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Kurzfassung

Titel:  QualiFabaBean: Erhéhung der ernahrungsphysiologischen Qualitat von
Ackerbohnenmehlen und —konzentraten durch Reduktion antinutritiver Inhaltsstoffe

Autoren/ Kontaktinformation: maike.foeste@ivv.fraunhofer.de

Die Abreicherung antinutritiver Inhaltsstoffe aus Ackerbohnen war mittels der ausgewahlten
Strategien (Schélen, hydrothermische Behandlung, wassrige Extraktion und Aufkonzen-
trierung mittels Fallung bzw. Ultrafiltration) grof3tenteils umsetzbar. Kondensierte Tannine
lieRen sich durch den Schélschritt abtrennen, endogene Enzyme (LOX, POD) wurden durch
die Hitze-Dampf sowie Druck-Dampf Behandlung reduziert. Die Reduktion der
Trypsininhibitor-Aktivitat war mit dem Druck-Dampf Verfahren deutlich effizienter (bis zu 85 %)
als nach der Hitze-Dampf Behandlung (bis zu 53 %). Des Weiteren beeintrachtigte die
hydrothermische Behandlung die Funktionalitat der Ackerbohnenmehle (Reduktion der
Proteinloslichkeit/ Emulgierkapazitat) und veranderte die sensorischen Eigenschaften. Der
bohnige und grasige Geruch wurde reduziert, allerdings bildete sich ein deutlich
wahrnehmbares nussiges Aroma in den thermisch behandelten Mehlen. Die dafir
ursachlichen Mechanismen konnten im Rahmen von QualiFabaBean nicht aufgeklart werden,
so dass hier weiterfihrende Arbeiten nétig sind, um die sensorische Eigenschaften weiter zu

optimieren.

Das mittels wassrig alkalischer Extraktion mit anschlieBender IEP gewonnene
Proteinkonzentrat wies im Vergleich zum Ausgangsmehl (1,2 % TM) einen hohen Phytinsaure-
gehalt von 2,7 % TM auf. Der Vicingehalt in diesem Konzentrat lag bei 0,5 mg/ g Probe und
war somit im Vergleich zum Ausgangsmehl um 52 % rel. reduziert. Durch die saure
Vorextraktion bei pH 5,5 mit anschlieender IEP gelang die Abreicherung der Phytinsaure bis
Zu 43 % rel. bzw. bis zu 48 % nach der UF. Die Restaktivitat der Trypsininhibitoren betrug fur
das mittels IEP gewonnene Isolat 35,5 % rel.; die endogenen Enzyme (LOX und POD) waren
nahezu vollstandig inaktiviert. Die Gewinnung von Proteinkonzentraten mittels IEP bzw. UF
hatte eine verringerte Proteinldslichkeit und leicht verbesserte Emulgiereigenschaften zur
Folge. In Abhangigkeit des verwendeten Mehls zur Proteingewinnung ergab die sensorische
Evaluierung einen bohnigen, grasigen Geruch und einen leicht bitteren Geschmack. Die
Ubertragbarkeit in den industriellen MaRstab wurde gezeigt und erste Modellrezepturen fiir die
Herstellung von Backwaren, Burger-Patties und Dessertprodukte entwickelt. Vor allem in
Ruhrkuchen lie3 sich das hydrothermisch behandelte Mehl, trotz seines nussigen Aromas,
sehr gut einsetzen und wurde im Rahmen einer sensorischen Evaluierung von den Probanden

mit einer héheren Beliebtheit im Vergleich zur Referenz eingestuft.



Abstract

Title: QualiFabaBean: Increase of the nutritional quality in fava bean flour and concentrate by
reduction of antinutritives

Author/ contact: maike.foeste@ivv.fraunhofer.de

In fava beans, reduction of antinutritives could be achieved to a high extend by the selected
strategies (peeling, hydrothermal treatment, aqueous extraction and concentration by means
of isoelectric precipitation or ultrafiltration). Tannins were reduced by peeling, endogenous
enzymes (LOX, POD) were inactivated by hydrothermal treatment, either using heat-steam or
steam-pressure conditions, in the fava bean flour. Reduction of trypsin inhibitor activity was
more efficient by using steam-pressure procedure (85 %) than using heat-steam treatment (up
to 53 %). In addition, hydrothermal treatment impaired functional properties of fava bean flour,
resulting in decreased protein solubility and emulsifying capacity. Regarding the sensory
characteristics, the beany and grassy odor decreased by heat-steam treatment, which caused
a nutty flavor of the heat treated flour. Mechanisms and key substances that are responsible
for these aroma profiles could not be identified within the project QualiFabaBean. Therefore, a
following research project would be needed to identify and to clarify the formation of these
molecular volatile and non-volatile compounds in order to develop targeted strategies for their

reduction.

Independent of the concentration procedure (IEP, UF), protein concentrates obtained by
means of agueous extraction, showed elevated phytic acid contents (2.7 % db) in comparison
to fava bean flour (1.2 % db). The vicin content of the concentrate was decreased by 52 % rel.
in comparison the initial flour (0.5 mg/ g sample). By means of acidic pre-extraction at pH 5.5,
reduction in phytic acid content up to 43 % rel. after IEP and up to 48 % after UF could be
realized. Residual activity of trypsin inhibitor remained 35 % after solvent extraction; however,
LOX and POD were completely inactivated. Independent of the concentration procedure (IEP;
UF), concentrates showed slightly decreased protein solubility and improved emulsifying
capacity in comparison to their native flours. Depending on the selection of fava bean flour for
agueous extraction, sensory evaluation of concentrates revealed a beany, grassy odor and a
slight bitter taste. Up-scaling of the extraction process was successful. Model recipes for
baking products, vegan burger patties or vegan desserts were developed and the processing
of final products and determination of quality characteristics was performed. Despite of the
nutty odor, especially, heat-steam treated flour performed well in pound cake and was rated

with high acceptability by panelists.
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1. Einfuhrung
1.1 Gegenstand des Vorhabens

Das Ziel von QualiFabaBean war die Entwicklung eines kombinierten Verfahrens zur
Abreicherung antinutritiver Inhaltsstoffe, wie z.B. Tannine, Phytins&ure, Vicin/Convicin und
Trypsininhibitoren und zur Inaktivierung endogener Enzyme. Dadurch sollen
erndhrungsphysiologisch hochwertige und sensorisch attraktive Ackerbohnenmehlen und —
Konzentrate gewonnen werden, die in ein breites Anwendungsfeld in der Lebensmittelindustrie
aufweisen. Die Ergebnisse sollten als Grundlage fur eine intensive Kommunikation mit dem
Modell- und Demonstrationsnetzwerk Erbse und Ackerbohne sowie Industriepartnern und
Verbénden dienen und das Aufzeigen neuer Absatzwege fur Landwirte unterstiitzen. Auf diese
Weise sollten sowohl Anbauempfehlungen als auch Entscheidungshilfen fir Landwirte zur
Verfligung gestellt werden und dartber hinaus ein Beitrag zur Erhaltung der Diversitat und der
Versorgung der deutschen sowie der europaischen Bevdlkerung mit einheimischen Eiweil3

sichergestellt werden.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

Die zunehmenden Importe von eiwei3haltigen Rohstoffe, wie Soja, sowie der stagnierende
Anbau von Leguminosen in Deutschland haben vor einigen Jahren zur Etablierung der BMEL-
Eiweipflanzenstrategie (EPS) geflihrt. Insbesondere der Anbau von Ackerbohnen konkurriert
mit leistungsstarken Feldfriichten um die knappen inlandischen Ackerflachen, resultierend in
negativen Deckungsbeitragen. Um den Anbau von Ackerbohnen fir Landwirte attraktiver zu
gestalten, ist die Implementierung aktueller Forschungsergebnisse in der Ziichtung und bei
der Beratung von Landwirten unabdingbar. Das Ziel der EPS ist, den ricklaufigen
Leguminosen-Anbau in Deutschland zu fordern und die Anbauflachen von Hulsenfrichten
mittel- bis langfristig auszudehnen. Dabei sollen sowohl das Angebot als auch die Nachfrage
nach heimisch erzeugten Leguminosen gestéarkt werden. Folgende Ziele werden im Rahmen
der EPS verfolgt:

e Verbesserung von Okosystemleistungen und Ressourcenschutz

e Starkung regionaler Wertschépfungsketten

e Steigerung der Eiweil3versorgung aus heimischer Produktion und Berlicksichtigung der
Verbesserung von Ertragen auch durch Zichtungsmafnahmen (nicht gentechnische

Modifizierung)

Das Projekt QualiFabaBean hatte zum Ziel, ein Verfahren fur die Herstellung

ernédhrungsphysiologisch hochwertiger, sensorisch attraktiver Mehle und Proteinkonzentrate

1



aus Ackerbohnen zu entwickeln und deren Nutzung als funktionelle Lebensmittelzutat
aufzuzeigen. Im Rahmen des Projektes sollte ein Verfahren zur hydrothermischen
Vorbehandlung der Ackerbohnen entwickelt werden, welches die Inaktivierung von
Proteaseinhibitoren sowie endogenen Enzyme ermdglicht. Zudem sollten verschiedene
Verfahren (Schélung, wassrige Extraktion) mit Blick auf die Abreicherung von antinutritiven
Inhaltsstoffen untersucht werden. Das Vorhaben gliederte sich zu diesem Zweck in folgende
Arbeitspakete (AP):

¢ AP1: Sortenscreening

e AP2: Charakterisierung der Enzym-/Inhibitoraktivitaten und thermische Inaktivierung

e AP3: Verarbeitung von Ackerbohnen zu Mehlen und Konzentraten unter
Abreicherung antinutritiver Inhaltsstoffe

e AP4: Prozessbegleitende Analytik

e APS5: Entwicklung von Modellrezepturen

1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Im ersten Projektjahr wurde zunachst das Sortenscreening von 12 Ackerbohnengenotypen am

Fraunhofer IVV durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zusammensetzung sowie die funktionellen
Eigenschaften (Proteinltslichkeit, Wasserbindevermdgen) der Proben charakterisiert (AP1).
Aufgrund der ZielgroRen (u.a. hoher Proteingehalt, hohe Proteinldslichkeit) wurden zur
Charakterisierung der endogenen Enzymaktivitdt zunéchst die Sorten Tiffany 2 und Fanfare 1
ausgewahlt. Zudem wurde mit den Analysen der antinutritiven Inhaltsstoffe (ANF), im
Speziellen dem Phytinsdure- und dem Oligosaccharidgehalt sowie mit der Charakterisierung

der Peroxidaseaktivitat begonnen (AP2).

Im zweiten Projektjahr wurde aufgrund der Verfligbarkeit an Ackerbohnen zusatzlich die Sorte

Tiffany 4 mit aufgenommen. Darlber hinaus wurden die Analysen zum Phytinsaure- und
Oligossaccharidgehalten abgeschlossen (AP1), so dass die Auswahl von 3
Ackerbohnensorten fir die weiteren Untersuchungen (Meilenstein 1) mit einer zeitlichen
Verzégerung abgeschlossen wurde. Die ausgewahlten Ackerbohnensorten wurde
anschliel3end hinsichtlich der Aktivitat endogener Enzyme untersucht (AP2). So wurden pH-
und Temperaturkinetiken fir die Lipoxygenase und die Peroxidase charakterisiert und die
Trypsininhibitoraktivitdt analysiert. Anschlielend wurde im Rahmen der Entwicklung eines
hydrothermischen Verfahrens und unter Beriicksichtigung variierender Prozessstufen die
Effizienz auf die Inaktivierung der Peroxidase geprift (AP2). Meilenstein 2 wurde damit in
Projektjahr 2, wie urspriinglich geplant, erreicht. Des Weiteren wurde untersucht, ob durch

Siebung in kleinere PartikelgroRen der Phytinsauregehalt reduziert werden konnte (AP3).
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Basierend auf der Analyse zum Ldslichkeitsprofils Gber den pH-Wert Bereich 2-9 (AP4) wurden
anschlielend wassrige Extraktionen bei pH 7,5 durchgefihrt (AP3). Zunachst wurde im
Rahmen des Extraktionsprozesses folgende Prozessparameter variiert (s:L Verhaltnis,
Temperatur). AnschlieBend wurde im Rahmen der Konzentrierung mittels isoelektrischer
Fallung (IEP) unter Variation des pH-Wert Bereichs untersucht, inwieweit sich die Proteine

aufkonzentrieren lieRen.

In Projektjahr drei wurde die Proteingewinnung von Konzentraten mittels Ultrafiltration (UF)

durchgefuhrt (AP3) und die Analysen zu den funktionellen Eigenschaften und der Sensorik
(AP4) erganzt. Ebenso erfolgte der Scale-up des vielversprechendsten Verfahrens zur
Ubertragbarkeit des Prozesses in den groRtechnischen MaRstab (AP3). Zudem wurden
weitere ANF, wie der Gehalt an kondensierten Tanninen und der Vicingehalt fir ausgewahlte
Kernmehle, hydrothermisch behandelte Mehle sowie Proteinkonzentrate quantifiziert (AP1,
AP4). Modellrezepturen fur den Einsatz von nativem, hydrothermisch behandeltem
Ackerbohnenmehl sowie Konzentraten zur Herstellung von Ruhrkuchen, veganen Burger-
Patties und Desserts wurden entwickelt und der sensorische Einfluss auf Geruch und
Geschmack bewertet (APS).

2. Stand des Wissens und der Technik

Ackerbohnen weisen verschiedene antinutritive Inhaltsstoffe auf, die einerseits die Absorption
von Mineralstoffen (Phytinsauren), die Verdaubarkeit von Proteinen (kondensierte Tannine,
Trypsininhibitoren) behindern oder gar eine hamolytische Anamie (Favismus — durch Vicin)
ausldosen koénnen. Zudem geht aus der Literatur hervor, dass endogene Enzyme zu einem
bitteren und grasigen Aromaprofil beitragen, das auf Konsumentenseite vorrangig fur die
Ablehnung pflanzlicher Zutaten und Lebensmittel verantwortlich ist. Vor diesem Hintergrund
sind fur die Anwendung von Ackerbohnenmehlen und —Konzentraten prozesstechnische
MalRnahmen notwendig, die eine Abreicherung von ANF ermdglichen und/ oder darlber
hinaus endogene Enzyme und Trypsininhibitoren eliminieren und so zu einer Verbesserung
sensorischer Eigenschaften beitragen. Dennoch sollen die vielversprechenden funktionellen
Eigenschaften der Ackerbohnenproteine weitestgehend erhalten werden, um in Lebensmitteln
als neue funktionelle und ernéhrungsphysiologisch wertvolle Proteinzutat eingesetzt werden

zu kdénnen.



Strategien zur Reduktion des Anteils an Antinutritive Faktoren (ANFs)

Wie im vorherigen Abschnitt genannt, enthalt die Ackerbohne eine Vielzahl antinutritiver
Faktoren (ANFs). Technologische Ansatze wie Schalen, Einweichen, Keimen, Garen oder
Fermentieren zur Reduktion von ANFs sind in der Literatur zahlreich beschrieben. Die
Reduktion von Tanninen durch Einweichen in Wasser, Schalung oder Erhitzung wurde von
Mutra et al. 2016 beschrieben. Ebenso lieRen sich Vicin/ Convicin durch Einweichen in Wasser
reduzieren (Multary et al., 2015). Zudem wurde der Phytinsduregehalt durch Schalen,
Einweichen in Wasser, Erhitzen oder Keimen um bis zu 70 % gesenkt (Multary et al., 2015).
Bei Proteaseinhibitoren waren ein alkalisches Milieu und/oder Hitze flr die Inaktivierung
notwendig (Muschiolik & Schmandke, 2000). Hohe Temperaturen gehen allerdings immer mit
dem Verlust der funktionellen Eigenschaften einher. Im Rahmen von QualiFabaBean sollte
daher die Anwendbarkeit kombinierter Verfahren (Schalung, Erhitzung, wéssrige Extraktion,
Filtration) und deren Eignung auf die Reduktion des ANF Gehalts untersucht werden. Dabei
sollten priméar die funktionellen Eigenschaften erhalten bleiben und die sensorische Attraktivitat
gesteigert werden.

Endogene Enzyme in Ackerbohnen

Endogene Enzyme wie Lipoxygenase (LOX) beeinflussen die Qualitat von Mehlen, indem sie
durch die Oxidation von mehrfach ungesattigten Fettsduren zur Entstehung von griinen und
bohnigen sowie anderen Leguminosen-typischen Aromen beitraten (Rackis, Sessa, & Honig,
1979). Neben LOX werden auch Peroxidasen (POD) und Lipasen hinsichtlich ihres negativen
Einflusses auf die sensorischen Eigenschaften diskutiert. Es wurden bereits einige thermische
und nicht thermische Verfahren zur Inaktivierung der Enzyme sowie zur Reduktion von
Trypsininhibitor-Aktivitaten untersucht (HENDERSON, BLANK, & SUSTACKOVA, 1991,
Ludikhuyze, Van Loey, Denys, & Hendrickx, 2001; Stephany, Eckert, Bader-Mittermaier,
Schweiggert-Weisz, & Carle, 2016). Der Einfluss einer hydrothermischen Saaten-
konditionierung wurde bislang nicht analysiert, so dass im Rahmen von QualiFabaBean die
erforderlichen Inaktivierungsbedingungen fir die endogenen Enzyme (Zeit-Temperatur-

Einstellungen) ermittelt wurden.

Herstellung von Ackerbohnenproteinkonzentraten unter Abreicherung von ANFs

Die Gewinnung von Proteinen lasst sich in einen Konzentratprozess sowie einen Isolatprozess
gliedern. So erfolgt im Konzentratprozess Uber eine trockentechnische Fraktionierung, die
Extraktion am isoelektrischen Punkt, Uber wassrig-alkoholische Extraktion oder die
hydrothermische Behandlung kombiniert mit wassriger Extraktion die Abtrennung l6slicher
Nicht-Proteinbestandteile (Boye, Zare, & Pletch, 2010; Menner, Miller, Pickardt, & Eisner,
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2009. Das anschlieRRend stabilisierte und getrocknete Proteinkonzentrat setzt sich somit aus
Proteinen und Ballaststoffen zusammen. Im Gegensatz dazu wird im Isolatprozess die l6sliche
Fraktion, bestehend aus Proteinen, Zucker, sekundaren Pflanzenstoffen, durch isoelektrische
Fallung (IEP) oder Ultrafiltration (UF) aufkonzentriert. Nach entsprechender Stabilisierung,
Trocknung und ggf. Modifikation erhdlt man auf diese Weise ein Proteinisolat. Als
Extraktionsmedium kommen Wasser, saure oder wassrig-alkoholische Ldsungen zum
Einsatz. Vor allem der pH-Wert kann dabei einen entscheidenden Einfluss auf die
Abreicherung antinutritiver Inhaltsstoffe haben. Aus der Literatur geht hervor, dass die
Loslichkeit der Phytinséure in einem pH-Wert Bereich von 4-5 deutlich geringer (< 50 %) im
Vergleich zu einem neutralen bis alkalischem pH-Wert ist. Ein Verfahren bei dem die
Ackerbohnenprotein zunachst alkalisch extrahiert und anschlieBend isoelektrisch gefallt
wurden, ist von (Sosulski & McCurdy, 1987) beschrieben. Im Gegensatz dazu wurde der
Einfluss einer sauren Vorextraktion auch unter Bericksichtigung der Reduktion des
Phytinsauregehalts in Ackerbohnen bislang nicht untersucht und soll im Rahmen von QFB
analysiert und evaluiert werden. Dazu wurde im Rahmen von QualiFabaBean eine
Kombination aus Verfahrensschritten der Konzentrat- und Isolatgewinnung zur Herstellung der

Konzentrate verwendet.



3. Material und Methoden
3.1 Material

Zur Charakterisierung der Ackerbohnen wurden 12 Genotypen aus den Erntejahren (2016/
2017), unterschiedlicher Standorte (u.a. Frankenhausen, Zeitlofs, Kranzberg) ausgewéhlt
(siehe Tabelle 1). Laut Angaben der Lieferanten war die Sorte Taifun tanninfrei und die Sorten
Tiffany 2, Tiffany 3 und Melodie vicin- und convicinarm sind. Um auf eine ausreichende Menge
an Probenmaterial zuzugreifen, wurde die Sorte Tiffany 4 erganzt und zwei kommerziell
verfugbare Mehle (ABM1, ABM2) mit aufgenommen. Fur den Versuch im Technikumsmaf3stab
wurde ein in grof3en Mengen industriell verfugbares Ackerbohnenmehl ABM2 eingesetzt.

Tabelle 1 Uberblick der verwendeten Ackerbohnengenotypen.

Genotyp Erntejahr Lieferant
Vicia 1 2016

Vicia 2 2016

Tiffany 1 2016

Tiffany 2 2017 Kranzberg
Divine 2016 n.b.
Fanfare 1 2016 n.b.
Taifun 2017 Frankenhausen
Fanfare 2 2017 Frankenhausen
Tiffany 3 2017 Frankenhausen
Fuego 2017 Frankenhausen
Det Pop 2017 Zeitlofs
Melodie 2017 Frankenhausen
Tiffany 4 2018 NPZ
ABM1 2018

ABM2 2020

Abk. n.b. : nicht bekannt.

