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Projektkurzfassung

Im Rahmen des hier prasentierten und von der BLE geforderten LUPROME-Projekts wurde
eine Methode zur Gewinnung von Protein aus Chinolizidinalkaloid-reichen Sorten der
Schmalblattrigen Lupine (Lupinus angustifolius L.) entwickelt. Die verfahrenstechnische
Entbitterung erfolgt durch eine intelligente Verknipfung verschiedener
Membrantechnologien.  Eine  speziell angepasste Membran mit spezifischen
Oberflacheneigenschaften, PorengroRenverteilung und hoher chemischer sowie
mechanischer Bestandigkeit wurde basierend auf einem umfassenden Screening fir
Membranwerkstoffe entwickelt. Laborversuche wurden erfolgreich durchgefiihrt, und eine
mehrstufige, modulare Pilotanlage wurde entwickelt. In einer ersten Pilotstufe mit einem
Spiralwickelmodul wurde die Abtrennung und Reduzierung des Chinolizidinalkaloidgehalts auf
< 0,02 % nachgewiesen. Ein Scale-up auf eine industrienahe Pilotanlage mit 120 m? Filterflache
und sechs Spiralwickelmodulen wurde ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt, obwohl weitere
Optimierungen im Prozessablauf erforderlich sind. Die Ultra-/Diafiltration des
Lupinenproteins mittels innovativer Membrantechnologie zeigt erhebliche Vorteile
gegeniiber dem herkémmlichen Sdure-/Basen-Fallungs-Verfahren. Dieser rein physikalische
Prozess erfillt die Anforderungen an oOkologische/biologische Produktion und wird im
Nachfolgeprojekt LuproCess weiter untersucht. Die Nativitait und Funktionalitdit des
extrahierten  Proteins bleiben weitgehend erhalten, was sich positiv  auf
Verarbeitungsmerkmale und Geschmack der entwickelten Produkte auswirkt. Das entwickelte
Verfahren eliminiert zudem die chemische Entfettung der Lupinenflakes mittels
Lésungsmitteln, was sich positiv auf die Qualitit auswirkt, da ein gewisser Olanteil im Protein
toleriert und sogar als Qualitatskriterium betrachtet wird. Das Projekt markiert den ersten
Schritt in einer interaktiven Zusammenarbeit zwischen Lebensmitteltechnologie und
Pflanzenziichtung. Durch diese Kooperation konnten Zuchtlinien ausgewahlt werden, die sich
hinsichtlich Proteinausbeute, Proteinqualitat und Verfahrenstechnik als vorteilhaft erwiesen.
Die erhebliche Variabilitdit im Zuchtmaterial wurde erfolgreich fiir weitere
Entwicklungsarbeiten selektiert.

Abstract

In the presented LUPROME project, supported by the BLE, a method for extracting protein
from alkaloid-rich varieties of narrow-leaved lupine (Lupinus angustifolius L.) with low
quinolizidine alkaloid content has been developed. The de-bittering process is achieved
through an intelligent combination of various membrane technologies. A specially adapted
membrane, characterized by specific surface properties, pore size distribution, and high
chemical and mechanical resistance, was developed based on a comprehensive screening for
membrane materials. Successful laboratory experiments were conducted, and a multi-stage,
modular pilot plant was designed. In an initial pilot stage with a single spiral wound module,
the separation and reduction of the quinolizidine alkaloid content to < 0.02 % were
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demonstrated. A scale-up to an industry-relevant pilot plant with 120 m? filter area and 6 spiral
wound modules was also successfully carried out, although further optimization is needed in
the process flow. The ultra-/diafiltration of lupine protein using innovative membrane
technology offers significant advantages over the conventional acid/base precipitation
method. This purely physical process meets the requirements for ecological/biological
production and will be further explored in the follow-up project, LuproCess. The native
characteristics and functionality of the extracted protein are largely preserved, positively
impacting processing features and the taste of the developed products. The developed
method also eliminates the chemical defatting of lupine flakes using solvents, contributing
positively to quality as a certain oil content in the protein is tolerated and even considered a
quality criterion. This project signifies the first instance of interactive collaboration between
food technology and plant breeding. This partnership allowed for the selection of breeding
lines that proved advantageous in terms of protein yield, protein quality, and processing
technology. The substantial variability in the breeding material was successfully selected for
further development.

1 Einfuhrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Leguminosen stellen fiir den 6kologischen Landbau ein unverzichtbares Element in der Stick-
stoffversorgung von Fruchtfolgen und eine wertvolle Proteinquelle fiir die Nutztierflitterung
dar. In Deutschland werden traditionell neben Erbsen und Ackerbohnen drei annuelle
Lupinenarten Lupinus angustifolius, L. albus und L. luteus angebaut. Die Verwendung dieser
Lupinenarten (besonders der schmalblattrigen L. angustifolius) als pflanzliche EiweilRquelle
aus regionaler Produktion fiir den Lebensmittelsektor ist in den letzten Jahren zunehmend in
den Fokus geriickt. Dabei wird bisher auf die sogenannten St3lupinen gesetzt, da diese einen
deutlich niedrigeren Gehalt an den bitteren und giftigen Chinolizidinalkaloiden enthalten und
daher einfacher zu Lebensmitteln verarbeitet werden kénnen. Allerdings sind die Ertrage der
angebauten SuRlupinen noch zu niedrig und deren Ertragsstabilitdt ist nicht ausreichend.
Zudem sind diese Sorten sehr anfallig gegen FraBschadlinge, da ihnen die in der Evolution
gebildeten Gegenmittel in Form der Chinolizidinalkaloide herausgeziichtet wurden. Weiterhin
ist aufgrund scharfer Selektion das genetische Material fir die SiRlupine stark eingeschrankt.

Auf der anderen Seite stehen mit den chinolizidinalkaloidreichen Formen der schmalblattrigen
Lupine Pflanzen zur Verfligung, die deutlich anspruchsloser und damit fiir den 6kologischen
Landbau im Vergleich zu den derzeit angebauten SiBlupinensorten besser geeignet sind. Auch
ohne Pestizidanwendungen zeigen derartige Bitterlupinen eine geringere Anfalligkeit
gegeniber FralRfeinden oder Befall mit Bakterien, Pilzen und Viren (Biologische Bundesanstalt
fir Land- und Forstwirtschaft 2001; Philippi et al. 2016). Fiir die Nutzung dieser Lupine,
insbesondere deren Proteine, als Lebensmittel missen die Chinolizidinalkaloide vor der
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Verwendung entfernt werden. Bisherige Verfahren, die einen Kochprozess sowie ein
mehrtagiges Wassern mit haufigem Wechsel des Waschwassers beinhalten, sind zum einen
sehr langwierig und flhren auch zu nicht unerheblichen Verlusten an wertgebenden
Inhaltsstoffen.

Im vorliegenden Projekt soll ein Verfahren entwickelt werden, um Protein aus
Chinolizidinalkaloidreichen Lupinensorten in hoher Ausbeute, Qualitat und Funktionalitdt zu
gewinnen, welches konform mit der EG-Oko-Verordnung ist. Die dafiir vorgesehene
verfahrenstechnische Entbitterung (Abtrennung der Chinolizidinalkaloide) soll durch eine
intelligente Verknlpfung verschiedener Membrantechnologien und Membrananlagen
realisiert werden. Membranverfahren gelten als griine Technologie, da sie bei geringem
Energieverbrauch eine schonende und qualitdtserhaltende Auftrennung ermoglichen. Die
erhaltenen Proteine und weitere Komponenten der Lupinensamen werden bezliglich Qualitat
und Funktionalitat charakterisiert. Basierend auf diesen Ergebnissen werden dann geeignete
Lebensmittelapplikationen identifiziert und getestet. Umgekehrt sollen aber auch die
Lupinenakzessionen identifiziert werden, die aus der noch groRen genetischen Breite der
bitteren Formen flr die Anwendungen im Lebensmittelbereich am besten geeignet sind.

1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes, Bezug des Vorhabens zu den
einschldgigen Zielen der EPS oder zu konkreten Bekanntmachungen und
Ausschreibungen

In dem Vorhaben sollen die Grundlagen zur Nutzung einer fiir den 6kologischen Anbau und
die technologische Aufarbeitung besonders vorteilhaften Lupinensorte als rein pflanzliche und
regionale Proteinquelle im Rahmen der menschlichen Erndahrung erarbeitet und anhand von
Produktbeispielen umgesetzt werden. Damit leistet das Vorhaben einen Beitrag fiir die 6kolo-
gische und nachhaltige Lebensmittelverarbeitung entlang der Wertschépfungskette, wobei
die Nachhaltigkeit sowohl auf der Anbauseite (h6here/sichere Ertrage, weniger Pestizide,
ideale technologische Eignung) als auch auf der Verarbeitungsseite (geringere Verluste) gesi-
chert wird. Damit wird auch die Ressourceneffizienz in der 6kologischen und nachhaltigen
Lebensmittelverarbeitung erhéht und es werden Lebensmittelabfille, einschlieBlich Nach-
ernteverluste, minimiert. Weiterhin wird das Vorhaben zur Steigerung der Qualitdt 6kolo-
gisch/nachhaltiger Lebensmittel beitragen. Eingeschlossen sind auch sehr umfangreiche
Analysen zur Optimierung von Verarbeitungsprozessen sowie die Verbesserung der Qualitat
verarbeiteter Lebensmittel aus der Lupine.

Gleichzeitig sollen mit dem Projekt Impulse zur Sicherung und Ausweitung des Anbaus von
Schmalblattriger Lupine gegeben werden. Da bittere Lupinenformen allgemein als
anspruchsloser gelten, kénnen Anbauvorteile genutzt werden (z.B. Wegfall von
SchutzmaBnahmen gegen Wildverbiss). Die Verwendung bitterer Lupinenformen erschlieRt
eine sehr breite genetische Vielfalt der Arten, die dem heutigen StRlupinenpool fehlt. Das
Projekt baut auf Pflanzenmaterial des im Rahmen der EiweiBpflanzenstrategie von BLE/BMEL-
geforderten Projektes LupiZAV auf. Es beinhaltet wichtige Schritte zur Inwertsetzung der dort
erzielten Projektergebnisse.
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Das Besondere an diesem Vorhaben ist, dass Uber die Projektpartner die gesamte Wertschop-
fungskette von Ziichtung/Anbau, iber die Gewinnung bis zur Verarbeitung einbezogen wird,
wobei der Ansatz ,From farm to fork” umgesetzt werden soll. Das heift, Giber die letztendliche
Qualitat und Funktionalitat der Lupinenproteine werden das Entbitterungsverfahren fiir die
Lupinensamen und die am besten geeigneten Lupinenakzessionen definiert.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Das Vorhaben gliedert sich in flnf Arbeitspakete (AP) mit jeweiligen Teilvorhaben (TVH).

In der Projektphase des ersten Jahres wird auf Samen aus einem bereits von ESKUSA beim
Bundessortenamt in der Prifung befindlichen Bitterlupinenstamm (LupiZAV4) zuriickge-
griffen, bis ab Ende August ausreichend groBe Muster des Zuchtmaterials mit besseren
Merkmalseigenschaften aus der ersten Vermehrung zur Verfligung stehen.

Die generelle Vorgehensweise beginnt mit der Identifizierung von geeigneten Membranen fiir
die Entbitterung der Lupine und der Gewinnung der Proteine (AP 1). Dazu werden die Lupine
zunachst geschalt und anschlieRend flockiert oder gemahlen. Der nachste Schritt ist dann die
Extraktion in kaltem Wasser, bei der ein GroRteil der Proteine und die Chinolizidinalkaloide in
die wassrige Phase Ubergehen. Nach einer Abzentrifugation der unl6slichen Bestandteile
(Fasern) wird das Protein in der flissigen Phase dann mittels unterschiedlicher
Membranverfahren (Ultrafiltration, Dialyse) aufkonzentriert und die Chinolizidinalkaloide
abgetrennt. Parallel wird im AP 2 die Bereitstellung von Samen der Bitterlupine aus
unterschiedlichen Akzessionen in gréBeren Mengen bearbeitet. In dem Vorhaben soll die
sonst Ubliche Laborphase libersprungen und damit die Entwicklungsphase um mehrere Jahre
verkiirzt werden. Dazu ist vorgesehen, sofort die Rohstoffmengen bereitzustellen, die direkt
im Pilot-MaRstab eingesetzt werden kénnen. Uber ein Screening der Proteinqualititen, die
aus den verschiedensten Rohmaterialien mittels Membranverfahren (AP 1) gewonnen
werden konnen, sollen diejenigen Akzessionen ermittelt werden, die das grofSte Potential fir
die Applikation in Lebensmitteln haben. Basierend auf den Ergebnissen der Arbeiten in AP 1
wird im AP 3 die Gewinnung von Proteinen in einer Pilotanlage umgesetzt. Das ermdglicht die
Herstellung der erforderlichen Mengen flr eine Analyse der Proteineigenschaften und -
gualitaten aber auch fiir die Applikation in Lebensmitteln, z.B. in Fleischanalogen. Dazu soll
die entsprechende Pilotanlage angepasst und eine optimale Prozessstrategie ermittelt
werden. Die sowohl wahrend der Entwicklung des Membrantrennverfahrens anfallenden
Proteinchargen (AP 1) als auch die mittels der Pilotanlage (AP 3) hergestellten Mengen
werden in im AP 4 bezlglich ihrer Mengen und Eigenschaften analysiert. Mit den Proteinen,
die die beste Funktionalitat aufweisen, z. B. Emulgiervermégen oder Gelbildung, werden
Lebensmittel-Prototypen hergestellt und bewertet. Ein weiterer Aspektim AP 5 ist die Analyse
der Gehalte an Chinolizidinalkaloiden in den Rohmaterialien, allen Prozessstufen (z.B.
Proteinfraktionen, Flakes, Permeat) und Lebensmittel-Prototypen durch den Projektpartner
JKI.
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Projektpartner ESKUSA wird die erforderlichen Mengen an Rohmaterialien mit definierten
Merkmalen bereitstellen und Lupino Gbernimmt die Gewinnung der Proteine. JKI wird die
Chinolizidinalkaloidanalysen zur Bewertung von Rohmaterialien und allen Prozessstufen
durchfihren und DIL wird die aufbereiteten Proteine chemisch und physikalisch
charakterisieren sowie Lebensmittelapplikationen entwickeln. Durch die enge Verzahnung der
Projektarbeiten ist ein intensiver Informationsaustausch zwischen den Partnern
gewadhrleistet, wobei die technologischen Anforderungen bis in die Zuchtmaterialentwicklung
zurlickgereicht werden.

Der Ablauf und die jeweiligen Arbeitspakete werden im folgendem Arbeitsplan zeitlich
eingeordnet (vgl. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Zeitplan fiir das Projekt LUPROME
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2 Wissenschaftlicher und technischer Stand

2.1 Einordnung der Lupine als pflanzliche Proteinquelle

Der weltweite Markt fiir pflanzliche Protein Food Ingredients umfasste in 2017 rund 7,7 Mrd.
USS und wird bis 2020 auf 10 Mrd. USS prognostiziert. In der EU betragt dieser Markt in 2017
rund 2 Mrd. USS und soll bis 2024 auf 3,7 Mrd. USS steigen. Einer weiteren Umsatzsteigerung
steht zum einen das schlechte Image von Soja, als das derzeit am meisten verwendete
Pflanzenprotein, aufgrund der Diskussionen um gentechnisch veranderte Sorten im Wege.
Zum anderen sind die bisherigen Ersatzprodukte zu Soja - in erster Linie Erbsen -
geschmacklich nicht akzeptabel, was deren Anwendungen beschrankt. Lupinen haben
hingegen einen neutralen (bis nussigen) Geschmack und werden in Deutschland angebaut.
Zudem gibt es weltweit keine gentechnisch veranderten Sorten. Der Samen der L.
angustifolius besitzt ca. 350 g/kg TS Protein, ca. 60 g/kg TS Fett und einen Ballaststoffanteil
von 160 g/kg TS (Sujak et al., 2006). Dies alles macht die Lupine zur Proteinpflanze mit Zukunft
und bietet damit ein hervorragendes Vermarktungspotenzial.

Die Lupinensamen konnen jedoch auch toxikologisch relevante Bitterstoffe aufweisen (BfR,
2017). Die enthaltenen Chinolizidinalkaloide, auch nur Alkaloide genannt, rufen beim Men-
schen Vergiftungssymptome wie Schwindel oder Ubelkeit hervor, die in hohen Dosen zu
Herzstillstand und Atemldahmung flihren kdnnen. Die taglich aufgenommene Dosis an
Alkaloiden sollte deutlich unter 0,2 mg/kg Korpergewicht liegen (BfR, 2017).

Der Gehalt der Bitterstoffe in den Samen ist abhangig von der Art und Herkunft sowie
Umweltbedingungen und Anbausystem (Beyer et al. (2015); Jansen et al. (2009);Jansen et al.
(2012); Jansen et al. (2015)) der Lupine. Geziichtete Stlupine gelten als alkaloidarm bzw. -
frei (unter 0,05 % bzw. 0,02 % in der Trockensubstanz) (Lupinenverein, 2019), wohingegen
Bitterlupine hohe Gehalte an Alkaloiden aufweisen. Bei Samen von L. angustifolius liegen
diese haufig zwischen 1,5 und 4 % mit den Hauptalkaloiden Lupanin (65 - 75 % der
Gesamtalkaloide) Angustifolin (10 - 15 %) und 13-Hydroxylupanin (10 - 15 %) (Blaschek et al.,
2006).

2.2 Entbitterung von Lupine

Die Verwendung von Bitterlupinensamen fiir die menschliche Erndhrung setzt einen Prozess
zur Entfernung der wasserldslichen Chinolizidinalkaloide voraus. Die Entbitterung erfolgt
meist durch Kochen und mehrtagiges Einweichen der Samen mit hdufigem Wechseln des
Wassers (Bleitgen et al. (1979); Aguilera et al. (1983)). Die Zugabe von Sauren, Laugen oder
Aktivkohle wahrend des Waschvorgangs kann die Konzentration im Endprodukt weiter
reduzieren (Carvajal-Larenas et al. (2013);Gross et al. (1983)). Bei diesem Vorgehen werden
allerdings auch wasserlosliche Kohlenhydrate, Proteine, Vitamine und Mineralstoffe
ausgetragen (Karara, 1987). Eigene Vorversuche im Labormalstab ergaben bis zu 30 % Verlust
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an Trockensubstanz bei diesem Verfahren. In einzelnen Erntejahrgdngen liegen auch bei
SuRBlupinen die Alkaloidgehalte deutlich Gber den oben angegebenen Werten (Wink, 2018), so
dass auch hier fir Lebensmittelnutzung mehrfach entbittert werden muss, was die
Wirtschaftlichkeit des Aufarbeitungsprozesses fir diese Lupinen erheblich reduziert.

