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Kurzfassung

Erbsenfaser 2.0 — Neue Konzepte zur Erhéhung der Wertschépfung und zur Optimierung der
technofunktionellen sowie nutritiven Eigenschaften der bei der Erbsenverarbeitung anfallenden

faserreichen Nebenprodukte

R. Morales-Medina, S. Schalow, S. Schefer, S. Rohn*, S. Drusch**

*jetzt: Technische Universitdt Berlin, Lebensmittelchemie und Analytik, Gustav-Meyer-Allee 25, 13355 Berlin, Email:
rohn@tu-berlin.de

**Technische Universitdt Berlin, Lebensmitteltechnologie und -materialwissenschaften, Kénigin-Luise-Strae 22, 14195

Berlin, E-mail: stephan.drusch@tu-berlin.de

In Deutschland werden jahrlich mehr als 150.000 t Erbsen verarbeitet. Hierbei fallt mit den
Erbsenschalen ein Nebenprodukt mit einem hohen Ballaststoffgehalt (> 80 Gew .-%) an, das
aufgrund der kompakten Struktur der Zellwandpolysaccharide geringe technofunktionelle
Eigenschaften aufweist und hauptsachlich fur die Tierfutterung verwendet wird.

Ziel des Projekts war es daher, Strategien zur Steigerung des Mehrwerts dieser
Erbsenschalen durch Verbesserung ihrer technofunktionellen Eigenschaften und ihres
Nahrwerts zu entwickeln. Hierfur wurden sowohl enzymatische als auch mechanische
Verfahren einzeln und in Kombination eingesetzt sowie verschiedene Trocknungsverfahren
hinsichtlich ihrer stabilisierenden Wirkung beurteilt.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch eine nassmechanische Behandlung mittels
Hochdruckhomogenisierung oder Mikrofluidisierung eine Zunahme der
Wasserbindungseigenschaften und eine Freisetzung von Sekundarmetaboliten erreicht
werden konnte. Dieser Effekt war umso ausgepragter, je geringer die erzielte Partikelgrof3e
war. Zudem fuhrten Partikel mit einem D90 <80 ym zu stabilen viskoelastischen
Suspensionen. Durch eine zusatzliche enzymatische Vorbehandlung mit verschiedenen
einzeln oder in Mischung eingesetzten Enzymen konnten die technofunktionellen
Eigenschaften der Erbsenfasern zusatzlich gezielt beeinflusst werden, wahrend der Gehalt
an Saponinen sank.

Ein Vergleich der Auswirkungen verschiedener Trocknungsverfahren auf die
technofunktionellen Eigenschaften der behandelten Erbsenfasern zeigte, dass mit einer
Vakuumtrocknung Faserprodukte erzielt werden konnten, deren Wasserbindekapazitat mit
einigen kommerziellen Ballaststoff-Rohstoffen vergleichbar ist.

Darlber hinaus zeigte diese Studie, dass eine kommerzielle Nutzung der Fasern zur
Gewinnung von Saponinen und Flavonoiden prinzipiell méglich ist. Dies ist jedoch nur bei
einzelnen Sorten mit aulergewodhnlich hohem Gehalten dieser Sekundarmetaboliten
sinnvoll.



Abstract

New concepts to increase the techno-functional and nutritive properties of the fibre-rich by-

products obtained during pea processing.

R. Morales-Medina, S. Schalow, S. Schefer, S. Rohn*, S. Drusch**

*current adress: Technische Universitét Berlin, Food Chemistry and Analytics,, Gustav-Meyer-Allee 25, 13355 Berlin, Email:
rohn@tu-berlin.de

**Technische Universitét Berlin, Food Technology and Food Material Science, Kénigin-Luise-Stralle 22, 14195 Berlin,

E-mail: stephan.drusch@tu-berlin.de

In Germany, more than 150,000 tonnes of peas are processed per year. From this, pea hulls
are a by-product of low commercial value, but of high nutritional interest due to their content
of dietary fibre. However, owing to the compact structure of the cell wall polysaccharides their
techno-functional properties are poor, and they are mainly utilised as animal feed so far.

Hence, the project aimed to develop strategies to increase the economic value of the pea
hulls. A combination of enzymatic and mechanical treatments followed by stabilisation via
drying was conducted to improve nutritional and techno-functional properties.

The results show that an increase in water binding properties and a release of secondary
metabolites could be achieved by wet mechanical treatment using high-pressure
homogenisation. This effect was more pronounced if a smaller particle size was achieved.
Moreover, particles with a D90 < 80 ym resulted in stable viscoelastic suspensions. By
applying an additional enzymatic pre-treatment with various enzymes used individually or in
combination, the techno-functional properties of the pea fibres could be specifically
influenced, while the content of saponins decreased. A combination of enzymatic and
mechanical treatments can therefore be employed to customise the techno-functional
properties with regard to applications of pea hulls as dietary fibres.

A comparison of the effects of different drying methods on the techno-functional properties
of the treated pea fibres showed that vacuum drying led to fibre products with a water binding
capacity comparable to some commercial dietary fibre raw materials.

Furthermore, the study showed that commercial use of the fibres for the extraction of
saponins and flavonoids is possible in principle. However, this is only feasible for fibres from
pea varieties with exceptionally high contents of these secondary metabolites.
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l. Schlussbericht

1. Einflihrung

1.1. Gegenstand des Vorhabens

In Deutschland werden mittlerweile jahrlich weit Gber 150.000 t Kérnererbsen verarbeitet, einzelne
Grolunternehmen der Starkeindustrie verarbeiten allein bereits mehr als 30.000 t Erbsen/Jahr. Die
wirtschaftliche Bedeutung von Erbsen liegt derzeit hauptsachlich in der Verwendung als Futtermittel
und in der Gewinnung von Starke. Um eine héhere Wertschépfung zu erzielen, ist ein starkerer
Einsatz in Lebensmitteln unverzichtbar (\Veredelung‘). Wahrend der Wertschépfung von Erbsen
verbleiben Nebenprodukte, die bisher nur unzureichend genutzt werden. Dazu gehdren unter
anderem die bei der Starke- und Proteingewinnung anfallenden Erbsenschalen sowie die
Kotyledonen-Riickstande, wobei die derzeitigen Verarbeitungsmengen schon jetzt ausreichen, um
alternative Nutzungswege sowohl fir Pektinproduzenten (notwendiges Rohstoffaufkommen ca.
2.000 t/a) als auch fur Faserproduzenten (notwendiges Rohstoffaufkommen ca. 200 t/a) 6konomisch

interessant zu machen.

Die Zielstellung des aktuellen Vorhabens bestand in der Erhéhung der Wertschépfung dieser bei der
Erbsenverarbeitung entstehenden ballaststoffreichen Nebenprodukte, die dartber hinaus auch reich
an bioaktiven sekundaren Pflanzenstoffen sind. Dabei sollten zum einen die technofunktionellen
Eigenschaften der aus der Erbsenschale gewonnenen Erbsenauflenfasern und die aus den
Kotyledonen-Riickstanden gewonnenen Erbseninnenfasern durch neue technologische Verfahren
verbessert und zusatzlich deren ernahrungsphysiologisches Potential anhand der Gehalte an
assoziierten bioaktiven Substanzen wie Saponine und Flavonoiden, aber auch von Trypsininhibitoren
charakterisiert werden. Im Ergebnis der Forschungsarbeiten wurden neue Wege zur nachhaltigen
Nutzung heimischer Koérnerleguminosen flir die Herstellung hochfunktioneller, sicherer und
gesundheitsférdernder Lebensmittelzutaten aufgezeigt und somit ein wichtiger Beitrag flr eine

gesunde und nachhaltige Humanernahrung geleistet.

1.2. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts, Bezug des Vorhabens zu den

einschlagigen Zielen der Eiweisspflanzenstrategie

Das Vorhaben wurde im Rahmen der Bekanntmachung Nr. 09/14/31 vom 27.03.2015 Uber die
Durchfihrung von modellhaften Demonstrationsnetzwerken sowie von Forschungs- und
Entwicklungsvorhaben zur ,Ausweitung und Verbesserung des Anbaus und der Verwertung von
Leguminosen mit Schwerpunkt Bohnen und Erbsen in Deutschland® beantragt und war Bestandteil
der EiweilRpflanzenstrategie des BMEL. Die Eiweil3pflanzenstrategie wurde auch in der Charta fur
Landwirtschaft und Verbraucher im Handlungsfeld 2 als wichtiges Element zur Lésung von

Zielkonflikten in der Landnutzung und Ressourcenschonung/-ausnutzung erwahnt.

Dabei wird der Begriff Nachhaltigkeit meist im Zusammenhang mit 6kologischen Vorteilen im Sinne
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einer besseren Verwaltung von Ressourcen und damit einer erhdéhten Umweltvertraglichkeit
verwendet. Gerade im agrarwissenschaftlichen Bereich ist Nachhaltigkeit jedoch ebenso notwendig
gewesen, um eine bessere wirtschaftliche Planbarkeit zu erreichen, die Voraussetzung fiir die
Aufrechterhaltung der Motivation (der Produzenten), weitere Malinahmen im Sinne der Nachhaltigkeit
anzunehmen. Oftmals ergab sich hier jedoch eine gewisse Diskrepanz zwischen dem Anbau der
Rohstoffe — der Urproduktion — und der Produktion der fertigen Produkte. Die Urproduktion wurde
dabei gehemmt von der Unsicherheit, dass nicht der gesamte Ertrag zu einem guten Preis verkauft
werden konnte, die Hersteller von Lebensmitteln beklag(t)en, dass nicht genligend Rohstoff fiir eine
Marktabdeckung vorhanden war und vor allem Nebenproduktstréme anfallen (in diesem Fall: Schalen
und faserreiche Fraktion der Erbsenkotyledonen), die bisher nur unzureichend verwertet werden
konnten und in manchen Fallen sogar noch teuer entsorgt werden mussen. Diese Unsicherheit

behindert z.T. auch die Entwicklung von Produktinnovationen.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes

In diesem Projekt sollten speziell die Wertschépfung der Schalen und Kotyledonen-Rlickstande
evaluiert werden, da diese bisher nicht ausreichend charakterisiert und flir etwaige
Produktinnovationen nicht berlcksichtigt wurden. Entsprechend musste die Charakterisierung
intensiviert werden. Dies betraf dabei nicht nur die Struktur der Fasern und die Zusammensetzung
der Polysaccharide, sondern auch deren nutritiven Eigenschaften aufgrund der darin enthaltenen
sekundaren Pflanzenstoffe. Im Rahmen des durchgeflhrten Projektes sollten auf diese Weise, die
bei der Erbsenverarbeitung bestehenden Licken in der Wertschépfung, durch systematische
technologische sowie analytische Entwicklungen geschlossen und neue Ansatze zur Erhdhung des

Nutzungspotentials von Erbsenschalen und Kotyledon-Ruckstanden aufgezeigt werden Abbildung 1).
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Abbildung 1: FlieBschema zur Gewinnung von Pektin, Fasern und Sekundarmetaboliten
(Saponine/Flavonoide) aus den Nebenprodukten der Erbsenverarbeitung (in Rot und Blau:
Vorlauferprojekte, Griin: dieses Projekt).

Der Arbeitsplan unterteilte sich in insgesamt finf Arbeitspakete (AP):

AP 1) ,Basischarakterisierung von Erbsenschalen und Kotyledonen-Rickstianden” Ziel dieses

Arbeitspaketes war eine umfassende Charakterisierung der zur Pektin- und Fasergewinnung
eingesetzten Rohstoffe.

AP 2) Mechanisch-enzymatischer Aufschluss von Erbsenschalen und Charakterisierung der

Erbsenaullenfasern” Dieses Arbeitspaket hatte zum Ziel, die technofunktionellen

Eigenschaften der bisher nur unzureichend berlcksichtigten Erbsenauflenfasern zu
verbessern. Zu diesem Zweck wurden geeignete Prozessbedingungen flir einen kombinierten
mechanisch-enzymatischen Aufschluss von Erbsenschalen (Mikrofibrillierung) definiert und
Wechselwirkungseffekte zwischen  Struktur, Zusammensetzung und funktionellen
Eigenschaften der Fasern identifiziert. Des Weiteren sollte das weitere Potential der Fasern
im Hinblick auf die Sekundarmetaboliten Saponine, Flavonoide und Trypsininhibitoren

bewertet werden.

AP 3) ,Saponin-Gewinnung aus Erbsenschalen und Charakterisierung der Saponin-Extrakte"

Das Ziel dieses Arbeitspaketes bestand in der Bereitstellung eines geeigneten Verfahrens zur
quantitativen Extraktion und Anreicherung von Saponinen aus Erbsenschalen und zur

Charakterisierung der Zusammensetzung sowie der funktionellen Eigenschaften der Saponin-
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Extrakte.

AP 4) Pektinextraktion aus den Kotyledonen-Riickstdnden, Funktionalisierung der Innenfaser

und Flavonoid-Gewinnung aus den alkoholischen Extrakten der Pektingewinnung®

Ziel dieses Arbeitspaketes war es, die Entwicklung von Verfahrensschritten zur Gewinnung
von Pektinen und Innenfasern aus den faserreichen Kotyledonen-Nebenprodukten zu

untersuchen.

AP 5) .Zusammenfassende Bewertung des Gesamtverfahrens, aktualisierte Strategien zur

Erhéhung des Nutzungspotentials und Erstellung des Abschlussberichtes*

Das Ziel dieses Arbeitspaketes bestand in einer abschlieRenden Bewertung des
Gesamtverfahrens zur Gewinnung der verschiedenen Wertstoffe (Pektine, Auflen- und

Innenfasern (TUB), Saponine, Flavonoide (UHH)).
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2. Wissenschaftlicher und technischer Stand vor Projektstart

Leguminosen sind reich an Starke, Proteinen und Ballaststoffen und somit ernahrungsphysiologisch
von besonderer Bedeutung. Mit Proteingehalten zwischen 20-45 % stellen Leguminosen in der
Humanernahrung einen sehr wichtigen Eiweillieferanten dar. Im Rahmen der Gewinnung von Starke
und Proteinen aus den Kotyledonen der Erbsensamen fallen jedoch als Nebenprodukte zunachst die
faserreichen Erbsenschalen (Rohstoff zur Gewinnung von Erbsenauf3enfasern) an, die einen Anteil
von ca. 10 % des Erbsensamens ausmachen und zum grofiten Teil aus Nicht-Starke-
Polysacchariden wie Cellulose (60-70 %), Hemicellulosen (8 %), sowie pektinartigen Substanzen (15-
17 %) bestehen (Weightman et al., 1994). Demgegeniber weisen die Kotyledone neben den
Hauptkomponenten Starke und Protein einen Faseranteil von ca. 7 % auf (Kotyledonenfasern),
welcher aus bis zu 55 % pektinartigen Substanzen, ca. 22 % Hemicellulosen und ca. 10 % Cellulose
besteht (Brillouet et al., 1983). Es ist zu erwarten, dass sich die technofunktionellen Eigenschaften
der Erbsenauflenfasern durch kombinierte mechanische und enzymatische Prozessschritte
zusatzlich verbessern lassen. Vergleichbare Verfahren wurden bislang z.B. an Holzrohstoffen
erprobt, wobei der enzymatische Abbau amorpher Cellulosestrukturen mittels Endocellulasen
erfolgte und die Aufweitung der Cellulosematrix durch sukzessive Prozessschritte in
Hochdruckhomogenisatoren bewirkt wurde (Paakké et al., 2007). Des Weiteren gibt es Ansatze durch
Aufschluss von Erbsenschalen Mikrofibrillen im Sinne kurzkettiger Faserstoffe herzustellen, welche
jedoch bislang auf der alleinigen Anwendung chemischer Verfahren basierten (Chen et al., 2009) und
aufgrund der hier gegebenen Zielstellung, hochquellende Produkte zu gewinnen, nicht den
Forschungsansatz des beantragten Projektes berlhren. Zur Technofunktionalitdit von
Erbsenpektinen existiert nach bestem Wissen der Antragsteller keine Literatur. Neueste Studien
belegen, dass insbesondere die aus Erbsen gewonnenen Iéslichen Faserfraktionen Uber erhebliche
Gehalte an Galacturonsaure (50-60 %) verfugen (Brummer et al., 2015). Von besonderem Interesse
ist zudem der Veresterungsgrad des Galacturonans, der u.a. fur die Geliereigenschaften von
Pektinen eine wichtige Rolle spielt. Hierliber, wie auch Uber Moglichkeiten zur Gewinnung von
Pektinen aus den Erbsenkotyledonen, wurde hingegen bislang nicht berichtet. Eigene
Voruntersuchungen zeigten jedoch bereits, dass Erbsenschalenpektine niederverestert sind, was

deren Anwendung insbesondere in kalorienreduzierten Lebensmitteln interessant macht.

Dariiber hinaus sind die Erbsenauf3enfasern und -innenfasern reich an sekundaren Pflanzenstoffen,
v.a. Saponinen und Flavonoiden. Die Saponine besitzen aufgrund ihrer amphiphilen Struktur
grenzflachenaktive Eigenschaften und kénnen so einen Einfluss auf die technofunktionellen
Eigenschaften der Fasern ausiben (Reim & Rohn, 2015). Dies ist fur die Entwicklung innovativer
Produkte von Bedeutung. Flavonoide sind natirliche Antioxidanzien und gelten als
gesundheitsférdernd im praventiven Einsatz gegen degenerative Krankheiten (Kahlon & Smith,
2007). In Leguminosenarten kommen besonders Flavonole vor, die eine vergleichsweise hohe

Bioaktivitat besitzen (Reinkensmeier et al., 2015).
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Es wurden sowohl industriell-erhaltiche Mischchargen als auch sortenreine Chargen der

Trockenerbsen als Rohstoffe in diesem Projekt verwendet.

Es wurden funf Chargen zweier kommerzieller Erbsenfaserprodukte charakterisiert, welche von der
Emsland-Starke GmbH bereitgestellt wurden und als Ausgangsmaterialien flr die weitere
Aufarbeitung dienten: Empet E5 B10 (Erbsenaulenfaser aus der Schale) und Emfibre EF 200
(Erbseninnenfaser aus dem Kotyledonen-Rickstand) (Tabelle 1). Erbsenschalen fallen beim Schélen
der Futtererbsen als erster Aufbereitungsschritt vor der Protein- und Starkegewinnung an und
enthalten ggf. geringe Mengen an anhaftendem Endosperm. Die verwendeten Mischchargen von
Erbsenschalen (AuRRenfasern) stammten von zwei Produktionsstandorten der Firma Emsland-Starke
GmbH (Emlichheim und GolRRen). Alle Innenfaser-Chargen stammten ausschlieBlich vom Standort

Emlichheim.

Tabelle 1: Rohstoffe flr die weitere Aufarbeitung im Projektverlauf (Pektin- bzw. Fasergewinnung).

Rohstoff Produktname g_llatfﬁf ) Produktionsstandort
313295
Erbsenkotyled Rickstand 312655
rbsenkotyledonen-Rickstan , . .
(Innenfaser) Emfibre EF 200 303199 Emlichheim
312864
313153
316089 GolRen
314939 Gollken
Erbsenschale Empet E5 B10 274156 Emlichheim
(AuBenfaser)
313169 Emlichheim
310907 Emlichheim

Zusatzlich wurden vier sortenreine Chargen Trockenerbsen (Sorten: Ostinato, Salamanca, Dolores
und Astronaute) von der Norddeutschen Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG zur Verfligung
gestellt. In Tabelle 2 sind wesentliche Charakteristika (Keimfahigkeit, Tausendkorngewicht) der
Trockenerbsen sowie die per Trockenschalung im Technikumsmafstab (durchgeflihrt an der TU

Berlin) erzielten Ausbeuten an Kotyledonen und Schalen dargestellt.
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Tabelle 2: Charakteristika von sortenreinen Trockenerbsen (Werte zu Keimfahigkeit und
Tausendkorngewicht zur Verfigung gestellt von Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG)
und Ausbeute von Erbsenfraktionen nach Trockenschalung im Technikumsmafstab

Sorte Keimfahigkeit Tausendkorngewicht Ausbeute*
[%] [g] [9/100 g]
Kotyledonen  Schalen Verlust
Ostinato 91 186 74,0 6,0 20,0
Salamanca 97 290 78,5 6,0 15,5
Dolores 92 192 74,5 6,1 19,5
Astronaute 96 257 80,5 54 141

*Ausbeute in g der jeweiligen Fraktion bezogen auf 100 g ganzer Erbsen.

Die flur die Experimente genutzten Enzyme waren Celluclast (1,5 L; Ultraflo® XL), das freundlicher
Weise von Novozymes A/S (Bagsveerd, Denmark) zur Verfigung gestellt wurde, sowie Pectinase
E6287 (Sigma Aldrich GmbH, Seelze, Deutschland).

Zusatzlich wurde Sojasaponin | (95 %, Sigma Aldrich GmbH, Seelze, Deutschland) und das Saponin-
Rohextrakt aus Quillaja saponaria Molina mit einer Reinheit von 15,5 % (Ingredion Germany GmbH,
Hamburg, Germany) genutzt, um die Grenzflachenfiimeigenschaften des Saponins zu

charakterisieren.

