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|. Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

BW Biologische Wertigkeit

bzw. beziehungsweise

CCM Corn — Cob — Mix

CD circular diochoism

dt. Deutsch

DIAAS Digestible Indispensable Amino Acid Score

eng. Englisch

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
FNB Food and Nutrition Board

IOM Institute of Medicine

lat. Lateinisch

LKS Lieschkolbenschrot

NPU Net Protein Utilization

PDCAAS Protein Digestibility — Corrected Amino Acid Score
PER Protein Efficiency Ration

PK Presskuchen

USA United States of America

WHO World Health Organization




Il. Symbolverzeichnis

Symbol Bedeutung Einheit
A Asche bzw. Aschegehalt g, %
CHCL Konzentration der Mal3losung mol/l
CVv Genauigkeit der Birette bezogen auf %
Nennvolumen
d Genauigkeit der Waage g
fijeldanl Kjeldahl - Faktor
Mgesamt Startgewicht bzw. Gesamtgewicht g
Mn Molare Masse Stickstoff g/mol
MProbe Eingewogene Masse der Probe g
Mprotein(extrahiert/ausgefall) | Masse extrahiertes/ausgefalltes Protein in g
Gesamtprobe
MProtein(Probe) Masse Gesamtprotein in Ausgansprobe g
Mtrocken Restgewicht bzw. Trockengewicht g
oR Organischer Rest g, %
oTS Organische Trockenmasse, -substanz g, %
P Proteinmasse bzw. Proteingehalt der Probe %, g
R Volumengenauigkeit der Birette %
TS Trockenmasse bzw. Trockensubstanzgehalt g, %
VHe Verbrauch an Maf3loésung mi
Y Protein Ausbeute Protein %
YT1s Ausbeute TS %
w Reinheit bzw. Massenanteil %




1. Einleitung

Da durch die verbesserte medizinische Versorgung die Lebenserwartung allgemein deutlich
verlangert werden konnte, vergréRert sich die Weltbevélkerung immer weiter. Wéahrend in
Industrielandern die Zahl durch sinkende Geburtsraten grofdtenteils stagniert, steigen die
Bevolkerungszahlen vor allem in Schwellen- bzw. Entwicklungslandern deutlich an. Wahrend
1950 noch knapp 2 Mrd. Menschen auf der Welt lebten, waren es 50 Jahre spéter schon
dreimal so viel. 2018 haben wir bereits eine Weltbevilkerung von 7,6 Mrd. Menschen erreicht,
die sich nach Prognosen der Vereinten Nationen bis 2050 auf 9,8 und bis 2100 auf 11,2 Mrd.

vergrofRern soll. [1]

Aufgrund dieses starken Wachstums sind eine effiziente und mdéglichst vollstandige
Verwendung und Verwertung der zu Verfiigung stehenden Ressourcen notwendig. Dies gilt
zwar vor allem fir fossile, aber auch fir erneuerbare Rohstoffe. Dabei soll Energie gespart
und gleichzeitig die Umwelt geschont werden. Die Idee der Nachhaltigkeit, die Welt in einem
guten Zustand fur zukinftige Generationen zu hinterlassen, riickt daher vor allem im letzten

Jahrhundert immer weiter in den Vordergrund.

Die Nutzung von sogenannten Reststromen in der Industrie aber auch in der
Lebensmittelherstellung ist daher ein wichtiger Schritt in die richtige Richtung. Bei der
Gewinnung von Ol aus Maiskeim und Soja bestehen diese Reststrome vor allem aus
sogenannten Presskuchen. Diese werden aktuell meist als Tierfutter verwendet, allerdings ist
eine mogliche Verwendung fir die Humanerndhrung anzustreben, da vorhandene Proteine

ein wertvolles Nahrungsmittel sind.

Die rein vegetarische und vegane Ernahrung setzt sich immer mehr durch, weshalb auch in
diesem Sinne eine direkte Verwertung der benannten Reststrome von Interesse ist. Durch die
Verwendung der Presskuchen als Tierfutter geht Energie ,verloren®, die direkt genutzt werden
konnte. Die pflanzlichen Anbauflachen vor allem fiir eine fleischlose vegetarische Ernéhrung
sind deutlich geringer, als wenn die Pflanzen erst als Tierfutter verwendet werden, da so eine
effizientere Nutzung der vorhandenen Proteine mdglich ist. Zusatzlich belastet vor allem auch
der Methanausstol? von Masttieren die Umwelt, der durch eine Verringerung der gehaltenen

Tiere deutlich reduziert werden konnte.




2. Grundlagen
2.1. Mais

2.1.1. Herkunft

Die Maispflanze (lat. Zea maiz) gehdrt wie auch andere Getreidearten zur Familie der Graser
bzw. SuRgraser (lat. Poaceae). Urspringlich stammt sie von einem sidmexikanischem
Wildgras ab. Schon vor rund 6000 Jahren wurde Mais dort von Inkas und Mayas kultiviert und
als Wunderpflanze verehrt. Als Kolumbus vor Ende des 15. Jahrhunderts nach Amerika und
in die Karibik reiste, entdeckte er dort riesige Felder, auf denen ein Getreide namens ,Mahiz*
angebaut wurde. Seefahrer brachten den Mais nach Europa, wo er schnell im Mittelmeerraum
verbreitet wurde. Uber Italien kam die Maispflanze dann im 16. Jahrhundert nach

Siuddeutschland, wo sie als Futterpflanze angebaut wurde.

Im 19. Jahrhundert fuhrten die grof3en Ausfélle bei der Kartoffelernte dazu, die Maispflanze
als alternativen Starkelieferant interessanter zu machen. Daraufhin wurde mit der Zichtung

robusterer Sorten fir weniger sonnige Klimazonen begonnen.

Im Jahre 1910 entdeckten Pflanzenziichter eine spezielle Kreuzungstechnik, die
Hybridzichtung, die bis zum heutigen Tage angewandt wird. Flr diese Art der Kreuzung
werden die Tochterpflanzen selbstbestaubter Mutterpflanzen gekreuzt. Die daraus
gewonnenen Frichte werden als Hybridsaatgut bezeichnet, welches besonders ertragreiche
Pflanzen hervorbringt. Auch heute noch wird dieses Hybridsaatgut jedes Jahr neu von

Landwirten bei den Ziichtern eingekauft, um einen sicheren Ertrag zu gewahrleisten.

Aktuell ist Mais mit rund 5000 Kultursorten weltweit verbreitet. Die Anbauschwerpunkte
konzentrieren sich vor allem auf Nord- und Mittelamerika sowie Asien. Innerhalb Europas wird

Mais zum Grof3teil in Frankreich, Deutschland und Rumanien angebaut.[2]

2.1.2. Anbau

Kulturmais erreicht eine Wuchshohe von 1,5 bis 2 Metern. Verschiedene andere Maissorten
kénnen allerdings auch nur 0,6 Meter hoch werden, oder aber Wuchshdhen bis 6 Meter
erreichen. Mais bildet an einer Pflanze mannliche und weibliche Bliten. Dies wird als
sogenannte getrenntgeschlechtliche Einhausigkeit bezeichnet. Die mannlichen Bliten, auch

Rispen genannt, entwickeln sich am Ende der Sprossachse, wahrend die weiblichen Bluten




sich an den Ansatzstellen der Blatter entlang des Stangels ausbilden. Letztere besitzen lange
Faden, welche die vom Wind herangetragenen Pollen einfangen kénnen. Wird eine Blite
befruchtet bildet sie einen Kolben, der von Lieschblattern umhullt wird. An jedem Kolben sitzen

mehrere hundert Kérner, die die eigentliche Frucht bilden und Samen enthalten.

Die Aussaat beginnt in Deutschland meist Ende April bis Anfang Mai, sobald keine Gefahr fur
einen spaten Frost mehr besteht. Bei bestdndigen Temperaturen tber 8 °C beginnt dann die
Keimung. Der Keimling durchsto3t die Erdoberflache und bildet schon als junge Pflanze Blatter
und Blutenstande aus. Erst im Anschluss beginnt das Wachstum in die Hohe. Auf einem
Quadratmeter kbénnen zwischen 6 und 12 Pflanzen wachsen, die meist einen Kolben, bei
optimalen Lichtbedingungen bis zu zwei Kolben, pro Pflanze ausbilden. Die Anspriiche der
Maispflanze an den Boden sind dabei besonders gering, da das Wasser- und

Nahrstoffangebot besonders effizient genutzt werden kann.

Die Zeit und Art der Ernte richten sich nach der gewiinschten Nutzung. Wird die gesamte
Maispflanze bendtigt, wird Ende September bis Anfang Oktober mittels Maishacksler geerntet.
Dieser schneidet die gesamte Pflanze in gewiinschter Hohe Uber dem Boden ab und hackselt
sie in kleine Stiicke. Liegt das Hauptinteresse jedoch auf den Kdérnern, wird mit der Ernte bis
zur Vollreife im Oktober bzw. November gewartet und ein spezieller Méhdrescher verwendet.
Je nach Erntemethode kdnnen so durchschnittlich ca. 430 dt Biomasse bzw. 90 dt Kérnermais
gewonnen werden. Bei den Ertrégen treten selbstverstandlich je nach Jahr und Anbauregion

gewisse Schwankungen auf.

Die hohe Flachenproduktivitat der Maispflanze ist der besonders effizienten Fotosynthese
geschuldet. Als sogenannte C4-Pflanze kann Mais mehr Energie, vor allem Sonnenenergie,
aufnehmen sowie Kohlenstoffdioxid (CO-) aus der Luft binden als beispielsweise Weizen und

kann somit eine grof3ere Menge Biomasse auf gleicher Flache produzieren.[2]

2.1.3. Nutzung

Lange Zeit wurde Mais lediglich zur Erndhrung von Mensch und Tier eingesetzt. Im Laufe der
Jahre erhdhte sich jedoch die Zahl der Nutzungsfelder. Diese Entwicklung wurde auch durch
gesellschaftspolitische Forderungen nach Ressourcenschonung und Umweltvertraglichkeit
gefdrdert. Mais ist die bedeutsamste starkeliefernde Pflanze der Welt. Da es sich bei der aus
Mais gewonnenen Starke um einen nachwachsenden und biologisch abbaubaren Rohstoff

handelt, besitzt diese dynamische Branche auch in Zukunft grof3es Innovationspotential.




In Deutschland und Europa wird vor allem Silomais als Quelle fir Biomasse und als
Futtergetreide genutzt, wahrend Kdrnermais zur menschlichen Ernéhrung hauptsachlich in
Siudeuropa angebaut wird. In Deutschland selbst macht der Kérnermais nur ein Drittel des

Gesamtmaises aus.

2.1.3.1. Futterpflanze

Unterschiedliche Nutztiere bendtigen unterschiedliches Futter. Da alle Teile der Maispflanze
als Futter nutzbar sind, kbnnen jeweils passende Futtermittel mit der benétigten Mischung an
Nahrstoffen hergestellt werden. Die Palette der Futtermittel reicht dabei von Maissilage aus
der ganzen Pflanze, Giber Korn — Spindel — Gemische (LKS) und dem Korn — Cob — Mix (CCM)
aus den Kolben, bis hin zur Verwertung der reinen Korner. Bei der Gewinnung von Stérke und
Keimdl fallen zudem nahrhafte Nebenprodukte wie Kleie, Klebereiweil3 und Keimschrot an.
Maissilage wird vor allem in der Bullenmast oder Milchviehfiitterung als ballaststoffreiche
Futterbasis verwendet. Die reinen Maiskorner dienen als Kraftfutterkomponente in Milchvieh-,
Schweine- und Geflugelfutterung. Der sogenannte Corn-Cob-Mix (CCM) wird aufgrund des

hohen Starke- und EiweiRgehalts typischerweise als Schweinefutter genutzt.

2.1.3.2. Lebensmittel

Im Bereich der Humanernahrung gehort Mais in vielen Landern zu einem der wichtigsten
Energie- und Proteinlieferanten. Zusatzlich liefert Mais zahlreiche Vitamine und Mineralien.
Nur bei einer sehr einseitigen Ernahrung kénnen Probleme durch den geringen Gehalt an den
essenziellen Aminosauren Lysin und Typtophan auftreten. Der GrofR3teil des deutschen
Kdrnermaises wird jedoch nicht als Gemise verzehrt, sondern in der Gewinnung von
Maismehl, Griel3, Speisestarke und Maiskeim6l verwendet. Aus diesen Produkten kénnen
dann zahlreiche Lebensmittel, wie zum Beispiel SoRRen, Puddings, Gebéack, Cornflakes, etc.,
hergestellt werden. Maismehl ist aulBerdem besonders fir Menschen mit
Glutenunvertréglichkeit eine wichtige Zutat. Aus den Spindeln der Maiskolben wird zudem der
Zuckerersatzstoff Xylit gewonnen und in Diat-Lebensmitteln sowie zahnfreundlichen

Kaugummis eingesetzt.
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2.1.3.3. Wertstoff

Wird Mais als Wertstoff verwendet, kann die gewonnene Starke beispielsweise in der Papier-
und Pappeherstellung, zum Fermenten, in der Textilproduktion sowie in der chemischen und

pharmazeutischen Industrie genutzt werden.

Die aus der Starke gewonnenen Zuckermolekdle dienen als Baustein in der Entstehung neuer
Werkstoffe. Sie dienen beispielsweise als Ausgangsstoff fir kompostierbare
Verpackungsmaterialien wie Garne und Stoffe, die mit Nylon und Polyester zu vergleichen
sind. Neben der Millvermeidung kann so auch die Verwendung von Kunststoffen auf
Erdodlbasis gesenkt und Ressourcen geschont werden. Fossile Rohstoffe werden ebenfalls
durch den Einsatz von Maiskeimdl in Reinigungsmitteln, Farben und Linoleum eingespart.
Zusatzlich finden die Fasern der Spindeln im Leichtbau- und Dammbereich, als Olbinde- und

Poliermittel sowie als Brandschutzbeschichtungen Verwendung.