Es liegen aktuell keine Erkenntnisse vor, die eine Nutzbarmachung der Schmalblattrigen
Bitterlupine fiir die Humanerndhrung beschreiben bzw. dass eine Durchfiihrung in praktischer
Form erfolgt ist. In einigen wenigen wissenschaftlichen Veroffentlichungen werden
Laborversuche zur Entbitterung beschrieben. Diese Versuche beruhen auf 3 Prozessstufen:

- soaking Einweich- oder Wasserungsprozess
- boiling Kochen
- washing Waschen (nach Saurefallung)

Diese Verfahren wurden bisher aufgrund des enormen anlagentechnischen und zeitlichen
Aufwands sowie des sehr hohen Wasserverbrauch - mehr als das 60-fache der Lupinensamen
- in den Industriestaaten nicht in die Praxis umgesetzt. Anders sieht es in Stidamerika aus -
dem zweiten wichtigen Genzentrum der Lupine. Die Andenlupine ist schon im 6. und 7.
Jahrhundert vor Christus kultiviert worden. In spateren Hochkulturen, wie der Nazca- (100-
800 n. Chr.) und der Tiahua- naco-Kultur (800-1000 n. Chr.) war sie fester Bestandteil in der
Erndahrung. Schon zu dieser Zeit wurde die Lupine durch Wassern und Kochen entbittert
(Torres Tello and Nagatay, 1980). Aktuell wird in der Andenregion u.a. in Ecuador dieses
Verfahren in kleinen Kooperativen zur Entbitterung der Andenlupine (Lupinus mutabilis) noch
heute durchgefiihrt. Dieser Entbitterungsprozess dauert im Durchschnitt 6 Tage. Erganzend
muss hier hinzugefiigt werden, dass man bewusst die ganzen Kerne entbittert. Die
entbitterten Lupinenkerne werden hauptsachlich fiir verschiedenartige Snacks verwendet.
Darin begriindet liegt auch die lange Zeitdauer des Wasserns. Das ist allerdings auch
verbunden mit erheblichen Produktverlust und zum Teil ungeniigender mikrobiologischer
Qualitat. In den nachfolgenden wissenschaftlichen Veréffentlichungen werden Forschungen
fir eine Verbesserung der Effizienz des Entbitterungsprozesses beschrieben: (Carvajal-Larenas
et al., 2013; Carvajal-Larenas et al., 2014; Villacrés et al., 2020).

Das von den Projektpartnern angestrebte Verfahren einer physikalischen Entbitterung durch
eine dem Siebprinzip zugrundeliegende Stofftrennung aufgrund unterschiedlicher
MolekilgroBen und -eigenschaften ist bezogen auf den aktuellen Wissensstand ein
Alleinstellungsmerkmal. Zusatzlich unterstiitzt wird diese Projektidee durch die Tatsache, dass
im Rahmen der Protein-Extraktion der Lupino AG bereits auf Membrantechnologie
zurlickgegriffen wird. Auch das ist ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zur kommerziell
Ublichen Herstellung von Proteinisolaten aus Soja, Erbse, Ackerbohne u.a. Die Verfahren
beruhen auf einer Saurefallung der Proteineinheit mit erheblichen Nachteilen fiir die Umwelt
(u.a. saure Abwadsser, hoher BSB-Wert). Die Sdurefallung bei der Lupinenproteingewinnung
nach dem Fraunhofer Verfahren fiihrt aufgrund des Loslichkeitsverhaltens zum Verlust der
physiologisch wertvollen y - Fraktion. Es gibt auch Hinweise auf eine nachteilige Beeinflussung
der Proteinqualitat durch den Einsatz von Salzsdure bei der Proteinfallung. Die im Projekt
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angestrebte und von der Lupino AG bereits praktizierte neutral wassrige Proteinextraktion ist
im Gegensatz dazu produkt- und umweltschonend.

3 Material und Methoden

3.1 Rohstoffe

Vom Projektpartner ESKUSA wurden acht verschiedene Akzessionen von Bitterlupinen (L.
angustifolius) bereitgestellt. Diese wurden mechanisch aufbereitet durch

e Schalen — Fliehkraftschalen
e Sichten — Steigsichter
e Flockieren — Walzenstuhl

Die Bitterlupinsamen wurden zu sehr diinnen Flocken gewalzt (= geringes Hektolitergewicht).
Das verbessert die Diffusion der Chinolizidinalkaloide aus der festen Flockenmatrix in die
wassrige Umgebung (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht der acht Bitterlupinakzessionen

Charge Alkaloidgehalt [%] Rohware [kg] = Samen [kg] Schalenanteil [%] Hektolitergewicht [kg]
LupiZAV4 2,00 25 19,5 22 33,5
54, mittel 1,54 50 38,0 24 35,5
54,grof 1,88 50 38,0 24 33,0
57 1,76 50 36,6 27 33,0
60 1,55 50 39,3 22 33,0
64 1,61 50 39,0 22 32,1
80 1,86 50 36,5 27 31,0
81 1,40 50 39,5 21 33,0

Diese acht Akzessionen sind das Material fir die Versuchsdurchfiihrung zur Entbitterung
mittels membranbasierter Ultra-/Diafiltrationsprozesse. Um die auf das Siebprinzip
beruhende Membrantechnologie erfolgreich anwenden zu kénnen, sind Kenntnisse der
stofflichen Zusammensetzung und der Molekulargewichte der Inhaltsstoffe erforderlich.

Tabelle 2: Ubersicht der Proteinfraktionen fiir Lupinus angustifolius L.
nach (Foley, 2011), mit den Bezeichnungen: Molekulargewicht (M), isoelektrischer Punkt (Iso-Pkt.).

Conglutin Fraktion Proteinfamilie = @ Total-Anteil [%] M:[kDa] Iso-Pkt. Quarterndre Struktur
a 118 24 412 5.1-5.8 Hexamer

Legumin B 7S 56 216 5.0-6.0 Trimer

Viciliny 7S 6 200 7.9 Tetramer

() 2S 14 13 sauer Monomer

Globuldre Proteine haben in wassriger Losung eine sehr kompakte, stabile und nahezu
kugelformige Struktur mit einem hydrophoben Kern und einer hydrophilen Oberflache. Durch
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die dicht gepackte innere Struktur haben die globuldren Proteine eine vom Molekulargewicht
abhangige Dichte von

em?

M(kDa
p(M) = 1.-110+1.-150-1.-“;(— {12 ”])] g

Haufig verwendet wird eine mittlere Dichte von

q
cme

p=1.37 ;

Dieser Wert gilt in etwa flur Proteine mit einem Molekulargewicht ps > 30kDa. Unter

Verwendung der bekannten Molekulargewichte der Lupinenproteinfraktionen (vgl. Tabelle 2)
ergeben ich folgende Werte fir die Proteindichte:

o — Conglutin = 1.41 Li A — Ceonglutin = 1.41 g 717 — Conglutin = 1.41 _-:;_i:
cn cny e
& — Clonglutin = 1.93 J 3
CIne

Es ist deutlich zu erkennen, dass das § - Conglutin mit seinem niedrigen Molekulargewicht eine

signifikant héhere Dichte hat im Vergleich zu den hochmolekularen Globulinen.

Fir die einzelnen Fraktionen lasst sich hieraus das vom jeweiligen Protein eingenommene
Volumen wie folgt berechnen:

-"luJ"r'uJ'r:e'u ' 1{]23

I I oy .
Verotein = 37" ——— ["m] N, = AVOGADRO — Konstante 6.022 - 10% 4] -

7

Mit den uns bekannten Molekulargewichten und der jeweiligen Proteindichte kann man
Uber das Volumen den Radius bzw. Durchmesser fiir die einzelnen Proteine bestimmen:

1
3V\3
TProtein = (T) 3 [T”“l

Die in Tabelle 2 dargestellte grofe Spannweite der Molekulargewichte der Lupinenproteine
(13 kDa - 412 kDa), wird vermutlich auch fiur die Bitterlupinen Akzessionen gelten. Dies
erfordert eine sorgfaltige Abwagung bei der Auswahl des molecular weight cut-off (MWCO)
der Membranen, denn die oben genannten Proteinfraktionen sollen zuriickgehalten und
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damit von den niedermolekularen Inhaltsstoffen getrennt werden. Daraus resultieren
folgende Parameter:

ro =22nm; rg=18nm: r,=17.5nm; r;= 6G.4nm

Der Zusammenhang zwischen der Porengrée und dem MWCO wird durch eine Reihe von
Faktoren beeinflusst. Es gibt daher unterschiedliche empirische Ansadtze. Meist verwendet
wird

dpyre = 0.00. (MWCO)"*

’

mit dem Porendurchmesser (dpore) in [nm] und MWCO in [Da]. Daraus wird ein MWCO fir die
zu verwendete Membran von 50.000 Da bzw. 50 kDa abgeleitet und ergibt einen
Porendurchmesser (dpore) von ~ 10 nm. Dies entspricht auch den Angaben des Herstellers
Synder Inc. zu der PorengroRenverteilung, dass ~ 84 % der Poren im Bereich von 5 bis 15 nm
liegen. Mit dem gewahlten Cut-off ist somit sichergestellt, dass die Proteinfraktionen a-, 8-
und y- Conglutin zu 100 % sowie 6- Conglutin zu > 60 % zuriickgehalten werden. Dies ist ein
Kompromiss zugunsten der Permeabilitat gegentiber der Selektivitat fir das 6- Conglutin.

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber die relativ enge Spannweite bei den Molekulargewichten
der Chinolizidinalkaloide. Im Vergleich zu den Proteinen ist das Verhaltnis MWaiaioide ZU
MWohroteinevon 2 1 : 1.000 . Das ergibt eine sehr gute Trenngrenze gegeniiber den Proteinen.

Anders verhalt es sich bei den Oligosacchariden, da es innerhalb dieser Gruppe eine etwas
groRere Spannweite gibt (vgl. Tabelle 4). Im Vergleich zu den Proteinen ist das Verhaltnis
MWoiigosaccharide ZU MWohroteine von 2 1 : 250. Daraus resultiert ebenfalls eine sehr gute
Trenngrenze zu den Proteinen.

Tabelle 3: Ubersicht der Struktur der Chinolizidinalkaloide
sowie der anteilméaRigen Verteilung und dem Molgewicht (M).

CAS Bezeichnung Formel M [Da] 2D-Struktur Anteil

550-90-3 Lupanin C15H24N20 248,36 e hoch

15358-48-2 13 Hydroxylupanin C15H24N202 264,36 - hoch
L

486-87-3 Isolupanin C15H24N20 248,36 = gering

550-43-6 Angustifolin C14H22N20 234,34 mittel

- Isoangustifolin C14H22N20 234,34 gering
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- 13 Hydroxymultiflorin ~ C15H24N202 264,36 - gering

Tabelle 4: Ubersicht der Struktur der wichtigsten Oligosaccharide
sowie der anteilméaRigen Verteilung und dem Molgewicht (M).

CAS Bezeichnung Formel M [Da] 2D-Struktur 2[g/100gAnteil]

57-50-1 Sucrose C12H22011 342,3 =4 5 ) Disaccharid
e

512-69-6 Ranose C18H32016 504,5 _:\5{ Trisaccharid

470-55-3 Stachyose C24H42021 666,6 35 - Tetrasaccharid
e

546-62-3 Verbascose C30H52026 828,7 Pentasaccharid

3.2 Membranwerkstoffe

Membranverfahren haben sich in den letzten Jahren zu einer Querschnittstechnologie
entwickelt, die eine effizientere Gestaltung von verfahrenstechnischen Prozessen gestattet.
Der in den letzten Jahren schnell gewachsene Markt mit neuen, moglichen Einsatzfeldern
brachte auch die Entwicklung neuer bzw. optimierter Membranwerkstoffe mit sich. Der bei
weitem groRRte Anteil von Membranen fir die Prozessindustrie wird aus polymeren
Werkstoffen hergestellt. Durch die Verflgbarkeit spezieller Membranen mit hohen
Selektivitaten und spezifischen Materialeigenschaften lassen sich Trennprozesse realisieren,
die mit konventionellen Grundoperationen der Verfahrenstechnik wesentlich aufwendiger
sind. Vor diesem Hintergrund wird die Entwicklung von Polymermembranen und deren
Modifizierung fiir die Entbitterung von Lupinenprotein Losungen angestrebt. Neben den
Polymeren werden keramische Werkstoffe, Metalle und Verbundwerkstoffe fir die
Herstellung von Membranen verwendet. Eine Ubersicht von Membranwerkstoffen geordnet
nach Werkstoffgruppen ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Ubersicht der Membranwerkstoffe*

Polymere Keramik Metalle Verbundwerkstoffe
PVDF Aluminiumoxid Edelstahl Graphene-Oxid/Polymer
PTFE Zirkoniumoxid Ni- Legierungen TFC- Membranen

PSF Siliciumoxid Metalloxide PSF/PEGMA

PES Siliciumcarbid Palladium Polymer-/Keramik
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PAN Siliciumnitrid Silber PAN/PDMS
CA Titanoxid Sintermetalle PAN/PAH
PC SPG-Glas Germanium Keramik-/Metall

*Erlauterungen siehe Anlage

Unter dem Aspekt der Wirtschaftlichkeit und des Anforderungsprofils an geeignete
Membranwerkstoffe wurden speziell die Polymermembranen

e PVDF - Polyvinylidenfluorid
e PAN - Polyacrylnitril

e CA — Celluloseacetat
e PES —Polyethersulfon im LabormaRstab getestet.
3.3 Bitteres Zuchtmaterial der Schmalblattrigen Lupine

Die im Projekt verwendeten Saatgutherkinfte der Schmalblattrigen Lupine sind allesamt
bittere Formen. Der Projektpartner ESKUSA hat 80 Saatgutmuster im Jahre 2014
dankenswerterweise von der Kuratorin der Lupinensammlung am Vavilov Institut der
Pflanzenindustrie, Frau Prof. Margarita Vishnyakova, St. Petersburg erhalten. Dabei wurde
explizit nach alten, bitteren Formen nachgefragt, die gegeniiber dem engen Siilupinenpool
noch eine moglichst groRe genetische Breite besitzen. Die Saatgutmuster wurden im Rahmen
des vom BMEL liber die BLE im Rahmen der EiweiRpflanzenstrategie geférderten Projektes
LupiZAV vermehrt und agronomisch charakterisiert. Fir das LUPROME Projekt wurde
aufgrund von Kornertrag und agronomischen Merkmalen eine Vorauswahl von 22
Akzessionen getroffen. Diese Akzessionen wurden von ESKUSA unter Bereinigung von
Abweichlern erneut vermehrt. Die geernteten Saatgutmuster wurden von den
Projektpartnern hinsichtlich Proteingehalt, Chinolizidinalkaloidgehalt und -zusammensetzung
sowie auf ihre verfahrenstechnische Eignung hin geprift. Beim Erntejahrgang 2020 wurden
alle Partien direkt nach dem Drusch und noch vor der Trocknung des Saatgutes in bereits gut
trockene und noch griine Samen fraktioniert. Diese Teilfraktionen wurden ebenfalls
analysiert.

34 Grundlagen der Membranfiltertechnologie

Ein Ausgangspunkt flir die Projektidee ist die Kenntnis, dass ein wesentlicher Teil der
Chinolizidinalkaloide in Wasser |6slich sind. Das Bestreben von Stoffen in Lésung zu gehen -
auch als Losungstension oder Losungsdruck bezeichnet - ist jedoch ein sehr komplexer auf
Diffusion beruhender Prozess. Die Chinolizidinalkaloide befinden sich in einer festen Matrix in
den Lupinensamen. Die Matrix besteht vorwiegend aus Zellwdnden (Rhamnogalacturon-
geriist), Proteinen (Globuline, Albumine) sowie Kohlenhydraten (Oligosaccharide) und bildet
ein polymeres Netzwerk. Durch dieses Netzwerk miissen die Chinolizidinalkaloide
diffundieren um in das umgebende Wasser zu gelangen. Um einen effizienten
Diffusionsprozess zu erzielen, gibt folgender theoretischer Ansatz eine Berechnungs-
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moglichkeit fir die notwendige Diffusionszeit der Chinolizidinalkaloide. (WALSTRA, P. 2003.
Physical Chemistry of Foods, Marcel Dekker, Inc, New York. 807 pp.)

K
5]

=l

t = Zeit die das Alkaloidmolekiil fiir eine Wegstrecke x benitigt [s]
r = Diffusionsstrecke [m]

.
D = Diffusionskoeffizient [%-]

Aus Experimenten wurde die Wegstrecke fiir ein Chinolizidinalkaloidmolekiil vom Kerninneren
zur duReren Hille mit 6.4 x 103 m ermittelt. Zur Abschatzung der Diffusionszeit wurde ein
Diffusionskoeffizient (D) von  1x10° angenommen, vergleichbar mit dem
Diffusionskoeffizienten fiir Zucker in Frichten. Der oben beschriebene reale
Entbitterungsprozess dauert 6 Tage bzw. 500.000 s. Daraus resultiert ein tatsachlicher
Diffusionskoeffizient (D) von 8 x 101! m?/s. Auf dem Weg vom Kerninnern zur duBeren Schicht
muss das Chinolizidinalkaloidmolekil viele Hindernisse aufgrund der Tortuositat
(Gebundenheit) des Transportweges in der festen Matrix iberwinden. Ebenfalls flhrt das
Wassern zur Quellung und damit Strukturverdanderungen die den Diffusionskoeffizienten
beeinflussen und die Diffusionsgeschwindigkeit erheblich einschranken.

Dieses Phdnomen lasst sich mathematisch durch das 2. Fick’sche Gesetz beschreiben:

dey e,

N

de, 2
=D, Ve,

ot

Die technologische Basis fir die Entbitterung sind Membran gestiitzte Verfahren der
Stofftrennung durch Riickhalt einer hochmolekularen Komponente (Protein) und Durchfluss
der niedermolekularen Chinolizidinalkaloide. Dazu wurden in einem Screening geeignete
Membranwerkstoffe getestet und bewertet. Fiir die Umsetzung in eine technische Anlage im
Labor- und PilotmaRstab ist daraufhin ein neuartiges Anlagenkonzept entwickelt worden. Das
Screening konnte dahingehend eingegrenzt werden, dass aufgrund der Membran basierten
Proteinextraktion der Lupino AG, Erfahrungen mit geeigneten Membranwerkstoffen
vorhanden sind.

35 Charakterisierung der Lupinensamen

Proteinanalyse

Der Rohproteingehalt wird nach Kjeldahl bestimmt. Dies erfolgt durch Aufschluss der
Teilprobe (Einwaage) mit Schwefelsdure in Gegenwart eines Katalysators, gefolgt von einer
Destillation der Reaktionsprodukte nach Alkalisierung  (Aufschlusseinheit 426,
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Destillationseinheit Kjelflex K360, beide Bilichi Labortechnik GmbH, 45127 Essen,
Deutschland). Zur Bestimmung des Stickstoffgehaltes wird der freigesetzte Ammoniaks mit
einer Salzsdurelésung nach Auffangen in einer Borsdureldsung mit einer Titrationseinheit
Titrino Plus (877, Metrohm GmbH & Co., 70794 Filderstadt, Deutschland) titriert. Die
Berechnung des Rohproteingehalts erfolgt durch Multiplikation des Ergebnisses mit 6,25.

Bestimmung des Aschegehaltes

Die Bestimmung des Rohaschegehaltes erfolgt gravimetrisch durch Bestimmung des
Masseverlustes nach Veraschung bei 550 °C im Muffelofen L9/11/P330 (Nabertherm, 28865
Lilienthal, Deutschland)

Fettanalyse

Die Bestimmung des Fettgehaltes erfolgt gravimetrisch. Dazu wird die Untersuchungsprobe
durch Kochen mit verdiinnter Salzsdure aufgeschlossen und der heifle Aufschluss durch einen
nassen Papierfilter filtriert, um die Fettsubstanzen zurlickzuhalten. Aus dem getrockneten
Papierfilter wird das Fett mit Petroleumbenzin in einer Soxhlet Extraktions-Einheit extrahiert.
Das Losemittel wird durch Destillation oder Abdampfen entfernt und die extrahierten
Substanzen gewogen.

