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Kurzzusammenfassung

Englisch:

The continuously diminishing fish meal supplies are forcing aquaculture industry to look for
new sustainable plant protein sources, which could replace the limited marine resource. The
high biological value due to its well-balanced amino acid profile, the market availability and
lower price of rapeseed meal make the rapeseed protein an attractive protein source as fish
meal alternative. The protein-rich rapeseed meal has great potential as an alternative protein
source for the fish nutrition. However, its utilizability in fish feeds is limited by antinutritional

plant compounds.

To achieve higher fish meal replacement levels, the rapeseed meal has to be processed into
protein products. Therefore, this thesis work undertook investigations on the preparation of
rapeseed proteins and developed manufacturing process of high quality rapeseed protein
products, which can be used in fish nutrition. From the point of view of development of new
gentle meal processing and protein extraction procedures with high yield and quality, suitable
rapeseed protein processing methods have been studied, which take into account the specific

characteristics of rapeseed protein.

Technological processes for the production of rapeseed protein concentrates, fractionated
rapeseed protein products such as albumin and globulin concentrates and rapeseed protein

isolates were developed.

The production processes have been evaluated regarding to the protein quality and yield. The
protein products derived from the investigated processing techniques have been characterized
with respect to their nutritional value and product properties. The potential of the obtained
rapeseed protein products as fish meal substitute in aquafeeds was evaluated, especially in the
nutrition of rainbow trout, the rapeseed protein concentrate was identified as an excellent

fishmeal alternative.
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Deutsch:

Die zunehmend knapp werdenden Fischmehlvorrite zwingen die Aquakulturindustrie zur
Suche nach neuen nachhaltigen Futterrohstoffen. Die hohe biologische Wertigkeit aufgrund
der ausgewogenen und hochwertigen Aminosdurezusammensetzung, die Verfiigbarkeit und
die hohe Preiswiirdigkeit der Rapsschrote machen die Rapsproteine als Fischmehlalternativa
fiir die nachdriicklich proteinbediirftige Aquakulturundustrie sehr attraktiv. Die proteinreichen
Rapsschrote haben hohes Potenzial als alternative Proteinquelle fiir die Fischerndhrung.
Allerdings ist ihre Einsetzbarkeit im Fischfutter aufgrund der antinutritiven

Pflanzeninhaltsstoffe beschrinkt.

Um hohere Fischmehlaustauschraten zu erreichen, sollen die Rapsschrote zu
Proteinprodukten verarbeitet werden. In dieser Arbeit wurden die Herstellungsverfahren von
hochwertigen Rapsproteinprodukten untersucht, welche als Proteinrohstoff im Aquafeed
verwendet werden. Es wurden geeignete Verfahren fiir die Proteingewinnung aus Raps unter
dem Gesichtspunkt der Entwicklung von neuen proteinschonenden
Saatverarbeitungstechnologien und qualitits- und ausbeuteorientierten
Proteinextraktionsverfahren untersucht, welche die Besonderheiten der Rapsproteine

beriicksichtigen.

Technologische Verfahren zur Gewinnung von Rapsproteinkonzentraten, fraktionierten
Rapsproteinprodukten wie Globulin- und Albuminkonzentraten und Rapsproteinisolaten

wurden erarbeitet.

Die Herstellungsverfahren wurden hinsichtlich der Proteinqualitit und -ausbeute bewertet.
Die gewonnenen Proteinprodukte aus den untersuchten Verarbeitungsmethoden wurden
hinsichtlich ihrer erndhrungsphysiologischen FEigenschaften und Produkteigenschaften
charakterisiert und als Fischmehlsubstitut fiir die Fischerndhrung evaluiert. Besonders das
Rapsproteinkonzentrat wurde fiir die Erndhrung von Regenbogenforellen als hervorragende

Fischmehlalternative identifiziert.
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1. Einleitung

1.1. Motivation

Infolge des drastischen Anstiegs der Fischfangqouten in den vergangenen Jahrzehnten wurden
die Fischbestinde stark reduziert. Nach Angaben der FAO sind im Jahr 2009 57,4 % der
Fischbestinde maximal ausgenutzt. 29,9 % der Fischbestdnde sind tiberfischt und 12,7 % sind
noch nicht im kritischen Zustand. Folglich befinden sich 87 % der Fischbestinde im
Risikobereich, deshalb ist eine Reduzierung des Fischfangs streng erforderlich, damit sich die
Fischbestinde erholen (FAO, 2011). Seit einigen Jahren wurde ein Riickgang der
Weltmeeresfischproduktion beobachtet, welche bei etwa 90 Millionen Tonnen pro Jahr liegt
(FAO, 2010). Allerdings konnten die Wildfinge den Fischbedarf der wachsenden
Weltbevolkerung nicht decken. Die steigende Nachfrage fiir Fisch und die Gefahr vor der
Uberfischung der Meere bei weiterer Ausbeutung der Fischbestinde fiihrte zur starken
Entwicklung der Aquakultur, welche die Versorgung der Weltbevolkerung mit hochwertigem
Eiweil} aus Fisch sichern soll. Die Aquakultur kann als Losung der Erndhrungsproblematik
fiir die Versorgung mit Fischprodukten angesehen werden, ohne den marinen Fischbestinden
nachhaltig zu schaden. Sie ist der sich am schnellsten entwickelnde Lebensmittelsektor,
dessen jdhrliche Wachstumsrate seit den 1970er Jahren mit durchschnittlich fast 9 % sehr
hoch liegt (Anderson, 2011). Mit {iber 55 Millionen Tonnen Aquakulturproduktion im Jahr
2009 stammen 47 % der weltweiten Seafood-Versorgung aus Aquakulturen. Wahrend der
weltweite Pro-Kopf-Verbrauch von Fisch im Jahr 1961 9,0 kg betrug, wurde im Jahr 2009
durchschnittlich 17,2 kg Fisch pro Person konsumiert (FAO, 2010). Im Angesicht der
Uberfischung von vielen Fischarten in den Weltmeeren und der gleichzeitigen Erhéhung des
Fischbedarfs infolge der steigenden Nachfrage nach Fisch bei zunehmender Weltbevolkerung
ist die weitere Entwicklung der Aquakultur  erforderlich. Demzufolge wird dieser

Wirtschaftszweig in Zukunft weiterhin stark an Bedeutung gewinnen.

Einen wesentlichen Faktor fiir das erfolgreiche Wachstum und die Intensivierung
der Aquakulturproduktion stellt das Fischfutter dar. Traditionell wird das Fischmehl als
Proteinquelle in der Fischernidhrung eingesetzt. Durch das Wachstum der Aquakultur und den
dadurch gestiegenen Bedarf an Fischfutter erh6ht sich die Nachfrage nach Fischmehl. Nach

IFFO Statistikangaben stieg die Fischmehlverwendung in der Aquakulturindustrie in den



Halime N. Adem Einleitung Dissertation

letzten Jahren drastisch, sodass im Jahr 2009 63 % des weltweit produzierten Fischmehls fiir

die Fischfutterproduktion verwendet wurden (Abbildung 1-1).

4% 10%
' B Aquakultur
Gefliigel
30% W Schweine
r Andere
1960 1980 2002 2009

Abbildung 1-1: Entwicklung der Verteilung des Fischmehlverbrauches (Jackson, 2011; Shepherd,
2007)

Da das Fischmehl aus Fischarten, welche nicht fiir den menschlichen Verzehr geeignet sind,
produziert wird, hingt seine Produktionsmenge von den Fischbestinden ab. Folglich ist nicht
mit einer Ausweitung der Fischmehlproduktion zu rechnen. Die Fischfinge fiir die
industrielle Verwertung, zu der auch die Fischmehlproduktion gehort, sind in den letzten
Jahren riicklaufig geworden. Daher ist das Fischmehl eine limitierte Proteinquelle. Laut IFFO
ist die weltweite Fischmehlerzeugung mit etwa 5 Millionen Tonnen in den letzten Jahren
gegeniiber den 90er Jahren (6-7 Millionen Tonnen) zuriickgegangen (IFFO, 2009). Infolge der
zunehmenden Knappheit und der steigenden Nachfrage sind die Fischmehlpreise in den
letzten Jahren stark gestiegen, so dass das Fischmehl im Jahr 2010 fiir 1500 €/t vermarktet
wurde (indexmundi, 2011). Demgemal entfillt ein GroBteil der Gesamt-Betriebskosten (bis
zu 70 %) der Aquakultur-Farmen auf das Fischfutter, in dem Fischmehl ein wesentlicher

Bestandteil ist (Rumsey, 1993; El-Sayed, 2004).

Der steigende Bedarf an Fischmehl im Aquafeed, bedingt durch die Entwicklung der
Aquakulturindustrie, bedeutet neben hoheren Produktionskosten, auch eine weitere
Erschopfung der speziell fiir die Fischmehlproduktion gefangenen Fischarten, was negative
Auswirkung auf die davon abhingigen Arten hat. Fiir ein Kilogramm Zuchtfisch (marine
Fischarten) sind etwa vier Kilogramm Wildfang nétig, welcher zu Fischmehl oder -6l
verarbeitet wird (Naylor, et al.,, 2001). Die Fischmehlproduktion trigt zur Abnahme der
Fischbestinde Dbei. Die intensive Fischerei vor allem auf Anchovis wegen der
Fischmehlproduktion fiihrt zu einer starken Beeintriichtigung des Okosystems peruanischer
und chilenischer Kiistengewésser. Fiir den Anchovis-Fang werden sehr feinmaschige Netze

verwendet. Dadurch werden aber auch Jungfische anderer Arten gefangen, so dass

2



Halime N. Adem Einleitung Dissertation

eine ausreichende Reproduktion dieser Fischarten nicht mehr méglich ist. Infolge dessen wird

das Nahrungsangebot der Seevogel und der Meeressduger verringert (Euronatur, 2005).

Fiir die nachhaltige Zukunft der Aquakultur sollen die oben aufgefiihrten Probleme gelost
werden. Da die stark zunehmende Aquakulturproduktion (Abbildung 1-2) einen
hohen Bedarf an hochwertigem Fischfutter erfordert, ist zu erwarten, dass der Verbrauch an
Fischmehl fiir Fischfutter in den kommenden Jahren weiter zunehmen wird. Dadurch wird
aber die Okologie der Fischpopulation in vielen Regionen geschidigt. AuBerdem werden sich
die Produktionskosten der Zuchtfische, bedingt durch die hohen Handelspreise des
Fischmehls,  weiterhin ~ erhéhen.  Deshalb  haben sich die  Suche nach
alternativen Proteinquellen aus pflanzlicher Herkunft und die Aquakulturforschung zur
Futtermittelproblematik in den letzten Jahren intensiviert. Durch den Austausch der tierischen
Proteintrager gegen pflanzliche ist eine Verringerung der Fischmehlanteils im Aquafeed zu
erzielen. Somit konnen auch der Einfluss der weltweiten Fischbestéinde auf die Entwicklung

der Aquakulturindustrie minimiert und gleichzeitig die Wildbestinde geschont werden.
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Abbildung 1-2: Entwicklung der Aquakultur- und Fischmehlproduktion (IFFO, 2009)

Die prognostizierte Steigerung der Aquakulturproduktion kann nur bei ausreichender
Futtermittelbereitstellung erreicht werden. Die Beiprodukte der Rapssaatverarbeitung stellen
eine sehr attraktive Proteinquelle als Ersatz fiir die marinen Ressourcen dar. Sie besitzen
einen relativ hohen Proteingehalt und eine ausgewogene und hochwertige
Aminosdurezusammensetzung, was das Interesse an Rapsprodukten als Fischmehlersatz fiir
die Futtermittelindustrie begriindet. Aufgrund der global steigenden Nachfrage nach Olsaaten
nimmt die Rapsverarbeitung weltweit zu. Im Jahr 2009 erreichte die weltweite
Rapsproduktionsmenge 61,6 Mio t (FAOSTAT, 2010). AuBerdem liegt der Marktpreis des

Rapsextraktionsschrotes bzw. des Canolaschrotes (Canola ist die Bezeichnung fiir kanadische
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Rapssorten), dessen Preisentwicklung iiber die Jahre 1998 bis 2011 relativ stabil blieb, weit
unter dem von Fischmehl, wie der Abbildung 1-3 zu entnehmen ist. Die hohe biologische
Wertigkeit infolge des gut balancierten Aminsédureprofils, die hohe Marktverfiigbarkeit und
die niedrigen Rohstoffpreise fiir Raps auf dem Weltmarkt sind eine wichtige Voraussetzung
fir die zukiinftigen Einsatzmoglichkeiten der Rapsproteine als Futterrohstoff in der

Fischerndhrung.

1400

1400 = Fizchmehl
= ap sextraltionsschrot
1200 f
1000 v

300 \ v
600
400 -
200 -

0 :
1998 2000 20

Preizin€it

0z Z004 2006 2008 2010

Abbildung 1-3: Preisentwicklung des Fischmehls und des Rapsextraktionsschrotes (Indexmundi,
2011; Canolacouncil, 2011)

In zahlreichen Forschungsarbeiten wird die Substitution des Fischmehlanteils in den
Fischfuttermitteln ~ durch die unterschiedlich  verarbeiteten = Nebenprodukte der
Rapsverarbeitung wie Schrot, Kuchen und sogar isoliertes Rapsprotein diskutiert, was das
groBe Interesse des Aquakultursektors an dem Rapsextraktionsschrot ausdriickt. Im

nachfolgenden Unterkapitel 1.2 werden die Erkenntnisse aus diesen Studien dargelegt.
1.2. Kenntnisstand iiber den Einsatz des Rapsproteins in der Fischernidhrung

In den letzten Jahren wurde die Aquakulturforschung zur Futtermittelproblematik intensiviert.
Die zunehmende Ausweitung der Aquakultur zwingt dazu alternative kostengiinstige
Proteinquellen in Futtermittelformulierungen einzusetzen. Es wurde bereits ein Teil des
Fischmehls durch Canolamehl in vielen aquatischen Farmen vor allem in Canada wegen der
hohen Schrotverfiigbarkeit ausgetauscht. Das Canolaschrot wird tiblicherweise in
Futtermitteln fiir unterschiedliche Fischarten wie Wels, Karpfen, Tilapia, Bass, Barsch,

Dorade, Steinbutt und Garnelen verwendet (Newkirk, 2009).

Bereits im Jahr 1983 wurden Forschungen zur Fischmehlsubstitution durch das Canolamehl in

der Regenbogenforellen-Erndhrung durchgefiihrt. Austauschraten bis zu 20 % wurden
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untersucht. Es wurde festgestellt, dass die Parameter wie Gewichtszunahme, Futterverwertung
und organoleptische Eigenschaften von den Versuchsfuttermischungen nicht beeintrichtigt
wurden. Dagegen wurde die Schilddriisen-Funktion negativ beeinflusst. Durch den 20%-igen
Fischmehlaustausch konnte eine Reduzierung der Futterkosten in Hohe von $ 18,70 (US) pro
metrischer Tonne erreicht werden (Hardy, 1983). Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass
diese Kostenschitzung nach den damaligen Fischmehlpreisen durchgefiihrt wurde und sich
folglich von der heutigen Marktpreissituation wesentlich unterscheidet. Hilton et al. studierte
den Einfluss des Canolamehls auf die Wachstumsleistung von juvenilen Regenbogenforellen.
Die Autoren beurteilten das Canolaschrot als Futtermittelbestandteil in diesem Lebensstadium
bei juvenilen Regenbogenforellen fiir ungeeignet, vor allem wegen der negativen Auswirkung
des Canolaschrotes auf die Schilddriise der Fische. Ein Fischmehlaustausch konnte durch
Supplementation von Arginin, Lysin, Zink oder Energie ebenfalls nicht erreicht werden

(Hilton, 1986).

Das Canolaschrot ist seit iiber 20 Jahren als Futtermittelbestandteil in der Lachs- und
Forellen-Erndhrung etabliert (Higgs, 1996). Das Canolaschrot kann bis zu 20 % im
Futtermittel fiir Lachse verwendet werden. Aber es ist erstrebenswert die
Fischmehlaustauschrate bedingt durch die begrenzte Fischmehlverfiigbarkeit und die

wachsende Nachfrage fiir diese besonders geschitzte Fischart zu erhohen (Newkirk, 2009).

Lim et al. berichteten, dass die Futtermittelformulierungen des Wels bis zu 31 % Canolaschrot
beinhalten kann, ohne negative Effekte auf die Wachstumsleistung zu beobachten (Lim,
1998). Das Canolaschrot und Rapsschrot konnten auch als Futterrohstoff in der Erndhrung
von Tilapia bei Austauschraten von 25 % verwendet werden (Abdul-Aziz, 1999). Die Studie
von Glencross zeigte, dass eine Substitution von Canolamehl in Futtermitteln fiir nordische

Meerbrasse bis zu 60 % ohne Leistungseinbu3en mdoglich ist (Glencross, 2003).

Ebenfalls wurden isolierte Rapsproteine in Form von Konzentraten als Fischmehlalternative
in der Fischerndhrung getestet. Eine Fischmehlaustauschrate von 75 % konnte durch Einsatz
eines Rapsproteinkonzentrates in der Erndhrung von Regenbogenforellen erreicht werden

(Drew, 2004).

Eine Literaturstudie zum aktuellen Stand des Einsatzes vom Canolaschrot/Rapsschrot als
alternative Proteinquelle in Fischfuttermitteln hat Enami vorgenommen (Tabelle 1-1) (Enami,

2011).
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Tabelle 1-1: Uberblick iiber die durchgefilhren Fischfiitterungsversuche unter Einsatz von

Rapsschrot/Canolaschrot (Enami, 2011)

Untersuchte Faktoren Autoren

Untersuchte Fischart

Wissenschaftliche Name

Trivialname

Scheinbare Verdaulichkeit

Wu et al. (2006)
Zhou et al. (2004)

Burel et al. (2000c)

Allan et al. (2000)

Luo et al. (2009)

Luo et al. (2008)

Tibbetts et al. (2006)

Tibbetts et al. (2004)

Sklan et al. (2004)

Cheng and Hardy (2002)
Verdaulichkeit

Glencross et al. (2003a,b)

Pavasovic et al. (2007)

Drew et al. (2007)

Allan and Booth (2004)

Mwachireya et al. (1999)

Leistung

Zhang et al. (2008)

Lim et al. (1998)

Satoh et al. (1998)

Erdogan and Olmez (2009)

Yigit and Olmez (2009)

Suarez et al. (2009)

Viegas et al. (2008)

Santigosa et al. (2008)

Przybyl et al. (2006)
Lanari and D’ Agaro
Afzal-Khan et al. (2008)
Booth and Allan (2003)
Brown et al. (2003)
Thiessen et al. (2003)
Galdioli et al. (2002)
Soares et al. (2001)
Cruz-suarez et al. (2001)

Sparus latus
Pseudosciaena crocea

Oncorhynchusmykiss

Psetta maxima

Bidyanus bidyanus
Synechogbius hasta
Eriocheir sinensis

Gadus murhua
Melanogrammus aeglefinus
Oreochromis niloticus
Oncorhynchus mykiss

Pagrus auratus

Cherax quadricarinatus
Bidyanus bidyanus
Oncorhynchusmykiss

Pseudosciaena crocea
Ictalurus punctatus
Oncorhynchus tshawytscha
Pterophyllum scalare
Oreochromis niloticus
Litopenaeus vannamei
Piaractus masopotamicus
Oncorhynchus mykiss
Sparus aurata

Acipenser ruthenus
Labeo rohita

Bidyanus bidyanus
Oncorhynchusmykiss
Oncorhynchusmykiss
Prochilodus lineatus
Oreochromis niloticus
Litopenaeus stylirostris

Yellowfin seabream
Yellow croaker

Rainbow trout
Turbot

Australian silver perch

Chinese mitten crab
Atlantic cod
Juvenile haddock
Tilapia

Rainbow trout

Red seabream
Redclaw crayfish
Finfish

Silver perch

Rainbow trout

Large yellow croaker
Channel catfish
Chinook salmon
Anfel fish

Tilapia (fry)

White shrimp

Pacu juvenile

Trout

Seadbream

Starlet

Sea bass

Rohu fingerling

Juv. Silver perch
Rainbow trout
Raibow trout
Curimbata fingerling
Nile tilapia

Blue shrimp
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Fortsetzung der Tabelle 1-1

Untersuchte Faktoren Autoren

Untersuchte Fischart

Wissenschaftliche Name

Trivialname

Webster et al. (2000)
Burel et al. (2000b)

Soares et al. (2000)
Lim et al. (1997)
Buchanan et al. (1997)
Webster et al. (1997
Schilddriisenstatus
Burel et al. (2001)
Burel et al. (2000a)
Pradet-Balade et al. (1999)

Phosphorverfiigbarkeit

Sajjadi and Carter (2004)
Riche and Brown (1999)
Riche and Brown (1996)

Aminosiaureverfiigharkeit

Gaylord et al. (2004)
Sales and Britz (2003)
Sales and Britz (2002)

Unspezifische Abwehr und oxidativer Stress

Sitja-Bobadilla et al. (2005)

Physiologische und biochemische Parameter

Shafaeipour et al. (2008)

Morone chrysops x M.saxatilis
Psetta maxima

Oncorhynchus mykiss
Leporinus macrocephalus
Penaeus vannamei

Penaeus monodon

Ictalurus puctatus

Oncorhynchusmykiss

Psetta maxima
Psetta maxima

Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Morone chrysops x M.saxalitis
Haliotis midae

Sparus aurata

Oncorhynchus mykiss

Sunshine bass
Turbot

Rainbow trout
Piavucu fingerling
Juvenile shrimp
Juvenile prawn
Channel catfish

Rainbow trout
Turbot
Turbot

Atlantic salmon
Rainbow trout

Rainbow trout

Hybrid striped bass

South African abalone

Gilthead seabream

Rainbow trout

1.3. Zielstellung

Die bei der Rapsverarbeitung anfallenden Nebenprodukte haben hohes Potenzial als

alternative Proteinquelle fiir die Fischerndhrung. Wie in der Tabelle 1-1 veranschaulicht,

wurden viele in Aquakultur geziichtete Fischarten auf ihre Futterakzeptanz eines

auf

Rapsschrot basierenden Fischfuttermittels getestet. Die Untersuchungsergebnisse zeigten,

dass unterschiedliche Austauschraten in Abhéngigkeit von der Fischart und der Schrotqualitit

erreicht wurden. Es wurde festgestellt, dass die antinutritiven Inhaltstoffe der Rapsmehle wie

Glucosinolate, Phytinsdure, Sinapinsdure, unverdauliche Kohlenhydrate und andere sich

negativ auf die Wachstumsleistung und den Gesundheitsstatus der Fische auswirken konnen
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und somit den Einsatz des Rapsschrotanteils im Fischfutter beschrianken (Francis, 2001). Um
hohere Fischmehlaustauschraten zu erreichen, sollen neue Rapsschrot-
Verarbeitungstechnologien zur Erhohung des Proteingehalts und zur Eliminierung bzw.
Reduzierung der antinutritiven Komponenten untersucht werden, bevor das

Rapsproteinprodukt als Rohstoff im Fischfutter verwendet wird.

Die Zielstellung der Arbeit beinhaltet die Entwicklung von Verfahren zur Gewinnung von
hochwertigen Rapsproteinprodukten, deren Potenzial als Fischmehlalternative in Futtermitteln
fiir Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss W.), Karpfen (Cyprinus carpio L.), Wels
(Silurus glanis L.) und Steinbutt (Psetta maxima L.) untersucht wird. Im Rahmen der
Themenbearbeitung werden unterschiedliche Rapsproteinpriparate unter FEinsatz von
verschiedenen Verarbeitungstechniken hergestellt. Allerdings sollen gleichzeitig die
antinutritiven Komponenten gesenkt werden, um die nutritive Qualitdt der hergestellten
Rapsproteinprodukte fiir die Fischerndhrung nicht negativ zu beeinflussen. Die gewonnenen
Rapsproteinprodukte miissen der erndhrungsphysiologischen Bedarfssituation der Fische

gentigen.

Im Rahmen der Arbeit wird iiber die Herstellungsverfahren von unterschiedlichen
Rapsproteinkonzentrationen und -fraktionen diskutiert und das Nihrpotenzial der erzeugten

Rapsproteinprodukte als Proteintrdger im Aquafeed erldutert.

Um festzustellen, welches Proteinpriparat das hochste Potenzial fiir die Fischerndhrung
besitzt, wird der Einsatz sowohl von dem Rapsproteinkonzentrat mit einem Proteingehalt von
60 bis 70 Mass.-% 1. Tr. als auch dem Rapsproteinisolat mit einem Proteingehalt von 90
Mass.-% 1.Tr. als Rohstoff in den Futtermittelformulierungen untersucht. Diese Produkte
unterscheiden sich in ihrem Nédhrwert und ihrer Herstellungstechnologie. Auflerdem werden
die Rapsproteine einer Fraktionierung unterzogen, sodass Globulin- und Albuminkonzentrate
hergestellt werden. Sie werden als Proteintrdger im Fischfutter evaluiert. Nach unserem
Wissen wurden bis jetzt keine Fiitterungsversuche mit einzelnen Rapsproteinfraktionen

durchgefiihrt.
Die Arbeit befasst sich mit den folgenden Themenschwerpunkten:

e Erarbeitung bzw. Optimierung von Verfahren zur Herstellung von Produkten mit
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen und einzelnen Rapsproteinfraktionen.

Charakterisierung der Prozesskette zur Herstellung von

8
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0 Rapsproteinkonzentraten
0 Globulin- und Albuminkonzentraten
0 Rapsproteinisolaten
e Bewertung der gewonnenen Rapsproteinprodukte

0 Chemische Charakterisierung der einzelnen Proteinproben (Bestimmung der
Néhrstoffzusammensetzung, der Aminosdurezusammensetzung und des Anteils

antinutritiver Inhaltsstoffe)

0 Charakterisierung  der  einzelnen  Proteinproben  (Bestimmung  der
Zusammensetzung der Proteinprodukte, Bestimmung der thermodynamischen

Eigenschaften u.a.)
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2. Stand des Wissens

2.1. Chemische Zusammensetzung der Rapssaat

Raps (Brassica napus) gehort zur Familie der Kreuzbliitler (Cruciferen). Das Rapskorn setzt
sich aus einer diinnen Schale und dem ndhrstoffreichen Kern zusammen. Der Schalenanteil
der Korner hingt von der Saatsorte ab und liegt zwischen 15 % und 20 % (Cramer, 1989;
Shahidi, 1990). Die Schalen der Rapskorner bestehen iiberwiegend aus Polysacchariden (22-
24 %) und Ligninen (29-35 %). Die Hauptspeicherstoffe der Rapskorner sind mit 40 % bis 50
% Ol, welches in zahlreichen Oleosomen (auch als Oil-bodies bezeichnet) in den Zellen des
Saatkerns gespeichert ist, und mit 18 % bis 25 % Proteinen, welche sich in den wesentlich
groBBeren Aleuronkdrnern (Protein-bodies) mit eingelagerten Phytinkdrnern befinden
(Hofsten, 1974; Anjou, 1977; Yiu, et al., 1982; Kozlowska, 1988). Die Menge wie auch die
Zusammensetzung dieser Hauptinhaltsstoffe ist sorten- und standortabhingig und variiert

demnach stark (UFOP, 2007).

Der Autbau und die chemische Zusammensetzung der Rapskdrner der 00-Rapssorte sind in

der Tabelle 2-1 aufgefiihrt.

Tabelle 2-1: Aufbau und chemische Zusammensetzung der Rapssaat der 00-Sorte (Bertram, 1986)

Anteil / Inhaltsstoff in % Gehalt
Schalen 12-16
Keimling 84-88

Ol (davon polare Lipide) 38-45 (1)
Rohprotein (N x 6,25) 20-22
Losliche Kohlenhydrate 5-6
Unlésliche Kohlenhydrate (Ballaststoffe) 12-15
Phytinsiiure 3-4
Glucosinolate 0,03 ( max. 20 pmol/g Schrot)
Phenolische Verbindung (Sinapin u.a.) 0,5-2
Wasser 9-12

10
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2.2.  Nutritive Inhaltsstoffe

Die beiden wertgebenden nutritiven Inhaltsstoffe der Rapssamen sind das Ol und die Proteine.
Da das Untersuchungsgebiet der vorliegenden Arbeit die Gewinnung von Rapsproteinen ist,

wird daher in Folgenden auf Proteine fokussiert.

2.2.1. Speicherfett

Das Speicherfett wird in den Oleosomen in den Zellen des Rapskerns gespeichert. Die
Oleosomen sind kugelformige Triacylglycerol (TAG)-Teilchen mit einem Durchmesser von
0,65 pm, welche von einer 2,5 nm dicken Monoschicht (Olesomenmembran) umgeben sind,
die aus 80 % Phospholipiden (PL) und 20 % eingebettetem Protein (Oleosin) bestehen. Etwa
20 % der Aminoséurereste des Oleosins sind in der Monoschicht fixiert, 30 % errichten die
TAG Matrix und 50 % sind auf der Oberflache angelagert (Abbildung 2-1) (Tzen, et al., 1992;
Tzen, et al., 1993). Die Membranproteine verhindern aufgrund ihrer Struktur das Koaleszieren
der Oltropfchen und tragen zu der Stabilitit der Oleosome durch die Protein-Phospholipid
Membran bei (Natsch, 2006).

oleosin

Abbildung 2-1: Oil-bodies (Olkorper) in Saatkern. Links: Transmissions-elektronenmikroskopische
Aufnahme einer Brassica-Samenzelle, welche groB3e und auffillige Speicherprotein-bodies und kleine
und zahlreiche Oil-bodies zeigt. Rechts: Modell eines Olkérpers, welches eine Matrix von
Triacylglycerols (blau) enthdlt, welche von einer Schicht von Phospholipiden (rot) und
Strukturproteine (Oleosine) (gelb) umschlossen sind (Huang, 2011).

Das Membranprotein (Oleosin) hat ein Molekulargewicht von ca. 20 kDa. Nach Tzen et al.
liegt der theoretische isoelektrische Punkt des Oleosins bei 6,0 bzw. nach Huang et al. bei 6,2
(Huang, et al., 1993). Der Anteil des Oleosins am Gesamtproteingehalt liegt zwischen 7-8 %

(Tzen, et al., 1990) und 20-25 % (Murphy, et al., 1989). Die Oleosine sind gekennzeichnet

durch ihre Unloslichkeit in wéssrigen Medien. Daher sind sie durch wissrige
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Proteinextraktionsverfahren technologisch nicht gewinnbar (Tzen, et al., 1992; Murphy,

1993a; Murphy, 1993b).

2.2.2. Speicherprotein

Die Speicherproteine der Rapssaat sind in den Aleuronkérpern mit einem Durchmesser von 1
um bis 10 um fixiert (Yiu, et al., 1982). Bei Rapssaat stellen die Speicherproteine etwa 90 %
des Stickstoffanteils der Saat dar (Eklund, et al., 1971).

Die Rapssamenproteine bestehen aus zwei Hauptfraktionen. Das sind 2-S- und 12-S-Proteine.
Die 2-S-Proteine (Albumine) sind als Napin bekannt und entsprechend die 12-S-Proteine
(Globuline) als Cruziferin. Das Verhiltnis der Proteinfraktionen Cruziferin zu Napin im
Rapskorn hingt von der Varietit ab und liegt bei 0,7 bis 2,0 (Gueguen, et al., 2002). Das
Cruziferin/Napin-Verhiltnis fiir 00-Rapssorten betrdgt 1,1 bis 1,3 (Malabat, et al., 2003).
Nach Murphy stellen die Globuline etwa 40 %, die Albumine etwa 40 % und das Oleosin ca.
10 % der Gesamtproteine in der Saat dar (Murphy, 1993a). Wanasundara et al. machen
Angaben iiber den Cruziferinanteil in Rapssaatproteinen in Hohe von 32-53% an und 20-45%

fiir Napin (Wanasundara, et al., 2010).

Im Folgenden werden kurz die wesentlichen Charakteristiken der beiden

Hauptproteinfraktionen dargelegt.

Napin ist ein 2 S-Albumin mit einer Molmasse von 12 kDa bis 17 kDa (Schwenke, et al.,
1973; Mieth, et al., 1983; Natsch, 2006). Charakteristisch fiir Napin ist die helikale Struktur.
In der Sekundérstruktur sind die Peptidketten des Napins 40 % bis 46 % als a-Helix und 12 %
als B-Faltblattstruktur aufgebaut. Napin besteht aus einer groleren mit einer Molmasse von 9
kDa und einer kleineren mit 4 kDa Molmasse Polypeptidkette, die iiber eine Disulfidbriicke
verbunden sind. Napin zeichnet sich mit einem hohen Anteil an schwefelhaltigen
Aminosduren und der Aminosdure Lysin aus (Ericson, et al., 1986; Schwenke, 1990;
Wanasundara, et al., 2010). Der isoelektrische Punkt von Napin schwankt je nach
unterschiedlicher Spezies zwischen einem pH-Wert von 9 und pH 11 (Lonnerdal, et al., 1972;
Schwenke, et al., 1973; Mieth, et al., 1983). Schmidt et al. ermittelten, dass das aus
Rapssamen-Mehl  (Saatsorte ~ Express) mittels  Extraktion und nachfolgender
chromatographischer Reinigung isolierte Napin einen isoelektrischen Punkt von pH 10,7 und

eine Molmasse von 13.919 g/mol (daher ca. 14 kDa) hat (Schmidt, et al., 2004).
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Aus der Literatur ist bekannt, dass das Napin eine allergene Wirkung aufweisen kann

(Monsalve, et al., 1997; Puumalainen, et al., 2006).

Cruziferin ist ein oligomeres 12 S-Globulin mit einer Molmasse von 300-320 kDa. Es kann je
nach pH-Wert und lonenstédrke von 12 S zu 7 S oder 2-3 S dissoziieren oder in umgekehrter

Richtung von 7 S zu 12 S assoziieren (Abbildung 2-2).

geringe lonenstarke——» 7S extrem hoher oder 23§
<—hohe lonenstérke niedriger pH-Wert B

128

Abbildung 2-2: Milieuabhingige Dissoziierung und entsprechend Assoziierung von 12 S
Rapsproteinen (Schwenke, et al., 1983)

Cruziferin besteht aus sechs Untereinheiten (hexametrisch), welche als zwei Trimere
angeordnet sind (Delseny, et al., 1999). Jede Untereinheit ist aus kleineren Komponenten mit
sauren o-Polypeptiden (schwere a-Kette) sowie basischen B-Polypeptiden (leichte B-Kette)
zusammengesetzt, welche iiber Disulfidbriicken verbunden sind. Die SDS-PAGE von 12 S
Globulin unter reduzierenden Bedingungen liefert vier Banden. Die detektierten Banden
haben Molmassen bei ca. 18.500 Da (2), 21.000 Da (1), 27.000 Da (a2) und 31.000 Da
(al). Die elektrophoretischen Untersuchungen unter nicht-reduzierenden Bedingungen
zeigen, dass das 12 S Globulin aus drei Hauptgruppen aus Polypeptiden mit Molmassen im
Bereich von 60-52 kDa (A-Gruppe), 37-35 kDa und 31-29 kDa (entsprechend B1 und B2-
Gruppen) und 24-22 kDA (C-Gruppe) besteht. Bei reduzierenden Bedingungen zerfillt die
Hauptgruppe A zu kleineren Polypeptiden mit niedrigen Molmassen. Die B- und C-Gruppen
bleiben unverindert (Raab, et al., 1986; Dalgalarrondo, et al., 1986; Wanasundara, et al.,
2010).

Im Gegenteil zu Napin hat die Sekundérstruktur des Cruziferins einen geringen Gehalt an a-
Helix-Struktur (10 %) und einen hohen Gehalt an -Faltblatt-Konformation (50 %) (Zirwer, et
al., 1985). Schwenke ermittelte den isoelektrischen Punkt des Cruziferins bei einem pH-Wert
von 7,2 (Schwenke, 1990). Andere Studien weisen darauf hin, dass der isoelektrische Punkt

des Cruziferins in dem pH-Bereich von 4 bis 8 liegt (Lonnerdal, et al., 1972).

