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Der vorliegende Aufsatz befaBt sich mit den praktischen und theoretischen Aspekten der Gel-
bildung in Proteinsystemen. Diese Vorginge werden u. a. dadurch kompliziert, daB mehrere
Typen der Zusammenlagerung der Proteinmolekiile sowie Konformationsinderungen wéh-
rend der Assoziation beriicksichtigt werden missen. Das Gelnetzwerk kann durch fiinf Arten
der Wechselwirkung stabilisiert werden: kovalente Vernetzung, polare Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriicken, Salzbriicken und hydrophobe Wechselwirkungen. Die Mikrostrukturen

von Gelen aus fibrilldren Proteinen (Kollagen) und aus globuldren Proteinen (z. B. «- und $-
Casein) unterscheiden sich betrichtlich. Von praktischem Interesse sind Methoden, mit denen
sich die Loslichkeit von Gelen steuern 148t. Dazu gehért die Verwendung von Vernetzungsmit-

teln und die Zugabe von Salzen.

1. Einleitung

Der gelartige Zustand von Biopolymeren ist die strukturel-
le Basis aller Lebensformen. Wihrend bei Pflanzen in der
Regel die Polysaccharide strukturelle Funktionen haben,
iibernehmen bei tierischen Organismen die Proteine diese
Rolle. Die Gelbildung von Proteinen war nicht nur Gegen-
stand zahlreicher biochemischer und molekularbiologischer
Arbeiten, sondern ist auch im Hinblick auf die technische
Verarbeitung von Proteinen untersucht worden. Diesem
technischen Aspekt kommt in jiingster Zeit im Zusammen-
hang mit der Entwicklung groBindustrieller Verfahren zur
Verarbeitung von Proteinen fiir Nahrungsmittel und Vieh-
futter besondere Bedeutung zu.

Die 1948 von Ferry!!! verdffentlichte Ubersicht spiegelt die
damaligen Ansichten iiber den Gelzustand wider. Vollstidn-
dig aufgeklirt ist der Gelzustand auch heute noch nicht. In
diesem Aufsatz befassen wir uns vor allem mit den Organisa-
tionsformen fiir die riumliche Anordnung von Proteinmole-
kiilen in gelartigen Systemen, mit den Ursachen des Auftre-
tens dieser Raumstrukturen und mit praktischen Aspekten
bei der Steuerung der Eigenschaften, die fiir die Funktion
der Proteine erforderlich sind.

2. Klassifizierung der Gele

,,Ein solcher kolloidaler Zustand eines Systems wie ein
Gel ist leichter zu beobachten als zu beschreiben® - seit

[*] Dr. M. G. Bezrukov
Institute of QOrganoelemental Compounds, USSR Academy of Sciences
SU-117813 Moskau, Vavilova 28 (UdSSR)
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mehr als 60 Jahren fithrt diese Feststellung ein Nomadenle-
ben in zahlreichen Veroffentlichungen iiber den Gelzustand,
z. B. auch in der Ubersicht von Lipatov und Proshlyakova®™,
die 1961 erschien. Es wurde jedoch schon vor 1960 eine An-
zahl annehmbarer Definitionen fiir den Gelzustand formu-
liert. Wir werden im folgenden einige davon besprechen.

Nach FloryP! kann ein System als gelartig angesehen wer-
den, wenn es sich durch die folgenden Eigenschaften aus-
zeichnet:

1. Es ist ein kolloidales System mit mindestens zwei Kom-
ponenten,

2. es weist einige der mechanischen Eigenschaften von Fest-
korpern auf;

3. sowohl die dispergierte Phase als auch das Dispersionsme-
dium sind im Volumen des Systems kontinuierlich ver-
teilt.

Diese umfassende Definition ist rein formaler Natur und
zieht die Griinde fiur das Auftreten und die Existenz des gel-
artigen Zustands nicht in Betracht.

In den Arbeiten von Papkov 7' werden Gele als Multi-
komponenten-Systeme mit den beiden folgenden charakteri-
stischen Eigenschaften definiert: fast vollstindiges Fehlen
von Fluiditit und hohes reversibles Deformationsvermdogen.

Rogovina und Slonimsky'™ definieren ein Gel als ein Poly-
mer-Lésungsmittel-System, in dem ein rdumliches Netzwerk
aus ziemlich stabilen, nicht fluktuierenden Bindungen be-
steht (d. h. solchen, die nicht durch thermische Bewegung
zerstort werden). Diese Definition scheint fur die im vorlie-
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genden Aufsatz besprochenen Aspekte des Problems am ge-
eignetsten zu sein; sie ermdglicht das Verstiandnis vieler FEi-
genschaften gelartiger Systeme.

In Ubereinstimmung mit der Klassifizierung nach Papkov
unterscheidet man gewohnlich zwei Arten von Systemen, an
denen eine Polymerkomponente beteiligt ist.

Typ 1: Gele, die beim Quellen vernetzter Polymere oder
bei der kovalenten Vernetzung geloster Makromolekiile ent-
stehen. Diese Gele sind thermisch irreversibel. Das Fehlen

fluider Figenschaften in solchen Systemen beruht auf der

Anwesenheit eines dreidimensionalen Molekiilskeletts, das
durch chemische Bindungen stabilisiert ist.

Typ 2: Gele, die bei der Trennung einer einphasigen Poly-
merlésung in zwei Phasen entstehen, wenn sich die thermo-
dynamischen Bedingungen oder die Zusammensetzung des
Systems dndern. Das Fehlen fluider Eigenschaften wird
durch die Bildung eines dreidimensionalen Skeletts aus
iibermolekularen Strukturen verursacht, deren Eigenschaf-
ten denen eines Feststoffs dhneln; die reversible Deformie-
rung geht auf die elastische Dehnung der Skelettbestandteile
zuriick.

Ein Netzwerk aus Polymermolekiilen ist charakteristisch
fir ein System im Gelzustand. Die Struktur dieses dreidi-
mensionalen Netzwerks und die Ursachen seiner Bildung
.kénnen hochst unterschiedlicher Natur sein.

Bei der Bildung des Skeletts aus Polymermolekiilen in L§-
sung spielt das energetische Gleichgewicht der Wechselwir-
kungen der Polymersegmente untereinander und mit dem
Losungsmittel eine Hauptrolle. Eine begrenzte Polymerlds-
lichkeit wird als notwendig erachtet, damit das System einen
Gelzustand annehmen kann*7-*1,

Bei Polymeren mit begrenzter Loslichkeit kleben einige
Segmente des Polymermolekiils aneinander und bilden so
die Knotenstellen der Wechselwirkung, wiahrend die ande-
ren Abschnitte in Losung bleiben. Ein derartiges Verhalten
liegt in der ,,Diphilie“ von Polymermolekiilen begriindet, d.
h. in der Anwesenheit sowohl lyophiler als auch lyophober
Bereiche. Die Knotenstellen des dreidimensionalen Netz-
werks bilden sich durch Berithrung von lyophoben Segmen-
ten, wihrend die Solvatation der lyophilen Abschnitte den
Fortbestand des Netzwerks sichert. Die Natur der Kontakt-
Wechselwirkungen zwischen lyophoben Segmenten ist expe-
rimentell iiberpriift worden'; sie kann alle Arten physikali-
scher Bindungen (dispers, polar, Wasserstoffbriicken) umfas-
sen.

Wird das dreidimensionale Netzwerk durch kovalente
Wechselwirkungen gebildet, so konnen alle Teile des Poly-
mermolekiils vom Losungsmittel recht gut solvatisiert wer-
den, d. h. das Molekiil muf} nicht notwendigerweise diphil
sein. Fiir die Existenz von Gelnetzwerken aus einzelnen Po-
lymermolekiilen gibt es jedoch noch keine Beispiele. Alle
Gele, deren Mikrostruktur heute bekannt ist, sind durch ein
Netzwerk aus iibermolekularen Strukturen charakterisiert.

Die thermische Stabilitat von Gelen ist durch die Tempe-
ratur begrenzt, bei der das gelbildende raumliche Skelett zu-
sammenbricht und das System in den flissigen Zustand
ibergeht, oder aber das System Lésungsmittel verliert und
zu einem Xerogel wird. Gele lassen sich nach ihrer Schmelz-
barkeit in thermisch reversible und thermisch irreversible
Gele cinteilen.

Rogovina und Slonimsky™ sowie Papkov" fithren die ther-
mische Irreversibilitit von Gelen hauptséchlich auf die che-
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mischen (kovalenten) Wechselwirkungen zwischen den Po-

lymermolekiilen zuriick. Diese Wechselwirkung ist die stark-

ste aller im Gelnetzwerk méglichen (AG > 80 kcal/mol).

Thermisch reversible Gele zeichnen sich durch physikali-
sche Wechselwirkungen zwischen den Makromolekilen aus.
Die Energiebetrage von Wasserstoffbriicken sowie polaren
und hydrophoben Wechselwirkungen sind betriachtlich klei-
ner als diejenigen kovalenter Wechselwirkungen (AG< 10
kcal/mol). Diese physikalischen Wechselwirkungen konnen
durch die thermische Bewegung, die der Ubergangstempera-
tur zur flissigen Phase entspricht, aufgehoben werden.

Es sei jedoch darauf hingewiesen, daf3 Gele, die durch
Wechselwirkung von Polymerketten mit mehrwertigen Kat-
ionen gebildet werden, ebenfalls thermisch irreversibel sein
konnen. Derartige Bindungen, bei denen Segmente verschie-
dener Polymerketten als Liganden am Zentrum eines Kom-
plexes fungieren, liegen energetisch zwischen den chemi-
schen und den physikalischen Wechselwirkungen. Bei syn-
thetischen Polymeren treten solche Wechselwirkungen recht
selten auf und werden in der Regel nicht beriicksichtigt. Bei
Proteinsystemen ist die Wechselwirkung mit Kationen dage-
gen in vieler Hinsicht strukturbestimmend.