In Abhéangigkeit der Ackerbohnen Genotypen und der Anwesenheit von antinutritiven
Inhaltsstoffen werden zudem auch die Ernteertrdge beeinflusst. Tabelle 2 gibt einen
umfassenden Uberblick der Ertrage von im Projekt untersuchten Ackerbohnen (*markiert)
sowie fur weitere Genotypen. Die Daten wurden an dieser Stelle von Herrn Quendt,
Landesbetrieb Landwirtschaft Hessen (LLH) und Koordinator des Demonetzwerks Erbse/

Bohne, zur Verfigung gestellt.



Tabelle 2 Uberblick der Ertrage ausgewdahlter Ackerbohnen relativ zur Bezugsbasis fiir den Standort
Frankenhausen.

Frankenhausen
2017 2016 Mittel 2016-2017
Genotyp rel. Zur BB rel. Zur BB rel. Zur BB
Albus TA 93 90 91
Bilbo TH 101 92 97
Isabell TH 99 95 97
*Fuego TH 101 105 103
*Fanfare TH 100 110 105
*Taifun TF 93 90 91
*Tiffany TH, V-CVA 103 105 104
Mittel BB dt/ha 52,1 45,8 91

Dargestellt sind die Ertrage fir die Jahre 2016/2017. Abkurzungen: BB: Fuego, IsabellTH:
Tanninhaltig; TF: Tanninfrei; TA: Tanninarm; V-/CVA: Vicin-/Convicinarm; V-/CVF: Vicin-/Convicinfrei,
*. im Projekt untersuchte Ackerbohnen Genotypen

Im direkten Vergleich langjahrig geprufter Ackerbohnensorten, zahlen die Sorten Fuego,
Isabell und Fanfare zu den Genotypen mit der hdchsten Ertragssicherheit. Insbesondere
wurde beobachtet, dass die Zichtung auf tanninarme bzw. tanninfreie Sorten, wie Albus oder
Taifun mit Ertragseinbuen einhergeht. Die Daten zeigen zudem, dass die neuere Sorte
Tiffany die héchsten Ertrage in den Erntejahren 2016/ 2017 lieferte und dartber hinaus laut
Ziuchterangaben vicinarm ist. Auf Basis dieser Daten wurden die in QualiFabaBean

untersuchten Sorten in Ricksprache mit Herrn Quendt und Frau Jacob ausgewahlt.

3.2 Methoden
3.2.1 Vermahlung der Ackerbohnensaaten

Die 12 Ackerbohnen-Genotypen wurden fiir das Sortenscreening auf den Anlagen des IVV
vorbereitet. Dazu wurde die Rohfrucht mittels Unterlaufer-Schalgang und Zick-Zack-Sichtung
in eine Kern- und eine Schalenfraktion getrennt. Fir die nachfolgende analytische
Grundcharakterisierung wurden die Trockenfraktionen (Saat, Kerne, Schalen) mittels
Ultrazentrifugalmuiihle und einem Sieb der Maschenweit 0.5 mm unter vorheriger Zugabe von
flissigem Stickstoff zur Vermeidung von Oxidation und zur Verringerung der
Temperaturbelastung vermahlen. Die Mehle wurden bei konstanter Temperatur bis zur

Analyse gelagert.



3.2.2 Hydrothermische Behandlung von Ackerbohnenmehlen

Zur Inaktivierung der endogenen Enzyme, welche die sensorischen Attribute maRgeblich mit
beeinflussen, wurde eine hydrothermische Behandlung mittels Hitze-Dampf Verfahren (HD)
im Konvektomat sowie in einem Druck-Dampf Garer (DD) durchgefiihrt. Die Bestimmung der
Trypsininhibitor-Aktivitat, der Peroxidase- und Lipoxygenase-Aktivitat erfolgte mit den im
Kapitel 3.2.6 beschriebenen Methoden.

3.2.3 Extraktion von Ackerbohnenproteinen

Wassrige Extraktion und isoelektrische Fallung

Fur die Extraktionen im Labormaf3stab wurden die Ackerbohnenmehle der Sorte (Tiffany 4 und
Fanfare 1) eingesetzt. Leitungswasser wurde in einem 4 L Reaktor (Normschliff Geréatebau,
Wertheim) vorgelegt, das Ackerbohnenmehl in dem entsprechenden Verhaltnis hinzugefigt
und bei 200 U/min (Eurostar 50-2000, IGA-Werke, Staufen) mit einem Ankerrihrer eingerihrt.
Nach Einstellung des Feststoff-zu-Losemittel-Verhaltnisses (1:5; 1:10) wurde der pH-Wert mit
3 M NaOH oder 3 M HCI eingestellt und der Extraktionsansatz temperiert. Die
Ackerbohnenproteine wurden fir eine Stunde unter Rihren (200 U/min) extrahiert und
anschliel3end far 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung (RZB) von 4000 zentrifugiert (Zentrifuge 8 K, SIGMA, Osterode am
Harz). Die Proteine im Extrakt wurden durch pH-Wert Absenkung mit einer 3 M HCI ausgefallt.
Danach erfolgte eine weitere Zentrifugation bei gleichen Einstellungen (4000 g fur 20 min).
Das gewonnene Isolat wurde neutralisiert und gefriergetrocknet. Die Prozessschritte wahrend

der Proteinextraktion sind in Abbildung 1 dargestellt.

AB-Mehl/ Extraktion Extrakt Zentrifugation/ féllungs-
Wasser Zentrifugation A Isoelektr. Fallung Uberstand
I
Eadinant Feuchtes, saures
Isolat

Neutralisation
Gefriertrocknung

I
[ Neutrales Isolat ]

Abbildung 1 Prozessschritte und (Neben-)produkte der wassrigen Extraktion mit anschlieBender

isoelektrischer Fallung.



Das gewonnene Isolat wurde anschlieBend auf eine Konzentration von 13 % mit
Leitungswasser verdinnt und verriihrt. Danach wurde das Isolat auf einen pH-Wert von 7,0
mit 3 M NaOH und bei geringer Isolatmenge mit 1 M NaOH eingestellt und in 500 ml Aluschalen
geflllt. Diese wurden bei -50 °C eingefroren und anschlieend, je nach Probenmenge fir 48
bis 72 Stunden, gefriergetrocknet. Mit einem Morser wurden die getrockneten Isolat
pulverisiert und bis zur Analyse in geschlossenen Behaltern bei 14 °C gelagert.

Wassrige Extraktion mit Ultrafiltration

Erganzend zur IEP wurde der Einfluss einer Ultrafiltration (UF) untersucht. Hierzu wurde der
unter Standardbedingungen (pH 7,5, 30°C, 60 min) hergestellte Extrakt mit 3 M HCL auf pH
6,8 eingestellt und mittels einer 10 kDa Membran bei 30°C ultrafiltriert. Die Prozessschritte
wahrend der Proteinextraktion sind in Abbildung 2 dargestellit.

AB-Mehl/ Ext.raktior? Exctrakt Zentrif.ugatfon/ Perment
Wasser Zentrifugation Ultrafiltration
[
[ etomtar ]

Neutralisation
Gefriertrocknung

|
[ Neutrales Isolat ]

Abbildung 2 Prozessschritte bei der wassrigen Extraktion mit anschlieender Ultrafiltration.

Saure Vorextraktion

Zur Abtrennung von Phytinsdure wurde zudem der Einfluss einer sauren Vorextraktion (SVE)
auf die Gewinnung der Proteinkonzentrate analysiert. Dazu wurde das Ackerbohnenmehl und
Wasser in einem Verhéaltnis von 1:16 in einem 4L Reaktor unter Ruhren (200 U/min) 105
Minuten extrahiert (siehe Abb. 3). Der pH-Wert wurde mit 3 M HCI auf 4,5 bzw. 5,5 eingestellt,
die Temperatur betrug 30 °C. Durch Zentrifugation (20 °C, 4000*g, 20 min) wurde der saure
Extrakt vom Sediment abgetrennt. Das Sediment wurde als Feuchtmasse 1:10 mit Wasser
gemischt und wie oben beschrieben extrahiert und die Proteine durch isoelektrische Fallung

gewonnen.
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|
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|
[ Neutrales Isolat ]

Abbildung 3 Prozessschritte bei der sauren Vorextraktion mit anschlieBender Extraktion und
isoelektrischer Fallung.

ZielgroRen zur Bilanzierung

Die Bewertung des Einflusses von Prozessparametern und Prozessschritten wahrend der
Gewinnung von Proteinkonzentraten aus der Ackerbohne erfolgte anhand folgender
ZielgroRen: Trockensubstanzausbeute (TMA) und Proteingesamtausbeute (PGA), die sich
mittels der Gleichungen 1 und 2) berechnen lassen:

TMA [%] = 22255 100 (1)
mJCXTSx
PGA [%] _ my X TSy X Proteiny % 100 (2)

MM x TSy X Proteiny

3.2.4 Bestimmung der analytischen Zusammensetzung

Trockensubstanzgehalt

Zur Bestimmung des Trockensubstanzgehalts wurden die festen und fliissigen Proben in
einem Keramiktiegel im Ofen (TGA 601 Leco Instrumente, Mdnchengladbach) auf 105 + 2 °C
erhitzt, um das enthaltene Wasser zu verdampfen. Der Trockensubstanzgehalt wurde dann

gravimetrisch bestimmt und durch die Software des Gerats berechnet (IVV, 2014 a).

Proteingehalt
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Der Proteingehalt wurde anhand des Stickstoffgehalts nach der Methode von DUMAS
bestimmt. Dazu wurde eine feste oder fllissige Probe in einen Keramiktiegel abgewogen und
in dem Verbrennungsrohr seiner atmospharischen Gase entzogen. Danach wurde der Tiegel
in den Brennraum des Ofens geschoben und komplett verbrannt. Die Verbrennungsgase
werden in einem Sammelbehalter gefillt unter stdndiger Beobachtung von Druck und
Temperatur. Der NOy-Anteil der homogenisierten Gase wurde dann im Reduktionsofen in N>
umgewandelt. Zur Berechnung des Rohproteingehaltes wurde das Resultat mit einem
Verhéaltnisfaktor von 6,25 multipliziert (IVV, 2012).

Aschegehalt

Zur Bestimmung des Aschegehalts wurden die festen und flissigen Proben in einem
Keramiktiegel im Ofen (TGA 601 Leco Instrumente, Monchengladbach) bei 550 °C verascht
und danach gegluht. Somit blieben die anorganischen Inhaltsstoffe der Probe als sogenannte
Asche (Gluhrickstand) zuriick. Der Aschegehalt wurde dann gravimetrisch durch

Differenzwagung bestimmt und durch die Software des Gerats berechnet (IVV, 2014 b).

Fettgehalt

Der Bestimmung des Fettgehalts wurde nach der Methode von Soxhlet bestimmt. Dazu
wurden 1 g Probenmaterial in eine Extraktionshilse eingewogen. Die Extraktion erfolgte
mittels der Blchi Apparatur B811, wobei als Lésungsmittel n-Hexan zum Einsatz kam. Die
Extraktionsdauer betrug 6 Stunden und umfasste somit mindestens 30 Extraktionszyklen.

Starkegehalt
Die Bestimmung des Starkegehalts erfolgte enzymatisch mittels Starke Testkit der Fa. r-

biopharm. Um die Starke in eine I6sliche Form zu uberfihren, wurden die Proben mit
Dimethylsulfoxid DMSO und Salzséure inkubiert. Nach Anpassen des pH-Werts (pH 4-5),
wurden die Proben auf ein konstantes Volumen aufgefillt und filtriert. Diese Ansétze wurden
zur enzymatischen Bestimmung eingesetzt. Durch Spaltung der Starke mittels
Amyloglucosidase entsteht D-Glucose, die nach Phosphorylierung durch Hexokinase durch
NADP oxidiert wird. Das dabei entstandene NADPH wurde photometrisch bei 365 nm
bestimmt. Die wahrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der durch Hydrolyse der

Starke gebildeten D-Glucose-Menge proportional.

3.2.5 Bestimmung antinutritiver Inhaltsstoffe

Bestimmung der Oligosaccharidgehalte
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Die Bestimmung der Oligosaccharide erfolgte mittels High Performance Anion Exchange
Chromatography unter Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD). Die Auftrennung der
Oligosaccharide fand in einer CarboPac PA10 Saule und CarboPac PA10 Vorsaule (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) statt. Die Probenextraktion und Aufbereitung sowie die
Bedingungen der Flielmittel wurden in Anlehnung an Fritsch, Vogel & Toelstede (2015)
durchgefihrt.

Bestimmung kondensierter Tannine

Die Bestimmung von kondensierten Tanninen unterliegt dem in Abbildung 4 dargestellten
Reaktionsprinzip und wurde in Anlehnung an einen modifizierten Vanillin-HCI| Assay nach
Hagermann (2002) durchgefihrt. Dabei reagiert das aromatische Aldehyd Vanillin mit dem
metasubstituierten Ring des Flavonols, unter Ausbildung einer bei 500 nm photometrisch

messbaren, rétlichen Farbung.

OH
OH

HO o ©/
H+
OoH —

OH

catechin T
R vanillin adduct

| J\ Amax 500 nm

vanillin

Abbildung 4: Reaktion des Vanillin-HCI-Assays.
Quelle: Hagermann, 2002.

Fiar die Extraktion wurden jeweils 0,2 g der Probe in ein 15 mL Zentrifugenrdhrchen
eingewogen, mit 10 mL der Methanol-Losung mit 1% Salzsaure versetzt und auf einem
Vortexer gemischt. AnschlieBend wurden die Proben in einem Ultraschallbad bei 30 °C
extrahiert. Nach 20 Minuten erfolgte eine Zentrifugation bei 3.000 x g fir 10 Minuten. Der
Uberstand wurde in ein Zentrifugenrohrchen bis zur Analyse auf Eis gelagert. Zur Herstellung
des Catechin-Standards wurden 3,0 mg (+)-Catechin in einen 10 mL Messkolben eingewogen
und in ca. 5 mL absolutem Methanol gelost. Die Lésung wurde anschliel3end auf ein Volumen
von 10 mL mit absolutem Methanol aufgefiillt. Die Lagerung erfolgte in einer dunklen Flasche
bei 4 °C fur drei Tage. Der Catechin-Standard (Konzentration von 0,3 [mg - (mL)™]) wurde fir
die Standardldsungen verdinnt. Fir die Standardreihe wurde die Stammlésung in folgenden

Konzentrationen mit absolutem Methanol in Reagenzglasern verdinnt (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Standardreihe mit entsprechender Catechin-Konzentration.

Standard Konzentration Catechin [mg - (mL)?]

0
0,06
0,12
0,18
0,24

0,3

a b~ 0N - O

Die Erstellung der Kalibriergeraden erfolgte nach dem Pipettierschema (vgl. Tabelle 4). Dabei
wurde einer Standardreihe die Methanol-Losung (4% HCI) hinzugegeben und der zweiten
Standardreihe das Vanillin-Reagenz. Die Zugabe der Reagenzien erfolgte im 2 Minuten-
Abstand.

Tabelle 4: Pipettierschema zur Erstellung der Kalibriergerade fur die Tanninbestimmung.

STD O STbl1 STb2 STD3 STD4 STD5S

Catechin-STD [mL] 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Abs. Methanol [ml] 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Inkubation im Wasserbad bei 30 °C

Vanillin- Reagenz
bzw. 4% HCl-in 5 5 5 5 5 5
Methanol [ml]

Inkubation ftir 20 min bei 30 °C

Fur die Auftragung und anschlieBende Quantifizierung wurde die Absorption der
Standardreihe mit der 4% HCI in Methanol-Losung (Blank) von der Absorption der
Standardreihe mit dem Vanillin-Reagenz abgezogen. Diese Absorption wurde anschlieRend
gegen die Catechin-Konzentration [mg/ (mL)] aufgetragen, wobei eine Kalibriergerade
entsteht.

Das Pipettierschema zur Bestimmung der Tannin-Gehalte ist Tabelle 5 zu entnehmen. Dabei
entspricht der Sample Blank (SB) der Absorption, die durch die Probe wahrend eines

Testvorgangs verursacht wird.
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Tabelle 5: Pipettierschema zur Tanninbestimmung.

Probe SB
Probenextrakt [mL] 1 1
Inkubieren im Wasserbad bei 30 °C
Vanillin-Reagenz [mL] 5 0
4% HCI in Methanol [mL] 0 5

Exakt 20 Minuten bei 30°C inkubieren

Nach genau 20 Minuten wurde die Probe bei 500 nm photometrisch gemessen. Die
Auswertung erfolgte anhand der ermittelten Kalibriergerade. Mittels der Geradengleichung
wurde der Tannin-Gehalt als Catechin-Aquivalent in der Ackerbohne berechnet. Dafur wird die
erhaltene Geradengleichung aus den Standards nach x umgestellt, wobei x der Catechin-
Konzentration [mg - (mL)™?] und y der Absorption entspricht. Aufgrund der Einwaage von 0,2 g
Probe pro 10 mL Methanol-Losung, das einer Probenmenge von 0,02 g pro mL entspricht,
kann mit Hilfe von Gleichung 3 der Tanningehalt (8) als Catechin-Aquivalente [g - (100)%]

berechnet werden.

- _ mg .
Blg -(100) ] = x [29] 5 (3)
x [mg - (mL)?] Aus Geradengleichung ermittelter Catechin-Gehalt pro mL Extrakt (1 mL

Extrakt = entspricht dem Gehalt in 0,02 g Probe)

5 Umrechnungsfaktor von [mg - (0,02 g)*] zu[g - (100 g)?]

Bestimmung des Phytinsauregehalts

Die Bestimmung des Phytinsduregehalts erfolgte mittels ,Phytic Acid Assay Kit“ der Fa.
Megazyme. Dazu fand zunachst ein enzymatischer Probenaufschluss mittels Phytase und
alkalischer Phosphatase statt. Durch Zugabe von Ammoniummolybdat und H>SO4/
Ascorbinsdure wird ein Farbstoff gebildet, der photometrisch bestimmt werden kann (siehe
Abbildung 5). Die Berechnung erfolgt mit Hilfe der Formel 4.
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Phytic acid

phytase
\J
myo-Inositol (phosphate) +P

alkaline phosphatase
\j

o

.+ myo-Inositol

ammonium molybdate

A

12-molybdophosphoric acid

H_SO, / ascorbic acid

\J
Molybdenum blue

Abbildung 5: Reaktionsschema zum Nachweis des Phytinséaure.

M-20-F
c= 10.000ED Phosphor (4)

Mit M mittlere Gehalt des Phosphor-Standards [jug/AAphosphor]

20 Extrakt-Volumen

F Verdinnungsfaktor

AA Absorptionswechsel der Probe

10.000 Umrechnung von pg/g in g/100g

E Einwaage Probe [g]

\Y Proben-Volumen

Bestimmung des Vicin und Convicin Gehalts

Zur Bestimmung der Vicin und Convicin Gehalte wurden die Ackerbohnenkernmehle zun&chst
in Anlehnung an die Methode von (Purves, Khazaei, & Vandenberg, 2018) extrahiert. Dazu
wurden ca. 30 mg Probenmaterial mit 500 pL HPLC-Wasser vermischt, 5-10 Sekunden
gevortext und fur 30 Minuten bei 1,400 rpm in einem Eppendorf Thermo Mixer inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert und der Uberstand von 400 L in ein Eppendorf-
Tube Uberfuhrt. In einem zweiten Extraktionsschritt wurde dem Rickstand erneut 500 pL
HPLC-Wasser zugegeben und das Vortexen, Inkubieren und Zentrifugieren wiederholt. Erneut

wurden 400 uL des Uberstand mit dem bereits vorhandenen 1. Uberstand zu insgesamt 800
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ML Rohextrakt kombiniert und gemischt. Ein Aliquot von 20 pL wurde entnommen und in ein
HPLC Vial mit 980 pL (90:10 Acetonitril: Wasser) fir die Analyse Uberfiihrt.

Die Quantifizierung des Vicingehalts erfolgte mittels High Performance Liquid Chromatography
(Ultimate Q300 HPLC) unter Anwendung eines LC-UV Detektors.

Die Kalibriergerade zur Berechnung der Vicingehalte ist Abbildung 6 zu entnehmen.

8
6 y = 380,32x-0,0279 .- ®
4
2 e
8 2
0 0,005 0,01 0,015 0,02
c(g/ml)

Abbildung 6: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Vicin in Ackerbohnenmehlen und -konzentraten.

Die Berechnung der Convicin Gehalte erfolgte in Anlehnung an das Lambert Beersche Gesetz

(siehe Gleichungen 5 und 6).
Vicin: E, = &y X ¢ X d (5)

.. &
Convicin: Ec = g¢ X ¢ Xd = g—cx gy Xc xd (6)
\4

Der Korrekturfaktor fir Convicin wurde berechnet aus den molarem Extinktionskoeffizienten;
diese sind fir Vicin: € = 16,400 mol/cm und fiir Convicin: € = 17.400 mol/cm, woraus sich der

Korrekturfaktor von 1,06 ergab.

