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1 Einleitung und Zielstellung

Waéhrend der Herstellung, Erhitzung und Lagerung von Lebdtedmbzw. Lebensmittel-
Rohstoffen laufen an Proteinen vielfaltige chemische Umsgjen ab. Von zentraler Be-
deutung sind dabei die komplexen Reaktionen zwischen rederzien Kohlenhydraten
und freien Aminogruppen, Aminosauren und Proteinen (MadHReaktion). Unter diesem
Reaktionskomplex werden allgemein nichtenzymatische &lykerungs- und Quervernet-
zungsreaktionen zusammengefasst. Wahrend tber die stlldtuVeranderungen und die
daraus resultierenden physikalischen Konsequenzen ila &at enzymatischen Protein-
modifizierung (z. B. durch Einsatz von Transglutaminasejtreliel bekannt ist, sind nich-
tenzymatische Proteinverdnderungen hinsichtlich ihmektionellen Auswirkungen bislang
nur unzureichend untersucht.

Eine gezielte Modifizierung kann die Méglichkeit bieten stengtinstig funktionalisierte
Proteine zu erhalten. Perspektivisch ist durch diese kamddisierung eine optimierte Ver-
wendung des Rohstoffs Protein als strukturbestimmendegrisrhittelinhaltsstoff moéglich.
Vor dem Hintergrund dieser Anwendungsaspekte ist aus ddaloénsmittelchemischer als
auch lebenmitteltechnologischer Sicht eine umfassendedkagenforschung zur Klarung
der molekularen Veranderungen und der daraus resultienehuhktionellen Konsequen-
zen notwendig. Die durch Glykosylierungsreaktionen eieinden Veranderungen an den
Milchproteinen sind stark mit Anderungen ihrer funktideal Eigenschaften, wie z. B. Ls-
lichkeit, Fettbindevermdgen, Wasserbindevermoégen, hiat, Hitzestabilitat, Gelbil-
dung, Adsorption an Grenzflachen sowie Schaumungs- unddtenuérmogen, verbunden.
Systematische Studien, insbesondere zur Beurteilung delst&S technologisch relevanter
Glykosylierungsgrade auf die Proteinfunktionalitathete jedoch aus.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, gezielt in kommerzieligdttichem Molkenpulver
technologisch relevante Glykosylierungsgrade (im nggghiibis mittleren Bereich) zu rea-
lisieren und analytisch zu charakterisieren. Anschliel3ailten in den Molkenproteinpra-
paraten das Denaturierungsverhalten sowie die funkiemé&ligenschaften (insbesondere
Emulgiereigenschaften) in Abhangigkeit vom Glykosylmgagrad mit unterschiedlichen



2 1 Einleitung und Zielstellung

Methoden bestimmt werden. Der aus praktischer Sicht retev&influss der Glykosylie-

rung auf die sensorischen Eigenschaften wurde einerséitelkenproteinldsungen und an-
dererseits in einem komplexen System (Modell-Schmelztisereitung) erfasst. Schliel3-
lich galt es den Einfluss der Glykosylierung auf die Mikragtur und die Festigkeit am

Beispiel der Modell-Schmelzk&asezubereitung zu untersuahd daraus unmittelbare Kon-
sequenzen fur die technologische Praxis abzuleiten.



2 Theoretischer Tell

2.1 Zusammensetzung und Eigenschaften von
Kuhmilch

Milch ist nach §2, Satz 1 der Milchverordnung ,...das durair @der mehrmaliges tag-
liches Melken gewonnene unveranderte Eutersekret von Zighfy¢winnung gehaltenen
Kiahen“. Milch, im allgemeinen als Kuhmilch zu verstehert,as polydisperes System,
was bedeutet, dass die Milchinhaltstoffe grobdispersidie)y kolloidaldispers (Proteine),
molekulardispers (Kohlenhydrate) sowie im ionogenen @ust(Mineralsalze) vorliegen.
In der wassrigen Phase der Milch, dem so genannten Serugisihactose, Vitamine und
Salze geldst, d. h. molekular verteilt. Darin suspendied slie Caseinmizellen sowie se-
parat emulgiert die von einer Proteinmembran umgebendmdpdthen Kirchmeier 1987
Berger etal. 1989

Die Inhaltsstoffe der Milch mit der Angabe der durchsclictien Gehalte sind in der
Tabelle2-1 dargestellt.

Die Hauptkomponente des Fettes sind Triglyceride (95 %enePhospholipiden, Chol-

Tab. 2-1: Die Zusammensetzung der KuhmildBerger etal. 1989

Bestandteil Durchschnittlicher Schwankungsbreite
Gehalt in Milch

(Gew. %) (Gew. %)
Wasser 87,2 85,8 -88,1
Fett 3,8 3,4-6,1
Protein 3,4 28-44
Lactose 4,7 4,5-5,0
Asche 0,7 0,6-0,8

Minorkomponenten 0,1 -
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esterol, freien Fettsauren und Diglyceriden. Die Fettkugand im Milchserum dispergiert
und variieren stark in ihrer Gré3e (0,5 - 10n) (Schlimme und Buchheim 1995

Mit einem Gehalt von 4,7 % ist Lactose (44D-Galactopyranosyl-D-glucopyranose)
das dominierende Kohlenhydrat der Kuhmilch und hat als étkmmponente den hdchsten
Anteil an der Trockenmasse der Milch. Die Lactose tritt inezwerschiedenen Konfigu-
rationen — dewr- und derB-Form — auf ¢ : 3=1:1,55). Neben den Mineralstoffen zéhlt
Lactose zu den osmotisch wirksamen Substanzen der MilghwBiteren Kohlenhydrate
der Milch, wie z. B. die Glucose und Galactose, treten nur iar&p auf Schlimme und
Buchheim 1995

Die Asche setzt sich aus anorganischen Salzen zusammenmifiadsi Mineralstoffe,
Spurenelemente sowie Citrat. Von ernahrungsphysiologrdBbdeutung ist der relativ ho-
he Anteil an Calcium (0,1 - 0,14 %) und Phosphor (0,08 - 0,11D4.Mineralstoffe in der
Milch haben eine puffernde und stabilisierende Wirkung dem kolloiden Zustand der
Milchproteine Berger etal. 198®Belitz etal. 200

2.2 Milchproteine

Milch enthalt eine Vielzahl von Proteinen, die sich in ihBeBrsammensetzung und damit
in ihren Eigenschaften unterscheiden. Milchproteine werahalog ihrer Isolierung in zwei
Gruppen — Caseine und Molkenproteine — eingeteilt. Casemte Rhosphoproteine und
liegen in Form makromolekularer Komplexe, den so genan@&seinmizellen vor. Diese
Fraktion lasst sich aufgrund ihrer Struktur durch isoeiskhe Fallung bzw. durch Zen-
trifugation von den unter diesen Bedingungen l6slichendfnen, den Molkenproteinen,
trennen. Das Mengenverhaltnis dieser zwei Eiweil3grupieen im Mittel bei 82:18 (Ab-
solutanteile in der Milch Caseine: 2,7 % und Molkenproteid& %) Kirchmeier 1987
Mehrens und Reimerdes 1994ong etal. 199%

2.2.1 Caseine

Casein ist die wichtigste Proteinfraktion der Milch und miaeimen Anteil von 82% am

Gesamtprotein aus. Als Caseinfraktion bezeichnet man desirtean pH-Wert von 4,6 aus-
fallbaren Anteil, welcher in drei Hauptkomponenten+{, 3- undk-Casein) unterscheidbar
ist (Wong etal. 1995 Die Komponenten der Caseinfraktion liegen in der Milch 59®in



2.2 Milchproteine 5

kolloidal-disperser Form, als Caseinmizellen vor, die Gatghosphate enthalteKi¢ch-
meier 1987Wong et al. 199% Auf Grund eines relativ hohen Anteils der Aminosaure iarol
und damit des Fehlens einer Tertiarstruktur sind dieseePm@tsehr hitzestabil und damit
nicht denaturierbar. Die hohe Flexibilitdt von Caseinenzisiem durch das Fehlen von
Cystein und Cystin verursacht und damit das Ausbleiben var-inind intramolekularen
Disulfidbriicken. Diese Proteine zeichnen sich demnachtbaalplich durch nicht struk-
turell geordnete Bereiche, so genannte Random coils auseDiespekt wird vor allem
am Beispiel von3-Casein deutlich, welches aus ca. 1@4Helix, 13 % [(-Faltblatt und
77 % Random coil bestehCheftel etal. 199 Alle Caseine besitzen einen isoelektrischen
Punkt (IP) von etwa 5. Auf Grund ihres hohen Gehaltes an Asgpa+ und Glutaminsaure
werden sie deshalb als saure Proteine bezeichnet. Casaidernwm allgemeinen als sehr
hydrophobe Proteine angesehen, wobei die dafur veranivt@n Aminosaurereste nicht
statistisch sondern gehéuft auf die Molektle verteilt sithdh. die Caseine weisen stark
hydrophobe Partien gegentuiber sehr hydrophilen Teilsegumeauf Schlimme etal. 1986
Cheftel etal. 1992Wong etal. 19985

2.2.2 Molkenproteine

Molkenproteine sind globulare Proteine, zu denen hauplisficdass-Lactoglobulin (56 %)
und dasx-Lactalbumin (21 %) gehdren. Als Minorkomponenten sindwleieren Serumal-
bumin (7 %), Immunglobuline (14 %) und Lactoferrin (2 %) veten, wobei jedoch auf die
letzten nicht ndher eingegangen wird. Im Gegensatz zu degiri@asenthalten die Molken-
proteine weniger Glutaminsaure und Prolin, was einergaitErhohung des isoelektrischen
Punktes und andererseits zur Ausbildung ausgepragten8aiairukturen fuhrtgchlimme
und Buchheim 19956 Auf Grund von hohen Gehalten anHelixstrukturen sowie an den
Aminosauren Cystein und Cystin sind Molkenproteine hitzgkdiarbar und damit dena-
turierbar. Sie bleiben nach der sauren Ausfallung der Cagpifd 4,6) in LosungNlehrens
und Reimerdes 1991Schlimme und Buchheim 199%5Die mengenmaliig starkste Kom-
ponente der Molkenproteinfraktion (2-3 g/l Milch) ist d@d_actoglobulin 3-Lg) mit einer
Sequenz von 162 Aminosauren und einem stark hydrophobeaktaafAbb.2-1). Die aus-
gepragte Sekundarstruktur enthalt etwa 1&%elix (Dreifach-Windung), 50 9B-Faltblatt
(antiparallel verlaufende Strukturen) und 15-2Q34Turn sowie ungeordnete Strukturen
(Kirchmeier 1987Mehrens und Reimerdes 19%heftel etal. 1992Hambling et al. 199p
Die verschiedenen genetischen Varianten — im wesentlidieexarianten A (Molekularge-
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Abb. 2-1: Dasf-Lactoglobulin Molektl mit antiparallelef-Faltblatt-Strukturen (cyan), der-
Helix (grtin) und den ungeordneten Bereichen (grau) sowie dentgatan (blau) und
den bei der Bildung der beiden Disulfidbriicken beteiligten Cysteinrestfn (Darge-
stellt mit dem Programm RasMol 2.6)
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wicht von 18362 Da) und B (Molekulargewicht von 18276 Da) temscheiden sich leicht in
der Priméarstrukturfambling etal. 1992Wong etal. 1995 [B-Lactoglobulin enthalt finf
Cysteinreste, von denen das Cystéinmit freier Thiolgruppe (SH-Gruppe) vorliegt und
die anderen (Cy€° und Cys19 sowie Cy8° und Cy269) zwei Disulfidbriicken ausbilden
(siehe Abb2-1), womit eine stabile rAumliche Struktur bewirkt witdgmbling etal. 1992
Wong etal. 199% Die Verteilung der polaren, unpolaren und ionisierbarRaste erfolgt
gleichmafiig entlang des Polypeptidstranges, weshalbrdighiphilie weniger stark ausge-
pragt ist als beispielweise bei den Caseinen. Durch hydimpieste im Molekulinneren
sind Wechselwirkungen und Assoziationen mit anderen Pretebegrenzt, wobei jedoch
B-Lactoglobulinmolekiile je nach pH-Wert Gber hydrophobect¢elwirkungen polymeri-
sieren kdnnen.

In Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert liegt das Prots Monomer, Dimer oder
Oktamer vor. Bei Raumtemperatur (20) und einem pH-Wert von 7 besteht ein Gleichge-
wicht zwischen der monomeren und der dimeren Form. Bei eirtéfprt Gber 8,6 erfolgt
eine irreversible Denaturierung, ebenso beim Erhitzeninr@egenwart hoher Calcium-
KonzentrationenKirchmeier 1987Wong et al. 1995 Die Thiolgruppe deg-Lgs, die sich
im Inneren des nativen Molekuls befindet, wird bereits dypartielle Denaturierung frei-
gelegt und kann zum einen zur Dimerisierung des Proteins éibe Disulfidbriicke fuh-
ren oder zum anderen Reaktionen mit weiteren Milchprotegiegehen. Dag-Lactoglo-
bulinmolekdl enthalt 15 Lysinreste, welche in Abhangigkein ihrer Position innerhalb
der Raumstruktur unterschiedliche Reaktivitat aufweiseth wor allem in der Anfangs-
phase der Maillard Reaktion mit reduzierenden Zuckern ezagikonnenNlorgan etal.
1997 1999h. Das Protein ist auch in der Lage, unpolare Substanzenk-egtisdauren oder
Aromastoffe, zu bindenHambling etal. 1992Wong etal. 199% Es wird angenommen,
dassp-Lactoglobulin in Milch eine Rolle im Transport von Retinolisp (Wong etal.
1996.

Dasa-Lactalbumin stellt aus quantitativer Sicht die zweit wigbte Fraktion der Mol-
kenproteine (ca. 1 g/l Milch) dar. Es liegt in einer Sequenz ¥23 Aminosauren und einem
Molekulargewicht von 14147 Da fir die genetische Varianteavie 14175 Da flr die Va-
riante B vor. Das Protein hat eine sehr ausgepragte rauen$ttuktur. Dasa-La enthalt
26 % a-Helixelemente und 14 % Faltblattstrukturen. Fur die Sigibrung der Tertiarstruk-
tur sind vier Disulfidbrticken und ein Calcium-lon verantioht (Kirchmeier 1987 Mul-
vihill und Donovan 1987Wong etal. 1995
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2.3 Nichtenzymatische Glykosylierung
(Maillard-Reaktion)

Bei der Erhitzung sowie Lagerung von Milchprodukten in Anemseit reduzierender Zu-
cker kann es in Abhangigkeit von pH-Wert,-&Vert und Temperatur des Milieus zur Re-
aktion von Aminogruppen mit der Carbonylgruppe des Zuckéekids kommen, der so
genanntermMaillard-Reaktion. Diese Reaktion wurde bereits 1912 kzonis Camille Mail-
lard beschrieben und nach ihrem Entdecker benalatlfard 1912. Der auch als nich-
tenzymatische Braunung bekannte Prozess umfasst ein gspBksum an einzelnen Tell-
schritten. Die fUr Lebensmittel relevanten Reaktanten sindrseits reduzierende Zucker,
wie Glucose, Maltose, Fructose, Lactose und in geringererfablg reduzierende Pentosen
und andererseits die Aminokomponenten von freien Amin@sgWN-Termini der Peptide
sowie Proteine und sekundare Aminogruppkad| und Schleicher 1990Dabei spielen
die e-Aminogruppe des Lysins und die Guanidinogruppe des Angidie Hauptrolle. Die
unter dem Begriff Maillard-Reaktion zusammengefassten &ogg lassen sich in die drei
Teilbereiche, frihe und fortgeschrittene Maillard-Reakowie das Endstadium, einteilen
(Hodge 1953Mauron 1981 Ledl und Schleicher 199@riedman 1996

Die friihe Phase der nichtenzymatischen Braunung wird wigsedurch diea-Hydroxycar-
bonyl-Umlagerung charakterisiert. Dabei kommt den Umiaggsprodukten als thermody-
namisch stabilen Zwischenstufen eine besondere BedeutungmnARahmen dieser Arbeit
ist vor allem die Anfangsphase, die ,frilMaillard-Reaktion® fur die Glykosylierung der
Proteine mit dem verwendeten Glykosylierungsagens Ladiébkb.2-2(1)) von Interesse.
Zur Darstellung wird die Lactose in der AbB-2 in offenkettiger Form verwendet, ob-
wohl dieses Disaccharid in Lésung vor allem in Halbacetatfen vorliegt. In der An-
fangsphase der Maillard-Reaktion kommt es zur nucleoplflddition der Aminogruppe
an die Carbonylfunktion der Lactose, unter Bildung von Lagiosn (Abb. 2-2(2)), ei-
ner Schiffschen Base. Die iw-Position vorhandene Hydroxylgruppe ermdoglicht die Um-
lagerung des instabilen Imins, mittels so genanAeradoriUmlagerung, dber eine 1,2-
Enolisierung (Lactosylenaminol, Ab®:2(3)) zur AmadoriVerbindung, der 1-Amino-1-
desoxy-2-ketose (AbR-2(4)). Ketosen reagieren analog den Aldosen mit Aminen zoKet
sylaminen, die tGber den entsprechenden ReaktionswegeyamsUmlagerung zu 2-Amino-
2-desoxy-1-aldosen umgewandelt werden. Reagiert nun diendsitenkette mit Lacto-
se entsteht NLactulosyllysin (Lactuloselysin) als Produkt der frihktaillard-Reaktion
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Abb. 2-2: Schema der friihen Maillard-Reaktion am Beispiel von Lactose mit der $gséenkette
von Proteinen

(Ledl und Schleicher 1990Begunstigt wird der Prozess durch hohe Temperaturemggeri
Wasseraktivitdt sowie lange Lagerzeiten und ist damititsefiér die Herstellung und Ver-
arbeitung von milchhaltigen Produkten, z. B. Milchpulvengievant Erbersdobler 1970

Das zweite Stadium der Maillard-Reaktion, die fortgestémg Phase, umfasst die Fragmen-
tierungs- oder Enolisierungsreaktionen der gebildétsradori und HeynsVerbindungen
(Ledlund Schleicher 1990Die dabei entstehenden und sehr reaktivedicarbonylverbin-
dungen sind Vorstufen fur eine Vielzahl von niedermolekemsheterozyklischen und hau-
fig aromaaktiven Substanzen. Die dritte Phase, das Endsta@t gekennzeichnet durch
Kondensations- und Polymerisationssreaktionen, eireddlidh der Bildung von aromaaki-
ven Verbindungen und ungesattigten stickstoffhaltigebifen Polymeren, den so genann-
ten Melanoiden Eriedman 1996 Da die Reaktionsphasen in der Realitdt zum Teil auch
parallel verlaufen, ist die Zuordnung einzelner Maill&daktionsschritte und eine exakte
Beschreibung der Reaktionsablaufe nur bedingt moglich.

2.3.1 Glykosylierteg3-Lactoglobulin

Das-Lg besitzt 16 Amino- und 3 Guanidinogruppen, d. h. 15 Lyssate (Lys 8, 14, 47,
60, 69, 70, 75, 77, 83, 91, 100, 101, 135, 138, 141), drei Amgaste (Arg 40, 124, 148)
und die N-terminale Aminogruppe, die fur die Reaktion mitugérenden Zuckern in Fra-
ge kommen organ etal. 1999b Aus den Reaktionen der relevanten Aminogruppen mit
unterschiedlicher Anzahl von Lactosemolekilen resulgar breites Spektrum an Reakti-
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onsproduktenMorgan etal (19990 untersuchten mittels HPLC und Massenspektrometrie
reines lactosylierte§-Lg und beobachteten, dass Bysund LyS! die groRte Reakivitét
zeigen und die tbrigen Reste nach dem Zufallsprinzip latessyerden. Die Umsetzung
desB-Lgs mit reduzierenden Zuckern kann sowohl in wassrigemubgsals auch durch
trockenes Erhitzen erfolgen, wobei in letzterem Fall dikudelar- und Tertiarstruktur grof3-
tenteils unbeeinflusst bleiben. Bei der Glykosylierung irssviger Losung jedoch kommt
es zu Strukturanderungen, welche hauptsachlich an deekisielle der Dimere lokalisiert
sind. Dabei wird eine erh6hte Reaktivitat der freien Thiofgye sowie die Bildung kovalent
verbundener Dimere beobachtet. Auf diese Weise modifeieroteine zeigen ein verén-
dertes Denaturierungsverhalten und aggregieren in eeitgchritten zu hohermolekularen
Spezieslorgan etal. 1999p

2.3.2 Bedeutung der Maillard-Reaktion in
Lebensmitteln

Es ist bekannt, dass wéahrend der Erhitzung bzw. LagerungWichprodukten eine signi-
fikante Anzahl von Lysinresten durch eine kovalente Bindumd.actose im Verlauf der
Maillard-Reaktion modifiziert wird Erbersdobler 197(Mauron 1981 Hurrell etal. 1983
Ledl und Schleicher 199MWorgan etal. 1999bL eonil etal. 1997 Clawin-Radecker etal.
20009. Durch diese nichtenzymatische Glykosylierung wird uraederem der Genuss-
wert eines erhitzten Lebensmittels bestimmt. Dazu gehérAdsbildung von erwinsch-
ten bzw. unerwiinschten Aromastoffen sowie die Farbbildumd)der Geschmack_éonil
etal. 1997. Neben den sensorischen Eigenschaften beeinflul3t di¢aktiReaktion auch
direkt die nutritiven Eigenschaften. Hierbei spielt volead die Verfugbarkeit der essen-
tiellen Aminosauren eine entscheidende Rolle. Die kovaléatbindung des Zuckers an
Lysin kann dazu fuhren, dass diese Aminosaure vom Korpdt mehr fur die Protein-
biosynthese zur Verfiigung steht. Zur analytischen Bestingmles Ausmal3es der ,frihen”
Maillard-Reaktion muss eine Saurehydrolyse des proteungddnen Lactuloselysins durch-
gefuhrt werden, welches zur Bildung von Furosin fuktegle etal. 1991Renterghem und
Block 1996 Resmini etal. 2003Krause etal. 200Xrause 200 Anhand der bestimm-
ten Menge an Furosin (siehe Al#3) sowie den Uberfiihrungsfaktoren (Furosin: Pyrodi-
sin:Lysin=30:15:55) kann die Menge an modifizierten Lysamdzhnet werderkfause
etal. 2003 Krause 200k Somit ist Furosin als Marker fur die frihe Phase der MedHa
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Abb. 2-3: Produkte der Saurehydrolyse von Lactuloselysin. (a) Furosiny&hl(c) Pyrodisin.
Quantitative Daten nadkrause(2005

Reaktion in Lebensmitteln geeignet und dient als Indikaiodfe Erhitzung von Milch und
Milchprodukten.

Posttranslationale Modifikationen bewirken damit nebesmuischen und ernahrungsphy-
siologischen Variationen auch eine Anderung der physikaén Eigenschaften. Die nicht-
enzymatische Glykosylierung besitzt gegeniiber chemisdhedifikationen, wie Acylie-
rung, Alkylierung, Oxidation und Reduktion, den Vorteil,sdasie ,nattrlich* im Lebens-
mittel ablauft.

2.4 Denaturierung der Molkenproteine

Denaturierung bedeutet den Verlust der nativen Konfoirmnatrerbunden mit einer Auffal-
tung geordneter Strukturbereiche. Die Verdnderungendwuaiabei reversibel oder irrever-
sibel sein. Als Folge der Denaturierung werden Wasselstafken, lonenbindungen und
hydrophobe Wechselwirkungen gelést, ohne jedoch die kotah Bindungen zu spalten
(Kirchmeier 1987Belitz etal. 2001
Molkenproteine sind als Albumine und Globuline thermisestabil Kirchmeier 1987.