Gele lassen sich auch durch andere charakteristische Ei-
genschaften klassifizieren, so z. B. durch Besonderheiten der
Mikrostruktur oder den Phasenzustand.

Die umfassendste Einteilung von Gelen nach ihrer Mikro-
struktur stammt von Flory"™. Er unterteilt die Gele in vier
Typen:

1. Hochgeordnete lamellare Strukturen, einschlieBlich gelar-
tiger Mesophasen.

2. Durch physikalische Aggregation gebildete Polymernetz-
werke, grofitenteils ungeordnet, jedoch mit lokaler Ord-
nung in einigen Bereichen.

3. Ungeordnete Strukturen aus dispergierten Teilchen.

4. Kovalent verkniipfte Molekiilnetzwerke ohne jegliche
Ordnung.

Beispiele fiir den ersten Typ sind Systeme, die Phospholi-
pide oder Seifen enthalten. Lamellare Strukturen sind bei
Proteinen unbekannt; manche Bereiche nativer Kollagenfi-
brillen kénnen dagegen mit einigen Vorbehalten als Meso-
phasen angesehen werden.

Jegliche Klassifizierung von Proteinen und ihren Gelen ist
allerdings in betrichtlichem AusmafB willkiirlich und spie-
gelt haufig die wesentlichen Strukturmerkmale nicht wider.
Das raumliche Netzwerk aus den Molekiilen eines Proteins
unterscheidet sich vom Netzwerk aus den Molekiilen jedes
anderen Proteins. Die Unterschiede beruhen in erster Linie
auf der Individualitiat der Aminosiduresequenz.

Aminosiurezusammensetzung und -sequenz (Primirstruk-
tur) der Polypeptidkette legen fest, ob eine bestimmte Art
der Wechselwirkung auftreten kann. Die Primirstruktur be-
stimmt ebenso alle hoheren Stufen der Proteinorganisation!”!
und damit auch die Fiahigkeit der Molekiile, ein dreidimen-
sionales Netzwerk zu bilden - die Basis des Gelzustands.

3. Kollagen und seine Abbauprodukte

Wir werden Gele fibrillidrer Proteine hier nicht ausfiihrlich
behandeln, da die potentiellen Objekte fiir industrielle Ver-
arbeitung — Pflanzen- und Einzellerproteine (Biomasse) —
nach heutiger Auffassung nicht fibrilldr sind. Die Gele von
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Kollagen sowie dessen Abbauprodukten, gewdhnlich als Ge-
latine bezeichnet, sollen jedoch eingehender betrachtet wer-
den. Gelatine war bis vor kurzem das einzige industriell her-
gestellte Reinprotein und ist auch am genauesten untersucht
worden.

Abb. 1. a) Tripelhelix des Kollagenmolekiils im nativen Zustand, b) thermische
Denaturierung und ¢) hydrolytische Spaltung.

Das Kollagenmolekiil besteht aus drei Polypeptidketten,
zwei o,-Ketten und einer a,-Kette. Die drei spiralférmigen
o-Ketten winden sich um eine gemeinsame Achse und bil-
den so eine Tripelhelix (Abb. 1). Wahrend die Aminosdure-
sequenz der o,-Kette aufgeklirt werden konnte (Abb. 2), ist
die Entzifferung der a,-Kette noch nicht vollstandig gelun-
gen; man weiB aber, daf sie sehr stark der Priméarstruktur der
a,-Kette dhnelt!'”. Die Ahnlichkeit in der Primirstruktur
der beiden Ketten, z. B. der Befund, daf3 jede dritte Amino-
sdure Glycin ist, ist von groBter Wichtigkeit. Dieser hohe
Ordnungsgrad der Primarstruktur sichert die Stabilitit der
tripelhelicalen Struktur des Kollagenmolekiils und dic ge-
ordnete Zusammenlagerung der Kollagenmolekiile wihrend
der Fibrillenbildung, Unter natiirlichen Bedingungen lagern
sich wihrend der Fibrillenbildung die Kollagenmolekiile in
Lingsrichtung verschoben aneinander, und zwar um ein
Viertel der Molekiillinge (Abb. 3). Diese Verschiebung wird
durch die polaren Wechselwirkungen zwischen den Amino-
sdureseitengruppen verursacht; die polaren Gruppen sind
nicht gleichformig entlang der Polypeptidkette verteilt, son-
dern clusterartig konzentriert. Diese rdumliche Konzentra-
tion polarer Gruppen sichert, zusammen mit der Verschie-
bung um ein Viertel einer Molekiillinge, die hohe Ortsfestig-
keit der Molekiile in den Fibrillen.

Es ist bis jetzt unmoglich zu erkliren, wie die Kollagenmo-
lekiile die begrenzte Loslichkeit erreichen, die fiir die Fibril-
lenbildung und den Aufbau eines kontinuierlichen Netz-
werks notwendig ist. Bekannt ist lediglich, daB die Kollagen-
molekiile in einer 1oslichen Form synthetisiert werden und
auf dieser Stufe nicht die typischen Aminosduren wie Hy-
droxyprolin und Hydroxylysin enthalten. Die primir gebil-
deten Molekiile (Tropokollagen) werden durch die interzel-
luldre Fliissigkeit an die Stelle gebracht, wo das Bindegewe-
be entstehen soll, und dort enzymatisch oxidiert, vor allem
durch Prolin- und Lysin-Hydroxylase. Die Bildung von
Hydroxyprolin und Hydroxylysin fithrt zum Auftreten zu-
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Abb. 2. Primirstruktur der o -Kette des Kollagens.
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Abb. 3. Anordnung der Kollagenmolekiile in den Fibrillen.

sitzlicher Wasserstoffbriicken (neben denen zwischen Pep-
tidgruppen) und zum Ansteigen der Wechselwirkungsener-

gie zwischen den Polypeptidketten.
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Die Lysinoxidation ist hiermit jedoch noch nicht beendet;
vielmehr wird die e-Aminogruppe unter Bildung von 5-Oxo-
norleucin eliminiert. Die so entstandene Aldehydgruppe rea-
giert mit unverinderten e-Aminogruppen des Lysins unter
Bildung kovalenter Querbriicken. Beteiligen sich an der Ver-
netzung vier und mehr Aminoséuren, so bilden sich kompli-
ziertere Briicken (Desmosintyp). In Tabelle 1 sind Beispiele
zusammengestellt.

raumliche Proteinnetzwerk wird zu einem einzigen Makro-
molekiil.

Wihrend der Alterung von Kollagen, die von chemischen
Anderungen der Aminosiuren in der Polypeptidkette beglei-
tet ist, wird Glutaminsidure zu einem ~,y-Dicarboxy-Derivat
carboxyliert, Dieser polypeptidgebundene Chelatbildner
fangt Calcium-lonen ein, was zur Bildung von Calciumbriik-
ken zwischen den Molekiilen fiihrt; hierdurch verlieren die

Tabelle 1. Kovalente Querbriicken in Proteinmolekiilen.
Nr. Gruppe 1 Gruppe 2 Querbriickentyp Lit.
Cys Cys Cystin
i | i |
NH NH NH NH
1 L CH— L S [11,12]
CH-CHy~SH + HS—CHyGH — (H~CHy=S-S-CH,~CH
=0 ¢=0 Cc=0 =0
¥ ! i
1-st
[ | : :
NH NH NH NH
2 G=CHp + THN~CH,)~GH —» éIH—CHz—NH—(cnz)‘—Jl:H (13,14
Cc=0 c=0 ¢=0 Cc=0
I ] |
Dehydro- Lys
alanin
| |
1;11-1 NH NH 9 NH
3 GH=(CHy);~COOH + HyN~(CHy)y— ZH — (é‘H (CHE)Z—C—NH (CH2)4—CH (15]
f-o o
! Glu Lys
| |
II\IIH 8 NH NH EH g NH
4 ZH-(CHZ)a—CHO + HyN~CH,~CH—{CH,); (é‘H — J:H —(CHy)y~CH-NH~-CH,~ H—(CHz)z—(é‘H [16]
< =0 | 70
5-Oxonorleucin Hyl +H;011-H20
| {
NH OH NH
#H—(CH;),—CH:N—CHZ—éH—(CHZ)Z~C|H
fo
—NH— EH—C— 0
(ClH,), ~C-CH-NH~
1 éHO ) 1
NH NH CI=O (CHy)g C,=o "
s (TH (CHz)z"CHZ + CIHz (CHz)z“CH - C'H_(Cﬂz)z (CH2)2‘$H nm
¢=0 CHO CHO, ¢=0 NH Gz NH
~ s !
e HaN O (CHy)s OH®
(?Hah ~C—CH-NH—
~GCH-NH~ Desmosin
Lys
i | |
NH NH e (18
8 —EH—CHZOOH + HO@CHZ—ZH CH-CH, O OH ]
=0 = |
70 ] §7° NH
Tyr Tyr HO @ CHZ—(IJH

Neben Lysin bilden auch Glutamin- und Asparaginsiure
Querbriicken; dabei entstehen y-Peptid- (mit Lysin) und
Esterbindungen (mit Serin). Die Dityrosin-Querbriicke ent-
steht bei der Einwirkung von Peroxidasen auf Bindegewe-
be.

Kovalente Vernetzung tritt nicht nur bei der Reaktion
funktioneller Gruppen der Polypeptide ein, sondern auch bei
der Verbriickung dieser Gruppen mit polyfunktionellen nie-
dermolekularen Verbindungen, z. B. Aldosen (unter Bildung
einer Glykosid- und einer Etherbindung), Aldehyden und
Ammoniak (unter Bildung von Amidbriicken)!'”!. Kovalente
Briicken entstehen ebenso innerhalb und zwischen Molekii-
len. Auf diese Weise hort die iibermolekulare Struktur des
Kollagens auf, uibermolekular zu sein, und das gesamte
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Fibrillen ihre Flexibilitit. Dieser Vorgang ist fiir das Kolla-
gen von Knorpel-, Sehnen- und Knochengewebe charakteri-
stisch.

