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Kurzreferat

Naturliche Fettsubstitute auf pflanzlicher Proteisis gewinnen aufgrund der hohen
Verbrauchernachfrage, Versorgungssicherheit und gtefden Interesse der Lebensmittel-
industrie fur die Herstellung fettreduzierter Lebemitel zunehmend an Bedeutung. Durch
deren Einsatz soll neben dem Fett- vor allem derd@iaegehalt der Produkte - bei gleich-
bleibenden sensorischen Eigenschaften - verminderden. Kommerziell erhéltliche
Fettaustausch-Praparate konnten sich bislang, durgh die hohen Herstellungskosten
sowie den reduzierten Genusswert der damit hedfjest@rodukte, nicht durchsetzen.

In dieser Arbeit wurde ein neuartiges Verfahren Herstellung eines Fettsubstituts auf
Basis von Lupinenprotein intensiv untersucht. Ziear es, den Herstellungsprozess
systematisch unter Anwendung geeigneter statis¢besuchsdesigns zu optimieren. Der
Einfluss auf die ProteinausbeuteBA(und PGA) und sensorische IsolatqualitétigTey
wurde dabei als Bewertungsgrundlage herangezogen.

Im ersten Schritt wurden umfangreicBereeningversuche durchgefuhrt, um die signifi-
kanten EinflussgrofRen des Prozesses zu ermitt@beiDvurdencyacy, pHe, te, RSV, E,
pHg, AT, EWV und t; als signifikante Faktoren in Bezug al#A, PGA und visTex
bestimmt. Im zweiten Schritt wurden unterschiedidtdrnerleguminosen (Soja, Acker-
bohne, Erbse, Linse, Lupine und weil3e Bohne) zurstdibung des proteinbasierten
Fettsubstituts miteinander verglichen und der Fs®z#ir jeden einzelnen Rohstoff
angepasst. So zeigte sich, dass lediglich mit d&efohne, Erbse, Sojabohne und Lupine
ausreichend hohe Proteinausbeuten erzielt werdesbheiw ausschlie3lich mit der
Lupinensaat eine angenehm glatte und vor allemigeeifextur des Proteinisolats erzielt
werden konnte.

Im letzten Schritt wurde die ProzessoptimierungBarspiel vonLupinus angustifolius.

cv. Vitabor mit folgenden FaktorenpHg, cnac, RSV pHe, EWV, t7 undts - durchgefihrt
und die Signifikanz der jeweiligen Parameter ernéetstatigt. Nach erfolgreicher
Validierung der Modelle folgte schliellich die Papgimierung unter Anwendung der
Desirability-Funktion. Die dabei ermittelte Parameterkonstelfatwurde im Labor
Uberprift und einePGA von 42 % sowie eine fettdhnliche Isolatqualitariedt. Im
Vergleich zum Standard-Prozess konnte somit diebduie verdoppelt werden. Zudem
wurde die Salzkonzentration um 76 %, der Wasseraadh wéahrend der Extraktion um
13% wund wahrend der Verdunnungsfallung um 33 %ringgrt sowie die

Sedimentationszeit um 98 % verklrzt werden.
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Abstract

Natural fat substitutes based on plant proteinganging more and more importance in the
production of fat reduced foods due to a high carsudemand, the supply security and an
increasing interest in food industry. Fat substgutare used to reduce the fat or in
particular the energy content of a food productjlevinetaining its sensory properties.
Commercially available fat replacers still lack gonsumer acceptance due to the high
market price caused by high production costs andraatisfactory sensory profile of the
final product.

In this study an alternative method for the promurctof fat substitutes based on lupin
proteins was extensively investigated. The aim wasystematic optimisation of the
production process by means of appropriate expetahelesign and statistics, taking the
protein yields EA and PGA) and the texture qualitwisTey of the protein isolate into
consideration.

At first, extensive screening experiments were coitebl to determine the significant
factors influencing the production process. Therekye, pHe, te, RSV, E, pHs, AT, EWV
andtz were identified to significantly impa&A, PGA andvisTex Secondly, the suitability
of different grain legumes (soybean, faba bean, eetil, lupin and white bean) for the
production of protein isolates in proper amountd apecific creamy textural properties
was evaluated. The process parameters were adfypte@dch raw material. It could be
shown that sufficient high protein yields were &ef@d by using lupin, faba bean, pea and
soybean as raw materials. However, the texturgbgot@s of the protein isolates were
outmost different, while a pleasantly smooth aneaory texture could only be achieved
with lupins.

Finally, a process optimisation usihgpinus angustifoliud.. cv. Vitabor as an example
was performed. Thus, the impact pHg, Cnac, RSV pHrE, EWV, t; and ts; were
investigated and the significance of each paramessr reconfirmed. After the successful
validation of the calculated models, the desirgbifunction was applied. The resulting
parameter setting has been examined achievirGAof 42 % and fat-like texture of the
protein isolate. Thus, compared to the initial @ss; thd®GA was doubled, while the salt
content, sedimentation time as well as the amoudntvater during extraction and

precipitation were respectively reduced by 76 %%983 % and 33 %.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

Ubergewicht und insbesondere dessen Folgeerkragkyngwie beispielsweise
Arteriosklerose und Diabetes, gehéren weltweit 2m @dentralen erndhrungsbedingten
Gesundheitsproblemen [41, 198]. In Deutschland §6&o der Manner und 51 % der
Frauen Ubergewichtig oder adipds [123]. Dies hahtnnur individuelle, sondern auch
soziale und volkswirtschaftliche Auswirkungen [133Jbschatzungen ergaben, dass die
gesamtwirtschaftlichen Kosten von Adipositas undssde Folgeerkrankungen das
deutsche Gesundheitssystem mit rund 11 Milliardero Bro Jahr belasten [162].

Die Ursachen fur diese Entwicklung sind zahlreiad komplex, wobei unstrittig ist, dass
eine taglich Gberhéhte Energieaufnahme bei gleiibaz@angelnder Bewegung, vor allem
ein Zuviel an Nahrungsfetten, ein Hauptrisikofakliarstellt [24, 26]. Trotz zunehmender
Interesse der Verbraucher fir Gesundheit und Eumg@ihscheint es nicht realisierbar eine
ernahrungsphysiologisch positive Lebensweise untzeise [198]. Geleitet vom
Arbeitsalltag sind Essenszeiten zunehmend unre@mand von Eile gepragt.
Erschwerend kommt hinzu, dass Uber die Jahre ekditec Erndhrungs- und Lebens-
gewohnheiten nur mihsam zu andern sind [180]. Diesdtaigt bereits seit Jahren die
Nachfrage nach fettreduzierten Produkten kontitigler Damit lasst sich die
Energieaufnahme vermindern, ohne dass die indill&lueVerzehrsgewohnheiten
wesentlich geandert werden mussen - ein dem fagealReferenzprodukt entsprechender
Genusswert vorausgesetzt [206].

Fette haben im Lebensmittel zahlreiche ernahrungsplogische, technofunktionelle und
vor allem sensorische Funktionen; Struktur, ViskdsiGeschmack und Aussehen des
Lebensmittels werden maf3geblich durch den Fettyddesinflusst [109, 112, 206]. Die
Herabsetzung des Fettgehalts fiuhrt unweigerlich Vasdnderungen der qualitativen
Eigenschaften. Ein raues und trockenes Mundgefohlies ein leerer Aromaeindruck
lassen fettreduzierte Lebensmittel vielfach aufelblung stof3en. Dies soll durch den
Einsatz von Fettaustausch- und Fettersatzstoffempkasiert werden, d. h. durch
Substanzen die im Vergleich zu Fett einen redweerdder keinen (z. B. Olestra)
physiologischen Brennwert besitzen [112, 118, 1@¥r Begriff Fettsubstitut wird als
Uberbegriff fir Fettaustauschstoffe und Fettersaffes verwendet. Eine Unterteilung der
Fettsubstitute kann auch nach der Haupnahrstofitla@<ohlenhydrate, Lipide und
Proteine) erfolgen, die als Basis dient [112, 11553)].
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Das Konzept Proteine als Fettsubstitute zu verwenskedemnach nicht neu [79, 117].
Bereits kommerziell erhaltliche Fettaustauschstaifé Proteinbasis sind beispielsweise
Simpless&, Dairy Lo™, Trailblazef und Litd”, die u. a. Proteine aus Eiklar, Molke, Mais
oder Weizen enthalten [29, 79, 117, 137, 148, 1Blgse Produkte haben sich jedoch
bislang nicht durchsetzen kénnen, was insbesordleeh die hohen Herstellungskosten
bzw. Marktpreise sowie den reduzierten Genusswertdamit hergestellten Produkte
begrindet ist.

Der Austausch von Fett durch Protein ist erndhrpihgsiologisch als vorteilhaft
anzusehen, da Proteine das Sattigungsgefuhl uittesstund somit eine kalorienreduzierte
Erndhrungsweise erleichtern konnen [136]. Dabeisarei Pflanzenproteine gegentber
tierischem Eiweil3 eine Reihe von Vorteilen auf, wie B: glnstiger Preis, hohere
Versorgungssicherheit und Verbraucherakzeptanzl/®4).

Bei der Verwendung von Lupinensaat zur Herstelleimgs proteinbasierten Fettsubstituts
kommt ferner, als weiterer Vorteil gegentber bigjesr Losungen, die Einfachheit des
Produktionsverfahrens hinzu. Der Prozess der mistdierung besteht aus einer
salzinduzierten Extraktion mit anschliel3ender Vardingsfallung [13, 19, 20, 42, 50, 68,
97, 98, 126-128, 139]. Eine nieder-konzentriertdzI8sung l0st die Proteine indem
elektrostatische Protein-Protein-Wechselwirkungemiekgedrangt werden. Durch die
anschlieBende Senkung der lonenstarke mittels Zugaim Wasser werden elektro-
statische Wechselwirkungen begunstigt, was zur éggjion und letztlich zur Ausféallung
der Proteine fuhrt [50, 126, 128, 134]. Diese Pserariante liefert ein hochviskoses,
adhésives und cremiges Isolat, welches bereitéggegioh als Fettaustauscher in einzelnen
Lebensmitteln angewendet wurde. Jedoch fehlt dangsan einer effizienten Herstellung
markttauglicher Isolate auf Basis von Lupinenpiotel

Eine systematische, statistisch unterlegte Propésserung zur Gewinnung eines
Proteinisolats au&. angustifoliusL. cv. Vitabor mit fettdhnlichen Eigenschaften der
bislang in dieser Form nie untersucht und bietetn@lage fur die vorliegende Arbeit und
ein hohes Potential fur die Lebensmittelindustég.wird eine Optimierung des Prozesses,
unter Verwendung geeigneter statistischer Verswesigdsdurchgefuhrt.

Nach umfangreicherScreeningversuchen werden signifikante Prozessfaktoren rdere
Wechselwirkungen und ein geeigneter Rohstoff eefitDer Einfluss auf verfahrens-
technische KenngréRen wie die Massenausbeute arBeaertungsgrundlage ermittelt.

Anschlie3end erfolgt die Optimierung der Extraktiond Fallung im Hinblick auf die
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Maximierung der Proteinausbeute unter Beibehaltemgr fettahnlichen Isolatstruktur.

Fur die industrielle Umsetzung der Proteinisoligrust dies eine zwingend erforderlich
Grundlage.

Diese Arbeit leistet somit einen entscheidenderir8giauf dem Gebiet der Herstellung
pflanzlicher Fettsubstitute auf Basis von Proteirigie Optimierung der Produktausbeute
und —qualitat kommt der Forderung der Lebensmittieistrie und Verbraucher im Bezug

auf wohlschmeckende fettreduzierte Lebensmittelpkteinach.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Fett und Fettsubstitution

2.1.1 Funktion von Fett im Lebensmittel

Fette, sind Ester des dreiwertigen Alkohols GlytéRyopan-1,2.3-triol) mit drei meist
unterschiedlichen Uberwiegend geradzahligen, latigka Fettsauren. Derartige Verbin-
dungen zahlen zu den Triacylglycerolen [17, 132 Physikalischen und chemischen
Eigenschaften der Triacylglycerine hangen von dettddlange und dem Verzwei-
gungsgrad sowie von der Anwesenheit und Positioktioneller Gruppen und Doppel-
bindungen ab [17, 132].

In Lebensmittelzubereitungen haben Fette zahlreainéhrungsphysiologische, techno-
funktionelle und sensorische Funktionen [109, 1E2ft ist unter anderem der Nahrstoff
mit der hochsten Energiedichte und liefert eineenBmvert von 38 — 39 kgi*, wohingegen
Kohlenhydrate und Proteine nur einen Brennwert ean 17 k3y*aufweisen. Bei der
Lebensmittelzubereitung dienen Fette insbhesondar&\rmelbertragung, z. B. bei Brat-
und Frittierprozessen, und ermoglichen hohe Tentpena, die sowohl fur Maillard
Reaktionen und den dabei entstehenden Aromakomfemnals auch fir die Bildung einer
knusprigen Textur einiger Produkte benétigt werdginige wasserunlosliche Aromastoffe
als auch Vitamine und Provitamine werden durch frattsportiert.

Doch insbesondere der Einfluss von Fetten auf demnsasischen Eindruck eines
Lebensmittels, ist von entscheidender Bedeutungmasls beim Austausch von Fett mit
anderen Substanzen zwingend bertcksichtigt undpasge werden. Die Erzeugung des
fettigen und/oder cremigen Mundgefiihls durch Fettdwin der wissenschaftlichen
Literatur stark diskutiert [60, 63, 89]. Der fettidcindruck wird auf das Vorhandensein
spharischer Fettpartikel, die aneinander abrollémnkn, zurickgefuhrt [152, 187].
Vermittelt Uber die Tastzellen im Mund wird daduréin fettiger bzw. cremiger
Sinneseindruck hervorgerufen [60, 152, 187]. Dieslwals sog. Kugellagereffekt (engl.
ball-bearing effedtbezeichnet, der in Bild 2.1 schematisch dargessel[117, 168, 187,
188]. Ausschlaggebend sind dabei vor allem die sgpttée Form und gleichméaRige Grol3e
der Fettpartikel von maximal @n. GroRere Partikel kénnen bei hinreichender

Kompressibilitat ebenfalls ein cremiges Mundge®itzieugen [79].
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Bild 2.1: Schematische Darstellung des Kugellagereffektesspbérischen Fettpartikeln im

Lebensmittel auf den Tastzellen der Zunge (modiftanach [187])

2.1.2 Fettersatzstoffe und Fettaustauschstoffe

Fettersatzstoffe und Fettaustauschstoffe besitaeWergleich zu Fett einen reduzierten
oder keinen (z. B. Olestra) physiologischen Bremhw&12, 118, 192]. Obwohl die
Begrifflichkeiten in der Literatur zum Teil nichagz einheitlich verwendet werden, kann
im Allgemeinen folgende Differenzierung erfolgenettérsatzstoffe sind in ihren
physikalischen Eigenschaften (Lipophilie, Schmethaden, Temperaturbesténdigkeit)
den Nahrungsfetten ahnlich, wohingegen Fettaustatsite vorrangig die sensorischen
Eigenschaften simulieren [93, 206]. Die Gruppe dEettersatzstoffe umfasst
Triacylglycerole (z. B. Salatrim), Kohlenhydratpester wie Olestra, Retrofette, Jojobadl
und Trialkylglycerolether [2, 147, 179, 206]. Bedp fiur Fettaustauschstoffe sind
mikropartikulierte Proteine (SimplesseTrailblazef) und Produkte auf Kohlenhydrat-
Basis wie Inulin, modifizierte Starken, Dextrine tin®, N-Oil®, Paselli SA 3) sowie
stark wasserbindende Quellstoffe [100, 168, 175].

Der Begriff Fettsubstitut wird als Uberbegriff fifettaustauschstoffe und Fettersatzstoffe
verwendet. Eine Unterteilung der Fettsubstitutenkanch nach der Haupnéhrstoffklasse
erfolgen, die als Basisstoff dient [112, 156, 168f gibt es Fettsubstitute auf Kohlen-
hydrat-, Lipid- und Proteinbasis sowie auf Grundlaginer Mischung der genannten
Stoffe.

2.1.3 Proteine als Fettsubstitute
Die Idee Proteine als Fettsubstitute zu verwensenicht neu [79, 117, 174]. Bereits 1970
wurden erste Versuche zum Austausch von Milchfetcld Milchprotein in Form von

homogenisiertem Kasebruch unternommen [58, 76].eDalar die AggregatgréRe und



6 2. Theoretischer Hintergrund

eine ausreichende Hydratisierung der Proteine votscheidender Bedeutung [79].
Ausgeldst durch den Fortschritt in der Lebensntétdinologie, insbesondere durch die
Entwicklung der sog. Mikropartikulation von Protein begann Anfang der 90er Jahre die
Einfuhrung zahlreicher ,light-Produkte” auf den ep@ischen Markt [79]. ISGER et. al
(1988) entwickelte in der USA bei der NutraSweenfpany ,Simpless&-Produkte, die
mikropartikulierte Proteine auf Eiklar- oder Molletis enthielten [172-174]. Die
Produktion von Simples8e erfolgt mittels eines speziellen thermomechanische
Verfahrens, bei dem das gekihlte Konzentrat zunaatisetwa 70 °C vorerhitzt und nach
Abklhlung auf 55 °C dem sog. Mikrokocher zugefilwitd. Dort werden die Proteine
unter Einwirkung hoher Scherkrafte und durch eree@Erwarmen auf mindestens 90 °C
zu Partikeln mit definierter KorngroRRe verarbefte?3]. Simpless&100 (Molkeprotein)
wurde erstmal 1991 in ,fettfreiem” Speiseeis eifieaischen Herstellers eingesetzt [79].
Nach kurzem Produktionsanstieg (12 europaischeuRtedund 25 in den USA) waren
Anfang 1998 nur noch wenige Anwendungen in den USA. Schmelzk&seerzeugnisse
bekannt [79]. Ahnlich konnte auch Dairy 'b die Verkaufserwartungen nicht erfiillen.
Hierbei handelt es sich um ultrafiltrierte Molkesder Weizenproteine, welche mit einem
pH-Wert von 6,3 flr 17 sec einem Plattenwaremagster bei 80 °C zugefihrt werden
[16, 79]. Es folgt eine Aufkonzentrierung mittelsvdporation unter Vakuum mit
anschlieBender Kihlung auf 6 °C und Sprihtrocknubgraus resultiert eine andere
Mikrostruktur der Proteine als bei der Herstellwog Simpless®[79]. Neben den beiden
industriell am haufigsten eingesetzten Produktenp&iss& und Dairy LA™, gab es noch
andere Fettsubstitute primar auf Molken- und Wepzeteinbasis [29, 120, 137, 148, 161].
BROWN et. al (1990) patentierten Proteinisolate und/eklenzentrate aus Sojabohnen und
Sonnenblumensaat, welche ein fettahnliches Mundigei@rvorrufen, wobei zu deren
Herstellung ebenfalls hohe Temperaturen und Schiekiangewandt wurden [27]. Ein
weiterer auf Basis eines Pflanzenproteins herdestdtettaustauschstoff ist Lftgf117,
161]. Es handelt sich um ein stabiles kolloidale&zpitat bei der eine alkoholische
Zeinlésung (Maisprotein) in eine wassrige Polysacchbsung eingebracht wird [29, 79].
Somit beruht diese Substanz auf der Interaktion Rasteinen mit Polysacchariden, wie
auch Trailblazer, eine Kombination aus Xanthan gilotbularen Proteinen aus Milch oder
Eiern [29, 30]. Fettsubstitute auf Proteinbasisnsbesondere auf Pflanzenproteinbasis
wurden bislang nur nach einer Modifikation und/o¥armengung mit Polysacchariden
als Fettsubstitute verwendet [79, 109, 206].
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2.2 Lupine
2.2.1 Entwicklung der Kulturpflanze Lupine und ihre Anbau gebiete

Die Gattung Lupinus (Lupine) gehdrt botanisch zu der Ordnung Schmiattes-
blutenartigen (Fabales) und innerhalb der Familieguminosae oder Fabaceae
(Hulsenfrichtler) zum Tribus Genisteae und umfgssiach Klassifikationskriterien bis zu
400 Spezies [80, 142].

Die Entwicklung der Lupine von Wildpflanze zur Kulpflanze ist ein langer andauernder
Prozess [80]. Fossile Funde belegen, dass die ieamhell Leguminosen sidamerikanischen
Ursprungs ist und die frihesten Funde der Gattuaginus in der Bronzezeit (13.
Jahrhundert v. Chr.) aus Griechenland stammen [88fesamt sind die Nachweise der
Lupine mittels Ausgrabungen sparlich, wobei dietgamdssische Literatur frihe und
reichliche Anbaunachweise liefert [74]. Die erstenNung der Lupine kénnen den Werken
des griechischen ArztesiHPOKRATES VONKOS (400-356 v. Chr.) entnommen werden.
Ausfuhrlicheres ist im grol3 angelegten Werk ,DietiNgeschichte der Pflanzen* von
THEOPHRAST (372-288 v. Chr.) zu finden, dessen Buch galt bis Mittelalter als
Standardwerk der Botanik und des Pflanzenbaus [@4]er deutschen Literatur wird die
Lupine zum ersten Mal bei IEDEGARDIS VON BINGEN (1098-1178) als Heilpflanze
erwahnt [74, 80]. Vorangebracht wurde der landwirédtliche Anbau der Lupine in
Deutschland im spaten 18. Jahrhundert durch dasdgemgent von RiEDRICH Il. [80].
1926 wurden in Deutschland 174.000 ha Ackerflachié m
Lupine aus den westlichen Mittelmeergebiet (Spariatien)
als Grun- oder Futterpflanze bewirtschaft [74].

Diese Wildarten der Lupine beinhalteten jedoch rihehen
Anteil an bitteren und toxischen Alkaloiden, wasederum
die Verwendungsmdglichkeiten in  der menschlich
Ernahrung einschrankte. In den Jahren 1927 bis p@Pfhg
es VON SENGBUSCH alkaloidarmen Lupinenarten (< 0,02 ¢
Alkaloide), sog. SuRlupinen, zu zlchten [74, 19Bjese

Sorten kdnnen nun ohne Bedenken als Nahrungsmételtzt

werden [80, 150]. InsbesonddreangustifoliusL. cv. Vitabor

Bild 2.2: Lupinus

hat einen vergleichbar geringen Alkaloidgehalt alsdere
Sorten [157] angustifoliusL.
Heute befindet sich laut FAO die derzeit gré3te duftiiche
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fur Lupine in Australien [54]. Das zweitgrofdte Lopnanbauland der Welt ist
Deutschland, wobei 2008 weltweit mehr als 1 MileonTonnen Lupinen verarbeitet
wurden [54]. Fur den Anbau in Deutschland gibt esi dupinenarten, die nach ihrer
Blutenfarbe benannt werden: die gelbkeugdinus luteusL.), die blaue l(upinus
angustifoliusL. siehe Bild 2.2) und die weil3e Lupireupinus albud..). Hinsichtlich ihrer
Inhaltsstoffe, Verwertungsmaoglichkeiten sowie Arigre an Boden und Klima
unterschieden sich die drei Lupinenarten. DurchAl#treten der Krankheit Anthraknose
im Jahr 1995 in Deutschland wurde die AnthraknaserénteLupinus angustifoliug. in
1997 zugelassen und hat sich in wenigen Jahrewizhtigsten Lupinenart entwickelt [47,
73].

2.2.2 Aufbau und Zusammensetzung der Samen volnupinus angustifolius L. und

deren Proteine
Die Lupinensamen bilden sich in Hilsen, die am Hstédpgel der Lupine wachsen. Der
Aufbau der Lupinensaat besteht im Wesentlichernzawgs strukturellen Bestandteilen: der
im Samenkern enthaltenen Kotyledonarzelle und aegealbenden Samenschale (Testa).
Hauptbestandteile der Testa sind Cellulose, Helaloske sowie kleine Anteile von Lignin
und Mineralien [52, 142]. Cellulose und Hemicelkgobilden die gréf3te Kohlenhydrat-
fraktion der Lupine (~400-gg’ in Bezug auf die Trockensubstanz (TS)), wobei der
Ligningehalt mit 12 kg™ in der TS im Gegensatz zum Gehalt anderer Legwsgeimo
vergleichsweise niedrig ist [62]. Einfachzucker der angustifoliusL. wie Glucose,
Galactose (je 30 - 40kg™ TS) und Mannose (8 - 10ky™ TS) befinden sich in der
Kotyledonarzelle [62]. Die Mineralien der Testazest sich unter anderem aus Calcium
(82,4 gkg™® TS), Magnesium, Phosphor (3,%g* TS), Kalium (8,9 kg™ TS), Natrium
und Schwefel (2,5-8g™* TS) zusammen [62].
Die Lupine zeichnet sich im Vergleich zu den anddreguminosen durch ihren besonders
geringen Stéarke- sowie sehr hohen Lipid- und Pngthalt (bis zu 40,0 %) aus [90, 177].
Der Starkegehalt im Samen derangustifoliusL. ist mit weniger als 15-gg™ in der TS
kaum vorhanden [62]. Der Lipidgehalt variiert jechaLupinenspezies zwischen 4 und
15% und setzt sich bdi. angustifoliusL. zusammen aus Triglyceriden (71,1 %),
Phospholipiden (14,9 %), freien Sterolen (5,2 %yk@ipiden (3,5 %), freien Fettsduren
und Wachsestern (0,9 %) [62]. Typischerweise istLupinen ein hoher Anteil an

ungesattigen Fetten ~75 % vorzufinden mit einerehofnteil an Ols&ure und Linolsaure
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[142]. Des Weiteren enthalt die Zelle Wasser (12 P#)ytinsdure (1 %) und Vitamine.
L. angustifoliusL. enthalt zudem Niacin (40,0 nkg* TS), Carotine (3,9 mgg* TS),
Thiamin (5,9 mekg® TS), Riboflavin (3,1 mgg™® TS), Cholin (3,4 mgg™ TS), o-
Tocopherol (2,4 mgg™ TS) sowie kleinere Mengen an Biotin, Pantotherd &olsiure
[62, 141].

Die Proteine befinden sich ebenfalls in den Kotgleeh, in globulédrer Form, den sog.
Proteinkdrperchen und bestehen im Wesentlichen deis beiden glycolysierten
Speicherproteinen Globuline (~85 %) und Albumine {2 %) in einem Verhaltnis von
Albuminen zu Globulinen von 1:9 [45].

Globuline sind die Hauptspeicherproteine der Lupsanen, welche im wassrigen
Medium erst durch die Anwesenheit von lonen I6s8eid. Durch schrittweise Erhéhung
der Salzkonzentration des Losungsmittels lassem die Globuline in 12 verschiedene
Komponenten auftrennen [46]. Zwischen den einzel@aobulinkomponenten treten
Wechselwirkungen auf, die zur Assoziation oder @&asastion filhren, wobei sich hierbei
drei Hauptglobuline definieren lassen, die als Qaiya, f undy bezeichnet werden. Die
zwei sauren Hauptglobuline (pl < 7) sind das lequartige a-Conglutin (35 - 37 % des
Globulinanteils) und das vicilinartigB-Conglutin (44 - 45 %) mit den Sedimentations-
koeffizienten von 11 S und 7 $-Conglutin ist mit 330 - 430 kDa der grof3te und
schwerste Proteinkomplex bestehend aus zwei Glumitéreinheiten, wohingegen das
aus vier Untereinheiten besteherfd€onglutin ein Molekulargewicht von 143 - 260 kD
hat [45, 106, 108, 140, 151]. Conglutirist das schwefelreichste Glykoprotein mit einer
Verteilung von 4-5%, einem Sedimentationskoeffi'en von 7S und einem
Molekulargewicht von ca. 200 kDa. Conglufirund Conglutird sind lupinenspezifische
Proteinfraktionen (10 S und 2 S) [45].

Albumine sind in Wasser gut Idslich, haben einedif@entationskoeffizienten von 2 S, ein
Molekulargewicht von 6 kD und 117 kD und fungieeds Speicherproteine sowie Enzyme
in der Pflanzenzelle [45]. Nach elektrophoretiscAeiftrennung werden die Albumine
auch als-Conglutin bezeichnet.

Weitere Proteinfraktionen, wie Prolamine und Glul kommen in vernachlassigbaren
Mengen vor [31, 134].
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2.2.3 Nutzung der Lupinensamen in der menschlichen Ernahung

Das Interesse fur Lupinenprodukte, welche immer rmékbglichkeiten fur die
Lebensmittelindustrie erschliel3en, steigt aufgrdied wertvollen Zusammensetzung und
den gunstigen Rohstoffkosten stetig. Zudem wachest Nhchfrage nach pflanzlichen
Proteinpraparaten aufgrund der Nachhaltigkeitsdehatd eines gesteigerten Gesundheits-
bewusstseins der Konsumenten [36, 144, 158]. Dginansaat verflgt tber eine Reihe
gesundheitsfordernder Inhaltstoffe und weist zudiém die Lebensmittelverarbeitung
positive technofunktionelle Eigenschaften auf, wraulgier- und Schaumverhalten, sowie
Wasserbindungs- und Geliervermégen [22, 142, 188, 178]. Bereits auf dem Markt
erhaltliche Produkte aus Lupine sind Snacks, NydBhot, Kuchen, Kaffee, Eiscreme,
Brotaufstriche, Babynahrung, Fleisch- oder Tofuersend Instantmehle [49, 55, 91, 98,
176]. Lupinensamen konnten aufRerdem mittels Femtientin bekannte Produkte auf
Sojabasis Uberfuhrt werden, z. B. Tempeh, MisofdNahd Shoyu [61, 142]. Zahlreiche
Studien beschéftigen sich mit der Veranderung adrehsmitteleigenschaften durch den
Zusatz von Lupinenmehl, -protein oder -faserstofBrot, Feingeback, Pasta, Eiscreme,
Milchprodukte sowie Fleisch- und Wurstwaren [6, 12, 22, 34, 39, 43, 44, 49, 71, 86,
98, 114, 124, 145, 190, 199]. Insgesamt wurden urofia ca. 500.000 Tonnen
Lebensmittel mit oder aus Lupinensamen bzw. eimrel8ameninhaltstoffe konsumiert
[57].