Bestimmung der Trockensubstanz

Die Trockensubstanz bzw. der Wassergehalt wurden gravimetrisch mittel Seesandmethode
durch Bestimmung des Masseverlustes nach Trocknung bei 103 °C im Trockenschrank UL50
(Memmert GmbH & Co.KG, 91126 Schwabach, Germany) ermittelt.

Bestimmung der Ballaststoffe

Der Ballaststoffgehalt wird gravimetrisch-enzymatisch ermittelt. Je 1 g getrocknete Proben
(Duplikat) werden einem sequenziellen enzymatischen Verdau durch hitzestabile Alpha-
Amylase, Protease und Amyloglucosidase unterzogen. Unlésliche Ballaststoffe (IDF) werden
filtriert, der Rickstand wird mit warmem destilliertem Wasser gewaschen. Aus den
vereinigten Losungen aus Filtrat und Wasserwaschungen werden |6sliche Ballaststoffe (SDF)
mit 4 Volumina 95 %igem Ethanol ausgefallt. Der Niederschlag wird dann filtriert und
getrocknet. Sowohl SDF- als auch IDF-Rickstande werden fiir die endgililtige Berechnung der
SDF- und IDF-Werte um den Proteingehalt, Aschegehalt und den Leerwert korrigiert. Fir die
Bestimmung der Gesamtballaststoffe (TDF) werden die l6slichen Ballaststoffe (SDF) mit
95 %igem Ethanol ausgefallt, der Rickstand wird filtriert, getrocknet und gewogen. Der
Gesamtballaststoffanteil wird um den Protein- und Aschegehalt in den Fitrationsriickstanden
sowie um den Blindwert korrigiert
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3.6 Extrusion

Die Extrusionsversuche, die im Rahmen von AP 4.l ,Applikation der Proteine in
Lebensmittelmatrizes” durchgefiihrt wurden, wurden auf einem Doppelschneckenextruder
(ZSK27 MvPlus, Coperion GmbH, Stuttgart, DE) durchgefiihrt. Abbildung 2 zeigt den
schematischen Aufbau.

Lupinenextrakt
Proteinisolat

u

I AAeVAAIINENENINERNREn
-V””-IIIl....l.-\“I“I““

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 4

Dosierung & Mischen & Kihlen & Kihlen &
Forderung Schmelzen Komprimieren . Strukturieren

T<100°C T~120-150°C | T~120-140°C , T~45°C

Abbildung 2: Schematische Darstellung des High-Moisture Extrusionsprozesses.

Das Proteinisolat (Soja, Erbse) wurde in im ersten Extruder Barrel Giber eine Feststoffdosierung
eingefuihrt. Die Dosierung des fliissigen Lupinenextraktes erfolgte im zweiten Segment liber
eine Pumpe (vgl. Abbildung 2). Im mittleren Verfahrensteil des Extruders erfolgte das
Schmelzen und Mischen der Materialien bei Temperaturen bis 150 °C. Im letzten Abschnitt
erfolgte das Komprimieren und Abkihlen der Masse bevor sie am Extruderende durch eine
nachgeschaltete Kihldiise geférdert wurde, in der durch Abkihlen und eine damit
einhergehende Verfestigung des FlieBprofils eine faserartige Strukturierung erfolgte. Der
Gesamtdurchsatz des Materials betrug 10 kg/h, dabei betrug der Anteil an Lupinenextrakt bis
60 %. Die Schneckendrehzahl wurde konstant auf 100 min'! und das Kiihlaggregat zur Kiihlung
der Duise auf 45 °C eingestellt.

3.7 Charakterisierung der Chinolizidinalkaloide

Analyse des Rohmaterials (Samen der Schmalblattrigen Bitterlupinakzessionen)

Die Analyse der Chinolizidinalkaloide in den Samen erfolgte nach salzsaurer Extraktion mittels
Gaschromatographie, wobei zuerst eine Identifizierung der spezifischen Chinolizidinalkaloide
durch ein Massenspektrometer durchgefiihrt wurde. Die eigentliche quantitative Bestimmung
der individuellen Substanzen erfolgte mit Hilfe einer externen Kalibrierung unter Verwendung
eines Flammenionisationsdetektors (FID) (Jansen et al. 2009). Zudem wurden die Proben in
vierfacher Wiederholung analysiert und alle Ergebnisse werden als Mittelwelt mit n=4 und in
ug/g Korn bzw. % angegeben
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Analyse aller Prozessstufen der Entbitterung

Durch den mechanischen Entbitterungsprozess besitzen alle Proben/Prozessstufen einen
gewissen Wasseranteil, welcher fir die gaschromatographische Analyse entfernt werden
muss. Daher wurden alle Proben vorab gefriergetrocknet und die Ergebnisse auf die
Trockensubstanz bezogen. Durch die Angabe in Trockensubstanz wird der
Chinolizidinalkaloidgehalt im Permeat etwas verzerrt dargestellt, was hier aber keine
Berlicksichtigung findet, da die Chinolizidinalkaloidgehalte in der Proteinfraktion
entscheidend ist. Nach entsprechender Trocknung der Prozessstufen wurden die Proben
analog zu den Lupinensamen analysiert und alle Ergebnisse als Mittelwelt mit n=4 und in pg/g
Trockensubstanz (TS) bzw. % angegeben.

4 Aufzihlung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen
Ergebnisse und anderer wesentlicher Ereignisse

AP 1 Identifizierung geeigneter Membrane

TVH 1.1 Untersuchung der Eignung neuartiger Membraneigenschaften
Membraneigenschaften

Auswahl der geeigneten Membran fiir eine Trennaufgabe ist bestimmt hinsichtlich der
folgenden Kriterien, die ihrer Bedeutung entsprechend aufgefiihrt sind:

e Scharfe Trenngrenze — Selektivitat
e Hohe Permeabilitat — maximaler Permeatfluss
e Anti-Fouling Eigenschaften — Ablagerungen vermeiden
e Angepasste Materialeigenschaften
o chemisch-physikalisch z.B. hydrophile Oberflache; Bestandigkeit gegen Laugen
und Sauren
o thermisch - hohe Temperaturbestandigkeit u.a. fur die Reinigung
mechanisch - Widerstand gegenliber hohen Driicken
o geometrisch - optimierte zylindrische Porenform

Samtliche Kriterien kénnen in einem Anwendungsfall von einer einzelnen Membran oder
Membranwerkstoff in der Regel nicht gleich gut abgedeckt werden. Die Membranauswahl ist
daher immer ein Kompromiss, welche an den Anwendungsfall orientiert, unterschiedlich
gewichtet wird, um eine optimale Membranauswahl zu gewahrleisten. Der Charakterisierung
der Membranen fallt daher eine aulBerordentlich wichtige Rolle zu. Um eine geeignet Auswahl
von Membranen vornehmen zu koénnen sind alle die Funktionalitit der Membran
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bestimmenden Eigenschaften herausgearbeitet worden. In Tabelle 6 ist eine Eigenschaftsmatrix
zusammengestellt.

Tabelle 6: Eigenschaftsmatrix Membranen

Transporteigenschaften Strukturgeometrie Oberflacheneigenschaften
Volumenfluss PorengréRenverteilung Membranwerkstoff
Permeabilitdt Porenform/-geometrie hydrophob; hydrophil
Riickhaltevermégen Morphologie Oberflachenladung
Diffusion Tortuositdt; Porenlange { - Potential
Uberstromgeschwindigkeit Porositat Oberflachenstruktur

Charakterisierung von Membranen

Flr eine zielorientierte Identifizierung geeigneter Membranen sind in Tabelle 6. eine grolle
Anzahl Parameter zur Charakterisierung der Membranen aufgefiihrt. Die Analyse und
Bewertung dieser Parameter sind Grundlage bzw. Kriterium fiir die Membranauswahl.

PorengrofRenverteilung — bestimmt die Qualitdt einer Membran in Bezug auf ihre
Trenneigenschaften und den Transportmechanismus. Die Kenntnis ist eine wesentliche
Voraussetzung flir die Auswahl des optimalen Porendurchmessers bzw. des MWCO.
Polymermembranen haben eine relativ breite Streuung des Porendurchmessers - beschrieben

durch eine logarithmische Normalverteilung der Anzahl n der Poren mit dem Radius r;

Npore 1 /ln(r;) = In(rpae)\?
'”('f'é} — {_I ore exp (__( n(r;) niry r.utJ) ) B

V2T a7 a

Selektivitat — die Fahigkeit einer Membran, zwischen Komponenten einer Mischung zu
unterscheiden, wird als Selektivitat bezeichnet:

1
o=

Lq)”."ufe'éu

Hieraus konnen der erforderliche MWCO und das Zurickweisungsverhalten bzw.
Rickhaltevermdgen unterschiedlicher groRer Molekile oder Partikel abgeleitet werden.

Molecular Weight Cut-Off (MWCO) - bei Ultrafiltrationsmembranen kommt lblicherweise das
MWCO zur Anwendung, also die Molmasse, der zu einem Anteil von 90 % oder 95 %
zurlickgehaltenen Molekaiile.

Riickhaltevermdgen R —ist eine Funktion des Siebkoeffizienten

C Filtrat

SI’."(;F:'EH — C
< Feed
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Permeabilitat — ist die Kennzahl fiir den Fluss bzw. Durchlassigkeit des reinen Losungsmittel
Wasser bezogen auf den Transmembrandruck

J,

AP

LJ’J =
mit

l*';f *erimeate
"‘e.' = 1—
AMembran t

und eine der wichtigsten Parameter zur Beurteilung einer Membran. Die Permeabilitat verhalt
sich kontrar zur Selektivitdit. Eine hohe Permeabilitdt verringert die Selektivitat und
umgekehrt.

Porendichte — Anzahl N der Poren je Membranflacheneinheit; eine hohe Porendichte ist
anzustreben. Begrenzende Faktoren sind die mechanische Stabilitst und das
Herstellungsverfahren. Die Porendichte berechnet sich mittels Hagen-Poiseuille Gleichung mit

Hilfe des ermittelten Fluss jides Loésungsmittels zu

L .-'\']—:’rdfﬂP
Tt 128ne

Porositat — ist das Verhaltnis der Porenoberflache zur gesamten Membranoberflache und
abhangig von der Porendichte:

N
- ) - g
£ = Pore

A Membran

mit N - Anzahl der Poren; R - Porenradius
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Tortuositat — bei der Herstellung von Polymermembranen sind die Poren nicht exakt vertikal

ausgerichtet, sondern zeigen eine Verwindung. Das bedingt eine groRere Porenlange [ .als die

Membrandicke “membran und beeinflusst damit den Permeatfluss:

L.

'-)}_U embran

T =

Porengeometrie/Porenform — im Idealfall haben die die Poren zylindrische Form;
herstellungsbedingt aber auch teilweise elliptisch. Neuere Herstellungsverfahren ermdoglichen
auch eine geschlitzte Porenform. Das soll zu einem verbesserten Permeatfluss fihren. Fir die
Proteinaufbereitung liegen dazu noch keine Ergebnisse vor.

{-Potential — das z-Potential ist ein Mal fir die elektrische Ladungsdichte an der Membran-

Wasser-Grenzflache und beriicksichtigt die elektrostatische Wechselwirkung zwischen der
Membranoberfliche und den in der wassrigen Losung befindlichen Proteinen. Die

Verdnderung des z-Potentials nach einer Proteinfiltration ist ein MaB fiir den Fouling- Prozess.

Oberflachenrauhigkeit — die R Oberflaichenrauhigkeit ist ein weiterer Parameter zur
Charakterisierung von Membranen vor allem in Bezug auf die Permeabilitdt bzw. Permeatfluss

Hydrophilitdit — Hydrophilitat ist eine wichtige Oberflacheneigenschaft in Bezug auf das
unerwinschte Fouling und wird durch den Wasserkontaktwinkel WCA (water contact angle)
beschrieben. Oberflachenrauhigkeit und Hydrophilitat werden durch
Membranoberflachenmodifikation an den jeweiligen Filtrationsprozess angepasst.

TVH 1.1l Untersuchung der Eignung verschiedener spezifischer Membraneigenschaften
Vorauswahl Membranstoffe

Anhand der die Funktionalitdit bestimmenden Membraneigenschaften erfolgte eine
Vorauswahl hinsichtlich der Werkstoffgruppen auf Polymere.

Polymere
e Polyethersulfon (PES)
e Polyvinylidenfluorid (PVDF)
e Polyacrylnitril (PAN)

e Polytetraflorethylen (PTFE)

Die aus bekannten Materialien bestehenden Membranen erreichen ihre spezifische
Funktionalitat durch physikalisch und /oder chemische Modifikation ihrer Oberflache. Hier
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besteht die Herausforderung den am besten geeigneten Werkstoff fiir eine Modifizierung
zu finden, die den dualen Prozess der Chinolizidinalkaloidabtrennung und gleichzeitiger
Proteinaufkonzentrierung optimal gewahrleistet.

Untersuchung zur Eignung neuartiger Membranwerkstoffe

Ziel der Modifizierung sind neuartige Oberflacheneigenschaften die einen stabilen
Permeatfluss gewadhrleisten und das sogenannte fouling minimieren. Das fouling ist
gekennzeichnet durch die Ablagerung von Partikeln, Kolloiden, Makromolekiilen als
sogenannte Natural Organic Matter (NOM) auf der Membranoberfliche und/oder an den
Porenwdnden. Die kolloidalen Bitterlupinenproteine kénnen durch die Neigung zum fouling
die Membranleistung negativ beeinflussen. Entgegenwirken kann man diesen Prozess durch
Erhohung der Hydrophilitit der Membranoberflache/Porenwande durch verschiedene
Modifizierungsstrategien. Da Chinolizidinalkaloide ebenfalls hydrophil sind wird deren
Abreicherung sowie der Riickhalt der hydrophoben Proteine positiv beeinflusst.

Modifizierungsstrategien Spezielle Oberflaichen modifizierende Stoffe, sogenannte
Hydrophilic Surface Modifying Macromolecules (LSMM), verdndern die Oberflachen-
eigenschaften durch die Bildung kovalenter Bindungen durch ihre molekularen
Untereinheiten mit den aktiv wirkenden Membranwerkstoff.

e chemische Modifizierung
o Carboxylierung
o Sulfonierung
o Aminierung
o Epoxidation

e Oberflachenrauigkeit
o minimale Rauigkeit schon bei Produktion des Grundkorpers
o Aufbringen eines Diinnschichtfilms z.B. durch Grenzschicht- Polymerisation
o Neuestes Verfahren: gepfropfte Nanofilmschicht
e Physikalische-chemische Modifizierung
o Argon- Gas Oberflachenaktivierung
o Plasma- Niedrigdruck- Polymerisierung mit AAc, CPAm und HMDSO
Monomeren !

Besonders geeignet fiir die Modifizierung zu hydrophilen Oberflachen sind Membranen auf
Basis Polyethersulfon:

L AAc- Acrylsdure; CPAm -Cyclopropylamin; HMDSO - Hexamethyldisiloxan
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Abbildung 3: chemische Darstellung von Polyethersulfon

Wesentlich fiir die Identifizierung geeigneter Membranen ist neben den oben genannten
physikalisch-chemischen und mechanischen Eigenschaften der Membranen auch die
stoffliche Seite der abzutrennenden und zuriickzuhaltenden Stoffe. Dem Trennprinzip der
Ultrafiltration liegt in erster Linie der Ausschluss der abzutrennenden Stoffe nach GroRRe und
Gestalt zugrunde. Hier spielt weitgehend unabhangig vom Polymermaterial, die GroRRe der
suspendierten Partikel oder das Molekulargewicht und Morphologie der Makromolekiile in
Losung im Verhdltnis zur PorengroBe der Membran die entscheidende Rolle. Eine
Membranstruktur mit moglichst hoher Porositdt ist anzustreben, um die Trennung bei
gleichzeitig hohen Permeatfluss zu realisieren. Es besteht eine grofle Differenz der
Molekulargewichte zwischen den zuriickzuhaltenden Proteinen und den abzutrennenden
Chinolizidinalkaloiden und niedermolekularen Zucker. Das spricht eindeutig flr eine
Anwendung der Membrantechnologie zur Stofftrennung bei der Aufbereitung von
Bitterlupinen.

Ermittlung spezifischer Membraneigenschaften

Die fir die Entbitterung erforderlichen spezifischen Membraneigenschaften lassen sich durch
geeignete KenngrofRen charakterisieren. Die Strategie zur Optimierung der spezifischen
Membraneigenschaften lasst sich wie folgt zusammenfassen:

e Bestimmung und Vergleich der Permeabilitdit der 4 vorausgewahlten polymeren
Membranen (PES, PVDF, PAN, CA) auf Grundlage der Normalized Water Permeability

TCF — Temperaturkorrektur faktor

L J, - TCF
Lywep { } -

2 T -
m=-s-Pa TMP- -'1_\1('.'ufn'um'

e optimaler Porendurchmesser bzw. Cut-o (MWCO) mittels folgender Beziehung
ermitteln:

Dyweo = 0.066( MW C0)™33

¢ hochst mogliche Hydrophilitdit durch geeignete Oberflachenmodifizierung,

charakterisiert durch {-Potential; ZielgrofRe bei -12 mV bis -14 mV
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e maximale Porendichte bzw. Porositat unter Berlicksichtigung des
Herstellungsverfahrens und der mechanischen Stabilitat; ZielgréRe: 0,5 [cm®/cm®]

e geringst mogliche Oberflachenrauigkeit im Rahmen der Oberflachenmodifizierung;

ZielgrofRe ~1 um

TVH 1.1Il Entwicklung und Test einer geeigneten Membran

Die vorausgewdhlten polymeren Membranen wurden im LabormaBstab mit einer Flachzellen
Laboranlage der MEVAN Technology GmbH getestet.

Beschreibung:

e Typ MF25 Compact1980

e Membranflache 80 ¢m?

e Abmessungen: 750 X 750 X 500 mm
e Arbeitsdruck: max 8 MPa

Abbildung 4: Flachzellenlaboranlage

Aus dem zuvor ermittelten Zusammenhang von Proteindurchmesser und
Molekulargewicht ist ein geeigneter MWCO (molecular weight cut-off) zu bestimmen.
Aufgrund der Bandbreite von 13 kDa fiir die 6-Conglutin bis zu > 400 kDa fir die a-Conglutin
muss hier ein Kompromiss gefunden werden. Aus den Versuchen mit der Flachzellen-
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Laboranlage ergab sich ein optimaler MWCO von 50 kDa. Im Vergleich wurden fiir die PES
Membran beste Werte fiir die Permeabilitat erzielt:

L S [ L :|
P mZ k- bar

Der Permeatfluss wurde mittels Proline Promag P 300 magnetisch-induktives
Durchflussmessgerat (Endress + Hauser) bestimmt. Unter Berticksichtigung von Verfligbarkeit,
Kosten, mechanische Stabilitdit und Modifizierungspotential wurde eine Membran auf Basis
Polyethertsulfon (PES) mit MWCO 50 kDa identifiziert. Um die angestrebten Parameter zu
erreichen wurden diese dem Hersteller Synder Filtration Inc. Gbermittelt. Hieraufhin erfolgte
eine gezielte chemisch-physikalische Oberflachenmodifikation.