NH —NH COOH
NCH-CH,~CH,~COOH —>  “CH-CH,—CH1
onTHeT M2 , 2

—co —cZo CooH

Glu -

Abgesehen vom Beitrag anderer Biopolymere zur Stabili-
sierung der Kollagenstruktur konnen vier Arten von Wech-
selwirkungen unterschieden werden, die die Steifheit der
rdumlichen Anordnung (vgl. Abb. 4) dieses Proteins bestim-
men: Wasserstoffbriicken, polare Wechselwirkungen, Salz-
briicken und kovalente Vernetzung. Damit diese Wechsel-
wirkungen stattfinden kénnen, mufl das urspriingliche 19sli-
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che Tropokollagen in dreifacher Hinsicht veridndert werden:
1. Oxidation einiger Aminosauren, 2. kovalente Vernetzung
durch Reaktion der funktionellen Gruppen des Proteinmole-
kiils und 3. kovalente Vernetzung durch polyfunktionelie
niedermolekulare Reagentien.

Abb. 4. Menschliches Sehnenkollagen bei 14000facher Vergroflerung.

Die Herstellungsverfahren fiir Gelatine und die Eigen-
schaften von Gelatinegelen sind von Veis®"), Mikhailov''
und Raikh') eingehend untersucht worden. Wir wollen hier
nur darauf hinweisen, dafl es weder durch Wahl des Aus-
gangsmaterials noch der Behandlungsweise moglich ist, Ge-
latine mit einer Standard-Zusammensetzung herzustellen. So
variieren bei Kollagen, auch bei gleicher Provenienz, der
Hydroxylierungsgrad (Lysin/Hydroxylysin- und Prolin/
Hydroxyprolin-Verhiltnis) und die Anzahl der Vernetzungs-
stellen. Weiterhin kann man bei der Herstellung der Gelati-
ne aus kollagenhaltigen Materialien nicht standardisieren, in
welchem Ausmafd die Kollagenfasern chemisch abgebaut
werden: Sowohl die kovalenten Querbriicken als auch die a-
Peptidbindungen in der Polypeptidkette werden hydrolysiert
(Abb. 1). Als Ergebnis erhilt man eine Mischung von Poly-
peptiden mit annihernd gleicher Aminosiuresequenz und
Molekulargewichten von 30000 bis 40000. Solche Anderun-
gen in der Gelatinezusammensetzung beeinflussen natiirlich
die Geleigenschaften.

Die thermische Stabilitidt von Gelatinegelen unterschiedli-
chen Ursprungs schwankt jedoch vergleichsweise wenig. In
dieser Hinsicht kann Gefatine als eine hinreichend standar-
disierte Substanz angesehen werden. Nach Bello et al.!>*24
spielen bei der Gelierung von Gelatine die Wasserstoffbriik-
ken, die von den a-Peptidgruppen ausgehen, die dominie-
rende Rolle. Alle anderen Wechselwirkungsarten treten
kaum in Erscheinung. Aus diesem Grund kénnen Gelatine-
gele beziiglich der thermischen Stabilitit als hinreichend ein-
heitlich angesehen werden; fiir die Polypeptidketten bleibt
die Tripelhelix unterhalb von 30°C die giinstigste Struktur.
Die Loslichkeit von Gelatine ist jedoch wesentlich groBer als
die des urspriinglichen Kollagens, und ihr Gelnetzwerk ist
thermisch weniger stabil. Das Netzwerk von Gelatinegelen
kann entweder durch koordinative Kupplung (Behandeln
mit polyvalenten Kationen™') oder durch kovalente Ver-
kniipfung iiber polyfunktionelle Reagentien®! fixiert wer-
den. Auf diese Weise lassen sich nicht-schmelzbare Gelatine-
gele erhalten.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen?’’ und Be-
stimmungen der optischen Rotationsdispersion in Gelatine-
l16sungen und -gelen* weisen iibereinstimmend darauf hin,
daf3 die Polypeptidketten der Gelatine bei Temperaturerhd-
hung in Form statistischer Knduel in Losung gehen. Beim
Abkiihlen gehen die Polypeptidketten wieder in den helix-
formigen Zustand iiber, wobei gleichzeitig sphirische Aggre-
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gate von Proteinmolekiilen auftreten. Diese sphirischen Ag-
gregate lagern sich aneinander, wobei einfache lineare Ge-
bilde mit Verzweigungsstellen entstehen (Abb. 5a). Eine sol-
che Wechselwirkung mit hauptsiachlich zwei Kontaktpunk-
ten wird bis zu Proteinkonzentrationen von 12% beobachtet;
dariiber findet eine statistische Aggregation mit seitlicher
Anlagerung der sphirischen Partikel an die linearen Gebilde
statt. Dies fithrt zur Verdickung der Fibrillen und zur Ab-
nahme der Ordnung des Systems. Die Struktureinheit in Ge-
latinegelen sind also nicht die stibchenformigen Tripelheli-
ces, sondern deren sphirische Aggregate. Wenn sich die ein-
fachen linearen Fibrillen bilden, kommen diese sphiarischen
Aggregate nicht nur an der Oberfliche miteinander in Kon-
takt; vielmehr werden die Polypeptidketten der assoziierten
Proteinpartikel miteinander verflochten. In den Fibrillen,
die in Gelatinegelen bei Konzentrationen von 1-12% beob-
achtet werden, horen die Struktureinheiten auf, als solche zu
bestehen (Abb. 5b). Die einzigen Uberbleibsel der kugelfor-
migen Teilchen in den Gelatinefibrillen sind Einschniirun-
gen, die den Eindruck einer transversalen Furchung - dhn-
lich wie bei den nativen Kollagenfibrillen - vermitteln. Gela-
tinefibrillen weisen eine geringere Periodizitit als Kollagen
auf, was auf den wesentlich geringeren Ordnungsgrad bei
der Zusammenlagerung der Molekiile zuriickzufithren ist.
Zunichst einmal enthalten nicht alle urspriinglichen sphiri-
schen Teilchen dieselbe Menge an Protein, was sich in ihrer
Grofle (600-900 A) und, daraus resultierend, in der unein-
heitlichen Fibrillendicke ausdriickt. Eine gleichmifige An-
ordnung der Molekiile in der Gelatine ist aufgrund der Un-
terschiede im Molekulargewicht nicht méglich; man kann
daher die bei nativem Kollagen (Abb. 3) beobachtete Ver-
schiebung um ein Viertel der Molekiillinge nicht erwarten.
Eine vollstindige Helixbildung wird bei der Gelatine zusitz-
lich noch dadurch verhindert, dafB3 die Polypeptidketten wih-
rend des Abkithlens mit groBer Geschwindigkeit assoziieren.
Auch dadurch verringert sich der Ordnungsgrad des Sy-
stems!?’],

al bl
Abb. 5. 2proz. Gelatinegel bei a) 12500facher und b) 50000facher VergroBe-
rung.

Die Vernetzung von Gelatinemolekiilen in heifen Losun-
gen (60 °C) fixiert die Polypeptidketten im Zustand des stati-
stischen Knéauels. Hierdurch bildet sich ein nicht schmelzba-
res Gel. Zukiinftige Untersuchungen solcher Gele kénnen
uns vielleicht zeigen, wie ein solches Gelnetzwerk aufgebaut
ist, das aus individuellen Polypeptidketten besteht.

Hydrophobe Wechselwirkungen spielen bei der Stabilisie-
rung von Proteinstrukturen allgemein eine wesentliche, bei
der Bildung globulédrer Strukturen eine dominierende Rol-
1eP". Die hydrophoben Wechselwirkungen unterscheiden
sich von den anderen lyophoben Wechselwirkungen da-
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durch, daB} ihre energetischen Eigenschaften 1. von Disper-
sionskriften zwischen den sich beriihrenden unpolaren Mo-
lekiilen und 2. von Anderungen in der Struktur des Solvens
(Wasser) abhingen, wenn es mit den unpolaren Molekiilen
Wechselwirkungen eingeht.

Kontakte unpolarer Molekille mit Wasser erniedrigen die
Entropie des Systems, indem der Anteil an geordneten Ge-
bilden im Wasser erhoht wird. Durch die Verringerung sol-
cher Kontakte (Ubergang von Molekiilen in die unpolare
Umgebung oder Assoziation) erhoht sich die Entropie; das
System geht in einen energetisch giinstigeren Zustand
iiberP'},

Die hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften der
Aminosiuren in der Polypeptidkette wurden von Tanford?
eingehend untersucht. Nach Tanford sind die Seitengruppen
von Serin, Histidin, Asparaginsdure und Glutaminsdure
hydrophil, wihrend diejenigen aller anderen Aminosiduren
mehr oder weniger hydrophob sind (von 0 cal/mol fiir Gly-
cin bis 3000 cal/mol fiir Tryptophan) und den Kontakt mit
Wasser vermeiden miissen.

