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Kurzzusammenfassung VI

Kurzzusammenfassung

Entwicklung und Anwendung prozesstechnischer und analytische8ysteme zur

Wertschopfung bioaktiver Inhaltsstoffe aus Kartoffeln
Alain-Michel Graf

Bei der industriellen Starkeproduktion fallt ein Prozessnebens&momsogenanntes
Kartoffelfruchtwasser, das ernahrungsphysiologisch wertvoll®telile enthélt.
Industriell wird diese Proteinfracht durch Hitzekoagulation gewonueh liefert ein
denaturiertes Produkt, das fir die menschliche Erndhrung wenig geegnatd
Uberwiegend als geringwertiges Tierfuttermittel vermarkted wir

Mit Hilfe neuartiger Membranadsorber-Prozessierungseinheiterdenurdie zwei
Hauptproteingruppen des Kartoffelfruchtwassers, Patatin und Reieidistoren, im
Technikumsmal3stab fraktioniert und in nativer bioaktiver Form gewonnen. Die
Membranadsorber-Technologie basiert auf den Prinzipien der lonauscist
Chromatographie und ermdglicht die direkte Prozessierung von Kairatfgvasser
unter milden Reaktionsbedingungen ohne kostenintensive Vorbehandlungsschritte. Die
Produkteluate wurden durch Ultra- und Diafiltration aufkonzentriest. lentsalzt und
durch Spruh- und Gefriertrocknung konfektioniert. Verschiedene analytiéetieden,
wie SDS-PAGE, RP-HPLC und enymatische Assays, wurden etablied
durchgefuhrt, um die Produktqualitat bezuglich Zusammensetzung, Bitiktind
Abreicherung von Storkomponenten zu charakterisieren. Vermarktungspetetdra
hochwertigen Produkte ergeben sich in den Bereichen der Sport- updaBalng, der
Nahrungsergénzungsmittel sowie der Pharmazeutika.

Im zweiten Abschnitt wurden Hydrolysesysteme mit gastroimi@ietin, technischen und
pflanzlichen Enzymen entwickelt. Der Pool an dargestellten Peptdede durch
SEC-FPLC aufgereinigt und mogliche antioxidative, antimikrobieliled ACE-
inhibitorische Wirkungen getestet. Die Peptide wurden weiterhirMAitDI-MS und
HPLC-ESI-MS/MS analysiert und charakterisiert.

Schlagworter:  Kartoffelprotein,  Membranadsorber-Chromatographie,  Patatin,

Proteaseinhibitoren, bioaktive Peptide, enzymatische Hydrolyse



Abstract VI

Abstract

Development and application of processing and analytical systems for the reeoy

of bioactive ingredients from potatoes
Alain-Michel Graf

During the industrial production of starch from potatoes, a procesanstwith
nutritionally valuable proteins, so called potato fruit juice, ocassa by-product.
Industrial recovery of this fraction is accomplished by heaigalation and results in
denatured low-quality product, which is not suitable for human consumption and
therefore placed on market as low-value animal feed.

Employing the novel membrane adsorber processing units, two majernpfractions
of potato fruit juice, patatin and a group of potato protease inhibiter® isolated in
technical scale and obtained in native, bioactive form. The membrdserbar
technology is based on the principles of ion exchange chromatography anesemabl
direct way for processing potato fruit juice under gentle conditiwitsout cost-
intensive pre-treatment steps. The product eluates were conedrdrad desalted by
ultra- and diafiltration and converted by spray drying and hlgahion. Several
analytical methods including SDS-PAGE and RP-HPLC as wedinagmatic assays
have been established and performed to characterise the qualigymbtein fractions
in regard to composition, bioactivity and depletion of interfering maumds. A
commercialization as high valuable ingredients for nutraceutictdkete and baby-
food, dietary and pharmaceutical products is conceivable.

In the second part, strategies have been mapped out to hydrolysatdlia fraction
with gastrointestinal proteases as well as with technicapkamd proteases. The pool of
obtained peptides was downstreamed by SEC-FPLC and testedluate bioactivity
regarding antioxidative, antimicrobiological and ACE-inhibitory efife The peptides
were further analysed and characterised by MALDI-MS and HPLCMESMS.

Keywords: potato protein, membrane adsorber chromatography, patatin, protease

inhibitors, bioactive peptides, enzymatic hydrolysis
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1 Einleitung und Zielsetzung

Im Bundesland Niedersachsen stellen der Anbau und die Verarbeitungachskwder
Rohstoffe aus intensiver landwirtschaftlicher Nutzung eine tdmeBaule der
Okonomie dar. Im Zuge der EU-Erweiterung und der Globalisierungvidekte hat

sich jedoch im vergangenen Jahrzehnt ein struktureller Wandel vailzoge den
Wettbewerb um Rohstoffe und den Produktabsatz verscharft. Zahlreicemé&hrhen

des Lebensmittelsektors richten daher ihr Portfolio an den veténdBedarfs- und
Produktstrukturen neu aus. Die Biotechnologie stellt in dieser Situagine
Schlusseltechnologie dar, um aus bisher nicht genutzten Ressoumevative
Produkte zu generieren und diese marktorientiert weiter zu entwickeln.

Die Kartoffel z&hlt zu den wichtigsten niedersédchsischen Rohstoféels
landwirtschaftlicher Produktion. Die Ernte betragt allein in dérsachsen etwa

5,2 Mio. t pro Jahr und machte damit 46 % der Gesamternte in Deutschland (2008) aus
[1]. Rund 30 % der Ernte entfallt auf Starkekartoffeln, aus denen indiuStéeke
gewonnen wird. Als Nebenstrom fallt Kartoffelfruchtwasser (KFal, das mit 2-3 %

[w/v] einen hohen Anteil an ern&hrungsphysiologisch interessantgririn besitzt.

Nach aktuellem Forschungsstand werden die Kartoffelproteine in Klassen
eingeordnet und bestehen aus dem Hauptspeicherprotein Patatin, aus
Proteaseinhibitoren sowie aus Polyphenoloxidasen, StarkesynthasennendReihe
hohermolekularer Proteine [2,3]. Bis heute wird diese Proteinfrachttiredubei der
Kartoffelstarkegewinnung nur in denaturierter, nicht bioaktiver Fornetadxgnt. Die
Produkte sind von minderer Qualitat und werden als Tierfuttermittel verkauft.

Die Integration neuartiger prozesstechnischer Methoden in  bes&ehend
Produktionsablaufe ertffnet die Mdglichkeit, die Proteinfracht in bioaktheem zu
isolieren und so die Wertschépfungskette nachhaltig zu erweiteteami anfallende
Reststoffstrome wie KFW zur Erzeugung von Hochwertprodukten gewetzien. In

den vergangenen Jahren ist beim Konsumenten ein eindeutiger Trend hin zu
gesundheitsbewusster Ernahrung zu beobachten. Neuartige Proteinprigssen sich

im Nahrungsmittelsektor gewinnbringend vermarkten. Ein Beispieluhisind die
Anwendung der im Kartoffelfruchtwasser enthaltenen Proteaseinieibitoals
Appetitzugler. Doch damit ist das Potential bei weitem nichtléipft. Lebensmittel

mit spezifischem, gesundheitsférderndem Zusatznutzen, auch funktibele#asmittel
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oder Functional Food genannt, spielen in unserem Nahrungsmittelangebohmiee
grolRere Rolle.

Durch biotechnologische Verfahren werden gezielt Produkte erzeudpiodidive und
gesundheitlich aktive Substanzen enthalten, deren spezifische Wirkung in
erndhrungswissenschaftlichen Studien bestétigt werden kann/mussgs Berge sind
probiotische Milchprodukte oder cholesterinsenkende Margarine in jedem
Supermarktregal zu finden. Aus Proteinen kdnnen durch enzymatisch@lydgdr
funktionelle bioaktive Peptide freigesetzt werden. Durch Einbeziehung des
nachgewiesenen gesundheitlichen Zusatznutzens in die Vermarktung nodekte
gezielt im Wachstumsmarkt Functional Food oder in medizinisch-@zeuischen

Bereichen platziert werden [4].

Im Rahmen dieser Arbeit sollen mit Hilfe eines prozesstecheis Verfahrens native
Kartoffelproteinfraktionen aus Kartoffelfruchtwasser gewonnen arerth Kooperation

mit dem Industrieunternehmen Emsland-Starke GmbH (Emlichheim/Deatsighl
wurde am Institut fir Technische Chemie ein membranbasierter DreamsProzess
vom Labor- bis zum Technikumsmalstab etabliert [5,6,7]. Mit Hilfe degemannten
Membranadsorbertechnologie, einem innovativen Verfahren zur speazifische
Separation von Biomolekilen aus komplexen Ldsungen, lassen sich bioaktive
Kartoffelproteinfraktionen aus Kartoffelfruchtwasser isolieren. e Diisolierten
Kartoffelproteinfraktionen werden bis zur Nahrungsmittelqualitat enefgigt, durch
Trocknungsverfahren schonend konfektioniert und anschlieRend bioanalytisch
charakterisiert. Die Akkumulation mdoglicher Verunreinigungen, z. B. stbar
Glykoalkaloide bzw. qualitatsmindernder  Polyphenoloxidasen, soll  durch
Analysesysteme Uberwacht werden.

Im Weiteren wird der methodische Abbau von Kartoffelproteinen zu d&epti
untersucht. Peptide kdnnen synthetisch oder durch gezielten enzymatfeciaen aus
Proteinen erzeugt werden und lassen sich in den Bereichen deé¥, Sadry- und
Seniorenerndhrung gewinnbringend vermarkten. Sie kdnnen schneller unchdaksta

als Proteine zu kdrpereigenen Proteinen metabolisiert werdenoomt den Muskel-

und Zellaufbau bzw. das Wachstum und die Erneuerung von KorperzelliemifoDes
Weiteren wurde in verschiedenen Studien von funktionellen bioaktiven Peptiden
berichtet, die aus Milchprodukten, aber auch aus Kartoffelproteiigebetzt werden
konnen [31-44]. Ziel ist es, enzymatische Hydrolysesysteme aiieegsn und die
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aufgereinigten Abbauprodukte eingehend bioanalytisch zu charaktamisi®urch
entsprechende Testsysteme sollen potentielle bioaktive WirkungenPeptide

untersucht werden.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Nutritive  Bedeutung und Industrielle

Wertschopfung der Kartoffelinhaltsstoffe

Mit einer jahrlichen Ernte von mehr als 314 Mio. t (Jahr 2008) z&ahlKdrtoffel
(solanum tuberosumzu den wichtigsten Anbaupflanzen weltweit [8]. Die Kartoffel
besteht zu etwa 70-80 % aus Wasser und enthélt je nach Sorte 15-20k& Star
(s. Abbildung 1). Der hohe nutritive Wert der Kartoffel basiechtinur auf der hohen
Energiedichte der Kohlenhydrate; vor allem die minoren Bestagdteivie
hochwertiges Protein, hohe Vitamin-1(B,, C) und Mineralstoffgehalte (Kalium und
Magnesium) sowie Ballaststoffen, Aminosauren und Polyphenoleriratal3geblich

bei.

Wasser Aminosauren
72 % 2%

weitere
Bestandteile

2%

Fasern
2%

Proteine
Stéarke 2%
20 %

Abbildung 1: Bestandteile und Zusammensetzung der Kartoffel

Neben dem Verzehr als Grundnahrungsmittel (ca. 60 % der Ernte iscDBkeund) wird
die Kartoffel als Tierfuttermittel (1,2 %) und Saatgut (6 %hgesetzt und in
industriellen Prozessen (34 %) verarbeitet [9]. Fir die indust@&dekegewinnung in

Deutschland stellt die Kartoffel vor Weizen und Mais den wictdig®ohstoff dar. Der
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Hauptanteil der Starke wund deren Produkte werden im Bereich der
Lebensmittelindustrie in Form von starkebasierten Zuckerstofferrdidkeings-,
Stabilisierungs- und Bindemitteln verwendet. Aber auch in derilf,eRapier- und
Klebstoffindustrie wird Starke aufgrund der Eigenschaften als magatifiares Polymer

vielfaltig eingesetzt.

2.1.1Kartoffelfruchtwasser — Nebenprodukt der industriellen
Starkegewinnung als Ressource der Proteingewinnung

Bei der industriellen Starkeproduktion fallt KartoffelfruchtwasgiéFW) in grof3en
Mengen als Nebenstrom nach dem Separieren der Starke an. KFW paskednteils
aus Wasser, enthalt daruber hinaus jedoch nahezu alle erndhrungspisdiol
wertvollen minoren Bestandteile (s. Abbildung 1).

Wasser

94 % Aminosauren
2%

weitere
Bestandteile

2%

Proteine
2%

Starke
0.5%

Abbildung 2: Bestandteile und Zusammensetzung des KFW

Mit einem Trockenmasseanteil von 26,8 % bzw. einer Konzentration von 22,2 g/
bildet das Kartoffelprotein neben Wasser den Hauptbestandteil im KFW (sleThbel
Beriicksichtigt man die Gesamtmenge an industriell anfallendEwW, so wird das
Potential des Neben- bzw. Reststoffstroms als Proteinrohstoffqdéle den
Lebensmittelsektor, inklusive Functional Food, wund im Bereich der

Nahrungserganzungsmittel deutlich.
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Tabelle 1 Inhaltsstoffe des KFW [3]

Komponente Konzentration im KFW Trockenmasse
P (min-max) [g/L] [%]
Proteine 13,4 (8,5-22,2) 26,8
Peptide 2,2(1,5-3,1) 4,4
Aminosauren und Amide 4,8 (3,3-7,8) 9,6
andere N-haltige 0.9 1.8
Komponenten
Kohlenhydrate 7,9 (3,0-24,9) 15,8
Lipide 11 2,2
Zitronensaure 5,0 (2,0-12,0) 10,0
Ascorbinséure 0,3 (0,1-0,6) 0,6
andere organische Sauren 1,3(0,7-5,4) 2,6
Chlorogensaure 0,2 (0,2-0,5) 0,4
Kaffeesaure 0,07 (0,03-0,3) 0,1
Kalium 5,6 (3,9-7,3) 11,2
Phosphor 0,5 (0,2-0,9) 1,0
andere 50 10,1

Allerdings mussen Stérkomponenten im KFW beachtet werden, daesi&Vert der
Produkte und damit den wirtschaftliche Nutzen erheblich einschranken kobreen
enzymatische Reaktion der Polyphenole mit enthaltenen Polyphenoloxidasezika
unerwinschter Verbraunung fiihren, die sowohl die sensorischen als auocitritiven
Eigenschaften des Kartoffelproteins negativ beeinflussen.

Eine weitere Problematik bei der Verwertung des Rohstoffs Kdt®llen toxische
Inhaltsstoffe der Kartoffel, sogenannten Glykoalkaloide, dar, dleisi den Produkten
anreichern kdnnen. Glykoalkaloide sind aus einem Steroid-Alkaloid-Gauigebaut,
an das Tri- bzw. Tetrasaccharide glykosyliert sind [10]. Zu diehtigsten Vertretern
zahlen a-Solanin und a-Chaconin, die mit etwa 95 % né&herungsweise den
Gesamtglykoalkaloid-Gehalt in der Kartoffel ausmachen. In dechgdten Kartoffel
befinden sich etwa 12-110 ppm, in der Schale der Kartoffel dagegen bis zu
1.068 ppm [11]. Bei Menschen fuhrt eine orale Dosis von 1-5 mg/kg Korpergeawicht
geringfugigen bis schweren Toxizitatserscheinungen, 3-6 mg/kg Kovpehgekdnnen
bereits letal wirken [12]. Eine Uberwachung mit geeigned@alytik und eine

Abreicherung im finalen Produkt sind daher unerl&sslich.
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2.1.2Zusammensetzung des Kartoffelproteins

Die I6slichen Proteine im KFW lassen sich in drei gro3e Gruppgerteilen (s. Tabelle

2). Mit etwa 40-60 % der Proteinfracht ist das Hauptspeicherproteidad®offel, das
majore Kartoffelprotein Patatin, enthalten. Patatin gehort zwapge der N-
glykosidisch verknupften Glykoproteine und weist weder besonders hydrayitle
hydrophobe Cluster auf. Abhéangig vom Glykosylierungsmuster und derolgetatat

der Primarstruktur existieren verschiedene Isoformen, die sidloiekulargewicht
(40-44 kDa) und isoelektrischen Punkten (pl 4,5-5,2) unterscheiden [13,14,15].
Dennoch konnten Park et al. eine enge Strukturhomologie dieser Isofornheverssn

[16]. Patatin zeichnet sich durch enzymatische Acyltransferassd
Lipidacylhydrolase-(LAH)-Aktivitdt aus [13]. Letztere ish ider Abwehr gegen den

Angriff von Insekten und Pathogenen involviert [17,18].

Tabelle 2: Ubersicht der loslichen Kartoffelproteine im KFW

Molmasse l- Anteil ? Inhibitoraktivitéat

Protein [kDa] Wert [%] ChymotryF)/sol]n/Trypsm
Patatin 40-44 4552  40-60 -
Potato Proteaseinhibitor | 78 51-7.8 45 19/2
(PI1-1)
FF?Itj\It)o Proteaseinhibitor Il 2042 556,9 29 82/50
Potato-Cystein-Proteaseinhibitor 16/10
(PCPI) 20,1-22.8 589 12 (auch gegen Papain)
Potato-Kunitz-Proteaseinhibitor
(PKPI) 20,2 8-9 4 2/3
Potato-Carboxypeptidasen 3
(PCI) 4,3 n. b. 1 n. b.
Serin-Proteaseinhibitor 12,3; 21,0;
(OSPI) 218 7,5-8,8 15 2/3
Potato-Aspartyl-Proteaseinhibitor i i 9/2
(PAPI) 19.9-22 6.2-8,7 6 (auch gegen Cathepsin D)
Polyphenoloxidasen )
(PPO) 60-69 n. b. n. b. -
Phosphorylase-Isoenzym 95; 110 n. b. n. b. -
Starkesynthasen 139 n. b. n. b. -
Proteinkinasen n. b. n. b. n. b. -
Lectin 65,5 n. b. n. b. -

Y Dimer: ~ 80 kDa
2 Monomer: 10,2 kDa
9 inhibiert Metallo-Carcoxypeptidasen
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Eine heterogene Gruppe hitzestabiler, cysteinreicher Prot&#nen eine inhibierende
Wirkung auf Serin- und Cysteinproteasen gemein ist, werden zu daoremi
Kartoffelproteinen der Proteaseinhibitoren (Pl) zusammengefagstim&hen bis zu
51 % des l6slichen Kartoffelproteins aus und unterscheiden sich in Moledgdma
(3-23 kDa), Aminosauresequenz und Inhibitoraktivat [2]. Pl spielen eineigedRblle

in den Abwehrmechanismen der Kartoffelpflanze gegen Schadlinge uhdgpae
Mikroorganismen. Die Pl des KFW lassen sich in sieben Unterklassen einteilen.

Im Ubrigen Proteinanteil von 10-12 % sind alle Proteine zusammengefassticht
unter die erst genannten Gruppen fallen. Dazu gehéren hoher molekulaiaePvoe
Lectine [19] und Phenoloxidasen, ebenso wie Proteinkinasen und Phosphorylasen
[3,13,20].

2.1.3Nutritive Bedeutung des Kartoffelproteins

In vielerlei Hinsicht sind pflanzliche Proteine den tierischerzupiehen. Es bietet sich
nicht nur die Madoglichkeit, Gber die Zertifizierung als veganen Zgsaffz neue
Absatzmarkte zu erschlieRen, auch die geringeren Kosten der Rolatreat und
insbesondere der hohe Wert des pflanzlichen Proteins sind weitere érgufir die
Gewinnung und Vermarktung.

Ein MalR fur die ernahrungsphysiologische Bedeutung eines Praientie sogenannte
biologische Wertigkeit. Diese gibt an, inwiefern das Aminosauekiggm eines
Lebensmittels dem Bedarf an essentiellen Aminosauren givalitatl quantitativ
entspricht. Die biologische Wertigkeit eines Proteins wird inlaf® zum
Referenzprotein Huhner-Vollei, dessen Wert als 100 definiertarsjiegeben. Die
Wertigkeit des Kartoffelproteins stitzt sich auf hohe Gehalte elssenziellen
Aminosauren Leucin, Lysin, Valin und Phenylalanin und liegt mit 76 im oberen Bereich
pflanzlicher Lebensmittel (Tabelle 3). Im Vergleich zu Geeizeichnet sich
Kartoffelprotein durch einen hohen Gehalt an Lysin und eher geringe &edralt
schwefelhaltigen Aminosauren aus. Dem geringen Methionin-Gehalten i
Kartoffelprotein wurde in vivo (Ratte) eine hypolipidamische Widkwugeschrieben
[21,22].
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Tabelle 3:Biologische Wertigkeit, Amino Acid Score (AAS), Reinverdaulichkeit (PV) und PDAAS
fur ausgewéhlte Lebensmittelproteine [23,24,25]

Lebensmittelprotein Biologiasscgerc:/t\(/;ier:t;gkeit ?)2]8 [f;;]/ PDAAS
Kartoffel 76 100” n. b.
Huhnerei 100 121 98 118
Weizen 55 47 91 42
Rindfleisch 80 94 98 92
Kuhmilch 72 127 95 121
Soja 81 96 95 91
Mais 72 n. b. n. b. -
Reis 72 n. b. n. b.
Schweinefleisch 85 n. b. n. b. -
Pflanzliche 55-75 n. b. n. b. i

Proteinmischung

DKartoffelprotein F7020 der Emsland-Stérke GmbH

Eine differenziertere Beurteilung der ernahrungsphysiologischereuBaty eines
Proteins ist mit dem von der FAO/WHO (Food and Agriculture @imgdion, World
Health Organization) empfohlenen Konzept des Protein DigestibiityeCted Amino
Acid Score (PDCAAS) moglich. Es wird nicht nur die Zusammemsg} des Proteins
an essentiellen Aminosauren bewertet, ausgedrickt als Amino At SAAS),
sondern ebenso die fakale Proteinverdaulichkeit (PV) berlcksichtigtetes ist ein
Mal3 dafir, inwieweit essentielle Aminosauren physiologisch viediigverden. Der
PDCAAS berechnet sich aus dem Gehalt der limitierenden Amin@sa dem zu
untersuchenden Protein im Vergleich zu einem Referenzproteiniplaidtt mit PV
[26]. Die limitierende essentielle Aminosdure im Kartoffelgagprotein (F7020,
Emsland-Starke GmbH) ist Tryptophan. Deren Gehalt im Kartoff@progntspricht
jedoch dem des Referenzproteins, so dass sich fir das Karto#aipeat Wert von
100 % ergibt. Basierend auf dem AAS stellt es folglich ein hodiyesr Protein dar.
PV muss fir jedes Protein in entsprechenden in vivo Versuchen séegstahmt
werden. Fur Kartoffelproteine liegen hierzu bislang keine StudienBsoist durchaus
wahrscheinlich, dass sowohl toxische Glykoalkaloide als auch eenEebktionen des
Kartoffelproteins die nutritive Qualitat negativ beeinflussen. Saavon auszugehen,
dass die PI-Fraktion die proteolytische Aktivitdt der Verdauungseahemmt und die
Verdaulichkeit einschrankt. Des Weiteren ist eine sattigaingsterende Wirkung des
Proteaseinhibitor-11 (PI-Il) bekannt. Dieser regt die Freigaes Darmpeptids
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Cholecystokinin  an, das als hormoneller Botenstoff die Einstellung des

Sattigungsempfindens im Gehirn induziert, [27,28].

2.1.4Vermarktungspotentiale von Kartoffelproteinen

Proteine finden als Lebensmittelzusatze, als Sportler- undekmahrung sowie als
funktionelle Inhaltsstoffe  und  Nahrungserganzungsmittel ein  vigilt
Einsatzspektrum. Fir eine erfolgreiche Vermarktung der Kalpobfieine sind die
funktionellen und nutritiven Eigenschaften von entscheidender Bedeutung. Auf die
maoglichen und etablierten Gewinnungsmethoden wird in Kapitel 2.3 (S. $@hdgrt
eingegangen.

Denaturiert gewonnenes Kartoffelprotein zeichnet sich durch eifiastige
erndhrungsphysiologische Wertigkeit aus. Durch drastischakti@esbedingungen
werden antinutritive Komponenten wie Pl und toxische Glykoalkaloide stgébend
inaktiviert. Denaturierte Proteine besitzen jedoch vergleichswgeldechte funktionelle
Eigenschaften und sind daher schwieriger in Lebensmittelmatinesarbeiten. Das
Kartoffelgesamtprotein F7020 (Emsland-Starke GmbH, EmlichheiméDielaind)
beispielsweise besitzt eine geringe Emulgierkapazitat unduis zu 2-5 % I6slich.
Daher ist das Verwertungspotential im Nahrungsmittelsektok stingeschrénkt. Es
wird bisher hauptsachlich als gilinstiger Tierfuttermittelzusatz veretd24].
Umgekehrt verhalt es sich bei nativem Kartoffelgesamtprot@ute funktionelle
Eigenschaften stehen antinutritiven Komponenten (Pl, Glykoalkalgelggntber, die
in technisch aufwendigen und kostenintensiven Verfahren abgereicherinbktwiert
werden mussen.

Alternative Ansatze verfolgen die Strategie, natives Kaetpfbtein fraktioniert zu
gewinnen und fur die Hauptfraktionen Patatin und Pl verschiedene Anwegdbieis
gesondert zu erschlieen. Das Unternehmen Solanic, ein Ablegar des Branche
fuhrenden Kartoffelstarkekonzerns Avebe U. A. (Veendam/Niederlandemaxidet
PI-1l als Appetitziigler sowie als Pharmaceutical zum SchatzHautirritationen und
der Behandlung bei Dermatitis sowie der allgemeinen Wundheilungvela®atatin
wiederum zeichnet sich durch hohe physiologische Wertigkeit ausstraufgrund
seiner funktionellen Eigenschaften (hohe Ld&slichkeit und Emulgierwirkung,
geschmacksneutral) lebensmitteltechnologisch vielseitig elveet Es wird als

Bestandteil von Kartoffelproteinmischungen, deren Zusammensetzung den
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Anforderungen  der  spezifischen  Applikationen angepasst  wird, als

Lebensmittelzusatzstoff vermarktet [30].

2.2 Gewinnung, Applikation und Vermarktung
bioaktiver Peptide

Viele pflanzliche und tierische Proteine enthalten innerhalb deindsauresequenz
wertvolle Peptidabschnitte, in der Regel bestehend aus 2-20 AminosaAlsdeil des
Préakursor-Proteins entfalten sie keine besondere physiologischesavikeit. Erst
durch  enzymatische  Proteolyse, z.B. wahrend der Verdauung, der
Lebensmittelverarbeitung oder durch gezielte Hydrolyse, werde Peptide in
bioaktiver Form freigesetzt und in physiologisch relevanten Konzentea resorbiert.
Bioaktiven Peptiden wird ein gesundheitsfordernder Nutzen zugesprochesie da
verschiedene Korperfunktionen beeinflussen und regulieren kénnen. Beisipidie

sind die Verstarkung der Mineraladsorption, antimikrobielle Eigensamaftier auch
Effekte auf das Immun-, Nerven bzw. Kardiovaskularsystem. Bislangle eine
Vielzahl solcher Peptide aus den Hydrolysaten von Milchprotein iisolied
charakterisiert. Bereits wahrend der Lebensmittelherstell@mgstehen sie in
verschiedenen Milchprodukten wie z.B. Kése, Joghurt, Quark oder Molke [31[3%]. A
auch aus pflanzlichen Proteinhydrolysaten (Reis, Soja, Getreiddjjsaiprotein oder
Muskelproteinen von Nutztieren (Huhn, Schwein) konnten biologisch aktive Peptide
gewonnen werden [33,34,35,36,37,38,39,40].

2.2.1Wirkungen in biologischen Systemen

Bioaktive Peptide konnen abhangig von ihrer Aminosauresequenz verschiedene
Aufgaben im Organismus wahrnehmen. Haufig weisen sie dabei umutidnelle
Eigenschaften auf und initiieren mehr als eine der nachfolgeigeféahrten Wirkungen

[40]. Die ersten bioaktiven Peptide wurden 1950 von Mellander charakterisiert [41]. Die
aus dem Milchprotein Casein isolierten Caseinophosphopeptide (CPP) iiden
verschiedenen Mineralen (z.B. Calcium, Magnesium, Eisen, Zink) chésli
Organophosphatsalz-Komplexe, die leichter resorbiert werden kdnnenoomtd dse

Bioverfugbarkeit der Minerale deutlich verbessern [42]. Opioid bzmii-agioid
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wirkende Peptide wurden aus Milchprotein und Weizengluten dargeBiebe sind an
Opioidrezeptoren wirksam und konnen einen Effekt auf den Gastrointesthaltrd

das Nervensystem haben. Des Weiteren lassen sich immunmatididPeptide aus
Milch-, Soja- und Reisproteinen gewinnen [43,44]. Auch Uber antithrombische und
antivirale Wirkungen ist berichtet worden, auch wenn der wissenkchafBeleg hier
noch nicht verlasslich ist [45]. Drei weitere wichtige Anwenduegsgfe flr Peptide
basieren auf antihypertensiven, antioxidativen und antimikrobiellekungen, auf die

im Folgenden detaillierter eingegangen wird.

2.2.1.1Inhibierende Wirkung auf das Angiotensin-ConvertingEnzyme
Mit einer mittleren Pravalenz von Uber 20 % z&hlt die arteriéligertonie in
Industrielandern zu den am haufigsten vorkommenden Erkrankungen. In Daudschl
leiden schatzungsweise ca. 25-30 Mio. Menschen an einem erhthten Blutdruck
Aufgrund des Zusammenhangs mit kardiovaskuléarer Morbiditat und Maortstidé die
arterielle Hypertonie einen der Hauptrisikofaktoren fiir Herzkifand den wichtigsten
Risikofaktor fur Schlaganfall dar. Von besonderer Bedeutung ist rdale
medikamentése antihypertensive Therapie. Im Wesentlichen stehenf f
Arzneimittelgruppen — Diuretika, B-Rezeptoren-Blocker, Calciumantagonisten,
Angiotensin-1l-Rezeptoren-Blocker und Angiotensin-Converting-Enzymebsitonen —
fur die medikamentose Behandlung der Hypertonie zur Verfigung [46hkBie
Peptide gehoren zur letzteren Klasse und wirken inhibitorisch aufAdgetensin-
Converting-Enzyme (ACE) [47].