Wenn die beiden Rapsproteine nach ihrer Loslichkeit in wéssrigen Medien, das heif3t nach der
klassische Einteilung nach Osborne (Osborne, 1924) klassifiziert werden sollen, dann
unterscheiden sich die beiden Proteinfraktionen als wasserlosliche Albumine und bei einer

bestimmten lonenstérke (Salzlosungen) 16sliche Globuline.
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Bei den iiblichen Verfahren der Olsaatenproteinisolierung werden die Speicherproteine der

Saaten, die Albumine und Globuline, gewonnen (Wische, 2002).
2.3. Antinutritive Inhaltsstoffe

2.3.1. Glucosinolate

Die Glucosinolate (Thioglucoside) sind sekundire Inhaltsstoffe bei Raps. Die Glucosinolate
bestehen aus einer Glucoseeinheit, einer schwefelhaltigen Gruppierung mit dem Agluconrest
R und einer Sulfatgruppe. Je nach dem Agluconrest unterscheiden sich die einzelnen
Glucosinolatderivate (Kroll, et al., 2007). Die dominierenden Glucosinolatderivate in der
Rapssaat sind Progoitrin und Gluconapin und 4-Hydroxyglucobrassicin (Sang, et al., 1984;
Pei-wu, et al., 2005; El-Beltagi, et al., 2010).

, § — B-D-Glucose

R—C

Y -
N—0 —S0
3 Abbildung 2-3: Struktur der Glucosinolate (Kroll, et al., 2007)

| R= Alkyl-, Alkenyl-, Aryl-, Indolylstrukiur |

Die allgemein akzeptable maximale Glucosinolat-Konzentration in der Rapssaat der Sorte 00-
Winterraps in Deutschland und in der EU liegt zwischen 18 und 25 pmol/g in (UFOP, 2008).
Nach aktuellen Forschungen schwankt der Glucosinolatgehalt der in Deutschland geziichteten

Rapssamen zwischen 10 und 15 pmol/g je nach Saatsorte (Schumann, 2004).

Die Glucosinolate werden im wassrigen Medium durch das saateigene Enzym Myrosinase
(Thioglucoside glucohydrolases) hydrolisiert. Die Myrosinase ist ein wiarmelabiles Enzym.
Die Aktivierungsenergie der Myrosinaseinaktivierung liegt bei einem Wert von 120 kJ/mol
(Wische, 2002). Die Myrosinase ist in der nativen Saat rdumlich von den Glucosinolaten
getrennt. Erst nach einer Zerstérung der Zellstruktur, z.B. wédhrend der Saatverarbeitung,
kommt die Myrosinase mit den Glucosinolaten in Kontakt und dies fithrt zur
Glucosinolatspaltung. Aus der Hydrolyse der Glucosinolate entstehen D-Glucose und
unstabile Aglukone, welche sich zu Isothiocyanaten (ITC), Thiocyanaten, Nitrilen,
Epithionitrilen und Vinyloxazolidinethionen (VOT) zersetzen (Hartel, 2002). Diese
Abbauprodukte konnen den erndhrungsphysiologischen Wert von Rapsproteinprodukten
reduzieren (Bell, 1984), weil sie goitrogene Wirkung (VOT), mutagene Wirkungen (VOT),
cytotoxische Wirkungen (ITC), hepatotoxische Effekte (Nitrile, Epithionitrile), intensive

Aroma- und Geschmackseigenschaften besitzen. Auflerdem koénnen die Spaltprodukte auf
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Grund ihrer starken Elektrophilie mit Proteinen reagieren und deren Eigenschaften wie
Loslichkeit, IP, hydrophobische Eigenschaften und Molgewicht verdndern. Die
Abbauprodukte der Glucosinolate kdnnen kovalente Verdnderungen und damit Schadigungen
von Aminosduren verursachen, was den biologischen Wert des Proteins vermindert (Kroll, et

al., 2007; UFOP, 2007).

Der Abbau der Glucosinolate kann nicht nur durch die Myrosinase wéhrend der
Rapsverarbeitung sondern auch durch hohe Temperaturen und durch Aktivitdt der Darmflora
verursacht werden (Mawson, et al., 1993). Bei Fischen aus Gebieten mit gemafigtem Klima,
wie der Regenbogenforelle ist die Bedeutung der Darmflora vernachldssigbar im Vergleich
zu der von Landtieren. Folglich kann die hydrolytische Aktivitdt der Darmflora auf die

Glucosinolate ausgeschlossen werden (Burel, et al., 2001).

Die Glucosinolate selbst haben keine biologische Aktivitit. Die eigentlichen antinutritiven
Stoffe sind ihre Abbauprodukte, welche goitrogene Aktivitidt aufweisen. Diese Verbindungen
verursachen eine Hypothyreose in den meisten Wirbeltieren und fithren zur Reduzierung
der Schilddriisenhormone Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4).
Die Wirkmechanismen dieser bioaktiven Verbindungen sind eng mit der Synthese von T3 und
T4 verbunden. Insbesondere konkurrieren die Thiocyanatanionen mit dem aktiven Transport
von Jod fiir die Schilddriise. Daher hemmen sie die Aufnahme von Jod in der Schilddriise. Die
Auswirkung der Hypothyreose bei den Fischen bewirkt eine
verringerte Stoffwechselrate, Lethargie, einen  geringen  Appetitund  anschlie8end ein
schlechtes Wachstum (Mawson, et al., 1994a; Mawson, et al., 1994b; Glencross, 2003). Die
konkrete Auswirkung der Glucosinolate auf die juvenile Regenbogenforelle wurde von Burel
et al. untersucht. Es wurde beobachtet, dass die Werte der beiden Schilddriisenhormone
Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) bei Einsatz von Rapsschrot gesunken sind. In anderen
Arbeiten ermittelten die Autoren, dass bei Steinbutt nur das Thyroxin (T4) abgenommen
hatte. Nachfolgende Arbeiten dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass eine Supplementierung von
Jod, T3 oder Schilddriisen-stimulierendes ~Hormon einen  begrenzten  Einfluss auf
die antinutritive Wirkung der Glucosinolate in dem Rapsextraktionsschrot hat. Beim
Fischwachstum rechnen Burel et al. bei Glucosinolat-Konzentrationen oberhalb 3.7 pmol/g
Futtermittel mit Leistungseinbuflen. Der Steinbutt scheint hohere Gehalte an Glucosinolaten
im Futtermittel zu tolerieren als die Regenbogenforelle. Probleme konnen ab 3.6-4.4 pmol/g
Futtermittel entstehen. (Burel, et al., 2000a; Burel, et al., 2000b; Burel, et al., 2001). Nach

Higgs et al. konnen 30 % Schrotkonzentrationen im Futtermittel flir juvenile Chinook-Lachse
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bei einem maximalen Glucosinolatgehalt im Fischfutter von 2,65 pmol/g erreicht werden,
wenn 5 ppm T3 gleichzeitig verabreicht werden (Higgs, et al., 1983). Andere Autoren geben
hierbei Glucosinolat-Konzentrationen zwischen 1-2 pmol/g Futtermittel als kritischen Wert

an (Yurkowski, et al.; Hardy, 1983; Leatherland, et al., 1987).

Aufer, dass die Glucosinolate die Schilddriisenfunktion beeintrdchtigen, iiben sie negative
Auswirkungen auf die Futterakzeptanz wegen ihres bitteren Geschmacks aus (Bell, 1993;

Mawson, et al., 1994b).

Daher ist aus erndhrungsphysiologischer Sicht beziiglich des Einsatzes von Rapsschroten
bzw. Rapsproteinprodukten in der Fischerndhrung die Reduzierung der Glucosinolate sowie

der Myrosinaseinaktivierung empfehlenswert.

Durch Wérmebehandlung kann die Myrosinase inaktiviert werden. Methoden wie trockenes
Erhitzen, konvektive Erhitzung mit Luft, Erhitzen in Wasser, Dampf-Blanchierung sind in der
Literatur diskutiert. Dabei wird die hydrothermische Behandlung als effektivere Methode
angesehen. Allerdings tritt eine Proteindenaturierung wéhrend der Myrosinaseinaktivierung

ein (Eapen, 1968; Sgrensen, 1990; Wische, 2002; Natsch, 2006).

Zur Entfernung der Glucosinolate aus Rapsschroten sind einige Verfahren in der Literatur
beschrieben. Die analytischen Methoden zur Bestimmung der Glucosinolate beruhen auf einer
Extraktion mit Methanol oder Ethanol. Zum Beispiel fiir eine HPLC- Analyse extrahierten
Buchner et al. die Glucosinolate aus dem Rapssaat mit 70 %-igem Methanol bei 75 °C fiir 10
min (Verhéltnis Saat:Methanol-Losung 1:10) (Buchner, et al., 1987). Ebenfalls verwendete
Rudolph eine 70 %-ige Methanollosung zur Glucosinolatextraktion fiir die HPLC-Analyse. Er
empfiehlt die Verwendung von einem Ultraschallbad (Rudolph, 1995). Eine Extraktion mit 80
%-1gem Methanol, 30 min Sieden, der Glucosinolate aus dem Rapsextraktionsschrot wurde

von Lange et al. durchgefiihrt (Lange, et al., 1987).

Naczk et al. berichteten iiber eine 2-Phasen-Losungsmittelextraktion zur Reduzierung des
Glucosinolatsgehalts im Rapsextraktionsschrot. Die erste Extraktionsphase wurde mit 10%
NH; in Methanol oderin 95 %-igem Methanol und die zweite Phase mit Hexan
durchgefiihrt. Der Glucosinolatgehalt wurde auf Spurenkonzentration reduziert. Allerdings
wurde durch die Behandlung eine Verschlechterung der Loslichkeitseigenschaften des
Rapsschrotes beobachtet (Naczk, et al., 1985). Eine Reduktion der Glucosinolate kann durch

eine Ultrafiltration der Proteinlésungen dank seines niedrigeren Molekulargewichts im
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Vergleich zu den Rapsproteinen erreicht werden (Tzeng, et al., 1990; Ser, et al., 2008). Die
Anwendung von organischen Losungsmitteln wie Ethanol, Methanol und Aceton ist eine

wirksame Moglichkeit zum Entfernen von Glucosinolaten aus dem Rapsschrot (Mawson, et

al., 1995).

2.3.2. Phytinsdure

Die Phytinsdure (Myo-Inosithexaphosphat) ist ein sekunddrer Inhaltsstoff und kommt in
Konzentrationen von 2-4 % in den Rapssamen vor (Reddy, et al., 1982). Sie dient als
Phosphatspeicher in der Pflanze und enthélt mehr als zwei Drittel des pflanzlichen Phosphats
(Erdmann, 1979; Reddy, et al., 1982; Rickard, et al., 1997; Lickfett, et al., 1999). Phytinsiure
ist vor allem als Calcium-, Magnesium- oder Kalium-Salz vorhanden. Die Salze der

Phytinsdure werden allgemein als Phytate bezeichnet.

Die Phytinsdure kann die Mineralstoffe wie Calcium, Eisen, Zink, Mangan, Magnesium und
Kupfer binden. Folglich kann dadurch ihre Bioverfiigbarkeit herabgesetzt bzw. verhindert
werden. Aufgrund dieser negativen ernihrungsphysiologischen Wirkung wird die Phytinsdure
als antinutritiv betrachtet. AuBlerdem ist die Phytinsdure in der Lage, mit Proteinen zu
reagieren und ihren isoelektrischen Punkt und ihre funktionellen FEigenschaften wie
Loslichkeit und Schaumeigenschaften zu verdndern (Kroll, 1991; Harland, et al., 1995;
Pippig, et al., 1995; Pietsch, et al., 1995).

In der Literatur wurde beschrieben, dass der Phytinsdure durch Ultrafiltration der
Proteinlosung abgetrennt werden kann (Kroll, 1991). Die Gehalte an Phytinsdure konnen auch
durch eine Schélung der Saat reduziert werden (Kracht, et al., 2004). Die enzymatische
Behandlung mit Phytasen wird als eine effektive Methode zur Phytatentfernung diskutiert
(Maingz, et al., 2004).

Die Phytate sind fiir monogastrische Tiere sehr begrenzt verdaulich. Das gilt auch fiir Fische
aufgrund des Fehlens des Verdauungsenzyms Phytase, welches einen effizienten Phytatabbau
wiahrend der Verdauung gewéhrleisten soll (Hughes, et al., 1998; Jackson, et al., 1996). Da
der Phosphor im Rapsextraktionsschrot iliberwiegend als Phytat vorliegt, ist daher die
Bioverfiigbarkeit des Phosphors fiir die meisten Fische beschrénkt. Pflanzen enthalten neben
dem Phytat auch Phytasen und die Enzyme werden im Verdauungsbrei wirksam, spalten

Phytat und verbessern so die Verdaulichkeit des Pflanzen-Phosphors. Allerdings diirfte die
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pflanzeneigene Phytase in den Extraktionsschroten aufgrund der Wasserdampf- und
Hitzeeinwirkung wihrend der Rapsverarbeitung inaktiviert sein. Daher ist der

Extraktionsschrot-Phosphor fiir Fische nicht verdaulich (WeiB, et al., 2004).

AuBerdem ist wegen der Komplexbildung der Phytate mit Proteinen und Aminoséduren ihre
Verfiigbarkeit und Verdaulichkeit fiir Monogastrier einschlieBlich Fischen beschrankt
(Spinelli, et al., 1983; Liu, et al., 1998; Sugiura, et al., 2001). Es wurde berichtet, dass der
Einsatz von Phytate enthaltenden Rohstoffen im Fischfutter negative Auswirkungen auf das
Wachstum und die Futterverwertung der meisten geziichteten Fischarten wie Karpfen,
Tilapia, Forelle und Lachs ausiibt haben (Francis, 2001; Portz, et al., 2004). Die Salmonide
konnen hohere Phytat-Gehalte (5-6 g/kg) im Vergleich zu Karpfen tolerieren. Die Autoren
empfehlen die Phytat-Konzentration im Fischfutter unter 5 g/kg zu halten (Francis, 2001).

Der Einsatz des Phytat spaltenden Enzyms Phytase verbessert die Phosphor-Verfiigbarkeit
und daher die Verdaulichkeit des Pflanzen-Phosphors. Der Phosphor ist in dieser Form den
Fischen erst nach Phytatspaltung durch das Enzym zuginglich. Daher kann durch den
Phytasezusatz zu dem Fischfutter auf Basis Rapsschrot der mineralische Phosphorzusatz
vermindert werden. Parallel wird durch Phytase auch die Freisetzung anderer Mineralstoffe
(z.B. Calcium, Magnesium, Spurenelemente), aber auch von Proteinen und Aminosduren

bewirkt (Oliva-Teles, et al., 1998; WeiB, et al., 2004; Cao, et al., 2008; Agbo, 2008).

Forster et al. stellten fest, dass die Phytase die Verfiigbarkeit vom Phytatphosphor und
folglich die nutritive Qualitit der Rapsproteinkonzentrate fiir die Regenbogenforellen-
Erndhrung verbessern kann (Forster, et al., 1999). Ebenfalls empfahl Sajjadi eine Phytase-
Ergidnzung des Rapsschrot basierten Fischfutters zur Erhohung der Phosphorverfiigbarkeit
bei dem atlantischen Lachs (Sajjadi, et al., 2003). Es wurde ebenso beobachtet, dass eine
verbesserte Futteraufnahme des atlantischen Lachses durch Phytase-Einsatz erreicht wurde

(Carter, et al., 1999).

2.3.3. Phenolische Verbindungen (Sinapine und Tannine)

Die phenolischen Inhaltsstoffe sind eine Stoffgruppe mit antinutritiven Eigenschaften. Die

phenolischen Verbindungen umfassen phenolische Sduren und die Tannine.

Die Phenolsduren kommen im Raps in freier, veresterter und unldslich-gebundener Form vor.

Die Sinapinsédure stellt den Hauptanteil der freien Phenolsduren dar. Die freie Sinapinsdure
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selbst kommt nur in geringen Mengen vor. Der liberwiegende Anteil der Phenolsduren (etwa
80 %) liegt in veresterter Form vor. Sinapinsdure macht dabei sowohl unter den veresterten
als auch unter den freien Phenolsduren mit 70-85% den grofiten Anteil aus. Dabei dominiert
der Cholinester der Sinapinsédure, das Sinapin (Sinapoylcholin), mit einem Anteil von 70 %
(Bouchereau, et al., 1991; Kolodziejczyk, et al., 1999) bis 80 % (Dabrowski, et al., 1984;
Pokorny, et al., 1994) unter allen vorkommenden Sinapinsdureestern im Raps (Naczk, et al.,

1998).

Der Gesamtgehalt an Phenolsduren im Rapsmehl variiert zwischen 1,1 und 1,8 % je nach
Saatsorte und ist viel hdher als bei anderen Olsaatenschroten (Shahidi, et al., 1992). Enami
gibt Werte von 0,78 % und 1,00 % fiir den Sinapingehalt im iranischen und entsprechend
kanadischen Rapsschrot an (Enami, 2011).

Diese Verbindungen verursachen einen bitteren Geschmack, die adstringierenden
Eigenschaften und auch die dunkle Farbe des Rapsschrotes. Dariiber hinaus konnen
Phenolsduren und ihre Oxidationsprodukte Komplexe mit Proteinen bilden und dadurch den
erndhrungsphysiologischen Wert von Rapsproteinen reduzieren. Der Bitterstoff Sinapin kann
die Futteraufnahme hemmen. Sinapin ist Ursache fiir den auftretenden Fischgeruch in Eiern
von Legehennen nach Fiitterung mit Rapsschrot. Dieser Geruch ist mit der Akkumulation von
Tridthylamin ~ in den Eiern verbunden. Es wird diskutiert, dass Rapssinapine die
Tridthylaminoxidase in Hiihnern durch Komplexbildung hemmen und die Bildung des

geruchlosen Tridthylaminoxids verhindern (Thies, 1994; Liihs, et al., 2000).

Die Tannine sind polyphenolische Verbindungen und kommen im Rapsmehl mit einem
Gehalt von 1,5 bis 4,0 % vor. Die Tannine sind in zwei Hauptgruppen aufgeteilt:
hydrolisierbare und nicht-hydrolisierbare (kondensierte) Tannine. Tannine konnen Komplexe
mit Rapsproteinen eingehen und dadurch den hohen erndhrungsphysiologischen Wert der
Proteine vermindern und die Verdaulichkeit der Proteine reduzieren. Ebenfalls konnen sie die
Verdauung ungiinstig beeinflussen, indem sie durch ihre komplexbildenden Eigenschaften die
Aktivitdt der Verdauungsenzyme hemmen (Liihs, et al., 2000; Lipsa, 2010). Tannine bilden
auch Vernetzungen zwischen Proteinen und anderen Makromolekiilen und machen sie
unverfiigbar fiir die Verdauung (Griffiths, 1991). Diese hemmenden Aspekte, in Verbindung
mit  einem adstringierenden  Geschmack stellen  die antinutritiven  Eigenschaften der

Tannine dar (Petterson, 2000).
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Aufgrund der Komplexbildung konnen die phenolischen Substanzen sowohl die funktionellen

Eigenschaften als auch die Farbe der Proteinprodukte negativ beeinflussen (Natsch, 2006).

Tannine sind vorwiegend in der Schale, phenolische Séduren darunter auch Sinapine
tiberwiegend im Cotyledon gespeichert (Fenton, et al., 1980). Daher kann durch Schilung der
Rapssaat der Gehalt an kondensierten Tanninen reduziert werden. Allerdings wurde
beobachtet, dass die Schidlung den Gehalt an Tanninsdure erhoht (Minkowski, 2002).
Matthédus konnte den Gehalt an kondensierten Tanninen je nach Rapssorte um 26,0-81,2 %
durch den Schilprozess senken (Matthdus, 1998). Eine Reduktion des Sinapingehaltes bis zu
90 % wurde durch Extraktion mit 70 %-igem Ethanol oder auch mit einer Aceton-Methanol-
Wasser-Mischung erreicht (Dabrowski, et al., 1984). Tayaranian erreichte die Reduktion des
Sinapins bei Abnahme des Sinapingehaltes bis zu 98 % durch einen Wassergehalt von 20 %
und einer Zugabe von 4 % Na,COj;, in Abhingigkeit von einem Druck (30 bar), einer
Temperatur (90 °C) und einer Verweilzeit 45 min (Tayaranian, 1991). Es wurde auch
versucht, durch ziichterische Methoden den Gehalt an phenolischen Verbindungen zu

reduzieren (Zum Felde, 2005; Weier, 2006).

Es gibt relativ wenige Forschungsarbeiten, welche iiber den Einfluss der Phenolsduren, vor
allem der Sinapine und der Sinapinsdure, und der Tannine als antinutritive Inhaltsstoffe auf
die Fischgesundheit berichten. Allerdings ist bekannt, dass Konzentrationen an kondensierten
Tanninen in Futterpflanzen zwischen 0,5 und 5 % einen positiven Effekt auf die
Tiergesundheit ausiiben. Allerdings wird bei hoheren Konzentrationen (>5 %) die
Nahrungsaufnahme der Tiere behindert und die Verdaulichkeit des Futters beeintrachtigt
(Aerts, et al., 1999). Das Rapsextraktionsschrot enthélt kondensierte Tannine von 0,43 bis
0,77 % je nach Saatsorte (Shahidi, et al., 1989). Folglich ist darauf zu schlielen, dass die

kondensierten Tannine im Rapsschrot keine wachstumshemmende Wirkung ausiiben sollten.

Uber die Auswirkung der Tannine auf den Gesundheitsstatus und die Wachstumsleistung der
Fische sind wenige Informationen verfiigbar. Becker et al. untersuchten die Auswirkungen der
Tanninsdure (hydrolisierbares Tannin) und des Quebracho-Tannins (kondensiertes Tannin)
auf Karpfen in einer Konzentration von 2 % des Sojamehl- und Fischmehl-basierten
Fischfutters. Die Fiitterungsversuche zeigten, dass das Quebracho-Tannin keinen Einfluss
aufdie  Futteraufnahme, die =~ Gewichtszunahme, die  durchschnittliche = metabolische
Wachstumsrate und den Sauerstoffverbrauch wahrend der Versuchszeit von 84 Tagen

hatte. Die Schlachtkérperzusammensetzung wurde auch nicht von dem Quebracho-
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Tannin beeinflusst. Anderseits wurde durch die Tanninsdure eine negative Auswirkung nach
dem 28. Versuchstag konstatiert. Eine Ablehnung der Versuchsfuttermischung begann an dem
28. Tag und an dem 40. Tag wurde das Futtermittel komplett abgelehnt. Der
Fiitterungsversuch wurde unterbrochen. Die durchschnittliche metabolitische Wachstumsrate
war signifikant niedriger bei dieser Testgruppe. Ebenfalls wurde eine Verminderung des
Sauerstoffverbrauchs beobachtet. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Toxizitdt der
Tanninsdure hoher als die des Quebracho-Tannins fiir Karpfen ist. Daher sollen die Tannin
(besonders hydrolisierbares Tannin)-enthaltenden Proteinquellen aus pflanzlicher Herkunft
mit Einschrinkung als Fischfutterrohstoff verwendet werden (Becker, et al., 1999). Laut
dieser Untersuchungen konnen Karpfen 20 g kondensierte (Quebracho) Tannine per 1 kg
Fischfutter tolerieren. Allerdings besteht die Frage, inwieweit ein gereinigtes Handelstannin
in Olsaaten natiirlich vorkommendes Tannin simulieren kann. Es wurde gezeigt, dass
Ackerbohnenmehl mit hohem Gehalt an kondensierten Tanninen eine niedrigere in-vitro-
Verdaulichkeit im Vergleich zu Soja aufwies. AuBerdem wurde vermutet, dass der
Tanningehalt (24 g/kg) im Kopra die Ursache fiir die Wachstumsdepression in Tilapia und
Rohu bei einem Kopraeinsatz im Fischfutter von 250 g/kg bzw. 200 g/kg Kopra war (VKM,
2009).

2.4. Kommerzielle Rapsverarbeitung

In den letzten Jahrzehnten ist das wissenschaftliche und wirtschaftliche Interesse am
Rapsanbau und an seiner Verarbeitung stark angestiegen. Die Rapspflanze ist entscheidend
fiir die Erndhrung der Weltbevdlkerung als besonders wertvolles Speisedl, aber auch fiir die
Energieerzeugung als erneuerbare Energieressource und fiir die Biodieselherstellung als
nachwachsende Rohstoffquelle. Aufgrund der global steigenden Nachfrage nach Olsaaten fiir
die menschliche Erndhrung und der industriellen Verwertung steigt die Rapsverarbeitung
weltweit an, sodass im Agrarjahr 2010/11 die weltweite Rapsproduktionsmenge eine GroB3e
von ca. 60,4 Mio t nach Angaben des US-Landwirtschaftsministeriums (USDA) erreicht
(Abbildung 2-4). Im aktuellen Wirtschaftszeitraum 2010/2011 wurden weltweit 23,3 Mio t
Rapsol und 34,9 Mio t Rapsschrot erzeugt. Mit seinem ca. 35 %-igen Proteingehalt und der
ausgewogenen Aminosdurezusammensetzung stellt das Rapsschrot ein erhebliches Potenzial

fiir den internationalen Aquakulturmarkt als alternative Proteinressource dar.

21



Halime N. Adem Stand des Wissens Dissertation

7
6 Fapssaat
Fapsextraltionsschrot /r

20 === Fapsal /\/
410 /ﬂw
_.--"""—-—._-_.

30 :
2|:| | ---'-l-

10

I:I T T T T T T
1995 2000 zZoo02 2004 2006 2008 2010

Produktionin Mo t

Abbildung 2-4: Weltweite Produktion der Rapssaat, des Rapsextraktionsschrotes und des Rapsoles
(USDA, 2011)

Die Tendenz der Steigerung der Rapssaatverarbeitung ist auch in Deutschland zu beobachten
(Abbildung 2-5). Deutschland ist der viertgrofte Rapssaatproduzent in der Welt laut Angaben
von FAOSTAT fiir das Jahr 2009 (FAOSTAT, 2011) und der weltweit grofte
Biodieselhersteller und -verbraucher (Indexmundi, 2011). Daher stehen wesentliche Mengen
an proteinreichem Rapsschrot aus der heimischen Rapsverarbeitung zur Verfiigung, welches

Potenzial zum Schlieen der EiweiBliicke fiir die heimische Aquakultur hat.
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Abbildung 2-5: Rapsverarbeitung in Deutschland (Weif3, 2008; UFOP, 2011)

Die Rapsverarbeitung in Deutschland ist nach zentralen und dezentralen Olmiihlen unterteilt.
Da die Technologie der Rapsverarbeitung auf die Olausbeute und Olqualitiit ausgerichtet ist,
ist es erforderlich Auswirkungen der Verfahrensschritte der Olgewinnung auf die
Proteinqualitit darzustellen. Die zentralen und dezentralen Olgewinnungsanlagen

unterscheiden sich in ihrer Verfahrenstechnologie und in ihrer Verarbeitungskapazitit.

22



Halime N. Adem Stand des Wissens Dissertation

2.4.1. Zentrale Olmiihlen

In den zentralen Olmihlen (industriellen Olmiihlen, GroBanlagen) wird die
Olsaatenverarbeitung mit hoher Verarbeitungskapazitit von 1.000 bis zu 4.000 t Olsaat pro
Tag durchgefiihrt (TFZ, 2011). Da die Rapsverarbeitung auf die Olgewinnung orientiert ist,
sind Verarbeitungstechnologien zum Erreichen von maximaler Olausbeute in den zentralen
Olmiihlen etabliert worden. Die konventionelle Verarbeitung von Rapssaat zu Speised] erfolgt

iiber fiinf Hauptschritte. Dazu gehoren:

e Aufbereitung der Saat (Zerkleinern und Konditionieren unter Warmezufuhr)

HeiBpressung

o Losungsmittelextraktion mit n-Hexan

Desolventisierung (Austreiben des Losemittels) des Extraktionsschrotes

Raffination des Rohdls nach destillativer Entfernung des Losemittels.

Als Endprodukt wird ein raffiniertes Raps6l gewonnen. Der vereinfachte Verfahrensablauf
der Rapssaatverarbeitung in den zentralen Olmiihlen ist in der Abbildung 2-6 schematisch
dargestellt. Auf die einzelnen Verfahrensschritte soll hier nicht ndher eingegangen werden.
Die Vorgehensweise zur konventionellen Rapsdlgewinnung ist in der Fachliteratur eingehend
beschrieben (Unger, 1990; Salunkhe, et al., 1992; Bockisch, 1993; Widmann, 1994a;
Guderjan, 2006; Natsch, 2006).

“60% — .
Schrot W ; Konditionierung in
~ 40% 01 4w Reinigung g Zerkleinerung Warmepfannen

Pressél

Olanteil

EXTRAKTEUR

1-2 Stunden
| g )
: Extraktions Kondensation 57'- Schrotanteil
Entschleimung | |SERNNY Abbildung 2-6: Schema
TOASTER der konventionellen

Dampf(105-110°C) ~ Rapssaatverarbeitung

| = Kihlung - .
ANK i (Verband Deutscher

Rapsél  Rapsschrot Olmiihlen) (Jeroch, 2008)

Als Nebenprodukt der Rapsdlgewinnung féllt das entfettete Rapsextraktionsschrot an,
welches nach der Hexanextraktion in sogenannten Desolventizer-Toaster-Trockner-Kiihlern

(DTTK) detoxifiziert wird. Derzeit werden ca. 90 % der in Deutschland verarbeiteten
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Rapssaat nach dem in der Abbildung 2-6 illustrierten Verfahren zu Rapsol verarbeitet (Jeroch,
2008). Ebenfalls findet die Rapsverarbeitung des Hauptanteils der weltweiten Rapsbestinde
nach diesem Verfahren statt (Spragg, et al., 2007; Newkirk, 2009). Somit dominiert das

Rapsextraktionsschrot unter den Beiprodukten der weltweiten Rapsverarbeitung.

Fiir die Proteinextraktion aus dem Rapsextraktionsschrot ist der Toastprozess der
Rapsverarbeitung aufgrund der hohen Arbeitstemperaturen (bis zu 120°C) wund langen
Verweilzeiten (bis zu 90 min) sehr kritisch. Infolge der hohen Temperaturbelastung und
gleichzeitiger hoher Feuchtigkeit des Gutes in den DTTK wird die Loslichkeit der Proteine
aufgrund der verstirkten Proteindenaturierung deutlich reduziert, was sich in den niedrigen
PDI-Werten des getoasteten Schrotes widerspiegelt und wodurch die kiinftige
Proteinextraktion aus dem Schrot erschwert wird. AuBerdem wird wéhrend der
Desolventisierung das chemisch labile Glucobrassicin aus der Gruppe der Indolglucosinolate
zerstort und bildet mit Proteinen und Fasern dunkle Farbkomplexe aus, wodurch sich die

Proteinqualitit verdndert (Serensen, et al., 2000).

Pastuszewska et al. untersuchten den Einfluss von Toasttemperatur und -zeit sowie des
Dampfdruckes auf die Proteinzusammensetzung, -loslichkeit und die physiologische
Proteinwertigkeit im Mehl und Presskuchen. Es zeigte sich, dass an erster Stelle die
Temperatur steht, gefolgt von der Verweilzeit im Desolventiser-Toaster ist sie der
entscheidende Einflussfaktor. Nach den Autoren kann ein Schrot mit einer Proteinloslichkeit
von 55-60 % fiir qualitatives hochwertiges Futterschrot gehalten werden. Weist dagegen die
Proteinloslichkeit weniger als 45 % auf, dann spricht man tiber ein {ibertoastetes Schrot mit

geringem Nahrwert (Pastuszewska, et al., 2003).

Wihrend des Toastprozesses konnen irreversible Schiadigungen der Proteine eintreten, d.h. es
tritt ein Verlust an Bioverfiigbarkeit und Funktionalitidt auf. Newkirk et al. bestitigten, dass
die Desolventisierung/Toastung eine Reduktion der verfligbaren Aminosduren (besonders
von Lysin) verursacht und auBBerdem ihre Verdaubarkeit vermindert (Newkirk, et al., 2003).
Schumann und Schone untersuchten den Einfluss des Toastgrades beziiglich der Temperatur
und der Verweilzeit auf den Aminosduregehalt (als Referenzaminosidure diente Lysin)
entsprechend den Grad der Proteinschddigungen in Abhédngigkeit von dem Toastgrad
(Schone, et al., 2007; Schumann, et al., 2007). Die Qualitdt von Rapsextraktionsschroten nach
unterschiedlich starkem Toasten unterschied sich wesentlich. Die stirker getoasteten

Rapsschrote  wiesen eine niedrigere Lysinkonzentration sowie eine geringere
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Lysinverfiigbarkeit auf. Die Autoren wiesen darauf hin, dass fiir eine hohe
Proteinverdaulichkeit bzw. hohe praecaecale Verdaulichkeit der Aminosduren eine stirkere

Toastung der Rapsextraktionsschrote vermieden werden soll.

2.4.2. Dezentrale Olmiihlen

In den kleineren, dezentralen Olgewinnungsanlagen mit Verarbeitungskapazitiiten zwischen
0,5 und 25 t Olsaaten pro Tag erfolgt die Olgewinnung vorwiegend iiber das
Kaltpressverfahren und anschlieBende mechanische Reinigung des Oles durch Fest-Fliissig-
Trennung (TFZ, 2011). Daher werden in dezentralen Anlagen durch schonende
Olsaatenverarbeitung ~ sogenannte kaltgepresste Pflanzendle hergestellt, die keine
Raffinationsschritte durchlaufen (Widmann, 1994b). Durch das Kaltpressverfahren in den
dezentralen Olmiihlen wird Rapsél fiir die Nutzung vor allem im Non-Food-Bereich
insbesondere fiir die Biodieselerzeugung gewonnen (Stotz, et al., 2005). Die Olgewinnung
mittels Kaltpressen beinhaltet drei Verfahrensschritte darunter Vorbehandlung der Olsaat,
Olgewinnung und Olreinigung. Die Ent6lung erfolgt ausschlieBlich auf mechanischem Wege,
meist mittels Schneckenpressen. Bei dem Kaltpressverfahren féllt das fettreiche
Nebenprodukt mit ca. 8-20% Rohfett je nach Intensitit des Pressens an, welches als

Rapskuchen bezeichnet wird (Widmann, 1994a; Remmele, 2007).

Des Weiteren wird Rapsél in einzelnen Olmiihlen durch HeiBpressverfahren gewonnen. Dabei
erfolgt die Olgewinnung aus der Rapssaat durch zweimaliges Pressen bei jeweils
vorgeschalteter Hitze-Konditionierung des Pressgutes. Der PreBriickstand wird Expeller
genannt und weist einen niedrigeren Restolgehalt im Vergleich zu dem Rapskuchen aber

einen hoheren im Vergleich zu dem 16sungsmittelextrahierten Rapsschrot auf (Jeroch, 2008).

2.5. Verfahren zur Proteingewinnung aus Raps

Aufgrund der unterschiedlichen physiko-chemischen strukturbedingten Eigenschaften der
Hauptproteinfraktionen bei Raps, Albuminen und Globulinen, sind unterschiedliche
Technologien fiir ihre Gewinnung erforderlich. AuBerdem sollen die antinutritiven
sekunddren Inhaltsstoffe der Rapssaat bei der Verfahrensplanung beachtet werden. Zusitzlich
haben die industriell eingesetzten Rapsverarbeitungstechnologien zur Olgewinnung eine
negative Auswirkung auf die Qualitdt des entdlten Schrotes. Dadurch werden fiir die

Proteingewinnung  entscheidende funktionelle und nutritive Eigenschaften wie
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Proteinloslichkeit, Gehalt an verfliigbaren Aminosduren und deren Verdaulichkeit u.a. sehr
ungiinstig beeinflusst. In Anbetracht der oben aufgefiihrten Aspekte befinden sich derzeit
keine Verfahren fiir die Gewinnung und Herstellung von Proteinprodukten auf Basis Raps in

der industriellen Anwendung.

In vielen Publikationen sind verschiedene Vorschlidge zur Rapsproteingewinnung beziiglich
der Proteinaufbereitung beschrieben. Es wurde eine Proteingewinnung durch alkalische
Extraktion mit Natriumhydroxid (NaOH)-Losung und anschlieBende Prazipitation mit
verdliinnter ~ Sdure  dokumentiert. Dabei  unterschieden sich die  berichteten

Extraktionsmethoden in

e dem pH-Wert der Proteinextraktion,

der NaOH-Konzentration,

der Temperatur,

dem Verhiltnis Feststoff : Wasser,

den Parametereinstellungen wéhrend des Zentifugationsschrittes,

der Art der Sdure als Préazipitationsmittel und

e dem pH-Wert der Proteinprizipitation.

Diese Parameter stellen die wichtigsten Einflussfaktoren auf die Proteingewinnung dar
(Klockeman, et al., 1997; Aluko, et al., 2001; Aluko, et al., 2005; UFOP, 2007; Lulu, et al.,
2008; Aider, et al., 2011). Nach der Sdureprizipitation kann der Zentrifugationsiiberstand, der

die nicht-sdure-fallbaren Proteine enthalt, ultrafiltriert werden (Ghodsvali, et al., 2005).