Die Polypeptidkette ist rdumlich so angeordnet, daB die
hydrophoben Aminosduren den globuliren Kern bilden und
die hydrophilen Aminosiuren sich auf dessen Oberflache be-
finden. Bigelow!®¥ zeigte, daB die ridumliche Struktur eines
Proteins mit seiner mittleren Hydrophobie zusammenhingt,
die eine KenngréBe fur das Verhiltnis von hydrophoben zu
hydrophilen Gruppen in der Polypeptidkette ist. Bei der Be-
rechnung der mittleren Hydrophobie werden nur die Hy-
drophobie der Aminosiurereste und deren Volumina ver-
wendet; die Lage der Aminoséurereste in der Polypeptidket-
te wird nicht beriicksichtigt. Solch ein Berechnungsweg kann
nicht zu allen charakteristischen Eigenschaften der Tertiir-
struktur von Proteinen fiihren, reicht jedoch als erste Nihe-
rung aus. Aus Bigelows Berechnungen folgt, daB ein Protein
eine gewisse mittlere Hydrophobie besitzen mufl, damit seine
globuldre Tertidrstruktur stabil ist. Bei gleichem Volumen
hat die Kugel von allen geometrischen Kérpern die kleinste
Oberfliche; wenn ein Proteinmolekiil in dieser Form vor-
liegt, benotigt es nur eine minimale Zahl von hydrophilen
Gruppen, um den hydrophoben Kern abzuschirmen. Wie
sich zeigt, entspricht dieser berechnete ,,Grenzwert* fiir die
Hydrophobie der tatsichlichen Form von Proteinmolekiilen
in Losung. Bei groBerem Uberschuf3 an hydrophoben Grup-
pen (mittlere Hydrophobie oberhalb des Grenzwertes) reicht
die Anzahl der hydrophilen Gruppen nicht mehr aus, um
den Kern abzuschirmen. Dies fithrt zur Assoziierung von
Molekiilen; das Proteinteilchen besteht dann in Losung aus

mehreren Untereinheiten. Bei einem Uberschuf an hydro-
philen Gruppen (mittlere Hydrophobie unterhalb des
Grenzwertes) kann ein Proteinpartikel in Losung eine ande-
re Form annehmen als die Kugelform; dabei wird es um so
langlicher werden, je grofer die Oberfliche ist, die durch
hydrophile Gruppen besetzt werden kann.

Aus dem oben Dargelegten ergibt sich damit: Nimmt die
Hydrophilie eines Kollagenmolekiils durch Oxidation zu, so
wird die Bildung linearer Strukturen und eines molekularen
Netzwerks aufgrund von nicht-hydrophoben Wechselwir-
kungen erleichtert. Zugleich muf3 die Moglichkeit fiir das
Auftreten hydrophober Wechselwirkungen geringer werden.
Einige Autoren weisen darauf hin, da hydrophobe Kon-
takte zur Bildung des Gelnetzwerks bei Gelatine beitragen.
Die Bindung von Kohlenwasserstoffen durch Gelatine kann
als Nachweis dafur gelten, daf3 sie hydrophobe Bereiche ent-
hilt. Die maximale Loslichkeit in Benzol weisen statistisch
gekniuelte Gelatinemolekiile auf®®. Die Benzolloslichkeit
nimmt mit zunchmender Bildung des Gelnetzwerks abl** 31,
und die Gelsteifigkeit verringert sich als Folge der Wechsel-
wirkungen mit Benzol. Diese Befunde stimmen mit der An-
sicht von Mikhailov!'"! iberein, wonach eine alternierende
Anordnung von hydrophoben und hydrophilen Gruppen in
den Polypeptidketten der Gelatine das Auftreten hydropho-
ber Kontakte zwischen den Molekiilen wihrend der Bildung
des Gelnetzwerks erleichtert. Der Anteil der hydrophoben
Wechselwirkungen bei der Bildung der Gelatinestruktur ist
jedoch viel kleiner als bei der Bildung der Raumstrukturen
globulirer Proteine.

4. Raumstrukturen globulirer Proteine

Globuliare Proteine sind édhnlich den fibrilliren befihigt,
im wilrigen Medium Gele zu bilden, jedoch nur unter spe-
ziellen Bedingungen und bei hoheren Konzentrationen. Im
Gegensatz zu Gelatine, bei deren Gelbildung das Protein re-
naturiert wird, geht die Gelbildung nichtfibrillirer Proteine
meist mit einer Denaturierung einher. In der Regel denatu-
riert das Protein, bevor die Proteinteilchen zu linearen Struk-
turen aggregieren und ein dreidimensionales Gelnetzwerk
bilden. Tombs*" hat die Besonderheiten bei der Aggregation
sphirischer Proteinpartikel untersucht, insbesondere, wie der
Typ der Aggregation und das Ausmaf3 der Auffaltung der
Polypeptidketten die Struktur des Gelnetzwerks beeinflussen
(vgl. Tabelle 2).

Ausgehend von rein geometrischen Betrachtungen berech-
nete er, dafB fiir die Bildung eines dreidimensionalen Netz-

Tabelle 2. Beziehung zwischen Struktur des Gelnetzwerks und Proteinkonzentration (RSA = Rinderserumalbumin).

Aggregations- statistisch geordnet
typ
Netzwerk- fiir Gelbildung notwendige Proteinkonzentration Netzwerk- fir Gelbildung notwendige Proteinkonzentration
typ typ
Protein- [a] ber. [b] gef. [c] fa] ber. [b] gef. {¢]
konformation
kompakte 3 400 18%: a-Casein in saurem Medium 2 40 4%: B-Casein in saurem Medium
Kugel 15%: a-Casein in alkalischemm Medium 3%: RSA nach Erwirmung auf 70°C
statistisches 50 — 5 —
Kniuel
8%: RSA nach Erwirmung auf 100 °C 1%; Gelatine
0.5%: Kollagen
aufgefaltete 4 10 — 1 1 —
Kette

[a] Netzwerktyp nach Flory (vgl. Abschnitt 2). {b} Nach Tombs berechnete Relativwerte (vgl. Abschnitt 4). [c] Im realen System gefundene Werte (in Gew.-%).
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werks mit festgelegtem Porendurchmesser bei einem stati-
stisch geknduelten Proteinmolekiil eine fiinfmal grofere
Konzentration nétig ist als bei einer ungefalteten Polypeptid-
kette; fir die Bildung einer kompakten Kugel berechnete er
eine 40mal groBere Proteinkonzentration. Tombs betrachtete
dann zwei Extremtypen fiir die Aggregation von Proteinpar-
tikeln bei der Gelbildung, die statistische und die geordnete
Aggregation zu einfachen linearen Ketten. Wenn alle iibri-
gen Parameter iibereinstimmen, erfordert nach den Berech-
nungen die Bildung eines dreidimensionalen Netzwerks bei
statistischer Aggregation eine 10- bis 12mal héhere Konzen-
tration als bei geordneter Aggregation.

Die Mikrostruktur von Proteingelen ist nur unzulinglich
bekannt. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, besteht eine gewisse
Ubereinstimmung im Gang der experimentellen und der be-
rechneten Werte, wenn auch das quantitative Verhiltnis der
Proteinkonzentrationen in realen Systemen nicht den Be-
rechnungen von Tombs entspricht. Dies ist in erster Linie
darauf zuriickzufiihren, daf die Zuordnung eines Gelnetz-
werks zu einem bestimmten Typ sehr willkiirlich ist, da sol-
che Korrelationen ,,nach Augenschein* durchgefiihrt wer-
den. Hinzu kommt, daB die Daten iiber das Ausmaf der
Auffaltung von Polypeptidketten nur halbquantitativ sind
und der Ordnungsgrad eines Systems sogar nur qualitativ
abgeschitzt werden kann. Es erscheint ratsam, in Zukunft
die Anzahl der Kontakte von Netzstellen untereinander zu
beriicksichtigen (d. h. die Koordinationszahl). Die geordnete
Aggregation wiire durch eine Koordinationszahl von wenig
mehr als zwei charakterisiert. Die Erhohung der Koordina-
tionszahl entspricht der Abnahme des Ordnungszustands des
Systems.

Eine definitive Aussage kann iiber Gele getroffen werden,
deren Netzwerk aus kompakten sphirischen Teilchen aufge-
baut ist. Fiir solche Systeme kénnen die Gele einiger Lacto-
proteinfraktionen als Beispiel dienen. Casein, die Hauptpro-
teinkomponente der Milch, ist ein Phosphoprotein und be-
steht aus mindestens 25 Fraktionen®¥. Die Hauptmenge bil-
den die a-Fraktion (bis zu 60%) und die B-Fraktion (bis zu
35%). Die beiden Fraktionen unterscheiden sich nur gering-
figig im Molekulargewicht (23600 bzw. 24000) und in der
Aminosaurezusammensetzung. Der wichtigste Unterschied
besteht in der Aminosduresequenz und im Phosphorylie-
rungsgrad®**. Ein sphirisches Aggregat von Molekiilen
(Micelle) erwies sich als Struktureinheit des Caseins und sei-
ner Fraktionen in Losungen, Gelen und Filmen.

Optische Rotationsdispersion und Elektronenmikrosko-
pie™*" zeigen, daB die spharischen Partikel des a- und 3-Ca-
seins im sauren Medium ohne irgendwelche Konformations-
anderungen aggregieren. Das ist ein Phdnomen, fiir das es
nur ein weiteres Beispiel gibt: B o-Lactoglobulingele!*?l, deren
Struktur allerdings nicht genau bekannt ist. Ab einer Kon-
zentration von 4% bildet 3-Casein im sauren Medium Gele,
wobei die Aggregation zum Netzwerk sehr geordnet verlduft
(Abb. 6a). Bis zu einer Konzentration von 8% dndert sich die
Morphologie der Gele nicht: Es werden einfache, verzweigte
Ketten aus Micellen beobachtet. Mit steigender Proteinkon-
zentration nimmt die Zahl der Knotenpunkte im Netzwerk
zu. Wihrend der Aggregation dndern die sphirischen Parti-
kel ihre Konformation nicht, sie bewahren ihre Individuali-
tat und berithren sich nur an den Oberflichen (Abb. 6b).
Eine solche geordnete Aggregation ist nur moglich, wenn die
Stellen, von denen Wechselwirkungen ausgehen, an der
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Oberfliche der sphirischen Teilchen in einigen wenigen
(wahrscheinlich zwei polaren) Zonen angeordnet sind.

al
Abb. 6. 4proz. 3-Caseingel im sauren Medium a) eingefroren und angefarbt.
12500fach vergrofiert und b) mit Phosphorwolframsiure kontrastiert, 50000fach
vergroBert.