Jingste Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass beim enzymatieodeu von
Milchproteinen (Casein, Molkeprotein), Gelatine, Blutplasma, Fisch ensthiedenen
pflanzlichen Proteinen Peptide mit ACE-inhibitorischer Wirkung @gzewerden
[48,49]. Die blutdrucksenkende Wirkung konnte fir einzelne Peptide sowohein Ti
als auch in Humanstudien nachgewiesen werden [50,51,52]. In Tabelle 4ngyedagis
bovinem Casein gewonnene ACE-inhibierende Peptide dargestellt. i¢btglean die
Aminosauresequenzen der Peptide untereinander, so ist augendcheéadghéufig die
Motive Pro-Pro, Ala-Pro oder Ala-Hyp (Hydroxyprolin) am C-ternhéma Ende
vorkommen. Aus diesem Grund sind mdglicherweise besonders prolinreiciuaéteg
in Proteinen als potentielle ACE-hemmende Peptide interessajt Hatatin (z. B.
Aminosauresequenz Q2MY50) hat eine solche prolinreiche Region von Aiuneos

166-172 sowie 13 weitere Prolinabschnitte. Fir hydrolysiertes Kelodtein-lsolat
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liegen bereits Forschungsergebnisse vor, die eine ACE-inhibhierisktivitat in vitro

belegen und Kartoffelprotein als aussichtsreiche Quelle zur rGewg bioaktiver

Peptide sehen [53].

Tabelle 4: Aus bovinem Casein gewonnene ACE-inhibierende Bep§i4]

Protein Fragment Aminoséauresequenz (L:%f)ollll)_) EH? pS? Referenz
asrCasein f(23-34) FFVAPFPEVEVFGK 77 - Ma,\rﬂ”;’rir;;mg;est‘;ulké’ég82;
f (23-37) FFVAP 6 - Maruyamet al.1985
f (24-27) FVAP 10 + Maruyamet al. 1987a
f (25-27) VAP 2 + Maruyamat al. 1987a
f(27-30) PFPE > 1000 + Maruyaretial. 1987a
f (28-34) FPEVFGK 140 - Maruyaned al. 1987a
f (32-34) FGK 160 + Maruyamet al. 1987a
f (104-109) YKVPQL 22 - Maencet al. 1998
f (142-147) LAYFYP 65 - Pihlanto-Lepfld et al. 1998
f (143-148) AYFYPE 106 mg/L - Yamamotcet al. 1994
f (157-164) DAYPSGAW 98 - Pihlanto-Lepfha et al. 1998
f (194-199) TTMPLW 16 - Maruyamaet al.1987b
f (197-199) PLW 36 + Maruyamat al.1987b
f (198-199) Lw 50 + Maruyamaet al.1987b
B-Casein  f (57-64) SLVLPVPE 39 - Yamamabal. 1994
f (60-66) YPFPGPIP 500 + Meisel & Schlimme, 1994
f (74-76) IPP 5 - Nakamuet al. 1995
f (84-86) VPP 9 - Nakamuet al. 1995
f (108-113) EMPFPK 423 - Pihlanto-Lepfi et al. 1998
f (169-174) KVLPVP 5 + Maencet al. 1996
f (169-175) KVLPVPQ 1000 - Maenet al. 1996
f(177-179) AVP 340 + Maruyamat al. 1987a
f(177-181) AVPYP 80 + Maruyamat al. 1987a
f(177-183) AVPVPQR 15 - Maruyamat al. 1987a
f(179-181) PYP 220 + Maruyamat al.1987a
f (181-183) POR > 400 - Maruyamet al.1987a
f (193-198) YQQPVL 280 - Pihlanto-Lepibi et al. 1998
f(193-202) YQQPVLGPVR 300 + Meisel & Schlimme, 1994
k-Casein  f(25-34) YIPIQYVLSR n. b. + Chiba & Ydkawa, 1991
f (35-41) YPSYGLNY n. b. + Chiba & Yoshikawa, 9D
f (58-59) YP 720 + Yamamott al. 1994
f(108-110) IPP 5 - Nakamurat al. 1995

Y Benétigte Peptidkonzentration, um ACE um 50 %rhikiieren
2 durch enzymatische Hydolyse darstellbar

® durch Peptidsynthese darstellbar
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2.2.1.2Antioxidative Wirkung

In aeroben Organismen wird etwa 1 % des aufgenommenen SauerstoffsAtimung

in reaktive Sauerstoffspezies (in Mitochondrien) und freie Radifalélikrosomen)
umgewandelt. Diese hochreaktiven Molekille reagieren sofort mipek&igenen
Substanzen, schadigen Zellen und Gewebe und induzieren die Inaktivienigey e
Enzyme und die Akkumulation lipidischer Peroxide. Zahlreiche naturftiestanzen

wie Proteine, Proteinhydrolysate und Peptide sowie pflanzliclodyplenole,
Flavonoide, Vitamin C und E kénnen als direkte Radikalfanger, Sauerstuodfoere
oder Chelatoren von Metallionen fungieren und die enzymatische und nicht-
enzymatische Lipidperoxidation hemmen. In verschiedenen Forschung=amverden
durch Proteinhydrolyse antioxidativ wirksame Peptide aus tierisahdmpflanzlichen
Rohstoffen wie Milch, Soja, Ei, Getreide und Kartoffeln dargdstell
[55,56,57,58,59,60,61,62]. Es wird angenommen, dass Antioxidantien vor
verschiedenen degenerativen Krankheiten wie Alzheimer, Krebs,iositarose und
Diabetes schitzen kdénnen [63,64,65].

2.2.1.3Antimikrobielle Wirkung

Zahlreiche kationische Peptide mit antimikrobiellen Eigenschdftennten in Fisch-,
Milch- und Getreideproteinhydrolysaten nachgewiesen werden. Die Wibent auf
einer Interaktion der meist kationischen Peptide mit der negatiadg®en
Phospholipidmembran der Bakterien, die die Zelllyse der BakteuenFalge hat.
Neben den weit verbreiteten kationischen Peptiden wurde mittlerexiée Vielzahl
von Peptiden mit bakterizider Wirkung entdeckt, die sich andererséfaguordnen
lassen. Tabelle 5 stellt einige Beispiele dieser nicht katben Peptide zusammen
[66]. Aufgrund der Diversitat in Aufbau, Struktur und Wirkungsweiseestschwer
vorherzusagen, ob aus einem Protein mit einer bestimmten Sequenikrabiatie
Wirkstoffe gewonnen werden konnen. Als Prakursor scheinen jedoch Proteine
besonders vielversprechend, die eine Abwehrfunktion im Organismus, £Bamzen
haben [67] Eines der wirkungsvollsten antimikrobiellen Peptide, dagrirLiteratur
beschrieben ist, leitet sich von einem Fragment des Molkeprot@c®ferrin ab.
Durch enzymatische Lactoferrinhydrolyse mit Pepsin lasstlsackoferricin darstellen
[68]. Weitere Molkeproteine wia-Lactalbumin und3-Lactalbumin scheinen ebenfalls

geeignete Prakursor-Proteine zur Gewinnung antibakterieller Peptide.
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Tabelle 5: Beispiele nicht-kationischer Peptide [66]

Klassifizierung/ Peptid- Antimikrobielle

Beispielpeptide vorkommen Aktivitat Referenz
Anionische Peptide
Enkelytin bovin, human Bakterien Salzet, 2001; 8alnd Tasiemski, 2001
Peptid B bovin, human Bakterien Salzet, 2001; Salnd Tasiemski, 2001
Asparaginsaurereiche
Peptide
H-GDDDDDD-OH ovin Bakterien Brogdeet al, 1996
Dermcidin human Bakterien Schittekal, 2001
Maximin H5 Amphibien Bakterief! Lai et al, 2002
Aromatische Dipeptide
N-B-Ala-5-S-GSH-DHF Bakterien, Pilze Leem, 1996
p-Hydroxycinnamaldehyd Bakterien, Pilze Leetral, 1999
Peptide gewonnen aus
Ox-bindenden Proteinen
aus Hemocyanin Garnele Bakterien Destoumieux-Gagzah, 2001
aus Hemoglobin Zecke Bakterien Fogatal, 1999

Anderseret al,, 2001;

Lactoferricin Human, bovin Bakterien, Virerﬂ’lateet al. 2006 [92]

9 N-p-Alanyl-5-S-Glutathionyl-3,4-Dihydroxyphenylalanin

2 nur gram-positive Bakterien

2.2.2Anwendungspotentiale bioaktiver Pepdide

Bertcksichtigt man die gesundheitsfordernden Eigenschaften, so haieentierte
Lebensmittel und andere Nahrungsmittel mit bioaktiven Peptidem aiigfaltigen
Anwendungsbereich. Obwohl weitere Grundlagenforschung zur spezifischen
physiologischen Wirksamkeit in vivo nétig erscheint, werden bere#hklreiche
Produkte mit bioaktiven Peptiden vermarktet. Tabelle 6 gibt eine Zueafagsung
einiger kommerziell erhaltlicher Produkte, die bioaktive Peptidévaletiproteinen mit
gesundheitsférderndem Anspruch bzw. Funktion enthalten.

Die pharmazeutische und die Lebensmittelindustrie bemuhen sickitdertensiv
darum, diesen Wachstumsmarkt durch Produkte in den Bereichen Functomthl F
Kosmetik, Neutraceuticals und Pharmaceuticals wertschopfend zuhlief?sn.
Besondere Chancen liegen vor allem in der gestiegenen Nachiagéerbraucher
nach ,naturlichen” Inhaltsstoffen anstelle vermeintlich schadlichemischer Zuséatze

in Lebensmitteln oder Pharmazeutika [40].
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Antioxidative Peptide konnten beispielsweise eine biologische Atteenazu
.Kunstlichen* Konservierungsstoffen in Lebensmitteln sein. Neuartigptid®e mit
antimikrobiellem Effekt konnten in Lebensmitteln zur Konservierungerod
pharmakologisch als natirliche Antibiotika Ersatz bzw. Erganzunghemischen
Antibiotika sein [66].

Tabelle 6: Kommerziell erhéltliche Lebensmittel und Zusatz&ahit gesundheitsférderndem bzw.
funktionellem Anspruch basierend auf bioaktiven titlem

Funktionelle Gesundheitsfordernder
Markenname Produkttyp bioaktive Peptide Anspruch/Funktion Hersteller

Val-Pro-Pro, lle-Pro-

Calpis Sauermilch Pro, aug-Casein Blutdruckreduktion Calpis Co.,
: Japan
undk-Casein
Fermentiertes Val-Pro-Pro, lle-Pro- valio O
Evolus Milchgetrank, mit  Pro, aug3-Casein Blutdruckreduktion : Y
X . Finnland
Calc. angereichert undk-Casein
Hydrolysiertes .
BioZate Molkeprotein- B-Lactoglobulin- Blutdruckreduktion Davisco, USA
Fragmente
Isolat
Préavention bei
BioPURE- Molkeprotein- K-Casein f (106-168) Zahnkaries, Einfluss auf Davisco. USA
GMP Isolat (Glykomakropeptid) Blutgerinnung, Schutz '
vor Bakterien und Viren
PRODIET Aromatisiertes Minderung von Ingredia
F200/Lactium Mllllchgetrank, as-Casein f(91-100) Anstrengungseffekten Frankreich
SuRwaren, Kapseln
. Fermentierte 0g-Casein f (1-9), f MTT Agrifood
Festivo fettarmer Hartkase (1-6), f (1-7) B Research,
’ Finnland
Cystein Inhaltsstoff/ Peptid aus |IgIr|11:aerg§ilcjersteigerung und II:r)1|'z/|e\r/national
Peptide Hydrolysat Milchprotein bei Schlafstérungen Niederlande
DMV
C12 Inhaltsstoff/ Peptid aus Casein Blutdruckreduktion International,
Hydrolysat .
Niederlande
. iift bei Arla Fc_)ods
Capolac Inhaltsstoff Caselnphosphopeptia"neralabsorption Ingredients,
Schweden
Steigerung der Leistung DSM Food
Peptopro mh;rl(t)sls;c:tf/ Peptid aus Casein  beim Sport und der Specialties,
yaroly Muskelerholung, Niederlande
. Borculo Domo
Vivinal Alpha Inhaltsstoff/ Peptid aus Molke Hilfe zur Entspannung Ingredients,

Hydrolysat und beim Schlaf

Niederlande
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Haupteinsatzgebiete von biologisch aktiven Peptiden liegen in der Tdevapi
Zivilisationskrankheiten und von Risikofaktoren, zu denen unter anderem
kardiovaskulare Komplikationen, Krebs, Ubergewicht und Osteoporose zahlen.
Diskutiert wird der Einsatz von CPP als Zusatzstoff in Functiboalds zur Pravention

von Osteoporose und Zahnkaries. Verschiedene Studien zeigen, dass GPRs wie
Calciumresorption verbessern, sondern auch die Knochenremineralisignomigesen.

Die Aufnahme antioxidativer Peptide (Uber die Nahrung oder Uber
Nahrungserganzungsmittel kann sinnvoll sein, da Antioxidantien im meésissnl
Korper eine protektive Wirkung gegen reaktive Sauerstoffspezies ared Radikale
entfalten.

Bioaktive Verbindungen mit antihypertensiven Effekten kdnnen alternativ oder
ergdnzend zur Kklassischen Therapie einer Hypertonie eingesemteny um
Folgeerkrankungen wie z.B. Arteriosklerose zu verhindern. Wegen deutBadeder
Ernahrung bei Pravention und Behandlung von Bluthochdruck besteht ein grol3es
wirtschaftliches Interesse, Nahrungsmittel mit antihypestdrer Wirkung zu
entwickeln. Zu den wirksamsten Peptiden z&ahlen die Tripeptide Wedigt-prolin
(Val-Pro-Pro) und Isoleucyl-prolyl-prolin  (lle-Pro-Pro), die im vankteten
Sauermilchprodukt Calpisenthalten sind und in Placebo-kontrollierten Humanstudien
den Blutdruck hypertonischer Patienten (bei einer Aquivalenttagesdmsi,6 mg
bioaktiven Peptiden) signifikant senkten [69].

2.3 Prozesstechnische Methoden Zur

Proteingewinnung aus KFW

Die Etablierung eines 6konomischen Prozesses zur industrielletsdhgsfung der
Kartoffelproteine im KFW stellte in den letzten Jahrzehnteime e grofie
Herausforderung an die Technik dar. Die schlechte Filtrierbadest faserhaltigen
KFWs, der hohe Mineraliengehalt sowie nicht unwesentliche Gehalt®xaschen
Glykoalkaloiden, Polyphenolen, organischen S&uren, Kohlenhydraten und Amimosaure
machen KFW zu einem prozesstechnisch anspruchsvollen Medium. Dartber hinaus
kbnnen sich toxische und stérende Begleitstoffe des KFW im Produitiaem und

die Aufarbeitung sehr aufwendig machen.
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2.3.1Stand der Technik

Bereits ab den 1970er Jahren wurden einfache Verfahren untersucheremt Hilfe

sich das Kartoffelgesamtprotein aus dem KFW entfernen lasstziHzu zahlen sind

die so genannte Dampf-induzierte Hitzekoagulation und die Saureféllung
[70,71,72,73,74,75]. Antinutritive Bestandteile werden unter diesen
Reaktionsbedingungen weitestgehend reduziert bzw. inaktiviert. Die geridgsten
verbunden mit vergleichsweise niedrigem Investitionsaufwand favenmsi@liese
Trennmethoden bis dato bei der industriellen Wertschépfung des Khotoféns. Ein
gravierender Nachteil besteht jedoch darin, dass die Proteine itumderner Form
isoliert werden. Damit verbunden sind im Allgemeinen eine geringe
Stickstoffloslichkeit und ein nahezu vollstandiger Verlust der funktienell
Eigenschaften, so dass das Anwendungspotential in Lebensmittdnlistifiert ist
[76,77,78]. Lediglich mit Zitronensdure, Eisenchloridlésung bzw. organischen
Losemitteln konnten Knorr et al und Koningsvelt et al. Proteinprargpimnit relativ
guten funktionellen Eigenschaften und hohen Aschegehalten erzeugen [7®G8h N
adsorptiven Féllungen mit Bentoniten oder Carboxymethylcellulose wurde
verschiedene Entwéasserungstechniken als alternative  Aufarbetrabtggen
vorgeschlagen [80,81]. Durch Dekantieren und Zentrifugation in Kombination mit
filtrativen  Techniken  (Ultrafiltration, Umkehrosmose) lasst hsic natives
Proteinkonzentrat mit gunstigeren physikalisch-chemischen Eigenschatdteennen
[78,82,83,84]. Obwohl im Labormal3stab vielversprechende Anséatze realisiei¢n
konnten, erschwerte die Beschaffenheit des KFW im gréReren Malstab de
Trennprozess. Insbesondere das Problem des Membranfoulings erhdhte den
Kostenaufwand erheblich. Dariiber hinaus beeinflussen die enzymatisdirf@weing

der Polyphenole durch  Polyphenoloxidasen sowie die  Anreicherung
gesundheitsschadlicher Glykoalkaloide die sensorischen und nutritigensEhaften

der isolierten Proteine negativ. Daher richtet sich der Fokuscivedener
Forschergruppen in jungster Zeit darauf, (a) spezifische hoche/&madtionen aus der
Proteinmatrix zu isolieren und (b) dabei niedermolekulare Bestidadinsbesondere
Storkomponenten mit antinutritiven Eigenschaften, zu entfernen. Als Methieten
Wahl haben sich vor allem chromatographische Verfahren durchgedstrt.
grof3technischer Ansatz wurde 1999 von Straetkvern et al. vorgestelklsMitr so

genannten Expanded Bed Adsorption (EBA) liel3 sich eine bioaktiveirfation
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von Fasern, Mineralien und Pigmenten aus dem KFW abtrennen und in

Lebensmittelqualitat isolieren.

2.3.2Membranadsorbertechnologie

Die Integration der Membrantechnik in chromatographische Verfatirerefin den
vergangenen Jahren zur Entwicklung neuartiger Prozessierungsginise genannter
Membranadsorber (MA). In  MA-Modulen werden modifizierte makroporose
Celluloseacetat-Membranen verwendet, die z. B. nach dem PrinZipnéeraustausch-
Chromatographie trennen. Die Membranen zeichnen sich dadurch aus, dass die
Poreninnenoberflachen  mit  funktionellen  kationischen  oder  anionischen
Austauschergruppen versehen wurden [85]. In Tabelle 7 sind Beispidiskiionelle

lonenaustauschergruppen dargestellt.

Tabelle 7:Beispiele fur funktionelle Gruppen an lonenaustaasmembranen [86]

Quarternares

Sulfonsaure Ammonium Carboxyl Diethylamin
(S-Typ) (Q-Typ) (C-Typ) (D-Typ)
R-CH,-SO;y R-CH,-N*(CHy); R-COO R-CHx,-N(C,Hs),
stark saurer stark basischer schwach saurer schwach basischer
Kationentauscher Anionenaustauscher Kationentauscher Anionenaustauscher

Die MA-Technologie verbindet die Vorteile konventioneller Ilonenaustausch-
Chromatographie-Saulen hinsichtlich Trennleistung und Kapazitdt mnméendeler
Membrantechnik [86,87]:

* hoher Durchsatz bei geringer Prozesszeit (keine Diffusionslimitierung),
e unkompliziertes Scale-up,

« vergleichsweise geringe Herstellungskosten,

* milde Reaktionsbedingungen,

» einfache Handhabung,

* geringer Energieaufwand.

MA binden selektiv geladene Molekile und kénnen somit bei der Aufreinigang
Proteinen, Endotoxinen und Viren aus komplexen Medien eingesetzt werdéf][88

Die Einsatzgebiete reichen von der Aufarbeitung von Fermentationsbj@®ijebis zur
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Isolierung von Proteinen aus nachwachsenden Rohstoffen. Als Beismdi@ Isind
Untersuchungen zur Prozessierung von Molke und Molkeprodukten zu nennen
[20,91,92,93].

Eine Weiterentwicklung der klassischen MA stellen die neuartigangential
angestromten MA in Wickelmodulform, die so genannten SartobindDirect-Module
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen/Deutschland), dar. Der Auéiaes

Sartobind Direct-Wickelmoduls ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines MA-Wickelmoduls

Im Gegensatz zu herkbmmlichen MA-Modulen, bei denen das Medium die
Membranlagen frontal im Dead-end-Modus durchstréomt, wird bei deolf@iDirect-
Wickelmodulen der Mediumstrom mehrfach tangential an den Membrane
entlanggeleitet. Durchlassige Polymerspacer trennen die Merabesnl und
ermaoglichen so ein ungehindertes Beladen der Module mit Medium fggeicasweise
hohen Flussraten und geringen Gegendriicken. Weitere Vorteile deasait Begen in

der Vermeidung von Verblockungen und der damit verbundenen Mdglichkeit der
Rezirkulierung des Mediums. Dabei wechselwirken die zu adsorbieréhdéecine mit

den funktionellen Gruppen der Membranoberflache und binden aufgrund
unterschiedlicher Nettoladungen selektiv an die lonenaustauschergrijsstadene
Proteine und groRere Partikel hingegen, wie z.B. unl6sliche Starke adernF
passieren das Modul ungehindert, so dass eine Vorbehandlung des KFWs durch

Mikrofiltration entfallt.
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Nach der erfolgten Beladung konnen die Wertstoffe durch eine mgpteig
Elutionsstrategie wieder von den Bindungsplatzen auf der Membranbabgadrden.
Es ist in diesem Elutionsschritt z.B. moglich, die adsorbierten géoranten mittels
eines Salz- oder pH-Gradienten fraktioniert zu eluieren. Das isiéejles Arbeiten mit
Beladungs- und Elutionsschritt erlaubt zudem die Verwendung kleiWefemina bei
der Elution, so dass das Zielprodukt im Eluat sogar aufkonzentriedewdsann, was
zu einer sinnvollen Verringerung der Prozessvolumina fuhrt. Der Elstbn#
bewirkt gleichzeitig eine Regeneration der Membranadsorber fir rchsten
Beladungszyklus. Eine vollstandige Reinigung wird durch einen Spulvorganhg
Natronlauge erreicht.

Weitere Vorteile liegen im einfachen Scale-Up der Module. Ainen lassen sich die
nach Art einer Kichenrolle aufgewickelten Membranflachen dnfeergrofRern, zum
Anderen lassen sich mehrere Module in Reihe oder auch pasalielten. Auch
kontinuierliches Arbeiten wird durch den Einsatz entsprechendeltgi@rdodule in
Form einer Tandemanlage maoglich, wobei die Einzelmodule im WebbkBslen oder

eluiert werden, so dass keine Prozesstotzeiten auftreten.
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3 Experimenteller Teil I:
Gewinnung und Charakterisierung

von Proteinfraktionen aus KFW

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gewinnung bioaktiver, nativer
Kartoffelproteinfraktionen uber die Membranadsorber-Technologie waters Als
Rohstoff diente Kartoffelfruchtwasser der Firma Emsland-StarkambH,
Emlichheim/Deutschland, das als Nebenstrom im Starkegewinnungspranésl.
Allgemein lasst sich das Verfahren in drei Prozessschrlieglggn: In der ersten
Prozessstufe wurden Membranadsorber in Wickelmodulform mit stafkeonen-
(Q-Typ)- bzw. Kationen-(S-Typ)-Austauschermembranen zur Fraktiomgerder
Kartoffelproteine eingesetzt. Hierzu wurden zunachst kleine Moduéstgét die sich
hinsichtlich des verbauten Polymerspacertyps unterschieden. Danedé e Scale-
Up mit groReren Modulen untersucht. Die jeweiligen Q- und S-Fraktiomedew im
nachsten Schritt getrennt voneinander durch Ultrafiltration aufkonegntmd durch
Diafiltration entsalzt. Die aufgereinigten Protein-Losungen wuraleschlieend durch
Spruhtrocknung und Gefriertrocknung konfektioniert. Abschliellend wurden die
erhaltenen Produkte bioanalytisch charakterisiert.

3.1 Fraktionierung von Patatin und Protease-
inhibitoren aus Kartoffelfruchtwasser mit

SartobindDirect-Wickelmodulen

Die Versuche zur Fraktionierung des KFW mit SartobindDirectkélinodulen
wurden an einer automatisierten Technikumsanlage am Institut éiniehe Chemie
(TCIl) der Leibniz Universitat Hannover durchgefiihrt. Der Aufbau udié
Prozessfihrung basieren auf Arbeiten von R. Steinhof mit klassischAefr]MDaher
wurde zunéachst eine prozesstechnische Optimierung der Anlagen@ongen, die im

Folgenden erlautert wird.
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3.1.1Prozesstechnischer Aufbau und Betriebsweise der
Fraktionierungsanlage

Die modifizierte Fraktionierungssanlage ist in Abbildung 4 schisctatiargestellt. Sie
besteht aus einem Pumpkreislauf (gelbe Pfeile), in dem das M&Hiev) wahrend
der Beladung rezirkuliert werden kann. Dabei ist es mdglich, Ubiee
programmierbare Ventil- und Pumpensteuerung entweder beide Modutbzglidp
oder nur eines separat zu durchstromen. An den Kreislauf gekoppeih iBheares
Pumpsystem (grine Pfeile), mit dem die MA einzeln oder kombimérSpul- oder
Elutionsmedien durchstromt werden koénnen. Der computergesteuertebBeler
Anlage wird online Uber nachgeschaltete Analysegerate Uberwachiesstiaten wie
UV-Absorption, Leitfahigkeit, Druck und Durchflussgeschwindigkeit amégehnet.

Ergadnzend konnten dem Prozess Proben entnommen und offline analysiert werden.

Ca

Behalter

50mM 0,5M 1M ﬂ
NaPP NaCl NaCl = X Ventil

Pumpe

) -MA
Q-MA S Membranadsorber
(MA)

Online-Analytik

P3 E P4

KFW

Ll % :
Ausguss

EluatQ EluatsS

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Technikumsanlagesnlieiung von Kartoffelproteinen aus
Kartoffelfruchtwasser mit SartobindDirect-Wickelmden
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Im Einzelbetrieb wurde nur eine der Fraktionen (Q oder S) aus KBlé¢rt. Beim
Parallelbetrieb wurden beide Fraktionen abgetrennt. Q- und S-Modulelem
gemeinsam beladen und gewaschen sowie nacheinander eluiert, riextemed
aquilibriert. Durch die Modifikationen im Aufbau der Anlage, inklusive der
Optimierung von Steuerung und Prozessfihrung, ist zusatzlich kontirugsrlic
sequenzielles Arbeiten im Sinne einer Tandemanlage moglich. Dadreienv die
parallel angeordneten Einzelmodule im Wechsel beladen bzw. ehgdetass Totzeiten
bei der Fraktionierung vermieden werden. Auf die Zeitbilanz wird apitel 3.6
gesondert eingegangen.

Der Fraktionierungsprozess wurde bei Raumtemperatur durchgefiuhl&sstdsich in

funf Fraktionierungssschritte einteilen:

(1) Beladen der MA

(2) Waschen der MA

(3) Elution (a) des Q-Moduls bzw. (b) des S-Moduls

(4) Regeneration (a) des Q-Moduls bzw. (b) des S-Moduls
(5) Aquilibrieren der MA

Optional: Reinigung mit 0,1 M Natronlauge

Die Parameter der Fraktionierungsschritte wurden auf GrundlageArbeiten von

R. Steinhof und F. Menzel an die modifizierte Technikumsanlage angepads
optimiert [5,7]. Detaillierte Angaben zur Abfolge der Fraktioniersegsitte und zu

den Abbruchbedingungen sind dem Anhang 6.2.1 (S.103) zu entnehmen. Zur
Fraktionierung der Kartoffelproteine wurden von der Firma Sart@ieslim Biotech
GmbH (Géttingen/Deutschland) verschiedene SartobindDirect-Wickelmodids Q-

und S-Typs bereitgestellt, die sich hinsichtlich der Dimension, deniianflache und

des verwendeten Polymerspacer-Typs unterscheiden. Tabelle Shgitillsrsicht tiber

die Eigenschaften der verschiedenen Modultypen.

Es wurde zwischen kleinen Modulen mit einem Totvolumen von etwa 500 &0Q0(Q
S500) und groRen Modulen mit einem Totvolumen von 1.000 mL (Q1000, S1000)
unterschieden. Die Membranspacer der Module bestehen aus VliespgWmader
Extruderpolymer (E) und erzeugen Spacerkandle von 250 um oder 500 pm
Durchmesser. Abhangig von der GroRe der Spacerkanale und des veewendet

Polymerspacers variieren die erhaltenen Membranflachen. Gr8facerkanéle fuhren
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dazu, dass sich weniger Membranlagen im Modul aufwickeln lassemusvaine
geringere Membranflache resultiert. Bei gleicher Spacelggdiize (250 pm) wiesen
Module mit Vliespolymerspacer verglichen mit Extruderpolymerspacer Eiva mehr
Membranflache auf. In den folgenden Versuchen wurde die Eignung der

unterschiedlichen Modultypen zur Prozessierung von KFW untersucht.

Tabelle 8: Modultypen der verwendeten SartobindDirect-Wickediule

. lonenaustauscher- Polymerspacer- Spacerkanal Membranflache
Bezeichnung

Typ Typ [um] [m?]
Q500V250 Q v 250 1,482
S500V250 S Y, 250 1,543
Q500E250 Q E 250 1,336
S500E250 S E 250 1,353
Q500E500 Q E 500 0,904
S500E500 S E 500 0,933
Q1000V250 Q v 250 4,090
$1000V250 S Y, 250 3,940
Q1000E250 Q E 250 3,475

3.1.2Fraktionierung mit Q500- und S500-Modulen

Zunachst wurde mittels der kleinen 500 mL-Module (Q500, S500) mit 0,9-1,5 m
Membranflache getestet, wie sich die Wahl der verbauten Rodpacer (Vlies-,
Extruderpolymer) auf das Elutionsprofii und die Fraktionierungsleistutey
Membranadsorbermodule auswirkt. Die Module wurden in 5 aufeinandemd&ge
Zyklen ohne Reinigungsschritt eingesetzt. Die Beladung mit 1Brbdimntem KFW
(1:5 mit VE-Wasser verdunnt) erfolgte rezirkulativ 15 min bei einéolumenstrom
(V) von 6 L/min. KFW wurde dabei im Uberschuss eingesetzt, um digénrakx
Bindungskapazitat der Module fur die Proteine auszuschopfen. Danach wueden di
Module beiV = 2 L/Imin mit 20 mM NaPP gewaschen, mit 0,5 M NaCl eluiert, nhit 1
NaCl regeneriert und schliel3lich mit 20 mM NaPP aquilibriert. \dessung der UV-
Absorption bei 280 nm erlaubte die Detektion der Proteine. Die Leik@itsgnessung

diente der Uberwachung des Salzgradienten wahrend der Elution.
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3.1.2.1Bewertung der Online-Prozessdaten

In Abbildung 5 sind exemplarisch die UV- und Leitféahigkeitschromatogra fur die
Zyklen 1, 3 und 5 der Fraktionierung mit der E500-Modulreihe dargestélitdié

anderen Modultypen wurden analoge UV-Profile erhalten.

