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Ausgangssituation

Weltweit werden Proteinisolate und Proteinkonzentrate als Emulgatoren, Schaum- oder Gelbildner bei der
Herstellung von Lebensmitteln, wie z. B. Backwaren, Suppen, SoRen, Aufstrichen und Wurstwaren, eingesetzt.
Dabei werden derzeit vorwiegend Proteine tierischen Ursprungs, wie z. B. Gelatine, Casein, Molkenproteine
und Eiweil3- oder Eigelbproteine genutzt. Aufgrund von Verdanderungen des Verbraucherverhaltens, wachsen-
den Engpdassen in der Verfligbarkeit und Kostensteigerungen ist der Einsatz pflanzlicher Proteine von zuneh-
mendem wirtschaftlichen Interesse. Nutzpflanzen, wie z. B. Soja, Raps, Erbsen, Weizen, Sonnenblumen und
Kartoffeln, stellen nachhaltige und wirtschaftlich attraktive Rohstoffquellen dar. Der europdische Markt fir
Pflanzenproteine soll bis zum Jahr 2024 bei einer durchschnittlichen jahrlichen Wachstumsrate von 7,4 % ein
Gesamtvolumen von 2,6 Mrd. € erreichen. Hierbei spielen Nachhaltigkeitsaspekte eine groRBe Rolle. Neben
einer verbesserten CO,-Bilanz werden zur Erzeugung pflanzlicher Proteine bis zu 80 % weniger Agrarflachen
benotigt. Sojaprotein wird in groRem Malie als Zutat in verarbeiteten Lebensmitteln, Nahrungserganzungsmit-
teln und Proteindrinks eingesetzt und stellt im europdischen Raum die gangigste Quelle pflanzlicher Proteine
in der Lebensmittelindustrie dar. Andere Proteinquellen, wie Hilsenfriichte (z. B. Erbsen), sind insbesondere
aufgrund ihres geringen Fettgehalts und dem ausgeglichenen Aminosaureprofil interessante pflanzliche Pro-
teinquellen. Das zentrale Problem, das derzeit einen umfassenden Einsatz pflanzlicher Proteine in Lebensmit-
teln begrenzt, sind deren unzureichende technofunktionelle Eigenschaften. So sind viele pflanzliche Proteine
nur gering l6slich und bilden bei pH-Wert- und Temperaturanderungen rasch Prazipitate, was mit einem Ver-
lust ihrer emulgierenden und stabilisierenden Wirkung verbunden ist. Fiir gesduerte und/oder hitzebehandelte
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Getrankeapplikationen werden daher neue Wege gesucht, die einen breiten Einsatz pflanzlicher Proteine in
diesen Produkten ermdéglichen. Zwar kénnen chemische oder enzymatische Hydrolyseverfahren eine Loslich-
keitsverbesserung bewirken, jedoch weisen die so gebildeten Proteinhydrolysate einen starken Fehlgeschmack
(bitter, adstringierend) auf. Als alternativer Ansatz zur Hydrolyse bietet sich der Einsatz von Protein-Kohlen-
hydrat-Konjugaten an, die durch nicht-enzymatische Kopplung von Proteinen und Polysacchariden im Zuge der
MAILLARD-Reaktion gebildet werden. Vorarbeiten wiesen darauf hin, dass die Konjugation von Proteinen mit
Polysacchariden mittels eines Elektrospinnprozesses gefolgt von einer thermischen Behandlung stabile, was-
serlosliche Endprodukte generiert.

Dieser Hypothese sollte im Rahmen des Forschungsvorhabens nachgegangen werden, indem folgende Aspekte
zu untersuchen waren:

- die Herstellung und die Einflussfaktoren auf die Herstellung elektrogesponnener Fasern aus verschiedenen
pflanzlichen Proteinen mit verschiedenen Maltodextrinen,

- der Einfluss der Anzahl an funktionellen Lysin- und Carbonylgruppen in den Fasern auf die Konjugations-
ausbeute und Farbbildung nach der thermischen Behandlung der Fasern,

- der Einfluss der Temperatur und Dauer der thermischen Behandlung der Protein-Polysaccharid-Fasern auf
die Konjugatausbeute und Farbbildung,

- der Einfluss der Konjugation auf die physikochemischen und technofunktionellen Eigenschaften (L6slich-
keit, Emulgierfahigkeit) der pflanzlichen Proteine,

- Bestimmung der Aminosaurekonzentrationen von verschiedenen Proteinisolaten,

- der Konjugationsgrad auf Basis der Konzentrationen verschiedener AMADORI-Produkte nach saurer Hy-
drolyse,

- ungewollte Oxidationsreaktionen durch Bestimmung von oxidierten Amadori-Produkten nach enzymati-
scher Hydrolyse,

- Aufklarung kovalenter Verkniipfungspunkte der Protein-Polysaccharid-Konjugate mittels Bottom-up-Pro-
teomics.

