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;%mﬁundeSrepublik Deutschland betrigt die jahrliche Schlachtblutmenge 140 000 t

¢ 202 1978), das entspricht 25 000 t Rohprotein. Umweltschutz und Wirtschaftlichkeit

) tzun dlg insgesamt bedrohliche Erndhrungslage der Erde erfordern die Blutverarbeitung

60g fiir die menschliche Erndhrung. Durch Zentrifugation des Gesamtblutes entstehen

*?awir VO}%, 7 % Rohprotein) und Blutkdrperchenkonzentrat (40 Vol%, 38 % Rohprotein).

,%tr einzelnen Lebensmitteln direkt bei der Produktion zugesetzt. Blutkdorperchen-

1 8hy 50 % des gesamten Blutrohproteins) wird wegen der Farbung und des Geschmacks

‘h&teWenlg zu Lebensmitteln verarbeitet, hauptsichlich wird es als Blutmehl fir die

'ty Tung oder als Diingemittel verwendet.
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A?Rtéteratur wurden verschiedene Wege zur Blutkorperchenkonzentratverarbeitung fir Le-

@imme_ beschrieben. Jope et al (1949) sowie Tybor et al @1973) fdllen das Globin mit

%Qmmw Ceton. Fiir groBtechnische Schlachttierblutverarbeitung sind diese Verfahren zu

‘%s Bendlg. V.d. Oord und Wesdorp (1979) entfirben mit H202. Der Niederschlag enthdlt

Tnheichutrthroteins, die Oxydationsvorginge konnen zur Zerstorung von Aminosduren fih—

ﬁﬁtbe-es gilt fiir die Hydrolyse mit starker Salzsdure (Fretheim et al, 1979). Dagegen
tmmel der enzymatischen Hydrolyse keine Beeintridchtigung der Proteinwertigkeit (Hald-

Y R, 1978; Drepper und Drepper, 1979 und 1981).
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fﬁmge;g der eigenen Untersuchungen basiert auf einer Himolyse der Erythrozyten mit
“en €r saurer enzymatischer Partialhydrolyse des Hamoglobins und Abtrennung eines
i dm~Protein-Anteils von einem schwach gelblichen, schmackhaften Globinhydrolysat.

S gesamten Aufarbeitungsganges bis zum  Zentrifugieren wird der Ansatz auf ca.

b L de
wa..
; ewy vgl. unten) und langsam mechanisch durchgeriihrt.

g
%Qseigzevwirq das Blutkorperchenkonzentrat mit Wasser im“Verhéltnis 1:2 versetzt.
“fnal 1 erhdltnis wurde gewdhlt, um eine zu starke Verdiinnung zu vermeiden. Beim an-
E%ﬁhydrmutkorperchenkonzentrat:Wasser—Verhéltnis ergibt sich am Ende des Verfahrens ein
%&FQ%H*YSat mit einem Rohproteingehalt von ca. 8 %, also einer dem Blutplasma ver-
943, Rohproteinkonzentration. Gro8ere Wasserzusdtze zur Hamolyse bewirken eine ge-

} here Rohproteinmenge in dem Globinhydrolysat bei (natiirlich) verringerter
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‘hﬂmronZentration. Dementsprechend miissen, wenn ein Trockenprodukt hergestellt werden
A osten fiir die Wasserentfernung in Kauf genommen werden.

lge .
EsgﬂigutEH nach Beginn der Himolyse wird mit 1 n Salzsdure ein pH-Wert von 3,9 - 4,0
{mnboteiund das Ferment, die Pilzproteinase S (Drepper und Drepper, 1981) hinzugefiigt.
:ﬂygde Dase hat ein Wirkungsoptimum zwischen pH 4 - 5. Wahrend der 12-stiindigen Ein-
;‘S ep €rmentes unter den angegebenen Reaktionsbedingungen steigt nun durch die Pro-
j%%°mh;9H~Wert auf ca. 5,0 an, ohne daB eine weitere pH-Wertregulation erforderlich
‘%Qfszeitst der optimale pH-Bereich fiir die Pilzproteinase S wdhrend der gesamten

ung gewdhrleistet und auBerdem am Ende ein pH-Wert erreicht, der eine optimale
€T ausgefallenen, dunkelbraun gefdrbten Ham-Protein-Anteile ermdglicht.