124 Prozessierungsschritte: - 30
| @ @ Ga (4a) (3b) (4b) ()T
10 - 25
|  ——2Zyklus1
| Zyklus 3 7o i
8 Zyklus 5 P - 20

A\
A\

15

10

UV-Absorption 280 nm [rel. AU]
w
1
Leitfahigkeit [mS/cm]

0 15 20 25 30
Prozesszeit t [min]

Abbildung 5: Prozessdiagramme der Zyklen 1, 3 und 5 mit Q/S50088o0dulen; (1) Beladen,
(2) Waschen, (3a) Elution des Q-Moduls, (3b) Ehlutites S-Moduls (4a) Regeneration des Q-Moduls,
(4b) Regeneration des S-Moduls, (5) Aquilibrieren

Bei der Beladung mit verdinntem KFW (1) konnte keine Veréanderung &er U
Absorptionswerte festgestellt werden. Der UV-Messbereich wwwegen hoher
Proteingehalte und der Tribung des KFW deutlich Uberschritten. Iohleféenden
Waschschritt (2) sank die UV-Absorption gleichformig mit stedgr Zykluszahl. Der
Anstieg der Leitfahigkeitswerte auf 15 mS/cm bzw. 25 mS/cm vehaodicht die
danach separat erfolgten Elutions- und Regenerationsschritt®-tMduls (3a, 3b)
bzw. des S-Moduls (4a, 4b). Deutlich erkennbar ist die stetige Abnalene
Peakintegrale pro Zyklus verbunden mit einer relativen Zunahme dd2eldktailings.
AbschlieRend wurden beide Module fiur den nachsten Zyklus aquilibriert (5), z
erkennen an der Abnahme des Leitfahigkeitswertes auf 5 mS/cm.

In Tabelle 9 sind die entsprechenden Prozessschrittvolumina der edesoim

Modultypen zusammengefasst.
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Tabelle 9: Prozessschrittvolumina der Modultypen Q/S500 VZR&500 E250 und Q/S500 E500 in
funf aufeinanderfolgender Zyklen

Prozessschrittvolumen [L]

Modultyp Zyklus
Waschen Q+S  Elution Q Regener. Q Elution S  Regenes.
Z1 6,2 9,7 3,8 2,5 3,2
Z2 5,6 8,6 34 2,4 3,4
Q/S500 V250 Z3 59 6,1 3,2 1,8 2,6
Z4 6,0 6,4 2,7 1,9 2,4
Z5 5,8 6,2 29 2,1 2,5
Mittelwert m#+s 5,9+0,2 7,4+1.5 3,2+0,4 2,1+0,3 2,8+0,4
Z1 8,0 10,1 3,9 4,0 3,1
Z2 7,9 9,7 4,2 3,6 3,3
Q/S500 E250 Z3 7.9 6,7 3,2 3,1 2,5
Z4 7,6 6,4 29 3,3 2,7
Z5 7.8 6,3 2,6 2,9 2,6
Mittelwert m#+s 7,8£0,1 7,8+1,7 3,4+0,6 3,4+0,4 2,8+0,3
Z1 3,2 7,8 3,2 2,4 3,5
Z2 3,5 7,6 4,4 2,4 2,3
Q/S500 E500 Z3 3,4 6,9 53 2,7 25
Z4 3,2 7,0 3,5 2,5 2,2
Z5 3,2 6,5 4,1 2,4 2,4
Mittelwert m#s m=#s 3,3#0,1 7,2+0,5 4,1+0,7 2,5#0,1 2,6£0,5

Die Volumina an Pufferlésung zum Waschen der Membranen veranadrnmst
steigender Zyklenzahl nicht signifikant (Standardabweictsun@,1-0,2). Allerdings
hat der Modultyp deutliche Auswirkung auf das WaschschrittvolumenEB@0-Typ
liegt im Mittel bei 3,3 L, die E250-Module hingegen bei 7,8 L und die V250-Module
bei 5,9 L. Die Unterschiede resultieren aus den Spacerkanaldusgrmgg250 vs.
E500) und Spacertypen (E250 vs. V250). GrolR3ere Kanaldurchmesser begigisggen
schnellen Waschprozess. Partikel im KFW kénnen sich wenigét [gicischen den
Membranlagen festsetzen. Bei den Spacertypen hingegen kann an tedseniént
beurteilt werden, ob starkere Wechselwirkungen zwischen KFW undchbkéa
verantwortlich sind oder ob filtrative Effekte der Spacertypennegré3eren Einfluss
ausuben.

Bei der Elution und Regeneration hat die Wahl des Modultyps einegantenete
Auswirkung auf die Prozessschrittvolumina. Grundsétzlich steigt losotigte
Prozessschrittvolumen mit verstarkten Peaktailing-Effekten und siitkverringerter

Proteinelution. Beide Effekte werden durch Membranverunreinigungen rigpuli
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hervorgerufen. Aufféallig ist jedoch, dass mit steigender Zyldbhztendenziell
geringere Prozessschrittvolumina nétig sind. Dies ist mit dertgtiadin Beobachtung
in Einklang zu bringen, dass die UV-Absorption und damit der eluiediRgehalt
pro Zyklus abnehmen. Peaktailing-Effekte scheinen dadurch quantitatiagdrerzu

werden.

3.1.2.2Bestimmung der dynamischen Bindungskapazitaten

Die Produktivitat der Membranmodule lasst sich (ber die dynamische
Bindungskapazitat prifen und bewerten. Dazu wurde die ProteinfracEiudde aus
Prozessierungsschritt (3) mit Hilfe des Proteinassays haahty bestimmt und die
Ergebnisse in Beziehung zur Membranflache gesetzt. In den Abbildung 6 und
Abbildung 7 sind die Ergebnisse der Membranadsorber-Wickelmodule desnQS-

Typs gezeigt.
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Abbildung 6: Dynamische Bindungskapazitaten von SartobindDivékelmodulen der Q500-
Modulreihe

Beim Q-Membrantyp konnte mit dem E250-Modul eine maximale Bindungsitapa

von 0,44 mg/ch im ersten Zyklus erzielt werden. In funf Zyklen lag sie
durchschnittlich bei 0,34 mg/émind damit um {iber 40 % hoéher als beim V250-Modul
mit 0,24 mg/crh. Auffallig ist die geringe durchschnittliche Bindungskapazitat von

0,12 mg/crh des E500-Moduls. Wegen des groRBeren Spacerkanaldurchmessers ist
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offenbar die Wechselwirkung des Zielproteins mit den Linkermolekilen der
Membranoberflache eingeschréankt. Eine effektive Fraktionierungem00-Modulen
ist unter den Prozessparametern nicht mdglich. Eine langelsduBgszeit oder
geringere Beladungs-Volumenstrome konnten die Trennleistung verbeskermings

wiurde sich dadurch auch die Fraktionierungszeit deutlich erhéhen.

0,35
I S500-V250
I S500-E250

0,30 [ S500-E500
=
£
(&)
> 0,254
E,
b
E 020
(u JR—
Qo
g
% 0,154
(o))
c
3
£ 0104
[}
c
& 0054

0,00

71 z2 z3 z4 75
Prozessierungszyklus

Abbildung 7: Dynamische Bindungskapazitaten von SartobindDivétkelmodulen der S500-
Modulreihe

Beim S-Membrantyp erreichte das V250-Modul mit 0,23 mg/emersten Zyklus die
hochste Bindungskapazitat. Die durchschnittlichen Bindungskapazitagan Ibei
0,18 mg/crh (V250-Modul), 0,16 mg/cf (E250-Modul) bzw. 0,14 mg/cm(E500-
Modul). Der Spacerkanaltyp hat bei der Fraktionierung der S-Fraktioe e
vergleichsweise geringe Auswirkung auf die Trennleistung. BekFdektionierung mit
Q500- und S500-Modulen kann eine deutliche Abnahme der Bindungskapazitat von bis
zu 20 % pro Fraktionierungszyklus festgestellt werden. Dies stigzBelivertung der
online-UV-Messdaten und der Prozessschrittvolumina und bestatgjtihgseinbul3en
bei der Separation der Proteine aus KFW. Die Ursache hierfur kégintedass sich auf
der Membran unlésliche Partikel oder Starkertckstande aus dem KRgeanund so
zu Membranfouling fihren. Die Bildung einer Foulingschicht beeintigictden
konvektiven Stofftransport zur Membran und zugleich die Diffusion ddmaiekile

in die Membran. Um dies zu Uberprifen, wurden der Druckabfall und dluig des

KFW wahrend der Beladung untersucht.
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3.1.2.3Bewertung der Moduldrticke und der Tribungsverlaufe

Aus der Differenz des Drucks an Moduleingang und -ausgang erreclchetesi
Druckabfall. Der Anstieg dieses Kontrollparameters wahrend ded&eg kann darauf
hinweisen, dass Verblockungen im Modul den konvektiven Stofftransport behindern.
Die Auswertung der online-Manometerdaten ergaben, abhéangig vom Wmndult
durchschnittliche Druckabfélle von 0,35 bar (E250, E500) bzw. 0,65 bar (V250). Es
lieBen sich jedoch weder kennzeichnende Anstiege nach mehreren Zykidgelm®r

noch Tendenzen beim Druckabfall wahrend der Beladung erkennen, die gadeuti
Ruckschlisse auf hohen

Membranfouling zulieBen. Es konnte wegen der

Durchflussgeschwindigkeit und des geringen Modulgegendrucks jedoch nicht

ausgeschlossen werden, dass Druckverdnderungen auftraten, die aul3erhalb der
Daher

Membranadsorber Uber Messungen der relativen nephelometrischen Halimaigne

Messgenauigkeit lagen. wurde erganzend die filtrativekuwar der

im KFW untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 gezeigt.
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Abbildung 8: Nephelometrische Trilbung des KFW wéahrend der Belgdo 5 Fraktionierungszyklen:
Fraktionierung mit V250-Modulen (links), E250-Moéul (mitte) und E500-Modulen (rechts)

Die graphische Darstellung der Tribungswerte bestatigt, dabkseneh des ersten
Zyklus ein Grof3teil der fur die Trubung verantwortlichen Schwelsstoff Modul
filtrativ zurtickgehalten wurde. In den darauf folgenden Zyklen sinktedi&sfekt,
obwohl entsprechende Wasch-

und Regenerationsschritte die urspriingliche

Modulbedingung wiederherstellen sollten. Dies kann als Indiz daflergetwerden,
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dass sich in den Modulen bis zu einem gewissen Grad Verunreiniganiggern, die
gleichermal3en die Bindungskapazitaten und die Produktivitat verringern.

Vergleicht man die Modultypen untereinander, so zeigt der E500-Mpdeinen
geringeren filtrativen Effekt. Dies resultiert aus den vergréde®pacerkanélen und der
konstruktionsbedingten, reduzierten Anzahl an Membranlagen. Deutlichestinésle
zwischen V250- und E250-Modulen konnten nicht festgestellt werden. Tendenziell

scheinen Spacer aus Vlies gegeniber Extruderpolymer weniger Partikéizaindlten.

3.1.2.4Zusammenfassung und Bewertung der Modultypen

Die Wahl der verwendeten Modultypen wirkt sich auf die Leistutggk&it der
Fraktionierung von Kartoffelproteinen aus. Module mit gré3eren Spacézkaagsen
sich mit geringeren Prozesschrittvolumina waschen und aquilibrierderdigs
schrankt die verminderte Bindungskapazitat die LeistungsfahigikeiMoglicherweise
konnten verlangerte Beladungzeiten die Bindung der Zielmolekile verhegse
hdchsten durchschnittlichen Bindungskapazitaten erzielten das Q500E2504ibdul
0,34 mg/crf und das Q500V250-Modul mit 0,18 mg/cnBei allen Modulen sanken
die Bindungskapazitaten und die Produktivitat mit steigender Zykienma bis zu
20 % pro Zyklus. Uber Trubungswertmessungen konnte gezeigt werdes, das
Membranfouling durch Verunreinigungen im KFW urséchlich ist.

3.1.3Fraktionierung mit Q1000- und S1000-Modulen

Mittels groRRer SartobindDirect-Wickelmodule mit verdoppeltem Totvelum
(1.000 mL) und dreifacher Membranflache (3,5-% murde das Scale-Up untersucht.
Aus den Testungen verschiedener Q/S500-Modultypen ging hervor, dass (Wi
Extruderpolymer-Module mit Spacerkanélen von 250 pum am leistungstemigind.

Das Scale-Up wurde daher mit entsprechenden Vlies-Polymerspadulen des Q-

und S-Typs (Q1000V250, S1000V250) untersucht. Zusatzlich kam ein Extruder-
Polymerspacermodul des Q-Typs (Q1000E250) zum Einsatz. Das korrespoddi&r
Modul konnte nicht bereitgestellt werden. Die Beladungsparameter dimdzu

prozessierenden Menge an KFW wurden dem vergréfR3erten Modulvolumen angepasst.
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3.1.3.1Bewertung der Vlies-Polymerspacermodule Q/S1000V250

Die  UV-Prozessdiagramme, die  Trubungswerte und die ermittelten
Bindungskapazitdten der Vliespolymer-V250-Module fir zwei Zyklen sind i
Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Prozessdiagramm (links) und dynamische Bindungsktiten (rechts) der Zyklen 1 und 2
mit Q/S1000V250-Modulen; (1) Beladen, (2) Wasch@a) Elution Q, (3b) Elution S (4a) Regeneration
Q, (4b) Regeneration S, (5) Aquilibrieren

Wahrend der Beladung im ersten Zyklus sanken die Tribungswertewatss 20 %.
Die filtrative Wirkung der Module war bereits im zweitenkllys weniger ausgepragt
(Abnahme auf 45 %). Dies deutet auf betrachtliche Verblockumgdan Modulen hin.
Die gemessenen Druckabfédlle bestatigen dies. Die Moduldricliegest am
Moduleingang von 1,3 bar im ersten auf 2,9 bar im zweiten Zyklus deutlich an, wahrend
keine Erhohung des Ausgangsdrucks messbar war. Im dritten Zykluge vear
maximale Betriebsdruck von 3 bar dauerhaft tUberschritten, so dass \keiteren
Prozessierungszyklen durchgeftihrt werden konnten und sich die Moduleemotéen
lieBen. Die UV-Absorptionsverlaufe unterstreichen die abnehmendeihgs$ahigkeit
der Vliespolymer-Module. Im ersten Zyklus war nur ein gering@sumen zum
Waschen der Membranen (Prozessierungsschritt (3)) nétig und meenwscharfe
Elutionspeaks erhalten. Im zweiten Zyklus hingegen waren die Beaksverbreitert

und die entsprechenden Volumina erhoht.
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Tabelle 10:Prozessschrittvolumina der Q/S1000V250-Module

Prozessschrittvolumen [L]

Modultyp Zyklus : -
Waschen Q+S  Elution Q  Elution S Regener. Q+S
Q/S1000Vv250 Z1 19,0 14,5 6,7 11,0
Z2 24,2 20,9 8,0 16,9

Die ermittelten Bindungskapazitaten lagen bei durchschnittlich 0,54nhdQ-Typ)

und 0,20 mg/c (S-Typ). Die Abnahme im zweiten Zyklus betrug 20 % bzw. 12 %.
Wegen der Uberschreitung des Betriebsdrucks im dritten Zyklus kokeites weiteren
Fraktionierungszyklen durchgefuhrt werden, so dass sich der EifusZyklenzahl

auf die Produktivitatseinbuf3en abschliel3end nicht bewerten liel3.

Es kann konstatiert werden, dass beim Scale-Up der Vlies-Polyacersnodule zwar
Bindungskapazitdten in gleicher Grof3enordnung erzielt werden konnten. D
Verunreinigungen fuhren jedoch zu drastischen Anstiegen des Vordrucks und
schlief3lich zur vollstandigen Verblockung, so dass eine weiterevé¥iglung nicht

moglich ist.

3.1.3.2Bewertung des Extruderpolymer- Moduls Q1000E250
Das Extruderpolymer-E250-Modul des Q-Typs wurde in zwei aufeinamtgeniden
Fraktionierungen zu je vier Zyklen getestet. Zwischen den Fra&tiomgen wurden die

Module nach dem Reinigungsprotokoll BéF 6 L/min mit 0,1 M Natronlauge gespiilt.
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Abbildung 10: Prozessierung 1: Prozessdiagramme (links) und digecam Bindungskapazitaten (rechts)
der Zyklen1-4 mit einem Q1000E250-Modul; (1) Baad (2) Waschen, (3a) Elution Q,
(4a) Regeneration Q, (5) Aquilibrierung
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Aus den Verlaufen der Tribungswerte wahrend der Beladung wirdganaior estung

des entsprechenden Q500E250-Moduls deutlich, dass die filtrative Eigénsthaf
jedem Fraktionierungszyklus abnimmt und sich Verunreinigungen anlagern
(s. Abbildung 11, links).

Der Vergleich der UV-Chromatogramme zeigt passend dazu, das%edktailing der
Elution mit jedem Zyklus zunimmt. Die mittleren Waschvolumina umptn
10,7£1,21L. Die Elutionsvolumina lagen bei 13%85L und die
Regenerationsvolumina bei &11,7 L. Die offenkundige Partikelriickhaltung geht
jedoch nicht mit einer verringerten Durchflussrate oder einemdhéen Vordruck
einher. Es konnte im Verlauf der Fraktionierungen keine Druckdiffererzwischen
Moduleingang und  Modulausgang gemessen werden. Die ermittelten
Bindungskapazitaten lagen im Mittel bei 0;89,03 mg/cri und damit in gleicher
GroRRenordnung wie bei Q500E250-Modulen. Die Leistungseinbul3en bzgl. der
Bindungskapazitaten betrugen unter 10 %. Es konnte somit gezeigt werdgreima
Scale-Up auf Q1000E250-Module erfolgreich mit kongruenten Ergebnissen
durchgefuhrt werden kann.

Nachdem das Modul nach vier Zyklen intensiv gereinigt worden war, kordite

Ergebnisse in der zweiten Fraktionierung reproduziert werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Prozessierung 2: Prozessdiagramm (links) und dys@rei Bindungskapazitaten
(rechts) der Zyklen 5-8 mit einem Q1000E250-Mod(ll) Beladen, (2) Waschen, (3a) Elution Q,
(4a) Regeneration Q, (5) Aquilibrierung
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Dies belegen die Verlaufe der UV-Chromatogramme und die eftaitt
Bindungskapazitdten mit durchschnittlich 0#0,03 mg/lcrh.  Es lasst sich
schlussfolgern, dass die Verunreinigungen nahezu vollstandig durch den
Reinigungsschritt entfernt werden konnten und das Elutionsverhalteh megativ

beeinflusst wurde.

3.2 Aufreinigung der Produkte durch Ultra- und

Diafiltration

Die gewonnenen Q- und S-Proteineluate (0,5M NaCl-Salzgehalt) aus der
Membranadsorber-Fraktionierung  wurden mit Hilfe einer Ultra- bzw.

Diafiltrationsanlage im Crossflow-Betrieb aufgereinigt, s. Abbildung 12.
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Abbildung 12: Skizze der Crossflow-Ultra-/Diafiltrationsanlage elige Pfeile: Zirkulation des
Retentatstroms; griner Pfeil: Permeatstrom)

Zum Einsatz kamen Sartobind Hydrosart Membranfiltrationskassette sich durch
geringe Fouling-Neigung bei der Aufreinigung von Proteinlésungeneails®en. Die
Porengro3e wurde mit einem MWCO von 10 kDa so gewahlt, dass Patatd kDa)
bzw. die Proteaseinhibitor-Fraktion (18-20 kDa) die Membranen nichtepasdionnte
und im Kreislauf des Retentatstroms verblieben. Wahrend defiltHatson wurde das
zu bearbeitende Prozessvolumen auf 1 L reduziert. Uber den Peromeatairden
fortwéhrend niedermolekulare Bestandteile und insbesondere Prozessaagsiihrt.
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Dadurch lieBen sich die Proteinlosungen aufkonzentrieren und gléighzei
unerwinschte Verunreinigungen wie Salze und Proteinfragmente abtrenn
Anschlie3end wurden die erhaltenen Proteinldsungen mittelstiiaéih entsalzt. Den
Retentaten der Ultrafiltration wurde in diesem Schritt kontitiater VE-Wasser
zugefuhrt und gleichzeitig Gber den Permeatstrom die Salzfeardgfewaschen, ohne
die Proteinkonzentration zu verringern. Die Aufreinigung wurde bei neine
Eingangsdruck p= 2,8 bar und einem konstanten Flux von 60 E/thhdurchgefiihrt.
Die Diafiltration wurde bei einer Leitfahigkeit der Losung @m0,5 mS/cm beendet.
Dieser Wert kennzeichnet eine allgemeine Grenze, bei der im&mittéelbereich von
einem salzfreien Produkt ausgegangen werden kann.

Die Proteinverluste wahrend der Ultra-/Diafiltration (UF/D$gtzen sich aus dem
ausgetragenen Anteil niedermolekularer Proteine im Permeatstromieumdinteil an
denaturiertem Protein, das zum Membranfouling beitragen kann, zusambendi&
Veranderung der Proteinfracht (Proteinbestimmung nach LowmylJF/DF-Retentat
lieRen sich Proteinverluste quantifizieren. Sie betruget 8,8 % im Q-Retentat bzw.
4,2+ 0,7 % im S-Retentat. Die niedrigere Proteinausbeute von 2008 % im Q-
Retentat liegt vermutlich in der geringeren Proteinstabibiléis Patatins begrindet.
Unter den gegebenen Prozessbedingungen kénnen lokal Temperaturen von°@ber 40
auftreten. Untersuchungen zur hitzeinduzierten Konformationsanderung \abim Ran
Pots et al. zeigten, dass bereits bei Temperaturen um 45 °“Cediérstabilisierung
verringert ist und sich dia-Helikalstruktur des Proteins entfaltet [15]. Die thermische
Denaturierung geht einher mit Aggregationseffekten, die eine Dickdbildung an
der Membranoberflache fordern und damit den Proteinverlust erklaren rk§@he
Begunstigt wird die Denaturierung dariiber hinaus durch nicht zu Ve#sagende
Scherkrafte, die an der Membranoberflache auftreten. Hb6here Ausbsoilézm
demnach moglich sein, wenn sich die beschriebenen Effekte prahessth,
beispielsweise durch Verringerung des Zyklisierungsvolumenstramajmieren
lieBen. In der Praxis resultierte jedoch aus entsprechenden Nemseim zu geringer
Transmembrandruck. Dies fuhrte zu deutlich verminderter Filtragmishg und

langen Prozesszeiten, die nicht in Relation zur moglichen Ausbeutesteigetheg s
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3.3 Konfektionierung und Charakterisierung der
Produkte

Thermisch labile Stoffe, u. a. Proteine, erfordern spezielle Kaafe&tungstechniken,
bei denen das Produkt schonenden Trocknungsbedingungen ausgesetzt ist. Im
Folgenden wurden geeignete Verfahren getestet und die gewonnnenen Produkte

beziglich Ausbeute, Proteinreinheit und enzymatischer Aktivitat charakterisie

3.3.1Konfektionierung durch Sprih- und Gefriertrocknung

Die Effektivitat einer Trocknung steigt grundsatzlich mit demiperatur bzw. dem
Energieeintrag in das System und dem Partialdruckgefalle zwisochegebendem
Gasraum und dem Gasraum direkt im oder Uber dem Trocknungsgut. Duech e
zugigen Abtransport des freigesetzten Wasserdampfes kann man eis hohe
Partialdruckgefalle erreichen. Bei direkten Trocknungsverfahreme der
Sprihtrocknung erfolgen der Warmetransfer auf das Gut und der Abtramsgsort
Wasserdampfes direkt durch den Kontakt mit heil3em Trocknungsgas [95,96]. Die
Proteinlésung wird kontinuierlich Gber eine Dlse in TropfchengrofRenaidr400 pm

in eine Trocknungskammer verspruht und durch erwarmtes Trocknungsg@zisiain-

oder Gegenstrom getrocknet. Die grol3e relative Oberflache ldesidgkeitstropfchen
bewirkt einen effektiven, schnellen Wéarme- und Stoffaustauschchem den beiden
Phasen (Suspension und Heif3luft) [97]. In einem nachgeschalteten Zykiderwdie
trockenen Partikel vom Gas separiert und aufgefangen. Vor allem
temperaturempfindliche native Proteine profitieren von den kurzen Trockraitegsz
dieser Technik. Nur max. 5-30 s sind die Proben den Maximaltemperatier
Eingangstemperatur (80 °C) ausgesetzt, wahrend sie diechestlzeit durch
Verdunstungskélte vor héheren Temperaturen geschutzt werden [98]. Abbildung 13
stellt den Aufbau des Gerats sowie die Luftstromungen wahrend des

Trocknungsprozesses schematisch dar.
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1 Ansaugd&ffnung
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Abbildung 13: Schema des Gerateaufbaus mit Darstellung der Liufitsing wéahrend des
Trocknungsprozesses (Pfeile) [99]

Indirekte Trocknungsverfahren wie die Gefriertrocknung Ubertragemm@/@iber eine
Kontaktfliche auf das Gut. Das Verfahren der Gefriertrocknungpthilisierung)
gliedert sich in drei Schritte: Zunachst wird die Proteinlosungedroren. Danach folgt

die Haupttrocknung, in der das Losemittel unter Vakuum aus den gefroReaben
sublimativ entfernt wird. Der Ldsemitteldampf wird aus dem Prahenr durch
Resublimation an einem Kondensator abgeleitet. Bei der abschlieRenden
Nachtrocknung werden letzte Losemittelanteile bei Temperatwiperhalb von 0 °C
durch Verdunstung im Vakuum abgezogen. Mittels Gefriertrocknung stefige
Produkte zeichnen sich durch eine geringe Dichte und hohe Porositaufgrsind der
schonenden Trocknung bei niedrigen Temperaturen eignet sich das Verfahren lsesonder
zur Trocknung empfindlicher Proteine.

Lange Trocknungszeiten von mehreren Tagen verbunden mit der batcb8eeise
kénnen sich jedoch nachteilig auswirken und die Lyophilisierung zu eingmupe
kostenintensiven Verfahren machen. [100].

Zur Konfektionierung der Proteine aus den gewonnenen Q- bzw. S-UFRRiRte
(Q-Ret, S-Ret) erscheinen prinzipiell beide Proteintrocknungsverfalyeeignet.
Ausschlaggebend sind Kriterien wie Temperaturempfindlichkeit desduRte,
Produktausbeuten sowie die Trocknungszeit. Im Folgenden wurde die Eignung de
Gefriertrocknung (GT) wund der Sprihtrocknung (ST) untersucht und die

Leistungsfahigkeit der Techniken miteinander vergleichen. Dabddetéen
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Trocknungszeit, Proteinreinheiten und —aktivitaten sowie die Proteinaesbeut
entscheidende Parameter. Die Lyophilisierung wurde an der Geftiatungsanlage
Alpha 1-2 LD plus der Firma Christ (Osterode am Harz/Deutschlgethstet. Die
Spruhtrocknung wurde mit einem Mini-Spray-Dryer B-191 (Fa. Buchi,
Essen/Deutschland) durchgefihrt. Eine schonende Spriihtrocknung der Proalcikte m
es erforderlich, Verweilzeit und Temperatur der Proteine i dmkenkammer auf ein
Minimum zu begrenzen und gleichzeitig die Abscheidung des Produkie sbevi
Trocknungsgeschwindigkeit zu maximieren. In entsprechenden Voeesiss sich
folgende Einstellung der Parameter als optimal:

* Sprihleistung: 0,32 L/h (20 % Pumpenleistung)

e Spruhflow: 400 L/h

» Eingangstemperatur: 80 °C

e Aspiratorleistung: 100%

3.3.2Bestimmung der Proteinausbeuten

Aus den Differenzen der Proteinfrachten zwischen UF/DF-Ret@Qt&et, S-Ret) und
getrocknetem Produkt wurden die entsprechenden Proteinausbeuten teriidel
Proteinbestimmung erfolgte mittels des modifizierten Protestyassach Lowry [101]
(s. Anhang). Die Ergebnisse der Trocknung je vier verschiedenentB& sind in
Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11:Produktausbeuten der getrockneten Q-Fraktion

Q-Ret Q-Produkt der Spriuihtrocknung Q-Produkt der Gefriertrocknung
Proteinfracht Proteinfracht  Proteinausbeute Proteinfracht  Proteinausbeute
9] [g] (%] 9] [%0]
0,72 0,24 34,5 0,72 99,6
0,77 0,22 29,7 0,59 77,9
0,78 0,28 36,4 0,58 73,2
0,76 0,26 34,3 0,62 81,0

Tabelle 12:Produktausbeuten der getrockneten S-Fraktion

S-Ret S-Produkt der Spruhtrocknung S-Produkt der Gefriertrocknung
Proteinfracht Proteinfracht  Proteinausbeute Proteinfracht  Proteinausbeute
9] [g] (%] 9] [%0]
0,77 0,24 31,4 0,76 99,5
0,83 0,32 38,2 0,66 79,0
1,35 0,46 34,3 1,19 87,7

0,82 0,33 39,4 0,66 79,5
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Mit der Gefriertrocknung konnten hohe Proteinausbeuten von durchschnittlich

82,9+ 11,6 % fur Q-Produkte bzw. 8649,6 % fir S-Produkte erzielt werden.
Vergleichsweise geringe Proteinausbeuten lieferte dagegen Mittel die
Spruhtrocknung mit lediglich 33#2,8 % (Q-Produkte) bzw. 35i#3,6 % (S-
Produkte). Die hohen Proteinverluste lassen sich plausibel mit degnBion und der
Funktionsweise des Spruhtrockners erklaren. Zum einen lagert sichVieegpriihen
zwangslaufig Protein an der Innenwand der Trockenkammer an. Zum andieletasv
Produkt im Zyklon nicht vollstandig von der Trockenluft getrennt, so dismsgewisser
Anteil Gber den Aspirator ausgetragen wird. Hier kdnnten nachgestehhitftfilter die

Produktausbeuten deutlich erhéhen. Eine weitere Moglichkeit ware, diehAidung

im Zyklon indirekt Uber die Morphologie des Produkts zu verbessern. Durch héhere

Proteinkonzentrationen im Trocknungsmedium lassen sich grél3ere und sehwere

Partikel erzeugen, die besser getrennt werden und damit die Produldmitinen

sollten. Diese Annahme wurde in Versuchen mit hdher konzentriertean®-S-

Retentaten belegt. Aus Abbildung 14 geht hervor, dass sich Proteinausbeuten b

Proteinkonzentrationen im Trocknungsmedium (Q-Ret, S-Ret) von 5-10u@/kireen

Grenzwert von 73 % steigern lassen.
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Abbildung 14: Zusammenhang zwischen der Proteinfracht in dennRetn (Q-Ret, S-Ret) und der
Proteinausbeute nach Sprihtrocknung
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3.3.3Qualitative Charakterisierung Uber SDS-
Gelelektrophorese

Die Ergebnisse der qualitativen Charakterisierung mittels Sih&Erylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) sind in Abbildung 15 dargestellt. IfPdmtfukten der
Q-Fraktion nach Gefrier- und Spruhtrocknung (Spur 3 & 5) ist eine sBakde mit
einem Molekulargewicht von etwa 40-45 kDa zu erkennen. Diese Massatstirnder

des erwarteten Patatins Uberein. Die Produkte der S-Fraktion ndcder-Gand
Sprihtrocknung (Spur 2 & 4) zeigen eine breite Bande bei 20 kDa, die auf di
verschiedenen Proteaseinhibitoren der Kartoffel hinweisen. Essind Unterschiede

im SDS-Gel zwischen den Trocknungsprodukten der Spuh- und Gefriertrocknung
festzustellen. Bei der schwachen Bande im Bereich um 15 kDasekesich um eine
Verunreinigung zu handeln. Alternativ konnte es auf ein Fragment eines
Proteaseinhibitors hindeuten, das aus der Abspaltung einer Pl-dhtstei
hervorgegangen war. In den analysierten Proben waren Kkeine weiteren
Proteinverunreinigungen auszumachen. Daher kann n&herungsweise davon
ausgegangen werden, dass der Proteinanteil allein auf die Procuata Bzw. die

Proteaseinhibitoren entfallt.
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Abbildung 15: SDS-PAGE sprih- (ST) und gefriergetrockneter (GT) hd S-Produkte mit
anschlieBender Silberfarbung. Spur 1: Referenzel®iM, Fermentas Molekularmarker)
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3.3.4Quantitative Bestimmung der Proteinreinheit

Der Proteinanteil einer konfektionierten Fraktion wurde durch den mextidii Lowry-
Assay (s. Anhang 6.5.2, S: 109) quantifiziert. Uber das Verhéltnis zanGasswaage
lassen sich die Proteinreinheiten der getrockneten Produkte ennedber prozentuale
Wert gibt Aufschluss dartber, wie hoch der Massenanteil deprdieins bzw. wie
gering der Anteil an Verunreinigungen (z. B. Starke, Asche,eS&minosauren) ist.
Die Ergebnisse verschiedener Trocknungsprodukte sind in Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 13:Prozentuale Proteinreinheiten von Sprih- und Gi#foieknungsprodukten

Proteinreinheit [%]

Q-Produkt der Q-Produkt der S-Produkt der S-Produkt der
Sprihtrocknung Gefriertrocknung Spruhtrocknung  Gefriertrocknung
87 78 82 92
87 80 64 68
82 83 77 89
91 87 75 80

Die Werte liegen fur sprihgetrocknete Q-Produkte im Mittel8&9+ 3,7 % und flr
lyophilisierte Q-Produkte in gleicher GréRenordnung bei 823(8 %. Analog verhalt
es sich bei den getrockneten S-Produkten mit ¥4,6 % bzw. 82,2+ 10,6 %. Unter
Bericksichtigung der Standardabweichungen zeigt sich, dass atiknlingsmethode

keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinreinheiten hatte.