Das PMM-Verfahren, aus dem englischen protein micellar mass, beinhaltete vier
Hauptverfahrensschritte: Extraktion, Ultrafiltration, Verdliinnung und Prizipitation. Das
entdlte Rapsmehl wurde einer Extraktion mit Natriumchlorid (NaCl)-Losung unterzogen.
Anschliefend wurde die Proteinlésung durch Ultra- und Diafiltration konzentriert und
entsprechend aufgereinigt. Das Retentat wurde mit kaltem Wasser verdiinnt, um die
Ionenstirke der konzentrierten Proteinlosung zu senken und damit die Prézipitation der
salzloslichen Proteine zu begiinstigen. Burges schlug einen Verdiinnungsfaktor von 1 bis 6
zur Ausfillung der aufgereinigten salzextrahierten Proteine durch Bildung von
Proteinmizellen vor. AnschlieBend wurden die Proteinmizellen durch Zentrifugation

abgetrennt und gefriergetrocknet. Mit dem PMM-Verfahren kann die Konzentration von
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antinutritiven Komponenten wie z.B. Glucosinolate und deren Abspaltprodukte reduziert

werden. (Burgess, et al., 1991; Ismond, et al., 1992; Tan, et al., 2011).

Ein patentiertes Verfahren zur Herstellung von Rapsproteinkonzentraten beinhaltet folgende
Hauptverfahrensschritte: Konditionierung, Schélung, mechanische Behandlung, Pressung und
Flockierung, Ldosemittel-Entdlung mit n-Hexan, Flash-Desolventisierung, wéssrig-
alkoholische Extraktion, Detoxifizierung, Trocknung und anschlieBende Vermahlung. Das
Verfahren schliet eine wiéssrige Proteinextraktion aus. Die Proteinkonzentrierung wird durch
den Schélprozess, die Entolung und die wiéssrig-alkoholische Extraktion realisiert. Die
Abreicherung von Proteinbegleitstoffen ist besonders durch die wéssrig-alkoholische
Extraktion vorgesehen. Das nach diesem Verfahren gewonnene Rapsproteinprodukt weist

einen Proteingehalt von etwa 60 % auf (Pickardt, et al., 2010).

Ebenfalls wurden Verfahren zur simultanen Gewinnung von Ol- und Proteinprodukten aus
Raps auf der Basis von wissrigen Extraktionen untersucht. Die wiissrige Olgewinnung basiert
hauptséchlich auf der Verdringung des Ols aus den offenen Zellverbinden. Die Ergebnisse
der Versuche zeigten, dass aufgrund der Emulsionsbildung wihrend der intensiven
Vermischung mittels Ultra-Turrax oder Hochdruckhomogenisator zum Erreichen von
vollstindigem Zellaufschluss geringe Olausbeuten (63 % bis zu max. 72 %) im Vergleich zu
dem mechanischen Pressverfahren (Olausbeute 80-85 %) erreicht wurden. AuBerdem wurde
beobachtet, dass sich die Proteine auf alle bei der Olgewinnung anfallenden Fraktionen
verteilen. Aufgrund der nicht ausreichenden Olgewinnung wurde die Proteingewinnung aus
der teilentolten Rapsmehlfraktion nicht betrachtet. Daher wurde das Verfahren der simultanen

Ol- und Proteingewinnung aus vollfettem Raps nicht weiter umgesetzt (Wische, 2002).

Eine nach der PMM-Methode basierte Verfahrensbeschreibung zur Herstellung von
Rapsproteinisolaten wurde von der kanadischen Firma Burcon NutraScience Corp. bekannt
gegeben. Das durch mehrere Patente geschiitzte Verfahren beschreibt die Proteingewinnung
aus schonend hergestelltem Rapsschrot. Die Canola/Rapssaat wurde warmebehandelt, um das
Enzym Myrosinase zu inaktivieren. Nachfolgend wurde die Saat geschélt und gepresst. Die
Presskuchen wurden anschlieBend durch Gegenstrom-Hexanextraktion entdlt. Das entdlte
Rapsschrot wurde in einem Vakuum-Desolventizer schonend detoxifiziert. Danach wurde das
Rapsschrot einer Proteinextraktion mit Salz (NaCl)-Losung unterzogen. Nach der Separation
der beiden Phasen wurde die Proteinlésung mittels Ultrafiltration aufgereinigt. Die

Proteinlosung nach dem Ultrafiltrationsschritt enthielt sowohl Cruciferin als auch Napin. Die
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Proteinlosung wurde nachfolgend pasteurisiert, gekiihlt und verdiinnt, wodurch die
Globulinfraktion als Micellen (Protein micellaren Masse, PMM) ausgefillt wurde. Durch
Zentrifugation wurden die Proteinmizellen aus der Losung separiert. AnschlieBend wurden sie
wieder aufgelost und spriihgetrocknet. Als Endprodukt wurde Puratein® (Proteingehalt > 90
%) gewonnen, welches aus Globulinen der Cruciferinfraktion (min 80 %) besteht. Der
Uberstand, der die Albumine der Napinfraktion enthilt, wurde nachfolgend durch einen
zweiten Ultrafiltrationsschritt weitergereinigt. Das Retentat wurde spriihgetrocknet und somit
ein Supertein'™ genanntes Proteinprodukt (Proteingehalt > 90 %) gewonnen, das reich an
Albuminen (min 80 %) ist. Burcon hat im Jahr 2010 von der US-Lebensmittelbehorde (Food
and Drug Administration FDA) die Marktzulassung fiir die Rapsproteinisolate Puratein und
Supertein erhalten (ADM, 2010). Laut anderen Patentschriften von Burcon kann das oben
beschriebene Verfahren auf die Produktion von Canola/Rapsproteinisolat umgestellt werden,
das sich sowohl aus einer Cruciferin- sowie aus einer Napinfraktion zusammensetzt. Im
Wesentlichen unterscheiden sich die beiden Verfahren darin, dass die aufkonzentrierte und
aufgereinigte Proteinlosung nach dem ersten Ultrafiltrationsschritt direkt getrocknet wird,
ohne eine Proteinfraktionierung durchzufiihren. Die Anwendung dieses Rapsproteinisolates

ist fir den Aquafeed-Bereich vorgesehen (Schweizer, et al., 2005).

Eine andere kanadische Firma MCN Bioproducts Inc. hilt eine Vielzahl von Patenten zur
Herstellung von Rapsproteinkonzentraten, wie CanPro IP, CanPro SP und CanPro FP. Das
technologische Verfahren beinhaltet eine wissrige Proteinextraktion, enzymatische
Behandlung zur Phytatentfernung, Prizipitation und Filtration. Das Produkt CanPro IP ist ein
unlosliches Proteinkonzentrat mit reduziertem Phytatgehalt, welches einen Einsatz als
Fischmehlalternative anstrebt. Das Konzentrat CanPro SP ist ein 16sliches Proteinprodukt und
CanPro FP ist ein faserreiches Proteinprodukt. Alle Proteinprodukte sind fiir den Feed-
Bereich entwickelt (Maenz, et al., 2004; Newkirk, et al., 2006; Maenz, 2007; Newkirk, et al.,
2009).

Verfahren zur Herstellung von Rapsproteinisolaten wurden von der Firma BioExx Specialty
Proteins Ltd entwickelt und patentiert. Als Proteinprodukte werden ein 90 %-iges
Proteinisolat (Isolexx®) und ein hydrolisiertes Proteinisolat (Vitalexx®) mit einem Gehalt an
Peptiden und Aminosduren von 80 % aufgefiihrt. Die beiden Produkte wurden von der FDA
als GRAS (Generally Recognized As Safe) eingestuft (Keller and Heckman LLP, 2011).
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Rapsproteine werden bis heute nicht industriell hergestellt. Mehrere Verfahren zur
Rapsproteinherstellung wurden durch Patentschriften von unterschiedlichen Unternehmen
geschiitzt. Keines davon hat sich bis jetzt wirtschaftlich durchgesetzt und die industrielle

Reife erreicht.

29



Halime N. Adem Experimentelle Arbeiten Dissertation

3. Experimentelle Arbeiten

3.1. Analysemethoden

Das Ausgangsmaterial, die hergestellten Zwischenprodukte und Rapsproteinprodukte wurden
hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffzusammensetzung charakterisiert. In dem vorliegenden
Unterkapitel sind die verwendeten Analysemethoden aufgefiihrt. Die Durchfithrung aller

analytischen Messungen erfolgte in Doppelbestimmung.

3.1.1. Trockensubstanz

Die Trockensubstanz wurde mittels Sartorius MA 30 Feuchteanalysator bei 105°C bestimmit.
Die in-situ gravimetrische Messmethode beruht auf der Erwdrmung durch Infrarotstrahlung

und der Ermittlung des Gewichtsverlusts.

3.1.2. Rohproteingehalt

Der Rohproteingehalt der Proben wurde iiber die Stickstoffbestimmung nach der
Kjeldahlmethode in Anlehnung an die Verbandsmethode des VDLUFA (VDLUFA-
Methodenbuch III, Kap. 4.1.1) bestimmt. Die Stickstoffbestimmungen wurden von
akkreditierten Priiflaboratorien wie LUFA Nord-West Institut fiir Futtermittel und OHMI
Analytik GmbH durchgefiihrt. Als Umrechnungsfaktor vom Stickstoffgehalt auf den

Rohproteingehalt der Rapsproteinproben wurde 6,25 verwendet.

3.1.3. Rohfettgehalt

Die Bestimmung des Rohfettgehalts erfolgte in Anlehnung an die DIN EN-ISO 659 von
1998-10. (weitere Bestimmungsmethode: DGF - B - I5)

3.1.4. Rohfasergehalt

Die Bestimmung des Rohfasergehalts erfolgte nach der Verbandsmethode des VDLUFA
(VDLUFA-Methodenbuch III, Kap. 6.1.1). Die Analysen wurden von dem
akkreditierten Priiflabor LUFA Nord-West Institut fiir Futtermittel durchgefiihrt.

3.1.5. Rohaschegehalt

Der Rohaschegehalt wurde nach der Verbandsmethode des VDLUFA (VDLUFA-
Methodenbuch III, Kap. 8.1) bestimmt. Die Untersuchungen zur Bestimmung des
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Rohaschegehalts wurden von dem akkreditierten Priiflabor LUFA Nord-West Institut fiir
Futtermittel durchgefiihrt. Aus dem Rohaschegehalt kann die organische Masse (OM)

berechnet werden.

3.1.6. Stickstofffreie Extrakt (NfE)-Gehalt

Der stickstofffreie Extrakt (NfE)-Gehalt wurde rechnerisch ermittelt. Zur Berechnung des
NfE-Gehalts wurden die Gehalte des Rohfetts, des Rohproteins und des Rohfasern von der

organischen Masse abgezogen.

3.1.7. Salzgehalt

Zur Bestimmung des Salzgehaltes wurde die Methode DIN 38405-D1 von OHMI Analytik

GmbH verwendet.

3.1.8. Glucosinolatgehalt

Die Bestimmung des Glucosinolatgehalts wurde nach der Methode EG 1864/90 L 170/28
durchgefiihrt. Die untersuchten Rapsproben wurden auf Glucosinolatgehalt von den
Priiflaboratorien LUFA Nord-West Institut fiir Futtermittel und OHMI Analytik GmbH

untersucht.

3.1.9. Phytinséuregehalt

Der Phytinsduregehalt wurde nach der Methode SAA A 004 bestimmt. Die
Phytinsiurebestimmung wurde von der OHMI Analytik GmbH durchgefiihrt.

3.1.10. Sinapinsduregehalt

Die Analytik der Sinapinsidure wurde nach der Hausmethode von der Fa. A.C.T. FOODS
GmbH durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Sinapinsdure bzw. der Sinapinsdure-Equivalente
wurden die Proben einer mehrfachen Losungsmittelkaltextraktion (methanolische Losung)
unter Ultraschallanwendung unterzogen. Nach Filtration wurden die Extrakte per HPLC
untersucht. Die Kalibrierung erfolgte mittels externen Sinapinsdure-Standard (Reinheit >97%)
bei einer Wellenldnge von 330 nm. Die Zuordnung der Sinapinsdureester erfolgte anhand des
Absorptionsspektrums  sowie  entsprechender Literaturangaben. Die Gehalte an
Sinapoylglucose und Sinapin wurden iiber die Sinapinsdurekalibrierung berechnet und sind

ebenso wie die nicht identifizierten Sinapinsdureester als Sinapinsidure-Equivalente
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angegeben. Unter der Summe an Sinapinsdureestern (SAE) sind alle Verbindungen addiert,
die mit Sinapinsdure vergleichbare = Absorptionsspektren aufwiesen und als

sinapinsdurehaltige Substanzen eingestuft werden konnen (A.C.T.FOODS, 2011).

3.1.11. Tannin-Gehalt

Der Tannine-Gehalt wurde nach der Methode ASU L 47.00-10 von OHMI Analytik GmbH

bestimmt.

3.1.12. Myrosinaseaktivitét

Bei dem katalytischen Abbau von Glucosinolaten entstehen dquimolare Mengen aus D-
Glucose. Aus ihrer Konzentrationsinderung in angebrochenen Rapssamen wird die
Myrosinaseaktivitit in den Rapskornern ermittelt. Nach Gleichung 3-1 ldsst sich die

Myrosinaseaktivitit Myro-U berechnen:

6
Mpyrertssmg 107 (€ —Cp)

Myro=U= PExtrakt * MDfGlucose *TReaktion * MR aps Gleichung 3-1
Myro-U = Moyrosinaseaktivitdt in angebrochenen Rapskdérnern in pmol/g min
Mpyfrerssung = Einwaage Pufferlosung in g

Ci = Konzentration an D-Glucose nach 10 min Reaktionszeit in g/l

Co = Konzentration an D-Glucose in angebrochenen Rapskornern in g/l
PExtrakt = Dichte Extrakt bei Raumtemperatur in kg/m?* (Wert: 963,5 kg/m?)
MbD._Glucose = Molare Masse von D-Glucose in g/mol

tReaktion = Reaktionszeit in min (Wert: 10 min)

MRaps = Einwaage angebrochene Rapskorner in g

Dazu wurden 5 g mittels Morser angebrochene Rapssaat in einer Pufferlosung (pH=6; 1:10)
suspendiert. Die Anderung der Konzentration an D-Glucose wurde nach Zugabe von Sinigrin
(Sigma 7508) bestimmt. Hier wird der katalysierte Abbau von Sinigrin zu D-Glucose mittels
des Enzyms Myrosinase gestartet. Die Hydrolysereaktion nach 10 Minuten Hydrolysedauer
wurde durch Zugabe von Carrez-Losung I und Carrez-Losung II gestoppt, und danach wurde
die Glukosekonzentration enzymatisch mittels eines D-Glucose UV-Tests der Firma
Boehringer Mannheim / R-Biopharm AG und eines Photometers UVmini 1240 von der Firma

Shimadzu bestimmt. Der Gehalt an nativer D-Glucose in angebrochenen Rapssamen (co)
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wurde nach spontaner Inaktivierung der Myrosinase in angebrochener Rapssaat in siedendem
Ethanol (reinst=99 %) enzymatisch mit obiger Methode bestimmt (B6hringer, 1989; Wische,
2002; Natsch, 2006).

3.1.13. Aminosdurezusammensetzung

Die Bestimmung von Aminosduren erfolgte mittels HPLC-Methode. Die Aminosdurengehalte
des Rapsproteinkonzentrates wurden von dem Priiflabor OHMI Analytik GmbH bestimmit.
Die Bestimmung der Aminosdurenzusammensetzung von Rapsschroten und sowie
Rapsproteinprodukten wurde ebenfalls von Evonik Industries AG durchgefiihrt. Zusétzlich
wurden die Aminosdurengehalte der Albumin- und Globulinkonzentrate von der
Arbeitsgruppe von Dr. Schone an der Abteilung Untersuchungswesen der Thiiringer

Landesanstalt fiir Landwirtschaft (TLL) bestimmt.

3.1.14. Proteinzusammensetzung mittels SDS-PAGE

Das Molekulargewicht der Rapsproteine wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) bestimmt. Die Methode basiert auf der Tatsache, dass die
Proteine in ihre Untereinheiten in einem Umfeld von 1% Natriumdodecylsulfat (SDS) und 0,1
M  B-Mercaptoethanol, das die Disulfid- Briicken zwischen Polypeptidketten
zerstort, zerfallen. Die so behandelten Proteine binden das SDS fest vor allem auf Grund der
hydrophoben Wechselwirkungen. Es wurde festgestellt, dass die Menge
des gebundenen Natriumdodecylsulfates immer konstant und gleich 1,4 g SDS prol g Protein
ist. Dadas SDS an den Proteinmolekiilen in einen Uberschuss bindet, werden die
Proteinmolekiile immer negativ geladen. Deshalb hédngt ihre Mobilitdt im Gel zur Anode nur
von ihrem Molekulargewicht ab, so dass im elektrischen Feld eine Auftrennung der Proteine
nach ihrem Molekulargewicht moglich ist. Die Trennung der Proteine erfolgt nach der Grofe,
wobei kleinere Proteine schneller durch das Gel wandern als grofere Proteine. Mit Hilfe der
SDS-PAGE kann die Molmasse unbekannter Proteine durch Vergleich der Laufstrecke mit

der der Markerproteine mit bekannten Molmassen abgeschétzt werden (Michov, 1995).

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Rapsproteine erfolgte nach Laemmli (Laemmli,
1970). Die SDS-PAGE wurde sowohl unter reduzierenden Bedingungen als auch unter nicht-
reduzierenden (in diesem Fall fehlt das p-Mercaptoethanol) durchgefiihrt. In dieser Arbeit
wurden Trenngele mit einem Polyacrylamidgehalt von 14 % und entsprechend Sammelgel

von 5 % verwendet, deren Zusammensetzung in der folgenden Tabelle beschrieben ist.
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Tabelle 3-1: Zusammensetzung der Gele

Gel Losung Vin ml
Acryl-Bis-Losung (30 %) 7,000
Trenngelpuffer (1,5 M Tris/pH=8,8) 3,750
Bidestilliertes Wasser 4,000

14 %-iges Trenngel
SDS-Ldsung (10 %) 0,080
TEMED-L6sung (10 %) 0,080
APS-Losung (10 %) 0,080
Acryl-Bis-Losung (30 %) 0,425
Sammelgelpufter (0,5 M Tris/pH=6,8) 0,625

5 %-iges Sammelgel Bidestilliertes Wasser 1,450
TEMED-L6sung (10 %) 0,025
APS-Losung (10 %) 0,025

Der Apparat, vertikale Gelelektrophorese-Einheit CTV100YK von VWR fiir Gele von
10x10cm, wurde fiir die elektrophoretischen Untersuchungen unter reduzierenden
Bedingungen verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 150 V und einer
Stromstirke von 80 mA fiir ca. 1-2 Stunden durchgefiihrt. Die Molekulargewichtsmarker,
Kalibrierungskit fiir SDS-PAGE Electran, 12,3 — 78 kDa der Firma VWR wurden verwendet.
Nach der Trennung wurden die Gele mit Coomassieblau-Farbelosung gefarbt, anschlieend
mit einer Entfirbelosung entfirbt. Die Gele wurden dann mit Hilfe einer Dunkelkammer,
Syngene InGenius LHR System mit Software Syngene — GeneSnap Version 7.08.N ,
photographiert. Die Gele wurden mittels des Software Syngene — Gene Tools Version 4.01(c)
ausgewertet. Die relative Quantitét der einzelnen Proteinbanden bzw. Proteinfraktionen wurde

mittels des Gene Tools — Software ermittelt.

Die elektrophoretischen Untersuchungen unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden von
der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Idakieva an der Bulgarischen Akademie der
Wissenschaften durchgefiihrt. Ein Mini-Protean Electrophoresis System, Bio-Rad
Laboratories, Inc., USA wurde verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von
50 V durch das Sammelgel und 100 — 120 V durch das Trenngel durchgefiihrt. Als
Proteinmarker wurde die Protein-Standardmischung IV fiir die SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (Bereich 12300-78000 g/mol) der Firma Merck verwendet.
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3.2. Charakterisierung der Produkteigenschaften

3.2.1. Thermodynamische Eigenschaften (Proteindenaturierung) mittels DSC

Die thermoanalytische Charakterisierung der hergestellten Rapsproteine erfolgte mittels der
Dynamischen Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry DSC). Fiir die
Messungen wurde das Messgerdt NETZSCH DSC 200 F3 Maia mit Proteus-Software fiir
thermische Analyse Version 5.2.0 eingesetzt. Die Rapsproben wurden in 0,1 mol/l NaCl bei
einer Konzentration von ca. 40 % geldst. Eine Probenmenge von 10 bis 15 mg wurde in
spezielle Aluminiumtiegel (Fa. Netzsch) eingefiillt. Die Messtiegel wurden vor der Messung
hermetisch versiegelt. Die endotherme Wérmemenge der Proteindenaturierung wurde bei
einer Aufheizrate von 2 K/min im Temperaturbereich zwischen 40 °C und 120 °C untersucht.
Die Parameter der Hitzedenaturierung wie die Denaturierungstemperatur Tyq und die
spezifische Denaturierungsenthalpie AHy sind anhand der Differentialkurve bestimmt. Die
spezifische Denaturierungsenthalpie in J/g Probe wurde ermittelt, deren Wert in J/g
Proteineinwaage rechnerisch durch Division mit dem Proteinhalt der Probe bestimmt wurde.

Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung des Probenmaterials.

3.2.2. Technofunktionelle Eigenschaften (Proteinloslichkeit) mittels PDI

Zur Bestimmung des Protein-Dispersibilitits-Indexes (PDI) wurde die Methode AOCS Ba
10b-09 in modifizierter Form angewandt. Diese Methode ist am PPM e.V. eine etablierte
Methode zur Bestimmung des PDI-Wertes.

Nach der fiir Soja-Protein entwickelten Methode AOCS Ba 10b-09 konnen die Rapsproteine
nicht hinreichend extrahiert werden. Deshalb wurde von PPM e.V. eine eigene
Bestimmungsmethode  mit einer 3-stufigen  Extraktion entwickelt, die fiir
Rapsextraktionsschrot deutlich hohere PDI-Werte als die Einheitsmethode AOCS Ba 10b-09
ergibt. Jede der drei Extraktionen wird mit unterschiedlichen Bedingungen beziiglich

Salzgehalt und pH-Wert ausgefiihrt (Pudel, 2011).

3.2.3. Anwendungstechnische  Eigenschaften  (Korngréfenverteilung)  mittels
HELOS-PartikelgréBenanalyse

Die PartikelgroBenanalysen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Morl, Otto-von-
Guericke-Universitdt Magdeburg, bestimmt. Aufgrund der Agglomeratbildung und der zu

erwartenden geringen PartikelgroBe des fein gemahlenen Rapsextraktionsschrotes und der
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infolge der Spriihtrocknung mikronisierten Rapsproteinprodukte wurden die Untersuchungen
der PartikelgroBenverteilung mithilfe der Laserdiffraktometrie durchgefiihrt. Dazu wurde das
Messgerdt HELOS der Firma Sympatec eingesetzt. Die Zufiihrung der Rapsproben zum
Messgerdt geschieht iliber das Dispergiersystem ,,RODOS*. Das trockene Pulver wurde
mittels Druckluft dispergiert und in die Messzone gefordert.

3.2.4. Oberflacheneigenschaften (Oberflachenstruktur) mittels
Rasterelektronenmikroskops (REM)

Die morphologische Untersuchung der erzeugten Rapsproteinprodukte wurde mit Hilfe eines
Rasterelektronenmikroskops (PHENOM Desktop-Elektronenmikroskop EM-10001 der Firma
L.O.T.-Oriel Laser Optik Technologie GmbH & Co. KG) durchgefiihrt. Die Messungen
wurden an der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg, Fakultdt fiir Verfahrens- und

Systemtechnik, Institut fiir Apparate- und Umwelttechnik (IAUT) realisiert.

Die Rapsproben wurden mittels eines Leit-Tabs auf einen Aluminiumprobenteller fixiert und
in einem Sputter Coater (Mini Sputter Coater SC7620) unter Vakuum mit Gold-Palladium
bedampft. Die REM-Bilder wurden bei unterschiedlichen VergroBBerungsfaktoren

aufgenommen.

3.3. Versuchsmaterial

Als Versuchsmaterial wurde Rapssaat von der Norddeutschen Pflanzenzucht (NPZ)
eingesetzt. Als einheitliche Grundlage wurde die Liniensorte Lorenz verwendet. Die
Inhaltsstoffzusammensetzung der Rapssaat ist in der Tabelle 3-2 dargestellt. Die Daten

wurden von der Norddeutschen Pflanzenzucht tibermittelt.

Tabelle 3-2: Inhaltsstoffzusammensetzung der Rapssorte Lorenz

Feuchte Olgehalt Proteingehalt Glucosinolate ADF ADL
Saatursprung

[%1. Tr.] [%i. Tr.] [% 1. Tr.] [umol/gi. Tr.] [%i.Tr.] [% 1. Tr.]
Lorenz HR 3165 6,5 50,3 20,2 15,4 13,6 7,4
Lorenz HR 3165 6,5 49,8 21,0 13,3 13,3 7,2
Lorenz HR 3165 6,5 50,2 20,6 12,4 13,3 7,2
Lorenz HR 3059 6,5 50,1 20,4 14,6 13,7 7,5
Lorenz HR 3059 6,4 49,2 21,2 14,8 13,2 7,2
Lorenz HR 3059 6,6 49,6 20,6 15,9 13,8 7,5
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3.4. Versuchs- und Verfahrensplanung

Fiir die Bestimmung der nutritiven Qualitit von Rapsproteinen fiir die Fischerndhrung sollen
Verarbeitungstechniken, welche die Herstellung von hochwertigen und mdglichst nativen
Rapsproteinen gewdhrleisten, eingesetzt werden. Eine Grundvoraussetzung filir die
Proteingewinnung ist ein schonend verarbeitetes Ausgangsmaterial, welches sich

anschliefend durch hohe Proteinldslichkeit auszeichnet.

Die industrielle Rapsverarbeitung ist auf die Olgewinnung orientiert und folglich sind
Verarbeitungstechnologien zum Erreichen von maximaler Olausbeute in den Olmiihlen
etabliert worden. Wéhrend des Verarbeitungszyklus wird das Ausgangsmaterial thermisch
beansprucht, was zur Verdnderung der Proteinqualitit des daraus erhaltenen Schrotes fiihrt.
Besonders kritisch fiir die Proteinextraktion aus dem in den Olmiihlen anfallenden
Rapsextraktionsschrot ist der Toastprozess, da dieser unter hohen Temperaturen und langen
Verweilzeiten durchgefiihrt wird und infolge dessen sich die Proteinqualitit verdndert. Die
Hitze wirkt besonders auf die sekundire Proteinstruktur, welche durch Bildung von
Wasserstoff- und Di-Sulfidbriicken gekennzeichnet ist. Durch Hitze 16sen sich die Briicken

auf und Strukturen fallen zusammen. Somit werden die Proteine denaturiert.

Folglich treten wéhrend der herkdmmlichen Rapsverarbeitung irreversible strukturelle
Verdnderungen der Proteine (Denaturierung) ein. Wahrend der Toastung des Schrotes tritt ein
Verlust an Bioverfiigbarkeit und Funktionalitit aufgrund der intensiven thermischen
Belastung auf. Die hohe thermische Beanspruchung fiihrt zur deutlichen Verringerung der
Proteinloslichkeit infolge der verstdrkten Proteindenaturierung, wodurch die kiinftige
Proteinextraktion aus dem Schrot erschwert wird. Ebenfalls tritt eine Reduktion der
verfligbaren essentiellen Aminoséuren, besonders die Aminosédure Lysin, auf, da sie wihrend
der verstirkten Toastung abgebaut oder unldslich gebunden werden. So sinkt die
Proteinverdaulichkeit und damit Bioverfiigbarkeit. Folglich wird sowohl die Proteinldslichkeit
als auch die biologische Wertigkeit des Proteins durch die Temperaturbelastung wéhrend des
Desolventisierungs-/Toastprozesses negativ beeinflusst (Huber, et al., 2004; Schone, et al.,

2007).

Um moglichst native Rapsproteine mit hoher biologischen Wertigkeit zu gewinnen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Rapsprotein-Herstellungstechnologie ausgehend von der Rapssaat
betrachtet. Die Verarbeitung der Rapssaat bis zum Rapschrot wurde nach moglichst

industrienahen ~ Verarbeitungsmethoden  durchgefiihrt.  Eine  Einschrinkung  der
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Proteindenaturierung und der damit verbundenen Funktionalititsverluste wéhrend der
eingesetzten Verarbeitungsmethoden wurde in den Vordergrund gestellt. Es wurde beachtet,
dass wihrend der Rapsverarbeitung bei moglichst niedrigeren Arbeitstemperaturen gearbeitet

wird, um einer Proteindenaturierung vorzubeugen.

Insbesondere der Desolventisierungsprozess wurde unter proteinschonenden Bedingungen
durchgefiihrt. Fiir diesen Zweck wurde ein Wirbelschicht (WS)- Dbasiertes
Desolventisierungsverfahren eingesetzt. Die Wirbelschichttechnologie bietet einen sehr
intensiven Stoff- und Wérmeaustausch, was niedrigere Temperaturregime und geringere
Verweilzeiten zur Hexanentfernung aus dem Rapschrot gegeniiber den herkdmmlichen
Toasterverfahren ermdglicht. Somit wird eine proteinschonende Behandlung des Schrotes
gewihrleistet, welche durch hohe Proteinloslichkeit charakterisiert ist und entsprechend
deutlich hohere PDI-Werte als konventionell getoastete RES aufweist. Fiir nachfolgende

Proteingewinnungsverfahren ist diese Eigenschaft von besonderer Bedeutung.

Die Herstellung von Rapsproteinprodukten wurde im Pilot-MaBstab durchgefiihrt, da fiir
Fischfiitterungsversuche mit entsprechender Versuchsdauer eine Rohstoffmenge von ca. 10
kg pro Rapsproteinprodukt benodtigt wird. Das Verfahrenskonzept der Herstellung einzelner
Rapsproteinprodukte ist im Abschnitt 4 erldutert. Die Versuchsdurchfiihrung und die

verwendeten Verfahrensschritte werden in dem nachfolgenden Unterkapitel beschrieben.

3.5. Versuchsdurchfithrung

3.5.1. Konditionierung

Die Wirmekonditionierung der Saat zur Myrosinase-Inaktivierung wurde in einem
Schaufeltrockner (Typ D 600, DVA Deutsche Vakuumapparate Holland Merten GmbH)
durchgefiihrt. Der Wirmeeintrag erfolgte durch den mit Wasserdampf beheizten
Doppelmantel des Trockners (Heizmitteltemperatur von ca. 130°C). Mittels eines

Schaufelwerks mit einer Drehzahl von 10 min™' wurde die Saat vermischt.

Die Konditionierung wurde chargenweise durchgefiihrt. 30 kg Rapssaat pro Charge
(Feuchtegehalt=6 — 8 Mass.-%) wurden wirmebehandelt. Die Dauer der Warmebehandlung

betrdgt 15 min und die Saatausgangstemperatur aus dem Trockner liegt bei ca. 80 °C.
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3.5.2. Pressung

Die wirmebehandelte Rapssaat mit ca. 5 — 6 % Wassergehalt wurde zur Olgewinnung in einer
Schneckenpresse Typ Komet S87G der Firma Monforts verarbeitet. Einen Schneckentyp von
R6 und eine Pressdiise mit einer Bohrung von 6 mm Durchmesser wurden verwendet.
Wihrend der Olpressung wurde die Getriebestellung auf 4,3 eingestellt. Die
Pressschneckendrehzahl betrug 27 min™'. Fiir Saattemperatur, Presskopftemperatur und
Olablauftemperatur wurden Temperaturbereiche von 20 — 25, 45 — 55 und entsprechend 35 —
45 dokumentiert. Der Feuchtegehalt der Presskuchen variiert von 9 bis 10 %.

3.5.3. Presskuchenzerkleinerung

Vor dem néchsten Entolungsschritt wurden die Presskuchen in einer Riffelwalzen-Miihle Typ
Haferboy Modell Vorbrecher der Firma Egon Sommer Maschinen- und Gerétebau auf ca. 5
mm grobzerkleinert. Es wurde eine einstufige Zerkleinerung mit einem Walzenabstand von 5

mm durchgefiihrt.

3.5.4. Hexanextraktion

Die Hexanextraktion wurde in der Pilotanlage zur Fest-Fliissig-Extraktion mit Miscella-

Destillation der Firma Bio-Ingenieurtechnik GmbH realisiert.

Die Olextraktion wurde als Perkolation im Chargen-Betrieb durchgefiihrt. Je Charge wurden
35-40 kg zerkleinerten Presskuchens eingesetzt. Fiir jede Extraktionsstufe wurden 70 1 Hexan
verwendet. Der eingesetzte Presskuchen (A) wurde in einem perforierten Einsatz (B) im
Perkolationsbehilter (C) des Extraktors vom Solvent (D) (Hexan) bzw. Miscella (E)
durchstromt (Abbildung 3-1). Die Extraktion wurde zwei Stunden lang bei 58-60 °C im
Kreislaufbetrieb bei einer Losungsmittelzirkulation von 500-550 kg/h zweistufig
durchgefiihrt. Nach jeder Extraktionsstufe wurde die Miscella einer Losungsmitteldestillation

unterzogen. Das destillierte Hexan (ca. 50 1) wurde fiir die zweite Extraktion verwendet.
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Abbildung 3-1: Schema der Festbettextraktion (Leidt, 2010)

3.5.5. Desolventisierung

Die anschlieBende Desolventisierung des Extraktionsgutes erfolgte mit einer neuentwickelten
kleintechnischen Versuchsanlage zur Wirbelschicht-Desolventisierung von RES der Firma

Dr. Weigel Anlagenbau GmbH (F/E-Projekt 2023902).

Die Desolventisierung wurde bei einer Betriebsart der Versuchsapparatur durchgefiihrt (unten
als Teilstromkondensation bezeichnet), bei der nur ein Teil des gesamten Kreislaufgasstroms
in den Kondensator iibergeht, wo dieser Teilstrom auf ca. 20 °C abgekiihlt wird und dadurch
die aus dem RES verdampften Hexan- und Wasseranteile sofort auskondensiert werden.
Folglich baut sich im Laufe des Desolventisierungsprozesses eine Hexankonzentration im

Kreislaufgasstrom auf.

Die Desolventisierung von RES wurde chargenweise durchgefiihrt. Zu Beginn des Versuches
wurde die Anlage mit Stickstoff inertisiert und auf Betriebstemperatur (85-95°C) aufgewarmt.
Die Chargenmenge RES (3 kg) wird aus dem Zugabebehélter ,,RES-Ein“ in den
Wirbelschichtapparat geschleust. Im Wirbelschichtapparat wird das zu desolventisierende
RES durch den vom Geblése angetriebenen und vom Heizer aufgeheizten Kreislaufgasstrom
fluidisiert. AnschlieBend wird das Kreislaufgas iiber den Filter geleitet, in dem mitgerissene
Partikel abgeschieden werden. Entsprechend der Volumenzunahme durch Verdampfung der
Feuchte bei der Desolventisierung entweicht ein Teil des Kreislaufvolumens iiber den Kiihler
und hier werden die kondensierbaren Bestandteile auskondensiert. Nach einer

Desolventisierungsdauer von 15 min/Charge wird der Kreislaufgasstrom angehalten, der
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Wirbelboden hochgeklappt und das desolventierierte RES wird in den Behélter ,,RES-Aus*

ausgeschleust.

Das Schema der Versuchsanlage und das Schema der Desolventisierung mit

Teilstromkondensation in der Versuchsanlage ist in der Abbildung 3-2 dargestellt.
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Abbildung 3-2: Schema der Versuchsanlage zur WS-Desolventisierung (rechts) und Schema der

Desolventisierung mit Teilstromkondensation an der Versuchsanlage (links) (Leidt, 2008)

In der nachfolgenden Abbildung 3-3 sind die elektronisch registrierten Betriebsparameter fiir
eine Versuchsperiode mit 10 Chargen (bezeichnet als Ch. in der Abbildung) bei oben
genannten Bedingungen dargestellt. Die Bezeichnungen der Temperaturen entsprechen den

Temperaturmessstellen in Abbildung 3-2.