3.2.6 Bestimmung der endogenen Enzymaktivitat

Bestimmung der Trypsininhibitor-Aktivitét

Die Bestimmung der Trypsininhibitor-Aktivitdt (TIA) erfolgte mit der am Fraunhofer IVV
etablierten Standardmethode. Dazu wurde das Substrat Benzoyl-DL-arginine-p-nitroanalide-
hydrochloride (BAPA) verwendet (Hamerstrand, Black, & Glover, 1981). Die Extraktion der
Trypsininhibitoren (T1) aus den Ackerbohnenproben erfolgte in einer 0,1 M NaOH Ldsung (pH-

Wert 9,9) fur 3 Stunden bei Raumtemperatur. Nach einem definierten Pipettierschema (siehe
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Tabelle 8) wurde dem Enzymrohextrakt sowohl Trypsin als auch das Substrat BAPA
hinzugegeben. Dabei kann Trypsin das Substrat BAPA spalten und es entsteht ein farbiges

Chromophor p-Nitroanilin (siehe Abbildung 7).

L il
L\ LN _(_,_0 s NO, N N ;()
« HCI s - [ ~Y HCI 2% )
H M T : H.o aM NO,
¢ N rypsin H i Pt
L L } TN T Lo, N N on, f \'
i cH, e T +H;0 \' TCH; o r A
| HNT NF
NH 0 NH o 2
N-a-Benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide N-a-Benzoyl-L-arginine p-nitroaniline

Abbildung 7: Reaktionsschema zum Nachweis der Trypsininhibitor-Aktivitat.

Die gemessene Extinktion ist dabei proportional zur Trypsin-Aktivitat. Durch die Anwesenheit
von Tl im Enzymrohextrakt wird die p-Nitroanilin-Freisetzung reduziert, da die Aktivitat des
Trypsins gehemmt wird (Panta, 2017). Der Sample Blank (SB) ist identisch zur Probe und
enthalt den Enzymrohextrakt, wohingegen der Reagenzien Blank (RB) nur die Reagenzien
und anstelle des Extraktes Wasser enthélt. Durch Differenz dieser Werte kann die TIA ermittelt
werden (Hamerstrand et al., 1981).

Fur die Auswertung ist eine Trypsin Unit (TU) definiert, als der Absorptionsanstieg von 0,01
pro 10 mL Reaktionsldsung. Zuerst werden dabei mit Hilfe des Sample Blanks die
Absorptionen korrigiert (siehe Formel 7). AnschlieRend wird die Trypsin-Aktivitat in Trypsin-
Units (TU) mittels Forme 8 bestimmt. Daraus kann mit Hilfe der Formel 9 die Trypsininhibitor-
Aktivitat (TIA) (bzw. Trypsininhibitor-Units (TIU)) berechnet werden.

Abskorr:AbSProbe_AbSSB ) (VExtrakt 2 mL) (7)
Absior mit Sample Blank korrigierte Absorption [nm]
Absprone Absorption der Probe [nm]
Abssg Absorption des Sample Blanks [nm]

Vexrakt EXtraktvolumen [mL]

Aktivitat [TUL0 min] = AbSkerr -100 (8)
TI-Aktivitat [TIUmL Probelbsung] = (AbSo mi probe=ADbSx mi probe) *100 (9)

Absy m. Probe mit Sample Blank korrigierte Absorption bei 0 mL Probe [nm]

Abs; . Probe mit Sample Blank korrigierte Absorption bei x mL Probe [nm]
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Bestimmung der Lipoxygenase-Aktivitét

Die von der Lipoxygenase (LOX) katalysierte Reaktion ist vor allem die Dioxidation von
mehrfach ungesattigten Fettsduren in konjugierte Hydroperoxide (Binczak, Samotyja, &
Matecka, 2016). Wichtig fir den Ablauf der Reaktion ist das Vorhandensein einer cis-cis-1,4-
Pentadien-Struktur in der Fettsdure sowie die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und
einem Substrat (Schweiggert, Schieber, & Carle, 2005). Zu den geeigneten Substraten zéhlen
vor allem freie Fettsauren, die eine Methylgruppe zwischen zwei Doppelbindungen aufweisen,
wie beispielsweise die Linol- und Linolensdure. Die Reaktion der LOX mit geeigneten
Substraten gliedert sich in drei Schritte. So wird zuerst der Wasserstoff aus der Methylgruppe,
die sich zwischen zwei Doppelbindungen befindet, entfernt, wodurch ein Radikal entsteht.
AnschlieRend wird das Radikal in konjugierte Diene umgewandelt und zuletzt erfolgt eine
stereospezifische Einbringung von Sauerstoff in das Substratmolekil, wodurch ein
Hydroperoxid gebildet wird. Die primaren Reaktionsprodukte, die aus der Linolsdure gebildet
werden, sind 9- und 13-Hydroperoxide (siehe Abbildung 8) (Binczak et al., 2016).

o}
LOX + 02
A
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(0] HOQ,
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“~~._ conjugated diene chromophore,
absorbance at 234 nm

Abbildung 8: Mechanismus der Lipoxygenase.
Quelle: Binczak et al., 2016.

Fir die Extraktion wurden jeweils 0,1 g der Probe in ein Becherglas eingewogen und die
I6slichen Proteine und Enzyme mit 20 mL Phosphat-Puffer (pH 6,5) fir 15 Minuten bei 4 °C
extrahiert. Der Enzymrohextrakt wird nach dem Pipettierschema (siehe Tabelle 7) mit den
bendtigten Reagenzien versetzt, SB steht hierbei fur ,Sample Blank* mit inaktiviertem Enzym

und RB meint den ,Reagenzien Blank".

Tabelle 6: Pipettierschema zur Bestimmung der Lipoxygenase-Aktivitat.
Probe SB RB

Phosphat Puffer pH x [uL] 1.100 1.100 1.200
Enzymrohextrakt [pL] 100 0 2
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Inaktiviertes Enzym [uL] 0 100 0
Substrat mit Linolsaure [ul] 120 120 120
Fur die Bestimmung der Enzymkinetik erfolgte eine photometrische Messung fiir insgesamt

10 Minuten in 30 Sekunden Intervallen bei 234 nm. Alle Messungen fir die pH-Wert Kinetik
wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt, fir die Temperaturkinetik erfolgten die Messungen

bei angepasster Temperatur (20 °C bis 90 °C).

Mittels Formel 10 wurde anschlieRend die Enzymaktivitat [nkat (mLee?)] berechnet. Die Probe
und der Sample Blank (inaktiviertes Enzym) wurden um den Reagenzien Blank (RB) korrigiert.
AnschlieBend wurde ein Zeitfenster von 60 Sekunden mit einem linearen Absorptionsanstieg
gewahlt und der Absorptionsanstieg AA pro Minute evaluiert. Die Enzymaktivitat wurde
definiert als eine Erhohung der Absorption von 0,001 pro Minute bei 234 nm unter
Testbedingungen (THEERAKULKAIT & BARRETT, 1995). Zuletzt wurde die Enzymaktivitat
auf den Proteingehalt in der Probe, welcher mittels Bradford Assay quantifiziert wurde,

bezogen.

VipL] 1 11
v[uL] eg[L-(mol-cm)~1] d[cm] At[sec]

Ej[nkat -+ (mLgg)™1] = AA (10)

AA Steigung pro Minute

V [uL] Gesamtvolumen in Kivette [uL]

V [UL] Volumen Enzymextrakt in Kivette [pL]

€ Extinktionskoeffizient: 25.000 [L - (mol - cm)]
d Kivettendicke [cm]

At Zeitintervall [s]

F Verdinnungsfaktor

Bestimmung der Peroxidase-Aktivitat

Die Bestimmung der Peroxidase (POD)-Aktivitat erfolgte in Anlehnung an eine modifizierte
Methode nach (Ghamsari, Keyhani, & Golkhoo, 2007). Dabei oxidiert die in dem
Enzymrohextrakt vorliegende POD in Gegenwart von Wasserstoffperoxid das Substrat
Guajakol (o-Methoxyphenol) zu Tetraguajakol. Die dabei auftretende orangene Farbung, die
der Enzymaktivitat proportional ist, kann photometrisch bei 470 nm bestimmt werden
(Ghamesari et al., 2007). Der Mechanismus der Reaktion ist in der Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Reaktionsgleichung der Peroxidase-Aktivitat.
Quelle: (Zeraik, Souza, Fatibello-Filho, & Leite, 2008).

Fir die Extraktion wurden jeweils 0,2 g der Probe in ein Becherglas eingewogen und mit 15 mL
Citrat-Phosphat-Puffer (pH 7) fur 30 Minuten bei 4 °C extrahiert. Der Enzymrohextrakt wurde
nach dem Pipettierschema (siehe Tabelle 8) mit den bendtigten Reagenzien versetzt. Die
Test-(SB) bzw. Blank-(RB) Losung wurde fir die pH-Wert Kinetik (pH 3 bis pH 7) zuvor

eingestellt und anschlieRend mit 15 mM Guajakol versetzt.

Tabelle 7: Pipettierschema zur Bestimmung der Peroxidase-Aktivitat.

Probe SB RB
Enzymrohextrakt [uL] 90 90 0
Wasser [uL] 0 0 90
Test-Losung mit 15 mM Guajakol 2900  2.900 2 900
[uL]
Wasserstoffperoxid [pl] 10 0 0
Wasser [uL] 0 10 10

Die Enzymaktivitat wird durch photometrische Messung der Adsorption fir insgesamt
10 Minuten in 30 Sekunden Intervallen bei 470 nm gemessen. Alle Messungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt, fir die Temperaturkinetik erfolgten die Messungen bei
angepasster Temperatur (20 °C bis 90 °C).

Die Ermittlung der Enzymaktivitat erfolgt analog zur LOX-Aktivitat [nkat - (mLgg™)] mit Hilfe von
Formel 11. Die Probe und der Sample Blank wurden um den Reagenzien Blank korrigiert.
AnschlieRend wurde ein Zeitfenster von 60 Sekunden mit einem linearen Absorptionsanstieg
gewahlt und die Steigung pro Minute AA evaluiert. Die Enzymaktivitat wird ebenfalls auf den
Proteingehalt in der Probe, quantifiziert mittels Bradford Assay, bezogen.

. -11 — Az 1 11
EA[nkat (mLEE) ]_AA v[uL] €[L-(mol-cm)~1] d[cm] At[sec] F (11)
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AA Steigung pro Minute

V [uL] Gesamtvolumen in Kivette [uL]

V [uL] Volumen Enzymextrakt in Kivette [uL]

£ Extinktionskoeffizient: 26.600 [L - (mol - cm)?]
d Kivettendicke [cm]

At Zeitintervall [s]

F Verdunnungsfaktor

Bestimmung der Proteingehalte mittels Bradford Assay

Fur die Berechnung der endgultigen Enzymaktivitait wurde der Proteingehalt der
Enzymrohextrakte bestimmt. Die Analyse des Proteingehalts erfolgte mittels Bradford-Assay
mit der am Fraunhofer IVV etablierten Methode. Bei dieser Methode bilden sich mit Hilfe des
Triphenylmethanfarbstoffes Coomassie-Brillant-Blau G-250 Komplexe mit den kationischen
und unpolaren Seitenketten von Proteinen. Diese Komplexbildung mit Proteinen stabilisiert
den Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Sulfonatform. Dadurch verschiebt
sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm. Im Vergleich hierzu liegt das Absorptionsmaximum
der roten, ungebundenen, kationischen Form des Farbstoffes bei 470 nm. Mittels externer
Kalibrierung mit Rinderserum-Albumin (BSA) im Konzentrationsbereich von 5-30 mg/mL

erfolgte die Quantifizierung der Proteingehalte.

Herstellung geeigneter Probenverdiinnungen

Die Enzymrohextrakte wurden mit demineralisiertem Wasser 1:10 verdinnt. Aus dieser
hergestellten Verdinnung wurden die weiteren Verdinnungen 1:50, 1:100 sowie 1:200
hergestellt.

Herstellung der Standardlésungen

Fur die Standardldsungen wird die Stamml6sung, die eine Konzentration von 1,45 mg/mL
besitzt verdinnt. Die Standardldsungen sind fir die Kalibriergerade (siehe Abbildung 10)

notwendig, um die Proteingehalte der Enzymextrakte zu bestimmen.
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Abbildung 10: Bradford-Kalibrierreihe mit Bestimmtheitsmaf und Geradengleichung.

Die Lipoxygenase- und Peroxidase-Aktivitat kann anschlieBend mit dem ermittelten

Proteingehalt [nkat - (Mgproteint)] SOWie Formel 13 berechnet werden.

__ Eg[nkat - (mLgg)~]- 1000
EA N cprotein[Mprotein’ (LEE)™!] (12)

= Enzymaktivitat [nkat - (mLee™)]
CProtein Proteingehalt [Mgprotein * (Lee™)]
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3.2.7 Analyse der funktionellen Eigenschaften

Proteinldslichkeit

Zur Bestimmung der Proteinldslichkeit wurde ein standardisiertes Untersuchungsverfahren in
Anlehnung an die Proteinléslichkeitsbestimmung nach C.V. Morr und die Bestimmung des
NSI-Wertes nach der offiziellen AOCS Methode (Ba 11.65; 1993) bzw. AACC (46-23; 1990)
durchgefthrt. 1,5 g Probe wurde in 50 ml einer 0,1 M Natriumchloridldsung bei einem
bestimmten eingestellten pH-Wert mit Zugabe weniger Tropfen Entschaumer (Struktol
SB2010, Schill und Seilacher) verrihrt. Nach einer Stunde Rihren wird der Ansatz in einen 50
ml Messkolben dberfiihrt und das Probenbecherglas mit 0,1 M Natriumchlorid-Lésung
nachgespilt. Anschliel3end wird auf das definierte Volumen aufgefillt und durch Schutteln die
Losung vermischt. Der nicht geldste Anteil durch Zentrifugation (15 min, 20.000 g, 15 °C)
entfernt. Das geloste Protein wird aus dem Uberstand gefiltert (Whatman No.1 Filter,
Healthcare Europe GmbH, Freiburg) und durch Stickstoffanalyse nach Dumas ermittelt. Aus
dem ermittelten Stickstoffwert wird der Proteingehalt durch Multiplikation des spezifischen
Proteinfaktors (5,7) berechnet. Der Anteil an geldstem Protein wird mit dem
Gesamtproteinanteil in Relation gesetzt, womit man eine Angabe des geldsten Proteinanteils
in Prozent erhalt (IVV, 2016 b).

Wasserbindevermégen

Zur Bestimmung des Wasserbindevermégens werden 2 g der Probe in ein Zentrifugenglas
eingewogen und demineralisiertes Wasser im Uberschuss 1:20 zugegeben. Danach wird die
Dispersion eine Minute mit einem Reagenzglasschuttler vermischt und anschlieend 10 min
stehen gelassen, wobei die Dispersion nach 5 min und nach 10 min 30 Sekunden lang
geschuttelt wird. Die Zentrifugation erfolgt bei 1000 RZB, 20 °C fur 15 min und anschlieend
wird der Uberstandvorsichtig dekantiert. Der im Zentrifugenglas befindliche mit Wasser
gesattigte Rickstand, wird ermittelt und mit der eingewogenen Menge an Probe verrechnet.

Dadurch erhalt man das pro Gramm Probe gebundene Wasser (1VV, 2014 d).

Emulgierkapazitit

Die Emulgierkapazitat wurde bei dem Proben-pH-Wert, der bei allen Proben im neutralen
Bereich lag, sowie bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) bestimmt. Dabei wurden eine 1 %ige
homogene Probenlésung mit 1 g Probe und 99 g Leitungswasser hergestellt. Diese wurde in
das IKA-Reaktorsystem (berfiihrt. Nach kontinuierlicher Zugabe von Ol (Maiskeimol,
Mazerola, Peter Kolin KGaA) bei eingeschaltetem Ultraturrax (T25, IKA-Werke, Staufen) mit

11000 U/min wurde die Leitfahigkeit des Systems bis zur Phaseninversion bestimmt
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(Leitfahigkeitsmessgerat, LF 521, WTW Weilheim), die durch ein abruptes Absinken auf < 10
uS der elektrischen Leitfahigkeit detektiert wird. Die Emulgierkapazitat wurde in ml Ol/g
Proteinisolat angegeben (IVV, 2014 f).

Minimale Gelbildungskonzentration

Die zu untersuchenden Proben wurden in geeigneten Konzentrationen von 2%, 4%, 6%, 8%,
10%, 12%, 14%, 16%, 18% und 20% (w/v) in 0,1 mol/L Natriumphosphatpufferldsung bei pH
6,8 suspendiert und anschliel3end bei 95 °C fiir eine Stunde im Wasserbad erhitzt. Daraufhin
wurden die Proben ziigig abgekihlt, und zwei Stunden bei 4 °C bis zur Analyse gelagert. Die
minimale Gelbildekonzentration ist die Konzentration, bei der das Gel eine hohe Viskositat und
ein Gel bildet.

3.2.8 Sensorische Analyse - Ackerbohnenmehle/ -Konzentrate und Modelllebensmittel

Die Sensorische Prifung im Rahmen von AP4 erfolgte nach dem Prinzip der Einzelprifung
mit Intensitatsangabe, bei welcher die Teilnehmer den Geruch (ortho- und retronasal), den
Geschmack (bitter) und die Beliebtheit der Suspensionen auf einer Skala von 0-10 bewerten
sollten. Die Verkostung wurde mit Probanden des Fraunhofer IVV durchgefuhrt. Ausgewahlte
Ackerbohnenmehle und —Konzentrate wurden sensorisch evaluiert. Zur Bewertung der reinen
Mehle und Konzentrate erfolgte die Herstellung von 3 %igen [w/v] Suspensionen. Diese
wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer Farbe, der orthonasalen Wahrnehmung (Geruch), dem
Geschmack und ihrer Beliebtheit getestet. Die Proben wurden dafir in kleinen Weckglasern
auf einem weilRen Tablett in zufélliger Reihenfolge angeordnet. Das Panel bestand aus 12 bis
14 Personen, die gesundheitlich nicht beeintrachtigt waren. Die Sensorik wurde in einem daflr

vorgesehenen Sensorik Prifraum bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

3.2.9 Farbmessungen

Zur objektiven Beurteilung der Farbe der einzelnen Proben wurde diese mittels des
Farbmessgerats ,DigiEye* gemessen und bewertet. Der Messaufbau besteht aus einem
DigiEye Cube und einer SLR-Kamera zur Bildaufnahme. Die Auswertung fand mittels des
Softwareprogramms DigiEye V2.61 statt. Alle Messungen erfolgten auf weiRem Hintergrund.
Zur Messung wurde die Probe in einer Petrischale in die Probenkammer platziert (moglichst
mittig) und anschlieRend bei geschlossener Kammer fotografiert. Das Softwareprogramm

ermittelt anhand der Bildaufnahme die L*a*b*-Koordinaten, mit denen eine exakte Aussage
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Uber die Lage der 48 Probenfarbe im gesamten Farbraum getroffen werden kann. Dieser
Farbraum ist auf Grundlage der Gegenfarbentheorie konstruiert und ist Gerate unabhangig.
Das Farbmodell ist in der EN 1SO 11664-4 genormt. Jede wahrnehmbare Farbe ist durch die
3 Koordinaten L*a*b* definiert. L* steht fur die Helligkeit (0 < L* < +100; O=schwarz, 100=weil3),
auf der a*-Achse liegen sich Griin und Rot gegentiber (-150 < a* < +100; (-a=griin, +a=rot),
und auf der b*-Achse liegen sich Blau und Gelb gegeniiber (-100 < b* < +150; -b=blau,
+b=gelb).

3.2.10 Herstellung von Modelllebensmitteln

Rezeptur und Herstellung von Rihrkuchen

Fur die Herstellung der Rihrkuchen wurden die Rezepturbestandteile (vgl. Tab. 9) in eine
Ruhrschissel gegeben, mit einem Handruhrer zunachst vermischt und anschlie3end der Teig
fur 2 Minuten auf hochster Ruhrstufe homogenisiert, bevor er zu je 300 g + 0,5 g in die
Backformen eingefiillt wurde. Die Teige wurden 45 Minuten bei 180 °C und Ober-/ Unterhitze

im Ofen gebacken und im Anschluss fir 60 Minuten bei Raumtemperatur abgekiihit.

Tabelle 8: Rezeptur zur Herstellung von Rihrkuchen.

Zutaten [g] Referenz AB-Mehl
Weizenmehl 220 154
AB-Mehl 66
Backpulver 6 6
Milch 140 140
Saccharose 200 200
ol 68 68
Ei 108 108

Rezeptur und Herstellung von Weizenbroten und glutenfreien Broten

Die Zutaten wurden entsprechend der Tabelle 10 bzw. Tabelle 11 eingewogen und das
Wasser auf 30 °C temperiert. Fir die Herstellung der Weizenbrote wurde das Weizenmehl zu
30 % durch Ackerbohnenmehl ausgetauscht. Die trockenen Zutaten wurden mit einem
Ruhrgerat vermischt, anschlieRend das temperierte Wasser zugegeben und der Teig fur
1,5 Minuten bei Riuhrstufe 3 geknetet. Der fertige Teig wurde in gefettete Backformen zu je
270 = 0,5 g portioniert und bei 30 °C und 80 % relativer Luftfeuchte fir 37 Minuten in den
Garschrank gegeben. Anschliel3end erfolgte der Backvorgang im Etagenbackofen bei 220 °C

fur 35 Minuten. Die Abkuhldauer bei Raumtemperatur betrug 2 Stunden.

