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Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von Prozessparametern auf die Bildung und den Abbau von
amyloiden und amyloidartigen Aggregaten aus beta-Lactoglobulin (BLG). Amyloide Strukturen zeichnet die Stapelung
von beta-Strdngen zu sogenannten cross-beta- Faltblattern aus. Bei einem pH-Wert von 2 und ausreichend hohen
Temperaturen, niedriger lonen- und moderater Proteinkonzentration bilden sich aus dem Proteinmolekil lange,
semiflexible amyloide Fibrillen. Bei den gleichen Prozessbedingungen, aber bei einem pH-Wert von 3,5, entstehen
flexible wurmartige Aggregate, die als amyloidartig bezeichnet werden kdnnen. Wahrend die BLG Fibrillen beziiglich
ihrer Struktur relativ gut untersucht sind, gibt es wenig Informationen beziiglich der Struktur der wurmartigen Aggregate
bei pH 3,5. Darlber hinaus wurde bisher kein Vergleich der unterschiedlichen Morphologien hinsichtlich physikalisch-
chemischer Eigenschaften sowie Bildungskinetik und Stabilitat in Abhangigkeit von mechanischer Belastung oder
Grenzflachen durchgefiihrt. Diese Information ist relevant, um den Wert der jeweiligen Aggregate fur unterschiedliche
Anwendungen, wie z.B. neue Materialien oder medizinische Anwendungen, sowie fir innovative
lebensmitteltechnologische Applikationen einschétzen zu kénnen. In der VVergangenheit konnten bereits die, im Vergleich
zum Ausgangsprotein veranderten, Grenzflacheneigenschaften belegt werden. So fuhrt z.B. die Anwendung von Fibrillen
zu hoherer physikalischer und chemischer Stabilisierung von Ol-Wasser-Emulsionen und Schaumen. Das hohe Langen-
Breiten-Verhaltnis der Fibrillen erzeugt hohere Kapillarkrafte und groRere Elastizitats- und Verlustmodule an den
Grenzflachen, wodurch BLG-Fibrillen idealerweise in innovativen Pickering-Emulsionen eingesetzt werden kénnen. Bei
der Emulsionsherstellung sind die Proteinstrukturen allerdings hohen Scherkraften und z.T. Kavitation in Kombinationen
mit einer hohen spezifischen Oberflache der Ol-Wasser Grenzflache ausgesetzt. Diese Prozessfaktoren kénnen zu einem
Abbau der amyloiden Aggregate beitragen. Andererseits haben Scherung und Grenzflachen — neben anderen Faktoren
wie Temperatur, pH-Wert und lonenkonzentration — auch eine hohe Relevanz fir die Entstehung von amyloiden
Strukturen. Bis jetzt wurden die Szenarien der Aggregatbildung und des -abbaus nicht gegenuibergestellt und auch noch
keine tiefergehende Untersuchung der relevanten Prozessfaktoren angestellt. Erkenntnisse hieriiber sind aber von
Bedeutung, um z.B. die Bildung von amyloiden Aggregaten zu optimieren, ihren Abbau in verarbeitenden Prozessen zu
minimieren oder ihre ungewollte Bildung in lebensmittelverarbeitenden Prozessketten zu verhindern.

In dieser Arbeit erfolgte als erster Schritt die Untersuchung der Struktur und der physikalisch-chemischen Eigenschaften
der unterschiedlichen Aggregate. Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu den Fibrillen, die aus Peptiden
entstehen, bei pH 3,5 unhydrolysiertes BLG zu den wurmartigen Morphologien assembliert. Nach der Fraktionierung von
aggregierten und unaggregierten Proteinen konnte ein héherer Anteil an beta-Faltblattern, eine hohere Kompaktheit, eine
héhere Oberflachenladung und eine geringere Hydrophobizitét der Fibrillen im Vergleich zu den wurmartigen Aggregaten
festgestellt werden. Im zweiten Schritt wurde die Abhéngigkeit der Aggregationskinetik von verschiedenen
Prozessparametern, wie Temperatur, pH-Wert, Proteinkonzentration, lonenkonzentration und Rihrgeschwindigkeit im
Inkubationsgefal untersucht. Die Temperatur konnte als wichtigster Faktor identifiziert werden. Es konnten aufRerdem
Wechselwirkungen der Temperatur mit pH-Wert und der Rihrgeschwindigkeit festgestellt werden. Diese basierten auf
der pH-abhéngigen Reduzierung der Denaturierungstemperatur sowie der viskositatsabhangigen Schubspannung. In
weiteren Schritten wurde der Einfluss von mechanischen Energieeintragen und Oberflachen auf die Aggregationskinetik
durch den Einsatz von chemisch modifizierten Glaskugeln im Schuttelinkubator untersucht. Es zeigte sich, dass die
Aggregationskinetik von amyloiden Fibrillen eine starke Abhéngigkeit vom mechanischen Energieeintrag und von der
Oberflachen-Chemie aufweist, wéhrend amyloidartige Aggregate gegeniber beiden Faktoren unabhéngig sind. Bereits
durch den Einsatz der Glaskugeln konnte eine Verkirzung der Aggregatlange festgestellt werden, welche im néchsten
Schritt unter Einsatz von Rotor-Stator-Dispersion und Ultraschall in ein- oder zweiphasigen (Ol-Wasser) Systemen
tiefergehend untersucht wurde. Hierbei konnte eine Abhéangigkeit der Fibrillenverkiirzung von der Rotor-Stator-Scherung
festgestellt werden, wahrend die wurmartigen Aggregate unverandert blieben. Eine hohe Fragmentierung von beiden
Aggregaten wurde durch Applikation von Kavitation erreicht. In zweiphasigen Systemen wurden geringere
Aggregatlangen bereits bei niedrigeren Energieeintrdgen erreicht, was auf einen scherkraft-maximierenden Einfluss der
Grenzflachen hinweist.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass beide Aggregationsformen unterschiedliche Eigenschaften
hinsichtlich ihrer Struktur, physikalisch-chemischen Eigenschaften, Bildungskinetik und Prozessstabilitat aufweisen, was
sie fur unterschiedliche technologische Anwendungen geeignet macht. Die Verwendung von wurmartigen Aggregaten
kénnte zu neuen Materialien oder Funktionalitdten in Lebensmittelprodukten fiihren. Der innovative Ansatz amyloide
Fibrillen mit Hilfe von freibeweglichen Glaskugeln beim Schitteln herzustellen, kann zu einer effizienteren und
kostensparenderen Mdglichkeit der Fibrillen-Produktion fihren.