Hierdurch unterscheiden sie sich streng von den Caseineaudh bei htherer Warmebe-
lastung hinreichend stabil sind, da sie bereits in Formssisther Knduel vorliegen. Die
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thermische Denaturierung der Molkenproteine umfasst arehiReaktionsschritte und ist
im wesentlichen durch zwei Phasen — Auffaltung und Aggliagat gekennzeichneta-
wyer etal. 197 IMulvihill und Donovan 1987Kessler 1988 Bei Erhohung der Temperatur
dissoziieren die Dimere in Monomere, wodurch reversibl&aungsreaktionen mit Frei-
legung verborgener hydrophober Bereiche erméglicht werDenthermische Denaturie-
rung vong-Lactoglobulin erfolgt ab einer Temperatur von€sbei einem pH-Wert von 6,7
mit einer anschlieBenden Aggregatidigng et al. 199% Der initiale Denaturierungsschritt
umfasst eine Reihe reversibler Konformationsanderungefghe das reaktive Cystéfft
freilegen. Die offen gelegten Gruppen verbinden sich awin@reines Sulfhydryl-Disulfid-
Austausches. Die anschlielBende Aggregation ist nichtifsgz \Wong etal. 1996Man-
derson etal. 1998Die aktivierte Thiolgruppe kann im Anschlul3 mit einermiaktivierten
Disulfidbriicke eines nativeB-Lactoglobulinmolekils reagieren und somit intermolekal
Disulfidbindungen ausbilden, was zur einer irreversibleggr#egation der Molekule fihrt
(Mulvihill und Donovan 1987. Hierbei wird eine neue reaktive Thiolgruppe freigele-
mit kann dieser Schritt beliebig oft hintereinander eréslg

Kinetische Studien haben gezeigt, dass die frihe Phaseat@tiierungsreaktion aus
zwei Umfaltungsreaktionen 1. Ordnung besteht und mit éamedhung dep3-Struktur ein-
hergeht. Die nichtspezifische Aggregation des Proteimsésersibel und temperatur- sowie
zeitabhangig®awyer etal. 1971 Die kritische Denaturierungstemperatur gekactoglo-
bulins von 70°C wurde ebenfalls mittels Differential Scanning Calorine{DSC) besta-
tigt. Die genaue Denaturierungstemperatur ldsys wird mit 70,44 0,5°C bei einem pH-
Wert von 6,7 angegebelMong etal. 199% Dasa-Lactalbumin denaturiert bei 6% beim
pH von 6,7.Dannenberg und Kessl€r988h) untersuchten die Temperaturabhangigkeit der
Denaturierung von Molkenproteinen und schlussfolgertiaxss im Temperaturbereich un-
terhalb 90°C die Auffaltung den geschwindigkeitsbestimmenden Sctdat Gesamtreak-
tion darstellt. Beim Zusammentreffen von Proteinmolekikemmt es nicht zwingend zur
Aggregation, da die Auffaltung noch unvollstandig ist. @tsb 90°C ist die Auffaltung
im Allgemeinen abgeschlossen. Hier bestimmt die Aggregatiie Gesamtgeschwindig-
keit. In Abb.2-4 sind die Denaturierungsgrade v@nLactoglobulin bei unterschiedlichen
Milcherhitzungsverfahren, sowie die aus den reaktioretischen Daten berechneten Dena-
turierungsgrade dargestellt. Die fur die Milchverarbegtechnologisch relevanten Gebiete
sind darin gesondert gekennzeichnet. Die logarithmiscastellung der Denaturierungs-
grade zeigt einen diskontinuierlichen Verlauf. Die Knidkjte in den Geraden bei 9C
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Abb. 2-4: Denaturierungsgrade v@@tLactoglobulin Dannenberg und Kessler 1987

verdeutlichen, dass die Proteindenaturierung in zwei Bratprbereiche mit unterschiedli-
cher Aktivierungsenergie zu unterteilen ist.

Eine geeignete Methode, um thermodynamische Daten UbebDeeaturierungsprozess
von Proteinen zu ermitteln, stellt die Differential ScamqiCalorimetrie (DSC) daHoff-
mann etal(1997 und Verheul etal.(1998 entwickelten mit Hilfe der DSC Ubereinstim-
mend ein vereinfachtes Modell der Denaturierungsreakti@iches die Ergebnisse voran-
gegangener Studien bestatigt. Der Schritt vom nativeneRrdd zum aufgefalteten Pro-
tein U verlauft reversibel, die Aggregation jedoch irresibel (Gleichung Z-1)). Da die
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k]_ k

N=—U—-A (2-1)
(]

mit

N natives Protein

U entfaltetes Protein

A aggregiertes Protein

k Geschwindigkeitskonstanten der Einzelschritte

Auffaltung eine Reaktion erster Ordnung ist und die Aggregezweiter, wird die Ordnung
der Gesamtreaktion vom Anteil der Einzelreaktionen begsstl Werden die Reaktionsbe-
dingungen, wie pH-Wert, lonenstarke oder Heizrate vdriger konnen Abweichungen von
der erwarteten Reaktionsordnung n=1,5 auftre¥arheul etal. 1998 Zwischen den un-
terschiedlichen genetischen Varianten Adsactoglobulins zeigen sich Unterschiede in der
Denaturierungstemperatidikker et al.(2000 beobachteten bei-Lg A eine grol3ere Hit-
zestabilitat als bei der Variante B. In anderen Studien waliéedings ein entgegengesetzter
Trend verzeichnetAnema etal. 199@oye etal. 199Y.

Weiterhin spielen bei der thermischen Denaturierung delk&tgroteine die Milieube-
dingungen eine wichtige Rolle. Zu den wichtigsten Einflué8gn gehoren die Proteinkon-
zentration, pH-Wert, Lactose- und Salzgehalt. Mit eineiggnden Proteinkonzentration
kommt es zur Zunahme der irreversiblen Denaturierungiegs, was auf eine erhohte
Kollisionsgeschwindigkeit der einzelnen Molekiile zurzigkihren ist Nielsen et al. 1996
Der pH-Wert beeinflusst den Ladungszustand und dadurch alidokmationsstabilitat des
Proteins. Mittels DSC-Messungen wurde im pH-Bereich zwisctzund 4 mit sinkendem
pH-Wert ein Anstieg der Denaturierungstemperaturdtlrg ermittelt, welches ein Stabili-
tatsmaximum unterhalb des isoelektrischen Punktes — heis8,5 und 4 — aufweist. Beim
weiteren Ansduern kommt es zum Abfall der Konformatiorssitat (Relkin 1994 Ver-
heul etal. 1998 Die Loslichkeit von thermisch denaturierten Molkengioen zeigt ein
Minimum um den isoelektrischen Punkt zwischen pH 4 und 5. Witerschiedliche Los-
lichkeit bei einem pH-Wert von 4,6 dient dementsprechesdUalterscheidungskriterium
zwischen nativen und denaturierten Molkenprotein®u und Harpe(1996 ermittelten
mit der Thermoanalyse (DSC) eine Erh6hung der Denaturistengperatur von Molken-
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proteinen in Gegenwart von Lactose.

Die Denaturierungsreaktion fiihrt zu einer partiellen odeltstandigen Anderung der
Konformation (Sekundéar-, Tertiar-, Quartarstruktur)esrProteins, ohne dabei die kova-
lenten Bindungen (mit Ausnahme von Disulfidbindungen) zetdDurch diese Varia-
tionen kdnnen die technofunktionellen Eigenschaften detekhe verdndert werden. Da-
her wird die thermische Auffaltung (50-8C, 10-15 min) vonB-Lg sowie der gesamten
Molkenproteine im sauren (2 bis 4) bzw. leicht alkalisch&nb(s 8,5) pH-Bereich zur
Verbesserung der funktioneller Eigenschaften eingeg€tzéftel etal. 1992Wong etal.
1996.

2.4.1 Auswirkung der Maillard Reaktion auf das
Denaturierungsverhalten

Nur wenige Publikationen berichten Uber das Denaturiesuadpalten von nichtenzyma-
tisch glykosylierten Molkenproteineouhallab etal(1999 beschreiben eine Erhéhung
der Loslichkeit von3-Lg-Lactose-Konjugaten nach Erwarmung bei 65 2G0ur 10 Min,
gegenuber dem nativen Protein. Besonders im Bereich degksasthen Punktes bei pH
4 -5 zeigt sich die Ldslichkeit deutlich verbessert. Die éitbgruppe unvan Teeffelen et al.
(2005 ermittelte nach der Umsetzung des reirghgs mit Glucose eine Reduktion der
spezifischen Warme um 60% und einen Anstieg der Denaturisteimgperatur um 5K.
Mittels massenspektrometrischer Methoden wurde in didsalndie Blockierung von 14
der 17 fur eine Glykosylierung in Frage kommenden Aminogripfestgestellt, was einem
Glykosylierungsgrad von 82 % entspricht. Die Vermutungsdanpolare Reste des Proteins
vor der Freilegung durch kovalente Bindung der Zuckermdkegéschitzt werden, konn-
te durch diese Arbeitsgruppe bestatigt werden. BeBrivgrsen et al(2004 beobachteten
mittels Differential Scanning Calorimetrie eine um 4,5 Khvesserte Hitzestabilitat fir ein
fructosyliertesf3-Lg. Eine Glykosylierung mit Glucose bewirkte sogar einemsfieg der
Denaturierungstemperatur um 6 K.

Die zitierten Forschungsergebnisse basieren auf Versuditdhoch glykosylierten Proben,
welche fur die Lebensmittelindustrie nicht von Relevanzisbaher besteht anwendersei-
tig der Bedarf an Informationen tber das Verhalten niediygagylierter Molkenprodukte.
Zudem wurde nur reines Protein untersucht, welches im kazielkeen Produkten kaum
Verwendung findet.
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2.4.2 Methoden zur Charakterisierung der
Denaturierung

RP-HPLC

Als Unterscheidungsmerkmal zwischen nativen und dereaten Molkenproteinen dient
die Loslichkeit bei einem pH-Wert von 4,6. Dabei werden daem Erhitzung thermisch
denaturierten und aggregierten Proteine angesauert uob dentrifugation von den nati-
ven Proteinen abgetrennDEF-Standard 1996Resmini etal. 198Block etal. 1998Bou-
hallab etal. 1999Clawin-Radecker etal. 2000blorales etal. 2000 Die Bestimmung der
Konzentrationsabnahme der nativen Proteine erfolgt ausRederschiedlicher hydropho-
ber Eigenschaften der einzelnen Molkenproteinfraktiorizer ,Denaturierungsgrad“ ent-
spricht der Gesamtpeakflache nach Erhitzung, geteilt ddieclesamtpeakflache vor Er-
hitzung. Damit ergibt sich:

I:)erhitzt
DG = 2-2
R (2-2)
mit
DG Denaturierungsgrad
Perhitzt Gesamtpeakflache nach Erhitzung
Po Gesamtpeakflache vor Erhitzung

Elektrophorese

Die Elektrophorese basiert auf dem Wanderungsverhaltexgeer Molekule in einem an-
gelegten Gleichstromfeld in Richtung einer Elektrode migegengesetzter Ladung. Bei
dieser Technik werden Gemische von Stoffen oder Teilchédéngigkeit von ihrer Wan-
derungsgeschwindigkeit in Einzelfraktionen aufgetreiné Wanderungsgeschwindigkeit
ist direkt proportional zur Starke des elektrischen Fetdege zur elektrophoretischen Mo-
bilitat der Partikel. Eine weitere Abhangigkeit bestehizoK-Wert der geladenen Gruppen
und der Molekulgréle.

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektropse (SDS-PAGE) werden durch
Zugabe von Harnstoff und Natriumdodecylsulfat (SDS) dahtikovalenten Bindungen im
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Molekul zerstort, was zur Dissoziation der nativen polyameProteinaggregate in Mono-
mere flhrt. Die Anlagerung des SDS an deren Oberflache besiekAufhebung der La-
dungsunterschiede der Proteine. Demnach werden sie nbrimaan Molekulargewicht
aufgetrennt. Mit Hilfe der SDS-PAGE lasst sich somit untergleich mit Markerprotei-
nen bekannter GréRe eine Abschatzung der Molmassen voelEaktionen vornehmen.
Diese Methode kann zur Untersuchung des Oligomerisiegrages vor3-Lactoglobulin
wahrend des Denaturierungsprozesses genutzt welkiarderson etal. 19981organ et al.
19993 Bertrand-Harb et al. 200Zhevalier et al. 2002Anema et al. 2006

Differential Scanning Calorimetrie (dynamische
Differenzkalorimetrie)

Die dynamische Differenzkalorimetrie (engl.: Differaltscanning Calorimetry, DSC) stellt
eine Methode zur Charakterisierung der physikalischen Umdlgag von Stoffen dar, wie
z. B. zur Gewinnung von thermodynamischen Daten Uber dentDesaingsprozess von
Proteinen Relkin 1994 Jou und Harper 1996/%rheul etal. 1998Broersen etal. 20Q4an
Teeffelen etal. 2005 Modifikationsumwandlungen, wie z. B. das Schmelzen, welnh
Reaktionen erster Ordnung gehdren, laufen bei einer kaestdymwandlungstemperatur
Tt und dazugehorigem konstantem Druck ab. Dabei kommt es &un elrarakteristischen
Anderung von Enthalpie und Entropie.

Zur Kalibrierung der Apparatur wird eine Substanz mit bekan Schmelztemperatur,
Schmelzenthalpie und Warmekapazitat, wie z. B. Indium vedeenAls Referenz dient
meist ein mit Wasser oder Luft geflllter Probetiegel. DaalP&inimum, welches im Ther-
mogramm sichtbar ist, entspricht in der Proteinanalytik denwandlungstemperatur;.T
Aus der Peak-Flache kann die Umwandlungsenthalpie H beetalerden.

Bei einem Differenz-Warmestrom-Kalorimeter (ABb) werden sowohl die Probe als
auch die Referenz mit einer konstanten Geschwindigkeit remyéwvobei die zugeflihrte
warmemenge pro Zeiteinheit stets gleich bleibt. Bei einertahdsumwandlung in der
Probe, z. B. durch Umwandlung, Schmelzen, Verdampfen déntsiee Differenz im War-
mestrom, welche proportional zur Temperaturdifferenz list Diagramm wird anschlie-
Rend die zugefuhrte Warmemenge pro Zeit gegen die Tempdoater Zeit) aufgezeich-
net.
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1 Auswertesoftware

2 Verstarker

3 Ofen

4 Wicklungen der Heizung
5Temperaturregler

6 Thermoelement mit Probetiegel

7 Thermoelement mit Vergleichssubstanz
8 Thermoelement der Vergleichsmessstelle
9 Metallscheibe
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Abb. 2-5: Schema der Messanordnung einer Differenzthermoanalyse mit einemeligesn DSC-
Thermogramm; I Umwandlungstemperatur (aus: Physikalisch Chemisches Praktikum
fur Fortgeschrittene, Universitat Koln)

Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht beim Ubrgyganes elektromagnetisch
angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer EnengagEeine Energiezufuhr durch
Absorption von ultraviolettem, sichtbarem oder infrartkicht, nennt man die emittierte
Strahlung Photolumineszenz, welche je nach Dauer desakibdgtrganges in Fluoreszenz
und Phosphoreszenz unterschieden wird. Als Rotverschipf@tokes-Shift*) elektroma-
gnetischer Wellen wird die Verlangerung der gemessenetekV@hge gegenuber der ur-
sprunglich emittierten Strahlung bezeichnet.

Fluoreszenzspektroskopie ist eine Methode, bei der digelPm zerstorungsfrei unter
physiologischen Bedingungen mit hoher Sensitivitdt uncel8eiitat untersucht werden
konnen. Nach Anregung durch elektromagnetische Strahiefegyt das emittierte Licht
Informationen Uber die Umgebung des Fluorophors, da diiseh Wechselwirkungen mit
benachbarten Gruppen und/oder Losungsmittelmolekuleimthesst wird Manderson et al.
1999 Palazolo etal. 200@.otte 2004. Bei den Fluorophoren die in der natirlichen Struk-
tur von Proteinen vorhanden sind, den sogenannten irgdinen Fluorophoren, handelt es
sich um die aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyraoed Tryptophan. Da diese
molekuleigenen Fluorophore unterschiedliche Absorphoaxima (Phenylalanin: 258 nm,
Tyrosin: 277 nm, Tryptophan: 280 nm) sowie unterschie@diBbsorptionskoeffizierten auf-
weisen (Phenylalanin : Tyrosin: Tryptophan = 1:7:27), kdiemAminosaure mit dem do-
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minierenden Einfluss (Tryptophan) selektiv bei 295 nm aegfaverden. Aufgrund der star-
ken Abhangigkeit des Tryptophanfluoreszenz von der chérarst/mgebung, dient diese
der Charakterisierung von Proteinstrukturentfe 2004.

2.5 Funktionelle Eigenschaften der
Milchproteine

Uber den ernahrungsphysiologischen Wert hinaus habeeiRecaufgrund ihrer funktio-
nellen Eigenschaften eine besondere Bedeutung fur diedflargl von Lebensmitteln. Le-
bensmittelrechtlich gelten Milchproteine als Zutaten umcht als Zusatzstoffe, was eine
Deklaration ohne E-Nummern ermdglicht. Proteine untgdreals Lebensmittelbestandtei-
le physikalischen und chemischen Veranderungen bei iheestellung oder Anwendung.
Isolierte Proteine kénnen gezielt zur Modifikation ihrestehenden Eigenschaften einge-
setzt werden. Dies erfolgt mit der Intention, diese zu vesken oder ihnen neuen Fahigkei-
ten zu verleihen. Diese Anderungen fiihren im allgemeinarzaueiner Modifikation der
Konformation Cheftel etal. 199p Starkere thermische Behandlungen haben eine Konfor-
mationsanderung der Proteine zu Folge. Art und Ausmal} déhfen bestimmen die dar-
aus resultierenden Veranderungen der funktionellen Bigeaften, wie Loslichkeit, Quell-
barkeit, Fett- und Wasserbindevermogen, pH-Stabilitétzedtabilitat, Viskositat, Gelbil-
dung, Adsorption an Grenzflachen, Schaumbildung und Emwgimdgen Rearce und
Kinsella 1978 Mehrens und Reimerdes 199heftel etal. 1992Hall 1996 Wong etal.
1996 Zayas 1997Darewicz und Dziuba 200 Damodaran 20Q%AlvarezGomez und Rod-
riguezPatino 2006

Loslichkeit

Eine der wichtigsten funktionellen Eigenschaften der &inat ist ihre Loslichkeit unter ver-
schiedenen Bedingungen wie lonenstéarke, pH-Wert und TahpeNative Molkenproteine
sind Uber den gesamten fir Lebensmittel relevanten pH-&esshr gut 16slichNlehrens
und Reimerdes 1991Dazu gegensatzlich verhalten sich die Caseine, welche iabm
isoelektrischen Punkt eine minimale Ldslichkeit besitzéayas 199Y. Das Ldslichkeits-
verhalten von Proteinen ist von der Anzahl der hydrophobehhydrophilen Gruppen so-
wie von deren Anordnung im Molekil abhangig. Im allgemeistaigt die Loslichkeit der
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Milchproteine mit zunehmendem pH-Wert akéhrens und Reimerdes 199 ambling
etal. 1992.

Adsorption und Grenzflacheneigenschaften

Caseine und Molkenproteine besitzen eine hohe Grenzflaktintidt, was bedeutet dass
beide Proteingruppen ein grofRes Adsorptionsbestrebegdrioghoben Grenzflachen auf-
weisen Mehrens und Reimerdes 199%/0ong etal. 1996Dickinson 2003. Diese Fahig-
keit ist mit den amphipolaren Eigenschaften dieser Pretein erklaren. Die hohe Ober-
flachenhydrophobizitat und Grenzflachenaktivitat von Geeseresultiert aus der geringen
Stabilitat ihrer Sekundéar- und Tertiarstruktur und derrdhiech bedingten Freilegung von
hydrophoben Resten. BeiffrLactoglobulin ist aufgrund der globularen Struktur diefAu
faltung an einer Grenzflache langsamer als beim Casein. iédgee Grenzschicht und
das Adsorptionsverhalten differieren jedoch bei den beeteingruppen. So bildet das
B-Casein, bedingt durch seine volumindse Struktur und flexidnformation, dicht ge-
packte Grenzschichtebélgleish und Leaver 199Dickinson 200}, wodurch eine héhere
Anzahl an Proteinmolekilen im Vergleich fisLactoglobulin an der Grenzflache adsor-
biert wird (Nylander und Wahlgren 1994Vahrend Caseine vorrangig reversibel an Grenz-
flachen adsorbieren und sich dabei nur begrenzt umfaltew, vai 3-Lactoglobulin ein
zweistufiger Adsorptionsprozess beschrieben, wobei hist&ine reversible Adsorption
von Monomeren gefolgt von einer irreversiblen grenzflaahduwierten Konformationséan-
derung stattfindetNylander und Wahlgren 1994Dabei bildet sich eine zweidimensionale
gel-&hnliche Schicht, die zuerst Uber physikalische Welehskungen und schliel3lich tber
langsam verlaufende kovalente Quervernetzungen gefestd)(Dickinson 1999a Die so
gebildete Grenzschicht besitzt eine Ausdehnung von ca.2nm

In Lebensmitteln werden grenzflachenaktive Substanzegeseizt, wie niedermolekulare
Emulgatoren (Phospholipide und Mono- und Diglyceride) isomakromolekulare Emul-
gatoren (Proteine). Da Proteine Makromolekiile sind, ezh@ie zusatzlich die Viskositat
der kontinuierlichen Phasédgaly etal. 199Y.

Emulgiereigenschaften von Milchproteinen

Emulsionen sind disperse Systeme aus zwei oder mehrereinoagier nur teilweise misch-
baren FlussigkeitenHall 1996. Die Fahigkeit eine Emulsion zu stabilisieren hangt un-
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ter anderem vom Wasser- und Fettbindevermdgen der Propidéie® rheologischen Ei-
genschaften sowie ihrem Verhalten bei der Ausbildung voen@&itachenschichten ab. Die
Emulgatoren adsorbieren an die Grenzflache, richten sistuiad bewirken eine Verringe-
rung der Grenzflachenspannung und damit eine Reduzierurfigetr Energie des Systems
(Lagaly etal. 1997/Dickinson 1997. Es muss zwischen zwei Arten von Emulsionen unter-
schieden werden, Ol in Wasser (O /W) sowie Wasser in Ol (W /@) Nichproteine wer-
den als tiberwiegend hydrophile Makromolekule zur Stabiiisig von O /W - Emulsionen
eingesetzt{ayas 199Y. Zu den Emulgiereigenschaften gehdort die Emulsiondgtiiso-
wie die Emulgierkapazitat. Unter Emulsionsstabilitatsteht man die Fahigkeit des Emul-
gators, eine Emulsion gegeniber destabilisierenden feaktdber eine definierte Zeitspanne
zu stabilisieren. Die Emulgierkapazitat wird definiertdils maximale Menge an dispergier-
ter Phase, die stabilisiert werden kafeérce und Kinsella 197®8lehrens und Reimerdes
1991 Hall 1996. Um die Zusammenlagerung der dispergierten Fetttropf¢kealeszenz)
zu verhindern, muss eine stabile Membran um die Fetttr@felusgebildet werdeiMgh-
rens und Reimerdes 1991

Milchproteine — in geldster Form — besitzen hervorragendelgiereigenschafteiz@yas
1997, Dickinson 1999k Sie agieren wegen ihrer amphiphilen Molekulstrukturratkro-
molekulare Emulgatoren. Sie wandern an die Grenzflachejewairsen energetisch gunsti-
geren Zustand einnehmen. Sie tendieren dazu, ihre Konfanrma&dhrend der Adsorption
zu &ndern. Das Ausmass der Konformationsanderung wirchaliecUmgebungsbedingun-
gen, wie pH-Wert, lonenkonzentration und Temperatur beesst (Mong etal. 1996Zayas
1997 Damodaran 2005 Im nativen Zustand unterscheiden sich die Caseine in Kwoer
formation von den Molkenproteinen. Demzufolge zeigen d@ielén Proteingruppen unter-
schiedliche Funktionalitat bei der Emulsionsbildung ustdbilisierung. Caseine kdnnen auf
Grund der offenkettigen und flexiblen Struktur sowie derdmrenzflachenaktivitat leicht
an Luft/Wasser- Oberflache sowie an Ol/Wasser - Grenzfladeerhieren und senken
damit die Oberflachen- bzw. Grenzflachenspannung. Die Gasgid dementsprechend als
besonders effiziente Proteinemulgatoren einzustieh{ens und Reimerdes 19%ayas
1997). Die Oberflachenaktivitat deB8-Lactoglobulins ist ausgesprochen pH-Wert abhan-
gig. Die hdchste Adsorptionsrate déd_g ist nahe des Isoelektrischen Punktes, bei einem
pH-Wert von 4,9 zu finderWong etal. 1998 Hier ist die elektrostatische Abstossung zwi-
schen den Molekilen am geringsten. Deshalb ist die hohe ratisn und Umlagerung
der Proteinmoleklle an der Oberflache maoglich. Der limgtele Faktor fir den Einsatz
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von Molkenproteinen als Emulgatoren in Emulsionen ist gggnge Hitzestabilitat4ayas
1997).

Schaumbildung

Ein Schaum wird als die Feindispersion eines Gases in eilissigkeit definiert. Um
Schaum zu bilden, muss die hohe Oberflachenspannung an eezflache Wasser/Luft
durch grenzflachenaktive Substanzen (z. B. Proteine) redwzérden Zayas 199Y. Dabei
findet zun&chst eine Adsorption der Proteine an der Grem#lgiatt, wo es zur Auffaltung
der Proteine kommt, bzw. im Fall der globul&ren Molkenpiratéezur so genannten Grenzfla-
chendenaturierungfehrens und Reimerdes 199Abhangig von ihrer molekularen Struk-
tur zeigen Proteine ein unterschiedliches Verhalten arGdenzflache. So weisen die Ca-
seine, welche sich durch offenkettige Struktur auszeicheeée hohe Flexibilitdt an der
Grenzflache auf. Gegensatzlich dazu verhalten sich die éhpitoteine, welche als globu-
lare Proteine einen relativ starren Film ausbildBitkinson 2003.