3.3.5Bestimmung der Produktaktivitaten

Der Einfluss der Trocknungsmethode auf den Erhalt der enzymatisdtieitat wurde
durch Aktivitatsassays getestet und quantifiziert. [6] Die sigehié Aktivitat eines
Enzyms wird angegeben in U/mg, wobei ein Unit U die Meng&uaipstrat in pmol
wiedergibt, die innerhalb von 1 min durch das Enzym bei Standardbedingundg&h (25
1,013 bar) umgesetzt wird.

Das Kartoffelprotein Patatin zeichnet sich durch eine Acyltemase- und eine
Lipidacylhydrolase-Aktivitat aus. Zur Aktivitatsbestimmung deatéin-haltigen Q-
Fraktion wurde ein Lipidacylhydrolase-(LAH)-Test angewandt. [DA¢l-Aktivitat von
Patatin kann Uber die Hydrolyse des chromogenen Substrats p-Nitybgaprat
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bestimmt werden. Bei der Umsetzung des Substrats wird p-Nenogdt gebildet,
dessen Zunahme der Absorption durch photometrische Messung bei elleriakige

von 400 nm detektiert werden kann.

OZNOO cumero
. 25 °C, pH 8
o

p-Nitrophenylcaprat p-Nitrophenol Caprylsaure

Abbildung 16: LAH-(Lipidacylhydrolase)-Test zur Aktivitdtsbestimmg von Patatin

Fur die Bestimmung der Proteaseinhibitoraktivitat wurde das Irdnsitermogen
gegenuber Trypsin untersucht und standardisiert. Die Serinproteagesiniry
(E.C. 3.4.21.4) ist in der Lage, die Esterbindung des Substrais-TNsyl-L-
Argininmethylester zu spalten. Die Zunahme am Produkp-Yosyl-L-Arginin kann
durch photometrische Absorptionszunahme bei 247 nm detektiert werden.
Proteaseinhibitoren Uben eine hemmende Wirkung auf die Aktivitat vgpsii aus

und vermindern die Produktzunahme, so dass mit zunehmender Inhibitoraktivitat de
Proteaseinhibitoren die Hydrolysegeschwindigkeit sinkt. Der ekeMe Enzymtest
wurde zunéchst mit einem kommerziell erhéltlichen Sojabohnen-Trgpgtor (ST,
Kunitz-Inhibitor) kalibriert. Der STI wurde im molaren Anteil vor100 %, bezogen

auf die Molaritat des Trypsins, zugesetzt. Im getesteten Kaazensbereich ist ein
linearer Zusammenhang zur Inhibierung gegeben. Die Inhibition unbekamobenP

kann somit in prozentualen STI-Aquivalentaktivitaten ausgedriickt werden.

O O
II Il
S— S—
g Il
o
T 0
RAUTELES: SN + MeOH
25 °C, cé pH 8,3
NH
HN NH, HN NH,
Ng -p-Tosyl-L-Arginin-Methylester Ng -p-Tosyl-L-Arginin Methanol
(TAME)

Abbildung 17: Test zur Aktivitatsbestimmung der Protease-Inhiigito
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Die Werte der enymatischen Aktivitaten der konfektionierten ataind PI-
Fraktionen sind in Tabelle 14 dargestellt. Die Inhibitor-Aktivitatsistieiede der
konfektionierten S-Produkte unterscheiden sich nicht signifikantiegjen in gleicher
GrofRenordnung und betragen 1¥,2,0% bei lyophilisierten S-Produkten bzw.
146£1,6 % beim Spruhtrocknungsprodukt. Dagegen ist die LAH-Aktivitat
spruhgetrockneter Q-Produkte (2;08,49 U/mg) ca. 27 % geringer als die der
Lyophilisate (4,08 0,47 U/mg). Der deutliche Aktivitatsverlust bei der Spuhtrocknung

resultiert aus der geringen thermischen Stabilitat des Patatins.

Tabelle 14:Enzymatische Aktivitaten konfektionierter Patatimd Pl-Fraktionen

LAH-Aktivitat [U/mg] STI-Aquivalentaktivitat [STI-%]
Q-Produkt der Q-Produkt der S-Produkt der S-Produkt der
Sprihtrocknung Gefriertrocknung Sprihtrocknung  Gefriertrocknung
2,70 3,77 16,6 19,4
3,27 4,53 14,2 16,0
2,45 3,60 12,7 14,9
3,50 4,43 14,8 17,6

3.3.6Bewertung der Trocknungsmethoden

Die ermittelten Kriterien bei der Konfektionierung von Proteimiten mit
Spruhtrocknung (ST) und Gefriertrocknung (GT) sind in Tabelle 15 zusagafasst
und sollen der Bewertung und Bilanzierung der Trocknungsmethoden dienen.
Insgesamt spricht fir die Spruhtrocknung ein 30-fach geringerer Rediad
gegeniber der Gefriertrocknung. Damit verbunden ist ein Energie@span etwa

70 %. Auf die Proteinreinheiten hat die Wahl der Trocknung keine nennéaswer
Auswirkung. Bei der Trocknung hoher konzentrierter Retentate (c > Sejétjvieren
sich zudem die Ausbeuteverluste, so dass in diesem Fall die Spruhtroat@ung
Gefriertrocknung hinsichtlich  Produktivitat Gberlegen ist. Die Vtateider
Gefriertrocknung kommen zum tragen, sobald gering konzentrierte ntRiete
(c<1g/L) konfektioniert werden oder maximale LAH-Aktivitaten ifatatin
erforderlich sind. Hier muss die Wirtschaftlichkeit im Eidakl gegen die

Qualitatsanforderung an das Produkt abgewégt werden.
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Tabelle 15:Bilanzierung der Trocknungsmethoden anhand dertliein Kriterien

Kriterium T ST ol ST
Q-Ret S-Ret

Trocknungszeit [h/L] 72 2,5 72 2,5
Energieverbrauch [kWh] 24 7,3 24 7,3
Proteinausbeute [%]

c<1g/Lim Retentat 82,9+ 11,6 33, 2,8 86,4t 9,6 35,8+ 3,6

c <5 g/L im Retentat ~73 ~73
Enzymaktivitat 4,08+ 0,47 U/mg 2,89+ 0,49 U/mg 17,0+ 2,0 STI-% 14,6 1,6 STI-%
Proteinreinheit [%] 82,0+ 3,8 86,9t 3,7 82,2+ 10,6 74,# 7,6

3.4 Nutritive und toxikologische Bewertung der
Produkte

3.4.1Biologische Wertigkeit der Kartoffelproteinfraktione n

Zur Bewertung der biologischen Wertigkeit wurden die Aminosaurespekter
gewonnenen Kartoffelproteinfraktionen Patatin und Proteaseinhibitoreisd®i@ des
denaturierten Kartoffelgesamtproteins (KP, Emsland-Starke Gmbldfsucht. Nach
saurer Totalhydrolyse der Proteine mit 6 N HCL wurden diedsstzten Aminosauren

Uber eine RP-HPLC mit OPA-Vorsaulenderivatisierung aufgetradentifiziert und
quantifiziert (s. Tabelle 16). Die essentielle Aminoséaure Tryptohgy) zerfiel unter

den Reaktionsbedingungen und konnte daher nicht bestimmt werden. AulRerdem l&ss
sich der Gehalt an Glutaminsaure (Glu) und Glutamin (GIn) baparaginsaure (Asp)

und Apsaragin (Asn) nur in der Summe ausdrtcken.

Patatin und Pl besitzen hohe Gehalte an Leucin (Leu) sowie den isaireat
Aminosauren Phenylalanin (Phe) und Tyrosin (Tyr). Die PI-Frakébaudem reich an

Valin (Val), wahrend in Patatin mit einem hohen Massenanteil Alanin (Ala) vorkommt
Vergleicht man die Aminosauregehalte der Fraktionen mit desrdogensetzung eines
Referenzproteins, das von der FAO/WHO fur die Ern&dhrung von Kleinkindern
vorgeschlagen wurde, so kann fir jede Aminosdure der Amino Acid Sc#&$) (A
bestimmt werden (s. Tabelle 17). Patatin lbersteigt die gefandéveerte bei den
betrachteten Aminosauren um das 1,5-2,5-fache, so dass von einer sehr guten

biologischen Wertigkeit ausgegangen werden kann.
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Tabelle 16: Aminosaurespektren nach saurer Totalhydrolyse umlG4Analyse im Vergleich zu
Referenz-Aminosaurespektrum fur Kleinkinder

AS-Gehalt [mg/g Protein-N]
Referenzprotein

Aminosaure (AS)

Kp® Patatin * i Kleinkind [102]
essentiell
His 28,2 48,6 43,2 19
lle 52,0 46,5 61,1 28
Leu 107,3 105,4 110,3 66
Val 70,9 56,9 101,5 35
Aromatische AS 108,1 106,8 120,1 63
(Phe + Tyr) (72,3 + 54,8) (65,0 + 60,0) (82,2 + 60,2)
Thr 56,6 66,4 52,6 34
nicht-essentiell
Ala 44,5 104,0 31,9
Arg 54,4 56,8 59,5
Asp+Asn 149,0 131,2 170,8
Glu+GlIn 118,5 133,1 105,7
Gly 52,2 50,0 64,6
Ser 66,6 58,6 47,2
Total 927,29 983,25 989,64

1) Protein-N-Bestimmung nach Kjeldahl (N-Gehalt.25%
2) Protein- N-Bestimmung nach Lowry

Tabelle 17:Berechnete AS-Scores des Kartoffelgesamtprotewsesder Fraktionen

Aminoséure (AS) AS-Score[%)]

KP Patatin Pl
essentiell
His 148 256 227
lle 186 166 218
Leu 163 159 167
Val 203 172 290
?Fﬁﬂ?fT“;rc)he AS 172 169 190

Thr 166 195 155
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3.4.2Uberwachung toxischer Glykoalkaloide in Fraktionen
und KP

Glykoalkaloide kénnen aufgrund ihrer Toxizitat und ihres bitteren l@Backes ein
erhebliches Problem bei der Nutzung prozessierter Proteinprodukté-sisi&tstellen.
Aus Grinden der Lebensmittelsicherheit wurden die gewonnenen Pra&ti&tien
Patatin und Proteaseinhibitoren daher at$olanin unda-Chaconin untersucht. Die
HPLC-basierte quantitative Analyse gliederte sich in drérife: Die Gylkoalkaloide
wurden zunéchst aus den Kartoffelproteinen/-fraktionen essigsauahiext und der
erhaltene Extrakt durch Festphasenextraktion aufgereinigt. mdiehkeRende HPLC-
Analytik erlaubt die Detektion bis zu einer Nachweisgrenze von 20opfmlanin bzw.
a-Chaconin [6].

Zusatzlich zu den isolierten und konfektionierten Patatin- bzw. Pratedseor-
Fraktionen wurden verschiedene industriell gewonnene denaturierte f&larttine
der Emsland-Starke GmbH analysiert, die sich in der Qualitat denKlassifizierung

und den Eigenschaften unterscheiden.

Tabelle 18: Glykoalkaloidgehalte in Kartoffelproteinfraktionamd industriell durch S&aurekoagulation
gewonnenem denaturiertem Kartoffelprotein

. . Klassifizierung Glykoalkaloidgehalt [ppm] ¥

Protein/-fraktion . ) .
/Eigenschaft a-Chaconin a-Solanin

Patatin-(Q)-Fraktion - <20 <20
Proteaseinhibitor-(S)-Fraktion - <20 <20

KP TQY- 388+ 13 329+17

KpY TQ/l6slich 135+ 7 492+ 14

Kp 2 LQY- 59+ 6 39+ 18

KP LQ/neutralisiert 107+ 3 46+ 13

Y Interne Kennung (Emsland-Starke): F7888

2 Interne Kennung (Emsland-Starke): F7020

% Dreifachbestimmung

4 Bezeichnungen: TQ = Tierfutterqualitét, LQ = Lebmmittelqualitat

Die durch Saurekoagulation aus KFW abgetrennten Kartoffelproteesemw je nach
Qualitat und Klassifizierung Glykoalkaloidgehalte von 98-717 ppm auf. Die
routinemaRig untersuchten Glykoalkaloidgehalte der Fraktionierungspeodu&tdem
Membranadsorberprozess unterlagen zwar den fir Lebensmittel higpisc
Schwankungen. Sie Uberstiegen jedoch nie einen Gehalt von 100 ppm und bewegte

sich in der Regel unterhalb des Detektionsminimums von 20 ppm. Der Graéteil
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toxischen Gykoalkaloide wird offensichtlich nicht mit den Proteinenetabgnt und
reichert sich nicht in den fraktionierten Produkten an. InnerhallkEdeliegt der obere
Grenzwert an Gykoalkaloiden fir den sicheren Verzehr von Lebensnti&e40 ppm.
Das saurekoagulierte denaturierte Kartoffelprotein in Leberequtilitat erfullt diese
Anforderung nicht und erschwert somit den Einsatz in Lebensmitiel Gegensatz
zum industriell gewonnenen denaturierten Kartoffelproteinen stelleriPdidukte der
membranchromatographischen Trennung selbst als hochdosierte Protein@riépiara
toxikologisches Problem dar. Die ermittelten Glykoalkaloidgehdiegen deutlich
unterhalb der Grenzwerte. Dies kennzeichnet einen wichtigent&sahterschied, den
die membranchromatographische Trennung im Vergleich zur industriell

Kartoffelproteingewinnung durch Saurekoagulation mit sich bringt.

3.5 Bestimmung und Inhibierung der
enzymatischen Verbraunung

Die zur Klasse der Oxidoreduktasen =zahlenden Polyphenoloxidasen d.accas
(EC 1.10.3.2), Catecholoxidase (EC 1.10.3.1) und Tyrosinase (EC 1.14.18.1) sind fur
die enzymatische Braunung pflanzlichen Materials verantwbr{lf] und werden bei
verschiedenen Obst- und Gemisesorten als Reaktion auf mechanesdidigung
aktiv.

In Gegenwart von Sauerstoff katalysieren PPO die Oxidation von Rinerworeaktiven
ortho-Chinonen, die wiederum spontan zu braunfarbenen Melanin-Pigmenten
polymerisieren [103]. In der Nahrungsmittelindustrie stellt sigs dnsbesondere bei

der Vermarktung prozessierter Produkte als grol3es ProblenDgarenzymatische
Verbraunung kann sowohl die sensorischen als auch die nutritiven Eigéaschaf
negativ beeinflussen und somit die Haltbarkeit verkirzen bzw. den Marktwe
verringern. Die im KFW enthaltenen Polyphenoloxidasen (PPO)stelaher eine
Verunreinigung dar, die die Qualitat der fraktionierten und iseleRroteinprodukte
mindert. Insbesondere die Patatin-(Q)-Fraktion weist eine deutiefgebraunfarbung

auf. Um den Anteil dieser Storkomponente in den Produktfraktionen Uberwachen z
kénnen, wurden die nachfolgend beschriebenen Methoden zur Quantifizierung der
PPO-Aktivitat etabliert und angewandt.
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3.5.1Bestimmung der PPO-Aktivitat

3.5.1.1PPO-Aktivitatsassay |

Indirekt I&sst sich die PPO-Aktivitdt einer unbekannten Probe anhanBedddtion

eines ortho-Dichinons mit zugesetzter Ascorbinsaure bestimmen. Ascorbinsdure
reduziert ortho-Dichinone, die bei der enzymatischen Reaktion von Diphenolen
(z. B. Chlorogenséure) mit PPO entstehen. Die Konzentrationsabnahme an
Ascorbinsdure verhdlt sich proportional zur PPO-Enzymaktivitat €rese und kann
photometrisch bei 265 nm verfolgt werden [104]. Die Analyse von 12 Ratalten aus
verschiedenen Prozessierungen ergaben einen durchschnittlichen Wdart
0,089+ 0,030 U/mg (mit U = pmol / min).

3.5.1.2PPO- Aktivitatsassay Il

Alternativ kann die PPO-Aktivitat einer Probe direkt Uber den Gradvddoraunung
photometrisch ermittelt werden. Das bereits von Sisler und EBs@m® von Lee und
Park verwendetertho-Diphenol Catechol erwies sich als geeignet, bei der Umsetzung
mit Kartoffelpolyphenoloxidasen als Substrat zu fungieren [104,105]. In
Voruntersuchungen wurde eine zweckmallige Catecholkonzentration von 20mM
(2,11 g/L) ermittelt. Die Reaktion wurde photometrisch am Absorptioxismgn

(405 nm) unter Standardbedingungen bei 25 °C in einem gepufferten Systphh Dei
verfolgt. Aus der maximalen Anfangssteigung der Kurve wurde RR©-Aktivitat
abgeleitet (s. Abbildung 48, S. 112). Hierbei wurde die Annahme getroffendeass
Bildung der farblichen Produkte mit der Umsetzung des Substratsi&mrdtine Unit
wurde definiert als die PPO-Aktivitat, bei der unter den gegebeedm@ungen die
Absorption um 0,001 rel.AU/min zunimmt [106,107]. Fur die Aktivitatsmessungen
wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Aus dem Mittelwert daximalen
Anfangssteigungen wurde flr die Polyphenoloxidasen der Patktiofn eine mittlere
Aktivitat von 492 U/mg £ 187 U/mg berechnet. Die in der Literatwegebenen Werte
liegen in  gleicher  GréRRenordnung. Patii et al ermittelten  far
Kartoffelpolyphenoloxidasen Aktivitaten von 266-1.200 U/mg mit Cateclsobabstrat
[108]. Die Ergebnisse belegen eine PPO-Restaktivitat der rgafitgen Fraktion.
Daher wurden Strategien zur Hemmung der Verbraunungsreaktion in

Kartoffelproteinfraktionen untersucht.
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3.5.2Strategien zur Hemmung von Polyphenoloxidasen

Neben physikalischen Methoden wie Hitzebehandlung, die bisweilen unerwginscht
Auswirkungen auf das Produkt haben, finden eine grof3e Auswahl unterschiedlicher
chemischer Substanzen in Lebensmitteln Anwendung, die enzymatisgdh&@\/eing

zu beeinflussen. Der Gebrauch ist jedoch auf nicht-toxische Zusagesehrankt, die

sich nicht negativ auf geschmackliche und sensorische Eigenschateirken [109].
Chemische Zusatze setzen in der Regel daran an, die Entstehutigereaitho-
Chinone zu inhibieren bzw. intermediar gebildete Produkte abzufangen, salidas
weitere Polymerisation zu braunfarbenen Melaninen unterbunden wirdi Waken

sie nach mindestens einem der folgenden Mechanismen:

(1) Sie wirken inhibitorisch auf PPO.

(2) Sie entziehen den fur die Oxidation dertho-Phenole zuortho-Chinonen
notwenigen Sauerstoff.

(3) Intermediar gebildetertho-Chinone werden zuriick zu weniger reaktioetho-
Phenolen reduziert.

(4) Intermediar gebildetertho-Chinone werden komplexiert und farblose Addukte

gebildet.

In industriellen Prozessen kommen fur gewdhnlich reduzierende SubstanZersatz,

wie Bisulfit, Ascorbinsadure, Aminosauren und thiolhaltige Verbindund&hd.
Ascorbinséure wird haufig in Nahrungsmitteln zugesetzt, hiaicje nur eine temporér
begrenzte Wirksamkeit. Effektiver ist der Zusatz von SulfiteriKalsservierungsstoffe.

Es ist allerdings gesundheitlich nicht unbedenklich und kann zu unerwé&nscht
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall und Kopfschmerzen fiihren
[111,112]. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll Alternativen zu finden,irdie e
Wirkpotenzial besitzen, das dem des Natriumbisulfit entspricht. digeRden wurde

die inhibierende Wirksamkeit der Verbindungen Glutathion (GSH), Gy¢&YS) und
Ascorbinsdure (ASC) auf Verbranungsreaktionen getestet und mit desr
Natriumbisulfits (NBS) verglichen. Als Testsystem wurde deO©FAktivitatsassays |l

mit einer PPO-haltigen Patatinfraktion (738 U/mg) angewandt und die
Verbraunungsreaktion im Zeitintervall von 20 min photometrisch beobach&s. D
Verhéltnis von Testsubstanz- zu Patatinkonzentration wurde von 0,8-20 wt-%

(Gewichtsprozent) variiert. Detailllierte Untersuchungen der undg liegenden
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Inhibitionskinetik wurden Uber spektroskopische Analysen zu Edukt- und
Produktkonzentration und anhand  fluoreszenzoptischer = Messungen  der
Sauerstoffkonzentration durchgefuihrt. Die erhaltenen Daten lieBenjesloch nicht
hinreichend an dynamisch mathematische Modelle anpassen, dereblévarider
generische Algorithmen optimiert wurden. Daher beschranken stccAuwbsagen auf
Vergleiche der Wirkung der Testsubstanzen mit der des NBS.

Die Ergebnisse der Bestimmung der PPO-Restaktivitaten sind in Ta8edhéasst.

Tabelle 19:Bestimmung der PPO-Restaktivitaten verschiedersbitionssysteme

PPO- 5 min Inkubation Ve_rhaltm_s
Inhibitor Restaktivitat von Enzym mit Patathfrgkt|on/
[U/mg] Inhibitor Inhibitor
[wt-96]
NBS 27+8 - 1
NBS 0 i p
CYS 231+ 36 - 0.8
CYS 147+ 49 - 4
CYS 62+ 18 + 4
CYS 0 i g
GSH 211+ 28 - 10
GSH 79+ 14 + 10
GSH 0 i 20
ASC 150+ 68 - 6
ASC 0 i 12
CYS +ASC 0 - 516
GSH+ASC 0 i 546

Natriumbisulfit hemmt erwartungsgemal die enzymatische ¥enoing am
effektivsten. Bei einem Zusatz von 1 wt-% NBS sinkt die PPO-R@stat um 96 %,
die volle Wirksamkeit entfaltet es bei 6 wt-%. Unter den thiolpeaiti Verbindungen
liegt der Zusatz von Cystein in gleicher GroRRenordnung. Fir einetéaralige
Hemmung der Verbraunungsreaktion sind 8 wt-% nétig. Durch flinfminttige
Prainkubation des Cystein mit der PPO-haltigen Patatinfrakti@nsiieh die Wirkung
verglichen mit der nicht préinkubierten Testlosung um weitere 58 Y%henhd.angere
Inkubationszeiten verstéarkten diesen Effekt jedoch nicht. Besondeks\ehat sich die
Kombination von 6 wt-% Ascorbinsdure mit Cystein bzw. Glutathion erwieBei
Glutathion und Ascorbinsaure reduzierte sich die erforderliche Mengeie Halfte,
um Uber einen Zeitraum von 20 min eine effektive Inhibierung zu gewsibrieVon
Cystein wurden sogar nur 25 % der ursprunglichen Menge bendétigtKBmbination

aus Glutathion und Cystein hingegen zeigte keinen verstarkenden Effekt.
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Es kann festgehalten werden, dass die Kombination aus Cystein cowbiAsdure eine
vielversprechende Alternative zu NBS darstellt, die Verbraumaaggon im Produkt
zu hemmen. Zwar ist NBS die deutlich kostenglnstigere Varianteoridiasaure
(Vitamin C) und die semi-essentielle Aminosaure CysteinlesteJedoch selbst
physiologisch hochwertige Zusatzstoffe dar. Die Wertstaiggrdes Gesamtprodukts

konnte somit die erhdhten Kosten des Cysteins rechtfertigen.

3.6 Zusammenfassung und Bilanzierung

An einer automatisierten Technikumsanlage wurden mittels vedssiee
Membranadsorber-Wickelmodule erfolgreich die Kartoffelprotefratatin und Pl
fraktioniert. Die Beladung erfolgte mit proteinreichem KFW idberschuss. Die
Produktivitéat, d. h. die Produktgewinnung pro Zeitintervall, wurde daher dige
maximalen Bindungskapazitaten ermittelt. Sie lagen bei deriémnakiung in 5 Zyklen

bei durchschnittlich 0,34 mg Patatin bzw. 0,18 mg P! proMembranflache.

Durch Modifizierungen am Aufbau und der Prozessfihrung konnte dieidfiagkting

in verschiedenen Modi betrieben werden. In Tabelle 20 sind releRPanéeneter einer
Prozessierung mit funf Zyklen und anschliel3ender Reinigung bilankzieiergleich

zum Parallelbetrieb konnte durch den Tandembetrieb die Fraktioniegingsit
kleinen Q/S500-Modulen um 38 % gesenkt werden. Bei gleicher Produktaudiesgite s
somit die Produktivitat von 12,9 g/h Produkt auf 21,0 g/h Produkt. Anhand der Testung
von Q1000-Modulen konnte gezeigt werden, dass ein Scale-Up auf die doppelte
Modulgrof3e die Produktivitat im Einzelbetrieb um 76 % steigert. Wegastehender
Untersuchungen zu S1000-Modulen konnte die Produktivitdt abschlieliend nicht
bilanziert werden.

Die Fraktionierungseluate wurden mit geringen Verlusten ultngt diafiltriert. Nach
anschlieBender Konfektionierung mit Spruhtrocknung oder Gefriertrocknung rwurde
die Produkte bioanalytisch charakterisiert und die Reinheit und Aktiyiténtifiziert.
Analysen zur Aminosaurezusammensetzung und zum Gylkoalkaloidgehktitidten

die toxikologische Unbedenklichkeit und die nutritive Qualitat der Produkte
Unerwinschte Verbraunungen im Patatin konnten durch Zusatze von Ascardinsd
und Cystein effektiv verhindert werden.
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Tabelle 20:Bilanz der Fraktionierung mit SartobindDirect-Witk®dulen in finf Zyklen sowie
anschlieBender Aufreinigung und Konfektionierung

Kriterium Q/S500-Module Q1000-Modul
Q S Q
Ausbeuten der Einzelbetrieb 247 131 69,6
Fraktionierung [g] Parallelbetrieb 37,8
Tandembetrieb 37,8
Fraktionierungzeit [h]  Einzelbetrieb 2,5 2,3
Parallelbetrieb 2,9 -
Tandembetrieb 1,8 -
Produktivitat der Einzelbetrieb 9,9 57 17,4
Fraktionierung [g/h] Parallelbetrieb 12,9 -
Tandembetrieb 21,0 -
Produktausbeuten [g] ~ Fraktionierung 24,7 (=100 %) 13,1 (= 100 %) 69,6
UF/DF-Aufreinigung 22,7 (92 %) 12,6 (96 %) 64,3
Spriihtrocknung 16,5 (67 %) 9,1 (70 %) 46,7
Verbrauch [kg] NaH,PO, 0,09 0,08
Na,HPO, 0,13 0,12
NaCl 3,33 4,39
NaOH 0,08 0,08
VE-Wasser 0,19 th 0,26 nt

Neben dem Wasserverbrauch verursacht die bendtigte Menge areiNa& nicht zu
vernachlassigenden Kostenfaktor. Auch die Entsorgungsproblematik dikalisod
phosphathaltiger Abwasser sollte bei der weiteren Prozessoptngidrericksichtigt
werden. Das Einsparpotenzial lie3e sich beispielsweise durch Weedendung der

Regenerations- und Reinigungslésungen weiter erhdhen.
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4 Experimenteller Teil II:
Etablierung und Charakterisierung

der enzymatischen Patatinhydrolyse

Zur Gewinnung bioaktiver Peptide aus Kartoffelprotein bietet sich sustakere die
Patatin-Fraktion an. Die PI-Fraktion ist ungeeignet, da sie inbilge auf die
proteolytische Aktivitdt verschiedener Proteasen wirkt und sonmé effektive
Umsetzung verhindert. Die enzymatische Patatinhydrolyse wurdgnysiologischen,
pflanzlichen und technischen Endoproteasen getestet. Physiologische eEmagm
Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin spielen eine entscheidende Rolle bei de
Proteinhydrolyse im Verdauungssystem des Menschen. Das Scremiragzeugten
Peptide in vitro liefert somit wichtige Informationen Uber mégh Spaltprodukte mit
biologischer Aktivitat, die wahrend des Verdaus im menschlichen é{drgigesetzt
werden. Des Weiteren wurde der Einsatz der technischen Prote&adasé und des
pflanzlichen Papains geprift, um prozesstechnische Ansatze zurnrbegi
vorverdauten Proteins bzw. bioaktiver Peptide aufzuzeigen.