In den letzten Jahren wird Uber das allergene Bateter Lupinenproteinen diskutiert, die
auch Kreuzreaktionen mit Allergenen aus Sojaboh@&dnissen, grinen Bohnen und
Erbsen aufweisen kdnnen [104, 169]. Andere Stuliagegen berichten, dass Allergien
insbesondere dann auftraten, wenn die Patientare kaeideren Allergien vorwiesen und
typischerweise wenig Lupinensamen zu sich nehm8h Hine generelle Restriktion fur
Menschen mit einer Erdnussallergie wurde deswetgemieht sinnvoll eingestuft [104].
Insgesamt sind in der Literatur vergleichsweise ig/dfélle allergischer Reaktionen auf
Lupinemehl oder Lupinensamen dokumentiert [72,128), 196, 201, 202]. Es gibt somit
Hinweise auf das Allergiepotential der Lupine, wiezeit in klinischen Studien naher
untersucht wird [45]. Fest steht, dass der Einsatz Lupinen im Lebensmittel auf der
Verpackung entsprechend gekennzeichnet werden [96iss
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2.3 Charakterisierung des Prozesses zur Proteinisolieng aus Lupinen

Meist werden Olsaaten, Leguminosen und verschied@wireidesorten zur Gewinnung
von pflanzlichen Proteinpraparaten eingesetzt. Bojainpraparate sind weltweit am
weitesten verbreitetet (69 %), wobei diese Entwinll aufgrund der Tatsache, dass mehr
als 50 % der Sojabohnen gentechnologisch modifigied, kontrovers diskutiert wird [15,
85, 99, 121, 166]. Hier bieten Lupinensamen aufditner Ahnlichkeit in der chemischen
Zusammensetzung zur Soja eine Alternative [3, 81d.eignen sich aufgrund ihres hohen
Proteingehalts sowohl zur Herstellung von Protemdemtraten (mindestens 70 % Protein
bezogen auf die TS) als auch -isolaten (minde€98r¥% Protein bezogen auf die TS) [42,
117, 203].

Die Gewinnung von Proteinisolaten aus der Lupinensairde in vielen Studien bereits
dokumentiert [7, 31, 35, 42, 50, 69, 70, 97, 1069,1178, 182]. Allen Prozessen
gemeinsam ist eine wassrige Extraktion zur LosuegRIoteine und eine anschlielRende
Fallung oder Ultrafiltration. Dabei wurden untersehiche Parametereinstellungen
angewandt, wobei in den meisten Fallen eine alitadisExtraktion (pH= 8,5) mit
anschlieBender Fallung am isoelektrischen Punkt¥p#5) durchgefiihrt worden ist [7,
42, 50, 69, 70, 97, 159]. Diese Proteinisolierustgaufgrund der vergleichsweise grof3en
Proteinausbeute lukrativ, wobei Studien auf unesgtite Denaturierungen der Proteine
wahrend dieses Prozesses hinweisen, was zur Veugdeiniger funktioneller wie auch
ernahrungsphysiologischer Eigenschaften der Pmtéinren kann [31, 48, 97, 102, 122,
138, 149]. Vor allem die alkalische Prozessfuhrdtgnn unter anderem zu einer
Racemisierung der Aminosauren, Bildung von Lysiaoal, Reduktion der Verdaulichkeit
und/oder Reduktion des Anteils an essentiellen Asaaren fuhren [56, 59, 102, 111,
122].

Eine weitere und mildere Prozessvariante zur Isglig von Leguminosenproteinen ist
eine salzinduzierte Extraktion mit anschlieenderadNinnungsfallung [19, 20, 42, 50, 68,
97, 98, 126, 128, 139, 204]. Eine nieder-konzen&iSalzlésung (0,1 - 1,0 mbl*) 16st
die Proteine indem elektrostatische Protein-Preféechselwirkungen zuriickgedrangt
werden. Durch die anschlieBende Senkung der lcdmdesimittels Zugabe von Wasser
werden elektrostatische Wechselwirkungen beginstigs zur Aggregation und letztlich
zur Ausfallung der Proteine fuhrt [50, 126, 128413

Derartig isolierte Lupinenproteine unterscheidezhsn den jeweiligen Proteinfraktionen

sowie dem Denaturierungsgrad und der ProteinauspentAussehen (Bild 2.3) und den
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technofunktionellen Eigenschaften stark von deratea, die mit Hilfe der alkalischen
Extraktion mit anschlieRender isoelektrischer Fallgewonnen werden [50, 122, 155].
Wahrend eine raue, feste, Quark-artige Konsis{8ild 2.3) und gute Emulsions- und
Schaumaktivitaten aufweisen, ist das Isolat dedendn Prozessvariante glatt, hochviskos,
adhasiv mit einer fettdhnlichen oder cremigen TeeXBild 2.3), was den Einsatz als
Fettsubstitut ermdglichen kdnnte.

JESE | vl |
rad AT L. | =

Bild 2.3: Links isoelektrisch geféllte Lupinenproteinisolated rechts mizellare Lupinenprotein-
isolate [Quelle: Fraunhofer IVV]

2.3.1 Transportvorgange der Fest-Flissig-Extraktion

Die Proteinextraktion ist eine Fest-Flissig-Extiaki bei der die Proteine, durch ein

flissiges Extraktionsmittel aus der vorbehandefaat herausgelést werden [77, 87, 94].
Damit I6sliche Proteinmolekile vom Feststoffpartike die kontinuierliche Flissigphase

ubergehen, sind insgesamt folgende Schritte nB&y [

1. Eindringen des Ldsungsmittels in das Rohstoff-Ralrti
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2. Verteilung des Losungsmittels im Zellinneren unds@dehnung des Partikels

3. Transport und Losung der Proteinmolekiile aus dettinderen an die fest-flissig
Phasengrenzflache @NNsTDiffusionsschicht)

4. Diffusion durch die Phasengrenzflache

5. Migration in die kontinuierliche Flissigkeitspha@eonvektion in der Flissigkeits-
phase)

Die an der Partikeloberflache befindlichen Proteimerden unmittelbar abgel6st, die

innerhalb des Partikels befindlichen Proteine werdeitabhangig gelost und an die

Partikeloberflache transportiert [5]. Die Gute é&eoteinloslichkeit wird durch zahlreiche

Umgebungsparameter sowie durch die Konstellation Feststoffs und Losungsmittels

bestimmt [4]. Unter anderem zé&hlen zu den wesémtticEinflussfaktoren:

= der pH-Wert des LésungsmittelsHg)

Die Ld&slichkeit der Lupinenproteine hat ein Minimuam isoelektrischen Punkt, der
zwischen den pH-Werten 4,0 und 5,0 liegt, wobgaik! et al. (2002) und IEADAWY et al.
(2006) diesen Bereich auf 4,3 -4,9 weiter eingeenkonnten [25, 50, 108, 159].
Aul3erhalb dieses pH-Bereiches steigt die Protdinldseit sowohl im alkalischen als auch
im sauren Bereich an [25, 50, 108, 159]. Wahrendalkalischen Bereich maximale
Proteinausbeuten erzielt werden konnten, zeigte die Proteinloslichkeit im sauren pH-
Bereich vergleichsweise gering [25, 50, 108, 159].

» die Salzkonzentration des Extraktionsmediutigd)

Die Proteinldslichkeit wird von der lonenstarke bzlercyac auf zwei Weisen beeinflusst.
Eine geringecnac) fordert die Loslichkeit von Proteinen, was als dailzeffekt (engl.:
salting-in) bezeichnet wird [33, 66, 67, 170, 197]. Wicdaci dartber hinaus erhéht,
kommt es zum sog. Aussalzeffekt (enghlting-ou) und die Ldéslichkeit sinkt [33, 65,
116, 170, 197].

In mehreren Studien wurden unterschiedlicRgs fur die Bestimmung der maximalen
Loslichkeit der Proteine aus Lupinen erprobt.-ADAwy etal. (2001) nennen als
,optimale® cyaci 1,0 molL™ fiir Lupinus albud.. undL. termisL., wohingegen AMPART-
Szczapa (1996) 0,5 moL™ fir vollfettes Lupinenmehl und @vaH et al. (1983)
0,1 molL™ fiir acht verschiedene Kulturvarietiten zweier bepi Spezies.( albusL. und
L. angustifoliusL.) festlegten [51, 97, 134]. Die Unterschiedesttien zum einem

aufgrund der Uublichen Schwankungen in den Inhdftsip denen jeder Rohstoff
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unterlegen ist. Auf der anderen Seite wurden vesgelmen Parametereinstellungen
angewandt und bisher wurde keine Optimierung dezd3ses vorgenommen.

= weitere wichtige Extraktionsparameter

Nach dem [EK’schen Gesetz lauft die Diffusion der Proteinmolekiaus dem
Rohstoffpartikel ins Extraktionsmedium bis zum Kenizationsausgleich ab. Um die
maximale Proteinmenge in Lésung zu bringen, salkennach u. a. eine ausreichende
Lésungsmittelmenge und Extraktionszei) (gewahlt werden. In den in der Literatur
beschriebenen Untersuchungen schwankte das RoBstiztisungs-VerhaltniRSV bei
einer salzinduzierte Extraktion von Lupinenproteizevischen 1:4 und 1:10 [50, 97, 204].
Es gibt wissenschaftliche Untersuchungen, die féas RSV bei der Extraktion von
Leguminosenproteinen sogar eine Spannbreite vori$:3:50 angegeben [88, 105, 128,
159].

2.3.2 Proteinfallung aus konzentrierter Salzlésung

Bei der Proteinfallung aus konzentrierten Salzlgsemnwird durch eine Verdinnung des
Proteinextrakts mit Wasser die lonenstarke heratgedadurch wird die Ldslichkeit der
Proteine bis zu deren Ausféllung verringert [50, 83, 128]. Zu den wesentlichen
Fallungsparameter zahlen der pH-Wert des Protamdels der pH-Wert des
Proteinextraktes unmittelbar vor der FallupiH€), die Menge des verwendeten Wassers
zur Verdunnungsfallung (Extrakt-Wasser-VerhaltitdM\)), die lonenstéarke sowie die
Zeit und Temperatur der Sedimentation und/oder rdagation zur Abtrennung der
Proteinmasse [83, 84, 170].

Nach MURRAY et. al (1981) entstehen bei der Verdinnungsfallnagh einer salz-
induzierten Extraktion feinstpartikulare, kugelfoga Protein-Partikel [125-128]. Die so
gebildeten Partikel werden in der einschlagigenerhitur Assoziationskolloide oder
Mizellen und die so gewonnen Proteinisolate alseitares Proteinisolat, Mizellar-Protein
oder Mizellen-Protein (englprotein micellar magsbezeichnet [19, 20, 50, 68, 82-84,
125-129, 184, 185, 204].

Vermutlich gleiten diese Proteinkugelchen bzw. eflen genau wie Fettpartikel in
Mayonnaise oder Sahne leicht aneinander ab (BilYl Bei ihrem Verzehr entsteht daher
an den Papillen der Zunge der Eindruck von Fett. lgw cremiges Mundgefihl. Mittels
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wirdAhalichkeit der Proteinmizellen zu

den Fettkugelchen in beispielsweise einem Bruhwtasteutlich (Bild 2.4).
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Bild 2.4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des lampinizellenisolats (links;
16000facheVergrofRerung) [Quelle: Fraunhofer IVV]duRettpartikel in einem Brihwurstbréat
(rechts; 500fache Vergrol3erung) [Quelle: Fleisdimetogie, Behr’'s Verlag]

2.4 Prozessoptimierung mit Hilfe der statistischen Verschsplanung

Wie bereits oben erwahnt, erfolgte bislang keindir@prung des Herstellungsprozesses
des Mizellenproteins. Eine Optimierung kann untersehiedenen Gesichtspunkten
erfolgen wie beispielsweise die Maximierung dert@irmusbeute bei gleichbleibender
Qualitat. Prozessoptimierungen sind in der Reggbeementell &ul3erst aufwandig.
Deshalb sind fur eine effiziente Arbeitsweise uationale Entscheidungen statistische
Verfahren zur Planung und Auswertung von Experimerziur Optimierung von Prozessen
unabdingbar. Um den Einfluss unterschiedlicher &ssparameter auf eine oder mehrere
ZielgroRen zu untersuchen, sind Versuche durchzefijhdie sowohl zeit-, als auch
kostenintensiv sind, weswegen die Anzahl der Vdrsuauf ein noétiges Minimum
reduziert werden muss. Im Gegensatz zur klassisoherfactor-at-a-timéMethode, wo
stets ein Faktor variiert wird, werden bei der isteichen Versuchsplanung mehrere
Faktoren gleichzeitig verandert. Dies reduziert diezahl durchzufuhrender Versuche
deutlich und bringt zusatzliche Informationen, darlei Kombinationen von Faktoren

bertcksichtigt werden, was einen Rickschluss agflictie Wechselwirkungen erlaubt.

2.4.1 Begriffsdefinitionen

Bevor die allgemeine Vorgehensweise zur Optimiereings Prozesses beschrieben wird,
werden einige wichtige Begriffe und ihre Anwendungler Versuchsplanung in Tabelle
2.1 kurz erlautert.
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Tabelle 2.1:Definitionen einiger wichtiger Begriffe und ihre wendung in der statistischen Ver-

suchsplanung [171]

Begriff

Erlauterung

Auflésung

EinflussgroRen

Faktoren

Faktorstufen

Fold-over

Haupteffekt

Vermengung

Wechselwirkung
(ww)

Zentralpunkte

ZielgroRen

Bewertet die Vermengungsstruktur und gitrnit einen Hinweis, ob der
Versuchsplan als kritisch oder unkritisch zu bditan ist

Prozessparameter, die die Zielgraléglicherweise beeinflussen, die
auf einen bestimmten Wert eingestellt und dort lehaverden kénnen
Prozessparameter, die aus der VielzahlEgddtussgréRen ausgewahit
und in den Versuchsplan aufgenommen werden

Ausgewahlte Werte, die der einzelngédfannehmen soll
Kopie des urspriinglichen Versuchsplans mit gleiitlysz Invertierung,
d. h., Vorzeichenwechsel bei der Kodierung, um soméngungen
aufzubrechen

(Signifikante) lineare Terme der Regr@ssgleichung

Systematische Uberlagerung von Effekteh; die Effekte konnen nicht
eindeutig zugeordnet werden, da vermengte Effekiedr nur die
Summe dieser darstellt
Kombinierter Effekt zweier oder mehrerer Faktor@nh. der Effekt eines
Faktors hangt von den Einstellungen anderer Fakiaipe

Versuche, in denen alle FaktorerdaafStufenmittelwert eingestelit
werden

Beschreiben das Ergebnis eines Versndherm von Messwerten oder
aber auch Grof3en, die aus einem oder mehreren Messverrechnet

werden

2.4.2 Allgemeine Vorgehensweise bei der Prozessoptimiergn

Ein wesentlicher Aspekt der statistischen Versulemmg ist eine systematische
Planungsphase in der die Ausgangsituation sondist, Prozess standardisiert, alle
wesentlichen Ziel- und Einflussgrof3en sowie Infaiioreen gesammelt werden.

Der dann zu generierende Versuchsplan héngt vorar&irthungsziel ab. Das erste Ziel
bei einer Prozessoptimierung ist die Identifikatisignifikanter Prozessparameter (sog.

Screeniny Als geeignetes statistisches Versuchsmodell Rwurchfiihrung eines
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Screeningsverden meist faktorielle oder fraktioniert faktdhe Versuchsplane ausgewahlt
[92, 110, 131]. Diese sind besonders geeignet, wesle Faktoren untersucht werden
sollen, weil diese nur auf zwei Stufen (mit degafheinen Bezeichnung + und -) variieren
und dennoch die Signifikanz eines Effektes bestimamatden kann. Prinzipiell werden
nach der Festlegung des Untersuchungsziels geeigdetlgroien, Faktoren und
Faktorstufen festgelegt. Die Faktorstufenkombimaiobilden immer die Eckpunkte eines
k-dimensionalen Wirfels (Bild 2.5). Um die Abweictguund die Reproduzierbarkeit der
Versuche zu bestatigen sowie eventuell Nicht-Lin&a&n zu identifizieren, werden dem

Versuchsplan Zentralpunkte hinzugefugt.

Bild 2.5: Schematische Darstellungines faktoellen Versuchsplans mit drei Faktoren
Zentralpunkt sowie die Bildung eines zentral zusamgesetzten Versuchsplans (CC&y:s

demselbigen durch Hinzunehmen weiterer Untersudpunkte (,Stern“-Punkte)

Bei vollstandigen faktoriellen Versuchen nimmt diezahl der Faktorstufenkombinatio-

nen mit der Anzahl der Faktorensehr schnell zuri=2"). Der Versuchsaufwand wird
oft zu gro3 und es wird zunachst ein sog. frakiiorfaktorieller Versuchsplan
durchgefuhrt, bei dem nur ein Teil der Versuche d@standigen Plans realisiert werden
muss [92]. Fraktionelle faktorielle Versuchsplangniken bei Bedarf zu vollstdndigen
faktoriellen Versuchsplanen ergénzt werdenl@-ovel). Denn es kann beispielsweise zu
einer Vermengung von Effekten kommen, was bededtets bei der Auswertung nicht
zwischen einzelnen Effekten unterschieden werdenn kf92]. Statt einer genauen
Zuordnung des Effekts muss dann die Summe der maitder vermengten Effekte
betrachtet werden. Oft kann hier allerdings dumthnische Uberlegungen entschieden

werden, welcher der miteinander vermengten Effetess Ergebnis bestimmt. Zur
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Beschreibung der Art und Menge der auftretendemnméagungen werden Teilfaktorplane

in Auflosungsklassen eingeteilt (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2:Einige Aufldsungsstufen der statistischen Versuletmmg

Auflésung Eigenschaften
I Haupteffekte sind mit 2fach-Faktorwechselwirlgam (2FWW) vermengt.

Das Feld ist dicht besetzt und nur &greeningyeeignet.

v Haupteffekte sind mit 3FWW vermengt und 2FWWeneinander. Das Feld
ist geeignet, um Haupteffekte sicher zu bestimm2AWW lassen sich
jedoch nicht eindeutig zuordnen.

Vv Haupteffekte sind mit 4FWW vermengt und 3FWW ERWW.

Um quantitative Zusammenhéange zwischen den FaktonehZielgréf3en im Detail zu
untersuchen, werden sodresponse-Surfadelane mit mehr als zwei Faktorstufen
angewendet, wie beispielsweise zentral zusammetzgesdersuchsplane (engtentral

composite design kurz: CCD). Ein CCD besteht aus einem vollstdaedigoder

fraktionellen faktoriellen Versuchsplan mit Mindagtiosung V, dem weitere Versuchs-
punkte (sog. ,Stern“-Punkte) hinzugefugt werdendR.5) [9, 92, 131]. Alternative Plane
sind beispielsweise D-optimale Plane, bei denen Hiezelversuche mit Hilfe eines
komplexen Algorithmus ausgewahlt werden, so dales Kdeffizienten im Regressions-

modell mdglichst genau bestimmt werden kdnnen.

2.4.3 Auswertung der Versuchsergebnisse

Die Auswertung erfolgt fur jede der gewahlten Ziélgen und umfasst die Aufbereitung
der Daten (eventuell Transformation, Suche nachréidsrn), die Berechnung der Effekte
und ihrer Signifikanz. Mit Hilfe der Regressionsbssa wird zudem ein mathematisches
Modell fir den Zusammenhang zwischen den untersachaiktoren und einer Zielgrof3e
gebildet. Dazu werden stets nicht-signifikante FWMHd quadratische Terme aus dem
Regressionsmodell entfernt, lineare Terme (Haugtef) konnen nur entfernt werden,
wenn sie in keiner signifikanten FWW vorkommen. [Riestellten Modelle werden auf

Plausibilitat, Signifikanz und Gute uUberpriuft. AhBel3end erfolgt stets eine Validierung
des gewéhlten Modells, indem weitere Experimentetdyefihrt und die experimentell

ermittelten mit den vorhergesagten Werten verghaolerden.
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2.4.4 Grafische Darstellung

Der Einfluss von zwei beliebigen Faktoren auf efiwgrof3e kann anschaulich als Flache
im Raum (sog. Wirkungsflache, engesponse surfageoder als Hohenliniendiagramm
bzw. Konturplot (englcontour ploj dargestellt werden [92, 131].

2.4.5 Polyoptimierung bei mehreren Zielgréf3en und Faktore

Meistens sollen mehrere Zielgré3en gleichzeitiginojert werden. Einige Zielgrél3en
sollen minimiert oder maximiert werden und andewe m einem bestimmten Bereich
variiert werden. Dabei treten Zielkonflikte auf,nteeine Faktorstufe, die fur eine Ziel-
gréfRe gunstig ist, kann fur andere Zielgréf3en ustgirsein. Aufgrund der quantitativen
Kenntnis der Abhangigkeit der Zielgrofien von dektdi@n kénnen Kompromisse auf
verschiedenen Wegen gefunden werden. Die Zusamssemfg der Zielgré3en in der
vorliegenden Arbeit erfolgt numerisch, d. h. mitlfelider sog. ZielfunktionD (engl.:
Desirability function) in Gl. 4.12 [8, 131]. Dazu wurde zunéchst fir je€i@zelne
ZielgrolRe eine Teil-Zielfunktiond; festgelegt. Abhangig davon ob eine Zielgrofie

minimiert, maximiert oder in einem bestimmten Behewvariiert werden sollte, werden
verschiedene Teil-Zielfunktionen verwendet (GI9{4.(4.11)). Die einzelnen Zielfunkti-
onend; und die fur alle ZielgroRen zusammengefasste utigtion D liegen jeweils immer

zwischen 0 und 1, wobei 0 unerwiinscht bzw. nichisaig und 1 erwiinscht bzw. optimal

bedeutet.
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3 Ziel der Arbeit

Adipositas und ihre Folgen gehdren weltweit zu dmmtralen erndhrungsbedingten
Gesundheitsproblemen. In Deutschland sind 66 % Mé&nner und 51 % der Frauen
Ubergewichtig oder adip6és [123]. Gesundheitlichelgéo sind unter anderem
Bluthochdruck, Diabetes mellitus Typ 2, koronare rakeankheiten, Schlaganfall,
bestimmte Krebs- und degenerative Erkrankungen1g3].

Fettreduzierte Lebensmittel kdnnen einen BeitragBakampfung von Ubergewicht und
zur Reduktion der damit verbundenen Gesundheksnsieisten. Eine Vielzahl fettarmer
Erzeugnisse stol3t bei den Konsumenten jedoch auéhAbng, da der sensorische
Eindruck des Produktes durch den Einsatz von FsaHasachsystemen nachteilig
beeinflusst wird. Neue Ansétze zur Herstellungairféhiger Fettsubstitute bestenfalls auf
Basis von pflanzlichen Proteinen sind demnach zendgerforderlich.

Ein fUr Lupinensaat entwickeltes Verfahren zur Birasolierung liefert ein hochviskoses,
fettahnliches und cremiges Isolat, welches beggitdgreich als Fettsubstitut in einzelnen
Lebensmitteln angewendet wurde. Die Herstellungdbh¢saus einer Salzextraktion mit
anschlieRender Verdunnungsfallung [13, 19, 20,5402,68, 97, 98, 125, 126, 139, 204].
Jedoch fehlt es an einer effizienten Herstellungkiteuglicher Isolate auf Basis des
Lupinenproteins.

Ziel dieser Arbeit ist die systematische Optimigruties Prozesses unter Anwendung
geeigneter statischer Versuchsdesigns. Der Einflast die Proteinausbeuten und
sensorische Isolatqualitat wird dabei als Bewersgngndlage herangezogen. Nach
umfangreicherScreeningversuchen werden signifikante Prozessfaktorenrdévechsel-
wirkungen und ein geeigneter Rohstoff ermitteltsélnlie3end erfolgt die Optimierung der
Extraktion und Fallung im Hinblick auf die Maximierg der Proteinausbeute unter
Beibehaltung einer fettdhnlichen Struktur des Isol&ur die industrielle Umsetzung der
Proteinisolierung ist dies eine zwingend erforaériGrundlage.

Diese Arbeit leistet einen entscheidenden Beitrafj @em Gebiet der Herstellung
pflanzlicher Fettsubstitute auf Basis von Proteiri@i® Optimierung der Produktausbeute
und -qualitat kommt der Forderung der Verbrauchet Lebensmittelindustrie im Bezug

auf fettreduzierte Lebensmittelprodukte nach.
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4 Material und Methoden

Die zur Herstellung von Proteinisolaten verwendetirnerleguminosen und deren
Herkunft sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Affte Rahmen dieser Arbeit im
Labormal3stab verwendeten Apparaturen, Hilfsmittel Chemikalien sind in Tabelle 4.2

und Tabelle 4.3 aufgelistet.

Tabelle 4.1:Verwendete Kdrnerleguminosen

Leguminosenart Bezugsquelle

Ackerbohne PZO Pflanzenzucht Oberlimpurg,
Vicia fabal. cv. Divine Schwaébisch Hall

Bohne, weil} Miullers Mihle GmbH,
Phaseolus vulgarik. Gelsenkirchen

Erbse Limagrain Nickerson,
Pisum sativunt.. cv. Attika Edemissen

Linse Baktat Gida San. Tic. Ltdti.,
Lens culinarisL. CORUM, Turkei

Lupine Saatgut Steinach GmbH,
Lupinus angustifoliug. cv. Vitabor Steinach

Soja Cargill Deutschland GmbH,
Glycine max.. Prolia® 68218 Krefeld

Tabelle 4.2:VVerwendete Chemikalien

Substanz Hersteller Spezifikation / Bestellnummer.
Kalium-Natrium-Tatrat Sigma-Aldrich, Germany CAS&359-5; S2377
Kupfersulfat Merck, Darmstadt 1.02790.0250
NacCl Merck, Darmstadt 1.06404.1000

Th. Geyer, Renningen 1367.1000
NaOH (1 M) Merck, Darmstadt 1.09137.1000

Th. Geyer, Renningen 1340.1000
Rinderserumalbumin (BSA) Merck, Darmstadt 1.12008-1

Salzséaure (1 M) Th. Geyer, Renningen 1340.1000
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Tabelle 4.3:Verwendete Apparaturen, Gerate und Materialien

Apparatur bzw. Material Hersteller / Bezugsquelle

Pezifikation

Aluminium-Waagschalen Schuett-biotec GmbH,

Géttingen, Deutschland

100 x 7 mm

Analysesieb Haver & Boecker, Oelde, 1,0 oder 1,4 mm
Deutschland

Filter Munktell, Barenstein, Grack MG 160; g 90 mm
Deutschland

Filtertuch Merck, Darmstadt, Viskose-Polyester-Filter,
Deutschland Calbiochem Micraloth

Kivetten Brand, Wertheim, Deutschland Makro undoifakro, Best.-

Nr.: 759005

Laborrihrwerk IKA Labortechnik, Staufen, Eurostar PCVP 4 mit
Deutschland Ankerruhrer

Laborwaagen Sartorius, Gottingen, 124000P, UC4100S, U3600,

Deutschland
Retsch GmbH, Haan,

Deutschland

Messermuihle

Morser Haldenwanger, Berlin,
Deutschland

pH-Meter wtw Microprozessor,
Weilheim, Deutschland
Knick, Berlin, Deutschland

Pumpe Watson-Marlow GmbH,

R160P, MC210P
Grindomix GM 200

Keramik, 55-5 und 56-6a

pH 537, pH 538 und pH 330

Calimatik 763
101 U

Rommerskirchen, Deutschland

Reaktor 2 und 4 L Normschliff Geratebau,
Wertheim, Deutschland
Sahlberg GmbH & Co. KG,

Feldkirchen, Deutschland

Silikonschlauch

Perkin Elmer Instruments,
Waltham, USA

Spektrometer

Stickstoffanalysator
USA
Trockensubstanzmessgerate Satorius, Goéttingen,

Deutschland

Leco Corporation, Michigan,

LF 150 bzw. GL 14
Innendurchmesser 4 mm
UV/VIS Spectrometer
Lambda A25

FP-528

MA 30, MA 40, MA 100
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Apparatur bzw. Material

Hersteller / Bezugsquelle

Pezifikation

Walzenstuhl mit Riffel- und

Bauermeister, Norderstedt,

LRC 250

Glattwalzen Deutschland

Wasserbad Brinkmann, Kénigshofen, mgw Lauda RM6
Deutschland

Zentrifugen SIGMA Laborzentrifugen Sigma 8K
GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland

Windsichter Fraunhofer IVV, Freising, Eigenbau

Deutschland

4.1 Vorbehandlung der verwendeten Leguminosensaaten

Die Vorbehandlung der Saat dempinus angustifoliug. cv. Vitabor (Tabelle 4.1) wurde
am Fraunhofer IVV im Pilotmal3stab durchgefihrt.

Zunachst wurde die Schale in einem Walzenstuhlke¢gal & Schrader KG, Hamburg)
vom Lupinenkern gel6st, der Abstand der

Riffelwalzen 3 bis 4 mm betrug. AnschlieRend wurdba Schalen und Kerne mittels

wobei beidetierenden statischen
Windsichter (Alpine Hosokawa AG & Co. OHG, Augsburgneinander getrennt. Die
schwere Fraktion, der Fruchtkérper, wurde im dafaldenden Verfahrensschritt durch
zwei gegeneinander rotierende Glattwalzen geful8paltbreite 0,2 mm), um die
Oberflache der Lupinenkerne zu vergrofRern. Die dstgilten Lupinenflocken (810 mm)
wurden bis zur weiteren Verwendung in verschlieBbaFassern bei 16 °C licht- und
luftdicht gelagert.