Aus der Abbildung 3-3 ist zu erkennen, dass bei dieser diskontinuierlichen Fahrweise die
Wirbelraum-Temperatur T(IR) 02, die unterhalb der Temperatur des Gases vor dem
Wirbelboden T(IR) 01 liegt, nach der Einschleusung des RES um ca. 15 Grad abfillt und sich
dann allméhlich wieder dem Anfangswert annihert. Das Schrot wird im Temperaturbereich

von 65 °C bis max. 80°C (T(IR) 02) behandelt.
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Abbildung 3-3: Versuchsverlauf der WS-Desolventisierung

3.5.6. Ethanolextraktion

Die ethanolische Extraktion zur Entbitterung des Rapsschrotes wurde in der Pilotanlage zur
Fest-Fliissig-Extraktion mit der Miscella-Destillation der Firma Bio-Ingenieurtechnik GmbH
durchgefiihrt. Die Entbitterungsversuche wurden mit der gleichen Betriebsweise wie die
Ent6lung mit Hexan durchgefiihrt. Je Charge wurden 30-35 kg ent6ltes Rapsextraktionsschrot
eingesetzt. Fiir jede Extraktionsstufe wurden 75 1 75 %-iges Ethanol verwendet. Die
Extraktion wurde 35 Minuten lang bei 58-60 °C im Kreislaufbetrieb bei einer
Losungsmittelzirkulation von 500-550 kg/h vierstufig durchgefiihrt. Nach jeder
Extraktionsstufe wurde die Miscella (Ethanol und geldste Schrotinhaltsstoffe wie Ol,
Zuckerbestandteile, Antinutritiva usw.) einer Losungsmitteldestillation unterzogen. Das
destillierte Ethanol wurde fiir die nidchste Extraktionsstufe verwendet. Nach der Enbitterung
ist das ethanolfeuchte Schrot zu desolventisieren. Die Desolventisierung erfolgt unter

Umgebungsbedingungen.

3.5.7. Schrotvermahlung

Das Schrot wurde in einem Walzenstuhl Haferquetsche Rapsmaster 15S der Firma Egon

Sommer Maschinen- und Geritebau fein vermahlen. Es wurden drei Mahlstufen mit drei
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Mahlspalten mit abnehmender Spaltweite realisiert, welche 1 mm fiir die erste Mahlstufe, 0,5

mm fiir die zweite und 0,2 mm fiir die dritte Mahlsstufe betrugen.

3.5.8. Proteinextraktion

Fiir die Proteinextraktion wurde ein Misch- und Temperierbehédlter SWBR 160 E mit einem
Rithrwerk der Firma Apparatebau Burg GmbH eingesetzt. Fiir die Proteinextraktion wurde
heiBBes Leitungswasser zwischen 40 und 45 Grad verwendet. Mittels des Doppelmantels des
Rithrwerkbehélters zum Durchleiten von Kiihl- oder Wiarmemedium Wasser wurde die
Temperatur wihrend der Proteinextraktion reguliert. Bei 40 min” wurde die Suspension
geriihrt. In 10-minutigen Zeitintervallen wurden die Extraktionsparameter wie Temperatur,
pH-Wert und elektrische Leitfdhigkeit kontrolliert. Die genaueren Extraktionsbedingungen

werden nachfolgend im Abschnitt 4 beschrieben.

3.5.9. Trennung der Proteinlosung

Fiir die Trennung der geldsten und ungeldsten Bestandteile der Extraktionssuspension wurde
die Labordekantierzentrifuge MDZ 004 verwendet. Die Trennbedingungen im Dekanter
wurden so eingestellt, dass der Oberlauf (Proteinlosung) moglichst keine unldslichen
Feststoffe (Extraktionsriickstand) enthielt, da die Trennqualitit von Begleitstoffen einen
wesentlichen Einfluss auf den Proteingehalt ausiibt. Entsprechend wurde die Drehzahl der
Trommel auf 6500 min', die Differenzdrehzahl auf 15 min™ festgelegt; bei einem
gleichzeitigen Massenstrom (ca. 15 kg/h) sowie der Verwendung eines Uberlaufwehrs mit

kleinem Innendurchmesser (38 mm).

Fir eine nachfolgende Ultrafiltration ist die vollstindige Abtrennung von ungeldsten
Feststoffen eine wesentliche Voraussetzung, da diese sich in den Membranporen einlagern
konnen. Dadurch kann die Membranleistung verringert und folglich die Membranlebensdauer
verkiirzt werden. Deshalb ist eine anschlieBende separate Abtrennungsstufe erforderlich.
Durch verschiedene Behandlungsstufen, vor allem bei der Feinvermahlung wegen der hohen
Staubbildung, kann feines Zellmaterial vorhanden sein, welches sich in der Suspension
befindet und nicht durch den Dekanter abgetrennt wird. Darum wurde die abdekantierte
Proteinlésung durch einen 90 um Siebansatz geleitet, um noch vorhandene Feststoffe und

feines Zellmaterial zu beseitigen.
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3.5.10. Ultrafiltration/Diafiltration

Die Ultrafiltration und auch die Diafiltration der Proteinlosung von der ersten Versuchsserie
(Rapsproteinkonzentrat-Herstellung) wurden in einer zweistufigen UF-Anlage mit zwei in
Reihe angeordneten Membranen (UF-Anlage UF-2Wi 4040 der Firma UFI-TEC)
durchgefiihrt. Als Membranen wurden zwei UF-Spiral-Wickelmembranen 4040 mit einer
Trenngrenze von 20 kDa und einem Spacer von 80 mil (Spira-Cel® Wickelmodul GY-UP020-
4040F der Firma Microdyn Nadir) verwendet.

Die Proteinlosungen von der zweiten und dritten Versuchsserie (Globulin- und
Albuminkonzentrat-Herstellung bzw. Rapsproteinisolat-Herstellung) wurden in einer
einstufigen UF-Technikumsanlage (UF/MF Pilotanlage der Firma LTH Dresden) ultrafiltriert.
Es wurde eine 38“-Wickelmodule Spira-Cel® DS-UP010-3838G 1 aus Polyethersulfon mit
einer Trenngrenze von 10 kDa und einem Spacer von 80 mil fiir die zweite Versuchsserie
eingesetzt. Eine 38“-Wickelmodule, 3838 HFK-328-HYT, aus Polyethersulfon mit einer
Trenngrenze von 5 kDa und einem Spacer von 62 mil der Firma Koch Membrane Systems

wurde fiir die dritte Versuchsserie verwendet.

Die Filtration wurde im Temperaturbereich zwischen 40-45 °C und einem Filtratdruck von ca.

4 bar (UF-Anlage UF-2Wi 4040) und ca. 1,4 (UF/MF Pilotanlage) durchgefiihrt.

3.5.11. Prazipitation

Die Prézipitation wurde bei einer pH-Wert von 4 und 11 durchgefiihrt (im Abschnitt 4.3.1.2
ndher erldutert). Citronensdure Monohydrat 99,5% und Natriumhydroxid > 98 % wurden als
Prazipitationsreagenzien verwendet. Die zu prizipitierende Proteinlosung wurde in einem
Behélter (30 1 bzw. 50 1) mittels einem Riihrwerk mit Propellerriihrer (RED 10 mit
Digitalanzeige der Firma Windaus Labortechnik) intensiv vermischt. Je nach Losungsmenge
wurden Drehzahlen von 550-1250 min™ erreicht. Der pH-Wert der Losung wurde auf den
definierten Wert eingestellt und es wurde 30 Minuten lang unter stindiger Priifung des pH-
Wertes geriihrt. Anschliefend wurde die Losung 15 min bei 4300 rpm und 10 °C (Heraeus
Cryofuge 55001 Centrifuge der Firma Thermo Scientific) zentrifugiert. Der

Zentrifugationsiiberstand wurde entsorgt und der verbliebene Riickstand getrocknet.
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3.5.12. Trocknung
3.5.12.1. Spriihtrocknung

Die Trocknung der ultrafiltrierten Proteinlosungen aus der 1. Versuchsserie wurde von der
Firma NIG Nahrungs-Ingenieurtechnik GmbH durchgefiihrt. Die Trocknung erfolgte auf
einem Sprithturm der Firma NIRO Atomizer. Die Eintritts- und Austrittstemperatur betrugen

120-130 °C (Eintrittstemperatur) und 70-75 °C (Austrittstemperatur).

Die Proteinldsungen aus der 2. Versuchsserie wurden in einem Laborspriihtrockner der Firma
Nubilosa getrocknet. Die Eingangstemperatur der Trocknungsluft wurde auf 160 °C und die
Temperatur der Abluft auf 80 °C eingestellt. Die Zerstaubung der Produkte erfolgte mit einer
Gleichstrom-Zweistoffdiise mit einem Durchmesser von 2 mm bei einem
Zerstdubungsluftdruck von 5,5 Pa. Der Luftvolumenstrom betrug 100 m*h. Eine Spriihrate

von ca. 2,5 kg/h wurde realisiert.
3.5.12.2. Gefriertrocknung

Diese Trocknungsart wurde fiir die 3. Versuchsserie (Rapsproteinisolat-Herstellung)
verwendet. Fiir die Gefriertrocknung wurde der Sublimator 3x4x5 der Firma Zirbus
Technology eingesetzt. Die eingestellten Versuchsparameter des Gefriertrocknungsprozesses

sind in der folgenden Abbildung dargestellt.

Tabelle 3-3: Versuchsparameter der Gefriertrocknung

Trocknungsstufe Dauer in h Unterdruck in mbar Temperatur in °C
Einfrierung 1 -25

10 4 -25
Trocknung 10 2 -25

10 0,5 -25

10 0,1 -10
Nachtrocknung 10 0,1 0

10 0,1 20
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4. Untersuchungen zur Herstellung von Rapsproteinprodukten
4.1. Herstellung von Rapsproteinkonzentrat

4.1.1. Ableitung des Herstellungsverfahrens

Die  Entwicklung vom  technologischen  Verfahren zur  Herstellung  von
Rapsproteinkonzentraten, welche sich aus Globulin und Albumin zusammensetzen, wird
zunichst dargelegt. Das Verfahren beinhaltet einen technologischen Prozess zur wissrigen
Proteinextraktion aus dem schonend verarbeitenden Rapsextraktionsschrot. Da die
Zielrichtung  Fischmehlersatz ist, ist das Verfahren so konzipiert, das ein

Rapsproteinkonzentrat mit abgereicherten Antinutritiva liefert.

In den nachfolgenden Unterkapiteln werden die Verfahrensschritte zur Herstellung eines

Rapsproteinkonzentrates diskutiert.

4.1.1.1.  Schrotaufbereitung

Wie im Abschnitt 2.3.1 beschrieben wurde, sind die Spaltprodukte der Glucosinolat-
Hydrolyse aufgrund ihrer Toxizitdt unerwiinscht. Deshalb soll das glycosinolatspaltende
Enzym Myrosinase inaktiviert werden. Der enzymatische Glucosinolat-Abbau ist stark vom
Feuchtegehalt der Saat abhdngig. Selbst bei einer relativ niedrigen Feuchtigkeit der
Presskuchen > 10 % kann die Glucosinolat-Hydrolyse stattfinden, falls vorher die Saat

thermisch nicht konditioniert wurde (Schumann, 2004).

Deshalb wurde die Saat vor dem Pressvorgang wirmebehandelt, um die
myrosinasekatalysierten Glucosinolat-Spaltung zu vermeiden. Es wurden Untersuchungen zur
Myrosinaseinaktivierung durch eine thermische Konditionierung der Rapssamen
durchgefiihrt. Die Versuche ergaben, dass das Enzym bei einer Behandlungstemperatur von
60-70 °C fast nicht inaktiviert wurde, da die Myrosinase ihre hochste Aktivitdt bei 40 bis 70
°C besitzt und deren Deaktivierung erst oberhalb von 70°C beginnt (Schumann, 2004). Erst
bei hoheren Temperaturen wurde eine Inaktivierung des Enzyms beobachtet. Durch eine
Erhohung der Temperatur auf 90 °C wurde die Myrosinase zu 35 % inaktiviert. Durch die
thermische Behandlung der Rapskdrner konnte eine Inaktivierung des Enzyms in
unzureichendem Mafle erreicht werden (Abbildung 4-1). Fiir eine vollstindige Inaktivierung
der Myrosinase in den intakten Rapskornern sind drastischere Erhitzungsbedingungen

notwendig. Aber die intensive Warmebehandlung wird eine Proteindenaturierung bedingen,
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deshalb wurde fiir die Wérmekonditionierung eine Behandlungstemperatur von 80 °C und

eine Verweilzeit von 15 min festgelegt.

40
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Abbildung 4-1: Myrosinaseinaktivierung als Funktion der Temperaturbelastung

Die Entolung der wiarmebehandelten Rapssamen findet durch Kaltpressung und
Losungsmittelextraktion statt. Durch die Olabpressung wurden 71,5 % des Oles gewonnen.
Der nach dem Pressen entstandene Presskuchen enthilt 12,9 Mass.-% i. Tr. Ol. Um das
Restol zu entfernen, werden der in einer Riffelwalzen-Miihle zerkleinerte Presskuchen
(Grobzerkleinerung auf ca. 5 mm) mit Hexan zwei Stunden bei ca. 60 °C zweistufig
extrahiert. Das Rapsextraktionsschrot weist anschlieBend einen Restolgehalt von 2,1 Mass.-%
i. Tr. auf. Die Olausbeute aus dieser Verarbeitungsstufe betrigt 23,8 %. Der Entdlungsprozess
ist in der Abbildung 4-2 schematisch dargestellt. Die berechneten Daten beziehen sich auf kg

Trockenmasse. Die Massenverluste wihrend der Verarbeitung wurden nicht berticksichtigt.

Das Rapsschrot wird anschlieBend desolventisiert. Die Desolventisierung dient zur
Hexanextraktion aus dem Rapsschrot, und es wird auf einen Hexangehalt < 300 ppm
orientiert. Fiir eine schonende Entbenzinierung des Schrotes wurde ein neuartiges,
wirbelschicht-basiertes Verfahren eingesetzt. Das Schrot wurde 15 min lang bei
Fluidisationstemperaturen von ca. 90 °C in einem diskontinuierlich arbeitenden
Wirbelschichtapparat desolventisiert. Dabei lag die Schrottemperatur zwischen 65 — 80 °C.
Durch den Desolventisierungsprozess wurde der Hexangehalt auf 80 ppm abgesenkt, dessen

Wert stets unter dem maximal zuldssigen Wert der Hexanreduzierung (300 ppm) liegt.
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Abbildung 4-2: Schematische Darstellung des Entdlungsprozesses

Unter Bezugnahme auf das spétere Einsatzziel der zu extrahierenden Proteine als
Fischmehlsubstitut ist {iber eine Abtrennung von unerwiinschten Begleitstoffen wie z.B. den
Bitterstoffen zu entscheiden. Die Entbitterung von Rapsextraktionsschrot dient zur

Reduzierung antinutritiver Rapsbestandteile.

Die Untersuchungen zur Entbitterung des RES mit dem ethanolisch-wéssrigen Losungsansatz
verdeutlichen, dass die Glucosinolate aus dem Schrot weitgehend extrahiert werden. Die
Versuchsergebnisse beweisen eine Verringerung des Glucosinolatgehaltes um ca. 85 % durch
die ethanolische Behandlung, sodass der Glucosinolatgehalt von 20,67 umol/g 1.Tr. im Schrot
auf 3,03 umol/g absinkt. Dagegen findet eine Aufkonzentrierung der Phytinsdure statt. Der
Phytinsduregehalt steigt von 2,02 g/100g i.Tr. im Schrot auf 3,34 g/100g i.Tr.. Der
Restolgehalt des entbitterten Rapsextraktionsschrotes wurde auf ca. 1,2 Mass.-% i. Tr.
reduziert. Um den Einfluss der Ethanolbehandlung auf die Nahrstoffgehalte im Schrot
bewerten zu konnen, wurden ethanolisch behandelte und unbehandelte Rapsschrote auf
Néhrstoffzusammensetzung analysiert. Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen sind

tabellarisch im Folgenden aufgelistet.
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Tabelle 4-1: Nahrstoffgehalte in ethanolisch behandelten und unbehandelten RES

Niihrstoffe in Mass.-% i. Tr. RES 18/2009 RES 18/2009 RES 2/2009

vor EtOH nach EtOH nach EtOH
Rohprotein (RP) 38,1 45,5 41,6
Rohfett 1,7 0,7 1,2
Rohfaser 7,6 8.5 11,5
Rohasche 7,5 10,1 10,5
Stickstofffreie Extraktstoffe (NfE) 45,1 35,2 35,2
Organische Masse 92,5 89,9 89,5

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, wurde die Nihrstoffzusammensetzung durch die
ethanolische Extraktion verdndert. Neben den antinutritiven Inhaltsstoffen und dem Restdl
wurden ein Fiinftel der Kohlenhydrate wéhrend dieses Verarbeitungsschrittes geldst. Das
wirkt sich auf den Gehalt der stickstofffreien Extraktstoffe aus, und es kommt zu einer
Erhohung der Rohprotein-, Rohfaser- und auch der Rohaschegehalte. Das behandelte Schrot
weist weniger organische Masse auf, was durch die im Ethanol gelosten Kohlenhydrate, vor

allem Zuckerbestandteile, und Ole bedingt ist.

Die Unterschiede in der Néhrstoffzusammensetzung der ethanolisch behandelten Schrote
18/2009 und 2/2009 lassen sich mit dem unterschiedlichen Saatursprung erkldren, da die
Inhaltsstoffe natiirlichen Schwankungen unterlegen sind. Allerdings wurde das RES 2/2009
als Ausgangsmaterial fiir die Rapsproteinherstellung verwendet. Deshalb beziehen sich die

Werte der nichsten tabellarischen und grafischen Darstellungen auf RES 2/2009.

Die Herstellung von hochwertigen Rapsproteinen erfordert ein schonend behandeltes
Ausgangsmaterial mit hoher Proteinldslichkeit, um hohere Proteinausbeute zu erzielen und
gleichzeitig eine hohe Proteinqualitidt zu gewihrleisten (Pastuszewska, et al., 2003; UFOP,
2007). Eine hohe Proteinldslichkeit ist die grundlegende Voraussetzung filir hohe
Proteinausbeuten des jeweiligen Proteingewinnungsprozesses aus dem Schrot. Deshalb
wurden die beschriebenen technologischen Arbeitsschritte zur Rapssaatverarbeitung
eingesetzt, um die Qualitit und die Verfiigbarkeit der Proteine zu verbessern. Durch
Vermeidung der hohen thermischen Belastung wiéhrend der Verarbeitungsstufen ist zu
erwarten, dass die nativen funktionellen Eigenschaften der Proteine erhalten bleiben. Hohere
Arbeitstemperaturen wurden hinsichtlich der Verminderung der Proteinldslichkeit und

Proteindenaturierung gezielt vermieden.
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Als ein wesentliches MaB fiir die Proteinloslichkeit und die damit verbundene Proteinqualitét
wurde der PDI-Wert der Rapsriickstinde von einzelnen Verarbeitungsschritten ermittelt. Die
Abbildung 4-3 stellt die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen vor. Die Daten bestitigen,
dass die Proteinldslichkeit deutlich von den technologischen Verfahren zur

Rapssaatverarbeitung abhéngt.

Trotz der niedrigeren Temperaturbelastungen konnte die Reduzierung der Proteinloslichkeit
nicht verhindert werden. Der stark negativ proteinldslichkeits-beeinflussende Arbeitsschritt ist
die ethanolische Extraktion zur Entbitterung des RES. Der nach der Hexanextraktion
erhaltene PDI-Wert von 70,4 % verringerte sich auf 27,8 %. Die zusitzliche ethanolische
Behandlung des schonend verarbeiteten Rapsschrotes zur Reduzierung der antinutritiven
Substanzen fiihrte zur Verringerung der Proteinldslichkeit um ca. 60 %. Der PDI-Wert des
entbitterten Rapsschrotes ist vergleichbar mit industriell hergestelltem Schrot. Der niedrigere
PDI-Wert kann ein Zeichen dafiir sein, dass Proteinschiddigungen wéhrend des

Entbitterungsprozesses eingetreten sind.
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Abbildung 4-3: Proteingehalt und PDI der Rapsriickstinde nach verschiedenen

Verarbeitungsschritten und des industriell hergestellten Schrotes

In der Tabelle 4-2 ist die Aminosdurezusammensetzung von Schroten vor und nach der
ethanolischen Behandlung zusammengefasst. Die Aminosdureanalytik weist nach, dass durch
den Entbitterungsprozess leichte Anderungen des Aminosdureprofils eingetreten sind.
GrofBere Differenzen traten lediglich beim Lysin auf, welches die erstlimitierende Aminoséure

ist. Die Bioverfiigbarkeit der Aminosiure Lysin nimmt um ca. 10 % ab. Das verdeutlicht, dass
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Schéadigungen von Aminosduren stattgefunden haben, was sich auch in dem niedrigeren PDI-
Wert duBert. Im Grunde genommen kann die ethanolische Extraktion als leicht
proteinschiddigender Verfahrensschritt bezeichnet werden, der im Hinblick auf hdhere

Proteinausbeuten vorzugsweise vermieden werden soll.

Tabelle 4-2: Aminoséurengehalte in ethanolisch behandelten und unbehandelten RES

Aminosiure RES 18/2009 RES 18/2009

in g/100g RP vor EtOH nach EtOH [Aas| |p%|l Richtung
MET 1,95 2,04 0,09 4,76 0
CYS 2,34 2,26 0,08 3,35 !
M+C 4,29 4,31 0,01 0,34 1
LYS 7,00 6,30 0,69 9,92 !
THR 4,54 4,72 0,18 3,90 1
TRP

ARG 6,19 6,30 0,11 1,85 1
ILE 3,99 4,16 0,18 4,39 0
LEU 7,13 7,40 0,26 3,67 1
VAL 5,21 5,40 0,19 3,64 1
HIS 2,70 2,75 0,05 1,70 0
PHE 4,04 4,16 0,12 2,95 1
TYR

GLY 5,21 5,23 0,02 0,37 0
SER 4,32 4,40 0,08 1,94 1
PRO 6,13 6,37 0,24 3,97 1
ALA 4,52 4,65 0,13 2,93 1
ASP 7,75 7,71 0,04 0,45 !
GLU 16,22 15,86 0,36 2,20 !

AsvorEtOH _AsnachEtOH 100

' Prozentuale Veriinderung, berechnet durch p% =
AsvorEtOH

Die niichste Grafik stellt die Entwicklung der Olgehaltsreduzierung und der entsprechenden

Proteingehaltserh6hung wéhrend der Verarbeitungsschritte dar.

Wihrend der Olgewinnung findet eine gleichzeitige Proteinaufkonzentrierung in dem Schrot

statt.
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Abbildung 4-4: Ol- und Proteingehalte der Rapsriickstinde nach  verschiedenen
Verarbeitungsschritten

Die Loslichkeit der Proteine kann wesentlich auch vom Grad des Zellaufschlusses beeinflusst
werden. Da die Proteinextraktion eine Fest-Fliissig-Extraktion ist, bei der die Proteine durch
das Extraktionsmittel aus dem Schrot herausgelost werden, iibt die Extraktionsoberfldche
einen Einfluss auf die Extraktionsleistung aus. Die Oberfliche des Extraktionsgutes bzw. des
Schrotes soll moglichst grof3 sein, weil sie der extrahierten Stoffmenge proportional ist

(Ignatowitz, 2003).

Deshalb wurde eine zusitzliche Zerkleinerung des entdlten Rapsextraktionsschrotes
vorgenommen. Die Vermahlung des Schrotes erfolgt im Walzenstuhl in mehrfachen
Vermahlungsschritten bei unterschiedlich eingestellten Spaltweiten, wie im Abschnitt 3.5.7
beschrieben wurde. Angestrebt wurde ein Hauptteil des Mahlgutes mit Partikelgro3en von >
200 um bis < 500 um. Somit sollte die Oberfliche des Rapsschrotes genug grof3 sein, um
hohere Proteinloslichkeit durch ausreichenden Zellaufschluss der Pflanzenmatrix zu
gewihrleisten. Gleichzeitig ist die angestrebte PartikelgroBe ausreichend grofl, um eine
vollstindige Abtrennung vom Extraktionsmittel zu sichern bzw. kein Zellmaterial in die

Proteinlosung gelangen zu lassen.

Laut der PartikelgroBenverteilung des vermahlenen Schrotes (Abbildung 4-5 und Tabelle 4-3)

wurde ein Vermahlungsgrad von 90 % der Teilchen < ca. 540 pm erreicht.

52



Halime N. Adem

Herstellung von Rapsproteinprodukten

Dissertation

L e e
% 50 - =t=Summenvertellung Q3(x) | ii ] ;E
o == chtevertellung g3 *(x) pa
2 g0 {-ofH s &
= A T
E 1 e ] [} 1:
T 40 t--rt-rtaTtnntooeoeT i 1 L
L] o ' r=
= R =
Do s g
E Lo [ c'
t‘% I:I 1 IIIIIIII. 1 11 I:I

0,1 1 10 100 1a0n

Partikelgriie in pm

Abbildung 4-5: PartikelgroBenverteilung des vermahlenen Rapsextraktionschrotes

Tabelle 4-3: Partikelverteilungswerte des vermahlenen Rapsextraktionschrotes

d10,3 in nm d50’3 in nm d90,3 in nm
1. Messung 70,11 336,89 505,39
2. Messung 64,50 327,30 583,87
Mittelwert 67,31 332,1 544,63
4.1.1.2.  Proteinaufbereitung

Die Kenntnis des Loslichkeitsprofils der Proteine im Schrot ist von entscheidender Bedeutung
fir hohe

Wirtschaftlichkeit zu gestalten. Folglich wurden Untersuchungen zur Bestimmung des

um das Proteinextraktionsverfahren mit maximaler Proteinausbeute

Loslichkeitsverhaltens vorgenommen.

Das Loslichkeitsprofil vom Rapsprotein aus dem hergestellten Schrot wurde in Abhédngigkeit
vom pH-Wert in einem pH-Bereich von 3 — 12 untersucht. Die Proteinldslichkeit ist mittels
Bestimmungsverfahren nach Morr et al. ermittelt (Morr, et al., 1985). Die Abbildung 4-6 zeigt

den Einfluss des pH-Wertes auf die Proteinloslichkeit des Rapsextraktionsschrotes.

An der Loslichkeitskurve des Rapsextraktionsschrotes fillt auf, dass zwei Peaks bei pH 5
bzw. pH 9 entstanden sind. Dabei liegt die maximale Proteinloslichkeit bei pH 5. Deshalb

wurden die pH-Werte 5 und 9 fiir die Proteinextraktion in Betracht gezogen.

Im Folgenden wird die wissrige Proteinextraktion aus dem Schrot und die nachfolgende

Proteinaufreinigung detailliert aufgefiihrt.
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Abbildung 4-6: Proteinloslichkeit des Rapsextraktionsschrotes in Abhédngigkeit vom pH-Wert

Die Extraktionsbedingungen fiir die Proteine wurden durch Mischungsverhéltnis, Temperatur,
Ionenstirke und pH-Wert definiert. Zu Beginn wurde eine einstufige, wissrige Extraktion
durchgefiihrt. Dabei ist das Verhiltnis RES — Wasser 1:10. Es wird eine 0,5 mol Salzlosung
hergestellt. Die Temperatur betrigt 40 + 45 °C. Unter diesen Bedingungen liegt der pH-Wert
bei etwa 5. Die Suspension wird 1 Stunde lang geriihrt. Danach werden die beiden Phasen
durch einen Labordekanter getrennt. Der Riickstand wird entsorgt und die abgetrennte Losung
wird zur Erreichung eines hohen Proteingehaltes ultra- und diafiltriert, autkonzentriert und

schlieBlich sprithgetrocknet.

Durch die Diafiltration werden die geldsten, niedermolekularen Substanzen abgetrennt, und
dadurch erfolgt eine Aufkonzentration hohermolekularer Substanzen. Die wéhrend der
Extraktion eingesetzten Salze und andere niedermolekulare Stoffe werden in diesem
Verfahrensschritt entfernt. Als Mal fiir die Menge der in der Proteinlosung geldsten Salze

wurde die elektrische Leitfahigkeit wahrend des Diafiltrationsschrittes bestimmt.

Die gemessenen Leitfahigkeitswerte des Permeats und Retentats wihrend eines Versuches
sind in der Abbildung 4-7 schematisch dargestellt. Es ist zu betrachten, dass wihrend der
ersten 4 Diafiltrationsschritte der grofite Teil der Salze ausgewaschen werden. Nach weiterem
Verlauf der Diafiltration verringert sich der Salzgehalt, entsprechend verdndert sich die
Leitfahigkeit der Losung und erreicht Werte von durchschnittlich 4,9 mS/cm. Bei dieser
Leitfahigkeit wurde die Diafiltration beendet und nachfolgend wurde die Proteinldosung
aufkonzentriert. Die spriihgetrocknete Proteinfraktion weist einen Proteingehalt von 81,5
Mass.-% 1. Tr. auf. Der erreichte Proteingehalt iiberschreitet die als Ziel gesetzten

Anforderungen fiir Proteingehalt eines Konzentrates. Fiir die weiteren Versuche kann die
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nachgeschaltete Diafiltration wahrend der UF ab einem niedrigeren Wert der Leitfdhigkeit

abgebrochen werden.
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Abbildung 4-7: Verlauf der Leitfahigkeit wahrend der Diafiltration

Mit dem auf diese Weise hergestellten Proteinprodukt wurde nur eine geringe Ausbeute
erreicht. Deshalb wurde die wissrige Extraktion auf ein zweistufiges Verfahren umgestellt,
um die Bedingungen fiir die Loslichkeit der Proteine zu garantieren. Der Riickstand von der 1.
Extraktion, deren Dauer auf 2 Stunden erhdht wurde, wird mit Wasser (1:10) gemischt. Der
pH-Wert wird durch Zugabe von NaOH auf 9 eingestellt, und es wird eine Stunde lang bei ca.
45 °C gertihrt. Die abgetrennten Losungen von der 1. und 2. Extraktionen werden gesammelt
und ultrafiltriert. Wie bei dem einstufigen Extraktionsverfahren dient die Diafiltrationsstufe
sowohl zur Entfernung der wihrend der Extraktion eingesetzten Salze als auch der
Abtrennung der geldsten niedermolekularen antinutritiven Inhaltstoffe und gleichzeitig der

Proteinanreicherung.

Die Abbildung 4-8 veranschaulicht, dass durch den Leitfahigkeitswert eine Aussage iiber die
Menge der im Retentat enthaltenen beziehungsweise der im Permeat abgeschiedenen Salze
getroffen wird. Eine Leitfdhigkeit der Permeatprobe in Hohe von 6,8 mS/cm entspricht dem
Salzgehalt des Permeats von 3,3 g/l. Der Salzgehalt des Permeats wurde von einem
Anfangswert von ca. 13,7 g/l bis auf 3,3 g/l reduziert. Mit der Reduzierung des Salzgehaltes
nimmt der Anteil organischer Substanzen wéhrend der Diafiltration zu, wobei sich der Anteil

an mineralischen Stoffen durch die Abscheidung der Salze verringert.
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Abbildung 4-8: Verlauf des Salzgehaltes und der Leitfahigkeit wihrend der Diafiltration

Fir die weitere Bewertung der Diafiltration wurde der Zusammenhang zwischen
Proteingehalt und Leitfahigkeit sowohl des Retentats als auch des Permeats untersucht. Die
nidchste graphische Darstellung illustriert das Verhalten der Proteine wéhrend einer
Diafiltration (Abbildung 4-9). Wihrend die Salze und andere niedermolekulare Verbindungen
aus der Proteinlosung als Permeat entfernt werden, reichern sich die zuriickgehaltenen
Proteine im Retentat an, und es konnen dadurch hohe Aufreinigungsgrade erzielt werden.
Wihrend der Diafiltration steigt der Proteingehalt des Permeats von 27,6 Mass.-% 1. Tr. auf
64,2 Mass.-% 1. Tr.. Jedoch wurde festgestellt, dass stickstofthaltige Verbindungen, welche

hier auch als Proteine bezeichnet sind, auch im Permeat vorhanden sind.

Durch den Cut-off von 20 kDa fiir die verwendete Membran, ist davon nicht auszugehen, dass
alle Proteine < 20 kDa (Albumine) aus dem Retentat ins Permeat iibergehen. Das Fouling
kann z.B. eine Verdanderung des Trennverhaltens der Membran auslosen und dadurch kann
das Riickhaltverhalten der Proteine beeinflusst werden. Es ist nicht auszuschlielen, dass die
die Membran durchdringenden, stickstofthaltigen Verbindungen in Form von Peptiden, freien
Aminosduren oder Proteinsubeinheiten auftreten konnen, welche durch Auflosen der
Proteinbindungen und damit verbundener Verringerung der Molmassen z.B. infolge der
Schrotaufbereitung oder der wiederholten Uberstromung des Membranmoduls mit der
Proteinlosung wiéhrend des Diafiltrationsprozesses zustande gekommen sind. Die durch die
Membran permeierten Stickstoffverbindungen konnen als Proteinverluste bezeichnet werden
aber bezogen auf die Trockensubstanz im Permeat konnen sie als vernachlédssigbar klein

bewertet werden.
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Die Tendenz zur Erhohung des Proteingehaltes mit dem Diafiltrationsschritt ist auch im
Permeat zu beobachten. Ebenfalls ldsst sich interpretieren, dass in den ersten
Diafiltrationsschritten der Salzgehalt im Permeat hoch ist, welches einen geringeren
Proteinanteil ergibt. Mit dem Auswaschen der Salze nimmt die Proteinkonzentration im
Permeat zu. Das ergibt sich auch aus den Werten der Trockenmasse sowohl des Permeats als
auch des Retentats. Die erste Erh6hung des TS-Gehaltes beim Retentat ist (Abbildung 4-10)
darauf zuriickzufiihren, dass die Diafiltration ab einem bestimmten Konzentrierungsgrad bei
der UF nachgeschaltet wurde. Und entsprechend erfolgt nach der Diafiltration eine weitere
Reduzierung des Filtratwassers und, dadurch erhdht sich die Trockenmasse des Retentats und

weist einen Wert von ca. 3,3 Mass.-% auf.
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Abbildung 4-9: Verlauf des Proteingehaltes und der Leitfahigkeit wihrend der Diafiltration
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Abbildung 4-10: Verlauf des Proteingehaltes und der Trockensubstanz wéhrend der Diafiltration
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Zusammenfassend lésst sich sagen, dass durch diesen Verarbeitungsschritt eine Aufreinigung
der Proteine einschlieBlich deren Aufkonzentrierung erfolgt. Die so aufbereitete
Rapsproteinlosung wurde getrocknet. Als Trocknungsverfahren wurde die Sprithtrocknung
eingesetzt. Nach der Sprithtrocknung wird das Rapsproteinkonzentrat als Endprodukt

gewonnen.

Die schematische Darstellung vom Rapsproteinkonzentratherstellungsverfahren ist auf der

folgenden Abbildung illustriert.
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Abbildung 4-11: Verfahrensschritte zur Rapsproteinkonzentratherstellung
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4.1.1.3. Ausbeutekalkulation

Fiir Herstellung von Rapsproteinkonzentraten wurden 300 kg Rapssaat verarbeitet. Davon
wurden 174 kg Presskuchen nach dem mechanischen Entélungsverfahrensschritt gewonnen.
Nach der Losungsmittelextraktion des Restoles und der anschlieBenden Desolventisierung
wurden 136 kg Rapsextraktionsschrot hergestellt. Diese wurden einer Entbitterung zur ANF-
Reduzierung unterzogen. Aus dem Entbitterungsschritt resultierten 129 kg ethanolisch
extrahiertes Rapsextraktionsschrot. Davon wurden etwa 100 kg RES zur Gewinnung von
Rapsproteinkonzentrate verarbeitet. Die Tabelle 4-4 stellt die berechnete Proteinausbeute aus

jedem Extraktionscharge zusammen.

Das Proteinprodukt aus der 1. Charge zeichnet sich durch einen niedrigeren Proteingehalt und
folglich eine niedrigere Proteinausbeute aus, obwohl diese Proteinlosung bis einen
vergleichsweise hoheren Aufreinigungsgrad (Xpach ur = 4,24 mS/cm) dialysiert wurde. Diese
Proteinlosung beinhaltet feine Feststoffe, welche durch den Separationsprozess nicht
abgetrennt wurden. Bei diesem Versuch wurde eine Kammerfilterpresse PALL mit Filtertuch
CM240 zur Phasenseparation eingesetzt, deren Trennschéirfe sich von der der
Labordekantierzentrifuge unterscheidet. Die Abtrennung der Zellsubstanzen beeinflusst den
Proteingehalt. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Aufwand zur stofflichen Trennung
von Feststoffen aus der Proteinldsung einen wesentlichen Einfluss auf den Proteingehalt des
Endproduktes gewinnen kann. Aulerdem ist die vollstindige Abtrennung der Festpartikel
erforderlich fiir die nachfolgende Ultrafiltration der Proteinlésung zur Vermeidung von

Membranverstopfungen und folglich niedrigeren Flussraten.