25



Tabelle 9: Rezeptur zur Herstellung von Weizenbroten.

Zutaten [g] Referenz AB-Mehl
Weizenmehl 310 217
AB-Mehl 93
NaCl 7 v
Hefe 5 5
Wasser 205 205

Fir die Herstellung der glutenfreien Brote (GFB) wurden Kartoffelstarke und Ackerbohnenmehl
in den Verhéltnissen 50:50 sowie 70:30 eingesetzt. Dariiber hinaus wurde hier fur die
Wasserbindung das Hydrokolloid Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) eingesetzt, die
genaue Zusammensetzung der Rezeptur ist Tabelle 11 zu entnehmen. Zunachst wurden die
Trockenbestandteile in eine Rihrschissel eigewogen und mit einem Rihrgerat gemischt.
AnschlieBend wurden das Ol und das temperierte Wasser hinzugegeben. Der Teig wurde
ebenfalls mit einem Handrlhrgerat vermischt und zu je 270 £ 0.5g in die Backformen
portioniert. Die glutenfreien Teige wurden anschliel3end im Backofen bei 220 °C fir 35 Minuten

gebacken, die Abkihldauer bei Raumtemperatur betrug 2 Stunden.

Tabelle 10: Rezeptur zur Herstellung von glutenfreien Broten.

Zutaten [g] 50:50 70:30
Kartoffelstarke 213 208
AB-Mehl 195,5 117
HPMC 8 8
NacCl 8 8
Saccharose 2 2
Hefe 6 6
ol 12 12
Wasser 351,5 3445
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Herstellung von veganen Burger-Patties

Die Prozessschritte zur Herstellung der veganen Burger-Patties ist in Abbildung 11 dargestellit.
Fur die Herstellung der Burger-Patties wurden die trockenen Rezepturbestandteile mit einem
Loffel vermischt und pflanzliches Ol mit einem Loffel eingeriihrt. Die flissigen Bestandteile
wurden zu den vermischten Trockenstoffen dosiert und im Thermomix gerihrt. Es folgte die
Zugabe von Wasser, Farb- und Geschmacksstoffen sowie ein Mischvorgang im Thermomix.
AnschlieRend wurde Texturat zugegeben und die Masse Uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank
gelagert. Am Folgetag erfolgte die Zugabe von pflanzlichem Fett und ein erneuter
Mischvorgang im Thermomix. Final wurde das vegane Burger-Patty geformt und vor der
Verkostung mit wenig Ol angebraten.

6. Lagerung Uber
Nacht bei 4 °C

1. Mischungder
Trockenrohstoffe

2. Zugabe von
Pflanzendl und
Mischung

7. Zugabe von
pflanzlichen Fett
und Mischvorgang
im Thermomix

8. Formung der Burger

3. Zugabe von Wasser, :
Patties

Farb- und
Geschmacksstoffen

9. Anbraten in

4. Mischvorgang im o
gang | pflanzlichem Ol

Thermomix

5. Zugabe von Texturat

Abbildung 11: Bildliche Darstellung der Arbeitsschritte zur Herstellung von veganen Burger-Patties.
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Rezeptur und Herstellung von Schokoladendesserts

Die Zutaten wurden entsprechend der Tabelle 12 abgewogen, und vorab zu einer homogenen
Mischung verarbeitet. AnschlieRend wurde Milch/ Wasser im Thermomix vorgelegt und die
Mischung unter Rihren in den Thermomix dosiert. Die Mischung wurde unter kontinuierlichem
Ruhren (Rihrstufe 3) bis auf 90 °C erhitzt. Nach Ablauf der Rihrzeit, wurde das fertige Produkt

in kleine Glaser gefullt und Uber Nacht bei 4 °C gelagert.

Tabelle 11: Rezeptur zur Herstellung von Schokoladen-Desserts.

Rezepturbestandteile Versuchsstufen

V1 V2 V3 V4 V5 V6
AB-Mehl [g] 80 80 100 80 80 60
AB-Konz. [g] 40
Saccharose [g] 50 50 50 50 50 50
Kakaopulver [g] 16,5 16,5 16,5 16,5 16,5 16,5
Milch [ml] 500 500 500
Hafermilch [ml] 500
Wasser [ml] 500 500
Riihrzeit [min] 5 6 6 6 6 6
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4. Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
4.1 Analytische Zusammensetzung

Die analytische Zusammensetzung der untersuchten Ackerbohnenfraktionen (gemaf AP1) ist
in Tabelle 13 dargestellt.

Der hochste Proteingehalt lag erwartungsgeman in der Kernfleischfraktion der Ackerbohnen
vor und variierte je nach Genotyp von 27,7 % bezogen auf die TM flr die Sorten Vicia 1 und
Vicia 2 bis maximal 34,0 % bezogen auf die TM fir die Sorte Tiffany 2. Die Schalenfraktionen
der einzelnen Genotypen wiesen die geringsten Proteingehalt auf und variierten von 16,1 %
fur Vicial bis max. 22,9 % fir die Schalenfraktion des Genotyps Taifun. Auch der
Mineralstoffgehalt war in den Kernfraktionen mit Werten von 4,7 % bezogen auf die TM
(Taifun), 5,5 % bezogen auf die TM (Fuego) und 5,8 % bezogen auf die TM (Fanfare 1)
deutlich héher als in den Saaten (Taifun: 3,9 % TM; Fuego: 3,8 % TM; Fanfare 1: 4,14 % TM)
und in der Schalenfraktion. Die Starkegehalte in den Kernfraktionen variierten von 37,0 %
bezogen auf TM fiir die Sorte Tiffany 2 bis max. 50,8 % bezogen auf TM fir die Sorte Vicia 2.
Zusammenfassend fand durch die Trennung der Saaten in Kerne und Schalen eine
Anreicherung des Protein-, Mineralstoff-, und Starkegehalts in der Kernfraktion statt. Die
Fettgehalte variierten von 0,8 % bezogen auf die TM (Vicia 2) bis max. 2,1 % TM (Det Pop).
Hier war im Vergleich zur Saat die Anreicherung des Fettgehalts in der Kernfraktion nicht
eindeutig sichtbar. Wahrend die Fettgehalte der Kernfraktion in den Sorten Vicia 1, Vicia 2,
und Tiffany 3 im Vergleich zur Schalenfraktion geringfigig zunahmen, zeigten alle weiteren
Sorten keine Unterschiede im Fettgehalt der Kern- und Schalenfraktion. Unter Betrachtung
des in der Literatur angegebenen geringen Fettgehalts flr Ackerbohnen von 1-2% sind die hier
ermittelten Werte vergleichbar (Karata_, Glnay, & Sayar, 2017; Vioque, Alaiz, & Girén-Calle,
2012). Der Proteingehalt fur die Sorte Tiffany 4 war mit 30,8 % TM etwas niedriger als die
Sorte Tiffany 2. Auch die kommerziell erhaltlichen Ackerbohnenmehle lagen in einer

vergleichbaren GréRenordnung fur den Proteingehalt.
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Tabelle 12: Grundzusammensetzung von ganzen Ackerbohnensamen und trockentechnisch gewonnenen

Fraktionen.
Probe ™ % Protein Asche Fett Starke
% TM % TM % TM % TM

Vicia 1 - Saat 90,2+0,1 24,8+0,0 4,0+0,0 0,8+0,1 38,7+04
Vicia 1 - Schale 90,9+0,0 16,1+ 0,2 3,6+0,1 0,8+0,0 11,5+0,9
Vicia 1 - Kerne 91,0+0,0 27,7+0,1 45+0,1 0,8+0,0 50,8 £ 0,4
Vicia 2 - Saat 89,8+0,1 259+0,1 32+0,2 0,7+0,0 37,0+£0,2
Vicia 2 - Schale 90,7 0,1 18,3+0,3 3,7x0,1 0,8+0,0 126 £0,1
Vicia 2 - Kerne 89,4+ 0,0 27,7+0,0 40+0,1 0,8+0,0 49,3+1,1
Tiffany 1 - Saat 900 + 0,0 27,2+0,2 3,6+0,0 1,+0,0 349+04
Tiffany 1 - Schale 90,1 +0,0 16,8 £ 0,0 3,4+£0,0 0,8+0,0 10,2+ 0,6
Tiffany 1 - Kerne 88,5+0,0 30,6 £0,1 42+0,0 0,9+0,0 47,4 £0,4
Tiffany 2 - Saat 88,9+0,0 30,0+0,1 3,3+0,0 0,7+0,0 28,3+0,3
Tiffany 2 — Schale 89,7+0,1 216 +£0,1 3,3£0,0 1,2+0,1 154+0,1
Tiffany 2 - Kerne 89,0+0,0 34,0+£0,0 3,4+£0,0 1,1+£0,1 37,0£0,1
Divine — Saat 88,7+£0,0 25,6 +0,1 35%0,0 1,+0,1 31,3+0,2
Divine — Schale 89,9+0,0 20,3+0,0 35100 1,2+0,1 16,5+0,1
Divine — Kerne 89,1+0,1 28,6 £0,1 3,6x0,1 1,1+£0,0 47,8 0,7
Fanfare 1- Saat 87,3+0,0 26,2+0,2 41+0,0 1,2+0,0 30,6 +0,8
Fanfare 1- Schale 88,8+0,1 19,0+0,4 3,6+0,0 1,3+£0,1 145+0,1
Fanfare 1 — Kerne 87,7+0,0 30,6 +0,1 58+0,1 1,2+0,0 39,7+0,5
Taifun — Saat 86,2+ 0,0 26,7+ 0,19 3,9+0,0 1,4+0,1 30,5+1,2
Taifun — Schale 88,3+0,0 23,0+£0,2 36+0,1 15+£0,0 17,2+0,7
Taifun — Kerne 86,2+0,4 29,4+0,0 4,701 15+0,1 39,8+ 0,4
Fanfare 2 — Saat 86,5+0,1 259+0,1 3,7+0,3 1,4+0,0 30,7+0,9
Fanfare 2 — Schale 88,0+0,1 20,4+0,0 3,3+0,0 1,5+0,1 152+15
Fanfare 2 — Kerne 86,4+0,1 29,5+ 0,3 4,7+0,5 1,4+0,0 40,1 +0,5
Tiffany 3 — Saat 86,3+0,0 26,9+0,0 3,6+0,0 1,5+0,0 31,6+0,1
Tiffany 3 — Schale 87,9+0,0 228+0,2 3,4+0,0 1,5+0,0 171+£1,2
Tiffany 3 — Kerne 86,0+0,1 30,6 £0,1 43+0,1 1,5+£0,1 40,4+0,9
Fuego — Saat 86,2+0,0 26,4+0,0 3,8+0,0 1,3+0,0 324+11
Fuego — Schale 88,2+0,0 209+0,0 3,3%0,1 1,8+0,3 160+1,1
Fuego — Kerne 86,3+0,0 29,6 +0,0 55+0,2 1,87 £0,0 39,0+0,0
Det Pop — Saat 84,5+0,0 27,1+0,2 3,7+0,0 1,6+0,0 29,2+0,1
Det Pop — Schale 87,1+0,0 219+0,1 35+0,0 19+0,1 17,6 £0,6
Det Pop — Kerne 84,1+0,2 30,6 £0,2 38+0,1 22+0,1 38,5+0,8
Melodie — Saat 86,3+0,1 26,4+ 0,2 3,5£0,0 1,4+£0,1 31,1+0,7
Melodie — Schale 87,8+0,1 19,7+0,1 3,2+0,0 1,6+0,1 15,0+ 0,5
Melodie — Kerne 86,6 + 0,0 30,6 +0,1 3,7+0,0 18+0,1 399+11
Tiffany 4 89,9+0,0 30,8+0,2 - - -
ABM1 92,2+ 0,0 30,9+0,3 - - -
ABM2 89,2+0,1 27,8+ 0,0 - - -
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4.2 Antinutritive Inhaltstoffe

DarlUber hinaus sah AP1 die Bestimmung der antinutritiven Inhaltsstoffe (Oligosaccharide,

kondensierte Tannine, Phytins&dure und Vicin/Convicin) vor.

Oligosaccharidgehalte

In Tabelle 14 sind die Gehalte an Saccharose sowie der Gesamtgehalt an Oligosacchariden

bestehend aus Raffinose, Stachyose und Verbascose gegeniibergestellt.

Tabelle 13: Gegenlberstellung der Gehalte an Saccharose und Oligosacchariden in
Ackerbohnenfraktionen.

Kerne Schale* Saat
Sorte Saccharo  Oligosaccharid Saccharose Oligosaccharide  Saccharose Oligosaccharide
se e [% T™M] (% T™] (% T™] (% TM]
[% TM] [% TM]
Vicia 1 1,8 4,1 0,1 0,0 14 2,9
Vicia 2 1,7 33 0,2 0,3 14 2,8
Tiffany 1 14 23,2 0,2 0,4 11 25
Tiffany 2 3,2 4,4 0,0 0,0 0,9 19
Divine 1,8 4,8 0,0 0,0 0,9 2,4
Fanfare 1 1,3 3,9 0,1 0,0 1,0 2,4
Taifun 1,7 4,0 0,2 0,0 1,3 2,3
Fanfare 2 1,3 3,7 0,1 0,0 1,0 18
Tiffany 3 1,2 34 0,1 0,0 0,9 2,0
Fuego 14 3,0 0,0 0,0 0,9 1,7
Det Pop 14 25 0,1 0,9 0,9 2,3
Melodie 1,8 33 0,0 0,0 1,0 1,9

*kalkuliert auf den Anteil der Kerne/Schale.

Die héchsten Saccharosegehalte lagen in den Kernfraktionen der untersuchten Ackerbohnen-
Genotypen vor, diese variierten von 1,2 % TM (Tiffany 3) bis zu 3,2 % TM (Tiffany 2). In der
Schalenfraktion variierte der Saccharosegehalt von 0,1% TM (Vicial) bis 0,2% TM
(Tiffany 1). Die hochsten Oligosaccharidgehalte erzielten die Sorten Tiffany 2 bzw. Divine mit
>4 % TM. Die geringsten Oligosaccharidgehalte wies die Sorte Det Pop (2,5 % TM) auf.
Oligosaccharide lagen in der Schalenfraktion nahezu nicht vor. Ausnahmen waren die Sorten:
Vicia 2, Tiffany 1 und Det Pop, die mit 0,3 % TM, 0,4 % TM bzw. 0, % TM, bezogen auf den
Schalenanteil, hohere Oligosaccharidgehalte aufwiesen. Die ermittelten Saccharidgehalte
decken sich z.T. mit den ermittelten Saccharidgehalten von (Landry, Fuchs, & Hu, 2016). Im
Rahmen eines Sortenscreenings von 40 Ackerbohnensorten wurden Saccharosegehalte von

1-4 % bezogen auf die TM und die Oligosaccharidgehalte von ca. 2,5 bis 8 % TM ermittelt.
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Phytinsduregehalt

Die Unterschiede der Phytinsduregehalte in den Fraktionen (Kerne, Schale, Saat) fur

ausgewahlte Ackerbohnensorten sind in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 14: Phytinsauregehalte in ausgewahlten Ackerbohnensorten.

Phytinsauregehalte [% TM]

Sorte Kerne Schale Saat
Tiffany 2 0,9+0,0 0,6 +0,0 0,8+0,0
Divine 1,0£0,1 0,6 +0,0 0,8+0,1
Fanfare 1 1,5+0,0 0,8+0,0 1,3+0,0
Taifun 1,2+0,1 0,9+0,0 1,0£0,1
Tiffany 4 1,2+0,0 - -
ABM2 1,3+0,1 - -

Dargestellt sind die Mittelwerte der Doppelbestimmung (n=2).

Im Gegensatz zu Monokotyledonen (Weizen, Hafer) wurden fir die Ackerbohnen die hdchsten
Phytinsduregehalte in der Kernfraktion gemessen, die Schalenfraktion wies die geringsten
Phytinsauregehalte auf. So variierten in den Kernfraktionen die Gehalte von 0,9 % TM
(Tiffany 2) bis 1,5 % TM (Fanfare 1) und in den Schalenfraktionen von 0,6 % TM bis 0,9 % TM.
Diese Gehalte decken sich mit den in der Literatur angegebenen Phytinsauregehalten, die

zwischen 0,6 bis 2,0 % TM (Samen) angegeben wurden (Oomah et al., 2011).
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Gehalte an kondensierten Tanninen

In Abbildung 12 sind die Tanningehalte als Catechin-Aquivalente fiir die Sorten Tiffany 2,
Tiffany 4 und Fanfare 1 sowie fiur zwei weitere Sorten (Vicia 2 und Taifun), die laut
Zuchterangaben tanninfrei sind, dargestellt.
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Tanningehalt als Catechin-
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Tiffany 2 Fanfare 1 Tiffany 4 Vicia2 Taifun

Abbildung 12: Tanningehalt als Catechin-Aquivalente in den verschiedenen Ackerbohnen-Fraktionen.
Untersucht wurden Schale (W), Saat (M) und Kerne (™).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=4).

In den Schalenfraktionen der Sorten Tiffany 2 (1,3+0,2[g - (100 g)?]) und Fanfare 1
(1,7+0,1[g - (100 g)Y]) wurden die hochsten Tanningehalte, bestimmt als Catechin-
Aquivalente, quantifiziert. Die Gehalte in der Saat waren fiir die Sorten Tiffany 2 und Fanfare 1
deutlich geringer (0,3 bis 0,6 [g - (100 g)]) und in den Kernen nahezu nicht mehr vorhanden.
In der Schalenfraktion und der Saat der Genotypen Vicia 2 und Taifun waren die kondensierten
Tannine nicht nachweisbar, was die Angaben der Ziichter bestatigt. Bei der Durchfiihrung
einer Massenbilanzierung auf Basis der Ausbeuten nach der Trennung in die Kern- und
Schalenfraktion (siehe Kapitel 4.5) ergaben sich somit folgende Anteile der kondensierten
Tannine in Saat, Schale und Kernfraktion (siehe Tab.16), die Wiederfindung lag bei 100 %
(siehe theoretischer Anteil).
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Tabelle 15: Ubersicht der Massenbilanz zu den Tanningehalten in Saat, Kerne und Schale.

Sorte Fraktion Tannine Fraktion Theoretischer
[9/1009] [%0] Anteil [%]
Tiffany 2 Saat 0,3 0,5
Kerne 0,1 63 0,1
Schale 1,3 35 0,5
Fanfare 1 Saat 0,6 0,6
Kerne 0,1 64 0,0
Schale 1,7 33 0,6

Somit bleibt festzuhalten, dass eine trockentechnische Fraktionierung in Schale und Kernmehl

zur Reduktion des Gehalts an kondensierten Tanninen fihrt.

Vicin und Convicin Gehalte

Die Gehalte an Vicin und Convicin sind in Abbildung 13 flr ausgewahlte Ackerbohnenmehle

dargestellt.
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Tiffany 2 Divine Fanfarel Taifun Tiffany4 Vicia2 ABM1 ABM2

Vicin/Convicin
[mg/ g Probe]

Abbildung 13: Vicin und Convicin Gehalte in ausgewahlten Ackerbohnenmehlen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=3) fur Vicin (®) und Convicin ().

Die Daten verdeutlichen, dass die Genotypen Tiffany und Divine mit Gehalten < 2 mg/g Probe
die geringsten Vicingehalte aufwiesen. In der Sorte Vicia 2 lag der Vicingehalt bei 2 mg/g
Probe. Insbesondere die Sorten Fanfare 1 und Taifun wiesen sehr hohe Vicingehaltevon 8-
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9 mg/g Probe auf. Die industriell verfligbaren Mehle wiesen die héchsten Vicingehalte auf, so

wurden in dem Ackerbohnenmehl ABM1 > 10 mg/g Probe Vicin detektiert.

4.3 Trypsininhibitor-Aktivitdt und endogene Enzymaktivitaten

Gemall AP2 wurden fur die ausgewahlten Ackerbohnensorten Tiffany 2, Tiffany 4 und
Fanfare 1 sowohl die Trypsininhibitor-Aktivitat als auch die endogene Enzymaktivitat

charakterisiert.

Trypsininhibitor-Aktivitat

Die Analyse der Trypsininhibitor-Aktivitat (TIA) wurde flr ausgewahlte Ackerbohnengenotypen

untersucht und die Ergebnisse sind in den Abbildungen 14a und b zusammenfassend

dargestellt.
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Abbildung 14: Trypsininhibitor-Aktivitat vergleichend fiir die Kern-, Schalenfraktion und Saat der Sorte
Tiffany 2 (a) und in ausgewahlten Kernfraktionen von Ackerbohnen (b).
Dargestellt sind die Mittelwerte = SD (n = 3).
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Lipoxygensase-Aktivitat

Der Kurvenverlauf der Enzymaktivitat zur Lipoxygenase (LOX)-Aktivitat in Abhangigkeit des
pH-Wertes zeigt deutlich, dass das pH-Optimum aller drei Ackerbohnensorten bei pH 6 lag.
Bei pH-Werten von 3 und > 8 war nahezu keine LOX Aktivitat messbar. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass um eine mdglichst geringe LOX-Aktivitat zu erzielen, der pH-Wert bei einer
wassrigen Extraktion bei < 4 bzw. > 7 liegen sollte. !