3.2 Methoden

Die Methoden wurden in drei Abschnitte unterteilt: (i) Basischarakterisierung der Erbsenauf3enfaser
und Erbseninnernfaser; (ii) Mechanisch-enzymatischer Aufschluss von Erbsenschalen und

Charakterisierung der Erbsenaufienfasern und (iii) Pektinextraktion aus Erbseninnenfaser.
3.2.1 Basischarakterisierung der ErbsenauRenfaser und Erbseninnenfaser
Gehalte an Pektin, Stirke, Ballaststoffen und Asche

Die Charakterisierung des Pektins erfolgte dabei zum einen Uber die Ermittlung des
Galacturonangehaltes mittels spektralphotometrischer Verfahren nach enzymatischer Hydrolyse.
Zum anderen wurde der Veresterungsgrad des Galacturonans ebenfalls spektralphotometrisch
ermittelt. Die Bestimmung des Starkegehaltes erfolgte enzymatisch mittels kommerziell erhaltlichen
Tests. Der Ballaststoffgehalt (I6sliche und unldsliche Fraktion) wurde Uber die enzymatisch-
gravimetrische Methode nach AOAC Official Method 993.19 ermittelt.

Charakterisierung der physischen und funktionellen Eigenschaften

Zunachst wurden die PartikelgroRenverteilungen der industriell hergestellten Fasern mittels
Siebanalyse bestimmt. Hierflir wurden die Materialien zunachst einer Siebfraktionierung im Bereich
50 — 5000 uym unterzogen und die ermittelten Daten der jeweiligen Haufigkeitsverteilungen mittels

Rosin-Rammler-Modell angepasst und ausgewertet. Da die PartikelgréRenverteilung wassriger
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Suspensionen mittels statischer Lichtstreuung durchgeflihrt wurde, wurde diese Methode ebenfalls
bereits fir die Charakterisierung der sortenreinen Proben eingesetzt. Hierfir wurde die
PartikelgroRenverteilung mittels statischer Lichtstreuung (LA-950, Horiba, Retsch Technology GmbH,
Haan, Germany) unter Anwendung des Fraunhofer Modells zur Berechnung von D+o, Dso und Dgo
untersucht. Zudem wurde die Farbe im CIE L*a*b*-Farbsystem analysiert. Eine qualitative
Beschreibung der Morphologie (z. B. Grad der Gewebezerstérung, Oberflachenbeschaffenheit) von
Schalen- und Kotyledonenpartikeln erfolgte mittels Licht- bzw. Rasterelektronenmikroskopie. Dartber
hinaus wurden bezlglich der technofunktionellen Eigenschaften der Rohstoffe die Wasserbindung im
Quellungsversuch sowie die Wasserabsorption mittels Kapillarsaugmethode und die Wasserretention

mittels Zentrifugenmethode charakterisiert (Robertson et al., 2000).
Saponin- und Trypsin-Inhibitor-Gehalt

Die Analytik der Saponine erfolgte mittels Hochleistungsdinnschichtchromatografie (HPTLC) und
densitometrischer Auswertung, die der Flavonoide mittels LC-MS. Die Vorgehensweisen wurden im
Projekt LeguAN etabliert und publiziert (Neugart et al., 2015; Reim & Rohn, 2015) und wurde auf die
hier verwendeten Rohstoffe und hergestellten Faserfraktionen angewendet. Gleichfalls wurde eine
Proteinanalytik durchgefihrt, auch um den Verbleib von Trypsinhibitoren in den anfallenden
Fraktionen zu untersuchen (Reinkensmeier et al., 2015).Fir die Charakterisierung der Fraktionen
wurde der Gehalt an Saponin B bzw Gesamtsaponin quantitativ mittels HPTLC (high-performance
thin-layer chromatography) bestimmt. Hierflir wurde der Automatic TLC Sampler 4 (CAMAG, Muttenz,
Schweiz) verwendet Nachdem die diinnschichtchromatographische Trennung erfolgte, konnten die
Gehalte mittels TLC Scanner (CAMAG, Muttenz, Schweiz) densitometrisch ausgewertet werden.
Dafir wurden ca. 0,5 g der lyophilisierten Proben mit 5 mL Methanol/ Wasser-Gemisch (90:10; v/v)
versetzt und 2 h bei 50 °C und 650 rpm auf einem Thermoschuttler extrahiert. Nach anschlielRender
Zentrifugation (15 min, 4000 rpm) (Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf, Deutschland), wurden 3 mL
des Uberstandes abgenommen und mit 0,2 mL 0,8 M Ammoniumsulfat-Lésung versetzt. Uber Nacht
erfolgte eine Préazipitation. Nach erneuter Zentrifugation wurden 3 mL des Uberstandes
abgenommen. Das LoOsungsmittel wurde mithilfe einer Vakuumzentrifuge von Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH (Osterode am Harz, Deutschland) entfernt. Der Rickstand wurde
in 100 yuL Ethanol aufgenommen, mittels Automatic TLC Sampler 4 aufgetragen und anschlielend
60 Minuten bei einem Gemisch von Chloroform: Essigsaure: Methanol: Wasser (6,4/3,2/1,2/0,8;
v/viviv) entwickelt. Nach 2 h erfolgte die Derivatisierung mit p-Anisaldehyd-Reagenz und 5 minutiges
Erhitzen bei 70 °C. Anschlieiend wurde die HPTLC-Platte mittels TLC Visualizer (CAMAG, Muttenz,
Schweiz) bei 545 nm, 366 m und Weilllicht dokumentiert.

Fir die Analyse der Flavonoide mittels HPLC-DAD/ESI-MS" wurde zunachst eine dreifache
Extraktion der Proben mit 60 % wassrigem Methanol durchgefihrt. Die Identifizierung und
Quantifizierung erfolgte mit einem 1100 series HPLC System (Agilent Technologies GmbH,

Waldbronn) mit DAD-Detektor und einem lon Trap Massenspektrometer (Bruker Daltonics GmbH,
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Bremen) und einer Gradientenelution mit 0,5 % Essigsaure in bidest. Wasser und Acetonitril Gber 59
min (Neugart et al., 2014).

Im Weiteren wurde in diesem Projekt, unter Verwendung des synthetischen Substrats N-benzoyl-D,L-
arginine p-nitroanilide hydrochloride (BAPNA), die Analyse der Trypsininhibitoraktivitdt nach dem
Protokoll von Valdebouze et al. (1980) durchgefuhrt. Es wurden ca 50 mg der lyophlisierten Proben
mit 1 mL 0,1 M Natronlauge 30 Minuten geschdttelt. AnschlieRen wurde die Suspension bei 4 °C und
10000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Die Messung erfolgte mittels Platereader von BioTek (Winooski,
USA). Das Ergebnis ist als Trypsin-inhibierende Einheiten pro mg Probe definiert, wobei die Menge

des Enzyms (TIU) eine Zunahme der Extinktion von 0,01 au/skt darstellt.
Charakterisierung der Neutralzucker/Oligosaccaride/Polysaccharide

Zur Charakterisierung der Neutralzucker wurde ein Screening dieser mittels HPTLC durchgefihrt.
Daflr wurden die Proben homogenisiert und anschlieien ca 200 mg mit 1 mL Wasser versetzt und
Uber Nacht bei 40 °C und 400 U/min extrahiert. Nach anschlielender Zentrifugation (20 Min, RT,
15000 rpm) wurden die Proben mithilfe von HPTLC getrennt. Fir die Entwicklung wurde ein Gemisch
von Chloroform: Essigsaure: Wasser (4,2/5,0/0,8; v/viv) verwendet. Nach 2 h erfolgte die
Derivatisierung mit Anilin-Diphenylamin-o-Phosphorsaure und 10 minltiges Erhitzen bei 120 °C.

AnschlieRend erfolgte eine Detektion und Dokumentation bei Weillicht.

3.2.2 Mechanisch-enzymatischer Aufschluss von Erbsenschalen und

Charakterisierung der ErbsenauBenfasern

Das Ziel besteht in der Erarbeitung von kombinierten mechanischen und enzymatischen
Prozessschritten zur Verbesserung der techno-funktionellen Eigenschaften von ErbsenaulRenfasern.
Im Fokus der Arbeiten steht der mechanische Aufschluss der Fasern (Mikrofibrillierung) mit dessen
Hilfe die Fahigkeit zur Wasseraufnahme und Wasserretention erhéht werden soll, um somit das

spatere Anwendungsspektrum von Erbsenauflenfasern im Lebensmittelbereich deutlich zu erweitern.
Dieser Abschnitt ist unterteilt in:

e Mechanische Vorbehandlung der sortenreinen Trockenerbsen: Auftrennung in Erbsenschalen

und Erbsenkotyledonen,

o Festlegung und Herstellung einer geeigneten PartikelgréRenfraktion von Erbsenaulienfasern

als Ausgangsmaterial flr die mechanische Prozessierung,

o Systematische Untersuchung der gerateseitigen Einflussfaktoren (Druck, Anzahl der
Durchlaufe, Kammerkombination) auf Struktur, Zusammensetzung und technofunktionelle

Eigenschaften der Erbsenaulienfasern,

e Untersuchung des Einflusses der Erbsensorte auf die Funktionalitdt von
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Erbsenfasersuspensionen,

o Einfluss von enzymatischer Vorbehandlung auf die Eigenschaften von mechanisch-

prozessierten Erbsenaulienfasern,

¢ Einfluss von Trocknung auf die Eigenschaften von mechanisch und enzymatisch-mechanisch

prozessierten Erbsenauf’enfasern
e Saponin- und Trypsin-Inhibitor-Gehalt der prozessierten Proben

Mechanische Vorbehandlung der sortenreinen Trockenerbsen: Auftrennung in Erbsenschalen
und Erbsenkotyledonen

Abbildung 2 zeigt das Verfahrensschema zur fraktionierten Gewinnung von Erbsenschalen und
Erbsenkotyledonen im TechnikumsmaRstab ausgehend von den sortenreinen Trockenerbsen.
Dementsprechend wurden die Erbsen zunachst in einem Fliehkraftschaler grob vorzerkleinert. Bei
diesen Schritten l6sten sich die Schalen bereits groRtenteils von den Erbsenkotyledonen
(Erbsenkerne) aufgrund von Scher- und Pralleffekten. Nachfolgend wurden Schalen und Kotyledonen
mittels Windsichtung und nachfolgender Siebfraktionierung voneinander getrennt. Um eine méglichst
reine Schalenfraktion zu erzeugen, wurden die Schritte Sichtung/Siebung nochmals wiederholt. Im
Ergebnis des Schalprozesses wurden fur jede Sorte drei Fraktionen erhalten: eine Schalenfraktion
(> 2 mm) mit einer sortenabhangigen (massenbezogenen) Ausbeute im Bereich von 5,4 bis 6,1 %,
eine Kotyledonenfraktion (>2mm; Ausbeute: 74,0-80,5%) sowie eine Mischfraktion
Schale/Kotyledone (< 2 mm; Ausbeute: 14,1 —20,0 %) (Tabelle 2). Letztere konnten mittels

Windsichtung nicht weiter separiert werden und werden daher als Verlustfraktion verworfen.

| SCHALUNG |

M Anteil mit hoherer Dichte

[ LUFTABSCHEIDUNG ] [ >{ ERBSENKOTYLEDONEN ]*—

Anteil mit geringerer Dichte

v

- SIEBUNG: Fraktion <2 mm 3
4mm/2mm [ 2 l VERLUST J
A
Fraktion > 2 mm
, Y Anteil mit geringerer Dichte
LUFTABSCHEIDUNG | | S { ERBSENSCHALEN |

Anteil mit héherer Dichte

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Schélprozesses im TechnikumsmalRstab (durchgefiihrt an
der TU Berlin) zur fraktionierten Gewinnung von Schalen und Kotyledonen aus sortenreinen
Trockenerbsen.
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Die gewonnenen Schalen- und Kotyledonenfraktionen der sortenreinen Chargen wurden im weiteren
Projektverlauf mittels Zentrifugalmuihle auf eine Partikelgrole von < 500 ym vermahlen und

anschlie®end analog zu den industriellen Mischchargen behandelt.

Festlegung und Herstellung einer geeigneten PartikelgréBenfraktion von ErbsenauBBenfasern

als Ausgangsmaterial fiir die mechanische Prozessierung

Die Mikrofibrillierung ist ein physikalischer Prozess, bei welchem die groéRtenteils kristalline
Cellulosematrix (als Hauptpolysaccharid der Erbsenschale) mittels Hochdruckhomogenisierung
aufgeweitet werden soll, um somit die Wassereinlagerung zu begunstigen. Dieser Prozess wird
mittels des im Rahmen des Projektes beschafften Mikrofluidizers LM 20B (Microfluidics Inc. Corp.,
USA) bewerkstelligt. Dabei kommt es zu einer Grofienreduktion der Faserpartikel durch die
kombinierten Effekte von Turbulenz, Scherung und Kavitation im Homogenisierspalt bzw. Mikrokanal
der jeweiligen Interaktionskammer. Das Gerat ist mit zwei Interaktionskammern ausgestattet, welche
sich hinsichtlich des Durchmessers der Mikrokanale unterscheiden (200 bzw. 100 ym). Die Kammern
kénnen allein bzw. hintereinandergeschaltet (in Serie) verwendet werden, um die Intensitat der
Mikrofibrillierung zu erhéhen (Maximaldruck: 2000 bar). Zur Vorbereitung fur die mechanische
Prozessierung im Mikrofluidizer war aufgrund der vorgegebenen Mikrokanalgrofien der
Interaktionskammern ein weiterer Vermahlungs- sowie Siebfraktionierungsschritt notwendig, um ein
Zusetzen der Kanale bei der Hochdruckhomogenisierung zu vermeiden. Die AufRenfasern wurden
daher gemal nachfolgendem Schema in mehreren Schritten behandelt, um die gewlinschte

PartikelgroRenfraktion 50 — 140 ym zu erzeugen (Abbildung 3).

Trockenvermahlung
D<500um

k4

Trockenvermahlung |,
D <250pum

D>140pum

h 4

Siebfraktionierung --------

|

D <50um D: 50-140pum

Abbildung 3:FlieRschema zur Trockenvermahlung und Siebfraktionierung fiir die Bereitstellung einer
geeigneten GroRenfraktion (50 — 140 um) von Erbsenaulienfasern fiir die mechanische Prozessierung.
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Es wird davon ausgegangen, dass in diesem GréRRenbereich die Cellulose-Matrix noch
weitestgehend erhalten ist (als Grundvoraussetzung fur die Mikrofibrillierung). Im Rahmen dieser
Aufbereitung wurde die Fraktion > 140 ym mehrfach dem zweiten Trockenvermahlungsschritt wieder
zugefuhrt. Auf diese Weise konnte die Ausbeute der gewilnschten PartikelgroRenfraktion
(50 — 140 pm) auf einen Wert von 65 % (g Probe/100 g Ausgangsmaterial) maximiert werden. Die

ausgewahlte Fraktion wurde anschlielend wie in Abschnitt 3.2.1. beschrieben charakterisiert.

Systematische Untersuchung der gerateseitigen Einflussfaktoren (Druck, Anzahl der
Durchldufe, Kammerkombination) auf Struktur, Zusammensetzung und technofunktionelle

Eigenschaften der ErbsenauBlenfasern

Zunachst wurde ein Screening durchgefihrt, um die maximale Anzahl an Durchlaufen im
Mikrofluidizer zu ermitteln, bei der eine hinreichende PartikelgréRenreduzierung erreicht werden
konnte (asymptotische Annaherung an den Minimalwert). Hierzu wurden jeweils 1 %ige
Suspensionen von Erbsenaullenfasern mit definierter Ausgangsgrofe (Siebfraktion: 50-140 um)
eingesetzt und im Mikrofluidizer (Kammerkombination 200/100 ym) bei maximalem Druck von
2000 bar prozessiert. Die PartikelgroRenverteilung der mikrofluidisierten Fasersuspension wurde
durch Laserbeugung mittels PartikelgroRenanalysr LA-950 (Horiba, Retsch Technology GmbH,
Haan, Germany) vermessen. Abbildung 4 zeigt die Abnahme der PartikelgréRe mit zunehmender
Anzahl an Durchlaufen. Der ermittelte GréRenparameter Dgo beschreibt die Partikelgréfie in um,
unterhalb derer 90 % der gemessenen Partikelgrolienwerte (volumenbezogen) liegen. Nach acht
Durchlaufen im Mikrofluidizer sank der Doy auf einen Wert von ca. 70 ym. Mit jedem weiteren

Durchlauf war der Einfluss auf die Partikelgréf3e nur noch minimal (<1 % Abnahme).

Alle weiteren Versuche wurden daher mit max. acht Durchlaufen durchgeflihrt. Es waren allerdings
mindestens zwei Durchlaufe notwendig, da bei lediglich einem Durchlauf Flockungseffekte durch
vermutlich nicht ausreichende Rehydratisierung/Dispergierung der Fasern in den prozessierten

Fasersuspensionen festzustellen waren.
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Abbildung 4: PartikelgroRe (Dgo) von ErbsenaufRenfasern in Abhangigkeit von der Anzahl an

Durchlaufen (N) im Mikrofluidizer bei der mechanischen Prozessierung (Kammerkombination
200/100 pm).

Im nachsten Schritt wurde ein Faktorenversuchsplan aufgestellt, anhand dessen Experimente zur
Untersuchung des Einflusses der Prozessvariablen ,Druck® und ,Anzahl an Durchlaufen“ auf die
PartikelgroRe (Dgo) durchgeflihrt werden sollten. Das Versuchsdesign umfasste 13 Experimente mit
funf Zentralpunkten, wobei die Einflussgroften (Faktoren) ,Druck® und ,Anzahl an Durchlaufen®
jeweils auf drei Stufen (Druck: 500, 1250, 2000 bar; Anzahl an Durchlaufen: 2, 5, 8) variiert wurden.
Die experimentell ermittelten Daten wurden mittels der Statistik-Software Design Expert 8.0 (Stat
Ease Inc, USA) ausgewertet und anschlieRend eine Polynomgleichung aufgestellt, welche den Dgo

als Funktion der genannten Einflussfaktoren beschreibt.

Darauf aufbauend sollte dann der Einfluss der PartikelgroRe auf die technofunktionellen
Eigenschaften (Wasserretentionskapazitat, FlieRverhalten, Viskoelastizitat) untersucht werden und
Zusammenhange mit Anderungen in den physikalisch-chemischen Eigenschaften (Mikrostruktur,
Anteile an wasserunléslichen, ethanolunléslichen und ethanolléslichen Faserfraktionen) identifiziert

werden, wie es in Morales-Medina et al. (2020) beschrieben wurde.

Untersuchung des Einflusses der Erbsensorte auf die Funktionalitit von

Erbsenfasersuspensionen

Das Ziel war es die PartikelgroRenverteilung und funktionellen Eigenschaften (z.B.
Wasserretentionskapazitat, Flie®- und viskoelastisches Verhalten, Morales-Medina et al. (2020)) von
mechanisch-prozessierten Suspensionen aus industriell gewonnenen Fasern (L-310907) mit denen
aus sortenreinen Fasern zu vergleichen. Hierfir wurden 1 %ige (w/w) wassrige Suspensionen

hergestellt. Die Versuchsparameter waren zwei Durchlaufe mit der 200 um Kammer gefolgt von vier
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Durchlaufen mit den 200 und 100 yum Kammern in Reihe bei einem festgelegten Druck von 2000 bar.

Einfluss von enzymatischer Vorbehandlung auf die Eigenschaften von mechanisch

prozessierten Erbsenauflenfasern

Um den Einfluss einer enzymatischen Vorbehandlung auf die Eigenschaften mechanisch-
prozessierter Erbsenfasern zu untersuchen, waren zunachst Enzympraparate mit geeigneten
Aktivitaten fur einen effizienten Aufschluss der Zellwandpolysaccharide auszuwahlen. Im Anschluss
daran waren Vorversuche zur Festlegung einer definierten Behandlungsdauer fur den enzymatischen
Aufschluss notwendig. Daraufhin erfolgte die enzymatische Hydrolyse unter definierten Bedingungen
(n@here Beschreibung unten), bevor dann wiederum die mechanische Prozessierung im
Mikrofluidizer bei 2000 bar und max. sechs Durchlaufen erfolgte. Wie zuvor wurden die
Erbsenaulienfasersuspensionen im Anschluss an die enzymatisch-mechanische Behandlung mit
Hinblick auf die prozentualen Anteile der verschiedenen Ballaststofffraktionen, die Partikelgré3e Dgy,
die Mikrostruktur (REM) sowie die technofunktionellen Eigenschaften (Wasserretentionskapazitat,

Rheologie) charakterisiert. Diese Methoden wurden wie zuvor beschrieben durchgefihrt.

Erbsenschalen sind hinsichtlich ihrer Zusammensetzung im Wesentlichen durch drei
Zellwandpolysaccharid-Komponenten gekennzeichnet: Cellulose (~60 %), Hemicellulosen (~7 %)
und Pektin (~10 %). Dementsprechend kénnen zellwandabbauende Enzyme wie Cellulasen,
Hemicellulasen und Pektinasen eingesetzt werden, um den Zellwandverbund durch
Depolymerisierung der Polysaccharide partiell aufzuldsen und eine partielle Degradation
physikalischer Verhakungen/Verschlaufungen im Fasernetzwerk im Vorfeld der mechanischen
Prozessierung zu bewirken. In der Literatur sind bereits vereinzelt Studien flr einen kombinierten
enzymatischen Aufschluss (mittels Cellulasen) mit nachfolgender Mikrofluidisierung zur
Verbesserung der funktionellen Eigenschaften von Cellulosepulpe beschrieben (Paakkd et al., 2007).
Jedoch fehlt es an systematischen Untersuchungen zur Effektivitdt eines kombinierten
enzymatischen Aufschlusses mit Hinblick auf die Zusammenhange zwischen Struktur und
Eigenschaften bei Fasermaterialien mit komplexer Zellwandmatrix. Aus diesem Grund wurden
kommerziell verfugbare, zellwandabbauende Enzyme einzeln (Cellulase (C), Hemicellulase (H),
Pektinase (P)) sowie in Zweifach- (C+H, C+P, P+H) als auch in Dreifach-Kombination (C+P+H)
verwendet. Auf diese Weise sollte herausgefunden werden, welchen Einfluss die jeweilige
Zellwandpolysaccharid-Komponente auf Struktur und Technofunktionalitat von
Erbsenaulienfasersuspensionen hat. Als Kontrolle diente ein Versuchsansatz, bei welchem keine

Enzyme (nur mechanische Prozessierung) eingesetzt wurden.

