestrahlung oder Hitze verdandert wer-
den. Die in-vitro-Verdaubarkeit (Pepsin/Pankreatin) konnte mit ca. 97,6 % als sehr
hoch eingeschétzt werden und war dhnlich der von Na-Caseinat (97 %), jedoch um ca.
5% besser als die des Fettaustauschstoffes Simplesse.

Polyphenole zeigen in Lebensmitteln sowohl positive (potentielle Antioxidantien) als
auch negative Auswirkungen (Adstringenz, Farbabweichungen). Keine der untersuchten
Saatgutentkeimungen hatte einen Einfluss auf den Polyphenolgehalt der Proteinisola-
te (mit Folin-Ciocalteus Phenolreagenz photometrisch bestimmt nach Extraktion). Die
Isolate der COy-entdlten Flocken enthielten ca. 20 mgg 4/100g TM weniger Polypheno-
le als die der Hexan-entélten (ca. 208 mggag/100g TM). Verglichen mit den Rohstoffen
war der Polyphenolgehalt der Isolate sehr gering. Der hochste Polyphenolgehalt wurde
in der geschélten Saat nachgewiesen (662 mggaz/100g TM), etwa 130 mgga/100g TM
mehr als in der ungeschélten Saat. Die Polyphenole von Lupinus angustifolius befinden
sich somit iiberwiegend in den Kotyledonen. Das Flockieren und Entolen reduzierte
den Gehalt der Polyphenole um jeweils ca. 50 mggag/100g TM.

Die beschriebene Braunung der Proteinisolate konnte nicht auf die Maillard-Reaktion
zuriickgefithrt werden, da der Furosin- und Lysingehalt (Ionenaustauschchromatogra-
phie mit Ninhydrin-Nachsdulenderivatisierung nach Sdurehydrolyse) keiner Verdnde-
rung unterlag und auch keine reduzierenden Zucker in den Proteinisolaten nachweisbar
waren. Vielmehr konnte die Farbgebung auf Oxidationen und Polymerisationsreaktio-
nen der Polyphenole zuriickgefiihrt werden.

5) Analysen zur Charakterisierung der Proteine sowie zur Ermittlung des Ausmafles ei-
ner evtl. stattgefundenen Denaturierung wurden angeschlossen, um die Veranderungen
der funktionellen und sensorischen Eigenschaften zu erklaren.

Durch mikroskopische Aufnahmen konnte das Vorliegen von Proteinmicellen besta-
tigt werden. Es handelte sich um kugelférmige Gebilde, die durch Koaleszenz gro-
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Bere Aggregate bilden kénnen. Eine zunehmende Wéarmebehandlung verminderte die
Ausbildung dieser Aggregate und der Micellengréfie (ca. 2um statt vorher >20um).
Die reduzierte Micellengrofle und das eher partikulare Erscheinungsbild konnen Er-
klarungen fiir die in der sensorischen Beurteilung festgestellte geringere Cremigkeit
der Proteinisolate stark erhitzter Lupinenflocken sein. Die Analyse der Proteine mit-
tels Gelelektrophorese zeigte ebenfalls nur geringe Veranderungen der Proteinbanden
v.a. bei den 140°C-Proben. Eine erhohte Tendenz zur Polymerisation der Proteine
nach starker Warmebehandlung wurde beobachtet. Weiterhin wurde die vollstéandige
Denaturierung des y-Conglutins (T4 ca. 75°C) in den 140°C-Proben mittels DSC-
Analyse festgestellt. Verminderte Denaturierungsenthalpien des o- (T, ca. 106 °C) und
B-Conglutins (Ty ca. 92°C) wurden ebenfalls ermittelt. Diese Modifikationen in der
Proteinzusammensetzung kénnen ausschlaggebend fiir die o.g. sensorischen, techno-
funktionellen und mikroskopischen Verédnderungen sein.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die hier durchgefithrten Saatgutentkei-
mungsmethoden nur geringe Effekte auf die Proteinisolate austibten. Die analysierten
erndhrungsphysiologischen Eigenschaften unterlagen keiner durch die Entkeimung in-
duzierten Modifikation. Im Hinblick auf die technofunktionellen Eigenschaften sowie
den Entkeimungserfolg ist die Behandlung bei 130°C fiir 60 min allen anderen Me-
thoden vorzuziehen. Die UVC-Bestrahlung fithrte zwar kaum zu Abweichungen vom
unbehandelten Proteinisolat, jedoch konnte die Keimzahl nach der Behandlung nicht
toleriert werden. Neben der Betrachtung der mikrobiologischen Sicherheit konnen somit
die erwiinschte Funktionalitat des Proteinisolats bzw. dessen ernahrungsphysiologische
Eigenschaften richtungsweisend fiir die Wahl der Saatgutentkeimungsmethode sein.
Die Entélung hatte kaum einen Einfluss auf die technofunktionellen Eigenschaften der
Proteinisolate. Vermutlich wird das micellare Lupinenprotein jedoch nicht universell
einsetzbar sein, da es nicht in jeder Hinsicht optimal reagiert (Mundgefiihl gegentiber
Technofunktionalitét).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine physikalische Methode der Saatgutentkeimung
etabliert werden (130°C/60 min), welche die mikrobielle Stabilisierung des lupinenpro-
teinbasierten Fettaustauschstoffes sicherstellt. Im Rahmen der durchgefiihrten Analy-
sen wurde die sensorische Qualitat nur minimal, die erndhrungsphysiologische jedoch
nicht beeinflusst. Starke Veranderungen der technofunktionellen Eigenschaften konnten
sowohl im positiven als auch im negativen Sinne nicht beschrieben werden. Die An-
wendung als Fettaustauschstoff in Lebensmitteln wiirde somit nicht beeintréchtigt. Der
Einfluss der Saatgutbehandlung auf das Protein war wesentlich geringer als eine direkte
thermische Behandlung des Proteinisolats. Im Hinblick auf den Gesamtprozess sollte
eine Pasteurisierung der feuchten Proteinisolate im nicht-proteinschédigenden Tempe-
raturbereich (75°C/5min) dennoch durchgefithrt werden, um wéhrend des Prozesses
eingetragene Mikroorganismen zu inaktivieren.
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Anhang