]

l Die Geschwindigkeit der Proteolyse ist tempera-

! turabhéngig. Da die Reaktionszeit kurz gehalten

* 45°= -===-—- werden sollte, wurden Versuche bei unterschied-

! lichen Temperaturen durchgefiihrt. Als Parameter

l fiir die Reaktionsgeschwindigkeit diente die Ent-
\ farbung des nach dem Zentrifugieren luberstehenden
\ Globinhydrolysates (vgl. Fig.1). Bei der hdheren
Temperatur (55°C) im Reaktionsansatz war die wei-
tegtgehende Entfarbung schon nach 5 Stunden, bei
45°C erst nach 12 Stunden erreicht. Da jedoch das
Abzentr%fugieren der braunen Him-Protein-Anteile
beim 55 °C-Ansatz erschwerg war, wurde als opti-
male Arbeitstemperatur 50 C gewahlt.

Yy Die verwendete Pilzproteinase S hatte bei Hamo-
& Ehgi ) globin als Substrat in einer Lbsung von 45°C mit
Pﬁ'zei%kelt der Proteolyse von einem pH von 4,8 eine Enzymaktivitat von 2092 mTU
Giramet und der Temperatur. je g. Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte nach
DeObip €r: Farbintensitdt des einer modifizierten Anson-Methode (1939).
tPeng Ydrolysates.
ing . S0ce of proteolysis on

girangq temperature.
Obi,y STt Colourintensity of
Ydrolysate.




Unterschiedliche Enzymaktivitaten beein-
flussen bei gleicher Temperatur und
gleicher Zeitdauer der Einwirkung die
Rohproteinausbeute in dem Globinhydroly-
sat (vgl. Fig.2). Bis zu 6 mTU Pilzpro-
teinase S je g Blutkorperchenkonzentrat
wurde bei einer Steigerung der Aktivitat
um eine Einheit eine wesentliche Stei-
gerung der Rohproteinausbeute im Globin-
hydrolysat erzielt. Dariiberhinaus nahm
die Ausbeutesteigerung wesentlich ab.
Dementsprechend lag die optimale Akti-
vitdat der Pilzproteinase S filir die hier
beschriebene Reaktion bei 6 mTU (= 3 mg
Enzympraparat) je g Blutkorperchenkon-
zentrat.

Nach der Reaktionszeit von 12 Stunden
kann das klare, gelbliche Globinhydro-
lysat durch Zentrifugation von den aus-
gefallenen, braunen Ham-Protein-Anteilen
abgetrennt werden. Das Globinhydrolysat
enthiZlt nach einer pH-Einstellung auf 7
mit 1 n Natronlauge ca. 0,9 % NaCl und
8 % Rohprotein. Das entspricht etwa

55 % des Rohproteins des eingesetzten
Blutkorperchenkonzentrates. Das gewon-
nene Globinhydrolysat hat einen schwach

Ausbeute
an
Rohprotein
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Fig.2: Abhingigkeit der RobhpT ger e
im Globinhydrolysat VOR %ysi?
setzten Pilzproteinase€ y“ y
i ¢ g
Dependence of crude Proteédadw
in globinhydrolysate 0B
peptidase-activity.

aromatischen, bitterfreien Geschmack.
Bei Trocknung dieses Hydrolysates ent-
steht ein weiBliches Pulver mit einem
Rohproteingehalt von ca. 85 %. e

Zur Verwendung von Pilzproteinase S (gewonnen aus aspergillus orycae) fir die pawyﬁ?w
Himoglobinspaltung beim beschriebenen Verfahren ist anzumerken, daf durch ihI orfr¢”
im Gegensatz zu vielen anderen gepriiften Proteinasen die Herstellung eines bit
Globinhydrolysates erreicht werden konnte (vgl. Tab.q1).