Eine Erhéhung der Temperatur von 20 °C auf 70 °C hatte zur Folge, dass die LOX-Aktivitat
Uber die Temperatur deutlich abnahm. Die Erhéhung von 20 °C auf 30 °C reduzierte die LOX-
Aktivitdt um bis zu 63 % rel. Bei 60 °C war eine Restaktivitat von 7,7 % fur Tiffany 4 bzw.
21,9 % fur Fanfare 1 zu beobachten. Eine vollstdndige Inaktivierung der LOX war nach
Inkubation bei 70 °C fur die Genotypen Tiffany 2 und Tiffany 4 sowie Fanfare 1 erreicht.

Peroxidase-Aktivitat

Die Ergebnisse zur Peroxidase (POD)-Aktivitat fur die Sorten Tiffany 2, Tiffany 4 und
Fanfare 1 in Abhangigkeit des pH-Wertes zeigt, dass das pH-Optimum fiir die untersuchten
Ackerbohnengenotypen (Tiffany 2, Fanfare 1 sowie Tiffany 4) bei pH 5 lag. Die hochste POD-
Aktivitat wies die Sorte Tiffany 2 mit 3,1 [nkat - (mg Protein)™] auf. Bei pH 3 und pH 7 war
nahezu keine POD-Aktivitdt messbar. Untersuchungen zur POD Aktivitat in anderen Pflanzen,
zeigten ebenfalls ein pH-Optimum der POD, welches zumeist in einem Bereich zwischen pH
4-7 lag (Takahama & Egashira, 1991). Aufgrund seiner Hitzestabilitat, gilt die POD als
Indikator fiir eine vollstandige Inaktivierung aller Enzyme in pflanzlichen Rohstoffen und kann
somit fir die Bewertung der Effizienz einer thermischen Inaktivierung herangezogen werden
(Glnes & Bayindirli, 1993; Jiang et al., 2016).

Die Temperaturerhbhung von 20°C auf 70°C fihrte bei den untersuchten
Ackerbohnenrohextrakten gleichermafRen zur Reduktion der POD-Aktivitdt. Durch die
Erhéhung von 20 °C auf 50 °C wurde fir die Sorte Tiffany 2 die POD Aktivitat um 38,6 % fir
Fanfare 1 um 47,3 % reduziert. Eine vollstandige Inaktivierung der POD war nach Inkubation
bei 60 °C fur Tiffany 2, Tiffany 4 sowie Fanfare 1 erreicht. Auf Basis dieser Erkenntnisse

scheint die in Ackerbohnen vorhandene LOX etwas temperaturstabiler zu sein als die POD.

1 Foste et al. (2021) in preparation.
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Die Uberprifung dieser Hypothese erfolgte bei der hydrothermischen Behandlung von

Ackerbohnenmehlen und ist im nachfolgenden Kapitel dargestellt.!

4.4 Enzymaktivitaten nach hydrothermische Behandlung

Auf Basis der in Kapitel 4.3 beschriebenen Ergebnisse wurde der Einfluss einer
hydrothermischen Behandlung auf die Inaktivierung von Enzymen (AP2.2) untersucht.
Tabelle 17 zeigt die nach hydrothermischer Behandlung ermittelte Trypsininhibitor-Aktivitat
(TIA) angegeben in (TIU/ mg Probe), sowie die Restaktivitdat (RA) (% rel.) in Bezug zum
nativen, unbehandelten Ackerbohnenmehl der Sorten Tiffany 2, Fanfare 1 und Tiffany 4.
Zusatzlich wurde ein kommerzielles, thermisch behandeltes Mehl (ABM1) als Benchmark
untersucht.

Tabelle 16: Trypsininhibitor-Aktivitat nach hydrothermischer Behandlung von Ackerbohnenmehl.

Behandlungsart Titfany 2 Fanfare 1 Tiffany 4 ABM1

Trypsininhibitor-Aktivitat
[TIU/ RA [TIu/ RA [TIU/ RA [TIU/

mg [% mg [% mg [% mg
Probe] rel.] Probe] rel.] Probe] rel.] Probe]
nativ 4,8 3.4 2,7 0,6

Hitze-Dampf (50%)>
Hitze-Dampf (100%)?2
Druck-Dampf?

Aufgefiihrt sind die Ergebnisse nach der Hitze-Dampf Behandlung im Konvektomat bei 170 °C fir 10 Minuten
(50% und 100% Dampfzufuhr) sowie im Druck-Dampfgarer bei 120 °C fur 10 Minuten. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD aller Proben (n=3). Abk.: TIA: Trypsininhibitor-Aktivitat, RA: Restaktivitat.

Tabelle 18 zeigt die nach hydrothermischer Behandlung ermittelte Lipoxygenase (LOX)-
Aktivitat (nkat/ mg Protein) sowie die verbleibende Restaktivitat (% rel.).

Tabelle 17: Lipoxygenase-Aktivitat nach hydrothermischer Behandlung von Ackerbohnenmehl.

Behandlungsart Tiffany 2 Fanfare 1 Tiffany 4 ABM1
EA EA EA EA
[nkat/ ';2 [nkat/ I[-\;z [nkat/ RA [nkat/
mg rel ] mg rel ] mg [% rel.] mg
Protein] Protein] Protein] Protein]
nativ? 0,0

Hitze-Dampf (50%)?
Hitze-Dampf (100%)?

2 Foste et al. (2021) in preparation.
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Druck-Dampf?
Aufgefiihrt sind die Ergebnisse nach der Hitze-Dampf Behandlung im Konvektomat bei 170°C fur 10 Minuten (50%

und 100% Dampfzufuhr) sowie im Druck-Dampfgarer bei 120°C fiir 10 Minuten. Dargestellt sind die Mittelwerte
(n=4). Abk.: EA: Enzymaktivitat, RA: Restaktivitat

Tabelle 18 ist zu entnehmen, dass die hydrothermische Behandlung zur Reduzierung der
LOX-Aktivitat fuhrte. Die Behandlung im Druck-Dampfgarer reduzierte die LOX-Aktivitat auf
< 0,3 (nkat/ mg Protein). Im Vergleich zum nativen Mehl wurden durch die hydrothermische
Behandlung unabhéngig von der Behandlungsmethode tber 99 % des Enzyms inaktiviert. Im
Gegensatz dazu erzielte die 10-minitige Behandlung im Konvektomat bei 170 °C
(Luftfeuchtigkeit 100 %) die starkste LOX-Inaktivierung.

Die Ergebnisse zur POD-Aktivitat (nkat/mg Protein) sowie zur verbleibenden Restaktivitat [%

rel.] sind in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 18: Peroxidase-Aktivitat nach hydrothermischer Behandlung von Ackerbohnenmehl.

Behandlungsart Tiffany 2 Fanfare 1 Tiffany 4 ABM1
EA EA EA EA
[nkat/ l[?of‘ [nkat/ I[?Of‘ [nkat/ RA [nkat/
mg relo] mg relo] mg [% rel.] mg
Protein] “  Protein] ’ Protein] Protein]
nativ® 0,0

Hitze-Dampf (50%)3
Hitze-Dampf (100%)3
Druck-Dampf®
Aufgefihrt sind die Ergebnisse nach der Hitze-Dampf Behandlung im Konvektomat bei 170 °C fur 10 Minuten (50%

und 100% Dampfzufuhr) sowie im Druck-Dampfgarer bei 120 °C fir 10 Minuten. Dargestellt sind die Mittelwerte
(n=4). Abk.: EA: Enzymaktivitat, RA: Restaktivitat.

Die Erh6hung der Dampfzufuhr im Konvektomat reduzierte die POD-Aktivitdt. Nach der
Behandlung im Konvektomat (50 % Dampfzufuhr) betrug die rel. RA 17,7 % (Fanfare 1) bzw.
37,0 % (Tiffany 4). Die Erhéhung der Dampfzufuhr auf 100 % hatte zur Folge, dass die RA
unter 8 % bei allen 3 Ackerbohnengenotypen gesenkt wurde. Diese Untersuchungen zeigten
eine hohere Stabilitdt der POD in Ackerbohnenmehlen als LOX. Die h@here Stabilitdt im

Vergleich zu den hitzebehandelten Rohextrakten konnte an Matrixeffekten liegen.

3 Foste et al. (2021) in preparation.
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Zusammenfassend zeigt die hydrothermische Behandlung des Mehls bzw. der Saat, dass die
Inaktivierung der endogenen Enzyme (LOX, POD) sowie der Trypsininhibitoren maglich ist.
ErwartungsgemafR sind die Trypsininhibitoren thermisch am stabilsten, wahrend im
Ackerbohnenmehl POD thermisch stabiler als LOX erscheint. Daher ist fur die Beurteilung der

Enzyminaktivierung eine Ermittlung der POD-Restaktivitat als Indikator moglich.

Zudem wurde die ganze Saat der Sorte Tiffany 4 hydrothermisch sowohl mittels Konvektomat
als auch mittels Druck-Dampfgarer behandelt und der Einfluss auf die POD-Aktivitat
untersucht (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 15 Gegeniberstellung der Peroxidase-Aktivitdt nach hydrothermischer Behandlung von
Ackerbohnenmehl und der Saat von Tiffany 4.

Abk.: HD: Konvektomat = Hitze-Dampf; DD: Druck-Dampfgarer = Druck-Dampf. Dargestellt sind die Mittelwerte
(n=2).

Im Vergleich zum hydrothermisch behandeltem Mehl, fihrten sowohl die Behandlung im
Druck-Dampfgarer als auch die Behandlung im Kovektomat (100 % Dampf) zur vollstdndigen
Inaktivierung der POD. Aus prozesstechnischer Sicht ist die hydrothermische Behandlung der
ganzen Saat einer des Mehls vorzuziehen. Der Einfluss der hydrothermischen Behandlung auf

die Vicingehalte ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 16: Vicin und Convicin Gehalte in hydrothermisch behandelten Ackerbohnenkernmehlen und -
Saaten.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=3) fur Vicin (®) und Convicin ().

Fur die Sorten Tiffany 2 und Tiffany 4 ist zu erkennen, dass sich der Vicingehalt nach der
Hitze-Dampf Behandlung im Konvektomat (170 °C; 100 % Luftfeuchte) sowie nach der

Behandlung im Druck-Dampfgarer, gemanR den Erwartungen, nicht wesentlich veranderte.

45 Einfluss der Vermahlung und Siebung auf die Zusammensetzung des
Ackerbohnenmehls

In Arbeitspaket 3 wurde die Herstellung von Mehlen und Konzentraten unter Abreicherung
antinutritiver Inhaltsstoffe untersucht. Dazu wurde geméanR AP 3.1 zunachst die Herstellung von
Ackerbohnenmehlen betrachtet. Die 12 Ackerbohnen Genotypen wurden fiir das
Sortenscreening auf den Anlagen des IVV getrennt (siehe Kapitel 3.2.1). Die folgende
Tabelle 20 stellt die prozentualen Ausbeuten der Kern- und Schalenfraktionen sowie des
Verlusts der jeweiligen Ackerbohnensorten dar. Es ist bekannt, dass die Tannine primar in der
Ackerbohnenschale lokalisiert sind und durch die Schéalung reduziert werden (Gulewicz,
Martinez-Villaluenga, Kasprowicz-Potocka, & Frias, 2014; Multari et al., 2016). Die Ausbeuten
der Kernfraktion variierten zwischen 58 % fiir die Sorte Det Pop bis hin zu 73 % fiir die Sorten
Vicia 1 und Vicia 2, die Schalenfraktion erzielte Anteile zwischen 26 % (Vicia 1; Vicia 2) bis

37 % (Det Pop). Durch Schélung war keine Reduktion des Phytinsduregehalts realisierbar.
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Tabelle 19: Ausbeuten der Separation der Ackerbohnen in Kern- und Schalenfraktion mittels Schélung und

Sichtung.

Vicia 1

Tiffany 1

Tiffany 2

Divi

Fanfare 1

Taifun

Fanfare 2

Tiffany 3

2%

Melodie

Dargestellt sind die Ausbeuten (%) fir folgenden Fraktionen: Kerne (dunkelgrau), Schale (hellgrau) und Verlust

(schwarz).
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Basierend auf den Arbeiten aus AP1 wurden fir die Vermahlung in AP3 die Sorten Tiffany 4
und Fanfare 1 verwendet. So wurden die Ackerbohnenmehle der Sorten Tiffany 4 und
Fanfare 1 nach der Vermahlung durch anschlieRende Siebung in die Partikelgrof3en (<40 pum,

>40 um, >63 um, >90 um, >125pum, >180 um, >224 um, >250 um) getrennt. Die

Partikelanteile [%] in Abhangigkeit der Siebgrof3e [um] fur die Sorten Tiffany 4 und Fanfare 1
sind in Abbildung 21 aufgefihrt.

N Tiffany 4 M Fanfare 1

Partikelanteil [%]
w
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SiebgroBe [um]

Abbildung 17: Prozentuale PartikelgréRRenverteilung fir die Kernmehle der Ackerbohnensorten Tiffany 4
und Fanfare 1.

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=2).

Die PartikelgroBenverteilung zeigt, dass Uber 40 % der Partikel kleiner als 40 um waren und
fur die Sorte Tiffany 4 sogar mehr als 50 %. Die ausgewdahlten Siebfraktionen wurden
hinsichtlich ihre analytische Zusammensetzung untersucht. In Tabelle 21 sind der Protein- und
Phytinsduregehalt bezogen auf die Trockenmasse dargestellt.

Tabelle 20: Analytische Zusammensetzung von Ackerbohnenkernmehlen der Sorten Tiffany und Fanfare in
Abhéngigkeit der PartikelgroRe.

PartikelgréRRe ™ Protein Phytinsauregehalt
[Hm] [%] [% TM] [% TM]
Tiffany 4 300 89,9+ 0,0 27,5+ 0,0 1,2+0,0
250 90,1+ 0,1 31,0+ 0,1 1,1+£0,0
40 91,1+ 0,0 33,3+ 0,3 1,1+£0,0
Fanfare 1 300 90,1+0,1 295+0,1 1,5+0,0
250 90,3+ 0,0 31,0£0,1 1,4+0,1
40 89,9+0,1 33,9+0,2 1,4+0,0

Auffallig war, dass fur beide Sorten (Tiffany 4; Fanfare 1) mit abnehmender Partikelgrof3e der
Proteingehalt zunahm. Durch die Reduktion der Partikelgré3e stieg der Proteingehalt in den
Sorten Tiffany 4 (21 % rel.) und Fanfare 1 (15 % rel.) an. Der Phytinsduregehalt blieb mit
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abnehmender PartikelgroRe nahezu unverandert, so dass durch Siebung keine Abreicherung

der Phytinsaure in den Mehlen erzielt wurde.

4.6 Gewinnung von Proteinkonzentraten unter Berlcksichtigung der
Bilanzierungsdaten

Die Herstellung von Ackerbohnenkonzentraten gemafr AP3.2 wird nachfolgend beschrieben.
Zur Auswahl der Extraktionsparameter wurde zunachst die Proteinloslichkeit der
Ackerbohnenkernmehle gemafl AP4 (siehe Kapitel 4.7) analysiert. Auf dieser Basis wurde in
den nachfolgenden Extraktionen ein pH-Wert von 7,5 gewahlt und die Extraktion in reinem
Wasser durchgefihrt. FUr die Extraktionen wurden verschiedene Prozessparameter variiert.

Die Ergebnisse sind der Tabelle 22 zu entnehmen.

Tabelle 21 Ubersicht der Bilanzierungsdaten fiir die gewonnenen Proteinkonzentrate.

Sorte Konzentrierung PGA TMA PG
Versuch [%] [%] [% TM]
Fallung pH 3.5 Tiffany 4 IEP 62,8 26,7 79,9
Fallung pH 4.0 Tiffany 4 IEP 72,7 30,4 81,4
Fallung pH 4.5 Tiffany 4 IEP 72,0 29,3 83,4
Fallung pH 5.0 Tiffany 4 IEP 73,1 29,1 84,9
S:L15 Tiffany 4 IEP 81,3 33,4 81,3
S:L 1:10 Tiffany 4 IEP 72,7 30,4 81,4
S:L 1:15 Tiffany 4 IEP 68,0 25,2 82,9
Temperatur 25 °C Tiffany 4 IEP 81,3 33,4 81,3
Temperatur 30 °C Tiffany 4 IEP 78,6 34,4 81,4
SVE45,E75 Tiffany 4 IEP 69,5 34,8 85,1
SVELS5,E75 Tiffany 4 IEP 57,1 30,9 90,2
S:L1:5 Tiffany 4 IEP 66,0 24,2 82,2
S:L1:5 Tiffany 4 UF 69,9 25,7 82,1
SVE45-U Tiffany 4 UF 53 4,5 35,8
SVE55-U Tiffany 4 UF 11,3 6,5 52,6
SVE4.5,E7.5 Tiffany 4 UF 62,0 19,8 94,3
SVES5E7.5 Tiffany 4 UF 57,6 18,0 96,3
S:L 1:5 Saat HD Tiffany 4 IEP 41,9 13,7 92,3
S:.L15 Fanfare 1 IEP 66,4 22,4 87,6

Abk: Trockensubstanzausbeute (TMA); Proteingesamtausbeute (PGA); Proteingehalt (PG).

Die Veranderung des pH-Werts bei der isoelektrischen Fallung (IEP) von 3,5 auf 5,0 erh6hte
tendenziell die Proteingesamtausbeute (PGA) sowie den Proteingehalt (PG) in den

Ackerbohnenkonzentraten. Fir weitere Versuche wurde der pH-Wert 4 fir die IEP gewahlt.
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Mit zunehmendem s:L-Verhdltnis (1:5; 1:10; 1:15) nahm die PGA und die
Trockensubstanzausbeute (TMA) ab. Die PGA war bei einem s:L Verhaltnis von 1:5 mit 81,3 %
und einer TMA von 33,4 % am hdchsten. Diese Beobachtung zur Abnahme der PGA- und
TMA mit steigendem s:l-Verhaltnis machten auch (Flink & Christiansen, 1973) und empfahlen
ein s:l-Verhaltnis von 1:6. Der Einfluss der Temperatur von 25 °C auf 30 °C zeigte nahezu
keinen Einfluss auf die PGA und den PG.

Phytinsdure kann mit Proteinen eine Komplexbildung eingehen und dadurch die
Proteinléslichkeit reduzieren. Eine Moglichkeit zunachst die Phytinsdure zu lésen und dann
das Protein zu extrahieren, bietet die saure Vorextraktion (SVE). Die detaillierten
Prozessparameter sind dem Kapitel 3.2.3 zu entnehmen. Im Gegensatz zum
Standardextraktionsprozess (T=30 °C, pH 7,5, s:I= 1:5 und t= 60 min), wurde bei der SVE das
Mehl vorab in saurer Losung bei pH 4,5 bzw. 5,5 extrahiert, die Ergebnisse sind in Tabelle 22
dargestellt. Ohne SVE lie3en sich 78,6 % der Proteine aus dem Kernmehl der Sorte Tiffany 4
gewinnen. Durch die SVE bei pH 4,5 nahm die PGA auf 69,5 % ab. Die SVE bei pH 5,5
reduzierte die PGA auf 57%, allerdings zu Gunsten eines héheren Proteingehalts von 90,2 %
TM.

Die Versuche zur Gewinnung von Ackerbohnenprotein haben gezeigt, dass aus dem
Ackerbohnenmehl der Sorte Tiffany 4 ca. 86 % der Proteine geldst wurden und somit bereits
im Extrakt enthalten waren. Die Untersuchungen zur Aufkonzentrierung der Proteine mittels
Ultrafiltration (UF) ergaben, dass 14 % der Proteine ins Permeat gelangten und 71,3 % der
Proteine im Retentat aufkonzentriert wurden. Der PG im gefriergetrockneten Konzentrat betrug
82,1%. Im Vergleich zur IEP des Standardprozesses (siehe Tabelle 22) lagen die PG beider
Konzentrate in einer vergleichbaren GréfZenordnung (ca. 82 %). Die PGA war jedoch mit
69,9 %durch die Konzentrierung mittels UF minimal erhéht. Des Weiteren wurde untersucht,
welchen Einfluss die UF auf die Konzentrierung des PG im Uberstand nach SVE (pH 4,5 und
pH 5,5) hat. Ein héherer pH-Wert von 5,5 bei der SVE hatte zur Folge, dass mehr Proteine
geldst vorlagen und somit in den Uberstand gelangten. Dadurch nahm die PGA und der PG

im Konzentrat zu und war somit hoher als nach SVE bei pH 4,5.