Zur Ent6lung der Lupinenflocken wurde eine Extraitimit Iso-Hexan (Brenntag GmbH,
Muhlheim/Ruhr) mittels Perkolations- bzw. Durchhaerffahren durchgefiihrt. Die Flocken
(~500 kg) wurden in den Perkolator (e&e Verfahreokhik, Warendorf) gegeben und
mittels Iso-Hexans (~1000 L), das im Plattenwarmstauscher (GEA Ahlborn GmbH &

Co., Sarstedt) auf ~55°C erhitzt wurde, perkalieBie Oltrennung wurde im

Kreislaufverfahren (1000-b™) durchgefiihrt, wobei die Miscella (Ol-Hexan-Gerhisc

unter Vakuum eingeengt und das rekondensierte &s@ildem Kreislauf erneut zugefihrt
wurde. Insgesamt dauerte die Entdlung 4 Tage 408, wobei die Miscella Uber Nacht
bei 50 °C im Perkolator stehengelassen wurde. ZghiuSs erfolgt die Trocknung der

Flocken mit Iso-Hexan-Dampf (110 - 120 °C) und \Wadampf.
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Fur einen Rohstoffvergleich (Kapitel 4.3.2) wurdeban der Lupine als Rohwaren
aulBerdem die Koérnerleguminosen Ackerbohne, SojaseirLinse und weil3e Bohne
verwendet, deren Herkunft und botanische BezeiojpnnnTabelle 4.1 zusammengefasst
sind. Mit Ausnahme der Sojabohnen, die als entdlletl (PDI 80) geliefert wurden,

erfolgte die Vorbehandlung aller weiteren vorkoiwiterten Saaten am Fraunhofer IVV.
Hierbei wurden die Saaten im Labormafstab ahnleh Ldipinensaat von den Schalen

getrennt und mittels Messermuihle unmittelbar verRieteinextraktion zerkleinert.

4.2 Prozess zur Herstellung des mizellaren Proteinisais

Alle Bestandteile der Versuchsapparatur, sowie rdekersteller und die genaue
Spezifikation sind in Tabelle 4.2 und Tabelle 4ulgalistet.

In einem 4 L-Reaktor wurden die vorbehandelten Saat einem Verhaltnis von 1:8 mit
einer 0,5-molaren NaCl-Lésung (58,4 g NaCl auf 2hgi 30°C fur 1h gertuhrt
(128 Umin™). Der pH-Wert wurde wahrend der ExtraktiopHg) nicht eingestellt. Im
Anschluss an die Extraktion wurde die Suspensiar @in Sieb (Maschenweite 1,0 oder
1,4 mm) in Raffinat und Extrakt klassiert. Das Raff wurde nach Auswaage und
Probennahme verworfen. Das Proteinextrakt wurdelfimin bei ~20 °C mit 3300
zentrifugiert und mittels Filtertuch weiter aufgeigt, um andere stérende Bestandteile (z.
B. losliche Fasern) abzutrennen. Vor der weiteramaxbeitung wurde eine Probe zur
Protein- und TS-Bestimmung entnommen.

Das Extrakt wurde uber einen Silikonschlauch insser (~1 °C) in einem Verhaltnis
von 1:3 gepumpt (2-b™). Dabei wurde das Gemisch mittels Propellerrit@6rUmin™)
vermengt. Die Proteine fielen unmittelbar als weiReéderschlag aus und wurden nach
ca. 18 h abzentrifugiert (33@). Als Ruckstand verblieb das Proteinisolat, woter
Uberstand nach Auswaage und Probennahme verworiietlewDas Proteinisolat wurde
mit demineralisiertem Wasser gewaschen und erresutitugiert (10 °C, 3309, 10 min),
um den Salzgehalt im Isolat zu senken. Fir weaeadytische Untersuchungen wurde das
Mizellenproteinisolat aliquotiert, gefriergetrocknend mit einem handelstiblichen Mdorser

vermahlen. Die einzelnen Prozessschritte sind sahech in Bild 4.1 dargestellt.
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Vorbehandelte Leguminosensaat

Salzlésun Extraktion (1:8)
(0,5 moIL'l) 30 °C; 60 min; 128 ‘min™

Separation .
Sieb (1,0 oder 1,4 mm) — Raffinat R1

Zentrifugation ‘ ,
33009 20 °C; 10 mil Raffinat R2

Y

Filtration .
—_—
(Filtertuch) Feintrub

Proteinextrakt

Eiswasse Fallung (1:3)
(1°C) 1°C; 2 I'h™; 60 L'min™

Sedimentation
1°C;18h

Zentrifugation
3300g; 10 °C; 10 mii

— Uberstand 1

Y

Proteinisolat

dest. Wasser
(15 °C)

Waschen (1:4)

Separation
3300g; 10 °C; 10 mil

— Uberstand 2

Y

Mizellenproteinisolat

Bild 4.1: FlieRschema des Prozesses zur Herstellung desldfiproteinisolats
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4.3 Optimierung des Prozesses zur Proteinisolierung

Zur Optimierung des Herstellungsprozesses des Migaloteinisolats wurden im ersten
Schritt signifikante Prozessfaktoren (s@greeningin Kapitel 4.3.1) und ein geeigneter
Rohstoff (Kapitel 4.3.2) ermittelt. Nach der quéativen Erfassung der Abh&ngigkeiten
definierter ZielgroRen (Tabelle 4.4 und Kapitel.8)4von den ausgewéhlten Einfluss-
groéRen folgte mit Hilfe einer geeigneteResponse SurfacéMethode die finale
Prozessoptimierung (Kapitel 4.3.3) [92, 131].

Tabelle 4.4:Ausgewahlte Zielgrof3en und deren Definition bzwrdgdnung

ZielgrolRe Definition / Berechnung
/
Proteingehalt Extraktd, ) /% Crp = RLL L) (100 (4.1)
" rnEtrakt /g
mPE K /g
Proteinausbeute ExtraktioBA) /% EA= ﬁ (100 (4.2)
PRohstoff
1 —_ rr\blsolat /g
Proteingehalt Isolatd, ) /% Cp . = —=—[100 (4.3)
= rT‘Ilsolat /g
Proteingehalt im Isolat bezogen auf Pl =™ 100
TS 1% M (4.4)
. —_ rr\Dlsolat /g
ProteingesamtausbeuRGA) /% PGA= m g [100 (4.5)

4.3.1 Identifikation signifikanter Prozessparameter (Screening)

In dieser Phase wurden die Faktoren mit signifiekem€Einfluss auf definierte Zielgrol3en
von den nicht-signifikanten getrennt. Einige Eis8itaktoren wurden einer Vorunter-
suchung unterzogen, um daScreening mit einer angemessenen Faktorenanzahl
durchzufiihren sowie den Prozess gegebenenfallsreinfachen.

Zum einem wurde der Einfluss unterschiedlicher NK@hzentrationen oyaq) des
Extraktionsmediums (0,2; 0,5; 0,8; 1,1; 1,4; 1,@d@.0 molL™) auf die extrahierte Pro-

teinausbeute HA) untersucht. Die Proteinkonzentration, ( ) im Extrakt wurde dazu

mittels Biuret-Methode (Kapitel 4.4.2) bestimmt. laweiten Vorversuch wurde der
Einfluss der Einleitgeschwindigkeit des Extrakts das kalte Wasser (1 °C) a®fGA
evaluiert. Bisher wurde das Proteinextrakt mit eiGeschwindigkeit von 2-b™ in das

Wasser eingeleitet, was in dieser Versuchsreihe aimér schlagartigen Vermengung
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(3600 Lh* bzw. 100 mts® bzw. 1 1:10s% verglichen wurde. Alle Versuche wurden
mindestens in Doppelbestimmungen durchgefiuhrtEdigbnisse mittels Zweistichproben
t-Test nach Student ausgewertet und als Mittelwerit rder zugehérigen
Standardabweichung angegeben.

AnschlieRend wurden mit Hilfe der Software Desigip&f ein fraktioniert faktoriellen
Versuchsplans der Auflésung IV mit vier Zentralptenk erstellt. Es wurden die
ExtraktionsparameterpHg, tg, Cnac, RSV und die Temperatur TE), sowie die
FallungsparametgyH:, EWV als auch die Zentrifugent; und Sedimentationszeits) in
den Versuchsplan aufgenommen. Omz wurde mit Natriumhydroxid (NaOH 1,0 M)
eingestellt. Der Einfluss dieser zehn Prozessfaektaauf EA und PGA sowie auf die
Isolatqualitat yisTex siehe Kapitel 4.4.3) wurde untersucht. Die Versdcinchfihrung
erfolgte in randomisierter Reihenfolge und zur \és$erung der Ergebnisse wurde der
Versuchsplan mit Hilfe eines so§old-overs erweitert (Tabelle 9.2 im Anhang). Die
Ergebnisse wurden mittels Varianzanalyse (emghalysis Of Variance ANOVA)
ausgewertet. Gegebenenfalls wurden die ermitt&en zur besseren Anpassung an die
Normalverteilung und Bestimmung eines Regressiodgi® transformiert. Ausgewahlt
wurde die geeignete Transformation gemald der Box@ethode, welche die
Transformationsfunktion optimiert [195].

4.3.2 Rohstoffvergleich

Weitere Rohstoffe wurden zur Herstellung des nazeh Proteinisolats erprobt. Soja,
Ackerbohne, Erbse, Linse und weil3e Bohne sowieltentind vollfette Lupinenflocken
wurden dabei miteinander verglichen (Tabelle 5S)nultan wurden drei wesentliche
ExtraktionsparametgrHg, Cnaci UndRSVvariiert, um eine Anpassung des Prozesses an die
einzelnen Leguminosen zu ermoglichen. Die Auswigam aufEA und PGA wurden
mittels D-optimalerResponse SurfaceDesign untersucht. Die Versuche wurden stets in
randomisierter Reihenfolge durchgefithrt und mitféditler Software Design Exp&rt
ausgewertet. Fur jede Zielgrogewurde ein Regressionsmodell (Gl. (4.6)) angepasdt

dessen Gite uberprift. Die Gute des Modells wurdehdstatistische Kenngrof3en dem

Bestimmtheitsmalk¥, dem korrigiertem Bestimmtheitsmaclgdj und Prognose-Bestimmt-

heitsmaﬁ.R‘fred sowie demack of fit (LOF) dargestellt. Fir weitergehende Informationen
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zu diesen statistischen Kenngrdl3en wird an diessdiewuf die einschlagigen Literatur im
Bereich der Statistik verwiesen [131, 171].

Durch Verwendung eines D-optimalen Plans bestarternudie Mdglichkeit fur jeden

einzelnen kategorischen Faktor (Rohstoff) ein Regomsmodell mit den nicht-kodierten
Faktoren zu ermitteln (Gl. (4.7)). Basis jedes Regionsmodells bilden ausschlief3lich
signifikante Faktoren und FWW. Nicht-signifikantenEeleffekte wurden lediglich aus

hierarchischen Grinden mit in die Regressionsgleighaufgenommen.

yi = 180 + ﬂpHE XpHE + Cnacl XcNaCI + IBRSVXRSV + IBRohstoffXRohstoff
2 2 2 2
+ pHE XpHE + CNacl XCNaCI + ﬂRSVXRSV + ﬂRohstoffXRohstoff
+ ﬁpH £ Bnaci XpH E XcNac, + ﬁpH E ERSVXpH E XRSV + ﬁpH E ElRohstofprHE XRohstoff

+ ﬁcNaOI]RSVXcNm XRSV + IBCNaCI ElRohstofch,\m,CI XRohstoff + ﬁ RSVERohstoffXRSVXRohstoff

(4.6)

Y =5+ IGpHE [pHe + ﬂcNaCl [Cuaci + Brev [RSV
+ IBpHE EpHé + CNacl |:(tlglacl + :BRSV ERSV? (47)
+ ﬂpHEmNaCI [PHEe [yac *+ Bon.msv LPHe LIRSV ﬂcNaCl wrsv [Cnaci RSV

Zur Validierung der Modelle wurden beliebige Faktafen im untersuchten Bereich
ausgewahlt und weitere Proteinisolierungen demestbend durchgefihrt. Im Anschluss
wurden die experimentell ermittelten Werte fur dielgroRenEA undPGA mit dem durch
das jeweilige Modell berechneten Werte verglich€abglle 5.6). Mit Hilfe von Design

Experf wurden auRerdem der je ZielgroRe zugehorige 99¥harsagebereich bestimmt.
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4.3.3 Finale Prozessoptimierung

Basis des Versuchsplans zur finalen Optimierung des

Isolierungsprozesses bildeten die bis dahin gewonne * /
Erkenntnisse. Als Rohstoff zur Herstellung des :

Proteinisolats wurde Schrot (0,001 - 0,2 mm) der ] e__--* N
nicht entdltenLupinus angustifoliud.. cv. Vitabor o

verwendet. Variiert wurden die signifikanten Prezes /_,9 """" & """" /
faktorenpHe (5,0 - 7,0),Cnaci (0,1 - 1,0 moL™), RSV @/’/

(0,08 - 0,14 bzw. 1:7 -1:13pHr (5,0 - 5,9), EWV
(0,2-0,5 bzw. 1:5- 1:2)ts (0,0 - 60,0 min) und; Bild 4.2: Schematische Darstel-

(10,0 - 60,0 min). Die Auswirkungen alA, PGA lung eines  flachenzentrierten
zentral zusammengesetzten Ver-

suchsplans (FC-CCD) mit drei

. Faktoren und Zentralpunkt
CCD untersucht (Kapitel 2.4.2). Das bedeutet, dass

die Sternpunkte des Versuchsplans innerhalb ddmendionalen Versuchsraums liegen

sowie der IsolatqualitatvisTey wurden mit Hilfe
eines flachenzentrierten (engface-centered(FC))

(Bild 4.2). Die Versuche wurden stets in randonmtsieReihenfolge durchgefiihrt und mit
Hilfe der Software Design Expé&rtausgewertet. Fir die ZielgroRen (EA und PGA)
wurde ein Regressionsmodell (Gl. (4.8)) angepasdtdessen Gute Uberpruft. Die Glte
des Modells wurde durch die statistischen Kenngrétem BestimmtheitsmaR?, dem

korrigierten BestimmtheitsmalR, und Prognose-Bestimmtheitsma® ., sowie dem

red

LOF dargestellt.

Y =56+ ﬂpHE Xon, + ﬂcNm X T BrsXrsvt :Btz %, t BewXewy * ﬂpHF Xon T B N
+ pHe Xf)HE + ﬂCNaCI)éNaCI + ﬂRS\/XéSV + ﬂtz thz + ﬂEWVXéWV + ﬁpHF XIZJHF + ﬁtsxtzs
+ IBpHE [Bnac) XpHE XCNaCI + IBpHE ERSVXPHE XRSV + ﬂpHE[ﬂz XpHE X[Z + ﬂpHE EEWVXpHE XEWV
* Bore e X Xore + Bonen Xon X BoemsXone Xrsv ¥ B, XX (4.8)
F B Xewy F Bt Koo Xk T Bt Yoo Xt F Prsvn, e,
+ Brsvewv*rsewy + IBRS\QDHF XesKon, T ﬁRS\[ﬂS Xesve T IBtZ Ew, Xewv

+ ﬁtz pHe X Ko T B A%, % T :BvamHF XewXon, T :BvamS XewXs T :BpHFEﬂS Xon, X

Basis jedes Regressionsmodells bilden letztliclks@h®ilich signifikante Faktoren und
FWW. Nicht-signifikante Einzeleffekte wurden ausetarchischen Grinden mit in die
Regressionsgleichung aufgenommen. Aufgrund dertgaaven Kenntnis der Abhangig-

keit der ZielgroRerEA, PGA und visTexvon den Faktoren wurde wie in Kapitel 4.3.2
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beschrieben eine Modellvalidierung durchgefuhrtsatalich wurde eine Polyoptimierung
mit Hilfe der ZielfunktionD (Gl. (4.12)) durchgefuhrt. Dazu wurden zunachst @eil-

Zielfunktionend; entsprechend der Gleichungen (4.9) - (4.11) fer ZielgréRe und den
Faktoren festgelegt in Abhangigkeit davon, ob dielgt6l3e y, bzw. einer der Faktoren
minimiert, maximiert oder in einem bestimmten Behevariiert werden sollte. Dabei ist

L, der niedrigste WertU, der hochste Wert und, der Zielwert fur die jeweilige

Zielgroliey, .

Soll die Zielgrdél3ey, maximiert werden, gilt

0 y <L
Y. -L f
d =2 L <y <T 4.9
I (-I-I _ Llj | yl | ( )
1 yi >T

Soll die Zielgro3e, minimiert werden, gilt

1 y, <T,

(4.10)

Soll die Zielgrol3ey, zwischen der unterefi,) und oberenU,) Grenze liegen, gilt

0 y, <L

_|_i
_|_i

<

j Li<y <T

—

(4.11)

(@

ol
|

.—y, 2
L T <y <U,
i_-l—iJ 1 yl 1

0 y, >U,

C

Nachdem fur alle Zielgro3en, eine Teil-Zielfunktiond; ermittelt wurde, konnten diese

als geometrisches Mittel zu der Gesamt-Zielfunktidmit g, der Anzahl eingehender
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Teil-Zielfunktionen, verbunden werden (Gl. (4.12Zusatzlich konnten die einzelnen Ziel-
groBeny in Relation zu den anderen Zielgré3en gewichtetdere Die Prioritat(r,)

variiert von 1 (am wenigsten wichtig) bis 5 (sehchtig).

q 1/q
D= (dlr1 (el D..mg )Uq = ([j dirij (4.12)

4.4 Analysemethoden

4.4.1 Bestimmung der Trockensubstanz und des Aschegehalts

Die TS der einzelnen Proben wurde entweder mitneiBatorius TS-Messgerat und/oder
mit Hilfe des thermo-gravimetrischen Analysesystebhexo TGA 601 (Tabelle 4.3)
bestimmt. Dazu wurde die Probe jeweils auf 105 °Gfgeheizt bis sich eine
Gewichtskonstante einstellte. Die TS wurde als Mpswent der Aufgabemenge

ausgegeben bzw. mittels gravimetrischer Differergawg bestimmt.

4.4.2 Bestimmung des Proteingehalts (Dumas und Biuret)
Methode nach Dumas
Die entgasten Proben wurden in einer Sauerstoffgimire bei 950 °C im Leco TGA 601

verbrannt (Tabelle 4.3). Der verbrannten Probe wiHeélium als Inertgas zugefuhrt und
zusammen mit den Verbrennungsgasen ; (MO, NG, N.) gesammelt, gefiltert und
gekuhlt. 10 mL des Gasgemisches wurde durch Remhstbhre, die Kupfer enthielten,
geleitet. Stickstoffoxide (N¢ wurden zu Stickstoff (B reduziert, um eine hohere
Empfindlichkeit der Messung zu erreichen. Alle we#in Verbrennungsgase (&®.0)
wurden durch geeignete Absorptionssysteme abgétPieKonzentration des Stickstoffs
im Tragergasstrom (Helium) wurde in einer Warmédigkeitsmesszelle bestimmit,
wobei der mdgliche Messbereich fur Stickstoff instseoffen 1,9 - 23,9 mg und flr
Flissigkeiten 0,3 - 1,8 mg betrug. Durch Multiptibkm mit dem fir Leguminosen
spezifischen Konversionsfaktor N x 5,7 wurde deot&ingehalt der jeweiligen Probe
berechnet [10, 70].

Biuret-Methode

Das Prinzip der Biuret-Methode beruht auf einer tersalz-Bindung von mindestens
zwei Peptidbindungen mit Kupfer, die durch eineviolette Farbung sichtbar und mittels

Extinktion bei einer Wellenlange voh =550 nm photometrisch erfasst wurden. Zur
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Durchfihrung der Methode wurde eine Biuret-Losungrgbstellt, indem 1,5¢g
Kupfersulfat und 6,0 g Kalium-Natrium-Tatrat untstandigem RuUhren in 250 mL
demineralisiertem Wasser aufgeldst und anschlieB6AdnlL 1 M Natronlauge zugegeben
wurden. Die Lésung wurde in einer lichtgeschiutzkEdasche gelagert. Es wurde eine
Kalibrierlosung mit Rinderserumalbumin (BSA) undrsbbekannter Proteinkonzentration
von 10 mgmL™? hergestellt. Dazu wurden 0,5 g BSA in 50 mL Na@kung definierter
Molaritdt geldst. Anschlieend wurde eine Verdurgmraihe der Kalibrierlésung in
halbhohen Reagenzglasern hergestellt (Tabelle 1l Anhang). Die gemessenen
Extinktionswerte  der  Kalibrierreihen  wurden  gegen ie d entsprechenden
Proteinkonzentrationen aufgetragen und die Kaliggmde erstellt. Proteinldsungen
konnten dementsprechend nur in einem Konzentrai@eich zwischen 1 und 10 mg_™
untersucht wurden, weswegen diese gegebenenfaltemjeweiligen Salzlésung verdiinnt
worden ist. Zu 0,5 mL Probe wurden jeweils 2 mL Barret-Losung gegeben und sofort
gemischt. Die Mischung wurde im Wasserbad bei 37utQ0 min inkubiert, anschlie3end
fur 20 min bei Raumtemperatur aufbewahrt und sBhtib in Klvetten Uberfuhrt. Es
folgte die Messung der Extinktion der einzelnenkeroim Spektrometer (Tabelle 4.3). Es
wurden jeweils dreifach Bestimmungen durchgefukitzelne Proteinkonzentrationen
wurden Uber die Steigung der Kalibriergerade untBeriicksichtigung des
Verdunnungsfaktors berechnet (Gl. (4.13)).

_ (E-b)

= . (4.13)
(@ Werdinnungfaktor )

Cp

Dabei istc, die Proteinkonzentration in mgL’, E die Adsorption in nmb der Anstieg
des Graphen urader Schnittpunkt der Ordinate.

4.4.3 Visuelle Texturbewertung (isTex)

Um die Textur des produzierten Mizellenproteinis®lazu beurteilen, wurde ein
Bewertungsschema ausgearbeitet (Tabelle 4.5). IMibigtischer und sensitiver Eindriicke
wurden die Textureigenschaften Konsistenz, Creniiglwed Viskositat untersucht und
benotet. Die Qualitatsnote 1 steht fur eine sehe dgeschaffenheit des Proteinisolats,
wohingegen die Note 4 an Isolate vergeben wurde, nicht als Fettaustauschstoffe

geeignet waren.
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Tabelle 4.5:Schema fiir die visuelle TexturbewertungsTex der Mizellenproteinisolate

Bewertung Eigenschaft Foto

Perfektes Isolat, sehr cremig, honigartig,

Note 1
hochviskos, frei flieRend

Isolat mit geringen Mangeln, cremig, samig,

Note 2
viskos, frei flieRend

Isolat mit deutlichen Mangeln, wenig cremig,

Note 3 o ) )
grief3ig, fest, nicht flieBend, pastos
Nicht verwendbares Isolat, nicht cremig,

Note 4

inhomogene Masse, fliel3t (wie Wasser)
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5 Ergebnisse

Da die Isolierung von Proteinen aus Leguminosenaadiireichen Parametern abhangig ist
und eine systematische Vorgehensweise gewisse Hegmdaingen erfordert, wurde der
Einfluss bestimmter Prozessparameter auf die Pratsbeuten einzeln untersucht. Somit
wurde die Salzkonzentratiooyaci wahrend der Extraktion und Einleitgeschwindigkeit
wahrend der Fallung untersucht, um dasreeningletztlich mit einer angemessenen

Faktorenanzahl durchzufiihren sowie den Prozesdgagafalls zu vereinfachen.

Einfluss voncnaciauf EA

Da bestimmte Salze durch den sog. Einsalzeffektrenmesentlichen Einfluss auf die
Extraktion bzw. LO&slichkeit der Proteine ausuben,urde zundchst die
Natriumchloridkonzentrationcfac) schrittweise erhdht. Hierbei zeigte sich, dasseei
Steigung delcnact von 0,2 molL™ zu 0,5 molL™ EA signifikant von 23,3 % auf 38,3 %
erhoht, wahrend eine weitere NaCl-Zugabe die Lbkbd der Proteine deutlich
verschlechtert (Bild 5.1). Eine héheggc fuhrt zu einer kontinuierlich sinkend&®A von
35,1 % beinac = 0,8 molL™ bis 31,7 % betyaci = 2,0 moiL™.

45 -

40 T

35

H

30 1

25 1

i

EA /%

20 7

15

10

5,

0 \
0,2 0,5 0,8 1,1 1,4 1,7 2,0

CNacl /motL™

Bild 5.1: Einfluss verschiedener NaCl-Konzentrationen ddsakiionsmediumscy.c) auf die

extrahierbare ProteinausbeuEd] in %
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Einfluss der Einleitgeschwindigkeit aBfGA

Wahrend des Prozessschrittes der Fallung wurdePdeteinextrakt bisher mit einer
Geschwindigkeit von 2 Lthin kaltes Wasser (1°C) eingeleitet. Um die Notwigkeit
eines Pumpsystems abschatzen zu kénnen, wurdé?Gienach langsamer (2 L*hund
schlagartiger (1110 sY) Verdiinnungsfallung miteinander verglichen. Mihesi durch-
schnittlichenPGAvon 22,0 % £ 2,5 % bei langsamer und 22,5 % %2 Jdei schlagartiger
Verdinnung konnten keine signifikanten Unterschiéeitgestellt werden, weshalb alle
weiteren Prozesse bzw. Fallungen mit einer Eirgsitgwindigkeit 100 mis* durchge-

fuhrt wurden.

5.1 Signifikante Prozessfaktoren

Die Voruntersuchungen zeigten, dass die Einleityssaigkeit keinen wesentlichen
Einfluss auf das Prozessergebnis hat, der NatrilomdhGehalt des Extraktionsmittels
jedoch erheblich die weitere Prozessgestaltunghfiesst. Deshalb wurde nachfolgend der
Einfluss verschiedener Extraktion&nac, PHe, te, RSV, E), sowie Fallungsparameter
(PHF, EWV, AT, Zentrifugen- {z) und Sedimentationszets)) auf dieEA (Gl. (4.2)),PGA
(Gl. (4.5)) und die IsolatqualitavicTexsiehe Kapitel 4.4.3) mit Hilfe eines fraktioniert
faktoriellen Versuchsplans und anschlieRendeid-over untersucht (Tabelle 9.2 im An-
hang). Der Proteingehalt,§ und die TS der Rohware sowie aller anfallendetrake,
Uberstande und Isolate wurden ermittelt (Tabelld. Dabei ergab sich fiir den Rohstoff
bei einer eingesetzten Masse von 250,0 g eine TR%6,8 g (85,7 %), die zu 34,5 % aus
Proteinen bestand. In Tabelle 5.1 sind alle weité&mebnisse der chemischen Analyse als

auch die ermittelten ZielgroR&mA, PGAundvisTexdargestellt.

Tabelle 5.1:Daten der chemischen Analyse sowie die ermittakégebRen deScreeningn der

Reihenfolge der Versuchsdurchfiihrung

RUN' Mexrake T Sextrakt CpEmak‘ EA Mysolat TSsolat Cplsu‘a‘ 3 PGA visTeX
/g9 1% 1% 1% /g 1% 1% 1%
1 1070,8 7,4 2,3 28,0 4.4 14,1 40,4 0,3 1
2 1090,6 3,8 1,0 12,0 23,0 9,7 37,5 1,0 3
3 1105,0 6,3 3,5 44,7 54,2 41,9 98,0 25,8 1
4 1552,1 6,3 2,5 44,2 18,3 31,5 89,7 6,0 1
5 23754 2,6 0,0 0,0 10,2 23,4 76,5 2,1 4
6 2422,8 1,8 0,6 15,5 6,0 16,4 52,1 0,6 4
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RUN Mextrakt T Sextrakt Co . EA Misolat TSsolat Co.... s PGA visTex
g9 1% 1% 1% /g 1% 1% 1%

7 1000,6 9,3 4,0 46,4 16,8 31,3 81,5 5,0 1
8 2380,8 6,1 15 42,3 154 9,7 45,0 0,8 3
9 1560,5 6,3 2,3 41,9 16,6 36,6 93,4 6,6 1
10 2437,0 5,7 0,9 26,0 9,5 13,7 42,8 0,6 2
11 24109 5,6 0,9 24,4 4,6 8,2 76,7 0,3 4
12 24270 5,8 1,2 33,8 21,7 12,4 52,8 1,7 3
13 1575,8 5,8 2,2 40,6 12,2 29,1 83,0 3,4 1
14 1108,3 4,1 15 19,1 14,3 34,7 89,0 51 1
15 2431,2 7,2 19 53,1 11,0 17,5 36,3 0,8 3
16 1076,0 9,7 4,0 49,4 54,3 34,7 93,4 20,5 1
17 24250 6,6 1,6 44,8 14,6 16,7 82,0 2,3 3
18 1116,7 7,1 1,7 21,8 18,8 15,5 34,8 1,2 2
19 1576,3 6,2 2,1 38,4 16,2 29,7 88,6 4,9 1
20 1091,9 3,0 0,8 9,5 10,2 17,0 49,7 1,0 3
21 1016,1 5,6 2,3 27,5 17,7 20,3 60,1 2,5 3
22 24269 2,3 0,6 15,8 2,7 11,5 n. & 0,0 4
23 2436,3 2,2 0,4 11,3 23,4 8,2 33,2 0,7 3
24 2432,8 3,6 1.8 51,1 27,6 399 100,0 12,8 1
25 1095,6 8,6 3,1 38,8 8,0 24,0 78,6 1,8 1
26 1098,7 6,9 3,7 47,1 22,4 34,6 95,7 8,6 1
27 2440,5 6,4 1.8 50,5 21,1 25,9 66,8 4,2 3
28 1088,4 4,0 1,4 17,6 15,7 26,8 56,1 2,7 3
29 2360,3 3,1 0,9 25,8 7,7 38,9 81,6 2,8 3
30 2384,2 7,3 2,3 63,1 15,0 14,0 51,3 1,2 3
31 2431,6 4,2 2,5 71,4 53,0 42,8 100,21 26,4 1
32 2424,0 6,6 1,8 50,1 10,3 33,4 94,6 3,8 1
33 1070,0 4,5 1,7 21,6 24,1 12,6 39,3 1,4 3
34 2450,2 6,3 1,7 48,9 15,6 31,7 79,0 4,4 1
35 1604,6 6,6 3,7 68,8 42,4 37,1 96,0 17,6 1
36 1102,0 10,5 52 66,3 75,7 39,9 95,6 33,6 1
37 1115,4 8,9 3,7 47,8 27,8 20,0 38,6 2,5 2
38 1110,8 5,2 2,7 35,1 36,1 40,7 90,3 154 1
39 2410,0 7,5 2,6 72,2 1,2 12,3 n. & 0,0 3
40 1604,2 6,9 3,5 65,0 23,5 34,0 95,8 8,9 1
41 1586,1 7,1 3,6 66,3 41,6 34,9 94,3 159 1
42 1082,1 7,7 5,0 63,0 38,9 32,3 94,4 13,8 1
43 1107,4 7,2 4,6 59,7 86,6 36,9 95,8 356 1
44 2448,7 2,9 0,6 15,6 27,5 10,1 34,2 11 3
45 1034,7 11,0 5,3 63,6 27,2 34,3 85,2 9,2 1
46 2436,4 2,5 0,8 21,8 9,6 20,0 59,4 1.3 4
47 1105,2 9,9 4.8 61,9 5,2 18,5 43,6 0,5 2
48 1112,4 11,0 4,9 63,8 22,9 24,9 91,6 6,1 1
49 24234 7,2 2,2 61,4 34,9 29,9 954 116 1
50 9973 4,8 2,1 24,8 13,2 22,7 65,6 2,3 2
51 1601,8 7,2 3,5 64,6 31,4 37,0 93,7 12,6 1
52 2446,3 2,5 0,7 19,0 11 17,1 n. b 0,0 3

'RUN: Versuchsnummefn. b.: nicht bestimmbar; aufgrund der geringenasnenge konnte der
Proteingehalt einiger Proteinisolate nicht bestimmtden;*Proteinkonzentration bezogen auf TS;

“visTex Bewertung der Isolatqualitéat siehe Kapitel 4.4.3
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5.1.1 Signifikanz der Effekte und Modellbildung

Nach Durchfuhrung der Versuchsreihen wurde mit eHitfer ANOVA untersucht, in

wieweit die untersuchten Faktoren einen signifieantEinfluss auf die abhangigen
ZielgroRen ausuben. Dazu wurden zunachst die ewrpatell ermittelten Werte der
ZielgroRen zur besseren Anpassung an die Normalkery und zur Bestimmung eines
Regressionsmodells transformiert. In Tabelle 52l glie transformierten Zielgré3en und
deren Haupteffekte (Anderung der ZielgroRe in Algiigkeit von einem Faktor) mit den
zugehdrigen p-Werten aufgelistet.