Gelbildung

Die Fahigkeit Gele, also 3-dimensionale Netzwerke, aukkeio besitzen sowohl Caseine
als auch MolkenproteineZ@yas 199Y. Diese Eigenschaft spielt eine wesentliche Rolle bei
der Lebensmittelherstellung. Gelbildungsprozesse ich@rfolgen durch Saurekoagulati-
on, Enzyme, Hitze oder durch Lagerung. Die meisten diesereRse werden durch Casein
verursacht, es existieren jedoch auch InteraktionerBrhig) unda-La. Caseine bilden Gele
durch einen Zusatz von Saure (Sauregel), Chymosin (Labgdel) Galciumchlorid Meh-
rens und Reimerdes 1994/0ong et al. 199% Molkenproteine bilden Gele nur bei Erhitzung
auf Temperaturen, welche tber der Denaturierungstemypédiegen Mehrens und Reimer-
des 1991

Zusammenfassung der funktionellen Eigenschaften

Die meisten funktionellen Eigenschaften beeinflussenrsaiks die sensorischen Eigen-
schaften und andererseits das physikalische Verhaltes éiebensmittels bzw. eines Le-
bensmittelinhaltsstoffes wéhrend der Verarbeitung, tdétsg sowie LagerungGheftel
etal. 1992. Neben der Intention ausgewabhlte funktionelle und riwgriEigenschaften zu
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erzielen werden verschiedene Proteinadditive auch ausodkischen Grinden bei der Her-
stellung von Lebensmitteln eingesetZheftel etal. 1992Nong et al. 199% Molkenprotei-
ne erdffnen wegen ihren einzigartigen funktionellen unirungsphysiologischen Eigen-
schaften enorme Mdglichkeiten fiir den Einsatz in Lebertsinisowie fur die Entwicklung
neuer Rezepturen. So wird z. B. Molkenpulver bis zu 44% bei @estdllung von Schmelz-
kése eingesetzt, da die darin enthaltene Lactose die Kenzierdickung fordert. Zudem
verfiigen sowohl die Lactose als auch die Molkenproteine éioee sehr gute Wasserbinde-
fahigkeit Berger etal. 1989

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Proteine Uberwiegendandghrer grenzflachen-
aktiven Eigenschaften und damit als Emulgatoren verwendet

2.5.1 Auswirkung der Maillard-Reaktion auf die funktionellen
Eigenschaften

Die Maillard-Reaktion wirkt sich durch die strukturverandege Wirkung direkt auf die
funktionellen Eigenschaften der Proteine aus. Die Einfiigrhydrophiler Kohlenhydrate
und die Modifizierung der Aminoséureseitenketten veramdie Polaritat und damit die
Oberflachenbeschaffenheit eines Proteins. Zudem wirdededieidimensionale Struktur
modifiziert Cheftel etal. 199R Diese beiden Faktoren bestimmen entscheidend die Funk-
tionalitat eines Proteins.

Untersuchungen von glykosyliertef+Casein bestéatigen die durch Modifikation verur-
sachten Strukturwandlungsprozesse, wobei die Anteile addéta-coil-Strukturen zuguns-
ten von 3-Turn abnehmen@arewicz und Dziuba 2001 Zudem lassen die durdbare-
wicz und Dziuba(200]) erzielten Ergebnisse erkennen, dass die durchschinétlkett-
tropfchengrofRe bei Emulsionen, die mit glykosyliertBaCasein im Vergleich zu nativem
Protein hergestellt wurden, signifikant verringert wirddudie Emulsionsstabilitat im Um-
kehrschluss erhoht wird. Diese Arbeitsgruppe beschéfsgth auch mit dem Adsorptions-
verhalten des nativen und modifizieriBrCaseins an hydrophoben Grenzflachen. Im Laufe
der Untersuchungen wurde deutlich, dass die Bedeckung derz€kiche durch das gly-
kosylierte Protein erheblich erh6ht wird. Daraus restiltiee Bildung von dickeren Grenz-
schichten, wobei wahrscheinlich polare Gruppen in vekgtén Mal3e in die wassrige Phase
orientiert sind. Damit konnen verbesserte Emulgiereigeatten durch eine starkere elek-
trostatische Stabilisierung der dispersen Phase erk&iden.
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Groubet etal(1999 beobachteten eine erhdhte Loslichkeit des glykosylefteCaseins,
jedoch nur in einem pH-Bereich von 4 bis 6. Die Emulgierakdiviles3-Caseins blieb nach
der Glykosylierung unverandert.

Die Modifizierung vonf-Lactoglobulin mit verschiedenen Mono- und Disaccharjden
wie beispielsweise Ribose, Glucose und Lactose, zeigt een@nderung der Emulgierei-
genschaften des eingesetzten ProteNecka etal. (1998 stellten eine deutlich erhdhte
Emulgieraktivitat fur Emulsionen mit glykosyliertefrLg im Vergleich zum nativen Pro-
tein innerhalb des untersuchten pH-Bereiches von 3 bis 94esh die kovalente Modifi-
zierung vonB-Lg mit dem hohermolekularen Kohlenhydrat Carboxymethyticen zeigte
in Versuchen deutlich bessere Emulgiereigenschaftemchifish Bildung und Stabilitat als
das native ProteirNagasawa etal. 1996

Chevalier et al(200]) erhitzten reineg-Lg mit Zuckern wie Arabinose, Galactose, Glu-
cose, Lactose, Rhamnose und Ribose in Losung beCdar 72 Stunden. Anschliel3end
wurden die Proben dialysiert und gefriergetrocknet sotmie funktionellen Eigenschaften
untersucht. Nichtenzymatisch glykosylier{gd g wies eine Reihe von veranderten Eigen-
schaften auf. Die glykosylierten Spezies zeigten eine &&sbrung der thermischen Stabili-
tat bei einem pH-Wert von 5. Schaumbildungseigenschagsf3-d.gs wurden im Zuge der
Glykosylierung mit Lactose oder Rhamnose nicht beeintighterbesserten sich jedoch
nach einer Glykosylierung mit Glucose oder Galactose. Dnell§iereigenschaften konnten
durch die kovalente Bindung von Sacchariden verbesserteneiine hohere Emulsions-
stabilitat resultierte nach dem Einsatz reaktiverer Zyckée Arabinose oder Ribose. Die
erhaltenen Konjugate wiesen eine Ldslichkeit von 35 % be#pid Vergleich zu erhitztem
B-Lg bzw. B-Lg glykosyliert mit den restlichen Sacchariden auf. Dudid Verschiebung
des isoelektrischen Punktes jedoch zeigten die Derivate eihohte Loslichkeit bei pH 5
im Vergleich zuB-Lg. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Art desnee-
ten Zuckers ein essentieller Faktor fur die Verbesserunfud&ionellen Eigenschaften von
glykosylierten Proteinen durch die Maillard-Reaktion Gtoubet et al(1999 beobachteten
eine Erhohung der Ldslichkeit nach Lactosylierung reifelbgs im Vergleich zu unerhit-
zem ProteinGauthier etal(2001) stellten fest, dass die kovalente Bindung von Lactose an
reinespB-Lg einen Einfluss auf das Verhalten des Proteins an der Wvdisser - Oberflache
hat. Die trockene Erhitzung beeinflusste, trotz hoherek&@lylierungsgrade, nur leicht die
Grenzflacheneigenschaften, im Gegensatz zur Erhitzun@gsang, wonach es zu héherer
Adsorption kam.
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Bezuglich der Auswirkungen Malillard-induzierter Protewulifikationen auf ein konkre-
tes Lebensmittel bzw. einen Lebensmittelzusatz gibt esnmumige Untersuchungeikn-
nis und Mulvihill (1999 beschaftigten sich mit den verdnderten Hydratationseicjeaften
von Labcasein, aufgrund der Bildung von Lactuloselysin inufeader frihen Maillard-
Reaktion. Labcasein wird als Zusatz zur Herstellung von Malmahnlichem Kase ver-
wendet. Durch die Hydroxylgruppen des Zuckers und die sansétzlichen Wasserstoff-
briickenbindungen werden die Protein-Protein-Wechsklwigen und dadurch das Hydra-
tationsverhalten der Proteine verdnd&tepherd etak2000 beschéaftigten sich mit den
emulgierenden Eigenschaften von Casein-Maltodextrinfigaten und stellten eine deut-
lich verbesserte Emulgieraktivitat und -stabilitat imdrigen pH-Bereich fest. Diese Kon-
jugate sind demnach als effektive Emulgatoren bzw. alsclés|Proteinadditive fur sau-
re Lebensmittel, wie saure Diat- und Sportgetrédnke oderiNejserganzungsmittel geeig-
net.

2.5.2 Methoden zur Charakterisierung der
Emulgiereigenschaften

Oberflachenspannung und kritische Mizellbildungskonzeiain

Die Oberflachenspannung ist ein Sonderfall der Grenzfl&gamung, bei der definitions-
gemalf eine Grenzflache zwischen Festkorpern oder Flugsigkegeniber der jeweiligen
Dampfphase bzw. Luft vorliegt. Die Oberflachenspannungnkals MalR zur Charakteri-
sierung von Stoffeigenschaften genutzt werden und wirdHitie von dynamischen oder
statischen Messmethoden ermittelt.

Die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC, engl.: @&l Micellization Concen-
tration) stellt die Konzentration einer grenzflachenakinSubstanz in Wasser dar, ober-
halb derer sich monomere Molekile zu Aggregaten, den Mimeitusammenlagern. Hohe
CMC-Werte weisen dabei auf hydrophile grenzflachenaktivestamzen, niedrige CMC-
Werte auf hydrophobe Verbindungen hiMédnger etal. 2000Piispanen 200R Zur Be-
stimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration avalie Oberflachenspannung)(
in Abhangigkeit der Tensidkonzentration (Proteinkoneatign) gemessen. Dabei wird die
Oberflachenspannung gegen die logarithmierte Konzeotrates Tensids (Proteins) auf-
getragen. Unterhalb der CMC lagern sich die Molekile an détr/Miasser - Grenzflache
an und setzen so die Oberflachenspannung herab. Bei weitggab& grenzflachenaktiver
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Abb. 2-6: Abh&ngigkeit der Oberflachenspannuiag ¢on der Konzentration (c)Hgura 2004

Substanzen tritt eine Sattigung der Grenzflache mit diesemawheren ein was dann in ei-
ner abrupten Aggregation der Monomere zu Mizellen restiliBEmentsprechend zeigt das
CMC - Konzentrationsdiagramm einen steilen Abfall unteotgdr CMC und ein asymptoti-
sches Verhalten oberhalb der CMC (siehe AbB. Die Konzentration, bei der die maximale
Grenzflachenbelegung erreicht ist und deshalb die Mizelbg einsetzt, wird kritische Mi-
zellbildungskonzentration genannt. Diese berechnetaishdem Schnittpunkt der beiden
linearen AusgleichsgeradeRi(spanen 2002Z~igura 2004. Die CMC ist eine temperatur-
abhangige Kenngrol3e fur grenzflachenaktive Substanzervebiikal-Plattenmethode nach
Wilhelmy als eine statische Methode zur Quantifizierung der Obésléspannung auf Ba-
sis einer Kraftmessung, beruht auf dem Benetzungsgleidbgezwischen dem Festkorper
(angerauten Platinplattchen) und einer Flussigkeit. DiseBaing der Platte durch die Flus-
sigkeit fuhrt zu einer konisch verlaufenden Flussigkaitgtlle. Die aufziehende Flissigkeit
verursacht eine Gewichtsanderung des Plattchens, welchle dine angeschlossene Waage
automatisch registriert wird.

Tribungsmessung

Die Tribungmessung ist eine der haufigsten in der Literadgchriebenen Methoden zur
Bestimmung der Emulsionsstabilitat und der EmulgieratéiviDiese bezieht sich auf die
Aufrahmung bzw. Sedimentation der dispersen Phase, dehddestabilisierungsfaktoren
(z. B. Flokkulation und Aggregation) begunstigt werden. Barkeine Abnahme der Tri-
bung mit der Zeit beobachtet und somit die Emulgiereigeaeh ermittelt werden.

Grundlegend fir das Messen von Tribungen ist die Tatsaelss, lblloiddisperse Sys-
teme das eingestrahlte Licht streuen. Bei dieser Methodidigr Verminderung der Inten-
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sitdt nach Transit des eingestrahlten Lichtes einer besm Wellenlange gemessen. Die
Tribung, auch Turbiditat genannt, ist dabei proportional\ferminderung dieser Lichtin-
tensitat durch Streueffekte analog deambert-Beeschen Gesetd @galy etal. 199Y. Bei
Tribungsmessungen wird demnach eine scheinbare Absog#inessen.

Pearce und Kinsell§1978 entwickelten eine darauf beruhende Methode und berechne-
ten den so genannten Emulgieraktivitatsindex (EAI). Digblingt leitet sich analog dem
Lambert-BeeiGesetz 2-3) aus der gemessenen Absorptidrvon Licht einer definierten
Wellenlange (h&ufig 500 nm) ab und ist indirekt proportianal Schichtdicke der Kiuvet-

te.

_ 2,3C|)3-A (2-3)
mit

T Trtbung

A Absorption

| Schichtdicke der Klvette

Ein grundlegendes Problem bei polydispersen Systemdnested kleine Anzahl groRRer
Teilchen dar, die die Streuintensitat grol3er Mengen amé&teiTeilchen Gberlagern kénnen
(Lagaly etal. 199Y.

Aus der Tribungsmessung lassen auch sowohl die Emulgietakals auch die Emul-
sionsstabilitat ableiten. Die Emulgieraktivitat (EA) @ials die Fahigkeit eines Emulga-
tors definiert, eine neu formulierte Emulsion unter gegebeBedingungen zu formen und
zu stabilisierenKlall 1996. Die Emulsionsstabilitat (ES) beschreibt die Bestandigker
Emulsion gegeniber destabilisierenden Faktoren - wied€aainz, Flokkulation oder Sedi-
mentaion von Tropfchen der dispersen Phase - innerhalb bastimmten Zeitraumekldll
1996.

Lichtmikroskopie

Durch lichtmikroskopische Untersuchungen von Emulsidassen sich Aussagen uber die
TeilchengroRe und Verteilung der Fetttropfchen treffeardd@e der Parameter Teilchengro-
Re spielt eine wichtige Rolle hinsichtlich der Stabilitdealuch der Bildung von Emul-
sionen. Die Aufrahmungsgeschwindigkeit ist nach d&tokeche Gesetz direkt proportio-
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nal zum Quadrat des Tropfchenradius (siehe Gleichdrg) Unterabschnitd.3.3. Daher
besteht die Mdglichkeit der Stabilitatssteigerung duride starke Reduktion der Teilchen-
durchmessei¥orfler 2003. Lichtmikroskopische Methoden lassen sich auf Grund @es b
grenzten Auflésevermogens von Mikroskopen allerdings euakroemulsionen mit Teil-
chendurchmessern von Ubeut einsetzen. Wie voRearce und Kinsellel978 beschrie-
ben, konnen mikroskopische Bestimmungen der Grol3e vonrdispeeilten Fetttropfchen
proteinstabilisierender Emulsionen zur Charakterisigemulgierender Eigenschaften ein-
gesetzt werden.

Elektronenmikroskopie

Die Auflésung von Lichtmikroskopen ist durch die Wellenlarags Lichtes auf ca. 200 nm
begrenzt. Zur Steigerung des Auflésungsvermdgens werdgnem Elektronenmikroskop

stattdessen Elektronenstrahlen mit einer gegentber demielfach kleineren Wellenlan-

ge verwendet. Der Elektronenstrahl wird in einer Kathodel.(R. aus Wolfram) erzeugt,

beschleunigt und mittels magnetischer Felder (Linsergrdelund gebundelt. Es werden
zwei prinzipielle Verfahren unterschieden: die Transiniss- (TEM) und die Rasterelek-

tronenmikroskopie (REM).

Das Transmissionselektronenmikroskop ist im Aufbau unakEan einem Lichtmikro-
skop nachempfunden. Es besteht aus hintereinander getehalergré3ernden Elektronen-
linsen, welche die Ablenkung der Elektronen-Flugbahnesiagen. Die freien Elektronen
werden durch eine Elektronenkanone erzeugt und in Richturadé beschleunigt. Diese
durchdringen dann die Probe, welche hinreichend dinn sassjund werden nach dem
Transit durch einen Leuchtschirm bzw. einen CCD-Sensor (&fgrge-coupled Device)
detektiert und quantifiziert. Im Ergebnis erzeugt das TEM Rurchlicht-Elektronenbild
mit einer 100- bis 500-tausendfachen Vergrél3erung und éinfosung von etwa 0,2 nm.
Die Probe wird dabei vollstandig in einem Schritt erfasstr Klessung von fur Elektro-
nenstrahlung undurchdringlichen Materialien, wie z. B. Meberflachen, ist es notwendig
von den entsprechenden Proben Folienabdriicke anzufeuigkdiese dann zu durchleuch-
ten.

Im Gegensatz zum TEM erfasst das Rasterelektronenmikro@wap. SEM von scan-
ning electron microscopy) die zu untersuchende Probe mceinem Schritt sondern se-
guentiell in Form eines Rasters. Dabei wird ein feiner Eakénstrahl in einem kleinen
Punkt auf der Oberflache des Objektes fokussiert und ae€ehid zeilen- und spaltenweise
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Uber die Probe gefiihrt. Die durch die Probe reflektierte lemittierte Strahlung wird dann
durch entsprechende Detektoren, wie CCD-Detektoren, édasiszu einem Ergebnisbild
zusammengesetzt. Im Vergleich zur Lichtmikroskopie ist Bréparation aufwendiger, da
die meisten Proben elektrisch leitend modifiziert werdesseii, indem sie beispielsweise
mit Gold bedampft werden. Die Rasterelektronenmikroskagréliigen tber einen ca. 20-
bis 150-tausendfachen Vergrél3erungsbereich und besineAuflosungsvermogen zwi-
schen 3 und 6 nm. Das Aufldsungsvermdgen ist geringer alebditEM, die Tiefenscharfe
jedoch um GrofRenordnungen hoher. Daher ist das REM besandegyastischen und drei-
dimensionalen Abbildung der Oberflache eines Gegenstayeirgnet.

Sowohl REM als auch TEM werden zur Erfassung der Mikrostnukies Lebensmittels
Schmelzkase verwendet. Folgende Studien betrachtenedleder Verteilung der in ei-
ner kontinuierlichen Proteinmatrix eingebetteten Fegtkn im Schmelzkasaieertje etal.
(1981, Lee etal.(1981), Kalab etal.(1987, Klostermeyer und Buchheir(l 988, Ber-
ger etal.(1989, Savello etal (1989, Marshall (1990, Kalab (1995, Marchesseau etal.
(1997

2.6 Schmelzkase

Nach der Warmebehandlung von Schnittkase in Blechdosen dierctNiederl&ander Jan
Hendrikzoon im Jahre 1899 wurde die Schmelzkaseherstetiunch Walter Gerber und
Fritz Stettler 1911 weiter etablierkK@mmerlehner 2003 Die beiden Schweizer setzten
der Rohmasse Natriumcitrat zu und erhielten nach folgenddtzting ein stabiles, modi-
fiziertes Produkt. Im Laufe der Zeit wurden andere Salze geigé die wegen ihrer Funk-
tionalitat als ,Schmelzsalze" bezeichnet wurd&athmerlehner 2003 Bei Schmelzkéase-
erzeugnissen ist zwischen Schmelzkase und Schmelzk&erubgen zu unterscheiden.
Laut Kaseverordnung vom 14. April 1986 §1 Absatz 3, Ziffesil $Schmelzkase ein Er-
zeugnis, das mindestens zu 50 % aus Kase besteht, dem antidrerk&ugnisse zugesetzt
werden konnen, und welches durch Schmelzen unter Warmekinwg sowie durch Ver-
wendung von Schmelzsalzen zum Emulgieren gebracht wuntter Schmelzkasezuberei-
tungen werden Erzeugnisse verstanden, die zum einen Sdt#imeloder Kase sowie eine
Kombination beider Grundbestandteile beinhalten konneh zZum anderen unter Zusatz
anderer Milcherzeugnisse oder Lebensmittel unter glei@edingungen wie Schmelzkase
hergestellt wurden. Der Anteil an Kase in Schmelzkaseaitegen bleibt meistens unter
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40 %.

Die technologische Modifikation des Ausgangsmaterialseléisrt wahrend des Schmelz-
prozesses zu Veranderungen und Phasenumwandlungen inatiex, Mvoraus geanderte
Eigenschaften des Endproduktes resultieren. Eine Ergtziine Schmelzsalze fuhrt zur
Trennung der drei Phasen Eiweil3 (Paracaseinat), Wassem{sand Fett Klostermeyer
und Buchheim 1988 Die simultane Wirkung von Hitze, mechanischer Bearbejtund
Schmelzsalzen (in Mengen zwischen 1 -3 %) verhindert jedbePhasentrennung. Das
geldste Schmelzsalz dringt in die mit kolloidalem Calciumgbhat verdichteten intermicel-
laren R&Aume ein und fuhrt ein lonenaustausch durch, wobeéchenelzsalze Calciumio-
nen (C&") aufnehmen und Natriumionen (Npan das Casein abgeben. Hierbei entsteht
das Natrium-Paracaseinat. Mit dem Austausch der zwegesrtKationen durch einwertige
kommt es zur Vereinzelung der Peptidketten bzw. der parai@agmizellen (Abl2-7).
Durch die damit einhergehende Ladungsanderung kommt e®\bimau der Grenzflachen-
spannung zwischen Wasser und Proteinen sowie zu eineesgarldusbildung von Hy-
drathdllen an der Teilchenoberflach@afic etal. 1985Spreer 1995Guinee etal. 2004
Dass losliche Caseine wie z. B. das Natrium-Paracaseinatafgeschlossenes Milchei-
weilR* exzellente Emulgatoren sind, ist bekannt. Sie werdaher z. B. bei Bruhwurst
eingesetzt, um das freie Fett zu emulgierBerger etal. 1989 Das Paracaseinat emul-
giert in der Schmelzkdsemasse die dispergierten Fetttnépfund bildet zusammen mit
den Schmelzsalzionen und Aminosauren eine stabile Olassér Emulsion. Weitere Ef-
fekte die durch die Zugabe von Schmelzsalzen neben derliSieting der Ol-in-Wasser
Emulsion stattfinden, sind die Entfernung des Calciums aos Retein, die Hydratation
und Quellung des Paracaseins, eine pH-Wert-Erhohung uffieréhg sowie die Struktur-
ausbildung Cavalier-Salou und Cheftel 199Caric und Kalab 1993Marchesseau etal.
1997. Letztendlich fuhrt die Zugabe der Schmelzsalze zur egeschmeidigen und ho-
mogenen Schmelzkdsemasse. Im allgemeinen werden als Bshire die Natriumsalze
der Phosphor- und Citronensaure verwendet. Die bestent&ffedrden mit Schmelzsalzen
erreicht, in welchen ein monovalentes Kation, meistengitNat mit einem polyvalentem
Anion kombiniert ist. Polyvalente Anionen haben eine héh&kasserbindungskapazitat als
monovalente Anionen. Die Puffereigenschaften der Phdsgitéangen von deren Kettenlan-
ge ab. So haben Mono- und Diphosphate eine hohe Pufferkapanid sind deshalb als
pH-Wert-Korrektoren geeignet. Mit steigender Ketten&mgmmt die Pufferkapazitat ab
(Schar und Bosset 200%uinee etal. 2004 Eine geeignete Schmelzsalzmischung fuhrt
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N

+ Hitze OPOSH T+ Na +
OPO,H -
Ca?* 2Na*+HPO,-  Ca(HPO,),
~HO,PO
Na ++ ~HO,PO

= <>

Calcium-Paracaseinat Natrium-Paracaseinat
(Rohkése) (Schmelzkase)

Abb. 2-7: Wirkungsweise ionenaustauschender Salze (Schmelzsalze) am Bespizihatrium-
hydrogenphosphat; na&@erger etal(1989

zur Erh6hung des pH-Wertes von 5,0—5,5 bis zu 5,6 —5,9 undhgleitig zur pH-Wert-
Stabilisierung aufgrund der Pufferkapazit@upta etal. 1984Cavalier-Salou und Cheftel
1991 Marchesseau etal. 1997

Sowohl der Einsatz von Schmelzsalzen als auch die Scharkung wahrend des Misch-
vorgangs bedingen die Verteilung und die Grof3e der Fettkliga und folglich die Mikro-
struktur und die Textur des Schmelzkases. Fur Trinatritratoivurden im Vergleich zu Di-
natriumphosphat groRere Durchmesser der Fettkiigelchare stne verbesserte Schmelz-
barkeit beobachteRuinee 2002 Awad et al.(2002 berichten tGber die Abnahme der An-
zahl an Fettkiigelchen im Schmelzkase nach Zusatz von Qitoder Monophosphaten. Die
Verteilung der kugelférmigen, zwischen 1 und 1@n grof3en und in eine kontinuierliche
Proteinmatrix eingebetteten Fettteilchen kann mittedktebnenmikroskopischer Methoden
beobachtet werderHgertje etal. 1981Lee etal. 1981Kalab etal. 1987 Klostermeyer
und Buchheim 1988erger etal. 198%avello etal. 198Kalab 1995 Marchesseau et al.
1997). Die Verteilung des Fettes sowie des Paracaseinates imezkase ist homogener
als im Rohkase und deshalb die Koaleszenz der Fettkligelepeifikant niedriger. Die
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Fettkiigelchen in der kontinuierlichen Matrix variierenitmer GroR3e, sind aber signifikant
kleiner als im RohkéaseHeertje etal. 1981 ee etal. 1981Kalab etal. 1987Savello etal.
1989 Caric und Kalab 1993 Die Paracaseinat-Membran, welche die Oberflache der frei
en Fettkiigelchen bedeckt, ist verbunden mit den Matixgeamnd fur die Kontinuitét des
Gelnetzwerkes verantwortlich\(ty et al. 200).