Die Membranen wurden daraufhin mit Hilfe des non-solvent induced phase separation
(NIPS)Prozesses hergestellt, bei der ein Membranpolymer in einem aprotisch-polarem, hoch
siedendem Losemittel gelost und nach einem Rundrakelprozess mit einem Nichtlésemittel
gefallt wird. Konkret heillt dass: hergestellt aus azidiertem Polyethersulfon in N,N-
Dimethylacetamid unter Zugabe von Polyvinylpyrrolidon als Porogen und Fallung in einer
Mischung aus Wasser und N,N-Dimethylacetamid (Angaben des Herstellers Synder Inc.).

AP 2 Produktion und Bereitstellung von Lupinensamen

Im Laufe des Projektes wurde Saatgut von 14 Akzessionen (Erntejahre 2020 und 2021 in
Tabelle 7) in Vermehrungsparzellen angebaut und akzessionsweise gedroschen. Da die
Akzessionen noch nicht in Form von reinen Linien vorliegen, wurden in den
Vermehrungsparzellen intensiv vom Haupttypus abweichende Pflanzen bereinigt, d.h.
wahrend der Vegetationszeit bis kurz vor der Ernte ausgemerzt.

Die Tabelle 7 gibt einen Uberblick {iber die fiir das Projekt verwendeten Lupinenakzessionen
und die an die Projektpartner abgegebenen Saatgutmengen.

Da das Projekt spater als urspriinglich vorgesehen gestartet ist, lagen zu Projektbeginn schon
acht Saatgutvermehrungen aus dem Erntejahr 2019 vor. Mit diesen 8 Saatgutmustern konnte
bereits am Anfang des Projektes bei allen Partnern gearbeitet werden. Urspriinglich war
vorgesehen, im ersten Projektjahr mit Saatgut der Bitterlupinensorte "ESKUBLUE’ zu arbeiten.
Die Auswahl weiterer Akzessionen wurde malgeblich erleichtert durch die
Chinolizidinalkaloid- und Proteingehaltsanalysen eines umfangreichen Sets von 86
Saatgutmustern aus dem LupiZAV-Vorgangerprojekt durch das JKI und das DIL (vgl. Tabelle 12
und Tabelle 24). Die in der Antragstellung genannten 15-21 Akzessionen lagen schon nach
Ende der zweiten Vegetationsperiode im Jahr 2021 vor. Dies ergab die Mdglichkeit, in der
dritten Vegetationsperiode des Projektes im Jahr 2022 drei Akzessionen groRer flachig zu
vermehren, um ausreichend grofle Proteinextrakt-Chargen fir die abschlieRenden High-
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Moisture Extrusionsversuche bereitstellen zu kénnen. Es wurden im Jahr 2022 von der Nr.23:
423 kg, von der Nr.57: 1191 kg und von der Nr.80: 851 kg geerntet und bis auf Restsaatgut fur
weitere Vermehrungen an Lupino bzw. an die Schalmuhle in Vetschau Gbergeben.

Die an die Schalmihle ({ibergebenen Saatgutmengen wurden gewogen und die
Schalenfraktion wurde quantitativ zurlickgewogen und wieder an ESKUSA (ibergeben. So
konnten als wichtige Parameter die Schalbarkeit und die Ausbeute an geschalter Ware fir die
Flakesherstellung ermittelt werden (vgl. Abbildung 5). Der Schalenanteil nach dem
Schalprozess liegt je nach Akzession zwischen 20 und 25%, wobei auch Effekte von Lagerung
bzw. Frischverarbeitung enthalten sind.

Tabelle 7: Ubersicht (iber Erntejahrgénge und Erntemengen der Lupinenvermehrungen

Akzession/
Prifnummer

54-1 klein
54-1 gfolB
64-1

66-2

81-1

q

57-1

80-1

28-1

37-1

47-2

49-1

55-1

19-1

58-1

3

18

23

30

46

66

26

Erntejahr

2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2021
2021
2021
2021
2021

2021

2021

Menge(kg) Menge(kg) Menge(kg)
libergeben  iibergeben  (ibergeben

an Lupino an DIL an JKI
50 2 0,5
50 2 0,5
50 2 0,5
50 2 0,5
50 2 0,5
50 2 0,5
50+80 2 0,5
25+80 2 0,5
25 2 0,5
40 2 0,5
40 2 0,5
35 2 0,5
34 2 0,5
17 2 0,5
26 2 0,5
40 2 0,5
40 2 0,5
30 2 0,5
20 2 0,5
40 2 0,5
20 2 0,5
35 2 0,5
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Restsaatgut Fraktion

Menge (kg)

reichlich
reichlich
reichlich
reichlich
reichlich
reichlich
reichlich
reichlich
10

10

10

10

10

5

10

26

31

14

15

17

23

18

griin (kg)

6,5
9,8
11

9,8
4,5
5,3
2,5
19
3,3
1,5
4,6

nicht
fraktioniert

nicht
fraktioniert

4,0
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reif (kg)

35
50,5
50,4
45,3
44
22,5
36
7,1
2,2
2,6
4,6

nicht
fraktioniert

nicht
fraktioniert

2,1
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Abbildung 5: Schalenanteile an den Lupinen-Samenkérnern
nach Akzessionen

Waihrend die Kotyledonen den Hauptbestandteil der geschalten Samen ausmachen, haftet
den Schalen noch ein GroRteil der Keime an. Die Schalen wurden daher mittels Rebeln, Sieben
und Steigsichtern weiter fraktioniert in eine proteinfreie Schalenfraktion und eine
Keimfraktion (vgl. Abbildung 6). Dabei ist zu erkennen, dass das Giberlagerte Saatgut der Ernte
2019 (Nr. 64, 4, 54, 57, 81, 66 und 80) bei der Fraktionierung mit 6-12% einen deutlich
geringeren Keimanteil in der Schale besitzt als die frisch aufbereitete 2021er Ernte (Nr. 3, 18,
23, 26, 46, 57, 80 mit 12-26%). Beide Fraktionen kénnen Nebenstromketten zugefiihrt
werden: Die Schalen erwiesen sich als prinzipiell gut geeignet zum Abstreuen von
Jungpflanzenanzuchten gartenbaulicher Kulturen. Aus der Keimfraktion kann ein
hochwertiges Keimdl hergestellt werden, das beispielsweise in der Kosmetikindustrie
Verwendung finden kdnnte.
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Abbildung 6: Keimlingsanteil nach weiterer Aufbereitung,

bezogen auf die Gesamtfraktion der Schalen aus dem Schélprozess

In Abbildung 6 ist der Keimlingsanteil der Akzessionen dargestellt. Dabei stammen die ersten
acht Akzessionen aus der Gberlagerten Saatguternte 2019 (Anteil 0,5-2,5 Gewichtsprozent der
aufbereiteten Korner); die rechten 7 Akzessionen stammen aus der relativ frisch aufbereiteten

Ernte 2020 (Anteil 2,5

— 4,9 Gewichtsprozent der aufbereiteten Koérner). Der anhaftende

Keimlingsanteil an der Samenschale kann, zumindest einen Teil der bei Lupino seit langem
beobachteten, besseren Proteinausbeuten bei Giberlagertem Saatgut erklaren.
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Abbildung 7: Keimlingsanteil, bezogen auf die Ausgangsmenge an Kérnern

Abschlussbericht LUPROME Seite 33 von 74

ulius Kiihn-Institut



Geférdert durch

Projekttriger

Bundesministerium Bundesanstalt fur . s’ . ‘
ﬁ LunrdElr::!Eir:'g“ha“ & Landwirtschaft und Erndhrung E-X%I‘{ U S A D I I LUP‘I.N._O G_ "-j
- J

aufgrund eines

nflanze)

Beschlusses
des Deutschen Bundestages

AP 3 Durchfiihrung und Trennung mittels Membranen

TVH 3.1 Ermittlung wesentlicher Einflussparameter auf das Trennverhalten

Der Filtrationsprozess wird durch nachstehend aufgefiihrte Parameter beschrieben. Diese
Parameter werden durch die Art und Weise der Prozessfiihrung beeinflusst. Bei der
Prozessfiihrung sind folgende Prozessbedingungen zwingend einzuhalten:

e Volumenkonstanz durch exakte Zufilhrung von Frischwasser simultan zum
Permeatfluss

e stabiler Flux Uber die Regelung (FU) der Feedpumpe
e Transmembrandruck konstant halten (iber Regelung (FU) der Systempumpen
e Temperatur Stabilitat durch aktive Kiihlung der Membranen

Vorrangiges Kriterium fir den Erfolg dieser Prozessfiihrung ist die Reduzierung bzw.
Endkonzentration der Chinolizidinalkaloide auf < 0,02 %. Projektpartner JKI fihrt dazu die
Analysen durch.

Die Prozessstufe Ultrafiltration wird durch nachfolgende Kennzahlen beschrieben:

Kennzahl R

Der momentane Riickhalt R (konzentrationsunabhangig)

R=1-%F

CF

cp- momentane Permeatkonzentration - Feedkonzentration R =098 Lupinenprotein; r=0.02
Chinolizidinalkaloide

Kennzahl cp

(1 — XB1); Zielgrosse cp — 0; kein Protein im Permeat

— Gesamtpermeationsgrenze
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Die Abbildung 8 zeigt den prinzipiellen Aufbau einer UF-/DF- Anlage:

Wirmetauscher Druckhalteventil
Feed — l
Konzentrat —
Feed Retentat
[ Membranmodul | |
Pumpe
Permeat

Abbildung 8: Grafik Diafiltration

TVH 3.1l Inbetriebnahme der Pilotanlage

),

Die Anforderung an den Membranflache-Zeit Bedarf At bei einem Ausgangsvolumen yp ist

bestimmt durch die Summe des Permeatflusses aller 3 Prozessstufen UF1, DF und UF2:

Tabelle 8: Rohstoffdaten Lupinenflocken

Probe / Akz. Menge [kg] Alkaloid [%] Protein [%]

80 225 2.51 42.0

57 225 2.40 40.0

26 185 2.06 41.2
Tabelle 9: Zusammenstellung der Versuchsdaten

Probe /Akz. Ansatz [L] Feed Vso[L] Vp Vi1 [L] Feed [L]

80 2.250 1.725 1.300 425

57 2.250 1.725 1.300 425

26 1.850 1.420 1.065 355
Tabelle 10: Prozessdaten Diafiltration

Probe /BLU Faktor D TMP UF [bar] Flow [m/s]

80 5 18.0 3.0 2.5

57 5 18.0 3.0 2.5

26 5 18.0 3.5 2.5

Abschlussbericht LUPROME

Suspension [L]
2.250
2.250
1.850

Volumenor [L]

2.125
2.125
1.775

QA Extrakt [%]

JKI
JKI
JKI
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Tabelle 11: UF-/DF Prozessanalyse

Prozessschritt

Beschreibung

Retentatvolumen
Start
Retentatvolumen
final
Permeatvolumen je
Stufe

Volumen Wasser

Permeatfluss j

Membranflachen-
zeitbedarf A:

Mit

UF1 Prozessstart:
Vor-Konzentrierung

Konzentrierung von co zu

DF: Diafiltration
N Waschstufen

n-fache Diafiltration bei

e Qoepes
%K UEENFQ ﬁ] D !glulﬁn-llnstﬂut

UF2: finale Konzentration

Konzentrierung von co auf cF

Vereinfacht sich obige Gleichung zu

Cp Cp
Vo Vo/X1 Vo/X1
Vo/X1 Vo/X1 Vo/X1X2
Vo (1-1/X1) Vo(X/X1) (Vo/X1)(1—1/X2)
0 Vo(X/X1) 0
Jo/3 +2Jo/3 Jo ID/3 + 2Je/3
Vo(l—1/X,) Vo /X1 (Vo/X1)(1 —1/X2)
Jo/3+2Jp/3 Jp Jp/3+2Jp/3
At 3(1-1/Xy)  N/Xy  (3/X1)(1—1/X3)
Vo Jo+ 2Jp Jp Jp +2Jp

X, =2

Co
ﬁ _ Ng
Vo cpdp

e 0.g. Gleichungen zum Permeatfluss sind Naherungslosungen

e fiir die meisten praktischen Falle ausreichend

e Stoffbilanzgleichung

av

e Gel-Modell fir tiefergehende Berechnungen

e Permeatflux

e Permeatfluss

At

J = kln(cy/c)

Ncy

Vo epkin(c,/c)
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Losung der nichtlinearen Differentialgleichung des Permeatfluss ergibt die optimale
Konzentration fir den Diafiltrationsprozess

C
CDI—Q
(S

bei Minimierung des Membranflachen- Zeitbedarfs.

Ablauf Gesamtprozess

( Prozess Design )

!

s ~\

Batch Prozess

!

UF Vorkonzentration
Diafiltration

|

g ~N

UF Endkonzentration

L J

Abbildung 9: Blockbild Prozessablauf

TVH 3.1l Untersuchungen zur Prozessfiihrung der Pilotanlage
1. Prozessdaten Standard-Ultrafiltration

e Start: Volumen Proteinlésung Vo = 4.000 L
e Start: Konzentration Proteinlésung co=5 %
e Aufkonzentrierungsfaktor X =5

e Ende: Volumen Retentat Vg = 800 L

e Ende: Konzentration Proteinlosung cr

e Ende: Prozesszeit Ultrafiltration 1,5 h
3.200 1

120%1,5 m2h

e Ende: Flux bzw. Permeatleistung  J(t) =
2. Diafiltration

e Diafiltrationsfaktor: VCF =5

e Start: Diafiltrationsvolumen Vg * DF = 4.000 L
Vb

e Ende: Diafiltration: Prozesszeit ¢ =
J(t)x A

=1,8h
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Die Diafiltration erfordert demnach eine zusatzliche Prozesszeit von 1,8 h. Um den Prozess

wirtschaftlich zu betreiben, muss die Permeatleistung entsprechend erhéht werden. Hier

kann modular die notwendige Membran- bzw. Filtrationsflache erweitert werden.

Beim Scale-up auf eine in der Praxis lbliche BatchgrofRe von 4.000 L Proteinldsung (aus
5.000 L Rohsuspension Lupinenflocken : Wasser von 1 : 10) hat sich die Prozessstufe yr1 Vor-
Konzentrierung nachteilig auf nachfolgende Prozessstufe Diafiltration ausgewirkt. Die
Abtrennung der Chinolizidinalkaloide wird durch die erhéhte Proteinkonzentration
behindert. Bei gleicher Zahl an Waschstufen bzw. gleichem Diafiltrationsvolumen werden
die Chinolizidinalkaloide nicht ausreichend reduziert. Der Diafiltrationsprozess muss mit
der verdiinnten 4.000 L Proteinlésung durchgefiihrt werden. Am Ende der Diafiltration
muss dann die vollstandige 5fache Aufkonzentrierung der Proteinlésung erfolgen.

AP 4 Proteincharakterisierung und Priifung in Lebensmitteln

TVH 4.1 Charakterisierung der Lupinensamen

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse der Lupinensamen-Charakterisierung der von
ESKUSA bereitgestellten Lupinensamen aus den Erntejahren 2017 bis 2021 dargestellt.

2020 wurden 86 Saatgutmuster (ausgereifte Samen und griine Kérner) der Blauen Lupine von
ESKUSA aus den Erntejahren 2017, 2018, 2019 und 2020 an das DIL zur Analyse gesendet.
Diese Samen wurden auf Protein-, Fett- und Wassergehalt untersucht, um Akzessionen zu

finden, die einen hohen Proteingehalt aufweisen (Tabelle 12).

Tabelle 12: Auswahl von Analyseergebnissen von Lupinensamen

Nr

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

von Eskusa aus verschiedenen Erntejahren. Ergebnisse sind dargestellt als [%] =
= (g/100g Trockensubstanz).

als [%TS]
Ernte  Sorte/Akz.
-jahr
2017 Boregine
2017 Boruta
2018 48
2018 50
2018 50
2018 81
2018 81
2020 19
2020 37
2020 28

F-nr.

7.2
3.1
33

7.2

Besonderheiten

Miniparzelle
Miniparzelle
Miniparzelle
Miniparzelle
Miniparzelle
gesiebt
gesiebt
gesiebt

Wasser
[%]

8,69
8,52
8,60
8,12
8,64
8,72
8,59
8,80
8,73
8,77

Roh-
protein
[%]
21,50
28,60
20,80
18,60
21,40
23,70
20,10
28,10
30,70
26,90
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Fett
[%]

8,12
7,36
8,66
8,38
7,54
7,28
7,36
7,44
7,39
7,17

(g/100g Samen) bzw.
Roh- Fett
protein | [% TS]
[% TS]

23,55 8,89
31,26 8,05
22,76 9,47
20,24 9,12
23,42 8,25
2596 7,98
21,99 | 8,05
30,81 8,16
33,64 8,10
29,49 7,86
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66 2020 47 gesiebt 8,60 31,50 6,91 34,46 7,56
67 2020 49 gesiebt 8,93 30,80 6,63 33,82 7,28
68 2020 55 gesiebt 8,57 27,80 7,40 30,41 8,09
69 2020 58 gesiebt 8,40 28,50 7,38 31,11 8,06
70 2020 LUPIZAV 4 gesiebt 8,73 29,40 7,42 32,21 8,13
71 2020 19 griine Kérner 8,75 31,80 7,55 34,85 8,27
72 2020 37 griine Kérner 8,58 32,10 7,63 35,11 8,35
73 2020 28 griine Kérner 8,47 26,70 7,75 29,17 8,47
74 2020 47 griine Kérner 8,72 31,50 7,72 34,51 8,46
75 2020 49 griine Kérner 8,92 32,50 7,73 35,68 8,49
76 2020 55 griine Kérner 8,57 29,90 8,38 32,70 9,17
77 2020 58 griine Kérner 8,72 32,00 7,46 35,06 8,17
78 2020 LUPIZAV 4 griine Kérner 8,73 31,70 8,91 34,73 9,76

Weiterhin wurden ausgereifte Lupinensamen mit griinen, unreifen Lupinenkdrnern
hinsichtlich ihres Nahrwertes verglichen. Auffallig war, dass die griinen Lupinenkdrner in der
Regel einen hoheren Protein- und Fettgehalt bezogen auf die Trockensubstanz aufwiesen, als
die ausgereiften Lupinensamen der gleichen Akzession. Die Analysenergebnisse dienten
ESKUSA zur Auswahl der neuen Vermehrungen fiir das Jahr 2021.

Auch aus dem Erntejahr 2019 wurden eine Reihe von Lupinen Akzessionen zur Protein- und
Fettcharakterisierung an das DIL geschickt. Wie in Tabelle 13 zu sehen ist, zeichneten sich vor
allem die Akzessionen 80, 57, 81 und 64 durch hohe Proteingehalte von > 30 % TS aus. Die
Trockensubstanz liegt im Mittel bei 90,71 %.

Tabelle 13: Analyseergebnisse 2019 zur Charakterisierung von Lupinensaatgut

unterschiedlicher Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Samen) bzw. als [%TS] =

(g/100g Trockensubstanz).