2.1.3.4. Energiepflanze

Nachwachsende Rohstoffe spielen neben der Industrie auch in der Energiegewinnung eine
grof3e Rolle und die Nachfrage nach biogenen Energiequellen wachst. Neben Holz und Raps
nimmt Mais beim Einsatz energiereicher Biomasse eine hohe Stellung ein. In den rund 6000
deutschen Biogasanlagen werden durchschnittlich 80 % Maissilage eingesetzt. Grund dafur
sind die hohen Ernteertrage von Silomais, die gute Lagerfahigkeit und die hohe
Methanausbeute bei der Vergarung der Maissilage. Das gewonnene Methan kann dann
entweder in Blockheizkraftwerken zur Erzeugung von Strom und Wé&rme verbrannt oder zum
Antreiben von Gasmotoren verwendet werden. Zudem ist das dabei ausgestol3ene
Kohlenstoffdioxid klimaneutral, da es zuvor in der Maispflanze gebunden wurde und damit
dem Naturkreislauf entstammt. Auch der Biokraftstoff Ethanol kann aus Mais gewonnen
werden. Hierzu werden Cellulose und Starke der Pflanze zu Zucker abgebaut, der

anschieRend unter dem Einsatz von Hefen zu Bioethanol vergoren und aufbereitet wird. [2]
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2.1.4. Aufbau

2.1.4.1 Mais

Whole Cross section

Tip cap

Abbildung 1: Aufbau eines Maiskorns [3]

Das Maiskorn ist von einer Fruchtwand (Perikarp) umgeben, die den Keimling schiitzt. Diese
aul3ere Hulle ist wasserdicht und bewahrt so die Nahrstoffe im Inneren des Korns. Aul3erdem
ist sie nicht attraktiv fur Schadlinge, wie Insekten und Mikroorganismen, was eine zusétzliche
Schutzfunktion ausmacht. Innerhalb der Fruchtwand befindet sich das sogenannte
Endosperm, welches ca. 60 bis 70 % des Trockengewichts eines Maiskorns ausmacht.
AulRerdem dient die im Endosperm enthaltene Starke als Energielieferant und wird gemeinsam
mit dem enthaltenen Protein vom Keimling genutzt. Beim Keimling handelt es sich um den
einzigen lebenden Teil des Maiskorns. Er enthédlt die grundlegenden genetischen
Informationen, Enzyme, Vitamine und Mineralien fir das Wachstum. Der wertvollste Teil des
Keims bzw. Keimlings ist mit ca. 25 % das sogenannte Maiskeimol, da es einen hohen Anteil
an mehrfach ungesattigten Fettsauren enthdlt. In der Abbildung unten dargestellt befindet sich
die Spitze, die die Verbindung zum Maiskolben darstellt und durch die Wasser und Nahrstoffe

zum Keimling gelangen.[4]
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2.1.4.2. Maiskeim

In folgender Tabelle ist die ungefahre Zusammensetzung von entfettetem Maiskeimmehl

dargestellt. Alle Werte beziehen sich auf die Trockenmasse des Mehls.

Tabelle 1: Zusammensetzung von entfettetem Maiskeimmehl [5]

Inhaltsstoff Anteil [%)]
Protein 25,3
Ballaststoffe 42
Starke 24,7
Zucker 13,8
Fett 0,5
Asche 10,3

Der Maiskeim oder Keimling macht rund 12 % des Gesamtgewichts eines durchschnittlichen
Maiskorns aus. Ungefahr 29 % der im Maiskorn enthaltenen Proteine befinden sich im
Maiskeim und machen dort zwischen 18 und 22 % aus. Die Angaben der Tabelle beziehen
sich auf bereits getrocknetes und entfettetes Maiskeimmehl, weshalb Proteine prozentual
starker vertreten sind. Dieser Proteinanteil wird dabei hauptsachlich von Albuminen und
Globulinen ausgemacht, die mit rund 75 % im Maiskeim vorkommen. Die Proteine besitzen
eine ausgewogene Mischung aus Aminosauren sowie eine hohe Nahrstoffqualitat. [6]
Wahrend Albumine in Wasser l6slich sind, l6sen sich Globuline erst in verdinnten
Salzlésungen. Gluteline sind als drittgrof3te Proteinfraktion in Maiskeim vertreten und I6sen
sich erst in basischen Medien. Zeine, eine fiur Maiskerne typische Proteinart, sind im
Gegensatz zum Gesamtmaiskern kaum im Maiskeim vertreten. Dies fuhrt zu der sehr hohen
Proteinqualitéat von Maiskeimen im Vergleich zum gesamten Maiskern, da Zeine aufgrund ihrer
Aminosaurenkomposition keinen besonders hohen N&ahrwert besitzen. [5, 7] Diese hohe
Qualitat der Proteine in Bezug auf Aminosauren und N&hrstoffgehalt Ubersteigen dabei die
von Proteinen, die aus dem Endosperm des Maises gewonnen werden kénnen und besitzen

zusatzlich bessere funktionale Eigenschaften.

Maiskeim wird hauptséchlich zur Gewinnung von Maiskeimdl verwendet. Die bei der
Herstellung des Ols oft auftretenden hohen Temperaturen haben jedoch haufig eine starke
Denaturierung der Proteine zur Folge, wodurch sie einen Grolteil ihrer funktionalen
Eigenschaften verlieren. Daher kommen die entdlten Maiskeime meist nur in Tierfutter zum
Einsatz und werden selten fir die Humanernédhrung aufgearbeitet. [8] Maiskeimmehl kann
jedoch als Streckmittel, Emulgator und Stabilisator beispielsweise in Hackfleisch verwendet
werden. Durch die hohe Qualitat der enthaltenen Proteine ware jedoch eine hdherwertige

Verwendung anzustreben. [6]
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2.2. Soja

2.2.1. Herkunft

Die Sojabohne (lat. Glycine max) ist eine einjahrige Leguminose (lat. Fabaceae oder
Leguminosae) aus der Familie der Schmetterlingsblitler (lat. Faboideae) und ist 6konomisch
gesehen die wichtigste Bohne. Weltweit versorgt sie Millionen von Menschen mit pflanzlichem
Protein und ist zusatzlich Bestandteil hunderter chemischer Produkte. Die eindeutige Herkunft
der Sojabohne ist nicht sicher geklart. Viele Botaniker glauben jedoch, dass die
Domestizierung der Pflanze schon ca. 7000 v. Chr. in Zentralchina stattgefunden hat. In
Landern wie China, Korea und Japan kommt sie bereits seit tausenden Jahren als
Nahrungsmittel zum Einsatz und findet aul3erdem als Bestandteil von zahlreichen
Medikamenten Verwendung. Im Jahre 1804 wurde die Sojabohne in die USA gebracht und
erlangte vor allem Mitte des 20. Jahrhunderts im Stiden und mittleren Westen immer mehr an
Bedeutung. In Sidamerika ist die Sojabohne vor allem in Brasilien und Argentinien verbreitet.

[9]

2.2.2. Anbau

Sojapflanzen kdnnen eine H6he von bis zu zwei Metern erreichen. Je nach Sorte enthalten
die Schoten zwischen ein und vier Samen, die gelb, griin, braun, schwarz oder auch zweifarbig
gesprenkelt sein kdnnen. Die meisten Samen sind jedoch braun bzw. beige gefarbt. Soja
bevorzugt fruchtbaren, gut drainierten, sandigen Lehmboden, kann aber auf vielen

verschiedenen Bodenarten wachsen. [9]

Sobald das Risiko auf Frost voriber ist, kann Soja angepflanzt werden. Dies geschieht meist
im spaten Frihling bzw. zum Sommerbeginn. Als sogenannte Kurztagpflanze beginnt sie dann
zu blihen, wenn die Tageslangen unter 14 Stunden sinken. Bevorzugt wachst Soja in
gemaRigten Klimazonen, neuere Sorten kénnen jedoch auch in tropischen und subtropischen

Zonen angebaut werden. [10]

In den meisten Fallen beginnt die Ernte sobald die Blatter der Sojapflanze abgefallen sind und
die Feuchtigkeit in den Samen auf ca. 13 % gesunken ist, um eine sichere Lagerung zu
erm@glichen. Wie auch andere Leguminosen reichert die Sojapflanze den Boden mit Stickstoff
an, wodurch dessen Qualitat verbessert werden kann. Stickstofffixierende Knéllchenbakterien,
sogenannte Rhizobien, die im Boden vorkommen gehen mit der Pflanze eine Symbiose ein.

Die Knoéllchenbakterien binden durch Enzyme elementaren Stickstoff, der dann von der

14



Pflanze genutzt werden kann. Wahrend in den meisten industriellen Agrarsystemen ohnehin
zusatzlich stickstoffhaltige Dunger verwendet werden, spielt diese Stickstoffanreicherung

stattdessen eher im traditionellen Anbau eine gré3ere Rolle.

Da Soja eine der ergiebigsten und gtinstigsten Quellen fir pflanzliches Protein darstellt, ist es

in vielen Bereichen eines der wichtigsten Basisnahrungsmittel fir Mensch und Tier. [9]

Weltweit wird Soja auf einer Flache von tber 80 Millionen Hektar mit einem jahrlichen Ertrag
von rund 190 Millionen Tonnen angebaut. Platz eins der gré3ten, sojaproduzierenden Lander
sind die USA. Den zweiten und dritten Platz im Anbau von Soja belegen Brasilien und
Argentinien, die gemeinsam rund dreiviertel des globalen Sojabedarfs decken. Aufgrund der
immer groBeren Nachfrage nach Soja werden auch die Anbauflachen stetig vergrof3ert. In
Brasilien allein wurde die Anbauflache innerhalb des letzten Jahrzehnts sogar verdoppelt.
Andere wichtige Pflanzen, die als Nahrung eingesetzt werden, wie zum Beispiel Reis, Weizen

oder Mais, zeigen wesentlich geringere Wachstumsraten. [11]

Heutzutage wird vor allem gentechnisch modifiziertes Soja angebaut, welches rund 80 % der
globalen Produktion ausmacht. Somit spielt der konventionelle Sojaanbau heutzutage nur
noch eine untergeordnete Rolle.

Bei der konventionellen Methode werden die Pflanzen mit Dlngemitteln und Pestiziden
behandelt, um ein robustes und ertragreiches Wachstum zu ermdglichen. Neben dem hohen
Aufwand und den hohen Kosten entsteht dabei jedoch auch eine nicht zu vernachlassigende
Umweltverschmutzung. Daher setzen die meisten Lander auf gentechnisch verénderte Sorten.
In Argentinien zum Bespiel sind bereits 99 % des angebauten Sojas gentechnisch modifiziert,
wahrend es in den USA 90 % sind. In Brasilien wurde anfangs noch auf den konventionellen
Anbau von Soja gesetzt, da dadurch entscheidende Wettbewerbsvorteile zum Verkauf auf
dem européischen Markt entstanden. Inzwischen wird jedoch China immer interessanter fur
die Produzenten von Soja, da dort der Einsatz von genetisch modifiziertem Soja in Nahrungs-
und Futtermitteln erlaubt ist. Durch neue Konsumgewohnheiten in China hat sich so der
Sojaimport des Landes in kirzester Zeit von fast null auf Gber 50 Millionen Tonnen erhoht.

Dies hatte auch den Anbau von gentechnisch verandertem Soja in Brasilien zur Folge. [12]

Ein grolRes Problem stellt auch haufig die Art des Anbaus dar. Vor allem in Siidamerika werden
durch den Anbau der Pflanzen in riesigen Monokulturen schitzenswerte Regenwaldgebiete
immer weiter verdrangt. Da jedoch Soja die ergiebigste, proteinproduzierende Pflanze in
Bezug auf die Anbauflache darstellt, wird die Ausbreitung und Entwicklung der Sojabohne

auch weiter voranschreiten. [13]
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2.2.3. Nutzung

Eine Sojabohne enthalt ca. 17 % Ol, die restlichen 63 % sind das sogenannte Sojamehl.
Proteine machen rund 50 % dieses Mehls aus. Da im Sojamehl keine Starke enthalten ist,
eignet es sich ausgezeichnet als Proteinquelle beispielsweise fur Diabetiker. In Ostasien wird
Soja gréf3tenteils in Form von Sojamilch oder Tofu verzehrt. Durch eine Hefegérung mit
Weizen in Salzwasser kann SojasofRe hergestellt werden. Durch Fermentierung kénnen
Produkte wie Miso, Natto, Yuba und Tempeh hergestellt werden. Vor allem fir vegetarische

oder vegane Ernahrung kommt Soja in vielen Formen als Fleischersatz vor.

Auch Sojadl ist mittlerweile in vielen Produkten, wie Margarine, Backfetten und vegetarischem
Kase, zu finden. Industriell findet es beispielsweise in Farben, Dingern und Klebstoffen

Verwendung. [9]

2.2.4. Aufbau

Im Folgenden ist die ungefahre Zusammensetzung von entfettetem Sojamehl dargestellt,

wobei sie alle Anteile auf die entsprechende Trockenmasse beziehen.

Tabelle 2: Zusammensetzung von entfettetem Sojamehl [14]

Inhaltsstoff Anteil [%)]
Protein 54,20
Ballaststoffe 16,30
Starke 0,09
Zucker 14,30
Fett 1,14
Asche 6,60

Durchschnittlich enthalt eine Sojabohne ca. 36 % Protein. Da die Angaben der Tabelle sich
wie zuvor auf die Trockensubstanz von entfettetem Mehl beziehen, ist der Proteinanteil
natirlich wesentlich hoher. Zusatzlich schwanken die Werte auch je nach Sorte und
Anbaugebiet. Ahnlich wie bei Maiskeim besteht dieses Protein zum Grofteil aus Albuminen
und Globulinen, die gemeinsam rund 68 % des Sojaproteins ausmachen. [15] Da bei Soja im
Gegensatz zu Maiskeim das Augenmerk meist auf den Proteinen und nicht der Gewinnung
von Ol liegt, gibt es auch wesentlich gréRere Einsatzgebiete. Dies ist natirlich auch dem

allgemein hoheren Proteingehalt von Soja zuzusprechen. Auch die enthaltenen Aminosauren
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haben eine durchaus hohe Wertigkeit und sind bis auf den Mangel an Methiodin sehr gut fir

die Humanernéhrung geeignet.

2.3. Proteine

Als Proteine werden Biopolymere bezeichnet, die primar linear aufgebaut sind. Sie bestehen
vorwiegend aus den 20 proteinogenen a — L — Aminoséauren, die Uber Peptidbindungen
verbunden sind. Aufgrund kovalenter, ionischer, polarer und hydrophober Wechselwirkungen
sind sie aufRerdem in der Lage verschiedene raumliche Strukturen aufzubauen, die spezifisch
an die jeweilige Funktion des Proteins angepasst sind. Die ersten Proteine wurden aus dem
Eiweil3 des Huhnereis isoliert, weshalb sie historisch bedingt auch als Eiweil3e bezeichnet
werden. Da sich jedoch spater zeigte, dass es sich um Bestandteile praktisch aller lebenden
Zellen handelte, sind Eiweil3e heute allgemein unter einem anderen Namen bekannt. Der
schwedische Chemiker und Mediziner Jons Jakob Berzelius préagte den Begriff ,Protein®, den

er vom griechischen Wort ,proteios (deut. erstrangig) bzw. ,protos“ (deut. der Erste) ableitete.

Die 20 proteinogenen Aminosauren bestehen hauptsachlich aus Kohlenstoff, Wasserstoff,
Sauerstoff und Stickstoff. In den Aminosauren Cystein und Methionin ist auerdem Schwefel
enthalten. Bestimmte Proteine kénnen zuséatzlich noch einen geringen Anteil an modifizierten
Aminosauren, Metallen, prosthetischen Gruppen und Phosphatresten enthalten. Zudem
kénnen in verschieden starken Anteilen Lipide, Nucleinsauren, Zuckerreste und
Polysaccharide in Proteinen vorkommen. Diese Anteile haben Einfluss auf beispielsweise die

Ldslichkeit, Hydrophobizitat und Aktivitat der entsprechenden Proteine.

2.3.1. Struktur

Wird die Struktur von Proteinen beschrieben unterscheidet man zwischen Primér-,
Sekundar-, Tertiar-, und Quartarstruktur. Die Primarstruktur bezeichnet die charakteristische
Aminosauresequenz, eine lineare, schriftartige Reihenfolge der Aminosaurereste des
Proteins. Die Kettenlange ist ebenfalls fiir jedes Protein charakteristisch und kann zwischen
wenigen (z.B. 21 in der A — Kette des Insulins) bis Uber 1000 Aminosaurereste beinhalten.
Dies entspricht ungefahr 2000 bis dber 100.000 an relativen Molekilmassen. Die
Verbindungen zwischen den Aminoséauren sind sogenannte Peptidbindungen, die die

eigentliche Proteinkette, das sogenannte Riickgrat, und die Seitenketten verknipfen.