Die Extraktionsausbeute/EA) wird von 4 und die Proteingesamtausbeuf@GA) von
5 Haupteffekten signifikant beeinflusst (Tabell2)5Fur v PGA ist die Salzkonzentration

wahrend der Extraktion X ) und die Temperaturdifferenz zwischen Extrakt und

verdinnendem Wasser wahrend der Fallurg X mit aufgefihrt, da diese Faktoren in
einer signifikanten 2FWW vorkommen (Kapitel 2.4.B)ie Isolatqualitat \{isTey} bzw.
log,,(visTeX) wird von den meisten Haupteffekten signifikantib#fesst, wobei dagEWV
wahrend der Fallungx,,, ) - ahnlich wie die zwei Faktorer, und x,; bei vPGA -

aus hierarchischen Griinden gezeigt ist.

Tabelle 5.2:p-Werte signifikanter Faktoren der transformier#elgroRen. Faktoren mit p > 0,05
sind aus hierarchischen Griinden mit aufgefiihrt imndie entsprechende Regressionsgleichung

eingegangen

Faktoren p-Werte
\/ﬁ/% \/P—GA/% log,,(VvisTex
Xom, < 0,0001 0,0005 < 0,0001
X 0,0002 0,0343 k. A.
X, < 0,0001 0,1001 0,0167
Xasy k. A. <0,0001 < 0,0001
X < 0,0001 < 0,0001 0,0286
Xo, k. A. < 0,0001 0,0051
Xewy k. A. k. A. 0,9383
X k. A. 0,4600 0,0060
X, K. A. K. A. 0,0362

X, k. A. k. A. k. A.
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Die Einzeleffekte mit p-Wert (Tabelle 5.2) wurdan die Regressionsmodelle der Ziel-
gréen (5.1) - (5.3) aufgenommen. Neben den Hdegteh sind alle signifikante 2FWW

mit p < 0,05 in die Regressionsmodelle eingegangen.

VEA= 602+ 041x,,, + 073 _ +076x_+026x_— 040, %, _+ 019, X (5.1)

NaCl

mit R? = 0,90, R, = 0,88 undr’_, = 0,84 sowie einer signifikanten Krummung ur@F.

pred

VPGA=190+ 038, + 038, -0L3,
+ Q25(;)HE Xzsv _Q35(pHE X

oo 055, + 016, 005, -063,,,
+ Q38(pHE XTE -QZB(pHE Xar -0’49(pHE XpHF + 018(RS\)(C

(5.2)

NaCl NaCl

mit R?=0,93, Ri; = 0,90 und R, = 0,85 sowie einer signifikanten Kriimmung und

pred
einem nicht signifikanterhOF.
log,,(visTex) = 028-0,092x,, -011x., -0044x, -0041x
+1386[10° X, -0,052%,; +0,053x,,, +0,039x (5.3)
— 0,038, Xasy + 0066X,,, X, +0048K , Xy

mit R?=0,81, Ri; =0,76 und R, = 0,62 sowie einer signifikanten Kriimmung und

pred

keinemLOF.
Neben der Konstante, wird EA durch 9 Terme (Gl. (5.1)) sowlRGA durch 13 (Gl.

(5.2)) undvisTexdurch 11 Terme beeinflusst. Im Vergleich ist sodié PGA von mehr
Faktoren bzw. FWW abhangig, als die anderen Zi8lgni Es zeigt sich aulerdem, dass

mit Ausnahme von der 2FWW zwischegg, und x, _in Gl. (5.2), der pH-Wert wahrend
der Extraktion &, ) Teil jeder FWW ist. Dabei sollte allerdings autie Vermengungs-

struktur bertcksichtigt werden, welche im Anhanglen Tabelle 9.3 und 9.4 dargestellt
sind.

5.1.2 Grafische Darstellung der 2FWW

In den Bildern 5.2 - 5.4 wird die Signifikanz demjeiligen 2FWW durch die Abweichung
der beiden Linien von der Parallelitat grafischg#mtellt. Es ist jeweils eine Zielgrof3e in
Abh&ngigkeit von vier Faktorstufenkombinationen ejgz welche denen am jeweiligen
Zentralpunkt entsprechen (Tabelle 2.1). Die Verbigslinien zwischen diesen
experimentell ermittelten Werten der ZielgroR3en deumr aufgrund des zugehdrigen
Modells (Gl. (5.1) - (5.3)) berechnet.
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5.1.2.1 Signifikante Effekte durch 2FWW in Bezug aufEA

In Bild 5.2a) — b) ist die Zielgrof3eA in Abhangigkeit signifikanter 2FWW gezeigt. Bild
5.2a) zeigtEA bei verschieden Faktorstufenkombinationen ymie und cyac. Bei
pHe = 5,5 kann durch eine Steigerung dgs; von 0,1 auf 0,7 mel™ die EA von 20,1 auf
45,5 % erhoht werden, wohingegen pki = 7,0 und einer niedrigesiac von 0,1 molL™
bereits eineEA von 36,3 % erzielt werden kann. Jedoch fihrt abeh dieser pH-
Einstellung eine Erhdhung der Salzzugabe auf 0J7Lmau einer signifikant groRerddA
von 47,3 %. Vergleicht man nun den Einfluss vaie auf die EA bei verschiedenen
Temperaturen (Bild 5.2b), so zeigt sich, dagsbei Tg = 50°C stets signifikant grol3er ist,
als bei niedrigeren Temperaturéfi: € 10°C). So ist eine Steigerung d&i von 25,5 auf
38,2 % pHe = 5,5) sowie von 30,0 auf 55,1 %Hg = 7,0) moglich, weniig von 10 auf
50 °C steigt.

91 3)  Cnaci=07 mo{L'i 1 b)  Te=s50°C
Cnaci = 0,1 moll” Te=10°C

525 525 /
175 17.5 4

0.0 - 00—

EA/%
EA/%

| ‘ | | T |
53 63 70 53 83 70

PHe PHe
Bild 5.2: Signifikante Wechselwirkungen zweier Faktoren\{2F) auf die ZielgroReEA. Nicht
dargestellte Faktoren sind konstant mRSV=0,11 =1:9; Tz = 30,0 °C; tz= 80,0 min;
EwWV=0,6 =1:1,6; 4T=10,0; pH:-=6,3; t;=35,0min; ts=600,0 min, pH:=6,3 und

Cnaci = 0,4 molL™.

5.1.2.2 Signifikante Effekte durch 2FWW in Bezug aufPGA

Im Gegensatz zurEA hangt die PGA von deutlich mehr Faktoren und deren
Wechselwirkungen ab (Gl. (5.2)).

Bild 5.3a) stellt die ZielgroR@GA in Abhangigkeit von den FaktorggHe und RSVdar.
Bei pHe = 5,5 hat es keinen wirklich relevanten Einflus$ die PGA ob RSV= 1:7 oder



40 5. Ergebnisse

RSV=1:13. Hingegen ist bgHe = 7,0 mit einem Verhaltnis von 1:7 eine signifikan
hoherePGAvon 8,4 % zu erzielen, als REV= 1:13 mitPGA= 2,7 %.

Ahnlich zeigt sich der Effekt volnac innerhalb der 2FWW mipHg in Bezug auf die
jeweilige PGA (Bild 5.3b)). Wahrend beipHe =5,5 kein Unterschied zwischen
Cnaci = 0,1 molL™ oder cyac = 0,7 molL™? zu identifizieren ist, zeigen sich signifikante
Unterschiede bgdHg = 7,0. DiePGA ist mit 7,5 % bepHg = 7,0 undcyac = 0,1 moiL™
um 4,2 % groRer als dRGAbeipHg = 5,5 undcyac = 0,7 molL™.

Bild 5.3c) stellt die ZielgroR®GA in Abhangigkeit vorpHe und Te dar. Hierbei zeigen
sich ahnliche Abhangigkeiten wie bei d&h (Bild 5.2b). Allerdings sind die Unterschiede
bei niedrigerem pH-Wert etwas geringer. Bdiz = 7,0 kann erneut durch eine hdhere
Temperatur (50 °C) eine signifikant hohelP&A von 10,3 % erzielt werden als bei
niedrigerer Temperatur von 10 °BGA= 1,8 %).

Neben der Extraktionstemperatur erscheint laut Begressionsgleichung auch die
Temperaturdifferenz4T zwischen Extraktions- und Verdinnungsmedium vool3gr
Bedeutung - insbesondere deren Wechselwirkung emitpdH-Wert des Extraktionsmittels
(Bild 5.3d)). BeipHe = 5,5 ist diedT irrelevant fur diePGA wohingegen signifikante
Unterscheide bepHe = 7,0 gemessen wurden. Bei einer Temperaturdiffereon 20 K,
d. h. das Extrakt hatte eine Temperatur von ~2%A@ das zugegebenen Wasser war
~1 °C kalt, war um eine 2,7 % hohé&&Aals beuT = 0 K (d. h. Extrakt und Wasser eine
Temperatur von ~25 °C). Um ein Vielfaches mehr kdiemPGA allerdings durch eine
geschickte Kombination aus dem pH-Wert des Extoaktinediums gHg) sowie des
FallungsmediumspHg) gesteigert werden (Bild 5.3e)). Zeigen sich bees pHg von 5,5
keine signifikanten Unterschiede, werden fidi = 7,0 diePGAvon 1,3 % signifikant auf
11,5 % pHg = 5,5) erhoht.

Die letzte 2FWW RSVundcnac) in Bezug auf die Zielgrol¥@GAist in Bild 5.3f) gezeigt.
Bei einem hoheiRSVvon 1:13 ist eine niedrigergac von 0,1 molL™ von signifikantem
Vorteil (PGA=3,3%) im Vergleich zu 0,7 ma* (PGA=1,5%), wohingegen bei
RSV= 1:7 kein Unterschied festzustellen ist.
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X L "
a 2004 g = 200 |
) ) Rev= 0,14 (1:7) 5 ) Cnaci = 0,7 Mol
o RSV= 0,08 (1:13) a Cnaci = 0,1 molL™
150 4 150 4
10.0 — 10.0 4
504 50— /
0.0 - 00—
I I I T T T
55 6.3 7.0 55 63 7.0
pPHe PHe
§ 200 C) &\o 200+ d)
g T.=50°C 6 4T=20K
o Te=10°C o AT=0K
15.0 1504
10.0 H 10.0 -
504 50
iy
il T
0.0 00
5.‘5 6.‘3 7!0 f f I
35 63 7.0
PHe PHe
é: 200 - Q\O 20.0
< e) < f) .
O) pH:=7,0 (0) Cnacl = 0,7 moll”
o 150 PH = 5,5 o o Cnaci = 0,1 molL™?
10.0 - 10.0 -
50| 5.0 %
0.0 o 0.0 -
T T I I I I
35 6.3 7.0 0.08 0.1 0.14
PHe RSV

Bild 5.3: Signifikante Wechselwirkungen zweier Faktoren (AF\auf die ZielgroRe2GA Nicht
mRSV= 0,11 =1:9; Tg=30,0 °C; tg = 80,0 min;
t; = 35,0 min; ts=600,0 min, pHg=6,3

dargestellte Faktoren sind konstant
EWV=10,6 = 1:1,6; 4T=10,0; pH:=86,3;

Cnaci = 0,4 molL™.

und
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5.1.2.3 Signifikante Effekte durch 2FWW in Bezug aufvisTex

Mit Ausnahme der Extraktions- und Sedimentatiorisgewie demEWYV wahrend der
Fallung, welches nur aus hierarchischen Grindengediiiirt wurde, haben alle
untersuchten Faktoren einen signifikanten Einflas$ die visTex (Tabelle 5.2). Dabei
wurden vier Parameter in WW untereinander und diktdfenTg, pHg, AT undtz mit
signifikantem Einfluss identifiziert. In Bild 5.4sti die visTexin Abhangigkeit von den
verschiedenen 2FWW dargestellt, z. B. in Bild 5.d&) FWW zwischerpHg und RSV
Sowohl beipHg = 5,5 als auch bepHg = 7,0 ist die Qualitdt des Isolats besser, wenn
RSV=1:7 (Note =1 - 2) als b&SV= 1:13 (Note = 2 - 3). Ferner fuhrt eine niedraggc
bei pHe = 5,5 zu einer deutlich schlechteren Isolatqua(ite = 3) alyac = 0,7 molL™
(Bild 5.4b)), wohingegen keine Qualitatsunterschidxki hoherem pH-WelpHe = 7,0)
beobachtet werden konnten. Allerdings lag die Isolalitdt bei pHe=7,0 und
Cnaci = 0,1 molL™ unterhalb derer bepHz =5,5 (Note =2). In Bild 5.4c) wird der
signifikante Einfluss der 2FWW zwischgrHg und EWV gezeigt. Deutlich ist, dass die

Isolatqualitat bepHe = 7,0 tendenziell besser bewertet wurde.
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RSV=0,14 (1:7)
RS\=0,08 (1:13

visTex
I
Q

n

n
-3
[
=

PHe

b) c) EWV=1,0 (1:2)

EWV=0,2 (1.5

Cnaci = 0,7 molL ™t
Cnaci = 0,1 molL?

visTex
L

visTex
L

T T T ‘ ‘ |
55 63 7.0 ox 63 20

pHe pHe

Bild 5.4: Signifikante Wechselwirkungen zweier Faktoreni&F) auf die ZielgroReisTex Nicht
dargestellte Faktoren sind konstant mRSV=0,11 =1:9; Tz = 30,0 °C; tz=80,0 min;
EWV=0,6 = 1:1,6; 4T=10,0; pH-=6,3; t;=35,0min; ts=600,0min, pHz=6,3 und
Cnaci = 0,4 molL™.

5.2 Rohstoff-Auswahl

Der fur Lupinus angustifolius L. standardisierte Prozess wurde auf weitere
Kdérnerleguminosen (Soja, Erbse, Ackerbohne, Linse weil3e Bohne) angewandt, um
dessen Ubertragbarkeit auf andere Rohstoffe zwepr(fabelle 4.1). Zuséatzlich zu den
weiteren Rohwaren wurden vollfette und entélte bepiflocken mit in die Versuchsreihe
aufgenommen. Um den Prozess fur jeden einzelnest®blanzupassen, wurden simultan
drei Extraktionsparameteplfle, cnaci Und RSV variiert. Die Auswirkungen auEA und
PGA sowie auf die Qualitat der IsolattextwmigTexsiehe Kapitel 4.4.3) wurden mit Hilfe

eines D-optimalen Versuchsplans untersucht (TalBeliem Anhang). Ziel war es, weitere
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Leguminosen fir die Gewinnung des fettahnlichertdtngsolats in ausreichender Menge
zu finden.

Die chemische Zusammensetzung der verwendeten dtighsturde ermittelt, welche in
Tabelle 5.3 aufgefiihrt sind. Es zeigte sich, dassRdoteingehalt der Kornerleguminosen
zwischen 20,5 und 56,5 % variiert, wobei Erbse,skin Acker- und weil3e Bohne
Proteingehalte im Bereich von 20,5 und 27,7 %, Saojad die unterschiedlich

vorbehandelten Lupinen im Bereich von 40,1 bis 36,&8ufweisen.

Tabelle 5.3:Ergebnisse der chemischen Analyse der vorbehandetibstoffe. Die Werte fiir den

Protein-, Fett- und Aschegehalt beziehen sich sufedveilige Trockensubstanz (TS).

Verwendeter Rohstoff Proteingehalt Fettgehalt Aschegehalt TS/ %
| % | %
(Nx5,7) 1 %

Entdltes Sojabohnenmehl

_ 56,5 14 6,4 93,8
(Glycine max..)
Erbsenschrot
. : . 20,5 2,5 2,7 87,3
(Pisum sativunh. cv. Attika)
Ackerbohnenschrot
- 27,8 2,0 3,4 86,4
(Vicia fabal.)
Entdlte Lupinenflocken
. _ 43,8 11 4,0 89,0
(L. angustifoliud_. cv. Vitabor)
Vollfette Lupinenflocken
. . 40,2 9,6 4,2 85,7
(L. angustifoliud_. cv. Vitabor)
Linsenschrot
. 27,7 2,1 2,8 89,6
(Lens culinaridl.)
Mehl der weil3en Bohne
26,5 2,0 3,7 89,6

(Phaseolus vulgarik.)

Die Massem, TS und der Proteingehaif aller anfallenden Extrakte und Isolate wurden
ermittelt, um letztlich die ZielgroRReBA (Gl. (4.2)) undPGA (Gl. (4.5)) zu berechnen
(Tabelle 5.4). Danach wurde fur die beiden Zielgd&A und PGA ein quadratisches
Regressionsmodell (gemafd der Gl. (4.6)) genenegetches alle untersuchten Faktoren

(Rohstoff,cnac, pPHe und RSV und deren Wechselwirkung enthdlt. Die Interpretaties
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Modells sowie der enthaltenen Regressionskoeffigiens; ist allerdings aufRerst

schwierig und eine grafische Darstellung kaum nabgliDeshalb wurde zuséatzlich fur
jeden einzelnen Rohstoff eine quadratische Funkgemald Gl. (4.7) der numerischen
Faktoren je ZielgroRg gebildet (Gl. (5.4) und (5.5)).

Tabelle 5.4:Analytikwerte sowie Zielgrol3en bei unterschiedlich&@ktorstufen-Kombinationen

nach einem D-optimalen Versuchsplan zum Rohstaffeah

Ergebnisse der Analysen und Zielgréf3en

c C
Mexrake | Sextrake Pevaia EA  Mgoat  TSesolat o pez. PGA

RUN!  Rohstoff Ig 1% % 1% g 1% TSeot /%
2 2585,5 74 1,0 442 205 10,0 46,3 1,6
4 2612,0 68 08 36,6 15,9 10,2 431 1,2
8  ackerbohne 11931 45 3,0 58,8 322 23,27 92,9 11’Z
20 2629.6 08 0,3 14,1 <0,2 n. b’ n.b? n.b:
38 11475 90 24 454 251 16,8 772 55
44 1646,3 55 1,7 46,7 56,4 26,4 87,9 21,9
7 2622,0 1,1 03 176 0,2 n. b? n.b? n.b?
10 1862,4 37 1,2 51,1 288 28,7 92,2 17,0
13 Erbse 2632,8 73 08 488 7,3 11,3 52,1 1,0
14 1057,5 89 1,8 42,7 10,3 18,0 81,9 34
22 1828,6 6,7 1,2 486 9,4 35,2 96,9 7,2
24 1135,2 39 23 590 21,2 16,4 795 6,2
11 1107,6 6,2 19 337 6,4 11,0 53,5 0,6
16 1128,8 22 0,7 126 0,3 n. b2 n.b? n.b?
28 Linse 2597,4 74 07 306 3,2 20,1 n.b? n.b?
29 11255 88 15 279 63 8,3 60,2 0,5
30 2556,9 42 09 36,3 123 26,8 84,6 45
37 2638,8 21 1,2 493 205 13,0 80,7 3,5
5 14380 106 36 52,8 1,5 16,0 n.b? n.b?
18 1028,6 71 44 460 16,8 44,7 96,2 7,4

27 Entolte 24577 87 22 56,2 83 42,4 98,3 3,6
31 Lupine 1459,7 31 08 126 1,3 12,3 n.b? n.b?
34 9493 12,7 4,7 46,1 30,1 42,3 98,1 12,8

36 2480,7 23 1,1 275 199 29,8 80,0 4,9
15 2546,3 86 19 553 23 28,1 n.b? n.b?
19 1059,0 11,4 42 51,3 26 21,7 n.b? n.b?
23 Vﬂgﬁ:‘: 25794 2,7 14 419 103 37,1 809 36
32 1036,1 48 21 250 123 48,2 87,7 6,0
35 1784,5 53 2,3 47,0 43,2 52,8 98,3 26,0
42 1001,5 12,1 4,2 49,3 30,5 46,3 95,5 15,7
1 Entéilte 8285 145 6,3 39,2 6,6 18,3 64,2 0,6
3 Sojabohne 2579,2 9,7 3,0 588 47,8 7,5 91,53 12’Z
6 2491,3 48 31 591 1,0 16,6 n.b? n.b
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Ergebnisse der Analysen und Zielgré3en

c C
Mexwake | Sextrake Pedrakc EA  Mgoat  TSesolat o pez. PGA

RUN!  Rohstoff Ig 1% % 1% g 1% TSeot 1%
12 24827 49 33 61,3 <0,2 n. b? n.b? n.b?
21 801,3 42 16 9,7 <02 n. b? n.b? n.b?
26 931,2 148 6,7 468 3.8 16,0  n.b? n.b?
33 24988 10,2 3,0 56,6 30,8 29,9 89,1 6,2
40 900,0 56 1,9 12,7 25 27,2 n.b? n.b?
9 2588,8 47 09 380 26 13,2 n.b? n.b?
17 1590,1 30 15 40,7 82 13,0 616 1,1
25 WeiRe 1080,1 65 2,1 382 3,6 10,7 n.b? n.b?
39 Bohne 1560,8 83 1,3 329 <0,2 n. b2 n.b? n.b?
41 2493,8 1,2 04 172 23 12,7 n.b? n.b?
43 1092,6 90 1,7 30,6 3,2 10,7 n.b? n.b?

'RUN: Versuchsnummefn. b.: Aufgrund der zu geringen Isolatmengeds) konnten einige

Werte nicht analysiert werden

5.2.1 EA bei unterschiedlichen Rohstoffe

Fur EA wurden sieben Regressionsgleichungen (gemald Glfit. jeden einzelnen
Rohstoff) ermittelt, wobelEA - unabhéngig von dem gewahlten Rohstoff - stegsifgkant
vOonN Cnacl PHe UndRSVsowie von der 2FWW zwischgaHe undcyac) sowie dem pH-Wert
zum QuadratpHZ beeinflusst wurdep(< 0,01). Die Modelle fUrEA entsprechen der
Regressionsfunktion (Gl. (5.4)), wobei die sichHehstoff verandernden Regressions-

koeffizienten 8, sowie das Bestimmtheitsm&® in Tabelle 5.5 aufgefiihrt sind.

EA=f+1890pH+f | LCyacit frey LIRSV -1791pH¢ (€, _34’31CI%IaCI (5.4)

Cnacl

In Tabelle 5.5 schwankp, abh&ngig von dem gewahlten Rohstoff von -90,0%ékc
bohne) bis -42,74 (Soja)3, _ zwischen 136,40 fur die weil3e Bohne und 161,3fér

vollfette Lupine. B, nimmt sowohl positive als auch negative Werte \268,03 bei der

Soja bis +151,45 bei der Ackerbohne an (Tabellg 5.5
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Tabelle 5.5 Regressionskoeffizienten der signifikante Faktofiééndie Regressionsmodelle der
ZielgroRenEA (Gl. (5.4)) undPGA(GI. (5.5)).

Koef- . Voll- .

ZielgroRRe fi- Entqlte fette Acker-  Weile Erbse Soja Linse
, Lupine X bohne Bohne
zient Lupine
R? 0,91 0,96 0,96 0,98 0,96 0,87 0,95
Rjdj 0,90 0,96 0,96 0,98 0,96 0,86 0,95

EA B, -75,22  -68,79 -90,09 -90,07 -76,85 -42,74 -63,71

B.. +160,55 +161,32 +144,60 +136,40 +144,96 +151,91 +135,21

Brsy -41,48 -88,89 +151,45 +103,48 +57,16 -263,03 -132,16

R? 0,76 0,96 0,77 0,86 0,77 0,80 0,71
R;dj 0,75 0,96 0,76 0,85 0,76 0,79 0,69
In(PGA +0226) B -5,65 +6,86 -14,21 -958 -13,89 +2,20 -4,04

B +1,36 -0,61 42,85 +1,71 42,75 -0,38  +0,92

B.. +16,08 +14,18 +16,77 +1538 +16,88 +1841 +16,20

Die Regressionsmodelle fli#A (Gl. (5.4)) wurde fur einige Rohstoffe exemplahisals
Wirkungsflachendiagramme dargestellt (Bild 5.5)z&8gt ist die Veranderung vddA bei
variierendenpHg und cyac) SOwie konstanterRSVvon 1:9 fur die vollfette Lupine, Soja,
Linse und Erbse. Die Wirkungsdiagramme der andé&ehstoffe sind aufgrund ihrer
Ahnlichkeit nicht explizit dargestellt, sondern d&inn Klammern beim jeweiligen
Aquivalent angegeben. So @hneln sich die vollfetteé entolte Lupine (Bild 5.5a)), weil3e
Bohne und Linse (Bild 5.5c)) sowie die Ackerbohmel iErbse (Bild 5.5d)).

Unabhangig von der Leguminosenart erreigi stets ein Minimum bepHg = 5,0 und
cnaci = 0,0 molL™, wobei EA durch Salzzugabe oder alternativ mittelsle-Erhdhung
gesteigert werden kann. B&jaci= 0,0 moiL™* wird durchpHg-Zunahme von 5,0 auf 6,5
eine Steigerung défA von 14,9 auf 43,2 % flr die vollfette Lupine (Bbdba)), von 14,6
auf 42,8 % fur die entdlte Lupine, sowie von 216 49,8 % fur die Soja (Bild 5.5b))
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erzielt. Ahnlich wie die genannten lipidbasierteaguminosen verhielten sich auch die
starkebasierten Saaten Ip#lz = 5,0 undcyac = 0,0 molL™. Eine Zunahme deEA war zu
verzeichnen von 15,6 auf 43,9 % bei der Linse (Bilsic)), von 16,0 auf 44,2 % fur die
weil3e Bohne, von 24,2 auf 52,5 % bei der Erbsed(Bibd)) und von 22,3 zu 50,5 % bei
der Ackerbohne. Alternativ konntBA bei pHg = 5,0 mittels NaCl-Zugabe gesteigert
werden (Bild 5.5a)-d)). Allerdings ist insbesondebei hoheren pHe-Werten zu
beobachten, dadsA nach Erreichung eines Maximums mit Erh6hung eQst wieder
sinkt. Beispielsweise stei@A bei Verwendung der Erbse und ein@idz von 6,0 und
Cnaci = 0,0 molL™ von 43,2 % auf 53,1 % beiiaci= 0,5 molL™ und sinkt auf 48,9 % bei
cnaci = 0,9 molL™. Dieser Effekt konnte bei allen Rohstoffen beolicverden.
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a) vollfette Lupine (entdlte Lupine)

o 7

05 58
Chacl 53“\\\V///’?3 pHe
/mOI_L—l 00750

c) Linse (weil3e Bohne)

CNacl o
/mol.L'l 00750 pHE

{

Bild 5.5: Extraktionsausbeutdf) in % bei variierendepHg undcyac) SOwie konstanterRSVvon
1:9. Die in Klammern angegebenen Saaten sind audgitirer Ahnlichkeit zum gezeigten

Diagramm nicht mit eigenelirkungsdiagramm explizit dargestellt.