Die Umwandlung des zah-elastischen Teiges eines Rohkadiestypische ,kurze Struk-

tur® des Schmelzkéses wahrend des Schmelzprozessestbegtaican als ,Cremierung*.
Sie wird durch Hydratation der Proteine verursacht, velizsich nur wahrend des Schmelz-
prozesses und ist somit mit der Abkuhlung unterbrocl@prder 199p Ist das Hydratati-
onsvermdgen der Proteine erschopft, kommt es zur sogesrapdbercremierung®. Als
.Cremierung” konnen demnach die Effekte Hydratation, VEkitserhohung und Teig-
verkirzung zusammengefasst werd8preer 1995Kammerlehner 2003 Das Wasserbin-
dungsvermdgen der Proteine spielt hier wahrscheinlichiBte Rolle und zwar durch Ver-
hinderung der Phasentrennung von Protein und Sekiliostermeyer und Buchheim 1988
Elektronenmikroskopische Aufnahmen belegen, dass dueciidkung der Schmelzsalze
die aus Caseinmizellen gebildeten Netzwerke aufgeltstemeunthd in Teilchen der Gro-
Re von Caseinsubmizellen zerfallen, welche anschlieRexd@riwassrigen Phase disper-
giert werden. Der K&se verliert demnach einen Teil seinerk8ir und geht vom Protein-
Gel (Rohkase) in ein Protein-Sol (Schmelzkase) Ukdrgtermeyer und Buchheim 1988
Berger etal. 1980 Klostermeyer und Buchheiril988 zeigten mittels TEM, dass mit
dem Einsetzen der ,,Cremierung” die Bereiche mit geringercheihdichte signifikant klei-
ner werden. Beim optimaler ,,Cremierung” sind die Caseinuimérsten gleichmafig ver-
teilt und die Proteinmatrix damit vollstandig homogen. Béitmerschreiten des optimalen
,Cremierungs-Zustandes®, der ,Ubercremierung®, nimmt dasnviskose zahflussige Sol
eine puddingartige bis feste Konsistenz an. Der Proze3@iemierung” mit der Herbei-
fuhrung einer kurzen Teigstruktur und damit einer guteriStifahigkeit des Schmelzkases,
darf dementsprechend nicht bis zum Optimum gefuhrt werden.
Ein mittelalter Rohkase mit einer kurzen Struktur und einelativen Caseingehalt von 60—
75% soll nicht mit der gleichen Intensitat bearbeitet wardae ein junger Kase, dessen
lange Struktur erst durch verstarkte mechanische Kréafener kurze Struktur umgewan-
delt werden muss.

Bei Schmelzkasezubereitungen wird unter anderem Molkeepuligesetzt. Dieses zu-
gesetzte Pulver tragt wegen des geringen Anteils an Ppatieer kaum zur Strukturver-
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festigung bei. Lactose und Molkenprotein gemeinsam veritjgdoch Uber eine hervor-
ragende Wasserbindefahigkdtgmmerlehner 2003 Zudem wird es aus wirtschaftlichen
Uberlegungen eingesetzt. Milch- und Magermilchpulverimegigen die Strukturbildung,
fordern die Cremierung und verbessern die Konsistenz undh@esck. Zur Herstellung
von stabilem Schmelzkéase ist zudem ausreichend geriestbiéd Casein (aus Naturkase)
erforderlich. Der absolute Gehalt an intaktem Casein sddedaindestens 12 % betra-
gen.
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3 Experimenteller Tell

3.1 Chemikalien

Verwendete Chemikalien unter Angabe von Bestellnummer undteléer, soweit im Text
nicht anders vermerkt:

Acetonitril CHROMASOLMR) gradient grade, 43851, Riedel-de Haén, Seelze
Acrylamid p. A. 10674, Serva, Heidelberg

Ammoniumperoxidsulfat p. A. 13375, Serva, Heidelberg

Ammoniumsulfat p. A. 0032, J.T.Baker, Deventer (Niederignd

Borsaure p. A. 31146, Riedel-de Haén, Seelze

Bromthymolblau, 103026, Merck AG, Darmstadt

Calciumchlorid-Dihydrat p. A. 10234, Grissing GmbH, Filsum

Chloroform reinst, 102431, Merck AG, Darmstadt

Coomassie Brillant Blue G 250 reinst, 17524, Serva, Heidelberg

Cytochrom C, fur biochem. Zwecke, Merck AG, Darmstadt

0-Decalacton >98 %, W236101, Sigma Aldrich, Taufkirchen

Diacetyl >97 %, W237005, Sigma Aldrich, Taufkirchen

Diethylether reinst, 100926, Merck AG, Darmstadt
2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon >99 %, 40703, Smawldrich, Taufkirchen
Dimethyltrisulfid p. A. 79592, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat p. A. 106580, MeMokRrmstadt
1,4-Dithiothreitol (DTT), 20710, Serva, Heidelberg

Essigsaure p. A. 33209, Riedel-de Haén, Seelze

Ethanol rein 96 % vergallt, 02893, Fluka, Buchs, Schweiz
Furosindihydrochlorid 98,5 %, SC494 G, Neosystems, Strg@3Buankreich
Glutaraldehyd 25 %, 354400, Merck AG, Darmstadt

Glycerin p. A. 87 %, 104094, Merck AG, Darmstadt

Harnstoff p. A. 51460, Fluka, Taufkirchen
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2-Hexanon 98 %, 146881000, Acros Organics, New Jersey, USA
lodacetamid >99 %, 57670, Fluka, Taufkirchen

Kaliumcarbonat p. A. 60110, Fluka, Taufkirchen
Kaliumdihydrogencitrat p. A. 60214, Fluka, Taufkirchen
Kaliumchlorid p. A. 60130, Fluka, Taufkirchen
Kaliumdihydrogenphosphat p. A. 60356, Fluka, Taufkirchen
Kaliumsulfat p. A. 25107, Riedel-de Haén, Seelze

a-Lactalbumin, Arla Foods, Viby J, Danemark

B-Lactoglobulin, Institut fur Lebensmittelverfahrestedty TU Minchen
Lactose D (+) Monohydrat, 107660, Merck AG, Darmstadt
Magnesiumchlorid-Hexahydrat p. A. 105833, Merck AG, Daiads
Maiskeinél, Mazola, Unilever Bestfoods, Hamburg

Mercaptoethanol >99 %, 63689, Fluka, Taufkirchen

Methanol p. A. 32213, Riedel-de Haén, Seelze
Methylenbisacrylamid, p. A. 29195, Serva, Heidelberg
Methylenblau (C.1. 52015) fur Mikroskopie, 115943, Merck AGarmstadt
Methylrot Natriumsalz (C.l1. 13020), 106078, Merck AG, Datatt
Molkenprotein, Milacteal 60 Milei, Stuttgart
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED), 35930, Servgidelberg
Natriumazid p. A. 99,5%, 71289, Fluka, Taufkirchen
Natriumcarbonat wasserfrei, 106395, Merck, Darmstadt
Natriumcaseinat p. A. 0222, Rovita GmbH, Engelsberg/Widdm
Natriumchlorid p. A. 106404, Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat reinst, 106342, dkeDarmstadt
Natriumdodecylsulfat reinst, 20760, Serva, Heidelberg
Natriumhydroxid p. A. 106498, Merck, Darmstadt

Natriumthiosulfat p. A. 106512, Merck AG, Darmstadt

Natronlauge 32 %, 30531, Riedel-de Haén, Seelze

Ninhydrin p. A. 33437, Riedel-de Haén, Seelze

Orange G (C.I. 16230), 115925, Merck AG, Darmstadt

Olrot fur Mikroskopie, 105230, Merck AG, Darmstadt
Phosphorsaure 85 % in Wasser, 452289, Sigma Aldrich, Tratnién
Polyphosphat (langkettig) N16-63, MV1331, Budenheim KG, &utkim
Proteinmarker 4 fur Elektrophorese, 39208, Serva, Hegtglb
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Proteinmarker 5 fur Elektrophorese, 39209, Serva, Healglb
Salzsaure 6N, fur Hydrolysen, 6011, J.T.Baker, Deventezddlilande)
Salzsaure 37 % p. A. 84426 Fluka, Taufkirchen
Selenreaktionsgemisch nach Wieninger, 108030, MerckynBtadt
Schwefelsaure 98 % zur Stickstoffoestimmung, 84727, ElBkahs, Schweiz
Sudanschwarz B practical grade, S2380, Sigma Aldrich,Klianlfen
Tashiro-Indikator, 36083, Riedel-de Haén, Seelze
Trichloressigsaure p. A. 20742, VWR, Darmstadt
Trifluoressigsaure rein, 91700, Fluka, Buchs, Schweiz
Trinatriumcitrat-Dihydrat p. A. 106448, Merck AG, Darmdta
Trinatriumorthophosphat N53-40, MV1562, Budenheim KG, Budsam
TRIS (hydroxymethyl)-aminomethan p. A. 37180, Serva, Hoielg

*Molkenprotein, Milacteal 60 mit 60 % Protein (davon 20,3%.actalbumin und 60,15 %
B-Lactoglobulin), 25 % Lactose, 5 % Fett, 64 % Asche, <5 % Wasse

Alle zu chromatographischen Bestimmungen eingesetztef3ilittel wurden mit Reinst-
wasser hergestellt, membranfiltriert und 15 min im Ultradittad entgast.

3.2 Material und Gerate

Liste der verwendeten Materialien und Gerate sofern nictgrdasprechender Stelle detail-
liert beschrieben:

Analysenwaage BP 121S und BP 3100S, Sartorius, Gottingen

Aminosaureanalysator LKB-alpha plus Biochrom, Cambridge, UK

Blutzahlkammer Tiefe 0,1 mm, 1/25 + 1/400 rArBirker-Turk Feinoptik,
Bad Blankenburg

Dialyse Dialyse-Cellulose Memban, Ausschlul3gréf3e 12kDa,

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Elektronenmikroskop Rasterelektronenmikroskop DSM 982/B¥ mit thermischer
Feldemissionskathode, Carl Zeiss, Oberkochen
und AGAR Manual Sputter Coater B7340, Agar Scientific Ltd.,
Stansted, Essex, England
Transmissionselektronenmikroskop FEI Company, Philips,
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Elektrophorese

Fluoreszenz-
spectrophotometer
Gefriertrocknungs-
anlagen
Hydrolyseréhrchen
Kalorimeter
Kjeldahl-Anlage

Kolbenhubpipetten

Kuvetten
Lichtmikroskop

Membranfilter

Penetrometer
pH-Mel3gerat

Niederlande, mit Gefrieranlage Jet-Gefriergerat JFD 030
und Hochvakuum-Gefrieratzanlage BA 360 M
Balzers, Lichtenstein

Elektrophoresekammer vertikal SE 600di@n&Giellkammer
SG50, Scientific Instruments, San Francisco
Schiittelplatte Polymax 1040, Heidolph Instruments, S¢tach
Scanner Mastek Scanexpress 12000 SP, Mastek
Villingen-Schwenningen
Software Image Master 1D Elite, Amersham Biosciences
Minchen

F-4500, Hitachi, Pleasanton, US

ALPHA 1-2, Christ, Osterode

BETA 1-8K, Christ, Osterode

20 ml, Schott Glas, Mainz

Warmestromkalorimeter DSC 121, Setaram, Feack

Bichi Scrubber B-414, Digestion Unit K-43%duDestillation
Unit B-324, Buchi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz
Dosimat 775 Metrohm mit Metrohm Stirrer 728,
Methrom, Filderstadt

Eppendorf Reference und Research, ohiedéiche Volumina,
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg

Einmal-Kuvetten, 2,5 ml, Brand GmbH, Wertheim
Forschungsmikroskop LUMIPAN Carl Zeissndenit
Kodak Digital Science DC 40 Camera, Kodak GmbH, Stuttgart
Mikroskop Axiostar Carl Zeiss, Jena
Mikroskop Jena Labor SFBN Mechanik, Bucha/Jena
RC-L-55, regenerierte Cellulose, Durchmesgan,
PorengrofRe 0,4%m, unsteril, Schleicher und Schill, Dassel
Spritzenvorsatzfilter SPARTAN 13/0,2 RC, regenerierte
Cellulose, Durchmesser 13 mm, Porengrof3e Quabund
0,2 um, Schleicher und Schiill, Dassel

PNR10, Petrotest Instruments, Dahlewitz

inoLab level 2, WTW, Weinheim
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Photometer Ultrospek 1000, Pharmacia Biotech, Freiburg
Reagenzglasschittler MS1 Minishaker, IKA Labortechnilautn

Reaktionsgefalie 1,5ml und 2,0 ml, safe-lock, EppendorfddeHinz, Hamburg
Rollrandschnapp- 10 ml, VWR International, Darmstadt

deckelglaser

Rotationsverdampfer  Laborota 4000, Heidolph, Schwabach

Ruhr- und Heizwerk  RH basic mit Thermometer ETS-D4 fuzzy, IK&bbrtechnik
Staufen

Schraubreagenzglaser Duran 12 mm x 100 mm, GL 14 und Duramig f60 mm,
GL 18, Schott Glaswerke, Mainz

Temperierbad Haake K 15 mit Thermostat Haake DC 10, Gebtddake
Karlsruhe

Tensiometer Dataphysics DCAT 11, Wilhelmy Platte Pt 11 nakih £8914,
Software SCAT 12, DataPhysics Instruments GmbH, Fildetstad

Texturanalyse Texture Analyser TA-XT2i, Mel3zelle 50-1 kgl3stempel
mit 6 mm Durchmesser, Stable Micro Systems, Surrey, UK

Thermomix TM21, Vorwerk, Wuppertal

Trockenschrank Modell 200, Memmert, Schwabach

Ultraschallbad Ultraschallbad RK50, Bandelin, Berlin

Ultra-Turax Janke und Kunkel GmbH / CO. KG-IKA Labortechrittaufen

Vakuumkonzentrator Speed Vac Plus SC 110 AR mit Universalen System Plus
UVS40 A, Avant, Farmingdale, USA
Savant SPD 131 DDA speed vac, Global Medical Instrumemntatio
Ramsey, Minnesota, USA

Vakuumpumpe CVC 2, Vacuubrand, Wertheim
Warmestrom- DSC 121, Setaram, Frankreich
kalorimeter

Zentrifugen Biofuge pico, Heraeus Instruments, Hanau

Centrifuge 5804R, Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
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3.3 Proteinbestimmung nach Kjeldahl

Chemikalien und Lésungen
Katalysatorgemisch nach Wieninger

Natronlauge 10 %
100 g Natriumhydroxid Platzchen einwiegen und auf 1 | mitdé&sser aufftllen.

Borsaure 2%
100 g Borsaure einwiegen und mit destilliertem Wasser autiflien.

Schwefelsédure 0,1 N
Der Inhalt einer Schwefelsdureampulle Testal in einen M#d&n Gberfihren und mit de-
stilliertem Wasser auf 11 auffillen.

Mischindikator nach Tashiro
LOsung A:
150 mg Methylrot in 365 ml Ethanol (96 % vol.) 16sen und mit Wesrtem Wasser auf
500 ml auffillen.
Losung B:
100 mg Methylenblau in einen 100 ml MalRkolben einwiegen uiitcdestilliertem Wasser
auffillen.

Indikator:
100 ml der Losung A und 15 ml der Losung B miteinander vernesch

Proteinbestimmung

Zur Uberpriifung des Proteingehaltes des Molkenpulver®,€&.g in den Kjeldahlkol-
ben geben und eine Spatelspitze Katalysatorgemisch naahi§®r zugeben und mit 10 ml
Schwefelsaure erhitzen. Der Aufschluss ist beendet, wenhdsung klar erscheint. Nach
dem Abkuhlen den Kolben direkt mit seinem gesamten Inhalkhatomatischen Destillation
an der Destillationapparatur Buchi B-324 einsetzen. Dasillzesh einer Borsaureldsung
(2 %) auffangen und direkt im Anschluss mit 0,1 N Schwefele@egen Tashiro-Indikator
titrieren. Die Titration erfolgt mittels Dosierautomasl@um Farbumschlag von griin nach
violett.

Auf gleiche Weise zur Bestimmung der Wiederfindung mit Amnognifat vorgehen, wobei
den Feststoff direkt in den Aufschlusskolben einwiegen.d&in Blindwert analog verfah-
ren, jedoch ohne Probeneinwaage.
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Destillationseinstellung:

Wasser 30ml
Natronlauge 50 ml
Borsaure 50 ml
Delay 3s
Destillationsdauer 4 min
Dampf 100 %
ASPIR SAM

3.4 Lactosylierung der Molkenproteine

Die Reaktion der Molkenproteine erfolgt mit der im verweraellolkenproteinpulver (Mi-
lacteal 60: 60 % Protein, 25 % Laktose, 5 % Fett, 4 % Asche, <5246éf) enthaltenen Lak-
tose bei 60C im Trockenschrank unter Variation der Erhitzungszeitl@, 18, 24, 60 und
96 Stunden). Das Lysin-Laktoseverhaltnis betragt dab2ja3, der g-Wert 0,5.

Fur die Durchfihrung 2 I-Schottflaschen mit ca. 300 g Molketginpulver flllen sowie zur
besseren Warmeverteilung mit Aluminiumfolie umwickelneBiroben nach abgeschlosse-
ner Reaktion kuhlen und bei ca’6 aufbewahren.

3.5 Bestimmung der Lysinmodifizierung
(Glykosylierungsgrad)

3.5.1 Probenvorbereitung flr die Aminosaureanalyse

Saure Hydrolyse

10 mg der jeweiligen Probe auf 1 mg genau in ScRp&chraubreagenzglaser einwie-
gen, mit 10 ml 6 N Salzsaure versetzen und nach Verschlief@éiJmschdtteln in einem
vorgeheizten Sandbad im Trockenschrank 23 h bei°ClBydrolysieren. Zur Dichtheits-
kontrolle die Reagenzglaser vor und nach der Hydrolyse wiefyaschlie3end die Ansétze
im Eisbad abkuhlen, nach Filtration Gber ein Weil3bandféierAliquot abnehmen (1 ml)
und in einer Vakuumzentrifuge zur Trockne einengen. Den Biackd in 1 ml Natriumci-
tratpuffer (0,2 mol/l, pH 2,2) aufnehmeHRlénle etal. 1991 15 Minuten mit Ultraschallbad
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behandeln und danach gut mittels Vortex durchmischen. ¥orAtninoséaureanalyse die
Losung durch 0,45um regenerierten Cellulosefilter filtrieren. 20m der Lésung direkt in
den Aminosaureanalysator einspritzen.

3.5.2 Aminosaureanalyse (ASA)

Gerat Alpha Plus Aminosaureanalysator (LKB Biochrom, Caddsj UK)
Saule PEEK (4,6 x125) mm

Kationenaustauscher Harz/am, Serie 686, Analysentechnik K. Griining, Olching
Fluss 0,27 ml/min

Temperaturgradient 55 bis 86

Detektion Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin
Detektor VIS-PhotometeA =570 nm

Puffer sieheHenle etal(1991) undKrause(2005
Methode siehélenle etal(1997) undKrause(2005

3.5.3 Auswertung

Integration der Peaks mittels Eurochrom 2000 chromatdyr&oftware (Knauer GmbH,
Berlin) durchftihren. Es erfolgt mindestens eine Dreifasibemung. Nach der Furosin-
Bestimmung erfolgt die Berechnung der Lysinmodifizierunghi@ioiot etal.(1977) unter
Benutzung der Umrechnungsfaktoren \rause et al(2003.

3.6 Bestimmung des Oligomerisierungsgrades

3.6.1 Probenvorbereitung fur die Gelpermeationschromatographie
(GPC)

Puffer

Elutionspuffer
6 M Harnstoff /0,1 M NaCl/0,1 M Phosphat/ 0,1 % 3-[3-Cholamidigyl)dimethylammon-
ium]-1-propansulfonat (CHAPS); pH 6,8
360,36 g Harnstoff, 5,84 g NaCl, 17,80 g M#PO,*2H,0 und 1,0 g 3-[3-Cholamidopropyl)-
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dimethyl-ammonium]-1-propansulfonat (CHAPS) in ca. 800malest. Wasser l6sen, mit
konz. HCl auf pH 6,80 einstellen und mit bidest. Wasser audX0lauffillen, membranfil-
trieren (0,45um) und entgasen. Die Losung ist bei@eine Woche haltbar.

Probenpuffer
6 M Harnstoff /0,1 M NaCl/0,1 M Phosphat/ 0,1 % 3-[3-Cholamidagyl)dimethylammon-
ium]-1-propansulfonat (CHAPS)/ 1 %DTT; pH= 6,8
Die Herstellung erfolgt entsprechend dem ElutionspufféeuZusatz von 1 g 1,4-Dithiothrei-
tol auf 100 ml Elutionspuffer.

Molkenproben

2 mg Molkenpulver pro 2ml Elutionspuffer bzw. Probenpuffeiteinander vermengen
und um eine vollstandige Reduktion zu erreichen, ca. 24 h teiidkubieren. Um eventuel-
le Verunreinigungen zu beseitigen, vor der GPC membraafign (0,45um).

3.6.2 Gelpermeationschromatographie (GPC)

System Wellchrom Knauer mit Autosampler A-900,
HPLC-Pumpe K-1001, Injektor, UV-Detektor K-2501
(ausschliesslich WellChrom Knauer, Berlin)

Saule Superdex 200HR 10/30, Pharmacia, Freiburg
Fluss 0,5 ml/min

Injektionsvolumen 15Qum

Probenkonzentration 0,1 % Proteinldsung

Detektion UV/VISA =280 nm

Datenaufnahme ECW 2000 Integration Package Software Veisib

3.7 Dialyse der Molkenl6sungen

Chemikalien und Losungen
Essigsaure 5%
Synthetisches Milchultrafiltrat (SMUF) pH 6,8 nach Jennes$Koops (1962):

e LOsung A:
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15,80 g Kaliumdihydrogenphosphat, 12,0 g Kaliumcitrat914 Natriumcitrat, 1,8 g
Kaliumsulfat und 6,0 g Kaliumchlorid einwiegen und mit diisttem Wasser auf
200 ml auffillen.

e LOsung B:
13,19 g Calciumchlorid und 6,51 g Magnesiumchlorid in 200 ntidestilliertem Was-
ser l6sen.

Zur Herstellung der SMUF-L6sung 20 ml Losung A in 800 ml déstiem Wasser vor-
legen, 0,30 g Kaliumcarbonat und 20 ml Lésung B zufiigen und md-Wert mit 0,1 N
Kaliumhydroxidlésung auf 6,8 einstellen. Zum Schluss @@ ml aufgefillen.

Durchfihrung der Dialyse

Fur die Dialyse die Celluloseschlauche (Ausschlussgro&®a2mindestens 24 Stunden
in 5 %iger Essigsaure einweichen sowie anschliessend rsiitlldigtem Wasser sorgfaltig
spulen. Jeweils 80 ml der 0,4 %igen Molkenproteinlosungredié vorbereiteten Schlau-
che einfullen und nacheinander je 24 Stunden gegen flieBemieingswasser, destilliertes
Wasser und gegen synthetisches Milchultrafiltrat et @lialysieren, um die freie Lacto-
se zu entfernen. Die Lésung quantitativ in einen Mal3kolldgarfiihren und mit SMUF zu
100 ml auffullen. Da der Proteingehalt des Molkenpulver&®6Betragt, resultieren fur die
Probelésungen Proteinkonzentrationen von ca. 0,2 %.

3.8 Erhitzungsexperimente

Von den dialysierten als auch nicht-dialysierten Molkertieinlosungen (in SMUF bzw.
dest. Wasser) 10 ml in Reagenzglaser geben und diese mit Giopifiein verschliessen. Im
vortemperierten Wasserbad bei 75, 80, 85 uneé®@u verschiedenen Zeiten (5, 10, 15, 20,
25, 30 min) erhitzen. Danach sofort im Eiswasser kihlen.

3.9 Bestimmung des Denaturierungsgrades
(RP-HPLC)

Probenvorbereitung und Wahl der Analysenbedingungengeni@ach einer standardisier-
ten Methode der International Dairy Federation zur Bestimgndes saurelosliched-Lg
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(IDF-Standard 1996in Anlehnung arResmini etal(1989, Block et al.(1998, Bouhallab
etal. (1999, Clawin-Radecker etal20000, Morales etal(2000. Die im Bereich ihres
isoelektrischen Punktes loslichen Molkenproteine chitographisch an einer Umkehrpha-
se trennen und nach UV-Detektion quantifizieren.

Chemikalien und Lésungen
Acetonitril 100 %
Salzsaure 2M und 0,3 M
Trifluoressigsaure
Phosphatpuffer pH 6,7

e LOsung A:
Zur Herstellung einer 0,2 M Natriumdihydrogenphosphastrig 3,12 g Salz einwie-
gen und im Maf3kolben zu 100 ml mit destilliertem Wasser dieifii

e LOsung B:
3,56 g Dinatriumhydrogenphosphat einwiegen und mit diestém Wasser auf 100 ml
auffillen.
57 ml Lésung A und 43 ml Losung B mischen und auf 200 ml mit destem Wasser
auffillen.

3.9.1 Durchftihrung

Zur Probenvorbereitung die erhitzten sowie nativen Pralmger standigem Rihren bei Ver-
wendung eines pH-Meters mit 2 N bzw. 0,3 N Salzsaure auf ptads@uern. Nach mindes-
tens 20 minitigem Stehen fiir 20 Minuten bei 2000 U/min zargigéren. Vom Uberstand
3ml in einen 10 ml MaRRkolben uberfihren und mit Phosphagpuifs zur Marke aufful-
len. Nach grundlichem Mischen eine Stunde stehen lasseduncti 45 um Mikrofilter in
Glasvials filtrieren.