Im Folgenden wird zunéchst kurz auf diese Enzyme und die spezifischen
Anforderungen an die Hydrolysebedingungen eingegangen, bevor veesghied
Methoden und Techniken aufgezeigt werden, mit denen sich die entstandedektdr

aufreinigen und charakterisieren lassen.

4.1 Hydrolysebedingungen

Die beim enzymatischen Verdau von Patatin verwendeten Endoproteaselysieren
Peptidbindungen unter moderaten pH- und Temperaturbedingungen. Screeunsiwgrers
zur Patatinhydrolyse im kleinen Maf3stab wurden mittels einesndstatisierten
Ruhrschittler in 2 mL-Reagierhitchen durchgefiihrt. Zur Produktion groRermgen
an Hydrolysaten wurde ein Setup im 100 mL-Maf3stab angewandt (s. Abbildung 18).
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Riihrer-Regelung

Bradford-Assay

pH-Regelung offline-Analytik,, | owry-Assay
Temperatur-Regelung OPA-Assay
RP-HPLC
=
D>

temperiertes, doppelwandiges
100 mL Reaktionsgefal

Abbildung 18: Setup der Patatinhydrolyse im 100 mL-Maf3stab

Die optimalen Reaktionsbedingungen hinsichtlich Temperatur und Pufiarsysiten

sich aus den physikalischen Eigenschaften der eingesetzten Enyme ab.

Pepsin ist eine saure Endopeptidase (E.C. 3.4.28il einer Molekilmasse von
34,6 kDa und einer Lange von 327 Aminosauren (Pepsin vom Schwein). Gebildet wird
es bei Wirbeltieren unter Einwirkung der Magensalzséaure ausn@gpsi, das von den
Hauptzellen Exocrinocyti principales der Magen-Fundusdrisen als inaktive Vorstufe
sezerniert wird. Zwei Aspartat-Reste im aktiven Zentrum igneg als funktionelle
Aminosauren und katalysieren die Spaltung von Proteinen nach hydrophoben,
aromatischen Resten in P1- und P1’-Position. Weiterhin ist beschriéass,Pepsin
vorrangig an der Carboxylgruppe von Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin emcinL
spaltet [113,114]. Die hochste Aktivitdt besitzt Pepsin bei Tempenatnéschen
37-42 °C und pH-Werten zwischen pH 1,5-3. Oberhalb von pH 8,5 wird das Enzym bei
Raumtemperatur irreversibel inaktiviert [115,116].Um pH-Konstanz inmeiBerdes
Aktivitatsoptimimums von Pepsin zu gewahrleisten, wurde das Mediuh mi
Phosphatpuffer bei pH 2 gepuffert.

Die Serinproteasen Trypsin (EC 3.4.21.4) und Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) wésden a
inaktive Vorstufen (Trypsinogen bzw. Chymotrysinogen) im Pankregssaindert und

im Dinndarm durch Abspaltung eines Propeptids in ihre aktive Form uUbefTiibiz

der strukturellen Ahnlichkeit unterscheiden sie sich hinsichtlich dest@atspezifitat.
Wahrend Trypsin bevorzugt nach Lysin und Arginin schneidet, spaltan@hypsin

Peptidbindungen insbesondere nach grof3en hydrophoben Seitenketten. Trypsin und
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Chymotrypsin entfalten ihre optimale Wirkung bei pH 7,5-8,5 und 37°C, woltedsc
Aktivitat und Stabilitat vona-Chymotrypsin durch Calciumionen zusatzlich erhdhen
lasst. Fur den tryptischen Verdau wurde daher ein Phosphatpuffer @evervendet.

Die Hydrolyse mit Chymotrypsin erforderte die Zugabe von Calciumcehldas bei der
standardmafdigen Verwendung von Phosphatpuffer zu unléslichen Calciumphosphat-
Prazipitaten fuhrte. Daher wurden alternative Puffersytemgetestet. Als geeignet
erwies sich Triethanolaminpuffer bei pH 7,8, der im Gegensatz zunfaflbein der
Literatur beschriebenen Tris-Puffer nicht mit der nachfolgendealyfik (OPA-Test,
siehe 4.2) interferierte.

Die Hydrolysen wurden bei 37 °C mit 5 g/L Patatin als Substratpingdiologischen
Konzentrationen an Pepsin (210 U/ml, 42 U/mg Patatin), Trypsin (690 U/ml,
138 U/mg Patatin) bzw. Chymotrypsin durchgefuhrt. Die Verdaus wurden nach 120 min
durch Hitzeinaktivierung des Enzyms beendet.

Die Cysteinproteinase Papain (EC 3.4.22.2) wird aus dem LatexsaRagayabaumes
(Carica papaya gewonnen und hydrolysiert Proteine unspezifisch. Allerdings werden
Peptidbindungen mit grof3en hydrophoben Seitenketten an P2-Position bevorzugt
gespalten und Valin in P1-Position nicht akzeptiert. Das pH-Optimum liegt imatezut
Bereich, wobei Papain gegentber chemischen (pH 3-7) und physikalisctigisden
(insbesondere Temperaturen bis 60°C) ungewohnlich stabil ist [117]. Rieolise

von 5 g/L Patatin wurde mit Papain (0,45 U/mL) in Phosphatpuffer bei pH 7 ut@d 37
durchgefihrt und nach 120 min durch Hitzeinaktivierung beendet. Zur Steigdeung
Enzymaktivitat wurden auf3erdem Cystein und EDTA zugesetzt.

Alcalase (synonym: Subtilisin Carlsberg) zahlt zu den Suloi@is{EC 3.4.21.62), einer
Familie verschiedener Serin-Endoproteasen, deren wirtschaftliedeuBing anhand
der industriellen Produktion von allein 900 t in der EU (2002) und dem vetiereit
Einsatz in der Waschmittelindustrie offenkundig wird. Alcalasedeuniotechnologisch
aus dem rekombinanten Produktionsstan®acillus licheniformis gewonnen. Es
zeichnet sich durch breite Substratspezifitdit aus, wobei bevomugtauren und
neutralen Aminosduren gespalten wird. Alcalase besitzt eine Bolymaktivitat in
einem weiten pH-Bereich (Optimum im neutralen bis leicht akb&n Bereich). Daher
konnte die Hydrolyse besonders einfach und kostengunstig in einem uegepuff
System mit deionisiertem Wasser durchgefuhrt werden, wodurchr iAudarbeitung
zusatzliche Entsalzungsschritte nicht erforderlich sind. Zur lBesing der geeigneten

Enzym/Substrat-Konzentrationen wurden Hydrolysebedingungen mit cimextbchen
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Substratkonzentrationen (0,05 - 5 g/L Patatin) und variierten Volumenkonierdrat

an Alcalase (0,01-1%) getestet. Verdunnungseffekte  bei  geringen
Substratkonzentrationen hatten keinen signifikanten Einfluss auf die ikKidet
enzymatischen Reaktion. Aus der Bestimmung des Hydrolysegradesiddjred of
hydrolysis) nach der OPA-Methode (Kap. 4.2) ging hervor, dass flrnnmabx
Hydrolysegrade im untersuchten Reaktionsintervall mehr als 20Aloélase pro g
Patatin notwendig sind (Abbildung 20). Jedoch sind bereits bei einer zehnfach
geringeren Menge (2 mL/g Patatin) Hydrolysegrade von ca. 20 % modies.
entspricht im Mittel der Hydrolyse auf die Grof3e von Pentapeptishehgentigt der
Anforderung zur Gewinnung physiologisch resorbierbarer Peptide. Yaleolsen von

5 g/L Patatin wurden daher in einer wassrigen 1 %igen Alcalasg/obei 37 °C
durchgefuhrt und nach 120 min durch Hitzeinaktivierung beendet.

60+

50 1

40

30 I

DH [%]

20

10+

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
mL Alcalase / g Patatin

Abbildung 19: Anhangigkeit des Hydrolysegrades vom Verhéaltnisafdee zu Patatin

4.2 Bestimmung des Hydrolysefortschritts

4.2.1Bradford-Assay zur Abschatzung des Proteinabbaus

Der Bradford-Proteinassay bietet sich als Methode an, um deteirlabbau
abzuschétzen und somit erste Hinweise bzgl. des Hydrolysefaitsaor erhalten. Die
Proteinkonzentration des Substrats Patatin wird gemessen, wahreierekl
Hydrolyseprodukte (Peptide unter 3 kDa) nicht erfasst werden.ADmahme der

gemessenen Proteinkonzentration in einem bestimmten Zeitinterviadliédralso mit
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der Proteinabbaurate [118]. Aus den Ergebnissen (Abbildung 20) geht hervor, dass beim
Trypsin- und Chymotrypsinverdau keine (oder nur in geringem Maldgtantierung

des Patatins stattfindet, wahrend beim Alcalaseverdau beemkswenigen Sekunden

90 % des Patatins in Fragmenten < 3 kDa vorliegt. Beim Pepsinvetdaegen der
hoheren Proteaseselektivitat eine vergleichsweise langs&iyerelyse zu beobachten;

es werden 80 % des Patatins in Fragmente < 3 kDa hydralySer Papainverdau
konnte nicht untersucht werden, da Patatin im Puffersystem bei pH @nnbiKation

mit EDTA, Phosphat- und Natriumionen zur Koagulation neigt und bei der

Probenvorbereitung abgetrennt wurde.

100 k_i\-i_'; —F
i \

80 -
—a— Alcalaseverdau

60 - Chymotrypsinverdau
Pepsinverdau

40 F —a— Trypsinverdau

Proteingehalt in % der
Ursprungskonzentration

20 A

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
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1 &

Abbildung 20: Proteingehalt wahrend der Hydrolyse laut Bradford

Es gilt zu beachten, dass lediglich eine Aussage Uber die QuEgaProteinverdaus
gemacht werden kann, namlich wieviel Protein im betrachtetgéraden in Peptide mit
einer Grol3e kleiner 3 kDa gespalten worden ist. Um differeeegelbformationen tber
den Hydrolysefortschritt zu erhalten, wurde im Folgenden eirenalive Methode zur

Beschreibung des Reaktionsfortschritts angewandt.

4.2.20PA-Test zur Bestimmung des Hydrolysegrades

Eine der wichtigsten Kennzahlen zur Beschreibung des Verlawds &iroteinverdaus
ist der Hydrolysegrad DH (Degree of Hydrolysis). Per Datinem ergibt er sich aus
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der Anzahl der gespaltenen Peptidbindungen, den sog. Hydrolyse-Aquivatenten

Relation zur Gesamtzahl der Peptidbindungen eines gegebenen Pgptides

(1) DH =h/ ho * 100 %

Zur Bestimmung des DH sind in der Literatur zahlreiche verdehie Methoden
beschrieben, die sich hinsichtlich der Anwendbarkeit und Praxigthkeit
unterscheiden. Die osmometrische Kryoskopie ist zwar schnell dirdiafr, 1&sst sich
jedoch nicht in salzhaltigen oder viskosen Medien zuverlassig zemsetDie
Korrelation Uber den Anteil des TCA-lI6slichen Stickstoffsiisitiert auf Proteasen mit
reiner Endoaktivitat und liefert keine quantitativen Ergebnisse UleerAdzahl der
gespaltenen Peptidbindungen. Haufig findet die praktikable pH-Statienetiyzde
Anwendung. Durch Titration mit einer Base wird der pH-Wert wédhrger Hydrolyse
konstant gehalten, wobei der Verbrauch proportional zum HydrolysegraDiese
Verfahrensweise ist allerdings auf pH-Werte oberhalb von 7 GEddhmweshalb sie bei
der Hydrolyse im sauren Medium (z.B. fur die Hydrolyse mit Rgpscht geeignet ist.
Die spektrophotometrische TNBS-Methode basiert auf der Reaktiomanen
Aminogruppen mit Trinitrobenzol-Sulfonsdure (TNBS). Nachteilig aufe di
Anwendbarkeit wirken sich jedoch der hohe Zeit- und Arbeitsaufwand augbéyar
hinaus ist das TNBS-Reagenz instabil und toxisch.

Um eine schnelle und genaue Information Uber den Reaktionsfortsdimtts den
Hydrolysegrad zu erhalten, wurde ein analoger Assay etabliertuBigeast Spaltung der
Protein-Peptidbindungen hervorgehenden Amino-Gruppen wurden ortifio-
Phthaldialdehyd (OPA) in Gegenwart einer SH-Verbindung deriedtisnd konnten
bei einer Wellenlange von 340 nm detektiert werden. Als SH-Verbindumd wi
Ublicherweise beta-Mercaptoethanol oder alternativ das umweltlertére
Dithiotreitol (DTT) eingesetzt. Durch Kalibrierung mit Standaglés Aminosaure Serin
wird eine indirekte Quantifizierung hydrolysierter Peptidbindungendi@d\ngabe des
Hydrolysegrades ermdglicht. Die Korrelation mit der wenigeizisen, aber dennoch
weit verbreiteten TNBS-Methode ist sehr gut. Ein gro3er Vodieiser Methode ist,
dass Einzelbestimmungen in nur 2 min durchgefihrt werden kdnnen, so dass eine
direkte Beobachtung der Hydrolyse, &hnlich wie beim pH-staglioidist. Werden die
Proben wahrend der Hydrolyse entnommen und inaktiviert, lasstisielgro3e Anzahl
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an Proben mit geringem Chemikalieneinsatz simultan auf Mikrpldtiéen auswerten
[119].

Zur Bestimmung des DH Uber die OPA-Methode muss zun&ghéGesamtzahl der
Peptidbindungen) unch (Hydrolysedquivalente) berechnet werdems wird in

aquivalenten Peptidbindungen pro Kilogramm Peptid/Protein angegeben.

(2) hyt=1.000 [meqg/g] Protein/mittlere Molmasse der Aminosauren

In der Regel liegt dieser Wert aufgrund der mittleren Mosaader Aminosauren von
125 g/mol bei etwa 8 meqg/g. Auf Basis der aus Datenbanken zigigmgl
Aminosauresequenz (Q2MY59) wurde fiir Patatin ein exakter Wart 8/ meq/g
berechnet. Uber die Referenzabsorption des Serins witthd anschlieRend (iber
Formel (1) der Hydrolysegrad bestimmt. Die genauen Berechnungen irsind
Anhang (s. Kapitel 6.5.3, S. 110) dargestellt.

Die Ergebnisse des OPA-Assays fir die enzymatischen Hydrolysn Patatin und
damit die Hydrolyseverlaufe sind in Abbildung 21 dargestellt. $ieichen beim
Verdau mit Alcalase einen maximalen DH von 22®2 %, beim Pepsin-Verdau
9,3+ 0,2% und beim Papain-Verdau %8,1 %. Bereits nach 5 min sind die
enzymatischen Peptidspaltungen zu 60-80 % abgeschlossen. Nach 120 min néhern sie
sich einem klassischen Sattigungsverlauf. Eine erneute Zugabezam Bach 120 min
lieferte keinen weiteren Anstieg an freien Peptidbindungen, wohingegen e
wiederholte Substratgabe zu einer signifikanten Zunahme fiihres Bsst darauf
schlieBen, dass das Substrat nahezu vollstandig umgesetzt wurde, woBkitidtat

der Enzyme erhalten blieb.
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Abbildung 21: Verlauf des Hydrolysegrades beim Verdau von Pa{@PA-Assay)

Der Trypsinverdau lieferte lediglich einen geringen DH von 2085 %; beim
Chymotrypsin-Verdau konnte kein nennenswerter Substratumsatz Brmigelen
(DH = 0,82+ 0,01 %). Beide Enzyme gehdren zu den Serinproteasen (EC 3.4.21), deren
Aktivitdt moglicherweise durch Verunreinigungen an Proteaseinhibitare Patatin
beeintrachtigt wurde. Gestéarkt wird diese These dadurch, dass aistemm dieser
Proteaseinhibitoren Chymotrypsin starker als Trypsin inhibierenE®] erganzender
Erklarungsansatz liegt in der Hydrolysespezifitat der Enzym®as
Aminosaurespektrum von Patatin bietet Trypsin und Chymotrypsin weoigatielle
Peptidspaltstellen. Aus der theoretischen Berechnung der maririlgdrolysegrade
wurde fir Trypsin ein DH von 8,8 % und fur Chymotrypsin ein DH von 9,1 % titnit
wahrend sich mit Pepsin theoretisch bis zu 21 % hydrolysiersenad/on diesen
Werten ausgehend, stimmen die Verhaltnisse zwischen Pepsin und Trypsin tberein.
Mit dem OPA-Test konnte eine stabile, gut reproduzierbare Methadeberpriifung
des Hydrolysegrades etabliert werden. Die Fehlertoleranzertatigpea die
Verlasslichkeit der Methode zur Verfolgung des Hydrolysevesldétatin liel3 sich gut
mit den Proteasen Pepsin, Alcalase und Papain hydrolysiereneriistandenen
Hydrolyseprodukte werden im Folgenden néher untersucht. Trypsin undo@iyein

erscheinen nach diesem Test fur die Gewinnung von Peptiden nicht geeignet.
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4.3 Untersuchung der Hydrolysate durch RP-
HPLC

Um differenzierte Infomationen tber die Abbauprodukte der Hydrolysgemvinnen,
wurde eine RP-HPLC-Methode entwickelt, mit der sogenannte Pepi@prints
erstellt werden konnen. Diese liefern qualitative Erkenntnisse e Peptid-

Zusammensetzung wahrend bzw. nach der Patatinydrolyse.

4.3.1RP-HPLC-Peptidanalytik

Die zentrifugierten Protein-Hydrolysate wurden an einer zisfie fir Peptide
entwickelten Trennsaule (&JupiterProteo, Phenomenex GmbH,
Aschaffenburg/Deutschland) analysiert. Als mobile Phase wurde eirei-Z
Komponenten-Gradientensystem aus wassrigem Eluenten (deig® hhit
0.1 % [v/v] TFA) und organischem Eluenten (Acetonitrii mit 0.1 % [v/v] TFA)
verwendet. Die Parameter wie Gradientenrate und Flussrate rwawafe niedrige
Basislinienabsorption, Peakhthe und Aufldsung hin mit einem Peptidstandard-Mix
(Gly-Tyr, Val-Tyr-Val, Methionin-Enkephalin, Leucin-Enkephalin, Angiosin II,
Insulin) optimiert (s. Anhang 6.4.1). Das Elutionsprofil sowie das \exhhlten des
Standards unter den optimierten Trennbedingungen ist Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Chromatogramm der optimierten Trennung mit Pemiutards inkl. Elutionsprofil
(A =deion. HO mit 0,1 % [v/v] TFA, B = Acetonitril mit 0,1 % [v] TFA); UV-Detektion: 214 nm,
Flussrate: 0,4 mL/min; Temperatur 40 °@) Gly-Tyr, (2) Val-Tyr-Val, (3) Met-Enkepalin,(4) Leu-
Enkephalin(5) Angiotensin I1,(6) Insulin
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4.3.2Bewertung der Peptid-Fingerprints im Verlauf der
Hydrolyse

Die Hydrolyseverlaufe des Pepsinverdaus und des Alcalasevexrdiaasd der Peptid-
Fingerprint sind in Abbildung 23 und Abbildung 24 dargestellt. Zusatzlich zum
Standard wurde das Substrat Patatin im entsprechenden Hydrolgsesysin
Hydrolysezeitpunkt t = 0 gemessen. Der Chromatogramm-Peak mitRetemtionszeit

R: = 37-43 kann daher Patatin zugeordnet werden. Bereits nach 0,5 min ist Patatin zu ca.
80 % abgebaut und in Peptide gespalten worden. Nach 30 min Hydrolysezrit

noch ca. 5 % der urspruinglichen Patatinkonzentration vorhanden, wahrend dest Subst
nach 120 min vollstdndig hydrolysiert ist und nicht mehr nachweisbarDas
Peptidspektrum verschiebt sich im Verlauf der Hydrolyse zu genmR von rechts

(groRe oder hydrophobe Peptide) nach links (kleine oder hydrophile Pepiai).

30 min ist keine signifikante Veranderung in den Peptid-Fingerprints festenst
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Abbildung 23: Peptid-Fingerprints im Verlauf der Patatinhydrolysi Pepsin; Standard: Gly-Tyr, Val-
Tyr-Val, Methionin-Enkephalin, Leucin-Enkephalinpgiotensin I, Insulin
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Abbildung 24: Peptid-Fingerprints im Verlauf der Patatinhydrolysiét Alcalase; Standard: Gly-Tyr,
Val-Tyr-Val, Methionin-Enkephalin, Leucin-EnkephaliAngiotensin I, Insulin

Beim Papainverdau konnte zum Zeitpunkt t=0 kein Patatin in Losung eetekti
werden. Nicht umgesetztes Patatin wurde im Puffersystem béiipHombination mit
EDTA, Phosphat- und Natriumionen koaguliert und wéahrend der HPLC-
Analysevorbereitung der Proben (Zentrifugation) entfernt. Auf dygrélyse mit
Papain und die daraus resultierenden Peptid-Fingerprints hatte dialluag des
Patatins jedoch keinen Einfluss.
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Abbildung 25: Peptid-Fingerprints im Verlauf der Patatinhydrolysié Papain; Standard: Gly-Tyr, Val-
Tyr-Val, Methionin-Enkephalin, Leucin-Enkephalinpgiotensin Il, Insulin
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4.3.3Peptid-Fingerprints der Hydrolyseprodukte

Die Peptid-Fingerprints der Hydrolyseprodukte nach 2 h Reaktionszait isi
Abbildung 26 zusammengefasst.
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Abbildung 26: Peptidfingerprints der Patatinhydrolysate nach b#f Hydrolysezeit; UV-Detektion:
214 nm, Gradientenflussrate: 0,4 mL/min; Tempera&0r°’C; (1) Gly-Tyr, (2) Val-Tyr-Val, (3) Met-
Enkepalin,(4) Leu-Enkephalin(5) Angiotensin I1,(6) Insulin

Die Peptidchromatogramme zeigen bei niedrigekliéne bzw. hydrophile Peptide und

bei hohen RgrolRe bzw. hydrophobe Peptide/Proteine. Weder beim Hydrolyseprodukt
des Chymotrypsinverdaus noch bei dem des Trypsinverdaus konnten Peptide
nachgewiesen werden. Dies Kkorreliert mit den ermittelten igedr OPA-
Hydrolysegraden (Didy = 2,79 %, DRy = 0,82 %). Beim Trypsinverdau konnte kein
Substrat detektiert werden. Grund hierfur ist, dass Patatin ipsifrPuffersystem bei
Hitzeinaktivierung zur Koagulation neigt und daher bei der Probenvorlgereitu
abgetrennt wurde. Die Hydrolyseprodukte der Verdaus mit AlcalaspsiP bzw.
Papain liefern Peptid-Fingerprints mit breiten Peptidspektren. Aufgrund de
Komplexitat der erhaltenen Peptidgemische lieRen sich die Reeliis Basislinien-
getrennt auflosen. Das Peptidspektrum des Alcalaseverdaus westvergrofierte
Peakdichte mit hohen Peptidkonzentrationen hei K7,5-27,5 min auf. Der Vergleich

mit den Peptidstandards deutet qualitativ auf Aminosauren und Peptideirmait

Kettenlange von 2-6 Aminoséuren hin. Vor allem kleinere (2-4 Aminoséalozam)
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hydrophile Peptide lassen sich in hoheren Konzentrationen nachweisedebkesich

mit den Erkenntnissen zum Hydrolysegrad aus dem OPA-Assay (DH 2422 DPie
Chromatogramme der Pepsin- und Papainverdaus zeigen Bereiche mit hohe
Peptidkonzentrationen bei {R22,5-32,5 min, was auf groBere Peptide mit

Kettenldngen von 3-8 Aminosauren hinweist.

4.3.4Untersuchung der freien Aminosauren

Hohe Gehalte an freien essentiellen L-Aminosduren wertenseitgerdie nutritive
Qualitdt der Hydrolysate auf, andererseits schrankt der Abbauhibimter zur
Aminosaure die Ausbeuten an Oligopeptiden mit potentieller physiolugis
Wirksamkeit ein. Zur umfassenden Dokumentation der Abbauprodukte in den
Patatinhydrolysaten wurden daher die freigesetzten AminosaurensianalyDie
Quantifizierung der freien Aminosauren liefert aulRerdem wertvblileweise zur
Selektivitat und Spezifitdit der verwendeten Proteasen. Die amgkev RP-HPLC-
Methode mit Methanol/bD-Gradient sowie Probenvorbereitung und OPA-
Vorsaulenderivatisierung werden im Anhang beschrieben. In TaBélleind die
Gehalte an freien Aminosauren der Hydrolyseprodukte und des Substtatsn Pa
dargestellt. Im Patatin konnten geringe Mengen freier Amuresévon insgesamt 7,14
mg/g nachgewiesen werden, die auf unspezifische Degradation desraSubs
zurtickzufuhren ist. Ein Beleg hierfir ist, dass die Mengen der eimz@lmenosauren

mit dem Aminosaurespektrum der Patatinsequenz korrelieren.

Durch den Hydrolyseprozess mit den technischen Proteasen Alcalasapath
stiegen die Gesamtgehalte um den Faktor 6-9. Dies ist als idimweé eine geringe
hydrolytische Exoaktivitdt zu werten. Demgegeniber lieferterHgrolysen mit den
Verdauungsenzymen  Pepsin, Trypsin und  Chymotrysin  nur  geringe
Aminosaurekonzentrationen von 19,27-27,08 mg/g, so dass die Exoaktivitdt zu
vernachlassigen ist. Die Zunahme an einzelnen Aminoséauren in deoly$gden ist in

der Regel proportional zur autolytisch freigesetzten Menge imtiRatso dass
insgesamt von unspezifischer Exoaktivitat ausgegangen werden kann.eHo6her
Leucinwerte koénnen mit der relativen Haufigkeit des Leucins der
Aminosauresequenz des Patatins erklart werden. Leucin ist mit 40 38a&n

Aminosauren mengenmallig am starksten vertreten.
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Tabelle 21:RP-HPLC-Analytik der Patatinhydrolysate

Aminosaure Konzentration an freien Aminosauren [mg/g Substrat]
. Alcalase-  Papain- Pepsin-  Trypsin- Chymotrypsin-

Patatin verdau verdau verdau verdau verdau
essentiell
His 0,35 2,48 1,53 0,65 0,39 0,35
lle 0,49 4,16 1,71 1,39 1,98 1,28
Leu 1,41 18,21 8,50 6,07 3,43 3,14
Met/Val 0,84 4,07 2,21 1,49 4,23 2,46
Phe 0,93 10,71 5,12 4,77 1,70 1,58
Thr 0,53 2,89 1,75 0,61 1,42 1,39
Trp 0,16 2,64 2,41 1,51 0,54 0,62
nicht-essentiell
Ala 0,66 4,06 5,48 1,50 1,76 1,47
Arg 0,11 1,34 0,69 291 2,66 1,63
Asp 0,27 1,15 1,05 0,54 0,52 0,98
Asn 0,32 1,93 1,79 0,71 0,79 0,35
Glu 0,42 2,78 1,66 2,13 1,51 1,03
Gin 0,20 2,76 1,37 1,90 1,51 1,48
Gly 0,61 1,90 5,26 0,68 0,83 0,66
Ser 0,34 2,63 2,25 0,85 1,58 1,39
Tyr 0,35 4,36 4,39 1,41 0,61 1,10
Total 7,14 61,42 43,92 27,08 23,08 19,27

Im Falle der Aminosduren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin digt
vergleichsweise hohe Zunahme darauf zurickzufihren, dass Alcalase paith Pa
bevorzugt nach aromatischen bzw. hydrophoben Aminosauren spalterfigspezi
Endoaktivitat). Folglich sind diese Aminosduren Uberproportional an teeni&aiden
von Peptidbruchstiicken lokalisiert und werden statistisch haufiger asathlyt
abgespalten. Gleichermalen resultieren Gberproportional hohe Werte,alhieg Tyr
und Trp beim Pepsinverau aus der endoselektiven Spaltung nach diesen Aminosauren.
Es kann festgehalten werden, dass die Hydrolyse zu Aminosaurernaibneles
Reaktionsfensters (2 h) nur in geringem Malle auftritt. MOoglicheaEwitat
insbesondere der technischen Proteasen Alcalase und Papain wird vorseemneien
autolytischen Effekten Uberlagert. Die AminosaurezusammensetzudegeNerdaus

weisen auf die selektive Endoaktivitat der verschiedenen Proteasen hin.
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4.4 Fraktionierung von Patatinhydrolysaten

Pihlanto et al beschreiben die Trennung von Kartoffelproteinhydrolysaten mit
Membran-Ultrafiltrationseinheiten [53]. Wegen der unspezifischaasghlussgrenzen
der Membranporen erscheint die Fraktionierung jedoch wenig selEkste Versuche

im 1,5mL Malistab (MWCO: 10 kDa bzw. 3 kDa) belegten diese These. Die
Membraneinheiten lieferten keine befriedigende Auftrennung und verblockien be
ersten Zyklus. Komplexe Peptidgemische werden in der Regel pfachkalischen
Eigenschaften wie GrolRe, Hydrophilie und/oder isoelektrischem Pgekennt.
Etablierte und weit verbreitete Techniken sind die Chromatographie uad di
Elektrophorese. Zu den wichtigsten Vertretern im analytischeridBezéhlen die Gel-
und Kapillarelektrophorese sowie die RP-HPLC. Fur praparative &nattungen
bietet sich die Mitteldruck-Flissigkeitschromatographie (FPLEG) die nach dem
Prinzip des Grofl3enausschlusses (SEC) separiert. Im Vergteicanalytischen
Methoden lassen sich grol3ere Mengen applizieren und trennen. DienEdutolgt
isokratisch in wassrigen Puffersystemen, so dass auf den kostenemnefsnsatz

organischer Losemittel verzichtet werden kann.