Charge Trockensubstanz Wasser Rohprotein Fett Rohprotein Fett
[%] (%] [%] [%] [%TS] [% TS]
Saatgut Akz. 4 91,84 8,16 22,4 7,74 24,39 8,43
Saatgut Akz. 54, mittel 90,67 9,33 24,8 7,66 27,35 8,45
Saatgut Akz. 54, grof 90,11 9,89 25 7,34 27,74 8,15
Saatgut Akz. 57 90,37 9,63 29,2 7,09 32,31 7,85
Saatgut Akz. 64 90,64 9,36 27,5 8,56 30,34 9,44
Saatgut Akz. 66 90,54 9,46 25,5 8,91 28,16 9,84
Saatgut Akz. 80 90,84 9,16 29,6 6,86 32,58 7,55
Saatgut Akz. 81 90,69 9,31 28,3 6,98 31,21 7,70

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der Protein- und Fettanalyse der aus dem Jahr 2021 von
ESKUSA geernteten Lupinensamen dargestellt. Die Trockensubstanz der Lupinensaaten liegt
im Mittel bei 89,57 % und der Wassergehalt bei 11,76 %. Den hdchsten Rohproteingehalt
bezogen auf die TS weisen die Samen der Charge 57 mit 32,24 % TS auf, gefolgt von Charge 26
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mit 31,85 % TS und Charge 80 mit 31,44 % TS. Den niedrigsten Rohproteingehalt besitzt die
Charge 66 mit 24,12 % TS. Der Fettgehalt der Samen liegt zwischen 6,02 % TS flr Charge 66
und 8,63 % TS fiir Charge 46.

Die in Tabelle 12 aufgefiihrten Lupinensamen wurden auflerdem im Rahmen von AP 1 vom
Projektpartner Lupino AG als Rohstoffe fiir die Versuche zur Auswahl geeigneter Membranen
fir die Pilotfilteranlage verwendet. Im nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse der
Reststoffanalysen der Lupinenflakes, -extrakten und -fasern dieser Akzessionen dargestellt.

Tabelle 14: Analyseergebnisse 2021 zur Charakterisierung von Lupinensaatgut
unterschiedlicher Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Samen) bzw. als [%TS] =
(g/100g Trockensubstanz).

Charge Ernte- Trockensubstanz = Wasser Rohprotein Fett Rohprotein Fett
datum [%] [%] [%] [%] [% TS] [% TS]
Saatgut Akz. 57 2021 88,10 11,90 28,40 5,51 32,24 6,25
Saatgut Akz. 80 2021 88,10 11,90 27,70 5,38 31,44 6,11
Saatgut Akz. 03 2021 89,35 10,65 25,65 5,50 28,71 6,16
Saatgut Akz. 18 2021 89,35 10,65 26,80 5,60 29,99 6,27
Saatgut Akz. 23 2021 88,90 11,10 24,00 5,90 27,00 6,64
Saatgut Akz. 30 2021 92,65 7,38 26,70 6,39 28,82 6,90
Saatgut Akz. 46 2021 91,40 8,60 24,25 7,89 26,53 8,63
Saatgut Akz. 66 2021 88,50 11,50 21,35 7,61 24,12 8,60
Saatgut Akz. 26 2021 89,80 11,20 28,60 5,41 31,85 6,02

TVH 4.1l Charakterisierung der Proteine und Reststoffe

Im Jahr 2020 wurden bei Lupino verschiedene Versuche zur Auswahl der geeigneten Membran
durchgefiihrt. Unterstiitzend zu diesen Versuchen erfolgten am DIL im Rahmen von TVH 4.lI
hinsichtlich
Nahrstoffzusammensetzungen. Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen 4 bis 10
dargestellt.

Analysen verschiedener Lupinenextrakte, -fasern und -flakes ihrer

Die untersuchten Lupinenflakes der Akzessionen aus dem Erntejahr 2021 (vgl. Tabelle 14)
unterschieden sich hinsichtlich ihrer Nahrwertzusammensetzung, wie in Tabelle 15 ersichtlich
wird. Die Lupinenflakes der Chargen 57 und 80 zeichneten sich durch einen hohen
Proteingehalt von 39,77 % TS bzw. 38,69 % TS und einem vergleichsweise niedrigem
Kohlenhydratgehalt von 46,78 % TS bzw. 47,17 % TS aus. Charge 54 (grof3) wies hingegen einen
niedrigeren Proteingehalt von 29,86 % TS und einen hoheren Kohlenhydratgehalt von
56,67 % TS auf. Der Fettgehalt lag bei allen untersuchten Chargen bei ca. 9,2 bis 11,3 % TS.
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Tabelle 15: Analyseergebnisse der Nahrwertzusammensetzung von Lupinenflakes
verschiedener Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Lupinenflakes) bzw. als
[%TS] = (g/100g Trockensubstanz).

Charge Wassergehalt Protein Fett Kohlenhydrate Asche Protein Fett
[%] [%] [%]  [%] [%] [% TS] [% TS]
LupiZAV 4 11,7 29,1 8,63 46,9 3,72 32,96 9,77
54, grof 11,6 26,4 8,1 50,1 3,83 29,86 9,16
54, mittel 11,6 27,5 9,11 47,9 3,87 31,11 10,31
57 11,5 35,2 8,22 41,4 3,67 39,77 9,29
64 11,7 32,2 10 42,6 3,53 36,47 11,33
80 11,6 34,2 8,82 41,7 3,66 38,69 9,98
60 11,6 28,6 10 46,2 3,57 32,35 11,31
81 11,7 29,3 8,36 46,8 3,84 33,18 9,47

Aus den Lupinenakzessionen aus Tabelle 14 wurden in den Vorversuchen von Lupino ebenfalls
Lupinenextrakte und -fasern gewonnen. In Tabelle 16 sind die Analyseergebnisse der
Lupinenextrakte aufgelistet. Ziel war es dabei durch den Diafiltrationsprozess zum einen die
Abtrennung der Chinolizidinalkaloide zu erzielen und zum anderen einen maoglichst hohen
Proteingehalt im Extrakt von mind. 70 g/100g TS zu erhalten.

Der Lupinenextrakt der Charge 80 wies mit 71,82 % TS den hochsten Rohproteingehalt gefolgt
von Charge 57 mit 69,79 % TS auf. Den geringsten Rohproteingehalt wies der Extrakt der
Charge 54 (mittel) mit 58,37 % TS auf. Der Fettgehalt bezogen auf die TS lag bei allen
untersuchten Extrakten bei ca. 12-13 % TS. Mit 26,09 % TS wies die Charge LupiZAV4 mit
Abstand den hochsten Fettgehalt auf. Die untersuchten Lupinenflakes der Charge LupiZAV4
zeigten hingegen keinen deutlich erhohten Fettgehalt bezogen auf die TS (vgl. Tabelle 15).

Tabelle 16: Analyseergebnisse der Nahrwertzusammensetzung von Lupinenextrakt
(nach Dekanter) verschiedener Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g
Lupinenextrakt) bzw. als [%TS] = (g/100g Trockensubstanz).

Charge Trocken- Wasser Asche Roh- Fett Kohlen- Ballast- Roh- Fett
substanz  [%] [%] protein  [%] hydrate  stoffe protein | [%
[%] [%] [%] gesamt  [% TS] TS]
[%]
LupizAV4 2,3 97,7 0,21 1,43 0,60 <1 <0,5 62,17 26,09
54, gro 4,0 96,0 0,32 2,59 0,50 <1 <0,5 64,75 12,50
54, mittel 4,3 95,7 0,36 2,51 0,56 <1 <0,5 58,37 13,02
57 4,8 95,2 0,36 3,35 0,63 <1 <0,5 69,79 13,13
64 4,3 95,7 0,37 2,77 0,51 <1 <0,5 64,42 11,86
80 4,4 95,6 0,34 3,16 0,53 <1 <0,5 71,82 12,05
81 4,8 95,2 0,38 2,89 0,63 <1 <0,5 60,21 13,13
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Die Nahrwertanalyse der Lupinenfasern (Tabelle 17) zeigte Unterschiede im Fettgehalt
zwischen den untersuchten Chargen. Dieser schwankte zwischen 6,35 % TS bei Charge 54
(groB) und 11,39 % TS bei Charge 80. Auch der Proteingehalt lag bei Charge 54 (grof}) mit
9,66 % am niedrigsten. Den hochsten Proteingehalt wies hingegen die Charge 57 mit 12,63 %
TS auf.

Die Nahrwertanalysen der Lupinenflakes, - fasern und -extrakten zeigten einige Unterschiede
verschiedenen Chargen. Besonders vorteilhaft hinsichtlich eines hohen Rohproteingehaltes
bezogen auf die TS waren die Flakes, Faser und Extrakte der Chargen 57 und 80.

Tabelle 17: Analyseergebnisse der Ndhrwertzusammensetzung von Lupinenfasern
verschiedener Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Lupinenfasern) bzw. als
[%TS] = (g/100g Trockensubstanz).

Charge Trocken- Wasser Asche Roh- Fett Kohlen- Ballast- Roh- Fett
substanz [%] [%] protein [%] hydrate stoffe protein | [%
[%] [%] [%] gesamt [% TS] TS]
[%]
54, gro 20,3 79,7 0,6 1,96 1,29 <1 17,2 9,66 6,35
54, mittel 19,4 80,4 0,55 2,2 2,18 <1 16,5 11,34 11,24
57 19 81 0,69 2,4 2,11 <1 15,1 12,63 11,11
64 19,7 80,3 0,55 2,02 1,65 <1 16,4 10,25 8,38
80 20,1 79,9 0,58 2,31 2,29 <1 16,7 11,49 11,39
81 20,1 79,9 0,54 2,09 1,37 <1 16,4 10,40 6,82

Auf Grundlage der Auswahl geeigneter Membranen zur Trennung der wurden bei Lupino im
Jahr 2021 das Arbeitspaket 3 ,Durchfiihrung und Trennung mittels Membranen”
durchgefiihrt. Im Rahmen der Ermittlung wesentlicher Einflussparameter auf das
Trennverhalten (TVH 3.1) sowie der Inbetriebnahme der Pilotanlage (TVH 3.1l) wurden eine
Reihe von Lupinenextrakten, -flakes und -fasern an das DIL zur Analyse der Reststoffe
geschickt (TVH 4.1I). Dabei soll der Einfluss der Membranfilterung sowie verschiedene
Filtrationsstufen auf die Nadhrstoffzusammensetzung ermittelt werden. Erstrebenswert ist
dabei ein moglichst geringer Verlust an Protein- und Fettgehalt in den Lupinenextrakten.

Wie in

Tabelle 18 zu sehen ist, wurde von den Chargen 60, 54 grof3, 80 und 81 sowohl der Extrakt aus
dem Dekanter sowie der 6-fach diafiltrierte Extrakt auf seine Nahrstoffzusammensetzung
charakterisiert. Die reinen Extrakte wiesen dabei einen Rohproteingehalt von 55,12 % TS fir
Charge 60 bis 69,39 % TS fiir Charge 80 auf. Der Proteingehalt der 6-fach diafiltrierten Extrakte
lag zwischen 74,62 % TS fiir Charge 54 grofd und 82,62 % TS fiir Charge 80. Von den Chargen
54 mittel, 57 mittel und 64 mittel wurde die Reststoffanalyse lediglich fiir die 6-fach
diafiltrierten Extrakte durchgefiihrt. Den geringsten Rohproteingehalt aller 6-fach
diafiltrierten Extrakte wies die Charge 54 mittel mit 62,69 % TS und den héchsten der der
Charge 80 mit 82,61 % TS auf.
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Der Fettgehalt bezogen auf die TS lag bei den 6-fach diafiltrierten Extrakten zwischen 8,80 %
TS fiir Charge 80 und 16,67 % TS fiir Charge 60. bei ca. 12-13 % TS. Die reinen Extrakte wiesen
Fettgehalte von rund 13,86 % TS auf.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlielen, dass die Charge 80 besonders
geeignet ist, da der Proteingehalt nach der 6-fachen Diafiltration bei liber 80 % liegt.

Tabelle 18: Analyseergebnisse 2021 der Nahrwertzusammensetzung
von Lupinenextrakt (nach Dekanter), -extrakt 6-fach diafiltriert verschiedener Akzessionen (2021).
Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Proteinfraktion) bzw. als [%TS] = (g/100g

ulius Kiihn-Institut

Trockensubstanz).

Charge Wasser- Protein Fett Kohlen- Asche Roh- Fett
gehalt [%] [g/100g] hydrate [%] protein  [% TS]
[%] [%] [% TS]

Akz. 54, mittel 6-fach Diafiltration 92,2 4,89 1,12 <1 0,36 62,69 14,36

Akz. 54, mittel 6-fach Diafiltration, 98,8 0,66 <0,5 <1 0,42 55,00 -

verdiinnt

Akz. 57, mittel 6-fach Diafiltration 92,4 5,91 1,00 <1 0,42 77,76 13,16

Akz. 64, mittel 6-fach Diafiltration 90,7 5,84 1,50 <1 0,56 62,80 11,81

Akz. 60, Extrakt Dekanter 95,7 2,37 0,51 <1 0,29 55,12 11,86

Akz. 54, groB, Extrakt Dekanter 96,8 1,81 <0,5 <1 0,24 56,56 <15,62

Akz. 80, Extrakt Dekanter 96,7 2,29 <0,5 <1 0,27 69,39 <15,15

Akz. 81, Extrakt Dekanter 96,1 2,44 <0,5 <1 0,30 62,56 <12,82

Akz. 60, Extrakt, konz. / 6-fach 93,4 5,14 1,10 <1 0,37 77,88 16,67

Diafiltration

Akz. 54, groB, Extrakt, konz. / 6-fach 90,9 6,79 1,30 <1 0,46 74,62 14,29

Diafiltration

Akz. 80, Extrakt, konz. / 6-fach 90,8 7,60 0,81 <1 0,48 82,61 8,80

Diafiltration

Akz. 81, Extrakt, konz. / 6-fach 91,3 6,60 1,30 <1 4,94 75,86 14,94

Diafiltration

Im Jahr 2022 wurden beim Projektpartner Lupino weitere Versuche zur Optimierung des
Filtrationsprozesses mit der Akzession 57 durchgefiihrt. In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der
Rohprotein- und Fettanalyse des Extraktes (diafiltriert und aus dem Dekanter) sowie der
Lupinenfasern dargestellt. Im Vergleich zu den Ergebnissen aus

Tabelle 18 zeigt sich, dass sich fir die Charge 57 ein deutlich héherer Proteingehalt von 86,47 %
TS erzielen lieR. Der Proteingehalt des Extraktes aus dem Dekanter hingegen war mit 68,86 %
TS vergleichbar zu dem der Charge 80 aus. Mit 17,61 % TS lag der Proteingehalt der Fasern
von Akzession 57 deutlich héher als der der untersuchten Akzessionen aus Tabelle 17. Hier
wurde der hochste Proteingehalt fiir Charge 64 mit 12,63 % TS verzeichnet.

AuBerdem wurden die Lupinenflakes verschiedener Akzessionen analysiert. Einen besonders
hohen Proteingehalt lieferte hier die Charge 80 mit 41,98 % TS.
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Tabelle 19: Analyseergebnisse der Nahrwertzusammensetzung von Lupinenextrakt
der Akzession 57 (2022). Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Proteinfraktion) bzw. als [%TS] = (g/100g Trockensubstanz).

Charge Trockensubstanz Wasser Asche Rohprotein Fett Kohlenhydrate Ballaststoffe Rohprotein Fett
[%] [%] [%] [%] [%]  [%] gesamt [% TS] [% TS]
[%]
Lupinenextrakt - Charge 57, Dialfiltration 13,3 86,7 0,61 11,5 1,8 <1,0 <0,5 86,47 13,53
Lupinenextrakt - Charge 57, Dekanter 4,4 95,6 0,34 3,03 0,47 <1,0 <0,5 68,86 10,68
Lupinenfaser - Charge 57 21,8 78.6 0,61 3,84 1,24 <1,0 15,6 17,61 5,69

Tabelle 20: Analyseergebnisse der Ndhrwertzusammensetzung von Lupinenflakes
verschiedener Akzessionen (2022). Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Lupinenflakes) bzw. als [%TS] = (g/100g Trockensubstanz).

Charge Trockensubstanz Wasser Asche Rohprotein Fett Kohlenhydrate Ballaststoffe Rohprotein Fett
[%] (%] [%] [%] %] [%] gesamt [% TS] [% TS]
[%]
Lupinenflakes Charge 57 87,6 12,4 3,45 36,2 6,79 12,0 29,2 41,32 7,75
Lupinenflakes Charge 80 87,9 12,1 3,42 36,9 6,76 11,7 29,1 41,98 7,69
Lupinenflakes Charge 3-1 88,0 12,0 3,94 34,5 7,07 10,6 31,9 39,20 8,03
Lupinenflakes Charge 18-1 88,2 11,8 3,70 35,3 7,09 10,6 31,5 40,02 8,04
Lupinenflakes Charge 23-1 87,3 12,7 3,99 30,3 7,21 8,30 37,5 34,71 8,26
Lupinenflakes Charge 26-1 88,8 11,2 3,83 36,6 6,78 9,09 32,5 41,22 7,64
Lupinenflakes Charge 46 88,5 11,5 3,75 27,2 9,64 8,71 39,2 30,73 10,89
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Im Jahr 2022 wurden bei Lupino weitere Versuche zur Membranfilterung durchgefiihrt.
Diesmal wurden die Proben einer 4-fachen Diafiltration unterzogen, um zu sehen welchen
Einfluss eine geringe Anzahl an Filtrationsstufen auf den Chinolizidinalkaloid- sowie Protein-
und Fettgehalt hat.

In Tabelle 21 sind die Ergebnisse der Nahrwertanalyse von Lupinenfasern, -extrakten aus dem
Dekanter und -extrakten nach 4-facher Diafiltration unterschiedlicher Akzessionen dargestellt.
Da die Akzession 80 bereits in vorangegangen Analysen einen hohen Proteingehalt seines
Extraktes sowie der Samen selbst, der Fasern und der Flakes aufwies, wurde diese erneut in
den Versuchen genutzt. Im Vergleich zu den Ergebnissen aus Tabelle 18 wird deutlich, dass die
Lupinenextrakte nach 4-facher Diafiltration einen deutlich hoheren Proteingehalt aufweisen
als nach 6-facher Filtration. Der Proteingehalt der Charge 80 lag nach 4-facher Filtration bei
92,09 % TS und nach 6-facher bei lediglich 82,61 % TS. Den hochsten Proteingehalt wies der
4-fach diafiltrierte Extrakt der Akzession 26 mit 94,44 % TS auf.

Ebenso wie der Proteingehalt steigt auch der Fettgehalt im Extrakt bei geringeren
Filtrationsstufen. Fur Akzession 80 lag der Fettgehalt bei 6-facher Diafiltration bei 8,80 % TS
und bei 4-facher bei 13,31 % TS.

Anfang des Jahres 2023 wurden weitere Versuche bei Lupino durchgefiihrt. Im Hinblick auf
eine positive Nahrwertzusammensetzung sowie gute Verarbeitbarkeit wahrend des
Filtrationsprozesses wurden die Akzessionen 80, 26 und 57 weiter betrachtet. In Tabelle 22
sind die Ergebnisse der Nahrwertanalyse von Lupinenfasern, -flakes, von dem Extrakt aus dem
Dekanter sowie dem aufkonzentrierten Extrakt aufgefihrt. Fir die aufkonzentrierten Extrakte
konnten Rohproteingehalte von 80,37 % TS fiir Akzession 57, 85,96 % TS fiir Akzession 80 und
87,34 % TS fur Akzession 26 bestimmt werden. Der Fettgehalt lag dabei zwischen ca. 11,9 und
13,0 % TS.

