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Ausgangssituation:

Weltweit werden Proteinisolate aufgrund ihrer
technofunktionellen Eigenschaften als Emul-
gatoren, Schaumbildner oder Wasserbinder
bei der Herstellung verschiedener Lebensmit-
tel, wie z. B. Backwaren, Suppen, Sol3en, Auf-
strichen und Wurstwaren, eingesetzt. Obwohl
pflanzliche Proteine eine nachhaltigere Roh-
stoffquelle darstellen, eine hervorragende
Technofunktionalitdat aufweisen und wirt-
schaftlich attraktiver sind, werden bislang vor
allem tierische Proteine, wie Casein/Casei-
nate, Molkenproteine und Eipulver, einge-
setzt. So ist es nicht verwunderlich, dass 2012
der Anteil an pflanzlichen Proteinen auf dem
Weltmarkt mit ca. 1,7 Mio. Tonnen noch deut-
lich unter dem Anteil tierischer Proteine (2,3
Mio. Tonnen) lag.

Obwohl der Bedarf an hochwertigen Pflanzen-
proteinen als Lebensmittelzutat in Europa ste-
tig wachst, sind ihre Einsatzmoglichkeiten ge-
genwartig noch durch eine unbefriedigende
Sensorik beschrankt. Den pflanzlichen Pro-

teinpraparaten werden neben bohnigen oder
grasigen Aromaeindriicken vielfach auch eine
starke Bitterkeit und Adstringenz sowie gene-
rell ein im Vergleich zu tierischen Proteinen
flacher oder unharmonischer Geschmacksein-
druck zugeschrieben. In Abhangigkeit der Le-
bensmittelapplikation kénnen diese Fehlge-
schmacksattribute derart in den Vordergrund
treten, dass die Verwendung von pflanzlichen
Proteinpraparaten in Lebensmitteln nur einge-
schrankt bzw. nicht ohne maskierende Zusatz-
stoffe moglich ist.

Wahrend die Ursachen fiir die bohnig-grasi-
gen Aromaeindriicke mittlerweile gro3tenteils
aufgeklart sind und erste Strategien zur Aro-
maverbesserung existieren, sind im Bereich
der Geschmacksstoffforschung bislang kaum
systematische Studien vorzufinden. Trotz feh-
lender molekular-sensorischer Betrachtungen
wird die Bitterkeit bzw. die Adstringenz der
pflanzlichen Proteine vielfach auf die Anwe-
senheit von nicht-kovalent bindenden, sekun-
daren Pflanzeninhaltsstoffen, wie beispiels-
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weise von Saponinen oder Polyphenolen, zu-
riickgefihrt. Auch fehlen bislang Untersu-
chungen, in denen der intrinsische Ge-
schmack von hochreinen Proteinen For-
schungsgegenstand war. Sowohl fiir Herstel-
ler von Proteinzutaten als auch fur die Anwen-
der aus dem Bereich der Lebensmittelindust-
rie besteht deshalb ein grolRes Interesse, ei-
nerseits die storenden geschmacksaktiven
Verbindungen zu identifizieren und anderer-
seits v.a. technologische Wege zu finden,
diese zu entfernen oder deren Konzentratio-
nen im Zielprodukt zumindest soweit zu ver-
ringern, dass sie in den entsprechenden Le-
bensmittelapplikationen unterhalb der Ge-
schmacksschwelle liegen.

Ziel des Forschungsvorhabens war es des-
halb, Proteinkonzentrate und -isolate aus Erb-
sen, Soja und Raps, die einen bitter/adstrin-
gierenden Fehlgeschmack aufweisen, hin-
sichtlich ihrer orosensorisch aktiven Verbin-
dungen mittels fraktionierter Geschmacksver-
dinnungsanalysen zu untersuchen. Die so ge-
wonnenen Erkenntnisse sollten gezielt fir
eine Optimierung verfahrenstechnischer Pro-
zesse (Ent6lung, Extraktion, Fallung/Filtration)
zur Gewinnung der Proteinpraparate einge-
setzt werden, um sensorisch verbesserte Pro-
teinzutaten mit verringerter Bitterkeit bzw. Ad-
stringenz zur Verfugung zu stellen. Applikati-
onsstudien mit den neu entwickelten, orga-
noleptisch verbesserten Proteinisolaten soll-
ten darliber hinaus neue Einsatzgebiete in der
Lebensmittelindustrie aufzeigen. Zudem soll-
ten vereinfachte Analysenmethoden entwi-
ckelt werden, die der mittelstdndischen In-
dustrie anhand der Messung von bitteren bzw.
adstringierenden Schlisselgeschmacksstof-
fen eine schnelle und sichere Qualitatsbewer-
tung von kommerziell erhéaltlichen Proteinpra-
paraten ermoglichen kann.