4.4.1Aufarbeitung und Fraktionierung der Hydrolysate

Die FPLC-Gelfiltration wurde an einem Komposit aus Dextran unarése (Superdex

30 prep grade, GE Healthcare) als stationare Phase getessets Material trennt nach
dem Prinzip der Groél3enausschlusschromatographie Molekile im Bereich von
0-10.000 Da. Zunachst wurde fur unterschiedliche  S&ulendimensionen
(300 mm x 10 mm I.D., 450 mm x 10 mm I.D., 700 mm x 15 mm I.D.) die Zahl der
theoretischen Trennbdden mit Aceton als Spurstoff bestimmt. Bei Betgr6he von

700 mm (1.D. 15 mm) konnte eine zufriedenstellende Trennleistung vonl@k#s0
Trennboden pro Meter erreicht werden. Als Laufmittel wurde ein
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer gewéhlt. Dieser bietet den \/al&ss er sich bei

der Gefriertrocknung des Eluats zu den flichtigen Substanzen Animaomd
Kohlenstoffdioxid zersetzt und somit ein zusétzlicher EntsalzungdschB. durch
Dialyse, entfallt.

Optimale Parameter fur Puffersalz-Konzentrationen (0,25M und 0,5 M),

Injektionsvolumina (0,05 - 2 mL) und Flussraten (0,2 - 1,5 mL) wurden mit Hitiesei
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Standards (Cytochrom C, 13 kDa; Insulin, 6 kDa; Angiotensin Il, 1.046 Dajnipeist
Die Peptide wurden Uber die UV-Absorption bei 214 nm detektiert. Einr gute
Kompromiss aus maximaler Auflosung und Reproduzierbarkeit, geriigéionszeit
und minimiertem Chemikalienverbrauch wurde bei folgenden Einflussgrof3en:erzielt

* Injektionsvolumen : 1 mL

e Flussrate des Eluenten: 0,8 mL/min (isokratisch)

¢ Elutionsmittel: 0,25 M NEHHCOs-Puffer
Die FPLC-Chromatogramme der Hydrolyseprodukte (Abbildung 27) zeigen i

Zeitintervall zwischen 55 und 60 min einen kleinen Peak.
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Abbildung 27: FPLC-UV-Chromatogramme der Patatinhydrolysate ri&thmin Hydrolysezeit; Elution
mit 0,8 mL/min NHHCGO; (isokratisch);(1) 1 g/L unhydrolysiertes Patatin (ca. 40-44 kDagngard je
0,1 g/L:(2) Cytochrom C (13 kDa)3) Insulin (6 kDa)(4) Angiotensin Il (1 kDa)

Der Vergleich mit der Rvon Patatin lasst darauf schlie3en, dass es sich um das
unhydrolysierte Substrat handelt, das mit 44 kDa jenseits der lussgrenze des
Saulenmaterials liegt. Die GroRR3enverteilung der HydrolyseproduktBekktionen mit
Alcalase, Pepsin bzw. Papain reicht vom Ausschlussvolumen der Saue kiner
Grol3e, die unterhalb des Standard-Peaks von Angiotensin Il (1046 Da) lesggn\tler

Komplexitat der Hydrolyseprodukte konnte keine Basislinientrennungchen zwei
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Peaks erreicht werden. Zwo6lf Hauptfraktionen F1-F12 (entspricht jeL1Bzw. einem
Zeitintervall von je 15 min) wurden gesammelt, die wiederum in Teéfraktionen a-c
unterteilt wurden. Die Fraktionen F1-F3 liegen im Bereich des Totwignder Saule
und enthielten lediglich das Laufmittel. Sie spielten fiir weildntersuchungen keine

Rolle und wurden verworfen.

4.4.2Bewertung der SEC-FPLC-Trennleistung

Um die Qualitdt der Trennleistung beurteilen zu kénnen, wurden am &etgs
Patatinhydrolysats mit Pepsin die Fraktionen F5 bis F9 gemassgénmit dem
Chromatogramm des Gesamthydrolysats verglichen. Abbildung 28 veralcthdie
Chromatogramme der FPLC-SEC-Analyse.
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T AT e A T A T AT A e e e B
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Abbildung 28: Vergleich der FPLC-UV-Chromatogramme einzelner Hosen mit dem
Gesamtpatatinhydrolysat (enzymatischer Pepsinvgréution mit 0,8 mL/min NEHCO; (isokratisch)

Bereits ab Fraktion F7 konnen keine hdhermolekularen Bestandteile gro&k&alo
mehr nachgewiesen werden. Die Peakd®r Fraktionen liegen im erwarteten

Fraktionierungsbereich. Aufgrund der Uberschneidungen der Chromatogramm
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einzelner Fraktionen kann zwar nicht von einer vollstandig defini@itennung nach
GrolRe ausgegangen werden, dennoch stellt die FPLC-SEC-Methodeirgivelles
Aufarbeitungstechnik dar, um komplexe Peptidmischungen von unhydrolysiertem
Substrat zu trennen, eine grobe Fraktionierung nach Grol3e zu ewmelehe Proben

ZU entsalzen.

4.5 Zusammenfassung

Die Hydrolyse der Kartoffelproteinfraktion Patatin wurde mit deanipeatischen
Enzymen Trypsin und Chymotrypsin sowie der Magenprotease Pepsirsughter
Erganzend wurden die technische Protease Alcalase und das pflaRzalpie getestet.
Um eine schnelle und genaue Information tber den Reaktionsfortschethalten,
wurde ein photometrischer Assay etabliert, der eine indirekte Qu@nting
hydrolysierter Peptidbindungen bzw. die Angabe des Hydrolysegradesglet.
Zusatzlich wurde der Proteinabbau verfolgt. Signifikante Hydrolyskegkannten beim
Verdau mit Alcalase, Papain und Pepsin ermittelt werden. Begpsiir und
Chymotrypsin wurde keine Hydrolyse des Patatins nachgewieserGiind hierftr ist
wahrscheinlich, dass minimale Verunreinigungen an Pl die enzghatiAktivitat
inhibieren. Die Hydrolyseprodukte wurden (ber so genannte Peptidrpigs
charakterisiert. Hierzu wurde eine RP-HPLC-Methode etabliere Brgebnisse
bestatigten die Inaktivitat der pankreatischen Enzyme. Die AleglaPapain- und
Pepsinverdaue lieferten komplexe Fingerprints mit Peptiden bis 1,5dBPaeine
weitere Aufreinigung notig machten. Mittels einer GréRenausschlbssmatographie
wurden die Hydrolysate fraktioniert, entsalzt und anschlieend getrocknet.
folgenden Kapitel werden Methoden vorgestellt, um die biologisckivifit der

isolierten Produkte zu untersuchen.
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4.6 Biologische Untersuchungen

Zur Bestimmung der Bioaktivitdt der dargestellten Hydrolysate den Alcalase-,
Papain- und Pepsinverdauen sowie der aufgereinigten Hydrolysatfraktiamda die
Anwendbarkeit verschiedener in vitro-Testsyteme untersucht. Higialere HPLC-
basierte und spektrophotometrische Assays, die Aussagen Uber dativexi ACE-
inhibierende und antimirobielle Wirkungen erlauben.

4.6.1Bestimmung der antioxidativen Kapazitat

Zur Messung der antioxidativen Kapazitat sind in der Literathirgighe Methoden
beschrieben. Sie basieren auf dem Prinzip, dass in einem oxdaddilieu ein

zugesetztes Antioxidans eine Oxidationsreaktion verzogert bzw. umkehrzeitliche
Verlauf der Oxidationsreaktion mit dem Antioxidans wird gemessehmit dem einer
Referenz verglichen. Am weitesten verbreitet sind der TEASa (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) und der ORAC-Assay (Oxygen-Radical Absorigiagacity).

[55-62]

4.6.1.1TEAC-Assay
Mit Hilfe des TEAC-Assay wird die antioxidative Kapazi&iher Probe bestimmt und

mit der des Vitamin E-Derivats Trolox verglichen. Der so @ettie TEAC-Wert wird
in mmol Troloxaquivalente pro Gramm (mmol Eq./g) Probe angegebeh. déac/on
Fogiano et al. beschriebenen Variante wird anstelle von 2,2-Azinebis(3
ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure) der chemische Hilfsstoff N,Mddnyl-p-
Phenylendiamin (DMPD) eingesetzt, der mit Eisen-(lll)-chlonddie violettfarbene
Radikalspezies uberfihrt wird. Die antioxidative Kapazitat eimebé wird danach
Uber die Entfarbung photometrisch bei 505 nm detektiert. Der Vonteildar
Verwendung von DMPD liegt in der guten Reproduzierbarkeit derdrgee zwischen
mehreren Tests [120].

Fir die Proteinfraktionen Patatin und Pl wurden auf diese Weise TW&@ von
0,373+ 0,094 mmol Eq./ g Patatin bzw. 0,089,028 mmol Eqg./g Pl bestimmt. Der
TEAC-Wert eines Gramms Patatin liegt in ahnlicher GréRenordmwiey die

verschiedener Extrakte aus 100 g Frichten (Frischgewicht). Beigpise wurden fur
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Blaubeeren eine TEAC von 0,74 mmol Eq./100 g gemessen, far
Apfel 0,16 mmol Eq./100 g bzw. fir Brombeeren 2,02 mmol Eq./100 g [121]. Die
Hydrolyseprodukte von Patatin konnten nicht reproduzierbar analysiert rwetde
mogliche Ursache hierfur kdnnte sein, dass terminale aromatfstimosauren in den
gewonnenen Peptiden mit DMPD interagieren und die photometrischemdes®ren.

Daher wurde alternativ die antioxidative Kapazitat tiber den ORAC-Assstimmt.

4.6.1.20RAC-Assay

Mittels des ORAC-Assays wird die oxidative Degradation eiraorészierenden
Spezies durch Peroxylradikale fluoreszenz-spektroskopisch untersuaxylRetlikale
werden beim thermischen Abbau von 2,2’-Azobis-(2-Methylpropionamidin) (HAP
freigesetzt und schadigen nach Ou et al. das Phthalein Fluoresze]rAftididative
Substanzen schitzen die Fluoreszeinmolekille vor dem oxidativen Angaff
beeinflussen somit die Kinetik de Fluoreszenzabnahme. Der ORAG-Asgaden
Vorteil, dass sowohl die Inhibitionsh6he einer Substanz als auch dietimisbiund
Verzogerungszeit in die antioxidative Kapazitat mit einflie3en. Digasbesondere bei
der Messung von Lebensmitteln und Nahrungsmittelzusatzstoffen gunség, di
komplexe Inhaltsstoffe mit unterschiedlichen antioxidativen Wirkweisemzeesi

Die gewahlte Methode nadbavalos et al. ist fiir die manuelle Anwendung optimiert.
Das Fluoreszein wird 15 min bei 37 °C mit den Proben inkubiert und danaehr Ak
Oxidationsmittel hinzugeben. Die Kinetik der Reaktion wird 80 min Uber
Fluoreszenzabnahme aufgenommen. Aus der normalisierten Flachedent&urve
berechnet sich die antioxidative Kapazitat. Die Ergebnisse wendié denen des
Standards Trolox in Relation gesetzt und in mmol Trolox&quivalenteGoamnm
(mmol Eq./g) Probe ausgedrickt [123].

Abbildung 29 zeigt die typischen Verlaufe der Kinetik der durch AAR#uzierten
Fluoreszein-Oxidation mit und ohne Zusatz eines Antioxidans. In Abwaserdre
Antioxidantien beginnt der Abbau sofort, wahrend bei Zugabe von Trolox eine
deutliche Verztgerung festzustellen ist. Demgegentber zeigtbeim Zusatz des
Patatinhydrolysats (Pepsinverdau) eine geringere, aber sigméikantioxidative
Wirkung.
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Abbildung 29: Kinetik der durch AAPH induzierten Fluoreszein-Catihn in Abwesenheit (blank) und
Anwesenheit (Trolox 3uM, Patatinhydrolysat) von iridantien

In Tabelle 22 sind die Ergebnisse der ORAC-Bestimmung einigeteiRe und
Hydrolysate zusammengestellt. Es zeigt sich, dass die midiwe Kapazitat des
Patatins durch die Hydrolyse mit Alcalase, Pepsin bzw. Papaidesiens um den
Faktor 10 gesteigert werden kann. Ein mit Trypsin dargestdiiefrolysat zeigte
dagegen keine solche Steigerung. Eine Erhdhung der antioxidativen Ko
Hydrolysat des Chymotrypsinverdaus konnte auf den Pufferzusatzhanaamin
zurickgefuhrt werden, so dass diesbeziglich keine eindeutige Augsagdfen

werden kann.

Tabelle 22: Antioxidative Kapazitat (ORAC-Assay) ausgwahlteoteine, Peptide und Hydrolysate

Troloxaquivalente

Protein [mmol Trolox/
g Peptide]
Bovines Serumalbumin 0,1189
Glycyl-glycyl-phenylalanin 0,0288
Proteaseinhibitorfraktion 0,1481
Patatin 0,0236
Patatinhydrolysat (Alcalase) 0,4099
Patatinhydrolysat (Papain) 0,3623
Patatinhydrolysat (Pepsin) 0,2847
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Um herauszufinden, welche Komponenten verstarkt zur antioxidativen ikdpaz
beitragen, wurden die Patatinhydrolysate der Pepsin-, AlcalasePapainverdaue uber
SEC-FPLC fraktioniert und die ORAC-Werte bestimmt (s. Abbildung 3Die
Hydrolyseprodukte wiesen in den Fraktionen F9-F11 erhéhte ORAC-Werte von
0,89-2,14 mmol Eq./g auf. Insbesondere bei Fraktion F9 des Pepsinverdaus mit
2,14 mmol Eq./g, F10 des Papinverdaus mit 1,22 mmol Eq./g und F11 des
Alcalaseverdaus mit 1,93 mmol Eqg./g liegen die antioxidativen Kajpeait im
Vergleich zu den Gesamthydrolysaten um das 4-10-fache hdher. Ak&ldeation

der SEC-FPLC mit Standardpeptiden ist bekannt, dass die Gro3epteleRn diesen
Fraktionen bis ca. 1,5 kDa reicht. Auf die Zusammensetzung und diek@hmesiarung

der Peptide wird detailliert in Kapitel 4.7 eingegangen.
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Abbildung 30: ORAC-Werte der fraktionierten Patatinhydrolysate

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch enzyenéhjgtrolyse des
Patatins die antioxidative Kapazitat deutlich erhéht wurde. Dikesezentriert sich
hauptsachlich auf Fraktionen mit kleineren Peptiden (kleiner ca. 1,5 kDa)WBite
liegen in gleicher GroRRenordnung wie die kommerziell erhB&élic
Nahrungserganzungsmittel (0,0079-2,27 mmol Eq./g) [123]. Es konnten also erste
Hinweise aufgezeigt werden, dass eine Vermarktung der Hydrobghéqie des
Patatins im Bereich Functional Food mit dem Anspruch der antioxaat\ktivitat
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maoglich erscheint. Beachtet werden muss jedoch, dass die in vititbeien ORAC-
Werte nicht zwanglaufig auf eine gesundheitsférdernde Wirkung va schlie3en
lassen. Darlber hinaus bildet der Wert lediglich die antioxidadkgvitat gegen
bestimmte Radikale (hauptséchlich Peroxyl) ab.

4.6.2In vitro-Testung der inhibierenden Wirkung auf das
Angiotensin-Converting-Enzyme

Zur Bestimmung der inhibitorischen Wirkung der dargestellten Hysabdy bzw.

Hydrolysatfraktionen auf das Angiotensin-Converting-Enzyme (AQ@&)rde eine

HPLC-basierte Methode angewandt, die bereits zur Untersuchung uoh- Mnd

Kartoffelproteinen eingesetzt wurde [47,53,54]. Das Messprinzip bermuhtder

Spaltung des Substrats Hippuryl-L-Histidyl-L-Leucin (HHL) inpHursaure (HA) und
L-Histidyl-L-Leucin (HL). Enzymatisch katalysiert wird e Reaktion durch ACE
(s. Abbildung 31). Die inhibitorische Wirkung einer Substanz auf ACE wird dige
verlangsamte Produktbildungsrate ermittelt. Dazu wird eine de@nMenge dieser
Substanz mit HHL und ACE exakt 30 min inkubiert. Der Reaktionsabbruolgter
durch einen pH-Shift in den sauren Bereich, der das ACE inaktiviartsith die

Produkte nicht hinreichend vom Substrat tber optische Eigenschafteschetden

lassen, schliel3t sich eine quantifizierende HPLC-Auftrennung aer &€z Saule

(Supelco, Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz) an.

0 N N
NH | HN Q /_< HoN
‘ E : ACE
Spaltstelle o nZQL> NH OH + 0
HN OH 37°C.pHB83 HN OH
>_)—<O >_)_<O
Hippuryl-Histidyl-L-Leucin (HHL) Hippurséaure (HA) Histidyl-L-Leucin (HL)

Abbildung 31 Umsetzung des HHL mit ACE zu Hippursaure und His-Le

Die Detektion erfolgte mit einem UV-Spektrometer am Absorpticasmum der
Hippurséure bei einer Wellenlange von 228 nm. Zur Elution wurde ein Kompanente
Gradientensystem aus wassrigem (deiof© Irhit 0,1% TFA) und organischem (ACN
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mit 0,1% TFA) Eluenten genutzt (s. Anhang 6.5.8, S. 113). Abbildung 31 zeigthtgpisc

Chromatogramme des HHL bzw. der Reaktionsprodukte nach Umsetzung mit ACE.

Reaktionsprodukt
—— HHL

Hippurséure

/= His-l en

Absorption 228 nm [rel. AU]

)

T T T T T 1
0 5 10 15
Retentionszeit [min]

Abbildung 32: HPLC-UV-Chromatogramme des HHL sowie der Reaktioodpkte nach Reaktion mit
ACE; Gradientenflussrate: 0,4 mL/min; Temperat@r°€

Die entstehende Hippursaure wird Uber die Peakintegrale quanrtifigis zu einer
ACE-Konzentration von 13 mU/mL besteht im betrachteten Reaktionsiitezin
linearer Zusammenhang zur Produktbildungsrate. Die inhibitorischaudgriasst sich
somit prozentual ausdricken, wobei 100 % ACE-Inhibition einer vollstandigen
Hemmung des Enzyms entspricht.

4.6.2.1ACE-Inhibition der Proteine und Gesamthydrolysate

Zunéchst wurden das Kartoffelprotein, die Kartoffelproteinfraktionatatih und Pl
sowie die enzymatischen Patatinhydrolysate untersucht. AbbildungteB8 die in
Dreifachbestimmung ermittelten und berechneten ACE-Inhibitionswerteeiper
Konzentration von 0,07 mg/ml (1 g/l in der eingesetzten Probe) dar.
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Abbildung 33: Prozentuale ACE-Inhibitionswerte des Kartoffelpmage(KP, Emsland-Starke GmbH),
der KFW-Fraktionen Proteaseinhibitoren und (Pl) aBat (Pat) sowie der enzymatischen
Patatinhydrolysate (PatH, Alc = Alcalase, Pep = ditep Pap = Papain, Try= Trypsin,
Chy = Chymotrypsin)

Negative Werte bei der ACE-Inhibition einer Probe deuten auf efdefernden
Einfluss auf die Aktivitat des ACE hin. Eine weitere Ursachenken der puffernden
Wirkung der Probe liegen, der den Reaktionsabbruch durch pH-Shift varzager
dem Inhibitionswert kann Uber die jeweilige Proteinkonzentration (@iittber
Lowry-Porteinassay) der kg (Inhibitor Concentration)-Wert berechnet werden. Dieser
Wert ist definiert als die Konzentration (mg/L), die benétigidwden Stoffumsatz der
enzymatischen Reaktion um die Halfte zu reduzieren. Je gerngger Wert, desto
hoher ist die inhibitorische Wirkung einer Substanz.

Tabelle 23 zeigt die Ergebnisse fiur Kartoffelprotein/-fraktionen drel Patatin-
Hydrolysate. Wahrend das Patatin und die Proteaseinhibitorfraktion kemenende
Wirkung zeigten, wies das Kartoffelprotein einen, wenn auch gerjngkibitorischen
Effekt auf. Dies ist vermutlich auf minore Kartoffelproteine unet&nfragmente
zurtckzufiihren. Begunstigt durch die drastischen Separationsbedinguregeghdend
der sauren Koagulation im industriellen Gewinnungsprozess herrsetenalen

Kartoffelproteine bis zu einem gewissen Grad gespalten.
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Tabelle 23:1Cs-Werte der Kartoffelproteine/-proteinfraktionen uther Patatin-Hydrolysate

|C50
Probe [mg/L]
Denat. Kartoffelprotein (KP) 1.238
Proteaseinhibitor-Fraktion aktivitatsfordernd
Patatin-Fraktion keine Aktivitat
Patatinhydrolysat (Alcalase) 63
Patatinhydrolysat (Pepsin) 68
Patatinhydrolysat (Papain) 46
Patatinhydrolysat (Chymotrypsin) 269
Patatinhydrolysat (Trypsin) aktivitatsférdernd

Die Patatinhydrolysate mit Trypsin und Chymotrypsin zeigen keingnifiganten
Einfluss auf die ACE-Inhibition. Im Falle des Chymotrypsinverdaus kortge
schwach inhibierende Effekt auf Pufferzusatze zurtckgefuhrt werden.dg der
Alcalase-, Papain- und Pepsinverdaue liegen mit 46-68 mg/L in gleiche
GrolRenordnung wie die in der Literatur angegebenen Werte (12-86 nhigyL)
Hydrolyseprodukte aus Kartoffelprotein, Molkeprotein, Sojaprotein, Erbsenprader
Reisprotein [53,124,125,126]. Es kann somit konstatiert werden, dass durch die
Patatinhydrolyse mit Pepsin, Alcalase und Papain eine ACE-inhdoiber Wirkung
freigesetzt wurde, die weder die Fraktionen Patatin und Pl afleah das denaturierte
KP besitzen. Die ermittelten igWerte sind verglichen mit dem kommerziell
erhéaltlichen, sehr potenten ACE-Hemmer Captopritd#30,004 mg/L) um den Faktor
2.000-10.000 hoher. In der Literatur ist allerdings belegt, dass diese Wevivo
relativiert werden. Miguel et al. zeigten, dass hydrolysgeibovines Casein (HBC;

< 3.000 kDa) einen I§g Wert von 5 mg/L (vergleichbar mit den hier ermittelteylC
Werten) in vitro aufwies. In vivo war jedoch eine viermal so hohe Karagon HBC

wie Captopril notwendig, um eine gleiche Absenkung des Diastolischedri-ks zu
erreichen [127].

4.6.2.2ACE-Inhibition fraktionierter Hydrolysate

Um den Einfluss bestimmter Fraktionen auf die ACE-inhibierende Wirk@nguer zu
beleuchten, wurden die Hydrolysate der Pepsin-, Alcalase- und PegkEine durch
SEC-FPLC fraktioniert und mittels des ACE-Assays analysier Abbildung 34).

Jeweils hochste ACE-Inhibitionswerte zeigten die Fraktionen FOlAldataseverdaus
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(52,8 2,7 %), F9a des Papainverdaus (846 %) und F8c des Pepsinverdaus
(53,7£ 0,8 %). Insgesamt liel3 sich die Wirkung jedoch nicht nur auf diesgidfran
zurtckfuhren. Gerade in Relation zu den geringen Peptidkonzentrationen kodete i
Fraktionen 10 bis 12 eine beachtliche ACE-inhibitorische Wirkung nackgewi

werden.
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Abbildung 34: ACE-inhibitorische Wirkung und Peptidgehalte (bestit mittels Lowry-Assay) der
durch SEC-FPLC fraktionierten Verdaue

4.6.3Antimikrobielle Tests I: Agardiffusions-Assay

Eine mogliche antimikrobielle  Wirksamkeit bestimmter  Fraktioneder
Patatinhydrolysate wurde zunachst mittels des Agardiffusioasiastersucht. Bei
diesem Verfahren werden Bakterien, die zuvor in Schittelkolben bis zur
logarithmischen Wachstumsphase kultiviert wurden, auf Mueller-Hintcar-Reatten

als Nahrmmedium ausgestrichen. Darauf werden Filterdisks rmpplizeerten
Testlosungen gelegt. Nach 18 h Inkubation der Platten lasst sich idesbigile
Wachstum als Tribung des Agars wahrnehmen. Entstandene Hemmhéfe um die
Filterdisk erlauben somit den qualitativen und quantitativen Nachweis
wachstumshemmender Substanzen.

Die Wahl des Mikroorganismus fiel auf den gram-negatikZercoliK12-Stamm, der
keine bekannten Resistenzen gegen Antibiotika aufweist. Die Ergeldeis3ests sind

am Beispiel des fraktionierten Patatinhydrolysats aus demnvep$au stellvertretend

fur alle fraktionierten Hydrolysate dargestellt.
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Abbildung 35: Hemmhofe des Patatinhydrolysats aus dem Pepsinveflb20), der entsprechenden
Fraktionen nach SEC-FPLC (F4-11) sowie ausgewaAhébiotika und deion. kD als Referenz

Deutliche Hemmhofe sind bei den Filterdisks mit Ampicillin  und rdegclin
auszumachen. Kleine Hemmhofe bei Penicilin G zeugen von geringem
antimikrobiellen Potential. Dies lasst entweder auf eine entstarfélenicillin-Resistenz
des Kl12-Stammes oder auf inaktives Penicilin G schlieBen. Hhnlicher
GrolRenordnung zeigten einige Fraktionen (z. B. F9) Anzeichen fir kieEnemhohe.
Diese sind jedoch nicht hinreichend signifikant und lassen sich dahletr ali
eindeutigen Hinweis auf eine antibakterielle Wirkung deuten. Daher valtei@ativ

der im Folgenden beschriebene Mikroverdiinnungsassay eingesetatpferdécher

und vielseitiger anwendbar ist.
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4.6.4Antimikrobielle Tests II: Broth-Mikroverdinnungsass ay

Die Fraktionen F4-F12 der Alcalase-, Papain- und Pepsinverdaue wurtiels whes
Broth-Mikroverdiinnungsassays auf eine mogliche antimikrobielle Wirkumersucht.
Als Testorganismen wurden die gram-positiven BakteRercoli K12 und die und
gram-negativen BakterieBacillus subtilissowie die HefeKluyveromyces marxianus
eingesetzt. Die Mikroorganismen wurden im entsprechenden Medium bis zur
exponentiellen Wachstumsphase kultiviert. Der Verlauf der Vorkuitivig wurde tber
die Messung der optischen Dichte bei 600 nm (OD) sowie Uber die Bastignder
Zellzahl Uberwacht. AnschlielRend wurden 75 pL der jeweiligen wsgdension auf
Mikrotiterplatten okuliert und mit je 75 pL der zu testenden Foaktn versetzt, so dass
eine finale Zellzahl von £0 Zellen/mL vorlagen. Die Proben wurden in
Dreifachbestimmung bei 37 °C, bzw. 30°C im Falle der Hefe, 12-24 h erreeaubi
exponentiellen Wachstumsphase der Mikroorganismen kultiviert. Dieni&arabielle
Wirkung wurde durch Messung der OD uberpriift. Die Beeintrachtiguag d
Wachstums durch die Peptidfraktionen wurde mit einer Negativ-Kon{@D&x) ohne
Zusatze und einer Positiv-Kontrolle (@) mit dem Antibiotikum Tetrazyklin
(128 mg/L) korreliert. Das prozentuale antimikrobielle Potentigl €er Probe wurde
nach folgender Formel berechnet:

(ODProbe_ ODPK) - _
(OD, —OD,) v

() R%]=

Ein Wert von 100 % kennzeichnet eine maximale Inhibition des Zellwachstum
Negative R-Werte indes beschreiben ein wachstumsforderndes PotentialFér
Kluyveromyces marxianusand kein geeignetes Antibiotikum zur Verfiigung, so dass
der Vergleich mit einer Positiv-Kontrolle nicht in der Berechnuggucksichtigt
werden konnte:

D,

O
4) P [%] = ——Probe = _
(4) PR [%] o

w
NK

Dieser resultierende Fehler ist jedoch gering und somit fur dieeBung der

experimentellen Ergebnisse vernachlassigbar
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4.6.4.1Wirkung auf E. coli K12
Zunachst wurde ein Screening aller Fraktionen mit spezifischeretnation (separat
mittels Lowry-Assay bestimmt) durchgefiihrt. Abbildung 36 gibt eibeerblick tiber

die antimikrobiellen Potentiale der verschiedenen Hydrolysatfraktionen.
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Abbildung 36: Wirkung der Hydrolysefraktionen auf die KultiviegiwonE. coliK12

FUr die Fraktionen des Alcalaseverdaus wurde eine forderndeunNyirlauf das
Wachstum vonE. coliK12 nachgewiesen. Gemittelt Uber alle Fraktionen betrug
Py = 14,2+ 9,5 %.

In der Regel zeigten auch die Fraktionen des Papain- und Pepsus/endan positiven
Wachstumseffekt. Eine wachstumshemmende Wirkung hingegen konnte bebrrakt
F8c des Papainverdaus a(Pprsc= 50,5+ 6,3 %) sowie bei F10a und F10b des
Pepsinverdaus {kbeprioai 90,4+ 3,6 % bzw. Bpeprion= 100,7+ 0,6 %) dokumentiert
werden. Die Fraktionen wurden in verschiedenen Verdinnungsstuferegetestiber
graphische Regression der so genanntesyNZert bestimmt (s. Abbildung 11). Dieser
kennzeichnet die Konzentration, bei der das mikrobielle Wachstum um iBBibtert

wird.
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Abbildung 37: Antimikrobielles Potential aut. coliK12

Die ermittelten Werte lagen bei Mjg=360mg/L (F8c, Papainverdaus),
MIC50 =34 mg/L (F10a, Pepsinverdau) bzw. MdG 14 mg (F10b, Pepsinverdau) und
damit in gleicher Grél3enordnung wie des antimikrobiellen Peptid®feaccin B mit
MICso =15,6-31,25 mg/L [128].