Abschlussbericht LUPROME Seite 45 von 74

Ki

ius Kithn-Institut



Gefordert durch Projekttriiger _onn um Pfl; ..
$ Bundesministerium & Bundesanstalt fir
filr Erndhrung Landwirtschaft und Emhrung K ‘ l SA
und Landwirtschaft
S i 5 TT7E

aufgrund eines Beschlusses
des Deutschen Bundestages

~DIL .. 9 jKi

DEUTSCHLAND =
4 ulius Kiihn-Institut

Tabelle 21: Analyseergebnisse 2022 der Nahrwertzusammensetzung
von Lupinenfasern, -extrakt (nach Dekanter), -extrakt 4-fach diafiltriert verschiedener Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g) bzw. als [%TS] =
(g/100g Trockensubstanz).

Charge Trockensubstanz Wasser Asche Rohprotein Fett Kohlenhydrate Ballaststoffe Rohprotein Fett
[%] [%] [%] [%] [%]  [%] gesamt [% TS] [% TS]
[%]
Akz. 80 - Lupinenfaser 18,90 81,10 0,55 4,41 1,26 <1 13,40 23,33 6,67
Akz. 26 - Lupinenfaser 18,80 81,20 0,62 3,44 1,43 <1 13,00 18,30 7,61
Akz. 3 - Lupinenfaser 15,10 84,90 0,62 2,94 1,32 1,10 9,10 19,47 8,74
Akz. 18 - Lupinenfaser 17,90 82,10 0,58 3,25 1,31 1,70 11,10 18,16 7,32
Akz. 23 - Lupinenfaser 19,00 81,00 0,63 2,86 1,43 1,80 12,30 15,05 7,53
Akz. 46 - Lupinenfaser 16,80 83,20 0,51 2,19 1,32 3,00 9,80 13,04 7,86
Akz. 80 - Lupinenextrakt Dekanter 5,20 94,80 0,41 3,33 0,42 <1 <0,5 64,04 8,08
Akz. 26 - Lupinenextrakt Dekanter 4,30 95,70 0,35 2,89 0,45 <1 <0,5 67,21 10,47
Akz. 3 - Lupinenextrakt Dekanter 4,00 96,00 0,30 2,63 0,34 <1 <0,5 65,75 8,50
Akz. 18 - Lupinenextrakt Dekanter 4,20 95,80 0,28 2,70 0,36 <1 <0,5 64,29 8,57
Akz. 23 - Lupinenextrakt Dekanter 4,20 95,80 0,34 2,40 0,41 <1 <0,5 57,14 9,76
Akz. 46 - Lupinenextrakt Dekanter 4,00 96,00 0,31 2,09 0,52 <1 <0,5 52,25 13,00
Akz. 80 - Lupinenextrakt 4-fach Diafiltration 13,90 86,10 0,74 12,80 1,85 <1 0,70 92,09 13,31
Akz. 26 - Lupinenextrakt 4-fach Diafiltration 5,40 94,60 0,32 5,10 0,71 <1 <0,5 94,44 13,15
Akz. 3 - Lupinenextrakt 4-fach Diafiltration 6,70 93,30 0,36 5,96 0,95 <1 <0,5 88,96 14,18
Akz. 18 - Lupinenextrakt 4-fach Diafiltration 6,50 93,50 0,35 5,22 1,02 <1 <0,5 80,31 15,69
Akz. 23 - Lupinenextrakt 4-fach Diafiltration 4,00 96,00 0,23 2,47 0,55 <1 <0,5 61,75 13,75
Akz. 46 - Lupinenextrakt 4-fach Diafiltration 6,50 93,50 0,37 4,54 1,51 <1 <0,5 5,69 69,85
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Tabelle 22: Analyseergebnisse 2023 der Ndhrwertzusammensetzung
von Lupinenextrakte, -flakes und -fasern verschiedener Akzessionen. Ergebnisse sind dargestellt als [%] = (g/100g Lupinenflakes) bzw. als [%TS] = (g/100g

Trockensubstanz).
Charge Trockensubstanz Wasser Asche Rohprotein Fett Kohlenhydrate Ballast- Asche Rohprotein | Fett Ballast-
[%] [%] [%] [%] [%] [%] stoffe [% TS] [% TS] [% TS] stoffe

gesamt gesamt
[%] [% TS]

Akz. 80 Lupinenextrakt Dekanter 5,70 94,30 0,36 3,20 0,40 1,70 <0,5 6,32 56,14 7,02 -

Akz. 57 Lupinenextrakt Dekanter 5,80 94,20 0,38 3,49 0,51 <1 0,50 6,55 60,17 8,79 8,62

Akz. 26 Lupinenextrakt Dekanter 4,70 95,30 0,31 2,88 0,33 <1 <0,5 6,60 61,28 7,02 -

Akz. 80 Lupinenextrakt, konz. 17,10 82,90 0,63 14,7 2,04 <1 <0,5 3,68 85,96 11,93 -

Akz. 57 Lupinenextrakt, konz. 16,30 83,70 0,65 13,1 2,12 <1 0,50 3,99 80,37 13,01 3,07

Akz. 26 Lupinenextrakt, konz. 15,80 84,20 0,31 13,8 1,89 <1 <05 1,96 87,34 11,96 -

Akz. 80 Lupinenfaser 22,20 77,80 0,68 4,45 1,86 1,6 13,60 3,06 20,05 8,38 61,26

Akz. 57 Lupinenfaser 22,90 77,10 0,66 4,18 1,67 <1 15,70 2,88 18,25 7,29 68,56

Akz. 26 Lupinenfaser 22,10 77,90 0,65 4,62 2,17 1,7 13,00 2,94 20,90 9,82 58,82

Akz. 80 Lupinenflakes 91,20 8,85 3,65 35,7 7,05 15,6 29,20 4,00 39,14 7,73 32,02

Akz. 57 Lupinenflakes 90,30 9,74 3,49 34,7 6,87 12,8 32,40 3,86 38,43 7,61 35,88

Akz. 26 Lupinenflakes 90,80 9,17 3,27 37,0 7,60 14,7 28,30 3,60 40,75 8,37 31,17
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TVH 4.111 Applikation der Proteine in Lebensmittelmatrizes

Im 3. Projektjahr wurden erste Versuche zur Applikation der Lupinenextrakte in
Lebensmittelmatrizes durchgefiihrt. Dabei wurde der diafiltrierte Lupinenextrakt von Lupino
an das DIL geschickt. Da es sich um die ersten Vortests zur Produktentwicklung handelte,
wurde zundchst keine Differenzierung in den Lupinen Akzessionen vorgenommen. Ziel war es
die generelle Funktionalitdit des Extraktes in seiner Anwendung in verschiedenen
Lebensmittelmatrizes zu testen.

Abbildung 10 zeigt die Herstellung eines Frischkdse-Produktes. Dazu wurde zundchst eine
Frischkdse-Grundmasse hergestellt, indem das Extrakt auf 80 °C erhitzt und anschlieRend auf
35 °C abgekihlt wurde. Durch die Zugabe von Citronensaure wurde der pH-Wert der Masse
unter kontinuierlichem Rihren auf 5 eingestellt, sodass eine Ausfallung stattfinden konnte.
Zur Abtrennung der Flissigkeit wurde die Masse auf ein Kdsenetz gegeben und bis zum
Erreichen der gewiinschten Festigkeit stehen gelassen. Aufgrund seiner cremigen Konsistenz,
eignete sich die Frischkdse-Grundmasse sehr gut als Basis fiir verschiedene Frischkdse Sorten.
Allerdings erweist sich der typische Leguminosen-artige Geschmack als sehr pragnant und
lasst sich nur schwer durch die Zugabe anderer Zutaten liberdecken.

Abbildung 10: Herstellung eines Frischkadse-Produktes aus Lupinenextrakt.

Abbildung 11 zeigt weitere Anwendungsbeispiele flr das Lupinenextrakt, wie Joghurt, Mousse
oder Salatdressing. Auch hier konnte eine entsprechend gute Konsistenz erzielt werden. Es
hat sich also gezeigt, dass das Extrakt eine gute Funktionalitdt in der Anwendung von
alternativen Milchprodukten besitzt.
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Abbildung 11: Joghurt, Mousse und Salatdressing
auf Basis von Lupinenextrakt.

Zudem war es moglich das Extrakt in der High-Moisture-Extrusion komplett gegen den Anteil
an Wasser auszutauschen. Dieser betrug ca. 50 %, was bedeutet, dass 50 % Lupinenextrakt in
flussiger Form in einem Fleischanalog verarbeitet werden konnten. Die lbrigen 50 % des
Extrudates bestanden aus Sojaproteinisolat als Feststoff. In Abbildung 12 sind die Ergebnisse der
Extrusions Vortests dargestellt. Im Vergleich zur Referenz bestehend aus 100 %
Sojaproteinisolat, weisen auch die Extrudate mit 25 und 50 % Lupinenextrakt eine
ausgepragte Faser-Struktur auf. Da das diafiltrierte Extrakt allerdings nur einen geringen TS-
Gehalt besitzt, liegt der tatsachliche Lupinenprotein-Gehalt im Extrudat bei ca. 3 %. In den
nachsten Versuchen wird Lupino versuchen, den TS-Gehalt des Extraktes zu erhdhen.

V4 R3 50% Lupinenextrakt -

R1 100% Soja | V2 R2 25% Lupinenextrakt
T _

Abbildung 12: High-Moisture-Extrudate
bestehend aus 100 % Sojaproteinisolat und Mischungen aus Sojaproteinisolat und mit Lupinenextrakt (25 und
50%). Alle Proben besitzen einen Wasseranteil von ca. 50 %.

Auf Basis der Vortests wurde zudem festgestellt, dass die Verarbeitung des Lupinenextraktes
einer speziellen Schneckenkonfiguration bedarf, die einen erhdhten Energieeitrag zur
Strukturierung des enthaltenen Lupinenproteins unterstiitzt. Das es aufgrund von vermehrten
Mitarbeiterausfalle durch Corona und durch verzogerte Materialbereitstellung durch den
Projektpartner Lupino zu einer verspateten Durchfilhrung der Vortests kam, konnten die
geeigneten Schneckenelemente erst kurz vor Projektende angeschafft werden. Dennoch
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wurden im letzten Projektmonat wie geplant weitere High-Moisture-Extrusions-Versuche
durchgefiihrt. Die Produkte wurden anschlieRfend in einer dreistufigen Sensorik verkostet und
bewertet. In Tabelle 23 ist der Versuchsplan mit den Rezepturen dargestellt. Als Proteinbasis
wurde Erbsenprotein eingesetzt. Das Lupinenextrakt wurde je zu 24,5 %, 50 % und 60 %
zugegeben. Dabei wurden die Extrakte der Akzessionen 57, 26 und 80 ausgewahlt, da sie
vielversprechende Protein- und Fettgehalte aufwiesen. AuBerdem wurde eine Probe mit
Sojaprotein anstelle von Erbsenprotein hergestellt, um den Einfluss des Basisproteins zu
ermitteln. Es wurden drei Sensorik-Runden mit je 16 Teilnehmern durchgefiihrt. Jeder
Teilnehmer hat an allen drei Sensorik-Runden teilgenommen. In Sensorik 1 wurde der
Unterschied zwischen den verschiedenen Akzessionen bei einem Lupinenextrakt-Gehalt von
24,5, % untersucht. Bei Sensorik 2 wurden der Einfluss einer zunehmenden Lupinenextrakt-
Konzentration bei gleicher Akzession in der Probe ermittelt. In der 3. Sensorik-Runde wurde
der Unterschied zwischen den verschiedenen Akzessionen bei einem Lupinenextrakt-Gehalt
von 60 % untersucht. Bei jeder Runde wurde die Referenz ohne Lupinenextrakt mit verkostet.

Tabelle 23: Rezepturzusammensetzungen und Sensorikplan
Probenbezeichnung (sample coding)

Inhaltsstoffe (%) Vi V2 V3 V4 V5 Ve 7 ve V9 V10 Vil
Sojaproteinisolat 43,5
Erbsenproteinisolat 50 435 40 50 43,5 40 50 50 40 43,5
Lupinenextrakt (Akz. 57) 24,5 60 50

Lupinenextrakt (Akz. 26) 24,5 60 50

Lupinenextrakt (Akz. 80) 50 60 245 24,5
Wasser 50 33 33 33 33
Sensorik Codes 453 625 798 333 922
Sensorik 1 X X X X X
Sensorik Codes 230 901 544 143

Sensorik 2 X X X X

Sensorik Codes 129 860 560 371

Sensorik 3 X X X X

Abbildung 13 zeigt Fotos von der Faserstruktur der unterschiedlichen HME Extrudate (V1-V11).
Als Vergleich wird die Referenz ohne Lupinenextrakt (V1) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die Faserstruktur bei einer Zugabe von 24,5 % Lupinenextrakt aller drei Akzessionen der
Struktur der Referenz am meisten dhnelt. Die Probe mit Akzession 57 weist dabei die
geringsten Unterschiede auf und zeichnet sich durch eine sehr gleichmaBige und ausgepragte
Strukturierung aus. Bei einer Zugabe von 50 und 60 % Lupinenextrakt ist fir alle Akzessionen
ein verkiirztes FlieBprofil und damit Faserstrukturen mit geringerem Beugungswinkel
erkennbar. Zudem zeichneten sich diese Proben durch eine erhdhte Festigkeit aus und es war
schwierig sie auseinander zu reiRen.
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V1 Referenz (Erbse) 25 % Akz. 57 50 % Akz. 57 60 % Akz. 57

| v2 |

25 % Akz. 26 50 % Akz. 26 60 % Akz. 26

V6

25 % Akz. 80 60 % Akz. 80

Abbildung 13: Faserstruktur der verschiedenen HME Versuche
(Zuordnung nach Tabelle 23).

Fiir die sensorische Beurteilung wurde ein hedonisches Testverfahren angewendet, bei dem
die Merkmale Farbe (hell — dunkel), Festigkeit (weich — hart), Saftigkeit (trocken — saftig),
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Bitterkeit (gering — intensiv) und Geschmack nach Lupine (gering — intensiv) auf einer Skala
von 1 bis 10 bewertet wurden (1= hell, weich, trocken, gering; 10 = dunkel, hart, saftig,
intensiv). Abbildung 14 zeigt die gefragten Attribute und die zugehorige Skala. Der Test
erfolgte in Anlehnung an die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB); Untersuchung von Lebensmitteln,
sensorische Priifverfahren, Bewertende Prifung mit Skale L 00.90.5 (DIN 10952).

Prifung mit Skala — Sensorik 1 — HME Luprome Prifung mit Skala — Sensorik 1 — HME Luprome Priifung mit Skala — Sensorik 1 — HME Luprome

[T E— Prifer: ... - Textur: Festigkeit (weich —fest) = ceschmack: Biterkeit igering —intensiv] )
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Abbildung 14: Sensorik-Bewertungsbogen

In der ersten Sensorikrunde wurden 5 Proben mit je 24,5 % Lupinenextrakt der Akzessionen
57, 26 und 80 verkostet. Als Basis Protein wurde Erbsenproteinisolat der Firma Roquette
eingesetzt. Zum Vergleich enthielt eine Probe mit 24,5 % Akz. 80 Sojaproteinisolat als Basis.
Da die Sensorikattribute ,Bitterkeit” und ,,Geschmack nach Lupine” von grofSter Bedeutung
sind im Hinblick auf die technologische Abtrennung der Chinolizidinalkaloide, wird im
Folgenden lediglich auf die Beschreibung und den Vergleich dieser Attribute naher
eingegangen.

Wie aus in Abbildung 15 zu erkennen ist, wurde die Intensitdt der Bitterkeit sowie der
Geschmack nach Lupine fiir die Proben mit 24,5 % der Akzession 80 am hochsten bewertet.
Die Probe, die anstelle von Erbsenprotein Sojaprotein beinhaltete, wies sogar eine noch
starkere Bitterkeit und Geschmack nach Lupine auf. Die Referenz ohne Lupinenextrakt sowie
die Probe mit Akzession 26 wurden mit einer eher geringen Bitterkeit und Geschmack nach
Lupine bewertet.
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24,5 % Lupinenextrakt

Nach Lupin Festigkeit

Mitelwerte Bewertung nach Skala
o [ N w Y wv (o)} ~ o]

Farbe Festigkeit ~ Saftigkeit  Bitterkeit Nach Lupine
Bitterkeit Saftigkeit

™ 100 % Erbse W 24,5 % Akz. 57 (Erbse)
24,5 % Akz. 26 (Erbse) m 24,5 % Akz. 80 (Erbse)
24,5 % Akz. 80 (Soja)

Abbildung 15: Bewertung 1 der Sensorikattribute
im Mittel (n=X) von 5 verschiedenen Proben mit je 24,5 % Lupinenextrakt der Akzessionen 57, 26 und 80 mit
Erbsenprotein sowie Sojaprotein als Basis und 100 % Erbsenprotein als Referenzprobe. Farbe (Skala: 1=hell,
10=dunkel), Festigkeit (Skala: 1=weich, 10=fest), Saftigkeit (Skala: 1=safig, 10=trocken), Bitterkeit (Skala:
1=gering, 10=intensiv), Geschmack nach Lupine (Skala: 1=gering, 10=intensiv).

Akzession 57

8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0 Nach Lupin
2,0
1,0
0,0

Festigkeit

Farbe Festigkeit Saftigkeit Bitterkeit Nach
Lupine

Bitterkeit Saftigkeit

Mittelwerte Bewertung nach Skala

100 % Erbse W 24,5 % Akz. 57 (Erbse)
50 % Akz. 57 (Erbse) ™60 % Akz. 57 (Erbse)

Abbildung 16: Bewertung 2 der Sensorikattribute
im Mittel (n=X) von 4 verschiedenen Proben mit 24,5 %, 50 % und 60% Lupinenextrakt der Akzessionen 57 mit
Erbsenprotein als Basis und 100 % Erbsenprotein als Referenzprobe. Farbe (Skala: 1=hell, 10=dunkel), Festigkeit
(Skala: 1=weich, 10=fest), Saftigkeit (Skala: 1=safig, 10=trocken), Bitterkeit (Skala: 1=gering, 10=intensiv),
Geschmack nach Lupine (Skala: 1=gering, 10=intensiv).
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Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse von 4 Proben mit unterschiedlichen Verhaltnissen an
Akzession 57 in den Proben. Die Bitterkeit und der Geschmack nach Lupine wird mit
zunehmendem Gehalt an Lupinenextrakt als zunehmend intensiver eingestuft. Interessant ist,
dass die Proben mit steigendem Lupinenextrakt-Gehalt als trockener und fester bewertet
werden.

60 % Lupinenextrakt

8,0
§ 7.0 Farbe
7 8,0
5 60 7,0
2 6,0
o0 5,0 5,0
5 4,0
E ! Nach Lupin g'g Festigkeit
2 30 T
) /
g 20 0,0
9]
32 10
o}
S 00

Farbe Festigkeit Saftigkeit Bitterkeit Nach
Lupine Bitterkeit Saftigkeit

100 % Erbse 60 % Akz. 26 (Erbse)

W60 % Akz. 80 (Erbse) = 60 % Akz. 57 (Erbse)

Abbildung 17: Bewertung 3 der Sensorikattribute
im Mittel (n=X) von 4 verschiedenen Proben mit je 60 % Lupinenextrakt der Akzessionen 57, 26 und 80 mit
Erbsenprotein als Basis und 100 % Erbsenprotein als Referenzprobe. Farbe (Skala: 1=hell, 10=dunkel), Festigkeit
(Skala: 1=weich, 10=fest), Saftigkeit (Skala: 1=safig, 10=trocken), Bitterkeit (Skala: 1=gering, 10=intensiv),
Geschmack nach Lupine (Skala: 1=gering, 10=intensiv).