Es wurden jeweils 1 %ige Erbsenaulenfasersuspensionen in Natrium-Citrat-Phosphat-Puffer (pH 5)
hergestellt und bei 50°C und einem Enzym-Substrat-Verhaltnis von 5:95 hydrolysiert. Die
Hydrolysezeit betrug max. 10 Stunden und zu definierten Zeitpunkten (1, 2, 4, 6, 8 Stunden) wurde
den Proben jeweils ein Aliquot entnommen und zur Enzyminaktivierung bei 80 °C fur 10 min
hitzebehandelt. Die Effektivitat der enzymatischen Behandlung wurde zunachst anhand der Abnahme
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des Anteils an unl6slicher Ballaststofffraktion in der Fasersuspension Uber den Hydrolysezeitraum

bewertet.

Einfluss von Trocknung auf die Eigenschaften von mechanisch- und enzymatisch-

mechanisch prozessierten Erbsenaulenfasern
In diesem Zusammenhang wird dieses Teilpaket nochmals in drei spezifische Aufgaben unterteilt:

o Beurteilung physikalischer und funktioneller Eigenschaften mechanisch prozessierter,
getrockneter und rehydrierter Faser-Suspensionen mit und ohne enzymatische

Vorbehandlung in Abhangigkeit vom Trocknungsverfahren

e Beurteilung des Einflusses der Prozessbedingungen wahrend der Vakuumtrocknung auf die

Rehydrationseigenschaften mechanisch prozessierter, getrockneter Faser-Suspensionen

e Einfluss des Verhaltnisses zwischen l6slichen, unl6slichen und alkohol-unloslichen
Bestandteilen in mechanisch prozessierten, getrockneten Faser-Suspensionen auf die

Rehydrationseigenschaften.

Beurteilung physikalischer und funktioneller Eigenschaften mechanisch prozessierter, getrockneter
und rehydrierter Faser-Suspensionen mit und ohne enzymatische Vorbehandlung in Abhéngigkeit

vom Trocknungsverfahren (Gefriertrocknung, Ofentrocknung und Vakuumtrocknung).

In diesem Falle wurden, aufbauend auf dem Wissen aus den vorangegangenen Arbeitspaketen,
Erbsenschalen-Suspensionen mit einem Dgy von 80 um mittels mechanischer oder einer Kombination
aus enzymatisch-mechanischer Vorbehandlung hergestellt (Verwendung von Cellulase,
Hemicellulase und Pectinase). Die Proben wurden entweder gefriergetrocknet in einem Lyophilizer
Beta1-8LSCplus (Christ alpha 2e4, Osterode, Germany) ofengetrocknet bei 80 °C fir 14 h oder
vakuumgetrocknet in einem Vakuumofen (VT 6060 M Thermo Scientific, MA, USA, gekoppelt an ein
Vakuumpumpensystem fir die Luftregulierung (LVS 610 T, Welch Vacuum, Gardner Denver Thomas
GmbH, Furstenfeldbruck, Germany) bei 50 mmHg und 80°C fur 8 h)). Alle Proben hatten einen
Trockenmassegehalt groer als 85%. Die Wasserretentionskapazitat der rehydrierten Proben wurde

gemessen, um das Rehydratationsverhalten zu bestimmen.

Beurteilung des Einflusses der Prozessbedingungen wéhrend der Vakuumtrocknung auf die

Rehydrationseigenschaften mechanisch prozessierter, getrockneter Faser-Suspensionen.

Um das Rehydratationsverhalten der Proben zu untersuchen, wurden zwei faktorielle
Faktorenversuchsplane durchgefihrt: (i) Hochtemperatur (T: 130-160°C, Zeit: 80-140 min) und (ii)
Tieftemperatur (T: 100-130°C, Zeit: 150-230 min). Nach dem Trocknen wurde der Feuchtigkeitsgehalt
der Proben in einem Feuchtebestimmer (Mettler Toledo, OH, USA) gemessen. Dann wurden die
Proben rehydriert, und es wurde die Wasserretentionskapazitat und die PartikelgréoRe bestimmt. Um
die Stabilitat zu testen, wurde das Sedimentationsverhalten bestimmt. Die experimentell ermittelten

Daten wurden mittels der Statgraphic Centurion Software (Stat Ease Inc, USA) ausgewertet und
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anschlie®end eine Polynomgleichung aufgestellt, welche den Dqg, die Wasserretentionskapazitat und

die Sedimentation als Funktion der Zeit und Temperatur beschreibt.

Eine biobjektive Optimierung wurde mit dem Solver-Tool in Excel durchgefiihrt (beschrieben in
Morales-Medina et al. (2017)). Sowohl das Wasserretentionskapazitat als auch die Trockenmasse
(DM) sind eine Funktion der Temperatur (T) und der Zeit (t): DM =f (T, t); WRK =f (T, t). Daher wurde
das Maximum oder das Minimum der Wasserretentionskapazitat (WRK (T, t)) bei folgenden

Bedingungen berechnet:
100 =< T =160 °C; untersuchter Bereich der Temperatur
80 <t = 140 min; untersuchter Bereich der Zeit

DM (T,t) = €; spezifische Trockenmasse, bei der das Wasserretentionskapazitat maximiert

oder minimiert wurde

Einfluss des Verhéltnisses zwischen l6slichen, unléslichen und alkohol-uniéslichen Bestandteilen in

mechanisch prozessierten, getrockneten Faser-Suspensionen auf die Rehydrationseigenschaften.

Zwei Proben mit dem Gleichen Dg (80 pm) und einem verschiedenen Verhaltnis von unléslich zu
I6slichen Ballaststoffen (86.7-14.3 and 78.6 — 22.3%) wurden hergestellt, vakuumgetrocknet (115 °C
und 190 min) und rehydratisiert. Das Wasserretentionskapazitat, die Viskosiat und die PartikelgrolRe
wurden bestimmt um zu bestimmen, ob ein Anstieg der I8slichen Ballaststoffanteile die

Wasserretentionskapazitat verbessert.

Um das FlieRverhalten zu charakterisieren und das rheologische Verhalten der Suspensionen zu

vergleichen, wurden die FlieRkurven aller Proben mittels Herschel-Bulkley Gleichung gefittet [1]:
T=10+k - ()" [1

mit der FlieRgrenze (7o), dem Konsistenz-Index (k) und dem FlieRindex (n).

Saponin-, Flavonoid- und Trypsininhibitor-Gehalt prozessierter Proben

Der Gehalt an Saponin- und Trypsin-Inhibitor-Komponenten aller prozessierten Proben, basierend
auf den industriell-erhaltlichen oder reinen Rohstoff-Chargen an Auflenfaser wurde, analog zu den

Messungen in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, gemessen.
Charakterisierung der Neutralzucker/Oligosaccharide

Das Screening der Neutralzucker/Oligosaccharide erfolgte analog zu der Durchfiihrung in Abschnitt
3.2.1.

Saponinextraktion und Charakterisierung des Grenzflachenverhaltens

Zu diesem Zweck erfolgte die Anwendung einer praparativen HPLC. Auf diese Weise konnten nur
einige wenige Milligramm Saponine fir weitere Untersuchungen und dem Einsatz in mdglichen

Modellproduktapplikationen gewonnen werden. Die Saponine wurden extrahiert und von den
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Nebenbestandteilen chromatographisch getrennt. Danach erfolgt die Trennung an einer praparativen
HPLC der Firma Agilent mit einer Séule der Dimension 250 x 21 mm (Nucleodur C 18, HTec, 110 A
5 um, Machery &Nagel). Fir diese praparative Isolierung der Erbsensaponine musste jedoch eine
Methodenanpassung an den praparativen Malistab und an die entsprechenden Matrices
vorgenommen werden. Dennoch liel3en sich nur wenige Mengen an Probenmaterial flir nachfolgende
Untersuchungen gewinnen (z.B. NMR, Reinheitskontrolle, Einsatz fir materialwissenschaftliche

Charakterisierung).

Das Grenzflachenverhalten der Saponine an der Ol-Wasser-Grenzflaiche wurde mittels Pendant
drop-Methode an einem Tropfenkontur-Tensiometer untersucht (PAT1M, Sinterface Technologies,
Berlin, Germany). Es wurde daflr ein System bestehend aus 2 Nadeln genutzt: Gber die dulRere
Nadel wird die Bulk-Phase dosiert und Uber die innere Nadel wird der zu untersuchende
grenzflachenaktive Stoff injiziert. Diese Methode wurde in Schestkowa et al. (2019) publiziert. Die
Bulkphase war hier in diesem Fall 0,1 M Phosphatpuffer pH 7. Die zu untersuchende Saponin-Probe
wurde in dem gleichen Puffer mit einer Konzentration von 0.5 und 0.05 fir Sojasaponin | und das
Saponin-Rohextrakt aus Quillaja saponaria Molina geldst. Die Konzentration wurde in Anlehnung an
Bottcher et al., (2017) verwendet. Das Grenzflachenverhalten wurde an Hand der Viskoelastizitat
des ausgebildeten Grenzflachenfilms beurteilt. Dafir wurde zunachst mit dem Tropfentensiometer
ein Tropfen der Bulkphase erzeugt und nach 30 s wurden 10 % des Tropfenvolumens durch die
Saponinlésung ausgetauscht, wodurch sich eine Endkonzentration im Tropfen von 0.05 und 0.005
wt% Saponin ergab. Der Tropfen wurden dann zur Filmausbildung fir 14 h hangen gelassen.
AnschlieRend wurde der Tropfen mittels Amplitudensweep (1 bis 10 % Tropfendeformation) bei 0,01
Hz, wie in Tamm & Drusch, (2017) beschrieben, vermessen. Die Anderung der
Grenzflachenspannung in Abhangigkeit der Tropfenflachendnderung kann dann genutzt werden, um
das viskoelastische Verhalten zu beurteilen. Je héher der viskoelastische Charakter ist (hohes
Speichermodul E‘), desto besser kann der Grenzflachenfilm Deformationen ausgleichen und desto

stabiler ist der Film und damit die Emulsion gegeniiber Tropfenkoaleszenz.

3.2.3. Pektinextraktion aus Erbseninnenfaser

Fir die Pektinextraktion wurden zunachst die Chargen an Kotyledonen-Ruckstanden mit hohem

Galacturonangehalt ausgewahlt (Erbseninnenfaser L-303199).

Die industrielle Pektinextraktion wird tblicherweise durch Sdurebehandlung bei pH-Werten zwischen
pH 1,5 und pH 3,0 und hohen Temperaturen zwischen 80 °C und 90 °C unter Anwendung von
Salpeter- oder Salzsaure durchgefiihrt, um das Pektin zu verflissigen. AnschlieRend wird das geldste
Pektin mittels Zentrifugation vom verbleibenden unldslichen Zellwandmaterial getrennt, mit Alkohol
(Ethanol oder Isopropanol) ausgefallt und anschlie®Bend mehrmals mit Alkohol gewaschen um

Verunreinigungen zu entfernen (Lopes da Silva & Rao, 2016). Die Extraktionsbedingungen wie
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Temperatur, Zeit und pH-Wert wahrend der Extraktion missen sorgfaltig iberwacht werden, um
Entesterung und andere Abbaureaktionen zu vermeiden. In AP 4 wurde die industrielle Methode auf
den Labormalfistab skaliert und zusatzlich wurden die Ergebnisse der FEI Projekts 18678N
»=Erhdhung des Nutzungspotentials des Nebenprodukts Erbsenschale durch Extraktion von Pektinen
und gleichzeitige Gewinnung optimierter Faserprodukte® berlicksichtigt. Der Extraktionsprozess ist in
Abbildung 5 dargestellt. Diese Methode wurde zuvor erfolgreich fur die Extraktion von Pektin aus

Citrusfasern und Erbsenauf3enfasern verwendet.

Fir die experimentelle Durchfihrung wurden 25 g Erbseninnenfaser in 1 L Wasser bei pH 1
(eingestellt mit 65 %iger (w/w) HNO3) suspendiert und zwei Stunden bei 90 °C gerthrt. Die
Extraktionsbedingungen wurden anhand der Prozessoptimierung durch Gutdhrlein, Drusch, &
Schalow, (2020) fur die Extraktion von Pektin aus Erbsenauflenfaser ausgewahlt, so dass die
Pektinausbeute mit sinkendem pH-Wert und steigender Temperatur zunahm. Nach der Extraktion
wurde die Suspension filtriert (Filtertuch P4033, Winkler GmbH, Germany) und das Retentat mit 400 g
destilliertem Wasser gewaschen und nochmals filtriert. Beide Filtrate wurden vereint und in einem
Eisbad auf 20 °C gekuhlt. Das Pektin im Filtrat wurde mit der doppelten Menge Ethanol (95 % (v/v))

gefallt und die Suspension 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.

[ Erbsen Innenfasern ]

Y

Siebung:
PartikelgroBe < 500 pm
Saure Extraktion
(2,5 wt%; 90°C; 2 h; pH = 1; HNO,)

Y

[ Filtration ]—)[ Unlésliche Fasern ]

Y

[ Alkoholischer Ausfallen ]

Y

[ Filtration ]—»[ Loslicher Abfall ]

[ Drying ( 24h, 50 °C) |

Y

[ Pektin ]

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Pektinextraktion aus der Erbseninnenfaser.
28



4. Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

4.1 ErbsenauBenfaser und Erbseninnerfaser: Basischarakterisierung
Gehalte an Pektin, Stiarke, Ballaststoffen und Asche

In Abbildung 6 werden zunachst die Parameter fir die chemische Zusammensetzung der
kommerziellen Erbsenfaserprodukte — wie von der Fa. Emsland-Starke GmbH
spezifiziert — dargestellt.
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Abbildung 6: Chemische Zusammensetzung (Feuchte, Asche-, Starke und Proteingehalt) von jeweils

funf Chargen industriell gewonnener Erbseninnenfaser (a) und Erbsenauflenfaser (b). (E) und (G)

kennzeichnen die unterschiedlichen Produktionsstandorte (Emlichheim, GollRen) der jeweiligen

Chargen.
Die funf Chargen der Innenfasern (Abbildung 6a) wiesen nur sehr geringfligige Unterschiede
untereinander auf. Im Gegensatz dazu zeigten die finf Chargen Aulienfasern eine starke
Heterogenitat auf (Abbildung 6b), welche offensichtlich auf die unterschiedlichen
Produktionsstandorte und die jeweiligen Prozesstechnologien zurtickzufiihren ist. So konnten in den
Chargen aus GolRen (Lot-Nr. 316089 und 314939) mit 11 bzw. 8 % deutlich hdhere Starke- bzw.
Proteingehalte als in den Chargen aus Emlichheim (Lot-Nr. 274156, 313169 und 310907) mit 2 bzw.
4 % nachgewiesen werden. Die gefundenen Abweichungen sind wahrscheinlich auf die hdéheren
Anteile an verbliebenen Endospermbestandteilen in den Schalen zurtickzufihren. Auf Grundlage
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dieser Ergebnisse wurden fiir die weiterflihrenden Projektarbeiten Chargen mit vergleichsweise
geringen Protein- bzw. Starkegehalten ausgewahlt, mit dem Ziel den Anteil an nicht-Ballaststoff-
Fraktionen zu minimieren (Auf3enfaser-Lot 303199, Innenfaser-Lot 310907).

Diese Chargen wurden anschlie®Rend hinsichtlich ihres Ballaststoffgehalts (unlésliche und I6sliche
Ballaststoffe) untersucht. Erwartungsgemaf wies die AuRenfaser deutlich hdhere Ballaststoffgehalte

mit einem geringeren Anteil an 16slichen Ballaststoffen auf als die Innenfaser (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ballaststoffgehalte (gesamt, unléslich und I6slich) ausgewahlter Innen- und Aufienfaser-

Chargen.
Charge Ballaststoffe [%)]
Lot-Nr. gesamt unléslich I16slich
310907 (AuRenfaser) 82,1+1,0 79,4+ 0,4 2,7+1,1
303199 (Innenfaser) 67,7+0,5 66,5+ 0,0 1,2+0,5

Die Gehalte an Feuchte, Protein und Gesamtballaststoffen (unterteilt in I6sliche und unlésliche
Fraktionen) fur die sortenreinen Proben sind in Abbildung 7 dargestellt. Hierbei zeigen sich deutliche
Unterschiede zwischen den Protein- und Gesamtballaststoffgehalten industriell hergestellter
Innenfasern (9.5 +£ 0.3 % /67.7 £ 0.5 %, Abbildung 6, Tabelle 3) und den entsprechenden Fraktionen
aus den sortenreinen Proben (22.9+1.9% / 12.5+ 0.6 %, Abbildung 7a). Diese Unterschiede
kénnen auf die Extraktion von Starke und Protein bei der industriellen Gewinnung der Innenfaser
zuruckgefuhrt werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Innenfasern wurden bei der
Untersuchung der AuRenfasern keine bedeutsamen Unterschiede im Protein- (~5 %) und
Gesamtballaststoffgehalt (78.9 + 0.4 %) zwischen den industriellen und den sortenreinen Proben

gefunden.

Um auf den Pektingehalt der Proben schlieRen zu kénnen, wurden der Galakturonsaure-Gehalt als
Markersubstanz fur Pektin und der Veresterungsgrad der Proben in den jeweiligen Faser-Rohstoffen
bestimmt. Fir die untersuchten industriellen Misch-Chargen wurden dabei jeweils vergleichbare
Gehalte an Galacturonan (Aufenfaser: 10.6 £0.2 %; Innenfaser: 11.9+0.2%) und ein
vergleichbarer Veresterungsgrad (Aufenfaser: 24.0 £ 0.2 %; Innenfaser: 25.4 + 0.4 %) ermittelt. Im
Vergleich zwischen industriellen und sortenreinen Proben zeigten sich hauptsachlich Unterschiede
zwischen den Innenfasern. So wies die industrielle Probe L-303199 im Vergleich zu den sortenreinen
Innenfasern das Zehnfache an Galakturonsaure auf. Der Veresterungsgrad war jedoch bei allen
Proben ahnlich (Tabelle 4). Es ist davon auszugehen, dass die industrielle Entfernung von Starke
und Protein bei der industriellen Gewinnung der Innenfaser zum erhohten Galakturonsauregehalt
geflhrt hat. Genauer gesagt handelt es sich hierbei um einen relativen Effekt: durch die Entfernung
der nicht-Ballaststoff-Komponenten nimmt die Reinheit der gewonnenen Fasern und damit der

Pektingehalt in der Probe zu.
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Abbildung 7: Chemische Zusammensetzung (Feuchte, Protein- und Gesamtballaststoffgehalt sowie
Gehalt an Iéslichen und unléslichen Ballaststoffen) von vier sortenreinen Erbseninnenfasern (a) und
Erbsenaulenfasern (b).



Tabelle 4: Gehalt an Galakturonsaure und Veresterungsgrad der Innen- und Au3enfasern ausgewahlter
industriell hergestellter und sortenreiner Fasern.

Galakturonsaure

Sorte Gehalt Veresterungsgrad,
[%] [%]
Innenfaser
L-303199 10,60 £0,20 24,0+£0,2
Ostinato 1,38 £ 0,01 18,6 £ 0,3
Salamanca 1,38 £ 0,02 19,1+0,2
Dolores 1,22 £ 0,01 16,1+0,4
Astronauta 1,67 £ 0,06 16,0+ 0,5
AuBenfaser
L-310907 11,9+£0,2 254+04
Ostinato 8,8 +0,1 33,2+0,3
Salamanca 9,6+0,5 29,1+0,1
Dolores 8,5+0,2 29,3+0,1
Astronauta 9,6+0,3 33,7+0,5

Charakterisierung der physikalischen und funktionellen Eigenschaften

Die Proben wurden im Weiteren hinsichtlich ihrer PartikelgréRenverteilung, ihrer Farbeigenschaften

sowie mittels Lichtmikroskopie charakterisiert.

Zunachst wurden die Partikelgrofienverteilungen der industriell hergestellten Fasern mittels
Siebanalyse bestimmt. Abbildung 8 zeigt die ermittelten GroRenparameter Dso (Median), D1o und Dgo
(zehntes und neunzigstes Perzentil der massenbezogenen PartikelgréRenverteilung) fir die Innen-
und Auf3enfaser-Chargen. Im Ergebnis wiesen die verschiedenen Innenfaser-Chargen im Vergleich
untereinander ahnliche GréRenparameter D1, Dso und Dgo auf, welche jedoch betrachtlich kleiner
waren verglichen mit den jeweiligen Parametern der Au3enfaser-Chargen. So zeigte sich fur die
Innenfasern im Mittel ein Dgo von 367 um und fur die Aulenfaser ein Dgy von 2222 uym. Alle
Auflenfaser-Chargen wurden daher vor der weiteren Charakterisierung einer Trockenvermahlung
(< 500 um) unterzogen, durch welche eine deutlich homogenere PartikelgrofRenverteilung zwischen

den Chargen erzielt werden konnte (Abbildung 8, c).
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Abbildung 8: Ermittelte Parameter D1, Dso und Dgo der PartikelgrofRenverteilung von industriell
hergestellten Erbseninnenfasern (a), Erbsenauflenfasern (b) (beide jeweils unbehandelt) sowie
Erbsenaufienfasern nach Trockenvermahlung (< 500 pm) (b).