Reduktion der antinutritiven Inhaltsstoffe in den Konzentraten

Der Einfluss einer wassrig alkalischen bzw. sauren Vorextraktion auf die Effektivitat zur
Reduktion antinutritiver Inhaltstoffe (Phytinsdure, Vicin) wurde fir ausgewahlte Konzentrate
(gemar AP3) untersucht und ist in Tabelle 23 dargestellt. Im Vergleich zum nativen Kernmehl
der Sorte Tiffany 4, mit einem Phytinsauregehalt von 1,2% TM, stieg dieser im
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Ackerbohnenkonzentrat auf 2,7 % TM an. Erfolgte die SVE bei pH 4,5 veranderte sich der
Phytinsauregehalt nicht wesentlich (2,9 % TM). Durch die SVE bei pH 5,5 wurde der
Phytinsauregehalt um 43 % rel. abgereichert, war jedoch im Vergleich zum Ausgangsmehl im
Konzentrat noch um 33 % erhoht. Der Vergleich beider Konzentrierungsmethoden (IEP/ UF)
lie@ erkennen, dass das ultrafiltrierte Konzentrat mit 3,2 % TM einen deutlich hdheren
Phytinsduregehalt aufwies als jenes Produkt nach IEP (2,7 % TM). Ebenso war nach SVE der
ultrafiltrierten Konzentrate sichtbar, dass der Phytinsduregehalt durch die SVE bei pH 5,5 auf
bis zu 1,64 % TM reduziert wurde.

Tabelle 22 Uberblick zum Gehalt antinutritiver Inhaltsstoffe in Ackerbohnenproteinkonzentraten.

Extraktionsprodukt Phytinsaure Vicin Convicin
[% TM] [mg/g Probe] [mg/g Probe]

Tiffany 4 (T4) 1,2+0,0 1,0£0,1 0,6 +0,0
T4 K IEP 2,7+0,2 0,5+0,0 1,3+£04
T4 KIEP_SVE_4,5 29+0,0 -

T4 KIEP_SVE_5,5 1,6+0,0 -

T4 K IEP SHD - 0,6 0,0 04+0,1
T4 K UF 32%+0,2 1,3+£0,1 2,70,2
T4 KUF_SVE_4,5 2,7+0,0 -

T4 KUF_SVE_5,5 1,6 £0,0 -

Fanfare 1 - 82+0,1 6,9+0,1
Fanfare 1 IEP - 4,7+ 0,0 4,8+0,0

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Ldslichkeit der Phytinsaure bei pH 5,5
deutlich héher als bei pH-Wert 4,5 war. Basierend auf den Daten zur Bilanzierung bleibt
festzuhalten, dass mit der Abreicherung von Phytinséure, ein erhdhter Anteil des Proteins bei
der SVE mit ausgewaschen wurde und folglich nicht mehr fir den Extraktionsprozess zur

Verfligung stand, was die PGA reduzierte.

Die chromatographische Analyse zum Vicingehalt der Konzentrate zeigte, dass im Vergleich
zum Ausgangsmehl mit einem Vicingehalt von 1,0 mg/g Probe, dieser durch die wassrige
Extraktion mit anschlieender IEP abnahm (0,5 mg/g Probe). Auffallig war, dass das mittels
UF gewonnene Proteinisolat einen deutlich héheren Vicingehalt (1,3 mg/g Probe) aufwies. Die
Ergebnisse verdeutlichen zudem, dass Ackerbohnenmehle mit einem hohen Vicingehalt, wie
sie in der Sorte Fanfare 1 (8,2 mg/g Probe) vorlagen, durch eine wassrige Extraktion deutlich
reduziert wurden (4,7 mg/g Probe). Zusammenfassend lag die Reduktion des Vicingehalts fur

die untersuchten Konzentrate in einem Bereich von bis zu 50 % rel.
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Endogene Enzymaktivitat in Konzentraten

Der Einfluss einer wassrigen Extraktion auf die Reduktion endogener Enzyme und

Trypsininhibitoren im Ackerbohnenisolat der Sorte Tiffany 4 ist in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 23: Restaktivitaten der Trypsininhibitor-Aktivitat, Lipoxygenase-Aktivitdt sowie Peroxidase-
Aktivitat im Isolat im Vergleich zum Rohstoff.

Medium/ TIA LOX POD
Prozessschritt

TIU RA EA RA EA

[nkat/ [nkat/ RA
[mg [% [%
probe] rel] M9 ey M9 - Derel]
' Protein] ’ Protein]

M nativ 2,7 37,8 2,0
KS:L15IEP 0,9 35,5 0,1 0,3 0,1 4.4
KS:L 1:5UF 0,1
KSVE 4.5, E 7.5 UF 0,1

Dargestellt sind die Mittelwerte (Trypsininhibitor-Aktivitat: n=4, Lipoxygenase und Peroxidase: n=6). Abk.: TIA:
Trypsininhibitor-Aktivitat, LOX: Lipoxygenase; POD: Peroxidase; EA: Enzymaktivitdt; RA: Restaktivitat;, E:
Extraktion.

Durch die Gewinnung des Proteinisolats lief3 sich die TIA auf eine Restaktivitat von 35 % rel.
im Vergleich zum Ausgangsmehl reduzieren. Die LOX zeigte im Konzentrat nahezu keine
Restaktivitat mehr (<0,3% rel.). Die relative Restaktivitat der POD lag im Proteinisolat nach
IEP < 5% im Vergleich zum nativen Ackerbohnenmehl der Sorte Tiffany 4. Ebenso lag in den

mittels UF gewonnen Proteinisolat die relative POD-AKktivitat < 5%.

4.7 Funktionelle Eigenschaften von Mehlen und Konzentraten

Parallel zu den AP1 bis AP3 war eine prozessbegleitende Analytik (gemal AP4) geplant,
welche erganzend die Bestimmung der funktionellen Eigenschaften sowie der sensorischen
Bewertung vorsah. Zunachst wurde die Proteinloslichkeit (PL) der Ausgangsmehle bestimmt,

um hier die Prozessparameter flir die Gewinnung der Proteinkonzentrate festzulegen.

Somit wurden die ausgewahlten Sorten (Tiffany 2 Fanfare 1, Tiffany 4 und erganzend ABM1
hinsichtlich ihrer pH-abhéangigen Ldslichkeit analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22
aufgezeigt. Die Sorten Tiffany 2 und Tiffany 4 zeigten einen vergleichbaren Verlauf. Wéahrend
die PL fur die Sorten (Tiffany 2 und Tiffany 4) bei pH 2 und pH 7 nahezu identisch war (ca.
70 %) wurde fir die Sorte Fanfare 1 bei pH 2 eine PL von ca. 50% ermittelt. Bei pH-Werten

>8 kommt es héufig zu negativen Auswirkungen auf die Sensorik aufgrund von
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Enzymaktivitdten oder infolge von verstarkter Polyphenoloxidation. Der isoelektrische Punkt

fur alle Sorten lag im pH-Bereich zwischen 4-5.

—¢—Tiffany 2 =fll=—Fanfare 1 Tiffany 4 ==4=ABM1
100
ot
80 \ /rci—.—
60 o

] a\ /
. \ /

Proteinloslichkeit [%]

pH-Wert [-]

Abbildung 18: Proteinldslichkeitsprofil unterschiedlicher Ackerbohnensorten in Abhéangigkeit des pH-
Werts.

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2) fiir die Sorten Tiffany 2, Fanfare 1, Tiffany 4 und ABM1.

Da die Ackerbohne neben einem hohen Anteil an wasserltslichen Albuminen (ca. 20%)
ebenfalls einen hohen Anteil an salzléslichen Globulinen (ca. 60%) beinhaltet (Belitz und
Grosch, 2013), wurde nachfolgend der Einfluss der Salzkonzentration auf die Proteinléslichkeit
analysiert. So wurde fir die Sorte Fanfare 1 tGberprift, welchen Einfluss die Konzentration des
Salzes (0,0; 0,1; 0,5 und 1,0 mol/L NaCl) bei den pH-Werten 2 und 7 auf die PL haben (siehe
Abbildung 23).

HpH2 EpH7

Proteinloslichkeit [%]

0 0,1 0,5 1
NaCl Konzentration [mol/L]

Abbildung 19: Einfluss der Salzkonzentration auf die Proteinléslichkeit von Ackerbohnenkernmehlen fir
die pH-Werte 2 und 7.

Untersucht wurden die Sorte Fanfare 1 unter Berlicksichtigung folgender NaCl-Konzentrationen: 0.0 mol/L, 0.1
mol/L, 0.5 mol/L und 1 mol/L: Dargestellt sind die Mittelwerte (n=2).

Die Ergebnisse zeigten, dass die PL fir die Sorte Fanfare 1 in wassrigem Medium (0.0 mol/L
NaCl) am hochsten war und mit zunehmendem NaCl-Gehalt insbesondere bei pH-Wert 2
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deutlich abnahm, wohingegen bei pH 7 erst eine héhere NaCl-Konzentration (1.0 mol/L) zu
einer abnehmenden PL von ca. 52 % fuhrte. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die
nachfolgenden Extraktionen in Wasser durchgeftuhrt (vgl. Kapitel 4.6).

Der verfahrenstechnische Einfluss (hydrothermische Behandlung; wassrig alkalische
Extraktion) auf die funktionellen Eigenschaften von Ackerbohnenmehlen und
Proteinkonzentraten (geman AP4) zeigt Tabelle 25.

Tabelle 24 Ubersicht der funktionellen Eigenschaften von Ackerbohnenmehlen und —konzentraten.

PL pH 7 WBC EC LGC

[%] [ml/ g] [ml/ g] [%0]
Mehle - nativ
Tiffany 2 78 11 520 8
Fanfare 1 71 1,2 515 8
Tiffany 44
Tiffany 4 HD*
Tiffany 4 DD*
Tiffany 4 Saat HD*
Tiffany 4 Saat DD*
Konzentrate IEP
Tiffany 4 50 19 575 14
Tiffany 4 SVE 4,5 64 1.4 490 12
Tiffany 4 Saat HD 80 0,3 790 10
Fanfare 1 69 1,9 720 14
Konzentrate UF
Tiffany 4 66 1,3 610 18
Tiffany 4 SVE 4.5 79 1.6 655 14
Tiffany 4 SVE 5.5 71 2,1 590 14

Die Proteinloslichkeit (PL) variierte in den nativen Ackerbohnenmehlen zwischen 71-78 %.
Nach hydrothermischer Behandlung sowohl des Mehls als auch der Saat nahm die PL deutlich
ab. Unter Berlcksichtigung des Ausgangsmaterials (Mehl; Saat) war die PL mit 18-24%
deutlicher niedriger, sofern das Mehl hydrothermisch behandelt wurde. Die PL in den
Konzentraten variierte je nach Konzentrierungsverfahren von 50-80% nach IEP und 66-79 %
nach UF. Tendenziell war die PL in den untersuchten Konzentraten etwas geringer als im
nativen Mehl. Die Emulgierkapazitat (EC) war in den hydrothermisch behandelten Saaten

(325-380 ml/g) deutlich geringer als im nativen Mehl (515-545 ml/g). Im Gegensatz dazu

4 Foste et al. (2021) in preparation.
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wiesen die Proteinkonzentrate unabhangig vom verwendeten Konzentrierungsverfahren (IEP/
UF) deutlich hthere EC in einem Bereich von (575-790 mil/g) auf. Die minimale
Gelbildungskonzentration betrug in den nativen Ackerbohnenmehlen 8 % und verénderte sich
nach hydrothermischer Behandlung auf 6 %. Die minimale Gelbildungskonzentration in den
Konzentraten variierte von 12-14 % nach IEP und 14-18 % nach UF.

4.8 Sensorik von Mehlen und Konzentraten

Die sensorische Bewertung umfasst Attribute fur die Farbe, den ortho- und retronasalen
Geruch, den Geschmack und die Beliebtheit des nativen und des mittels Hitze-Dampf
(100% Dampfzufuhr) behandelten Ackerbohnenmehls der Sorte Tiffany 2 zusammen (vgl.
AP4). Im Vergleich zum nativen Mehl der Sorte Tiffany 2 wurde das Hitze-Dampf
behandelte Mehl dunkler eingestuft. Das native Mehl wurde mit einem grasigen und
bohnigen Geruch beschrieben, wohingegen nach hydrothermischer Behandlung diese
Attribute deutlich geringer wahrnehmbar waren.®> Dariber hinaus wurde die
hydrothermisch behandelte Mehlprobe mit einem intensiven nussigen Geruch
beschrieben. Die Bildung der gerdsteten bzw. nussigen Komponente kénnte u.a. auf
die Maillard-Reaktion zurtickzufiihren. Dabei entstehen bei hohen Temperaturen aus
Aminosauren und reduzierenden Zuckern typische Aromakomponenten, welche
ebenfalls die Braunung unterstutzt. Im Vergleich zum nativen Mehl wurde die

Beliebtheit des mittels Hitze-Dampf behandelten Mehls deutlich héher eingestuft.

5 Foste et al. (2021) in preparation.
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Die sensorische Evaluierung von ausgewahlten Proteinkonzentraten wurde ebenfalls

untersucht, die Ergebnisse sind in Abbildung 25 dargestellt.

Farbe: dunkel
10

8

Beliebtheit 6 Geruch: bohnig

®

Geschmack:
bitter

Geruch: grasig

Geruch: nussig

Abbildung 20: Sensorische Evaluierung von Proteinkonzentraten aus Ackerbohnen.

Gezeigt sind das Proteinisolat der Sorte Tiffany 4 nach IEP (M) und das Isolat der Sorte Tiffany 4 nach Hitze-Dampf
Behandlung der Saat mittels Konvektomat (™). Dargestellt sind die Mittelwerte von (n=20) aus Verkostungen zweier
unterschiedlicher Tage.

Im Vergleich zum Proteinisolat der Sorte Tiffany 4 nach IEP, stuften die Probanden den
Geruch des Hitze-Dampf behandelten Konzentrats deutlich geringer bohnig und grasig ein.
Wider Erwarten empfanden die Panelisten das mittels IEP hergestellte Konzentrat deutlich
nussiger. Hinsichtlich des bitteren Geschmacks wurden keine Unterschiede festgestellt. Die
Probanden stuften das Proteinisolat aus dem hydrothermisch behandelten Mehl mit der

hochsten Beliebtheit ein.

4.9 Scale-Up und Wirtschaftlichkeitsbetrachtung

In Anlehnung an AP3 wurde das Verfahren zur Gewinnung der Proteinkonzentrate in den
industriellen MafR3stab Uberfuhrt. Dazu wurden mit Blick auf die Umsetzbarkeit und die
Prozessausbeuten, die Extraktionsparameter fiir den Scale-Up Versuch festgelegt. So war
entscheidend, dass die PGA mit ca. 41% fir das Konzentrat basierend auf dem
hydrothermisch behandelten Mehl der Sorte Tiffany 4 deutlich geringer war als fur die
Konzentrate basierend auf nativem Mehl. Hier betrug die PGA nach Konzentrierung mittels
IEP (66,9%) nach UF (69,9%). Auf Basis der Laborversuche erfolgte die Extraktion bei pH 7,5
fur eine Stunde mit anschlieRender isoelektrischer Féllung bei pH 4,5 zur Konzentrierung der

Ackerbohnenproteine. In Abbildung 26 sind die einzelnen Prozessschritte und jeweiligen

50



Stoffstrome skizziert, daneben wurden die TM Gehalte der eingesetzten Rohware, aller

Zwischenprodukte und des Proteinkonzentrats aufgefihrt.

Wasser980kg ———»
TM89,1%  Mehl 140kg —————> Proteinextraktion

Lauge 4kg —®

1124 kg
Dekanter
TM5:A1% Extrakt 960 kg Raffinat1kg _ Wasserverd.73kg
v v
Saure 7 kg
2 =
Fallung Trocknung
TM 43,5 % Raffinat
| Ballaststoff56 kg
Input 967 kg | >
S t
T™M2,1% Klarlauf eparator
TR24% Quark 205 kg Klarlauf zum Eindampfer 755 kg
Lauge 5kg >
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Abbildung 21: Ubersicht des Scale-Up Prozesses, der Massenstrome und Trockenmassegehalte.

Die analytische Zusammensetzung ergab, dass das im Scale-Up hergestellte Konzentrat

einen TM Gehalt von 96,1 % und einen Proteingehalt von 80,2 % TM aufwies.

Zudem wurde fur das Konzentrat des Scale-Ups die POD-Aktivitat im Vergleich zum
Ausgangsmehl ABM2 bestimmt (vgl. AP2). Wahrend die POD-Aktivitat im Ausgangsmehl 1,5
nkat/ mg Protein betrug, fihrte die Konzentratherstellung zur vollstandigen Reduktion der POD

(0,09 nkat/ mg Protein). Zudem wurden gemaf AP1 die antinutritiven Inhaltstoffe (Phytinséure,

Vicin/Convicin Gehalt) im Konzentrat quantifiziert, diese sind in Tabelle 26 gegeniibergestellt.

Tabelle 25 Uberblick zum Gehalt antinutritiver Inhaltsstoffe im Scale-Up Konzentrat.

Medium Phytinsaure Vicin Convicin
[% TM] [mg/g Probe] [mg/g Probe]

Ackerbohnenmehl ABM2 1,3£0,1 8,2+0,1 6,9x0,1

Konzentrat IEP 3,2+0,1 3,5+0,2 54+0,1

Die funktionellen Eigenschaften des Ackerbohnenmehls ABM2 im Vergleich zum Scale-Up

Konzentrat sind in Tabelle 27 dargestellit.
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Tabelle 26 Ubersicht der funktionellen Eigenschaften des Scale-Up Konzentrats.

Medium PLpH7 WBC EC LGC
(%] [ml/ g] [ml/ g] [%]

Ackerbohnenmehl ABM2 60 1,4 530 8

Konzentrat IEP 52 2,0 580 14

Im Vergleich zu den nativen Ackerbohnenmehlen aus den Versuchen des IVV (Tabelle 25),
wies das kommerzielle Ackerbohnenmehl ABM2 mit 60 % eine deutlich geringere PL auf. Auch
das Proteinkonzentrat erzielte mit 52 % eine etwas niedrige PL. Die WBC war mit 2 ml/g etwas
hoher als im Ackerbohnenmehl ABM2. Die EC lag mit 580 ml/g in einer vergleichbaren
GroRenordnung wie das Proteinkonzentrat basierend auf der Sorte Tiffany 4 nach IEP. Die

sensorische Evaluierung (vgl. AP4) fur das Proteinkonzentrat ist in Abbildung 27 dargestellt.

Farbe: dunkel

10
8
Beliebtheit 6 \ Geruch: bohnig
Geschmack: ) .
bitter Geruch: grasig

Geruch: nussig

Abbildung 22: Sensorisches Bewertungsprofil fir das Proteinisolat aus dem Scale-Up Versuch.
Dargestellt sind die Mittelwerte von (n=20) aus Verkostungen zweier unterschiedlicher Tage.

Die Probanden stuften das Proteinkonzentrat als dunkel ein. Der Geruch wurde im Vergleich
zu anderen Konzentraten etwas grasiger bzw. bohniger empfunden. Im Vergleich Konzentrat
basierend auf dem hydrothermisch behandelten Mehl, war die Beliebtheit des Scale-Up

Konzentrats deutlich geringer.
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Wirtschaftlichkeitsbetrachtung

Um eine Wirtschaftlichkeitsbetrachtung vornehmen zu kénnen, bedarf es zunéchst eines
Uberblicks der einzelnen Prozessschritte und der jeweiligen Stoffstrome (siehe Abbildung 26).
Zur Ermittlung der Wirtschaftlichkeit werden die Erlose aller im Prozess gewonnenen Produkte
den variablen Kosten (Material-, Prozess und Personalkosten) und den Fixkosten
(Anlagenkosten)  gegenubergestellt, um die Kosten fur ein Kilogramm
Ackerbohnenproteinisolat abzuschéatzen. Die Rohstoffvorbereitung wurde in diesem Beispiel
nicht berlcksichtigt. Fir die Rohstoffe werden marktibliche Preise und fir mogliche
Begleitprodukte marktibliche Erldse von &hnlichen Produkten veranschlagt. Pro Tonne
Ackerbohnenmehl kdnnten basierend auf den im Scale-up ermittelten Ausbeuten ca. 340 kg
Proteinpulver hergestellt werden. Wahrend des Prozesses lieBen sich zudem weitere
Begleitstoffe wie unldsliche Ballaststoffe und Melasse (eingedampfter Fallungsiberstand)
gewinnen. Die Preise fur Ackerbohnenprotein wurde mit Grenzkosten von 3,29 Euro, fur
unlosliche Ballaststoffe mit 1,50 Euro und flir Melasse mit 0,20 Euro unter der Annahme, dass
die Verarbeitungskapazitat bei 3000 t/a liegen und das Verfahren auf einer bestehenden
Anlage durchgefihrt wird, kalkuliert. Weiterhin wurde fur das eingesetzte Ackerbohnenmehl
ein Preis von 500 Euro/t kalkuliert, dieser Betrag kann aufgrund von jahresabhdngigen
Preisschwankungen und mengenabhangigen Liefervertragen zwischen 350 und 550 Euro/t

variieren.
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4.10 Herstellung von Modelllebensmitteln

Gemal Arbeitsplanung (siehe AP5) wurden Modellrezepturen flir Backwaren, vegane Burger-
Patties und Dessertprodukte entwickelt und diese hinsichtlich ihrer Qualitatsmerkmale
bewertet.

Ruhrkuchen

Die Anwendbarkeit der Ackerbohnenmehle wurde anhand einer Modellrezeptur fur
Ruhrkuchen untersucht. Die Rezeptur und Herstellungsweise sind in Kapitel 3.2.10
beschrieben. In Tabelle 28 sind ausgewahlte Qualitatsmerkmale der Ruhrkuchen dargestellt.