Forschungsergebnis

Von Forschungsstelle 1 wurden zunachst verschiedene pflanzliche Proteinprdparate auf ihre Elektrospinnbar-
keit in Mischungen mit Maltodextrin untersucht. Es zeigte sich, dass insbesondere das Molekulargewicht und
die damit zusammenhangende Losungsviskositdt der pflanzlichen Proteine entscheidend fiir einen erfolgrei-
chen Spinnprozess sind. Proteine mit sehr hohem durchschnittlichen Molekulargewicht und einer groRen un-
I6slichen Proteinfraktion (z. B. Sojaprotein, Kiirbisprotein) eigneten sich weniger zum Spinnen als niedermole-
kulare, l6sliche Praparate (z. B. Kartoffelprotein, Erbsenprotein).

Um die Anzahl der reduzierenden Carbonylgruppen in den Fasern und damit die Reaktionsausbeute der Gly-
kation zu erhéhen, wurde untersucht, wie sich die Zugabe eines weiteren Maltodextrins mit einem hoéheren
Dextrose-Aquivalent (DE 12 und 21) auf die Spinnbarkeit von Erbsenprotein-Maltodextrin-Dispersionen aus-
wirkt. Obwohl die Zugabe eines weiteren Maltodextrins mit einem héheren DE-Wert fiir das Elektrospinnen
wichtige Eigenschaften, wie die Viskositat und die elektrische Leitfahigkeit der Spinndispersionen, beeinflusste,
konnten erfolgreich akzeptable Mengen an Fasern produziert werden. Bei der anschlieBRenden thermischen
Behandlung der Fasern wurde untersucht, inwiefern die Maltodextrinzusammensetzung die Konjugationsre-
aktion beeinflusst. Bei der Abnahme der freien primaren Aminogruppen wurde beobachtet, dass die Fasern
mit der groBten Menge an reduzierenden Carbonylgruppen die starkste Abnahme aufwiesen. Die Glykation
von Erbsenproteinisolat mit Maltodextrin in elektrogesponnenen Fasern wurde auRerdem unter verschiede-
nen Reaktionsbedingungen untersucht (12/24 h, 65/70 °C, 75 % relative Luftfeuchtigkeit). In keinem der Ver-
suche kam es zur Bildung von MAILLARD-induzierten Braunungsprodukten, was ein fiir die spatere industrielle
Nutzung entscheidendes Merkmal der fasergestiitzten Glykation darstellt. Hohere Temperaturen und eine
langere Erhitzung forderten die Glykation, d. h. es konnte eine rasche Abnahme der freien Lysingruppen und
die Bildung von AMADORI-Produkten beobachtet werden. Verbunden mit der Glykation war eine Veranderung
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grundlegender Eigenschaften der Stoffe. So sank z. B. der isoelektrische Punkt der glykierten Erbsenproteine
von pH 4,05 auf pH 3,02, wahrend die Proteinloslichkeit stieg.

Die Eigenschaftsanderungen wurden einer erhdhten Hydrophilizitdt der Molekile aufgrund des kovalent ver-
kniipften hydrophilen Polysaccharids zugeschrieben. Der Einsatz der Erbsenprotein-Maltodextrin-Konjugate
als Emulgatoren in Ol-in-Wasser-Modellemulsionen wurde untersucht. Aufgrund der erhdhten Hydrophilizitat
nach der Glykation stieg die Grenzflichenspannung der erhitzten Fasern an der Ol-Wasser-Grenzflache. Emul-
sionen, die mit glykiertem Erbsenproteinisolat hergestellt wurden, zeigten engere TropfengréRenverteilungen
und kleinere mittlere Tropfendurchmesser (36 - 55 um) als Emulsionen, die mit nicht-glykiertem Erbsenprotein
hergestellt wurden (72 - 259 um). Emulsionen, die mit den unerhitzten Fasern hergestellt wurden, waren zu-
dem anfalliger fur eine Flockenbildung und Aufrahmung, wobei hier als Grund ein Depletionsmechanismus
identifiziert werden konnte, der durch einen Uberschuss an Maltodextrin in der wissrigen Phase der Emulsio-
nen nach einer Suspension der Fasern ausgelost wurde. Die verbesserten Emulgiereigenschaften der erhitzten
Erbsenproteinisolat-Maltodextrin-Fasern wurden sterischen Wechselwirkungen zugeschrieben, die auf das
nunmehr kovalent gebundene Maltodextrin zurlickzuflihren waren.