Fir die sortenreinen Proben, die durch Lichtstreuung analysiert wurden, ergab sich eine bimodale

Verteilung fir die Innenfaser und eine monomodale Verteilung fiir die Au3enfaser (vgl. Abbildung 9).

Im Vergleich zwischen Abbildung 8 und Abbildung 9 zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der GréRke
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der Proben. Dieser ist auf die Anwendung der verschiedenen Methoden zurlickzuflihren. Da bei der
Siebanalyse eine Ausrichtung der Partikel stattfindet wird bei dieser Methode vornehmlich die

Partikelbreite bestimmt. Dies erklart die geringere gemessene PartikelgroRe fir die industriellen

Proben.
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Abbildung 9: Ermittelte Parameter D10, Dso und Dgo der PartikelgréRenverteilung von (a)
Erbseninnenfasern, (b) Erbsenauflenfasern der sortenreinen Proben; (c), exemplarische
Volumenverteilung der Erbseninnen und -auRenfasern der Sorte Dolores.
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Die Farbeigenschaften von Erbseninnenfasern und -aufienfasern wurden entsprechend dem CIE-
Lab-Farbraum ermittelt, wobei der L*-Wert die Helligkeit, der a*-Wert die Rot(+)- bzw. Grin(-)-
Intensitat und der b*-Wert die Gelb(+)- bzw. Blau(-)-Intensitat widerspiegelt. Die ermittelten Werte
sind in Tabelle 5 dargestellt. Mit Ausnahme der braunen AulRenfaser der Sorte Dolores zeigten alle
Proben einen hohen L*-Wert (= 80 %) (Tabelle 5). Helligkeit ist in Hinblick auf eine mdgliche spatere
Anwendung im Lebensmittel aus Griunden der Farbneutralitdt von Produkten von besonderer
Bedeutung. Im Vergleich wiesen die Au3enfasern geringere L*-Werte auf als die Innenfasern. Diese
waren im Vergleich mit Literaturwerten dennoch hoher als entsprechende Werte fur z. B. Hafer-,
Weizen- oder Apfelfasern (Rosell et al., 2009). Dementsprechend ist eine grundsatzliche Eignung der

untersuchten Erbsenfasern fur den Lebensmitteleinsatz bestatigt.

Tabelle 5: Farbwerte von Erbseninnen- und -aufenfasern.

Charge/ Farbwerte (CIE-Lab)
Sorte L* a* b*

Innenfaser

L-303199 (E) 91,9+0,2 0,02 £ 0,1 12,1+0,2

Ostinato 90,8+ 0,2 1,2+0,1 246 +0,7

Salamanca 92,1+0,3 1,1+0,3 20,8+ 0,6

Dolores 91,7+0,3 0,4+0,1 22,3+1,0

Astronaute 91,8+0,9 0,4+0,1 242+ 1,6
AuBBenfaser

L-310907 79,8+0,5 0,43 + 0,04 14,9 £ 0,6

Ostinato 80,4 +0,2 0,51+ 0,04 16,5+ 0,1

Salamanca 81,1+0,1 0,46 £+ 0,04 15,4+ 0,1

Dolores 54,3+2,0 6,20 £ 0,04 14,4 + 0,5

Astronaute 80,5+0,2 0,73 £ 0,05 16,9+ 0,1

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen ergaben keine bedeutenden Unterschiede innerhalb der
verschiedenen Chargen von industriell hergestellten Innen- und Auflenfasern. Exemplarisch ist
jeweils eine Aufnahme in Abbildung 10 dargestellt. Gut zu erkennen ist der hdhere Anteil an

Endosperm (Kotyledonen)-Zellen bei der Innenfaser im Vergleich zur AuRenfaser.
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Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufnahme von industriell hergestellter Erbseninnenfaser (L-303199,
links) und Erbsenaufenfaser (L-310907, rechts) nach Trockenvermahlung (< 500 um).

Die technofunktionellen Eigenschaften der Fasern wurden anhand deren
Wasserbindungseigenschaften  (Wasserretentionskapazitait (WRK),  Quellvermégen  und
Wasseraufnahme) bewertet. Alle industriellen Proben zeigten &ahnliche Ergebnisse fir die
Wasserretentionskapazitat (WRK) und das Quellvermégen. Dementsprechend sind nur Werte fir
ausgewahlte Chargen in Abbildung 11 dargestellt. Die industriell gewonnene Innenfaser erreichte die
héchsten Werte fir die WRK und das Quellvermégen (9,4 +0,2g Wasser/g Probe und
16,2 £ 0,3 mL/g). Diese Ergebnisse lassen sich auf eine hdhere Porositat aufgrund der Extraktion
von Protein und Stéarke zurlckfuhren. Die AuRenfasern der sortenreinen Proben zeigten im Vergleich
zu den entsprechenden Innenfasern leicht erhéhte WRK und Quellvermdgen.

Abbildung 12 zeigt weiterhin die Kinetik der Wasseraufnahme Uber einen Zeitraum von zwei Stunden
bei 20 °C. Beide Fasertypen nehmen innerhalb der ersten finf Minuten vergleichsweise schnell
Wasser auf und nahern sich dann asymptotisch einem Endwert zum Versuchsende, wobei die
Innenfaser insgesamt mehr Wasser aufnimmt als die Aulenfaser. Damit werden die Ergebnisse der
WRK und Quellung bestatigt.
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Abbildung 11: Wasserretentionskapazitat (a) und Quellvermdgen (b) von Innen- und AuRenfasern
industrieller und sortenreiner Proben.
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Abbildung 12: Kinetik der Wasseraufnahme von Erbseninnenfaser (L-303199) und ErbsenauRenfaser
(L-310907) bestimmt mittels Kapillarsaugmethode.



Zusammenfassend wurden verschiedene Chargen nicht sortenreiner industriell hergestellter Innen-
und Aullenfasern sowie entsprechende sortenreine miteinander verglichen. Im Ergebnis wurden
jeweils eine Charge Innenfaser (L-303199) und Aulenfaser (L-310907) fir die weiterfihrenden

Versuche in den nachfolgenden Arbeitspaketen ausgewahlt.

Saponin- Flavonoid- und Trypsininhibitorgehalte

Erbsenaufien- und -innenfasern sind reich an sekundaren Pflanzenstoffen. Um weitere Vorteile der
Ressourcenverwendung zu nutzen, ist es notwendig, die chemische Zusammensetzung im Hinblick
auf wertgebende und antinutritive Inhaltsstoffe der Erbsenschalen und Kotyledonen zu untersuchen,
v.a. Saponine, Flavonoide und Trypsininhibitoren, wobei letztere ggf. als adverse Substanzen

diskutiert werden konnen.

Aus vorhergehenden Projekten waren die Erbsensaponine DDMP-Saponin (Sojasaponin g) und
Saponin B (Sojasaponin |) bekannt, die eine Zuckerkette an C3-Position aufweisen. Das DDMP-
Saponin enthalt zusatzlich einen 2,3-Dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-on (DDMP)-Rest
an Position C22. Die DDMP konjugierte Verbindung ist nur bedingt stabil und hydrolysiert unter
bestimmten Bedingungen wahrend der Lebensmittelbe- und -verarbeitung zum Saponin B und Maltol

(Abbildung 13). Dies ist fur die in diesem Projekt durchzufihrenden Arbeiten ein wichtiger Aspekt.

o CH,

DDMP-Saponin Saponin B Mailtol
Abbildung 13: Umwandlung von DDMP-Saponin zu Saponin B und Maltol.

Die Charakterisierung einzelner Mahlfraktionen/Erbsenfraktionen wurde tiber den Gehalt an Saponin
B bzw Gesamtsaponin quantitativ mittels HPTLC (high-performance thin-layer chromatography)

ermittelt.

Bei dem Vergleich der Saponingehalte in den Aul3en- und den Innenfasern war auffallig, dass die
Saponingehalte in den Innenfasern ziemlich homogen sind, die in den Auf3enfasern aber deutlichen
Schwankungen unterliegen. Die dinnschichtchromatografische Trennung der Saponine zeigt die
Intensitat der Banden mit einem deutlichen Unterschied zwischen der Auflenfaser (1-6) und der
Innenfaser (7-10) (Abbildung 14). Die Aulenfaserproben enthalten einen deutlich hdheren Gehalt an
DDMP-Saponin (lila Bande) als die Innenfasern. In der Innenfaser sind beide Saponine, sowohl
Saponin B, als auch DDMP-Saponin dominierend und fihren somit auch zu einem hoéheren

Gesamtsaponingehalt vergleichend zur Aul3enfaser.
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Abbildung 14. Diinnschichtchromatographische Trennung der Saponine in einer ausgewahlten
Erbsenfasercharge.

Zwischenzeitlich wurde auch durch das Projekt DemoNetErBo bekannt, dass die
Schwankungsbreiten der Saponinkonzentration in Erbsen sehr grof sein kdnnen. Dies ist einerseits
abhangig vom Genotyp, aber auch anderseits sehr stark beeinflusst durch 6kophysiologische
Faktoren (u.a. Anbaupraxis, Verwendung von Pestiziden/Insektiziden) und somit auch von
Jahresschwankungen und der generellen Zusammensetzung der Inhaltsstoffe (Ergebnisse der
Universitat Hamburg im Projekt DemoNetErBo). Beispielhaft ist hier die Abhangigkeit vom Genotyp
dargestellt. Abbildung 15 zeigt die Auftragung der Saponingehalte der im Projekt DemoNetErBo am
haufigsten beprobten Erbsensorten. Die Sorten Alvesta und Salamanca weisen mit 3.1 mg/g die

héchsten Saponingehalte auf, die Sorte Respect mit 2.4 mg/g den durchschnittlich niedrigsten.
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Abbildung 15: Verteilung des Saponingehaltes einer ausgewahlten Erbsenstichprobe (n = 10) des
Projektes DemoNetErBo. Haufigkeiten der Erbsensorten: Alvesta (n = 45), Astronaute (n = 43),
Salamanca (n = 13), Respect (n = 10) und Rocket (n = 10).

In der Schale von Erbsen ist der Saponingehalt ca. dreimal héher als in dem restlichen Korn (Reim
& Rohn, 2015). Demnach musste mit zunehmendem Tausendkorngewicht der Saponingehalt

niedriger werden, da der saponindrmere Mehlkérper mit steigender KorngréRe Uberproportional
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zunimmt im Vergleich zur saponinreicheren Schale. In Abbildung 16 ist die Korrelation zwischen dem

Saponingehalt und dem Tausendkorngewicht in Erbsen dargestellt.
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Abbildung 16: Korrelation des Tausendkorngewichtes (g) und dem Saponingehalt (mg/g) in Erbsen des
Projektes DEmoNetErbo in den drei Anbaujahren 2016, 2017, 2018 insgesamt.

Es konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Tausendkorngewicht und dem
Saponingehalt ermittelt werden. Als Begriindung ist anzufiihren, dass der Saponingehalt in Erbsen
primar von abiotischen und exogenen Faktoren beeinflusst wird und somit nicht im Zusammenhang
mit den anderen genotypischen Merkmalen gebracht werden kann. Zwar konnte eine Isolierung aus
sortenreinen, sehr saponin-reichen Sorten moglich sein, dann ware aber auch ein entsprechendes

Anbauprotokoll einzuhalten, um die Ausbeute aus den Schalen zu erhéhen

Vergleichend zum Proteingehalt kann gesagt werden, dass der Gesamtsaponingehalt mit dem
Proteingehalt steigt. Der Saponingehalt und Proteingehalt ist in der Innenfaser hdher als in der
Aussenfaser. Die Interaktion von Saponinen mit bestimmten Proteinen, wie Casein und Sojaprotein

ist bereits bekannt und erklart die Proportionalitédt des Saponingehaltes mit dem Proteingehalt.

Flavonoide sind sekundare Pflanzenstoffe, denen positive Wirkungen fur die menschliche Ernahrung
nachgesagt werden. Sie kdnnen u.a. antioxidativ, antimikrobiell und ggf. sogar antikanzerogen
wirken. Leider verhalt es sich mit den Flavonoiden in &hnlicher Weise wie mit den Saponinen. Hier
waren die Gehalte noch deutlich niedriger als urspriinglich erwartet und es konnten keine

reproduzierbaren Werte ermittelt werden.

Wie in Tabelle 6 zu erkennen, ist die Trypsininhibitoraktivitat (TIU/mg Probe) in der Innenfaser im
Vergleich zu der AuRenfaser erhoht. Aus den Ergebnissen des Projektes DemoNetErBo ist bekannt,
dass die durchschnittliche Trypsininhibitoraktivitat einer Erbse bei 36,1 TIU/mg Erbse liegt. In der
Schale der Erbsen wurde eine verhaltnismalig hohe TI-Aktivitat festgestellt und kann entsprechend

durch eine Vorbehandlung dieser kommerziellen Proben, z.B. durch Schalen vermindert werden.
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Proteaseinhibitoren haben ihren Namen aufgrund ihrer bekanntesten Eigenschaft, Proteinasen zu
hemmen, erhalten. Sie inhibieren dabei sowohl proteolytische als auch esterolytische Prozesse. Die
Inhibitoren sind charakteristisch fur Hlulsenfruchtsamen. Durch Erhitzen werden Protease-Inhibitoren
meist inaktiviert. In diesem Projekt wurde wie in 3.2 beschrieben die Trypsin-inhibierende Einheiten

pro mg Probe bestimmt.

Tabelle 6: Gesamtsaponingehalt in [mg/g Probe] und Trypsininhibitoraktivitat [TIU/mg].

Charge Saponingehalt Trypsininhibitoraktivitat
(Lot-Nr.) [mg/g] [TIU/mg]
Innenfaser
313295 (E) 5,02 +1,63 18,21 0,87
312864 (E) 4,91 £0,39 16,81 + 3,62
312655 (E) 4,40 £1,63 25,51+ 1,69
313153 (E) 4,97 0,14 n.n.
303199 (E) n.n. n.n.
Astronaute 0,93 +0,03 45,45 + 1,84
Salamanca 0,48 £ 0,06 43,68 + 5,77
Ostinato 0,82 £+ 0,05 30,79 £ 0,67
Dolores 0,68 + 0,07 33,1+ 3,00
AuRenfaser
316089 (G) 3,24 +0,16 14,96 + 2,06
314939 (G) 4,97 +0,44 19,44 £ 1,15
274156 (E) 2,61 40,25 2,02+ 1,17
313169 (E) 0,95 £0,12 5,66 + 0,96
310907 (E) 0,86 +0,25 3,70 £ 1,09
Astronaute 3,15 0,06 3,17 £ 0,25
Salamanca 2,76 + 12 3,11 +£1,39
Ostinato 3,3+0,44 5,04 £ 0,38
Dolores 1,64 + 0,47 26,93 + 2,35

Basierend auf den bis hierher erhaltenen Ergebnissen wurden fir die weiterflihrenden
Untersuchungen jeweils eine Charge von Innen- und AufRenfaser ausgewahlt. Ausschlaggebend flr
die Entscheidung waren zum einen die Protein- und Starkegehalte, welche mit Hinblick auf die
Gewinnung von Fasern mit hohem Ballaststoffanteil, moglichst gering sein sollten. Da sich die
Chargen hinsichtlich der weiteren untersuchten Parameter zum anderen nur minimal voneinander
unterschieden, wurde somit die AuRenfaser-Charge mit der Lot-Nr. 310907 ausgewahlt. Weiterhin
wurde anhand dieser Kriterien eine Innenfaser-Charge (Lot-Nr. 303199) ausgewahlt, welche
zunachst als Vergleichsprobe fiir die weitere Basischarakterisierung, darunter Ballaststoffgehalt und

Wasseraufnahme, diente.
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Charakterisierung der Neutralzucker/Oligosaccharide

Ein Screening der Neutralzucker bzw. des Oligosaccharidprofils soll die Basischarakterisierung zur
Bewertung der vorhandenen Fasern unterstiitzen. Viel wesentlicher ist die Anwendung jedoch, wenn
die Fasern verandert werden, da dann ggf. anhand der Zucker- oder Oligosaccharidprofile bewertet
kann, welche Anteile einzelner Kohlenhydrate (u.a. Cellulose) bevorzugt in den Fraktionen vorliegt

bzw. durch eine Behandlung verandert wurden (ggf. auch Spaltprodukte).

Die Erbsenfaser-Suspensionen der TUB wurden wie in 3.2.1. behandelt und anschlieRen mittels

HPTLC getrennt. Die aufgetragenen Proben sind in Abbildung 17 und Abbildung 18 und dargestellt.

e

1

:l‘t

[ N
S 1ARNL 3

U-Il

Abbildung 17: Oligosaccharidprofile der Erbsenfasersuspension (hier: 1- AuRenfaser 316089, 2-
AuRenfaser 314939, 3- AulRenfaser 274156, 4- AulRenfaser 313169, 5- AuRenfaser 310907)

Abbildung 18: Oligosaccharidprofile der Reinsorten. 1- Pea Hull Astronaute, 2- Cotyledone Astronaute,
3- Pea Hull Salamanca, 4- Cotyledone Salamanca, 5- Pea Hull Ostinato, 6- Cotyledone Ostinato, 7- Pea
Hull Dolores, 8- Cotyledone Dolores.

Wie den chromatografischen Trennungen zu entnehmen ist, sind die Zusammensetzungen der
Neutralzucker/Oligosaccharidprofile in den Innen- und Auflienfasern unterschiedlich. Zudem sind in
den Cotyledonen, wie zu erwarten, hoéhere Konzentrationen dieser zu erkennen. Die
Zusammensetzungen der Kotyledonen aller Proben unterscheidet sich gering, wahrend in der
Neutralzucker-Zusammensetzung der Aulenfaser-Proben mithilfe des Screenings z.T. mehr
und/oder weniger Banden sind.
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4.2 Mechanisch-enzymatischer Aufschluss von Erbsenschalen und

Charakterisierung der ErbsenauBenfasern
Basischarakterisierung der PartikelgréBenfraktion 50 — 100 um

Die Ergebnisse der Basischarakterisierung der fir die mechanische Prozessierung vorbereiteten
AufRlenfaser-Fraktion sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die Schritte der Trockenvermahlung und
Siebfraktionierung flhrten zu einer Erhéhung des Ballaststoffgehaltes (vgl. Tabelle 7) sowie zu einer
Reduzierung des Protein- und Starkegehaltes im Vergleich zur Ausgangsfaser (vgl. Abbildung 6). Im
Gegensatz dazu wies die Fraktion < 50 ym einen deutlich hdheren Proteingehalt (6,0 £0,1 %) sowie

einen geringeren Anteil und unléslichen Ballaststoffen (71,9 £0,4 %) auf.

Tabelle 7: Zusammensetzung sowie physikalische Parameter und Wasserbindungseigenschaften von
ErbsenaulRenfaser (Fraktion 50 — 140 ym).

AuBenfaser (L-310907)

Zusammensetzung
Feuchte [%] 4107
Asche [%] 2,6+0,1
Starke [%)] 0,29 £+ 0,05
Protein [%] 3,4+0,1
Ballaststoffe gesamt [%] 86,3+ 0,6
davon unlgslich [%] 82,7+ 0,1
davon 16slich [%] 3,6+0,6
Saponin gesamt 0,86 + 0,25
Trypsininhibitoren [T1U/g] 4,24 + 0,93
PartikelgroRe
D10 [um] 72,8+0,2
Dso [um] 112,7+0,4
Dgo [um] 148,8 + 0,5
Farbe
L* 83,7+ 0,1
a* -0,01 £ 0,02
b* 13,8+ 0,1
Wasserbindungseigenschaften
Quellung [mL/g] 6,0+0,0
WRK [g/g] 3,3+0,4

Hinsichtlich der physikalischen Eigenschaften, konnte des Weiteren festgestellt werden, dass die
Reduzierung der PartikelgroRe die Farbneutralitdt der untersuchten AuRenfaser-Fraktion erhdhte,
was sich gegenuber der entsprechenden Ausgangsfaser (Tabelle 7) in einem hdheren L*-Wert und

einem reduzierten b*-Wert (Gelb(+)-Intensitat) zeigte. Eine Veranderung der Partikelform durch die
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Trockenvermahlung konnte nicht festgestellt werden. Die Partikel wiesen auch im vermahlenen

Zustand eine groRtenteils rundliche Form auf (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Lichtmikroskopische Aufnahme von Erbsenaufienfaser (Fraktion 50 — 140 ym).

500 pm

Beim Vergleich der Wasserbindungseigenschaften zeigt sich, dass die Auf3en-Fraktion (50-140 um)
ahnliche Quellungs- und WRK-Werte wie die Fraktion <500 um aufweist (Abbildung 11).
Demgegenuber ist die Wasseraufnahme der Fraktion 50 — 140 um deutlich reduziert (Abbildung 20,
vgl. Abbildung 12). Vermutlich ist dieser Effekt auf eine partielle Zerstérung der Zellstruktur durch die
Trockenvermahlung zurtickzufihren, in dessen Folge die Fahigkeit zur Wasserabsorption offenbar

betrachtlich herabgesetzt wird.
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Abbildung 20: Kinetik der Wasseraufnahme von Erbsenaufenfaser (Fraktion 50 — 140 ym) bestimmt
mittels Kapillarsaugmethode.
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Systematische Untersuchung der gerateseitigen Einflussfaktoren (Druck, Anzahl der
Durchldufe, Kammerkombination) auf Struktur, Zusammensetzung und technofunktionelle

Eigenschaften der Erbsenaulenfasern

Das Versuchsdesign umfasste 13 Experimente mit finf Zentralpunkten, wobei die EinflussgréRen
(Faktoren) ,Druck’ und ,Anzahl an Durchlaufen® jeweils auf drei Stufen (Druck: 500, 1250, 2000 bar;
Anzahl an Durchlaufen: 2, 5, 8) variiert wurden (Tabelle 8). Die experimentell ermittelten Daten
wurden ausgewertet und anschlieliend eine Polynomgleichung [2] aufgestellt, welche das 90.