t2 or
Bei unterschiedlichen Spaltungsorten gleicher Proteinmolekiile durch verschiedenarn.ﬂa ¢ |
Proteinasen kénnen mehr oder weniger groBe Mengen an sog. Bitterpeptiden ent?te-c
Ney (1972) kann auf Grund der Aminosdurenzusamme»setzung von Proteinen die MQg rpﬂﬁ ‘
Entstehung von Bitterpeptiden berechnet werden (8-Werte: unter 1 300 keine Bit o9
iiber 1 400 Bitterpeptide).
Beim Blutkdrperchenkonzentrat-Protein errechnet sich ein Q Wert von 1 %80, & ?lzpro (
Grenzwert 1 400. Durch Verwendung der Pilzproteinase S (unu auch der sauren = }
EL 25-79) wurden unter den angegebenen Reaktionsbedingungen offenbar nur solc :n- \
bindungen gespalten, die nicht zur (méglichen) Bildung von Bitterpeptiden fibr |

Tab.1: Geschmacksbeeinflussung von Globinhydrolysaten durch Verwendung
unterschiedlicher Proteinasen zur Partialspaltung
Influence on taste of globinhydrolysates by use of different
peptidases for partial splitting

e, Hersteller- Geschmack des
firma Globinhydrolysates

Pepsin Henkel K
Sp 81 i e
Sp 3 4 XX
Sp 1 ! e
AP 114 ! o
Denapsin 10 P Nagase 2ie
Samprose 50 Siber Hegener v
Saure Pilzproteinasen EL 24-79 Rohm o |

i ! EL 25-79 s o

it ! EL 120-79 W o
Pilzproteinase S W 0

x etwas bitter
o nicht bitter

xxx sehr bitter
xx bitter
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Fig.3 und 4: Gradientenelution der durch Gelfiltra-
tion aus dem Globinhydrolysat (AP 114, Pepsin)
gewonnenen Bitterfraktion aus dem Ionenaus-
tauscher Dowex 50 WX 2.

Gradientelution of bitterfraction, resulting
from gelfiltration of globinhydrolysate

(AP 114, pepsin), by ionexchange-resin

Dowex 50 WX 2.

Protease : AP 114 pH

Die Unterschiede in der Hamoglobinspaltung
bei Verwendung verschiedenartiger Proteinasen
konnten nach Entsalzen (Biogel P2) und Gel-

S0 100 150 Fraktion filtration (Biogel P4) durch photometrische
; Messungen der Eluatfraktionen bei 280 m
| Hig. 3 ermittelt werden (Drepper und Drepper, 1981).
mf:‘i‘s;o Die bitter schmeckenden Fraktionen der Eluate
o | pH aus der Biogel P,-Sdule (nach der Globin-

e partialspaltung mit Pepsin und AP 114) wurden
an Dowex 50 WX 2-Sdulen mit einem linearen

. Gradienten (pH 3,1—5,6; Pyridiniumacetat)

¢ weiter fraktioniert. Die Aufteilung wurde

durch Bestimmung der ninhydrinpositiven Sub-

stanzen (Moore, 1968) im Eluat verfolgt

(vgl. Fig. 3 und 4).

Juk \ Protease : Pepsin e
20

bitter

1
er”
5 1 1
100 150 Fraktion
: Fig- 4
o | 'iu
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' q de
}5\% 7bTWDOWex 50 WX 2-Eluat abge- Fig.5:Diinnschichtchro-
Sty ey Taktion (AP 114) wurde matographische Dar- RY
g ""«“QQSQ W ®L Gradientenelution an stellung der 7b3-
RN ;2 beim pH 4,3—>5,3 unter- Fraktion des Globin- 08
-'J;thschmele aus dem Eluat gewonnene hydrolysates (AP 114)
gy Chp, ~CKende 7b3-Fraktion diinn- 061 - Rr-057
Qlaufgeat9graphisch praparativ TLC-picture of 7b3- S T
i‘EiSeteJ_-lt (Kieselgel 60, n- fraction of globin- 04k
S5 t88ig:Wasser = 60:15:25). hydrolysate (AP 114).
v ifey 8F Nach Anfirbung des o —
RN ninhs der Kieselgelplatte, daB g =
Mg, Y9Tinpositive Substanzen —
8¢trennt wurden. or e
1 2
ta 250 Eluti