Zur Herstellung der Standardlésung 10 PBg in einen 25 ml Mal3kolben einwiegen und
mit Phosphatpuffer bis zur Marke auffullen. Diese LosunghRiltration direkt zur chro-
matographischen Messung verwenden.
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3.9.2 Analytische HPLC

Agilent 1100 mit Autosampler G1329A, bin&rer HochdruckpenG1312A, UV-Detektor
G1315B, Saulenofen G1316A, Degasser G1379A, FluoresztaktdeG1321A, Rechner-
gestutzte Datenaufnahme mittels ChemStation for LC 3D ¢lissslich Agilent Techno-
logies, Waldbronn)

Knauer WellChrom HPLC-System, Solvent Organizer K-1500, tnpen K-1001, UV-
Detektor K-2701, DAD-Detektor K-2700, Saulenthermostaanal Degasser K-5004,
Rechnergestitzte Datenaufnahme mittels Knauer WellChrass¢aliesslich Knauer, Ber-
lin)

HPLC-Bedingungen

Trennsaule PLRP-S, im, 300 A, 150x 4,6 mm
Polymer Laboratories, Darmstadt

Fliemittel A Trifuoressigsaure 0,1 % in Wasser (v/v)

FlieBmittel B Trifluoressigsaure 0,1 % in Acetonitril (v/v)

Equilibrationszeit 15min

Fluss 1 ml/min

Saulentemperatur 4C

Einspritzvolumen 8Qul

Detektion DAD 205 nm und 280 nm

Tab. 3-1: Elutionsgradient fur die RP-HPLC

Zeit[min] Solvent A [%] Solvent B [%]

0,0 65 35
1,0 65 35
8,0 62 38
16,0 58 42
22,0 54 46
22,5 0 100
23,0 0 100

23,5 65 35
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3.10 Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die Untersuchungen erfolgen nach PraktikumsvorschriftRlefessur flr Lebensmittel-
chemie der Technischen Universitat Dresden in Anlehnund/landerson etal(1998,
Morgan etal.(19993, Bertrand-Harb etal(2002, Chevalier etal.(2002, Anema etal.
(2006.

Die zu untersuchenden Proteine nach Vorbehandlung mitudatDodecyl-Sulfat (SDS)
auffalten und die Anionen mit einer negativen Ladung amadassen. Auf einem Poly-
acrylamidgel (PAG) erfolgt unter der Wirkung eines eledd¢hien Feldes die Auftrennung
nach Molekulargewicht. Die aufgetrennten Proteine durakaZz eines Farbstoffes einfar-
ben und densitometrisch quantifizieren.

3.10.1 LOsungen

Losungen zur Gelherstellung

Acrylamid-Stammlésung
52,4 % Acrylamid / 1,6 % Methylenbisacrylamid
26,19 g Acrylamid und 0,81 g Methylenbisacrylamid in bidésttem Wasser I6sen und auf
50 ml auffullen. Die hergestellte Losung ist eine Woche & faltbar.

Trenngelpuffer pH 8,5
3,2M Tris/ 11,1 mM SDS pH =8,5
19,47 g Trisund 0,16 g SDS auf 50 ml mit bidestilliertem Wassdfullen und mit 6 N Salz-
saure auf pH 8,5 einstellen. Die erzeugte Lésung ist einklzil° C haltbar.

Per-LOsung
1,5 M Ammoniumperoxodisulfat
430 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1 ml bidestilliertem Wasskisen. Die entstehende L6-
sung ist lichtgeschutzt bei Temperaturen uhrthdochstens einen Tag haltbar.

Lésungen zur Probenvorbereitung unter reduzierendenrigetigen
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Probenpuffer
0,8M Tris/ 2mM EDTA / 70mM SDS/ 2% Orange G / 27,6 % Glycerol
4,849 Tris, 0,03g EDTA, 1,0g SDS und 0,01 g Orange G in ca. 28/adser und 13,8 ml
Glycerol (87 %) l6sen, mit 6 N HCI auf pH 8,0 einstellen und a0hi bidest. Wasser auf-
fullen. Wenn es sich um feste Proben handelt, die so heijedtésung im Verhaltnis 1:1
mit 6 M Harnstofflosung verdtinnen, wobei den Harnstoff earsten Mal3kolben einwiegen
und dann im Probenpuffer und bidest. Wasser I6sen.

lodacetamidlosung
16,7 % lodacetamid
0,29 lodacetamid in 1 ml bidestilliertem Wasser l6sen. Bis \#rwendung die Lésung
lichtgeschitzt aufbewahren.

DTT-LOsung
43 % Dithiothreitol
0,15 g Dithiothreitol in 0,2 ml bidestilliertem Wasser lise

Harnstofflosung
6 M Harnstoff
18 g Harnstoff in 50 ml-Maf3kolben einwiegen, mit bidest. ¥é&adosen und auf 50 ml mit
bidest. Wasser auffillen.

Losungen zur Auswertung

Marker
Je 10 mg Elektrophoresemarker 4 und 5 in je 1 ml Elektropleguaffer [6sen. Diese L6-
sungen anschlie3end zu gleichen Teilen mischen. Das Rgetaisch enthalten Molekiile
bekannter Grol3e.

Elektrophoresemarker 4:

Carbonic anhydrase 29000 Da
Albumin egg 45000 Da
Albumin bovine 67000 Da
Phophorylase B 97400 Da

Elektrophoresemarker 5:

Trypsin inhibitor bovine 6500 Da
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Cytochrom C 12500 Da

Trypsin inhibitor soybean 21000 Da

Carbonic anhydrase 29000 Da
Cytochrom

5mg Cytochrom in 50Qul 6 M Harnstoff [6sen.

Pufferldsungen fur die Elektrophoresekammer
Anodenpuffer
0,2M Tris, pH =8,9
121,19 Trisin ca. 1| bidest. Wasser l6sen, mit 1 N HCI auf pHe8tellen und auf 51 mit
bidest. Wasser auffullen.
Kathodenpuffer
1M Tris/ 0,1 M Tricin / 3,5mM SDS
12,19 Tris, 17,9g Tricin und 1,0g SDS in ca. 500 ml bidest. #%®a&sen und auf einen 11
auffullen. Keine pH-Wert-Einstellung mit HCI.

Ldsungen fur Detektion
Fixierlésung

20 g Trichloressigsaure (0,12 M) auf 1 I mit destilliertem3aadr auffillen.
Blaufarbung

Farbelosung
Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/v) / 0,04 % Coomd&slieantblau G 250
Dest. Wasser, Methanol und Eisessig in einem Verhaltnis6mA5:10 mischen und pro
Liter mit 400 mg Coomassie Brilliantblau G 250 versetzen.
Entfarbeldsung
Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/v)
Wasser, Eisessig und Methanol im Verhaltnis 65:25:10 neisch
Silberfarbung
Ethanolische Entfarbeldsung
Ethanol (96 %, vergallt) und destilliertes Wasser zu glercAnteilen mischen.
Sensibilisierungslésung
4,0 g Natriumthiosulfat in destilliertem Wasser |[6sen unfl B00 ml auffillen. Von dieser
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Stammldsung 2,5 ml auf 500 ml auffullen und g0Formaldehyd (37 %ig) zusetzen.
Impragnierldsung

1,0 g Silbernitrat in 500 ml Wasser I6sen und 378-ormaldehyd (37 %ig) zusetzen.
Entwicklerlésung

11,0g Natriumcarbonat in 500 ml destilliertem Wasser |6sad 500 ul Formaldehyd

(37 %ig) sowie 25ul Natriumthiosulfat-Stammldsung (siehe oben) zugeben.

Stopplésung
500 ml einer Losung aus Methanol, Eisessig und Wasser (8516 ml einer 0,04-0,05M
EDTA-L6sung zugeben.

3.10.2 Probenvorbereitung ftr die SDS-PAGE

Um vielfaltige Einflisse zu untersuchen und diskutieren@unen, wird fir die ersten Pro-
ben die gesamte Losung vor und nach der Erhitzung zu vedsaés Zeiten verwendet.
In weiteren Ansatzen wird stets zusatzlich auf pH 4,6 eitediesZur Elektrophorese so-
wohl die Gesamtldsung als auch l8sliche und unlésliche titnalgetrennt einsetzen. Das
nach Ansauern und Zentrifugieren erhaltene Prazipitdigvidl 4,5 ml 6 M Harnstoff [6sen.
Zu 1 ml Aliquot 0,5 ml Probenpuffer geben. Der losliche Ulansl in gleicher Weise wie
die Gesamtlésung vorbereiten. Ein Teil mit je einem Teil 6 lrikstoff und Probenpuffer
versetzen und auf das vorbereitete Gel auftragen. Um sp#ierqualitative Auswertung
vornehmen zu kdnnen, zum Vergleich ein Gemisch aus Elektm@semarker 4 und 5 mit
Proteinen bekannter Grol3e verwenden.

Probenreduktion

Fur die Reduzierung der Disulfidbriicken die Proben wie fotgbereiten. 10ul DTT-
Stammldsung zu 50! Probenlésung (mit Puffer und Harnstoff) zugeben und 4 min i
siedenden Wasserbad erhitzen. Unter flieRendem Wassenkivditere 5ul DTT-Stamm-
l6sung und 50,5ul lodacetamidlésung zugeben und vor der Auftragung auf dd8Gmin
reagieren lassen.
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3.10.3 Herstellung eines Gradientengels

Zur Herstellung eines Dichtegradientengeles (4-20 %) jé danvorbereiteten Lésungen
fur das leichte und schwere Gel in die geklhlte Mischkamnedreg. Nach Zugabe von
10 ul Per-Losung die Kammern 6ffnen, wobei durch kontinuidnis Zumischen von leich-
ter zur schweren Losung ein Gel mit abnehmender Dichteedritgtlr die Ausbildung des
Dichtegradienten das Gel 15 min im Kihlraunt(® und 30 min bei Raumtemperatur ruhen
lassen. Danach fir eine Stunde bef@0polymerisieren lassen, wobei wenigd Wasser
als Verdunstungsschutz auf das Gel auftragen. Zum SchiluSpacergel konstanter Dichte
giessen und in dessen Taschen spater die Proben einbringkas noch fliissige Spacergel
den Probenkamm einsetzen. Um vollstadndige Polymerisatiarreichen, das Gel mit Fo-
lie bedecken und Uber Nacht bei@ lagern.

Tab. 3-2: Herstellung eines Gradientengeles fiir die SDS-PAGE

Trenngel schwer  Trenngel leicht Spacergel
(20% Acrylamid) (4 % Acrylamid) (20 % Acrylamid)

Acrylamidlésung [ml] 3,704 0,741 0,741
Gelstammpuffer [ml] 3,120 3,120 3.120
Glycerol (87 %) [ml] 3,066 - -

mit bidestilliertem Wasser auf 10 ml auffullen

TEMED [ ul] 10 10 10

Lésungen im Vakuum entluften

Per [ul] 10 10 20

3.10.4 Elektrophoresebedingungen
Parameter der Analyse

Kammer vertikale Elektrophoresekammer
Temperatur 10C
Gelstarke 0,75mm
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Gel Gradientengel (4-20 % Acrylamid)
Spacergel (4 % Acrylamid)

Elektrophoreseprogramm

In Tab.3-3ist das verwendete Elektrophoreseprogramm naher bekehri#/erden zwei
Gele gleichzeitig der Elektrophorese unterzogen, diensitarke jeder Phase verdoppeln.

Tab. 3-3: Elektrophoreseprogramm

Phase Zeit[h] Spannung[mA] Stromstarke [V]

400 25
3 800 55
800 55

3.10.5 Detektion

Nach erfolgtem Elektrophoreselauf das Gel vorsichtig aers Glasplatten I6sen und fur
20 min fixieren, danach 3mal mit dest. Wasser waschen undsi20Imin farben. Um das
Gel auswerten zu kénnen, zweimal fur 20-30 min mit Entfébehg behandeln. Die De-
tektion und Auswertung mit Image Master Scan und der Soéwaeage Master 1D Elite v
3.00 vornehmen.

3.11 Differential-Scanning-Calorimetrie
(DSC)

Die Untersuchung erfolgt in Anlehnung &elkin (1994, Jou und Harpe(1996, Verheul
etal.(1998, Broersen et al(2004), van Teeffelen et al2005.

3.11.1 Probenvorbereitung und Durchfiihrung

Fur die Thermoanalyse Molkenproteinlésungen mit defiardfbnzentration herstellen, um
den Vergleich untereinander zu gewabhrleisten. Die Proleh Einschluss in Probentiegel
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aus Edelstahl mit konstanter Geschwindigkeit erwarmea.dazu benétigte Energie wird
registriert und mit einer Referenz verglichen. Die ermigtéinergiedifferenz in Abhangig-
keit der Temperatur auftragen.

Fur die DSC-Analyse muss der Proteingehalt hoher als diebigrwendeten Losun-
gen gewahlt werden. Deshalb die dialysierten Losungemieiah und anschlie3end ge-
friertrocknen. Aus dem dabei erhaltenen laktosefreienkiglgbroteinpulvern nach Zugabe
von destilliertem Wasser etwa 25%-ige Probelésungendilenst Als nicht glykosylierte
Probe dient eine ca. 25%-ige Losung von gefriergetrockné¢td g-Standard in destillier-
tem Wasser und in SMUF. Eine zweite Probenreihe ohne vgddialyse und Gefrier-
trocknung untersuchen, um den Einfluss freier Laktose aefgen. Dazu direkt 25%-ige
Ldsungen der verschieden glykosylierten Molkenpulvestatien. Da das verwendete Mol-
kenpulver bereits einen produktspezifischen Salzgehfilisast, in destilliertem Wasser 16-
sen.

3.11.2 DSC-Analyse

Die Thermoanalyse wurde freundlicherweise von Frau A. &dgnstitut fir Physikalische
Chemie und Elektrochemie, Technische Universitat Dresdierchgefuhrt.

Fiur die DSC 60 bis maximal 100 mg der vorbereiteten Loésungebdielstahlstahlkap-
seln geben, dabei genau einwiegen. Danach kalt verschaverigseden Inhalt luftdicht ein-
schlieBen. Im Messraum des Kalorimeters erfolgt nach Telemoeg der Probe auf 2@
die Erhitzung mit 5C/min zu 120°C.

3.12 Fluoreszenzanalytik

Die Untersuchung erfolgt in Anlehnung deanderson etal1999, Palazolo etal(2000),
Lotte (2004 an der Professur fur Allgemeine Biochemie der Technischamdusitat Dres-
den.

3.12.1 Probenherstellung

Auf Literaturangaben basierend aus den verschieden giieaen Molkenproteinpulvern
0,5%-ige Losungen herstellen und wie urBefangegeben dialysieren. Fur alle Messungen
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jeweils 1 ml Proteinlésung im MalRkolben auf 5 ml verdiinnen.

3.12.2 Hitzedenaturierung

5ml der Molkenproteinlésungen (0,5%-ig in Wasser) 10 Mamubei 80°C im Wasserbad
erhitzen und danach sofort mit Eiswasser kiihlen. Das Fazerespektrum bei konstanter
Anregungswellenlange von 295 nm zwischen 300 und 400 nnehuaien.

3.12.3 Messparameter

Messmethode Emission
Anregungswellenlange 295 nm
Messbereich 300 - 400 nm
Scan speed 60 nm/min
Sensitivitat 1 Messpunkt/nm

3.13 Bestimmung der Oberflachenspannung

Die Bestimmung der Oberflachenspannung erfolgt am InsiituL €bensmittel- und Bio-
verfahrentechnik der Technischen Universitat Dresden.

Chemikalien und Losungen

Phosphatpuffer nach Sérensen
Fur die Herstellung des Phosphatpuffers nach Sérenserewetthéchst die beiden Lésun-
gen A und B bendtigt.

Herstellung Lésung A:
9,078 g Kaliumdihydrogenphosphat einwiegen und auf 1| ndestilliertem Wasser auf-
fullen.

Herstellung Lésung B:
11,876 g Dinatriumhydrogenphosphat einwiegen und mitdtilliertem auf 1 | Wasser auf-
fullen.

Herstellung Puffer (pH 8,0)
5,5ml der Lésung A mit 95,5 ml der Lésung B mischen.
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Herstellung Puffer (pH 6,1)
81,5 ml der Losung A mit 18,5 ml der Lésung B mischen.

Stammldsung der Molkenproteine mit unterschiedlicherkGdylierungsgraden:
Das Molkenproteinpulver der Firma Milei ist durch einen teimgehalt von 60 % gekenn-
zeichnet. Fur die Herstellung von Stammlésungen mit eir@rzéntration von 10g/1 an
Protein deshalb etwa 1,667 g auf 0,1 mg genau einwiegen urid@uml mit Phosphatpuf-
fer (pH = 6,1) auffullen. Erhaltene Ergebnisse auf den Bngahalt beziehen. Die Stamm-
I6sungen im gefrorenen Zustand lagern.

Verdunnungsreihe der Molkenproteine mit unterschieélic@lykosylierungsgraden:
Die Verduinnung der Molkenproteinstammldsungen erfolgtiass Endkonzentrationen von
0,1g/l,0,019g/l, 0,001g/l, 0,005¢g/l, 0,5g/1 und 0,0001 gésultieren, wobei die ent-
sprechenden Lésungen auf 100 ml mit Phosphatpuffer (pH)=aéfliillen. Zur Berechnung
der Konzentration die Proteinkonzentration zugrunderiege

Verdinnungsreihe Natriumcaseinat mit Lactose modifiziert
Die Verdunnung der Natriumcaseinatproben erfolgt aufckeiWeise der Verdinnung der
Molkenproteine. Allerdings bildet die Einwaagenmenge Berechnungsgrundlage. Der
spater ermittelte Proteingehalt der jeweiligen Stammigen separat bestimmen.
Verdunnungsreihe Lecithin:
Die Verdinnung des Lecithins erfolgt auf gleiche Weise dendinnung der Molkenprotei-
ne, wobei noch eine zusatzliche Verdiinnungsstufe von Og01 verwenden.

3.13.1 Erhitzungsversuch

5ml der Molkenproteinldsungen 10 Minuten bei“®€Dim Wasserbad erhitzen und danach
sofort mit Eiswasser kiihlen.

3.13.2 Messung mit Wilhelmy Platte Pt 11

Bevor die Oberflachenspannung unbekannter Proben ermuttditdas Gerates mit destil-
liertem Wasser Uberprifen. Anschlie3end die Oberflactssmamg der verdiinnten Losun-
gen sowohl der Natriumcaseinat-, als auch der Molkenprpteben und Lecithin bestim-
men.
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Messparameter zur Oberflachenspannungsbestimmung

Generelle Messbedingungen:

Platte Wilhelmy Platte Pt 11
Temperatur 28C

Eintauchtiefe 3,00 mm
Motorgeschwindigkeit

(Oberflachendetektion) 1,00mm/s
Oberflachendetektionsgrenzwert 1mg

Anzahl Messpunkt pro Sekunde 1

Abbruch- und Evaluationsbedingungen:

Anzahl Messpunkt pro Sekunde 1

Mittelwert der letzten n Messungen n =100

Abbruch, wenn Standardabweichung < 0,03 mN/m wird deadtivi
manuell, nach 20 Minuten

3.13.3 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration
(CMC)

Die Messung der Oberflachenspannung in Abhangigkeit deeikmnzentration erlaubt
die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentrat(@€MC). Hierfur die Oberfla-
chenspannung gegen die Konzentration des Proteins aefftr&gir die Bestimmung der
CMC aus den Messpunkten der Konzentrationsreihe zwei EnBareiche ermitteln. Die
CMC ergibt sich dabei aus dem Schnittpunkt der Geraden furkdeaentrationsabhan-
gigen Bereich und fir den konzentrationsunabhangigen BefBitspanen 2002Figura
2004).

Die Bestimmung der kritischen MizellbildungskonzentratioMC (siehe Abb2-6) rech-
nerisch tber Geradenschnittformel ermitteln (aus dem i8phnkt der beiden linearen
Ausgleichsgeraden).
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3.14 Trubungsmessung (photometrisch)
Die Tribungsmessung nach der Vorschrift WRearce und Kinsellél978 durchfuhren.

Chemikalien und Losungen

Phosphatpuffer nach Sérensen (pH = 6,1)
siehe3.13

Phosphatpuffer nach Sérensen (pH = 7,4)

siehe3.13
Hier 18,2 ml der Losung A mit 81,8 ml der Losung B vermischen.

Phosphatpuffer nach Sérensen (pH = 5,5)

siehe3.13

Hier 96,1 ml der L6ésung A mit 3,9 ml der L6sung B vermischen.
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,1 %

1g SDSin einen 11 Maf3kolben einwiegen und mit bidestiéieriWasser auffillen.
Proteinlésungen

siehe3.13

3.14.1 Herstellen der Emulsion

Zur Herstellung der Emulsionen 15 ml der Proteinlésung @)1 und 5 ml Maiskeimdél in
ein 30 ml Becherglas geben. Mit dem Ultra-Turax eine Minuigleit einer Drehzahl von
12000 rpm emulgieren.

3.14.2 Messung der Triibung

Aus den frisch hergestellten Emulsionen im Abstand vonrévfiaute (0 -10 min) Aliquote
von 50 ul entnehmen und mit 2,5 ml einer 0,1 % SDS-L6sung verdinnen.

Die Absorption der verdiinnten Emulsionen in einer 1 cm-Kig&véEinmalkivette) photo-
metrisch bei einer Wellenlange von 500 nm gegen Wasseniastn.
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3.15 Mikroskopische Untersuchung
(Lichtmikroskopie)

Die lichtmikroskopischen Messungen erfolgten am InsfiiutBiochemie der Technischen
Universitat Dresden.

Chemikalien und Lésungen

Anfarbung des Maiskeimdls mit Sudanschwarz:
0,16 g Sudanschwarz zu etwa 70 g Maiskeim6l geben und neithiitfes Magnetrihrgerates
darin l6sen.

Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,1 %
siehe3.14

Molkenproteinlésung unterschiedlichen Glykosylierungsles:
Zur Herstellung der Lésung mit einer Proteinkonzentration 5g/1 die unter3.13 be-
schriebenen Stammlésungen im Verhaltnis 1:1 mit PhospHatdpH = 6,1) verdtinnen.

Natriumcaseinatlosung mit Lactose modifiziert:
Zur Herstellung der Lésung mit einer Proteinkonzentration 5g/1 die unter3.13 be-
schriebenen Stammldsungen entsprechend mit Phospleatfuif = 6,1) verdinnen.

Durchfuhrung der Lichtmikroskopie

Zunachst eine Emulsion aus 10 ml der hergestellten Proging (5g/I) und 1 ml ge-
farbten Maiskeimol herstellen, wobei mit einem Ultra-Tumvei Minuten lang bei einer
Drehzahl von 12000 rpm homogenisieren. Sofort nach dem @ereh ein Aliquot der
Emulsion entnehmen und mit 0,1% SDS-L6sung im Verhaltni®Q:verdinnen. Etwa
5 ul dieser Lésung in eine Neubauerkammer zur mikroskopisthgrrsuchung tberfuh-
ren.

Die (digitalen) Photographien der Praparate mithilfe geeter Bildbearbeitungssoftware
manuell auswerten.

Mikroskop: VergroRerung 1:400
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3.16 Herstellung der
Modellschmelzkasezubereitung

Die Modell-Schmelzkasezubereitung unter Zusatz von sokeedlich glykosylierten Pro-
teinen hergestellen. Hierfur das Protein mit gewinschtstkdSylierungsgrad einsetzen.
Die Butter (nach NIZO-Verfahren hergestellt) sowie Blockk#@iger Sorte Chester sind von
der Hochland AG, die Schmelzsalze Trinatriumorthophosfii&3-40) als auch das lang-
kettige Polyphosphat (N16-63) von der Budenheim KG zur \@irfig gestellt worden.

Die Zutaten (siehe Tal3-4) fir einen 500 g-Ansatz miteinander vermischen und in einem
Thermomix TM21 (Morwerk) auf Stufe 1 fur 1 min homogenisierédnschlie3end erfolgt
eine indirekte Erhitzung auf Stufe 4 fur 7 min. Die Temperatunach Fragestellung zwi-
schen 80, 85, 90, 10 variiren. AbschlieRend heif3 in 30 ml-Becher einfiullen uiagm
dem Erkalten mit Aluminiumfolie verschliessen. Lagerurmrg ®°C.

Tab. 3-4: Rezeptur zur Herstellung einer Modellschmelzkasezubereitung; mit [aigghePoly-
phosphat und Trinatriumorthophosphdtals Schmelzsalze

Zutaten Chester- Wasser Butter Protein  N16-63 Koch- N53-40triuvha-

kase (Milei 60) * salz o citrat
in [%] 40 31,1 13 12,8 1,6 0,7 0,4 0,4
5009
-Ansatz 200 155,5 65 64 8 3,5 2 2

3.17 Bestimmung des NPN-Wertes

Die Bestimmung des NPN-Wertes nach der PraktikumsvorsdeifProfessur fir Lebens-
mittelchemie an der Technischen Universitat Dresden diincan.