Im Gegensatz zum B-Casein weist a-Casein keine defi-
nierte Anordnung der Stellen auf, von denen Wechselwir-
kungen ausgehen, oder aber sie treten sehr viel haufiger auf.
Die Aggregation der a-Casein-Kiigelchen ist demnach ein
statistischer Vorgang. Die geringste Konzentration, bei der
a-Casein im sauren Medium geliert, betrigt 18% (Tabelle 2).
Selbst bei dieser Konzentration besteht das Gelnetzwerk aus
aufgeweiteten globulidren Aggregaten (Abb. 7a). Wenn die
Proteinkonzentration ansteigt, nimmt die Dicke der Fibrillen
aufgrund der lateralen Anlagerung der Kiigelchen zu, wih-
rend die Konzentration der Knotenpunkte im Netzwerk ab-
nimmt.

al bl
Abb. 7. a-Caseingel a) 18proz. in saurem Medium. 12500fach vergrofiert und b)
15proz. in alkalischem Medium, 25000fach vergrafiert.

Auch im alkalischen Milieu ist die Aggregation der a-Ca-
sein-Kiigelchen ein statistischer Vorgang (Abb. 7b), jedoch
dndert sich die Konformation der Proteinmolekiile ganz be-
trachtlich und néhert sich der des statistischen Kniuels. Das
Netzwerk besteht zwar noch aus sphirischen a-Casein-Teil-
chen, doch sind diese weniger eindeutig abgegrenzt. Man be-
obachtet eine Verformung der Teilchen, weiterhin kdnnen
sie Masse austauschen, und die Peptidketten konnen einan-
der umschlingen, wenn sich das Netzwerk bildet. In dem
Mafle, wie sich die Micellen auffalten, sinkt die fiir eine Ge-
lierung notwendige Konzentration und erreicht 15%. Diese
Konzentrationsdnderung ist viel kleiner als man sie nach
Tombs erwarten sollte, wahrscheinlich weil die o-Casein-
Teilchen unter Gelierungsbedingungen noch weit vom Zu-
stand des statistischen Kniuels entfernt sind.
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Rinderserumalbumin (RSA) aggregiert beim Erhitzen auf-
grund der Bildung von Disulfid-Querbriicken™**4. Durch
Variation der Bedingungen erhilt man vollig verschiedene
Typen der Aggregation und infolgedessen unterschiedliche
Systeme — von Gelen mit kontrollierten mechanischen Ei-
genschafien bis zu amorphen Koagulaten. Das RSA-Mole-
kiil enthilt eine betrachtliche Anzahl von Disulfid- und
Mercaptogruppen. Beim Erhitzen bis auf 69 °C édndert sich
die Konformation nur geringfiigig. Es werden nur wenige
SH-Gruppen einer intermolekularen Verbriickung zuging-
lich, und RSA aggregiert, wie von Tombs*¥ vorgeschlagen,
mehr oder weniger geordnet zu einem Gelnetzwerk. Erhitzt
man bis auf 100 °C, falten sich die Polypeptidketten vollstin-
diger auf. Die Zahl der Stellen, von denen Wechselwirkun-
gen ausgehen, nimmt zu, und die Aggregation verlduft stati-
stisch. Da bei einer solchen Aggregation die fiir die Bildung
eines Gelnetzwerks notige Proteinkonzentration groBer ist
als die Loslichkeit von RSA (7%), kommt es zur Ausflockung
und Phasentrennung.

Uber die Existenz von Proteingelen mit der Konformation
eines statistischen Knéuels gibt es keine zuverldssigen Anga-
ben. Wir kénnen Beispiele fiir die Proteingelierung anfith-
ren, bei der sich die Konformation von der Kugel zum
Kniuel oder vom Kniuel zur aufgefalteten Polypeptidkette
andert. So tritt bei der Gelierung von Gelatine ein Knéduel/
Helix-Ubergang auf'?*!. Im Kollagengel gibt es praktisch kei-
ne ungeordneten Bereiche der Polypeptidketten, im Gelati-
negel liegen wahrscheinlich einige Bereiche in diesem Zu-
stand vor. Darum haben wir Gelatine in Tabelle 2 unterhalb
des ,.statistischen Kniuels* angeordnet. Kollagen ist ober-
halb der ,aufgefalteten Kette* angeordnet, da ein Gelnetz-
werk nicht aus individuellen Polypeptidketten besteht, son-
dern aus verlangerten tripelhelicalen Molekiilaggregaten.

Wir sind davon iiberzeugt, daB reale Gelsysteme eine viel
stirker ausgeprégte Mikrostruktur haben, als die zur Zeit ge-
briauchlichen Einteilungen nahelegen. Die Voraussagen, die
mit diesen Einteilungen getroffen werden konnen, sind zwar
sehr niitzlich, jedoch noch weit davon entfernt, quantitativ
zu sein.

Von groBem Interesse ist die Frage, warum sich bei der
Aggregation sphérischer Teilchen ein kontinuierliches Gel-
netzwerk bildet. 1970 schrieb Tombs!*!], daB eine statistische
Aggregation zu mehr oder weniger sphirischen Teilchen
fithren muf, und eine Gelierung somit nur bei orientierter
Aggregation moglich ist. Das Auftreten von Fibrillen glaubte
er mit dem autokatalytischen Effekt wihrend der Aggrega-
tion von Kugeln erkldren zu konnen, d. h. damit, daf3 die
Wachstumsgeschwindigkeit der Fibrillen ihrer Lénge pro-
portional ist und die Wachstumszentren sich an den Enden
der asymmetrischen Aggregate befinden. Tombs verweist auf
Berechnungen von Joly et al.”*, die gezeigt haben, daf ein
solcher Effekt ein allgemeines Phinomen bei der Aggrega-
tion globuldrer Proteine ist und gut fiir die Erklarung der
Fibrillenbildung herangezogen werden kann.

1974 weist Tombs?"! jedoch darauf hin, daB die wahr-
scheinlichste Gestalt eines Aggregates, das sich aufgrund sta-
tistischer Wechselwirkungen zwischen sphérischen Teilchen
bildet, ein Ellipsoid ist. Dieses Ellipsoid dient als Keim fur li-
neare Strukturen und fiir das dreidimensionale Netzwerk.

In einem realen System scheint eine vollstandig statisti-
sche Aggregation unwahrscheinlich zu sein, denn dies setzt
voraus, daf} die sich zusammenlagernden Teilchen an jeder
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Stelle ihrer Oberflache die gleichen Eigenschaften haben.
Die Oberfliche von Proteinkiigelchen ist in der Regel mo-
saikartig strukturiert, d. h. es gibt Stellen, die sich in La-
dungsdichte und -vorzeichen sowie im Ausmaf} der Hydro-
phobie, im Vorkommen von Mercaptogruppen usw. unter-
scheiden. Das fiihrt zu einer gewissen Ausrichtung, die auf
die Wechselwirkung der Kiigelchen zuriickgeht. Jede Zu-
nahme in der Ausrichtung der Aggregation erleichtert indes
die Schaffung fibrillenartiger Strukturen und damit eines
dreidimensionalen Netzwerks.

Bei der Aggregation globuldrer Proteine im Gelnetzwerk
treten die gleichen Arten der Wechselwirkung auf. die wir
bereits beim Kollagen angefiithrt haben (kovalente Vernet-
zung, polare Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken, Salz-
briicken, hydrophobe Wechselwirkungen). Allerdings spie-
len die hydrophoben Wechselwirkungen eine viel groflere
Rolle als beim Kollagen. Im folgenden Abschnitt wird disku-
tiert, wieweit diese Wechselwirkungen zur Bildung des Gel-
netzwerkes beitragen.

5. Gelbildung globuléirer Proteine; Wechselwirkungen
im Gelnetzwerk

Bei der Betrachtung der Wechselwirkungen zwischen den
Proteinmolekiilen im Gelnetzwerk sollten wir keinen der
oben erwihnten finf Typen auslassen, denn das dreidimen-
sionale Netzwerk wird durch Zusammenwirken aller Typen
aufgebaut. Es gibt allerdings Systeme, in denen die eine oder
andere Wechselwirkung vorherrscht.

Die Gelbildung globulirer Proteine durch physikalische
Aggregation findet in der Regel dann statt, wenn die Kiigel-
chen denaturieren und wenn das Protein im System nur be-
grenzt 1oslich ist. Thermisch reversible Gele erhilt man des-
wegen nur bei speziellen Werten der Ionenstirke, der Di-
elektrizititskonstante des Mediums, speziellen pH-Werten
usw. Thermisch irreversible Gele kénnen sich dagegen in ei-
nem weiteren Bereich bilden.

Eine Glycinin-Lésung?" z. B. geliert bei Raumtemperatur
nach Zugabe von Harnstoff und Alkohol (Glycinin ist ein
Sojabohnen-Protein). Das hierbei aufgrund physikalischer
Wechselwirkungen gebildete Gel schmilzt reversibel bei
60°C. Wird die Schmelze auf 80°C erhitzt, entsteht durch
kovalente Vernetzung ein thermisch irreversibles Gel. Dieses
Gel bildet sich sogar in Abwesenheit von Harnstoff oder Al-
kohol.

Kovalente Wechselwirkungen sind in erster Linie fiir Pro-
teine bedeutsam, die gréBere Mengen an Cystein enthalten
und somit Disulfidbriicken bilden kénnen. Querbriicken

sind aber auch bei anderen Proteinen moglich (Tabelle
1)[40.47].