5.2.2 PGA bei unterschiedlichen Rohstoffe

Anders als beEA wurde zur besseren Anpassung an die Normalventgitie ermittelten
Werte fir PGA zunachst einer Transformation mit dem natirlichemgarithmus
unterzogen, wobei zusatzlich eine Konstakte , @&geflgt wurde. Es konnte sowohl
ein Regressionsmodell mit allen untersuchten Fakt¢RohstoffCyac, pHe Und RSV als
auch sieben einzelne Modelle in Bezug auf die eieg¢en Rohstoffe generiert werden.
Auch hier wurde Letzteres fur eine bessere Datstglund Interpretation der Ergebnisse
gewahlt. Im Gegensatz ZA wurden die Effekte auPGA durch cyac, pHe und RSV
mittels ANOVA als nicht signifikant eingestuft. Ligtich die 2FWW zwischempHg und
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Cnacl SOWie Cnaci UNd RSV als auch der quadratische Tertf),, zeigen signifikanten
Einfluss aufPGA In Gl. (5.5) ist die Regressionsfunktion dargkiste/obei die linearen
Terme der Faktoren aus hierarchischen Grundenediefh.
IN(PGA+ 026) = B, + B,y LPH + B, _ [Cyoq -1213RSV 55

-268pHy [By,q, +3116Cy,c RSV -450c] .

Die je Rohstoff varilerende Regressionskoeffizientg,, B, und S, sowie die

BestimmtheitsmaRé¥ und RZ, sind in Tabelle 5.5 zusammengestellf, schwankt

abhangig von dem gewahlten Rohstoff in einem Bharemn -14,21 bei Ackerbohne bis

6,86 bei der vollfetten Lupineg,, zwischen -0,61 fur die vollfette Lupine und 2,85 b

der Ackerbohne ung3, = schwankt im ausschlieBlich positiven Wertebereich 14,18
bei der vollfetten Lupine und 18,41 bei der Sojal@lle 5.5).
Die grafische Darstellung d&GA erfolgt als Konturplot beispielhaft fur Ackerbohaed

vollfette Lupine bei variierendepHg und cyac) SOwie konstantenRSV (Bild 5.6a) - b)).

Die Konturplots aller weiteren Leguminosen sind Anhang zu finden (Bild 9.1 im
Anhang).

a) Ackerbohne b) vollfette Lupine

1.0

Cnac) /molL™

0.8

0.5 - 0.5

0.3+ 0.3

0.0

5.0 5.4 5.8 6.1 6.5 6.5

pHe pHe

Bild 5.6: Konturplots der ProteingesamtausbelR&4) in % (Isolinien im Diagramm) bei vari-

ierendenpHg und cyac) SOWie konstanterRSVvon a) 0,08 (1:13) fur die Ackerbohne und b) 0,14
(1:7) far die vollfette Lupinenflocken



5. Ergebnisse 51

Die Konturplots fur Ackerbohne und vollfette Lupimeigen deutlich den Unterschied der
beiden Saaten in Bezug auf d&A Wahrend bei der Ackerbohne ein hoher pH-Wert
(PHe=6,5) zur Maximierung der Proteinausbeute angewenwerden sollte
(PGA= 26,0 % betnaci = 0,4 molL™), zeigt die Lupine bei gleicher Salzkonzentratitis
hochste Ausbeutd®GA= 29,0 %) bepHg = 5,0.

5.2.3 Validierung der gewéhlten Modelle

Die generierten Modelle zeigten eine gute Anpassangdie hierfir experimentell
erfassten Daten. Inwieweit auf Grundlage dieser élledvVorhersagen fUEA und PGA
getroffen werden koénnen, wurde mit Hilfe einer wenh Versuchsreihe (Tabelle 5.6)
untersucht. Es wurden beliebige Einstellungen deraktionsparameter im untersuchten
Bereich gewahlt und die experimentell ermittelteert®y firEA und PGA mit dem durch

das jeweilige Modell vorhergesagten Werte verglicfieabelle 5.6).

Tabelle 5.6: Vergleich derexperimentell und auf Grundlage der Modelle (Gl4J5und (5.5))
berechneten Werte fUrPGA und EA in % bei unterschiedlichen Einstellungen der

Extraktionsparameter im untersuchten Bereich zuidiéung der Modelle

Faktorstufen EA /% PGA /%

¢
Rohstoff  ph, " Rsv  Vorher! Exp?  Vorher! Exp?

/mokL™
Ackerbohne 6,3 0,7 1:7 57,2 47,3 18,6 6,4
Linse 5,9 0,1 113 39,9 30,6 1,7 9,3
Vollfette Lupine 5,3 0,6 1:10 44,9 59,8 18,8 254
Entolte Lupine 5,6 0,7 1.7 49,5 58,4 5,9 15,8
WeilRe Bohne 6,0 0,3 1:10 41,5 37,9 0,5 0,9
Erbse 6.4 0,6 1.7 58,6 40,0 18,1 6,9
Soja 5,0 1,0 1.7 40,4 42,1 39,8 8,0

"Vorhergesagter bzw. berechneter Gexperimentell ermittelter Wert
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Die Versuchswerte wichen mit Ausnahme der Sojaeaug aufEA sowie fir die weil3e
Bohne in Bezug auPGA und EA deutlich von den vorhergesagten Werten ab. Soavurd
fur die Soja bepHg = 5,0, Cyaci = 1,0 undRSV=1:7 eineEA von 40,4 % berechnet und
42,1 % experimentell ermittelt, wohingegen fir a@lfette Lupine fur beipHg = 5,3,
Cnacl = 0,6 undRSV=1:10 eineEA von 44,9 % vorhergesagt und 59,8 % erzielt. Dehnoc
lagen alle experimentell ermittelten Werte inneohdés 99 %-igen Vertrauensbereich des

jeweiligen Modells.

5.2.4 Isolatqualitat unterschiedlicher Kdrnerleguminosen

Neben einer grol3en Ausbeute ist die Qualitat deteirisolate fur einen spéateren Einsatz
als Fettersatzstoff von entscheidender BedeuturegwBgen wurde im Rahmen der
Versuchsreihe zur Validierung der Modelle (KapBe?.3) die Textur der erhaltenen
Proteinisolate anhand des Bewertungsschemas (€ah8ll benotet. In Bild 5.7a) - f) sind
die Proteinisolate der untersuchten Kdrnerlegun@noabgebildet, welche die qualitativ
beste Bewertung erhielten. Dabei konnten ledigtiah Proteinisolate der vollfetten und
entdlten Lupine mit einer 1 bewertet werden, watiralle anderen die Note 3 oder im

Falle der weilRen Bohne die Note 4 erreichten.
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b) Erbse

Bild 5.7: Proteinisolate aus unterschiedlichen Kdrnerleguseno
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5.3 Finale Prozessoptimierung

Aufgrund der Ergebnisse des Rohstoffvergleichs {i€hb.2) wurden die vollfetten
Flocken der Sadtupinus angustifoliud.. fir die finale Prozessoptimierung verwendet.
Simultan wurden die FaktorepHg, cnac, RSV pHe, EWV, ts und tz variiert und die
Auswirkungen auEA und PGA sowie auf die Qualitat der IsolattextwmigTey mit Hilfe
eines FC-CCD (Bild 4.2) untersucht. Der Versuchspldozw. die Faktor-
stufenkombinationen der einzelnen Versuche sindmmang (Tabelle 9.6) aufgefuhrt.

Die chemische Zusammensetzung der verwendeten Retwwade bereits in Kapitel 5.1
und 5.2 ermittelt (Tabelle 5.3). Die Magse TS und der Proteingehaj aller anfallenden
Extrakte und Isolate sowie die ermittelten Ziel@B&EA (Gl. (4.2)) undPGA (Gl. (4.5))

sind in Tabelle 5.7 zusammengefasst.

Tabelle 5.7:Analytikwerte sowie Zielgrol3en bei unterschiedlich&ktorstufenkombinationen

(Tabelle 9.6 im Anhang) nach einem FC-CCD zur &indProzessoptimierung

Ergebnisse der chemischen Analyse und ZielgroRen

Mextrakt T Sextrakt CPEX"EH EA Misolat T Sisolat Cp'sma‘ bez.
RUN! /g 1% 1% 1% Ig 1% TSeot PGA/%
1 833,8 6,3 3,1 29,5 26,4 51,4 97,6 15,4
2 2470,8 8,5 2,4 70,0 93,0 33,6 86,1 31,3
3 1401,6 9,0 4,2 68,8 101,0 34,0 87,9 35,0
4 889,0 9,1 5,8 60,2 91,4 42,6 94,1 42,5
5 1345,0 9,1 4,2 65,4  108,0 36,8 92,4 42,6
6 2302,6 2,6 1,1 30,2 27,8 46,6 91,8 13,8
7 755,5 6,8 31 26,8 24,2 44,7 92,5 11,6
8 1264,0 8,2 3,6 52,4 74,6 39,0 89,8 30,3
9 1419,3 8,4 4,0 66,3 97,6 36,7 93,6 38,9
10 1461,8 7.8 4,1 69,9 91,0 30,7 91,6 29,7
11 1440,2 10,4 4,1 68,2 50,1 27,5 81,2 13,0
12 1467,1 7,5 3,9 66,9 96,9 36,0 95,6 38,7
13 2430,5 8,8 2,7 77,3 50,2 25,2 79,8 11,7
14 2468,4 8,7 2,6 74,5 50,8 31,0 88,8 16,2
15 972,5 12,4 5,4 60,9 53,7 28,4 84,7 15,0
16 1423,0 8,3 3,9 64,3 83,3 29,8 88,6 25,5
17 2385,9 8,9 2,3 62,6 55,9 35,7 82,4 19,1
18 1470,8 8,4 3,8 64,4 1053 32,9 91,1 36,7
19 2406,8 4,0 2,5 70,4 88,4 38,1 96,8 37,8
20 946,4 8,5 5,0 55,1  101,6 375 94,9 42,0
21 1372,0 8,9 4,0 63,6 91,6 34,1 92,1 33,4
22 813,9 13,4 5,2 49,0 12,3 21,0 51,7 1,5

23 975,8 8,0 5,5 62,4 106,1 33,1 92,5 37,8
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Ergebnisse der chemischen Analyse und ZielgroRen

Mextrakt T Sextrakt CPEx"ﬂk' EA Misolat T Sisolat CHSD'” bez.
RUN! /g 1% 1% 1% Ig 1% TSeot PGA/%
24 2376,3 4,1 2,6 72,3 88,0 41,8 96,7 41,3
25 2319,4 3,0 1,3 33,9 22,5 48,3 98,7 12,5
26 1384,0 8,3 3,8 60,4 91,8 34,9 92,6 34,5
27 1429,5 6,0 3,5 58,8 90,0 45,2 95,8 45,2
28 2393,4 9,0 2,3 62,5 76,6 38,5 92,4 31,6
29 1539,6 7.8 3,4 61,5 84,0 39,1 89,1 34,0
30 842,7 12,1 4,7 46,2 37,9 36,3 86,8 13,8
31 1455,2 8,7 3,7 62,2  100,3 33,7 90,4 35,4
32 1391,1 9,0 3,7 59,8 93,7 35,2 91,5 35,0
33 2394,8 9,7 2,3 64,5 29,4 30,0 69,8 7.1
34 958,1 12,7 4,8 53,6 71,3 26,5 91,3 20,1
35 908,2 8,4 5,3 55,7 95,5 41,2 93,0 42,5
36 2437,6 4,1 2,4 68,2  109,3 45,0 96,6 55,1
37 2370,1 3,2 1,1 30,0 27,6 37,9 75,9 9,2
38 823,0 4,9 2,8 26,6 23,5 43,7 90,4 10,8
39 1466,3 8,5 3,6 61,6 97,9 35,8 92,3 37,7
40 2332,0 2,8 1,2 32,2 19,6 38,5 93,0 8,2
41 1003,5 8,0 5,0 58,4 92,2 47,5 95,5 48,5
42 2475,2 9,1 2,5 73,0 14,0 17,3 51,7 1,5
43 1444,3 8,2 3,7 62,9 1033 33,8 91,7 37,2
44 876,6 13,1 5,1 51,7 70,2 30,4 84,2 20,9
45 939,1 12,6 5,1 55,1 11,7 18,7 64,0 1,6
46 834,3 12,3 4,8 46,7 69,7 37,9 92,9 28,5
47 1422,9 8,6 3,8 62,1 101,4 33,5 91,8 36,2
48 994,8 10,2 4,8 55,9 99,0 33,9 92,6 36,1
49 2387,0 8,6 2,2 62,1 22,7 31,0 72,3 5,9
50 2440,4 6,2 2,4 67,7 97,1 34,8 92,9 36,4

'RUN: Versuchsnummer

5.3.1 EA bei unterschiedlichen Faktorstufenkombinationen

Die Veranderung deEA bei unterschiedlichen Faktorstufenkombinationemdeumittels
Regression modelliert (Gl. (5.6 A wurde signifikant |§ < 0,05) vonpHg, RSVund cyacy,
sowie von den 2FWW zwischgrHz undcyac als aucitRSVundcyac) beeinflusst.

EA=5734+ 680X, — 504%.g, + 379X, — 495x ~ 386X~ X

I PHe XCNaCI

(5.6)

Mit einer Konstantens, von 57,34 und den dazu vergleichsweise kleinenrédsgpns-

koeffizienten (zwischerBgs, = - ,504ind S3,,, =680 kann bei den untersuchten Bedin-

gungen stets davon ausgegangen werden, dass Brateltdsung gehen. Die linearen

Terme in Gl. (5.6) zeigen, dass der pH-Wert wahmedExtraktion den, im Vergleich zu
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anderen Faktoren, grof3ten Effekp (, =g8a@uf EA ausibt. DieEA steigt bei
pHe = 7,0 (dax,, =) somit um 6,8 %. Eine hohe Salzkonzentratignad = 1,0 moilL™
und somitx, =) verbessertA lediglich um 3,8 % (dg3, = =37P Das Verhaltnis

von Rohstoff zur eingesetzten Salzlésungsmengerkiedirch das negative Vorzeichen

des Regressionskoeffizientef{,, = — , 504 den meisten Féllen eine Verringerung der

EA Es sei denn, die Dezimalzahl der approximier®8V wird minimiert, d. h.
RSV= 0,08, somitistx, ~=- 1und der Term- 504x, = 5,04. Da eirRSVvon 0,08 ein

tatsachliches Massenverhaltnis von 1:13 bedeutessrdas Verhaltnis vom Rohstoff zur
Salzlésung maximiert werden, ufA zu erh6hen. Allerdings befinden sich die genannten
drei Faktoren gHg, RSV und cnac) in 2ZFWW, weswegen eine Bewertung nur in
Zusammenhang mit dem wechselwirkenden Faktor defthgt werden darf, welche in
Bild 5.8 gezeigt sind. In Bild 5.8a) igEA bei pHe = 7,0 undcnac = 1,0 molL™? mit
EA= 63,0 % um ~20 % groRer als iz = 5,5 undcyaci = 0,1 molL™ mit EA = 41,8 %.
Zudem wird deutlich, dass die SalzkonzentrationHmiem pH-Werten nicht gréRer als
0,8 molL™ gewahlt werden sollte, da es zu einer VerringerinrgA filhrt, was durch das

negative Vorzeichen des Regressionskoeffizientgy, = -4, 5) itn Modell (5.6)

bertcksichtigt ist. In Bild 5.8b) wird wiederum eirhohe Salzkonzentration bevorzugt
(cnaci = 1,0 molL™), wobei mit einenRSVvon 0,08 bzw. 1:13 eine héheEé von 70,0 %
erzielt werden kann als beiRSV=0,14=1:7 EA=52,5%). Die optimale
Salzkonzentration ist abhéngig von der jeweiligeelsfellung und wird in Kapitel 5.3.6

ermittelt.

Allerdings wurde fiir das Modell in Gleichung (5.®)it R = 0,45, Fﬁdj =0,39 und

Roes = 0,27 kleine BestimmtheitsmaBe ermittelt. Die eatatische Anpassung an die
ermittelten Daten ist somit fehlerhaft und die FPrage der Ergebnisse bei bestimmten

Parametereinstellungen eventuell schwierig und rilbespruft werden (Kapitel 5.3.4).
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Bild 5.8: Konturplots der Extraktionsausbeut®4] in % (Isolinien im Diagramm) bei variierenden

Cnact UNd pHe und konstantenRSVvon 0,11 bzw. 1:9 (a) sowie in Abhangigkeit vomr 86WW
Cnact UNARSVunNd konstantermpHg von 6,3 (b).

5.3.2 PGA bei unterschiedlichen Faktorstufenkombinationen
Die PGA ist abhangig von den Faktor@idg, RSV Cnaci, tz, PHr, ts und EWV, die alle

entweder in einer 2FWW oder quadratischen Ter@)(in Gl. (5.7) aufgefiihrt sind. Im

Vergleich zu EA (Gl. (5.6)) wird die PGA von deutlich mehr Faktoren und FWW
beeinflusst.

VPGA= 569+ 054x,,, ~0017Xsg, — 071X, +029x_ — 051X, + 034x_ (5.7)
= 034Xy = 090X, X, . — 032%:qy X,
= 057X, Xp. — 077X, Xeyy —130%7

mit R = 0,83, Rjdj = 0,78 undrR?_, = 0,69 und einem signifikant&rOF.

pred

Der Faktor x,,, hat im Vergleich zu den anderen linearen Termehtmar den groften
Einfluss aufEA (GI. (5.6)) sondern auch aBfGAin Gleichung (5.7) mitB,,  =054Das

bestéatigt somit den wesentlichen Effekt oder Bgitdes pH-Wertes wahrend der
Extraktion, welcher wieder in einer 2FWW naji;c) auftaucht. Der Zusammenhang dieser
beiden EinflussgrofRen und deren Auswirkung B@A ist in Bild 5.9a) dargestellt.

Wahrend eine Erh6hung der Salzkonzentration imrenthiten Bereich vergleichsweise

wenig zur Steigerung delPGA beitragen kann und sich bei hohem pH-Wert sogar
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verschlechternd auswirkPGA= 21,4 % bepHg = 7,0 undcyaci = 1,0 molL™ anstelle von
PGA= 28,6 % bepHe = 5,5 undcyac = 1,0 molL™), kann mit Steigerung des pH-Werts
die maximale®GAvon 61,5% bepHe = 7,0 undcnaci = 0,1 moiL™ erzielt werden.

In Bild 5.9b) ist die 2FWWx, _ [k, aus Gleichung (5.5) dargestellt. Hier fuhrt eine

niedrigere Salzkonzentratiana.c = 0,1 molL™ sogar (im Unterschied zu Bild 5.9a)) tiber
den gesamten pH-BereichHr = 5,0 - 5,9) zu einer hoherd?GA (40,2 % - 41,7 %) als
hohere Salzkonzentrationen. Beispielsweise vaf&a bei cyaci = 1,0 molL™ zwischen
15,3 % und 36,7 %.

a) b)

PGA/% PGA/%

10.0
=
1.0 0:" 7.0 59 ro
08
0.6 63
Cnacl o3 \// pHe pPHe 50701 Cnac 1
/mol-L 01755 /mol-L

Bild 5.9: ProteingesamtausbeutBGA) in % bei variierendepHg und cyac (&) sowiepH: und
Cnact (D). Nicht dargestellte Faktoren sind konstant R8V= 0,11 bzw. 1:9EWV= 0,35 bzw.
1:2,85,pHk = 5,5,t; = 35,0 mints = 30,0 minpHg = 6,3 undcy,c = 0,6 molL™*

Deswegen istyac) auch in WW mitEWV zu finden (Bild 5.10a)), denn die zur Verdin-
nung des Extraktes verwendete Wassermenge entstlididr die Reduktion der lonen-
starke. Ist die Salzkonzentration hocbyat = 1,0 molL™), sollte die groRtmégliche
Verdinnung vonEWV=0,2 =15 PGA=37,1 %) anstelle von EWV =0,5=1:2 mit
PGA= 15,0 % angewandt werden. Allerdings ist &gic; = 0,1 moiL™ ein Verhaltnis von
1:2 zu wahlenRPGA= 46,6 %) anstelle von 1:5 nRGA= 35,6 %.

Des Weiteren beeinflusste die Zentrifugationskerit positivem Vorzeichen als linearer
Term (4, = 029 und innerhalb der Wechselwirkung niSVdie Ausbeute RGA). In

Bild 5.10b) ist gezeigt, dass bei Verwendung eimgolien Ldsungsmittelmenge
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(RSV=10,08 = 1:13) eine langere Zentrifugationszeit=(60,0 min) verwendet werden
sollte.

a) b)
PGA /% PGA /%

0.50 1.0 60.0 0.14

EWV

Cnacl tz /min 2 \/ RSV

0.20 0.1 /mOI'L_l 10.0 0.08

Bild 5.10: ProteingesamtausbeuteGA) in % bei variierendeBEWV undcyac (@) sowigt; undRSV
(b). Nicht dargestellte Faktoren sind konstant R®V= 0,11 bzw. 1:9EWV= 0,35 bzw. 1:2,85,
pHe = 5,5,t, = 35,0 mints = 30,0 minpHe = 6,3 undtyaci = 0,6 moiL™

Die Sedimentationszeits ist innerhalb eines quadratischen Terms mit demdén

Gleichung 5.5 Kkleinsten Regressionskoeffizientem ve 130 aufgeflhrt. Letzteres

bedeutet, dass dieGA stets negativ wird (d. h. b&i = 60,0 oder 0 min isixfs =1 und

—l30x[23 =-130) oder gar nicht von der Sedimentationszeit beessti wird (d. h. wenn

ts = 30,0 min, dann ist 130x? =0).

5.3.3 visTex bei unterschiedlichen Faktorstufenkombinationen
In Bezug auf die Isolatqualitavi§Tey hatten alle untersuchten Parameter einen signifi-
kanten Einfluss, wobepHs und pHg nur aus Grinden der Hierarchie in die Modell-
gleichung (5.8) aufgenommen wurden. Alle Faktorefinolen sich in 2FWW.
visTex= 103+0,066x,,, + 022%q, — 024x, _ +020x_ +0056x,, —020x_
+ 046Xy, — OL9X Xp = OL5X, X + 013Xz X, — O16XegXoh,
+ 021Xz %, + OL8Xgg\Xewy + 028X, Xewy + 036X Xy + 027X Xeyy
+ 020X, Xeywy — 019X Xeyy + 0,96xt25

(5.8)
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mit R° = 0,92, R%, = 0,87 undr?_, = 0,64 und keinerhOF.

pred

Die Konstantef, von 1,03 lasst vermuten, dass bei beim Standazdpsostets eine sehr

gute Isolatqualitat zu erwarten ist, was den Etfagen entspricht. Bei Veranderungen der
Prozessparameter kann nur durch eine geschickteblation erneut die sehr gute
Isolatqualitat beibehalten, aber die Proteinausbettidht werden. Dies ist der klassische
Zielkonflikt zur Verwendung der Zielfunktion, wesgen an dieser Stelle direkt auf die

Polyoptimierung in Kapitel 5.3.5 verwiesen wird.

5.3.4 Validierung der Modelle

Inwieweit auf Grundlage dieser Modelle PrognosenE&, PGA und visTex getroffen
werden kdnnen, wurde mit Hilfe einer weiteren Vefwsreihe (Tabelle 5.8) untersucht. Es
wurden beliebige Einstellungen der Faktoren im rsotehten Bereich gewdahlt und die
experimentell ermittelten Werte flEA und PGA mit dem durch das jeweilige Modell
vorhergesagten Werte verglichen (Tabelle 5.8).

Abgesehen davon, dass letztlich alle ermitteltente@ainnerhalb des 99 %-igen
Vertrauensbereich der Modelle liegen, ist eine grtegnosen durch das Modell fur d&é&

(Gl. (5.6)) trotz des niedrigen Wertes von 0,27 Iﬂjred maoglich. So wurde bei Versuch Il
in Tabelle 5.8 einEA von 65,2 % errechnet und 64,0 % bei der Durchfidraes

Versuches erhalten. Insgesamt wichen die experafiermittelten Wert lediglich um 2,4

bis 12,8 % von den errechneten Werten ab.

In Bezug aufPGA zeigten sich trotz des vergleichsweise h(‘jhet%jr]ed von 0,69
Unterschiede von bis zu 30,8 % zwischen dem beetehrund experimentell ermittelten
Werten. So wurde bei Versuch IV eine Proteinausbewin 68,1 % errechnet und nur

37,3 % erzielt. DeR’ ., fur das Modell dewisTexwar mit 0,64 nur unwesentlich kleiner

als beiPGA Hier lieRen sich allerdings keine Unterschiedéseztien den vorhergesagten

und letztlich durchgefiihrten Bewertungen feststelle
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Tabelle 5.8: Vergleich derexperimentell und auf Grundlage der Modelle (GL6)5(5.7) und

(5.8)) berechneten Werte fRRGA und EA in % sowievisTexbei unterschiedlichen Faktorstufen-

kombinationen zur Validierung der Modelle

Versuchs-Nr. | 1 " v \Y
pHe 6,8 6,0 7,0 7,0 7,0
RSV 014=1:10 0,13=1:8 0,11=1:9 0,13=1:7,7 0,14=17

Cnaci /mol-L ™ 0,80 0,60 0,14 0,10 0,18
PHE 5,7 5,2 5,7 5,9 5,8
EWV 0,33=1:3 0,25=1:4 05=1:2 05=1:2 05=1:2

ts/min 20,0 40,0 44,0 36,0 17,0

t, /min 30,0 10,0 10,0 10,0 11,0

EA /% Vorher? 64,8 52,9 65,2 64,5 63,2
EA /% Exp? 62,0 60,1 64,0 57,1 55,0
visTex Vorher? 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
visTex Exp? 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5
PGA /% Vorher? 21,6 34,7 58,5 68,1 55,3
PGA /% Exp? 16,4 40,2 42,2 37,3 35,5

'RSVundEWVwurden durch Verhéltniszahlen approximiert: 1:0,%4; 1:9 = 0,11 und 1:13 =
0,08 fiirRSVsowie 1:2 = 0,5; 1:2,85 = 0,35 und 1:5 = 0,2EtV; ?Vorhergesagter bzw. berech-

neter undexperimentell ermittelter Wert

5.3.5 Polyoptimierung

Zur Polyoptimierung wurde die Zielfunktio (Gl. (4.12)) verwendet, wobei dabei
zunachst die Teil-Zielfunktionedh gemafd Gl. (4.9) — Gl. (4.11) fur jede einzelnddi&le

yi und jeden Faktax, formuliert wurden (Tabelle 5.9).
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Es wurden zwei Optimierungen mit unterschiedlicEezistellungen durchgefuhrt. Bei der
ersten Variante (Gl. (5.8)) sollte d®GA maximiert werden, wobei gleichzeitig eine sehr
gute Isolatqualitat angestrebt wurde, d. h.\dg¥exsollte minimiert werden (Gl. (4.9)).
Dabei sollte der Zeitaufwand zur Herstellung destétnisolats durch Minimierung der
Zentrifugationszeitt; (Gl. (4.9)) reduziert werden. Alle weiteren Terrder Gleichung
(5.8) konnten innerhalb des untersuchten Bereighégeren. Die Maximierung dePGA
und Minimierung dewvisTexwurde dabei mit der grof3ter Wichtigkeit vorr 5 und alle

anderen Teilziele mit = 3 bewertet.

D =(d(PGA® (ViSTERB(x,,, ' [6(x,, ) [80xs0) (60X, F OG0 X, JTE(, Y (5.8)

Bei der zweiten Polyoptimierung (Gl. (5.9)) wurda Hinblick auf eine spétere Imple-
mentierung des Prozesses in den industriellen MbRghd den daraus resultierenden
Okonomischen sowie 6kologischen Anforderungen &etfl, das<nacy, tz und ts mini-
miert werden sollen (Gl (4.9)). Zudem sollten zwrdRktion des Wasserverbrauchs die
VerhéaltnisseRSV(1:7 - 1:13) uncEWYV (1:2 - 1:5) minimiert werden. Allerdings konnten
diese Faktoren nur als approximierte DezimalzalilRgV mit 0,08 - 0,14 undEWYV mit
0,2 - 0,5) im Softwareprogramm verwendet und musstenit gemal Gl. (4.11) maximiert
werden, um das gewinschte Ziel zu erreichen. Did\gtite pHg und pHg) konnten im
untersuchten Bereich variieren (Gl. (4.10)). Vorhgier Prioritatn(= 5) war auch hierbei
die Maximierung derPGA bei bestmoéglicher Isolatqualitat, wobei alle aederTeil-

Zielfunktionen mit einer niedrigeren Prioritét£ 1) eingestuft wurden.

D=(d(PGA [(visTER[T(x,, } 18X, ) (60 X,y 80 (B, X, Y* (5.9)

In Tabelle 5.9 sind fir beide Polyoptimierungen.(@.8) und (5.9)) drei L6ésungs-
maoglichkeiten und der Grad an Erfullun)(der eingegebenen Bedingungen dargestellt.
So werden beispielsweise bei der ersten Variante dig@ Funktion (5.8) folgende
Parametereinstellungen vorgeschlagen mit derere ldi formulierten Ziele zu 100,0 %
(D =1,0) mit einerPGA von 56,7 % erfillt wirdenpHg = 6,9; Cyaci = 0,15 molL™?;
RSV=10,12 = 1:2,85pH: = 5,6;EWV= 0,4 = 1:2,5ts = 38,7 min undz = 10,0 min. Diese
Faktorenkonstellation der Variante 3 in Tabelle &9rde zudem im Labor Uberprift,

wobei einePGAvon 42 % und eine sehr gute Isolatqualitat ergieltden konnte.



Tabelle 5.9:L6sungsvarianten nadbolyoptimierung unter Anwendung der Gl. (5.8) ud®J. Teil-Zielfunktionerd; in (4.9) - (4.11) wurden fur jede
einzelne Zielgrol3g und Faktorx vorgegeben.