Unter der Sekundarstruktur wird die jeweilige, durch Wasserstoffbriickenbindungen bedingte,
periodisch wiederkehrende Uberstruktur zusammengefasst. Bei

Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Sequenz — nahen Aminosaureresten bilden sich
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Schrauben- oder Helixstrukturen aus. Wasserstoffbriicken zwischen Sequenz — fernen parallel
oder antiparallel liegenden Peptidketten bilden Faltblattstrukturen. Faltblattstrukturen kénnen

aullerdem zwischen verschiedenen Peptidketten entstehen.

Die Tertiarstruktur beschreibt die Faltung einzelner Peptidketten zu einer dreidimensionalen
Struktur. Die Sekundéarstrukturen bleiben dabei erhalten. Die Form der Proteine, die durch die
Ausbildung der Tertiarstruktur entsteht, ist charakteristisch fr ihre jeweilige Funktion, was als
Struktur — Funktion — Beziehung bezeichnet wird. Ein Beispiel dafur sind die spezifischen
Vertiefungen der Oberflachen in den aktiven Zentren der Enzyme, die fur die Bindung und

Umsetzung der Substratmolekile bendtigt werden.

Viele Proteine, die aus zwei oder mehreren gleichen oder ungleichen Peptidketten aufgebaut
sind und sich zu multimeren Proteinen aneinanderlagern, bilden zudem eine Quartéarstruktur
aus. Die Sekundar- und Tertiarstruktur bleiben bei dieser Aneinanderlagerung erhalten. Meist
erfolgt diese durch nicht — kovalente Bindungen, wie ionische Bindungen, hydrophobe
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen, bei denen die entsprechenden
Oberflachenstrukturen der interagierenden Peptidketten nach dem Schliissel — Schloss —
Prinzip ineinanderpassen. In wenigen Fallen passiert dies jedoch auch durch die Ausbildung

von intermolekularen Disulfidbriicken.

Proteine werden aufgrund ihrer MolekulgréRe, 2 — 100 nm, und -gestalt zu den Kolloiden
gezahlt. Sie besitzen eine relativ hohe Viskositat und bilden keine echten Losungen. Wegen
ihrer freien sauren und basischen Gruppen sind sie auRerdem Ampholyte. Das heifdt sie
kénnen sowohl als Protonenakzeptoren als auch -donatoren fungieren, was fiur ihre
Pufferwirkung in biologischen Systemen entscheidend ist. Der pH — Wert des umgebenden
Mediums beeinflusst den Ladungszustand des jeweiligen Gesamtmolekiils. Wahrend Proteine
in stark sauren Medien als Poly — Kationen vorliegen, kommen sie in stark basischen Medien
als Poly — Anionen vor. Ihre entsprechende Uberschussladung ist fur die Hydration sowie die
Loslichkeit der Molekile verantwortlich. Am sogenannten isoelektrischen Punkt besitzen
Proteine keine Nettoladung, wodurch ihre Hydratation und Loslichkeit ein Minimum erreicht.
Dies wird vor allem zur Reinigung von Proteinen, wie zum Beispiel der Proteinfallung,

verwendet.

Verschiedene nicht — physiologische Einwirkungen, wie hohe Temperaturen und zu starke
pH — Wertverdnderungen sowie bestimmte Agenzien und Detergentien, kdnnen die
Uberstrukturen, unter denen die Sekundér-, Tertiar- und Quartarstrukturen zusammengefasst
sind, aufldsen. Es bleibt lediglich die Primarstruktur in Form eines sogenannten Zufallsknduels
zurtiick. Die betroffenen Proteine werden als denaturiert bezeichnet und zeigen im Vergleich

zu den urspringlichen, nativen Proteinen vollig veranderte chemische und physikalische
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Eigenschaften auf. Dies fuhrt auch dazu, dass die meisten denaturierten Proteine
wasserunloslich sind und ausfallen. Zudem geht auch die biologische Aktivitat, wie
beispielsweise die katalytische Aktivitdt von Enzymproteinen, verloren. Eine Renaturierung,
das Ruckgangigmachen der Denaturierung, ist nur in einigen Fallen bei einfachen Proteinen

moglich.

2.3.2. Einteilung

Eine Einteilung von Proteinen ist nach mehreren Charakteristiken méglich. Zu diesen Kriterien
z&hlen Zusammensetzung, Form, Vorkommen und Funktion. Nach der Zusammensetzung
kann man einfache Proteine, die nur aus proteinogenen Aminoséuren aufgebaut sind und
zusammengesetzte bzw. konjugierte Proteine, die neben dem Proteinanteil noch eine meist

chemisch gebundene Nichtproteinkomponente enthalten, unterscheiden.

Der Form nach unterscheidet man zwischen globularen und fibrillaren Proteinen. Im
Gegensatz zu fibrillaren Proteinen sind globulére Proteine kugelférmig und in Wasser sowie
verdinnten Salzlésungen unldslich. An der Molekiloberflache der globularen Proteine, auch
Sphéaroproteine genannt, sind geladene, hydrophile Aminosaurereste lokalisiert, die, wenn sie
von einer Hydrathille umgeben sind, einen engen Kontakt mit dem jeweiligen Losungsmittel
ermoglichen. Fibrillare Proteine, auch Faser- bzw. Strukturproteine genannt, bestehen aus

parallel zueinander geordneten Polypeptidketten, die lange Fasern ausbilden.

Nach dem Vorkommen wird unterschieden in welchen Organismengruppen die Proteine zu
finden sind. Hier wird nach menschlichen, tierischen, pflanzlichen und mikrobiellen Proteinen
unterschieden. AuRerdem werden noch weitere Unterteilungen nach dem Vorkommen in

bestimmten Organen, Zellfraktionen oder Viren gemacht.

Anhand der Funktion werden Proteine in Enzymproteine, Transportproteine, Speicherproteine,
kontraktile Proteine, Struktur- bzw. Geristproteine, Abwehrproteine, Rezeptorproteine,
Regulatorproteine, Zelloberflachenproteine und Faktoren der Blutgerinnung und Fibrinolyse

unterschieden. [16]

Tierische Proteine, die zum Teil auch im Menschen vorkommen, werden je nach Art meist
noch einmal unterteilt. Fibrése Skleroproteine, die in Stitz- bzw. Schutzgeweben, wie zum
Beispiel Haut, Haaren und Sehen, vorkommen, sind lange oder gefaltete Aminosaureketten,
die in Wasser unloslich und zum Grof3teil unverdaulich sind. Sie stellen die sogenannten
tierischen Ballaststoffe dar. Beispiele hierfiir sind Keratin (Haare, Nagel, Federn), Kollagen
(Haut, Leder, Bindegewebe), Fibrin (Seide) und Myosin (Muskeln). Globulare Proteine

tierischen Ursprungs kommen hingehen in den Flissigkeiten von Geweben vor und sind
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verdaulich. Beispiele sind Caseinogen (Milch), Albumin (Eiklar, Milch, Blutplasma) und

Globuline (Blutplasma).

Pflanzliche Proteine sind meist Gluteline und Prolamine, die als Speicher- bzw.
Reserveproteine in Getreidearten vorkommen. Gluteline sind in schwach sauren bzw.
schwach basischen Losungsmitteln Ioslich, wéhrend Prolamine sich nicht in Wasser, jedoch
in Alkohol, I6sen. Beispiele fur Gluteline sind Glutenin (Weizen), Hordenin (Gerste) und
Oryzenin (Reis). Prolamine sind zum Beispiel Gliadin (Weizen) und Zein (Mais). Die immer
haufiger auftretenden Zdliakie ist eine chronische Darmerkrankung, bei der eine Mischung aus
Gliagin und Glutenin, die als Gluten (Klebereiweild) bezeichnet wird, nicht vertragen wird.
Daher ist ein immer steigender Bedarf an sogenannten glutenfreien Lebensmitteln vorhanden.
[17]

2.3.3. Techniken und Parameter zur Charakterisierung

Allgemeine Nachweisverfahren und quantitative Bestimmungen von Proteinen basieren auf
zwei bzw. drei verschiedenen Techniken, der Farbreaktion und der Absorption. Die Absorption
wird noch einmal in die Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm und die von sichtbarem
Licht aufgeteilt. Obwohl diese Verfahren fur die meisten Proteine anwendbar sind, erlauben
sie keine Unterscheidung zwischen einzelnen Proteinen bzw. Proteingemischen. Fur
spezifische Arten von Proteinen und deren Aktivitdt sind daher ebenso spezifische und
empfindliche  Nachweismethoden zur Unterscheidung erforderlich. Dazu z&hlen

beispielsweise die Immunprézipitation, Autoradiographie und der optische Test.

Die Reinigung und Isolierung von Proteinen werden anhand ihrer Gréf3e, Loslichkeit, Ladung,
spezifischen Bindungseigenschaften und biologischer Aktivitdt durchgefihrt. Je nach
gewilnschtem Reinheitsgrad kénnen verschiedene Trennungsmethoden au3erdem kombiniert
werden. So wird oft eine Vortrennung mittels Zentrifugation oder Fallung durchgefiihrt. Je nach
Ausgangsstoff ist auBerdem eine Extraktion verschiedener Proteine méglich. Anschliel3end
kénnen chromatographische bzw. elektrophoretische Trennmethoden, wie beispielsweise
lonen — Austauschchromatographie, Gelfiltration und Adsorptionschromatographie, als
weitere Reinigungsschritte angewandt werden. Allgemein basieren diese Techniken entweder
darauf, unerwiinschte Komponenten zu entfernen oder die jeweilige Zielkomponente
anzureichern. Die Verwendung von Dialyse, Ultrafiltration oder Gelffiltration zwischen den
Reinigungsschritten dient meist der Anpassung der lonenstarke oder Pufferzusammensetzung
der LOsung. Dialyse und Ultrafiltration koénnen neben der Fallung aufl3erdem zur

Aufkonzentrierung der Losung angewandt werden.

20



Reinheitskriterien far Proteine sind beispielsweise einheitliche
Sedimentationsgeschwindigkeit, = Ganzzahligkeit = der  Aminosaurezusammensetzung,
Sequenzierbarkeit, linearer Verlauf bis zum Sattigungspunkt im Ldslichkeitsdiagramm und
Kristallisierbarkeit. Oft wird der Reinheitsgrad von Proteinen bzw. die Zusammensetzung von
Proteingemischen mittels Gelelektrophorese ermittelt, wobei ,reine* Proteine noch
anorganische Salze, andere kleine Molekile und Wasser enthalten kénnen. Bei Enzymen wird
zusatzlich noch auf Aktivitatskriterien, wie pH- und Temperatur — Optimum, Substratspezifitat

und kinetisches Verhalten, getestet.

Die relativen Molekulmassen und Kettenlangen der Proteine kdnnen beispielsweise mittels
SDS - Polyacrylamid — Gelelektrophorese im Vergleich mit Markerproteinen mit bekannten
Moleklilmassen untersucht werden. Fur native Proteine konnen aufl’erdem die
Sedimentationsgeschwindigkeiten in der Ultrazentrifugation und das Elutionsvolumen bei der
Gelfiltration Auskunft Uber die Molekitlmasse geben. Die Kettenlangen der Proteine, die der
Anzahl der Aminosaurereste pro Peptidkette entspricht, kann dann anhand der Moleklilmasse
errechnet werden. Kleinste Mengen und Proteinen mit hoher Massenauflésung kénnen
auBerdem mittels Massenspektrometrie bestimmt werden, bei der ein hoher Probendurchsatz
mdglich ist. Neben der Anzahl der Peptidketten sind auch die Zusammensetzung der

Aminosauren und deren Sequenz mit verschiedensten Verfahren bestimmbar.

Die Untersuchung der Sekundar-, Terti&r- und Quartarstrukturen ist ebenfalls ein wichtiger
Bestandteil der Charakterisierung von Proteinen. Mittels CD - Spektroskopie und
Infrarotspektroskopie lassen sich beispielsweise Sekundarstrukturen untersuchen, wéhrend
fir Tertiarstrukturen, oft eingehend mit Sekundar- und Quartarstrukturen, haufig die
Rontgenstrukturanalyse zum Einsatz kommt. Fir Quartarstrukturen kdnnen auf3erdem
elektronenmikroskopische Verfahren und verschiedene bildgebende Verfahren verwendet
werden. Neben den spektroskopischen Verfahren werden mit dem Hinblick auf die Struktur —
Funktions — Analyse auRerdem Methoden, wie die chemische Modifikation funktioneller

Gruppen oder die Einfihrung von Reportergruppen, genutzt. [16]
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2.3.4. Bewertung der Proteinqualitat

Da Nahrungsproteine nicht als solche vom Menschen verwertet werden, sondern als
Lieferanten von Aminosauren dienen, aus denen koérpereigene Substanzen und Proteine
gebildet werden, ist nicht nur der Proteingehalt dieser Nahrungsmittel entscheidend, sondern
ebenso deren Aminosaureprofil. Dieses Profil wird von den Anteilen der einzelnen
Aminosauren am Gesamtprotein ausgemacht. Zur Bewertung der Proteine und der darin
vorkommenden Aminosduren im Hinblick auf die Erndhrung gibt es verschiedene Methoden.
Grundsatzlich werden Aminoséuren in essenzielle und nicht — essenzielle Aminosduren
unterteilt. Essenzielle Aminosauren kénnen nicht vom Kérper selbst synthetisiert werden und
missen daher extern, vor allem durch die Nahrungsaufnahme, zugeflhrt werden.
Nicht — essenzielle Aminosauren kann der Kdrper hingegen selbst herstellen. Zusatzlich kann
noch die Gruppe der semi — essenziellen bzw. bedingt — essenziellen Aminosauren
abgegrenzt werden. Obwohl der Korper diese Aminosduren selbst synthetisieren kann,
missen sie unter manchen Umstanden mit der Nahrung aufgenommen werden. Dazu zahlen
zum Beispiel Arginin, Cystein und Tyrosin. Tyrosin ist au3erdem fir Kinder eine essenzielle,

fur Erwachsene jedoch eine nicht - essenzielle Aminoséaure. [18] [19]

Letzten Endes hangt der Wert eines Nahrungsproteins davon ab, wie gut es den Bedarf des
Organismus an essenziellen Aminosauren decken kann. Ein Beispiel zur Bewertung der
Proteinqualitat ist die biologische Wertigkeit. Hier wird von einer sogenannten limitierenden
Aminosaure ausgegangen, die essenzielle Aminosaure, die die Verwertbarkeit des jeweiligen
Proteins fir den Menschen begrenzt. Bei Weizen und Roggen ist dies beispielsweise Lysin,
bei Mais Tryptophan und bei Leguminosen Methionin. Tierische Proteine weisen meist eine
hdhere biologische Wertigkeit auf, da ihre Aminoséaurerelation naher am menschlichen
Organismus ist. Vollei wird daher als Referenz benutzt, womit die limitierende Aminosaure die
ist, die am weitesten von der entsprechenden Aminosduremenge im Vollei abweicht.
Heutzutage hat in der Erndhrungspraxis jedoch die biologische Wertigkeit kaum noch
Bedeutung, da es durch die Mischung verschiedener Proteine mit verschiedenen limitierenden

Aminosauren zu Aufwertungseffekten kommt. [18]