Die berechneten Proteinausbeuten beziehen sich auf den Proteingehalt im Ausgangsmaterial.
Die Ergebnisse der Ausbeutekalkulation verdeutlichen, dass geringe Proteinausbeuten erreicht
wurden. Griinde dafiir lagen vor allem in dem ungiinstigen Einfluss der ethanolischen
Behandlung auf die Proteinldslichkeit. Allerdings konnte die Proteinausbeute durch eine
nachgeschaltete zweite Proteinextraktion um 70 9% erhoht werden, sodass eine

Proteinausbeute von ca. 29 % erreicht wurde.
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Tabelle 4-4: Ausbeuterechnungen der hergestellten Rapsproteinkonzentrat-Chargen

Ultrafiltration Spriihtrocknung Proteinausbeute
Charge g::;e RES  %vor  Nach MUprLsg  TSUFLsg  Mpheor. | Mp.zykion Mprege 2, Mp Verluste  PGp theoretisch getrocknet
[kg] ~ [mS/cm] [kg] [7%0] [kg] [kg] [kg] [kg] [70] [70] [70] [70]
1 1 10 340 42 25 3.4 0,850 0,518 0,230 0,748 12,0 67,1 15,13 12,57
2 1 10 42,8 49 249 3,27 0,815 0,581 0,122 0,703 13,73 81,5 17,62 14,35
3 1 12 449 46 27,1 3,46 0,939 0,669 0,175 0,844 10,12 81,5 16,92 14,36
4 1 12 45,6 55 19,6 5,2 1,018
5 | . 51 48 278 32 0.890 1,353 0,399 1,752 8,19 81,5 17,19 14,90
6 2 5 21,8 5,7 344 2,34 0,805
7 2 5 244 64 377 2,18 0,822 1,819 0,615 2,434 281 71,2 27,83 25,53
8 2 7 26,1 6,6 26,5 3,31 0,877
9 2 5 28,0 64 247 3,39 0,836
10 2 5 22,5 6,1 26,6 3,38 0,898 1,629 0,649 2278 9,92 71,2 31,85 27,08
11 2 5 249 59 249 3,19 0,795
12 2 7 29,1 6,6 30,7 3,2 0,981 0,71 0,216 0976 0,49 71,2 26,47 24,87
Ausbeute= 12" 150 - PGe 5 Gleichung 4-1
m, -TS, -PG, Legende:
TSp=96.,6 % mp = Masse des getrockneten Produkts in kg
TS, = 88,6 % TSp = TS des getrockneten Produkts in %
PG, = 42,54 Mass.-% i. Tr. PGp = Proteingehalt des getrockneten Produkts in Mass.-% i. Tr.
m, = Massedes Ausgangsmaterials in kg
TSy = TS des Ausgangsmaterials in %
PG, = Proteingehalt des Ausgangsmetrials in Mass.-% 1. Tr.
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4.1.2. Charakterisierung der erndhrungsphysiologischen Eigenschaften

4.1.2.1. Zusammensetzung der nutritiven und antinutritiven Inhaltsstoffe

Die nach dem oben beschriebenen Verarbeitungsverfahren erzeugten Rapsproteinkonzentrate
sollen als Futterrohstoff in der Fischfiitterung verwertet werden. Deshalb wurde es fiir
zwingend notwendig gehalten, das Rapsproteinkonzentrat einer genauen Néhrstoff- und
Aminosdureanalytik zu unterziehen. Die nutritiven und antinutritiven Komponenten der
hergestellten Konzentrate wurden anhand folgender Tabellen mit denen des hergestellten RES
verglichen. Durch den zweistufigen Proteinextraktionsprozess und die nachfolgende
Proteinaufreinigungsprozedur ~ vermittels = der ~ UF/DF-Technik ~ wurden  hohere
Proteinkonzentrationen erreicht. Die Rohfasern, welche fiir carnivore Fische unbrauchbar sind
und eine schlechtere Verwertung anderer nutritiven Futterbestandteile hervorrufen konnen,
weisen einen niedrigeren Gehalt im RPK (0,5 Mass.-% i. Tr.) auf. Diese konzentrieren sich
wihrend der Suspensiondekantation nach der Proteinextraktion in dem proteinarmen
Rapsriickstand. Wéhrend der wissrigen Proteinextraktion wurden auch die wasserldslichen
Kohlenhydrate extrahiert. Das zeigt sich im NfE-Wert des Rapsproteinkonzentrates.
Aullerdem sind wihrend der wiéssrigen Behandlung des Schrotes geringfligige Restdlmengen
in die Proteinlosung libergangen. Im Gegensatz dazu wurde ein hoher Anteil an mineralischen
Verbindungen im Rapsproteinkonzentrat festgestellt. Die Konzentrierung der mineralischen
Stoffe ldsst sich als Folge der unvollstindigen Entfernung der Salze im Laufe der DF

betrachten.

Tabelle 4-5: Zusammensetzung der nutritiven Inhaltsstoffe von RES und Rapsproteinkonzentrat

Nutritive Inhaltstoffe in Mass.-% i. Tr. RES Rapsproteinkonzentrat
Rohprotein 41,6 71,2
Rohfett 1,2 0,6
Rohfaser 11,5 0,5
Rohasche 10,5 16,1
Stickstofffreie Extraktstoffe (NfE) 35,2 11,6
Organische Masse 89,5 83,9

Das hergestellte Rapsproteinkonzentrat weist niedrigere Werte einiger sekundirer
Begleitstoffe auf. Insbesondere der Glucosinolatgehalt konnte wesentlich verringert werden.

Der Glucosinolatgehalt in der Saat von 15,4 pmol/g reduziert sich auf 1,32 umol/g im RPK.
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Dagegen hatten die Verfahrensschritte keine signifikante Auswirkung auf den
Phytinsduregehalt. Dabei ist eine leichte Abreicherung im Proteinkonzentrat gegeniiber des
Rapsschrotes zu betrachten. Der Gehalt an Tanninen wurde im hergestellten RES nicht
analysiert. Nach Literaturangaben (Fenwick, et al., 1984) enthielt Rapsmehl der Sorte Tower
2,71 % (geschilte Saat) bzw. 3,91 % Tannine (Gesamtsaat). Verglichen mit diesen Werten ist
der Gehalt der Tannine im RPK deutlich niedriger. Die Sinapinsdure und deren Equivalente
von ethanolisch behandeltem Schrot, welches als Ausgangsmaterial fiir das RPK dient,
wurden nicht ermittelt, sondern nur von hexan-extrahiertem Schrot. Dieses Schrot ist
gekennzeichnet durch erkennbar viel hohere Werte wie z.B. 15,2 g/kg > SAE, 1,09 g/kg SA,
9,03 g/kg SIN und 2,21 g/kg SG im Vergleich zu dem erzeugten Rapsproteinkonzentrat.
Dieser signifikante Unterschied weist darauf hin, dass eine Reduktion des Gehaltes der
Sinapinsdure und deren Equivalente durch die vierstufige Extraktion des Schrotes mit 75 %-

igem Ethanol erreicht wurden.

Tabelle 4-6: Zusammensetzung der antinutritiven Inhaltstoffe von RES und Rapsproteinkonzentrat

Antinutritive Inhaltstoffe RES Rapsproteinkonzentrat
Glucosinolate [pmol/g i. Tr.] 3,03 1,32
Phytinsiure [g/100g i. Tr.] 3,34 1,77
Tannine [g/100g i. Tr.] n.a. 0,43
X SAE [g/kgi.Tr.] 0,13
Davon SA 0,04
n.a.
Davon SIN <0,01
Davon SG <0,01

"% SAE= Summe an Sinapinsiure und Sinapinsiureester
SA = Sinapinsédure; SIN= Sinapin; SG= Sinapoylglucose

4.1.2.2. Zusammensetzung der Aminosiduren

Um die Proteinqualitit des gewonnenen RPK bewerten zu konnen, wurde es auf
seinen Gehalt an Aminosduren untersucht. Fiir RES wurden die Aminosdurenwerte, die auf
Basis g/100g RP ausgewiesen sind, des ethanolisch behandelten Schrotes dargestellt.
Hinsichtlich der AS-Gehalte ergaben sich fiir das Rapsproteinkonzentrat leicht abweichende
Werte. Diese Schwankungen sind zurlickzufiihren auf die unterschiedlichen Priiflaboratorien
und die Probenmuster bzw. die iiblichen Schwankungen. Auffdillig blieben die Lysin-,

Histidin-, Asparaginsdure- und Glutaminsdure-Werte und die schwefelhaltigen AS-Werte,
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welche sich wesentlich voneinander unterscheiden. Die Ergebnisse aus der
Aminosdureanalytik verdeutlichen, dass das hergestellte Rapsproteinkonzentrat eine andere
AS-Zusammensetzung als das RES hat. Die Verdnderung des Aminosdurenprofils ist damit
verbunden, dass die Albumine und Globuline wegen ihres unterschiedlichen
Loslichkeitsverhaltens in wissrigen Medien bei den ausgewéihlten Extraktionsbedingungen
aus dem Schrot nicht verhéltnisméaBig extrahiert wurden. Daher entspricht das Verhéltnis
Albumine zu Globuline im gewonnenen Rapsproteinkonzentrat nicht mehr dem im Schrot. In
dieser Differenz kann die Ursache fiir die unterschiedlichen AS-Gehalte von RPK und RES
liegen. Durch die Proteinextraktion wurde ein Proteinkonzentrat gewonnen, welches sich
durch hohere Gehalte besonders von sowohl schwefelhaltigen AS wie Methionin und Cystein,

als auch Lysin und anderen auszeichnet.

Tabelle 4-7: Aminosdurezusammensetzung des RES und Rapsproteinkonzentrates

Aminosiure Rapsproteinkonzentrat
in g/100g RP RES AS |p%|l |AAS| AS, AS,
MET 2,04 2,16 17,59 0,42 2,37 1,95
CYS 2,26 3,78 17,72 0,74 4,15 3,42
M+C 4,31 5,94 17,68 1,15 6,52 5,37
LYS 6,30 7,28 14,94 1,18 7,87 6,70
THR 4,72 4,16 0,24 0,01 4,17 4,16
TRP
ARG 6,30 6,68 3,11 0,21 6,79 6,57
ILE 4,16 3,82 1,17 0,04 3,79 3,84
LEU 7,40 7,45 3,22 0,24 7,57 7,33
VAL 5,40 5,11 1,36 0,07 5,15 5,08
HIS 2,75 3,57 15,62 0,60 3,87 3,26
PHE 4,16 3,68 4,51 0,16 3,60 3,76
TYR 1,93 1,93
GLY 5,23 5,44 4,15 0,23 5,55 5,32
SER 4,40 3,99 2,34 0,09 3,94 4,04
PRO 6,37 7,61 5,20 0,41 7,81 7,41
ALA 4,65 4,76 4,33 0,21 4,87 4,66
ASP 7,71 5,62 15,79 0,82 5,21 6,03
GLU 15,86 22,77 14,90 3,66 24,60 20,93
' Prozentuale Abweichung, berechnet durch p% = % 100

1
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4.1.2.3. Zusammensetzung der Proteinfraktionen

Das Rapsproteinkonzentrat wurde nachfolgend auf sein Proteinmuster mittels
Gelelektrophorese untersucht. Die elektrophoretische Auftrennung der Rapsproteine wurde in
der Abbildung 4-12 dokumentiert. Fiir die Bestimmung der Proteinzusammensetzung des
RPK wurden Proteine unter reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Banden der Elektrophorese zeigen, dass sowohl die a-Seitenketten mit einem
Molekulargewicht von ca. 30 kDa und B-Seitenketten (ca. 20 kDa) des Cruziferins als auch
die schweren/gro3en Polypeptid-Ketten mit einem Molekulargewicht von ca. 10 kDa und die
leichten/kleinen Polypeptid-Ketten (4-6 kDa) des Napins im RPK vorhanden sind. Die
Abbildung 4-13 gibt die prozentuale Zusammensetzung der Proteinfraktionen an. Die
Auswertung des Geles zeigt, dass das RPK aus etwa gleichen Anteilen beider

Hauptproteinfraktionen Napin und Cruziferin besteht.

Die Ergebnisse der elektrophoretischen Untersuchungen lassen darauf schlieen, dass die
definierten Extraktionsbedingungen die Gewinnung eines Proteinproduktes gewihrleisten,

welches sich aus Globulinen und Albuminen in fast gleicher Konzentration zusammensetzt.

M RPK RPK RPK RPK M

78,0 kDa - 78.0 kDa
6G,3kDa — S WS —— 46.3kDa
42,7kDa —— - WS —— 42.7kDa
30,0 kDa -—— g —— 30.0kDa
16.9kDa — a p—
124kDa — B 123KDa

Abbildung 4-12: Elektropherogramm (SDS-PAGE) des Rapsproteinkonzentrates
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Abbildung 4-13: Proteinzusammensetzung des Rapsproteinkonzentrates

4.1.3. Charakterisierung der Produkteigenschaften

4.1.3.1. Thermodynamische Eigenschaften

Die Uberpriifung der nativen Struktur des hergestellten Rapsproteinproduktes erfolgt durch DSC-
Messungen. Kalorimetrische Untersuchungen zur Proteindenaturierung bei Raps wurden bereits
von unterschiedlichen Autoren durchgefiihrt. Wu et al. (Wu, et al., 2008) isolierten die
Hauptproteinfraktionen, Cruziferin und Napin, aus entfettetem Canolamehl mittels der Sephacryl
S-300 Gelfiltrationschromatographie und untersuchten diese einschlieBlich auf ihre
thermodynamischen Eigenschaften. Sie stellten fest, dass das gereinigte Cruziferin einen
endothermischen Peak bei 91°C (AH=12,5 J/g) aufwies und entsprechend das Albumin bei 110°C
(AH=15,9 J/g). Diese hohe thermische Stabilitit von Napin wurde ebenfalls von Krzyzaniak et al.
(Krzyzaniak, et al., 1998) beobachtet. Das DSC-Thermogramm des von Wu et al. isolierten
Canolaproteins vor der Fraktionierung zeigte endothermisches Verhalten mit zwei iiberlappenden
Peaks bei Temperaturen von 84°C und 102°C, welche den Globulinen und den Albuminen
zugeschrieben werden konnen. Die niedrigeren Denaturierungstemperaturen des Canolaproteins
im Vergleich zu denen von gereinigten Globulin- und Albuminfraktionen lassen sich den Autoren
nach mit dem Vorhandensein von Nichtprotein- oder Protein-Komponenten, welche sich auf die
thermische Stabilitdt der Proteine auswirken konnen, erkldren. Die thermische Stabilitdt der
Proteine hingt z.B. von unterschiedlichen strukturstabilisierenden Faktoren wie Proteinstruktur,
Aminosiurezusammensetzung, Protein-Protein-Kontakte, intramolekulare Wechselwirkungen

u.a. ab.
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Die Speicherproteindenaturierung wurde auch von Wésche (Wésche, 2002) untersucht. Der Autor
ermittelte endotherme Wiarmemengen fiir Rapsmehl im Bereich 66°C (Peakmaximum) 2,3 J/g
und im Bereich 80 bis 100°C (Peakmaximum 84°C) 3,7 J/g. Die spezifische Enthalpie der
vollfetten unbehandelten Rapssaat betrdgt 4,9 J/g Protein, dagegen liegt die
Denaturierungsenthalpie im isoelektrisch gefillten Isolat bei 9,66 J/g. Dieser Differenz ergibt sich
infolge der vielfdltigen Wechselwirkungen mit anderen Saatinhaltsstoffen. Die spezifische
Denaturierungsenthalpie von 5,9 J/g Protein im entfetteten Rapsmehl steigt auf 48 J/g Protein im

Proteinextrakt (Arntfield, et al., 1981).

Léger et al. (Léger, et al., 1993) betrachteten einen signifikanten Einfluss des pH-Wertes auf die
Denaturierungsenthalpie  und  -temperatur von  Canola  Globulin, welcher mit
Proteinkonformationen zu erkldren ist. Es wurde ebenfalls bestimmt, dass auch die Zugabe von
Salzen oder von Ethanol Einfluss auf die Denaturierungsenthalpie und/oder -temperatur ausiiben,
indem sie eine Denaturierung des Proteinproduktes hervorrufen (Harwalkar, et al., 1987; Grozav,
et al., 1985). Durch die Wirkung von Alkoholen wird die Denaturierungstemperatur der Proteine
herabgesetzt. In wiéssrig-alkoholischen Losungen wird der Wairmekapazitdtspeak der
Denaturierung von Globulin 11S der Ackerbohnen verringert und verschiebt sich nach
niedrigeren Temperaturen. Die Denaturierungstemperatur und -enthalpie nimmt mit der Erh6hung

der Alkoholkonzentration ab (Danilenko, et al., 1986; Grinberg, et al., 2009).

Fiir die Bewertung des eingesetzten Verfahrens zur Proteingewinnung wurde die Nativitdt der
Proteinstruktur, das heifit die aus der Belastung wéhrend der Verarbeitungsprozesse folgenden
Proteindenaturierung untersucht. Die Thermogramme des analysierten Rapsproteinkonzentrates,
welche in der Abbildung 4-14 dokumentiert sind, zeigen einen Wérmeverbrauch fiir die
Proteindenaturierung. Obwohl durch das Elektrophorese-Bild bestdtigt wurde, dass es sich um
eine Proteinfraktion mit nahezu gleichen Anteilen an Globulinen und Albuminen handelt, wurden
zweil endotherme Peaks fiir den Warmeverbrauch wihrend der Strukturinderung der Globuline

und entsprechend der Albumine nicht detektiert.

Der detektierte Peak mit einem Peakmaximum bei 99,0 °C bzw. 98,4 °C des RPK kann den
Alkoholeffekt zugeschrieben werden. Der beobachtete endotherme Wirmelibergang ist eine
Folge der Verschiebung, Ausdehnung und Uberlagerungen der Peaks der Globuline und
Albumine, was auf eine bereits abgelaufene Strukturinderung wihrend der ethanolischen

Behandlung des Schrotes zurlickzufiihren ist.
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Abbildung 4-14: DSC-Thermogramme des Rapsproteinkonzentrates
Tabelle 4-8: Denaturierungsenthalpie und -temperatur des Rapsproteinkonzentrates
RPK Tqin °C AHg in J/g Probe AHg in J/g Protein
1. Messung 99,0 1,266 4,743
2. Messung 98,4 1,179 4,417
Mittelwert 98,7 1,223 4,580

4.1.3.2.  Anwendungstechnische - und Oberflicheneigenschaften

In diesem Kapitel werden die PartikelgroBe und die Oberflachenstruktur des durch die

Spriihtrocknung konservierten Rapsproteinkonzentrates beschrieben. Das unter den

definierten Prozessparametern sprithgetrocknete Rapsproteinkonzentrat wies eine relativ enge

PartikelgroBenverteilung (Abbildung 4-15) auf. Es wurden Partikeln mit PartikelgroBen im

Bereich von 1-50 pm erfasst. Die erhaltenen PartikelgroBenverteilungen sind relativ eng. Thre

normierte Verteilungsbreite ,,span‘ betragt 1, 87 und die Medianwerte (dso3) 10,04 um.

Tabelle 4-9: Partikelverteilungswerte des Rapsproteinkonzentrates

djo3in pm dso3in pm dgo3in pm
1. Messung 4,04 9,97 22,74
2. Messung 4,26 10,10 23,01
Mittelwert 4,15 10,04 22,88
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Abbildung 4-15: PartikelgroBenverteilung des Rapsproteinkonzentrates

In der Abbildung 4-16 sind die REM-Aufnahmen des Rapsproteinkonzentrates vergleichend
dargestellt. Die Partikel wiesen eine kugelformige Morphologie auf, welche aus dem
Spriihtrocknungsverfahren resultiert. Mit Erhohung des VergroBerungsfaktors sind
UnregelmiBigkeiten in der Oberflachenstruktur zu erkennen. Die unregelmifBige Struktur
einiger Partikel ist stark ausgeprégt, sodass sie von der Kugelform stark abweicht und eher
einer Erbsenform &hnelt. AuBerdem sind unregelméfige Partikel der unterschiedlichen
GroBenklassen zu beobachten. Die REM-Bilder identifizieren ebenso eine hohlrdumige
Struktur mit abweichender Kugelform, welche teilweise zerstort ist. Sie weisen damit eine fiir

die Spriihtrocknung typische Form auf.

f Iy
oo "
2 2ol
S5, APt

298-fache 500-fache 990-fache 2000-fache 3000-fache
VergroBerung Vergrofierung Vergrofierung Vergroflerung VergroBerung

Abbildung 4-16: REM-Aufnahmen des Rapsproteinkonzentrates

Die PartikelgroBe eines spriihgetrockneten Produktes, in diesem Fall des Rapsproteinpulvers
hingt hauptsdchlich von den Prozessparametern wie Zerstdubungsdruck, Diisendurchmesser
und Temperatur wihrend der Spriihtrocknung ab. Mit Erhohung des Zerstdubungsdruckes
oder Auswahl eines kleineren Diisendurchmessers ergeben sich kleinere Tropfchen und als
Resultat davon auch kleinere Partikel. AuBerdem ist die PartikelgroBe durch die

Zerstdubungsrate und die Konzentration der zerstdubten Sprithldsung zu beeinflussen.
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Kleinere Partikel werden bei hoher Zerstiubungsrate und geringer Konzentration erzeugt
(Masters, 1985; Maa, et al., 1997). Der Einfluss dieser Parameter auf die
PartikelgroBenverteilung und entsprechend auf die Oberflachenstruktur des Produktes wurde
nicht als Untersuchungsziel dieser Arbeit vorgesehen, da fiir die nachfolgenden
Fiitterungsversuche die Rapsproteinkonzentrate vermischt mit anderen Futterrohstoffen zu
Pellets mit einem Durchmesser von 4 mm verarbeitet werden und fiir den Fiitterungszweck
die Partikelmorphologie als Eigenschaft der hergestellten Rapsproteinkonzentrate nicht
entscheidend ist. Deshalb ist die Kenntnis der EinflussgroBen auf die Partikelmorphologie fiir
das betrachtete Anwendungsgebiet der Rapsproteinkonzentrate als alternative Proteinquelle

fiir die Fischerndhrung wenig interessant.
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4.2. Herstellung von Globulin- und Albuminkonzentraten

4.2.1. Ableitung des Herstellungsverfahrens

In diesem Kapitel wird das technologische Verfahren zur Herstellung von Globulin- und
Albuminkonzentraten beschrieben. Im Folgenden werden die Verfahrensschritte zur

Fraktionierung der Rapsproteine erortert.

4.2.1.1.  Schrotaufbereitung

Die Rapssaat wurde zu Rapsextraktionsschrot nach den im Abschnitt 4.1.1.1 beschriebenen
Verfahrensschritten verarbeitet. Eine Ausnahme macht der Entbenzinierungsprozess des

hexanfeuchten Rapsschrotes.

Das RES hat direkt nach der Hexan-Extraktion einen Hexangehalt zwischen ca. 9 % + 23 % je
nachdem, aus welcher Position die Probenahme aus dem Extraktionsbehélter genommen wird.
Die obere Schicht weist ca. 9 % Hexangehalt, die mittlere - ca. 14% und die untere - 23 %
auf. Durch Beliiftung des RES verdampft das Hexan und hat einen Restgehalt 251 ppm,
dessen Wert fiir den néchsten Verarbeitungsschritt ohne weitere Desolventisierung annehmbar
ist. Aus zeitlichen und technischen Griinden ist auf eine Desolventisierung des RES-es in der

Wirbelschicht-Anlage verzichtet worden.

Um den Glucosinolatgehalt im Rapsextraktionschrot zu verringern, soll dieses nach der
Desolventisierung ethanolisch extrahiert werden. Durch ethanolische Extraktion wird
einerseits der gewiinschte Glucosinolatgehalt im Rapsproteinkonzentrat (unter 2 mmol/kg)
erreicht, aber andererseits wird das RES chemisch noch belastet, und das fiihrt zur
Verringerung der Bioverfiigbarkeit der erstlimitierenden Aminosiure Lysin und zur Abnahme
der Loslichkeit der Proteine, welche sich in einer Verringerung des PDI-Wertes um 60 %
ausdriickt. Die Verminderung der Proteinloslichkeit bedeutet eine geringere Proteinausbeute.
Diese reprasentiert eine geringe Wirtschaftlichkeit des jeweiligen
Rapsproteinherstellungsverfahrens. Aufgrund der entstandenen Nachteile wurde auf den

Entbitterungsprozess nicht zuriickgegriffen.

Es wurde untersucht, inwieweit, ausgehend von hexanextrahiertem Schrot, der
Glucosinolatgehalt wihrend der Proteinaufbereitung beeinflusst werden kann. Zu diesem
Zweck wurde eine Versuchsrethe im Labormafistab zur Bestimmung der

Glucosinolatloslichkeit  durchgefiihrt. Gleiche Extraktionsbedingungen wie bei der
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Rapsproteinherstellung wurden realisiert. Nach jeder Extraktion wurde die Suspension 5 min
lang, bei einer Temperatur von 20 °C und einer Geschwindigkeit 3000 rpm mit Hilfe einer
Heraues Cryofuge 55001 Centrifuge abzentrifugiert. Der Riickstand wurde fiir die néchste
Extraktion vorbereitet und die Proteinlosungen wurden mittels Laborfilter mit einer
Porengrofle 10 kDa (Amicon Stirred Ultrafiltration cell) aufgereinigt und entsprechend
aufkonzentriert. Der gewonnene Proteinextrakt wurde mit einem Laborspriihtrockner (Biichi
190 Mini Spray Dryer) bei einer Lufteingangstemperatur zwischen 130 und 160 °C und einer
Ausgangstemperatur ca. 80 °C getrocknet. AnschlieBend wurde die so erhaltene Proteinprobe

auf ihren Glucosinolatgehalt untersucht.

Der Glucosinolatgehalt im Ausgangsmaterial (hexanextrahierten RES) wies einen Wert von
23,2 umol/g i. Tr. auf. Der Glucosinolatgehalt des Extraktionsriickstandes in Hohe von <0, 1
umol/g i. Tr. wies nach, dass die Glucosinolate wéihrend der Extraktionen vollig geldst
wurden. Der Glucosinolatgehalt des gewonnenen Proteinkonzentrates betrdgt 1,5 umol/g i.
Tr., der den Anforderungen an die Rapsproteinprodukte fiir die Nutzung im Fischfutter
entspricht. Die Laborversuche zeigen, dass eine Senkung der Glucosinolate durch die
Proteinaufbereitungsschritte erreicht wird. Deshalb ist fiir die Herstellung von Globulin- und
Albuminkonzentraten auf die ethanolische Extraktion zur Reduzierung von antinutritiven

Inhaltsstoffen verzichtet worden.

Auf diesem Wege wurde das hexanextrahierte Schrot als Ausgangsmaterial fiir die
Proteinfraktionierung vorbereitet. Das Schrot wurde einer Vermahlung unterzogen, wie im

Abschnitt 4.1.1.1 beschrieben ist.

4.2.1.2.  Proteinaufbereitung

Das RES wurde einer zweistufigen wéssrigen Proteinextraktion unterzogen. Die erste
Extraktion wurde reinwéssrig mit Verhéltnis RES : Wasser von 1 : 10 durchgefiihrt. Es wurde
bei Temperaturen in Hohe von 40 + 45 °C und einer Kontaktzeit von 1 Stunde unter
standigem Riihren gearbeitet. Die Suspension wurde anschlieBend dekantiert. Die abgetrennte
Proteinlosung wurde aufkonzentriert und der Extraktionsriickstand wurde als Einsatzmaterial
fiir die zweite Extraktion verwendet, welche mit einer 0,5-molaren NaCl-Losung unter den
gleichen Prozessbedingungen bezogen auf das Schrot-Wasser Verhiltnis, die Temperatur und
die Extraktionszeit wie die erste Extraktion durchgefiihrt wurde. Die abdekantierte

Proteinldsung aus der 2. Extraktion wurde diafiltriet, bis eine Leitfdhigkeit der Losung von ca.
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6 mS/cm erreicht wurde und schlieBlich autkonzentriert. Der Extraktionsriickstand aus der 2.
Extraktionsstufe wurde entsorgt. Die Proteinlosungen aus der 1. und 2. Extraktion wurden
separat voneinander mit der Ultrafiltration behandelt und im Anschluss daran wieder separat

durch Spriihtrocknung konserviert.

Das Elektropherogramm der extrahierten Proteine gibt eine grundlegende Aussage tiber die
Proteinfraktionierung unter den gewidhlten Extraktionsbedingungen. Die Charakterisierung
der Proteine nach der relativen Molmasse wurde mittels SDS-PAGE unter nicht-

reduzierenden Bedingungen verwirklicht (Abbildung 4-17).

1E 2E M M M

— 69,0kDa
—— 45,0kDa

—— 13,7kDa

Abbildung 4-17: Elektropherogramm (SDS-PAGE) des Globulin- und Albuminkonzentrates unter
nicht-reduzierenden Bedingungen

Wie die Abbildung 4-17 illustriert, dissoziieren die Globuline zu Subeinheiten unter nicht-
reduzierenden Elektrophorese-Bedingungen und bilden Banden mit Molekiilgrée von ca. 60-
50 kDa, ca. 30 kDa und ca. 20 kDa, wie von Dalgalarrondo et. al (Dalgalarrondo, et al., 1986)
beschrieben wurde. Die Bande von 14 kDa entspricht den iiber S-S-Briicken verbundenen
groBeren und kleineren Peptidketten des Napins. Das Elektropherogramm der
Proteinfraktionen aus 1. und 2. Extraktion gibt an, dass die Globuline im ersten Extrakt bzw.

Albumine im 2. Proteinextrakt aufkonzentriert sind.

Um die Proteinfraktionen des Globulin- und Albuminkonzentrates zu quantifizieren, wurden
Laufstrecken des Globulin- beziehungsweise Albuminkonzentrates mittels des UV/VIS TLC
Scanners Shimadzu gescannt. Der Scanner ist fiir Scannen von Platten von
Diinnschichtchromatographie geeignet, aber mit dessen Hilfe ldsst sich auch die quantitative
Bestimmung der Elektrophorese-Gele priifen. Durch Abtasten des Gels in dem Scanner

entsteht aus den Unterschieden der Farbeintensitit und Breite der Banden eine Kurve, die so
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genannte Elektrophoresekurve. Daraus konnen Abldufe von Peaks abgelesen werden, welche
den einzelnen Proteinbanden entsprechen. Durch Flachenberechnung unter der Kurve
beziehungsweise des Peaks konnen die Anteile der einzelnen Proteinfraktionen in der
Proteinprobe  bestimmt werden. Die Elektrophoresekurven des Globulin- und
Albuminkonzentrates sind in der Abbildung 4-18 zu betrachten. Fiir das Globulinkonzentrat
wurden 4 Hauptpeaks detektiert. Die ersten drei entsprechen den Globulinfraktionen mit einer
Molekiilmasse ca. 60-50 kDa, ca. 30 kDa und ca. 20 kDa und die letzte der Albuminfraktion
mit einer Molekiilmasse ca. 14 kDa. Nach den Flichenberechnungen der einzelnen Peaks
ergibt sich ein Summenanteil an Globulinen in Héhe von 52 % und entsprechend an
Albuminen von 15 %. Diese Methode beinhaltet eine gewisse Ungenauigkeit, da bei den
Anteilberechnungen die Fliche von jedem einzelnen Peak beriicksichtigt wird. Trotzdem kann
die Aussage getroffen werden, dass die Hauptproteinfraktion in dieser Probe die Globuline
sind. Die Elektrophoresekurve der 2. Extraktion zeigt, dass der Hauptpeak mit der
Napinfraktion (14 kDa) iibereinstimmt. Obwohl der errechnete Albuminanteil 45 % ist, ist
diese Proteinfraktion in Bezug auf die GroBe des Peaks als Hauptproteinfraktion zu

bezeichnen.

Abbildung 4-18:  Elektrophoresekurve des  Globulinkonzentrates  (rechts) und des
Albuminkonzentrates (links)

Nach der Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die
Proteinfraktionen aus der 1. und der 2. Extraktionen als Globulin- und entsprechend

Albuminkonzentrate eingeordnet.

Die Fraktionierung der Rapsproteine ist nachfolgend schematisch aufgefiihrt.
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Abbildung 4-19: Verfahrensschritte zur Globulin- und Albuminkonzentratherstellung
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4.2.1.3. Ausbeutekalkulation

Fiir die Albumin- und Globulinkonzentratherstellung wurden 300 kg Rapssaat nach den im
Abschnitt 4.2.1.1 und 4.2.1.2 beschriebenen Verfahrensschritten verarbeitet. Es wurde ca. 130
kg Rapsextraktionsschrot hergestellt, welches zu Globulin- und Albuminkonzentraten

weiterverarbeitet wurde.

Die Proteinausbeuten aus diesen Versuchen sind in der Tabelle 4-10 und Tabelle 4-11
dargestellt. Die Ausbeuteberechnungen wurden nach Gleichung 4-1 durchgefiihrt. Im
Vergleich zum Herstellungsverfahren des Rapsproteinkonzentrates unterscheidet sich das
Ausgangsmaterial in seiner Verarbeitungstechnologie. Es ist ethanolisch nicht behandelt
worden. Daher weist das Schrot auch eine hohere Proteinloslichkeit auf. Dies widerspiegelt
sich durch die erreichten Proteinausbeuten. Durch die 1. Extraktion wurden 26,8 %
(theoretische Proteinausbeute) der Proteine im Schrot gewonnen. Und entsprechend wurden
21,1 % der Restproteine durch die 2. Extraktion extrahiert. Insgesamt wurden etwa die Halfte
des Proteins im Schrot gewonnen. Allerdings wurden wesentliche Proteinverluste wéihrend
der Trocknung beobachtet, welche durch den Luftstrom erst im Beutelfilter nach dem Zyklon
abgetrennt wurden. Dadurch verringerte sich die Proteinausbeute bezogen auf das Endprodukt
um etwa 30 %. Im Vergleich zu der Rapsproteinkonzentratherstellung verfiigt der eingesetzte
Spriihtrockner iiber keinen weiteren Abscheider fiir die nicht durch den Zyklon

abgeschiedenen Partikel.