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse fiir die Bewertung der Proben mit 60 % Lupinenextrakt
der drei Akzessionen dargestellt. Wie auch schon in Abbildung 15 zu erkennen war, wurden
die Proben mit Akzession 80 mit der intensivsten Bitterkeit und Geschmack nach Lupine
beurteilt. Obwohl in Abbildung 17 deutliche Unterschiede in der Bitterkeit und dem
Geschmack nach Lupine mit zunehmendem Gehalt an Lupinenextrakt wahrgenommen
wurden, wird aus Abbildung 15 und Abbildung 17 ersichtlich, dass eine getrennte Verkostung
von Proben mit je 24,5 % und 60 % Lupinenextrakt zu einer ahnlichen Skalen-Bewertung von
rund 6-7 fur das Attribut ,,Bitterkeit” und rund 5 fir das Attribut ,Geschmack nach Lupine” im
Mittel fuhrte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Akzession 26 geschmacklich am besten
abgeschnitten hat, da sie die geringste Bitterkeit und den geringsten Geschmack nach Lupine
besitzt. Bei einem Gehalt von 24,5 % Lupinenextrakt wurde die Probe mit Akzession 26 zudem
als am ,saftigsten” bewertet. Sie zeichnet sich allerdings durch eine vergleichbar dunkle Farbe
und eine festere Konsistenz aus.
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Ein weiterer positiver Aspekt der Akzession 26 ist der Proteingehalt. Wie aus hervorgeht, liegt
der Rohproteingehalt flir das Konzentrat des Lupinenextraktes von Akzession 26 mit 87,34 g
Rohprotein/100g TS tber dem der Akzessionen 57 und 80 mit 80,37 und 85,96 g/100g T.

AP 5 Analyse des Alkaloidgehaltes der Lupinensamen

In den folgenden Tabellen und Abbildungen sind die Ergebnisse der Chinolizidinalkaloide von
den bereitgestellten Lupinensamen aus den Erntejahren 2017 bis 2021 dargestellt. Dabei
wurden 86 Saatgutmuster (ausgereifte Samen und griine Koérner) der Schmalblattrigen
Bitterlupine (L. angustifolius) aus den Erntejahren 2017, 2018, 2019 und 2020 an das JKI zur
Analyse der Chinolizidinalkaloide gesendet. Die gaschromatische Analyse erfolgte nach
vorheriger salzsaurer Extraktion. Ziel war es Akzessionen zu charakterisieren, welche einen
hohen Alkaloidgehalt aufweisen (vgl. Tabelle 24).

Tabelle 24: Analyseergebnisse 2017-2020 der Chinolizidinalkaloide
von Lupinensamen der Firma ESKUSA aus verschiedenen Erntejahren. Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwerte mit n=4 und in [ug/g] Korn bzw. [%] Korn angegeben.

Erntejahr Akzession. Fam.-Nr.: Alkaloidgehalt [ug/g Korn] Alkaloidgehalt [% Korn]
2017 1 1 6947,96 0,69
2017 3 1 6091,14 0,61
2017 4 1 9157,58 0,92
2017 5 <5,0 L.sieb 278,09 0,03
2017 7 1 6625,64 0,66
2017 8 1 6615,22 0,66
2017 9 1 7128,14 0,71
2017 10 1 5916,64 0,59
2017 11 1 5243,99 0,52
2017 12 1 6517,21 0,65
2017 13 1 5091,53 0,51
2017 14 1 6219,69 0,62
2017 15 1 7173,85 0,72
2017 16 1 5584,98 0,56
2017 17 1 6105,88 0,61
2017 18 1 7891,52 0,79
2017 19 1 7993,83 0,80
2017 20 1 6519,94 0,65
2017 21 1 6943,34 0,69
2017 23 1 6785,59 0,68
2017 24 1 8137,45 0,81
2017 25 1 7846,68 0,78
2017 26 1 7415,40 0,74
2017 29 1 7762,15 0,78
2017 30 1 8286,35 0,83
2017 33 1 6423,80 0,64
2017 34 1 7173,24 0,72
2017 35 1 7611,12 0,76
2017 37 1 8154,04 0,82
2017 39 1 7726,58 0,77
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Weiterhin wurden ausgereifte Lupinensamen mit grinen,
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7897,60
8185,94
8624,41
9517,82
10300,09
9409,43
8045,94
7481,73
7288,06
7698,64
1075,00
6664,00
6019,06
10475,31
6540,37
58,46
62,77
60,24
8620,66
66,08
58,35
167,88
45,04
6491,17
6431,71
61,85
28,17
5868,25
5384,23
5913,40
6392,68
7510,68
10877,86
8281,99
6037,39
8204,25
6652,12
7235,93
8882,85
12795,90
11967,11
8765,18
6175,16
8572,84
7981,79
10643,38
13096,59
13379,57

0,79
0,82
0,86
0,95
1,03
0,94
0,80
0,75
0,73
0,77
0,11
0,67
0,60
1,05
0,65
0,01
0,01
0,01
0,86
0,01
0,01
0,02
0,00
0,65
0,64
0,01
0,00
0,59
0,54
0,59
0,64
0,75
1,09
0,83
0,60
0,82
0,67
0,72
0,89
1,28
1,20
0,88
0,62
0,86
0,80
1,06
1,31
1,34

unreifen Lupinenkdrnern

hinsichtlich ihres Chinolizidinalkaloidgehaltes verglichen. Auffdllig war, dass die griinen
Lupinenkérner in der Regel einen hoheren Chinolizidinalkaloidgehalt aufwiesen, als die
ausgereiften Lupinensamen der gleichen Akzession. Die Analysenergebnisse dienten dem
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Projektpartner Eskusa zur Auswahl der neuen Vermehrungen fiir das Jahr 2021. Ferner
wurden 2020, aus ausgewadhlten Bitterlupinen-Akzessionen des Projektpartners ESKUSA,
durch den Projektpartner Lupino AG, in Vorversuchen zur Auswahl der geeigneten Membran,
Lupinenflakes, Lupinenfasern und Lupinenextrakte gewonnen und am JKI auf den Gehalt an
Chinolizidinalkaloide analysiert.

Tabelle 25: Analyseergebnisse der Chinolizidinalkaloide von Lupinenflakes, -fasern und Extrakten.
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte mit n=4 und in pg/g Trockensubstanz (TS) bzw. %

angegeben
Akzession Produkt Alkaloidgehalt [ug/g TS] Alkaloidgehalt [% TS]
54 groRR Flakes 19422,57 1,94
Faser 8785,26 0,88
Extrakt 37107,27 3,71
54 mittel Flakes 19819,00 1,98
Faser 9114,64 0,91
Extrakt 32083,00 3,21
57 Flakes 21169,98 2,12
Faser kein Probenmaterial
Extrakt 23216,95 2,32
60 Flakes 19045,89 1,90
Faser 8021,40 0,80
Extrakt 31642,50 3,16
64 Flakes 20260,96 2,03
Faser 8807,56 0,88
Extrakt 32343,62 3,23
80 Flakes 24069,22 2,41
Faser 10520,88 1,05
Extrakt 39253,38 3,93
81 Flakes 16877,15 1,69
Faser 7473,77 0,75
Extrakt 26382,22 2,64
LupizAV 4 Flakes 26928,04 2,69
Faser kein Probenmaterial
Extrakt 44150,65 4,42

Die Analysenergebnisse sind in Tabelle 25 dargestellt und es ist erkennbar, dass sich der
Chinolizidinalkaloidgehalt in den drei analysierten Produkten (Flakes, Faser, Extrakt) deutlich
unterscheidet. So wird bei allen Akzessionen bereits wahrend der Herstellung der
Lupinenfasern der Chinolizidinalkaloidgehalt auf teilweise unter 1 % vermindert. Dies
korreliert mit dem deutlich erhéhten Chinolizidinalkaloidgehalt in den daraus gewonnenen
Extrakten.

Die Ergebnisse der Analysen wurden an alle Projektpartner weitergeleitet. Der Projektpartner
Lupino AG konnte die nachsten Versuche zur Trennung der Proteine mittels
Membrantechnologie planen.

Im zweiten Projektjahr wurden vom Projektpartner ESKUSA GmbH neun ausgereifte
Lupinensamenmuster der Schmalblattrigen Bitterlupine (L. angustifolius) aus den Erntejahren
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2021 an das JKI-ZL zur Analyse der Chinolizidinalkaloide gesendet. Die gaschromatische
Analyse der Lupinen-Alkaloide analog zum ersten Projektjahr und auch hier war es das Ziel
Akzessionen zu charakterisieren, welche einen hohen Chinolizidinalkaloidgehalt aufweisen
(vgl. Tabelle 26).

Tabelle 26: Analyseergebnisse 2021 der Chinolizidinalkaloide von Lupinensamen
der Firma ESKUSA. Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte mit n=4 und in pg/g Korn bzw. %

angegeben
Akzession Erntejahr Alkaloidgehalt [ug/g Korn]  Alkaloidgehalt [% Korn]
LUB 03 2021 14336,64 1,43
LUB 18 2021 20612,12 2,06
LUB 23 2021 13736,16 1,37
LUB 26 2021 18122,60 1,81
LUB 30 2021 14637,24 1,46
LUB 46 2021 14579,27 1,46
LUB 57 2021 21104,49 2,11
LUB 66 2021 13419,87 1,34
LUB 80 2021 21433,98 2,14

Die Analysenergebnisse dienten erneut dem Projektpartner ESKUSA zur Auswahl der erneuten
Vermehrungen fiir das Jahr 2022. Ferner wurden auch 2021, aus ausgewahlten Bitterlupinen-
Akzessionen des Projektpartners ESKUSA, durch den Projektpartner Lupino AG das
Arbeitspaket 3 ,,Durchfiihrung und Trennung mittels Membranen” durchgefiihrt. Ziel ist es
dabei die Abtrennung der Chinolizidinalkaloide von der Proteinfraktion mit Chinolizidin-
Alkaloidgehalten <0,05 %. Es wurde daflir mit drei Akzessionen die Pilotanlage in Betrieb
genommen und die anfallenden einzelnen Prozessstufen am JKI-ZL auf den Gehalt an
Chinolizidinalkaloide analysiert. Die Analysenergebnisse sind in Tabelle 27 dargestellt und es
ist erkennbar, dass die Chinolizidinalkaloide sich mittels Membran bzw. Diafiltration von der
Proteinfraktion abtrennen lassen und sich im Permeat ,,ansammeln”. Die Proteinfraktionen
werden im folgenden Bericht als “Extrakt der Diafiltration” bezeichnet. Bereits nach dreifacher
Diafiltration konnte der Chinolizidinalkaloidgehalt deutlich gesenkt werden und nach 6-fachen
Diafiltration lag er bei <1 % der Akzession ‘54 mittel‘. Die Proteinfraktionen der Akzessionen
‘57 und ‘60 wiesen nach einer 6-fachen Diafiltration mit einer Aufkonzentrierung bereits
Chinolizidinalkaloidgehalte < 0,05 % auf und waren somit flir die Futtermittelindustrie
geeignet.

Tabelle 27: Analyseergebnisse 1 der Chinolizidinalkaloide der einzelnen Prozessstufen:
Permeat, 3-fache Diafiltration verdiinnt (Extrakt: 3-D, verd.); 6-fache Diafiltration verdinnt (Extrakt:

6-D, verd.); 6-fache Diafiltration auf konzentriert (Extrakt: 6-D, konz.). Ergebnisse sind dargestellt als

Mittelwerte mit n=4 und in pug/g Trockensubstanz bzw. % angegeben.

Akzession Prozessstufe Alkaloidgehalt [ug/g TS] Alkaloidgehalt [% TS]
54 mittel Permeat 104021,18 10,40
Extrakt: 3-D, verd. 12440,33 1,24
Extrakt: 6-D, verd. 2457,90 0,25

Abschlussbericht LUPROME Seite 58 von 74

ulius Kiihn-Institut



Bundesministerium

Projekttriger

* Bunde;ans;altﬁfbrd o o ~
Landwirtschaft und Erndhrun,
und Landwirtschaft & \E_X’i‘{
-~ [ ]

pflar

illl

Z

B .o D " G5 Q).
SA =
0 RIS §)

aufgrund eines Beschlusses
des Deutschen Bundestages

Extrakt: 6-D, konz. 3096,12 0,31
57 Permeat 189205,24 18,92
Extrakt: 6-D, konz. 322,20 0,03
64 Permeat 151151,69 15,12
Extrakt: 6-D, konz. 339,42 0,03

Da die Lupinenakzessionen sich wahrend des Entbitterungsprozesses unterschiedlich
verhalten, wurden weitere Akzessionen entbittert und die Prozessstufen erneut dem JKI-ZL
zur Analyse der Chinolizidinalkaloide zugesendet. In Tabelle 28 sind die Chinolizidinalkaloide
der einzelnen Prozessstufen der Lupinenakzessionen ‘54 grof3’, ‘60°, ‘80 und ‘81 dargestellt.
Es sind ebenfalls deutliche Unterschiede in den Proteinfraktionen zu erkennen, allerdings
waren zu diesem Zeitpunkt alle eingesetzten Akzessionen mit der bisherigen
Prozessentwicklung  fir die Futtermittelindustrie  zugelassen, da sie einen
Chinolizidinalkaloidgehalt unter 0,05 % besitzen. Die Lupinenakzession ‘54 grof3* ware mit
einem Gehalt von 139 pg/g Trockensubstanz sogar flr die Humanerndhrung geeignet.

Tabelle 28: Analyseergebnisse 2 der Chinolizidinalkaloide der einzelnen Prozessstufen:
Permeat; 6-fache Diafiltration auf konzentriert (Extrakt: 6-D, konz.); Dekanter. Ergebnisse sind

dargestellt als Mittelwerte mit n=4 und in pg/g Trockensubstanz bzw. % angegeben.

Akzession Prozessstufe Alkaloidgehalt [ug/g TS] Alkaloidgehalt [% TS]
54 groR Permeat 94416,99 9,44
Extrakt: 6-D, konz. 139,07 0,01
Dekanter 42021,44 4,20
60 Permeat 74276,89 7,43
Extrakt: 6-D, konz. 238,88 0,02
Dekanter 36014,32 3,60
80 Permeat 95192,85 9,52
Extrakt: 6-D, konz. 315,83 0,03
Dekanter 47777,28 4,78
81 Permeat 76597,12 7,66
Extrakt: 6-D, konz. 381,04 0,04
Dekanter 28228,23 2,82

Im dritten Projektjahr wurden vom Projektpartner ESKUSA GmbH erneut neun ausgereifte
Lupinensamenmuster der Schmalblattrigen Bitterlupine (L. angustifolius) aus dem Erntejahr
2021 an das JKI-ZL zur Analyse der Chinolizidinalkaloide gesendet. Die gaschromatische
Analyse erfolgte wieder analog den Jahren zuvor und die Ergebnisse dienten der
Charakterisierung der Akzessionen (vgl. Tabelle 29).

Tabelle 29: Analyseergebnisse der Chinolizidinalkaloide von Lupinensamen
der Firma Eskusa aus dem Erntejahr 2022. Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte mit n=4 und in
ug/g Trockensubstanz bzw. % angegeben

Akzession Erntejahr Alkaloidgehalt [ug/g TS] Alkaloidgehalt [% TS]
LUB 03-1 2021 14336,64 1,43
LUB 18-1 2021 20612,12 2,06
LUB 23-1 2021 13736,16 1,37
LUB 26-1 2021 18122,60 1,81
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LUB 30-1 2021 14637,24 1,46
LUB 46 2021 14579,27 1,46
LUB 57 2021 21104,49 2,11
LUB 66-1 2021 13419,87 1,34
LUB 80 2021 21433,98 2,14

Ferner wurden vom Projektpartner Lupino sechs Akzessionen fir die Verwendung der
Pilotanlage eingesetzt und die anfallenden einzelnen Prozessstufen am JKI-ZL auf den Gehalt
an Chinolizidinalkaloide analysiert. In Abbildung 18 sind die Chinolizidinalkaloide der einzelnen
Prozessstufen der Lupinenakzessionen ‘03‘, ‘18‘, ‘23, ‘46’ und ‘80° dargestellt. Es sind
ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Akzessionen zu erkennen. Ferner
wird deutlich, dass die Chinolizidinalkaloide wahrend des Entbitterungsprozesses in das
Permeat libergehen (Vergleich P-Start zu P-Ende). Eine Ausnahme zeigt sich allerdings bei der
Akzession ‘46, da diese sich in der Probenaufarbeitung sowie dem Entbitterungsprozess
problematisch (starke Schaumbildung, Verklebung der GC-Saule) darstellte, wird diese fiir
weitere Prozessversuche nicht weiterbearbeitet.
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Abbildung 18: Analyseergebnisse der Chinolizidinalkaloide
der einzelnen Prozessstufen der Akzession 03, 18, 23, 26, 46 und 80: Dekanter; Permeat-Start; Permeat-Ende,

Faser. Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte mit n=4 inklusive Standardabweichung und in pg/g
Trockensubstanz angegeben.

Betrachtet man die Chinolizidinalkaloide als Summe und vergleicht die sechs Akzessionen
beziiglich der Prozessstufen zeigt sich folgendes Ergebnis. Durch die Entbitterung gelingt es,
einen Teil der Chinolizidinalkaloide bereits im 1. Prozessschritt zu entfernen. Im weiteren
Prozess ist erkennbar, das bei allen sechs Akzessionen die Proteinfraktion einen signifikant
geringeren Chinolizidinalkaloidgehalt besitzen gegeniiber den Flakes sowie den Fasern (vgl.
Tabelle 30). Bereits nach vierfacher Diafiltration lag der Chinolizidinalkaloidgehalt < 0,05 % fiir
die Akzessionen ‘03‘, ‘23‘, ‘26‘, ‘46‘, ‘57° und ‘80‘. Diese wiren somit fir die
Futtermittelindustrie geeignet. Zudem waren die Akzessionen ‘23, ‘46’ und ‘80‘ mit einem
Chinolizidinalkaloidgehalt < 0,02 % fiir die Lebensmittelindustrie geeignet.

Tabelle 30: Analyseergebnisse der Chinolizidinalkaloide (QA)
der einzelnen Prozessstufen: Flakes, Faser, Permeat, Proteinfraktion (4-fache Diafiltration).
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte mit n=4 und in pg/g Trockensubstanz angegeben.