Forschungsergebnis:

Um den bitter-adstringierenden Off-Flavor auf
molekularer Ebene zu verstehen, wurden im
Rahmen der Experimente die Geschmack-
sprofile verschiedener handelstblicher Erb-
sen- und Sojaproteinisolate von einem ge-
schulten Sensorikpanel der Forschungsstelle
1 vergleichend sensorisch beurteilt. Dabei
wiesen alle verkosteten Proteinisolate der bei-
den Leguminosen sowohl bittere als auch ad-
stringierende Noten auf. Sensorische Vorex-
perimente zeigten zudem, dass die zwei
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Proteinisolate Nutralys S85F 5006541 (Erbsen-
proteinisolat) und Supro XT 219DIP 2013 (So-
japroteinisolat) bei pH 5,5 als geeignete Refe-
renzen bei humansensorischen Studien her-
angezogen werden konnen. Der pH-Wert hat
keinen signifikanten Einfluss auf die Ge-
schmacksattribute bitter und adstringierend
der zwei getesteten Proteinisolate.

Zur Abtrennung der Fehlgeschmacksstoffe
vom Erbsenproteinisolat erwies sich ein Ge-
misch aus MeOH/H,0 "+ v+ als geeignet. Der
unlosliche Rickstand konnte als weniger bit-
ter eingestuft werden (3-AFC-Test und Befra-
gung eines Konsenspanels). Der geschmacks-
aktive Extrakt wurde mittels MPLC-ELSD-Me-
thoden in 13 Fraktionen aufgetrennt. Durch
eine anschlieBende  Geschmacksverdin-
nungsanalyse (GVA) konnte Fraktion 11 als
geschmacksaktivste identifiziert werden.
Diese wurde nachfolgend durch eine prapara-
tive HPLC-Methode weiter subfraktioniert.
Diese 17 Subfraktionen wurden ebenfalls mit-
tels GVA untersucht. Dabei konnte festgestellt
werden, dass vor allem die unpolaren Sub-
fraktionen eine hohe Bitteraktivitat aufweisen.

Um den Fehlgeschmack genau zu lokalisieren,
wurden die bittersten Subfraktionen final
chromatographisch aufgetrennt und die
Struktur der isolierten Verbindungen mittels
massenspektrometrischer  (UHPLC-ToF-MS
und MS/MS) und kernspektroskopischer Expe-
rimente (NMR) aufgeklart. Flir die Subfraktio-
nen I-11-16 und 1-11-17 konnte dabei eine ge-
eignete HPLC-Trennmethode im semiprapara-
tiven Mal3stab entwickelt werden. Aus Sub-
fraktion 1-11-16 konnten somit Isomere von 9-
HODE und 13-HODE, sowie 1-Linoleoylglyce-
rol, Linolensaure, 2-Hydroxypalmitinsaure, 2-
Hydroxyo6lsdaure und Linolsédure identifiziert
werden. In Subfraktion 1-11-17 konnte mit
Octacosa-6,9,19,22-tetraen eine nicht literatur-
bekannte Substanz postuliert werden. Fir 2-
Hydroxypalmitinsdure und 2-Hydroxyodlsaure
konnten humane Geschmacksschwellenwerte
bestimmt werden. Dabei wurden Schwellen-
werte von 0,22 mmol/l fir 2-Hydroxypalmitin-
saure und 0,06 mmol/l fur 2-Hydroxyolsaure
bestimmt.

Die funktionelle Charakterisierung kommerzi-
ell verfugbarer Isolate aus Erbse, Soja und
Raps wurde mit an Forschungsstelle 2 etab-
lierten Standardmethoden zur Beurteilung der
Loslichkeit, der Emulgierkapazitat, der Parti-
kelgroRenverteilung sowie der Zusammen-
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setzung und der thermischen Eigenschaften
mittels DSC (Differential Scanning Calori-
metry) durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass
die kommerziellen Erbsenproteinisolate tber
den untersuchten pH-Bereich von pH 3 bis pH
9 sehr geringe Loslichkeiten von <20 % auf-
wiesen. Die Sojaproteinisolate wiesen eben-
falls niedrige bis mittlere Loslichkeiten von
<20 % bis etwa 50 % bei pH 7 auf. Die unter-
suchten Rapsproteinisolate hatten hingegen
sehr hohe Proteinldslichkeiten von >80 % Uber
den untersuchten pH-Bereich. Im Gegensatz
zu den Loslichkeiten unterschieden sich die
Emulgierkapazitditen der kommerziellen Iso-
late deutlich voneinander und es konnte kein
eindeutiger Trend ermittelt werden. Die unter-
schiedlichen Funktionalitatsprofile sind dabei
hochstwahrscheinlich auf unterschiedliche
Herstellungsverfahren zurickzufiihren.