Zehn Blocke von jeweils ca. 200 g Chester-Kase (sig@lié) je bei 6°C und 20°C flr
einen Zeitraum von 0-10 Wochen lagern und in einem AbstamdA/fagen jeweils eine
Probe (ca. 10 g) zur Bestimmung des Nicht-Protein-Sticks{dfPN) entnehmen. Bei jeder
Probennahme einen gesonderten Kéaseblock verwenden.

Chemikalien und Lésungen
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Trichloressigsaure 12 %
12 g Trichloressigséaure einwiegen und auf 100 ml mit destséauffillen.

Trichloressigsaure 48 %
48 g Trichloressigsaure einwiegen und auf 100 ml mit dessséfauffullen.

Katalysatorgemisch nach Wieninger, Natronlauge 10 %, Boes@ %, Schwefelsdure
0,1 N, Mischindikator nach Tashiro sieBes.

Probenvorbereitung

Je 2,09 Probe (Chester-Kase) in 50 ml-Mal3kolben einwiegdrunter Umschwenken
mit je 7 ml Wasser sowie je 2 ml 48 %-ige Trichloressigsaumseten. Fir den Blindwert
7,59 Wasser mit 2 ml 48 %-ige Trichloressigsaure verseenKolben verschlielRen und
ca. 10 min zum Lésen der Probe ins Ultraschallbad stellenesamschlieRend 20 min bei
30-35°C im Wasserbad temperieren. Nach Abkuhlen auf Raumtempengtli2 %-ige Tri-
chloressigsaure bis zur Marke auffullen. Die Proben duncaretrockenen Filter filtrieren
und je 25 ml in Kjeldahlkolben Gberflhren.

3.17.1 Durchfiihrung der Bestimmung

Zu allen Kjeldahlkolben je eine Spatelspitze Katalysatongsch nach Wieniger und 15 ml
Schwefelsdure zugeben. Der Aufschluss erfolgt im Aufssdiilock. Dieser ist beendet,
wenn die Losung klar erscheint. Nach dem Abkuhlen der Kollbeter Zusatz von 15 ml
Wasser mit seinem gesamten Inhalt zur automatischen @éstil an der Destillationap-
paratur Buchi B-324 einsetzen. Das Destillat in einer Bordéasueg (2 %) auffangen und
direkt im Anschluss mit 0,1 N Schwefelsaure gegen Tashidikktor titrieren. Die Titrati-
on mittels Dosierautomat bis zum Farbumschlag von grin medétt durchfihren.

Auf gleiche Weise zur Bestimmung der Wiederfindung mit Amnognifat vorgehen, wobei
den Feststoff direkt in den Aufschlusskolben einwiegen.d&in Blindwert analog verfah-
ren, jedoch ohne Probeneinwaage.

Destillationseinstellung

Wasser 15ml
Natronlauge 75ml
Borsaure 50 ml
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Delay 3s
Destillationsdauer 4 min
Dampf 100 %
ASPIR OFF

3.17.2 Berechnung des NPN-Wertes

Der Gehalt an Nicht-Protein-Stickstoff nach der Forn3el) berechnen:

(a—b)-1,4007-2

N = £ mg/ g (3-1)
mit

N Stickstoffgehalt in [mg/g]

a Verbrauch Mal3losung (0,1 NoBO,) Hauptversuch in [ml]

b Verbrauch Mal3losung (0,1 NJSOy) Blindversuch in [ml]

1,4007 1 ml MaRlésung entspricht 1,4007 mg Stickstoff

2 Umrechnungsfaktor der verschiedenen Volumina

E Einwaage in [g]

3.18 Texture Analyser (Festigkeitsmessung)

Die Messungen erfolgten am Institut fir Lebensmittel- unovBrfahrenstechnik der Tech-
nischen Universitat Dresden.

Die Texture-Analyser ist speziell zur Untersuchung dertdiexon Lebensmitteln entwi-
ckelt worden. Dabei wird ein Mel3stempel mit einer bestimm@®eschwindigkeit auf oder
in die zu testende Probe geprel3t. Die Messung beginnt mietéihrung der Probenoberfla-
che unter einem definierten Kraftaufwand und endet mit demi&ren einer vorher festge-
setzten Eindringtiefe. Im Ergebnis wird ein Kraft-Weg-Biamm aufgenommen, welches
die Festigkeit der Probe charakterisieren soll.

Probenvorbereitung
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Die Proben 24 Std vor der Messung auf’22equilibrieren. Die Messung direkt aus den
30 mI-Bechern mit einem Stempel (Durchmesser von 6 mm) diincbh.

Messparameter des Textur Analysers

Gerat Textur Analysers TA-XT2i,

Stable Micro Systems, Surrey, UK
Test Art Messung der Kraft in Druckrichtung
Mel3stempel Durchmesser 6 mm
Wegauflosung Hohe
Mel3dauer bis Eindrigtiefe von 10 mm erreicht wird
Auslosewert 0,1N bzw. 0,01 N
Bruchweg 4,00 mm
Kraft 0,98N
Zeit 5s
Geschwindigkeit Vor1lmm/s

Test1mm/s

Ruck 2mm/s
Einheiten Kraft in [N], Weg in [mm]
Mel3datenreihe pps: 25,00
Mel3zelle 50-1kg

Stopp Aufzeichnung  bei Ziel

3.19 Penetrometer (Festigkeitsmessung)

Die Messungen erfolgten am Institut fir Lebensmittel- unovBrfahrenstechnik der Tech-
nischen Universitat Dresden.

Um die Druckfestigkeit des Lebensmittels pro Flachenatridestimmen zu kénnen, wer-
den sogenannte Penetrometer eingesetzt. Diese besteten Regel aus einem in einer
vertikalen Fuhrung beweglich gelagerten Stempel und évteBuhr bzw. Mel3skala, die
das Messen einer Wegstrecke erlaubt. Zur Messung wird derg&ti des Penetrometers in
das jeweilige Lebensmittel eingedrickt und die dabei Zxgékegte Strecke mit der Mess-
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vorrichtung aufgenommen.

Die Proben 24 Std vor der Messung auf’22equilibrieren. Die Messung direkt aus den
30 mI-Bechern mit einem Konus durchfuhren.

Messparameter des Penetrometers

Gerat Penetrometer PNR 10,
Petrotest Instruments, Dahlewitz

Messung Eindringtiefe in [mm]

Prufkdrper Konus

Einstechdauer 5s

Pause 0,2s

3.20 Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM)

Die Probenvorbereitung, Praparatabdruck und BedampfeRmden sowie die transmis-

sionselektronenmikroskopische Analyse erfolgte durehFdi Dr. Schrader an der Bundes-
forschungsanstalt fir Ernéhrung und Lebensmittel (BfEhgtitut fir Chemie und Techno-

logie der Milch, Standort Kiel.

3.20.1 Probenvorbereitung fur die TEM

Einfrieren der Proben

Die Modellschmelzkaseproben in Glycerin einlegen, um diduBig von Eiskristallen zu
vermeiden. Nach einer Standzeit von 1 Std sehr diinney{lund im Vakuum bestandige
Praparate herstellen und diese auf ein GoldtragernetzZé€hérum dick, 3,05 mm Durch-
messer, Gilder Netzchen, BAL-TEC, Witten) aufbringen soseieliel3lich auf ein kupfernes
Tragerplattchen (flache Oberflache, 4,5 mm x 3mm, 0,6 mm H&&h; TEC, Witten) plat-
zieren. Mit einem zweiten Tragerplattchen (mit Vertiefudgo mm x 3 mm, 0,6 mm hoch,
BAL-TEC, Witten) dieses ,Praparat-Sandwich“ oben abs®dig anschliel3end in den Pro-
benhalter einsetzen und in das Jet-Gefriergerat (JFD 032geiBaLichtenstein) Gberfuhren.
Die Proben in Freon (R22) einfrieren (-180) und bis zur Analyse in flissigen Stickstoff
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aufbewahren.

Herstellung des Préaparatabdrucks (Gefrierbruchtechnik)

Jeweils drei der in flissigen Stickstoff gelagerten SankwAcaparate in eine vorgekuhl-
te Doppelabdruckeinrichtung (BAL-TEC,Witten) einfihrddie Abdruckeinrichtung mit
den drei Proben in die Vakuumkammer einer Hochvakuum-&eifizanlage (BA 360 M,
Balzers, Lichtenstein) setzen und befestigen, die Kamntdie€en und ein Hochvakuum
aufbauen. Bei einer Temperatur von - 20die Doppelabdruckeinrichtung aufreissen las-
sen, so dass die eingefrorenen Proben gebrochen werddBrédieung der Probe erfolgte
entlang innerer Oberflachen). In AbbilduBel ist beispielhaft ein Uberblick der erzeugten
Strukturen durch die Gefrierbruchtechnik abgebildet.

cccccccccccc
EEERR R R RN
Pt/C Pt/C Pt/C

Abb. 3-1: Bedampfung der Proben nach Gefrierbruch (Pt/C = Platin/KohlenstaffiKGhlenstoff),
ausBorcherding(2004)

Bedampfen der Proben

Im Vakuum Platin und Kohlenstoff (Winkel 45 verdampfen wobei sich auf dem Ob-
jekt eine diinne Schicht niederschlagt (ABkL). Zur Verstarkung mit Kohlenstoff (Win-
kel 90°) beschatten. Nach dem Aufdampfen der Abdruckschicht dikeiaanlage bellf-
ten die Kupfertrdger mit den Goldtragernetzchen und demgiten Bruchstiicken ent-
nehmen, in destilliertes Wasser geben und somit die Abdakskht isolieren. Um wei-
tere Objektreste von der Kohle-Platin- Schicht zu entfeyrien Abdruck 30 Minuten in
Chlorbleichlauge, wieder in destilliertes Wasser, Acetod nochmals in destilliertes Was-
ser geben sowie anschliel3end die Probe auf ein Kupfer-dgenlund auf Papier trock-
nen.
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3.20.2 Durchfihrung der TEM

Die mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik hergestellten Pr&ta mit einem Transmissionselek-
tronenmikroskop untersuchen.

Messparameter des Transmissionselektronenmikroskops

Bedampfung Platin / Kohlenstoff
TEM-Gerat FEI Company, Philips, Niederlande
mit Gefrieranlage Jet-Gefriergerat JFD 030
und Hochvakuum-Gefrieratzanlage,
BA 360 M, Balzers, Lichtenstein
Vergrésserung 1:11100 (Ubersicht)
1:37500 (Detalil)
Beschleunigungsspannung  80kV
Bilderfassung Planfilm (Kodak)

3.21 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Chemikalien und Losungen
Glutaraldehydlésung 2,5 %

25 %-ige Glutaraldehydldsung im Verhaltnis 1:10 mit destséér verdinnen.
Ethanol 10-100 %

Ethanol mit dest. Wasser entsprechend verdinnen.

Chloroform

Probenvorbereitung

Die Proben der Modellschmelzkasezubereitung mit einereRdsige dinn schneiden
(ca. 1cmx1cmx0,1cm) sowie anschlieRend in 2,5 %-iger @&ildahydldsung Uber Nacht
bei 6°C fixieren.

Anschlie3end die Proben fir je 10 min in aufsteigender Eiliaine dehydrieren (in 10 %,
20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % Ethanol). Nacbdkydrierung
Entfetten, wobei die Proben fir je 30 min unter gelegengithmschitteln 3mal in Chlo-
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roform legen. Abschliel3end erfolgt die Waschung in reinrakol sowie die Gefriertrock-
nung der Proben. Die so vorbereiteten Proben schliel3litkinan Standard-Objekttrager
fur Rasterelektronenmikroskope kleben.

3.21.1 Durchfiihrung der REM

Die Rasterelektronenmikroskopische Analyse erfolgte lddiie Fr. Dipl.Ing. Kern am In-
stitut fur Physikalische Chemie und Elektrochemie der Tesdten Universitat Dresden.

Messparameter des Rasterelektronenmikroskops

Bedampfung Gold/Paladium
mit AGAR Manual Sputter Coater B7340,
Agar Scientific Ltd., Stansted, Essex, England

REM-Geréat DSM 982 GEMINI mit thermischer Feldemissionskaten,
Carl Zeiss, Oberkochen
Vergrdsserung 1:2000, 1:5000, 1:10000

Beschleunigungsspannung 2kV und 4 kV

3.22 Sensorische Untersuchungen

Das sensorische Priufpanel bestand aus 16 bis 20 Mitaméirer. Diplomanden der Pro-
fessur fur Lebensmittelchemie an der Technischen Uniémresden (5 ménnlich, 11 bis
15 weiblich; Alter 23-45). Eine Dreiecksprufung (Triangest) geman DIN ISO 4120, er-
weitert durch eine Hedonische Prifung mit Entscheidungyslmelung durchfihren.

Als Prufproben dienten Modellschmelzkéasezubereitungeerumterschiedlichen Glykosy-
lierungsgraden des eingesetzten Molkenpulvers. Die lr@eei identische und eine ab-
weichend) von ca. 5 g jeweils in einer verschlossenen htle reichen.

Der Test fand im Sensorik-Labor der Professur fir Lebernstoitemie der Technischen
Universitat Dresden statt.
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3.23 Bestimmung der Geruchsschwellenwerte

Verwendete Aromastoffe
e 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanone (= Furaneol)
CAS: 3658-77-3; SummenformelgBgOs3; molare Masse: 128,13 g/ mol
e Butylmethylketon (= 2-Hexanon)
CAS: 591-78-6; Summenformel:g€1,0; molare Masse: 100,1 g/ mol
e Butan-2,3-dion (= Diacetyl)
CAS: 431-03-8; Summenformel:46O2; molare Masse: 86,09 g/ mol
e 5-Hydroxydecansaurelacton g=Decalacton)
CAS: 705-86-2; Summenformel:1gH;80»; molare Masse: 170,25 g/ mol

e Dimethyltrisulfid
CAS: 3658-80-8; Summenformel>86Ss; molare Masse: 126,26 g/ mol

Das sensorische Prifpanel bestand aus 20 Studenten dersbatielchemie der Techni-

schen Universitat Dresden. Die Schulung des Panels ezfdlgth wiederholtes Abriechen
der ausgewahlten Aromastoffe und diente dem Kennenlemettkennen der Geruchsde-
skriptoren.

Es wurde die erweiterte Intensitatsprifung nach DIN 10966&ilt. Die von den Pri-
fern sensorisch wahrnehmbare Intensitat der Aromastafilfyanhand einer Intensitatsskala
(von 0 = nicht erkennbar bis 5 = dominierend; in Einer-Se¢énf ausdriicken.

3.23.1 Geruchsschwellenwerte in Wasser

Nach Herstellen einer Stammldsung der jeweiligen Aronfiesio dest. Wasser diese wie
in der Abb.3-2 dargestellt verdiinnen.

Der Literaturgeruchsschwellenwert (eingerahmte Konagion in der Tab3-5) sollte dabei
in der hergestellten Verdinnungsreihe liegen.

Die Aromastofflosung vor dem Test 2 Stunden bei Raumtempenatubieren und in
durchsichtigen, mit dreistelligen Zufallszahlen besitéren Plastikbechern (100 ml) rei-
chen.



68

3 Experimenteller Teil

1:1 1:1 1 11 11 11 11 11 1A
DR R R DD R R

Abb. 3-2: Verdiinnungsschema der Aromastoffe fir die Bestimmung der Gerulhsiienwerte

Tab. 3-5: Konzentrationen in [ppm] der Aromastoffe in destilliertem Wasser zur Bestirgrdan

Geruchsschwellenwerte

Aromastoff Konzentration [ppm] in dest. Wasser

Furaneol 0 0015(0,03 006 0125 025 05 1 2 4
Diacetyl 0 425 85 34 68 136 272 544 1088
2-Hexanon 0 025 05 2 4 8 16 32 64

o-Decalacton 0 005 (01 02 04
Dimethyltrisulfid 0 0,02 004 0,08

08 16 32 64 128
0,16 0,32 0,64 1,28 2,56
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3.23.2 Geruchsschwellenwerte in
Molkenproteinlésungen

Nach Herstellen einer Stammldsung der jeweiligen Aronfiesto 2 %-igen Losungen un-
terschiedlich modifizierter Molkenproteine (4,6 % kyg bzw. 16,7 % Lygog) diese bis
zum Erreichen der gewiinschten Aromastoffkonzentratiodiuenen. Verdinnungsschema
analog Abb3-2

Die Aromastofflosung vor dem Test 2 Stunden bei Raumtempenatubieren und in
durchsichtigen, mit dreistelligen Zufallszahlen bestéren Plastikbechern (100 ml) rei-
chen.

Tab. 3-6: Konzentrationen in [ppm] der Aromastoffe in 2 %-iger Proteinlosung zstiBenung
der Geruchsschwellenwerte

Aromastoff Konzentration [ppm] in 2 %-iger Proteinlésung

Furaneol 0 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16
Diacetyl 0 425 85 17 34 68 136 272 544 1088
2-Hexanon 0 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64

o-Decalacton 0O 0,05 0,1 02 04 08 16 3,2 6,4 12,8
Dimethyltrisulfid 0 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32 0,64 1,28562,







4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse

Das Ziel der Arbeit war es, Molkenproteine in einem techg@oh relevanten Produkt
nichtenzymatisch zu glykosylieren. Anschliel3end solii@chl die Beschreibung des De-
naturierungsverhaltens als auch der emulgierenden Kigafien von diesen Proteinen er-
folgen. Ein mal3geblicher Betrachtungspunkt war dabei dibafgigkeit der Ergebnisse
hinsichtlich der unterschiedlichen Glykosylierungsgraigr Molkenproteine. Ein weiteres
Ziel war die Untersuchung der Auswirkungen der nichtenzygnben Glykosylierung in ei-
ner Modellschmelzk&asezubereitung hinsichtlich der Sekgdikrostruktur und Festigkeit.
Zusatzlich sollte die Erfassung der geédnderten Geruch&dlgmwerte in unterschiedlich
modifizierten Molkenproteinldsungen ermittelt werden.

4.1 Nichtenzymatische Glykosylierung

Durch die friihe Maillard-Reaktion kommt es zur kovalentendsimg reduzierender Zucker
an Lysinseitenketten. Mit Zunahme der Reaktionszeit erbightdas Ausmalf der Glykosy-
lierung. Die Modifizierung mit Lactose findet vor allem an ergerten oder zumindest in
oberflachennahen Bereichen statt. Hydrophobe, in der f@rtiktur des Molekiils vergra-
bene Regionen werden daher unwesentlich beeinflusst.

Die Bestimmung von Furosin ist eine geeignete sowie oft aegelete Methode zur Be-
urteilung der Warmebehandlung und damit des nutritiven 8aron Lebensmitteln, haupt-
sachlich Milchprodukten. Zudem erlaubt die Furosin-Meidrickschlisse auf in vivo
stattfindende Glykosylierungsreaktionen. Fur die Quaifung der blockierten Lysinsei-
tenketten wurde Furosin, welches wahrend der Sdurehys#ralys den Amadoriprodukten
des Lysins — Ne-Lactulosyllysin bzw. Ne-Fructosyllysin — gebildet wird, mittels Amino-
saureanalyse bestimmt. Beruhend auf dieser Methode kameldave Anteil des modifi-
zierten Lysins (d. h. Glykosylierungsgrad) berechnet ward
Um in spateren Inkubationsexperimenten Proteinprapandteelevanten Glykosylierungs-
graden herstellen zu kénnen, wurde zunachst das AusmaludhenfMaillard-Reaktion
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Tab. 4-1: Grad der Lysinmodifizierung [%] (Lysod) in kommerziell erhaltlichen Molkenprotein-
praparaten mit Angabe der Standardabweichung; bestimmt mit der FiMiesiode

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9

LySmog [%0] 2,2 40 76 90 10,8 125 14,0 14,6 195
+0,1 +0,3 +0,2 +04 +0,6 +04 +0,7 +£1,0 £15

in einigen kommerziell erhaltlichen Molkenproteinprégan unterschiedlicher Firmen be-
stimmt. Wie aus der Tal-1 ersichtlich streuen die Glykosylierungsgrade der untgrsn
Proben zwischen 2,2 % und 19,5 % fur vergleichbare Produkte.

Auf Grundlage dieser Bestandsaufnahme sollten gezieltaiehdpare Glykosylierungs-
grade fur ein ausgewahltes Molkenproteinprodukt erreidrden. In Analogie zINacka
etal. (1998 und Morgan etal.(19999 wurden sehr milde Bedingungen flr die Maillard-
Reaktion gewéhlt (trockene Erhitzung bei€l) sowie die Erhitzungszeiten so variiert, dass
gewinschte Modifizierungen erreicht werden konnten. Hiesbllten vor allem niedrige
Glykosylierungsgrade adéaquat zu technologisch relemaRteben (siehe Tah-1) simu-
liert werden. Bei diesen Bedingungen lauft die ,frihe" MailleReaktion ab und demnach
hauptséchlich eine Kondensation von Lactose mit dem jeyegil Protein. Es wurde ein
kommerziell erhaltliches Molkenpulver mit 60 % Protein,%89 actose und 5% Fett ver-
wendet, um Praxisrelevanz zu gewahrleisten. Nach Ladewaylg ergaben sich die in der
Tab.4-2 dargestellten Lysinmodifizierungen, die gro3tenteils +aleem im Bereich zwi-
schen 4,6 % und 22,4 % — mit den ausgewerteten Handelsprdigeaidistimmen. Wie er-
wartet steigt die Lysinmodifizierung und damit die durchstthche Anzahl der blockierten
Lysinreste mit der Erhitzungszeit. Die bestimmte Modifiaigg von 4,6 % in der nicht-
behandelten Probe (Erhitzungszeit = 0) weist auf eine rokgliGlykosylierung des(-
Tab. 4-2: Grad der Lysinmodifizierung [%] (Lysog) des Molkenproteinpraparates in Abhangig-

keit von der Erhitzungszeit [h] bei 6€ (mit Standardabweichnung); bestimmt mit der
Furosin-Methode

Erhitzungszeit [h] O 6 12 18 24 60 96

LySmod [%0] 46 10,2 115 13,0 16,7 22,4 26,2
+0,1 +0,1 +0,2 +0,1 +04 40,3 =+0,6

mod. Lysinreste pr@8-Lg- 0,7 15 1,7 20 25 34 39
Monomer
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(a) (b) () (d)

Abb. 4-1: Darstellung der unterschiedlich glykosylierten Molkenpulver; unerhatgbgw. erhitzt
bei 60°C fur (b) 24, (c) 60 und (d) 96 Stunden

Lactoglobulins hin, welche bereits wahrend der Herstegllund Lagerung des Molken-
pulvers erfolgt. Dieser Effekt ist in der Literatur haufigsblrieben organ etal. 1999b
Darewicz und Dziuba 200Q1Die Farbe der Molkenpulver veranderte sich im Laufe der
Glykosylierungsreaktion sehr geringfugig, was auf eine minimale Braunungsreaktion
zurtckzufuhren ist (siehe Ab#:1).