Es wurden nicht alle extrahierten Proteinmuster beziiglich des Proteingehaltes analysiert,
sondern nur ausgewidhlte Proben. Die Werte der anderen Proben sind je nach
Aufreinigungsgrad wihrend der Diafiltration (%) bei der Albuminkonzentrate anhand der
Korrelation zwischen der Leitfdhigkeit und dem Proteingehalt ermittelt. Daher sind

geringfiigige Abweichungen in den genannten Werten moglich.
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Tabelle 4-10: Ausbeuterechnungen der hergestellten GK-Chargen

Ultrafiltration Spriihtrocknung Proteinausbeute
Charge RES
Wor UF HNachUF MUF.-Lsg TSuk.Lsg Mp.theoretisch Mp_getrocknet 1 Sprodukt v €rluste PGprogqukt theoretisch ~ getrocknet
[kg] [mS/cm] [mS/cm] kgl [%] kel [kg] [%] [%] [Mass.-% i. Tr.] [%] [%]

1 5 2,30 2,39 14,02 5,52 0,7739 0,4624 92,00 40,25 64,5 27,81 15,29
2 5 2,14 2,22 15,00 4,10 0,6150 0,5300 92,00 13,82 61,8 21,17 16,79
3 5 2,29 2,35 14,96 5,19 0,7764 0,5725 92,00 26,27 63,9 27,64 18,75
4 5 2,75 2,81 11,52 5,78 0,6659 0,4279 88,62 35,74 63,9 23,70 13,50
5 5 2,46 2,72 11,86 5,64 0,6689 0,5319 90,19 20,48 63,9 23,81 17,08
6 5 2,41 2,52 13,40 5,07 0,6794 0,3956 86,62 41,77 63,9 24,19 12,20
7 5 2,43 2,43 25,00 2,92 0,7300 0,5757 92,00 21,13 63,9 25,99 18,86
8 5 3,02 3,33 9,35 6,49 0,6066 0,2971 92,95 51,02 59,4 20,07 9,14
9 5 3,02 3,18 11,20 6,75 0,7560 0,4146 94,40 45,16 59,4 25,02 12,95
10 5 2,87 3,29 15,44 4,73 0,7303 0,5528 93,74 24,31 59,4 24,17 17,15
11 5 3,07 3,14 14,94 5,75 0,8591 0,5169 92,20 39,83 59,4 28,43 15,77
12 5 3,07 2,96 22,00 3,48 0,7656 0,6619 92,00 13,54 59,4 25,34 20,15
13 5 2,99 2,99 21,50 3,50 0,7525 0,5880 92,00 21,86 59,4 24,90 17,90
14 5 3,04 3,09 16,84 5,45 0,9178 0,5777 93,55 37,05 59,4 30,37 17,88
15 5 3,06 3,39 15,68 5,97 0,9361 0,5868 93,44 37,31 59,4 30,98 18,14
16 5 2,90 3,20 18,24 4,77 0,8700 0,6254 93,59 28,12 59,4 28,79 19,37
17 5 2,77 3,16 15,74 5,25 0,8264 0,5598 93,80 32,26 59,4 27,35 17,38
18 5 2,95 3,10 19,90 4,53 0,9015 0,6546 92,22 27,39 59,4 29,83 19,97
Mittelwert 5 2,74 2,90 15,92 4,97 0,7279 0,5562 92,05 30,96 60,0 26,09 16,57

Fiir die Ausbeutekalkulation nach Gleichung 4-1 konstant angenommene Werte: TS, = 90,6 %; PG = 39,62 Mass.-% i. Tr.
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Tabelle 4-11: Ausbeuterechnungen der hergestellten AK-Chargen

. Ultrafiltration Spriihtrocknung Proteinausbeute
Charge R1 . 5
HVor UF HNachUF Myur.Lsg  TSuUFLsg  Mpotheoretisch = Mpogetrocknet 1 Oproduke  Verluste PGprodukt theoretisch®  getrocknet
[kg] [mS/cm] [mS/cm] kel [%] [ke] [kg] [%] [%] [Mass.-% i. Tr.] [%] [%]
1 3,03 33,5 4,10 8,69 5,38 0,4675 0,3530 93,13 24,51 88,71 23,11 16,22
3 2,96 40,6 4,50 18,90 2,95 0,4519 0,4864 91,60 12,76 87,34 31,58 21,68
4 2,44 45,1 4,20 10,20 4,44 0,4529 0,3509 92,97 22,52 87,34 21,60 15,87
5 2,76 40,6 6,19 17,56 3,13 0,5496 0,3942 94,22 28,28 70,10 21,46 14,50
6 2,84 33,6 7,28 29,95 1,99 0,5960 0,3593 94,58 39,72 65,00 18,02 12,31
7 3,13 41,4 10,15 32,68 1,62 0,4860 0,4433 95,19 16,27 60,00 16,25 14,11
8 3,10 45,5 7,28 15,80 3,24 0,5119 0,3848 94,02 24,83 65,00 18,54 13,10
9 3,11 46,1 7,31 24,23 2,83 0,6857 0,5239 94,45 23,60 65,00 24,83 17,92
10 3,02 42,7 7,45 19,00 3,42 0,6498 0,2625 94,24 59,61° 65,00 23,53 8,96"
11 3,11 42,4 6,60 20,00 2,88 0,5760 0,2521 93,00 56,23° 70,10 22,49 9,16*
12 3,09 48,3 7,60 20,90 2,29 0,4786 0,3159 93,00 33,99 65,00 17,33 10,64
13 3,09 38,3 6,64 17,61 3,10 0,5459 0,4310 95,49 21,05 70,10 21,32 16,07
14 3,13 40,4 6,64 17,28 2,67 0,4614 0,3610 94,61 21,76 70,10 18,02 13,34
15 3,39 354 4,33 16,57 2,37 0,3927 0,2823 95,02 28,11 87,30 19,10 13,05
16 3,04 41,9 5,85 18,23 3,18 0,5797 0,4520 94,94 22,03 70,10 22,64 16,76
17 3,04 41,1 5,65 20,57 2,36 0,4844 0,3645 93,09 24,75 70,10 18,92 13,25
18 2,88 37,1 5,54 18,03 2,68 0,4832 0,3159 93,28 34,62 70,10 18,87 11,51
19 2,73 38,1 4,84 14,93 3,02 0,4509 0,4115 93,97 8,73 85,00 21,35 18,31
Mittelwert 2,99 40,7 6,23 18,69 2,97 0,5219 0,3747 93,93 23,67 72,86 21,05 14,91

'TS=100 Mass.-%; *berechnet bezogen auf Proteingehalt im Rapsextraktionsschrot; *Proteinlésung wurde zum Teil getrocknet; *nicht beriicksichtigt

Fiir die Ausbeutekalkulation nach Gleichung 4-1 konstant angenommene Werte: TS, = 90,6 %; PG = 39,62 Mass.-% i. Tr.
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4.2.2. Charakterisierung der erndhrungsphysiologischen Eigenschaften

4.2.2.1. Zusammensetzung der nutritiven und antinutritiven Inhaltsstofte

Um das Erndhrungspotenzial des hergestellten Globulin- und Albuminkonzentrates bewerten
zu konnen, wurde ihre Néhrstoffzusammensetzung analysiert. Wie aus der Tabelle 4-12 zu
erkennen ist, liegen erhebliche Unterschiede in dem Gehalt der nutritiven Komponenten
beider Proteinfraktionen vor. Das Globulinkonzentrat enthielt weniger Proteine und mehr
Kohlenhydrate im Vergleich zum Albuminkonzentrat. Die niedrigere Proteinkonzentration ist
zurlickzufiihren auf das Verarbeitungsverfahren der Globulinfraktion. Die gelosten Proteine
der ersten Extraktionslosung wurden wéhrend der Ultrafiltration nicht aufgereinigt, sondern
die Losung wurde nur aufkonzentriert. Dagegen wurde die Proteinlosung aus der zweiten
Extraktion diafiltriert, infolge dessen stieg der Proteingehalt an. Wihrend der reinwéassrigen
Extraktion wurde der grofite Anteil der wasserloslichen Kohlenhydrate extrahiert, sodass
diese sich im Globulinprodukt konzentrieren. Das Albuminkonzentrat wies einen deutlich
hoheren Rohaschegehalt auf, welcher mit den verbleibenden Restsalzen nach der Diafiltration
zu erkldren ist. Gleiche Mengen an Fett und Faser kommen in den beiden Proteinfraktionen
vor, was darauf hinweist, dass diese Inhaltstoffe nicht von dem Verfahrensunterschied

beeinflusst wurden.

Tabelle 4-12: Zusammensetzung der nutritiven Inhaltstoffe von RES, Globulin- und
Albuminkonzentrat

Nutritive Inhaltstoffe in Mass.-% i. Tr. RES GK AK
Rohprotein 38,1 56,3 70,1
Rohfett 1,7 0,37 0,38
Rohfaser 7,6 <0,5 <0,5
Rohasche 7,5 8,0 20,8
Stickstofffreie Extraktstoffe (NfE) 45,1 34,2 8,2

Organische Masse 92,5 914 79,2

Die Analytik der antinutritiven Faktoren (Tabelle 4-13) veranschaulicht, dass das
Globulinkonzentrat hohe Gehalte an Glucosinolaten enthélt. Das Glucosinolat-Profil der
Globulinfraktion zeigt, dass zu den dominierenden Glucosinolaten das Progoitrin und
Gluconapin zdhlen. Das Herauslosen der Glucosinolate aus dem Schrot noch wihrend der 1.
Extraktion und deren Reduktion wihrend der Diafiltration des 2. Proteinextrakts fiihrten dazu,

dass sie im Albuminkonzentrat nicht identifiziert werden konnten. Dieser Zusammenhang gilt
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auch fiir die Sinapinsdure-Equivalente mit dem Unterschied zu erkennen, dass im
Albuminkonzentrat Restmengen vorkommen. Wihrend die Glucosinolate und Sinapinsdure-
Equivalente sich im Globulinkonzentrat sammeln, konzentriert sich die Phytinsdure mit jeder

nachfolgenden Extraktionsstufe und erreicht Werte von 2,04 g/100g im Albuminkonzentrat.

Tabelle 4-13: Zusammensetzung der antinutritiven Inhaltsstoffe von RES und Globulin- und
Albuminkonzentrat

Antinutritive Inhaltstoffe RES GK AK
Y Glucosinolate [umol/g i. Tr.] 23,2 2,31 <0,1
Glucobrassicanapin 0,29

Glucobrassicin

Gluconapin 0,86

Gluconapoleiferin

Progoitrin 1,16
4-Hydroxyglucobrassicin

Phytinséiure [g/100g i. Tr.] 2,02 1,53 2,04
Y. SAE [g/kgi. Tr.] 15,2 3,72 0,39
Davon SA 1,09 <0,01 0,12
Davon SIN 9,03 2,46 0,02
Davon SG 2,21 0,04 <0,01

"% SAE= Summe an Sinapinsiure und Sinapinsdureester
SA = Sinapinsdure; SIN= Sinapin; SG= Sinapoylglucose

4.2.2.2. Zusammensetzung der Aminosduren

Es wurde untersucht, inwieweit die Fraktionierung der beiden Hauptproteine im Raps einen
Einfluss auf die Aminosidurezusammensetzung ausiibt. Die Aminosdureanalytik wurde in
zwei unterschiedlichen Priiflaboratorien durchgefiihrt, deren Ergebnisse als AS1 und AS2 in
der Tabelle 4-14 aufgetragen sind. Es ist erkennbar, dass die Albuminkonzentrate héhere
Aminosdurewerte mit Ausnahme von Methionin und Phenylalanin aufwiesen. Besonders bei
Cystein und Lysin ist dieser Zusammenhang dufBlerst ausgeprigt, da die Rapsalbumine reich

an schwefelhaltigen Aminosduren und Lysin sind.

Auffallend ist es, dass die  Messwerte der  Aminosduren  aufgrund
der unterschiedlichen Bestimmungsmethoden und der Probenmuster schwanken. Die
Albuminkonzentrate zeichnen sich durch kleinere absolute Differenzwerte bzw. absolute
prozentuale Abweichungen aus, deren Mittelwert 0,39 (Min=0,03 und Max=0,72) bzw. 9,08
% (Min=0,77 % und Max=23,66 %) betrigt. Dagegen unterscheiden sich die Messwerte der
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Aminosduren im Globulinkonzentrat mit einem Mittelwert von 0,55 (Min=0,20 und
Max=1,12), was einer absoluten prozentualen Abweichung von 13,98 % (Min=5,17 % und

Max=26,67 %) entspricht.

In Hinsicht auf das Aminosdureprofil konnen die gewonnenen Globulin- und
Albuminkonzentrate erndhrungsphysiologisch hoch bewertet werden. Bezugnehmend auf die
hoheren Gehalte an schwefelhaltigen essentiellen Aminosduren wie Methionin und Cystein
und als auch an der limitierenden Aminosdure Lysin ist das Albuminkonzentrat als

hochwertiges Proteinprodukt einzustufen.

Tabelle 4-14: Aminosdurezusammensetzung des RES, des Globulin- und Albuminkonzentrates

Aminosiure RES GK AK

g/100g RP AS %' [Aas| As;  AS;  AS  |p%|  [aAS| AS,  AS
MET 1,95 226 2327 047 2,02 249 2,08 23,66 044 1,86 230
CYS 234 234 1620 035 2,16 251 347 6,55 0,22 336 3,58
M+C 429 459 19,62 082 4,18 500 555 12,64 0,66 522 588
LYS 7,00 544 1460 0,74 507 581 726 @ 8,92 0,62 695 7,57
THR 4,54 4,76 20,67 1,12 420 532 460 1698 0,72 424 496
TRP

ARG 6,19 6,51 8,49 0,53 624 6,77 6,73 6,92 0,45 6,50 6,95
ILE 399 3,77 5,17 0,2 3,87 3,67 395 275 0,11 4,00 3,89
LEU 7,13 7,34 8,38 0,59 7,04 7,63 7,72 437 033 7,55 7,88
VAL 521 4,76 9,60 0,48 500 452 504 10,17 0,54 531 4,77
HIS 2,70 2,78 12,21 0,32 2,62 294 338 6,10 0,2 3,28 3,48
PHE 4,04 436 9,62 0,4 4,16 456 388 0,77 0,03 3,89 3,86
TYR 2,83 2,83 2,83 2,83
GLY 521 5,77 5,77 5,32 5,32
SER 4,32 476 4,76 4,69 4,69
PRO 6,13 5,90 590 6,56 6,56
ALA 4,52 494 4,94 4,80 4,80
ASP 7,75 9,48 9,48 6,35 6,35
GLU 16,22 20,10 20,10 20,24 20,24
' Prozentuale Abweichung, berechnet durch p% = % 100

1
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4.2.2.3. Zusammensetzung der Proteinfraktionen

Das Elektropherogramm der Globulin- und Albuminkonzentrate ist in der Abbildung 4-20
abgebildet. Diese Ergebnisse beruhen auf einer Untersuchung der extrahierten Proteine aus
der 1. und 2. Extraktion mit SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen. Die ersten drei
Probebalken des Elektropherogramms in der Abbildung 4-20 entsprechen dem
Proteinkonzentrat aus der 1. Extraktion. Es ist zu sehen, dass diese Proteinfraktion reich an
Globulinen ist. Die Banden der a- (ca. 34-27 kDa) und B-Seitenketten (ca. 23-20 kDa) des
Globulins zeigen wesentlich hohere Farbintensitit im Gegensatz zu den Banden der gréferen
(ca. 13 kDa) und kleineren (ca. 11kDa) Peptidketten des Albumins. Die Farbintensitit einer
Bande dient zum quantitativen Abschédtzen der Proteinkonzentration. Daraus folgernd ist
festzuhalten, dass aus der ersten Extraktion ein Globulin-reicheres Proteinpréparat gewonnen
wurde. Die zweite Extraktion (5. und 6. Balken) dagegen liefert Protein, welches reich an
Albuminen ist, da die Verfirbung der Banden von 13 und 11 kDa viel intensiver ist.
Hinsichtlich der Stirke der Verfarbung enthélt die Proteinfraktion aus der zweiten Extraktion

hauptsdchlich Napin.

Die nach der relativen Quantitit der Proteinbanden ermittelten Prozentanteile der
Proteinfraktionen in den Proteinkonzentraten bestitigen die bereits abgeleitete Aussage

(Abbildung 4-21).

M GK GK GK AK AK M

94,0 kDa - ——_ 94,0kDa
67,0kDa PR s —— 67,0kDa
43,0kDa — W —— 43,0kDa
31,0kDa CauD e — s —— 31,0kDa
20,1 kDa — | — — 20,1kDa
14,4kDa —— S — 144KkDa

Abbildung 4-20: Elektropherogramm (SDS-PAGE) des Globulin- und Albuminkonzentrates
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Abbildung 4-21: Proteinzusammensetzung des Globulin- und Albuminkonzentrates

4.2.3. Charakterisierung der Produkteigenschaften

4.2.3.1. Thermodynamische Eigenschaften

Die Struktur der Globulin- und Albuminkonzentrate zeichnet sich durch bestimmte Nativitét
aus. Die folgenden grafischen und tabellarischen Darstellungen weisen nach, dass fiir die
vollstindige Denaturierung der Globulin- und Albuminkonzentrate endotherme

Wairmemengen bendtigt worden sind.

Wihrend des Erwdrmens der Probe finden zwei endotherme Wérmevorginge mit einem
Peakmaximum bei 90,3 °C (AHq4 =8,72 J/g Protein) und 108,6 °C (AH4 =1,22 J/g Protein) fiir
die Globulinkonzentrate und entsprechend fiir die Albuminkonzentrate bei 95,9 °C (AHy4
=1,41 J/g Protein) und 111,4°C (AHq4 =2,54 J/g Protein) statt. Der erste Peak entspricht der

Denaturierung der Globuline und der zweite der Albumindenaturierung.

Die Summendenaturierungsenthalpie der Albuminkonzentrate ist kleiner als diese der
Globulinkonzentrate. ~ Dieses  Charakteristikum  ist auf die  unterschiedliche
Probenzusammensetzung aufgrund der unterschiedlichen Proteinextraktionsbedingungen bzw.
die salzige Proteinextraktion durch den Restsalzgehalt der Probe und die langdauernde
Diafiltration durch die dabei entstehende mechanische Belastung (Scherkréfte) als zu
unterscheidenden Aufbereitungsschritte zuriickzufiihren. Sowohl die Globulinkonzentrate als
auch die Albuminkonzentrate charakterisieren sich mit nativerer Proteinstruktur als die

Rapsproteinkonzentrate.
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DSC /(mW/mg)

Fliche: 1.924J/g Fliche: 0.2415J/g
0.18 L exo Peak*: 90.1°C Peak®: 108.8 °C
0.17
0.16
Flache: 0.3667 J/g Fliche:  0.6767 J/g
0.15 Peak® 96.0 °C Peak™: 111.0°C
0.14 k,,_-;'i-*— NP e S
[1.1] GK.ngb-sd5
0.13 DsC
[2.1] AK ngb-sd3
DSsC
0.121, . . . .
60 70 80 90 100 110 120

Temperatur /°C

Abbildung 4-22: DSC-Thermogramm des Globulin- und Albuminkonzentrates

Tabelle 4-15: Denaturierungsenthalpie und -temperatur des Globulinkonzentrates

Peak 1 Peak 2
GK . AHqin J/g AHqin J/g . AHqin J/g AHqyin J/g
Tqin°C Probe Protein Tqin°C Probe Protein
1. Messung 90,1 1,924 8,522 108.8 0,242 1,070
2. Messung 90,4 2,057 8,922 108,3 0,314 1,362
Mittelwert 90,3 1,991 8,722 108,6 0,278 1,216

Tabelle 4-16: Denaturierungsenthalpie und -temperatur des Albuminkonzentrates

Peak 1 Peak 2
AK . AHqin J/g AHqin J/g . AHqin J/g AHqyin J/g
Tain*C Probe Protein Tain°C Probe Protein
1. Messung 96,0 0,367 1,293 111,0 0,677 2,383
2. Messung 95,7 0,442 1,520 111,8 0,784 2,697
Mittelwert 95,9 0,404 1,406 1114 0,730 2,540

4.2.3.2.  Anwendungstechnische - und Oberflicheneigenschaften

Obwohl die beiden Proteinfraktionen unter gleichen Prozessbedingungen getrocknet wurden,

zeigen diese klare Unterschiede auch bei der Betrachtung ihrer PartikelgroBenverteilung

(Abbildung 4-23 und Abbildung 4-24). Bei dem Albuminkonzentrat ist eine Verschiebung der

Dichteverteilungskurve in Richtung der kleinen Partikelgroen zu beobachten. Diese

Verschiebung &dullert sich in den Partikelverteilungswerten (Tabelle 4-17). Da die

eingestellten Betriebsparameter bei der Spriihtrocknung von beiden Proteinkonzentraten
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gleich sind, ist der Grund der Verschiebung der Partikelgrole und deren Verteilung in

unterschiedlichen Eigenschaften der Proteinlosungen wie z.B. Zusammensetzung, TS-Gehalt

u.a. infolge der unterschiedlichen Aufbereitungsverfahren zu suchen.

Tabelle 4-17: Partikelverteilungswerte des Globulin- und Albuminkonzentrates

Albuminkonzentrat

Globulinkonzentrat

dsp3in pm dgo 3 in pm djp3in pm dsp3in pm dgo3in pm

djp3in pm

22,32
21,51

7,23
7,02
7,13

2,34
2,29
2,32

26,34

10,93
10,09

10,51

3,25
3,02
3,14

1. Messung

23,79
25,07

2. Messung

21,92

Mittelwert
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Abbildung 4-23: PartikelgroBenverteilung des Globulinkonzentrates
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Abbildung 4-24: PartikelgroBenverteilung des Albuminkonzentrates
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Die REM-Aufnahmen (Abbildung 4-25 und Abbildung 4-26) der Globulin- und
Albuminkonzentrate zeigen, dass Unterschiede in der rdumlichen Oberflichenstruktur der
Partikel vorhanden sind. Die Partikelform der Globulinkonzentrate variiert von kugelig bis
erbsenféormig, und sie zeichnen sich durch eine glatte Oberfliche aus. Die
Albuminkonzentrate weisen eine sehr unregelméBige Partikelmorphologie auf. Die
unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften der beiden Konzentrate konnen damit
erkliart werden, dass die Proteinlosungen unterschiedliche Zusammensetzung und TS-Gehalte
besitzen und die Proteine im Albuminkonzentrat wihrend der Diafiltration infolge der
auftretenden Scherkrdfte beansprucht worden sind. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen beweisen nochmals, dass es sich bei den Albuminkonzentraten sich um kleinere

Partikel handelt.

272-fache 500-fache 1000-fache 2000-fache 3000-fache
Vergroflerung Vergroferung Vergroferung Vergroflerung Vergroflerung

Abbildung 4-25: REM-Aufnahmen des Globulinkonzentrates

294-fache 500-fache 1000-fache 2000-fache 3000-fache
VergroBerung Vergrofierung Vergrofierung Vergroflerung VergroBerung

Abbildung 4-26: REM-Aufnahmen des Albuminkonzentrates

86



Halime N. Adem Herstellung von Rapsproteinprodukten Dissertation

4.3. Herstellung von Rapsproteinisolat

4.3.1. Ableitung des Herstellungsverfahrens

Die Entwicklung des Herstellungsverfahrens von Rapsproteinisolat, welches sich aus beiden
Proteinfraktionen Globulin und Albumin zusammensetzt, wird in diesem Kapitel dargelegt.
Das Verfahren beinhaltet einen technologischen Prozess zur wissrigen Proteinextraktion aus
dem schonend verarbeitenden Rapsextraktionsschrot und einen Proteinaufreinigungsprozess

mittels Prazipitation.

4.3.1.1.  Schrotaufbereitung

Das verwendete Rapsextraktionsschrot wurde nach dem im Abschnitt 4.2.1.1 aufgefiihrten

Verfahren hergestellt.

4.3.1.2.  Proteinaufbereitung

Die Proteinextraktion aus dem Schrot erfolgte nach dem zweistufigen wéssrigen
Extraktionsverfahren laut des Absatzes 4.2.1.2. Um einen Proteinisolat herzustellen, ist der
Proteingehalt der gewonnenen Proteinextrakte aus der 1. und 2. Proteinextraktion zu erhéhen.

Dafiir wurde die Methode der Prizipitation zur Proteinisolierung ausgewéhlt.

Um die signifikanten EinflussgroBen des Prozesses zu ermitteln, wurden Screening-Versuche

durchgefiihrt, die nachfolgend beschrieben sind.

Drei Versuchsreihen mit unterschiedlicher Ausgangslosung wurden im Labormalstab
durchgefiihrt, um den optimalen Prézipitations-pH-Wert zu bestimmen. Die

Proteinextraktionsbedingungen sind in der Tabelle 4-18 dargestellt.

Tabelle 4-18: Extraktionsbedingungen der Prézipitationsvorversuche

Versuch 1. Extraktion 2. Extraktion

1. H0, 1:10,45°C, I h 0,5M NaCl, 1:10, 45 °C, 1h

2. 0,SM NaCl, 1:10, 45 °C, 1h, pH=> 0,5M NaCl, 1:10, 45 °C, 1h, pH=9 NaOH
Zitronensaure

3. 0,5M NaC(l, 1:10, 45 °C, 1h H,0, 1:10, 45 °C, 1 h, pH=9 NaOH

Die Proteinlésungen aus der 1. und 2. Extraktion im Verhiltnis 1:1 wurden fiir die

Prizipitationsversuche verwendet. Der pH-Wert wurde von 4 bis 10 variiert, fiir dessen
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Einstellung Zitronensdure Monohydrat 99,5 %, 2N NaOH, 1N NaOH und 0,IN NaOH als
Prézipitationsreagenzien verwendet wurden. Nach einer Prézipitationsdauer von 30 min
wurde die Proteinlosung zentrifugiert, und danach wurde der Prézipitationsriickstand

gefriergetrocknet.

Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen sind in der Abbildung 4-27 zusammengefasst. Die
Prézipitationsversuche fiihrten zu der Hauptschlussfolgerung, dass bei einem pH-Wert von 4
ein maximaler Proteingehalt dokumentiert wurde. Einen Einfluss auf den Proteingehalt iibte
ebenfalls die Proteinkonzentration der Ausgangslosung aus. Die Prézipitationsriickstdnde der

konzentriertesten Proteinlosung (Versuch 3) zeigten hohere Proteingehalte auler bei pH 4.

50
&0
70
a0
50
410
3a
20
10

0

EVersuch | 0 Versuch 2@ Versuch 3

e

Proteingehaltin Mass 451 Tr.

o
X4 X4
= =
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Abbildung 4-27: Einfluss des pH-Wertes (4-10) auf den Proteingehalt des Prézipitationsriickstandes

In den Abbildungen 4-28, 4-29 und 4-30 sind die Elektropherogramme der
Prazipitationssriickstdnde aus diesen Versuchen dargestellt. Die Ergebnisse verdeutlichen,
dass bei pH 4 und 5 hauptsidchlich die Globuline aus der Losung ausfallen. Bei weiterer
Erhohung des pH-Wertes wird beobachtet, dass die Prézipitationsriickstdande Albumine und B-
Polypeptidketten der Globuline enthalten. Das spricht fiir eine Dissoziation des
hochmolekularen Globulins in Untereinheiten infolge der hoheren pH-Werte (6 — 10).

M pH4 pH5 pH6 pH7 pHIO

78,0kDa
66,3kDa ——
42,7kDa ——
30,0kDa ——
Abbildung 4-28:
Elektropherogramm (SDS-PAGE)
169kDa — der Prézipitationsriicksténde-
12,4kDa Versuch 1
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M pH4 pHS pH6 pH7 pH8 pHY9 pHIO

78,0 kDa
66,3kDa —
42,7kDa ——
30,0kDa ——
Abbildung 4-29:
16,9kDa Elektropherogramm (SDS-PAGE)
12,4kDa der Prazipitationsriickstédnde-
Versuch 2
M pH4 pH5 pH6 pH7 pHS8 pHY9 pHIO0
78,0 kDa
66,3kDa ——
42,7kDa
30,0kDa
Abbildung 4-30:
16,9kDa Elektropherogramm (SDS-PAGE)
12,4kDa

der Prézipitationsriickstdnde-
Versuch 3

Weiterhin wurden Experimente zur weiteren Optimierung des pH-Wertes durchgefiihrt. Fiir
die Prézipitationsversuche wurde eine Ausgangsproteinldosung eingesetzt, welche unter
gleichen Bedingungen wie bei dem Versuch 1 hergestellt wurde. Die Ergebnisse aus diesen
Untersuchungen sind in der Tabelle 4-19 zusammengestellt. Die untersuchten pH-Werte
liegen im Bereich von 3 bis 4,5 mit einem Differenzintervall von 0,5. Es ist zu betrachten,
dass ein maximaler Proteingehalt bei dem pH-Wert von 4 erreicht wurde. AuBBerdem wurde
festgestellt, dass die Prizipitationstemperatur einen erheblichen Einfluss auf den Proteingehalt

und die Proteinausbeute ausiibt (Tabelle 4-19).

Wie der Abbildung 4-31 zu entnehmen ist, unterscheiden sich die Prézipitationsriickstédnde in
ihrem Proteinfraktionsprofil fast nicht. Bei den untersuchten pH-Werten werden iiberwiegend
die Globuline aus der Extraktionslosung gewonnen. Ein geringer Anteil an Napin ist auch zu
beobachten. Da die Albumine gut wasserloslich und nicht mit Sédure féllbar sind und ihr IP
oberhalb pH 10 liegt (Schwenke, et al., 1973), wurden die in der Losung enthaltenen

Albumine bei den untersuchten Prizipitationsbedingungen nicht ausgefillt, wie in dem
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elektrophoretischen Bild des Uberstandes (als UpH4,5 bezeichnet) aus der Prizipitation bei

pH von 4,5 dokumentiert ist. Das erklért auch die niedrigeren Proteinausbeuten.

Tabelle 4-19: Einfluss des pH-Wertes auf den Proteingehalt des Prézipitationsriickstandes

Lsg pH=3,0 pH=3,5 pH=4,0 (Ti’zf:g! ¢ PH4S
Proteingehalt in Mass.-% i. Tr. 62,1 75,7 82,0 83,2 78,5 81,6
Proteinmenge in g 39,7 18,3 19,4 18,7 11,8 15,8
Proteinausbeute in % 100 46,1 48,9 47,2 29,9 39,8

M Lsg 3,0 3,5 4,0 4,5 UpH4,5

78,0kDa
66,3kDa

42,7kDa ——

30,0kDa ——

Abbildung 4-31: Elektropherogramm
}gz tgz — = (SDS-PAGE) der Prézipitationssriickstinde
' bei pH von 3 — 4,5

Nachfolgend wurden die Prézipitationsbedingungen untersucht (Tabelle 4-20). Die
Prizipitationsdauer und -temperatur wurden variiert. Die Prézipitation wurde bei pH 4
durchgefiihrt. Die Ergebnisse weisen nach, dass eine ldngere Prézipitationszeit die
Proteinausbeute nicht erhoht. Es wurde die oben abgeleitete Aussage bestitigt, dass der
Prizipitationsprozess unter niedrigeren Temperaturen durchgefiihrt werden soll, da eine
hohere Prazipitationstemperatur den Proteingehalt und folglich die Proteinausbeute verringert.
AulBlerdem erhoht eine wissrige Waschung des Prézipitationsriickstandes den Proteingehalt
und die —ausbeute durch Auswaschung des Prizipitationsmittels und der Verunreinigungen.

Diese Ergebnisse sind in der Tabelle 4-20 als 1xW bezeichnet.

Tabelle 4-20: FEinfluss der Prézipitationsbedingungen auf den  Proteingehalt des
Prézipitationsriickstandes

Lsg 30 min 60 min T=40-45 °C 1IxW
Proteingehalt in Mass.-% i. Tr. 53,1 86,5 84,6 71,7 88,0
Proteinmenge in g 242 11,7 11,2 7,7 10,8
Proteinausbeute in % 100 48.6 46,6 31,8 445
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In einem néchsten Schritt wird die Isolatgewinnung durch die Prézipitationsmethode im
PilotmaBstab iiberpriift werden. Da durch die Laboruntersuchungen ein pH-Wert von 4 fiir das
Ausfallen der Globuline ermittelt wurde, ist zu erwarten, dass bei einer separaten Préizipitation
der globulinreichen Proteinlosung aus der 1. Extraktion (Extraktionsbedingungen s. Abschnitt
4.2.1.2) hohere Proteingehalte erzielt werden. Einige Ergebnisse aus diesen Untersuchungen
sind in der Tabelle 4-21 dargestellt. Entsprechend der Erwartungen wurde ein Proteinisolat
mit etwa 95 Mass.-% Proteingehalt 1. Tr. durch die Prazipitation des 1. Proteinextraktes bei
pH 4 gewonnen. Der Uberstand aus dieser Priizipitation wies einen Proteingehalt in Hohe von
32,9 Mass.-% auf. Eine nachgeschaltete Prazipitation bei einem hoheren pH-Wert konnte den
Proteingehalt nicht erhdhen, deshalb ist auf die zweite Prazipitation verzichtet worden. Wie
der Tabelle 4-21 zu entnehmen ist, verringert die hohere Prazipitationstemperatur sowohl den

Proteingehalt als auch die Ausbeutemenge.

Tabelle 4-21: Ergebnisse aus der Prizipitation der 1. Extraktion im Pilotmalistab

Proteingehalt in

Vers. Nr. Mass.-% i. Tr- pH-Wert Temperatur in °C  Massein g Bemerkungen
1 94,9 4 6 281,6
2 94,2 4 12 262,7
2 28,6 8 20 37,6 2. Prézipitation
3 95,0 4 12 272,0
3 25,2 8 18 39,2 2. Prézipitation
4 90,1 4 35 211,6

Um keine Geschmacksbeeintrachtigung bei den Fischen wegen des saueren Charakters des
bei pH 4 gefillten Proteinisolates hervorzurufen (Schulz, 2011), soll ein
Neutralisationsprozess durchgefiihrt werden. In der Abbildung 4-32 sind einige moglichen
Prozessvariationen schematisch dargestellt. Wenn gleich nach der Prézipitation die
Proteinlosung neutralisiert wird, indem der pH-Wert auf 7,0 eingestellt wird, 16st sich ein Teil
der bereits ausgefillten Proteine wieder. Das fithrt zur erheblichen Proteinverlusten
(Prozessschritt 2). Deshalb wurde zundchst der abzentrifugierte Prizipitationsriickstand
neutralisiert, indem er zuvor in 101 Wasser suspendiert wurde. Die Neutralisation mit
anschlieBender Zentrifugation ergibt ein Proteinisolat mit einem geringeren Proteingehalt.
AuBlerdem beobachtet man einen signifikanten Massenverlust bedingt durch die
Wiederloslichkeit der Proteine bei dem neutralen pH-Wert (Prozessschritt 3). Das kann durch

eine direkte Trocknung des neutralisierten Riickstandes vermieden werden. Allerdings ist eine
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geringfiigige Reduktion des Proteingehaltes im Vergleich zu dem nicht neutralisierten

Proteinisolat infolge der Zugabe des Neutralisationsmittels zu erwarten.

Proteingehalt=94,7 % i. Tr.
Masse=262,3 g

Sauer

Prézipitation — Zentrifugation

Gefriertrocknung Isolat

A

P

Proteingehalt=64,0 % i. Tr.
Masse=147,4 g
Neutral

Prézipitation +
Neutralisation

A

P

— Zentrifugation Gefriertrocknung Isolat

Proteingehalt=84,7 % i. Tr.

Masse=65,4 g
<1> ) Neutral
Prazipitation Zentrifugation
Neutralisation Gefriertrocknung

! .

1. Proteinextrakt |- Z izt

4@—> Prazipitation Zentrifugation

Waschung Gefriertrocknung

I i

g . X 2
Zentrifugation —\ DT

Proteingehalt=99,2 % i. Tr.
Masse=208,8 g

Leicht sauer

Isolat

.

Abbildung 4-32: Variationen des Prézipitationsprozesses des 1. Proteinextraktes

Der Prozessschritt 4  beschreibt eine weitere Option zur Behandlung des
Prazipitationsriickstandes. Dieser wurde im Verhéltnis 1:10 mit Wasser vermischt und 10 min
bei ca. 10 °C geriihrt. Danach wurde die Suspension abzentrifugiert. Dieser Waschungsschritt
wurde insgesamt 3 mal wiederholt. Durch Auswaschung des Prézipitationsmittels wurden ein

sehr hoher Proteingehalt und eine Erhohung des pH-Wertes erreicht. Wegen des zeitlichen
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Aufwands wurde dieses Isolatherstellungverfahren fiir die weiteren Isolatherstellungsversuche

nicht angewandt.

Parallel wurden Versuche zur Proteinprdzipitation aus der 2.  Extraktion
(Extraktionsbedingungen s. Abschnitt 4.2.1.2) durchgefiihrt (Tabelle 4-22). Zu Beginn wurde
die Losung bei pH 4 gefillt und nachfolgend der Prézipitationsiiberstand bei pH 8. Es wurden
bei diesen Prézipitationsbedingungen erzielte Proteingehalte iiber 90 Mass.-% 1. Tr. nicht
beobachtet. Der hochste Proteingehalt wurde bei einem pH-Wert von 11 erreicht. Eine
wissrige Waschung des Riickstandes erhoht den Proteinanteil nur um 4 %. Da der
Proteinanteil sich nicht bedeutend verdndert, wurde auf diesen zusétzlichen
Verarbeitungsschritt verzichtet. Der nach der Prizipitation bei pH 11 verbliebene Uberstand
enthielt einen hohen Restproteingehalt (etwa 70 Mass.-% 1. Tr.), deshalb wurde dieser einer
zweiten Prézipitation bei pH 4 unterzogen. Somit reduziert sich der Proteinanteil im zweiten

Uberstand auf ca. 50 Mass.-% i. Tr..