Perzentil der Partikelgrofenverteilung (Dgo) als Funktion der genannten Einflussfaktoren beschreibt.

Tabelle 8: Versuchsdesign fiir die mechanische Prozessierung von Erbsenauflenfasern mit den Faktoren
Druck (P) und Anzahl an Durchlaufen (N) sowie den experimentell ermittelten Daten fur das 90. Perzentil
der PartikelgroRenverteilung (Dso) als Antwortvariable.

Druck P Anzahl Doo
Versuchs-Nr. [bar] Durchliufe N [um]
1 500 2 1211
2 500 5 90,2
3 500 8 79,4
4 1250 2 98,6
5 1250 5 74,2
6 1250 8 66.9
7 2000 2 92,3
8 2000 5 73,2
9 2000 8 622
10 1250 5 5.7
1" 1250 5 741
12 1250 5 75,1
13 1250 5 74,2

1/Dgo = 3.5:10° + 1.4-103N+5.0-10-P+9.9-10%-P-N - 7.2-105N? - 1.5:109P2 2]

Polynomgleichung mit P = Druck [bar] und N = Anzahl an Durchldufen zur rechnerischen
Ermittlung der Partikelgré3e (Do)

Mit Hilfe dieser Gleichung wurden im vordefinierten Druckbereich (500 - 2000 bar) fir eine
unterschiedliche Anzahl an Durchlaufen Modellkurven fir den Dgo berechnet, welche in Abbildung 21

dargestellt sind.

Zunachst lasst sich feststellen, dass der Dgy sowohl mit zunehmendem Druck als auch mit

zunehmender Anzahl an Durchlaufen asymptotisch abnimmt. Des Weiteren sollte sich anhand der

45



Modellkurven theoretisch flir jede Kombination von Druckstufe und Anzahl an Durchlaufen die
spezifische PartikelgroRe Doy in den mechanisch prozessierten Erbsenfasersuspensionen
vorhersagen und somit produzieren lassen.

Um dies nachzuweisen und somit das Modell zu validieren, wurden Erbsenfasersuspensionen
erneut bei festgelegten Druck-Durchlauf-Kombinationen im Mikrofluidizer prozessiert und die Dgg
experimentell ermittelt. Dabei war zu berlcksichtigten, dass sich theoretisch gleiche Dgo-Werte bei
unterschiedlichen Bedingungen erzielen lielken. Zum Beispiel kdnnte ein Dgg von 80 um sowohl bei
1270 bar und vier Durchlaufen als auch bei 560 bar und sieben Durchldufen erreicht werden. Es

wurden daher sechs Versuche durchgefuhrt welche in Tabelle 9 naher spezifiziert sind.

_2 3 = 4 - _5 _6 T ____8
120 Anzahl an Durchliufen

Abbildung 21: Berechnete Kurvenverlaufe fiir den Dgo in mechanisch prozessierten
Erbsenaufienfasersuspensionen fiir eine verschiedene Anzahl an Durchldufen N in Abhangigkeit vom
Homogenisierdruck P.

Tabelle 9: Berechnete und gemessene (experimentell ermittelte) D90-Werte von ErbsenauRenfasern
und prozentuale Abweichung voneinander nach mechanischer Prozessierung bei unterschiedlichen
Homogenisierbedingungen.

Anzahl Doo Dso
Druck P . Abweichung
Probe Durchlaufe berechnet gemessen
[bar] [%]
[N] [um] [um]

120 520 2 120 119.8 -0.2
100A 1090 2 100 95.5 -4.7
100B 680 3 100 98.4 -1.6

80A 1270 4 80 81.5 +1.8
80B 560 7 80 82.5 +3.0

60 2000 8 63 60.2 -4.3
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Dementsprechend wurden die Dgo-Stufen 120, 100, 80 und 63 um ausgewahlt (,Dgo berechnet) und
die Suspensionen mit einem Ziel-Dgy von 100 bzw. 80 um jeweils bei zwei unterschiedlichen
Prozessbedingungen (A: hochster Druck mit minimaler Anzahl an Durchlaufen bzw. B: geringster
Druck mit maximaler Anzahl an Durchlaufen) hergestellt. Im weiteren Verlauf sollte anhand dieser
Varianten zudem bewertet werden, ob unterschiedliche Prozessbedingungen bei gleichem Dgy zu
abweichenden Struktureigenschaften und/oder abweichender Technofunktionalitat fiihren. Dartber

hinaus waren daraus entsprechende Uberlegungen zur Wirtschaftlichkeit des Verfahrens abzuleiten.

Fir alle sechs untersuchten Varianten wurden experimentell Dgo-Werte bestimmt (,Dgo gemessen®),
welche nur eine geringe Abweichung (< 5 %) von den berechneten (vorhergesagten) Werten zeigten.
Damit wiesen die berechneten Modelle eine hinreichende Genauigkeit fur die Vorhersage der
PartikelgroRe bei der mechanischen Prozessierung von Erbsenauf3enfasern im Mikrofluidizer auf. Im
Folgenden wurden die sechs Fasersuspensionen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, ihrer

Mikrostruktur und ihrer technofunktionellen Eigenschaften naher charakterisiert.

Zunachst wurden unterschiedliche Faserfraktionen entsprechend ihrer Wasser- bzw. Ethanol-

Léslichkeit ermittelt. Anteile von drei Ballaststofffraktionen ermittelt. Diese waren:
e eine wasserunldsliche Fraktion (vorrangig Cellulose und unldsliche Hemicellulosen)

e eine wasserldsliche, aber ethanolunlésliche Fraktion (hochmolekulare

Polysaccharidverbindungen wie Pektin oder I6sliche Hemicellulosen)

e eine wasser- sowie ethanollésliche Fraktion (nicht fallbar durch Alkohol, niedermolekulare
Oligosaccharide, z.B. kurzkettige Hemicellulose- oder Pektinbruchstiicke) (Elleuch et al.,
2011).

In diesem Zusammenhang sei insbesondere die Fraktion ii) (in der Literatur auch als
alkoholunlésliche Substanz (AIS) oder alkoholunléslicher Rickstand (AIR) bezeichnet)
hervorgehoben, welche bei Leguminosen haufig aus pektinahnlichen Substanzen zusammengesetzt
ist und einen mafdgeblichen Einfluss auf rheologische Eigenschaften (z.B. Viskositatserhéhung) oder

Wasserbindungseigenschaften haben kann.

Abbildung 22 zeigt die prozentualen Anteile der einzelnen Ballaststoff-Fraktionen in den sechs

untersuchten Fasersuspensionen nach mechanischer Prozessierung.

Alle Suspensionen mit einem Dgo = 80 um zeigten eine dhnliche Zusammensetzung und keine bzw.
vernachlassigbare Anteile an ethanolunléslicher Substanz. Lediglich die Variante mit dem minimalen
Dgo von 60 pm wies einen Anteil von 5,6 % dieser Fraktion auf. Vermutlich wurden hier bei den
Hochdruckhomogenisierbedingungen (acht Durchlaufe bei 2000 bar) entsprechende Anteile an
Polysaccharidfraktionen durch die intensive mechanische Belastung in kiirzere Bruchstlicke zerlegt

und somit deren Wasserldslichkeit beglinstigt.
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Abbildung 22: Prozentuale Anteile wasserunléslicher, ethanolunldslicher sowie ethanolléslicher
Ballaststoff-Fraktionen nach mechanischer Prozessierung in ErbsenauRenfasersuspensionen mit
unterschiedlichem Dgo.

(a) Nativ (b) 120 (c) 100A

(d) 80A (e) 60

Abbildung 23: Lichtmikroskopie-Aufnahmen von Erbsenaufenfasern; (a) Nativ (unbehandelt) (b) — (e)
mechanisch prozessierte Fasern mit unterschiedlichem D90 (120-60 ym). Pfeile kennzeichnen
Makrofibrillen wahrend der Defibrillierung. Die Skalierung reprasentiert eine Lange von 500 pym fir die
unbehandelte Probe und 100 um fiir alle anderen Proben.

Der Grad der Zellwandzerstérung und Cellulose-Defibrillierung lasst sich anhand von
lichtmikroskopischen Aufnahmen entsprechender Suspensionen beurteilen (Abbildung 23). In allen
Suspensionen mit Dgo = 80 um konnten Partikel wahrend der Defibrillierung nachgewiesen werden
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(durch Pfeile in Abbildung 23 gekennzeichnet). Cellulose hat eine komplexe, auf verschiedenen
Ebenen organisierte makromolekulare Struktur bestehend aus: Cellulose-Molekil, elementaren
Fibrillen, Mikrofibrillen und Makrofibrillen (Nishiyama et al., 2002). Wahrend der Behandlung im
Mikrofluidizer werden Aggregate aus Makrofibrillen zunachst zu Mikrofibrillen defibrilliert (Breite
> 1um) und anschlie®end weiter zu Mikrofibrillen mit Langen von bis zu tber 100 pm (Fry, 2001) je
nach Rohstoff. Dementsprechend ist die Abnahme der Partikelgrofie weitestgehend auf die
Zerstorung von verbleibenden Zellwandfraktionen und die Defibrillierung von Aggregaten aus

Makrofibrillen und Makrofibrillen und die Freisetzung von Mikrofibrillen zuriickzuflhren.

Die Mikrostruktur der mechanisch prozessierten Erbsenaulienfasern konnte mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) visualisiert werden und so Unterschiede zwischen den
verschiedenen Behandlungsvarianten verdeutlichen (Abbildung 24).

(a) Nativ (b) 120 (c) 100A

Abbildung 24: REM-Aufnahmen von Erbsenaufienfasern; (a) Nativ (unbehandelt) (b) — (e) mechanisch
prozessierte Fasern mit unterschiedlichem Dgo (120—60 um).

Die unbehandelten Fasern (,nativ‘) wiesen hauptsachlich gréfiere Gewebepartikel mit
vergleichsweise kompakter Zellwandstruktur auf (Abbildung 19 (a)). Mit zunehmender
Intensitat bei der mechanischen Prozessierung und abnehmendem Dgo bildete sich ein
kontinuierliches fibrillares Netzwerk aus. Insbesondere die Fasersuspension ,,60“ (minimaler
Dgo) war durch einen hohen Anteil interfibrillarer Hohlrdume gekennzeichnet, welche
vermutlich in einer erhéhten Zellwandflexibilitat resultierte und somit ausschlaggebend war
fur die vergleichsweise hohe Wasserretentionskapazitat (hohe WRK, Abbildung 25). Dieser
Effekt konnte zusatzlich durch die Freisetzung ethanolunléslicher Substanz begunstigt
worden sein. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits fiir Citrusschalenfasern gezeigt, welche
mittels einer Kombination von Hochdruckhomogenisierung und partieller Pektinextraktion
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behandelt wurden (Willemsen et al., 2017). Die bei unterschiedlichen Bedingungen
prozessierten Faservarianten 100A und 100B bzw. 80A und 80B zeigten untereinander keine
merklichen Unterschiede in der Mikrostruktur (REM-Aufnahmen hier nicht gezeigt).

40

W
[=]
T

Nativ 100A 100B

WRK [g Wasser [ g]
a‘ S

Abbildung 25: Wasserretentionskapazitat (WRK) von Erbsenauflenfasern; links: nativ (unbehandelt),
daneben: mechanisch prozessierte Fasern mit unterschiedlichem Dgo (120-60 pm).

Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse der WRK fir die unbehandelten (nativen) und die bei
unterschiedlichen Homogenisierbedingungen prozessierten Erbsenauf3enfasern. Wie oben bereits
beschrieben, wurde der héchste WRK-Wert flr die Variante mit dem geringsten Dgo (60 um) ermittelt
(33,9 g/g) und lag damit 10,4-fach hoher als die WRK der nativen Faservariante. Die Varianten mit
gleicher PartikelgroRe, aber unterschiedlicher Behandlung (variierende Anzahl an Durchlaufen bzw.

variierender Druck), wiesen WRK-Werte in einem ahnlichen GroRRenbereich auf.

AbschlielRend wurden die rheologischen Eigenschaften der prozessierten Erbsenfasersuspensionen
im Rahmen von Rotations- (FlieReigenschaften) und Oszillationsversuchen (viskoelastische
Eigenschaften) bewertet. Dabei zeigte sich zunachst, dass lediglich die Varianten mit einem
Dgo < 80 um stabile Suspensionen (keine Sedimentation von Partikeln innerhalb eines Zeitraums von

mehreren Tagen) ausbildeten.

Die drei naher untersuchten Varianten 80A, 80B und 60 zeigten im Rotationsversuch
scherverdiinnendes  (strukturviskoses/pseudoplastisches)  FlieRverhalten  (Abbildung  26).
Strukturviskositat ist eine charakteristische Eigenschaft u.a. Cellulosebasierter Suspensionen
(Nechyporchuk et al., 2014). Hierbei kommt es zu einer Ausrichtung von suspendierten
Feststoffpartikeln (Polysacchariden) entlang der laminaren Scherstromung. Mit zunehmender
Scherrate werden dabei ggf. Netzwerkstrukturen zerstért, was mit einer deutlichen

Viskositdtsabnahme verbunden ist (Willenbacher and Georgieva, 2013).

Wie aus Abbildung 26 ersichtlich wird, zeigte die Faservariante mit kleinstem Dgo die hdchsten

Viskositatswerte Uber den gesamten Scherratenbereich, was vermutlich auf die vergleichsweise
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grofRere Anzahl an Partikeln in der Suspension, der damit verbundenen gréReren spezifischen
Oberflache und einer grolien Anzahl freiverfligbarer OH-Gruppen der Faserpolysaccharide
zurtckzufuhren ist. Darlber hinaus kénnen durch die mechanische Prozessierung freigesetzte
Mikrofibrillen den FlieRwiderstand und damit die Viskositat erhéht haben (Naderi et al., 2015; Paakkd
et al., 2007). Wie bereits fur die Wasserbindung beschrieben, kdnnen ethanolunlésliche Bestandteile
(pektin- und Hemicellulosebasierte Polysaccharide) viskositatserhdhend wirken und zusatzlich
physikalische Verfilzungen/Verhakungen im Fasernetzwerk durch ihre gelbildenden Eigenschaften

beglnstigen (Dikeman & Fahey, 2006).
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Abbildung 26: Viskositatskurven mechanisch-prozessierter Erbsenauflenfaser-Suspensionen mit einem
Dgo von 80 um (A, B: hergestellt durch Mikrofluidisierung bei unterschiedlichen Bedingungen, siehe
Abbildung 21) und 60 pym.

Das viskoelastische Verhalten der Erbsenaullenfasersuspensionen wurde anhand eines
Deformationstests (Amplitudensweep) im Oszillationsversuch ermittelt (Abbildung 27). Dabei werden
das Speichermodul G’ (elastischer Anteil) sowie das Verlustmodul G” (viskoser Anteil) in
Abhangigkeit von der Deformation bestimmt (Willenbacher and Georgieva, 2013). Alle untersuchten
Fasersuspensionen zeigten im linear-viskoelastischen Bereich ausgepragte elastische
Eigenschaften (G’ >> G”) und somit deutlichen Gelcharakter bis zu einem Deformationswert von ca.
10 %. In diesem Bereich kommt es zum sogenannten Crossover beider Module mit beginnendem
Flielen der Suspension, d.h. Gberwiegendem Flissigkeitscharakter (Taheri and Samyn, 2016). Die
am starksten ausgepragten Geleigenschaften wies wiederum die Variante mit dem kleinsten Dgo
(60 um) auf.
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Abbildung 27: Amplituden-Sweep mit mechanisch prozessierten Erbsenauflienfasersuspensionen;
Speicher- (G’) und Verlustmodul (G*) in Abhangigkeit von der Deformation.
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Die thermische Stabilitat der Fasersuspensionen wurde in einem Temperaturbereich von 20 - 80 °C

anhand des Verlaufes von Speicher- und Verlustmodul bei konstanter Deformation und Frequenz

bestimmt (Temperatur-Sweep). Abbildung 28 zeigt die ermittelten Kurvenverlaufe fir G’ und G” sowie

die Temperaturrampe fir den Aufheiz- und Abklhlvorgang. Alle untersuchten Fasersuspensionen

zeigten im untersuchten Temperaturbereich nahezu gleichbleibende viskoelastische Eigenschaften

und damit ein stabiles thermisches Verhalten.

G, G" [Pa]

Abbildung 28: Temperatur-Sweep flir mechanisch prozessierte ErbsenaulRenfasersuspensionen;
Speicher- (G’) und Verlustmodul (G“) und Temperaturrampe beim Erhitzen und Abkiihlen der
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Untersuchung des Einflusses der Erbsensorte auf die Funktionalitat von

Erbsenfasersuspensionen

Abbildung 29 zeigt die Partikelgrélienverteilung der verschiedenen Erbsenfaser Suspensionen. Der
Dgo variierte zwischen ~70 um (Dolores) und ~90 mm (Salamanca). Diese Schwankungen lassen

sich auf sortenbedingte Unterschiede in der Harte der Zellwande zurlckfihren.

Suspensionen aus sortenreinen Fasern haben ein pseudoplastisches und viskoelastisches Verhalten
(Abbildung 30 und Abbildung 31). Viskositaten der sortenreinen Fasern aus den Sorten Astronaute
und Dolores entsprachen denen der industriell gewonnenen Faser L-310907 (1.4 £ 0.2 Pa-s bei einer
Scherrate von 1 1/s). Salamanca und Ostinato hingegen erreichten bei dieser Scherrate deutlich
geringere Werte (0.70 + 0.07 Pa-s). Diese Unterschiede nahmen jedoch mit zunehmender Scherrate
ab.
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_ 90 r 1310907
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Abbildung 29: Ermittelte Parameter D10, D50 und D90 der PartikelgroRenverteilung von 1 %igen
Erbsenfaser basierten Suspensionen nach Behandlung im Mikrofluidizer.
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Abbildung 30: FlieRkurve ausgewahlter mechanisch prozessierter Erbsenfasersuspensionen.
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Zur Beurteilung des viskoelastischen Verhaltens wurden in Amplitudenversuchen das
Speichermodul G* und das Verlustmodul G’ bestimmt. Die Versuchsparameter entsprachen denen in
Abschnitt 1.2.3 und 1.2.4. Untersuchungen von Ostinato, Salamanca, Astronaute und L-310907
fuhrten zu nahezu identischen Kurven fur G* und G*. Dementsprechend sind in Abbildung 31 nur die
Ergebnisse fir Ostinato und Dolores dargestellt. Im linear viskoelastischen Bereich lag der
Verlustfaktor tan & (G*“/G’) fir alle Suspensionen bei 0.132 £ 0.002. Dies entspricht einem
vorwiegend elastischen rheologischen Verhalten. Das Speichermodul G’ der Dolores-basierten
Suspension war um das 2,7-fache geringer als das der anderen Proben. Nichtsdestotrotz zeigten die
Dolores-basierten Suspensionen mehr Widerstand gegeniber Deformationen, da der Schnittpunkt

zwischen G‘ und G bei einer vier-mal hoheren Deformation erreicht wurde als bei den anderen

Proben.
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Abbildung 31: Amplituden-Sweep ausgewahlter mechanisch prozessierter Erbsenfasersuspensionen;
Speicher- (G’) und Verlustmodul (G*) in Abhangigkeit von der Deformation.

Zuséatzlich lasst sich ein Anstieg des Verlustmoduls G* der Ostinato-basierten Suspension bis zu
einer Deformation von ca. 8 % beobachten. Derartiges Verhalten wurde bereits zuvor fir
mikrokristalline Cellulose-Suspensionen gezeigt (Zhao et al., 2011) und kann auf die Verschiebung
zwischen Partikeln, flexiblen Kettenenden oder Agglomeraten, die nicht im Netzwerk verankert sind,

zurtckgefihrt werden (Mezger, 2014).

Alle untersuchten, mechanisch-prozessierten Suspensionen zeigten Wasserretentionskapazitaten

zwischen 19 und 25 g Wasser / g unléslichem Material (Abbildung 32).

54



30

25 +

20

15 ¢

10
5 L
0

L 310709 Ostinato Salamanca Dolores Astronaute

g Wasser/ g 1y

Abbildung 32: Wasserretentionskapazitdt (g Wasser/ g unlésliches  Material) 1 %iger Faser-
Suspensionen in Abhangigkeit von der verwendeten Sorte.

Einfluss von enzymatischer Vorbehandlung auf die Eigenschaften von mechanisch

prozessierten Erbsenauflenfasern

Die Effektivitat der enzymatischen Behandlung wurde zunachst anhand der Abnahme des Anteils an
unléslicher Ballaststofffraktion in der Fasersuspension Uber den Hydrolysezeitraum bewertet
(Abbildung 33). Die starkste Abnahme nach 8 Stunden war dabei fir die alleinige
Cellulasebehandlung zu verzeichnen. Die maximale prozentuale Abnahme an wasserunldslicher
Substanz wurde daraufhin auf 5 % festgesetzt, da so immer noch eine hinreichende Unterscheidung
der Varianten mit Hinblick auf die Effektivitat des/r jeweiligen Enzyms/Enzymkombination mdglich

war und so die ,EinbuRen® an quellfahiger Cellwandmatrix geringgehalten werden konnten.
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Abbildung 33: Abnahme des Anteils der wasserunldslichen Fraktion (WU) bei der enzymatischen
Hydrolyse von Erbsenauenfasern unter Anwendung zellwandabbauender Enzyme allein (C, H, P) und
in Kombination miteinander (C+H, C+P, P+H, C+P+H).