Tabelle A.1: Trockenmassen und Proteingehalte der verschieden Proteinisolate unter-
schiedlich behandelter COs- (,EC*) und Hexan- (,EH“) -ent6lter Lupinenflocken

EC-Isolate ™™ [%] PG [%] | EH-Isolate ™ [%] PG [%]
unbehandelt 1 96,28 96,04 unbehandelt 1 95,18 94,72
unbehandelt 11 94,06 92,76 unbehandelt 11 92,75 92,92
unbehandelt 11 96,85 95,42 unbehandelt IIT 96,40 97,60
unbehandelt IV 96,48 96,26 unbehandelt IV 96,08 95,79
unbehandelt V 96,88 95,70 unbehandelt V 95,96 96,10
unbehandelt VI 93,42 96,51
120 min UVC I 92,45 91,55 120 min UVC I 92,56 91,56
120 min UVC II 90,86 89,88 120 min UVC I1 91,61 91,71
120 min UVC III 97,55 96,47 120 min UVC 111 96,43 96,02
120 min UVC IV 97,10 95,97 120 min UVC IV 97,20 97,06
120 min UVC V 96,97 95,90 120 min UVC V 96,50 95,91
120 min UVC VI 95,65 95,19
130 °C / 60 min I 93,98 92,47 130 °C / 60 min I 90,08 90,17
130 °C / 60 min 1T 94,78 92,70 130 °C / 60 min 1T 92,28 91,80
130 °C / 60 min III 97,69 97,04 130 °C / 60 min ITI 96,50 96,14
130 °C / 60 min IV 98,00 96,71 130 °C / 60 min IV 96,27 96,11
130 °C / 60 min V 97,29 95,63 130 °C / 60 min V 95,18 95,92
130 °C / 60 min VI 96,60 95,08
130 °C / 60 min VII ~ 97,09 96,62
130 °C / 60 min VIII 96,98 95,10
130 °C / 60 min IX 96,67 94,57
140 °C / 55 min I 88,77 88,55 140 °C / 55 min I 92,03 91,73
140 °C / 55 min II 92,00 88,38 140 °C / 55 min II 92,06 91,19
140 °C / 55 min III 95,85 94,97 140 °C / 55 min III 95,19 95,33
140 °C / 55 min IV 95,92 95,34 140 °C / 55 min IV 96,12 95,55
140 °C / 55 min V 96,31 96,35 140 °C / 55 min V 95,81 95,68
140 °C / 55 min VI 96,06 94,97
140 °C / 55 min VII 95,66 95,17
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