Tabelle 27: Farbgebung der Krume von Rihrkuchen mit Ackerbohnenmehl.

Nativ Hitze-Dampf (100%) Weizenmehl
L3
Farbgebung
Spezifisches Volumen 22400 20£01 20£01
[ml/ g]
L* 78,7 81,1 85,7
a* 3,8 5,2 3,79
b* 24,9 31,3 28,9

Gezeigt sind die Aufnahmen der Sorte Tiffany 4 unter Berlicksichtigung folgender Variationsstufen: a) natives Mehl
b) nach Hitze-Dampf Behandlung der Saat im Konvektomat (170 °C, 100% Dampfzufuhr, 10 min) und c)

Weizenmehl. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD (n=3) flr das spezifische Volumen.

Das spezifische Volumen der Kuchen mit Weizenmehl und hydrothermisch behandelten
Ackerbohnenmehl betrug 2,0 mL/g. Das Kuchenvolumen nach Einsatz von nativem
Ackerbohnenmehl war mit 2,2 ml/g leicht erhdht. Der optische Vergleich lie3 keine sichtbaren
Unterschiede zwischen dem Rihrkuchen basierend auf Weizenmehl sowie dem nativen und
Hitze-Dampf behandelten Ackerbohnenmehl hinsichtlich der Krumenstruktur und Farbgebung
erkennen. Die erganzende Bestimmung der Farbveranderung mittels L*a*b*-Messung zeigt,
dass der Weizenmehlkuchen mit einem L*-Wert von 85,7 die hellste und der Rihrkuchen mit

nativem Ackerbohnenmehl (L*-Wert von 78,7) die dunkelste Farbgebung aufwies. Sowohl der
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a* Wert (5,2) als auch der b*Wert (31,3) war in dem hydrothermisch behandelten Mehl im

Vergleich zum nativen Mehl erhéht.

Die sensorische Evaluierung der Rihrkuchen ergab, dass die Rihrkuchen mit nativem Mehl

mit einem Off-Flavour sowie einem bohnigen Geruch eingestuft wurden (siehe Abbildung 28).

Geruch: bohnig

10
/\
Belichiheit /\ Geruch: Off-

Flavour

Feuchtigkeit Geruch: nussig

Geschmack:

Abbildung 23: Einfluss von Ackerbohnenmehl auf das Geschmacksprofil von Riuhrkuchen.

Gezeigt sind das native Kernmehl Tiffany 4 (M) und das mittels Konvektomat Hitze-Dampf behandelte Kernmehl
Tiffany 4 (W), welches fur 10 Minuten bei 170 °C und 100% Luftfeuchtigkeit behandelt wurde. Dargestellt sind die
Mittelwerte von (n=12) aus Verkostungen zweier unterschiedlicher Tage.

Im Gegensatz dazu stuften die Probanden den Rihrkuchen mit Hitze-Dampf behandeltem
Mehl sowohl im bohnigen Geruch als auch hinsichtlich des Off-Flavours geringer ein. Der
nussige Geruch des Hitze-Dampf behandelten Mehls wurde als weniger stark im Vergleich zu
den wassrigen Suspensionen empfunden, war jedoch in den Rihrkuchen immer noch leicht
wahrnehmbar. Obwohl die Probanden die mit Hitze-Dampf behandelten Ackerbohnenmehl
hergestellten Ruhrkuchen als trockener empfanden, ist davon auszugehen, dass die

Reduktion des bohnigen Geruchs die héhere Beliebtheit begriindet.

Anknupfend an die Ergebnisse zur endogenen Enzymaktivitat (siehe AP2) wurde gezeigt, dass
sowohl LOX nahezu vollstandig inaktiviert vorlag und die POD eine Restaktivitdt von < 10%
nach der Hitze-Dampf Behandlung im Konvektomat aufwies. Die Ausbildung unerwiinschten
Fehlaromen im Vergleich zum nativen Mehl sollte somit deutlich reduziert sein und wurde hier

von den Probanden durch die sensorische Evaluierung bestatigt.
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Weizenbrote

Die Anwendbarkeit der Ackerbohnenmehle wurde anhand einer Modellrezeptur fr
Weizenbrote untersucht. Die Rezeptur und Herstellungsweise sind in Kapitel 3.2.10

beschrieben. In Tabelle 29 sind ausgewahlte Qualitatsmerkmale der Weizenbrote dargestellt.

Tabelle 28 Qualitatsmerkmale von Weizenbroten mit Ackerbohnenmehl.

Weizenmehl Ackerbohnenmehl Ackerbohnenmehl
Tiffany 4 nativ T4 Druck-Dampf
-~ __4‘\ -

Krume L*: 78,4 L*: 78,8 L*: 79,0
a* 3,5 a* 3,8 a* 3,6
b*: 24,6 b*: 24,5 b*: 24,9

Spez. Volumen 2,4+0,2 2,2+0,2 20+0,1

[cm3/g]

Krumenharte 10,0+ 0,5 11,0+ 0,6 14,6 +0,9

[N] (2 h)

(1d) 175+2,2 20,6 +1,6 25,9+22

Untersucht wurden das Ackerbohnenmehl der Sorte Tiffany 4 nativ und nach Druck-Dampf Behandlung. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD (n=3) fiir das spezifische Volumen und (n=4) fur die Krumenhéarte.

Das Krumenbild der Weizenbrote mit einem 30 %igen Anteil von nativem Ackerbohnenmehl
der Sorte Tiffany 4 sowie mit Druck-Dampf behandelten Mehl der Saat, war vergleichbar mit

dem Referenzprodukt. Die Krumenfarbe des Brotes mit Druck-Dampf behandeltem AB-Mehl
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war mit einem L*Wert von 79,0 etwas dunkler als das Referenzprodukt (78,4), und zeigte eine
vergleichbare Farbe zum Brot mit 30 % nativem Ackerbohnenmehl. Das hdchste spezifische
Brotvolumen erzielte das Weizenbrot (2,4 ml/g), ebenso wies das Brot mit nativem
Ackerbohnenmehl ein Volumen von 2,2 ml/g auf. Der Einsatz von Druck-Dampf behandeltem
Mehl reduzierte das spezifische Brotvolumen (2,0 ml/g). Erwartungsgemalf war somit auch die
Krumenharte fur das Brot mit Druck-Dampf behandeltem Ackerbohnenmehl am hdchsten
(14,6 N). Die Krumenhérte nach eintagiger Lagerung nahm fir das Weizenbrot von 10 N auf
17,5 N zu. In den Broten mit Ackerbohnenmehl lag die Zunahme der Krumenhérte bei ca.
100 % rel.

Die Anwendbarkeit der Ackerbohnenmehle wurde zusatzlich auch in einer Modellrezeptur fir
glutenfreie Brote (GFB) untersucht. Die Rezeptur und Herstellungsweise sind in Kapitel 3.2.10
beschrieben. In Tabelle 30 sind ausgewahlte Qualitatsmerkmale der GFB dargestellt.

Das Krumenbild der GFB war nahezu vergleichbar, unabhangig von dem enthaltenen Anteil
(50 % bzw. 30 %) an Ackerbohnenmehl ABM2. Wahrend die Farbgebung in der Krume mit
einem L*Wert von 76 vergleichbar war, wies die Kruste der GFB signifikante Unterschiede auf.
So war fur jene GFB mit einem Ackerbohnenmehl Anteil von 50 % die Kruste dunkler (L*Wert
49) im Vergleich zu dem GFB mit einem Ackerbohnenmehlanteil von 30 % (L*Wert: 64).
Zudem wies das GFB mit 30 % Ackerbohnenmehl ABM2 ein héheres, spezifisches Volumen
auf (2,3 ml/g). Unabhangig vom Anteil an Mehlanteil lag die Krumenhérte in den GFB mit 11 N

in einer vergleichbaren Grof3enordnung.
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Glutenfreie Brote

Tabelle 29 Qualitatsmerkmale von glutenfreien Broten mit Ackerbohnenmehl.

Kartoffelstarke:
Ackerbohnenmehl

50:50

Kartoffelstarke:
Ackerbohnenmehl

70:30

Krumenstruktur

Aussehen der Kruste

Krume

L*
a*
b*

Kruste

L*
a*
b*

Spez. Volumen
[cm?/g]

Krumenharte [N]

76,1
4,4
28,8

49,0
21,9
34,8

19+ 01

11,2+1.3

76,2
4,4
29,0

64,3
18,6
40,4

23+ 0,1

11,604
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Burger- Patties

Das Aussehen der Burger-Patties sowie die Farbgebung sind in Tabelle 31 gezeigt.

Tabelle 30 Qualitdtsmerkmale von Burger-Patties mit Ackerbohnenisolat.

Burger Patty Burger Patty
Isolat T4 UF Isolat Scale Up
Aussehen
L* 41,2 41,3
a* 20,8 21,2
b* 15,9 16,3

Die sensorische Evaluierung der Burger-Patties ergab, dass der Einsatz beider Konzentrate
zu einer Fadenbildung an der Oberflache fuhrte (siehe Abbildung 29).

Konzentrat Tiffany 4 (UF) Konzentrat MM (IEP)

Abbildung 24: Aussehen der Burger-Patties nach dem Anbraten.

Die Schnittkante des Burger-Patties mit dem Konzentrat Tiffany 4 (UF) wies eine glatte
Schnittkante auf, im Vergleich dazu war diese im Patty mit dem aus dem Scale-Up gewonnnen
Konzentrat (IEP) deutlich krimeliger bzw. inhomogener. So wurde diese Textur eher mit dem
Erscheinungsbild von rohem Hackfleisch assoziiert. Der Geschmack erwies sich fur das mittels
UF gewonnene Konzentrat deutlich weniger salzig im Vergleich zu dem mittels IEP
hergestellten Konzentrat (Scale-Up). Ein bohniger oder grasiger Geruch sowie ein bitterer
Geschmack wurde in keinem der Produkte von den Probanden wahrgenommen. Das
Mundgefuhl wurde fur die mit dem UF-Konzentrat hergestellten Burger-Patties als weicher und
saftiger eingestuft. Im Gegensatz dazu wurde das Mundgefihl fir das mittels IEP hergestellte

Konzentrat des Scale-Ups deutlich fester, faserig und trockener empfunden. Diese Ergebnisse
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zeigen das hohe Potential von Ackerbohnenproteinen in der Entwicklung von veganen

Fleischersatzprodukten.

Dessertprodukte

Die Anwendbarkeit von Ackerbohnenmehlen und Konzentraten wurde anhand von
Modellrezepturen fur Dessertprodukte untersucht. Die Rezeptur und Herstellungsweise sind
in Kapitel 3.2.10 beschrieben. In Tabelle 32 ist das Aussehen und die Texturoberflache der
Dessertproben dargestellt. Der Mehlanteil von 80 g auf 500 g Milch bei einer Ruhrzeit von 5
Minuten bei 90 °C hatte zur Folge, dass die Desserts sehr viskos waren. Die Erhéhung der
Ruhrzeit auf 6 Minuten erhohte die Festigkeit der Dessertproben. Der Austausch von Milch
gegen Leitungswasser (Proben 5 und 6) fihrte zu einer deutlich dunkleren Dessertfarbe, als
fur die Anwendung mit Milch/ Hafermilch (Proben 1-4). Die Kombination von Proteinkonzentrat
und Ackerbohnenmehl (Probe 6) zeigte eine viskose Textur. Aufgrund ihrer
Texturunterschiede sind fur diese Produkte eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten
denkbar, die von einer Dessertsof3e bis hin zu einem stirz fahigen Schokoladenpudding

reichen.

Zudem wurden die Dessertproben im Rahmen einer sensorischen Verkostung bewertet (siehe
Abbildung 30).

Farbe: dunkel
10

Beliebtheit Geruch: getreidig

Geruch: unreifes

Geschmack: sif3 "
Gemiise

Geschmack:

bitter Geruch: bohnig

Geruch: nussig Geruch: grasig

Abbildung 25: Einfluss von Ackerbohnenmehl auf das Geschmacksprofil von Dessertproben.

Verkostet wurden die Dessertproben in Anlehnung an die Modellrezeptur V5 (siehe Kapitel 3.2.10) nach Variation
der Ackerbohnenmehle: ABM2 (m), Tiffany 4 nativ (m) Tiffany 4 Hitze- Dampf behandelt im Konvektomat (10
Minuten; 170 °C; 100% Luftfeuchtigkeit) (™) . Dargestellt sind die Mittelwerte von (n=12) aus Verkostungen zweier
unterschiedlicher Tage.

Die Probanden stuften die Desserts mit dem nativen Ackerbohnenmehl am dunkelsten ein.
Der Geruch wurde in allen Desserts als gleichwertig getreidig, nach unreifem Gemise und

bohnig eingestuft. Im Gegensatz dazu empfanden die Probanden die Proben mit
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Ackerbohnenmehl ABM2 und dem Hitze Dampf behandelten Mehl als weniger grasig. Die
Bitterkeit und die SuRe im Geschmack bewerteten die Probanden ebenfalls nahezu
gleichwertig. Wider Erwarten wurden die Dessertproben mit dem nativen Ackerbohnenmehl

Tiffany 4 und ABM2 von den Verkostern mit der héchsten Beliebtheit bewertet.

Tabelle 31: Aussehen von Dessertprodukten mit Ackerbohnenmehl und Konzentrat.

Rezeptur

AB Mehl: 80 g
Saccharose: 50 g
Kakaopulver: 16,5 g
Flussigkeit (Milch): 500 g
Ruhrzeit: 5 min

Gesturzt nach 4 h

AB Mehl: 80 g
Saccharose: 50 g
Kakaopulver: 16,5 g
Flussigkeit (Milch): 500 g
Rihrzeit: 6 min

AB Mehl: 100 g
Saccharose: 50 g
Kakaopulver: 16,5 g
Flussigkeit (Milch): 500 g
Rihrzeit: 6 min

AB Mehl: 80 g

Saccharose: 50 g
Kakaopulver: 16,5 g
Flussigkeit (Hafermilch): 500

g
RUhrzeit: 6 min

AB Mehl: 80 g

Saccharose: 50 g
Kakaopulver: 16,5 g
Flissigkeit (Wasser): 500 g
Rihrzeit: 6 min
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AB Mehl: 60 g

AB Konzentrat: 40 g
Saccharose: 50 g
Kakaopulver: 16,5 g
Flussigkeit (Wasser): 500 g
Ruhrzeit: 6 min

5. Diskussion der Ergebnisse

Zusammensetzung und Reduktion antinutritiver Inhaltsstoffe

Das durchgefuihrte Sortenscreening der Ackerbohnengenotypen hat eindrucksvoll gezeigt,
dass die Saaten und Kernmehle grof3e Unterschiede im Proteingehalt (27-34 % TM)
aufweisen. Die Auftrennung mittels Unterlauferschéler hat sich hierbei als vorteilhaft erwiesen,
da sich der Proteingehalt nochmals in der Kernfraktion erhéhte. Zudem konnte im Rahmen
dieser trockentechnischen Fraktionierung die Kerne gut von der Schale getrennt werden. Dies
auRerte sich positiv auf die Reduktion des Gehalts an kondensierten Tanninen. Da diese
primar in der Schale lokalisiert sind, wurden sie bereits im ersten Schritt erfolgreich abgetrennt.
Fur den Oligosaccharid- und Phytinsduregehalt wurde diese Tendenz nicht gefunden. Beide
antinutritiven Inhaltsstoffe waren sowohl in der Schale als auch in der Kernfraktion verteilt. Die
Vicingehalte der analysierten Ackerbohnenkernmehle variierten von 0,2 mg/g bis 10 mg/g
Probe. Vor allem kommerziell verfiigbare Mehlen wiesen hohe Vicingehalte auf. Im Rahmen
der Projektlaufzeit wurde hierzu keine rechtliche Grundlage fur einen definierten Grenzwert

zur potentiellen Anwendung in Lebensmitteln gefunden.

Endogene Enzymaktivitdt in  Kernmehlfraktionen und Eignung des entwickelten,

hydrothermischen Verfahrens zur Inaktivierung

Obwohl die Temperaturkinetik der Peroxidase (POD) sowie der Lipoxygenase (LOX) gezeigt
haben, dass der wassrige Rohextrakt nach bereits 70 °C inaktiviert war, reichten diese
Temperaturen fir die hydrothermische Behandlung des Ackerbohnenmehls nicht aus, um eine
Inaktivierung der endogenen Enzyme zu erzielen. In Vorversuchen ergab die Hitze-Dampf
Behandlung des Ackerbohnenmehls mittels Konvektomat bei 120 °C; 50 % Dampf, eine
relative Restaktivitat fur die POD von tber 60%. Die Erhéhung der Temperatur auf 170 °C bei
100 % Luftfeuchte erwies sich als vielversprechend, um POD und LOX zu inaktivieren und die
TIA zu reduzieren (verbleibende Restaktivitéat 40 %. Im Vergleich zur Hitze-Dampf Behandlung
(RA 40-47 % rel.), reduzierte die Dampf-Druck Behandlung die TIA deutlicher (RA 6-15 % rel.).

In Bezug auf das Ausgangsmaterial (Mehl; Saat), welches fur die hydrothermische

Behandlung eingesetzt wurde, ergaben sich nur geringe Unterschiede. So lag die RA der POD

62



nach Hitze-Dampf Behandlung mittels Konvektomat (170 °C;100 % Luftfeuchte) fir die Sorte
Tiffany 4 bei 7,4 % rel., wohingegen in der Saat eine vollstandige Inaktivierung der POD
(RA0,0% rel.) erzielt wurde. Aus prozesstechnischer Sicht sollte die hydrothermische
Behandlung der Saat vor dem Prozessschritt der Unterlauferschalung erfolgen. Unabhéngig
vom hydrothermischen Verfahren war der Vicin Gehalt in den analysierten Mehlen der Sorten
Tiffany 2; Tiffany 4 und Fanfare 1 unverandert hoch.

Einfluss der hydrothermischen Behandlung auf die funktionellen Eigenschaften und Sensorik

Hinsichtlich der Anwendbarkeit in Lebensmitteln sind vor allem die funktionellen und
sensorischen Eigenschaften entscheidend. Wéahrend die nativen Ackerbohnenmehle eine
hohe Proteinldslichkeit im Bereich von 71-78 % aufwiesen, variierte diese infolge der
hydrothermischen Behandlung je nach Verfahren fir das Mehl Tiffany 4 (18-24 %) und die
Saat (47-53 %). Auch die Emulgierkapazitat war im Vergleich zum nativen Mehl (ca. 500 ml/g)
in den hydrothermisch behandelten Mehlen (ca. 325-380 ml/g) stark reduziert. Allerdings
wiesen die Hitze-Dampf und Druck-Dampf behandelten Mehle eine geringere minimale
Gelbildung von 6 % im Vergleich zum nativen Mehl mit 8 % auf. Zudem ergab die sensorische
Evaluierung, dass im Vergleich zum nativen Ackerbohnenmehl, der bohnige und grasige
Geruch durch die Behandlung im Konvektomat deutlich reduziert war. Daruber hinaus wurde
das Hitze-Dampf behandelte Mehl mit einem nussigen Geruch bewertet und auch der
Geschmack wurde weniger bitter eingestuft.

Die Bewertung der Konzentrate lieR erkennen, dass das hydrothermisch behandelte
Konzentrat weniger bohnig und grasig im Geruch eingestuft wurde als die Konzentrate der
Sorte Tiffany 4 nach IEP sowie mit dem Ackerbohnenmehl ABM2 aus dem Scale-Up Versuch.
Aufféallig war, dass das Proteinkonzentrat basierend auf dem Hitze-Dampf behandelten Mehl
der Saat Tiffany 4 weniger nussig bewertet wurde. Hier liegt die Vermutung nahe, dass durch
den indirekten Kontakt zwischen Saat und Hitze keine Maillardreaktion und folglich

Rostaromen freigesetzt wurden im Vergleich zum identisch behandelten Mehl.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Herstellung von hydrothermisch
behandeltem Mehl fur die Inaktivierung der endogenen Enzyme ausreichend war und die
sensorischen Qualitatsmerkmale des Mehls verbesserte. Dies war jedoch andererseits mit
Einschrankungen in den funktionellen Eigenschaften (Proteinldslichkeit, Emulgierkapazitat)

verbunden.