Die Abnahme des Anteils der wasserunldslichen Fraktion korrelierte dabei linear (R?> 0,8) mit der
Hydrolysezeit. Anhand der erhaltenen Regressionsgleichungen wurde ggf. die Hydrolysezeit fir das
Erreichen einer 5 %igen Abnahme berechnet (z.B. 10 Stunden flir die alleinige Pektinase-
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Behandlung). Fir die alleinige Hemicellulase-Behandlung wurde das Enzym-Substrat-Verhaltnis auf
19,3 % erhoht, um eine 5 %ige Abnahme innerhalb von 8 Stunden zu erzielen. Anschlieliend wurden
die Enzyme deaktiviert und die Proben weiterhin bei 50 °C fur eine Gesamtzeit von 24 Stunden
(inclusive der Hydrolysezeit) inkubiert, um den Einfluss der Hydrolysezeit zu minimieren. Die
enzymbehandelten Erbsenauflenfaser-Suspensionen wurden anschliefiend im Mikrofluidizer bei
2000 bar fur zwei, vier und sechs Durchlaufe prozessiert und nachfolgend charakterisiert. Dabei
zeigte sich mit zunehmender Anzahl an Durchlaufen erwartungsgemalt eine abnehmende
PartikelgrofRe, verbunden mit einer Zunahme der WRK und der Gelfestigkeit. Die nachfolgenden
Ergebnisse basieren auf den Varianten mit sechs Durchlaufen, da hier die gréten Unterschiede

feststellbar waren.

Mit Ausnahme der Pektinase-Behandlung zeigten alle anderen enzymbehandelten Varianten nach
sechs Durchlaufen im Mikrofluidizer bei 2000 bar geringere Anteile an wasserunldslicher Fraktion im
Vergleich mit der Kontrollvariante ohne Enzym-Behandlung. Die alleinige Cellulose-Behandlung
resultierte in der starksten Abnahme von wasserunléslichen Bestandteilen (43.8 %) verbunden mit
einer deutlichen Zunahme an ethanolléslichen Bestandteilen (vgl. Abbildung 34). Die grofiten Anteile
an ethanolunldslicher Fraktion (hohermolekulare wasserlosliche Ballaststoffe) wurden nach
enzymatischer Vorbehandlung mit C+H bzw. C+P+H (26.4 bzw. 22.3 %) erzielt. Im Gegensatz dazu
fuhrte die Enzymierung mit P bzw. C+P zu einer geringeren Freisetzung an ethanolunléslicher

Fraktion im Vergleich mit der Kontrolle (K).

80 | - = Wasserunléslich
60 | o = =
\G - -
8 0 Ethanolunloslich
40 |
20 | m Ethanolloslich
0

K c H P C+H C+P P+H C+P+H

Abbildung 34: Prozentuale Anteile wasserunldslicher, ethanolunidslicher sowie ethanollGslicher
Ballaststoff-Fraktionen in  ErbsenauRenfasersuspensionen nach kombinierter enzymatisch-
mechanischer Prozessierung (sechs Durchlaufe, 2000 bar; K = Kontrolle).

Die GroRe von Erbsenaulenfaserpartikeln (Dg) in den mit Enzym vorbehandelten

Fasersuspensionen war in allen Fallen kleiner als jene in der Kontrollvariante (vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Partikelgrole von Erbsenauflenfasern (Dgo) nach kombinierter enzymatisch-
mechanischer Prozessierung (sechs Durchlaufe, 2000 bar, K = Kontrolle).
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Fasersuspensionen welche mit Cellulase allein oder in Kombination mit Hemicellulase (C+H)
und/oder Pektinase (C+P, auch C+P+H) vorbehandelt wurden, wiesen die kleinsten Werte flir Dgo auf
(insbesondere C+H = 55 ym). Die Varianten mit Hemicellulase (H) bzw. Pektinase (P) und deren
Kombination (P+H) wiesen demgegeniber groRere Dgo-Werten auf. Trotz der vergleichsweise
starkeren Abnahme an wasserunloslicher Fraktion in mit der Cellulase (C) vorbehandelten
Fasersuspension, zeigte diese dennoch einen relativ hohen Dgo von 58,6 um. Offensichtlich flhrte
also die Freisetzung groRerer Anteile an I6slichen Bestandteilen (Polymerisationsgrad DP <10) zu

keiner merklichen Verringerung der PartikelgroR3e.

In Abbildung 36 sind ausgewahlte REM-Aufnahmen enzymatisch-mechanisch prozessierter
Erbsenaulienfasern gezeigt. Exemplarisch fir alle mit Enzym vorbehandelten Varianten mit
Ausnahme von C+H sowie C+P+H zeigt Bild (a) ein homogenes fibrilliertes Fasernetzwerk. Im
Gegensatz dazu zeigten letztgenannte Cellulase-Kombinationen gitternetzahnlich Faserstrukturen

wie in Bild (b) dargestellt.
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Abbildung 36: REM-Aufnahmen von Erbsenauenfasern nach enzymatischer Vorbehandlung mit (a)
Cellulase bzw. (b) Cellulase + Hemicellulase und nachfolgender mechanischer Prozessierung im
Mikrofluidizer (sechs Durchlaufe bei 2000 bar).

Die bisher erhaltenen Ergebnisse verdeutlichen, dass insbesondere die enzymatische
Vorbehandlung mit Cellulasen und deren Kombination mit anderen zellwandabbauenden Enzymen
einen Effekt auf Mikrostruktur und Zusammensetzung von Erbsenaulienfaser bei der sukzessiven
enzymatisch-mechanischen Prozessierung hat. In Kapitel 5 werden die moglichen Mechanismen
dahinter diskutiert.

Die mit Enzym vorbehandelten und nachfolgend mechanisch-prozessierten
Erbsenaulienfasersuspensionen zeigten im rheologischen Versuch ebenfalls scherverdiinnende
Eigenschaften. Abbildung 37 zeigt die entsprechenden Viskositatskurven fur die Kontrollvarianten

sowie ausgewahlte, mit Enzym vorbehandelte Varianten.
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Abbildung 37: Viskositatskurven fir die Kontrollvariante (K = ohne Enzymbehandlung) und

ausgewahlte mit Enzym (C, C+H) vorbehandelte und nachfolgend mechanisch prozessierte

Erbsenaullenfasersuspensionen.
Hierbei wurden die hochsten Viskositatswerte fir die mit Cellulase plus Hemicellulase (C+H)
vorbehandelten Fasersuspensionen detektiert, was wiederum auf den vergleichsweise geringen Dgo-
Wert und den héheren Anteil an ethanolunléslicher Fraktion zuriickzufihren war. Im Gegensatz dazu
zeigte die allein mit Cellulase behandelte Variante eine niedrigere Viskositat als die Kontrolle (K), was
auf den vergleichsweise geringeren Anteil an wasserunldslicher Fraktion, eine geringeren
Partikeldichte und der damit verbundenen verminderten Interaktionen im Fasernetzwerk

zuruckgefuhrt wurde.

Die beschriebenen Effekte erklaren auch die gefundenen Tendenzen im Amplituden-Sweep des
Oszillationsversuches (Abbildung 38). So flhrte die Kombination C+H 2zu ausgepragten
viskoelastischen Eigenschaften mit hoher Gelfestigkeit (G* hdher als Kontrolle). Auch hier war die
alleinige Cellulase-Behandlung (C) durch deutlich geringe Gelfestigkeiten charakterisiert. Zudem war
durch die vermutlich weniger stark ausgepragten Partikelinteraktionen im Fasernetzwerk der
linearviskoelastische Bereich deutlich verkirzt. Somit ging diese Fasersuspension schon bei deutlich

geringer Deformation ins Fliel3en (irreversible Zerstérung des Gelnetzwerkes) Uber.

Die Ergebnisse zur Wasserretentionskapazitat (WRK) fur die Kontrollvariante und die acht
enzymatisch vorbehandelten Fasersuspensionen ist in Abbildung 39 dargestellt. Im Vergleich zur
Kontrolle fuhrt die zusatzliche enzymatische Vorbehandlung in allen Fallen zu einer nochmaligen
Erhéhung der WRK. Der hdchste Wert wurde mit 37.2g/g flr die Enzymkombination
Cellulase+Hemicellulase (C+H) erzielt. Generell wiesen die Suspensionen, welche aus
Enzymmischungen mit Cellulase behandelt wurden, die hochsten WRK-Werte auf und konnten somit

gut mit den physikochemischen Eigenschaften korreliert werden.
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Abbildung 38: Amplituden-Sweep mit mechanisch prozessierten Erbsenaulienfasersuspensionen nach
enzymatischer Vorbehandlung mit Cellulase (C) bzw. Cellulase und Hemicellulase (C+H); und
Kontrollvariante (K = ohne Enzymbehandlung Speicher- (G’) und Verlustmodul (G*) in Abhangigkeit von
der Deformation.
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Abbildung 39: Wasserretentionskapazitdt (WRK) von Erbsenaullenfasersuspensionen nach
enzymatischer Vorbehandlung und nachfolgender mechanischer Prozessierung mittels Mikrofluidizer im
Vergleich zur Kontrolle (K = ohne Enzymbehandlung) bzw. zur Ausgangsfaser (N = Nativ).

Einfluss von Trocknung auf die Eigenschaften von mechanisch und enzymatisch-mechanisch

prozessierten Erbsenauflenfasern

Im folgenden Kapitel wird die Beurteilung physikalischer und funktioneller Eigenschaften mechanisch
prozessierter, getrockneter und rehydrierter Faser-Suspensionen mit und ohne enzymatische
Vorbehandlung in Abhangigkeit vom Trocknungsverfahren (Gefriertrocknung, Ofentrocknung und

Vakuumtrocknung) betrachtet.

Gefriergetrocknete Proben wiesen den hdéchsten WRK-Wert auf und belegen damit, dass ein

Struktur- und Funktionserhalt wahrend der Trocknung in vollem Umfang mdéglich ist, jedoch ist dieses
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Verfahren aus 6konomischer Sicht nicht relevant. Daher wurde im weiteren Verlauf des Projekts mit
der Vakuumtrocknung gearbeitet, da hier im Gegensatz zu konventioneller Trocknung ein geringer

Struktur- und Funktionalitatsverlust erwartet wurde.

Beurteilung des Einflusses der Prozessbedingungen wéhrend der Vakuumtrocknung auf die

Rehydrationseigenschaften mechanisch prozessierter, getrockneter Faser-Suspensionen

In Abbildung 40 ist der Trockensubstanzgehalt der Partikel nach dem Trocknen unter verschiedenen
Bedingungen gezeigt. Es ist zu sehen, dass unterschiedliche Trocknungsbedingungen zu einem

ahnlichen Trockensubstanzgehalt fihren.

Trockensubstanzgehalt[%] wm0-20 m20-40 w40-60 = 60-80 ™ 80-100

160 130
150 120
) )
- 140 F 110
130 100
80 90 100 110 120 130 140 150 165 180 195 210 205
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 40: Konturdiagramme des Trockensubstanzgehalts in Abhangigkeit von der Temperatur und
den Trocknungsbedingungen: Hochtemperatur (links) und recht Tieftemperatur (rechts).

Wie aus Abbildung 41 hervorgeht, ist jedoch bei gleichem Trockensubstanzgehalt die
Wasserretentionskapazitat bei Proben, die bei hoheren Temperaturen getrocknet werden, viel

geringer.
WRK[g Wasser/g] m12-14 m14-16 m16-18 18-20 m20-22 m22-23
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Abbildung 41: Konturdiagramme der Wasserretentionskapazitat von rehydrierten Proben in Abhangigkeit
von der Temperatur und den Trocknungsbedingungen.



Die héheren Temperaturen fiihrten auch zu einem groReren Partikeldurchmesser und weniger
stabilen Suspensionen, die eine groRere Sedimentation aufwiesen. Daher sind die strukturellen

Veranderungen bei hohen Temperaturen als viel intensiver und irreversibler zu bewerten.

Die hohe Wasserretentionskapazitat korreliert mit den rehydratisierten Suspensionen mit
PartikelgréRen von 80 um, wahrend die Bildung von Aggregaten, die die Partikelgréfie vergréfRern,

die Wasserretentionskapazitat verringern.

Zusammenfassend kann fir den Bereich der Wasserretentionskapazitat, der pro festgelegte
Trockensubstanz erreicht werden kann, gesagt werden, dass eine zwei-Faktoren-Optimierung
durchgefuhrt wurde, mit der fir jeden festgelegten Trockensubstanzwert das Maximum und das
Minimum der WRK berechnet wurde (Abbildung 42). Durch Variation der Temperatur- und
Zeitbedingungen kann jede WRK, die zwischen beiden Linien liegt, erreicht werden. Die
Maximalwerte kénnen durch geringere Temperatur und langerer Prozesszeit erreicht werden. Die
Ergebnisse geben einen Uberblick liber die realisierbare industrielle Anwendung und erméglicht es
gleichzeitig, den Trocknungsprozess in Abhangigkeit von den Endanforderungen an die getrocknete

Faser wirtschaftlich zu optimieren.
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Abbildung 42: Maximal und minimal erreichbare Werte des Wasserretentionskapazitat die in Abhangigkeit
vom Trockenmassegehalt erreicht werden kdnnen. Die obere Linie stellt den Verlauf fiir eine langere

Prozesszeit bei niedrigerer Temperatur dar, wahrend die untere Linie den Verlauf fiir eine kiirzere
Prozesszeit bei héheren Temperaturen darstellt.

Einfluss des Verhiéltnisses zwischen Ioslichen, unléslichen und alkohol-unléslichen
Bestandteilen in mechanisch prozessierten, getrockneten Faser-Suspensionen auf die

Rehydrationseigenschaften.

Zwei auf Erbsenschalen-basierenden, mikrofluidisierte Suspensionen wurden hergestellt: eine mit
hohem nicht-I6slichen Ballaststoffanteil (HIDF) und eine mit hohem I8slichen Ballaststoffanteil
(HSDF). Die rehydratisierte HSDF-Suspension hatte einen gréReren Dgo (95.8 pm) als die
rehydratisierte HIDF-Suspension (84.8 pm). Die Anderung der PartikelgroRe auf Grund von

Trocknung fihrte zu einer Anderung des rheologischen Verhaltens(Tabelle 10).
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Tabelle 10: Werte der Herschel-Bulkley Parameter FlieRgrenze (7o), Konsistenzindex (k), und FlieRindex
(n) der Proben mit hohem Anteil unléslicher (HIDF) und I8slicher Ballaststoffe (HSDF). Die Proben
wurden entweder bisher nicht getrocknet (FRESH) oder nach dem Trocknen rehydratisiert (REHYD).

Sample To [Pa] k [Pa*s] n

HIDF FRESH 0.55 0.26 0.54
HSDF FRESH 0.36 0.29 0.52
HIDF REHYD 0.26 0.12 0.58
HSDF REHYD 0.26 0.05 0.68

Die Suspensionen aus bisher nicht-getrockneten Partikeln (frisch) verfigten Uber gréRere
Flie3grenzen als die rehydratisierten Proben. Da die Flie3qgrenze den Anteil an Kraft reprasentiert,
der nétig ist, um die Suspension zum FlieRen zu bringen (Saarikoski et al. 2012), sind die frischen
Suspensionen resistenter gegeniber dem FlieRbeginn. Ebenso zeigten die rehydratisierten Proben
einen niedrigeren Konsistenzindex. Dieser Parameter ist proportional zu den Partikel- und
molekularen Wechselwirkungen (Zhang et al., 2018). Daher trat durch Trocknung eine Agglomeration
auf, die zu weniger Wechselwirkungen und einer niedrigeren Viskositat fihrte. Die Freisetzung von
I6slichen Fasern scheint dies zu beglinstigen, anstatt die Aggregation von Partikeln zu verhindern.
Dies fuhrte auch zu einer Abnahme der Wasserretentionskapazitat fir HSDF 15,6 g Wasser/ g,
wahrend die rehydratisierte HIDF-Suspension eine Wasserretentionskapazitat von 17,1 g Wasser / g

aufwies.
Saponin- und Trypsininhibitor-Gehalt der prozessierten Proben

In Tabelle 11 sind die Probenbeschriftungen mit den jeweiligen Aufarbeitungen der TUB
zusammengefasst. Dabei wurden die Proben 1W-6W vor der mechanischen Behandlung bei
Raumtemperatur in dest. Wasser extrahiert. Die Proben 1-24 wurden stattdessen fir 24 Stunden bei
50 °C in einem Natrium-Citrat-Phosphat-Puffer (pH 5.0) inkubiert und — wie zuvor beschrieben —
enzymatisch behandelt. Nach anschlieRender Inaktivierung der Enzyme flr 15 Minuten bei 80 °C
erfolgte die mechanische Behandlung der abgekihlten Proben. Anhand der Proben 25-32 soll der
Einfluss der Mikrofibrillierung ausgeschlossen werden und die Proben wurden daher lediglich
enzymatisch behandelt. Die Probe 32 dient als Kontrollprobe dieser Serie und durchlief ebenfalls den
Prozess der Inkubation und der Inaktivierung, jedoch ohne Enzymzugabe. Die bestimmten
Saponingehalte dieser Proben sind in Tabelle 12 aufgefihrt. Aus dem Vergleich der Saponingehalte
der enzymatisch-mechanisch behandelten Erbsenfaser-Suspensionen geht hervor, dass nach der
Behandlung mit jeweils Cellulase, Pektinase oder Hemicellulase (C, P, H) die hochsten
Saponingehalte quantifiziert werden konnten. Eine Kombination dieser Enzyme flhrte zu keinem
héheren Saponingehalt. In Abbildung 43 ist die Verteilung der Saponingehalte der Erbsenfaser-
Suspensionen dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei einer mechanischen Behandlung von acht
Durchlaufen bei 2000 bar ein hoherer Saponingehalt analysiert werden konnte. Bei der

enzymatischen Behandlung mit Pektinase und Hemicellulase (P+H) bzw. Cellulase und
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Hemicellulase (C+H) konnte diese Tendenz nicht festgestellt werden. Ein deutlicher Unterschied in

den Saponingehalten besteht zwischen den enzymatisch unbehandelten Proben 1W-6W im

Vergleich zu den enzymatisch-mechanisch behandelten Suspensionen. Bei den Kontrollproben (7-

9), die ebenfalls keiner enzymatischen Behandlung unterzogen wurden, konnte ebenfalls kein

héherer Saponingehalt detektiert werden.

Tabelle 11: Ubersicht der Probenbeschriftung der Erbsenfasersuspensionen (hier: C=Cellulase;

P=Pektinase, H=Hemicellulase).

Proben- N Druck Enzym Proben- N Druck Enzym
name [bar] name [bar]

1-w" 2 520 / 14? 4 2000 C+P
2-w" 2 1090 / 15? 6 2000 C+P
3-w" 7 560 / 16? 2 2000 P
4-W" 4 1270 / 172 4 2000 P
5-W" 3 680 / 18? 6 2000 P
6-w" 8 2000 / 192 2 2000 H

12 2 2000 C+P+H 20? 4 2000 H
22 4 2000 C+P+H 212 6 2000 H
32 6 2000 C+P+H 222) 2 2000 P+H
42 2 2000 C 232 4 2000 P+H
52 4 2000 C 242 6 2000 P+H
62 6 2000 C 253 / / C
72 2 2000 / 26% / / H
82 4 2000 / 273 / / P

92 6 2000 / 283 / / C+P
102 2 2000 C+H 293 / / C+H
112 4 2000 C+H 30% / / P+H
122 6 2000 C+H 313 / / C+P+H
132 2 2000 C+P 324 / / /

" in dest. Wasser bei Raumtemperatur (iber Nacht extrahiert, anschlieBend mechanisch. behandelt

in Natriumcitrat-Puffer flir 24 h bei 50 °C inkubiert, Inaktivierungsprozess fir 15 min bei 80 °C

in Natriumcitrat-Puffer fir 24 h bei 50 °C mit Enzym inkubiert; Inaktivierung des Enzyms fiir 15 min bei 80 °C;
anschlieend mechanisch behandelt

in Natriumcitrat-Puffer fir 24 h bei 50 °C mit Enzym inkubiert, Inaktivierung des Enzyms fiir 15 min bei 80 °C
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Tabelle 12: Gesamtsaponingehalt der Erbsenfaser-Suspensionen mit der jeweiligen Probenbeschriftung
aus Tabelle 11.

Probenname Saponingehalt Probenname Saponingehalt
[mg/g] [mg/g]
1w 3,22+0,30 10 0,98 +0,05
2W 4,75+ 0,62 11 0,27 £ 0,07
3W 3,23+0,85 12 0,68 + 0,06
4W 5,15+ 0,12 13 0,58 £ 0,04
5w 6,04 £ 0,17 14 0,51 £ 0,07
B6W 3,30+0,34 15 0,68 £ 0,06
1 0,76 £ 0,10 16 1,25+ 0,04
2 0,80 £ 0,11 17 0,73 £ 0,09
3 1,04 + 0,02 18 1,24 +0,15
4 0,98 + 0,00 19 1,04 £ 0,07
5 0,66 + 0,05 20 1,23 £ 0,09
6 1,14+ 0,05 21 1,01 0,11
7 0,91+ 0,07 22 1,06 £ 0,08
8 1,45+0,13 23 0,21+ 0,01
9 1,58 £ 0,03 24 0,09 £ 0,01
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Abbildung 43: Ermittelte Saponingehalte der Erbsenfaser-Suspensionen (hier: 1 wt% dest. H20= ohne
enzymatische Behandlung, in dest. Wasser geldst; C=Cellulase; P=Pektinase, H=Hemicellulase;

control=ohne enzymatische Behandlung, in Natriumcitratpuffer) mit der jeweiligen Probenbeschriftung
aus Tabelle 11.