Fir die Gewinnung hochaufgereinigter Frakti-
onen aus Erbsen, Sojabohnen und Raps wur-
den verschiedene in der Literatur beschrie-
bene Verfahren hinsichtlich ihrer Eignung zur
Fraktionierung und Gewinnung einzelner Pro-
teinfraktionen untersucht. Dabei zeigte sich,
dass die in der Literatur beschriebenen Ver-
fahren zwar zu hochaufgereinigten Einzelpro-
teinfraktionen fiihren, dass aber der Protein-
gehalt der Fraktionen aufgrund anhaftender
Nebenbestandteile, wie Salze, Zucker oder se-
kundare Pflanzenstoffe, haufig nur bei 50-80 %
lag, so dass die Verfahren entsprechend adap-
tiert werden mussten. Flr die Fraktionierung
von Erbsenproteinen konnte ein Verfahren be-
stehend aus alkalischer Proteinextraktion und
anschlieBender sédulenchromatographischer
Auftrennung zur Gewinnung einer Convicillin-
Nicillin-reichen Fraktion und einer Legumin-
reichen Fraktion entwickelt werden. Ebenso
konnte mit einem bereits bekannten Verfahren
aus Sojabohnen eine Glycinin-reiche Fraktion
mit einer Reinheit von 94 % gewonnen wer-
den. Fir die Fraktionierung von Rapsprotei-
nen in Napin und Cruciferin konnten keine
Verfahren identifiziert werden, die zu einer
ausreichenden Reinheit fiihrten.

Weiterhin wurde an Forschungsstelle 2 die
Optimierung des Herstellungsverfahrens zur
Gewinnung sensorisch verbesserter Proteine
vor allem aus Erbsen untersucht. Diese Fokus-
sierung auf einen Rohstoff erfolgte, weil zahl-
reiche bitter-adstringierenden Substanzen in
Erbsen identifiziert wurden, die bislang nicht
in der Literatur beschrieben waren. Aus die-
sem Grund gestaltete sich die Optimierung als
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schwieriger als zundchst angenommen und es
wurde daher auf Erbse als Showcase fokus-
siert. Fir die Optimierung wurden ver-
schiedenste Verfahren ausgewahlt und deren
Einfluss auf die funktionellen und, bei ausge-
wahlten Isolaten, auf die sensorischen Eigen-
schaften untersucht. Als Einflussparameter
wurden die Vorbehandlung der Erbsenmehle
mittels Losungsmittel oder hydrothermischer
Behandlung zur Enzyminaktivierung, der Ein-
satz einer oder mehrerer Vorextraktionen, die
Extraktionsbedingungen (pH, Temperatur, s:l)
sowie die Fallungs- und Konzentrierungsbe-
dingungen (isoelektrische Fallung; Ultrafiltra-
tion, Ultrafiltration-Diafiltration; Ultrafiltra-
tion-thermische Fallung) untersucht und de-
ren Einfluss auf die Ausbeute, die Zusammen-
setzung sowie die funktionellen und thermi-
schen Eigenschaften bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass durch Lésungsmittelbehandlung
die Farbe der Erbsenmehle signifikant verbes-
sert werden konnte. Die funktionellen Eigen-
schaften waren vergleichbar mit dem vollfet-
ten Referenzisolat. Lediglich durch Verwen-
dung von Ethanol als alleiniges Losungsmittel
oder in Losungsmittelmischungen verringerte
sich die Ausbeute um knapp 20 %, was dem
denaturierenden Effekt des Alkohols auf Pro-
teine geschuldet ist. Da jedoch bei den senso-
rischen Bewertungen durch Forschungsstelle
1 gezeigt werden konnte, dass die Bitterkeit
der vorbehandelten Isolate im Vergleich zur
vollfetten Referenz deutlich anstieg, wurden
die weiteren Versuche mit vollfettem Erbsen-
mehl durchgefiihrt. Ebenso fihrten eine bzw.
mehrere Vorextraktionen zu signifikanten
Ausbeuteverringerungen, diese Ansatze wur-
den deshalb auch nicht weiterverfolgt. An-
schlieBend wurde der Einfluss der Extrakti-
onsbedingungen (pH-Wert, s:I, Temperatur)
sowie der Isolierungsbedingungen (isoelektri-
sche Fallung (pH, Temperatur), Ultrafiltration
(pH, Temperatur), Ultrafiltration/Diafiltration
und Ultrafiltration/thermische Fallung) vari-
iert. Dabei zeigte sich, dass insbesondere der
Extraktions-pH-Wert und der Fallungs-pH-
Wert die Ausbeute und die funktionellen Ei-
genschaften deutlich beeinflussten. Bei der
Ultrafiltration wurden geringere Proteinlds-
lichkeiten als bei der isoelektrischen Fallung
erzielt. Durch thermische Fallung wurden die
Erbsenproteine weitestgehend denaturiert
und die Loéslichkeit nahm auf etwa 16 % ab.
Zusammenfassend zeigte sich, dass eine Ex-
traktion der Erbsenproteine zwischen pH 7,5
und 8,5 bei 20 °C und einem Feststoff:Flissig-
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keitsverhaltnis von 1:8 bis 1:10 sowie eine iso-
elektrische Fallung die hochsten Ausbeuten
und die besten Funktionalitdten lieferte. Bei
diesen Bedingungen wurden ebenfalls Protei-
nisolate mit verringerter Bitterkeit und Ad-
stringenz gewonnen. Weiterhin wurde der
Einfluss einer hydrothermischen Vorbehand-
lung des Erbsenmehls untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass die Ausbeute durch die ther-
mische Behandlung reduziert wurde. In den
technischen Mal3stab wurden die zwei vielver-
sprechendsten Verfahren (bertragen. So
konnten bei beiden Verfahren mind. 10 kg Erb-
senproteinisolat gewonnen werden. Diese
Erbsenproteinisolate wurden analysiert und
fur Applikationsversuche verwendet.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Forschungsergebnisse dienen insbeson-
dere Firmen, die an der Produktionskette (z. B.
Olmiihlen) bzw. der Verarbeitung von Protei-
nisolaten (im B2B- sowie im B2C-Bereich) be-
teiligt sind. Es werden den Unternehmen neue
Kenntnisse zu den Fehlgeschmackskompo-
nenten, deren Herkunft und Wirkkonzentratio-
nen in Lebensmitteln sowie Uber neue An-
satze zu einer gezielten technologischen Ein-
flussnahme geliefert. Es ist zu erwarten, dass
die neuentwickelten, geschmacksneutraleren
Proteinisolate gegentliber den bisher verflig-
baren Proteinisolaten zu einem konkurrenzfa-
higen Preis angeboten werden kdonnen. Dies
bietet Lebensmittel- und Getrankeherstellern,
die mit hohen Preisen fur tierische Proteine
konfrontiert sind, beachtliche Vorteile. Zusatz-
lich kdnnen durch innovative Lebensmittel-
applikationen, die bislang durch sensorische
Limitationen begrenzt waren, neue Absatz-
markte erschlossen werden.