Von Forschungsstelle 2 wurde zunachst die biologische Wertigkeit der Proteinisolate (Molke, Soja, Erbse, Kar-
toffel, Kiirbis, Weizen und Reis) hinsichtlich ihrer Aminosdurezusammensetzung untersucht. Hierzu wurde das
Proteinisolat mittels saurer Hydrolyse in 24 h bei 110 °Cin 6 M HCl in Aminosduren gespalten und diese mittels
LC-MS/MS quantifiziert. Es zeigte sich, dass vor allem im Molkenproteinisolat hohe Gehalte an essenziellen
Aminosauren (L-Leu, L-Lys, L-lle, L-Thr und L-Met) vorlagen, gefolgt von Kartoffelproteinisolat und Erbsenpro-
teinisolat. Die molekularen Veranderungen durch den Elektrospinnprozess und der nachfolgend durchgefiihr-
ten Konjugation von Maltodextrin und Proteinisolat wurde anhand einer speziell dafiir entwickelten LC-
MS/MS-Methode aufgeklart. Der Konjugationsgrad von Maltodextrin und Protein konnte auf Basis der Kon-
zentration von AMADORI-Produkten (Furosin, Pyrralin, Carboxyethyllysin und Carboxymethyllysin), die teils
wahrend der sauren Hydrolyse (Furosin) aus reagierten Zuckern und Lysinresten gebildet wurden, bestimmt
werden.

Um einen Uberblick tiber die Spinnbarkeit und der Konjugationsfihigkeit von Maltodextrin und Proteinisolat
zu erhalten, wurden neben dem Proteinisolat und elektrogesponnenen Maltodextrin-Proteinfasern auch de-
ren Konjugate bei unterschiedlichen Konjugationszeiten von 6 h, 12 h, 24 h und 48 h untersucht. Die héchsten
Konzentrationen an AMADORI-Produkten wurden in 48 h konjugierten Maltodextrin-Molkenprotein-Fasern
gefunden. Von den elektrogesponnenen und konjugierten Pflanzenproteinfasern wiesen die konjugierten Erb-
senproteinfasern bereits bei 12 h hohe Konjugationsgrade auf. Im weiteren Verlauf des Vorhabens wurde zur
Optimierung der Elektrospinnbarkeit Erbsenproteinisolat mit unterschiedlichen Zusammensetzungen von Mal-
todextrinen (DE 2, 12 und 21) bei verschiedenen Konjugationstemperaturen, Zeiten und Luftfeuchtigkeitsge-
halten gesponnen und konjugiert. Die héchsten Konjugationsgrade konnten bei 70 °C, 75 % Luftfeuchtigkeit
und 6 h bzw. 12 h Konjugationszeit beobachtet werden. Auftretende Oxidationsreaktionen, Quervernetzungen
von Lysinseitengruppen sowie Reaktionen des Maltodextrins mit Argeninseitengruppen wurden nach enzyma-
tischer Hydrolyse und massenspektrometrischer Bestimmung der Konzentrationen von MG-H1, MOLD und
Argpyrimidin bestimmt. Neben einer mit der Konjugationszeit ansteigenden Oxidationsreaktion konnte ein
deutlicher Anstieg der Quervernetzung und der Umsatz der Argeninseitengruppen zwischen 6 h und 12 h Kon-
jugationszeit nachgewiesen werden. Fiir Erbsenproteinisolat konnte eine Konjugationszeit von 6 h-12 h, eine
Temperatur von 70 °C und eine Luftfeuchtigkeit von 75 % als optimale Konjugationsbedingungen ermittelt
werden. Die strukturelle Charakterisierung der elektrogesponnenen und konjugierten Maltodextrin-Prote-
inisolate erfolgte durch einen modifizierten Bottom-up-Proteomicansatz.