Die weitere analytische Charakterisierung der Molkenpudvénlgte mittels Gelpermea-
tionschromatographie (GPC), Elektrophorese (SDS-PAG®#)esBP-HPLC. Die gewahl-
ten Bedingungen (trockene Erhitzung, ‘&) fuhren zu keinen Oligomerisierungs- und
Quervernetzungsreaktionen, sondern ausschlie3lichnas kysinmodifizierung im Laufe
der ,frihen* Maillard-Reaktion. Wie aus der SDS-PAGE erflich (Abb. 4-2) sind kei-
ne Banden fUr quervernetzte Proteine mit steigender Glyievang im Gel sichtbar. Das
Monomer-Oligomer-Verhéltnis bleibt bei allen Proben rahkonstant, was darauf hindeu-
tet, dass mit der Glykosylierung keine Oligomerisierueg&tionen einhergehen. Dieses
Ergebnis konnte durch GPC-Messungen untermauert werdenw@irend der Glykosylie-
rung stattfindenden Anderungen in der molekularen MasseB8vbhg und a-La-Derivaten
in Molkenpulver wurden mittels SDS-PAGE abgeschatzt (AbP). Die Verschiebung der
Molmassen zu kirzeren Wanderungsstrecken liegt in derokgli¢rung begriindet und
steigt mit der fortschreitenden Maillard-Reaktion. Der @idiegt in der Erhéhung der
molekularen Masse dgsLg und a-La mit jedem Molekul an kovalent gebundener Lacto-
se. Die niedrigere elektrophoretische Mobilitdt und dakiiizere Wanderungsstrecken fur
lactosylierteg3-Lactoglobulin (durchschnittlich 7,7 Lactosemolekil® p-Lg-Monomer)
wurde ebenfalls vorMorgan etal.(19999 beschrieben. Diese Arbeitsgruppe erklart es
durch die erhdhte Molektlmasse der Proben.
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Molmasse
[Da]

97400

67000

45000

29000

B-Lg 21000

12500
6500

a-La

Abb. 4-2: SDS-PAGE der lactosylierten Molkenproteinpraparate. M: Molgro3enengskLg und
a-La unter reduzierenden Bedingungen; von links nach rechts Molépapate mit stei-
gender Lysinmodifizierung (4,6 %; 16,7 %; 22,4 %; 26,2 %) 1-4: reduzgigdedingun-
gen, 5-8: nicht-reduzierende Bedingungen

Zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung dextétine wurde die RP-HPLC
benutzt. Die unterschiedlich glykosylierten Molkenpiopgoben wurden geldst und an-
schlieBend auf pH 4,6 angesauert und zentrifugiert. Miaehlytischer RP-HPLC mit UV-
Detektion konnte eine sehr gute Trennung der unterschledlykosylierten Molkenprote-
ine sowie desr-La und der beiden genetischen Varianten ybhg erreicht werden (sie-
he Abb.4-3). In der Probe mit 4,6 % Ly iSt bei der Retentionszeit zwischen 18 und
21 min die beiden genetischen Varianten A und B fAdsactoglobulins sichtbar. Der be-
obachtete doppelte Elutionspeak ¢@eEactoglobulins ,verschwindet” mit fortschreitender
Lysinmodifizierung. Weiterhin sind deutliche Unterscladach Chromatogramm zwischen
den Molkenpulvern mit variierender Lysinmodifizierung alkennen. Mit steigender Gly-
kosylierung zeigt sich jedoch eine immer starkere Ubersichimg der beiden Varianten
desp-Lactoglobulins. Dartiber hinaus wird eine allgemeine Redkeiterung beobachtet.
Diese beiden Phanomene erklaren sich durch die Haufigkeitshang der beiden gene-
tischen Varianten voi8-Lg und deren bevorzugter Glykosylierurigenaille etal.(2004
ermittelten mittels massenspektrometrischer Methodefedorisierte Reihenfolge der An-
bindung von Zuckern an Lysinreste. Das £{snd LyS* werden begiinstigt und spezifisch
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Abb. 4-3: HPLC-Chromatogramm der bei pH 4,6 I6slichen Molkenproteine mit unterdiatiien
Glykosylierungsgraden [Lysg] im Vergleich zumg-Lg-Standard

glykosyliert, da sie sich an der Molekuloberflache befinded dadurch sehr gute Zugéang-
lichkeit fUr relevante Reaktionspartner bieten (siehe Abhl). Im weiteren Verlauf wer-
den unspezifisch alle folgenden Lysinreste sowie die N4iteka Aminogruppe und Arg*
involviert. Morgan etal.(1999h bestimmten die Reaktivitdt von verschiedenen Molekul-
bereichen deg-Lgs betreffend der Lactosylierung. Nach verschiedendrit&mgszeiten
(2-12 Stunden) wurd@-Lg tryptisch verdaut und die erhaltenen Peptide massé&trspe
metrisch untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass dah gewéhlten Bedingungen
mit Fortschreiten der Glykosylierungsreaktion fast al&minogruppen, auRRer Ly81, der
Lactosylierung unterliegen. Ly8! befindet sich zentral im Protein und dariiber hinaus in
der N&he der intramolekularen Disulfidbriicke (&3fs Cys!19). Es ist daher aufgrund ste-
rischer Hinderung nur schwer flir Reaktionen zugénglich. igieorzugte Glykosylierung
an den Lysinseitenketten LY5sund Lys'! konnte ebenfalls durch diese Arbeitsgruppe besta-
tigt werden. Somit kommt es mit Fortschreiten der frihenlldad-Reaktion zur Abnahme
der Spezifitat der reagierenden Lysinreste und infolgeshessr Erh6hung der Anzahl der
verschiedenen Varianten. Der Gesamtpeakf@iesictoglobulins passt sich mit fortschrei-
tender Glykosylierung degaulschen Form an, die Proteinmenge bleibt jedoch konstant.
Zusatzlich kommt es zu einer zunehmenden Hydrophilisggder Molkenproteine mit stei-
gender Glykosylierungsreaktion. Dieser Sachverhalt wintdand der deutlichen Verschie-
bung zu kirzeren Retentionszeiten sichtbar (Ab3). Durch die kovalente Anbindung
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der polaren Lactose an die Oberflache des Proteins kénneoghabe Gruppen abge-
schirmt werden und nicht mehr mit dem Saulenmaterial weelrgen. Somit kommt es
zur Verschiebung der getrennten Proteine in hydrophile iBeeeund gleichzeitig zu ei-
ner vorzeitigen Elution. Der Trend der verkirzten Reterszmiten wird ebenfalls beim
a-Lactalbumin (Retentionszeit 10-12 min) beobachtet. Hmnit es mit steigender Ly-
sinblockierung ebenfalls zur einer Hydrophilisierung.téinden gewahlten Bedingungen
(60°C) reagieren neben deprLactoglobulin dementsprechend auch datactalbumin
mit Lactose.

Durch die Ankopplung der Lactose wahrend der friihen Maitleeaktion werden durch-
schnittlich zwischen 0,7 und 3,9 Lysinreste gid.g-Monomer (siehe Tald-2) bzw. zwi-
schen 0,5 und 3,1 prm-La-Monomer glykosyliert. Hierbei wird nochmals deutljclass die
Glykosylierungsreaktion nicht auf ein Protein bezogendearkann und die dargestellten
Lysmag €ine Abschatzung fur beiden Molkenproteine darstellemiSist die Ankopplung
der Lactose an dg%-Lg als auchr-La in verkirzten Retentionszeiten beider Proteine sicht-
bar.

4.2 Auswirkung der nichtenzymatischen Glykosylierung auf
das Denaturierungsverhalten von
Molkenproteinen

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Beschreibung des Deieatungsverhaltens von nich-
tenzymatisch glykosylierten Molkenproteinen. Hierbditsgeklart werden, ob und in wel-
chen Mal3e eine Lysinmodifizierung die Denaturierungsreakieeinflusst. Aus der Litera-
tur ist bekannt, dass durch die hohe Modifizierung des Lysinglucose (Lygog = 82 %)
die Denaturierungtemperatur des Proteins ui@ ®rhoht wird yan Teeffelen etal. 2005
Allerdings gibt es keine Daten tUber das Denaturierungsieh niedrig modifizierter sowie
kommerziell erhaltlicher Molkenproteinepraparate.

Um das Denaturierungsverhalten von Proteinen untersuahenergleichen zu kénnen,
ist es notig, den denaturierten Zustand zu charakterisiene zu definieren. In dieser Ar-
beit wurden folgende Methoden verwendet: die Bestimmund.dslichkeit bei einem pH-
Wert von 4,6 mittels RP-HPLC, die Elektrophorese zur Charahézung des Oligome-
risierungszustandes und der Proteinvernetzung, die dgobe Differenzkalorimetrie zur
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Bestimmung der Denaturierungstemperatur von Proteinemesoiw Fluoreszenzanalytik
zur Untersuchung der Fluoreszenzintensitat im Zuge defakuhg wahrend des Denatu-
rierungsprozesses.

Das Hauptaugenmerk war die Abhangigkeit des Denaturisueraltens vom Glykosy-
lierungsgrad deg-Lactoglobulins. Die Untersuchungen wurden einerseitseolorherige
Dialyse und andererseits nach Dialyse durchgefihrt, umkttkt der freien Lactose zu
eliminieren. Um die Kéltedenaturierung zu verhindern,deuauf die Gefriertrocknung ver-
zichtet, da es bei Temperaturen um °20zu irreversiblen Konformationsanderungen des
Proteins kommen kanmlé Jongh etal. 2001

4.2.1 Charakterisierung mittels RP-HPLC

Aus der Denaturierung resultiert eine Verédnderung der Qe und Tertiarstruktur und

deshalb auch ein Verlust der biologischen Aktivitat, soailee Abnahme der Loslichkeit.

Letzteres macht sich oft als ,Ausflocken” oder ,Gerinnunghierkbar. Die Untersuchung
mit Hilfe der RP-HPLC bericksichtigt vor allem die Verandegen im Ldslichkeitsverhal-

ten der Proteine nach Erhitzung. Eigenschaften, welchéigdrophobizitat des Proteins
betreffen, werden sichtbar gemacht, und es kdnnen Riclssehiuf die Oberflachenbe-
schaffenheit getroffen werden.

Wahrend der Erhitzung von Molkenproteinldsungen tibeétZR@ommt es zu Konforma-
tionsdnderungen d¢&-Lactoglobulins, welche mit einer partiellen Entfaltungr &truktur
und Exposition von Gruppen aus dem Molekilinneren verbosded. Dem teilweise rever-
siblen Schritt kann eine irreversible Aggregation folg®arfeul etal. 1998 Wahrend der
Auffaltungsreaktion gelangen unpolare Aminosauren artierflache und hydrophobisie-
ren das gesamte Protein. Die Wechselwirkungen mit dem argroSaulenmaterial der RP-
HPLC nehmen zu. Folglich kommt es zur Verlangerung der Rietesteit des erhitzefi-
Lg im Vergleich zur nativen Form. Dieser Effekt wird anharea Abb.4-4 deutlich. Hier ist
die Absorption der nicht erhitzten und erhitzten (10 min8pProben der bei pH 4,6 16s-
lichen Molkenproteine als Funktion der Retentionszeit dsigjlt.

Bei der Auswahl der Methode wurde die Loéslichkeit bei pH 4,6irbslt, welche als
Unterscheidungskriterium zwischen nativen und denateneMolkenproteinen dient. Die
Messung des bei pH 4,6 I6slich@alLg mittels RP-HPLC ist aquivalent zur der IDF-Stan-
dard-Methode 178IDF-Standard 1996Renterghem und Block 199@®lock etal. 1998



78 4 Auswertung und Diskussion der Ergebnisse

500

= 1

< 400 A | 48% Lys,, . Lok
£ 46% Lys_, erhitzt

E ] 1 187%Lys,, B-Lg B
o 304 1 167% Lys__ . erhitzt

S ]

" 200 -

e

Q

2 100

o

[2]

o]

<

10 15 20

Retentionszeit [min]

Abb. 4-4: HPLC-Chromatogramm der bei pH 4,6 I6slichen Molkenproteine mit zwei sciédli-
chen Glykosylierungsgraden [Lyg] vor und nach Erhitzung (10 min, 8C)

Clawin-Radecker etal. 2000Morales etal. 2000 Hier ist das Ldslichkeitsverhalten bei
pH 4,6 der Trennungsparameter und nicht der DenaturieguadsDie Abnahme der Los-
lichkeit desf3-Lgs bei pH 4,6 kann bereits nach Erhitzung der Proben dpasgeschatzt
werden. Nach einer starken Erwarmung bet8dur 20 Minuten kann deutlich mehr Tru-
bung als nach einer leichten Erwarmung (@) 10 Minuten) festgestellt werden. Mit Zu-
nahme der Lysinblockierung ist die Triibung der Lésungerreifrobenreihe stets verrin-
gert. Niedrig glykosylierte Molkenproteine bilden vermigrol3e Aggregate. Gegensatzlich
dazu zeigen hoch glykosylierte Proben unter gleichen Beliggn eine feine Tribung oh-
ne Aggregate. Beim Ansauern der Losungen wird dieser Tread deutlicher. Nach einer
Erwarmung bei niedriger Temperatur fir eine relativ kurzgt Z75°C, 10 min) ist keine
Trubung der Molkenproteinproben erkennbar. Die SenkuisgptleWertes bewirkt wieder-
um eine Zunahme der Tribung, die bei niedriger GlykosyhigrgroR3er ist als im Vergleich
zu hohen Glykosylierungsgraden. Dementsprechend nimentiédlichkeit (Gesamtpeakfla-
che) der Molkenproteine mit steigender Lysinblockierungzie Ergebnisse der RP-HPLC
bestatigen diese Beobachtung. Wie erwartet, ist das AuseraBahaturierung direkt pro-
portional zur Intensitat der Hitzebehandlung. Nach eingzethehandlung bei 8T fur
10 min kommt es zur einer graduellen Abnahme fesg-Doppelpeaks. In Ubereinstim-
mung mit Literaturdaten konnte fur die genetischen Vadardes3-Lactoglobulins unter-
schiedliches Denaturierungsverhalten beobachtet wevidliahrendVlanderson et a(1998
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undBikker etal.(2000 ein grol3ere Hitzestabilitat der Variante A ermitteltete/lien Ane-
ma et al(1996 in Ubereinstimmung mibannenberg und Kessl&r9883 den umgekehrten
Effekt fest. Hierbei zeigte sich, dass die Konzentration\deiante B verglichen mit Vari-
ante A unabh&ngig von der Erhitzungstemperatur wenigek atmimmt.

Die Molkenproteine mit verschiedener Lysinmodifizieruraygen unterschiedliches Dena-
turierungsverhalten und damit veranderte HitzeabhamegigRie quantitative Bestimmung
des bei pH 4,6 l6slichen Uberstandes zeigt eindeutig eineahime des nativefi-Lg in
Abhangigkeit von der Erhitzungszeit (siehe Aldk5). Der Peak der saurel6slichen Mol-
kenproteine nimmt mit der Erhitzung ab, jedoch ist die Abmalfir niedrig lactosylierte
Proben héher und nimmt mit dem Glykosylierungsgrad ab.d3i&erhalten deutet auf eine
~Schutzwirkung® der Lactose gegen die Denaturierunggreakiin. Die Probe mit 22,4 %
Lysmoq hat die hochste Menge an séaurel6slich@rg in Vergleich zu niedrig glykosy-
liertem Protein. Dementsprechend wird eine signifikaninggre Abnahme der Flache mit
steigendem Glykosylierungsgrad ermittelt. Nach 30 mgeitErhitzung bei 80C wird bei
4,6 % Lysnog €ine Verringerung des nativeBrLactoglobulins um 70 % detektiert. Unter
gleichen Bedingungen ist die I6sliche Proteinmenge bei @214/Snoq NUr um ca. 22 %
reduziert. Demzufolge ist die Abnahme der Peakflache beehdglykosylierten Proben

100 4 — i _ -
80 | ]
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< 40 -
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777 30min, 80°C
0 . . ,
4,6% 11,5% 16,7% 22,4%

Lysinmodifizierung

Abb. 4-5: Abhangigkeit der Loslichkeit bei pH 4,6 (definiert als Gesamtpeakf)dcineinter-
schiedlich glykosylierte Molkenproteine von der Erhitzungszeiidtlrg
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geringer als bei niedrigem Glykosylierungsgrad, wodurdhsteigender Glykosylierung
mehr 16sliche$8-Lg in der Losung bleibt. Daraus kann abgeleitet werders dasDenatu-
rierungsreaktion bei glykosyliertef-Lactoglobulin verzdgert ist. Wahrend der Maillard-
Reaktion kommt es zur Bindung der Lactose an das Protein, e®lnh erhdhter Polaritat
des Molekiils fuhrt. Die Menge an gebundenem Zucker steigfantschreiten der Reaktion
und verbessert so die Léslichkeit bei pH 4,6 fur die Probarhatierer Lysinmodifizierung.
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Denaturiereakson deg3-Lactoglobulins
in kommerziellem Molkenpulver stark von der Glykosylieguabhangt. Mit steigender Ly-
sinmodifizierung kommt es zur Verlangsamung dieser Real@ionhallab et al(1999 be-
richten Uber Lactos@-Lg-Konjugate mit verbesserter Loslichkeit bei pH 4,6 intdleich
zu unmodifiziertem Protein. Hier steigt der l6sliche Antelch einer Erhitzung bei 8@
fur 10 min mit der Erh6hung des molaren Verhaltnisses de®Prau Lactose, was mittels
GPC beobachtet wurde.

Auffallig ist weiterhin, dass Konzentration und Retentipgis von a-Lactalbumin (Re-
tentionszeit ca. 10-12 min) unter den gewahlten Bedinguri@mmin, 80°C) im Gegen-
satz zuB-Lactoglobulin kaum verandert sind. Sowohl bei den Stug@mmDannenberg und
Kessler(19883 als auch vorAnema et al(1996 wurden Geschwindigkeitskonstanten der
Denaturierung fuo-La im betrachteten Temperaturbereich ermittelt, welaaglech unter
den Werten fiB-Lg liegen. Damit verlauft die Denaturierungsreaktion delsa langsamer.
Analytisch ist die partielle Entfaltung dieses Proteins schwer fassbar, da die Struktur
durch die Bindung von Calciumionen stabilisiert wird und digslichkeit nicht entschei-
dend verringert ist. Weiterhin erfolgt keine Anderung dée@lachenhydrophobizitat nach
Erhitzung, wodurch es zur keiner Verschiebung der Retesttigiten im Chromatogramm
kommt. Das Loslichkeitsverhalten desLactalbumins wurde in einem separaten Produkt
(Arlafoods Pulver: 98 % -La) nach einer Erhitzung bei 8€ und 90°C fur je 60 Minuten
mittels RP-HPLC beobachtet. Mit steigender Temperatur witietfolgt ebenfalls ein Ab-
fall des l6slichen Proteinanteils jedoch nicht mit vergtdgarer Geschwindigkeit wie beim
B-Lg. Eine Reduktion des nativem-La um 70 % bei 4,6 % Lygoq konnte erst nach 60
minutiger Behandlung bei 9@ erreicht werden. Damit wurden die niedrigen Geschwin-
digkeitskonstanten fur die Denaturierungsreaktionai¢s, welche durcibannenberg und
Kessler(19883 sowie Anema etal (1996 beobachtet wurden, bestétigt. Weiterhin zeig-
te sich fur dieses Molkenprotein keine signifikante Abhgkgit der Loslichkeit von der
Lysinblockierung.
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4.2.2 Charakterisierung mittels Elektrophorese

Die RP-HPLC Methode nach IDF-Standard beruht hauptséaclaidhLdslichkeitsunter-
schieden der Molkenproteine bei pH 4,6, wahrend bei dertiipkorese der Prozess der
Oligomerisierung von Bedeutung ist. Hierbei soll das Verhélder Monomeren zu Di-
meren Form des Proteins als weiteres Kriterium fir den ,Remerungsgrad” bestimmt
werden.

Fur die Ermittlung der nach der Hitzedenaturierung awudtrden Veranderungen wurden
die unterschiedlich glykosylierten Molkenproteinlésenglektrophoretisch untersucht.
Abb. 4-6 zeigt die Verdnderungen der Proteine nach Erhitzung@@.0 min) in Abhan-
gigkeit des Glykosylierungsgrades. Auffallig ist, &hhliden verbreiteten Peaks im HPLC-
Chromatogramm, eine Verbreiterung der Banden mit steige@tidwosylierung. Eine zu-
nehmende Unschérfe ist dabei auf die zahlreichen Formeantatschiedlichem Gehalt an
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Abb. 4-6: Elektrophoretische Trennung von Molkenproteinen mit unterschiedliGigkosylie-
rungsgraden, nicht-reduzierende Bedingungen (a) nach Erhiteir@p°C, 10 min. M:
Marker; von links nach rechts Molkenpraparate mit steigender Lysinmagatifing: 1:
4,6 %; 2: 10,2%; 3: 13,0%; 4: 16,7 %; 5: 22,4 %. (b) Vergleich zweier Mutképarate
vor und nach Erhitzung (8@, 10 min). M: Marker, Molkenpraparate mit unterschiedli-
cher Lysinmodifizierung, 2a: 10,2 % vor Erhitzung; 2: 10,2 % nach Erhgzd: 22,4 %
vor Erhitzung; 4: 22,4 % nach Erhitzung
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gebundener Lactose zurlickzuftihren und gilt sowohBfiug als auch flmr-La. Des weite-
ren sinda-Lactalbumin und Rinderserumalbumin (BSA) auch nach Erhigzieststellbar.
Ebenfalls mittels RP-HPLC konnte beobachtet werden, dasls Hézeeinwirkung unter
den gewahlten Bedingungen die Menge@ha kaum abnimmt. Dies resultiert aus der
guten Ldslichkeit des Proteins nach partieller Entfaltudggensatzlich dazu kann mittels
SDS-PAGE furp-Lactoglobulin eine deutliche Verdnderung durch Hitzedanerung er-
mittelt werden. Die Menge dg%-Lg-Dimers ist stark erhdht, woraus folglich eine Abnahme
der monomeren Form resultiert. Die Auswertung der Ergalerigigte, dass die Umsatzrate
in den ersten 10 Minuten der Erhitzung am grof3ten ist. Dietitigt die Ergebnisse der RP-
HPLC, wobei die Abnahme der Peakflachen sowie die Verschggeden Retentionszeiten
infolge der Hydrophobisierung nach einer kurzen Erhitazneg am deutlichsten hervor-
treten. Das Verhaltnis der monomeren zur dimeren FormBdeg ist bei der SDS-PAGE
das Kriterium fur den ,Denaturierungsgrad®, welcher nm#tder Gleichung4-1) berechnet

B — LOpimer
B - I—gDimer"‘ B - I—gMonomer

Denaturierungsgrafbo] = (4-1)
werden kann. Die untersuchten Dimere sind Produkte destDégraingsprozesses. Mit der
elektrophoretischen Methode werden die Banden nach scateg@els densitometrisch
ausgewertet. Die erhitzten Molkenproteinlésungen wegean mittleren Denaturierungs-
grad (nach FormeH(1)) von 60 % fur 26,2 % Lygoqg bis 67 % fir 4,6 % Lys g (Abb. 4-7).
Mittels SDS-PAGE kann mit steigender Glykosylierung eieezégerte Oligomerisierung
festgestellt werden und somit ein ,anderer Denaturiesgngd als bei der RP-HPLC. Die
Beobachtungen stimmen mit den ErgebnissenManderson et al1998 uberein, welche
mittels SDS-PAGE einen Denaturierungsgrad von 45 % fliBdieactoglobulinvariante A
und 70 % furB-Lg B nach Erhitzung (85C, 12,5 min) ermittelt haben. Die Oligomerisie-
rung degB-Lactoglobulins erfolgt tiber Disulfid-Austauschreakgonwobei sich besonders
Modifikationen im Bereich Cy¥ — Cyst60 auf die Aggregatbildung auswirken. Vermutlich
verschlechtert die an der Oberflache kovalent gebundenmdeadie Zugéanglichkeit der
Disulfidbriicke durch sterische Hinderung und elektrostate WechselwirkungerNacka
etal. 1998. Dies bedingt wiederum die Beeinflussung der Oligometisigrwahrend der
Hitzedenaturierung. Das kann mittels elektrophoretischralyse bestatigt werden. Hier
wird bei quantitativer Auswertung der Trend zu geringer@m&turierungsgraden mit stei-
gender Lysinmodifizierung sichtbar (Ab#:7). Die Ergebnisse belegen dass es zur einer
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Abb. 4-7: Mittelwerte der Denaturierungsgrade (= Verhaltnis Dimer zu MonomerfBdieg nach
Erhitzung (80°C, 10 min) in Abh&angigkeit der Lysinmodifizierung

verbesserten Hydratation der Molkenproteine durch die Bigdder Lactose kommt. Dies
resultiert bei der Elektrophorese in verkiirzten Wandesatrgcken mit steigender Glyko-
sylierung, welche auf eine verringerte elektrophoretsbtobilitat mit der Zunahme des
hydrodynamischen Radius durch die Bindung der Lactose zmuiighren ist Manderson
etal. 1998.

Da die Proteinloslichkeit nach der Exposition der hydrdpro Gruppen wahrend der Um-
faltung und Aggregation abnimmt, zeigt sich der Effekt dactosylierung erst nach Erhit-
zung. Mdglicherweise ist der Einfluss auf die Loslichkeit debildeten Dimere besonders
hoch und Uberlagert, wie bei der pH 4,6 l6slichen Fraktican dleichzeitig wirkenden
Effekt der Auffaltungsverzégerung. Grund fur den steigan®enaturierungsgrad dieser

Fraktion mit steigender Glykosylierung ist wahrscheinldie verbesserte Hydratisierung
der gebildeten Dimere.

4.2.3 Charakterisierung mittels der
Differential-Scanning-Calorimetrie

Neben der Bestimmung des Denaturierungsgrades mittels RIE-Bidwie SDS-PAGE soll-
te nun die dynamische Differenzkalorimetrie (DSC) zur Etionig von thermodynamischer
Daten Uber den Denaturierungsprozess eingesetzt werden.
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Die Arbeitsgruppe unvan Teeffelen etal(2005 ermittelten einen Anstieg der Denatu-
rierungstemperatur um°& bei einem reinet-Lg, welcher zu 82 % mit Glucose modifi-
ziert wurde.Broersen et al(2004) zeigten Erh6hung der Denaturierungstemperatur um 4,5
sowie 6°C fur fructosyliertes bzw. glucosyliertgs-Lg-Praparat. In der Literatur bislang
nicht beschrieben ist das Denaturierungsverhalten igedadifizierter sowie kommerziell
erhaltlicher Molkenproteinpraparate. Dementsprechetitesn dieser Arbeit der Einfluss
der Lactosylierung auf die thermische Stabilitat der Malk®teine im kommerziellen Pré-
parat ermittelt und die Umwandlungstemperatur (= Denaturigstemperatur) gemessen
werden. Die Abh&ngigkeit der Ergebnisse von dem Grad ddniyadifizierung sollte im
Mittelpunkt stehen. Hierbei wurden die unterschiedlichéagsylierten Molkenproteinpro-
ben der DSC zugefuhrt. Dabei kommt es wahrend der Messuolg@adler Warmekapazitat
sowie der Phasenanderung der Probe, wie z. B. Schmelzenmpetaturanderungen.