.:ff'.gu i on der von der Kieselgelplatte abgeschabten Streifen der Rf-Werte von 0,48

pid o CLE ( asser wurde das so isolierte Material auf seine Aminosdurenzusammensetzung

|4 Vo demwll" danken Frau Dr. A.B. Holstein, Minchen, fiir die Analysen). Bei der Sub-

A Q§*0548 Rf-Wert von 0,57 wurden Phenylalanin und Leucin (1:1), bei der mit dem Rf-

o8y, g Phenylalanin und Glutaminsdure (2:1) ermittelt. In der Sequenz des Schweine-
PR ullnd iefl‘ndet sich in den Positionen 33/34 und 128/129 derdcl-Kette die Kombination
“finnnd Kon der Position 41/42/4% der ﬂ-—Kette die Kombination Phe/Phe/Leu. Andere Posi-
i3 SChi rk‘;blnationen von Phe:Leu (1:1) und Phe:Glu (2:1) kommen nicht vor. Bei den von
”\ a Ty tp?atte isolierten Substanzen kann es sich also nur um das Dipeptid Phe-Leu
[y diubchpgl?tld Phe-Phe-Glu handeln. DaB diese Peptide, die wdahrend der Hydrolyse von
“»\:’3 53‘3 Bey 1€ Proteinase AP 114 gebildet wurden, einen bitteren Geschmack hervorrufen,
[0 ans, phechnung der -Werte nach Ney (1972) wahrscheinlich: Phe-Leu hat einen g-Wert
% Digegebe‘Phe—Glu von 1 950. Beide liegen also weit iiber dem von Ney (1972) fiir Pro-
gy ze ntenen Grenzwert von 1 400, bei dem nach Hydrolyse ein Bittergeschmack auftreten
\ “%ti@n SOG’:‘Suchungen sollen vervollstandigt werden durch Sequenzanalysen der isolierten

SQhEr 1e durch diinnschichtchromatographische und organoleptische Untersuchungen
| Phe-Leu- und Phe-Phe-Glu-Peptide.
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1
Parallel zu den Bitterpeptiduntersuchungen wurde die Proteinwertigkeit des aus dem ©
hydrolysat durch Gefriertrocknung gewonnenen Trockenproduktes untersucht.
Die wahre Verdaulichkeit (Absorbierbarkeit) des Rohproteins im Globinhydrolysat b

Ratten 97 %.

Die Aminosdurenzusammensetzung ist in der Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Aminosdurenzusammensetzung des Rohproteins
im Trockenpulver des Globinhydrolysates und Amino-
sdurenbedarf wachsender Ratten (% des Rohproteins).
Content of amino acids in crude protein of globin-
hydrolysate-dry powder and amino acid requirements

of growing rats (% of crude protein).

Gehalt im Bedarf wach- Gehalt in

Globinhydro- sender Ratten % des
lysat-Rohpr.* (Drepper und Bedarfes
Weik, 1972)

Arginin 549 S0 66
Histidin 8,5 25 340
Isoleucin Q907 5,0 ' it
Leucin 1236 8,0 158
Lysin 10,2 6,0 1720
5 5 z
e e 9.0 7
Threonin Sisdl 4,0 78
Tryptophan 1,8 An 120
Valin 7 4 SN 155

* Die Aminosdurenanalysen wurden in den Laboratorien
von Degussa-Wolfgang, Hanau, durchgefiihrt.

Tabelle 3: Protein Efficienca Ratio (PER) des Roh-
proteins im Trockenpulver des Globinhydrolysates 1)
Protein-Efficiency Ratio (PER) of crude protein

in globinhydrolysate-dry powder

Rohproteinquelle PER verd?)u. korrigiertB)
Standardrohprotein 2,50
(Casein + Methionin ’
Globinhydrolysat + 4) 2.51
y/

Aminosdurenerginzung
Globinhydrolysat ohne
Aminosdurenerginzung

1) Halbsynthetische Diaten, 10 % Rohprotein,
10 wachsende Ratten je Gruppe, Versuchsd. 21 Tage

- Gewichtszunahme
Aufnahme an verdaulichem Rohprotein

3) Korrektion nach Campbell (1960)
4) L-Isoleucin, DL-Methionin, L-Arginin, L-Threonin

2) PER verd.
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