CNacl

Faktor pHe oL RSV pHe EWV ts /min t, /min PGA/% visTex D
Vorgabe fli Im Im Im Im Im Im ~
d; untersuchtenuntersuchten untersuchtenuntersuchtenuntersuchten untersuchten Minimiere  Maximiere  Minimiere Gl 8=
in Gl. (5.8) Bereich Bereich Bereich Bereich Bereich Bereich 0-1
Prioritat 3 3 3 3 3 3 3 5 5
Variante 1 6,9 0,15 0,12 5,6 0,4 38,7 10,0 56,7 1,0 1,000
Variante 2 7,0 0,11 0,13 5,9 0,5 47,5 10,0 62,8 1,0 1,000
Variante 3 7,0 0,14 0,08 50 0,5 38,8 10,0 55,2 1,0 1,000
Vorgabe fli Im Im
d; untersuchten Minimiere Maximiere untersuchten Maximiere Minimiere Minimiere  Maximiere  Minimiere Gl (5.9)=
in Gl. (5.9) Bereich Bereich 0-1
Prioritat 1 1 1 1 1 1 1 5 5
Variante 4 7,0 0,12 0,14 5,9 0,5 22,2 10,1 64,0 1,0 0,967
Variante 5 6,7 0,10 0,14 5,9 0,5 19,6 10,0 55,3 1,0 0,964
Variante 6 7,0 0,17 0,14 5,9 0,5 20,4 10,0 56,1 1,0 0,958

'Prioritat: Die Teil-Zielfunktionerd; werden in Bezug auf ihre Wichtigkeit von den Stufe(niedrigste Prioritét) bis 5 (héchste Priojitédtegorisiert’RSV
(Rohstoff-Salzlosungs-Verhaltnis) unBWV (Extrakt-Wasser-Verhéaltnis zur Verdunnungsfallungiirden bei der Verwendung der Software durch
Verhaltniszahlen approximiert: 1:7 mit 0,14; 1:3 611 und 1:13 mit 0,08 fiRSVsowie 1:2 mit 0,5; 1:2,85 mit 0,35 und 1:5 mit @jREWV
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6 Diskussion

Die Gewinnung von Proteinisolaten aus Kornerlegusém mittels salzinduzierter
Extraktion und anschlieRender Verdinnungsfallungrdeuin vielen Studien bereits
dokumentiert [19, 20, 42, 50, 68, 97, 98, 126, 1289, 204]. Darunter verwendeten
ausschlieBlich EADAWY et al. (2001), BMPART-SzCzAPA (1996) und ACHERL et al.
(2008) Lupinensamen, wobei hier vielfach Higinus albud.. undL. termisL. eingesetzt
wurde [50, 97, 98, 204]. Die systematische, statist unterlegte Prozessoptimierung
(Kapitel 2.4) mitteld_. angustifoliusL. cv. Vitabor zur Gewinnung eines Proteinisolaiis
fettahnlichen Eigenschaften wurde bislang in di¢senm noch nie untersucht und bietet
Grundlage fur weiterfihrende Forschungsarbeiten eid hohes Potential fur die
Lebensmittelindustrie bei Einsatz des Isolats alsskbstitut.

Da die Isolierung von Proteinen aus Leguminosen zaimreichen Parametern abhangig
ist, wurde zunachst eiScreeningrelevanter Einflussfaktoren (Kapitel 6.1) durchiet,
ein geeigneter Rohstoff ausgewahlt (Kapitel 6.2 1Anschluss wurden die
Prozessparameter mit dem Ziel einer maximalen Panisbeute bei gleich bleibender
Isolatqualitat optimiert (Kapitel 6.3).

6.1 Signifikante Prozessfaktoren bei der Proteinisolienng

Um dasScreenindetztlich mit einer angemessenen Faktorenanzaichadufiihren und den
Prozess gegebenenfalls zu vereinfachen wurden Predessparameter vorab einzeln
untersucht: die Salzkonzentratiog,c wahrend der Extraktion und Einleitgeschwindigkeit

wahrend der Fallung.

Einfluss dercyaciauf dieEA der Proteine voh. angustifoliud..

Wie zu erwarten, hatte dieyac) einen signifikanten Einfluss auf die L6slichkeierd

Proteine und somit auEA (Bild 5.1). Die Ldoslichkeit von Proteinen wird iginem

vergleichsweise kleinen Konzentrationsbereich {@3 mol-L') geférdert, was in der
Literatur als Einsalzeffekt (englsalting-in) bezeichnet wird [32, 33, 67, 113].
Interaktionen zwischen Proteinladungstrager mit &zionen verhindern inter- bzw.
intramolekulare elektrostatische Wechselwirkungemiseghen den Eiweil3molekilen.
Zudem begunstigen die Salzionen, aufgrund ihrerdtigierenden Eigenschaften die An-
lagerung von Wassermolekilen am Protein [183, 1@74iesem Bereich nimmt die L6s-

lichkeit proportional zur lonenstarke zu. Witgac) dariiber hinaus erhdht ,1 mol-LY),
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kommt es zum sog. Aussalzeffekt (englalting-ou), was in Bild 5.1 ab einer
Salzkonzentration von 1,1 mol*Lzu beobachten ist [32, 33, 65]. Hierbei konkugeter
Protein und Salz um die Wassermolekile zugunsten Piotein-Protein-Interaktionen.
Diesersalting-in und salting-outEffekt ist zwar bekannt, hangt jedoch abgesehendey
jeweiligen Proteinquelle auch von der Struktur aedn chemischen Aufbau der Proteine

ab und muss deshalb vor jeder Prozessetablierungltgentersucht werden.

Einfluss der Einleitgeschwindigkeit auf di&sAder Proteine voh. anqustifoliud..

Um die Notwendigkeit eines Pumpensystems abschatzédnnen, wurde dieGA nach

langsamer (2 L) und schlagartiger (100 me?) Verdiinnungsfallung miteinander ver-
glichen. Da kein signifikanter Unterschied festgstverden konnte, wurden alle weiteren
Fallungen mit einer Einleitgeschwindigkeit von 180-s* durchgefiihrt und somit eine

deutliche Zeitersparnis und Prozessvereinfachurngler

Anschlie3end wurde d&creeningmit Hilfe der statistischen Versuchsplanung miteen
vereinfachten Prozess durchgefiihrt. Dabei wurdesideifikante Einfluss der Extraktions-
(Cnach, PHE, tg, RSV, F) und FallungsparametepHr, EWV, AT, t; und ts) auf die
ZielgroRenEA, PGAund IsolatqualitatisTey untersucht. Mit den signifikanten Faktoren
wurde ein Regressionsmodell gebildet, wobei nidatikante lineare Terme
(Haupteffekte) aus Grinden der Hierarchie in deeicBung vorkommen kdnnen
(Kapitel 2.4.3). Prinzipiell kbnnen Haupteffektae dn einer 2FWW sind, nur zusammen

mit dem wechselwirkenden Parameter interpretiertesm.

6.1.1 Faktoren der Extraktionsausbeute EA)

Mit Ausnahme deRSVhaben alle untersuchten Extraktionsparamegic( pHeg, te, und
Tg) gemal Tabelle 5.2 einen signifikanten Einfluss BA (Gl. (5.1)). Als Haupteffekt
wurde ausschlief3lich die Extraktionszgitbestimmt, wobei alle anderen Faktoreagi,
pHg, undTg) in 2FWW eingebunden sind.

JEA= 602+ 041x,,,_ +073,__+Q76¢_+026x_ - 040, X+ 019, X (5.1)

NaCl
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Signifikanz der Extraktionszeitd) auf dieEA beim Screening

Die Extraktionszeitte wurde eindeutig als Haupteffekt (Tabelle 5.2) leralings mit

vergleichsweise niedrigem Regressionskoeffizier{tn =026) - ermittelt. Das bedeu-

tet, dasste einen signifikanten Einfluss auA hat, die absolute Auswirkung atfA
allerdings klein ist. In Bild 6.1 ist die Abhangigk der EA von te bei unterschiedlichen
Einstellungen der anderen Faktoren dargestelltlauéra) zeigt beispielsweise nach
60 min Extraktionsdauer eireA von 55,5 %, nach weiteren 40 min 63,5 %. Veramdert
Einstellungen impHg, RSV cnac, Te bestétigten (Verlauf b) und c)), dass trotz der
ermittelten Signifikanz vorx der Unterschied iEA gering ist.

So wurde fir die weiterfiihrenden Untersuchungee &rtraktionsdauer von 60 min aus
wirtschaftlichen wie auch mikrobiologischen Grindén ausreichend erachtet, was auch
die Ergebnisse anderer Studien bestétigt [18, HT}k et al. (1976) beobachteten bereits
nach 30,0 min keine weitere Steigerung der Loskthkon Lupinenproteinen, jedoch
zeigte sich in Vorversuchen zu dieser Arbeit, d&gs die verwendete Lupinensaat
60,0 min zu deutlich hoheren Proteinausbeute {16Q, 181].

5 72.0 -
<
W _—Tr
a]{,_‘, R S £
54.0 | )
b)
0.0 —

T T \ Sl T
60.0 70.0 0.0 90.0 100.0
te /min

Bild 6.1: Abhangigkeit der Extraktionsausbeut?] in % von der Extraktionszeitg) in min bei
unterschiedlichen Faktoreinstellungen: @He = 7,0; RSV= 0,08 = 1:13; Cyaci= 0,7 moiL™;
Te = 50,0 °C; b)pHe = 6,3; RSV= 0,11 = 1:9;Cyaci = 0,4 moiL™; T = 30,0 °C und cpHg = 5,5;
RSV= 0,11 = 1:9yaci = 0,1 molL™; Tg = 10,0 °C
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Signifikante 2FWWpHE undcnaciauf dieEA (Bild 5.2a))
Die Signifikanz der 2FWW zwischepHg und cnac) War zu erwarten, da ein derartiger
Effekt bereits in zahlreichen Literaturstellen bessben wurde [42, 45, 50, 70, 97, 159].

Aufgrund dieser gegenseitigen Beeinflussung musiéeneweiligen Einstellungen dieser

Parameter spezifisch fur jedes Protein und jedist8lung erneut untersucht werden.

Die maximale EA wurde bei den jeweiligen GrenzeinstellungepH{= 7,0 und
cnaci = 0,7 molL™) beider Parameter ermittelt, sog. Randmaxima, meist als zu kleiner
oder falsch gesetzter Versuchsraum gedeutet wird121]. Allerdings wurden in diesem
Falle die Grenzen aus verschiedenen Grunden inerdiEsrm gewahlt. Alkalische
Bedingungen wahrend der Extraktion (pH > 7,0) salltvermieden werden, um eine
vorzeitige, alkalisch induzierte Reaktionen zu uhtigcken, z.B. Denaturierung der
Proteine, Racemisierung der Aminosauren, Bildung \Wysinoalanin, Reduktion der
Verdaulichkeit sowie Reduktion des Anteils an eisdan Aminosauren (Kapitel 2.3) [56,
59, 84, 102, 111, 122]. Hinzu kommt, dass die Fesgruppe umdamonD et al. (1990)
zwischen einenpHg von 7,0 und 9,0 nahezu keine Proteinmasse isolikomnten [82,
84]. Niedrigere pH-Werte (<5,5) wurde nicht untetst, da E-ADAwY et al. (2001)
bereits zeigen konnten, dass dies zu schlechteusbedten fuhrt und Veranderungen in
den technofunktionellen und sensorischen Eigensahafder Proteinisolate nicht
ausgeschlossen werden kénnen [25, 50, 122].

Die Salzkonzentration kdnnte hingegen aufgrund\terersuche (Bild 5.1) eventuell bis
1,0 molL™ gesteigert werden, das bedeutet, dass hier nacBpelraum von 0,3 mdl™
vorliegt (maximal mégliche Salzkonzentration beiorégning 0,7 malL™).

Signifikante 2FWWTe undpHe auf dieEA (Bild 5.2b))

Neben der Salzkonzentration spielen zudem Intemag&ti zwischerpHg und Tg eine
wesentliche Rolle. Wie bei vielen chemischen undldgischen Prozessen spielt die
Reaktionstemperatur eine ausschlaggebende RolldiauReaktionsgeschwindigkeit von
Prozessen. So auch im Falle der Proteinextrakibo@.hbhere Reaktionsgeschwindigkeit
ergibt sich aus der RGT-Regel (Reaktionsgeschwikedigf emperatur-Regel) bzw.
ARRHENIUS Gleichung. Bild 5.2b) verdeutlicht die signifikentSteigerung vorEA bei
Erh6hung der Extraktionstemperafdig) von 10 auf 50°C. Der Zusammenhang zwischen
Temperatur und pH-Wert ist durch den veranderterss@iiationsgrad und der

BROWNschen Molekularbewegung erklarbar. Mit steigendeemperatur nehmen
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Dissoziation und Bewegung der im System befindicBebstanzen (z. B. Salze, Proteine)
sowie die von Wasser zu. Somit wird der Stofftramspaufgrund des steigenden
Diffusionskoeffizieten (Ek’sche Gesetz) beschleunigt und es kénnen vermebteiR-
Salz-Interaktionen entstehen.

Auch in anderen Studien wurde eine hohere AusbearelLeguminosenproteinen durch
hohere Extraktionstemperaturen erzielt [37, 146, 180]. Laut VANG et al. kann die
verbesserte Loslichkeit in einem Temperaturbergmm 30 - 70 °C auch durch eine Auf-
faltungen der Proteinstruktur begriindet sein, woldweine gréf3ere Anzahl von Protein-

Wasser-Wechselwirkungen moglich sind [194].

6.1.2 Faktoren der ProteingesamtausbeuteRGA)
Im Gegensatz zurEA hangt die PGA von deutlich mehr Faktoren und deren
Wechselwirkungen ab (Gl. (5.2)). Die ermitteltegrsfikanten FaktorepHg, RSV, E und
pH: (Tabelle 5.2) befinden sich dabei jeweils in Wethgkung mit anderen Faktoren
(Bild 5.3a) - f)).
JPGA=190+ 038, + 038, -0L3, _+055¢_+016x_-005%,; -063,,

+C)25(pHE XRSV—Q35(pHEXC +Q3E§(DHE X —C)25(pHE Xyt —Q4§)<pHE Xom, + 0185 X,

(5.2)

NaCl NaCl

Signifikante 2FWWpH: und RSVauf diePGA (Bild 5.3a))
Bei allen Versuchen, die fir diese Versuchsreihie dbé = 7,0 durchgefuhrt wurden,
fuhrte eineRSVWon 1:7 zu hohereRGA als ein gréf3eres Verhaltnis von 1:13 (Bild 5.3a))

Hinsichtlich des Einflusses der Losungsmittelmeagkdie Proteinloslichkeit liegen in der
Literatur kontrare Meinungen vor. Wéahrend einigadsin ebenfalls verringerte Loslich-
keiten bei Steigerung der Losungsmittelmenge fangi es zahlreiche Arbeiten, die eine
Zunahme der Proteinldslichkeit mit steigender L@smittelmenge erzielen konnten [40,
101, 135, 143, 153, 160, 167]. Eine mogliche Ursdshdie erhéhte Anzahl an Salzionen
im Lésungsmittel. Die Salzkonzentration wirdR&Vzwar angepasst, jedoch erhoht sich
die Anzahl der Salzionen absolut. So stehen jeelfPnmiblekil eine gréRere Menge Salz-
ionen zur Verfiigung, was die partielle Aussalzueg Elroteine induziert, welche dann im
Raffinat zurtickbleiben, da diese zu grof3e Aggloteegebildet haben [115, 135]. Die
Komplexbildung von Proteinen mit Polysaccharidemrk@ ein weiterer Grund fur die
geringeren Ausbeuten sein [135, 189]. Dies wirdehalie 2FWW zwischemyac und
RSVerklaren (Bild 5.3f))
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Signifikante 2FWWcnac und pHe auf diePGA (Bild 5.3Db))
Wahrend bei niedrigenpHe von 5,5 eine signifikant héherBA durch Salzzugabe

(cnaci = 0,7 molL™) erzielt werden konnte (Bild 5.2a)), wurde IRBA nach Salzzugabe
sogar niedrigere Mengen an Protein gewonnen (BB&)%. Fir eine maximalEGA sind
somit andere Parametereinstellungen zu bevorzwderzur Maximierung deEA. Diese
WW wurde in der finalen Prozessoptimierung verdiziund wird erst auf Grundlage der

dort erzielten Ergebnisse in Kapitel 6.3.2 disktie

Signifikante 2FWWTg und pHe auf diePGA (Bild 5.3c))

Auch diese Wechselwirkung, wie die 2FWW zwiscloggt) und pHg, ist bereits fUEA als
signifikante FWW identifiziert worden (Bild 5.2b)Anders als bei der diskutierten 2FWW
zwischencyac) und pHe zeigen sich hier aquivalente Auswirkungen durate endhere
Temperatur wéahrend der Extraktion (50 °C) in Beau§EA und PGA In beiden Fallen

fuhrt es zur Verbesserung der Proteinausbeutendéréinde bereits in Kapitel 6.1.1
erlautert wurden (z. Brick’sche Gesetz, RRHENIUSGleichung, Auffaltung der Protein-

struktur, Dissoziationsgrad).

Signifikante 2FWWAT undpHg auf diePGA (Bild 5.3d))
In der 2FWW AT (Temperaturdifferenz zwischen Extrakt und Fallungtel) und pHe
zeigte sich erneut die Abhangigkeit zwischen pH-MW&d der Temperatur des Systems.

Doch &hnlich wie betg in Bezug aufEA wurde bei der Uberpriifung dieser Parameter
keine signifikanten Unterschiede zwische¢h = 20 oder 0 K beobachtet (Bild 6.2). Die
Fehlerbalken der roten KurvelT= 20,0 K) und die der schwarzen KurwT (= 0,0 K)
Uberlappen sich bei den gezeigten Parametereunsged) — ) in Bild 6.2. Somit wurde fur
weiterfihrende Untersuchungen eine Temperaturdifieron 20 K gewahlt.
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&\o 20.0 - 20,0+ 20,0+ —_
Y b) 0) l
o AT =20,0 K AT =20,0 K AT =20,0 K A
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Bild 6.2: Signifikante 2FWW zwischeal T und pHe auf die ZielgroBePGA Nicht dargestellte
Faktoren sind konstant mit &SV= 0,08 = 1:13;T¢ = 50,0 °C;tz = 100,0 min;EWV=1,0 = 1.2;
pH: = 7,0; t;=60,0 min; ts=1080,0 min und Cyaci= 1,0 molL?, bei b) RSvV=0,14 =1:7;
Te = 10,0 °C; te = 60,0 min; EWV=0,2 = 1.5; pH: = 5,5; t; =10,0 min; ts=120,0 min und
Cnaci = 0,1 molL™ und ¢) RSV= 0,11 = 1:9;Te = 50,0 °C; tz = 60,0 min; EWV= 1:2; pH: = 5,5;

t; = 10,0 minjts = 120,0 min un@yac = 0,4 molL™

Aullerdem ist bei dieser 2FWW auf die sog. Vermeggsmuktur Tabelle 2.)
hinzuweisen. Die Verwendung eines faktoriellen \ehsplans der Auflésung VTébelle
2.2) konnte dazu gefuhrt haben, dass diese 2FWW dezaiger eigentlich die
Vermengungsstruktur gemeint ist (Kapitel 2.4.2)fektle einzelner Faktoren sind mit
3FWW vermengt und 2FWW untereinander (Tabelle @4 Anhang). Die eindeutige
Zuordnung der 2FWW ist nicht immer moglich [92, 1 M. h. zum Beispiel, dass anstelle
des pHe auch pHr der entscheidende Faktor sein kann, was an diggadle nicht
ausreichend geklart werden konnte, aber bei dexein Prozessoptimierung verifiziert

wird.

Signifikante 2FWWpHg undpHg auf diePGA (Bild 5.3e))
Bei der 2FWW pHz und pHr (Bild 5.3e)) sticht analog zu Bild 5.3a) und cheei

Faktorstufen-Kombination mit einer vergleichsweisehen PGA besonders heraus:

pHe = 7,0 undpHg = 5,5. Zur besseren Ldslichkeit der Proteine wahreed Extraktion
wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt, der bei @eschlieRenden Fallung das Extrakt auf
ein pH-Wert von 5,5 abgesenkt wurde. Extraktion &atung verfolgen unterschiedliche
Ziele: Bei der Extraktion sollen durch vergleichsseechohe pH-Werte die Proteine soweit
verandert werden, dass diese bevorzugt in LosuhgrgeBei der anschlieRenden Fallung

sollen die Proteine einen Ladungszustand annehdendie Protein-Protein-Interaktion
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sowie Aggregation der Proteinmolekile beginstigt, [50, 159]. Trotz zahlreicher
Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der alkalischetralgion mit anschlieRender
isoelektrischer gilt es hier im Rahmen einer Opgimang zu prifen inwieweit der pH-Wert

variiert werden kann ohne die fettahnliche Texter Eroteinisolate zu gefahrden.

Signifikante 2FWWcnaciundRSVauf diePGA (Bild 5.3f))
Bei groRBem Verhéaltnis RSV=1:13 =0,08) ist eine geringere Salzkonzentnatio

(cnaci = 0,1 molL™Y) realisierbar und filhrt sogar zu einer hoher@GA als
cnaci = 0,7 molL™ (Bild 5.3f)). Mégliche Ursachen, wie beispielsweidie Aussalzung
einiger Proteinmolekile aufgrund der hoheren Anzahl Salzionen, sind bereits
beschrieben worden: Die Salzkonzentration wirdRgV zwar angepasst, jedoch erhoht
sich die Anzahl der Salzionen absolut. So stehdarggeinmolekll eine gro3ere Menge
Salzionen zur Verfigung, was die partielle Aussadgder Proteine induziert, welche dann
im Raffinat zurtickbleiben, da diese zu grol3e Aggmate gebildet haben [115, 135].
Dennoch handelt es sich an dieser Stelle ledigliithTendenzen und Vermutungen. Der
Einfluss vonRSVwurde bei der finalen Prozessoptimierung nahegrsatht (Kapitel 5.3)

und wird in Kapitel 6.3.2 ausfuhrlich diskutiert.

6.1.3 Faktoren der Isolatqualitat (visTex)
Mit Ausnahme der Extraktions- und Sedimentatiorisgewie demEW\V, haben alle
untersuchten Faktoren einen signifikanten Einflas$ die visTex Dabei wurden vier
Parameter in WW untereinander und vier Haupteffef@e pHr, 4T und tz) mit
signifikantem Einfluss identifiziert (Gl. (5.3)).
log,(visTex) = 028-0092x,,, -011xy, -0044x, -0,041x
+1386[107 X, -0,052%,; +0,053x,,, +0,039x, (5.3
= 0,038, Xgsy +0,066x,, X, +0048X,, Xeyy

Dabei fihrt ein niedriges Verhaltni®RgV= 1:7) beipHg = 7,0 nicht nur zu einer verbes-
serten Ausbeute (Bild 5.3a)), sondern auch zu edabr guten Isolatqualitat (Bild 5.4a)).
Zudem sollte dempHg stets 7,0 betragen, um die bestmdgliche Textur Iselsts zu
erzielen (Bild 5.4a)-c)). Aufgrund der im Vergleicku den Modellen fir die
Proteinausbeuten (Gl. (5.1) und (5.2)) niedrigen stiBemtheitsmalRe dervisTex

(Rjdj =0,76 und R?_, = 0,62) wird an dieser Stelle auf weitere Intetgtienen und

pred
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Bewertungen unterschiedlicher Faktoreinstellungewusst verzichtet. Ein faktorieller
Versuchsplan ist fur eine mathematische Modelligrdieser Zielgrof3e letztlich zu vage.
Allerdings konnten wesentliche Faktoren identifizieund bei der finalen

Prozessoptimierung bericksichtigt werden.

6.1.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung d&sreenings

Fur die ZielgroRecA, PGA undvisTexsindCyaci, PHE, te, RSV, E, pHg, AT, EWVundt;

als signifikante Faktoren bestimmt worden. Allegdirvurden drei dieser Parameter bei
weiteren Untersuchungen konstant eingestellt, wsrfidale Prozessoptimierung mit einer
angemessenen und sinnvollen Faktorenanzahl duiizur:

1. te wurde als wesentlicher Parameter bzw. HaupteffigktEA bestimmt und konnte
bereits interpretiert werden. Dabei zeigte sichgsdawie auch in anderen Studien -
trotz der ermittelten Signifikanz kaum Unterschied@ischen 60 und 100 min
gemessen werden konnten [18, 167]. Allerdings $dmin fir die verwendete
Lupinensaat in jedem Falle notwendig, weswegen alldinftigen Extraktionen bei
minimalem Zeitaufwand von 60 min durchgefihrt wordend [181].

2. Fur Te kdonnte ein Optimum innerhalb des untersuchten Beatprbereichs gesucht
werden, um die Energiekosten niedrig zu haltenodedst aus mikrobiolgischen
Grinden eine Temperatur von 50°°C allen daruntegelnden Temperaturen
vorzuziehen. Eine Extraktionstemperatur von 10 “@endenkbar, fuhrt aber stets zu
einer schlechteren Ausbeute. Hbhere Temperatured sufgrund unerwinschter
Veranderungen der Proteine zu vermeiden. Somit everde konstant&e von 50 °C
festgelegt.

3. AT wurde in WW mitpHg als signifikanter Einflussfaktor auf diPGA identifiziert.
Aufgrund verschiedener Unscharfen im Versuchdesigne bereits beschrieben -
konnte bei der Uberpriifung dieser Parameter keinlideer Unterschied zwischen 20
und 0 K beobachtet werden. Deshalb wurdeddirr 20 K festgelegt.

Letztlich wurden die Faktoretnac, pHe, RSV, pH, EWV,ts undt; fir die finale Prozess-
optimierung aus unterschiedlichen Grinden festgeld pHe und cyaci Wurden Rand-
maxima gezeigt, jedoch ist ein hoéherer pH-WegH«> 7,0) aus bereits genannten

Griinden nicht realisierbar. Hingegen kamac zur Verbesserung d&A um 0,3 molL™
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in zukUnftigen Untersuchungen gesteigert werdeterdings fihrt eine niedrigereyac
(pHe = 7,0) zu einer hoherdGA D. h. fur eine maximal&A sind andere Parameterein-
stellungen zu bevorzugen, als zur MaximierungR8A Welche Einstellung nun fir den
gesamten Prozess zu wahlen ist, muss verifizierdeve RSV wurde als signifikanter
Faktor in Bezug auf die ZielgroREIGA sowievisTexermittelt. Da hierbei ein Verhaltnis
von 1:8 einem Verhdltnis von 1:13 eventuell voreben ist, galt es diesen Faktor im
Folgenden néher zu untersuchEmVVist lediglich aus Grinden der Hierarchie in GI3}5
durch die 2FWW mipHg in Erscheinung getreten, wurde aber insbesonddgguand des
entscheidenden Einflusses auf die lonenstarke desliuvhs bei der Optimierung
einbezogen.ts ist im Gegensatz zuz; bei keiner ZielgroRe als signifikante GroR3e
identifiziert worden. Jedoch wurdgin einem Bereich von 120 bis 1080 min variiert und
es ist aus 6konomischen und arbeitstechnischend@niinu tUberprifen, ob eine weitere
Reduktion der Sedimentationszeit (< 120,0 min) natgkst.

6.2 Die Rohstoff-Auswahl

Der fur Lupinus angustifoliusL. standardisierte Prozess wurde auf weitere Kérne
leguminosen Ubertragen (Soja, Erbse, AckerbohneseLund weil3e Bohne), um dessen
Einsatz zur Produktion eines Fettsubstituts zupiéen. Der ermittelte Proteingehalt der
verwendeten Saaten entspricht weitestgehend deraturdaten, wobei die Sojabohne die
hdchsten Proteinanteil von 56,5 % (N x 5,7) im #atbSojabohnenmehl aufwies (Tabelle
4.1) [23, 28, 53, 191].

Um den Prozess fur jeden einzelnen Rohstoff anagpasvurden simultan drei Faktoren
(PHg, Cnac und RSV variiert und die Auswirkungen alEA und PGA sowie auf die
Qualitat der Isolattextur ermittelt. Dabei wurdstfgestellt (Tabelle 5.4), dass bei 65 % der

vermessenen Proteinmassen die Proteinkonzent(atjon) kleiner als 90 % ist und somit

nicht der Definition eines Proteinisolats entspeth42, 203]. Dennoch werden, der
besseren Verstandlichkeit wegen, die Proteinprégpavaiterhin Isolate genannt.

6.2.1 Extraktionsaubeute (EA) beim Rohstoffvergleich

Es konnte fUr jeden einzelnen Rohstoff eine eidgeegressionsgleichung ermittelt werden,
wobei EA - unabhéngig von dem gewahlten Rohstoff - stepsifdkant voncyaci, pHe und
RSVsowie von der 2FWW zwischgrHg und cyac und dem pH-Wert zum QuadrgtH 2
beeinflusst wurde (Gl. (5.4)).
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EA=L,+1890pH+f,  [€\.citBrsy LRSV-1791pH, (€, -3431c%,, (5.4)

CNacl

Einfluss vonRSVauf EA bei unterschiedlichen Kérnerleguminosen

In Abhangigkeit des eingesetzten Rohstoffs vaniedee Regressionskoeffizientef,

und B.., je Rohstoff (Tabelle 5.5), wob&SVstets als Haupteffekt ermittelt wurde. In
Gleichung (5.4) unterscheidet si&A vor allem in den Vorzeichen fug,.,, welche bei

Ackerbohne, Erbse und weil3en Bohne positiv und_bpine, Soja und Linse negativ sind
(Tabelle 5.5). Somit empfiehlt es sich bei SojansE, der entélten und vollfetten
Lupinensaat kleine Verhaltnisse zwischen eingesetZRohware und Salzlésung
einzusetzen, wohingegen bei allen anderen Speiies mdglichst grol3e Losungs-

mittelmenge flur eine bessere Proteinausbeute dgilarsist. D. h. nicht fur alle Saaten
gilt die in der Literatur oft beschriebene Zunahder Proteinldslichkeit mit steigender
Lésungsmittelmenge [101, 135, 153, 160]. Die jeigeilProteinquelle, deren Zusammen-
setzung und Struktur spielt dabei vermutlich eiméseheidende Rolle. Eine weitere
Ursache ist eine eventuelle Komplexbildung der é&na mit Polysacchariden (Starke),
weshalb mehr Lésungsmittel flr die Extraktion deot@ine bendtigt wird [189]. Dies

wirde den Vorteil eines groRen Losungsmittelvertiggdes fur die Ackerbohne, Erbse und
weilde Bohne erklaren. Allerdings musste dann auehLthse ein solches Verhalten
zeigen, doch das Gegenteil ist der Fall. Auffaisy zudem, dass die Linse nach den
lipidreichen Saaten Soja und Lupine die hochsteaeiftkonzentration hat, was wiederum
den Schluss nahelegt, dass neben der Proteinzuse®ineng und -struktur, auch der
Proteingehalt der verwendeten Saat eine wichtigeeRpielt [135, 170]. Die dargelegten
Vermutungen missten jedoch in weitergehenden Exgeten intensiver untersucht

werden.