Da die biologische Wertigkeit aul3erdem die Verdaulichkeit bzw. Verwertung der Aminosauren
nicht berticksichtigt, wurde die ,Net Protein Utilization* (NPU) entwickelt. Diese wird vor allem
fur Untersuchungen des Wachstums bei Tieren verwendet. Eine andere Mdglichkeit zur
Bewertung von Proteinen ist die ,Protein Efficiency Ratio“ (PER), die sich auf die
Gewichtszunahme von Testsubjekten (meist Ratten) durch die Aufnahme eines bestimmten
Nahrungsmittels wahrend einer festgelegten Zeitperiode stiitzt. In Kanada wird diese Methode

heute noch angewandt. [20]
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Inzwischen wird jedoch meist auf den ,Protein Digestibility — Corrected Amino Acid Score*
(PDCAAS, dt. Aminosaureindex) zurtickgegriffen, der 1985 aus einer Zusammenarbeit der
FAO (eng. Food and Agriculture Organization of the United Nations, dt.
Welterndahrungsorganisation) und WHO (eng. World Health Organization, dt.
Weltgesundheitsorganisation) hervorging. Diese Kennzahl beschreibt die Proteinqualitat
basierend auf den menschlichen Proteinanforderungen fiir verschiedene Altersklassen. Die
Verdaulichkeit der Proteine wird hierbei ebenfalls bericksichtigt. Problematisch ist jedoch der
Aspekt, dass auf die Frage, wo die entsprechenden Proteine verdaut bzw. die entsprechenden
Aminosauren vom Korper aufgenommen werden, nicht eingegangen wird. Zusatzlich werden
sogenannte antinutritive Stoffe, die die Aufnahme bestimmter Aminoséuren behindern kénnen,
nicht bertcksichtigt. [21]

Diese Grinde fuhrten dazu, dass die FAO 2013 eine neue Methode zur Bestimmung der
Proteinqualitat, den ,Digestible Indispensable Amino Acid Score“ (DIAAS), vorschlug. Diese
Methode soll vor allem auf die Menge der vom Korper aufgenommenen Aminosauren
Ruckschluss geben. Die Verdaulichkeit wird am Ende des Dinndarms bestimmt, welche vom
PDCAAS nicht beriicksichtigt wurde. Im Gegensatz zur PDCAAS — Methode sind au3erdem
Werte Uber dem bisherigen Hochstwert 1 mdglich. Vor allem Proteine aus tierischen Quellen,
wie beispielsweise Vollmilchpulver (DIAAS = 1,22), werden so hdher eingestuft. Aktuell wird
jedoch meist noch auf die PDCAAS — Methode zuriickgegriffen. [22]

Tabelle 3: Vergleich der verschiedenen Bewertungsmethoden der Proteinqualitat bei Vollei, Milch und Soja

Nahrungsmittel Bewertungsmethode der Proteinqualitat
Bwel NPUE PER[2 PDCAASI?
Vollei 0,94 94 3,1 1,00
Milch 0,85 86 2,5 1,00
Soja 0,73 72 2,3 0,90

Im Folgenden sind nun die Anteile der essenziellen und nicht — essenziellen bzw. semi —

essenziellen Aminoséuren in Maiskeim, Soja und Vollei vergleichend dargestelit.
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Tabelle 4: Anteile der essenziellen und nicht - essenziellen Aminoséauren in Maiskeim PK, Soja und Vollei

Nahrungsmittel Maiskeim PK[?4 Sojal?d Volleil?®
essenzielle Aminosauren % der Gesamtaminosauren
Isoleucin 3,5 4.4 53
Leucin 8,3 7,2 8,6
Lysin 5,3 6,0 7,3
Methionin 2,1 1,2 3,0
Phenylalanin 4,0 4,5 5,4
Threonin 45 4.0 4.4
Tryptophan 2,0 1,2 1,3
Valin 6,1 4,5 6,8
Histidin 2,9 2,7 2,5
nicht-essenzielle Aminosauren
Arginin 7,2 8,1 6,5
Asparaginsaure 9,6 11,7 10,6
Glutaminsaure 16,7 18,8 13,3
Alanin 7,2 4,5 5,8
Glycin 7,0 4,2 3,4
Prolin 8,9 4.7 41
Serin 4,7 5,6 7,7
Cystein 1,0 0,9 2,2
Tyrosin 3,2 3,6 4,0
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Abbildung 2: Vergleich der Aminosaurenanteile von Maiskeim, Soja und Vollei
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Wahrend bei Mais allgemein der niedrige Anteil an Tryptophan limitierend ist, ist in den
Maiskeimproteinen ein im Vergleich sehr hoher Anteil vorhanden. Insgesamt liegen vor allem
die essenziellen Aminosauren sehr nah an den Referenzwerten des Volleis. Bei Soja ist vor
allem der niedrige Methionin — Anteil ein Problem. Um eine besseres Aminosaureprofil zu

erreichen werden daher Proteine und Proteinisolate aus verschiedenen Quellen oft vermischt.

Tabelle 5: Essenzielle Aminoséuren in Maiskeim+Pericarp, Soja und Vollei im Vergleich mit dem empfohlenen
Aminosaurebedarf

essenzielle Maiskeim + Sojal? Volleil?® FNB/IOM WHO
T Pericarp?” (2002)[28 | (2007)24
Aminosaure -
mg/g Protein
Histidin 34 27 25 18 15
Isoleucin 36 44 53 25 30
Leucin 75 72 87 55 59
Lysin 57 60 72 51 45
Methionin + Cystein 31 21 52 25 22
Phenylalanin + Tyrosin 70 81 94 47 30
Threonin 47 40 44 27 23
Tryptophan 19 12 13 7 6
Valin 57 44 68 32 39
Gesamt: 427 401 508 287 269

In der Auflistung zeigen die letzten beiden Spalten den Aminosaurebedarf flr Erwachsene,
wie er vom Institute of Medicine's (IOM) Food and Nutrition Board (FNB) der USA bzw. von
der WHO (eng. World Health Organization, WHO) empfohlen wird. Angegeben ist die als
optimal eingeschatzte Zusammensetzung der essenziellen Aminosauren in Milligramm, die in
einem Gramm Protein enthalten sein sollten. Vergleichend dazu sind die
Aminosaurezusammensetzungen von Maiskeim inklusive Pericarp (Fruchtwand bzw.
AulRenhille des Maiskorns), Soja und Vollei dargestellt. Bis auf die Kombination von Methionin
und Cystein bei Soja, sind alle essenziellen Aminosauren ausreichend enthalten. Vollei dient,
wie zuvor, als optimaler Vergleich. Wéhrend bei Maiskeim + Pericarp keine Zusatze mehr
bendtigt werden, miisste nach dieser Darstellung also nur das Sojaprotein durch eine starke
Quelle an Methionin und Cystein aufgewertet werden, um fir die Versorgung des Menschen
mit essenziellen Aminosauren ausreichend zu sein. Da allerdings, wie bereits erwahnt, auch
die Verdaulichkeit der Proteine eine grol3e Rolle spielt und sich die empfohlenen Werte anhand
des geschatzten Aminosdurebedarfs durch die Organisationen mit der Zeit verandert, sollten
immer die aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisse mit einbezogen werden. Dies gilt vor

allem fur sehr strenge Didten bzw. eine vegane Ernéhrung.

25



2.4. Reststrome

Bei der Gewinnung von Ol aus Pflanzen bleiben unterschiedliche Arten von Stoffen als
Reststrome zuriick. Je nach Verfahren fur die Gewinnung von Ol und abhangig vom

pflanzlichen Rohstoff unterscheiden sich auch die Rickstande, die es zu verwerten gilt.

Bei der Gewinnung von Sojadl aus Sojabohnen wird meist eine Losungsmittelextraktion mit
Hexan durchgefiihrt, da diese eine groRe Vielfalt an mdglichen Endprodukten liefert. Neben
dem Ol und dessen Produkten kénnen verschiedene Soja — Mehle, Proteinkonzentrate und -
isolate und lIsoflavone hergestellt werden. Die Verfahrenskosten sind zudem wesentlich
niedriger als bei der Olgewinnung durch Auspressen. Fiir die Gewinnung von Sojaprotein und
die Weiterverarbeitung in Konzentrate und Isolate ist au3erdem ein niedriger Restdlgehalt von
Vorteil. Da durch die Extraktion dieser Gehalt bis auf weniger als ein Prozent abgesenkt
werden kann, ist die anschlieRende Proteingewinnung leichter, als bei einem hoheren
Olgehalt, der durch das Auspressen meist vorhanden ist. Die durch das Auspressen
verbleibenden Ruckstande werden meist nur als Tierfutter verwertet, was zum Grof3teil den

hohen Temperaturen wéahrend des Pressvorgangs (bis zu 120 °C) geschuldet ist. [29]

Maiskeim6l kann, wie Sojadél auch, durch eine Lésungsmittelextraktion oder ein Auspressen
des Ols gewonnen werden. Wahrend bei Soja der Lipidanteil bei ca. 17 % liegt und meist das
verbleibende Sojamehl bzw. Sojaprotein von grof3erer Bedeutung ist, liegt der Fokus beim
Maiskeim auf dem enthaltenden Ol. Dieses besitzt mit ca. 35 % nicht nur einen wesentlich
groReren Anteil, sondern enthalt aulBerdem besonders wertvolle Inhaltsstoffe. Neben den
enthaltenen Aminosauren, enthalt Maiskeimaol einen hohen Anteil an Vitamin B, A und K. Vor
allem Vitamin B ist als Antioxidans sehr wertvoll, weshalb das Ol nicht nur in Speisen, sondern
auch zur Hautpflege sehr gut geeignet ist. [30] Da der Proteingehalt im Vergleich zu Soja
geringer ist, wird der bei der Olgewinnung zuriickbleibende Presskuchen, trotz seiner
hochwertigen Aminosdurezusammensetzung, meist ebenfalls nur zu Futtermitteln

weiterverarbeitet.
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2.5. Kjeldahl - Stickstoff

Das Kjeldahl — Verfahren ist die am meisten verwendete Methode zur Bestimmung des
Stickstoff- bzw. Proteingehalts in beispielsweise Nahrungs- und Futtermitteln. Der Grund dafur
sind die hohe Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und dabei einfache Vorgehensweise. Bei der
modernen Kjeldahl — Methode handelt es sich um eine katalytisch gestutzte Mineralisierung
von organischem Material unter Einsatz von Schwefelsdure und Sulfatsalz bei

Reaktionstemperaturen von Uber 400 °C. [34]

2.5.1. Reaktion

Ziel des ersten Schrittes ist es die Stickstoffverbindungen aufzubrechen und den organisch
gebundenen Stickstoff in  Ammoniumionen umzuwandeln, die dann in Form von
Ammoniumsulfaten vorliegen. Der in der Probe enthaltene organische Kohlenstoff und
Wasserstoff reagieren dabei zu Kohlenstoffdioxid und Wasser. Das organische Material wird
anfangs karbonisiert, was durch die Entstehung von schwarzem Schaum zu sehen ist. Spater
zerféllt der Schaum wieder und eine klare Flussigkeit bleibt zurlick, die eine vollstandige

Reaktion indiziert.

Durchgefiuhrt wird der Schritt mittels Zugabe von Schwefelsédure in hoher Konzentration, die
dann gemeinsam mit der Probe bei Temperaturen von utber 400 °C gekocht wird. Die
Geschwindigkeit der Reaktion kann durch die Zugabe von Sulfatsalzen und Katalysatoren
erhoht werden. Kaliumsulfat fuhrt beispielsweise zur Siedepunktserniedrigung der
Schwefelsdure, wahrend der Katalysator die Geschwindigkeit und Effektivitat erhdht.
Verschiedene Oxidationsmittel kdnnen ebenfalls zur Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit

hinzugegeben werden.

Katalysator

P‘r‘Otein(—N) + H2504, _— (NH4)2504 + COZ + H20

Formel 1: Allgemeine Reaktionsgleichung des Kjeldahl — Aufschlusses [35]

2.5.2. Destillation

Im zweiten Schritt werden die Ammoniumionen durch Zugabe von Natronlauge zu Ammoniak
umgewandelt. Der Ammoniak wird dann mittels Dampfdestillation in ein zweites Gefald

uberfihrt.
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(NH,),SO0, + 2 NaOH, = 2 NH5(g) + Na,S0, + 2 H,0

Formel 2: Allgemeine Reaktionsgleichung der Dampfdestillation [35]

Das Aufnahmegefal? ist mit einer Absorptionslosung gefullt, die den verdinnten
Ammoniakdampf auffangt. Als Absorptionslosung wird meist wassrige Borséure mit einer
Konzentration von 2 — 4 % verwendet, die den Ammoniak quantitativ auffangt, so dass sich

solvatisierte Ammoniumionen bilden.
B(OH); + NH; + H,0 = NH} + B(OH)3

Formel 3: Reaktionsgleichung zur Absorption von Ammoniak in Borsaure [35]

Auch andere Sauren, wie zum Beispiel Schwefelsdure- oder Salzsaure - Standardlésung,

konnen als Absorptionsldsung verwendet werden.

2.5.3. Titration

Im dritten und letzten Schritt kdnnen nun, je nach verwendeter Absorptionslosung,
verschiedene Titrationen in Frage kommen. Wurde Borséure genutzt, wird eine eine
klassische Saure — Base — Titration durchgefuhrt, wahrend beispielsweise bei Schwefelsaure

— Standardlésung die Rcktitration angewendet wird.

Bei Borsaure als Absorptionslosung wird fir die Titration entweder Salzsdure oder
Schwefelsaure sowie eine Indikatormischung verwendet. Je nach Menge der Ammoniumionen
werden Konzentrationen zwischen 0,01 und 0,5 N ausgewdhlt. Alternativ zur
Indikatormischung kann der Endpunkt der Titration auch potentiometrisch mittels

pH — Elektrode bestimmt werden. Es wird eine direkte Titration durchgefuhrt.
B(OH); + HCl = Cl™ + B(OH)3 + H,0

Formel 4: Reaktionsgleichung der Titration mit Salzs&ure als Maf3l6sung [35]

Bei Schwefelsaure als Absorptionslésung wird eine indirekte Titration, die Rucktitration,
angewendet. Die nach der Einleitung des Ammoniakdampfes verbleibende Schwefelséaure, die
nicht mit Ammoniak reagiert hat, wird mit Natronlauge titriert. Durch die Differenz kann nun die

Menge an Ammoniak berechnet werden. [35]

Ist die Menge an Ammoniak berechnet, kann nun die Stickstoffmenge bestimmt und mithilfe
des sogenannten Kjeldahl — Faktors in den Proteingehalt der untersuchten Probe umgerechnet
werden. Fur die Berechnungen wurde der Faktor 6 verwendet, wahrend auch 6,25 ein

gangiger Wert zur Umrechnung von Stickstoff- auf Proteingehalt ist.
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Formel 5: Berechnung des Proteingehalts

P Proteingehalt der Probe [%0]

Vil Verbrauch an Maflésung [ml]

Crei Konzentration der Maf3lésung [mTOI]
Mn Molare Masse Stickstoff -]
Meprobe Eingewogene Masse Probe [g]
fijeldani Kjeldahl - Faktor

2.6. Extraktion

Als Extraktion wird die Abtrennung bzw. das Herauslésen von Inhaltsstoffen aus Flissig- bzw.
Feststoffgemischen mit Hilfe eines flissigen oder gasformigen Ldsungsmittels definiert.
Hierbei wird zwischen Flussig/Flussig-, Fest/Flussig-, Gas/Fest- und Gas/Flussig — Extraktion
unterschieden, wobei meist nur die ersten beiden Formen direkt unter dem Begriff der

Extraktion zusammengefasst werden. [31, 32]

Die herauszulosende Substanz bzw. herauszulésenden Substanzen werden als
Ubergangskomponenten bezeichnet. Der Tragerstoff wird auch Abgeberphase genannt, das
Extraktionsmittel Aufnehmerphase. Nach durchgefuhrter Extraktion wird die Tragerstoffphase
zur Raffinatphase, die Extraktionsmittelphase zur Extraktphase. Wird die Extraktion als
Produktionsprozess eingesetzt, handelt es sich bei dem zu extrahierenden Stoff meist um

einen Wertstoff, wahrend man bei Reinigungsverfahren Schadstoffe entfernen will.