4.6.4.2Wirkung auf Bacillus subtilisund Kluyveromyces marxianus

Bei der OD-Bestimmung vorBacillus subtilis wurden erhebliche Schwankungen
innerhalb der Dreifachbestimmung beobachtet, die sich in Standardabwgen von
bis zu 55 % ausdriicken. Die starke Streuung lasst sich anhand der rdt#icigen
Morphologie vonBacillus subtiliserklaren. Durch die spezifische Zellform bilden sich
schon bei niedrigen Zelldichten Aggregate, die die homogene VegalemnZellen in
der Suspension stéren und somit reproduzierbare OD-Messungen eesthwer
Verschiedene  Versuche mit geringeren  Animpfzelldichten, Zud#n
Verdiunnungsschritten oder hoheren Schittlergeschwindigkeiten  wahesrd
Kultivierung schufen keine Abhilfe. Daher konnten keine zuverlassigen Ausgage
Wirkung der Hydrolysat-Fraktionen auf den BakterienstaBauillus subtilisgetroffen

werden.
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Die Ergebnisse zur mikrobiellen Wirkung der Hydrolysatfraktionenkduyveromyces
marxianus sind in Abbildung 38 dargestellt. Die ermittelten Werte lagen
durchschnittlich bei £-0,7 %. Bei einer Standardabweichung von im Mittel 2,1% kann
zuverldssig davon ausgegangen werden, dass die Hydrolysatieakti das

Zellwachstum der kultivierten Hefe nicht beeinflussen.
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Abbildung 38 Wirkung der Hydrolysatfraktionen auf die Kultivierg vonKluyveromyces marxianus

4.6.5Zusammenfassung

Durch enzymatische Patatinhydrolyse mit Alacalase, Papain Bepsin konnten
Produkte gewonnen werden, die im Vergleich zum Prakursor-Protemfilagte
antioxidative und ACE-inhibitorische Eigenschaften zeigen. Diattlten 1Gy-Werte
lagen mit 46-68 mg/L in gleicher Gro3enordnung wie die in der Liteeatigegebenen
Werte (12-86 mg/L) fur Hydrolyseprodukte aus Kartoffelprotein, Molkeprpte
Sojaprotein, Erbsenprotein oder Reisprotein. Die Wirkung konzentriettejesioch
nicht auf eine einzelne Hydrolysatfraktion, sondern wurde bei den Radigewiesen.
Dies entspricht Peptiden mit einer Gré3e bis 1,5 kDa. Vergleielnt a¢ie Ergebnisse
der beiden Assays untereinander, so fallt auf, dass gleiche drektifir eine
antioxidative bzw. ACE-inhibierende Wirkung verantwortlich sind. Diegt |die
Vermutung nahe, dass die fraktionierten Peptide multifunktional eagi€tin solcher
Zusammenhang zwischen antioxidativen und ACE-inhibitorischen Effektenekanat
fur einige intrazellulare Peptide (Carnosin, Anserin, Glutathionjbgstverden [129].
Auch das Oktapeptid Captopril, das als Medikament bei der Behandlung von

Bluthochdruck angewandt wird, besitzt antioxidative Eigenschaften [130].
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Die Hydrolysatfraktionen zeigten keinen antimikrobiellen Einflusd die Hefe
Kluyveromyces marxianusEine Wirkung aufBacillus subtilis konnte aufgrund
messbedingter Fehler, aus denen hohe Standardabweichungen resultigtiéen,
abschlieBend bewertet werden. Eine signifikante antimikrobiellekuny auf E.

coli K12 wiesen die Fraktionen F8c des Papainverdaus 4jW3G4 mg/L) sowie die
Fraktionen Fl10a wund F10b des Pepsinverdaus {MG4 mg/L bzw.
MICso = 360 mg/L) auf. Fur die Hydrolysatfraktionen des Alcalaseverdaus éonnt
hingegen eine wachstumsfordernde Eigenschaft gezeigt werden.
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4.7 Massenspektrometrische Identifizierung der
Abbauprodukte

Dieses Kapitel befasst sich mit massenspektrometrischen suabemgen zur
Charakterisierung der Hydrolyseprodukte. Zunéchst wurde der Peplsinvenit
MALDI-MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Massgektrometrie)
untersucht, um die Substrat-Aminosauresequenz zu ermitteln und inaiaekt
Abgleich mit dem in silico Verdau mogliche Peptidsequenzen zuinbash.
Anschlieliend wurden weitere Analysen mittels HPLC-Tandenmsssiinometrie
durchgefuhrt und Aminosauresequenzen der Peptide aus den fraktioftegem-,

Papain- und Alcalaseverdaue direkt identifiziert.

4.7.1MALDI-MS-Analyse des peptischen Patatinhydrolysats

Die unfraktionierten, nicht aufgereinigten Reaktionsprodukte des Pepsinsevdaden
mit Hilfe eines MALDI-TOF-Massenspektrometers untersucht. l1A4 DI-Verfahren
bietet sich hier zur schnellen Massenbestimmung der Peptide an,\éagleich zum
ESI-Verfahren die Toleranz gegentber Puffersubstanzen und SalzemtligbsgroRer
ist. Die Peptide wurden zunadchst mit einer UV-absorbierendenixMaif einem
Probentrager ko-kristallisiert, bevor der lonisierungsprozess duederheschuss
eingeleitet wurde. Die Wahl der Matrix hat einen wesentlick@mfluss auf die
Signalintensitaten. In Vortests wurden die in organisch-wassrigenr@awegelosten
Matrizes Sinapinsaure und-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure auf ihre Eignung getestet.
Optimale Ergebnisse konnten nuitCyano-4-Hydroxyzimtsaure in 1:1-Ethanol/ACN
erzielt werden. Zur exakten Massenbestimmung wurde das Geidteinem
Peptidstandard aus Angiotensin Reninsubstrat und Adrenokortikotrop-Hormon
Fragment 18-39 (ACTH) kalibriert. Bei der internen Kalibratiorrde® nacheinander
Standard und Probe auf demselben $iest Probentragers prépariert. Dies kann jedoch
die Signalintensitaten wegen unterschiedlicher lonisationsfakegkeon Standard und
Probe stark unterscheiden. Daher wurde eine quasi-interne Ealifgi durchgefihrt,
bei der Standard und Probe auf zwei unterschiedlichen $pipariert wurden. Dies
hat den Vorteil, dass die lonisation von Standard und Probe durch ia&farcer

Laserintensitat individuell optimiert werden konnte. Die mdglicAbweichung
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zwischen verschiedenen Spass gering und zu vernachlassigen. Die Messung der
Proben erfolgte im maximalen Messbereich von 500-7000 Da.

Das Spektrum des Peptidstandards (Abbildung 39 b) zeigt die einfladeigen lonen
[MH]* des Peptidstandards. Zudem ist ein zweifach geladenes pro®ifil¢HE—lon

des Reninsubstrats mit der Masse m/z = 880,01 u nachweisbar; diet@ttsbhgedoch
gering. Ansonsten treten keine mehrfach geladenen Peptidionen auf, sdadass
ausgegangen werden kann, dass die gemessenen Peptide des Pepsiawvdetdus
geladen vorliegen.
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945.79 1212.98
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% | 1328.25
874.63
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Abbildung 39: MALDI-TOF-MS-Spektrum (a) des Pepsinverdaus vorafhat (b) des Peptidstandards

In dem Hydrolyseprodukt aus dem Pepsinverdau (Abbildung 39 a) konnte mit de
hochsten Intensitat ein Peptid mit 2.377,77 Da nachgewiesen werden. Zigsem la
sich zahlreiche kleinere Peptide zwischen 559,75 Da und 1.759,13 Da identifizieren.
Informationen Uber die Aminoséuresequenz der Peptide lassen sichirekhiaus den
erhaltenen MALDI-MS-Spektren ableiten. Um die Aminosauresequenzkamivier
Peptide herauszufinden, ist es in der Regel notwendig, Peptid&emschen zu
trennen und anschlieBend z. B. durch De novo Sequenzierung, Edman-Abbau oder
Tandemmassenspektrometrie separat zu sequenzieren. Ist jedoclsubistrat-
Aminosauresequenz bekannt und wurde die Hydrolyse mit einer spezpattenden
Protease durchgefiihrt, koénnen nachgewiesene  Spaltprodukte  bestimmten
Sequenzabschnitten indirekt zugeordnet werden. Das erhaltene Peptigspekide

in einer Datenbank (www.prospector.ucsf.edu) eingegeben und die Homoldgie mi
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peptischen in silico Verdaus von insgesamt 33 verschiedenen Patatin-
Aminosauresequenzen abgeglichen. Die groRte Ubereinstimmung mit 33 %
zurechenbaren Peptiden konnte fir die Sequenz Q2MY38 erzielt werden. Die
resultierenden Peptidspaltprodukte wurden mit dem MALDI-MS-Spekthgaglichen
und den Massenpeaks potentielle Peptidsequenzen zugeordnet (s. Tab®ghidhe

Modifikationen und Massenverluste wurden dabei berticksichtigt.

Tabelle 24: Mogliche Peptidsequenzen des Patatinhydrolysats Pipsin, ermittelt durch
Datenbankabgleich des MALDI-MS-Spektrums mit beresthn Massen eines simulierten Verdaus der
Patatinsequenz Q2MY38

Berechnete . L
Masse Mégliche Aminosauresequenz 1)
[MH] " u Mas§e Massenverlust (1-Buchstaben-Code) MC

[MH] "u
559,75 559,64 LEGQL 1
559,75 559,65 RANKA 1
566,71 566,68 LSTVF 1
945,79 945,97 -34D TNTSNGDKY 0
1074,93 1075,21 FGPKYDGKY 2
1083,97 1084,09 0 Q(GIn>pyro-Glu)DLHSQNNY 1
1083,97 1084,14 40 DKTHTAQETA 1
1175,43 1175,42 40 DIKTNKPVIF 2
1310,28 1310,48 40 VIQQMTEAASSY
1328,25 1328,45 0 Q(GIn>pyro-Glu)KM(Oxidation)DNNADARLA 3
1328,25 1328,49 VIQQMTEAASSY 3
1422,22 142251 -40 FATNTSNGDKYEF 3
1434,28 1434,53 EGQLQKMDNNADA 2
1477,15 1476,92 AL TTKSVLVLIFM(Oxidation)IL
1586,20 1585,99 40 KRFAKLLSDRKKL
1722,13 1721,83 FATNTSNGDKYEFNL 4
1722,13 1722,00 KQLLLLSLGTGTNSEF
1759,13 1758,93 ADYFDVIGGTSTGGLLTA 6
2377,77 2377,74 -240 QWMLVIQQMTEAASSYM(Oxidation)TDY 6

DMissed Cleavage: Anzahl der spaltbaren Peptidbigelundie durch Pepsin nicht hydrolysiert wurden.

Im Falle der Produkte aus dem Alcalase- bzw. dem Papainverdauek&airt
Sequenzabgleich nach einem simuliertem Verdau durchgefihrt werden,eda di
Proteasen nicht hinreichend spezifisch hydrolysieren. Daher watnlddentifizierung

im Folgenden tandem-massenspektrometrische Analysen durchgefuhrt.
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4.7.2Sequenzbestimmung von Peptiden mit Tandem-Massen-
spektrometrie

Zur tandem-massenspektrometrischen (MS/MS) Sequenzbestimmung ptdeRe
wurden die Proben durch eine vorgeschaltete RP-Peptid-HPLC ;pituiterProteo-
Saule (Phenomenex GmbH, Aschaffenburg/Deutschland) aufgereinighaakliel3end
durch die Elektrospray-lonisation (ESI) in die Gasphase Uberfuhrdi@sem Prozess
wird die Probel6ésung durch eine hohle Metallnadel (141®0mhnendurchmesser) zur
Nadelspitze geleitet, an der ein positives elektrisches Patemzieb kV angelegt ist.
Durch die hohe Spannung wird die Probe ionisiert und gleichzeitig dungn e
beheizten Stickstoff-Tragergasstrom (T =350 °C) zerstdubt. Bedigth die
Coulomb-AbstoBung in den Flussigkeitsfilamenten zerfallen die Tropfchen und
erzeugen schlie3lich einzelne lonen in der Gasphase.

Metallnadel

Kapillare ~ Skimmer lonenfalle

lonenfenster gy Detektor

()
Il
[l
=

Trocknungsgas Dual-Oktapol

Abbildung 40: Schematischehufbau eines lonenfallen-Massenspektrometer [131]

Uber ein elektrisches Potenzial von 600 V werden diese zum Spinig-§eleitet und

Uber die Kapillare mit einer Spannung von 80V durch den Skimmer dem
Massenanalysator zugefiihrt. Zunachst werden die lonen im DualdDktdqussiert.
Uber das lonenfenster wird das Befiillen der lonenfalle gesteligre lonenfalle
besteht aus einer Ringelektrode und zwei Endkappen mit kleinen, zemtrische
Offnungen zum EinlaR und Auswurf der lonen. Durch eine angelegte Weodiseling
kbnnen die lonen fir variable Zeiten (Mikrosekunden bis Sekunden) auf stabilen
Bahnen gehalten werden kdnnen. Die lonen werden nun massenselektiv durcbrivariat
der elektrischen Felder zum Detektor geschleust.
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Bei der MS/MS wird in der lonenfalle zun&chst ein Vorlauferiaiiest, indem lonen
anderer Masse aus der lonenfalle entfernt werden. Danach wirdodaslurch
Resonanzanregung in Schwingung versetzt und durch Kollision mit eumngeflirten
StoRgas (Helium) fragmentiert. Die Fragmente werden schhel3§equenziell
detektiert.

Die Fragmentierung der Peptide erfolgt an bevorzugten SolkBtelben (s. Abbildung
41). Dabei entstehen Serien von Fragmentionen, die sich in der Massks jum die
Aminosaure-spezifische Seitenkette unterscheiden. Aus den Massesrdiin kénnen

die zugehorigen Aminosauren und in Folge die Aminosauresequenz abgeleitet werden.

,
Ry ! o R3 o
@ H
1 ] ] \ B @ | HaN N
B, B, B, 1 HoN | E H OH Yj3
'
o R, o) Ry
R, 0, Ry o]
Vorlauferion N | 1 H
i@ N
By HN 1 HaN OH Y,
!
o R, ! o Ry
Ry (o] R3 ! (o)
= / N Lk
3!
= Bs HN N |GB ! oH Y
|
R, o] R, o R,

R, -

Intensitat

R3

Ra

m/z

Abbildung 41: Fragmentierung der Vorlauferionen

In  Abbildung 42 (S.93) sind die HPLC-ESI-MS-Chromatogramme der
Hydrolysatfraktionen F8a-F11c des Pepsinverdaus dargestelldekusntsprechenden
Spektren (nicht abgebildet) lie3 sich m/z (Peptidmasse/Laddedgiltnis) bestimmter
Peaks ermitteln. In der anschlieRenden MS/MS-Analyse wurden da$&uiérionen

(s. Abbildung 42, blaue/schwarze Peptidmassen) isoliert und fragnemteeiiber die
Fragmentionen die Aminosauresequenz der unbekannten Peptide bestinmit. Da
wurden variable Modifikationen, wie die mogliche Oxidation des Methowider die
Umwandlung des Glutamins in Pyroglutaminsaure ¢giyro-Glu), beriicksichtigt. Bei

nicht eindeutiger Zuordnung der Aminoséauresequenz lie3en sich ledighdiassen
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der Peptide angeben. Insgesamt konnten bei den Hydrolysatfraktionen des
Pepsinverdaus die Aminosauresequenzen von 17 Peptiden bestimmt weTddrel(s.

25, S. 96), allein 11 davon in der Fraktion F8a. Die identifizierten Peiptistehen aus
7-14 Aminosauren mit Peptidmassen von [MH]876-1.669 u. Sie weisen C-terminal
die Aminosauren Phenylalanin, Alanin, Tyrosin oder Leucin auf. [@isgltiert aus der
spezifischen Bindungsspaltung des Pepsins nach dieser Aminoé#ardings fallt

auf, dass bei einigen Peptiden insbesondere nach Leucin und Alanin hmdglic
Spaltstellen ausgelassen und nicht hydrolysiert wurden. Ursacingr hi@nnten
benachbarte Aminosauren sein, die die Anbindung der Enzym-Bindungstasche
behindert. Kleinere Aminosauren mit einer Kettenlange von 2-6 Aminoséareren
nicht detektiert werden. Entweder liegt dies an einer zu gerikgezentration in den
Proben oder die Peptide wurden in der Gasphase nicht hinreichend iofisiéen
antimikrobiell wirkenden Fraktionen F10a und F10b konnten zwei Peptideimeit e
Peptidmasse von [MHE 1.291,4u bzw. [MH]=1.349,5u identifiziert werden.
Weitere Peptide dieser Fraktionen lie3en sich nicht zuverl@saigkterisieren. Daher
bedarf es weiterer Untersuchungen, um diesen Peptiden die antimilerdhiieKung
zweifelsfrei zuschreiben zu kdnnen.

Analog zu den vorangegangenen Analysen wurden die Hydrolysatfraktiondfil E8a
des Alcalaseverdaus und des Papainverdaus untersucht (s. Abbildung 434un8.
Abbildung 44 auf S. 95). Es konnten Peptide mit Massen von TMBP3-1.650 u
detektiert werden. Die Aminosauresequenzen der identifiziertetidBesind in Tabelle

25 (S. 96) zusammengefasst. Aufgrund der unspezifischen Spaltung d&séland
des Papains konnen C-terminal und N-terminal keine auffalligenedsstgestellt
werden. Fur die antimikrobiell wirkende Fraktion F8c des Papainvelgdisich nur

bei einem Peptid mit [MH]=1.160,3 u die Aminosauresequenz bestimmen. Weitere
signifikante Peptide mit [MH]= 1.013 u, 1.206 u, 1.227 u, 1.374 u, 1.462 u lieBen sich
ebenfalls nachweisen. Eine Bestimmung der Aminosauresequenz konnte féctttc

eindeutig erfolgen.
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Abbildung 42: HPLC-ESI-MS-Analysen der Hydrolysatfraktionen desp$inverdaus (HPLC-
Trennséaule: G-JupiterProteo (4 pm, 150 x 4 mm); Eluenten: A deH,0O mit 0,1 % [v/v] FA,
B = Acetonitril mit 0,1 % [v/v] FA; Gradient: 0,6%/min; Flussrate: 0,3 mL/min; Temperatur: 40 °C)
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Abbildung 43: HPLC-ESI-MS-Analysen der Hydrolysatfraktionen dédcalaseverdaus (HPLC-
Trennséaule: G-JupiterProteo (4 pum, 150 x 4 mm); Eluenten: A deH,0O mit 0,1 % [v/v] FA,
B = Acetonitril mit 0,1 % [v/v] FA; Gradient: 0,6%/min; Flussrate: 0,3 mL/min; Temperatur: 40 °C)
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Abbildung 44: HPLC-ESI-MS-Analysen der Hydrolysatfraktionen desp&nverdaus (HPLC-
Trennséaule: G-JupiteProteo (4 pm, 150 x 4 mm); Eluenten: A odeH,O mit 0,1 % [v/v] FA,
B = Acetonitril mit 0,1 % [v/v] FA; Gradient: 0,6%/min; Flussrate: 0,3 mL/min; Temperatur: 40 °C)
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Tabelle 25:1dentifizierte Peptide der fraktionierten Patayidiolysate

Masse Berechnete

Hydrolyse Fraktionen Vorlauferion Masse Peptid-Aminosauresequenz

(1-Buchstaben-Code)

[MHI*+15u  [MH]"u
Fsa 835 1669,8  EFLEGQLQKM(Dioxidation)DNNA
Fsa 1520 1520,7  SLGTGTNSEFDKTY
Fsa 1479 14786  FDHGPKIFEPSGF
F8a 1397 1399,8  AKLLSDRKKLRA
F8a 1397 1397,7  LIVMILATTSSTF
> F9c-F10b 1350 13495  NM(Oxidation)ESLVQVGENL
© F9c-F10b 646 1291,4 Q(GHpyro-Glu)KM(Dioxidation)DNNADARL
© Fsa 1284 12854  AIQQMTNAASSY(
z F8a+F8b 644 12846  AKSPELDAKM(Dioxidation)Y
» F8a-F9a 1214 12143  IQQMTNAASSY
o Fsa 1174 11754  DIKTNKPVIF
o F8a 1126 1126,2  LSLGTGTNSEF
Fsa 1103 11012  QQMTNAASSY
F9a 1101 11012  Q(Gipyro-Glu)ARHSQNNY
F9a 1074 10752  FGPKYDGKY
F9b-F10a 515 1028,2  M(Oxidation)ATTKSFLI
F9a+Fob 875 8759  HSQNNYL
F8b+F8c 779 1557,7  PNENNRPFAAANE]
F8a-F8c 1303 13035  ITTPNENNRPF
F9c 1198 11983  FVTHTSNGATY
= F8c 1180 11783  GEMVTVLSIDGG
2 F10b+F10c 587 11746  RWLLAIQQM(Oxidation)
2 F8a+F8b 1156 1156,3  ITTPNENNRP
o F9c-F10b 1147 11473  YF[QI|EJHGPHIF
s F9b-F10a 999 999,1 YF[Q|E]JHGPHI
o F8c-F9a 907 906,9  HTSNGDIY
< F8c-F9a 891 890,9  SPELDAKM
F9b 875 8759  HSQNNYL
F8c-F9b 802 801,9  RYDGKY
F10c-Flla 605 6054  ILATTS
> F9a 704 1407,5  NSEFDKTHTAQE
e F8a+F8b 1263 1263,4  TGTNSEFDKTY
© F8c-F9a 1160 1160,3  TPNENNRPFA
z F8a+F8b 1053 1054,2  SPELDAKMY
© F10a 985 9851  Q(GHpyro-Glu)FFGPKYD
o F8b 890 890,9  LAQEDPAF
o

F9a 825 824,9 SFDIKTN
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5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf Basis der Membranadsodmémdlogie in
einem  mehrstufigen  Prozess  native, bioaktive  Proteinfraktionen  aus
Kartoffelfruchtwasser isoliert, aufgearbeitet und konfektioniert.n Aeiner
automatisierten Technikumsanlage wurden mittels verschiedenerbrglieaasorber-
Wickelmodule die Kartoffelproteinfraktionen Patatin und Pl gewonnen. Durc
Modifizierungen am Aufbau und der Prozessfuhrung konnte die Fraktionierung in
verschiedenen Modi betrieben werden. Im Vergleich zum Paralielbdtonnte durch

den Tandembetrieb die Fraktionierungszeit mit kleinen Modulen (500@tlolumen,
0,9-1,5 i Membranflache) um 38 % gesenkt werden. Damit stieg die Produktiuitét
12,9 g/h Produkt auf 21,0 g/h Produkt. Die Bindungskapazitaten lagen im Durchschnitt
bei 0,34 mg Patatin bzw. 0,18 mg PI pro*datembranflache. Verblockungen in den
Modulen beeinflussten die Leistungsfahigkeit negativ, so dassonobzesszyklen ein
Reinigungsschritt sinnvoll erscheint. Neben dem Standardsprotokoérsallernative
Methoden zur schnellen und effektiven Reingung getestet werden.

Durch das Scale-up auf groRe Module (1000 mL Totvolumen, 3,5%4,1m
Membranflache) konnte die Produktivitat im Einzelbetrieb um 76 % igeste
Weiterhin zeigte sich, dass Extruder-Polymerspacer bessa@ngeeind als Vlies-
Polymerspacer. Letztere erzeugten im zweiten Fraktionierykigsz Gegendriicke
oberhalb des zulassigen Betriebsdrucks, so dass eine weiterendervg der Module
nicht moglich war. In folgenden Untersuchungen, insbesondere zgzéigstabilitat,
sollten daher Extruder-Polymerspacer favorisiert werden.

Die Aufarbeitung der Fraktionierungseluate durch Ultra- undfilbaion konnte
konnte mit hohen Proteinausbeuten von Uuber 90 % realisiert werden. Nach
anschlieRender Konfektionierung durch Sprih- oder Gefriertrocknung wurden die
Produkte bioanalytisch charakterisiert und die hohe Reinheit und Aktietd®rodukte
nachgewiesen. Analysen zur  Aminosaurezusammensetzung und zum
Gylkoalkaloidgehalt bestétigten zudem die toxikologische Unbedenklichkel die
hohe nutritive Qualitat. Unerwiinschte Verbraunungen im Patatin konntem durc
Zusatze von Ascorbinsaure und Cystein effektiv verhindert werden.

Zur weiteren Optimierung des Prozesses sollten Einsparpotentisdam
Wasserverbrauch und Chemikalieneinsatz durch Wiederverwendung deeR¢iges-
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und Reinigungslésungen genutzt werden. Desweiten liel3e sich die Prddtkhivich
Schaltung mehrerer Module in Reihe erhdéhen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Hydrolysesysteme mit destrgantestinalen
Enzymen Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin sowie der technischen Préieakese

und der pflanzlichen Protease Papain entwickelt. Mit dem OPAyAsgade eine
Methode etabliert, mit der schnell und genau der Reaktionsfortsdlét den
Hydrolysegrad bestimmt werden kann. Beim Verdau mit AlcalBapain und Pepsin
wurden hydrolytische Spaltprodukte generiert, die sich uUber eine FREH
Peptidanalytik nachweisen lielen und komplexe Fingerprints mit Pepbideetwa
1,5kDa lieferten. Die Hydrolysate wurden mittels einer GroGssehluss-
Chromatographie aufgereinigt, fraktioniert und entsalzt und anschlieRend Iyiepohili

Die gewonnenen Hydrolysatfraktionen zeigten im Vergleich zuékuPsor-Protein
signifikante antioxidative, antimikrobielle und ACE-inhibitorische dfigchaften. Fur
einzelne Fraktionen des Pepsin- und Papainverdaus konnte eine antimikrobiell
Wirkung auf E. coliK12 (MICso = 14-360 mg/L) bestimmt werden, die in gleicher
GrolRenordnung wie die des antimikrobiellen Peptids Lactoferricin eBt.liEine
wachstumsfordernde Eigenschaft hingegen konnte fiir die Hydrolysetfrakt des
Alcalaseverdaus ermittelt werden. Die antioxidative Kapgazér Hydrolysatfraktionen
lag mit bis zu 2,1 mmol Eqg./g in gleicher GroRenordnung wie die kometlerzi
erhaltlicher  Nahrungserganzungsmittel.  Untersuchungen zu  Radtglfan
Eigenschaften kdonnten diese Ergebnisse erweitern. Die AGBAIE€rte lagen mit
46-68 mg/L im Bereich der in der Literatur angegebenen Ergebnisse f
Hydrolyseprodukte aus Kartoffelprotein, Molkeprotein, Sojaprotein, Erbsenprader
Reisprotein (12-86 mg/L). Verglichen mit dem kommerziell ertddién, sehr potenten
ACE-Hemmer Captopril sind sie zwar um den Faktor 2.000-10.000 héher. Allerding
ist belegt, dass diese Unterschiede in vivo relativiert westiedass in vivo Studien zur
Behandlung von Hypertonie mit Patatinhydrolysaten vielversprechend eechei

Mittels massenspektrometrischer Analysen konnten zahlreichéd®egtarakterisiert
und die Aminosauresequenz identifiziert werden. In den aufgereinigten
Hydrolysatfraktionen lagen jedoch Pools verschiedener Peptide vor, ssokdme
eindeutige Zuordnung zwischen Peptid und bioaktiver Wirkung getroffen werden
konnte. Eine weitere Aufreinigung und Fraktionierung durch eine matparPeptid-
RP-HPLC erscheint hier sinnvoll, um die spezifische Wirkung eseli Peptide zu

testen.



6 Anhang

99

6 Anhang

6.1 Material

6.1.1Gerateliste

Crossflow-Filtrationssanlage

SartobindDirect-Wickelmodule
Sprihtrockner

Leitfahigkeitsmessgerat
Sterilfilter-Spritzenaufsatze

Autoklav
Zellkultur-Brutschrank

Gelelektrophorese:

SEC-FPLC

RP-HPLC

Sartocon jet Pumpe, Sartocon-Slice
Kassettenmodule Hydrosart 10kDa,
0,1 nf Membranflache,

(Sartorius AG, Goéttingebeutschlanyl

Q- und S-lonenaustauscher, (Sartorius Stedim

Biotech, GéttingefDeutschlanyl
B-191 Mini-Spray-Dryer (Bichi GmbH,
EsserfDeutschlanyl

WTW, Cond 315i

PorengroRe 0,2 um (Sartorius Stidirach,
GottingerDeutschlanyl

Systec V-150 (Systec GmbH,
Wettenberg/Deutschland)

Certomat® HK (B. Braun Biotech
International, Melsungen/Deutschland)

MiniProtean® Tetracell; PowerPac Basic
(BIO-RAD Laboratories,
Munchen/Deutschland)

BioLogic DuoFlow, BioLogic BioFrac
Fraction Collector, Auto-Injection Valve
AVR 7-3 (alle BIO-RAD Laboratories,
Munchen), Linear Uvis-20l Absorbance
Detector und Omnifit-Saule (ID: 1,5 cm,
Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

HPLC-Pumpe LCP 4100 (Techlab,
Sickte/Deutschland), UV/VIS-Detektor S-
3702 (Soma Optics LTD, Tokyo/Japan),
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Gefriertrocknung

Microplate-Spektrophotometer

Klvetten-Spekrophotometer

Fluoreszenz-Spekrophotometer

pH-Meter

Reinstwasseranlage

Thermomixer:

Zentrifugen

Optischer Sauerstoffsensor

Fluoreszenz-Detektor RF-10AXL (Shimadzu
GmbH, Duisburg/Deutschland),
Autosampler Triathlon (Spark,
Emmen/Niederlande), Vakuumdegaser TS
7505 (Sykam GmbH,
Gilching/Deutschland), Saulenofen ERC-125
(ERC, Alteglofheim), Software Clarity,
Trennsaule G-JupiterProteo (4 um, 250 x
4,6 mm) (Phenomenex GmbH,
Aschaffenburg/Deutschland), Trennsaule
Cis Resolve (5 um, 150 x 3.9 mm) (Waters
GmbH, Eschborn/Deutschland)

Christ ALPHA 1-4 LSC, Pumpe Vacuubrand
6 (Christ GmbH, Osterode am
Harz/Deutschland)

Multiskan Spectrum (Thermo Labsystems,
Vantaa, Finnland), Software Skanlt

Cary50 (Varian GmbH,
Darmstadt/Deutschland)

Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems,
Vantaa, Finnland), Software Ascent

HI 221 Calibration Check Microprocessor
pH Meter (Hanna Instruments, Kehl am
Rhein/Deutschland)

Arium 611 uf uv (Sartorius AG,
Gottingen/Deutschland)

Thermomixer compact (Eppendorf,
Hamburg/Deutschland)

Centrifuge 5415 R (Eppendorf,
Hamburg/Deutschland),

Megafuge 1.0 RS (Heraeus Instruments
GmbH, Osterode/Deutschland)

Fibox 3 (Precision Sensing GmbH,
Regensburg/Deutschland)
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MALDI-TOF-MS Micromass M@Idi (Waters GmbH,
Eschborn/Deutschland)
ESI-MS/MS 500-MS ion trap (Varian GmbH,

Darmstadt/Deutschland), HPLC-Trennsaule
Ci2-JupiterProteo (4 um, 150 x 4 mm)
(Phenomenex GmbH,

Aschaffenburg/Deutschland)

6.1.2Chemikalienliste

Acetonitril HPLC grade (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Acrylamid, p.a. (GE Healthcare, Chalfont St Giles/GrofRbritannien)

Agar (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Alcalase® 2,5L Typ DX (novozymes, Beengvard, Danemark)
Ammoniumhydrogencarbonat (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)
Ammoniumpersulfat, APS, p.&Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
Angiotensin-Converting-Enzyme, rabbit lung (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Sezhwe
Ascorbinsaure,Vitamin C, 99 % (Fluka GmbBuchs/Schweiz)
2,2’-Azobis-(2-Methylpropionamidin) (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
Bisacrylamid, p.a. (GE Healthcare, Chalfont St Giles/Grof3britapnie

Bovines Serumalbumin (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
Caseinhydrolysat (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Calciumchlorid Dihydrat (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Catechol (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs CH)

Chlorogensaure, 95 % (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

a-Chymotrypsin, bovin Pankreas Typ Il, 40 U (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Szhwe
L-Cystein (Merck KGaA, Darmstadt)
Dikaliumhydrogenphosphat K PO, (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiamin, DMPD (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz
Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4 (Riedel de Haén, Seelze)
Eisen(lll)-chlorid (Fluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)

Essigsaure, p.édFluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)
Ethylendiamintetraessigsaure, EDTA, 9§ Ftuka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)
Ethanol (Merck KGaA, Darmstadt)
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Fleischextrakt,Rindfleischinfusion (Difco Laboratories GmbH, Augsburg)
Formaldehyd p.a. (Fluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)

Fluorescein, Natriumsalz (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
L-Glutathion (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Glycerin (Fluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)

Glycin (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Harnstoff (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Hefeextrakt (Fluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)
Hippuryl-histidyl-leucin Hydrat, HHL (Sigma-Aldrich GmbH, BuchsiSeeiz)
Kaliumdihydrogenphosphat KR O, (Merck KGaA, Darmstadt)
Kaliumhexacyanoferrat(lll) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Kaliumphosphat (Fluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)
2-Mercaptoethanol, p.é&-luka GmbH, Buchs/Schweiz)

Modified Lowry Protein Test Kit (Pierce Thermo Fisher ScientifionB)
Natriumacetat Trihydrat (Riedel de Haén, Seelze)

Natriumborat (Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumcarbonat p.dFluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Natriumchlorid (VWR International GmbH, Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)
Natriumdisulfit, p.a. (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
Natriumdodekylsulfat, SDS, p.&luka GmbH, Buchs/Schweiz)
Natriumhydrogencarbonat (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)
Natriumhydroxid Micropills (Riedel-de-Ha, Seelze)

Natriumthiosulfat p.a. (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)
p-Nitrophenylcaprat, syn. p-NitrophenyldecandigMma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
Papain 3U (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Pepsin 3500U (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

PageRule™ Unstained Protein Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
Rotiphorese Gel 40 (37,5:1) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Salzséaure (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Silbernitrat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Tetralmethylethylendiamin, TEMED (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
N,-p-Tosyl-L-Arginin-Methylester, TAME (Sigma-Aldrich GmbH, BucBghweiz)
Tricin (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)
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Tris-Base (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Tris-HCI (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Tris-(hydroxymethylamino)methan (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)

Triton X-100(Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Trizma® pre-set crystals, pH 8,0, pH §3gma-Aldrich GmbK Buchs/Schweiz)

Trolox, 97 % (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Trypton (Sigma-Aldrich GmbH, Buchs/Schweiz)

Trypsin aus Rinderpankreas, 14923 U (Fluka GmbH, Buchs/Schweiz)
Trypsininhibitor, Kunitz-Inhibitor, Sojabohne (Fluka GmbH GmbH, Buchs/Schweiz)

6.2 Downstream-Methoden

6.2.1Prozesstechnische Fraktionierung der Kartoffelprotene

Die automatisierte Anlage wurde vor jeder Fraktionierung riitWasser gespult. Im
Anschluss daran wurden die Membranadsorbermodule mit NaPP-Ldsung lgenwvasc
Die Anlage wurde nach beendeter Prozessierung mit 0,1 M NaGdhigerund mit
50 mM NaOH beschickt. Die Module wurden nach der Reinigung in 1 M Nésiing
mit 20 % Ethanol gelagert.