Aufgrund der sehr geringen Konzentrationen von Saponinen in den Fasern, konnte im weiteren keine
Scale-up-fahige Methode zur Anreicherung von Saponinen aus entsprechenden Faserextrakten

etabliert werden.

Im Hinblick auf die Trypsininhibitoraktivitat konnten folgende Ergebnisse ermittelt werden (vgl. Tabelle
13 und Abbildung 44): Beim Vergleich der enzymatisch unbehandelten Proben (1W-6W) mit den
behandelten Proben ist auffallig, dass die Trypsininhibitoraktivitat (TIU/mg) deutlich erhéht ist. Nach
der enzymatischen Vorbehandlung dieser Proben war generell die TI-Aktivitat erniedrigt. Die
Kontrollproben 7-9, die den gleichen Prozess ohne enzymatische Vorbehandlung durchliefen, zeigten
eine ahnliche TI-Aktivitat wie einige andere Proben mit enzymatischer Vorbehandlung. Tendenziell
fuhren die weiteren Behandlungsschritte jedoch zu einer Abnahme der TI-Aktivitat. Dies liegt vor
allem an den klassischen Mechanismen der (Protein) denaturierung. Etwaige weitere
Abbauprozesse, infolge der Behandlungen (z.B. Freisetzung von Aminosauren und Peptiden aus den

Inhibitoren) konnten nicht beobachtet werden.
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Tabelle 13: Messung der Trypsin-Inhibitor-Aktivitédt der Erbsenfaser-Suspensionen mit der jeweiligen
Probenbeschriftung aus Tabelle 11.

Proben- Trypsininhibitor- Proben- Trypsininhibitor-
hame Aktivitit [TIU/mg] name Aktivitit [TIU/mg]
1w 4,8 10 2,8
2w 12,2 11 1,5
3w 14,6 12 1,2
4W 11,0 13 0,0
5w 11,7 14 0,0
6w 3,1 15 0,0
1 0,0 16 0,6
2 0,0 17 1,0
3 0,2 18 0,0
4 1,8 19 0,0
5 1,0 20 0,0
6 3,2 21 3,7
7 0,0 22 3,2
8 2,5 23 23

9 1,9 24 6,3
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Abbildung 44: Ermittelte Trypsininhibitoraktivitdt der Erbsenfaser-Suspensionen mit der jeweiligen
Probenbeschriftung aus Tabelle 11.

HPTLC-Screening der Neutralzucker prozessierter Proben

Beim Vergleich der Erbsenfaser-Suspensionen, die zum einen nur enzymatisch und zum anderen
sukzessive enzymatisch und mechanisch behandelt wurden, wird deutlich, dass keine signifikanten
Unterschiede vorliegen. Beispielsweise wurden bei den Proben, die mit Cellulase bearbeitet wurden

(25, 4-6), keine neuen Banden oder fehlende Banden identifiziert.

Lediglich bei der Probe 28, welche mittels Cellulase und Pektinase (C+P) aufgearbeitet wurde und
die im Vergleich mit den Proben 13-15 steht, die zusatzlich mechanisch behandelt wurden, ist

erkennbar, dass die Bande bei einem Rf von 0,38 bei der mechanisch unbehandelten Probe 28 fehlt.

[ w 1 22W 2 3-W 3 4W 4 5W 5 6W 6 7 8 ’H
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Abbildung 45: Oligosaccharidprofile der Erbsenfasersuspension mit der jeweiligen Probenbeschriftung
aus Tabelle 11.

Saponin-Extraktion und Charakterisierung des Grenzflachenverhaltens

Aufgrund der sehr geringen Konzentrationen von Saponinen in den Fasern, konnte bisher keine
Scale-up-fahige Methode zur Anreicherung von Saponinen aus entsprechenden Faserextrakten
etabliert warden (vgl. vorherigen Abschnitt).

Darlber hinaus war es aufgrund von Lieferschwierigkeiten des Saponin-Standards nicht vollstandig
mdglich, die erhaltenen Fraktionen zu charakterisieren und der TU Berlin eine geeignete Menge
extrahierten Saponins zur Verfigung zu stellen.

Da von der Universitdt Hamburg keine ausreichenden Mengen Saponinextrakte zur Verfugung
gestellt werden konnten, wurde an der TUB im Rahmen einer Diplomarbeit eine umfangreiche
Literaturrecherche durchgefuhrt, um den Zusammenhang zwischen der chemischen Struktur von
Saponinen und deren funktionellen Eigenschaften in Abhangigkeit von der Saponinquelle besser zu
verstehen. Im Anschluss an die Literaturrecherche eine Bewertung anhand eines kommerziellen
Sojasaponin | mittels Tropfenkonturanalyse durchgeflihrt werden. Um die
Grenzflachenfilmeigenschaften von Saponin zu ermitteln, wurden Sojasaponin | und ein Saponin-
Extrakt aus Quillaja saponaria Molina (15,5 % Reinheit) mittels Tropfenkonturanlyse untersucht.
Dafiir wurde ein 30 mm?® groRer Tropfen der Bulkphase in MCT-OI (mittelkettige Tryglyceride) erzeugt
und nach 30 s wurde 3 mm?® des Tropfens durch 0.5 und 0.05 wt-% Saponin-Lésung ausgetauscht.
Der Tropfen hatte dann eine finale Saponinkonzentration von 0.05 und 0.005 wt%. Der
Grenzflachenfilm konnte anschlief3end fir insgesamt 14 h ausreifen. Der ausgereifte Film wurde
danach mittels Oszillation deformiert. Die Deformation betrug ca. 1-5 % Tropfenkonturflache. Die

Antwort des Filmes auf diese Deformation wurde tber die gemessene Grenzflachenspannung und
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die Verschiebung des Phasenwinkels zwischen Grenzflachenspannung und Deformation abgebildet.
Daraus lasst sich das Speichermodul E’, welches die elastischen Anteile des Films wiederspiegelt,
und das Verlustmodul E”, welches die viskosen Anteile des Films wiederspiegelt, umrechnen. Wenn
E’ > E”, so gilt, dass der Grenzflachenfilm elastisch ist. Je grofier E’, desto wiederstandsfahiger ist
der Grenzflachenfilm gegeniber Deformation und desto stabiler ware eine daraus gebildete
Emulsion. Die beiden Module E’ und E’ sind in Abhangigkeit der Deformation flr beide getesteten

Saponine in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Speichermodul (Storagemodulus) E’ und Verlustmodul (loss modulus) E” in Abh&ngikeit
der Deformation (deformation) fiir Sojasaponin | (Sigma Saponin) und Saponin-Extrakt (liquid Saponin).

Fir beide Saponine qilt, dass E’ gréRRer als E” ist (Abbildung 46) und somit der Charakter des
Grenzflachenfilms Giberwiegend elastisch ist. Des Sojasaponin | besitzt ein héheres E’ und E” als das
Soja-Extrakt, weswegen anzunehmen ist, dass eine durch Sojasaponin | stabilisierte Emulsion

stabiler ware.

4.3. Erbseninnenfaser: Pektinextraktion aus Kotyledonen

Obwohl die Methode von Gutéhrlein, Drusch, & Schalow, (2020) angewendet wurde, konnte auch
nach langeren Fallungszeiten keine unlésliche Fraktion zuriickgewonnen werden . Dementsprechend
wurde in einem zweiten Schritt der Anteil an Alkohol auf das Dreifache des Filtratvolumens erhoht,
um die Prazipitation des Pektins zu fordern. In diesem Fall war nach zwei Stunden eine kleinere
Menge an Partikeln ausgefallen. Diese wurden allerdings im anschlie3enden Filtrationsschritt wieder

zerstort, sodass kein unléslicher Anteil gewonnen werden konnte.

Die Zellwandstruktur der Erbseninnenfaser unterscheidet sich deutlich von der der
Erbsenaulienfaser. Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, weisen die Innenfasern einen héheren Gehalt an
Protein und Starke und einen geringeren Gehalt an Ballaststoffen auf. Dies kann fur die geringere
Freisetzung von Pektin wahrend der Extraktion verantwortlich sein. Somit lasst sich

zusammenfassend feststellen, dass Erbseninnenfasern kein adaquater Rohstoff flir die industrielle
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Pektingewinnung sind. Dies trifft auch auf die Gewinnung der Flavonoide zu, die in den untersuchten
Rohstoffen nur sehr geringe Konzentrationen aufwiesen. Entsprechend konnte auch hier bisher keine

Scale-up-fahige Methode zur Anreicherung von Flavonoiden aus entsprechenden Faserextrakten

etabliert werden.
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Basischarakterisierung der ErbsenauRenfaser und Erbseninnerfaser

Erbsenaullenfasern besitzen einen héheren Anteil an Ballaststoffen als die Erbseninnerfaser (Tabelle
4 und Abbildung 7), welche Uberwiegend aus Starke besteht, wodurch hier die urspriingliche

Wasserretentionskapazitat der Erbseninnerfaser erhdht ist.

Es ist festzuhalten, dass industriell-erhaltliche Erbsen einen signifikant héheren Anteil an
Galacturonsaure aufweisen als aufgereinigte Proben aus dem Pilot-Malstab (Tabelle 4). Es koénnte
sein, dass wahrend der industriellen Verarbeitung ein zusatzlicher Reinigungsschritt durchgefiihrt
wurde, der die Aufkonzentrierung des Pektins beglnstigte, der jedoch nicht im gleichen Male auch
bei den Proben aus dem Pilot-Mal3stab durchgefiihrt wurde. Daher wird dieser Aspekt hier nicht

weiter diskutiert.

5.2 Mechanisch-enzymatischer Aufschluss von Erbsenschalen und

Charakterisierung der ErbsenauBenfasern

Systematische Untersuchung der gerateseitigen Einflussfaktoren (Druck, Anzahl der
Durchldufe, Kammerkombination) auf Struktur, Zusammensetzung und technofunktionelle

Eigenschaften der Erbsenaulenfasern

Die Partikelgrélte ist der Hauptparameter, der die technofunktionellen Eigenschaften der
resultierenden mikrofluidisierten Probe definiert. In der Abbildung 47 wird schematisch der Prozess
des Aufbrechens der Zellwand und der Defibrillation von Cellulose beschrieben. Wie zu sehen ist,

wurden stabile, viskoelastische Suspensionen fur Doy < 80 um hergestellt.

VISKOELASTIZITAT — .

Dgo = 120 um Dgo = 100 pm Dgo = 80 um Dgo = 60 um
1 7| = =<7 |~ O~

% r é_g ’;\*— \\ //54 //\/_|\,-
—~<_ % ==\ — X\~ N
\< o ~ _"}\_ 4 |/// //l
= [ S| [Se ] (RS

WASSERRETENTIONSKAPAZITAT

— Cellulose Pektin und Hemicellulose

Abbildung 47: Schematische Darstellung der Zellwandzerstérung mit abnehmender PartikelgroRe und
deren Einfluss auf das viskoelastische Verhalten und die Wasserretentionskapazitat .

Der Hauptunterschied der Funktionalitat (Wasserretentionskapazitat und Viskositat, Abbildung 25
und Abbildung 26) wurde beobachtet, wenn der Dgy von 80 auf 60 um reduziert wurde. Diese
Anderung ist auf die Verringerung der PartikelgréRe und die Freisetzung einiger Idslicher Ballaststoffe

zurickzufiihren, die effizienter mit Wasser interagieren koénnen. In Bezug auf die
72



Verarbeitungsparameter kdnnen verschiedene Druckbedingungen und die Anzahl der Durchlaufe zu
Suspensionen mit gleicher PartikelgroRenverteilung und vergleichbarer Funktionalitat fihren

(Abbildung 21). Somit kann der Prozess energetisch und damit wirtschaftlich optimiert werden.

Untersuchung des Einflusses der Erbsensorte auf die Funktionalitat von

Erbsenfasersuspensionen (TUB)

Nachdem die Suspensionen reiner Sorten mikrofluidisiert worden waren, zeigten alle ein
pseudoplastisches und viskoelastisches Verhalten (Abbildung 30 und Abbildung 31). Daher kann die
entwickelte Methode unabhangig von der Art der Erbse allgemein angewendet werden. Jedoch
besalen die Suspensionen Wasserretentionskapazitat zwischen 19 und 25 g Wasser / g unldsliches
Material (Abbildung 32). Folglich kann das Endprodukt durch Auswahl bestimmter Sorten unter
derselben Behandlung eine verbesserte Funktionalitdt aufweisen. In diesem Fall prasentierte
Astronaute die geringste Wasserretentionskapazitat. Beim Vergleich des viskoelastischen Verhaltens
war der beobachtete Trend dagegen unterschiedlich: Reine Sorten wie Ostinato, Salamanca,
Astronaute und die Industrieprobe L-31.0907 zeigten ein ahnliches Verhalten (Abbildung 31). Im

Gegensatz dazu hatte Dolores trotz kleinerer PartikelgrofRe eine erheblich geringere Festigkeit.

Einfluss von enzymatischer Vorbehandlung auf die Eigenschaften von mechanisch

prozessierten Erbsenaulenfasern

Die getesteten Enzyme wurden ausgewahlt, um die drei Zellwandpolysaccharidnetzwerke Cellulose,
Hemicellulose und Pektin teilweise zu hydrolysieren. Cellulasen hydrolysieren die B-1,4-D-
glykosidischen Verknupfungen der Cellulose. Das eingesetzte kommerzielle Cellulase-Praparat
enthdlt zum einen eine Endoglucanase-Aktivitat, welche im Innern der Cellulose, vorrangig in
amorphen Bereichen, spaltet. Zum anderen sorgt eine Exoglucanase/Cellobiohydrolase-Aktivitat
dafur, dass zwei bis vier Glucose-Bausteine enthaltene Cellulosebruchstliicke vom duf3eren Ende der
Cellulosekette abgespalten werden, sogenannte Tetra, Tri- oder Disaccharide (Juturu & Wu, 2014).

Letztere werden als Cellobiose bezeichnet.

Dementsprechend begtinstigt die Wirkung der Cellulase (insbesondere Endoglucanase) offenbar die
Aktivitdt von Hemicellulase und Pektinase durch die Verminderung von sterischer Hinderung als
Folge des (partiellen) Abbaus von Pektin und Hemicellulose. Der Celluloseabbau ist in diesem Fall
gekennzeichnet durch die Freisetzung langkettiger Cellulosepolymere und flihrt zu einer allgemeinen
Lockerung des Zellwandverbundes (Abbildung 48). Im Gegensatz dazu wird aufgrund der kompakten
Zellwandstruktur die Aktivitat von ExoCellulasen bei alleiniger Anwendung der Cellulase begtinstigt.
Infolgedessen kommt es lediglich in den auf3eren Bereich der Cellulose-Mikrofibrillen zur Hydrolyse
und nur zu einer mafigen Lockerung.

Der Einfluss der nachfolgenden mechanischen Prozessierung auf die bereits enzymatisch
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vorbehandelten Zellwandpolysaccharide ist schematisch in Abbildung 49 dargestellt. So wird bei
alleiniger Cellulase-Behandlung die Freisetzung von sehr kurzen Cellulosebruchstiicken, wie oben
beschrieben, beglnstigt und damit der Anteil an ethanolléslicher Fraktion in der nachfolgend
mikrofluidisierten Fasersuspension erhéht. Suspensionen, welche nach Behandlung mit Cellulase
und Hemicellulase/Pektinase mechanisch prozessiert wurden, fuhren demgegenuber zu einer
hdheren Freisetzung an ethanolunléslicher Fraktion, da der Zellwandverbund hier schon nach dem
enzymatischen Abbau stark vorgelockert war. Es wird davon ausgegangen, dass diese Fraktion aus
héhermolekularen Polysaccharidfragmenten eine Stabilisierung der Cellulose-Mikrofibrillen bewirkt
und verantwortlich fir die Ausbildung der oben beschriebenen Gitternetzstrukturen im Fasernetzwerk
(siehe Abbildung 36) ist. Im Folgenden werden anhand der Abbildung 48 und Abbildung 49
Erklarungsansatze fur diesen Effekt unter Zugrundelegung der jeweiligen spezifischen Aktivitat der

eingesetzten Enzyme beschrieben.

KONTROLLE ———— CELLULASE ———— ENZYMGEMISCH

Hydrolyse des auperen und
inneren Bereichs

AuBere und innere

AuBere Mikrofibrillen Strukturen werden

werden hydrolysiert

hydrolysiert
) KRISTALLINE CELLULOSE /“ HEMICELLULOSE ' EXOGLUCANASE . HEMICELLULASE
() AMORPHE CELLULOSE » PEKTIN @ ENDOGLUCANASE ) PekTINASE

Abbildung 48: Schematische Darstellung zur Wirkungsweise von Cellulasen und Enzymkombinationen
mit Cellulase bei der enzymatischen Vorbehandlung von Erbsenauflenfasern (zum Vergleich: Kontrolle
ohne Enzymbehandlung).
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Abbildung 49: Schematische Darstellung zum Effekt der mechanischen Prozessierung mittels
Mikrofluidizer auf enzymatisch vorbehandelte Erbsenauenfasersuspensionen (zum Vergleich: Kontrolle
ohne Enzymbehandlung).

Diese Unterschiede lassen sich auf die thermische Behandlung und den Natrium-Gehalt in den
Suspensionen zuriickfuhren. Eine thermische Behandlung kann die Loslichkeit pektinartiger
Substanzen erhéhen, was dann zur Lockerung des Zellwand-Netwerks fuhrt (Kieserling et al., 2019).
Daruber hinaus kbnnen monovalente Kationen wie Natrium dissoziierte Carboxylgruppen in Pektinen
abschirmen (Renard & Thibault, 1991). Vor diesem Hintergrund — und auf Grundlage
unverdffentlichter Daten — ist es wichtig an dieser Stelle das gesamte Arbeitspaket im Blick zu
behalten und die technofunktionellen Eigenschaften der Kontrollprobe mit denen der Suspension
L-310907 aus Abschnitt 4.2.4 zu vergleichen. Diese Proben wurden aus demselben Rohstoff und
unter denselben mechanischen Prozessierungsbedingungen jedoch mit unterschiedlicher
Vorbehandlung und in verschiedenen Medien hergestellt. Wahrend in Abschnitt 4.2.4 Natrium-Citrat-
Phosphat-Puffer (pH 5.0) eingesetzt und die Probe 24 h bei 50 °C inkubiert wurde, um die
Bedingungen der enzymatischen Hydrolyse zu simulieren, wurden die Fasern in Abschnitt 4.2.2 bei
Raumtemperatur Gber Nacht in destilliertem Wasser suspendiert. Eine Suspension in destilliertem
Wasser fuhrte zu einer vernachlassigbar kleinen Menge an freigesetzten alkohol-unloslichen
Fraktionen (Abbildung 22), wahrend die in Puffer inkubierte Probe einen relativ hohen Anteil an
alkohol-unl6slichen Fraktionen aufwies (Abbildung 25). Desweiteren flihrte die Inkubation in Puffer
zu einer zehnfach hoheren Viskositat (Abbildung 29 und Abbildung 35) und einer hdheren
Wasserretentionskapazitat (Abbildung 32 und Abbildung 39).

Einfluss von Trocknung auf die Eigenschaften von mechanisch und enzymatisch-mechanisch

prozessierten Erbsenauflenfasern

Bei der Trocknung Cellulosereicher Suspensionen nehmen die Wasserbindeeigenschaften der
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Partikel durch das Schrumpfen der Struktur stark ab. Dartber hinaus kann die Porositat der Partikel
durch das Kollabieren einzelner Poren weiter reduziert werden und Partikel kdnnen irreversibel
miteinander interagieren und Aggregate bilden. Dies wiederum fuhrt zu einer drastisch reduzierten
Oberflache und weniger exponierten OH-Gruppen, wodurch die Funktionalitat eingeschrankt werden
kann (Déléris & Wallecan, 2017).

Das Ausmal} an Partikelaggregation und -schrumpfung hangt von der Trocknungsmethode, der
Partikelgrofle, der Partikelkonzentration und der Zusammensetzung der Suspension ab (Peng et al.,
2012). Bezlglich der Zusammensetzung der Suspension kdnnte das Verhaltnis zwischen I8slichen
und unldslichen Komponenten eine wichtige Rolle spielen, da manche Komponenten als
~2Abstandshalter dienen kénnen und somit die Aggregation der Cellulose-Mikrofibrillen einschranken
kénnen. So fihrt z.B. die Gegenwart groRer Xyloglucan-Ketten zu einer verbesserten Ausbreitung
der Partikel in wassrigem Medium und kénnte strukturelle Anderungen wahrend der Trocknung und
Rehydrierung reduzieren (Déléris & Wallecan, 2017). Dementsprechend ist es mdglich,
Strukturveranderungen und Funktionalitatsverluste durch Optimierung des Trocknungsprozesses

oder Zusatz von forderlichen Substanzen zu reduzieren oder zu vermeiden.

Unter Betriebsbedingungen fiihrte eine Erhdhung der Trocknungsrate (durch Erhdéhung der
Temperatur) bei gleichem Trockenmassegehalt zu einem hdéheren Funktionsverlust. Zum Beispiel
kénnte das Erreichen von 80 % Trockenmasse bei weichen oder intensiven Bedingungen (180 °C,
200 min bzw. 160 °C, 116 min) durchgefuhrt werden, was zu einer WRK von 17,3 und
12,6 g Wasser / g fuhrt (Abbildung 42). Wie beim Mikrofluidisierungsprozess konnen daher die
Bedingungen des Trocknungsprozesses ausgewahlt werden, um eine spezifische WRK zu erzeugen

oder den Funktionsverlust zu minimieren.