Bei der Extraktion handelt es sich um ein physikalisch — chemisches Trennverfahren. Der
Prozess fiihrt nicht direkt zu reinen Komponenten, da das Extrakt aus Extraktionsmittel und
molekular geloster Ubergangskomponente besteht. In einem weiteren Trennprozess wird eine
Reindarstellung der Stoffe und eine Ruckgewinnung des Extraktionsmittels angestrebt. Nach
dieser sogenannten  Extraktionsmittelaufbereitung kann das nun von der
Ubergangskomponente befreite Extraktionsmittel wieder dem Extraktionsprozess zugefiihrt

werden.

Die Fest/Flussig — Extraktion, bei der die Ubergangskomponente aus einer festen Tragerphase
mittels flussigem Extraktionsmittel herausgelost wird, wird auch als Auslaugen oder ,leaching”
bezeichnet. Um eine grof3e Ober- bzw. Kontaktflache zu schaffen, wird das feste Rohgut, die

Tragerphase, zuvor meist zerkleinert. Danach wird es in einem Extraktor mit dem
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Extraktionsmittel vermischt, um die Ubergangskomponente herauszulésen. AnschlieRend
kénnen das feste Raffinat und das fliissige Extrakt voneinander getrennt werden. Durch
Aufbereitung wird dann das Extraktionsmittel von der Ubergangskomponente getrennt. Je
nach Prozess kann das gereinigte Extraktionsmittel wieder dem Extraktionsschritt zugefiihrt
werden. [33]

2.7. Fallung

Proteine zahlen zur Gruppe der Poly — Elektrolyte, bei denen es sich um lonen handelt, die
mittels vieler positiv und negativ geladener Gruppen untereinander salzartig wechselwirken.
Zu diesen Gruppen zahlen beispielsweise Amino- (-NHs*) und Carboxylreste (-COO"), sowie
andere stickstoffhaltige und teilweise auch schwefelhaltige Reste. Zudem zeigen die polaren
Reste der Proteine nach auBen und kdnnen so in wassrigen Ldsungen
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, wahrend die unpolaren Gruppen nach innen
gewandt sind und sich durch van der Waals — Krafte verbinden. Wie bereits zuvor erwahnt
liegen die Proteine auRerdem in definierten Formen und raumlichen Anordnungen des
Peptidkettengertsts und der Aminosaurereste vor. Dadurch ergibt sich flr jedes Protein ein
typisches Oberflachenmuster. Zudem wird die Molekilstruktur und —form von Disulfid —

Briicken stabilisiert.

Diese Effekte wirken alle untereinander so, dass das Protein seine Form behdlt und damit in
Ldsung bleibt. Stérungen von aul3erhalb kénnen eine Formverénderung des Proteinmolekiils
ausldsen, durch welche es aufgrund der nun veranderten Loslichkeit zur Ausflockung, dem
Koagulieren, kommen kann. Dabei kdnnen beispielsweise das Ladungsmuster, die
Oberflachen — Polaritaten oder das Peptidgerist fir die Fallung der Proteine verandert
werden. Aufgrund der verschiedenen Formen, Strukturen und Oberflachenmuster der
Proteinarten wirken sich die Fallungsmethoden jedoch unterschiedlich aus. Allgemein lasst
sich die Fallung mittels chemischer Fallungsreagenzien und physikalischer

Fallungsmechanismen unterscheiden.

Chemische Fallungsreagenzien kbnnen mit den angesprochenen Gruppen reagieren oder sie
in ihrer Bindungsfahigkeit beeinflussen. Dies kann beispielsweise durch die Anderung des pH
— Wertes mittels Basen oder Sauren, die Zugabe von Schwermetallen, organische
Losungsmittel, Detergentien, inerte Salze, Schwefelverbindungen oder Harnstoff passieren.
Durch Sauren, wie zum Beispiel Salzsdure, kommt es aufgrund der vorhandenen Protonen

zur Ladungsanderung der Proteine, wodurch die Wasserstoffbriickenbindungen gelost
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werden. Das fihrt meist zu einer irreversiblen Ausflockung bzw. Denaturierung der Proteine.

Auch Basen kdnnen Proteine durch die Spaltung der Peptidbindung ausfallen.

Physikalisch lassen sich Proteine beispielsweise durch die Erhohung der Temperatur,
langsames Einfrieren, Aufschlagen (Beispiel: Eischnee), Schiitteln oder Rihren, dem Einsatz

von Ultraschall oder Bestrahlung, zum Beispiel mit IR- oder UV — Strahlung, ausfallen. [36]

Bei der Fallung mittels Anderung des pH — Wertes ist vor allem der sogenannte isoelektrische
Punkt von grof3er Bedeutung. Ist der pH — Wert der umgebenden Lésung niedriger als der
isoelektrische Punkt, hat das Protein als Poly — Elektrolyt oder Zwitterion eine positive
Nettoladung. Ist der pH — Wert hdher besitzt es hingegen eine negative Nettoladung. Beim
Neutralpunkt, also pH — Wert gleich isoelektrischer Punkt, liegt ein Gleichgewicht aus
Zwitterion und undissoziierter Aminosaure vor. Die Nettoladung des Proteins ist gleich Null,

wodurch die Loslichkeit auf ein Minimum sinkt. [37]
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2.8. Trockensubstanzbestimmung

Als Trockensubstanz wird der Bestandteil eines Stoffes oder einer Substanz beschrieben, der
nach Abzug des enthaltenen Wassers ubrig bleibt. Die Trockensubstanz kann als
Trockenmasse in [g] oder Trockensubstanzgehalt in [%] angegeben werden. Da die
verwendete Trockenwaage den Trockensubstanzgehalt in [%] ausgab, ist die entsprechende

Formel im Folgenden angegeben:

m
TS = trocken 100 %

Mgesamt

Formel 6: Allgemeine Berechnung der Trockensubstanz (Waage)

TS Trockensubstanzgehalt [%]
Mirocken Restgewicht bzw. Trockengewicht [g]
Mgesamt Startgewicht bzw. Gesamtgewicht [g]

2.9. Aschebestimmung

Bei der Aschebestimmung oder Veraschung wird der mineralische Anteil eines Stoffes oder
einer Substanz bestimmt. Hierzu werden die organischen Bestandteile bei hoher Temperatur
oder unter zusatzlichem Einsatz von starken Oxidationsmitteln, wie beispielsweise
Wasserstoffperoxid, oxidiert. Zuriick bleiben lediglich die anorganischen Bestandteile. Im
gleichen Verfahren wird zuvor oft die Trockensubstanz bestimmt, mit der sich dann die
organische Trockensubstanz berechnen lasst. Im Fall der Proteinbestimmung kann aul3erdem

der organische Rest bestimmt werden. Die genannten Werte berechnen sich wie folgt:

A=TS —oTS
Formel 7: Berechnung des Aschegehalts
A Asche [g] bzw. Aschegehalt [%)]
TS Trockenmasse [g] bzw. Trockensubstanzgehalt in [%]
oTS Organische Trockenmasse [g] bzw. organischer
Trockensubstanzgehalt [%]

32



OR =0TS - P

Formel 8: Berechnung der organischen Trockensubstanz

oR Organischer Rest [g] bzw. organischer Restgehalt [%6]

oTS Organische Trockenmasse [g] bzw. organischer

Trockensubstanzgehalt [%]

P Protein [g] oder Proteingehalt [%]

2.10. Ausbeute

Ein wichtiger Faktor zur Bewertung der Extraktion bzw. Féllung von Proteinen ist die Ausbeute.
Diese lasst sich mit der Beziehung zwischen dem extrahierten bzw. ausgefallten Protein zum

zu Beginn in der Probe enthaltenen Protein wie folgt berechnen:

mProtein(extrahiert/ausgeféllt) 100

Yprotein = %
mProtein(Probe)
Formel 9: Berechnung der Proteinausbeute
Y protein Proteinausbeute [%)]
Mprotein(extrahiert/ausgefallt) Masse extrahiertes/ausgefalltes Protein in

Gesamtprobe [g]

Mprotein(Probe) Masse Gesamtprotein in Ausgansprobe [g]

Zudem kann bei der Fallung die Ausbeute auch auf das zuvor extrahierte Protein bezogen
werden. Dadurch lasst sich ein besserer Vergleich zwischen den einzelnen Fallungen

unabhéangig der Extraktionsausbeute herstellen.

Die Reinheit der bei der Fallung gewonnenen Proteine lasst sich wie folgt berechnen:

w = i 100 %
TS
Formel 10: Berechnung der Reinheit
w Reinheit bzw. Massenanteil [%]
P Proteingehalt [%0]
TS Trockensubstanzgehalt [%0]
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3. Aufgabenstellung

In der folgenden Masterarbeit sollen Untersuchungen zur Gewinnung von Proteinen aus den
Reststromen Maiskeim- und Sojapresskuchen angestellt werden. Dabei sind vor allem die
Extraktion der Proteine und eine anschlieRende Féllung als Hauptziel zu betrachten. Die zu
untersuchenden Parameter der Extraktion sind dabei der pH —Wert, die Extraktionstemperatur
sowie -dauer. Die Extrakte sind auf Basis der Trockensubstanz sowie der Proteinausbeute zu
vergleichen. Eine optimierte Extraktion soll so ermittelt werden. AnschlieBend soll eine Fallung
der Proteine aus dem Extrakt erfolgen und ein geeigneter pH — Wert gefunden werden. Auch
hier sollen Trockensubstanz, Proteinausbeute und zusatzlich die Reinheit der gewonnenen
Proteine als Vergleichsbasis wirken. Fir ausgewéhlte Proben ist aul3erdem eine

Aschebestimmung durchzufiihren.
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4. Material und Methoden

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Geréte

Aufschlusseinheit

Blockaufschluss

Labortechnik

Gerat Bezeichnung Hersteller Spezifikation
Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf
Zentrifuge Rotana 460 Hettich
Zentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf
Prazisionswaage AW - 4202 Sartorius d=0,01g
Analysenwaage AW — 224 Sartorius d=0,1 mg
Feuchtebestimmer DBS Kern d=0,001g
Magnetruhrer mit RCT classic — Safety IKA
Heizplatte Control
H/ISE Benchto
_ Thermo Fisher P . P
pH - Meter Orion 4 — Star Plus L Multiparameter
Scientific
Meter
e Hirschmann R =0,2 %,
Digitalburette solarus® - 50 mi .
Laborgerate CVv=01%
Schnellverascher SVD LHG -
Verascher .
95 P Laborgerate
Heraeus® Oven — Thermo Fisher
Trockenschrank . . o
Function Line Scientific
behrotest® Standard
Kjeldahl - _ Behr
Kjeldahl System K 12

Mit Kondensations

behrosog 3 Behr
Prozessabsaugsystem i und
Prozessabsaugsystem Labortechnik L
Neutralisationsstufe
o o Wasserdampfdestillierer Behr _
Destillationseinheit ) vollautomatisch
S4 Labortechnik
Mixer HR2096/00 Standmixer Philips
Pipette Research Eppendorf 20— 200 ul
Pipette Research Eppendorf 100 — 1000 pl
Pipette Research plus Eppendorf 100 — 1000 pl
Pipette Research plus Eppendorf 1-10ml
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Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Materialien

Material Spezifikation Hersteller Artikelnummer
. Donaupresswerk
Maiskeim PK VFI GmbH -
Ennersdorf
. Donaupresswerk
Soja PK VFI GmbH -
Ennersdorf
Donaupresswerk
Sonnenblumen PK VFI GmbH -
Ennersdorf
Donaupresswerk
Raps PK VFI GmbH -
Ennersdorf
_ Bio Sojamehl -
Sojamehl _ Hensel -
fettreduziert
Maismehl Bio Maismehl - glutenfrei Alnatura -
Schwefelsédure 96 % 95 — 98 % Ph. Eur. Carl Roth 2609.2
Wasserstoffperoxid ROTIPURAN® p.a., ISO,
. Carl Roth 8070.3
30 % stabilisiert
Salzséaure 37 % 37 %, reinst Carl Roth 9277.2
. 0,1 mol/l-0,1 N
Salzséure 0,1 N . Carl Roth K024.2
Maflésung
Natronlauge 50 % 50 %, reinst Carl Roth 8665.4
Borsaure 299,8 % Carl Roth 5935.1
y pH 3,00 + 0,02 (20 °C)
Pufferldsung pH 3 Carl Roth T181.2
ROTI®CALIPURE
Pufferldsung pH 4 pH 4,00 + 0,02 (20 °C) Carl Roth A517.2
. pH 6,00 + 0,02 (20 °C)
Pufferlésung pH 6 Carl Roth T184.2
ROTI®CALIPURE
. pH 7,00 + 0,02 (20 °C)
Pufferldsung pH 7 Carl Roth P713.2
ROTI®CALIPURE
Pufferlésung pH 9 pH 9,00 + 0,02 (20 °C) Carl Roth P714.2
y pH 12,00 + 0,05 (20 °C)
Pufferlésung pH 12 Carl Roth T189.2
ROTI®CALIPURE
Pufferlésung pH 10 pH 10.00 + 0,01 (25 °C) | Lab Logistics Group 9.040 926
, , Behrotest® Siedesteine _
Siedesteine Behr Labortechnik B00217914
SIST 100
guecksilber- und selenfrei
Kjeldahl - Tabletten Zusammensetzung: TiOy, Carl Roth HN20.1
CuSO0y4, K2SO4 NaxSO4
Indikator Mischindikator 5 Carl Roth T125.1
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4.1. Kjeldahl - Stickstoff

Zur Bestimmung des Kjeldahl — Stickstoffs wurden die Proben zunéchst in jeweils einem
Aufschlussgefall abgewogen. Fliissige Proben wurden mittels 10 ml Pipette dosiert, das
genaue Gewicht jedoch ebenfalls notiert. Bei festen Proben wurde etwas destilliertes Wasser
hinzugegeben und eventuell am Glasrand haftende Rickstande nach unten gespilt.
AnschlieBend wurden in jedes Gefald drei Siedesteinchen sowie eine Kjeldahl — Tablette
gegeben, bevor die Zugabe von ca. 30 ml 96 %iger Schwefelsaure erfolgte. Die
Aufschlussgefalie wurden dann samt Haltegestell in das Blockaufschluss — System gegeben
und mit dem entsprechenden Deckel verschlossen. Nachdem das Absaugsystem
eingeschalten wurde, konnte mit dem Aufschluss begonnen werden. Dafir wurde folgendes

Aufschlussprogramm verwendet:

e Aufheizen auf 140 °C in 20 min
e Aufheizen auf 400 °C in 600 min
e Halten der Temperatur von 400 °C fir 50 min

e Beendigung des Programms und Abkuhlen auf 30 °C

Durch das sehr langsame Aufheizen auf 400 °C sollte die Schaumbildung und dadurch der
unvollstandige Aufschluss der Probe verhindert werden. Sollte die Probenldésung nach
Beendigung des Programms noch nicht vollstandig aufgeschlossen sein, wurden bei Bedarf
noch einmal 10 ml 96 %ige Schwefelsaure hinzugegeben. Anschliel3end wurden die Proben
noch einmal im Blockaufschluss — System auf 400 °C erhitzt und die Temperatur fir ca. eine

Stunde gehalten, bis die Probenldsung klar und farblos geworden war.