5.1. Kovalent vernetzte Gele

Eine charakteristische Eigenschaft von Sojaproteinen ist
ihre Fahigkeit, sich beim Denaturieren selbst zu struktu-
rieren und gelartige Systeme zu bilden. Diese Eigenschaft
wird in groem MaBe fiir die Herstellung kiinstlicher Pro-
dukte auf der Basis von Sojaproteinlésungen oder -dispersio-
nen ausgenutzt. Nach Aoki und Sakurai™™ sowie Wolft*!
geht dieses Phinomen hauptsichlich auf die Bildung inter-
molekularer Disulfidbindungen zuriick, obwohl nicht ausge-
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schlossen werden kann, dafBl auch nichtkovalente Wechsel-
wirkungen an der Gelbildung beteiligt sind. Die Giiltigkeit
dieser Auffassung belegen die Autoren mit der thermischen
Irreversibilitat der Gele und dem Einfluf3 von Zusitzen. Oxi-
dationsmittel beschleunigen die Gelbildung, wihrend Re-
duktionsmittel (z. B. Cystein, Sulfite) die Strukturierung be-
hindern und die mechanische Festigkeit der Gele erniedri-
gen. Nach Saio et al.P” bilden Sojabohnenfraktionen mit
hohen Anteilen an schwefelhaltigen Aminosduren festere
Gele.

Eine Denaturierung des Sojaproteins, bei der sich das Gel
durch Entstehung kovalenter Disulfid-Querbriicken bildet,
tritt normalerweise beim Erhitzen von Dispersionen oder Lo-
sungen auf®®'-*?, Das Gefrieren von Sojaprotein-haltigen Lo-
sungen fiihrt zum gleichen Ergebnis®®®. Hierbei beruht die
Denaturierung auf dem Wachstum von Eiskristallen, wo-
durch die Proteinmolekiile deformiert werden, sowie dem
Auftreten von Regionen mit hoher Proteinkonzentration
(ungefrorene Losung) und niedriger Proteinkonzentration
(Eiskristalle).

Die kovalente Quervernetzung iiber Disulfidbriicken ist
fir die Denaturierung der meisten Proteine mit Mercapto-
gruppen von grofiter Bedeutung.

Bei der bereits erorterten Assoziierung von Rinderserum-
albumin (RSA) spielen Disulfid-Querbriicken die Hauptrol-
le. Fiir »-Casein gibt es Angaben iiber die Moglichkeit der
intermolekularen Quervernetzung durch Disultidbriicken®,
Jones et al.’ nehmen an, daf fiir die rheologischen Eigen-
schaften der Weizenproteine im Gelzustand die Disulfidbin-
dungen wesentlich sind.

Bei Gelen, die zur Erndhrung dienen, wird der Gehalt an
Disulfidgruppen hiufig genau iiberwacht. Wird Hartweizen-
mehl mit Reduktionsmitteln fiir die Disulfidgruppen (Cy-
stein, Glutathion, Suifite und deren Mischungen) versetzt, so
sinkt die Viskositit des Teiges. Dadurch 14t sich beim Kne-
ten, Extrudieren und Trocknen von Teigwaren Energie spa-
ren 37! und die Qualitéit von Backwaren steuern®**°,

Gibt man ins Kochwasser von Reis ein Oxidationsmittel
(KI0,), so wird weniger Protein extrahiert, und der Reis
bleibt korniger. Shintaro und Katsuharu®® erkliren dies
durch eine Umwandlung von Mercaptogruppen in intermo-
lekulare Disulfidgruppen. Eine eindeutige Interpretation ist
allerdings schwierig, da die Polysaccharide im Reis mogli-
cherweise zu Dialdehyden oxidiert werden konnen, die dann
mit dem Protein reagieren.

Bei der Hitzebehandlung von Proteinen konnen sich zu-
sitzlich zu den intermolekularen Disulfidbindungen noch
alle anderen Typen kovalent gebundener Querbriicken bil-
den (vgl. Tabelle 1). Proteine mit hohem Lysingehalt zeich-
nen sich besonders durch die Bildung von Querbriicken vom
Desmosin- und Lysinoalanintyp aus!®'l,

Die oben angefiihrten Vorginge kann man als Autovulka-
nisation oder Selbststrukturierung von Proteinsystemen be-
zeichnen. Mehrere Autoren!®>* glauben, dafl die Bildung
von Disulfidbindungen den biologischen Wert des Proteins
nicht signifikant senkt; die anderen oben erwdhnten Quer-
briickentypen verindern aber nicht nur die rheologischen
Eigenschaften grundlegend, sondern verschlechtern auch
den Nahrwert.

Viele Proteine zeigen eine Selbststrukturierung, aber nicht
immer unter technisch vorteilhaften Bedingungen. Um die
Proteine zu strukturieren und die thermomechanischen Ei-
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genschaften des Proteingels zu steuern, fiigt man deshalb
Vernetzungsmittel hinzu. Zur Strukturierung pflanzlicher
Proteine ist Schwefel verwendet worden!*!, und zwar in
Mengen von 0.1 bis 3% bezogen auf das Protein. Die Paste
mit 25-30% Protein wird nach Zugabe von fein dispergier-
tem Schwefel unter Druck in 2 min auf 170 °C erhitzt. Nach
dem Entspannen und Abkithlen erhdlt man ein texturiertes
Produkt, das sich als Kunstfleisch eignet. Die hierbei ablau-
fenden Prozesse lassen sich noch nicht erkliren; man kann
aber eine Analogie zur Vulkanisation von synthetischen Po-
lymeren mit Schwefel sehen.

Saio et al.’ haben gezeigt, da Phytinsdure (/) und ihre
Salze, die in allen Hiilsenfriichten vorkommen, an der Struk-
turierung von Sojaproteinen beteiligt sind. Phytinsdure ist
zur Gelierung von Milch vorgeschlagen worden!*®, Hierzu
wird entrahmte Frischmilch mit einem Proteingehalt von 3-
4% nach Zugabe von 8-15 mmol eines Alkalimetallsalzes der
Phytinsidure bei pH=6.1-7.5 auf 85 °C erhitzt.

| _d ]
O°F, S0

N
HO O O OH

Im Mehl von Weichweizen sind Proteine mit einem gerin-
geren Gehalt an schwefelhaltigen Aminosduren als im Mehl
von Hartweizen enthalten. Wenn dieses Mehl fiir die Her-
stellung von Teigwaren verwendet wird, mu3 man Vernet-
zungsmittel zusetzen, um dem fertigen Produkt die ge-
wiinschten rheologischen Eigenschaften zu geben. Es ist vor-
geschlagen worden, oxidierte Polysaccharide, insbesondere
Dialdehydstirke!®®), zum gekneteten Teig zuzufiigen.

Dialdehydpolysaccharide sind polyfunktionelle Vernetzer,
die mit den Seitengruppen von Cystein, Lysin und Arginin
reagieren konnen. Dialdehydsaccharide werden verwendet,
um die Faserstrukiur von Proteinldsungen wihrend des Ver-
spinnens zu fixieren!®”,

Man hat auch vorgeschlagen, Dialdehydstarke fir die
Herstellung von Proteingelen mit eingestellten Eigenschaften

—CH,

O
w8 8
o O
zu verwenden®”. Die Gele bilden sich in einem weiten pH-
und Konzentrationsbereich, wenn man den Proteinlosungen
oder -dispersionen 0,5-5% Dialdehydstirke hinzufiigt.
Versuchsweise sind auch niedere Aldehyde und Dialdehy-
de fiir diesen Zweck verwendet worden. Dirr und Neu-
kom!**! haben gepriift, welchen EinfluB die Zugabe von
Formaldehyd, Acetaldehyd, Propanal, Hexanal, Glyoxal,
Glutaraldehyd, a-Hydroxyadipinaldehyd usw. zu Mehl auf
die Eigenschaften von Teigwaren hat. Alle untersuchten Al-
dehyde gaben den Teigwaren eine hohere Festigkeit und
verhinderten, daf3 wihrend des Kochens Proteine extrahiert
wurden. Mit Dialdehyden verfirbte sich das fertige Produkt
rotlich-braun. Auch Aldosen werden als Vernetzungsmittel
verwendet, und zwar fiir die Herstellung von Proteinge-
len!”1,
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Die Vernetzung von Proteinen mit niederen Aldehyden
wird bei der Herstellung efSbarer Wursthdute sowie e3barer
Umbhiillungen fiir Mischungen verwendet, die mit Fischpro-
teinen angereichert sind”'!, Diese Filme sind fiir Wasser und
heiBes Ol durchlissig. Sie werden hergestellt, indem man die
Proteinlésung durch einen Circularextruder in ein Fillbad
mit einer 0.01- bis 0.1proz. Ldsung eines Aldehyds (Formal-
dehyd, Acetaldehyd, Glutaraldehyd usw.) bei einem pH-
Wert von etwa 6.5 gibt. Der Film verbleibt in dieser Losung
ungefdhr 10 min. Er wird dann bei pH=8-11 mit einer
Sproz. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, um die Quer-
briicken zu fixieren und nicht umgesetzten Aldehyd zu ent-
fernen, und anschlieBend getrocknet.

Auch zur Herstellung und Stabilisierung technischer Pro-
teingele und -filme fiir die Gerberei und Pelzveredlung wer-
den Aldehyde verwendet!”? 7. Viele der hier benutzien Ver-
netzungsmittel sind potentiell toxisch. Wihrend ihr Ge-
brauch fiir technische Zwecke noch gerade gerechtfertigt ist,
143t sich ihre Unschidlichkeit bei der Verwendung in Nah-
rungsmitteln bezweifeln. Mit Formaldehyd behandelte Pro-
teine!””! werden als Viehfutter benutzt. Umfassende Angaben
iiber die Toxizitdt sowie den Nihrwert aldehydhaltiger Pro-
teinprodukte fiir den Menschen fehlen noch. Damit der
Nihrwert eines Proteinmolekiils so weit wie moglich erhal-
ten bleibt, darf es sich bei der Behandlung chemisch nur mi-
nimal veridndern. Aus dieser Sicht sind diejenigen Gele als
Nahrungsmittel vielversprechend, die sich durch physikali-
sche Assoziierung bilden. Allerdings benétigt man fiir ihre
Herstellung Medien mit ausgewihlten spezifischen Eigen-
schaften, und zudem sind sie technisch schwieriger zu hand-
haben.