Akzession QA QA QA QA
[ng/g TS Flakes] [ug/g TS Faser]  [ug/g TS Permeat] [ng/g TS Proteinfraktion]

LUB 03-1 2,12 1,12 3,16 0,03
LUB 18-1 2,26 0,13 4,46 0,08
LUB 23-1 1,66 0,07 0,29 0,02
LUB 26-1 2,06 0,08 0,31 0,03
LUB 46 1,87 0,11 0,33 0,01
LUB 80 2,51 1,05 3,93 0,02
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5 Diskussion der Ergebnisse

Die Nutzung von Bitterlupinen fiir die Produktion von Lebensmittelprotein erscheint auf den
ersten Blick angesichts des Vorhandenseins von SiRlupinen fiir die Proteinextraktion als zu
aufwandig. Bei genauerem Hinsehen missen jedoch auch SiiBlupinen bei der Herstellung von
Food-Protein Rest-entbittert werden, da auch SiBlupinen noch geringe Mengen an
Chinolizidinalkaloiden im Saatgut enthalten. Unter unglinstigen Abreife- oder anderen
Stressverhaltnissen sind diese Restalkaloide jahres- oder chargenweise fiir chemische,
einfache Entbitterungsschritte zu hoch. Teilweise konnen in der Stlupinenproduktion die
Richtwerte fir Chinolizidinalkaloide bei Einsatz als Rohstoff fiir Lebensmittel nicht eingehalten
werden. Es muss dann mehrfach entbittert werden, was bei jedem Prozessschritt zu hohen
Proteinverlusten flihrt. Das hier eingesetzte Membranfilterverfahren zielt von Vornherein auf
die Entbitterung hoher Chinolizidinalkaloidkonzentrationen von Bitterlupinen und konnte fiir
die Proteinextraktion erfolgreich demonstriert werden. Die Chinolizidinalkaloidgehalte im
verwendeten Rohstoff spielen damit keine Rolle mehr fiir die Proteinausbeute und -qualitat.
Im Gegenteil, sie lassen sich im Gegensatz zu niedrig konzentrierten Waschlésungen bei
SuBlupinen als bereits hochkonzentrierte Waschlésungen bei Bitterlupinen gewinnbringend
anreichern und zu hochwertigen Nebenprodukten weiterverarbeiten.

Im genetisch noch weiten Zuchtmaterial von Bitterlupinen konnte eine erhebliche Variabilitat
fiir verschiedene, verfahrenstechnisch relevante Merkmale gefunden werden. Merkmale, die
ansonsten im Zuchtprozess nicht bericksichtigt werden. So gab es z.B. deutliche Unterschiede
in der Schélbarkeit der Lupinensaaten. Die Akzessionen 54, 66 und 81 fielen dabei positiv auf.
Die Menge des an der Schale in der Regel verbleibenden Keimlings zeigte extreme
Unterschiede (6 bis 26%), die z.T. genetisch bedingt sind, z.T. aber auch von der Dauer der
Saatgutlagerung abhangig zu sein scheinen. Der an der Schale verbleibende Keimanteil flhrt
zwar zu Verlusten bei der Proteinextraktion im Lebensmittelbereich, kann jedoch nach
Trennung von der Schale als Rohstoff fiir die Keimdlextraktion ein hochwertiges Keimol
liefern. Hier kdnnen verschiedene Szenarien zur 6konomischen Optimierung durchgerechnet
werden. Die Nutzung von Lupinenkeimen fir die Keimolherstellung wird davon abhangen, ob
regelmaRig ausreichend Keime dafiir als Nebenprodukt der Proteingewinnung zur Verfligung
stehen.

Bei den Chinolizidinalkaloidgehalten konnte festgestellt werden, dass bittere Lupinenformen
mit relativ niedrigen Chinolizidinalkaloidgehalten (z.B. Akzession 23) sich nicht unbedingt
einfacher und schneller entbittern lieRen als solche mit hohen Chinolizidinalkaloidgehalten
(z.B. Akzessionen 57 und 80). Es muss also hinsichtlich der ,Bindung” der Chinolizidinalkaloide
an die Proteinfraktion Unterschiede geben. Was genau diese ,,Bindung” ausmacht, konnte im
Projekt nicht untersucht werden. Die Proteingehalte der Bitterlupinen im Korn liegen zwischen
20 % und 32,5 %. Nicht immer sind die Akzessionen mit den héchsten Proteingehalten auch
diejenigen Akzessionen, die die hochsten Proteinausbeuten in den weiteren
Verfahrensschritten zeigen. Neben dem Schélprozess (siehe oben) scheint es noch weitere
Faktoren zu geben, die die Proteinausbeuten beeinflussen, z.B. die Proteinloslichkeit. Auch
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diese weiteren EinflussgroBen auf die Proteinextrahierbarkeit konnten im Projekt nicht
untersucht werden. Schliefllich konnte bei einzelnen Akzessionen eine stark verminderte
Proteinqualitat bezlglich der technischen Verarbeitbarkeit und Funktionalitdt gefunden
werden. Insbesondere die Akzession Nr. 46 fiel hier besonders negativ durch Schaumbildung
und Verstopfung der GC-Saule auf.

Durch die Konstellation der Projektpartner konnten in diesem Projekt Merkmale, die sich
verfahrenstechnisch deutlich auswirken, spezifisch im Zuchtprozess beriicksichtigt werden.
Diese Merkmale sind normalerweise nicht Gegenstand der Sortenentwicklung. lhre
Variabilitat im Bitterlupinensortiment zeigt jedoch, dass es sich lohnt, auf diese Merkmale fir
die lebensmitteltechnologische Verarbeitung und auch hinsichtlich deren Okonomie zu
selektieren. Die GroRe der Variation lasst hier eine sehr erfolgreiche Verschiebung der
Merkmale in eine glnstige Richtung zu. Dies ist unseres Wissens nach bisher bei der
Sortenentwicklung nie erfolgt. Insofern hat das vorliegende Projekt ein einzigartiges Ergebnis
aus der Zusammenarbeit zwischen Lupinenziichtung, Analytik und Lebensmitteltechnologie
geliefert.

Membranauswahl

Nach umfangreichen Tests von Membranmaterialien auf einer Flachzellen- Laboranlage
konnte eine geeignete Membran auf Basis Polyethersulfon (PES) und speziellen HydrophilLic
Surface Modifying Macromolecules (LSMM) - hier Polyvinylpyrrolidon (PVP) mit N,N-
dimethylacetamid (DMAc) als Loésungsmittel entwickelt werden. Die drei wesentlichen
Membraneigenschaften

e Selektivitatermeabilitat

e Anti-Fouling konnten hdchst moéglich optimiert werden so dass ein hervorragendes
Prozessverhalten (membrane perfomance) dieser Membran erzielt wurde. In
Zusammenarbeit mit dem Membranhersteller Synder Inc. wurden die o.g.
Materialzusammensetzung auf ein Spiralwickelmodul Gbertragen.

Versuche im Labormafistab

Die Versuche im LabormaRstab mit einem Spiralwickelmodul (4 % Filtrationsflache) fiihrten
unabhangig von der Ausgangskonzentration der Chinolizidinalkaloide zu einer deutlichen
Reduzierung nahe bzw. unterhalb der geforderten 0,02 % im Proteinextrakt. Die
entsprechenden Analysen wurden vom Projektpartner JKI durchgefiihrt. Damit wurde die
Zielstellung einen Proteinextrakt aus Bitterlupinen herzustellen, der der Anforderung der
Bundesanstalt fir  Risikobewertung (BfR) von einen maximal zuldssigen
Chinolizidinalkaloidgehalt von 0,02 % entspricht. Auf der Grundlage der Analysen vom
Projektpartner DIL e.V. zu den wertgebenden Inhaltsstoffen wurden 3 Akzessionen mit dem
hochsten Proteingehalt fir die nachfolgenden Versuche im PilotmaRstab ausgewahilt.
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Versuche im PilotmaRistab

In einer ersten Stufe des PilotmaRstabs mit einem Spiralwickelmodul (20 n?
Filtrationsflache) konnten die Laborergebnisse bestatigt werden. Die Abtrennung der
Chinolizidinalkaloide erfolgte in dem ausreichenden Male wie es fiir eine Nutzung in der
Humanernahrung erforderlich ist. Die verfahrenstechnische Entwicklung eines,
membrangestitzten Entbitterungsprozesses von Bitterlupinen Akzessionen konnte somit
im Rahmen dieses Projektes erfolgreich durchgefiihrt werden.

Scale-up

Bei der Ubertragung vom LabormaRstab auf eine Industrie nahe Pilotanlage von 6
Spiralwickelmodulen mit einer Filtrationsfliche von 120 ,2 wurden die im LabormaRstab
erzielten Laborwerte noch nicht erreicht. Im Gegensatz zu den Vorversuchen haben wir hier
aufgrund des sehr hohen Feedvolumens eine Vorkonzentration auf 12 bis 15 % vor der
eigentlichen Diafiltration vorgenommen. Die Analyse der Prozessfiihrungsparameter ergab,
dass der entscheidende Faktor fiir eine ausreichende Reduzierung der Chinolizidinalkaloide
nicht wie vermutet durch das Diafiltrationsvolumen bzw. Anzahl der Waschstufen allein
erreicht wird. Die geforderte Reduzierung der Chinolizidinalkaloide wird dann erreicht,
wenn der Diafiltrationsprozess ohne Vorkonzentration in der verdiinnten Proteinlésung
erfolgt. Das zeigt, dass der Diffusionsprozess der Chinolizidinalkaloide aus der
Lupinenflocken- Matrix in das umgebende Losungsmittel Wasser ein sehr hohes
Konzentrationsgefalle bzw. niedrige Feedkonzentration von <0.05% erfordert. In einem
weiteren Praxisversuch konnte diese Annahme bestatigt werden.

Wirtschaftlichkeit

Die erfolgreiche Entbitterung von Bitterlupinen Akzessionen mittel Membrantechnologie
erschliet neue pflanzliche Proteinquellen fiir die Humanerndhrung. Das ist eine
anzustrebende Entwicklung unter dem Aspekt einer stark steigenden Nachfrage nach
Pflanzenproteinen. Dem gegeniliber steht der Mehraufwand durch die erforderliche
mehrstufige Diafiltration. Neben der Gewinnung der aufgereinigten Proteine sind daher die
Nebenstrome fir eine wirtschaftliche Verwertung zu beurteilen. Die Nebenstrome sind
gekennzeichnet als

e Ballaststoffreiche Lupinenfaser

e Permeatstrom
o Chinolizidinalkaloide
o Oligosaccharide

e Lupinenschalen

Die Verwertung der Nebenstrome - hier vor allem der Permeatstrom mit pharmazeutisch
verwertbaren Chinolizidinalkaloiden und Oligosacchariden, ist eine notwendige
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Voraussetzung, um den Membran gestltzten Entbitterungsprozess in den industriellen
Malstab zu Uberfiihren. Ein weiterer Aspekt zur Erzielung einer wirtschaftlich verniinftigen
Stufe ist die sorgfaltige Planung der UF-/DF- Anlage zum einen zur Erzielung maximaler
Permeatflisse zum anderen die Rickfilhrung von Waschwasser in  den
Produktionskreislauf. Die Umsetzung der oben genannten Malnahmen gewahrleistet ein
wettbewerbsfdahiges Mald an Wirtschaftlichkeit im Vergleich zur Verarbeitung von
SuRlupinen. Dartiber hinaus wird durch den DF-/UF- Prozess die sensorische und
funktionelle Qualitdit des Proteinextrakts gegeniber dem  herkdmmlichen
SuRlupinenextrakt signifikant verbessert.

Somit wurden in dem vorliegenden Projekt alle geforderten Meilensteine (vgl. Abbildung 1:
Zeitplan fur das Projekt LUPROME) erreicht.

6 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Drei im Projekt als glinstig identifizierte Akzessionen (26, 57, 80) werden bereits jeweils auf
wenigen ha vermehrt, um fir weitere Entwicklungsarbeiten zur Verfligung zu stehen. Die
Menge des derzeit und in absehbarer Zeit bendtigten Saatgutes dieser Akzessionen
rechtfertigt noch keine Kosten fiir eine Anmeldung und Eintragung ins Sortenregister. Hier
wird aktuell geprift, inwieweit ein Produktionsmodell liber Vertragsanbau im geschlossenen
Kreis ohne Sortenschutz spezifisch flr dieses Zuchtmaterial in Frage kommt. Diskussionen mit
Lupino einerseits und potenziellen Anbauern andererseits diesbezliglich sind initiiert worden.
Von den Sortenamtern werden solche Modelle fiir Nischenarten durchaus unterstitzt und
nicht als Umgehung der Richtlinien angesehen.

Die Membran gestiitzte Entbitterung von Bitterlupinen ist fir die Lupino AG Deutschland ein
wichtiger Schritt zur ErschlieBung alternativer Proteinquellen. Die teilweise mangelnde
Ertragsstabilitat bei StGRlupinen macht den Anbau fir Landwirte wenig attraktiv. Die
Verfligbarkeit von StRlupinen hat sich in den letzten Jahren weiter verschlechtert. Wenn sich
die Bitterlupinen Akzessionen mit stabilen Ertragen und mit hoherem Rohproteingehalt im
Anbau durchsetzen wird eine zeitnahe Nutzung durch die Lupino AG Deutschland erfolgen.
Die Projektergebnisse lassen sich auch auf kritische SuBlupinen Sorten Ubertragen, die
Witterung und Standort bedingt zu hohe Chinolizidinalkaloidwerte oder auch sonstige
Fehlaromen aufweisen. Der UF-/DF- Aufreinigungsprozess kann hier zu einer deutlichen
Verbesserung der sensorischen und funktionellen Qualitat beitragen.
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Eine hohere und vor allem gesicherte Rohstoffbasis ermdglicht eine Erweiterung der
Produktionskapazitaten mit dem Ziel einer zunehmenden Marktprasenz an Lupinen basierten
Lebensmitteln. Jahrliche Zuwachsraten von > 10 % sind real erzielbar.

7 Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen und Hinweise auf weiterfiihrende
Fragestellungen

Die im Projektantrag formulierte Hypothese, dass im Bitterlupinen-Zuchtmaterial eine groRe
Variabilitdt hinsichtlich Lebensmittel-verfahrenstechnischer Merkmale besteht, konnte
eindrucksvoll bestatigt werden. Die Variabilitdat des Zuchtmaterials hinsichtlich der Merkmale
Schalbarkeit, Proteingehalt, Proteinausbeute und Proteinqualitat war héher als erwartet und
auch die erzielbaren Proteinqualitaten waren herausragend gut trotz der Nutzung von
Bitterlupinen. Die im Zuchtmaterial gefundenen, Lebensmittel-verfahrenstechnischen
Merkmale sollen in der weiteren Ziichtung intensiv verfolgt werden, missen jedoch durch
weitere, agronomisch und wirtschaftlich wichtige Merkmale (z.B. Kalktoleranz,
Hilsenplatzfestigkeit) erganzt werden, um sie vollumfanglich nutzen zu konnen. Insbesondere
die ausschlieflich in der Akzession 46 vorkommende Kalktoleranz ist in dieser Akzession mit
einer extrem schlechten, verfahrenstechnischen Proteinqualitdt kombiniert. Hier sollen
zukiinftig Studien zur Entkopplung dieser Merkmale durchgefiihrt werden. Vorbereitungen
dazu laufen in einem kirzlich gestarteten EU-Projekt.

8 Zusammenfassung

In dem hier dargestellten und von der BLE geforderten LUPROME-Projekt konnte eine
Methode zur Gewinnung von Protein, aus alkaloidreichen Lupinenvarietdten der
Schmalblattrigen  Lupine  (Lupinus  angustifolius L), mit einem niedrigen
Chinolizidinalkaloidgehalt entwickelt werden. Die dafiir vorgesehene verfahrenstechnische
Entbitterung wird durch eine intelligente Verknipfung verschiedener Membrantechnologien
und Membrananlagen realisiert. Auf der Grundlage eines umfassenden Screenings zur
Identifizierung  geeigneter Membranwerkstoffe wurde eine speziell dem
Proteinaufreinigungs- und Aufkonzentrierungsprozesses angepasste Membran entwickelt.
Diese zeichnet sich durch spezifische Oberflacheneigenschaften,
PorengrolRengrofRenverteilung sowie hohe chemische und mechanische Bestdndigkeit aus.
Nach erfolgreichen Laborversuchen wurde eine mehrstufige, modulare Pilotanlage
entwickelt. Wesentliche Kennzahlen zur Beschreibung von Membraneigenschaften dienten
als Grundlage fiir die Erarbeitung von Parametern fiir die Prozessfiihrung. In einer ersten Stufe
mit nur einem Spiralwickelmodul wurde im Pilotmalistab erfolgreich die Abtrennung und
damit die Reduzierung des Chinolizidinalkaloidgehaltes auf das geforderte Mald von < 0.02 %
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nachgewiesen. AnschlieBend erfolgte ein Scale-up mit Faktor 6 auf eine industrienahe
Pilotanlage mit 120 »? Filterfliche/ 6 Spiralwickelmodulen. Hinsichtlich des Prozessablaufs
bzw. der Prozessfiihrung gibt es hier weiteren Optimierungsbedarf. Es konnte gezeigt werden,
dass die Ultra-/Diafiltration des Lupinenproteins mittels innovativer Membrantechnologie
erhebliche Vorteile gegeniiber dem gangigen Saure-/Basen-Fillungs-basierten Verfahren
aufweist. So ist es ein rein physikalischer Prozess und erfillt die Anforderungen an eine
okologische/biologische Produktion. Das ist ein bedeutendes Alleinstellungsmerkmal und
wird weiter im Fokus stehen, so startet im Oktober 2023 das Nachfolgeprojekt LuproCess. Des
Weiteren kann die Nativitdat und Funktionalitdt des extrahierten Proteins weitestgehend
erhalten werden, was sich wiederum aulerst positiv auf Verarbeitungsmerkmale und
Geschmack der entwickelten Produkte auswirkt. Bei dem entwickelten Verfahren entfallt
zudem die chemische Entfettung der eingesetzten Lupinenflakes mittels Losungsmitteln, was
erneut einen positiven Effekt hat, da ein gewisser Olanteil im Protein toleriert und sogar als
Qualitatskriterium gesehen wird. Im Projekt wurde erstmals eine interaktive Zusammenarbeit
zwischen Lebensmitteltechnologie und Pflanzenziichtung in Entwicklungsarbeiten
eingegangen. Dies hatte zur Folge, dass aus einem breiten Sortiment an Zuchtlinien diejenigen
ausgewahlt werden konnten, die sich hinsichtlich der Proteinausbeute, Proteinqualitat und
Verfahrenstechnik am vorteilhaftesten zeigten. Die Variabilitat hinsichtlich der wesentlichen
Merkmale fiir die Lebensmitteltechnologie war im Zuchtmaterial erheblich und konnte
erfolgreich fiir weitere Entwicklungsarbeiten selektiert werden.
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10 Ubersicht aller im Berichtszeitraum vom Projektnehmer
realisierten Veroffentlichungen zum Projekt, bisherige und

geplante Aktivitaten zur Verbreitung der Ergebnisse

Tabelle 31: Ubersicht bisheriger und geplanter Aktivititenzur Veréffentlichung der Projektergebnisse

Veroffentlichung/Aktivitat Art der Veroffentlichung Datum
Publikation Paper Planung fiir 2024
Tag der Leguminosen Vortrag (AZ) Dezember 2023
ILC 23 (Internationalen Lupinenkonferenz) Vortrag (AZ)/Poster (FE) Juni 2023
Regionalverbandstagung Nord/Nordost LChG Vortrag (AZ) Marz 2023
GFL Gesellschaft zur Férderung der Lupine e.V. Tagung Vortrage (AZ, FE) Januar 2023
Lebensmittelchemiker Tag Poster (AZ) 2022
DIL Technology Days Flyer (CB) 2023
Oko Feldtage Stand/Flyer/Poster (AZ, CB) 2023
Zukunftsupdate Erndhrung Vortrag (CB) 2023
DIL Homepage Bericht 2021
JKI Homepage Bericht 2020
Anhang:

Anhang I: Erfolgskontrollbericht

Anhang ll: Merkblatt mit den Projektergebnissen
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