Nach Abkuhlen der Proben auf Raumtemperatur wurden sie einzeln in der Destillationseinheit
mittels Wasserdampf dampfdestilliert und die destillierte Losung in einem Erlenmeyer — Kolben
mit Borsaure (0,1 N) aufgefangen. AnschlieRend konnte die Ldsung nach Zugabe des
Mischindikators (Methylrot und Bromkresolgrin) mit Salzsdure (0,1 N) bis zum
Umschlagspunkt titriert und das Volumen der verbrauchten Saure notiert werden. Nach
Berechnung der enthaltenen Stickstoffmenge konnte dann unter Verwendung des Kjeldahl —

Faktors der Proteingehalt bestimmt werden.
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4.2. Extraktion

Fur die Proteinextraktion wurden jeweils 100 g der Probe in ein 3 | Becherglas eingewogen.
Die Probe wurde zuvor mit Hilfe eines Kiichenmixers zerkleinert. Anschlie3end wurden 1800
ml destilliertes Wasser hinzugegeben und auf einem Magnetrithrer durchmischt. Uber ein an
die Heizplatte des Magnetrihrers angeschlossenes Thermometer wurde nun das Gemisch auf
die gewiinschte Temperatur (50, 60, 70 bzw. 65 °C) gebracht. Um Zeit zu sparen wurde das
verwendete Wasser zuvor in einem Wasserkocher auf die ungefahre, gewlinschte Temperatur

aufgeheizt.

Je nach pH — Wert fur den Versuch wurde nun Natronlauge bzw. Salzsaure hinzugegeben.
Der pH — Wert wurde mittels eines pH — Meters mit eingebauter Temperaturkorrektur
gemessen. Zu Beginn wurde das pH — Meter mit entsprechenden Kalibrationslésungen
kalibriert. Wenn der gewiinschte pH — Wert erreicht wurde, konnte die Extraktionszeit gestartet
werden. Je nach Versuch entsprach diese 2, 3 oder 4 Stunden. Durch die stattfindende
Extraktion kam es bei basischen Loésungen zum Absinken, bei sauren Lésungen zum
Ansteigen des pH — Wertes, weshalb wahrend des Versuchs entsprechend Natronlaugen bzw.
Salzsaure hinzugegeben werden musste, um den Wert konstant zu halten. Um eine
Abweichung des pH — Meters zu vermeiden, wurde dieses auch zwischendurch mehrmals

kalibriert.

Sobald die gewtiinschte Extraktionszeit voruber war wurde die Losung in mehrere, meist vier,
ZentrifugengefalRe aufgeteilt und fir eine Stunde bei 4600 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. AnschlieBend konnte der Uberstand dekantiert werden. Ein Teil des Ruickstands

wurde zur Bestimmung der Trockensubstanz entnommen und der Rest entsorgt.

4.3. Fallung

Die Fallung der Proteine wurde anhand des im Schritt der Extraktion gewonnenen Uberstands
bzw. Extrakts durchgefiihrt. Der Uberstand wurde in einem 2 | Becherglas mittels Magnetriihrer
auf 50 °C erhitzt und der pH — Wert gemessen. Anschlielend wurde Salzsdure zum Senken
des pH — Wertes hinzugegeben. Ungeféhr einen vollstandigen pH — Schritt vor Erreichen des
gewlnschten pH — Wertes wurde das pH — Meter noch einmal entsprechend kalibriert. War
der pH — Wert erreicht, wurde die Losung noch fur 15 Minuten auf dem Magnetrihrer

weitergerihrt, um eine vollstdndige Reaktion zu gewahrleisten.
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AnschlieRend wurde die Lésung auf zwei Zentrifugenbehalter aufgeteilt und eine Stunde bei
4600 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand dekantiert und
entweder einer weiteren Fallung bei niedrigerem pH — Wert unterzogen oder, nach Enthahme
fur entsprechende Trockensubstanz— und Proteinbestimmungen, verworfen. Der Rickstand
wurde mit destilliertem, auf den pH — Wert der Fallung angesauertem Wasser gewaschen.
Dafur wurden 50 ml Zentrifugenbehélter verwendet und der gewaschene Riuckstand

anschlie3end erneut zentrifugiert.

4.4. Trockensubstanzbestimmung

Zur Bestimmung der Trockensubstanz von Flussigkeiten, wie zum Beispiel des Extrakts,
wurden 10 ml auf eine entsprechend tarierte Trockensubstanzschale aus Aluminium gegeben.
Die Schale mit der Probe wurde daraufhin in der Trockensubstanzwaage auf 105 °C erwarmt
und getrocknet. Fir feste Proben wurde meist ein Gewicht von ca. drei Gramm verwendet.
Wenn die Menge der Probe, beispielsweise bei Fallungsriickstanden, zu gering war, wurde
entsprechend weniger Probe abgewogen. Diese Falle sind in den Daten zur Trockensubstanz

mit der jeweiligen Masse angegeben.

4.5. Aschebestimmung

Das Ziel dieser Methode ist es, den Anteil der Trockensubstanz, den Anteil der organischen

Trockensubstanz und den Aschegehalt zu bestimmen.

Die fur die Aschebestimmung geeigneten Porzellantiegel wurden zu Beginn so gut wie méglich
mit Wasser und Seife gereinigt. Anschliel3end wurden sie im Verascher bei 800 °C fur ca. drei
Stunden ausgegliht und dann 30 Minuten lang bei ausgeschaltetem Verascher abkihlen
gelassen. Im Folgenden war darauf zu achten, die Tiegel ausschliel3lich mit der Tiegelzange
zu berthren, um den Fehler durch mdgliche Verunreinigungen zu minimieren. Die Tiegel
mussten nun noch einmal fur eine Stunde im Exsikkator auf Zimmertemperatur abkihlen,
bevor das Gewicht mittels Analysenwaage bestimmt werden konnte. AnschlieRend wurde die
Probe eingewogen und dann fir mindestens 24 Stunden im Trockenschrank bei 105 °C
getrocknet. Dies ware im Grunde nicht normgerecht, da es durch Hautbildung der Probe zur
Verschleierung des Trocknungsprozesses kommen kann. Da die entsprechenden
Trockensubstanzen allerdings bereits im Voraus mittels angegebener Trockensubstanzwaage

bestimmt wurden, dienten die Werte aus der Aschebestimmung lediglich der groben
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Orientierung. War die Probe getrocknet, wurden die Tiegel erneut fuir ca. 30 min im Exsikkator

auf Zimmertemperatur abgekihlt und im Anschluss die Trockensubstanz bestimmt.

Anschlieend wurden die Tiegel in den kalten Verascher gestellt und langsam aufgeheizt um
einen moglichen Probenaustrag durch ein Brennen der Probe zu verhindern. Der Verascher
wurde langsam auf 400°C, 600 °C und zum Schluss 800 °C eingestellt. Wenn keine oder nur
noch schwache Rauchbildung erkennbar war, konnte auf die nachst hbhere Temperaturstufe
aufgeheizt werden. Je nach Probe wurde die Temperatur von 800 °C fir mindestens 24 — 48
Stunden gehalten. Anschlieend wurden die Tiegel bei ausgeschaltetem Verascher wieder fir
eine Stunde abgekuhlt und dann fir 30 min im Exsikkator auf Zimmertemperatur gebracht.
War die Veraschung vollstandig, konnte dies anhand des weil3en Ascherlickstands festgestellt

und der Aschegehalt mittels Analysenwaage bestimmt werden.

Sollte die Veraschung noch nicht vollstandig gewesen sein, wurden die Tiegel, wie zuvor
beschrieben, abgekihlt und anschlielend die Probe mit 30 %iger Wasserstoffperoxid —
Losung benetzt, um die organische Trockensubstanz zu oxidieren. Die Tiegel mit der benetzen
Probe wurden nun bei maximal 45 °C im Trockenschrank getrocknet. Anschlie3end wurden
die Tiegel, wie bereits angegeben, noch einmal bei 800 °C ausgegliht und der Aschegehalt

bestimmt.

4.6. Fehlerbetrachtung

Wahrend menschliche Fehler, wie zum Beispiel fehlerhaftes Ablesen, durch digitale Anzeigen
groRtenteils vermieden werden konnen, spielen sie im Vergleich zu den systematischen
Fehlern der Messgeréate eine eher untergeordnete Rolle. Méglich sind jedoch beispielsweise
eine nicht eindeutige Bestimmung des Umschlagpunktes bei der Titration der
Stickstoffbestimmung. Der Umschlagspunkt erfolgt von griin auf grau, wahrend bei einer
rosa/pinken Farbung der Ldsung Ubertitriert wurde. Teilweise koénnen bei der
Stickstoffbestimmung daher Fehler durch ein Nichterreichen des Umschlagspunktes oder ein
Uberschreiten dessen entstehen. Dieser Fehler kann jedoch durch einen einheitlichen

Operator der Titration minimiert werden.

Der systematische Fehler ist vor allem fur die Temperaturiiberwachung bzw. -einhaltung des
Magnetruhrers mit Heizplatte bei Extraktion und Féllung nennen. Zusétzlich kénnen auch
durch die Temperatursensorik und die damit zusammenhéangende pH — Wert Bestimmung des

pH — Meters Fehler entstehen.
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Die grof3te auftretende Fehlerquelle ist jedoch durch den Masseverlust an Probe durch
Umfullen dieser von Becherglasern in Zentrifugengefaf3e und Lagerbehalter. Auch durch ein
Gutes Auskratzen und eventuelles Ausspulen der entsprechenden Gefal3e kann dieses nicht

vollstandig vermieden, der Fehler jedoch verringert werden.

5. Ergebnisse und Diskussion

5.1. Rohproben

Es wurden vier verschiedene Arten von Presskuchen, Soja-, Mais-, Sonnenblumen- und
Rapspresskuchen, auf den Stickstoff- bzw. Proteingehalt untersucht. Da jedoch nur Soja- und
Maispresskuchen fiur Extraktion und Fallung genutzt wurden, werden die ermittelten
Proteingehalte fur Sonnenblumen- und Rapspresskuchen lediglich zum Vergleich mit

angegeben. Zusatzlich wurden Mais- und Sojamehl (Alnatura, Hensel) untersucht.

Zu Beginn wurde anhand von Literaturwerten die bendtigte Probenmenge fiir die Kjeldahl —
Stickstoffbestimmung berechnet. Fir die beiden verwendeten Mehle wurden die
Packungsangaben genutzt. Beim Rapspresskuchen wurde auf Werte von vorangegangenen
Arbeiten zurtickgegriffen. Um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, sollte der Verbrauch
an Salzsaure fur den letzten Schritt der Stickstoffbestimmung, der Titration, mdglichst
zwischen 10 und 20 ml liegen. Dadurch wird der Fehler, in Bezug auf die Genauigkeit der
Methode, aufgrund von nur geringem Titrationsvolumen minimiert und gleichzeitig nicht

unndtig viel Chemikalie verbraucht. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiuhrt.

Tabelle 8: Proteingehalte der untersuchten Rohproben

Brobe Proteingehalt
Literaturwert [%] gemessener Wert [%]

Sojamehl, fettreduziert 40 39,55
Maismehl 7,7 7,49

Soja PK 43 B8 43,58

Mais PK 23 [24 23,25
Sonnenblumen PK 29 [39] 29,75
Raps PK 27 27,17

Es zeigt sich, dass die gemessenen Werte ungefahr mit den Literaturwerten tibereinstimmen.
Die Ergebnisse fur Soja- und Maispresskuchen wurden im weiteren Verlauf zur Berechnung

der Ausbeute fur Extraktion und Fallung verwendet.
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Tabelle 9: TS, Protein, Asche, 0TS und oR von Maiskeim und Soja PK

Probe TS [%] Protein [%] | Asche [%] 0TS [%)] OR [%]
Mais PK 91,04 25,54 3,33 87,70 62,16
Soja PK 94,32 46,21 6,16 88,16 41,95

Die angegebenen Werte sind prozentual auf den Trockensubstanzgehalt gerechnet, wahrend
sichin

Anhang 1 die absoluten Werte in Gramm befinden und die Tabelle zuvor den Proteingehalt
der Gesamtprobe darstellte. Wahrend Soja PK wesentlich mehr Protein enthalt, ist auch der

Aschegehalt deutlich hoher als beim Maiskeim PK. Die organische Trockensubstanz ist bei

beiden Presskuchen vergleichbar.

5.2. Extraktion

5.2.1. Maiskeim PK

Fur die Extraktion des Maiskeimpresskuchens wurden mehrere Parameter untersucht.
Analysiert wurde dabei die Abhangigkeit von pH — Wert, Temperatur und Zeit auf die
Proteinausbeute der Extraktion. Parameter, wie zum Beispiel das Mischungsverhéltnis von
Probe zu Wasser, wurden auf der Basis der Ergebnisse vorangegangener Arbeiten auf 1: 18
festgelegt. Die Ruhrgeschwindigkeit wurde anndhernd konstant gehalten und auf eine
vollstdndige Durchmischung wahrend der Extraktion geachtet. Die Dauer von 2 Stunden sowie
die Temperatur von 50 °C wurden ebenfalls aus vorangegangen Versuchen fir den Parameter
pH — Wert ilbernommen. Da der pH — Wert jeweils innerhalb weniger Minuten eingestellt und
die eigentlich Extraktionszeit erst nach Erreichen des pH — Wertes gestartet wurde, konnte

auch hier eine hohe Reproduzierbarkeit der Versuche erzielt werden.
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5.2.1.1. pH - Wert Abhangigkeit

Zu Beginn wurde die Loslichkeitskurve der Proteine aus Maiskeim PK durch die Extraktion bei
verschiedenen pH — Werten erstellt.

pH - Wert Abhangigkeit - Maiskeim PK 1
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Abbildung 3: Loéslichkeitsabhangigkeit von Proteinen aus Maiskeim PK im Bezug auf den pH - Wert

Zur Uberprufung des pH — Werts und zur Vergleichbarkeit der Versuche wurde der Verbrauch

an Base bzw. Saure zum Einstellen des pH — Wertes mit aufgenommen. Die entsprechenden
tabellarischen Werte befinden sich in Anhang 2.

pH - Wert Abhangigkeit - Maiskeim PK 2
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Abbildung 4: Trockensubstanz- und Proteinausbeute von Maiskeim PK bei verschiedenen pH - Werten
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Da kaum Quellen zur Extraktion von Maiskeimmehl bzw. Maiskeimpresskuchen vorhanden
waren, wurden verschiedene realistisch umsetzbare pH — Werte getestet. Bei sehr extremen
pH — Werten, wie zum Beispiel pH < 2 sowie pH = 12, kann es zu einer starken Denaturierung
der Proteine kommen, weshalb die Extraktionsversuche nur bis minimal pH 3 bzw. maximal
pH 11,5 durchgefuhrt wurden. Bei niedrigen pH — Werten werden kaum Proteine aus dem
Presskuchen geldst. Erkennbar ist auch, dass bei einem pH —Wert von 11,5 die gré3te Menge
an Proteinen, rund 27 %, gelést und somit extrahiert werden kann. Alle weiteren

Extraktionsversuche wurden daher bei pH = 11,5 durchgefihrt.