Der weltweite Umsatz von Proteinpraparaten
lag 2015 bei ca. 7,5 Mrd. US-Dollar. Neue
Marktstudien bestatigen die Relevanz und das
Potenzial des Forschungsvorhabens aufgrund
der zu erwartenden erheblichen Nachfrage an
pflanzlichen Proteinen. Als erfolgsbestim-
mend wird dabei die Verbesserung der senso-
rischen sowie technofunktionellen Eigen-
schaften pflanzlicher Proteinpraparate ausge-
wiesen. Der anwachsende Wellness- und Ge-
sundheitstrend und das damit verbundene Er-
nahrungsbewusstsein der Verbraucher ver-
starkt die Entwicklungen, so dass bereits kurz-
fristig mit einem Marktanteil von etwa 15 %
(ca. 1,5 Mrd. US-Dollar) zu rechnen ist.
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Anwendungs- und Kostenvorteile fir die mit-
telstandisch gepragte Lebensmittelindustrie
ergeben sich durch die Vermeidung von bis-
her notwendigen Zusatzstoffen zur Maskie-
rung storender Geschmacksstoffe und vor al-
lem durch die zunehmende Substitution tieri-
scher Proteine durch pflanzliche. Gegenwartig
werden in Europa rund 210 Mio. € an Eiklar-
und Eigelbproteinen und rund 1,7 Mrd. € an
Milchproteinen umgesetzt. Bereits bei Ersatz
von 20 % der tierischen Proteine durch senso-
risch optimierte pflanzliche Proteinisolate lie-
RBen sich fiir die deutsche Lebensmittelindust-
rie Einsparpotenziale von jahrlich 60-150 Mio.
€ erzielen.

Auch eroffnet der Einsatz sensorisch attrakti-
ver Proteinprédparate zusatzlich neue Maoglich-
keiten bei der Bewerbung der mit pflanzlichen
Produkten verbundenen ethisch-6kologischen
Vorteile sowie des flir den Lebensmittelbe-
reich mittlerweile stark nachgefragten Aspekts
der Nachhaltigkeit.
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