In Bezug auf den Einfluss der Zusammensetzung wurde beschrieben, dass die Freisetzung I6slicher
Verbindungen als Abstandshalter wirken kann, die die Aggregation verhindern (Déléris & Wallecan,
2017). Die aktuellen Ergebnisse zeigten jedoch den entgegengesetzten Trend (Abschnitt 4.2.5).
Vermutlich waren die I6slichen Verbindungen zu klein, um eine Aggregation zu verhindern, und
kénnen beim Trocknen sogar als Klebstoff wirken. Es ist mdglich, dass die Freisetzung einer

alkoholunléslichen Substanz mit héherem Molekulargewicht die Aggregation verhindern kann.
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6. Verwertungsplan

In Bezug auf das Upgrading der Erbsenauflenfasern konnten durch mechanische und eine
Kombination aus enzymatisch-mechanischer Behandlungen thermisch-stabile viskoelastische Gele
hergestellt werden, deren Eigenschaften mit einigen Faserprodukten vergleichbar sind, die bereits
auf dem Markt verflgbar sind. Darliber hinaus konnten die Suspensionen durch Vakuumtrocknung
stabilisiert werden. Obwohl dieses Verfahren zu einer relativen Abnahme der WRK flhrte, hatten die
getrockneten Partikel einen hohen WRK-Wert (19 g Wasser / g), was von industrieller Relevanz ist.
Im Hinblick auf eine Kommerzialisierung sollten sich Anwendungsversuche in Lebensmitteln, die
Beurteilung der Konsumentenakzeptanz angereichterter Lebensmittel sowie Scale-up-Versuche zur
Umsetzung des Prozesses im industriellen Mafistab durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse wurden
und werden allgemein zuganglich veréffentlicht, so dass sie von allen interessierten Parteien genutzt
werden kénnen. Eine direkte kommerzielle Verwertung und/oder Schutzrechtsanmeldung durch die

Forschungseinrichtungen ist nicht geplant.

Des Weiteren fiuhrte die Extraktion von Pektin aus Erbseninnerfasern zu einem Verfahren, das eine
viel intensivere Behandlung erfordert, als das derzeit zur Extraktion von Pektin aus Apfeln verwendete
Verfahren. Daher ist die Anwendung von Erbsenkeimblattern als Pektinquelle im industriellen

Malstab keine wettbewerbsfahige Methode.

7. Gegenuberstellung der ursprunglich geplanten zu den tatsachlich erreichten
Zielen; Hinweise auf weiterfuhrende Fragestellungen

Im Projektantrag wurden funf Meilensteine beschrieben. Im Folgenden wird das Erreichen dieser

Teilziele bewertet.

MS-1: Kenntnis dber Struktur, Zusammensetzung und technofunktionelle Eigenschaften aller
untersuchten Rohstoffe (Schalen und Kotyledonen-Nebenprodukt) und Auswahl geeigneter Chargen

ftir weitere Verfahrensentwicklungen.

Dieser Meilenstein wurde erreicht und die Ergebnisse sind in Abschnitt 4.2 beschrieben. Weitere
Kenntnisse Uber die Struktur der Pektine und Hemicellulosen konnten nitzlich sein, um die am besten

geeignete enzymatische Behandlung auszuwahlen.

MS-2: Definition geeigneter Prozessbedingungen fiir den enzymatisch-mechanischen Aufschluss
von Erbsenschalen (Mikrofibrillierung) anhand der erzielten funktionellen Eigenschaften
(Verbesserung von Wasserbindungseigenschaften und viskoelastischen Eigenschaften),
Identifizierung von Wechselwirkungseffekten zwischen Struktur, Zusammensetzung und
funktionellen Eigenschaften (TUB, UHH). Bewertung des nutritiven Potentials anhand der Gehalte an
Saponinen (UHH).

Dieser Meilenstein wurde erreicht und die Ergebnisse wurden in Kapitel 4.2. beschrieben.
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Weiterfihrende Fragestellungen betreffen die Verarbeitung, die weiter untersucht werden sollte, da

folgende Fragen wahrend der Bearbeitung aufgekommen sind:
¢ Wie kann die Konzentration der Suspension, die mikrofluidisiert wird, weiter erhéht werden?

o Wie koénnen verschiedene Vorbehandlungen und Partikelgrolen den Prozess weiter

beeinflussen?

e Wie kann die Mikrofluidisierung verbessert werden? Konnte eine Kombination von
Temperatur-Vorbehandlung und lonenstarke die bendtigte Energie flur den Prozess

verringern?

o Wie konnen verschiedene Pektinasen und Hemicellulasen zur Hydrolyse der Zellwand-

Polysaccharide eingesetzt werden?

e Kann die Aggregation wahrend der Trocknung durch Hinzufigen von Alkohol-unléslichen

Substanzen verhindert werden?

MS-3: Definition geeigneter Verfahrensschritte zur Gewinnung von Saponin-Fraktionen aus
Erbsenschalen (UHH) und Identifizierung von Einsatzmdéglichkeiten als Lebensmittel stabilisierende

Zutat anhand der funktionellen Eigenschaften der gewonnen Saponin-Extrakte (TUB).

Eine Verwertung der Fasern und intermedidren Produkte zur Gewinnung von Saponinen oder
Flavonoiden war nicht mdglich. Im Gegensatz zu den Erwartungen waren die Gehalte beider
Sekundarmetabolite einerseits insgesamt zu niedrig und anderseits auch zu schwankend fir eine
zielgerichtete Aufarbeitung. Im Hinblick auf technofunktionelle und funktionelle Eigenschaften kann
aber bestatigt werden, dass Erbsensaponine stabile Grenzflachenfilme und somit kinetisch

stabilisierte Emulsionen ausbilden kdnnen.

MS-4: Definition geeigneter Prozessbedingungen fiir die Extraktion von Pektinen aus Kotyledonen-
Nebenprodukten und fiir die Aufarbeitung zur Erbseninnenfaser (TUB). Festlegung eines Verfahrens
zur Gewinnung eines flavonoidreichen Wertstoffes aus den ethanolhaltigen Filtraten der

Pektingewinnung (UHH).

In diesem Fall erforderte die Extraktion von Pektin aus Erbseninnerfasern sehr intensive
Bedingungen und das Hinzufiigen von mehr Schritten, die zu einem Produkt fihren wiirden, das mit

den derzeit verfigbaren Pektinen nicht wettbewerbsfahig ist.

MS-5: Darstellung eines aktualisierten Gesamtkonzeptes zur Erhéhung des Nutzungspotentials der
untersuchten Nebenproduktstréme bei der Erbsenverarbeitung (Erbsenschalen und Kotyledon-
Riicksténde) und abschlieBende Bewertung des Gesamtverfahrens zur Gewinnung funktionalisierter
Wertstoffe.

Die bisherige Nutzung von Erbsen fokussierte einseitig auf die Starkegewinnung. Zunehmend wachst

ein Bewusstsein, dass Uber das bis dato als Nebenprodukt vernachlassigte Erbsenprotein, in
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optimierten Prozessen mit dualer Ntuzungsstrategie eine hohere Wertschépfung zu erzielen ist.
Basierend auf den Ergebnissen des vorliegenden Projekts wird deutlich, dass mit der
Erbsenaulienfaser ein weitere bisheriger Nebenstrom in eine hochfunktionelle Lebensmittelzutat
umgewandelt werden kann. Eine weitergehende Diversifizierung wie die Gewinnung bioaktiver
Inhaltsstoffe aus der Erbsenaullenfaser oder die Pektingewinnung aus Kotyledonenlckstanden
erscheinen 6konomisch nicht sinnvoll. Die Projektergebnisse wurden in jahrlichen Treffen vorgestellt,
an denen folgende Unternehmen teilgenommen haben: Emsland-Starke GmbH, Norddeutsche
Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG, Herbafood Ingredients GmbH, sowie Institutionen wie
Okologischer Landbau und andere Formen der nachhaltigen Landwirtschaft -
Eiweilpflanzenstrategie Bundesanstalt flr Landwirtschaft und Ernadhrung (BLE) und die

Gemeinschaft zur Férderung von Pflanzeninnovation eV (GFPi).

8. Zusammenfassung

Ziel des Projekts war es daher, Strategien zur Steigerung des Mehrwerts dieser Erbsenschalen durch
Verbesserung ihrer technofunktionellen Eigenschaften und ihres Nahrwerts zu entwickeln. Hierfir
wurden sowohl enzymatische als auch mechanische Verfahren einzeln und in Kombination
eingesetzt sowie verschiedene Trocknungsverfahren hinsichtlich ihrer stabilisierenden Wirkung

beurteilt.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch eine nassmechanische Behandlung mittels
Hochdruckhomogenisierung oder Mikrofluidisierung eine Zunahme der
Wasserbindungseigenschaften und eine Freisetzung von Sekundarmetaboliten erreicht werden
konnte. Dieser Effekt war umso ausgepragter, je geringer die erzielte Partikelgrole war. Zudem
fuhrten Partikel mit einem D90 < 80 um zu stabilen viskoelastischen Suspensionen. Durch eine
zusatzliche enzymatische Vorbehandlung mit verschiedenen einzeln oder in Mischung eingesetzten
Enzymen konnten die technofunktionellen Eigenschaften der Erbsenfasern zusatzlich gezielt

beeinflusst werden, wahrend der Gehalt an Saponinen sank.

Ein Vergleich der Auswirkungen verschiedener Trocknungsverfahren auf die technofunktionellen
Eigenschaften der behandelten Erbsenfasern zeigte, dass mit einer Vakuumtrocknung
Faserprodukte erzielt werden konnten, deren Wasserbindekapazitat mit einigen kommerziellen

Ballaststoff-Rohstoffen vergleichbar ist.

Darlber hinaus zeigte diese Studie, dass eine kommerzielle Nutzung der Fasern zur Gewinnung von
Saponinen und Flavonoiden prinzipiell méglich ist. Dies ist jedoch nur bei einzelnen Sorten mit

auflergewdhnlich hohem Gehalten dieser Sekundarmetaboliten sinnvoll.
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Il. Anhang zum Schlussbericht: kurz gefasster Erfolgskontrollbericht

1. Beitrag des Ergebnisses zu den forderpolitischen Zielen

Das Vorhaben wurde im Rahmen der Bekanntmachung Nr. 09/14/31 vom 27.03.2015 Uber die
Durchfihrung von modellhaften Demonstrationsnetzwerken sowie von Forschungs- und
Entwicklungsvorhaben zur ,Ausweitung und Verbesserung des Anbaus und der Verwertung von
Leguminosen mit Schwerpunkt Bohnen und Erbsen in Deutschland® durchgefiihrt und ist somit
Bestandteil der EiweilRpflanzenstrategie des BMEL. Die Eiweil3pflanzenstrategie wird auch in der
Charta fur Landwirtschaft und Verbraucher im Handlungsfeld 2 als wichtiges Element zur L6sung von
Zielkonflikten in der Landnutzung und Ressourcenschonung/-ausnutzung erwahnt. Dabei wird der
Begriff Nachhaltigkeit meist im Zusammenhang mit 6kologischen Vorteilen im Sinne einer besseren
Verwaltung von Ressourcen und damit einer erhdhten Umweltvertraglichkeit verwendet. Gerade im
agrarwissenschaftlichen Bereich ist Nachhaltigkeit jedoch ebenso notwendig, um eine bessere
wirtschaftliche Planbarkeit zu erreichen, die Voraussetzung fur die Aufrechterhaltung der Motivation
(der Produzenten), weitere MaRnahmen im Sinne der Nachhaltigkeit anzunehmen. Oftmals ergibt
sich hier jedoch eine gewisse Diskrepanz zwischen dem Anbau der Rohstoffe — der Urproduktion —
und der Produktion der fertigen Produkte. Die Urproduktion wird dabei gehemmt von der
Unsicherheit, dass nicht der gesamte Ertrag zu einem guten Preis verkauft kann, die Hersteller von
Lebensmitteln beklagen, dass nicht genligend Rohstoff fiir eine Marktabdeckung vorhanden ist und
vor allem Nebenproduktstrome anfallen. Im vorliegenden Projekt wurden Erbsenschalen und
faserreiche Fraktion der Erbsenkotyledonen adressiert, die bisher nur unzureichend verwertet werden
konnten und in manchen Fallen sogar noch teuer entsorgt wurden. Diese Unsicherheit behinderte
z.T. auch die Entwicklung von Produktinnovationen. Ganzheitliche Wertschopfungskonzepte
basieren auf einer mdglichst umfassenden Nutzbarmachung von Haupt- und Nebenstrémen bei der
Verarbeitung von Rohstoffen. Ansatzpunkte ergaben sich hier unter anderem zu
Demonstrationsnetzwerk Erbse/Bohne, indem viele Proben zur Verflgung standen und teilweise
erste Ansatzpunkte fur die hier durchgefuhrten Arbeiten ermoglicht wurden. Das in DemoNetErBo
entwickelte Netzwerk bzw. die dort etablierten Wertschopfungsketten, kbnnen nun teilweise fur die

weitere Verwertung der hier erhaltenen Ergebnisse nutzbar sein.

2. Wissenschaftliche und technische Ergebnisse des Vorhabens, die erreichten
Nebenergebnisse und die gesammelten wesentlichen Erfahrungen

Aus technischer Sicht wurde die Rolle der Hauptprozessparameter der Mikrofluidisierung (Anzahl der
Laufe und Druck) auf die Stabilitat, Viskositat, Viskoelastizitdt und Wasserrtckhaltekapazitat von
Erbsenfasersuspensionen untersucht. Zusatzlich wurden enzymatische Hydrolyse und
Mikrofluidisierung kombiniert, um die Auswirkungen auf die Funktionalitdt zu bewerten. Schlief3lich

wurden die Hauptprozessparameter der Vakuumtrocknung (Zeit und Temperatur) variiert, um zu
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untersuchen, wie sie die Funktionalitat getrockneter Proben beeinflussten und so ein Prozess zur
Nutzung der Erbsenaulenfasern als funktionelle Lebensmittelzutat etabliert. Aus wissenschaftlicher
Sicht wurde das Zusammenspiel der chemischen Zusammensetzung, der physikalischen
Mikrostruktur sowie der Funktionalitdt (Wasserbindungseigenschaften, Viskositat und
Viskoelastizitat) analysiert und aufgeklart. Es konnten die Partikelgrof3e bestimmt werden, die zur

Herstellung stabiler viskoelastischer Gele benétigt wird.

3. Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte

Die Ergebnisse wurden und werden allgemein zugéanglich veréffentlicht, so dass sie von allen
interessierten Parteien genutzt werden kdnnen. Eine direkte kommerzielle Verwertung und/oder

Schutzrechtsanmeldung durch die Forschungseinrichtungen ist nicht geplant.

4. Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont)

Es ist davon auszugehen, dass der Absatz von Leguminosenrohstoffen weiterhin an Bedeutung
gewinnen wird, da insbesondere Erbsenprotein und Erbsenstarke verstarkt am Markt nachgefragt
werden. Verbunden mit dem regionalen Anbau sind — wie bereits im Antrag beschrieben — eine
Senkung der Transportkosten sowie eine adaquate Verfligbarkeit der Rohstoffe und daraus
hergestellter Produkte, welche fur alle interagierenden Beteiligten (aus Anbau, Verarbeitung und
Handel) zuklnftig lukrative Wirtschaftseffekte in Aussicht stellen. Dementsprechend werden auch in
Zukunft vergleichsweise grof’e Mengen an Nebenproduktstrbmen zu verarbeiten sein, was die
Hersteller von Erbsenprotein bzw. -starke zunehmend vor die Aufgabe stellt, Wertstoffe mit
verbesserten funktionellen Eigenschaften zu gewinnen, um diese erfolgreich am Markt platzieren zu
kénnen. Mit besonderem Hinblick auf das Nebenprodukt Erbsenschale besteht seitens namhafter
Produzenten, ein sehr grol3es Interesse an der Umsetzung der Ergebnisse im Unternehmen. Ein
genauer Zeithorizont ist zum jetzigen Zeitpunkt der Entwicklung noch schwer abzuschatzen und

hangt zudem von der technischen Realisierbarkeit (ggf. Neuinvestitionen) im Unternehmen ab.

5. Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Basierend auf den Ergebnissen dieses Projekts wird die TUB in Zusammenarbeit mit dem Karlsruher
Institut fir Technologie (KIT) das Projekt mit dem Titel ,Entwicklung mechanisch-enzymatisches
Verfahren zur Herstellung von Qualitatsviskoser Ballaststoffkonzentrat (AiF 09791/20 N)*
durchflihren. Ziel des Forschungsvorhabens ist es, kombinierte mechanisch-enzymatische Verfahren
zur Herstellung niedrigviskoser Ballaststoffkonzentrate mit einem erhdéhten Anteil an
niedermolekularen Ballaststoffkomponenten (Oligosacchariden) zu entwickeln und deren Eignung
zum Einsatz in gelartigen und flissigen Lebensmitteln aufzuzeigen. Dieses Projekt wird im Zeitraum
2021 bis 2024 bearbeitet und wird vom Forschungskreis der Entwicklungsindustrie e V. (FEI)

finanziert.

Verschiedenen Firmen und Organisationen, wie Cargill R&D Centre Europe BVBA, Emslandstarke
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GmbH, Gemeinschaft zur Férderung von Pflanzeninnovation e.V., Fachverband Pektin e.V., J.
Rettenmaier & S6hne GmbH + Co. KG, Slidzucker AG, und Symrise AG, sind Projektpartner. Ebenso
sind weitere Partner, u.a. Herbstreith & Fox GmbH & Co. KG Pektin-Fabriken, Privatmolkerei
Naarmann GmbH, Prolupin GmbH, A. Rieper AG und VF Nutrition GmbH, involviert

6. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Wie aus dem zuvor genannten Punkt ersichtlich wird, wurden die bisher erzielten Projektergebnisse
bereits in Fachzeitschriften veroffentlicht, sowie im Rahmen von Workshops und Fachtagungen
einem breiten Publikum aus unterschiedlichen Interessensbereichen vorgestellt. Dartber hinaus
arbeiten die Forschungspartner bereits seit Langerem mit verschiedenen Unternehmenspartnern,
u. a. der Emsland-Starke GmbH, der Herbstreith & Fox Pektinfabriken KG sowie der J. Rettenmaier
& Sohne GmbH & Co. KG zusammen, welche die FuE-Arbeiten beratend unterstitzen und vice versa
von den Forschungsstellen beraten werden. Bei erfolgreichem Projektabschluss sind die

Industriepartner an einer Umsetzung der Verfahrensentwicklungen grundsatzlich interessiert.

7. Prasentationsmoglichkeiten fiir mogliche Nutzer

Die Projektergebnisse wurden in jahrlichen Treffen vorgestellt, an denen Unternehmen wie die
Emslandstarke GmbH, die Norddeutsche Pflanzenzucht GmbH, Herbstreith & Fox GmbH & Co. KG
Pektin-Fabriken und die Gemeinschaft zur Férderung von Pflanzeninnovation eV teilnahmen. Das im
Demonstrationsvorhaben DemoNetErBo entwickelte Netzwerk bzw. die dort etablierten
Wertschdpfungsketten, kénnen nun teilweise fir die weitere Verwertung der hier erhaltenen

Ergebnisse nutzbar sein.

8. Die Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung.

Der finale Zeitplan wurde eingehalten und ist in Tabelle 14 gezeigt.
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Tabelle 14: Arbeits- und Zeitplan

Jahr 2017 2018 2019

Monat Ql+—= | 2| N|lc|Q a SIGlE|= O|lQ|(+= | =2 |N|[c|Q a S igle = O|lQ|(+= | =2 |N|[c|Q a S igle = O Q|+ | =
slol2|als|@|=1g= (3132 |alc]2|8[S|8|=|2|=]|3]3|2|dIo|2|8]S|8|=12[=[3213]2|alc]2

Projektquartal | Il 1] v \ \ Vil Vil IX X Xl Xl Xl

TUB

Basischarakterisierung (Schale/Kotyledone):
Struktur, Zusammensetzung und
technofunktionelle Eigenschaften

MS 1

AP1

UHH

Basischarakterisierung (Schale/Kotyledone):
Sekundarmetabolite, Proteine,
Zellwandeinzelbausteine

MS 1

uB

AP2

Mech.-enzym. Aufschluss von
Erbsenschalen und Charakterisierung der
Erbsenaufllenfasern (Zusammensetzung und
funktionelle Eigenschaften)

UHH

Charakterisierung der Erbsenaufienfasern
(Sekundarmetabolite, Proteine,
Zellwandeinzelbausteine)

MS 2

UB

Charakterisierung der Saponin-Extrakte
(funktionelle Eigenschaften)

AP3

UHH

Saponin-Gewinnung aus Erbsenschalen und
Charakterisierung der Saponin-Extrakte
(Zusammensetzung)

MS 3

TU

Pektinextraktion aus Kotyledonen-
Ruckstanden, Funktionalisierung der
Innenfaser und Charakterisierung
(Zusammensetzung, funkt. Eigenschaften)

AP4

UHH

Flavonoid-Gewinnung aus den flissigen
Nebenstrémen der Pektinextraktion und
Charakterisierung der Pektine und
Innenfaser

TUB

Zusammenfassende Bewertung des
Gesamtverfahrens und Abschlussbericht:
(Teilaspekt: Pektine und Fasern)

AP5

UHH

Zusammenfassende Bewertung des
Gesamtverfahrens und Abschlussbericht

(Teilaspekt: Saponine und Flavonoide)

MS 2

MS 3

MS 4

MS 4

MS 5

MS 5
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