5.2.1.2. Temperatur- und Zeitabhangigkeit

Im Anschluss an die Versuche zur Lo6slichkeit und Extrahierbarkeit der Proteine bei
verschiedenen pH — Werten, wurde auf die Temperatur bzw. auf die Zeit eingegangen. Zuerst
wurde die Abhangigkeit der Loslichkeit in Bezug auf die Temperatur untersucht. Der pH —Wert
wurde, wie zuvor erwédhnt, bei 11,5 gehalten, um eine Vergleichbarkeit herzustellen. Da die
Versuche zum pH — Wert bereits bei 50 °C durchgefiihrt wurden, wurde nun die Extraktion bei
60 bzw. 70 °C getestet und ist im Folgenden dargestellt.

Temperaturabhangigkeit - Maiskeim PK 1
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Abbildung 5: Einfluss der Temperatur auf die Protein- und TS Ausbeute bei Maiskeim PK

Im Vergleich kann eine starke Abhéangigkeit der extrahierten Proteine zur Temperatur
festgestellt werden. Bei 70 °C als Extraktionstemperatur kann die Ausbeute von rund 27 % auf
rund 55 % verdoppelt werden, aber auch schon bei 60 °C zeigt sich eine deutlich héhere
Ausbeute von ca. 39 %. Bei 70 °C sinkt zudem die Ausbeute der Trockensubstanz ab, was

auf eine niedrigere Ausbeute an organischem Rest schlie3en lasst.
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Zeitabhangigkeit - Maiskeim PK 1
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Abbildung 6: Einfluss der Zeit aus die Protein- und TS Ausbeute bei Maiskeim PK

Wie zu erwarten hat die Extraktionsdauer einen geringeren Einfluss auf die Ausbeute als die

Extraktionstemperatur. Bei der Verdopplung der Extraktionsdauer kann die Ausbeute jedoch
von ca. 27 % auf fast 35 % erhoht werden.

Da sowohl die Erhéhung der Dauer sowie auch der Temperatur einen positiven Einfluss auf
die Ausbeute zeigten, wurde eine Kombination aus beiden Faktoren fir folgende Extraktionen
verwendet. Eine durchgangige Temperatur von 70 °C ist industriell, aber auch im Labor,
schwierig zu erreichen. Daher wurde eine Extraktionstemperatur von 65 °C als Kompromiss
genutzt. Um zwei Extraktionen pro Arbeitstag zu ermdglichen wurde auch die die
Extraktionsdauer von 4 Stunden auf 3 Stunden heruntergesetzt. Die Kombination der
untersuchten Parameter beinhaltete somit eine Extraktion bei einem pH — Wert von 11,5 bei

einer Extraktionsdauer von 3 Stunden und einer Temperatur von 65 °C.
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Temperaturabhangigkeit - Maiskeim PK 2
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Abbildung 7: Temperaturabhangigkeit bei Maiskeim PK inklusive Extraktion bei 3 h/65 °C
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Abbildung 8: Zeitabhéngigkeit bei Maiskeim PK inklusive Extraktion bei 3 h/65 °C

Dargestellt sind noch einmal die beiden Parameter inklusive der Extraktion bei 65 °C mit einer
Dauer von drei Stunden. Bei der Erhéhung der Extraktionsdauer von zwei auf drei Stunden
kann auch mit einer Temperatur von 5 °C weniger eine &hnlich hohe Proteinausbeute erreicht
werden. Dass die Temperatur einen wesentlich gro3eren Einfluss auf die Proteinausbeute hat,
wird auch noch einmal im Diagramm zur Zeitabhéngigkeit gezeigt. Durch die Erh6hung von
50 °C auf 65 °C kann hier auch bei einer Dauer von drei statt vier Stunden wesentlich mehr

Protein extrahiert werden. Tabellarisch dargestellt befinden sich die aufgefuhrten Werte fur die
Extraktion in Anhang 3.
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5.2.2. Soja PK

5.2.2.1. pH - Wert — Abhangigkeit

Im Vergleich zu Quellen, die sich mit der Extraktion von Proteinen aus Maiskeimmehl bzw.
Maiskeimpresskuchen beschéftigen, gibt es zahlreiche Artikel und Untersuchung zur

Proteinextraktion aus Reststromen der Sojadlproduktion.

Ldslichkeitskurve von N-Substanzen aus Sojamehl
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Abbildung 9: Einfluss des pH - Wertes auf die Ldslichkeit von Sojaprotein aus entfettetem Sojamehl [29]

Das dargestellte Diagramm zeigt, dass eine fast 100 %ige Ausbeute an loslichen N —
Substanzen bzw. Proteinen aus Soja mdglich ist. Allerdings beziehen sich die Daten des
Diagramms lediglich auf entfettetes Sojamehl, weshalb diese hohen Ausbeuten mit
Sojapresskuchen nicht erreichbar sind. Durch das Herauspressen des Sojadls bei
Temperaturen um 120 °C werden die Proteine strukturell verandert und die Léslichkeit, vor
allem im neutralen pH — Bereich, wird deutlich verringert. Konventionell wird Sojadl meist
mittels einer Fest/Fllissig — Extraktion mit dem Ldsungsmittel Hexan gewonnen. Das
Ldslichkeitsverhalten wird auch dort verandert, jedoch nicht im gleichen Ausmal3. Aufgrund
des wesentlich hoheren Proteingehalts von Sojapresskuchen im Vergleich zu

Maiskeimpresskuchen war jedoch mit einer deutlich besseren Ausbeute zu rechnen.
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pH - Wert Abhéngigkeit - Soja PK 1
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Abbildung 10: Loslichkeitsabhangigkeit von Proteinen aus Soja PK im Bezug auf den pH - Wert

pH - Wert Abhéngigkeit - Soja PK 2

® Trockensubstanz
i m gelOstest Protein
L I-
11,5 9 7 5 4

pH - Wert

Ausbeute [%]
= N w H a1 (2] ~
o o o o o o o

o

Abbildung 11: Trockensubstanz- und Proteinausbeute von Soja PK bei verschiedenen pH - Werten

Waéhrend die Ausbeuten bei niedrigen pH — Werten sehr von den meisten Quellen, wie auch
vom zuvor dargestellten Diagramm zur Léslichkeit von Sojaproteinen, abweichen, kdnnen bei
hohen pH - Werten ebenfalls sehr hohe Ausbeuten erreicht werden. Bei einer
Extraktionsdauer von zwei Stunden und einer Temperatur von 50 °C kdnnen ca. 68 % der im
Sojapresskuchen enthaltenen Proteine extrahiert werden. Basierend auf diesen Werten
kdnnte aulRerdem eine umgekehrte Extraktion untersucht werden. Da vor allem bei den pH —
Werten 5 und 4 die extrahierte Trockensubstanz im Vergleich zur Proteinausbeute sehr hoch
ist, kbnnte man versuchen den bei der Zentrifugation erhaltenen Riickstand aufzureinigen, da

dort noch ein Grol3teil der Proteine, jedoch wesentlich weniger andere organische Substanzen
enthalten sind.
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5.2.2.2. Temperatur- und Zeitabhangigkeit

Aufgrund von Zeitmangel wurde bei Soja auf die ausfuhrlichen Versuche zur Zeit- und
Temperaturabhangigkeit auf die Léslichkeit der Proteine bei Soja PK verzichtet. Jedoch lieferte
eine Extraktion bei den am Ende gewahlten Parametern zur Proteinextraktion aus
Maiskeimpresskuchen, einer Dauer von drei Stunden und einer Temperatur von 65 °C,
durchaus vielversprechende Ergebnisse.

Temperatur- und Zeitabhangigkeit - Soja PK
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Abbildung 12: Einfluss der Temperatur und der Zeit auf die Protein- und TS Ausbeute bei Soja PK

Die Ausbeute konnte bei gleichem pH —Wert von 11,5 von rund 68 % auf rund 82 % gesteigert
werden. Wie zuvor bei der Extraktion des Maiskeim PK ist also auch bei Soja PK eine hdhere
Temperatur sowie eine hohere Extraktionsdauer vorzuziehen. Die gemessenen Werte sind
noch einmal tabellarisch in Anhang 4 dargestellt.
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5.2.3. Mischung Soja und Maiskeim PK

Zusétzlich zu den einzelnen Presskuchen, wurde auch eine Mischung aus Maiskeim und Soja
PK mit jeweils 50 g bei verschiedenen pH — Werten extrahiert.

pH - Wert Abhangigkeit
Maiskeim + Soja PK
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Abbildung 13: Trockensubstanz- und Proteinausbeute von Maiskeim und Soja PK Gemischen im Bezug auf den
pH - Wert

Im Diagramm dargestellt sind die gemessenen Werte fir die Trockensubstanz und die
Proteinausbeute sowie die theoretische Proteinausbeute, die aus den, zuvor fur die einzelnen
Presskuchen, gemessenen Werten berechnet wurde. Fir die pH —Werte 11,5 — 7 — 3 basieren
die theoretischen Werte auf noch einmal mittels Kalibration tberpriften Einzelwerten fur die
jeweiligen Presskuchen. Da die Mischungen aufgrund des Zeitmangels nicht noch einmal
Uberprift werden konnten, lassen sich leider keine exakten Vergleiche herstellen. Die hdhere
Proteinausbeute bei der Extraktion im basischen Milieu sind mdglicherweise auf die fehlende
Kalibration und damit den abweichenden pH — Wert zuriickzufiihren. Ahnlich im sauren Milieu,
wo allerdings die gemessenen Ausbeuten vor allem bei pH = 3 weit unter den errechneten

Werten liegen. In Tabellenform finden sich die dargestellten Werte in Anhang 5.
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5.3. Féallung

5.3.1. Maiskeim PK

Fur die Proteinfallung wurde zuerst der isoelektrische Punkt, der das Ldslichkeitsminimum der
Proteine beschreibt, bestimmt. Da es sich um viele verschiedene Proteine handelt, ist jedoch
kein eindeutiger Punkt bestimmbar. Es handelt sich eher um mehrere Punkte bzw. einen
Bereich, in dem die Loslichkeit gering ist und ein Grof3teil der Proteine ausfallen. Wie im Fall
der Extraktion waren nur wenige Quellen zu den Maiskeimproteinen bzw. ihrem
isoelektrischen Punkt zu finden. Aus diesem Grund wurde zu Beginn ein Probedurchgang zur
Bestimmung des isoelektrischen Punktes vorgenommen. Dazu wurde der zuvor extrahierte
Uberstand auf 50 °C erwarmt und Salzséure tropfenweise bis zu einem pH — Wert von 7
hinzugegeben. Danach wurde, unter zwischenzeitlicher Kalibrierung, der pH — Wert in 0,5er
Schritten bis pH = 2 abgesenkt und bei jedem Schritt ca. 1 ml Probe entnommen. Diese Proben
wurden zentrifugiert und das Volumen des ausgefallten Ruckstands verglichen. Bei einem pH
— Wert von 5,19 wurden die ersten Proteine ausgefallt. Bis pH = 4,5 blieb die Menge ungefahr
konstant, wahrend bei pH = 4 etwas mehr Volumen erkennbar war. Danach blieb die Menge
an ausgefallten Proteinen bis pH = 2 ungefahr gleich. Anschlielend wurde ein weiterer
Extraktionsiiberstand verwendet und bis pH = 4 angesauert. Schlussendlich wurde ein dritter
Extraktionsiiberstand zuerst bei pH = 5,19 ausgefallt, zentrifugiert und der Uberstand noch
einmal bei pH = 4 ausgeféllt. Die drei Produkte wurden auf Ausbeute und ihre Reinheit
untersucht. Da von jedem Uberstand Proben zur Bestimmung der Trockensubstanz und
Proteinausbeute enthommen wurden, sind die dargestellten Werte auf den gesamten

Uberstand hochgerechnet. Die gemessenen Werte befinden sich im Anhang 6.

Tabelle 10: Proteinausbeute, TS, Reinheit und Aschegehalt der Proteinfallung aus Maiskeim PK

Ausbeute Ausbeute Ausbeute . . .
Versuch \?Vl-ér_t (Probe) (Extraktion) (Extrakt) ProteE(;g]]ehalt [E /S] Re[|(;r11e|t A;;?e
[%] [%] [%] ° ° ° °
1. 4 15,13 49,81 30,38 19,98 37,45 | 53,34 0,61
2.1. 5,19 9,09 53,53 16,98 8,97 20,99 | 42,76 0,76
2.2. 4 3,68 53,53 6,87 20,57 57,45 | 35,81 -
Gegamt ; 12,76 ; 23,84 ; - ; -

Bei der Einzelfallung bei pH = 4 ist eine maximale Proteinausbeute von rund 30 % im Bezug
auf das zuvor extrahierte Protein erreichbar. Somit ergibt sich insgesamt nur eine Ausbeute

von knapp 15 % bezogen auf die in der Probe enthaltene Proteinmenge. Dabei kann eine
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Reinheit von ca. 53 % erreicht werden. Der Versuch, durch die Abtrennung der bei pH = 5,19
ausgefallten Proteine und die anschlieRende Fallung bei pH = 4 eine bessere Ausbeute oder
Reinheit zu erreichen, zeigt keine positiven Ergebnisse. Fir die Trockensubstanzbestimmung
der pH = 4 ausgefallten Proteine konnte nur eine geringe Menge verwendet werden, da nur
eine geringe Menge an Probe zur Verfligung stand. Das Ergebnis kdnnte somit verfalscht sein.
Auch fur die Bestimmung des Aschegehalts war nicht ausreichend Probe verfiigbar. Da zudem
die Gesamtausbeute aus den bei beiden pH — Werten ausgefallten Proteinen geringer ausfallt
und ein zusétzlicher Schritt der Trennung und erneuten Fallung ndtigt ist, ist die eine

Einzelfallung bei pH = 4 vorzuziehen.