Tabelle 4-22: Ergebnisse aus der Prizipitation der 2. Extraktion im Pilotmalistab

Proteingehalt in

Vers. Nr. Mass.-% i. Tr- pH-Wert Temperatur in °C Masseing Bemerkungen
1 77,2 4 22 211,4

1 42,7 8 18 36,6 2. Prézipitation
2 73,4 8 6 274,9

3 71,7 8 18 197.,5

4 84,3 11 2 151,0

5 82,4 11 15 70,9

5 85.7 B 15 01 3 ;‘i;’;’)ﬁfg"?g
5 84,3 4 18 45,8 2. Prézipitation

Die gewonnenen Proteinpridparate wurden auf ihre Proteinzusammensetzung mittels der
Gelelektrophorese unter reduzierten Bedingungen untersucht. In der Abbildung 4-33 sind die
Ergebnisse aus diesen Analysen gezeigt. Der Prizipitationsriickstand der 1. Extraktion
(Prozessschritt 1) besteht aus Globulinen. Hier sind die Banden im Bereich von ca. 30 kDa
und 20 kDa MolekiilgroBe (o- und B-Globulin-Polypeptide) stark gefarbt (Balken 1, 2, 3 und
11). Die Albumine aus dem 1. Extrakt wurden durch die Prézipitation nicht gewonnen und als
Uberstand getrennt (Balken 4 und 5). Die Balken 6 und 10 entsprechen den

Prizipitationsriickstinden der 2. Extraktion (pH=11), welche Albumine und modifizierte
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(infolge dem hoheren pH-Wert dissoziierte) Globuline enthalten. Im Uberstand aus der
Prézipitation bei pH 11 sind Banden sowohl fiir Globuline, als auch fiir Albumine erkennbar
(Balke 7). Wihrend die Restglobuline bei der 2. Prézipitation bei pH 4 ausfallen (Balke 8),
verbleiben die Albumine im Uberstand (Balke 9).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

78,0 kDa ! ed = 78.0kDa
66,3 kDa — g " == 63kDa
42,7kDa | o4 — 42,7kDa
e e - v . v —— 30,0kDa
30,0 kDa —%=% S : —
s g tot ., —
17,2kDa —
12,3 kDa - . 123kDa
Nr. Probename 6 10 7 M

-——
]

1,2,3,11 1 E- Riickstand pH=4

——37,6kDa
4,5 1E- Uberstand pH=4 ——285kDa
6, 10 2E- Riickstand pH=11
7 2E- Uberstand pH=11 — 18,4kDa
o — 14,0kDa
8 2E- Riickstand 2. Prazipitation pH=4 '
9 2E- Uberstand 2. Prizipitation pH=4

Abbildung 4-33: Elektropherogramm der Prazipitationsriickstdnde aus den 1. und 2. Extraktionen

Fiir die Herstellung des Rapsproteinisolates wurde der Prozessschritt 1 (Abbildung 4-32)
aufgrund seines vergleichsmédBig einfacheren Aufbereitungsverfahrens trotz des saueren
Charakters des gewonnenen Isolats ausgewdhlt. Auf eine Neutralisation wurde wegen der
Proteinverluste verzichtet. Da dieses Isolat mit dem aus der 2. Extraktion vermischt wird,
welches durch Prézipitation bei pH 11 gewonnen wird, steigt der pH-Wert des
Gesamtproteinproduktes, welches aus den Proteinisolaten der 1. und der 2. Extraktion im
Verhiltnis 2:1 besteht, auf 5,62 (bei 30,6 °C wurde der pH-Wert vermessen). Deshalb wurde

es fiir nicht streng notwendig gehalten, eine Neutralisation durchzufiihren.

94



Halime N. Adem Herstellung von Rapsproteinprodukten Dissertation

Die nach vorangehend  beschriebenen Prazipitationsverfahren gewonnenen
Prézipitationsprodukte der 1. und 2. Proteinextraktionen wurden miteinander im Verhiltnis
von 2:1 vermischt. Daraus folgend ergab sich das Rapsproteinisolat, welches in
Fischfiitterungsversuchen als Fischmehlsubstitut eingesetzt wurde. Die einzelnen
Verfahrensschritte zur Rapsproteinisolatherstellung sind in der folgenden Abbildung

schematisch dargestellt.
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Abbildung 4-34: Verfahrensschritte zur Rapsproteinisolatherstellung
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4.3.1.3. Ausbeutekalkulation

Fiir die Rapsproteinisolatherstellung wurden 400 kg Rapssaat zu Rapsextraktionsschrot
verarbeitet. Die Ergebnisse der Proteinausbeute-Kalkulation der durchgefiihrten Versuche zur

Rapsproteinherstellung sind in der Tabelle 4-23 und Tabelle 4-24 zusammengefasst.

Die Berechnung der Proteinausbeute erfolgte nach Gleichung 4-1. Es soll darauf hingewiesen
werden, dass die Verluste- und Ausbeutekalkulationen anndhernde Werte liefern, weil fiir die
Berechnungen ein konstanter Proteingehalt angenommen wurde. Da es sich um organische
Materie handelt, kénnen Abweichungen in dem Proteingehalt bei jedem Versuchsansatz

entstehen.

Hohe Proteinverluste sind wihrend der Ultrafiltration zu beobachten. Die Trenngrofle der
eingesetzten Membran (5 kDa) ldsst einen Proteinriickhalt von 100 % erwarten. Die
Proteinverluste sind im Wesentlichen infolge der Verstopfungen der Membranporen durch die
Rapsproteine und Proteinlosungverluste in den Anlagenrdhren. Es wurde beobachtet, dass
nach vergleichsweise wenigen Versuchsansidtzen die Membran vollig verstopft war. Die
Verwendung einer SkDa- Membrantrenngrof3e zur Dialyse von Rapsproteinlésungen mit dem
Ziel der Verbesserung des Proteinriickhaltes ist unter dem Gesichtspunkt der schnellen
Verblockung der Membran und der daraus resultierten Proteinverluste demnach streng
abzulehnen. Fiir den Prézipitationsprozess des 1. Proteinextrakts kann der
Ultrafiltrationsschritt ausgeschlossen werden. Nach dem 18. Versuchsansatz wurde die
Proteinlosung durch Ultrafiltration nicht aufkonzentriert, um daraus folgende Proteinverluste

zu vermeiden und den Herstellungsprozess zu vereinfachen.

Die Prézipitation bei pH 4 der Globuline aus der Proteinlosung der 1. Extraktion zeichnete
sich durch eine Proteinausbeute in Hoéhe von ca. 15 %. Wie sich auch aus den
elektrophoretischen Untersuchungen gezeigt wurde, wurden die Albumine durch den
Prizipitationsprozess  nicht  ausreichend  gewonnen, sodass sich diese im
Prazipitationsiiberstand anreichern. Als Folge daraus ist der hohe Anteil an nicht

prazipitierten Proteinen.

Die Albumine zeichnen sich unabhidngig vom pH-Wert durch gute Loslichkeit in wissrigem
Medium aus und sind schwer durch die pH-Anderung zu gewinnen wie im Abschnitt 4.3.1.2
gezeigt wurde. Das bestitigt die in Literaturstellen beschriebene hohe Stabilitit des Napins.

Es traten keine Konformationsverinderungen bei pH-Anderung auf. Diese Eigenschaft wird

97



Halime N. Adem Herstellung von Rapsproteinprodukten Dissertation

durch den hohen Anteil an helicaler Struktur (48,6 - 57,9 %) im Vergleich zu 7 - 15,3 % pB-
Faltblatt-Struktur erkléart (Schmidt, et al., 2004).

Darauffolgend zeichnet sich die Prizipitation der albuminreichen Proteinlésung (aus der 2.
Extraktion) durch geringe Proteinausbeute aus. Nur etwa 5 % der Proteine im Schrot wurden
durch die Prézipitation bei pH von 11 gewonnen. Insgesamt ergibt sich eine Proteinausbeute
aus beiden Prézipitationsprozessen von ca. 20 % bezogen auf den Proteingehalt im Schrot.
Folglich ist es zu einem Verlust von bis zu 30 % an aus dem Schrot extrahierten Proteinen
durch eine nachgeschaltete Prézipitation der Proteinlosungen gekommen (Vergleichswert-

Proteinausbeute der Globulin- und Albuminherstellung).

Aufgrund der hohen Proteinverluste kann sich diese Prozessfiihrung grof3technisch keinesfalls
umsetzen. Folglich ist eine Verbesserung der Prozessgestaltung erforderlich. Die
Wirtschaftlichkeit des Prazipitationsprozesses bei der 1. Extraktion kann durch eine
Nachbehandlung des Prizipitationsiiberstands verbessert werden. Daher kann der Uberstand
per Ultrafiltration aufgereinigt werden. Der Waschungsprozess soll bei Erreichung der
Wertekonstanz der Leitfahigkeit unterbrochen werden. Dadurch kann der Proteingehalt der
Anfangslosung von 32,9 auf 62,2 Mass.-% 1. Tr. erhoht werden. Somit konnen aus dem 1.
Proteinextrakt zwei unterschiedliche Proteinprodukte, ein Globulinisolat mit einem
Proteingehalt von 95,2 Mass.-% i. Tr. und ein Albuminkonzentrat mit einem Proteingehalt

von 62,2 Mass.-% 1. Tr. gewonnen werden.

Wie im Abschnitt 4.3.1.2 und in der Tabelle 4-24 gezeigt wurde, konnten die Albumine durch
einen Prézipitationsschritt unausreichend gewonnen. Deshalb wird vorgeschlagen, die
Prazipitation auszuschlieBen und die Aufreinigung der Proteinlosung per Ultrafiltration
durchzufiihren. Dabei sind jedenfalls hohere MembrantrenngroBen (10 kDa od. 20 kDa)
vorzuziehen. Durch eine vollstindige Auswaschung der Salze (bis zur Wertekonstanz der

Leitfdhigkeit) konnen hohe Proteingehalte von bis zu 90 Mass.-% i. Tr. erzielt werden.
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Tabelle 4-23: Ausbeuterechnungen der hergestellten RPI-1E-Chargen

Dekantieren Ultrafiltration Prazipitation

Charge RES mpge TSk, Mrs Mprotein. My TSk mrs Mproein Verlusteprorein T mgprr Ausbeuteprogein Anteiln,p,pmtein6

[kg]  [kg]  [%]  [kg] (k] [kg]  [%]  [kg] [kg] [70] [°C] [kg] [70] [70]
1 5 46,67 3,03 1,414 0,807 19,72 4,96 0,978 0,591 26,8 12 0,263 14,5 58,7
2 5 44,62 3,28 1,464 0,836 21,07 4,87 1,026 0,620 25,8 12 0,272 15,0 59,2
3 5 3990 2,87 1,145 0,654 25,14 3,19 0,802 0,484 25.9 6 0,282 15,6 46,0
4 5 39,15 3,35 1,312 0,749 | 23,36 3,99 0,932 0,563 24,8 11 0,273 15,1 54,9
5 5 39,81 3,56 1,417 0,809 28,53 3,68 1,050 0,634 21,6 16 0,297 16,4 56,5
6 5 36,43 3,52 1,282 0,732 24,77 4,14 1,025 0,619 15,4 19 0,265 14,7 60,2
7 5 41,82 3,23 1,351 0,771 23,09 4,24 0,979 0,591 23,3 18 0,268 13,9 60,4
8 5 42,49 325 1,381 0,789 22,84 4,32 0,987 0,596 24,4 19 0,237 13,1 63,0
9 5 41,50 2,81 1,166 0,666 25,14 3,80 0,955 0,577 13,3 16 0,240 13,3 61,4
10 5 4198 3,17 1,331 0,760 16,58 5,36 0,889 0,537 29.4 11 0,228 12,6 60,5
11 5 41,41 3,19 1,321 0,754 25,78 4,14 1,067 0,645 14,5 11 0,249 13,8 64,1
12 5 42,63 2,84 1,211 0,691 2798 3,37 0,943 0,570 17,6 14 0,235 13,0 61,7
13 5 56,87 2,44 1,388 0,792 | 24,19 4,19 1,014 0,612 22,7 5 0,256 15,8 61,1
14 5 41,50 2,77 1,150 0,656 @ 2536 3,82 0,969 0,585 10,9 15 0,238 14,6 62,2
15 5 41,98 3,22 1,352 0,772 28,10 3,90 1,096 0,662 14,2 16 0,231 14,2 67,6
16 5 41,39 335 1,387 0,792 23,88 4,28 1,022 0,617 22,0 11 0,202 12,5 69,5
17 5 39,87 3,23 1,288 0,735 23,93 4,01 0,960 0,580 21,2 15 0,241 14,8 61,4
18 5 44,46 3,00 1,334 0,762 11 0,249 15,3 69,7
19 5 42,40 3,14 1,331 0,760 11 0,232 14,3 71,6
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Fortsetzung der Tabelle 4-23

Dekantieren Ultrafiltration® Prizipitation

Charge RES mpe TSk, Mrs Mprotein. my TS Mg Mproein Verlusteprorein T mgpr Ausbeuteprogein Anteiln,p,,pmtein(’

[kg]  [kg]  [%]  [kg] [kg] kgl [%]  [kg] (kg] [70] [°C] (k] [70] [70]
20 5 39,89 3,04 1,213 0,692 9 0,272 16,8 63,5
21 5 39,31 3,29 1,293 0,738 10 0,250 15,4 68,5
22 5 39,80 3,25 1,294 0,739 18 0,225 13,8 71,7
23 5 40,59 3,09 1,254 0,716 9 0,244 15,0 68,4
24 5 4143 3,10 1,284 0,733 10 0,237 14,6 70,0
25 5 40,70 3,28 1,335 0,762 11 0,249 15,3 69,7
26 5 43,81 3,08 1,349 0,770 12 0,256 15,8 69,1
27 5 4048 3,16 1,279 0,730 11 0,268 16,5 65,9
28 5 42,50 2,78 1,179 0,673 11 0,250 15,4 65,5
29 5 4230 2,64 1,117 0,638 13 0,253 15,6 63,1
Mittelwert 5 41,99 3,10 1,297 0,741 24,09 4,13 0982 0,593 20,8 13 0,250 14,7 63,6

'berechnet bezogen auf den Proteingehalt von 57,1 Mass.-% i. Tr.; *Leitfahigkeit vor und nach UF nicht dargestellt- Grund: keine Verinderung (i\,m =3,1

mS/cm und )_(Nach=3,2 mS/cm); “berechnet bezogen auf den Proteingehalt von 60,4 Mass.-% i. Tr; “getrocknetes Produkt *berechnet bezogen auf den

Proteingehalt im Rapsextraktionsschrot; *Anteil an nicht prizipitiertem Protein

Fiir die Ausbeutekalkulation nach Gleichung 4-1 konstant angenommene Werte: TSp=97,6 Mass.-%; PGp =95,2 Mass.-% i. Tr.; TS = 89,9 Mass.-%; PG4 =
37,4 Mass.-% 1. Tr.
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Tabelle 4-24: Ausbeuterechnungen der hergestellten RPI-2E-Chargen

Dekantieren Ultrafiltration Priizipitation
1

Charge Ri My ISie  Mrs Mprotein> | Avor  HNach mye TS Mg Mproein Verlustepyorein T mgpt  Ausbeutepogein’ AEZ?::I‘%'D“

[kg] [ke] [%0] [kg] [ke] [mS/cm] [kg] [%0] [kg] [ke] [%0] [°C] [kg] [%] [%0]
1 2,76 43,72 447 1954 0499 273 2,89 2412 241 0,581 0450 9,9 2 0,151 7,25 72,9
2 331 43,06 440 1,895 0,484 340 422 2999 190 0570 0,427 11,7 10 0,148 6,60 74,0
3 2,93 4308 440 1,896 0,484 432 345 22,60 253 0,572 0,417 13,8 15 0,130 6,10 75,5
4 326 40,1 440 1,764 0,451 42,1 343 23,89 238 0,569 0,440 2,4 19 0,120 5,34 79,6
5 336 4235 437 1,851 0473 43,5 3,17 30,65 1,79 0,549 0425 10,2 22 0,096 3,98 84,3
6 334 4271 481 2,054 0,525 43,5 3,51 2801 208 0,583 0,451 14,1 17 0,098 4,35 83,8
7 3,02 4296 420 1,804 0,461 40,6 2,57 29,79 1,88 0,560 0,434 6,0 18 0,179 7,98 69,1
7° 3,02 28,75° 1,39° 0,400° 0,310 19 0,092 4,41 76,1
8 2,76 454 390 1,771 0452 42,6 2,96 23,05 2,17 0,500 0,387 14,4 12 0,117 521 77,4
9 3,0 414 470 1946 0,497 442 3,03 24,80 2,18 0541 0,418 15,8 23 0,116 4,62 81,5
98 3,10 23,94° 1,90° 0,455 0,353° 20 0,137 6,57 68,7
10 341 43,66 4,63 2021 0517 42,0 265 13,55 323 0438 0,339 34,410 11 0,138 6,11 69,7
10* 3,41 12,89° 2,31° 0,298° 0,231° 18 0,036 1,63 88,2
11 333 4291 384 1,648 0,421 432 275 2222 206 0458 0,354 15,9 15 0,107 4,57 78,3
11® 3,33 21,80° 1,80° 0,392° 0,304° 16 0,108 5,18 71,4
12 2,76 44,68 424 1894 0484 43,1 2,88 3258 1,33 0433 0,335 30,7" 13 0,159 7,43 62,8
13 320 4422 444 1963 0,502 42,5 292 30,14 142 0428 0,331 34,0 11 0,133 6,05 69,3
13* 3,20 29.24° 1,077 0,313° 0,242° 16 0,041 1,87 87,0
14 3,19 4791 399 1912 0489 393 362 3528 1,57 0554 0,429 12,2 11 0,163 6,49 74,6
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Fortsetzung der Tabelle 4-24

Dekantieren Ultrafiltration Priizipitation
1

Charge Ri myg TSpe Mg Mproein> Avor  HNach mye TS s Mproein Verlusteprorein T mgpt  Ausbeuteprogein’ A:::‘%""

[kg] [ke] [%0] [kg] [ke] [mS/cm] [kg] [%0] [kg] [ke] [%0] [°C] [kg] [%] [%0]
15 334 4295 467 201 0513 40,1 343 37,13 144 0535 0414 19,3 18 0,075 2,99 87,9
16 332 44,67 445 199 0508 36,1 3,36 2841 1,57 0446 0,345 32,0" 13 0,133 531 74,2
16* 3,32 27,50° 1,19° 0,327° 0,245 9 0,027 1,09 92,5
17 329 40,42 460 186 0475 434 3,09 2253 2,15 0484 0375 21,1 10 0,146 6,64 70,3
17* 3,29 21,45° 1,41° 0302° 0227 16 0,028 1,10 91,9
18 326 446 470 2,10 0,536 41,6 3,03 22,07 242 0,534 0,413 22,8 10 0,152 6,90 72,0
19 331 43,65 442 1,93 0,493 42,3 288 3408 1,76 0,600 0,464 58 19 0,140 5,58 79,8
20 326 40,73 422 1,72 0,439 44,8 306 1743 244 0425 0,329 25,1'° 13 0,080 3,62 81,5
20° 3,26 16,92° 1,89° 0,320° 0,248’ 17 0,079 3,15 78,6
21 191 4304 450 1,94 0495 352 327 2575 230 0,592 0,458 7,4 12 0,125 5,68 79,2
22 347 4293 409 1,76 0449 44,1 267 3140 1,63 0512 0,396 11,7 21 0,083 3,25 86,2
23 2,96 4031 474 191 0488 456 3,00 23,03 2,15 0495 0,383 21,5 12 0,169 7,67 66,4
Mittel- 13,2 0,128 5,61 76,1
wert 3,15 43,11 440 190 0484 41,1 3,12 26,63 2,03 0520 0,402 31,29 15 0,069° 312" 81.8°

'TS=100 Mass.-%; “berechnet bezogen auf den Proteingehalt von 25,6 Mass.-% i. Tr.; *berechnet bezogen auf den Proteingehalt von 77,4 Mass.-% i. Tr.;

‘getrocknetes Produkt; “berechnet bezogen auf den Proteingehalt im Rapsextraktionsschrot; *berechnet bezogen auf den Proteingehalte in Bezugnahme auf die
im Abschnitt 4.3.1.2 beschriebenen Versuchsergebnisse; ’Anteil an nicht prizipitiertem Protein; *2. Prizipitation des Prizipitationsiiberstandes bei pH 4;
*Werte beziehen auf den Prizipitationsiiberstand; '°Waschung wurde unterbrochen

Fiir die Ausbeutekalkulation nach Gleichung 4-1 konstant angenommene Werte: TSp=95,6 %; TS = 89,9 %; PG, = 37,4 Mass.-% i. Tr.
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4.3.2. Charakterisierung der erndhrungsphysiologischen Eigenschaften

4.3.2.1. Zusammensetzung der nutritiven und antinutritiven Inhaltsstoffe

Die Tabelle 4-25 stellt die Néhrstoffzusammensetzung der erzeugten Rapsproteinfraktionen
dar. Als RPI-1E wurde die Proteinfraktion aus der Prézipitation (pH=4) der 1. Extraktion
bezeichnet und entsprechend als RPI-2E die Proteinfraktion aus der Prazipitation (pH=11) der
2. Extraktion. Aus den beiden Prizipitationsriickstdnden ergab sich im Mischungsverhéltnis
2:1 das Rapsproteinisolat (RPI), welches als alternative Proteinquelle in den
Fischfiitterungsversuchen eingesetzt wurde. Die Ergebnisse aus der Nihrstoffanalytik
verdeutlichen, dass durch den Prizipitationsschritt der 1. Extraktion bei einem pH-Wert von 4
ein Rapsproteinprodukt mit einem Proteinanteil von iiber 95 Mass.-% i. Tr. erzielt wurde.
Obwohl bei den Einzelversuchen der Prézipitation bei pH 11 hdhere Proteingehalte
beobachtet wurden, wies die Mischprobe einen niedrigeren Proteingehalt auf. Das kann
infolge  der  abweichenden  Prézipitationbedingungen = wie  Temperatur  oder
Anfangsproteingehalt der Losung auftreten. Als Resultat der beiden erzeugten
Proteinfraktionen wurde ein Rapsproteinprodukt mit relativ hohem Proteingehalt von ca. 87

Mass.-% 1. Tr. fiir Fiitterungsexperimente bereitgestellt.

Tabelle 4-25: Zusammensetzung der nutritiven Inhaltstoffe von RES und Rapsproteinisolat

Nutritive Inhaltstoffe in Mass.-% i. Tr. RES RPI-1E RPI-2E RPI
Rohprotein 38,1 95,2 69 86,6
Rohfett 1,7 1,2 7,4 32
Rohfaser 7,6 0,2 0,3 0,2
Rohasche 7,5 9,1 16,5 9.8
NfE 45,1 -5,6 6,8 0,2
Organische Masse 92,5 91 83,5 90,2

Die Menge der wertmindernden antinutritiven Komponenten wie Glucosinolate, Phytinsiure
und Sinapinsdure in den hergestellten Rapsproteinfraktionen wurden analysiert. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 4-26 dargestellt. Die Fraktionierung der Proteine durch
Prizipitation insbesondere der 1. Extraktionslosung fiihrte zu keiner Reduktion der
Glucosinolate. Die Glucosinolate wurden in Folge der Wechselwirkungen mit Proteinen

mitprézipitiert. Ebenfalls erfolgte eine Konzentrierung der Phytinsdure wihrend der
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Proteinprizipitation. Das aus den beiden Prazipitationsriickstinden resultierende
Rapsproteinisolat charakterisiert sich mit niedrigeren Anteilen an Glucosinolaten und
Phytinsdure, welche vergleichsweise &hnliche Werte wie die Globulin- und
Albuminkonzentrate besitzen. Die Analytik zur Bestimmung der Sinapinsdure und deren

Equivalente wurde nur von dem Endprodukt, dem RPI, durchgefiihrt.

Tabelle 4-26: Zusammensetzung der antinutritiven Inhaltstoffe von RES und Rapsproteinisolat

RES

Antinutritive Inhaltstoffe RPI-1E RPI-2E RPI
Glucosinolate [pmol/g i. Tr.] 23,2 3,59 <0,1 2,27
Phytinséiure [g/100g i. Tr.] 2,02 1,30 4,29 2,31
Y SAE [g/kg i. Tr.] 15,2 1,1

Davon SA 1,09 0,23

n.a. n.a.

Davon SIN 9,03 0,17
Davon SG 2,21 <0,01

4.3.2.2. Zusammensetzung der Aminosduren

Das Aminoséureprofil der nach dem Prézipitationsverfahren hergestellten Rapsproteinisolate
ist tabellarisch wie folgt dargestellt. Aus den essentiellen Aminosduren sind das Cystein, das
Lysin und das Threonin die limitierenden Aminoséuren im Globulinisolat (RPI-1E). Dagegen
ist die Proteinfraktion RPI-2E anhand der Tabelle 4-27 durch hohe Mengen an den
schwefelhaltigen Aminosduren wie Methionin und Cystein und die Aminoséure Lysin
gekennzeichnet. Diese Proteinfraktion ist eine Napinfraktion, welche reich an Lysin und
schwefelhaltigen Aminosduren ist. Diese Eigenschaft von Napin ist auch von Wanasundara et
al. (Wanasundara, 2010; Wanasundara, 2008) dokumentiert. Die limitierende essentielle

Aminoséure der Proteinfraktion RPI-2E ist das Phenylalanin.
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Tabelle 4-27: Aminosdurezusammensetzung des RES und des Rapsproteinisolates

Aminosiure in g/100g RP RES RPI-1E RPI-2E RPI
MET 2,00 2,08 2,26 2,19
CYS 2,30 1,36 2,29 1,57
M+C 4,30 3,44 4,54 3,75
LYS 6,65 3,90 6,22 4,61
THR 4,63 4,09 4,83 4,37
TRP

ARG 6,24 7,07 7,07 7,20
ILE 4,07 4,52 4,63 4,84
LEU 7,27 8,65 8,55 8,69
VAL 5,31 5,42 5,71 5,78
HIS 2,73 2,43 2,98 2,56
PHE 4,10 5,27 4,63 5,23
TYR

GLY 5,22 5,59 6,49 5,89
SER 4,36 4,20 4,76 4,35
PRO 6,25 5,38 5,91 5,25
ALA 4,58 4,73 5,25 4,87
ASP 7,73 10,48 7,35 9,71
GLU 16,04 18,67 15,39 17,67

4.3.2.3. Zusammensetzung der Proteinfraktionen

Die elektrophoretischen Untersuchungen der Proteinisolatfraktionen wurden unter reduzierten
Bedingungen durchgefiihrt. Der erste Balken entspricht dem Prézipitationsriickstand aus der
1. Extraktion (Abbildung 4-35). Wie aus dem Elektropherogramm zu erkennen ist, besteht
diese Proteinfraktion nur aus Subeinheiten des Cruziferins. Wie im Abschnitt 4.3.1.2
aufgefiihrt wurde, fallen die Globuline aus der Extraktionslosung bei einem pH-Wert von 4
aus und werden als Globulinisolat mit hohem Proteingehalt gewonnen. Die zweite
Laufstrecke des Gels bestitigt, dass das Albumin als Hauptproteinfraktion in dieser
Proteinfraktion vorkommt. AuBerdem ist hier eine Bande im Bereich mit Molekiilmasse von
ca. 20 kDa zu beobachten, welche der B-Seitenketten des Cruziferins entsprechen. Eine

Erklarung dafiir ist die Dissoziation der Globuline von 12 S zu 7 S und 2-3 S bei hohen (wie
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pH=11) oder niedrigen pH-Werten (Schwenke, 1983). Die letzten drei Balken entsprechen
dem Rapsproteinisolat als Endprodukt fiir die Fischfiitterung. Es sind drei unterschiedliche
Stichproben analysiert. Die elektrophoretischen Ergebnisse bestdtigen, dass die

Globulinfraktion die Hauptproteinfraktion im Rapsproteinisolat darstellt (Abbildung 4-35).

RPI 100 f &9,9

|E2E RPIRPIRPI
78,0kDa ! 30 1
66,3 kDa == | 590
42,7kDa—"" 60 1
30,0 kDa ——w =0 40 - 29.6 29 8

= TR mz 10,5 1.2
17,2 kDa —w
12,3 kDa—* 0

RFI-1E RPI 2E
B Globulin [%4] Albumin [%] Bn.d. [%]

Abbildung 4-35: Elektropherogramm (SDS-PAGE) der Rapsproteinisolate (links) und
Proteinzusammensetzung der Rapsproteinisolate (rechts)

4.3.3. Charakterisierung der Produkteigenschaften

4.3.3.1. Thermodynamische Eigenschaften

Mittels DSC-Messungen konnte ein endothermer Peak der Denaturierung des Proteins (RPI-
1E) beobachtet werden. Eine Denaturierungstemperatur von 80,0 °C wund eine
Denaturierungsenthalpie von 5,38 J/g Protein wurde ermittelt. Fiir das Rapsproteinisolat aus
der 2. Extraktion wurde ein Warmeiibergang bei 98,2 °C (AHy = 3,54 J/g Protein) gemessen.
Die benétigten Wiarmemengen zur vollstindigen Denaturierung der Globulinisolate sind
niedriger im Vergleich zu den Globulinkonzentraten. Das ist eine Folge der bereits
eingetretenen Proteindenaturierung durch die Verdnderung der Proteinstruktur wihrend des

Prizipitationsprozesses.
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Tabelle 4-28: Denaturierungsenthalpie und -temperatur der Rapsproteinisolate

RPI-1E RPI-2E
o AHyinlJ/g AHyinlJ/g o AHqin J/g AHqin J/g
Tqin°C Probe Protein Tqin*C Probe Protein
1. Messung 79,9 1,985 5,451 98,2 0,787 3,528
2. Messung 80,1 1,962 5,305 98,2 0,791 3,543
Mittelwert 80,0 1,974 5,378 98,2 0,789 3,536
DSC /(mW/mg)
J/ exXo
0.181
Fliche: 1.985 I/g [1.1] RPI-1.E ngb-sds
Peak*: 79.9°C DscC
0.171 [2.1] RPI-2.E ngb-sd5
S e DSC
0.16] // wo
0.15=—+
0.14 -
] Fliiche: 0?8?% T/
0.13 Peak*: 98.2°C ¢
0.121

60 70 80 90 100 110 120
Temperatur /°C

Abbildung 4-36: DSC-Thermogramm des RPI-1E und des RPI-2E

4.3.3.2.  Anwendungstechnische - und Oberflicheneigenschaften

Die PartikelgroBenverteilung der Rapsproteinisolate wurde nicht analysiert, da sie durch die
Gefriertrocknung konserviert wurden und dadurch ihre Partikelgroe nicht von dem

Trocknungsverfahren sondern von dem nachfolgenden Mahlvorgang abhéngt.

Die Oberflachenpartikelstruktur von zerkleinertem Rapsproteinisolat aus der 1. Extraktion
wurde untersucht. Die Partikel wiesen eine unregelmifBige Partikelstruktur auf und besallen

eine pordse Partikeloberfliche (Abbildung 4-37).

i il & N Sl J‘ .
268-fache Vergroferung 500-fache VergroBerung 1000-fache VergroBerung
Abbildung 4-37: REM-Aufnahmen des RPI-1E
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5. Optimierung der Extraktionsbedingungen hinsichtlich der
Proteinausbeute

Fiir eine industrielle Umsetzung des Verfahrens zur Rapsproteinherstellung soll das Verfahren
wirtschaftlich gestaltet werden. Maximale Proteinausbeute ist Voraussetzung dafiir, was durch
hohe Proteinqualitit bzw. hohe PDI-Werte des eingesetzten Rapsschrotes und optimale

Prozessparameter wihrend des Extraktionsprozesses gewihrleistet werden kann.

Nachfolgend werden Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Verbesserung der
Proteinloslichkeit wihrend der Extraktion bzw. Proteinausbeute durch Auswahl
unterschiedlicher ~ Extraktionsbedingungen  dokumentiert. ~ Eine = Erhohung  der
Proteinloslichkeit durch  geeignetere  Extraktionsbedingungen kann eine  hohere
Proteinausbeute sichern, was die Wirtschaftlichkeit des Rapsproteinherstellungsprozesses
verbessert. Die Loslichkeit der Proteine kann durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst
werden. Im Rahmen der durchgefiihrten Extraktionsversuche kamen die Einstellung des pH-
Wertes und die Einsetzung ionenhaltiger LoOsungsmittel fiir eine Verbesserung der
Extraktionsbedingungen in Betracht. Die ausgewéhlten Extraktionsbedingungen bzw. -
parameter der durchgefiihrten Extraktionsversuche sind in der Tabelle 5-1 {ibersichtlich

zusammengestellt.

Tabelle 5-1: Ubersicht iiber die Extraktionsbedingungen der Versuche zur Verbesserung der
Proteinloslichkeit bzw. -ausbeute

Versuch 1. Extraktion 2. Extraktion

V-1 H,0, 1:10,45°C, 1 h 0,5M Na(Cl, 1:10,45°C, 1 h
0,5M Nac(Cl, 1:10, 45 °C, 1 h,

V-2 ) .. 0,5M NaCl, 1:10, 45 °C, 1 h, pH=9 NaOH
pH=5 Zitronensiure

V-3 0,5M Na(Cl, 1:10,45°C, 1 h H,0, 1:10, 45 °C, 1 h, pH=9 NaOH
H,0, 1:10,45°C, 1 h,

V-4 H,0, 1:10, 45 °C, 1 h, pH=9 NaOH

pH=5 Zitronenséure

Die Extraktionsversuche wurden mit einem RES-Ansatz von 3 kg durchgefiihrt. Das RES
wurde nach dem im Abschnitt 4.2.1.1 beschriebenen Verfahren hergestellt. Fiir die
Proteinausbeutekalkulation wurden das Ausgangsmaterial und die Extraktionsriickstéinde nach

jeder Extraktionsstufe auf ihren Proteingehalt untersucht. Aus den gewonnenen Ergebnissen
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soll die Auswirkung der untersuchten Proteinextraktionsparameter auf die Proteinldslichkeit

bzw. Proteinausbeute charakterisiert werden.

In der Abbildung 5-1 sind die errechneten Proteinausbeuten aus der 1. und 2. Extraktion und
entsprechend die Gesamtproteinausbeute grafisch dargestellt. Die Werte beziehen sich auf den

extrahierten Proteinanteil im Rapsschrot.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass hohere Proteinausbeuten bei Versuch V-2 (58 %) und V-3
(52 %) erreicht wurden. Hohere Ausbeuten wurden bei Extraktionen unter Einsatz von
Salzlosungen beobachtet. Durch eine zusétzliche Einstellung des pH-Wertes von 5 nimmt die
Proteinausbeute geringfiigig zu (V-2- 1E). Folglich wiesen die Salzextraktionen eine hdchste
Proteinextraktionseffizienz auf. Die Proteinausbeute aus der 1. Extraktion héngt stark von den
Extraktionsbedingungen ab. Dagegen unterscheiden sich die Extraktionsversuche in ihrer

Proteinausbeute aus der 2. Extraktion nicht wesentlich.

4l
6 mV-1 OV-2 BV-3 V-4 5800 53 0
s 4 45 4

4|:| _”/“' 36,1 34,['

32,0
I B VIR B
TR 1318 22,0
20 1|
1 |
7

l1E Gesamt

Proteitniansheute i %%

Abbildung 5-1: Einfluss der Extraktionsbedingungen auf die Proteinloslichkeit bzw. -ausbeute

Es wurde untersucht, welche Einfliisse auf die Proteinausbeute die Schrotqualitét hat. Drei
unterschiedlich verarbeitete Schrote, ein ethanolisch behandeltes Schrot, hergestellt nach dem
Verfahren laut Absatz 4.1.1.1, ein ethanolisch unbehandeltes Schrot, hergestellt nach dem
Verfahren laut Absatz 4.2.1.1, und ein industrielles Schrot, hergestellt nach dem Verfahren

laut Absatz 2.4.1, wurden verwendet.

Die Abbildung 5-2 dokumentiert die Ergebnisse aus den Proteinextraktionen mit dem

ethanolisch behandelten und unbehandelten Schrot. Die Extraktionsbedingungen sind in der
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Tabelle 5-1 (V-3) eingetragen. Die Proteinausbeute wurde bezugnehmend auf den

Proteingehalt des Extraktionsriickstandes ermittelt.

Wie der Abbildung 5-2 zu entnehmen ist, ist die Proteinextraktion aus dem ethanolisch
extrahierten Rapsschrot durch geringere Proteinausbeute gekennzeichnet. Infolge der wéihrend
der ethanolischen Extraktion stattgefundenen Proteinschddigungen wurde die Loslichkeit der
Proteine negativ beeinflusst, so dass der PDI-Wert um 60 % im Vergleich zu dem ethanolisch
nicht-behandelten Schrot reduziert wurde (s. Abschnitt 4.1.1.1 Abbildung 4-3).
Dementsprechend wirkt sich die Schrotqualitét auf die Proteinausbeute stark aus, sodass eine
Verringerung der Proteinausbeute um 40 % beim Ansatz vom ethanolisch behandelten

Rapsextraktionsschrot ermittelt wurde.