5.2. Gelbildung iiber Salzbriicken

Bis vor kurzem kannte man nur alkalische Gele des Ca-
seins; konzentrierte alkalische Caseinlosungen sind im Zu-
sammenhang mit der Untersuchung von Klebstoffen (die auf
solchen Losungen basieren) intensiv studiert worden. Fid-
neyU® hat als erster gezeigt, dafy man bei pH > 11.5 Caseinge-
le erhalten kann. Systeme, die bei niedrigeren pH-Werten
gebildet werden, sind hochviskos, aber nicht steif. Fiigt man
Tonen zweiwertiger Metalle hinzu, so kommt es zur reversi-
blen Gelierung!’. Caseingele, die in Gegenwart von
Ca(OH), entstanden sind, verhalten sich zwischen pH=11.5
und 12.5 thermisch reversibel”™. Fiir die Verwendung in
Nahrungsmitteln sind Caseingele interessant, die sich im
neutralen Medium bilden. Anson und Pader! haben eine
Methode vorgeschlagen, mit der man thermisch irreversible
Calciumcaseinatgele bei pH =6.0 erhilt. Dabei wird das Ca-
sein aus der Losung mit einem loslichen Calciumsalz bei
pH=6.5 ausgefillt und eine 25proz. wifirige Suspension des
frisch gefillten Calciumcaseinats im Autoklaven auf 120-
125 °C erhitzt.

Die Frage, warum sich ein dreidimensionales Geriist aus
Caseinmolekiilen in konzentrierten Gelen bildet, ist von gro-
Bem Interesse. Nach Rose!™ spielen in Gegenwart von Cal-
cium-Ionen Salzbriicken die wesentliche Rolle: Entfernt
man das Calcium aus der Milch, nimmt die Proteinaggrega-
tion stark ab, und die Gerinnung ist verzdgert. Auch
Payens® nimmt an, daB Calcium-Ionen, die mit den Carb-
oxy- und Phosphorsauregruppen des Caseins reagieren, sich
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auf der Oberfliche der Caseinmicelle befinden und die
Wechselwirkungen der Micellen untereinander verursa-
chen.

Kalab et al.">*1 haben eine Methode fiir die Herstellung
von Gelen aus Magermilchpulver beschrieben. Die Trocken-
milch wird in so viel destilliertem Wasser suspendiert, daf
die Proteinkonzentration iiber 17% betrigt. Diese Suspen-
sion wird in eine Wursthaut gefullt und 10 min in kochendes
Wasser gehalten. Ist das Medium schwach sauer oder neu-
tral, so werden die Calcium-Ionen vom Protein fest gebun-
den und diffundieren nicht in das kochende Wasser. Das Gel
bildet sich in der Hauptsache durch Salzbriicken, doch treten
auch Wechselwirkungen zwischen Lactose und Protein auf.
Sie finden insbesondere in den AuBenschichten statt, die mit
dem kochenden Wasser in Kontakt stehen. An der Bildung
des Gelnetzwerks sind also auch kovalente Querbriicken be-
teiligt, wie sie fiir die Reaktion von Aldosen mit Proteinen
charakteristisch sind. Diese beiden Typen von Wechselwir-
kungen verursachen die spontane Gerinnung, wenn Kon-
densmilch auf hoherer Temperatur gehalten wird. Kirschmei-
er'™ hat gezeigt, daB man einen dhnlichen Prozef3 speziell
dadurch herbeifiihren kann, dafl man auf einen Proteinge-
halt von iiber 15% konzentrierte Vollmilch erhitzt.

Durch Zugabe von Calcium- und Magnesium-Ionen 148t
sich nicht nur die Loslichkeit und Gelierung von Milchpro-
teinen steuern, sondern auch die von pflanzlichen Prote-
inen®™!. Im Gegensatz zu den Ionen von Metallen der 2.
Hauptgruppe vermindert eine Zugabe von zweiwertigen Ei-
sen-Ionen die Loslichkeit von Proteinen stark und bewirkt
deren Ausfillung®. Dieser Effekt konnte darauf beruhen,
daB die vom Magnesium und Calcium ausgehenden Wech-
selwirkungen gerichtet sind, und zwar auf die proteingebun-
denen Carboxygruppen. Eisen koordiniert demgegeniiber
mit einer viel grofleren Zahl von Liganden: Carboxy-, Mer-
capto-, Disulfid-, a-Peptidgruppen usw. In Gegenwart von
Eisen ist die Aggregation von Proteinpartikeln daher weni-
ger gerichtet; die Aggregation verlduft statistisch, und das
Protein féllt aus.

5.3. Gelierung als Ergebnis physikalischer Wechselwirkun-
gen

Izmailova et al.¥”-** haben sich mit der Gelierung von Ca-
sein im alkalischen Medium beschiftigt. Sie konnten zeigen,
daB sich bei einer Proteinkonzentration von weniger als 15%
und einem pH-Wert unter 10.5 keine Gele bilden. Eine
Raumstruktur mit maximaler Steifheit erhédlt man zwischen
pH=12.9 und 133. Bei pH=13.3 nimmt die Steifheit mit
der Zeit ab, offensichtlich wegen der Hydrolyse des Proteins.
Die Autoren vermuten, daf3 intermolekulare Wasserstoff-
briicken und hydrophobe Bindungen am Gelierungsprozef3
teilhaben, Disulfid-Querbriicken jedoch keine Rolle spielen.
Fir die Assoziierung globularer Proteine sind in vielen Fil-
len hydrophobe Kontakte von Bedeutung. Nach Payens™'l
liegen die hydrophoben Teile der Peptidketten sowohl im In-
nern als auch auf der Oberflache der Caseinmicelle. Die in-
tramicellaren hydrophoben Wechselwirkungen stabilisieren
die sphirische Form der Micelle und machen sie aufleror-
dentlich widerstandsfahig gegeniiber denaturierenden Ein-
fliissen. Die hydrophoben Zentren auf der Oberflache bewir-
ken eine Assoziierung, sogar in Abwesenheit von Calcium-
lonen.
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Die bedeutende Rolle der hydrophoben Kontakte bei in-
termolekularen Wechselwirkungen in Milchproteinen wird
durch Befunde von Thompson et al.'™! bestitigt. Die Haupt-
fraktionen des Caseins enthalten am C-terminalen Ende der
Peptidkette hydrophobe Aminosiduren. Wenn Carboxypepti-
dasen auf a-Casein einwirken, werden Tryptophan und Leu-
cin abgespalten, bei 3-Casein sind es Valin und Leucin. Die
Fiahigkeit dieser Proteine zur Assoziierung nimmt sehr stark
ab, nachdem das Enzym eingewirkt hat.

Die physikalischen Parameter des hydrophoben Kerns
von globuliren Proteinen dhneln etwa denen von Ethanol™®",
Die Zugabe von hydrophilen organischen Losungsmitteln
zur Proteinlosung stort die hydrophoben Wechselwirkungen,
da sich die Struktur des Wassers verindert, und erleichtert
cine Auffaltung des kompakten Proteinmolekiils. So gelieren
Hefeprotein-Losungen, wenn sie in Gegenwart organischer
Solventien erhitzt werden!®",

Die Proteinmolekiile werden ebenfalls aufgefaltet, wenn
Harnstoff zur Losung gegeben wird. Er 16st die Wasserstoff-
briicken und die hydrophoben Bindungen. Dies tritt auch in
stark sauren oder alkalischen Medien ein, weil die gleichna-
mig geladenen ionischen Gruppen im Proteinmolekiil einan-
der abstoB3en.

Jirgensons® hat denaturierte Ovalbumingele in Mischun-
gen aus Wasser und n-Propylalkohol untersucht. Der Alko-
hol wirkt in diesen Systemen als Denaturierungsmittel und
als Losungsmittel, das das Ausfallen des Proteins verhindert.
Gele bilden sich nur, wenn die Alkoholkonzentration 40 bis
60% betrdgt. AuBlerhalb dieses Bereiches fillt das Protein
aus. Eine Gelbildung tritt bei Ovalbumin ab Konzentratio-
nen von 2% auf; bei niedrigeren Konzentrationen nimmt nur
die Viskositit der Losungen zu. Gele aus 2% Ovalbumin in
50% n-Propylalkohol schmelzen reversibel bei ungefdhr
67°C.

Mpyers und France®® verdiinnten eine 5proz. Ovalbumin-
16sung so mit wiBriger Essigsdure, daB ein System mit 1%
Protein und 3% Siure entstand. Fiigt man bei 25 °C NaCl in
Konzentrationen bis zu 0.6 mol/l hinzu, so werden die Ge-
schwindigkeit der Gelierung und die Steifheit des Gels er-
hoht. Bei hoheren NaCl-Konzentrationen setzt sich das Pro-
tein ab. Donnely® hat Ovalbumingele erhalten, indem er
die Proteinlosung mit Alkali versetzte. Diese Gele werden
mit steigendem pH-Wert leichter verfliissigt. Nach McKenzel
et al.”! senkt die Zugabe von Harnstoff die Alkalimenge, die
fur die Gelierung notig ist. Jaenike!®! konnte durch Zusatz
von Harnstoff Ovalbumingele im pH-Bereich 4.7-10.8 erhal-
ten. Unter hohem Druck denaturiert Ovalbumin auch in
neutraler Losung und bildet ein Gel®”,

Bulankin et al.’® ziehen den SchluB, daB die Gele beim
Ovalbumin ohne Beteiligung von Disulfidbindungen entste-
hen und die Gelbildung ein rein physikalischer Vorgang ist.
Untersuchungen von Izmailova'®'*? iiber den Verlauf der
Gelierung von Ovalbumin bei pH <3 und >10 sind mit die-
ser Schluf3folgerung in Einklang: Die minimale Konzentra-
tion fiir die Gelierung des Ovalbumins betrigt im sauren
Medium 2% und im alkalischen Medium 3.5%. In Ovalbu-
min sind in der Hauptsache hydrophobe Krifte wirksam.
Das zeigt sich, wenn man den Gelen Substanzen zufiigt, die
selektiv die eine oder andere Wechselwirkung aufheben kdn-
nen, sowie durch die zunehmende Steifheit des Gels beim
Erwidrmen bis 55 °C.
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Das Auftreten hydrophober Wechselwirkungen wird er-
leichtert, wenn die Ionenstirke in einem System ansteigt:
Gerade in Gegenwart von Alkalimetallsalzen gelieren viele
Proteine. Eine Gelierung von Lactoglobulin-Mischungen
wurde beobachtet, wenn zu Magermilch bei pH=6.8 Kali-
umphosphat in einer Konzentration bis zu 0.1 mol/1 gegeben
wurde!'®". Es ist bemerkenswert, da8 kein Anion aufler
Phosphat — auch nicht Glycerophosphat — eine Gelierung
verursacht. B,-Lactoglobulin geliert™), wenn eine Ldsung
mit 4-5% Protein und 50% Ammoniumsulfat auf pH=4,6
angesauert wird (siche Abschnitt 4). Entfernt man das Am-
moniumsulfat durch Dialyse, so verfliissigt sich das Gel. Das
Protein geht hierbei in Losung, ohne sich chemisch oder
konformativ zu éndern.