5.3.2. Soja PK

Im Gegensatz zu der Proteinfallung aus Maiskeimextrakten oder &hnlichem, gibt es in Bezug
auf Soja zahlreiche Quellen. Der isoelektrische Punkt wird fiir mit Hexan entfettetes Sojamehl
bei einem pH — Wert von 4,5 angegeben. [10] Da jedoch bei der Extraktion bereits gezeigt
wurde, dass sich entfettetes Sojamehl nicht exakt wie der verwendete Sojapresskuchen
verhalt, wurde zunachst wie bei der Proteinfallung aus Maiskeimpresskuchen der pH — Wert
Schritt fir Schritt abgesenkt und die jeweiligen Proben zentrifugiert. Bei pH = 5,5 zeigte sich
der erste Fallungsniederschlag. Bei pH = 5 und pH = 4,5 wurden groRere Mengen ausgefallt.
Die Menge veranderte sich bei weiterer Absenkung des pH — Wertes kaum, aber die Farbe
des Niederschlags veréanderte sich von weil auf gelb — weil3 und er wurde deutlich dunkler.
Ab einem pH — Wert von 2,5 zeigte sich au3erdem eine deutlich schlechtere Trennung des
Niederschlags vom Uberstand in der Zentrifuge. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die
Fallung bei den pH — Werten 5, 4,5 und 4 untersucht. Im ersten Versuch wurde zuerst bei
pH = 5 gefallt, der Ruckstand zentrifugiert und der Uberstand noch einmal bei pH = 4 gefallt.
Beim zweiten und dritten Versuch wurde der Extraktionsiiberstand in zwei Kleinere
Becherglaser aufgeteilt. Ein Teil wurde bei pH = 5, der andere Teil bei pH = 4,5 ausgefallt.
Dies sollte zu einer besseren Vergleichbarkeit der verschiedenen pH — Werte und deren
Fallungsergebnissen beitragen. Wie zuvor sind die dargestellten Werte auf den bei der

Extraktion erhaltenen Uberstand hochgerechnet.
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Tabelle 11: Proteinausbeute, TS, Reinheit und Aschegehalt der Proteinféallung aus Soja PK

e | | | e TR o] 1o | revn e
[%] [%] [%]
1.1, 5 40,01 61,25 65,33 2505  |3443| 7537 | 0,19
1.2. 4 2,69 61,25 4,39 20,56 | 4585 | 32,89 | -
Gei‘f"mt : 42,70 i 69,72 : i i i
2.1. 5 33,83 82,41 41,05 2891  |4027| 71,81 | 0,20
22. | 45 | 50,12 82,41 60,82 3364 |4965| 67,76 | 0,19
3.1 5 52,18 68,45 76,23 27,74  |3312| 8376 | 017
32. | 45 | 5318 68,45 77,68 28,04 |37,41| 7494 | 0,16

Bei der Fallung von Proteinen aus Sojapresskuchen kénnen Ausbeuten von rund 77 %
bezogen auf das extrahierte Protein und Gesamtausbeuten von rund 53 % bezogen auf die
Proteinmenge der Ausgangsprobe erreicht werden. Die Reinheit von ca. 84 % ist nur noch
knapp von der Reinheit von sogenannten Sojaproteinisolaten entfernt, die ab einer Reinheit
von mindestens 85 % [10] als solche bezeichnet werden. Der Vergleich der Fallung zeigt, wie
zuvor bei der Féallung der Maiskeimproteine, dass eine Einzelfallung bei einem gewahlten pH
— Wert einer Zweifachféllung bei zwei pH — Werten mit zusatzlicher Abtrennung der geféllten
Proteine vorzuziehen ist. Die Reinheit und Proteinausbeute der Produkte sind im Vergleich
besser. Die Ausbeute der Fallung bei pH = 5 in Versuch 3. ist nur wenig geringer als die der
Fallung bei pH = 4,5. Zusatzlich ist die Reinheit bei pH = 5 deutlich héher. Aufgrund des
geringeren Verbrauchs an Salzsaure bei der pH = 5 Fallung ist diese auch 6konomisch
vorzuziehen. Im zweiten Versuch wurde der erste Teil des Uberstands zuerst auf pH = 5,5
angesauert und zentrifugiert. Da jedoch kein Ruickstand erkennbar war, wurde der Uberstand
erneut erwarmt und dann bei pH = 5 ausgefallt. Die wesentlich niedrigere Ausbeute im
Vergleich zum Ruckstand des Versuchs 3.1. ist also mdglicherweise durch die zweifache
Verwendung bzw. die Verluste der Probe in Zentrifugenbehaltern und Becherglasern
zurickzufuhren. Die vollstindigen Werte fir die Aschebestimmung, die organische
Trockensubstanz sowie der organische Rest befinden sich im Anhang 7. In Anhang 8 sind

aullerdem die Werte fur die komplette Aschebestimmung zu finden.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der Arbeit wurden Maiskeim- und Sojapresskuchen als Reststrome der
Olgewinnung durch Auspressen untersucht. Begonnen wurde mit einer Bestimmung des
Proteingehalts der Rohproben mittels Kjeldahl — Stickstoffbestimmung. Zusatzlich wurden
noch eine Aschebestimmung sowie eine Messung der Trockensubstanz der unbehandelten
Presskuchen durchgefiihrt. Die Werte flr die organische Trockensubstanz sowie den

organischen Rest konnten daraufhin aus den gemessenen Werten ermittelt werden.

Die Proteinextraktionen wurden unter verschiedenen Bedingungen ausgefiihrt und
miteinander verglichen. Fur die Extraktion von Proteinen aus Maiskeimpresskuchen wurden
der pH — Wert, die Zeit und die Temperatur als Extraktionsparameter untersucht, wahrend
beim Sojapresskuchen hauptséchlich der pH — Wert als Parameter variiert wurde. Von den
gewonnenen Extrakten wurden die Trockensubstanz sowie die Proteinausbeute verglichen
und die fur weitere Versuche optimalen Parameter festgelegt. Die Durchfiihrung der
anschlieenden Extraktionen fand daher bei einem pH — Wert von 11,5 sowie einer
Temperatur von 65 °C und einer Extraktionsdauer von drei Stunden statt. Au3erdem wurde
eine Aschebestimmung flr einzelne Proben durchgefihrt und die entsprechenden oTS- und

oR — Werte ermittelt.

Zur Fallung der Proteine wurden die zuvor hergestellten Extrakte auf 50 °C erwarmt und dann
bis zu verschiedenen niedrigen pH — Werten angesauert. Dabei galt es den isoelektrischen
Punkt der jeweils enthaltenen Proteine zu finden. Die Fallungsriickstdnde wurden auf
Proteinausbeute und Reinheit untersucht, um einen fir die Fallung optimalen pH — Wert bei
gegebener Temperatur zu ermitteln. Fur die Fallung von Proteinen aus Maiskeimpresskuchen
lag dieser pH — Wert bei 4, flr Sojaproteine bei 5. AuRerdem wurde eine Aschebestimmung
fur verschiedene Produkte der Proteinfallung durchgefuhrt und wie zuvor die Werte fir oTS

und oR berechnet.
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7. Ausblick

Wahrend bei der Extraktion von Proteinen aus Sojapresskuchen relativ hohe Ausbeuten
erreicht werden konnten, war dies bei Maiskeimpresskuchen als Ausgangsstoff leider nicht der
Fall. Dies ist wahrscheinlich auf den niedrigeren Proteingehalt aber auch auf den héheren
Ballaststoffgehalt zuriickzufihren, der die Proteinextraktion erschwert. Insgesamt konnten bei
der Kombination von Extraktion und Fallung rund 53 % der Sojaproteine mit einer Reinheit von
fast 84 % gewonnen werden. Flr Proteine aus Maiskeimpresskuchen war die Ausbeute auf
gerade mal 15 % und einer Reinheit von ca. 53 % beschrankt. Ob eine Mischung der beiden
Presskuchen eventuell wirklich eine Verbesserung der Extraktion der Proteine und vielleicht
ergiebigere Fallung erméglichen kodnnte, misste noch weiter untersucht werden. Die

gemeinsame Fallung ware dort eventuell bei einem pH — Wert von 4,5 moglich.

Als Alternative zur Proteinfallung ist aul3erdem eine Extraktion mit anschlieRender
Ultrafiltration in Betracht zu ziehen. Vor allem bei Maiskeimproteinen ware so die Abtrennung
stérender Ballaststoffe mdoglich. Bei einer folgenden Ultrafiltration (Diafiltration) kénnte so

eventuell ein verwertbares Proteinkonzentrat gewonnen werden.

Im Anschluss sollte aul3erdem eine Untersuchung durchgefiihrt werden, wie sich die optimierte
Gewinnung der Proteine mittels Extraktion und Fallung im Vergleich zur aktuellen Nutzung der
Presskuchen als Tierfutter rentiert. Dabei sollte jedoch nicht nur der aktuelle Stand, sondern
bis zu einem gewissen Grad auch Prognosen fir die zukiinftige Nachfrage nach pflanzlichem

Protein, berticksichtigt werden.
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Anhang 1: Werte fur die Rohproben auf bezogen auf 100g

Probe |TS[g] (aus AB)|TS [g] (aus TS Waage] | Protein [g] | Asche [g] |0TS [g]| ©OR [g]
Mais PK 90,63 91,04 23,25 3,03 88,00 | 64,75
Soja PK 94,20 94,32 43,58 5,81 88,51 | 44,93




Anhang 2: Extraktion von Maiskeim PK bei verschiedenen pH — Werten

Datum Versuch| pH-Wert | Verbrauch [g] TS [%] Protein [%] | m(Uberstand) [g] | Y(Protein) [%] Y(TS)[%] Uberpriifung
03. Jul 11,5 6,05 2,15 0,49 1257,38 26,68 27,30 ja
02. Jul 11 5,40 2,02 0,47 1225,04 24,51 24,68 ja
09. Mai 9 2,59 1,29 0,34 1209,92 17,73 15,61 nein
07. Sep 7 1,68 1,11 0,29 1255,63 15,87 13,94 ja
11. Mai 4 0,21 0,86 0,24 1349,43 13,99 11,61 nein
10. Sep 3 1,33 0,93 0,26 1400,97 15,71 12,96 ja
Anhang 3: Extraktion von Soja PK bei verschiedenen pH — Werten
Datum Versuch| pH-Wert | Verbrauch [g] TS [%] Protein [%] | m(Uberstand) [g]| Y(Protein) [%] Y(TS)[%] Uberprifung
22. Aug 11,5 4,69 3,85 1,90 1574,30 68,11 60,53 ja
15. Mai 9 1,20 2,59 1,00 1363,49 31,02 35,25 nein
05. Sep 7 0,43 2,00 0,52 1394,38 16,56 27,89 ja
07. Mai 5 0,91 1,61 0,18 1443,31 5,86 23,24 nein
07. Mai 4 2,46 1,50 0,14 1489,90 4,65 22,35 nein
05. Sep 3 3,53 1,80 0,34 1482,42 11,53 26,68 ja
Anhang 4: Extraktion von Maiskeim PK bei verschiedenen Extraktionstemperaturen und -zeiten
Datum Versuch | Temperatur [°C]| Zeit [n] |Verbrauch[g]| TS|[%)] |Protein [%)]|m(Uberstand) [g] | Y(Protein) [%]| Y(TS)[%] | Uberprifung
03. Jul 50 2 6,05 2,15 0,49 1257,38 26,68 27,30 ja
09. Jul 60 2 9,26 3,16 0,70 1304,37 39,20 41,15 ja
10. Jul 70 2 10,09 3,48 0,91 1397,28 54,69 48,63 ja
11. Jul 50 3 6,42 2,38 0,56 1292,6 31,03 30,70 ja
12. Jul 50 4 7,28 2,72 0,61 1321,29 34,66 35,87 ja
30. Jul 65 3 8,95 3,59 0,88 1326,54 49,81 47,62 ja




Anhang 5: Extraktion von Maiskeim und Soja PK Gemischen bei verschiedenen pH — Werten

Datum pH - Verbrauch | Verbrauch(theo.) | TS Protein | m(Uberstand) | Y(Protein) Y (Protein, Y(TS)[% | Uberpriifun
Versuch Wert [a] [a] [%6] [%0] [a] [%0] theo.) [%] g
04. Jun 11,5 5,68 5,37 3,15 1,29 1413,68 54,36 47,40 44,74 nein
17. Mai 11 5,88 5,75 3,21 1,31 1336,22 52,53 47,56 42,83 nein
18. Mai 9 2,14 1,90 2,06 0,68 1303,57 26,68 24,38 26,85 nein
22. Mai 7 1,12 1,06 1,52 0,38 1292,48 14,66 16,22 19,65 nein
25. Mai 4 0,72 1,34 1,24 0,06 1283,76 7,40 9,32 15,85 nein
28. Mai 3 2,05 2,43 1,23 0,19 1407,91 7,94 13,62 17,25 nein
Anhang 6: Fallung von Proteinen aus Maiskeim PK
Versuch | pH - Wert Ausbeute (Probe) | Ausbeute (Extraktion) Ausbeute (Extrakt) Proteingehalt TS Reinheit Asche
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
1. 4 13,44 49,81 26,98 19,98 37,45 53,34 0,61
2.1. 5,19 8,47 53,53 15,82 8,97 20,99 42,76 0,76
2.2. 4 3,42 53,53 6,40 20,57 57,45 35,81 -
Gesamt . 11,89 . 22,22 i i i i
Anhang 7: Fallung von Proteinen aus Soja PK
Versuch | pH - Wert Ausbeute (Probe) | Ausbeute (Extraktion) Ausbeute (Extrakt) Proteingehalt TS Reinheit Asche
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
1.1. 5 39,07 61,25 63,79 25,95 34,43 75,37 0,19
1.2. 4 2,63 61,25 4,29 20,56 45,85 32,89 -
Gesamt 1. - 41,70 - 68,08 - - - -
2.1. 5 29,80 82,41 24,56 28,91 40,26 71,81 0,20
2.2. 4,5 44,18 82,41 36,41 33,64 49,64 67,76 0,19
3.1 5 46,58 68,45 68,04 27,74 33,11 83,76 0,17
3.2. 4.5 47,46 68,45 69,34 28,04 37,41 74,94 0,16




Anhang 8: Werte der Aschebestimmung von Extraktionstberstanden und Fallungsrickstanden von Maiskeim und Soja PK

Extraktionstberstande:
Probe Datum(Probe | pH - TS | TS(Waag | Asche | Protein | m(Probe) | m(Protein) | m(oTS) | m(oR) | Y(TS) | Y(Protein)
) Wert | [%] | e)[%] [%] [%] [0] [a] [a] [a] [%] [%]

22.08. 115 | 3,82 3,85 0,44 1,90 1574,30 29,83 60,40 | 30,56 | 60,53 68,45

Soja PK 08.05. 11 4,02 3,98 0,43 2,12 1459,45 30,87 57,88 | 27,01 | 58,01 70,96
15.05. 9 2,56 2,59 0,27 1,00 1363,49 13,57 35,17 | 21,60 | 35,25 31,17

03.07. 11,5 2,14 2,15 0,42 0,49 1257,38 6,16 26,90 20,74 | 27,03 26,68

Maiskeim 02.07. 11 1,98 2,02 0,37 0,14 1225,04 1,75 24,57 22,82 | 24,68 2451
PK 09.05. 9 1,31 1,29 0,22 0,34 1261,98 4,30 15,54 11,25 | 15,61 17,73
30.07. 11,5 | 3,47 3,59 0,59 0,88 1326,54 11,61 47,45 35,84 | 47,62 49,81

Fallungsrickstande:
Probe Datum(Probe | pH - TS | TS(Waag | Asche | Protein | m(Probe) | m(Protein) | m(oTS) | m(oR) | Y(Protein) | Reinheit

) Wert | [%] | e)[%] [%6] [%] [o] [¢] [o] [o] [%] [%]

Maiskeim 31.07. pH4 |30,43| 3745 | 061 | 19,98 17,61 3,52 6,58 | 3,06 13,44 53,35
PK 09.08. pH 5,19 |21,69| 2099 | 0,76 8,98 21,94 1,97 458 | 2,61 8,47 42,76
20.08. pHS |34,42| 34,43 0,19 25,95 65,61 17,03 22,58 5,56 39,07 75,37

28.08. pH4,5 |51,48| 49,65 0,19 33,64 28,62 9,63 14,20 4,58 44,18 67,75

Soja PK 29.08. pHS |36,35| 40,27 0,20 28,92 22,46 6,49 9,04 2,54 29,80 71,80
04.09. pH4,5 |35,63| 37,41 0,16 28,04 36,89 10,34 13,80 3,45 47,46 74,94

04.09. pH5 |34,70| 33,12 0,17 27,74 36,59 10,15 12,11 1,96 46,58 83,75