6.2.1.1Einzelbetrieb

Pro Zyklus wurde 1 L Kartoffelfruchtwasser (KFW) der Emslar@i4& GmbH mit 5 g
Natriumdisulfit versetzt und mit VE-Wasser auf 5 L verdinnt. Raglinnte KFW
wurde im Vorratsbehélter gegeben und die automatisierte Anlagefolggénden

Zyklusschritten gestartet:

Zyklusschritt Abbruchbedingungen/Parameter
Beladen Q-MA min. 900 s
Waschen Q-MA UV<0.2; min. 10 s
Verwerfen Q-MA Uv>0.2; min.2s
Eluieren Q-MA UV<0.5 and LF>12; min. 30 s
Regenerieren Q-MA UV<0.2 and LF>18; min. 30 s

Aquilibrierung Q-MA LF<5; min. 30 s
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6.2.1.2Parallelbetrieb
Pro Zyklus wurde 2 L Kartoffelfruchtwasser (KFW) der Emslar@i4& GmbH mit

10 g Natriumdisulfit versetzt und mit VE-Wasser auf 10 L verdinnt. \@adinnte
KFW wurde im Vorratsbehalter gegeben und die automatisierte Antég®lgenden
Zyklusschritten gestartet:

Zyklusschritt Abbruchbedingungen/Parameter
Beladen Q-MA, S-MA min. 1200 s
Waschen Q-MA, S-MA UV<0.2; min. 10 s
Verwerfen Q-MA Uv>0.2; min.2s
Eluieren Q-MA UV<0.5 and LF>12; min. 30 s
Verwerfen S-MA Uv>0.2; min. 2 s
Eluieren S-MA UV<0.5 and LF>12; min. 30 s
Regenerieren Q-MA, S-MA UV<0.2 and LF>18; min. 30 s
Aquilibrierung Q-MA, S-MA LF<5; min. 30 s

6.2.1.3Tandembetrieb
Pro Zyklus wurde 2 L Kartoffelfruchtwasser (KFW) der Emslar@4& GmbH mit

10 g Natriumdisulfit versetzt und mit VE-Wasser auf 10 L verdinnt. \@adinnte
KFW wurde im Vorratsbehalter gegeben und die automatisierte Antag®lgenden
Zyklusschritten durchgefuhrt:

Zyklusschritt Abbruchbedingungen/Parameter

Beladen S-MA | Waschen Q-MA min. 1200 s | UV<0.2.MO0 s

Beladen S-MA | Verwerfen Q-MA min. 1200 s | UV>0n2in. 2 s
Beladen S-MA | Eluieren Q-MA min. 1200 s | UV<O0rwld F>12; min. 30 s
Beladen S-MA | Regenerieren Q-MA min. 1200 s | UN2<énd LF>18; min. 30 s

Beladen S-MA | Aquilibrierung Q-MA min. 1200 s | €%, min. 30 s

Beladen Q-MA | Waschen S-MA min. 1200 s | UV<0.1.MO0 s

Beladen Q-MA | Verwerfen S-MA min. 1200 s | UV>0mdin. 2 s
Beladen Q-MA | Eluieren S-MA min. 1200 s | UV<O0rwld.F>12; min. 30 s
Beladen Q-MA | Regenerieren S-MA min. 1200 s | U\2<énd LF>18; min. 30 s

Beladen Q-MA | Aquilibrierung S-MA min. 1200 s | €%, min. 30 s
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6.2.2FPLC-Aufreinigung

Die Gelfiltration wurde an der Biologic-Duoflow-FPLC-Anlageit Superdex 30—
Saulenmaterial durchgefihrt. Die Betthohe der S&ule betrug 70 cmD&ektion
erfolgte beik = 214 nm. Als Puffer wurde 0,25 M Ammoniumhydrogencarbonatpuffer
eingesetzt. Die Flussrate betrug 0,8 mL.

Die Gefriertrocknung der Fraktionen wurden in 15 mL Falcontube$ rhiichern im
Deckel héchstens 8 mL Probe gegeben. Diese wurden schrag dasteBiedeverzug

zu vermeiden) bei -80 °C schockgefroren. Die Trocknung erfolgte béi wdar tber
Nacht.

6.3 Enymatische Hydrolysesysteme

Es wurde eine 5 g/L Patatinlésung in den jeweiligen Hydrolyi$em hergestellt und

mit 1 % [v/v] EnzymlOsung versetzt:

Verdau Hydrolysepuffer Enzyml6sung

Alcalaseversau deion..B direkt (flissig)

100 mM NaPP mit 10 mM

Papainverdau o o und 2mM EDTA, (pH 7)

15 g/L Papain in Puffer

Pepsinverdau 0,1 M KPP (pH 2) 6 g/ Pepsin in 10 HM™

Trypsinverdau 0,1 M KPP (pH 8) 6 g/LTrypsin in 10/nCl

Chvmotrvosin 100 mM Triethanolamin 6 g/L Chymotrypsin in 10 mM HCI
ymotryp mit 10 mM CaCJ (pH 7,8) mit 2 mM CaC}

Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 900 rpm im Thermoschuttler bzw. im
thermostatisiertem Hydrolyse-Setup (s. Abbildung 18, S. 55). Die Deaking nach
Probenahme erfolgte bei 95 °C und 600 rpm fir 15 min.



6 Anhang

106

6.4 RP-HPLC Analytik

6.4.1RP-HPLC-Peptidanalytik

600 -
500 4
400
300
200 -
100 +

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

600 4
500
400 A
300
200
100

600 q
500
400 -
300 -
200
100 +

Gl
Zeit t/min
10 15 20 25 30 35 40
G2
10 15 20 25 30 35 40
Zeit t/min
G3
10 15 20 25 30 35 40
Zeit t/min
G4
10 15 20 25 30 35 40
Zeit t/min
G5
10 15 Zeit t/min 30 35 40

Saule Phenomenex fzJupiterProteo (4
um; 250 x 4,6 mm)Temperatur 40 °C;
Eluenten A = 0,1 % TFA/HO, B = 0,1 %
TFA/ACN; Standard: Gly-Tyr, Val-Tyr-
Val, Met-Enkeph., Leu-Enkeph.,

Angiotensin Il, Insulinjnjektion: 50 pL

Variation der Gradientenratfl 32]
Einfluss der Gradientenraten des Eluenten

B bei konstanter Flussrate.

1,0 % B/min.............. Gl
1,3% B/min.............. G2
1,5% B/min.............. G3
1,7 % B/min.............. G4
2,0% B/min............. G5

* Relative Peakhohe verbessert sich mit
hoherer Gradientenrate.

 Hoherer Anteii an B (hohere
Gradientenrate) steigert die
Basislinienabsorption.

» Schwache  Auflosung bei G1,
akzeptable bei G2-G5.

* Peakflache unabhangig von der
Gradientenrate  (Ergebnisse  nicht
dargestellt).

Gradientenrate G2 (1,3 % B/min) bietet

den besten Kompromiss mit niedriger

Basislinienabsorption, ausreichender

Peakhdhe und exzellenter Auslésung.
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Variation der Flussrat¢132]
o Einfluss verschiedener Flussraten
801 auf die Peptidtrennung bei
600 | konstantem Gradienten G2 (1,3 %
B/min) :
400 | 0.2 mL/min......... F1
200 | 0.4 mL/min......... F2
. A | ‘ L 0.8 mL/min......... F3
10 20 30 40 50 » Detektorsignal (Peakhdhe) sinkt
mit steigender Flussrate
500 - Zeit t/min » Steigende Flussrate fihrt zu
sinkender Retentionszeit
jzz F2 « Keine Verbesserung der
Auflésung mit hoher Flussrate
] Flussrate F2 (0,4 mL/min) bietet
0 den besten Kompromiss aus
. Trennzeit, guter Auflésung und
"o 2 minimalem Eluentenverbrauch.
500 -
400
300 - F3
200 -
100 -
ol

30

40
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6.4.2RP-HPLC-OPA-Aminosaureanalytik

6.4.2.1Probenvorbereitung: Totalhydrolyse

In 2 mL Reaktionshitchen wurden 15 mg Protein eingewogen und mit 1,5 mL@& N H
geldst/suspendiert. Der Reaktionsansatz wurde unter Stickstoigeatsund 24 h bei

100 °C und 500 rpm im Thermoschidittler inkubiert. Danach wurden die Losung 5 min
bei 13500 rpm zentrifugiert. 0,1 mL des Uberstands wurden mit 0,2MnhN&OH und

0,2 mL deion. HO versetzt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:50 mit
0,4 M Natriumboratpuffer (pH 8) verdinnt und die Aminosduren durch RP-HPLC

analysiert.

6.4.2.2Probenvorbereitung: freie Aminosauren

In 1,5 mL Reaktionshitchen wurden 10 mg Protein bzw. Proteinhydrolysat epgewo
und mit 1 mL deion. kD geldst/suspendiert. Unl6sliche Bestandteile wurden 5 min bei
13500 rpm abzentrifugiert. 0,1 mL des Uberstands wurden mit 0,4 mL Methanol
versetzt, Uber Nacht bei -18 °C gelagert und gefallte Proteinan518500 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:50 mit 0,4 M Natriumboratpuffiét 8)
verdinnt und die Aminosauren durch RP-HPLC analysiert.

6.4.2.3RP-HPLC Analytik

15 pL der Proben wurden vor der Analyse mit 50 uL OPA-Reagenz tilgdra Je
10 pL der OPA-derivatisierten Proben wurden injiziert und bei eihgssfate von

1 mL/min und linearem Gradienten an einer Waterg Resolve Saule (5 um,
150 x 3.9 mm) bei 30 °C getrennt. Die derivatisierten Aminosauren wurdeelsmitt
eines Fluoreszenz-Detektors bei Ex. = 330 nm, Em. = 460 nm analysiest das
Gradientenprofil sowie das Chromatogramm verschiedener Aminosauren eléirgest
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Abbildung 45: Gradientenprofil (blau) und Chromatogramm verstdhirer Aminosaurestandards

6.5 Bioanalytische Assays

6.5.1Bradford-Assay

Der Bradford-Assay wurde gemald der Microplate Procedure APdase Bradford
Assay Kits [118] durchgefuhrt. Fur die Messung der Absorption wurdévildtiskan-
Platereader-Spektrophotometer verwendet. Die Proben wurden 1:5 mit Hie@On.

verdinnt.

6.5.2Lowry-Assay

Der Lowry Assay wurde gemaf der Microplate Procedure desePidodified Lowry
Protein Kits [101] durchgeftihrt. Fir die Messung der Absorption wurslé/dgtiskan-
Platereader-Spektrophotometer verwendet. Zusatzlich zur BSArKiadinsreihe wurde

eine GGF-Kalibrationsreihe erstellt. Die Ergebnisse im Vergleigjt 2dibildung 46.
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Abbildung 46: Kalibrationsreihen fir BSA und GGF im Vergleich

6.5.3Lipidacylhydrolase-(LAH)-Assay

10 uL  p-Nitrophenylcaprat (10,22 mM in Acetonitril) wurden in einer
HalbmikrokUvette vorgelegt. Dazu wurden 250 pL Triton X-100-Detergenziésung
(4 mM in deion. HO) und 690 pL Tris-HCI-Puffer (10 mM in deion.,®l, pH 8)
gegeben. Die bei 25 °C thermostatisierte Hydrolysereaktion dditrgphenylcaprat
wurde durch Zugabe von 50 pL Probelésung gestartet. Die Produktzunahme an
p-Nitrophenol wurde am Cary50-Spekrophotometer bei einer Wellenlange vomy400
verfolgt. Uber die lineare Steigung lieR sich mittels des renl&xtinktionskoeffizient

€ = 16888 L/(mol cm) die LAH-Aktivitat berechnen.

6.5.4Proteaseinhibitor-Assay

20 pL Trypsinlésung (4,35 uM) in wassrigem Puffer (50 mM Tris-HCI, 10 GaC},
pH 8,3) wurde mit 20 pL Probelésung in einer UV-Halbmikrokivette vorgelegitind
min bei 25 °C inkubiert. Danach wurde die bei 25 °C thermostatisierimatisghe
Spaltung durch Zugabe von 580 uL Pufferlosung und 400 pL des Subst@a{Bdsyl-
L-Arginin-Methylester (2,64 mM in Puffer) gestartet. Der Realdverlauf wurde am
Cary50-Spekrophotometer bei einer Wellenlange von 247 nm verfolgt utelsnaes
Extinktionskoeffizientens = 449,5 L/(mol cm) die Aktivitat quantifiziert. Uber eine

Kalibrierung des Testsystems (s. Abbildung 47) unter Verwendungddésiert
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eingesetzten Trypsininhibitors (STI, 4,98 uM in Puffer) lieR sich Aldivitat

unbekannter Proben prozentual als STI-Aquivalente ausdriicken.

y =-0,0031x + 0,1573
R?=0,9828

Volumenaktivitat [U/ml]
o
o
(o]

0 10 20 30 40 50
c(STI) [nM]

Abbildung 47: Linearer Zusammenhang der fallenden Volumenaktiwitit steigender Trypsininhibitor-
Konzentration

6.5.5PPO-Assay |

500 pL 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 1. mM EDTA) wurde mit 500 pL wassriger
Ascorbinsaurelésung (56 uM) in einer UV-Halbmikroklvette vorgelegt umd OnuL
wassriger Chlorogensaure (5,7 mM) versetzt. Danach wurde die bei 25°C
thermostatisierte Redoxreaktion durch Zugabe von 10 puL Probelosungeiefdar
Reaktionsverlauf wurde am Cary50-Spekrophotometer bei einer \ggnlvon

265 nm verfolgt und mittels des Extinktionskoeffiziengen 7000 L/(mol cm) die PPO-

Aktivitat quantifiziert.

6.5.6PPO-Assay Il

10 uL Probelbésung wurde mit 10 pL Inhibitorlésung (Ascorbinsaure, Cystein,
Glutathion bzw. Natriumdisulfit; nicht inhibiert: Pufferldsung) in ne
Halbmikroklvette vorgelegt. Die bei 25 °C thermostatisierte Reaktiorevdurch
Zugabe von 480 puL Catechollésung (20 mM in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7)

gestartet. Der Reaktionsverlauf wurde am Cary50-Spekrophotometereier
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Wellenlange von 505 nm verfolgt und Uber die Anfangssteigung (s. Abbildundyjet8)

Aktivitat quantifiziert.

0,35 4
0,3
0,25 -

0,2
y =0,1042x + 0,0947

0,15 - R? =0,9899

0,1

Abs (rel. Einheiten)

0,05 +

0 2 4 6 8 10 12

Zeit (min)

Abbildung 48: Direkte photometrische PPO-AktivitatsbestimmungeeiRatatinprobe (c = 0,3 g/L) uber
die max. Anfangssteigung. Absorptionsmessunges@ginm, 25 °C, pH 7

6.5.70PA-Assay

Fur das OPA-Reagenz wurden 1,905 g Natriumtetraborat (Dekahydda§0 mg SDS
vollstandig in 37,5 mL deion. 4 geldst und 40 mgrtho-Phthaldialdehyd, geldst in

1 mL Ethanol, hinzugegeben. Dazu wurden 285 pl DTT-L6sung (1M) gegeben und mit
deion. HO auf 50 mL aufgefillt. Als Standard eine Serin-Stammldsung mér e
Konzentration von 100 mg/L angesetzt. Die Proben wurden 1:5 verdunnt. rauf ei
Mikrotiterplatte wurden je 30 pl Standard, Nullprobe (Blank) bzw. Epptben
vorgelegt, 225 pl OPA-Reagenz hinzugegeben und nach 2 min Inkubationszeit die
Absorption bei= 340 nm am Multiskan-Platereader-Spektrophotometer gemessen.
Zunéachst wurden mit folgender Formel die Millidquivalente Shiti#y pro g Protein

berechnet:

Absorption,, .~ Absorption,,., E(),9516meqv/ LO00

(5) Serin— NH, = _ _
Absorption,,, ..~ Absorption,, XIP

Dabei ist X die eingesetzte Probenkonzentration in g/L und P réeifyehalt der
Probe in %. Damit ergibt sidihaus der folgenden Formel:
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(6) h:Serin-Nl-g—B meqv
a g/Protein

a undf sind spezifische Proteinkonstanten. Fur nicht bestimmte Proteinkonskante

in guter Naherungr = 1.0 undp = 0,4 verwendet werden. Atsund hy (8,4 meqv/g

Protein fir Patatin) wurde der Hydrolysegrad (DH) Uber die folgende Forneehoet:
(7) DH =h/ hg * 100%

6.5.8ACE-Assay

90 puL 5 mM Hippuryl-histidyl-leucin Hydrat (HHL), geldst in 0,1 Moit-Puffer (pH

8.3, 0.4 M NacCl), wurden mit 10 pL Probe versetzt und bei 5 min 37 °C inkubie
Danach wurden 30 uL 60 mU/mL Angiotensin-Converting-Enzym, geldst in TrissPuffe
(pH 7.5, 0.3 M NaCl), hinzugeben und weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde danach durch pH-Shift-Inaktivierung des ACE mit 8uM HCI
beendet. Die Reaktionsprodukte wurden an einer RP-HPLC grfidu@elco-Saule (5
um; 150 x 4.6 mm) bei 37 °C aufgetrennt und bei 228 nm detektiert. Als nitiaksen
wurde ein Gradient aus Eluent A = 0,1 % TFAZHund Eluent B = 0,1 % TFA/ACN

bei einer Flussrate von 1 mL/min verwendet:

Zeit Eluent A Eluent B
0 100 0
24 30 70
25 0 100
30 0 100
31 100 0
38 100 0

Es wurden 10 pL Probe injiziert. Die Anaylsen wurden in Dreifadhibesing
durchgefiihrt. Uber die Bestimung der Peakintegrale wurden die Koatienén des
Abbauprodukts Hippurséaure bestimmt. Nach einer Kalibration des Produkreshsait
verschiedenen Konzentrationen an ACE wurde der Produktumsatz nach Ziggbe
inhibierenden Probe korreliert und die entsprechende ACE-Aktivitat binkibition
ermitttelt.
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6.5.9TEAC-Assay

15 pL Probe (c = ~1 g/L) oder Trolox-Standard (in Methanol) in évikrotiterplatte
vorlegen und mit 300 pL Reaktionslésung versetzen. Die Reaktionslosupthmss
100 pL 100mM DMPD in 9,88 mL 0.1 M Acetat-Puffer (pH 5.25) und 20 pL 50 mM
Eisen(lll)-chlorid-Lésung (Endkonzentrationen ¢(DMPD) = 1 mM , Qke= 0.1
mM). Das Mikrotiterplate wird 10 min bei 25 °C geschittelt und lairgend
photometrisch die Absorption am UV-Spektrometer bei 505 nm gemessen.

Die Werte der Oxidationsinhibition verschiedener Trolox-Standardkomzenén
wurden nach der Formel

OxI[%] =1- 2L 100
A

0
Berechnet. Dabei ist Adie Absorption der Blank-Probe und die Absorption der
Standardprobe. Aus den OxI der Proben wurde Uber die Standardrbethitl@Ag 49)

die Troloxaquivalentkonzentration berechnet und tber die Formel

Troloxaquivalente [mmol/L
Proteinkonzentration [g/L

TEAC[mmol Eq./g Protein¥

die antioxidative Kapazitat ermittelt.

14 -
1,2
1,0 -

0,8 A

Trolox-Konzentration [mmol/L]

0,6 - y=0,0004x* +0,0119x- 0,0061

04 R?=0,9991

0,2 -

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Oxidationsinhibition OxI [%]

Abbildung 49: Kalibration des TEAC-Assay mit Trolox als Antioxiua
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6.5.10 ORAC-Assay

20 pL der verdinnten Probe (ca. 0,1 g/L je nach Aktivitat) bzwTd#ox-Standards

im Konzentrationsbereich von 10-80 uM (Endkonzentration 1-8 puM) wird irr eine
Mikrotiterplatte vorgelegt. Dazu werden 120 pL einer 117 nM Fluoresdaisng in

75 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) (1,17 mM Fluorescein-Stammlésung 4 Wochen bei
4°C haltbar) gegeben und 15 min bei 37 °C inkubiert. Nahezu gleichesitign alle

Wells mit einer Multichannelpipette 60 uL APPH (40 mM) pipettiend sofort im
Fluoreszenzspektrometer die Fluoreszenz (Exitation 485-P, EmissieR) 335 min

jede Minute nach vorherigem Schitteln vermessen.

Die durch Auftragen der Daten gegen die Zeit entstandenen Kurven wurden
normalisiert und die Flache unter der Kurve (Area Under Curve, Alu@h folgende

Formel berechnet:
=80
AUC:1+Zfi/f0
i=1
Dabei ist § die Fluoreszenz zum Zeitpunkt O unddie Fluoreszenz zum Zeitpunkt i.
Nach Subtraktion des Blank-AUC von der Proben-AUC wurde die Netto-Abglten.
Die Netto-AUC der Standardreihe lieferten eine Kalibrationsret®i(dung 50).

50 4 y=4,9232x+7,1421
40 - R?=0,9907
& 30 -
2
< 20 |
104 &
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
MM Trolox

Abbildung 50: Kalibration des ORAC-Tests mit Trolox als Antioxitda

Aus den Netto-AUC der Proben wurde Uber die Standardreihe die pmol
Troloxaquivalente berechnet. Daraus konnten Uber die Formel

Troloxaquivalente [mmol/L

ORAC[mmol Eq./g Protein¥ : - _
Proteinkonzentration[g/L

folgende antioxidative Kapazitaten berechnet werden:
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Patatinhydrolysate mmol Eq. Patatinhydrolysate mmol Eq. Patatinhydrolysate mmol Eq.

(Pepsin) /g Protein (Papain) /g Protein (Alcalase) /g Protein
F6 0,601 F6 0,397 F6 0,490
F7 0,479 F7 0,364 F7 0,319
F8 0,892 F8 0,495 F8 0,463
F9 2,140 F9 0,890 F9 0,928
F10 1,529 F10 1,221 F10 1,579
F11 1,536 F11 0,797 F11 1,928

6.5.11 Plattendiffusionstest

Fur die Untersuchung auf antimikrobielle Wirkung wurde ein Plaftesidnstest
genutzt. Dazu wurdek. coli K12 in LB-Medium (Hefeextrakt 5 g/L; Trypton 5g/L;
NaCl 1 g/L) bei 37 °C und 120 rpm bis zum logarithmischen Wachstum kultider
Fortschritt der Kultivierung wurde durch Auszéhlen der Zellzahl sosér ORy—
Bestimmung Uberwacht. Abbildung 51 zeigt die Korrelationsgerade der beidén Wer

o

o

=)

8 y = 5,1274x

ﬁ R2 = 0,9977
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

oD

Abbildung 51: Korrelationsgrade von Qfgyund Zellzahl

Fir den eigentlichen Test wurde die gleiche Kultivierung durchgefiitar aus der OD
Uber die Korrelationsgerade die Zellzahl berechnet. Dann wurdéBviledium auf
eine Zellzahl von 10Zellen/ml verdiinnt und davon 100 pL auf Mueller-Hinton-Agar-
Platten (Fleischextrakt/Rindfleischinfusion 6,0 g/L; Caseinhydaily17,5 g/L; Starke
1,5 g/L; Agar 11,0 g/L) ausgestrichen. Auf diese Platten wurden saothidRlterdisks
mit einem Durchmesser von 5 mm gelegt, auf die jeweils 10 pid&tdantibiotika
(Konzentration 1g/L), 10 pl deion. H20 als Nullwert, sowie 10 pl demrgarsuchen-

den Substanzen gegeben wurden. Die Platten wurden 18 h inkubiert und danach die
Hemmhofe um die Filterdisks vermessen.
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6.6 Abklrzungsverzeichnis

[°C] Grad Celsius

[cm] Zentimeter

[cm?] Quadratzentimeter
[Da] Dalton

[L] Liter

[m?] Quadratmeter

[mg] Milligramm

[min] Minute

[mL] Milliliter

(L] Mikroliter

[s] Sekunde

[viv] Volumen/Volumen
[viw] Volumen/Gewicht

% Prozent

AU Absorptionseinheit

Cc Konzentration

deion. HO deionisiertes Wasser
dyn. dynamisch

E.C. Enzyme Commission
Em. Emission

Eq. Aquivalente

etc. et cetera

EX. Excitation

I.D. Innendurchmesser
KFW Kartoffelfruchtwasser
Lsg. Losung

m Mittelwert

M molar

Mio. Million

MWCO Molecular Weight Cut-Off, molekularer GréRenausschluss
n. b. nicht bekannt

pl isoelektrischer Punkt
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rotation per minute (Umdrehungen pro Minute)

rel. relativ

nm

S Standardabweichung

S. siehe

u Masseneinheit (unit)

U Unit

uv ultraviolett

vV Volumenstrom

VE vollentionisiert

vgl. vergleiche

VS. Versus

wt-% Gewichtsprozent

z. B. zum Beistpiel

. N 3-Buchstaben-  1-Buchstaben-
Aminosaure
code code

Histidine His H
Arginin Arg R
Lysin Lys K
Isoleucin lle |
Phenylalanin Phe F
Leucin Leu L
Tryptophan Trp W
Alanin Ala A
Methionin Met M
Prolin Pro P
Cystein Cys C
Asparagin Asn N
Valin Val V
Glycin Gly G
Serin Ser
Glutamin Gln Q
Tyrosin Tyr Y
Asparaginsaure Asp
Glutaminséaure Glu E

Threonin

Thr T
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6.7 Curriculum Vitae

Personliche Informationen

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Familienstand
Kontaktdaten

Berufliche Tatigkeit

Alain-Michel Graf
10. Juni 1980
Hildesheim
ledig
Frébelstr. 9, 30451 Hannover
Tel.: 0511-2629603
Mobil: 0177-6295887
E-Mail: alaingraf@web.de

05.2009 - 11. 2009

05.2006 — 04.2009

Studium

Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Rinderklinik der

Tierarztlichen Hochschule Hannover

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut  fir
Technische Chemie der Leibniz Universitat Hannover

unter der Leitung von Prof. Dr. Thomas Scheper

10.2000 — 04.2006

Chemiestudium an der Leibniz Universitat Hannover
Erlangung des Diploms in Chemie (Gesamtnote 1.28)

Diplomarbeit mit dem Titel  Chemische
Funktionalisierung von Hohlfasermembranen fur die
Anwendung im Bereich integrierter Downstreaming-
ProzesséNote 1.0)
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Zivildienst

1999 - 2000

Schulausbildung

Stadtisches Krankenhaus Hildesheim

1990 - 1999

1986 — 1990

Bischofliches Gymnasium Josephinum, Hildesheim
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife (Note 2.5)

Grundschule St. Elisabeth, Hildesheim

Zusatzliche Qualifikationen

Fremdsprachen

IT-Kenntnisse

Zertifikate/Seminare

Englisch, Latein, Grundkenntnisse in Italienisch

MS Office, Origin, ChemOffice, Adobe Photoshop,

CorelDraw

Qualitats-, Oko- und Kostenmanagement in de

chemisch-pharmazeutischen Industrie
Marketing
Qualitatssicherung in der chemischen Produktion

Verfahrenstechnische und betriebswirtschatftliche
Grundlagen biotechnologischer Prozesse

Schutzrechte und Patente
Fachseminar pH, Redox, Leitfahigkeit; hd Trubung

Projektmanagement
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