Durch Zugabe von Natriumchlorid kann man die Gelie-
rungszeit und die Steitheit von Ovalbumin-"®* und Arachin-
gelen!'®>'* steuern (Arachin ist ein ErdnuB-Protein). Ein
Arachingel erhilt man, wenn man eine 15proz. Proteinlo-
sung bei pH =5-6 auf 110 °C erhitzt oder wenn man den pH-
Wert bei Raumtemperatur von 12 auf 4 erniedrigt.

Das Gleichgewicht zwischen hydrophoben und hydrophi-
len Wechselwirkungen sowie die Loslichkeit globulirer Pro-
teine werden auch durch die chemische Modifizierung der
Proteinmolekiile gesteuert. Durch kontrollierte Partialhydro-
lyse kann sich das Proteinmolekiil auffalten, womit eine Ag-
gregation verbunden sein kann. Werden Caseinlésungen mit
Rennin behandelt, so wird der hydrophile Anteil der x-Frak-
tion abgespalten. Die x-Fraktion enthilt einen hydrophoben
Polypeptid- und einen hydrophilen Polysaccharidteil und
weist damit oberflichenaktive Eigenschaften auf. Sie schirmt
den hydrophoben Kern der Caseinmicelle ab und hilt diese
in Losung. Der Verlust des hydrophilen Molekiilteils fithrt
dazu, daf} die desorganisierten Komponenten der Caseinmi-
celle aggregieren. Es kommt zum Ausflocken des Proteins
und zur Phasentrennung im System!'%*1%3) Ap dieser Stelle
sei daran erinnert, da3 im Gegensatz hierzu das Abspalten
der hydrophoben Aminosiuren von e~ und $-Casein die Ag-
gregation verhindert und die Loslichkeit erhoht!®1.

Eine Partialhydrolyse des Sojaproteins verbessert dessen
Fiahigkeit zu gelieren und erméglicht es, die Eigenschaften
des Gels cinzustellen. Dazu wird das Protein mit Siure, Al-
kali"" oder proteolytischen Enzymen pflanzlichen Ur-
sprungs!'%”'*¥! behandelt.

Eine Partialhydrolyse von Fischprotein verschlechtert
demgegeniiber dessen Fihigkeit zu gelieren, wihrend eine
Acylierung der Aminogruppen die Fahigkeiten dieses Pro-
teins, zu gelieren und Emulsionen zu bilden, verbessert!"",
Eine Acylierung beeinfluf3t die Eigenschafien von Proteinen
in unterschiedlicher Weise: Léslichkeit und Gebrauchseigen-
schaften von Hefeprotein!'' werden beeintrichtigt, die Los-
lichkeit von Sojaprotein!''"’ und Casein!''>'*! wird verbes-
sert. Die Acylierung von Casein mit langkettigen Acylhalo-
geniden fiihrt in der Nihe des isoelektrischen Punkts zu ei-
ner Gelierung des Proteins!''4l.

Eine Phosphorylierung und Sulfatierung von Proteinen
trigt dazu bei, die Hydrophilie von Proteinmolekiilen zu er-
hohen, ihre globulire Struktur zu stéren und die Polypeptid-
ketten aufzufalten. Modifiziert man pflanzliche Proteine auf
diese Art, so kénnen sie gelieren. Aus phosphorylierten Pro-
teinen bilden sich weniger steife Gele als aus sulfatierten
Proteinen!' ' 1161,
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Anderungen der physiko-mechanischen Eigenschaften des
Mediums und chemische Modifizierungen des Proteinmole-
kiils beeinflussen die Eigenschaften der Proteine in unter-
schiedlicher Weise. Eine gezielte Steuerung der Eigenschaf-
ten, die fiir die Funktion des Proteins wichtig sind, ist nur
mdoglich, wenn man fiir jedes Protein oder fiir jede Mischung
von Proteinen individuell vorgeht.

6. SchluBbetrachtung

In diesem Aufsatz konnten nicht alle Gesichtspunkte und
Methoden fiir die Herstellung von Proteingelen beriicksich-
tigt werden. Das hier zusammengestellte Material ermdglicht
es aber, unsere derzeitigen Anschauungen iiber die Gelie-
rung von Proteinen zu systematisieren und einige Schluf3fol-
gerungen zu ziehen, die von praktischem Nutzen sind.

Der Gelzustand eines Systems ist ein intermedidrer, quasi-
stabiler Zustand, der entweder wihrend der Auflésung eines
Proteins oder beim entgegengesetzten ProzeB, dem Uber-
gang vom gel6sten Zustand ins Prézipitat, auftritt.

Um Proteingele zu erzeugen, gibt es vier fundamentale
Prinzipien:

1. Oxidative thermische Strukturierung von Proteinen auf-
grund kovalenter Wechselwirkungen zwischen ihren
funktionellen Gruppen;

2. Vernetzung von Proteinen durch polyfunktionelle Rea-
gentien (einschlieBlich Metall-Ionen) in Losung;

3. Wahl der physiko-chemischen Bedingungen, unter denen
das Protein im System nur begrenzt 16slich ist;

4. chemische Modifizierung des Proteinmolekiils zu einem
begrenzt 1oslichen Produkt.
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sein, daB er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten, bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veréffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt, daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
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direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
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endo-Hydroxy-trioxa-tris-c-homotropilidene ™"

Von Horst Prinzbach, Christoph Riicker und Hans Fritz{"]

Interessante Aspekte der Chemie der Tris-hetero-tris-c-ho-
mobenzole (1) sind die thermische [;2;+ 62+ 2 ]-Cyclore-
version zu Trisheteroninent** sowie die regio- und stereoselek-
tive Ringdffnung zu biologisch wichtigen Aminohexiten!!®).

[*] Prof. Dr. H. Prinzbach [*], Dipl.-Chem. Ch. Riicker, Prof. Dr. H. Fritz
Lehrstuhl fir Organische Chemie der Universitat
Albertstrae 21, D-7800 Freiburg
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt. Ch. Riicker dankt der
Studienstiftung des Deutschen Volkes fiir ein Promotionsstipendium.

[*] Korrespondenzautor.
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Fiir dhnliche Ziele — u.a. potentiell ,tris-homobenzenoide*
Carbeniumionen des Typs (2) (X=0, NR), Aminoheptite

X X
X X v
Q ; X @ x
Y

X X

(1) (2) (3)

- werden die spezifisch endo-substituierten Tris-hetero-tris-o-
homotropilidene (3) (X=0, NR; Y=O0R, Y'=H) benotigt.
Fiir zwei (cis-~; o,0,3-) der drei isomeren Trioxa-Verbindungen
—1at, 20, 4o, So, Tor, 9ot und 1o, 20, 4o, SB, 7B, 90-3,6,10-Tri-
oxatetracyclo[7.1.0.02*.0% 7 ]decan-8f-ol (8a) bzw. (11a)? -
haben wir mit den Reaktionsfolgen (4b) — (5b) — (6¢)
- (7¢) - (8a) bzw. (4b) - (5a) — (10a) — (1la)
priparativ brauchbare Synthesen ausgearbeitet!®L.

Ausgangsverbindung ist das aus Tropiliden gut zugéngliche
(4b )1 mit der wenig nucleophilen Base Diazabicyclononen
(DBN) verlduft die HBr-Eliminierung unter kontrollierten Be-
dingungen (THF, 20°C, 15h) — anders als z. B. mit Natrium-
methanolat/Methanol — konkurrenzios. Das quantitativ iso-
lierte Diacetat (5b) [Fp=83°C (CCl,)] diirfte — wie auch
dasDiol (5a) [Fp=113°C (Aceton)] - laut 'H-NMR-Analyse
[({CDCl3) J, 2=6.5, J23=85, J34=45, Ja,s=5, Js56=10.5,
Je,7<3, J; 7=4.5Hz] eine Twistkonformation‘®! (Br, 3-OR
quasi-dquatorial, 4-OR quasi-axial) bevorzugen, in welcher
das Zentrum der C=C-Doppelbindung auf der B-Seite durch
2B-H wirksam abgeschirmt ist.

Als Vorstufe fiir (8a) hat (5b) den Vorteil, dal} bei der
Umsetzung mit HOX der Ort der OH-Addition (C-5, C-6)
unerheblich ist, solange diese von der Seite des Epoxidringes
(d-h. von der -Seite) erfolgt; der zweifache RingschluB3 fiihrt
immer nurzu (8 ). Da vicinale trans-diaxiale H/X-Gruppierun-
gen fehlen, kann die Olefinbildung nicht konkurrieren. Mit
HOBr [NBS, Aceton/Wasser (1:1), 50°C, 24 h] bleiben Regio-
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