Einfluss vonpHe undcnaciauf EA bei unterschiedlichen Kérnerleguminosen

Wie im Screeningist beim Rohstoffvergleich die 2FWW zwisch@iz und cyac als
signifikante Einflussgrol3e flEEA ermittelt worden. Dabei haben alle untersuchteguke
minosen ein Minimum bgHe = 5,0 undcyaci = 0,0 molL™. Durch Salzzugabe odpHeg-
Erh6éhung kann dieEA jeweils gesteigert werden. Allerdings ist bei hoheHg zu
beobachten, dass di®A nach Erreichung eines Maximums durch eine weikgteéhung
von Cnaci Wieder sinkt. Die verbesserte Loslichkeit der Leguosenproteine bei
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vergleichsweise kleinen Salzkonzentrationen underdéverschlechterung bei héheren
NaCl-Konzentrationen ist als Ein- und Aussalzeffe&kannt und wurde im Abschnitt 6.1
bereits beschrieben [32, 33, 64-67, 83, 113]. Obvbelde Effekte von der jeweiligen
Proteinquelle, der Struktur und dem chemischen Awftber Proteine abhangen, konnte der
direkte Ubergang vom Ein- zum Aussalzeffekt fir @égschiedenen Leguminosen inner-
halb des Versuchsraums erfasst werden (Bild 5.5).

Analog zum Einfluss voRSV konnte auch bgHg eine signifikante Abhangigkeit d&A
von der Leguminosenart festgestellt werden. Naahsdé&zinduzierten Proteinextraktion
der vorbehandelten Soja-, Lupinen-, Erbsen- und eBmbhnensaat konnte bei
entsprechender Einstellung eig® von mehr als 55 % erzielt werden, wohingegen bei
Linse maximal 49 % und der weiRen Bohne maxima/sdérreicht wurden. MASARU et

al. ermittelten fur Erbsen und Bohnen niedrigeéfevon 40 % bzw. 37 %, was vermutlich
auf unterschiedliche pH-Wert-Einstellungen zurtdidheen ist [119, 130]. Ansonsten sind
die Ausbeuteergebnisse der untersuchten Saaterestgghend konform zu bereits
durchgefuhrten Studien [1, 23, 82, 129, 164]. Dabefestzuhalten, dass mit Linse und
weiler Bohne -im Vergleich zu den anderen Kormemeinosen - lediglich 10 %
geringereEA realisierbar sind. Fur die Auswahl eines Rohstafis Herstellung eines
Fettsubstituts sind jedoch letztlich die Zielgrof3BA und insbesondere Texturqualitat

von entscheidender Bedeutung.

6.2.2 ProteingesamtausbeuteRGA) beim Rohstoffvergleich
Anders als beEA wurden die Parametexac, pHe und RSVlediglich aus hierarchischen
Grinden in das Modell fur dieGA (Gl. (5.5)) aufgenommen. Signifikant waren primar

die 2FWW zwischertyac und pHe als auchcyac) und RSVsowie der quadratische Term

2
CNaCI '

IN(PGA+ 026) = f, + B, L PHe + B, [Cra -1213RSV

(5.5)
- 268pH E m:Nacl + 3]-v]-GCNau [(RSV- 4'500§a0|

Die Regressionskoeffizientef,, S, , B und die Bestimmtheitsmaf® und R?

Nacl adj
variieren je Rohstoff (Tabelle 5.5). Im Vergleich den Modellen fUEA sind die Werte
fur die Bestimmtheitsmal3e der Gl. (5.5) kleiner,sweine schlechtere Anpassung der
Gleichungen an die ermittelten Daten widerspiedgeitGegensatz zur Ermittlung va&A,

ist die Anzahl einwirkender Parameter bei der Zi#kg PGA gréRer und somit die
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Versuchsanzahl zur Bestimmung v&®GA vermutlich zu gering. Dies konnte bei der
Validierung in Kapitel 5.2.3 bestatigt werden, er die vorhergesagten Werte RGA
von den experimentell ermittelten Daten stark abesc (Tabelle 5.6), obwohl diese im
Vertrauensbereich lagen. Dennoch kann das Mod&ll(5®)) Tendenzen aufzeigen, die
im nachfolgenden erlautert werden.

So zeigen die Konturplots der Ackerbohne und LugiBdd 5.6), dass fur beide Saaten
PGA von Uber 26 % realisierbar sind, allerdings belligéunterschiedlichempHe.
Wahrend bei Verwendung der Ackerbohne (Bild 5.@a) hoher pH-Wert von 6,5 zur
Maximierung der Ausbeute eingestellt werden solieggt das Maximum fUPGA bei der
Lupine bei einenpHe von 5,0 (Bild 5.6b)). Beide Maxima befinden siam &and des
untersuchten pH-Bereiches, der allerdings aus deKaipitel 6.1.1 genannten Grinden
nicht erweitert werden kann. Alkalische Bedingundgamnen zu Denaturierung der
Proteine, Racemisierung der Aminosauren, Bildung \gsinoalanin, Reduktion der
Verdaulichkeit sowie Reduktion des Anteils an es#en Aminosauren fuhren [56, 59,
84, 102, 111, 122]. Hinzu kommt, dass bei eir@ta von 7,0 und 9,0 als auch <5,5 in
anderen Studien nahezu keine Proteinmasse isekeden konnte [25, 50, 82, 84, 122].
Das Intervall fur die Salzkonzentration ist hingegeisreichend, wobei die maxim&&A
fir Ackerbohne und Lupine jeweils bei mittleren Kentrationen von 0,3 - 0,5 mbl*
lag. Die Unterschiede in den Parametereinstellureggeben sich zum grof3ten Teil aus
den unterschiedlichen Proteinfraktionen der vervegsd Rohware.

FUr eine genauere Interpretation, Prognose unduBssén sollte das Modell durch weitere
Versuche ergéanzt werden. An dieser Stelle wurdédieiterung des Versuchsplans nicht
durchgefuhrt, da die Texturqualitaten der Proteiiai® deutliche Unterschiede aufwiesen,

was die Entscheidung fur einen Rohstoff bereitslidbgnachte (Kapitel 5.2.4).

6.2.3 Isolatqualitat unterschiedlicher Kdrnerleguminosen

Die Ergebnisse zur Qualitatsiiberprifung zeigen lidbet Unterschiede zwischen den
hergestellten Isolate aus verschiedenen Saatent¢K&2.4). Lediglich die Proteinisolate

der vollfetten und entdlten Lupine wurden mit 1 leet®t, wahrend alle anderen die Note 3
oder im Falle der weil3en Bohne die Note 4 erreichidur die Isolate der Lupine haben
eine angenehm glatte, cremige Textur und weisentsmsehr hohes Potential flr den

Einsatz als pflanzliches Fettsubstitut auf. Alleleren Isolate - selbst die der Sojabohne,
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trotz der Ahnlichkeit in der chemischen Zusammens®j zur Lupine - zeigten eine
gallertartige, wassrige und weniger cremige Stnuktu

Diese unterschiedliche Textur kann nicht auf eimhédmdensein von Starke zurlckgefihrt
werden, da in Vorversuchen gezeigt werden konnéss doezogen auf die TS in den
Isolaten der Ackerbohne, Erbse, Lupine und Sojae&tarke enthalten istHBTTY et al
zeigten ebenfalls, dass die Proteinisolate derefPisum sativuni), Bohne Vicia faba

L. spp. minor) und LinseLens culinarisL. cv. Medik.) nahezu frei von Starke und Zucker
sind [23].

Ausschlaggebend ist vermutlich die Proteinzusametenag der Kérnerleguminosen. Bei
einer Extraktion mit Salz gehen vor allem die Glaiei in Losung, deren Gehalt mit
~90 % in Sojabohne und Lupine hdher ist als bes&nind Ackerbohne mit ~60 - 66 %
[69]. Die unterschiedlichen Mengen an Globulinenlén Saat konnten lediglich Ausbeute-
unterschiede, nicht jedoch Texturunterschiede sxkl&zumal die Sojabohne einen ebenso
hohen Globulinanteil wie die Lupine besitzt. Dieo@llineinheit selbst besteht wiederum
aus verschiedenen Untereinheiten, welche je nael B#erschiedliche Bezeichnungen
(Kapitel 2.2.2), allerdings denselben Sedimentatioeffizienten von 7 und 11 S haben.
Diese sind Vicilin (7 S) und Legumin (11°S) bei d&ckerbohne und Erbse bz-
Conglutin (7 S) unda-Conglutin (11 S) fur die Lupine. Der wesentlichentérschied
besteht im Verhaltnis dieser beiden Proteinfraldiorzueinander [69]. Wahrend bei der
Sojabohne und Lupine das Verhdltnis 7 S:11S 1Jeztv. 1,3:1 betragt, ist das
Vicilin:Legumin-Verhéltnis bei Erbse und Ackerbohog. 1:2 [38, 46, 69, 151, 186, 200].
Somit besitzt die Lupine den grofl3ten Anteil anlineirtigen-Conglutin (7 S). Da Vicilin
im Wesentlichen fur die Bildung der Mizellenstruktund somit vermutlich fur das
fettahnliche Mundgefuhl des Proteinisolats veramtiob ist, erklart sich die besonders
cremige Textur des Lupinenproteinisolats [83]. Dasieunbedeutend, ob die Lupinensaat
vorher ent6lt wurde, da beide Proben (Bild 5.7d d)) diese charakteristische Konsistenz

aufwiesen.

6.2.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung des Rohstoffgkeichs

Fur eine spéatere Implementierung des Prozessesninndlustriellen Mal3stab ist der zu
verwendende Rohstoff flr die Herstellung einesstéiitituts von zentraler Bedeutung.
Die verwendete Rohware hat einen hohen EinflussdaifAusbeuten und Qualitat der

Proteinisolate. Basierend auf den vorliegenden lingsen zeigten lediglich Ackerbohne,
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Erbse, Sojabohne wund Lupine ausreichend hohe Raoisbeuten. Allerdings
unterschieden sich die Texturen der Proteinisalatgtlich, wobei ausschliel3lich mit der
Lupinensaat eine angenehm glatte und vor allemigeeifextur des Proteinisolats erzielt
werden konnte. Die vergleichsweise grol3e Menge reih&-Proteinfraktion scheint
verantwortlich fur die besonderen texturellen Eggraften des Lupinenproteinisolats zu
sein. Somit wurdd_upinus angustifoliud.. cv. Vitabor als Rohstoff fir die Herstellung

eines Fettsubstituts festgelegt.

6.3 Finale Prozessoptimierung

Mit den ermittelten FaktorepHg, Cnac, RSV pHe, EWV, ts und tz (Kapitel 6.1.3) wurde
die Prozessoptimierung mit Hilfe eines FC-CCD dgediihrt (Tabelle 9.6). Dazu wurden
aufgrund der Ergebnisse des Rohstoffvergleichs i(gla§.2) vollfette Flocken der Saat
Lupinus angustifoliud.. cv. Vitabor verwendet. Als Zielgrol3en wurd&# (Gl. (5.6)),
PGA(GL. (5.7)) und die Qualitat der Isolattextur ((3.8)) ermittelt.

6.3.1 EA in Abhangigkeit signifikanter Faktoren

Mittels ANOVA und Regressionsanalyse wurde ernaat Modell generiert, dass die
Abhangigkeit der ZielgroR&A (Gl. (5.6)) von den Extraktionsparametgride, RSVund
Cnact Und deren 2FWW untereinander widerspiegelt (Kapitz1).

EA=5734+ 680X, — 504Xgsy + 379X, — 495X, X, . — 386Xgsy X, (5.6)

EA bei variierendepHg undcyacy

Die Gleichung zeigt, dass die Loslichkeit der Lwgmproteine entscheidend von den
beiden ParameteipHe undcnac) abhangig ist, was die bisherigen Ergebnisse wi die
anderer Studien bestéatigt [42, 45, 50, 70, 97, .1B% Koeffizienten verdeutlichen, dass
insbesonder@He aber aucttyac und deren 2FWW einen grof3en quantitativen Einfluss
auf EA austben. Dabei wurde fpHg - wie auch imScreening ein Randmaximum bei 7
ermittelt. Eine weitere Erh6hung des pH-Wertes wiére zu Uberprifen, ist jedoch aus
den in Kapitel 2.3 genannten Grinden nicht prakekd56, 59, 84, 102, 111, 122]. Im
Gegensatz dazu wurde ftijac) ein ausreichend grof3er Versuchsraum gewahlt.

Wie bereits erwahnt, besteht Lupinenprotein zundgroTeil aus Globulin und Albumin,
welche im Wesentlichen aus Asparagin- und Glutaéuire bestehen [50, 103, 106-108].

Bei der Zugabe von NaOH konnten die Carboxyl- undhid-Gruppen mit den
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eingebrachten Hydroxidionen reagieren, was verpgtutlidie elektrostatischen und
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen oder innbrtlat Proteinmolekile zu Gunsten
sich abstol3ender Ladungen verandert [83, 116]. Nm€l-Zugabe in geringen Mengen
fuhrt ebenfalls zu Ladungs- und Strukturdnderunglkemch Wechselwirkungen der
Salzionen mit der Globulinfraktion [11, 66, 113F Ednnten direkte lonen-Bindungen und
somit eine Veranderung der Nettoladung und/odee gisteigerte Hydratisierung durch
Anbindung von Kationen am polaren Proteinteil démb@linmoleklle entstehen [11, 113,
116, 154]. Deswegen fuhrt beides - eine pH-Erhdhalagauch Salz-Zugabe (in geringen
Mengen) - zu einer verbesserten Proteinldslichkeit.

EA bei variierendef®SVund Cnaci

Wird bei einer Extraktion ein héherer Anteil an Lagsmittel verwendet, so kann bis zum
Konzentrationsausgleich eine gré3ere Stoffmengedsung geherfFick’'schen Gesetz).
Ein im Vergleich zur Feststoffmenge hoher Lésungsiainteil ist demnach effektiver,
was bei der Prozessoptimierung durch eine bedsérdei steigendenRSV bestatigt
werden konnte (Bild 5.9b)) [4, 40, 88, 101, 10%5,1853, 159, 160, 167].

Dies widerspricht den Ergebnissen @&sgeeningund Rohstoffvergleich, was durch eine
veranderte PartikelgroRe des verwendeten Rohstefldarbar sein konnte [165]. Beim
Screeningund Rohstoffvergleich wurden Lupinenflocken (d1th)rverwendet. Da sich
wahrend der Arbeit zeigte, dass Schrot der Saginus angustifoliud.. cv. Vitabor
aufgrund der vergrolRerten Oberflache zu einer wsdréen Ausbeute fuhrt ohne die
einfache Prozessfuihrung nachteilig zu beeinflussande bei der finalen Prozessopti-
mierung Lupinenschrot (0,001 - 0,2 mm) verwendietanderen Studien wurde bereits
gezeigt, dass eine PartikelgrofRe von 0,13 - 1,43 dimen Diffusion begunstigen kann,
jedoch héatte es beim Batch-Verfahren auch zur &dtsin Zusammenlagerung der
Schrotpartikel, zu Verstopfungen von Rohr- und 8&abhleitungen im industriellen
Malflstab und somit zur schlechtern Ausbeute fuhdemén [5, 159, 165] .

Dennoch ist die Anderung der PartikelgroRe des ®fflas im Rahmen der
Prozessoptimierung durchaus moglich, Siereening Rohstoffvergleich und die finalen
Untersuchungen geschlossene, von den anderen Bgreen unabh&ngige
Versuchsreihen sind. D. h. der systematische Felied von der Berechnung der
Faktoreffekte getrennt [171].
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Dabei konnte nun festgestellt werden, dass einmiobsungsmittelanteil effektiver ist. Bei
Verwendung von Lupinenschrot tritt im untersuchi&ereich vermutlich kein Aussalz-
effekt, wie in Kapitel 6.1.2 beschrieben, statt. EEminen vermehrt Proteine in L6sung
gehen, da die Wegstrecke fur das LosungsmittebsRiohstoffpartikel und auch fur den
Transport der Proteinmolekile aus dem Zellinnererkiuzt ist (Kapitel 2.3.1). Eine
hohere Anzahl von Salzionen bei groRd¥$V trifft demnach auf eine hohere, zur

Verfligung stehende Proteinmenge [4, 5].

6.3.2 PGA in Abhangigkeit signifikanter Faktoren
Im Vergleich zurEA (Gl. (5.6)) wird das Modell fiir di@GA (Gl. (5.7)) von deutlich mehr

Faktoren und Faktorwechselwirkungen signifikantitibgsst.

VPGA= 569+ 054x,,,  ~0017Xsg, — 071X, +029x_ — 051X, + 034x_ (5.7)
— 034Xy = 090X, X, - — 032%qy X,
= 057%, Xy — 077X, Xeyy —130%7

PGAbei variierendepHg und cnaci

Die Regressionsgleichung bzw. die darin enthaltd¢eeffizienten machen deutlich, dass
erneut die 2FWW zwischepHe und cnaci €inen signifikanten Einfluss auf dieGA
ausuben. Dies entspricht den Ergebnissen, die éeiSgreeningversuchen ermittelt
werden konnten. Dabei widersprechen sich die Pdemiestellungen zur Maximierung
von EA und PGA Wahrend in Bild 5.2a) und Bild 5.8a) bei niedrigpHg von 5,5 eine
signifikant héhereEA durch Salzzugabe erzielt werden konnte, machtdiee der Salz-
konzentration beipHe =5,5 fur PGA keinen Unterschied. Ganz im Gegenteil, bei
pHe = 7,0 ist sogar ein niedriger Salzgehalt (0,1-hidl von Vorteil (Bild 5.3b) und Bild
5.9a)). Somit sind - wie bereits vermutet (Kap@dl.4) - fir eine maximal&A andere
Faktorstufen zu bevorzugen, als zur MaximierungRigA

Ursache sind die unterschiedlichen Ziele der Exitwvakund Fallung. Beim Extraktions-
vorgang sollen méglichst viele Proteine in Losurdprgcht werden, wobei eine im unter-
suchten Bereich hohe Salzkonzentration férderlst{32, 33, 50, 64, 66, 67, 113, 128].
Bei der Fallung sollen Proteine in Wechselwirkumgtdn und aggregieren, wozu die
lonenstarke wiederum reduziert werden muss [50882128, 204]. Letzteres scheint von
derart grol3er Wichtigkeit zu sein, dass in den ¢hlengen fur diePGA (Gl. (5.2) und
(5.7)) diecnac letztlich im Unterschied zu den Regressionsgleigjem fur dieEA (Gl.
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(5.1) und (5.6)) mit negativen Regressionskoeffisa aufgefuhrt sind. Welche
Einstellungen dieser Parameter nun zu bevorzuged, ¢idangt von der jeweiligen
Zielstellung ab und wird mit der FunktioD in Kapitel 5.3.6 fur unterschiedliche

Zielvorgaben dargestellt.

PGADbei variierendeHg_ und Cnaci

Bei ndherer Betrachtung des pH-Wertes bei der Rglieigt sich, dass eine Senkung des
pH-Wertes im untersuchten Bereich auf 5 bei hota@zk®nzentration zu bevorzugen ist
(Bild 5.9b)). Niedrige pH-Werte induzieren eine feinfallung durch Reduktion der
Nettoladung von Proteinen, welche dadurch in Wdahdaing treten und Aggregate
bilden [205]. Die Proteinl6slichkeit der Lupinenpgme hat ein Minimum bei pH-Werten
zwischen 4,0 und 5,0, wobeiQkRI et al. (2002) und EADAWY et al. (2001) diesen
Bereich auf 4,3 - 4,9 weiter eingrenzen konnten % 108, 159]. Hier handelt es sich
allerdings um isoelektrische Fallungsbedingungee, zair Herstellung eines mizellaren
Proteinisolats aufgrund reduzierter Ausbeute sar@nderte Isolatqualitéat nicht geeignet
sind [19, 50, 84].

Bei kleinen cyaci (0,1 molL™) sind bei pH-Werten zwischen 5,0 und 5,9 stet3gro
Ausbeuten mdglich. Die Reduktion der lonenstéarke-isvie bereits beschrieben - von
entscheidender Bedeutung fur die Mizellenbildund Tiextur des Isolats [50, 82, 83, 126].
Auch hier gilt es, die optimalen Einstellungen die®arameter mit der Funktidd in

Kapitel 5.3.6 fur unterschiedliche Zielvorgabenbatrachten.

PGAbei variierendeWVund Cnaci

Die zur Verdinnung des Extraktes verwendete Wassegmentscheidet Uber die Reduk-
tion der Salzkonzentration und lonenstarke, weshidbcyac auch in WW mitEWV
ermittelt wurde (GI. (5.7)). Wahrend beiyaci=1,0 molL™® eine méglichst groRe
Wassermenge zugefiihrt werden sollWV= 1:5), ist bei cyaci= 0,1 moiL™ mit
geringerer WassermengeWV= 1:2) sogar eine um 10,5 % hohere Ausbeute ntiglic
Bei niedriger cnaci kann somit eine geringe Wassermenge zur Fallung Rieteine
zugegeben werden, was zudem zahlreiche wirtsattadtiund ©6kologische Vorteile mit

sich bringt.
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PGAbei variierendety undRSV

Je groReRSVund somit die Menge an Fallungsgemisch desto tasaygert die Separation

von fester und flissiger Phase (Bild 5.10b)). Soid Proteine von einer grol3eren
Loésungsmittelmenge umgeben, haben die einzelneteiRmwolekile und -aggregate eine
langere Wegstrecke zuriickzulegen, um zu sedimentieund gegenseitig in

Wechselwirkung zu treten. Zudem verandert sichDdahte und somit die Viskositat des
Mediums. Nach dem Gesetz vomdBES wird dadurch das Zentrifugations- und Sedi-
mentationsverhalten der Proteinaggregate beeinfluss

Da sich bisher abzeichnet, dass ein gerin@3V eventuell bei Verwendung der

Lupinensaat einstellbar ist, besteht aber die Mogkitt; auf kleiner Stufe einzustellen

und somit eine Zeitersparnis zu erzielen.

6.3.3 Validierung der Modelle
Mit Hilfe der Versuchsreihe in Tabelle 5.9 wurdea drmittelten Modelle (5.5), (5.6) und

(5.7) validiert. FUrEA war das Prognose-Bestimmtheitsmal® sehr nied%ﬁgd(= 0,27),

d.h. der Zusammenhang zwischen der abhangigen omadhéngigen Variablen ist mit
diesem Modell schlecht darstellbar und eine Vordugesdurch diese Gleichung ist kaum
maoglich. Allerdings konnte bei der Validierung eidbweichung der berechneten von den
experimentell ermittelten Werten von maximal 12,8éstgestellt werden. Dies ist ein
Hinweis daflur, dass Modell (5.5) im Bereich hohét-\Werte pHg = 6,0 - 7,0) durchaus
seine Giltigkeit hat und lediglich den niedrigen-Bereich nicht abbilden kann. Bei der
Validierung wurden nur pH-Werte zwischen 6 und @rpbift und somit sind die geringen
Abweichungen der experimentellen von den Prognoseld gering. Bei der

Modellierung fuhrte somit die schlechte Approximati im niedrigen pH-Bereich

2
pred *

(PHe < 6,0) zu einem KleinenR

Bei Modell (5.6) fur die Beschreibung dBGA wichen die experimentellen Werte trotz

des vergleichsweise hoheﬁzﬁred von 0,69 bis zu 30,8 % von den vorhergesagten

Ergebnissen ab. Dies ist vermutlich auf die hohl&ktorenzahl zurtickzufihren, die das
Modell fur PGA - im Unterschied zlEA - beeinflusst. Dadurch kénnen weitere Fehler
eingetragen worden sein. Da dennoch alle expergfiemtmittelten Werte (Tabelle 5.9)
sich innerhalb des 99 %-igen Vertrauensbereichgedesiligen Modells befinden, konnte
mit den Gleichungen (5.6) und (5.7) die Polyopting durchgefuhrt werden.



6. Diskussion 83

6.3.4 Polyoptimierung

Es wurden zwei Polyoptimierung mit unterschiedlichgielstellungen durchgefiuhrt.
Zunachst galt es di®GA bei sehr guter Isolatqualitdt zu maximieren, wgbkigen im
zweiten Schritt festgelegt wurde, daggc), tz undts sowie dasRSVund EWV minimiert
werden sollten. Dies ist im Hinblick auf eine spétemplementierung des Prozesses in den
industriellen Mal3stab von wesentlicher Bedeutunds #dustriell praktikabel und
umsetzbar erwies sich die Extraktion von Schrotvidifetten Lupine bei einem pH-Wert
von 7 und einer Salzkonzentration von 0,14-mblin einem RSV von 1:9. Bei der
anschlieenden Fallung sollte der pH-Wert des Etdsaauf 5,9 eingestellt und in einem
Verhéltnis von 1:2 verdinnt werden. Nach 22-mirgiti§edimentation und 10-mindtiger
Zentrifugation konnte im Labor schlieRlich einleGA von 42 % bei sehr guter
Isolatqualitat erzielt werden. D.h. mit dieser apérten Parameterkonstellation kann die
maximal mdgliche PGA realisiert werden, die im Vergleich zum Standardzess
(Bild 4.1) verdoppelt wurde. Dabei wurde die Salzkentration um 76 %, der Wasser-
verbrauch wahrend der Extraktion um 13 % und wé&hréer Verdinnungsfallung um

33 % verringert sowie die Sedimentationszeit un¥®@@erkurzt.

6.3.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung der Prozessopterung

FUr jede der untersuchten ZielgroR&m(PGA undvisTe} konnte ein Regressionsmodell
mit den jeweiligen signifikanten Einflussfaktoreangriert werden. Fur dieGA welche
letztlich neben der Isolatqualitat die entscheidedcelgrofie darstellt, wurde erngutg,
cnach, RSV pHe, EWV, tz und ts als signifikante Faktoren bestétigt. Nach erfalgrer
Validierung dieser Modelle konnte schlief3lich digly®ptimierung folgen. Dabei galt es
die PGA bei sehr guter Isolatqualitdt zu maximieren. Imnidick auf eine spéatere
Implementierung des Prozesses in den industridlafistab und den daraus folgenden
Okologischen und ©6konomischen Anforderungen wurde einem zweiten Schritt
festgelegt, dassyac,, tz undts sowie dasRSVund EWV minimiert werden sollen. Die
damit errechnete Parameterkonstellation (Bild &8)yde im Labor tberprift und eine
PGA von 42 % sowie eine sehr gute und fettdhnlichdalgoalitat erzielt. D. h. im
Vergleich zum Standard-Prozess (Bild 4.1) konnte Ausbeute verdoppelt werden.
AulRerdem konnte die Salzkonzentration um 76 %, \Wasserverbrauch wahrend der

Extraktion um 12,5 % und wéahrend der Verdinnungsiglum 33,3 % verringert sowie
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die Sedimentationszeit um 98 % verkirzt werden. Beyzess zur Herstellung eines

proteinbasierten Fettsubstituts aus Lupinen wurdenits erfolgreich optimiert. Die

Voraussetzungen fur nachfolgende Umsetzungsentiaigen sind damit geschaffen.

Salzlésung

Lupinus angustifolius L. cv. Vitabor

(0,14 moiL™)

Eiswasser

Extraktion (1:7)

50 °C;pHg = 7,0

: 60 min; 128 nin™®

Separation

Sieb (1,0

oder 1,4 mm)

— Raffinat R1

Zentrifugation

3300g; 2

0 °C; 10 min

— Raffinat R2

Filtration
(Filtertuch)

—— Feintrub

Protei

nextrakt

(1°0)

dest. Wasser

Fallung (1:2)
1°C, 60 Umin™

Sedimentation

1°C,

22 min

Zentrifugation
3300g; 10 °C; 10 min

— Uberstand 1

Proteinisolat

(15 °C)

Wasc

hen (1:4)

Sep

aration

3300g; 10 °C; 10 min

— Uberstand 2

Mizellenproteinisolat

Bild 6.3: FlieBschema des optimierten Prozesses zur Hersgelles Mizellenproteinisolats
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7 Zusammenfassung

Ubergewicht und insbesondere dessen Folgeerkraekumgehdren weltweit zu den

zentralen  erndhrungsbedingten  Gesundheitsproblememd  belasten  unser

Gesundheitssystem mit gewaltigen Kosten, welché Sabhatzungen von Experten bei 11
Milliarden Euro jahrlich liegen. Bei der Praventiond Bekampfung von Ubergewicht und
den damit verbundenen Gesundheitsrisiken konnemedetzierte Lebensmittel einen

wertvollen Beitrag leisten. Zur Produktion fettredarter Lebensmittel werden meist
energiearme Zutaten eingesetzt, welche die FunktbonFett im Lebensmittel simulieren

sollen. Jedoch konnten sich bislang Fettsubstitinsbesondere Austauschstoffe auf
Proteinbasis, aufgrund der hohen Herstellungskostene dem verminderten Genusswert
der damit hergestellten Produkte industriell nialidrchsetzen. Deswegen ist die
Herstellung pflanzlicher Fettsubstitute auf Bass Yroteinen - auch im Hinblick hoherer
Versorgungssicherheit - von Uberaus hohem Intersgg®hl in der wissenschaftlichen

Forschung als auch in der Lebensmittelindustrie.