60  methanolisch unbehandeltes RES
aq | ethanolizch behandeltes RES

a0+ | 340

4

3a

I'.

20

Proteinausheute ih %%

L

10

l1E 2E Gesamt

Abbildung 5-2: Einfluss der ethanolische Behandlung des Rapsschrotes auf die Proteinausbeute

Fiir die Proteingewinnung aus industriell erzeugten Rapsextraktionsschrot wurde das Schrot
einer dreistufigen Extraktion unterzogen (Tabelle 5-2). Die Proteinausbeute wurde anhand der
Proteingehalte der Extraktionsriickstinde des jeweiligen Extraktionsschrittes berechnet.
AuBerdem wurde die Proteinausbeute in Anbetracht der gewonnenen Proteinmenge errechnet.

Die Ergebnisse aus diesem Extraktionsversuch sind in der Tabelle 5-3 eingetragen.

Der Versuch wurde mit einem RES-Ansatz von 5 kg durchgefiihrt. Die durch den Dekanter
abgetrennten Proteinldsungen wurden in dem nachfolgenden Verarbeitungsschritt zusammen
behandelt. Zur vollstindigen Abtrennung der wahrend der Extraktion eingesetzten Salze
wurde die Proteinlosung iiber eine 20 kDa Membran diafiltriert, bis die Leitfdhigkeit der
Proteinlosung zur Wertekonstanz reduziert wurde (ca. 2 mS/cm). EinschlieBend wurde das

Retentat getrocknet und auf seinen Proteingehalt untersucht.
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Tabelle 5-2: Ubersicht iiber die Extraktionsbedingungen des Extraktionsversuches mit kommerziell
verarbeitetem Rapsextraktionsschrot

Extraktion Extraktionsbedingungen

1. Extraktion H,0, 1:15,45°C, 2 h

2. Extraktion 5% NaCl, 1:10,45°C,2 h

3. Extraktion 0,1 N NaOH (pH=11), 1:10,45°C,2 h

Nach dieser Extraktionsmethode wurden etwa 28 % der im Rapsschrot erhaltenen Proteine
extrahiert. Das Schrot wurde industriell hergestellt, bzw. nach herkdmmlichen
Rapsverarbeitungsverfahren entolt (s. Unterkapitel 2.4.1). Wéhrend der Verarbeitungsschritte
wurde das Schrot thermisch sehr beansprucht, was zur Verringerung der Proteinloslichkeit
fiihrte, sodass das Schrot einen niedrigen PDI-Wert von 30,3 % aufwies (s. Unterkapitel

4.1.1.1 Abbildung 4-3). Demzufolge wurden niedrigere Proteinausbeuten erreicht.

Tabelle 5-3: Ubersicht iiber die Proteinausbeuten (Extraktionsversuch mit kommerziell verarbeiteten
Rapsextraktionsschrot)

Probebezeichnung Proteingehalt in % i. Tr. Pr(}i:it;:ziglt (::; % Proteinausbeute in %
Industrielles RES 34,36
Riickstand 1 31,08 3,28 9,54
Riickstand 2 26,53 4,55 13,24
Riickstand 3 24,80 1,74 5,06

27,83
Probebezeichnung Proteingehalt in % i. Tr. Masse in g Proteinausbeute in %
Zyklonprodukt 60,24 390
Fegeprodukt 61,44 113
Gesamt 60,84 503 19,65

Die Ergebnisse aus den Extraktionsversuchen mit unterschielich verarbeitetem Rapsschrot
zeigen, dass fiir eine effiziente Proteinextraktion aus dem Schrot die Schrotqualitit

entscheidend ist.
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6. Bewertung des ernihrungsphysiologischen Potenzials von hergestellten
Rapsproteinprodukten fiir die Fischernihrung

6.1. Vergleich der Nihrstoffzusammensetzung von Rapsproteinprodukten und
Fischmehl

Insgesamt wurden drei Versuchsserien zur Herstellung von unterschiedlichen
Rapsproteinprodukten ~ durchgefiihrt.  Aus  diesen = Untersuchungen  sind  vier
Rapsproteinprodukte zustande gekommen, welche sich in ihrer Nahrstoff-, Aminosdure- und
Proteinzusammensetzung infolge der verschiedenen Verarbeitungsverfahren unterscheiden.
Die Néhrstoffzusammensetzung und auch die Gehalte an antinutritiven Faktoren der
hergestellten Proteinprodukte und des Fischmehls sind in der folgenden Tabelle

zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 6-1: Zusammensetzung der nutritiven und antinutritiven Inhaltstoffe von den hergestellten
Rapsproteinprodukten und dem Fischmehl

Inhaltstoff RPK GK AK RPI Fischmehl
Rohprotein [Mass.-% i. Tr.] 71,2 56,3 70,1 86,6 69,0
Rohfett [Mass.-% i. Tr.] 0,6 0,37 0,38 3,2 7,0
Rohfaser [Mass.-% i. Tr.] 0,5 <0,5 <0,5 0,2 0,5
Rohasche [Mass.-% i. Tr.] 16,1 8,6 20,8 9,8 20,7
NfE [Mass.-% i. Tr.] 11,6 342 8,2 0,2 2,8
Bruttoenergie‘ [MJ/kg i. Tr.] 19,4 19,6 18,4 22,0 19.9
Glucosinolate [umol/g i. Tr.] 1,32 2,31 <0,1 2,27 -
Phytinsiure [g/100g i. Tr.] 1,77 1,53 2,04 2,31 -
Y. SAE [g/kg i.Tr.] 0,13 3,72 0,39 1,1

Davon SA 0,04 < 0,01 0,12 0,23

Davon SIN <0,01 2,46 0,02 0,17

Davon SG <0,01 0,04 <0,01 <0,01

1Berechnung: Rohprotein = 23,9 MJ/kg; Rohfett = 39,8 MJ/kg; Rohfaser, NfE: 17,6 MJ/kg

Die durch unterschiedliche Bearbeitungsverfahren erzeugten Rapsproteinprodukte zeichnen
sich durch hohere Proteinkonzentrationen im Vergleich zu Fischmehl aus. Eine Ausnahme
macht das Globulinkonzentrat durch seinen um ca. 20 % niedrigeren Proteingehalt gegeniiber
dem Fischmehl. AuBerdem weist dieses Proteinprodukt einen ziemlich hohen Gehalt an

Kohlenhydraten (NfE) auf. Ebenfalls ist der hohe Gehalt an Rohasche bei
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Albuminkonzentraten auffdllig, was mit dem unvollstindigen Auswaschen der Salze
verbunden ist. Allerdings ist der Rohaschegehalt des Albuminkonzentrates vergleichbar mit

dem von Fischmehl.

6.2. Vergleich der Aminosiurezusammensetzung von Rapsproteinprodukten und
Fischmehl

In der Tabelle 6-2 sind die Gehalte an essentiellen Aminosduren in den erzeugten
Rapsproteinprodukten und dem Fischmehl zusammengefasst. Bemerkenswert ist, dass alle
Rapsproteinprodukte, besonders diejenigen, die viel Napin enthalten, viel reicher an der
schwefelhaltigen Aminosdure Cystein im Vergleich zu Fischmehl sind. Die albuminreicheren
Rapsprodukte weisen auch hohere Lysingehalte auf. Bei dem Globulinkonzentrat und dem
Rapsproteinisolat ist das Lysin eine limitierende Aminosdure. Diese Produkte weisen einen

niedrigeren Lysingehalt im Vergleich zu Fischmehl auf.

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass hochwertige Rapsproteinprodukte mit hohem
Proteingehalt hergestellt wurden, deren Aminosdureprofil den Anforderungen an die

Fischernéhrung entspricht.

Tabelle 6-2: Aminosidurezusammensetzung der hergestellten Rapsproteinprodukte und des
Fischmehls

Aminosiure in g/100g RP RPK GK AK RPI Fischmehl
MET 2,16 2,26 2,08 2,19 2,37
CYS 3,78 2,34 3,47 1,57 0,80
M+C 5,94 4,59 5,55 3,75 3,17
LYS 7,28 5,44 7,26 4,61 6,55
THR 4,16 4,76 4,60 4,37 3,90
TRP 0,84
ARG 6,68 6,51 6,73 7,20 5,84
ILE 3,82 3,77 3,95 4,84 3,63
LEU 7,45 7,34 7,72 8,69 6,46
VAL 5,11 4,76 5,04 5,78 4,45
HIS 3,57 2,78 3,38 2,56 2,00
PHE 3,68 4,36 3,88 5,23 3,52
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6.3. Fischmehlaustausch durch Rapsproteinprodukte

Die hergestellten Rapsproteinprodukte wurden als Alternative zu Fischmehl in Futtermitteln
fiir juvenile Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss W.), juvenile Steinbutt (Psetta
maxima L.), juvenile Karpfen (Cyprinus carpio L.) und juvenile Welse (Silurus glanis L.)
getestet. Die Flitterungsversuche wurden am Institut fiir Fischereiokologie (AuBenstelle
Ahrensburg) des Johann Heinrich von Thiinen Institutes, Bundesinstitut fiir Landliche Rédume,
Wald und Fischerei, und an der Gesellschaft fiir Marine Aquakultur mbH Biisum von Herrn
Slawski im Rahmen seiner Dissertation durchgefiihrt. Im Folgenden werden die
Versuchsergebnisse der Untersuchungen zur Fischmehlsubstitution durch die hergestellten
Rapsproteinprodukte kurz dargelegt. Eine zusammenfassende Ergebnisdarstellung der
Fischfiitterungsversuche zeigt die Tabelle 6-3 (Slawski, 2011; Nagel, et al., 2012; Nagel, et
al., 2012).

Es wurde festgestellt, dass die Wachstumsleistungen, die Futteraufnahme und die
Futterverwertung der Regenbogenforellen bei einem Fischmehlersatz durch das
Rapsproteinkonzentrat nicht signifikant beeinflusst waren. Ebenfalls wurden keine
Unterschiede in dem lichtmikroskopisch untersuchten Verdauungstrakt zwischen den
Gruppen beobachtet. Die Blutparameter wie Hématokrit und Hdmoglobin sowie Glucose,
Triglyceride und Gesamtprotein waren gruppeniibergreifend genauso identisch. Folglich
konnten bis zu 100 % des Fischmehls in Futtermitteln fiir juvenile Regenbogenforellen durch

das Rapsproteinkonzentrat ersetzt werden (Slawski, 2011).

Desweiteren wurde das Rapsproteinkonzentrat als Fischmehlalterinative in Futtermitteln fiir
juvenilen Steinbutt eingesetzt. Bei dieser Fischart konnten 33 % des Fischmehls durch das
Rapsproteinkonzentrat ohne negative Auswirkungen auf die Wachstumsleistung und den
Gesundheitsstatus der Fische ausgetauscht werden. Bei einer héheren Austauschrate (66 %)
wurden signifikant niedrigere Gewichtszunahmen und Futteraufnahme beobachtet. Die
Unterschiede in der Futterauthahme beruhen vermutlich auf der Sensibilitét dieser Fischart fiir
den Futtermittelgeschmack, der durch den hohen Anteil an Rapsproteinkonzentrat im
Futtermittel infolge des negativen Einflusses der Glucosinolate und deren Abbauprodukte

verdndert ist (Slawski, 2011).

Weiterhin wurde die Eignung des Rapsproteinkonzentrates fiir die Ernédhrung von juvenilen

Karpfen untersucht. Eine Fischmehlsubstitution von 33 % wurde erreicht. Bei hoherem
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Einsatz des Rapsproteinkonzentrates waren Futteraufnahme und Futterverwertung signifikant
verringert. Infolge dessen zeigten diese Versuchsgruppen geringere Gewichtszunahmen.
Vermutlich ist ein Grund dafiir die mogliche negative Beeinflussung des

Futtermittelgeschmacks (Slawski, 2011).

Das Rapsproteinkonzentrat wurde als Fischmehlsubstitut in der Erndhrung von juvenilen
Welsen eingesetzt. Bei einem Fischmehlersatz von 25 % waren Wachstumsleistungen,
Futteraufnahme und Futterverwertung nicht signifikant verschieden zu der Kontrollgruppe.
Eine Erhohung des Anteils an Rapsproteinkonzentrat im Fischfutter fiihrte zu geringerer
Futteraufnahme, verringerter Futterverwertung und abnehmenden Wachstumsleistungen

aufgrund der verschlechterten Futtermittelqualitat und des -geschmacks (Slawski, 2011).

Die Globulin- und Albuminkonzentrate wurden als Fischmehlersatz in Futtermitteln fiir
juvenile Regenbogenforellen getestet. Die Néhrstoffverdaulichkeit der fraktionierten
Rapsproteinkonzentrate wurde untersucht. Es zeigte sich, dass die Verdaulichkeit des Proteins
aus Fischmehl (89,2t 1,1 %) und Globulinkonzentrat (88,8 % 0,6 %) signifikant héher als bei
dem Albuminkonzentrat (77,7%£1,4 %) war. Entsprechend war die Verdaulichkeit des
Trockenfutters mit den Albuminkonzentraten niedrig und mit den Globulinkonzentraten
gleich hoch im Vergleich zu der von Fischmehl. Trotz des hoheren Proteingehaltes, des
besseren Aminosédureprofils und auch der niedrigeren Gehalte an antinutritiven Inhaltsstoffen
(AuBnahme macht Phytinsdure) wies das Albuminkonzentrat niedrigere Proteinverdaulichkeit
auf. Dies geht vermutlich auf den hoheren Gehalt an Phytinsdure, die die antinutritive
Eigenschaft zur Hemmung der Protein- und Phosphorverfiigbarkeit und -verdaulichkeit
besitzt, dieser Proteinfraktion zuriick. Aulerdem wurde fiir die Rapsalbumine in der Literatur
auch eine allergene Wirkung beschrieben. Allerdings ist es nicht bekannt, ob das allergene
Potenzial des Napins einen Einfluss auf die Fischgesundheit nehmen kann (Slawski, 2011;

Nagel, et al., 2012).

Die Fiitterungsversuche mit Globulin- und Albuminkonzentraten zeigten, dass mit 50 %
Fischmehlaustausch durch Albuminkonzentrat die Wachstumsleistungen, die Futteraufnahme
und die Uberlebensrate mit den Ergebnissen aus der Kontrollgruppe iibereinstimmen. Es
wurde kein gelungener Fischmehlaustausch durch Globulinkonzentrate beobachtet. Der hohe
Gehalt an Kohlenhydraten (NfE) und Geschmacksbeeintrachtigungen konnen als Ursachen
dafiir betrachtet werden (Slawski, 2011; Nagel, et al., 2012).
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Nachfolgend wurde das Potenzial des hergestellten Rapsproteinisolates als
Fischmehlalternative untersucht. Als Versuchsfische wurden juvenile Steinbutte ausgewéhlt.
Die Proteinverdaulichkeit des Fischmehls (76,2%+1,5 %) und des Rapsproteinisolates
(76,8£1,9 %) wiesen dhnliche Werte auf. Die Wachstumsleistungen, Futteraufnahme und
Futterverwertung  zeigten keine negative  Beeintrachtigung bei 33 %-igem
Fischmehlaustausch. Ein hoherer Fischmehlersatz durch das Rapsproteinisolat (66 % und 100
%) verursacht eine Reduzierung der Futteraufnahme und der Futterverwertung, was zu
geringerer Wachstumsleistung fithrt. Die Blutparameter wie Héamatokrit, Glucose,
Triglyceride und Cortisol unterschieden sich nicht zwischen den
Behandlungsgruppen. Dagegen wurde eine signifikante Verringerung des Blutparameters
Gesamtprotein bei Austauschraten von 66 % und 100 % festgestellt. Histopathologie von
Lebergewebe zeigte eine leichte Hypertrophie von Hepatozyten in der Kontrollgruppe und
eine schwere Hypotrophie in Fisch mit gefiittertem Fischfutter, dessen Fischmehl zu 33 % mit
Rapsproteinisolat ausgetauscht wurde. Entsprechend den verringerten Konditionsfaktor und
hepatosomatischen Index wurde eine leichte Hypotrophie der Hepatozyten bei der Testgruppe
mit 100 % Fischmehlaustausch beobachtet. Es wurden keine Abnormititen des Mitteldarms
bei allen Behandlungsgruppen gefunden. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass
das Rapsproteinisolat 33 % des Fischmehls in Futtermitteln von Steinbutt effektiv ersetzen

kann (Nagel, et al., 2012).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die hergestellten Rapsproteinprodukte grofes
Potenzial fiir die Fischerndhrung haben. Besonders fiir die Erndhrung von
Regenbogenforellen eignet sich das Rapsproteinkonzentrat am Besten und kann als

hervorragende Fischmehlalternative betrachtet werden.
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Tabelle 6-3: Ubersicht iiber die Fischfiitterungsergebnisse (Slawski, 2011; Nagel, et al., 2012; Nagel, et al., 2012)
RPK GK AK RPI
Regenbogenforelle';
Fischart ) g ) g N 4 Regenbogenforelle Steinbutt
Steinbutt”; Karpfen™ ; Wels
oo - 66 100
Fischmehl- 2 0 33 66 _
austauschrate 3 0 50 75 100 50 75 100 0 33 66 100
° 0 33 66 100
[%o]
Y0 25 50 75
ANF der 0,26° 0,39
Futtermittel’ ! - ; , 023°  047° 058 <0,1 <0,1 <0,1 0,19 037 057
. 6 0,35 0,52
Glucosinolate
[nmol/g] 0,20°  0,40°
Phytinséiure’ ? - 0,317 046" 0617 0377 056 0,75 0,18 0,48 0,78 1,08
7 7
[g/100g] 0,25 0,52
3 Wiederholungen je
! Versuchsgruppe; je 12 Fische; 84
Tage Versuchsdauer
3 Wiederholungen je
2 . .
\Y h ; je 14 Fische; 84
Aufbau der CISUCISEIUPPE; J© 15EHE . . 3 Wiederholungen je
Tage Versuchsdauer 3 Wiederholungen je Versuchsgruppe; .
Fiitterungs- 3 Wiederhol i je 10 Fische; 70 Tage Versuchsdauer Versuchsgruppe;
versuche 3 tederholungen je J ’ & je 15 Fische; 56 Tage Versuchsdauer

Versuchsgruppe; je 10 Fische; 56
Tage Versuchsdauer

3 Wiederholungen je
Versuchsgruppe; je 16 Fische; 63
Tage Versuchsdauer
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Fortsetzung der Tabelle 6-3
RPK GK AK RPI
Regenbogenforelle';
Fischart . eger; ogen 0re3: © 4 Regenbogenforelle Steinbutt
Steinbutt”; Karpfen™ ; Wels
37,6 - 37,4 38,5
: 73,1 74,1 73,3 -
Anfangsgewicht 314 318 314 314 313 310 319 320 321 31,8 322
[g/Fisch] 26,4 26,7 26,5 27,2
87.8 85,5 86,1 86,7
102,8 - 94,0 97,0
; 147,5*  145,0* 122,2° -
Endgewicht . 913  77,7°  663° 60,8 90,6 79,7° 799" 984° 824 53,1° 458
[g/Fisch] 73,5° 71,2° 60,6 49.7°
279.8*  264,0° 2184° 1594°
173,4 - 1513 1519
s ohis- 101,8*  957° 66,7 - , ,
Gewichts® . . . . 190,8" 1443° 111,1° 93,6° 188,5" 157,1" 150,5° 207,5° 156,7° 67,0  42,2°
zunahme” [%] 178.4 167,0 128,7 83,3
218,7°  208,8° 153,6°  83,9°
1,19 - 1,10 1,10
9 0’833 0,803 O’6lb - a b c c a b b a a b b
SWR’ [%/Tag] X 1,57 131 1,09 097° 1,57° 139" 1,35 2,00 1,68 0,91 0,63
1,83° 1,75° 1,47 1,08°
1,84° 1,79 1,48° 0,97°
78,5 - 75,8 74,7
73,9 82,6 58,2° -
Futteraufnahme . 67,6 57,1% 49,5 44,0° 603% 52,7% 543 1,485 1328 1,05 0,73%"
[g/Fisch] 51,5 49,4 422 34,8°
102,9° 97,1° 85,7° 60,9°
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Fortsetzung der Tabelle 6-3
RPK GK AK RPI
Regenbogenforelle';
Fischart ) eger; osen 0re3: © 4 Regenbogenforelle Steinbutt
Steinbutt”; Karpfen™ ; Wels
1,09 - 1,22°  1,18®
“ 1,000 116" 1,20° - , . ) X
FQ" [g/g] . 1,14 126> 1,41° 1,39 1,02° 1,09 1,04° 0,74 078" 1,10 1,18
1,09 LI® 1,24 1,56
0,53* 0,56 0,68  0,86°
1,90° - 1,70° 1,80
u 1,75° 1,49° 1,42° - , . . . ) )
PER . 1,80 1,61 1,38 1,44° 1,92 1,72 1,65 231*  2,17° 1,55 1,45
36,96°  36,09° 32,72°  26,18°
1,13° LI* 092>  0,72¢
k.A. - k.A. k.A.
5 1,80° 1,76 1,56° - b b b
K kKA. kA kA kA kA kA kA 1,87 1,94 1,84 1,72
k.A. k.A. k.A. k.A.
0,57 0,62 0,61 0,61
1,74 - 1,71 1,67
Bruttoenefsgie- 1,57 1,78 1,27° - . . .
aufnahme ) . b LS4 132° 16t 1,04 1390 1,22° 1,28 k.A. k.A. k.A. k.A.
[MJ] 1,09° 1,06" 0,91 0,75
2,33° 224 1,98° 1,41°
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Fortsetzung der Tabelle 6-3
RPK GK AK RPI
Regenb forelle';
Fischart _ eger21 ogen orc;: © 4 Regenbogenforelle Steinbutt
Steinbutt”; Karpfen™ ; Wels

" 100 - 97,2 91,7
{0 4 2044 100 100 -
Uberlebensrate™ 96,6° 466" 5000 466" 966° 767 5000 100 100 100 100
[Yo] 96,7 96,7 93,3 96,7

kA k.A. k.A. k.A.

! 100 %
Erreichter 2 33 9%
Fischmehl- ; 0% 50 % 33%
austausch 33%

! 25%

*kalkuliert anhand der Konzentrationen in den Rohstoffen

$Gewichtszunahme (%) = (Endgewicht - Anfangsgewicht) x 100/Anfangsgewicht

’Spezifische Wachstumsrate (SWR, %/Tag) = (In Endgewicht - In Anfangsgewicht) x100/Fiitterungstage
"Futterquotient (FQ, g/g) = g Trockenfutteraufnahme/g Gewichtszunahme

"Proteinwirkungsverhiltnis (PER) = g Gewichtszunahme/g Proteinaufnahme

"Fulton’scher Konditionsfaktor (K) = g Kérpergewicht/cm Gesamtlidnge® x 100

PBruttoenergieaufnahme (MJ) = Bruttoenergiegehalt im Versuchsfutter x g Futteraufnahme

“Uberlebensrate (%) = (Anzahl Fische Versuchsbeginn - Anzahl Totfische)/Anzahl Fische Versuchsbeginn x 100
Ptigliche Futteraufnahme (% Kérpergewicht/Tag)

“PWerte in denselben Zeilen mit unterschiedlichen Indices sind signifikant verschieden (Tukey Test; P < 0,05)

120



Halime N. Adem Zusammenfassung und Ausblick Dissertation

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Rapsverarbeitung nimmt heutzutage aufgrund der global steigenden Nachfrage nach
Olsaaten fiir die menschliche Erndhrung und die industrielle Verwertung weltweit zu. Bei der
Olgewinnung aus Rapssamen fallen enorme Mengen an proteinreichen Beiprodukten an. Die
hohe biologische Wertigkeit aufgrund der ausgewogenen und hochwertigen
Aminosdurezusammensetzung, der hohe Proteingehalt, die Verfiigbarkeit und die hohe
Preiswiirdigkeit der Rapsschrote machen die Rapsproteine als Fischmehlalternativa fiir die
nachdriicklich proteinbediirftige Aquakulturundustrie sehr attraktiv. Durch Ersatz des
Fischmehls im Fischfutter durch Rapsproteine kann das Futterproblem des Aquakultursektors

geldst werden und dazu beitragen, die weitere Uberfischung der Fischbestiinde zu vermeiden.

Neben Protein enthidlt das Rapsextraktionsschrot hohe Mengen an Kohlenhydraten,
Faserstoffen und antinutritiven Komponenten, welche die nutritive Qualitit des Rapsproteins
senken kdnnen und somit seinen Einsatz als Rohstoff fiir Fischfutterproduktion einschranken.
Deshalb zielte die vorliegende Arbeit auf die Gewinnung von fiir die Fischerndhrung
geeigneten Rapsproteinprodukten, welche nachfolgend als Fischmehlalternative evaluiert

wurden.

Eine Grundvoraussetzung fiir die Proteingewinnung aus Raps ist ein schonend behandeltes
Ausgangsmaterial, welches sich durch hohe Proteinldslichkeit auszeichnet. Da die industrielle
Rapsverarbeitung auf die Olgewinnung orientiert ist, sind Verarbeitungstechnologien zum
Erreichen von maximaler Olausbeute in den Olmiihlen etabliert worden, welche aber die
Schrotqualitdt vermindern. Besonders wihrend des Desolventisierungsprozesses wird das
Schrot thermisch stark beansprucht, was zur Denaturierung der Proteine und daher zur
deutlichen Verringerung der Proteinldslichkeit fiihrt und die Proteinextraktion aus dem Schrot
erschwert. Ebenfalls tritt eine Reduktion der Aminosdurenverfiigbarkeit und der
Proteinverdaulichkeit auf (Schone, et al., 2007). Eine Extraktion der Proteine aus dem in den
Olmiihlen erzeugten Rapsextraktionsschrot ist zwar moglich, aber nur mit geringer Ausbeute
bei reduzierten erndhrungsphysiologischen Eigenschaften. Um hochwertige Rapsproteine fiir
den Einsatz in der Fischzucht zu erzeugen, sollten daher Verfahren zur Olgewinnung
eingesetzt werden, welche die Schrotqualitit und die nutritiven Eigenschaften der

Rapsproteine nicht negativ beeinflussen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden geeignete Verfahren fiir die Proteingewinnung aus Raps
unter dem Gesichtspunkt der Entwicklung von qualitits- und ausbeuteorientierten
Proteinextraktionsverfahren und neuen proteinschonenden Saatverarbeitungstechnologien
untersucht, welche die Besonderheiten der Rapsproteine beriicksichtigen. Im kleintechnischen
Malstab wurden Verfahrensentwicklungen fiir die Herstellung von Rapsproteinkonzentrat,

Globulin- und Albuminkonzentrat und Rapsproteinisolat erarbeitet.

Das erste Untersuchungsziel der Arbeit war die Herstellung von Rapsproteinkonzentrat,
welches sich aus den beiden Rapssamen-Speicherproteinen, 2-S-Albumine (Napin) und 12-S-
Globuline (Cruziferin) zusammensetzen. Das Verfahren zur Rapsproteinkonzentratherstellung
beinhaltete einen technologischen Prozess zur wissrigen Proteinextraktion aus dem schonend
verarbeiteden Rapsextraktionsschrot. Zur Absicherung der Produktqualitdt durch Vermeidung
der Glucosinolathydrolyse wihrend der Proteinextraktion wurde die Rapssaat zur
Mpyrosinaseinaktivierung ~ wéirmekonditioniert.  Folglich wurde die Rapssaat zu
Rapsextraktionsschrot durch Kaltpressverfahren und Losungsmittelextraktion verarbeitet. Zur
Hexanentfernung wurde ein proteinschonendes Desolventisierungsverfahren eingesetzt, mit
dem ein Rapsextraktionsschrot erzeugbar ist, das thermisch nicht geschidigt ist und iiber eine
hohe Proteinloslichkeit (gemessen als PDI) verfiigt. Da die nutritive Qualitit der Rapsproteine
fiir die Fischerndhrung von den antinutritiven Inhaltsstoffen wie den Glucosinolaten stark
abhiangt, wurde das schonend hergestellte Rapsextraktionsschrot einer ethanolischen
Behandlung unterzogen. Allerdings wurde ermittelt, dass die Proteinldslichkeit durch die
ethanolische Extraktion wesentlich verringert wird. Die Proteinextraktion aus dem Schrot
erfolgte durch wissrige Extraktionsverfahren. Durch eine zweistufige wissrige Extraktion
und nachfolgende Proteinaufreinigung durch Membranfiltrationstechnik konnten hochwertige
Rapsproteinkonzentrate mit einem Proteingehalt von tiiber 70 Mass.-% 1. Tr., einer
ausgewogenen Aminosdurezusammensetzung und reduzierten antinutritiven Substanzen
erzeugt werden. Allerdings wurden niedrige Proteinausbeuten (ca. 29 % bezogen auf den

Proteingehalt des Schrotes) erreicht.

Als néchstes wurde die Fraktionierung der beiden Speicherproteine im Raps untersucht. Um
hohere Ausbeuten zu erreichen, wurde die ethanolische Extraktion des Schrotes
ausgeschlossen. Die Globulin- und Albumingewinnung erfolgte durch Auswahl
unterschiedlicher Extraktionsbedingungen und anschlieBender separativer Behandlung von
wissrigen Proteinextrakten. Auf diesem Wege wurden zwei Proteinkonzentrate hergestellt,

welche reich an Globulinen (nachfolgend als Globulinkonzentrat bezeichnet) und
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entsprechend an  Albuminen (bezeichnet als  Albuminkonzentrat) sind. Die
Albuminkonzentrate zeichneten sich durch einen hoheren Proteingehalt gegeniiber den
Globulinkonzentraten aus. Aufler der Phytinsdure sind die Gehalte an antinutritiven Faktoren
in  Albuminkonzentrat niedriger im Vergleich zu Globulinkonzentrat. Bei dem
Gewinnungsprozess von Globulin- und Albuminkonzentraten konnten deutlich hohere

Proteinausbeuten (ca. 47 % bezogen auf den Proteingehalt des Schrotes) erreicht werden.

Als dritter Ansatz wurden Rapsproteinisolate hergestellt. Zur Isolatgewinnung wurden die
Proteinextrakte einem nachfolgenden Prézipitationsschritt unterzogen. Daraus wurden zwei
Proteinpriparate, ein Globulinisolat mit von {iiber 95 % Proteinkonzentration und ein
albuminreiches Proteinprodukt, dessen Proteingehalt einem Isolat nicht entspricht, gewonnen.
Das Rapsproteinisolat wurde aus den beiden Fraktionen hergestellt. Allerdings soll bemerkt
werden, dass die Albumine durch den Prézipitationsprozess nicht ausreichend gewonnen
wurden. Demzufolge ist das Verfahren durch niedrige Proteinausbeuten charakterisiert (20 %

bezogen auf den Proteingehalt des Schrotes).

Alle hergestellten Rapsproteinprodukte wiesen eine hervorragende
Aminosdurezusammensetzung auf und verfligen iiber ein fiir die Fische sehr giinstiges

Aminosdurenmuster.

Die erzeugten Rapsproteinprodukte wurden als Fischmehlalternative in Futtermitteln fiir
juvenile Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss W.), juvenilen Steinbutt (Psetta maxima
L.), juvenile Karpfen (Cyprinus carpio L.) und juvenile Welse (Silurus glanis L.) evaluiert.
Die hochste Austauschrate wurde bei dem Rapsproteinkonzentrat erreicht. In dem Futtermittel
fiir die Regenbogenforellen konnte das Rapsproteinkonzentrat bis zu 100 % des Fischmehls
ersetzen. Die fraktionierten Proteinkonzentrate zeigten niedrigere Fischmehlaustauschraten
bei juvenilen Regenbogenforellen. Keine Fischmehlsubstitution mit den Globulinkonzentraten
war moglich bei den untersuchten Fischmehlaustauschraten (0 %, 50 %, 75 % und 100 %).
Angeblich liegt die erreichbare Austauschrate zwischen 0 % und 50 %. Durch das
Albuminkonzentrat konnten 50 % des Fischmehls in den Futtermitteln fiir die
Regenbogenforellen substituiert werden. Ein Fischmehlaustausch durch
Rapsproteinkonzentrat von 25 % wurde bei juvenilen Welsen erreicht. Steinbutt und Karpfen
konnten eine Futtermittelformulierung mit 33 % Rapsproteinkonzentrat ertragen. Das
Rapsproteinisolat konnte 33 % des Fischmehls in den Futtermitteln fiir Steinbutt austauschen.

Die niedrigeren Austauschraten sind mit der Sensitivitit dieser Fischarten auf den
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Futtergeschmack zu erkldren, welcher vermutlich durch Sinapine und/oder die Glucosinolate
und deren Spaltprodukte beeinflusst wurde. Es ist nicht ausgeschlossen, dass wéhrend der
Proteinverarbeitungstechnologie Abbauprodukte der Glucosinolathydrolyse infolge der nicht
ausreichenden Myrosinaseinaktivierung entstanden sind. Es ist darauf hinzuweisen, dass eine
Verbesserung des Myrosinaseinaktivierungsverfahrens unbedingt erforderlich ist. Zum Ziel

kann eine hydrothermische Behandlung in Betracht gezogen werden.

Aus den Ergebnissen der Fiitterungsversuche ldsst sich schlieBen, dass die hergestellten
Rapsproteinprodukte als Eiweilitrager im Fischfutter erfolgreich eingesetzt werden konnen.
Dabei ist das Rapsproteinkonzentrat in der Lage das Fischmehlprotein in der Erndhrung von
Regenbogenforellen ohne weiteres vollstindig zu ersetzen. Um die Effizienz des
Rapsproteinkonzentrates fiir die anderen untersuchten Fischarten bzw. des Globulin- und
Albuminkonzentrates und des Rapsproteinisolates als Fischmehlalternative zu steigern,
konnen Geschmacksverbesserer, Verdauungsforderer, eine Vorbehandlung mit Phytase zum

Einsatz kommen.

Angesichts der guten Aussichten auf den Einsatz der hergestellten Rapsproteinprodukte,
besonders des Rapsproteinkonzentrates, im Aquafeed erhebt sich die Frage der industriellen
Umsetzbarkeit bzw. Wirtschaftlichkeit des Rapsproteinherstellungsverfahrens. Folglich soll
kiinftig eine eingehende 6konomische Betrachtung des Prozesses vorgenommen werden. Um
den Herstellungsverfahren wirtschaftlich zu gestalten, soll an erster Stelle die Qualitit des
Ausgangsmaterials, d.h. des Rapsextraktionsschrotes verbessert werden, da von der
Schrotqualitdt sowohl die extrahierte Proteinmenge als auch die Proteinqualitdt abhdngen. Es
zeigte sich, dass das Proteinextraktionsverfahren auf der Basis von kommerziell verfiigbarem
Rapsextraktionsschrot wirtschaftlich nicht umgesetzt werden kann. Die Erh6hung der Qualitit
bzw. der Proteinldslichkeit des Rapsextraktionsschrotes ist ein wesentlicher Beitrag zur

Verbesserung der Wirtschaftlichkeit der Rapsproteinherstellung.

Im Aspekt zur wirtschaftlichen Gestaltung des Herstellungsverfahrens im industriellen
Malfstab und der Verbesserung des nutritiven Wertes der Rapsproteinprodukte leiten sich aus

den Untersuchungsergebnissen folgende Schwerpunkte fiir weiterfithrende Arbeiten ab:

e Industrielle Umsetzung von bereits entwickelten Verfahren zur schonenden
Desolventisierung bzw. Entwicklung von neuen Desolventisierungsverfahren, die fiir

eine nachfolgende Proteingewinnung geeignetes Schrot erzeugen, aber bei denen
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herkémmliche DDTK ohne konstruktive Anderungen eingesetzt werden kdnnen

Optimierung der Proteinextraktion fiir die Gewinnung des vollstindigen Anteils an

extrahierbarem Protein

Optimierung der Cross-Flow-Ultrafiltration von Rapsproteinldsungen und

Entwicklung eines effizienten Membranreinigungsverfahrens

Weitere Reduzierung der antinutritiven Inhaltsstoffe bzw. Optimierung des Verfahrens

der Myrosinaseinaktivierung

Als Resume kann man festhalten, dass die hergestellten Rapsproteinprodukte grof3es Potenzial

fiir die Fischerndhrung haben. Ein Fischmehlaustausch durch Rapsproteine bedeutet ein

Entgegenwirken der weiteren Uberfischung der Weltmeere und eine Verbesserung des

marinen Okosystems. Gleichzeitig eréffnet diese Anwendungsapplikation die Option auf neue

Moglichkeiten der Wertschopfung aus der Rapsverarbeitung.
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