Nach einer stufenweise Hydrolyse mit Amylase, Glucosidase und Trypsin bzw. Chymotrypsin erfolgte die De-
tektion der erhaltenen Peptidbruchstiicke mittels hochauflésender Massenspektrometrie. Anhand dieser stu-
fenweisen Hydrolyse war es moglich, einerseits die Lage der oxidierten Aminosaureseitengruppen (L-Met, L-
His und L-Trp) und andererseits eine erfolgreiche Reaktion von Maltodextrin und dem Protein auf molekularer
Ebene nachzuweisen. Somit war es moglich, im Molkenproteinisolat acht Proteine, vorwiegend Lactalbumin,
Lactoglobuline und Caseine, und im Erbsenproteinisolat 11 Proteine, hauptsachlich Vicilline, Legumine und
Albumine, zu identifizieren. Nachfolgend konnten Modifikationen durch den Elektrospinnprozess und der
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Konjugation an diesen identifizierten Proteinen untersucht werden. Es zeigten sich Oxidationsreaktionen an
oben erwahnten Seitengruppen in a-Lactalbumin, B-Lactoglobulin A und B (Molkenprotein) sowie in Legumin
A2 und Albumin 2. Weiterhin war es moglich, Bindungen von Maltodextrin mit den Aminosauren L-Lys, L-Arg,
L-Ser und L-Thr in den Proteinen a-Lactalbumin, B-Lactoglobulin A und B (Molkenprotein) sowie Vicilin und
Conwvicilin (Erbsenprotein) nachzuweisen.

Daruber hinaus konnten die Bindungsstellen in den entsprechenden Proteinen bestimmt werden, um so Infor-
mationen Uber die Interaktion der Maltodextrin- und Proteinfasern wahrend des Elektrospinnprozesses zu er-
halten.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die Entwicklung neuer leicht l6slicher, emulgierender und stabilisierender Protein-Kohlenhydrat-Konjugate ist
in mehrfacher Hinsicht von wirtschaftlicher Relevanz. Die Verwendung von Protein-Kohlenhydrat-Konjugaten
kann zum einen fir die Lebensmittel- und Getrankeindustrie ein Mittel sein, um den pflanzlichen Proteingehalt
in ihren Produkten zu erhéhen und bietet zum anderen Herstellern von Pflanzeneiweil® durch die verbesserten
technofunktionellen Eigenschaften der Konjugate die Moglichkeit, in neue Markte vorzustoRBen. Da in den letz-
ten Jahren verschiedene pflanzliche Proteine, wie z. B. Raps, als Novel Food zugelassen wurden, eréffnen sich
neue Absatzmarkte; zugleich kann der standig vorherrschende hohe Innovationsdruck in der Lebensmittelin-
dustrie bedient werden. Es ist zu erwarten, dass Proteinkonjugate gegeniiber den bislang verfligbaren Produk-
ten zu einem konkurrenzfahigen Preis angeboten werden kdnnen, da der notwendige zusatzliche Elektrospinn-
schritt mit nur geringen Investitions- und Betriebskosten (Stromverbrauch) verbunden ist. Der weltweite Um-
satz von Proteinpraparaten lag allein im Jahr 2018 bei ca. 14 Mrd. US-Dollar. Am umsatzstarksten sind die
Segmente ,,Sport- und Fitness-Erndhrung” (74,8 %) und ,,Functional Food“ (25,2 %).

Die im Rahmen des Vorhabens untersuchten Protein-Polysaccharid-Konjugate eréffnen den Herstellern die
Moglichkeit, neue wohlschmeckende vegetarische und vegane Produkte mit hoheren Proteinanteilen zu ent-
wickeln, die unter verschiedenen Lagerbedingungen langfristig stabil bleiben. Der Lebensmittelindustrie, aber
auch Unternehmen der Pharma- und Kosmetikindustrie, steht damit eine neue Klasse technofunktioneller
Stoffen auf Pflanzenproteinbasis zur Verfligung, die tber eine gute Wasserloslichkeit und gute Emulgiereigen-
schaften verfligen. Die Stoffe kénnen als Ergdanzung zu tierischen Rohstoffen einen Beitrag zur Nachhaltigkeit
und Sicherung der Rohstoffverfiigbarkeit in den betroffenen Sektoren leisten. Zudem bietet der Einsatz pflanz-
licher, technologisch optimierter Proteinprdparate die Mdéglichkeit, die mit pflanzlichen Produkten verbunde-
nen ethisch-6kologischen Vorteile sowie den Aspekt der Nachhaltigkeit auszuloben. Die im Gegensatz zur tra-
ditionellen Glykierung in trockenen oder wassrigen Systemen im Zuge des Elektrospinnens pflanzlicher Glyko-
proteinkonjugate zu erwartende geringere Schadigung essenzieller Aminosduren ldsst zudem eine erhdhte er-
nahrungsphysiologische Wertigkeit elektrogesponnener Protein-Glykokonjugate erwarten. Darliber hinaus ist
es auch denkbar, dass das allergene oder antinutritive Potential pflanzlicher Proteine durch die MAILLARD-
bedingte Umsetzung reduziert wird.
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