Ein for Lupinen entwickeltes und vergleichsweisefathes Verfahren zur Protein-
isolierung liefert ein cremiges, fettdhnliches &plvelches bereits erfolgreich als Fettaus-
tauscher in einzelnen Lebensmitteln angewandt wubie Herstellung besteht aus einer
Salzextraktion mit anschlieRender Verdunnungsfgtiuain Verfahren, das bereits in
anderen Studien am Beispiel von Kornerleguminosessciirieben wurde. Eine

systematische, statistisch unterlegte Prozessagtimg fehlt jedoch bislang ganzlich,
obwohl dies eine zwingend notwendige Grundlagesiiie spatere Implementierung dieses
Prozesses in den industriellen Mal3stab darsteishBlb wurde im Rahmen dieses
Dissertationsvorhabens am Beispiel darpinus angustifoliug.. cv. Vitabor die Gewin-

nung eines Proteinisolats mit fettahnlichen Eighaien unter Verwendung einer

geeigneten statistischen Versuchsplanung optimiert.

In einem ersten Abschnitt wurden zunachst umfanbeei ScreeningVersuche
durchgefuhrt, um die signifikanten Einflussgro3ees dProzesses zu ermitteln. Dazu
wurden einige Einflussfaktoren (Salzkonzentratiowac; wahrend der Extraktion und
Einleitgeschwindigkeit wahrend der Fallung) einesrvhtersuchung unterzogen, um das
Screeningmit einer angemessenen Faktorenanzahl durchzufidowie den Prozess gege-
benenfalls zu vereinfachen. Die Voruntersuchungesigten, dass die Einleit-
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geschwindigkeit keinen wesentlichen Einfluss auf @aozessergebnis hat, dig,c des
Extraktionsmittels jedoch erheblich die weitereZ&issgestaltung beeinflusst. Nachfolgend
wurde der Einfluss der Extraktion&yacs, PHe, te, RSV, E) und FallungsparametepHi,
EWV, AT, Zentrifugen- {z) und Sedimentationszeits)) auf die EA und PGA sowie die
Isolatqualitat yisTey mit Hilfe eines fraktioniert faktoriellen Versugplans und
anschlielRenderfold-overuntersucht.

Fur die ZielgroRerEA, PGA undvisTexsind insgesamt letztlicbyac, pHEg, te, RSV, E,
pHg, AT, EWVundt; als signifikante Faktoren bestimmt worden. Dreiséir Parametet(
Te und AT) wurden bei den weiteren Untersuchungen konstiaugestellt, um die finale
Prozessoptimierung mit einer angemessenen und dlenv Faktorenanzahl durch-
zufithren. AulRerdem wurde mit in die finale Prozessoptimierung aufgenomnedvyohl
dieser Faktor bei keiner ZielgroRe als signifikaGue3e identifiziert worden ist. Jedoch
wurde ts zwischen 120 und 1080 min variiert und aus Okoschen und
arbeitstechnischen Grinden galt es zu Uberprifén,eine weitere Reduktion der

Sedimentationszeit (< 120 min) mdglich ist.

In einem zweiten Abschnitt wurden weitere Kdrneul@gnosen (Soja, Ackerbohne, Erbse,
Linse und weil3e Bohne sowie entoélte und vollfetipibenflocken) zur Herstellung eines
proteinbasierten Fettsubstituts miteinander vengic Um den Prozess fur jeden einzelnen
Rohstoff anzupassen, wurden simultan drei ExtrakparameterpHg, Cnaci und RSV
variiert. Die Auswirkungen alEA undPGA sowie auf die Qualitat der Isolattextur wurden
mit Hilfe eines D-optimalen Versuchsplans untersugiel war es, weitere Leguminosen
fur die Gewinnung des fettdhnlichen Proteinisolatsausreichender Menge zu finden.
Durch Verwendung eines D-optimalen Plans konnte jédglen einzelnen Rohstoff ein
Regressionsmodell ermittelt werden. Dabei wurdeeggz dass die Rohware einen
wesentlichen Einfluss auf die Ausbeuten und Quadi¢i Proteinisolate hat. Lediglich mit
der Ackerbohne, Erbse, Sojabohne und Lupine korenisreichend hohe Proteinausbeuten
erzielt werden. Allerdings unterschieden sich dextliren der Proteinisolate deutlich,
wobei ausschlie3lich mit der Lupinensaat eine aelgenglatte und vor allem cremige
Textur des Proteinisolats erzielt werden konnteniBavurde Lupinus angustifolius.. cv.
Vitabor als Rohstoff fiir die Herstellung eines Belistituts und finalen Prozess-

optimierung festgelegt.
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Im dritten Abschnitt wurde mit den signifikantenkiE@en pHg, cnac, RSV pHE, EWV, t;
und ts die Prozessoptimierung durchgefuhrt. Dazu wurdgigrand der Ergebnisse des
Rohstoffvergleichs die Sadtupinus angustifoliusL. cv. Vitabor verwendet und die
Auswirkungen auEA, PGA sowie der Isolatqualitat mit Hilfe eines FC-CCDtersucht.
Es bestatigte sich dabei die Signifikanz der Patame Bezug auPGA Dabei konnte fur
jeden ZielgrolReEA PGAundvisTey ein Regressionsmodell generiert werden, wobéi sic
die Signifikanz aller sieben Parameter in Bezug RGHA bestétigte. Nach erfolgreicher
Validierung dieser Modelle konnte schlief3lich diy@ptimierung unter Anwendung der
Desirability-Funktion folgen. Dabei galt es dRRGA bei sehr guter fettdhnlicher Isolat-
qualitdt zu maximieren. Im Hinblick auf eine spétémplementierung des Prozesses in
den industriellen Maf3stab und den daraus folgenieniogischen und 6konomischen
Anforderungen wurde in einem zweiten Schritt felgtge dasnacy, tz undts sowie das
RSV und EWV minimiert werden sollen. Die damit errechnete Rei@rkonstellation
(pHe = 7,0, pH: = 5,9, Cnaci= 0,14 molL™, RSV =1:7, EWV=1:2, ts= 22,0 min und
tz = 10,0 min) wurde im Labor Uberprift und eiR&A von 42 % sowie eine sehr gute
Isolatqualitat erzielt. Im Vergleich zum Standamb#ess konnte die Ausbeute somit
verdoppelt werden. AulRerdem konnte die Salzkonzgotr um 76 %, der
Wasserverbrauch wéahrend der Extraktion um 13 %wiiarend der Verdinnungsfallung

um 33 % verringert sowie die Sedimentationszeitd@% verkirzt werden.

Der Prozess zur Herstellung eines fettahnlichemelrigolats ausupinus angustifolius.

cv. Vitabor konnte somit erfolgreich optimiert werd Damit liefert diese Arbeit den
zwingend erforderlichen Beitrag auf dem Gebietlderstellung pflanzlicher Fettsubstitute
auf Basis von Proteinen. Die gewonnen Erkenntngiemen als Grundlage fur die
Herstellung dieses Fettsubstituts im industrieMal3stab. Die Mal3stabiibertragung und
die damit verbundene Prozessanpassung, Anlageniomze und Wirtschaftlich-
keitsbetrachtung sollte Gegenstand von weitergedreriébrschungsarbeiten sein. Dabei
sollte die fettdhnliche Textur des Proteinisolatewghrleistet bleiben, wozu die
Entwicklung einer messtechnischen, beispielsweiseologischen Methode, zur
guantitativen Erfassung des cremigen Eindrucks sadr grof3er Bedeutung flr Industrie

und Wissenschaft wéare.
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9 Anhang

Tabelle 9.1:Verdiunnungsreihe der Kalibriergeraden fir die Bitviethode

Proteinkonzentra-

_ 1 00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10,0
tion ¢, /mgmL

Wasser /mL 0,00 0,05 0,20 0,15 0,20 0,25 0,30 0@8=0 0,45 0,50

Kalibrierlésung /mL 0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 0,25200 0,15 0,10 0,05 0,00

Tabelle 9.2:Fraktioniert faktorieller Versuchsplan zudereeningn der Reihenfolge der

Versuchsdurchfiihrung
RUN'  pHe RSV o Te te EWV AT/K  pHe t,  ts/min
/molL*  /°C  Imin /min

1 7,0 1:7 0,7 10 100 1:2 20 7,0 60 120
2 5,5 1:7 0,1 10 100 15 0 7,0 10 120
3 7,0 1:7 0,1 50 60 1:2 0 55 10 120
4 6,3 1:9 0,4 30 80 1:0,7 10 6,3 35 600
5 5,5 1:13 0,1 50 60 15 0 55 10 1080
6 5,5 1:1 0,1 10 100 1:2 0 55 60 120
7 55 1:7 0,7 50 100 1:2 20 55 10 120
8 55 1:13 0,7 50 60 1:5 0 7,0 60 120
9 6,3 1:9 0,4 30 80 1:0,7 10 6,3 35 600
10 5,5 1:13 0,7 10 60 1:2 20 55 10 1080
11 7,0 1:13 0,7 10 60 1:5 0 55 10 120
12 5,5 1:13 0,7 10 100 1:5 20 7,0 60 1080
13 6,3 1:9 0,4 30 80 1:0,7 10 6,3 35 600
14 7,0 1:7 0,1 10 100 1:2 20 55 10 1080
15 7,0 1:13 0,7 50 100 1:2 0 7,0 10 1080
16 7,0 1:7 0,7 50 100 1:5 0 55 60 1080
17 7,0 1:13 0,7 50 60 1:2 20 55 60 1080
18 55 1:7 0,7 10 60 1:2 0 7,0 60 1080
19 6,3 1:9 0,4 30 80 1:0,7 10 6,3 35 600
20 5,5 1:7 0,1 10 60 1:5 20 55 60 120
21 55 1:7 0,1 50 100 1:2 20 7,0 60 1080
22 7,0 1:13 0,1 10 60 1:5 0 7,0 60 1080
23 5,5 1:13 0,1 10 60 1:2 20 7,0 10 120
24 7,0 1:13 0,1 50 100 1:5 20 55 10 120
25 7,0 1:7 0,7 50 60 1:5 20 7,0 10 1080
26 7,0 1:7 0,1 50 100 1:5 0 7,0 60 120
27 55 1:13 0,7 10 100 1:5 20 7,0 60 1080
28 55 1:7 0,1 10 60 1:5 20 55 60 120
29 5,5 1:13 0,1 50 60 1:5 0 55 10 1080
30 5,5 1:13 0,7 50 60 1:5 0 7,0 60 120
31 7,0 1:13 0,1 50 100 1:5 20 55 10 120
32 7,0 1:13 0,7 10 60 1:5 0 55 10 120
33 5,5 1:7 0,1 10 100 15 0 7,0 10 120
34 55 1:13 0,7 10 60 1:2 20 55 10 1080
35 6,3 1:9 0,4 30 80 1:0,7 10 6,3 35 600

36 7,0 1:7 0,7 50 100 15 0 55 60 1080
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RUN' pHe RSV  cuc Te te EWV AT/K  pHe t;  ts/min

/molL*  /°C  /min /min
37 5,5 1:7 0,7 10 60 1:2 0 7,0 60 1080
38 7,0 1:7 0,1 10 100 1:2 20 55 10 1080
39 7,0 1:13 0,7 50 100 1:2 0 7,0 10 1080
40 6,3 1:9 0,4 30 80 1:.0,7 10 6,3 35 600
41 6,3 1:9 0,4 30 80 1:.0,7 10 6,3 35 600
42 7,0 1:7 0,1 50 100 1:5 0 7,0 60 120
43 7,0 1:7 0,1 50 60 1:2 0 55 10 120
44 5,5 1:13 0,1 10 60 1:2 20 7,0 10 120
45 55 1:7 0,7 50 100 1:2 20 55 10 120
46 55 1:13 0,1 10 100 1:2 0 55 60 120
47 7,0 1:7 0,7 10 100 1:2 20 7,0 60 120
48 7,0 1:7 0,7 50 60 1:5 20 7,0 10 1080
49 7,0 1:13 0,7 50 60 1:2 20 55 60 1080
50 5,5 1:7 0,1 50 100 1:2 20 7,0 60 1080
51 6,3 1:9 0,4 30 80 1:.0,7 10 6,3 35 600
52 7,0 1:13 0,1 10 60 1:5 0 7,0 60 1080

'RUN: Versuchsnummer’RSV (Rohstoff-Salzlosungs-Verhaltnis) urBWV (Extrakt-Wasser-
Verhaltnis) wurde bei der Verwendung der Softwawnecd Verhéltniszahlen approximiert: 1:7 mit
0,14; 1:9 mit 0,11 und 1:13 mit 0,08 bzw. 1:5 mR;A.:0,7 mit 0,7 und 1:2 mit 1
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Tabelle 9.3: Vermengungsstruktur der signifikanten Faktoren @WVW der ZielgroReEA

Aufgrund des groRen Umfangs der jeweiligen Vermeggstruktur werden die Faktoren als

Buchstaben dargestellt. Dabei ist AXg, , B =Xz, C=X, . D=X_, E=X_, F=Xeyy,

G =Xy, H=Xpy » I=X, und K=Xx_.

Faktor bzw.
2FWW

Vermengungsstruktur

A

AC

AD

ABE ABF ABG ABH ABK ACF ACG ACH ACJ ADH ADJ AEF A£G
AEH AEK AFG AFH AGH AHJ AHK AJK BCD BCE BCF BCG BCH
BCJ BDE BDF BDG BDH BEH BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH BGK
BHJ BHK BJK CDE CDH CDJ CDK CEF CEG CEH CEJ CFG CEHRJ
CGH CGJ CHJ CHK CJK DEF DEG DEH DFG DFH DFK DGH DGK
DHJ DHK DJK EFH EFK EGH EGJ EGK EHJ EHK EJK FGH FB3K
ABE ABF ABG ABH ABJ ABK ACF ACG ACH ACJ ADH ADJ K
AEF AEG AEH AEJ AEK AFG AFH AFJ AGH AGJ AHJ AHK AJK
BCD BCE BCF BCG BCJ BDE BDF BDG BDH BDJ BEH BEJ BEK
BFH BFJ BFK BGJ BGK BHJ BJK CDE CDH CDJ CEF CEG GERG
CFJ CGJ CHJ CHK CJK DEF DEG DEH DEJ DFG DFH DFJ Ob&H
DGJ DGK DHJ DHK DJK EFJ EFK EGH EGJ EGK EHJ EJK FGH
ABE ABF ABG ABH ABK ACF ACG ACH ACJ ACK ADH ADJ AF
AEG AEH AEK AFG AFH AGH AHJ AHK AKJ BCD BCE BCF BCG
BCH BCJ BDE BDF BDG BDH BEH BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH
BGK BHJ BHK BJK CDE CDH CDJ CEF CEG CEH CEJ CFG CEHRJ
CGH CGJ CHJ CHK CJK DEF DEG DEH DFG DFH DFK DGH DGK
DHJ DHK DJK EFH EFK EGH EGJ EGK EHJ EHK EJK FGH FB3K
ABD ABE ABF ABH ABJ ABK ACF ACG ACH ACJ ADE ADF MG
ADH ADJ AEG AEH AEJ AEK AFG AFH AFJ AFK AGH AGJ AGK
AHK AJK BCD BCE BCF BCH BCJ BCK BDE BDF BDH BDJ BEH
BEJ BEK BFG BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BHK BJK CDE CIObG
CDH CDJ CEG CEH CEJ CEK CFG CFH CFJ CFK CGH CGJ CGK
CHK CJK DEG DEH DEJ DFG DFH DFJ DFK DGH DGJ DGK DHK
DJK

BE BF BG BH BJ BK CF CG CH CJ DH DJ DK EF EG EH EK FG
FH FJ GH GJ HJ HK JK

BE BF BG BH BK CF CG CH CJ CK DH DJ EF EG EH BHG FH GH
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Tabelle 9.4: Vermengungsstruktur der signifikanten Faktoren @fWVW der ZielgroRePGA

Aufgrund des groRen Umfangs der jeweiligen Vermeggstruktur werden die Faktoren als

Buchstaben dargestellt. Dabei ist AXg, , B=Xzgy, C=X,_, D=X_, E=X_, F=Xeyy,

G =Xy, H=Xpy , I=X und K=Xx_.

Faktor bzw.
Vermengungsstruktur
2FWW
A ABC ABE ABF ABG ABH ABK ACE ACF ACG ACH ACJ ADH AJ

AEF AEG AEH AEK AFG AFH AFK AGH AGK AHJ AHK AJK BCD
BCE BCF BCG BCH BCJ BDF BDG BDH BDK BEH BEK BFH BBFK
BGH BGJ BGK BHJ BHK BJK CDE CDF CDG CDH CDJ CDK CEF
CEG CEH CEJ CFG CFH CFJ CGH CGJ CHJ CHK CJK DEF [IHH
DEK DFH DFK DGH DGK DHJ DHK DJK EFH EFJ EFK EGH EGJ

B ABC ABD ABE ABF ABH ABJ ABK ACE ACF ACG ACH ACJ ME
ADF ADG ADH ADJ AEG AEH AEJ AEK AFG AFJ AFK AGH AGJ
AGK BCD BCE BCF BCH BCJ BCK BDE BDF BDH BDJ BDK BEBEJ
BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BHK BJK CDE CDF CDG CHEIxH
CEJ CEK CFG CFH CFK CGH CGJ CGK CHK CJK DEG DEH DEEK
DFG DFJ DFK DGH DGJ DGK DHK DJK EFG EFH EFJ EGH

C ABC ABE ABF ABG ABH ABJ ABK ACE ACF ACG ACH ACJ PH
ADJ ADK AEF AEG AEH AEJ AEK AFG AFH AFJ AFK AGH AGJ
AGK AHJ AHK AJK BCD BCE BCF BCG BCJ BDE BDF BDG BDH
BDJ BDK BEJ BFH BFJ BFK BGH BGJ BGK BHJ BJK CDE CIbG
CDH CDJ CEF CEG CEJ CFG CFJ CGJ CHJ CHK CJK DEF M¥H
DEJ DEK DFG DFH DFJ DFK DGH DGJ DGK DHJ DHK DJK EFH

D ABC ABE ABF ABG ABH ABK ACE ACF ACG ACH ACJ ACK AMH
ADJ AEF AEG AEH AEK AFG AFH AFK AGH AGK AHJ AHK AJK
BCD BCE BCF BCG BCH BCJ BDF BDG BDH BDK BEH BEJ BEK
BFH BFJ BFK BGH BGJ BGK BHJ BHK BJK CDE CDF CDG CDEDJ
CEF CEG CEH CEJ CFG CFH CFJ CGH CGJ CHJ CHK CJK DEG
DEH DEK DFH DFK DGH DGK DHJ DHK DJK EFH EFJ EFK EGH

E ABC ABD ABE ABF ABH ABJ ABK ACE ACF ACG ACH ACJ BE
ADF ADG ADH ADJ AEG AEH AEJ AEK AFG AFH AFJ AFK AGJ
AGK BCD BCE BCF BCH BCJ BCK BDE BDF BDH BDJ BDK BEBEJ
BEK BFG BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BHK BJK CDE CDF CDGEG
CEH CEJ CEK CFG CFH CFJ CFK CGH CGK CHK CJK DEG DEHJ
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Faktor bzw.

2FWW

Vermengungsstruktur

AB

AC

AD

AG

DEK DFG DFH DFJ DFK DGJ DGK DHK DJK EFH EFJ EGH

ABC ABD ABE ABF ABH ABJ ABK ACE ACF ACG ACH ACJ BE
ADF ADG ADH ADJ AEG AEH AEJ AEK AFG AFJ AFK AGJ AGK
BCD BCE BCF BCH BCJ BCK BDE BDF BDH BDJ BDK BEF BEBEJ
BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BHK BJK CDE CDF CDG CHEiH
CEJ CEK CFG CFH CFK CGH CGK CHK CJK DEG DEH DEJ DBEKG
DFJ DFK DGJ DGK DHK DJK EFH EFJ EGH EGJ EGK EHJ

ABC ABF ABG ABH ABK ACE ACF ACG ACJ ADH AEF AEG £H
AEK AFH AFK AGH AGK AJK BCD BCE BCF BCG BCJ BDF BDG
BDH BDK BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BGK BHJ BJK CDE CDEDG
CDJ CEF CEG CEJ CFG CFJ CGJ CHK DEF DEG DEH DEK OB
DGH DGK DJK EFH EFJ EFK EGH EGJ EGK EHJ EJK FGK HHIK
GHJ GJK

BD BE BF BH BJ BK CF CG CH CJ DE DF DG DH DJ EEH EJ EK FG
FH FJ FK GH GJ GK HK JK ABC ABE ABF ABH ACE ACH ACADH
ADJ AEG AEH AFG AFH AFK AGH AGK AHK AJK BCE BCF BCJ
BDE BDF BDH BDK BEH BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BJBDF
CDG CDH CDJ CEG CEJ CFG CFJ CGJ CHK CJK DEG DEH OBKG
DFH DGH DHK DJK EFH EFJ EGH EGJ EGK EHJ EJK FGH

BE BF BG BH BJ BK CF CG CH CJ DH DJ DK EF EG B4 EK FG FH
FJ GH GJ HJ HK JK ABC ABE ABF ABH ACE ACH ACJ ADH [3J
AEG AEH AFG AFH AFK AGH AGK AHK AJK BCE BCF BCJ BDE
BDF BDH BDK BEH BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BJBDF
CDG CDH CDJ CEG CEJ CFG CFJ CGJ CHK CJK DEG DEH OBKG
DFH DGH DHK DJK EFH EFJ EGH EGJ EGK EHJ EJK FGH FGJ

BE BF BG BH BK CF CG CH CJ CK DH DJ EF EG EH HG FH GH HJ
HK JK ABC ABE ABF ABH ACE ACH ACJ ADH ADJ AEG AEH &G
AFH AFK AGH AGK AHK AJK BCE BCF BCJ BDE BDF BDH BDK
BEH BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BJK CDF CDG COEDJ
CEG CEJ CFG CFJ CGJ CHK CJK DEG DEH DEK DFG DFH DBHK
DJK EFH EFJ EGH EGJ EGK EHJ EJK FGH FGJ FGK FHJ FIK

BD BE BF BH BJ BK CE CF CG CH CJ DE DF DG DH BEG EH EJ EK
FG FH FJ FK GH GJ GK HK JK ABC ABE ABF ABH ACE ACIACJ
ADH ADJ AEG AEH AFG AFH AFK AGH AGK AHK AJK BCE BCF
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Faktor bzw.

2FWW

Vermengungsstruktur

AH

BC

BCJ BDE BDF BDH BDK BEH BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH B&HJ

BJK CDF CDG CDH CDJ CEG CEJ CFG CFJ CGJ CHK CJK DBfEH

DEK DFG DFH DGH DHK DJK EFH EFJ EGH EGJ EGK EHJ EJK

BE BF BG BH BK CF CG CH CJ DH DJ EF EG EH EK FF& GH HK JK

ABC ABE ABF ABH ACE ACH ACJ ADH ADJ AEG AEH AFG AFH
AFK AGH AGK AHK AJK BCE BCF BCJ BDE BDF BDH BDK BEH
BEJ BEK BFH BFJ BFK BGH BGJ BHJ BJK CDF CDG CDH CDEG

CEJ CFG CFJ CGJ CHK CJK DEG DEH DEK DFG DFH DGH DBHRK

EFH EFJ EGH EGJ EGK EHJ EJK FGH FGJ FGK FHJ FIK GHJ

BE BF BH CE CH CJ DH DJ EG EH FG FH FK GH GK HK ABC ABE

ABF ABH ACE ACH ACJ ADH ADJ AEG AEH AFG AFH AFK AGH
AGK AHK AJK BCE BCF BCJ BDE BDF BDH BDK BEH BEJ BEBFH

BFJ BFK BGH BGJ BHJ BJK CDF CDG CDH CDJ CEG CEJ CEXJ

CGJ CHK CJK DEG DEH DEK DFG DFH DGH DHK DJK EFH EEGH

EGJ EGK EHJ EJK FGH FGJ FGK FHJ FIK GHJ GJK
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Tabelle 9.5:Faktorstufen-Kombinationen nach einem D-optimalensidchsplan zum Rohstoff-

vergleich (Kapitel 5.2)

RUN! Rohstoff pHe Cnac /mokL™ RSV
2 6,5 1,0 1:13
4 6,5 1,0 1:13
8 6,5 0,0 1.7
20 Ackerbohne 50 0.0 113
38 5,0 1,0 1.7
44 5,8 0,5 1.9
7 5,0 0,0 1:13
10 6,1 0,3 1:10
13 Erbse 6,5 1,0 1:13
14 5,0 1,0 1.7
22 5,4 0,8 1:10
24 6,5 0,0 1.7
11 6,5 0,5 1.7
16 5,0 0,0 1.7
28 Linse 6,5 1,0 1:13
29 5,8 1,0 1.7
30 5,0 0,5 1:13
37 6,5 0,0 1:13
5 6,5 1,0 1.9
18 6,5 0,0 1.7
27 i . 5,0 1,0 1:13
31 Entolte Lupine 5.0 0.0 19
34 5,0 1,0 1.7
36 5,8 0,0 1:13
15 5,8 1,0 1:13
19 6,5 1,0 1.7
23 . 6,5 0,0 1:13
32 Vollfette Lupine 5.8 0.0 1.7
35 5,4 0,3 1:10
42 5,0 1,0 1.7
1 6,5 1,0 1.7
3 5,0 1,0 1:13
6 6,5 0,0 1:13
12 i . 6,5 0,0 1:13
o1 Entolte Sojabohne 5.0 0.0 17
26 6,5 1,0 1.7
33 5,0 1,0 1:13

40 50 0,0 17
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RUN! Rohstoff pHe Cnac /molL™ RSV
9 6,5 0,5 1:13
17 6,5 0,0 1:9
25 : 5,0 0,5 1:7
39 Weil3e Bohne 5.0 10 19
41 5,0 0,0 1:13
43

6,5

1,0 17

'RUN: Versuchsnummer?RSV (Rohstoff-Salzlésungs-Verhéltnis) wurde bei derr-Ve

wendung der Software durch Verhaltniszahlen appndt: 1:7 mit 0,14; 1:9 mit 0,11 und
1:13 mit 0,08
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e) entdlte Lupine

1.0

Cnaci /mol-L?

6.5

pPHe
Bild 9.1: Konturplots dePGAin % bei variierendepHg undcy,c) Sowie konstanterRSVvon
0,11 (1:9) fur die a) Erbse, b) Soja, ¢) Linsewd)3e Bohne und e) entdlte Lupine.

Tabelle 9.6:Faktorstufen-Kombinationen nach einem FC-CCD inalén Prozessoptimierung

CNacl

RUN* pHe RSV t; /min EWV pHe ts/min
/mol-L*?
1 55 0,1 1:7 10 1:2 5,0 60
2 7,0 1,0 1:13 60 1:5 50 0
3 6,3 0,6 1:9 35 1:2,85 55 30
4 7,0 0,1 1:7 60 1:5 5,0 0
5 6,3 0,6 1:9 35 1:2,85 5,0 30
6 55 0,1 1:13 60 1:5 50 60
7 55 0,1 1:7 10 1:5 59 0
8 55 0,6 1:9 35 1:2,85 55 30
9 6,3 0,6 1:9 35 1:5 55 30
10 6,3 0,6 1:9 35 1:2 55 30
11 6,3 1,0 1:9 35 1:2,85 55 30
12 6,3 0,6 1:9 35 1:2,85 55 60
13 7,0 1,0 1:13 10 1:5 5,9 0
14 7,0 1,0 1:13 60 1:5 59 60
15 7,0 1,0 1:7 10 1:2 50 60
16 6,3 0,6 1:9 35 1:2,85 5,9 30
17 55 1,0 1:13 60 1:5 5,9 0
18 6,3 0,6 1:9 35 1:2,85 55 30
19 7,0 0,1 1:13 10 1:2 59 0
20 7,0 0,1 1:7 10 1:5 5,0 60
21 6,3 0,6 1:9 35 1:2,85 55 30
22 55 1,0 1:7 10 1:2 59 0
23 7,0 0,1 1:7 10 1:2 59 60

24 7,0 0,1 1:13 60 15 59 0
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RUN! M RSV tmin EWV pHe  ts/min
/molL”
25 5,5 01 113 60 1.2 5,0 0
26 6,3 0,6 1:9 10 1:285 5,5 30
27 6,3 0,1 1:9 35 12,85 5,5 30
28 5,5 10 113 10 15 5,0 60
29 6,3 0,6 1:9 35 12,85 5,5 30
30 5,5 1,0 1.7 60 1:2 5,0 0
31 6,3 0,6 1:9 35 12,85 5,5 30
32 6,3 0,6 1:9 35 12,85 5,5 0
33 5,5 10 113 60 1:2 5,0 60
34 7,0 1,0 17 60 15 5,9 0
35 7,0 0,1 1.7 10 1:2 5,0 0
36 7,0 01 113 10 1:2 5,0 60
37 5,5 01 113 10 15 5,9 60
38 5,5 0,1 17 60 15 5,9 60
39 6,3 0,6 1:9 60  1:2,85 5,5 30
40 5,5 01 113 60 1:2 5,9 60
a1 7,0 0,1 1.7 60 1:2 5,0 60
42 7,0 1,0 113 60 1:2 5,9 0
43 6,3 0,6 1:9 35 12,85 5,5 30
44 5,5 1,0 1.7 10 15 5,9 60
45 7,0 1,0 17 60 1:2 5,9 60
46 5,5 1,0 1.7 10 15 5,0 0
a7 7,0 0,6 1:9 35 12,85 5,5 30
48 6,3 0,6 1.7 35 12,85 5,5 30
49 5,5 10 113 10 1:2 5,0 0
50 6,3 01 113 35 12,85 5,5 30

'RUN: Versuchsnummer’RSV (Rohstoff-Salzlosungs-Verhaltnis) urBWV (Extrakt-Wasser-
Verhaltnis zur Verdunnungsfallung) wurden bei dererMendung der Software durch
Verhaltniszahlen approximiert: 1:7 mit 0,14; 1:2 Mill und 1:13 mit 0,08 fir RSV sowie 1:2 mit
0,5; 1:2,85 mit 0,35 und 1:5 mit 0,2