Eignung der wassrigen Extraktion zur Abreicherung von antinutritiven Inhaltsstoffen
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Das Projektziel der Gewinnung eines Konzentrats mit einem Proteingehalt > 70 % konnte im
Projektverlauf von QualiFabaBean realisiert werden. Die Variation der Prozessparameter hat
gezeigt, dass sich sowohl die isoelektrische Fallung (IEP) als auch die Ultrafiltration (UF) zur
Konzentrierung der Proteine eignen. Gleichbedeutend hat dies allerdings zu einer starken
Erhdhung des Phytinsduregehalts um mehr als 100 % rel. gefiihrt. Durch eine saure
Vorextraktion (SVE) bei pH 5,5 lie3 sich der Phytinsduregehalt deutlich reduzieren, je nach
Konzentrierungsverfahren IEP (43 % rel.) und UF (49 %rel.). In dem Zusammenhang gilt es
jedoch den Einfluss auf die Bilanzdaten des Extraktionsprozesses zu bertcksichtigen. Durch
die SVE nahm die Proteingesamtausbeute deutlich ab. Die Vicingehalte liel3en sich durch die
wassrige Extraktion zwar reduzieren, allerdings nicht vollstédndig abreichern. So lag die
Reduktion des Vicingehalts fur die untersuchten Konzentrate in einem Bereich von 36 bis 52 %
rel. Hier bleibt zu klaren, wie hoch der Grenzwert fir die Anwendung im LM sein darf.
Zusammenfassend kann fir die Herstellung von Ackerbohnenproteinkonzentraten unter
Bertcksichtigung der erzielten Daten und gewonnenen Erkenntnisse folgendes Verfahren
empfohlen werden: Die Extraktion der Proteine sollte mit einem s:L Verhéltnis von 1:5, bei pH
7,5 fur 1 Stunde bei Raumtemperatur erfolgen. Fur die Konzentrierung der Proteine waren
verschiedene Aspekte zu betrachten. Mit Blick auf die funktionellen Eigenschaften erzielten
die mittels UF hergestellten Konzentrate eine etwas htéhere PL von 66 % und EC von 610 ml/g,
als jene mittels IEP gewonnenen Produkte (PL 50 % bzw. EC 575 ml/g) der Sorte Tiffany 4.
Im Gegensatz dazu war der Phytinsduregehalt fir das mittels UF gewonnene Konzentrat mit
3,2 % TM und einem Vicin Gehalt von 1,3 mg/g Probe deutlich héher als fur die mittels IEP
hergestellten Konzentrate (Phytinsdure: 2,7% TM; Vicin Gehalt: 0,5 mg/g Probe), so dass
unter dem Aspekt der Abreicherung antinutritiver Inhaltsstoffe die IEP deutliche Vorteile

bringen kann. Aus Kostengrinden ware die IEP einer UF vorzuziehen.

Obwohl die Analysen zur Aktivitat der endogenen Enzyme in den Konzentraten zeigten, dass
fur die Sorte Tiffany 4 noch eine rel. TIA von 35% vorlag und POD und LOX vollstandig
inaktiviert waren, wurden die Proteinkonzentrate hinsichtlich ihres bohnigen und grasigen
Geruchs sehr unterschiedlich von den Probanden bewertet. Dies lasst nunmehr darauf
schliel3en, dass neben den endogenen Enzymen noch weitere Faktoren die sensorischen
Attribute der Proteinkonzentrate basierend auf Ackerbohnen beeinflussen koénnen.
Insbesondere fir weitere Arbeiten sollte im Fokus eine detailliere Identifikation mdglicher
Substanzen stehen, die das bohnige und grasige Aroma der Ackerbohne, neben den

endogenen Enzymen, zusatzlich beeinflussen.
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Applikationsfahigkeit der Zutaten (Mehle, Konzentrate) in Modellrezepturen

Die Anwendung von Ackerbohnenmehl der Sorte Tiffany in einer Ruhrkuchenrezeptur lieferte
im Vergleich zur Referenz vergleichbare Qualitdétsmerkmale hinsichtlich des spezifischen
Volumens und der Porung, und wurde zudem hinsichtlich seiner sensorischen Attribute mit
einem geringen Off-Flavor im Geruch, einer reduzierten Bitterkeit im Geschmack und folglich
einer hoheren Beliebtheit eingestuft. Der Anteil von 30 % Ackerbohnenmehl, welches anstelle
des Weizenmehls eingesetzt wurde, war vergleichsweise hoch angesetzt. Auch der 30 %ige
Einsatz von Ackerbohnenmehl in einer Modellrezeptur fiir Weizenbrote und glutenfreie Borte
lieferte vergleichbare Qualitatsmerkmale hinsichtlich Farbe und spezifischem Volumen im
Vergleich zum Referenzprodukt mit Weizenmehl. Fir die glutenfreien Brote (GFB) war dartber
hinaus sogar die Krumenharte mit ca. 11 N trotz Ver&dnderung des Starke-zu
Ackerbohnenmehl- Verhéltnisses von 50:50 auf 70:30 nahezu identisch.

Die sensorische Beurteilung der Konzentrate ergab, dass das Konzentrat basierend auf dem
Hitze-Dampf behandelten Mehl mit einem reduzierten bohnigen und grasigen Geruch
eingestuft wurde, der bittere Geschmack jedoch nahezu gleich empfunden wurde. Somit ergibt
sich auch an dieser Stelle die Frage, welche molekularen Verbindungen neben den
endogenen Enzymen zusatzlich das bohnige bzw. grasige Aroma und den bitteren
Geschmack der Ackerbohnen beglnstigen konnten. Aufgrund seiner hervorragenden
funktionellen Eigenschaften wurde die Eignung des Ackerbohnenproteinkonzentrats zur
Herstellung von veganen Burger-Patties untersucht. Im Vergleich zu Referenzprodukten
basierend auf Erbse, wurde hierbei eine leichte Fadenbildung an der Burger-Patty Oberflache
identifiziert. Nach Einsatz des mittels IEP gewonnen Konzentrats wurde der Geschmack
deutlich salziger, das Mundgefuhl etwas kriimeliger und trockener eingestuft. Im Gegensatz
dazu zeigten die mittels UF gewonnene Konzentrat hergestellten Burger-Patties eine hohe
Feuchtigkeit und ein weiches Mundgefuhl, was das hohe Potential der Ackerbohnenproteine

fur den einsatz in Fleischersatzprodukten zeigt.

Basierend auf den hohen Gelbildungseigenschaften wurde zudem die Anwendung fur die
Herstellung in Dessertprodukten untersucht. In Abh&ngigkeit des verwendeten Mehlanteils
lieBen sich Produkte unterschiedlicher Viskositat bis hin zu einem stirz fahigen Dessert
herstellen. Die sensorische Evaluierung zeigte, dass der bohnige und grasige Geruch nicht
stark ausgepragt waren. Allerdings wurden die Desserts sehr mehlig empfunden, so dass
weitere Optimierungen der Rezeptur in Betracht gezogen werden sollten. Zukiinftige Arbeiten
kénnten hier z.B. Kombinationen mit Hydrokolloiden oder gar die Fermentation von

Ackerbohnenmehl umfassen.
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6. Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und zur Verwertbarkeit der Ergebnisse -
praxisrelevante Ergebnisse

Folgende Ergebnisse kénnen fiir die Praxis relevant sein:

Die hydrothermische Behandlung von Ackerbohnenmehlen verbesserte die ernahrungs-
physiologische Qualitat und steigerte die sensorische Attraktivitat, allerdings zu Lasten der
funktionellen Eigenschaften. Weder die Hitze-Dampf noch die Druck-Dampf Behandlung
erwiesen sich als geeignet, um Trypsininhibitoren oder Vicin und Convicin vollstandig zu
reduzieren. Mit Auswahl der Sorte Tiffany kann zumindest eine Ackerbohne gewahlt werden,
die per se einen sehr geringen Vicin und Convicin Gehalt aufweist. Zudem war die
Proteinloslichkeit in den hydrothermisch behandelten Mehlen mit 18-53 % deutlich reduziert
im Vergleich zu den nativen Ausgangsmehlen (PL 60-78 %). Fir die Herstellung von
Backwaren erwies sich der Einsatz des hydrothermisch behandelten Mehls als potenziell
geeignet. Der anfangs bohnige und grasige Geruchseindruck wurde nach der Hitze-Dampf
Behandlung deutlich geringer wahrgenommen. Das behandelte Mehl wies einen nussigen
Geruch auf und die Endprodukte wurden mit einer hohen Beliebtheit eingestuft. Somit kdnnten
die hydrothermisch behandelten Mehle flr Backwarenhersteller von groRem Interesse sein
und sollten unter Berticksichtigung der jeweiligen Lebensmittelmatrix (Rihrkuchen, Brot) von

potenziellen Industriepartnern im Hinblick auf ihre Applikationsfahigkeit getestet werden.

Die Gewinnung von Ackerbohnenkonzentraten mit einem Proteingehalt > 70 %TM wurde
erfolgreich umgesetzt. Die vollstandige Abreicherung von Phytinsaure, Trypsininhibitoren
sowie Vicin/ Convicin war im Rahmen des Extraktionsverfahrens jedoch nicht umsetzbar. In
Abhangigkeit des verwendeten Ausgangsmehls wurden die Konzentrate mit einem geringer
bzw. starker ausgeprégten grasigen und bohnigen Geruch beurteilt. Basierend auf den
Erkenntnissen von QualiFabaBean zeigte sich, dass die endogenen Enzyme (POD, LOX) in
den Konzentraten nahezu vollstandig inaktiviert waren, so dass davon auszugehen ist, das
weitere molekulare Verbindungen das Aromaprofil negativ beeinflussen kénnten. Vor diesem
Hintergrund soll ein Folgeprojekt zusammen mit weiteren Forschungsinstituten aus
Deutschland in Kirze eingereicht werden. Ziel dieses Vorhabens wird sein, die fur den
bohnigen und grasigen Geschmack verantwortlichen Substanzen zu identifizieren, um diese
durch gezielte Prozessfihrung weiter abzureichern und somit die sensorische Attraktivitéat
noch weiter zu verbessern.

Die in QualiFabaBean erzielten Ergebnisse stellen eine sehr gute Basis fur den
voraussichtlichen Nutzen der gewonnenen Lebensmittelzutaten dar. Vor einer

Markteinfihrung sollten die entwickelten Ackerbohnenmehle und —Konzentrate insbesondere
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hinsichtlich der antinutritiven Qualitdt und der sensorischen Attraktivitat weiter optimiert
werden.

Bislang wurden mit verschiedenen Partnern der Lebensmittelindustrie und auch des
Lebensmittelhandwerks Ackerbohnenprodukte verkostet und auch fir deren Bewertung zur
Verfugung gestellt. Die Bewertung der Proteinkonzentrate an sich zeigte, dass die
funktionellen Eigenschaften als gut bis hervorragend einzuschatzen sind, die sensorischen
Eigenschaften sollten durch weitere Optimierung der Prozesse noch verbessert werden. Die
Evaluierung in verschiedenen Lebensmittelgruppen zeigte ein hohes Potential, auch bei
ausgewahlten Industriepartnern, es sollten aber noch weitere Optimierungsversuche dazu
stattfinden. Aktuell werden die Moglichkeiten hierzu in einem bilateralen Projekt untersucht.
Nach Abschluss dieser Arbeiten und weiterer Gespréache mit Industriepartnern zur Umsetzung
der Konzentratherstellung sowie weitere Ergebnisse zur sensorischen Optimierung ist die
Erstellung eines Praxismerkblatts mit Industriebeteiligung anvisiert.
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7. Gegeniiberstellung urspriinglich geplante zu den tatséchlich erreichten Zielen

Geplante Ziele

Erreichte Ziele

Analyse der Zusammensetzung (u.a.
Trockensubstanzgehalt, Proteingehalt,
Fettgehalt, Starkegehalt)

Bestimmung der funktionellen
Eigenschaften (Proteinloslichkeit,
Wasserbindevermdégen)

Antinutritive  Substanzen (Phytinsaure,
Vicin, kondensierte Tannine)

Charakterisierung sortenspezifischer
Eigenschaften (u.a. Verfugbarkeit,
KorngroR3e)

Die analytische Zusammensetzung wurde
bestimmt

Die Proteinldslichkeit und das
Wasserbindevermégen wurden bestimmt

Gehalte an Phytinsaure, kondensierten
Tanninen und Vicin wurden fir ausgewahlte
Sorten quantifiziert

Saatenspezifische Eigenschaften (u.a.
Tausendkorngewicht) wurden evaluiert

Charakterisierung endogener
Enzymaktivitaten (Lipoxygenase,
Peroxidase, Trypsininhibitoren)

Entwicklung  eines  Verfahrens  zur
Inaktiviierung relevanter Enzyme und
Ermittlung der Inaktivierungsbedingungen
(u.a. Temperatur)

Charakterisierung des Einflusses auf die
funktionellen Eigenschaften und Sensorik —
Verbesserung der Sensorik als Ziel

Lipoxygenase und Peroxidaseaktivitat sowie
die Trypsininhibitoraktivitat wurden fir die
Genotypen Tiffany 2; Fanfare 1 und Tiffany 4
charakterisiert.

Die hydrothermische Behandlung wurde
anhand des Konvektomats und eines
Druckdampfgarers evaluiert.
Temperaturstufen zZur vollstandigen
Inaktivierung der endogenen Enzyme wurden
identifiziert.

Der Einfluss der hydrothermischen
Behandlung auf die Proteinlgslichkeit, die
Emulgierkapazitat und minimale Gelbildung
wurden  untersucht. Die  sensorische
Evaluierung wurde fur das native und
hydrothermisch behandelte Mehl evaluiert.
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Prifung auf welcher Prozessstufe die
Inaktivierung am effektivsten war (ganze
Saat, geschélte Saat, Mehl, Konzentrat)

Zur Prufung der Inaktivierungseffektivitat
wurden folgende Prozessstufen
bertcksichtigt: ganzen Saat, Mehl,
Konzentrat.

Vergleich Prallschélung und Schalung mit
Unterlauferschélgang

Einfluss des Restwassergehalts auf die
Schalung

Welchen Einfluss hat Schalung auf
Reduktion antinutritiver Inhaltsstoffe
(Tannine, Phytinsaure)

Gewinnung von Konzentraten
(Proteingehalt >70%; reduzierter
Phytinsauregehalt)

Gewinnung von Konzentraten mittels

saurer Vorextraktion

Gewinnung von Protein und Starke im
Neutralen bis alkalischem und
Aufkonzentrierung mittels UF

Charakterisierung der  Mehle  und
Konzentrate  hinsichtlich  analytischer
Zusammensetzung, Gehalt antinutritiver
Inhaltsstoffe, Restenzymaktivitaten

Die Prallschdlung war nicht erfolgreich und
wurde nicht weiterverfolgt.

Der Restwassergehalt in den Saaten erwies
sich als ideal und wurde daher nicht variiert.

Die  Gehalte der Phytinsdure und
kondensierten Tannine wurden far
ausgewahlte Genotypen fir die Kern- sowie
Schalenfraktion durchgefthrt.

Proteinkonzentrate mit einem Proteingehalt >
70% wurden erzielt, die Reduktion des
Phytinsduregehalts mittels saurer
Vorextraktion ist maglich

Saure Vorextraktion wurde fur die pH-Stufen
4,5 und 5,5 analysiert.

Die Gewinnung der Proteine erfolgte bei pH
7,5, die Aufkonzentrierung wurde sowohl
mittels IEP als auch UF durchgefihrt.

Die analytische Zusammensetzung der Mehle
und Konzentrate wurde untersucht, der
Vicingehalt und die enzymatische
Restaktivitat wurden fir ausgewahlte Sorten
bewertet.

Sensorische Bewertung von ausgewahlten
Produkten hinsichtlich (Aroma, Farbe,
Geruch, Geschmack)

Die sensorische Evaluierung wurde fir

ausgewahlte Konzentrate durchgefuhrt.
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Bestimmung funktioneller Eigenschaften
(Proteinldslichkeit, Wasserbindung,
Olbindung, Emulgierverhalten)

Die Konzentrate wurden hinsichtlich der
Proteinléslichkeit, des Wasserbinde-
vermégens und des Emulgierverhaltens
bewertet. Die Messung der Olbindung erwies
sich aufgrund der hohen Loslichkeiten als
nicht sinnvoll.

Erstellung einer

Wirtschaftlichkeitsabschéatzung

Die Wirtschaftlichkeitsabschatzung wurde am
Prozessbeispiel des Scale-Ups
vorgenommen.

Anwendung der Mehle und/oder
Konzentrate in  Modellrezepturen

Feinbackwaren und Backwaren

far

Modellrezepturen fur Ruhrkuchen, Weizenbort
glutenfreie  Backwaren und Schokoladen-
Desserts mit nativem und/oder
hydrothermisch behandeltem Mehl wurde
entwickelt. Die Anwendung des Isolats in
veganen Burger-Patties wurde untersucht.
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8. Zusammenfassung

Das Projektziel von QualiFabaBean bestand darin sensorisch attraktive Mehle und
Konzentrate aus Ackerbohnen mit reduziertem Gehalt antinutritiver Inhaltsstoffe zu gewinnen.
Dazu wurden im ersten Schritt kondensierte Tannine Uber einen Schéalvorgang abgetrennt. In
der Ackerbohnenkernfraktion waren somit neben Phytinsdure und Vicin  noch
Trypsininhibitoren enthalten und endogenen Enzyme (POD und LOX) aktiv. Die Untersuchung
der Effizienz zweier Ansétze zur hydrothermische Behandlung; mittels Hitze-Dampf
(Konvektomat) und Druck-Dampf (Druckdampfgarer), erwiesen sich zur Inaktivierung beider
Enzyme (rel. Restaktivitat < 10%) als geeignet. Im Gegensatz dazu variierte die
Trypsininhibitor-Aktivitat und zeigte nach einer Hitze-Dampf Behandlung eine rel. Restaktivitat
von ca. 45 %, wohingegen nach Anwendung des Druck-Dampf Verfahrens ca. 85 % der
Trypsininhibitoren inaktiviert waren. Die Gehalte an Vicin und Phyinséure waren fir die Sorte
Tiffany 4 nach hydrothermischer Behandlung nicht reduziert. Eine sensorische Evaluierung
ergab, dass im Vergleich zum nativen Mehl, welches ein stark grasiges, bohniges Aromaprofil
aufwies, die Hitze-Dampf Behandlung diese Geruchs- und Geschmacksattribute verbesserte.
Charakteristisch fur das Hitze-Dampf behandelte Mehl war eine etwas dunklere Farbe und ein

nussiger Geruch.

In einem anschlieBenden Extraktionsverfahren (wassrig-alkalisch bzw. saure Vorextraktion)
wurden die Mdglichkeiten zur Phytinsédure Abreicherung untersucht. Wahrend nach wassrig-
alkalischer Extraktion mit anschlieBender IEP der Phytinsduregehalt Gber 100 % anstieg,
ermdglichte eine saure Vorextraktion bei pH 5,5 die Abreicherung der Phytinsdure um 43 %
rel. Fur die Konzentrierung mittels UF wurde eine rel. Abreicherung des Phytinsauregehalts
von 49 % ermittelt, was jedoch mit einer verringerten Proteingesamtausbeute einherging.
Somit wurden unabhangig vom verwendeten Konzentrierungsverfahren (IEP/ UF) keine
Unterschiede bezlglich der Phytinsdure-Abreicherung erzielt. In zukinftigen Arbeiten ware
somit zu untersuchen, welche technologischen Strategien sich zur Abreicherung von
Phytinsaure in Ackerbohnen eignen. In den hergestellten Konzentraten war die POD inaktiviert
und die Tl wiesen eine rel. Restaktivitdt von ca. 35% auf. Die anschlie3ende sensorische
Evaluierung von ausgewahlten Konzentraten ergab einen bitteren, bohnigen und grasigen
Aromaeindruck. Somit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass nicht nur die Inaktivierung von
LOX und POD die sensorischen Attribute verbessern. Vielmehr bleibt anzunehmen, dass
weitere volatile Verbindungen in der Ackerbohne vorliegen, die das Aroma negativ
beeinflussen kdnnen. Folglich sollten in einem weiteren Forschungsprojekt die in Ackerbohnen
vorliegenden  Aromasubstanzen detailliert identifiziert werden, um somit den

Extraktionsprozess weiter zu optimieren.
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Erwartungsgeman war die Proteinldslichkeit und die Emulgierkapazitat der hydrothermisch
behandelten Mehle reduziert. Im Gegensatz dazu zeigten die Proteinkonzentrate eine
vergleichsweise geringere Abnahme in der Wiederldslichkeit und auch die Emulgierkapazitét
war mit einigen Ausnahmen deutlich verbessert im Vergleich zum nativen Mehl. Die minimale
Gelbildungskonzentration variierte von 8 % fur native Mehle, Uber 6 % fir hydrothermisch
behandelte Mehle bis hin zu >14 % fur die Ackerbohnenkonzentrate. Die Anwendung in
Modellrezepturen erweis sich fur Ruhrkuchen, Weizenbrote oder glutenfreie Backwaren als
geeignet. Vor allem in Rihrkuchen wurde das Hitze-Dampf behandelte Ackerbohnenmehl
aufgrund seines nussigen Geruchs und seines reduzierten bohnigen, grasigen Aromaprofils

mit einer hoheren Beliebtheit eingestuft.
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Die Ackerbohnen — zu Unrecht verschméht; Artikel Vermarktung von Hilsenfrichten,
2017.06.12

Comeback der Ackerbohne als Lebensmittel, Artikel Verarbeitung Ackerbohnen, DLG Magazin
Lebensmittel, 2018.07.30

IVLV Tagung - pflanzliche Proteine; Potenzial der Ackerbohnen zur Anwendung in
Lebensmitteln, Foste, M., Freising, 2019.05.16

Proteina — QualiFabaBean — Potenzial von Ackerbohnenmehl und — konzentrat fir die
Anwendung in Lebensmitteln, Fdste, M., Magdeburg, 2019.10.21.

Demonetzwerk ErbseBohne — Entwicklung von Verfahren zur Gewinnung sensorisch
attraktiver Ackerbohnenproteine unter Abreicherung der antinutritiven Inhaltsstoffe, Fdste, M.,
Freising, 2020.10.28
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