Die Denaturierungstemperaturen fur drei unterschiediighosylierte Molkenproteinpro-
ben sind aus der Abl-8 ersichtlich. Es wurden Werte von 796 fur 4,6 % Lyshog Uber
80,3°C flur 10,2% Ly$hog bis 83,8°C flr 22,4 % Lysog bestimmt. Die bei dieser Un-
tersuchung ablaufenden Reaktionen im Protein werden afigeals Umwandlung be-

—1—46% Lysm
7 —1—10,2% Lysm
22,4% Lys

od

od

exotherm

mod

Onset-Temperatur
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Abb. 4-8: DSC-Thermogramme dreier unterschiedlich glykosylierter Molkenprotaseh Dialy-
se (normiert)
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Abb. 4-9: Umwandlungstemperatur dgsLg in Abhangigkeit von der Lysinmodifizierung mit und
ohne freie Lactose; ermittelt mittels DSC

zeichnet, da zwischen Entfaltungs- und Aggregationsvaggé nicht unterschieden wer-
den kann. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen Jom und Harpe(1996 konnte
verglichen mit dem Standard vgbrLg eine deutliche Verbreiterung des Molkenprotein-
peaks beobachtet werden, was auf die unterschiedlichdligSa der Einzelkomponenten
der Losung zurtckzufuhren ist. Die Bestimmung der Umwargitemperaturen fur alle
Proben erfolgte durch den Vergleich der Peakminima. Es tieogezeigt werden, dass die
Denaturierungstemperatur der Molkenproteine unter géricMilieubedingungen und im
Vergleich zumB-Lg-Standard mit steigendem Glykosylierungsgrad zunirfibb. 4-8und
4-9).

Die breite ,Peakschulter im Bereich von 8C bis 77°C wird auf die Denaturierungs-
prozesse deg-Lactalbumins zuriickgefuhrt, welches in geringen Mengeweérwendeten
Molkenpulver vorhanden ist. Um diese Aussage zu untermmanarde ein Proteinpréparat
(Arla-Pulver) mittels DSC untersucht, welches ca. 9&%a enthalt. In der Abb-10ist
das Thermogramm mit der Umwandlungstemperatur diesesiRsdiei 65,5C dargestellt.
Somit kdnnen die Denaturierungstemperaturen im Bereich6/C bis 77°C fur a-La
sowie im Bereich von ca. 8 bis 84°C fur 3-Lg ermittelt werden.

Auf Grund zu geringer Mengen anLa in den untersuchten Molkenpulver Milei 60 konnte
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Abb. 4-10: DSC-Thermogramm mit Umwandlungstemperatur ddsactalbumins in ,Arla‘“-
Proteinpulver

keine Auswertung der Umwandlungstemperatur ddsa mittels DSC und deren Abhan-
gigkeit vom Glykosylierungsgrad erfolgen. Wie oben bemten wird neben dernf-Lg
ebenfalls dasr-La lactosyliert. Die in dieser Arbeit bestimmte Denattuiggstemperatur
fur einenB-Lactoglobulin-Standard gel6st in synthetischem Mil¢taiflltrat (SMUF, pH
6,8) wurde bei 80,2C ermittelt (siehe Abb4-9). Jou und Harpef1996 fanden eine Dena-
turierungstemperatur fir einghiLg von 78,8°C. Die erh6hte Umwandlungstemperatur im
Vergleich zur Literatur ist auf unterschiedliche Miliewllegungen zurtickzufiihren. Dabei
wirken sich der pH-Wert von 6,8 sowie die Pufferung durch lddsungsmittels positiv auf
die Proteinstabilitdt aus. Nach Losen et g-Standards (ohne Lactose) in destilliertem
Wasser verringerte sich die Umwandlungstemperatur agheWert von 79,2C (Abb.4-

9). Die Differenz zwischen den Umwandlungstemperaturengheefir 8-Lg in An- oder
Abwesenheit von Lactose ermittelt wurden (vor und nachyBel, zeigte sich neben dem
Standard auch bei den Proben (Adb9). Der Unterschied in den Denaturierungstempe-
raturen fir dag3-Lactoglobulin zwischen 4,6 % Lygg und 26,1 % Lys,og betragt rund
2,8°C fur die Proben ohne freie Lactose (nach Dialyse und Géfoieknung). Die Tendenz
zu héheren Umwandlungstemperaturen mit steigender Gjjikosng ist deutlich sichtbar
und wird bei den nicht dialysierten Proben noch eindeutigesr betragt der Anstieg der
Umwandlungstemperatur 4,8 zwischen der niedrig und der stark glykosylierten Molken-
proteinprobe. Wie aus den Ab#-9 und 4-8 ersichtlich, ist der Anstieg der Umwandlung-
stemperatur def-Lg sehr gut reproduzierbar. Bei der Messreihe der dialigieProben
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lasst sich eine verringerte Geradensteigung im Bereichrigijikosylierter Proteine beob-
achten. Diese Verzdgerung der Umwandlung kénnte auf dierbeyt lactosylierten Ami-
nosauren — Ly¥ und Ly — zuriickzufiihren sein (siehe Abbl11). Da sich die beiden
Lysinreste in exponierter Lage befinden, wird durch dererkiR@aeine starke Verédnde-
rung der Oberflachenladung und -hydrophilie des Gesamkiilslerreicht. Zudem sind die
beiden Aminosauren jeweils in der Nahe einer Disulfidbriokalisiert (siehe Ab4-11),
was die Aggregation entscheidend beeinflussen kann.

Eine weiterer Grund fur die Unregelmaligkeit der dialyierund gefriergetrockneten Pro-
ben kdnnte eine Kéltedenaturierung sein. Hier kann eihedese Konformationsanderung
mit der Offenlegung hydrophober Bereiche erfolgen. Aminosé, welche an der Ober-

( ™, Cys66

Cys160

Lys47

b

A“ :

Cys106

CysiiS

Abb. 4-11: Das-Lactoglobulin Molekil mit den beiden Disulfidbriicken (rot), 15 Lysiteas
(blau); gesondert gekennzeichnet £{and Ly! (orange). (dargestellt mit dem Pro-
gramm RasMol 2.6)
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flache deg3-Lactoglobulinmolekils angeordnet sind und deren intad imtramolekulare
Wechselwirkungen zeigen maf3gebliche Auswirkungen auStagilitat und das Losungs-
verhalten des Proteins.

Bei den nicht dialysierten Proben spielt die Schutzwirkweger Saccharide beziglich De-
naturierung eine RolleSpiegel 1999 Die erniedrigten Werte der lactosehaltigen Proben
werden zum grof3ten Teil auf die veranderten Milieubediggunder Untersuchungslosung
zurtckgefuhrt. Durch die Losung der Proben in destillieri&asser resultiert ein pH-Wert
(6,0 - 6,3) welcher durch die Aminosauren des Molkenpulbextimmt wird Verheul et al.
(1998 beobachteten einen Anstieg der UmwandlungstemperaRichitung niedriger pH-
Werte, wobei das Stabilitatsmaximum im Bereich von pH 3 bigedtl Die gegen SMUF
(pH 6,8) dialysierten Proben — welche erhdohte Umwandlwergperaturen aufweisen — er-
reichen einen hoheren pH-Wert, woraus kein Stabilitatagegegeniuber nicht dialysierten
Proben erwartet wird. Die Differenz zwischen den Umwangdg&iemperaturen nach bzw.
vor Dialyse kdnnte durch die lonenstarke verursacht werbtlaich Gefriertrocknung der
gegen SMUF dialysierten Proben resultiert eine 25 %-igeihdsnit einer weit hoheren lo-
nenstarke und Pufferkapazitat, wodurch eine Zunahme defolkmationsstabilitat erreicht
wird (Relkin 1994. Bei Verwendung von destilliertem Wasser statt SMUF wire dim-
wandlungstemperatur dgsLactoglobulin-Standards um ca’@ gesenkt (siehe Ablt-
9).

Die Ergebnisse bezuglich der Denaturierungstemperatiche mittels DSC ermittelt
wurden, sind mit Studien in der Literatur vergleichklou und Harpef1996 wiesen einen
Anstieg der Denaturierungstemperatur um bis Z€ d4ei Zusatz von Lactose zur Protein-
l6sung nach. Eine Erhéhung der Denaturierungstemperaturainen3-Lactoglobulin A
nach Glucosylierung (Glykosylierungsgrad von ca. 82 %) ui@ Sowie eine Reduktion
der Warmekapazitath\Cp) um 60 % wurde vowan Teeffelen etal2005 nachgewiesen.
Broersen etal(2004 berichten, dass die Umwandlungstemperatur fir glucesgs bzw.
fructosyliertesB-Lg im Vergleich zum unmodifizierten Protein umi®@ bzw. 4,5 C erhéht
wurde.

Folglich kann die thermische Stabilitat eines Proteingldulie Reaktion mit reduzieren-
den Zuckern verandert werden. Die kovalente Bindung einekets kann die Proteinagg-
regation durch die erhéhte Nettoladung oder die vergrél&erische Behinderung unter-
dricken. Mit dieser Arbeit konnte erfolgreich bewiesendeer, dass die nichtenzymatische
Glykosylierung von kommerziellem Molkenpulver die Den@uwng direkt beeinflusst und
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zwar in Abhangigkeit vom Glykosylierungsgrad. Eine hohgrsinmodifizierung induziert
eine langsamere Denaturierung.

4.2.4 Charakterisierung mittels Fluoreszenzanalytik

Die Fluoreszenzanalytik ist eine vielfaltig zur Untersunf des Denaturierungsverhaltens
von Molkenproteinen genutzte Methode. Hierbei wird voewidldie Zunahme der Fluores-
zenzintensitat oder der Fluoreszenzlebenszeit im Zugdaialtung wahrend der Dena-
turierung bestimmt. Die Ermittlung des Emissionsmaximugsst Schliisse auf die Umge-
bungspolaritat der fluoreszierenden Gruppen und damihdgisungsmittelzugénglichkeit
zu. Demnach lassen sich Aussagen beziglich der Entfaltengedtiarstruktur treffen. Im
nativen Molekill deg-Lactoglobulins stellt Trp? das Hauptfluorophor dar. Nach vollstan-
diger Auffaltung ist der Beitrag der beiden Tryptophanrg$te!® und Trifl) zur Gesamt-
fluoreszenzintensitat gleicM@nderson etal. 1999Die gemessene Intensitatserhéhung ist
daher stets ein Indiz fiir die Veranderung im Bereich der Bigtuliicke Cy§° — Cys'0. zu-
satzlich wird nach der Denaturierung ded actoglobulins eine Verschiebung des Emissi-
onsspektrums zu langeren Wellenlangen beobachtet, wakeadsnahme der Umgebungs-
polaritat des Trp® beim Ubergang aus dem Proteininneren in das Lésungsmittetend
der Auffaltung resultiert landerson etal. 199%alazolo etal. 2000 Das Fluoreszenz-
maximum von Tryptophan in apolarer Umgebung und damit tzeket Abschirmung der
Ldsungsmitteleinfliisse wird mit 332 nm angegelautte 2004.

Die Fluoreszenzanalytik wurde angewandt um die bereitel®niRP-HPLC, SDS-PAGE
und DSC erhaltenen Ergebnisse abermals zu untermauermlid-@harakterisierung des
Denaturierungszustandes von Molkenproteinen, wurdesedie Phosphatpuffer (pH 6,8)
geldst und das Fluoreszenzspektrum bei konstanter Angsgeeilenlange von 295 nm zwi-
schen 300 und 400 nm aufgenommen. Hierbei kénnen die Andgerudes Fluorophors
(Tryptophanreste in Protein) oder seiner Umgebung verfegden. Die Fluoreszenz der
Tryptophanreste ist stark von der Polaritat der Umgeburiguadig, welche sich bei der
Denaturierung andert. Somit kann aus der Fluoreszenz daslas des nativen zu dena-
turierten Protein bestimmt werden.

Nach Hitzedenaturierung wurde eine Zunahme der Fluoregzensitat aller untersuch-

ten Molkenproteinlésungen beobachtet. Diese betrug fi3deg-Standard ca. 22 % sowie
fur die Molkenproteine zwischen 3% und 9 % (Tdk3). Zusatzlich zeigt der Standard ei-
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Tab. 4-3: Ergebnisse der Hitzedenaturierung3@riactoglobulin-Standard und in Molkenproteinl6-
sungen vor und nach Erhitzung (85, 10 min)

LySmod [%6] B-Lg-Std 46 102 11,5 16,7 22,4 26,1

Emax nativ [nm] 333 332 332 332 332 333 332
Emax erhitzt [nm] 334 337 336 335 335 335 334
Rotshift [nm] 1 5 4 3 3 2 2
Intensitéat [E] 4689 3683 3849 3839 3490 3463 3325

ne geringe Rotverschiebung von 1 nm im Gegensatz zu den Mwikinproben, welche
eine Rotverschiebung von 2 bis 5 nm aufweisen (%aB. Rotshift). Dieses Verhalten wird
mit den Anderungen wahrend einer Gefriertrocknung desddtals erklart, wie z. B. einer
partiellen Exposition der im Molekulinneren befindlicherr&ehe.

Die typischen Fluoreszenzspektren von Molkenproteimigsa vor und nach Erhitzung
sind aus Abb4-12 ersichtlich.Manderson etal(1999 ermittelten eine Rotverschiebung
von 6 bis 8 nm nach Erhitzung d@sLactoglobulins in Abh&ngigkeit von den genetischen
Varianten und vom pH-Wert. Allerdings erfolgte dort die #éitlenaturierung tUber einen
Zeitraum von vier Tagen, so dass der resultierende Depatmgsgrad erheblich hoher ist.
Des weiteren konnten Unterschiede zwischen den Molkeajpymtoben mit variierenden
Glykosylierungsgraden festgestellt werden (T&48). Die Molkenproteine tendieren mit
steigender Lysinmodifizierung zu geringerer Rotverschigb&o kann auch mit dieser Me-
thode ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der gebundeaetose und dem Denatu-
rierungsgrad der Molkenproteine ermittelt werden. Velmltbinden hydrophobe Amino-
sauren im entfalteten Zustand des Proteins an die vorhardertose und verhindern damit
ihre Exposition zum Losungsmittevdn Teeffelen etal. 2005Die geringe Zunahme der
Wellenlange lasst vermuten, dass der Eintritt der Fluonopin die polare Umgebung wéh-
rend der Hitzedenaturierung nicht vollstandig ist. So kdreKonformation nur teilweise
entfaltet werden.

Weiterhin wird eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat ams&onsmaximum nach Er-
hitzung der Molkenproteinproben beobachtet (Unterschijgg, nativ zu Enax erhitzt; sie-
he Tab4-3). Dabei ist der Anstieg bei den geringer lactosylierterberohdher, was auf eine
Abnahme der Denaturierungswirkung im Bereich der Disulfidke mit steigender Lysin-
modifikation weist. Damit wird die Aggregation d¢sLactoglobulinmolekils durch die
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Abb. 4-12: Fluoreszenzspektren von zwei Molkenproteinlésungen mit unterdidtiech Glykosy-
lierungsgrad vor und nach Erhitzung (85, 10 min)

Bindung der Lactose beeinflusst. Das wahrend der frihen&faiReaktion gebildete Lac-
tuloselysin blockiert méglicherweise die Zugénglichldgt Disulfidbriicke Cy& — Cyg60
und behindert bzw. verlangsamt folglich die Aggregationi. & raumlichen Betrachtung
desp-Lactoglobulinmolekiils (Abkl-11) befindet sich der bevorzugt lactosylierter Lysin
rest (Ly$”) tatsachlich in relativer Nahe zu (8fs- Cys60,

4.2.5 Zusammenfassung der Denaturierungsstudien

Nach Auswertung der Ergebnisse wird deutlich, dass der geierungsgrad” nicht als
solcher definiert werden kann. Es muss stets eine Angabeetieerndeten Messmetho-
de erfolgen, da jeweils unterschiedliche Eigenschaftemebiet werden. Zusammenfas-
send lasst sich feststellen, dass es mit steigender Lysiifimierung zur Erhdhung der bei
pH 4,6 I6slichen Molkenprotein-Fraktion kommt, wie durch-RPLC-Messungen gezeigt
werden konnte. Eine Verlangsamung der Oligomerisierund) des Aggregationsprozes-
ses konnte mittels SDS-PAGE beobachtet werden. Die Deeatngstemperatur dgs-
Lactoglobulins in kommerziellen Molkenpulvern erhohtsioit steigender Glykosylierung
signifikant, wie mittels DSC ermittelt. Die Werte der Fluszenzanalytik weisen auf eine
verzogerte Entfaltung der Molkenproteine mit Lysinblaaking hin.

Durch die kovalente Bindung der Lactose wird eine Polausigrder Oberflache erreicht,
welche zu einer verbesserten Hydratisierung und Loslitlles Molekiils fuhrt. Die pola-
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Tab. 4-4: Zusammenfassung der Auswirkungen der Glykosylierung auf die Desamgseigen-
schaften der Molkenproteine

Methode RP-HPLC SDS-PAGE DSC Fluoreszenz
Ergebnis erhéhte Polaritat, verlangsamte erhohte verige
und Loslichkeit  Oligomerisierung Denaturierungs-  Eritfat
bei pH 4,6 temperatur

ren Zuckerreste konnten zum einen die Ausbildung verstérktermolekularer Wechsel-
wirkungen tUber Wasserstoffbrticken bewirken, welche dso&gtion zur dimeren Formen
der nativen Proteine begunstigen. Hierdurch wird die Diggmn in die Monomere einge-
schrankt, die einen entscheidenden Schritt des Denatngsprozesses darstellt. Zum an-
deren wird vermutlich die Zuganglichkeit der Disulfidbrécktr Thiol- / Disulfidaustausch-
reaktionen und damit verbundene kovalente Aggregatioardsterische Abschirmung der
Lactosemolekile erschwert. Dieser Effekt spielt bereisiedriger Lysinblockierung eine
wichtige Rolle, da die bevorzugt glykosylierten Lysinresiteh in der unmittelbaren Umge-
bung der Disulfidbriicken befinden.

Mit der Lactosylierung einher geht eine verbesserte Hygleaiting des bereits aggregierten
Proteins, welche sich besonders auf die Loslichkeit ameg&treschen Punkt auswirkt.

4.3 Auswirkung der nichtenzymatischen Glykosylierung auf
die Emulgiereigenschaften von
Molkenproteinen

Eines der Ziele dieser Arbeit war es, die emulgierendenrisigeaften von Molkenprote-
inen in Abhangigkeit von der Glykosylierung zu charaktersn. Anschlielend soll fest-
gestellt werden inwiefern die emulgierenden Eigenschafiier untersuchten Molkenpro-
teine durch unterschiedlich stark ausgepréagte Modifingronit Lactose beeinflusst und
eventuell verbessert werden kdnnen. Zusatzlich sollersdgen tUber den Transfer der Er-
gebnisse von Molkenproteinldsungen zu molkenproteingedsten Emulsionen getroffen
werden. Um Aussagen uber das Emulgiervermégen treffen mand wurden folgende
Methoden verwendet: die Oberflachenspannung und die deraullierende kritische Mi-
zellbildungskonzentration zur Bestimmung der Grenzflaefgamschaften in Proteinldsun-
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gen, die Tribungsmessung zur Bestimmung der Emulgiertitirnd Emulsionsstabilitat
in frisch hergestellten Emulsionen sowie die Lichtmikrygie zur Charakterisierung der
FetttropfchengréRe und -verteilung in Emulsionen.

4.3.1 Oberflachenspannung und kritische Mizellbildungskonzentration
(CMC)

Die Bestimmung der Oberflachenspannung erfolgte tber digks®lattenmethode nach
Wilhelmy. Die Wilhelmy-Plattenmethode liefert sehr geaateproduzierbare und mit der
Literatur (Nylander et al. 1990vergleichbare Ergebnisse und kann ohne Kenntnis der Dich-
te von Losungen durchgefiihrt werden. Die Messung der Géatethspannung tber die
Zeit gibt wichtige Hinweise zum Emulgierverhalten der eisgtzten ProteineE(igster-
Meier 2001.

Es wurde der Abfall der Oberflachenspannung in Abhangigkesitder Proteinkonzentra-
tion (siehe3.13 bestimmt und die kritische Mizellbildungskonzentrati@MC) graphisch
ermittelt. Der Abfall der Oberflachenspannung geht dabeder Verbesserung der Grenz-
flacheneigenschaften einher.

Betrachtet man die Abhangigkeit der Mizellbildungskonrzatidn (CMC) vom Glykosy-
lierungsgrad in Abb4-13 so wird deutlich, dass ein Zusammenhang zwischen den bei-
den Parametern besteht. So kommt es mit steigender Lysifime@ading zum Absinken der
Oberflachenspannung und damit zum Abfall der CMC vom 16,5 fiig#,6 % LySnog auf
12,1 mg/l flr 16,7 % Lysoq (Siehe Abb4-13). Dementsprechend steigt die Grenzflachen-
aktivitat mit der Modifizierung der Molkenproteine und néhsich dem Natriumcasein-
at an, welches als ein wesentlich grenzflachenaktivereteiRrbekannt ist. Der Vergleich
zum kommerziellen Emulgator Lecithin soll hier nur zur Ein&tzung des Emulgierver-
mdogens dienen. Phosphatidylcholine bilden schon bei igiedrKonzentrationen Mizel-
len und gelten als natirliche Tenside. Aufgrund der Molgkilke vermogen Proteine die
Grenzflachenspannung niemals so stark zu reduzieren wdemilekulare Emulgatoren
(Lecithin), da diese eine hohere Packungsdichte an dereRgemze erreichen. Die ge-
fundenen Werte fir Lecithin stimmen mit den Literaturwartderein Tausk etal. 1974
Smith und Tanford 1972 Niedrige Grenzflachenspannungen, enge Partikelgr@&geemnv
lungen und moglichst kleine Tropfchen tragen grundsdtalezu bei, Emulsionen zu stabi-
lisieren.
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Abb. 4-13: Abhangigkeit der Mizellbildungskonzentration (CMC) vom Glykosyliersgigad der
Molkenproteine im Vergleich zu Natriumcaseinat und Lecithin; bestimmt nach de
Wilhelmy-Plattenmethode mittels Tensiometrie bei pH 6,1

Dass Caseine hydrophober als Molkenproteine sind, wirdrahtas niedrigeren CMC-
Wertes bestatigt. Vergleichbare Ergebnisse sindb&gel et al (1998 beschrieberKragel
etal. (1998 geben eine Konzentration von mehr als 180 mg/Ifticg und 140 mol/l fir
B-Casein an um eine Sattigung der Grenzflache zu erreichenbddidieser Arbeit um
Faktor 10 niedrigeren Werte ergeben sich aus der BestimmemgMC in einem Molken-
praparat, wohingegeiragel etal.(1998 reine Substanzen untersuchten. Daraus resultiert
ein niedrigerer CMC-Wert fur Casein im Vergleich puLg. Das Ergebnis lasst sich mit
der fur Caseine ublichen Mizellbildung in Einklang bring&aseine aggregieren ab ei-
ner bestimmten Konzentration zu MizelleédHeftel etal. 1992Belitz etal. 200}, wahrend
B-Lactoglobulin im untersuchten pH-Bereich als Dimer vorkotnwobei keine echte Mi-
zellbildung bekannt ist. Die Beobachtung der sinkendermskhen Mizellbildungskonzen-
tration mit Glykosylierung der Molkenproteine tGberrasda& hohe CMC-Werte auf hydro-
phile grenzflachenaktive Substanzen hinweisen und umgeftdanger und Keiper 20Q0
Piispanen 2002 Die Hydrophilie der Molkenproteine steigt mit Glykosstiung, d. h. mit
Anbindung von polaren Lactosemolekilen, wie bereits tsitRP-HPLC bestatigt (siehe
Abb. 4-3) und ist damit im Widerspruch zu den Messungen am Tensiogmeteéefern sich
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der Gehalt an freier Lactose in Molkenproteinlésungen @&itagebnisse der Oberflachen-
spannung auswirkt, wurde nicht untersucht. Da Zucker diekenmasse und Viskositét der
kontinuierlichen Phase erhéhen, kann es zur Anderung derf@bhenspannung kommen.
Zuckermolekile und somit Lactose besitzen keine hydrophdolekilbereiche und gel-
ten als oberflacheninaktiv, was gleichzeitig zur Erh6hueg@berflachenspannung fuhrt.
Sie besitzen eine Hydrathtlle und halten sich deshalb nichmittelbar an der Phasengren-
ze auf. Im Gegensatz dazu gelten z. B. Proteine als grenziidktiee Substanzen, reichern
sich speziell an der Phasengrenze an und setzten die Oberfimannung herab. Hier sind
die hydrophoben und hydrophilen Bereiche tber das gesanfekiMwerteilt. Da beim na-
tiven Molkenprotein mehr freie Lactose vorhanden ist algjigkosylierten Protein, kénnte
es ein Grund fur die hoheren Werte der Oberflachenspannumiglieigeren Lysinmodifi-
zierungen sein.

Eine weitere Erklarung fir das Phdanomen kdnnte aus den chégiveise verbesserten Mi-
zellbildungseigenschaften der Molkenproteine mit steitge Glykosylierung resultieren.
Eine ungleiche Verteilung von Zuckermolekilen am Protéimrtf eventuell zu mizellaren
Aggregaten. Je mehr Zucker gebunden ist, desto mehr kombeieken Protein-Zucker-
Konjugaten zu einer Art Mizellbildung, welche normaleraeibeim Molkenprotein eher
zurUcktritt.

Die Messung der Oberflachenspannung sowie der damit veebendkritischen Mizell-
bildungskonzentration erfolgte ebenfalls nach Erhitzem\dolkenproteinldsungen (Ab#-
14) bei unterschiedlichen Variationen der Temperatur und. Z8erbei sollte der Einfluss
der Denaturierung der glykosylierten Molkenproteine aafteimulgiereigenschaften darge-
stellt werden. Die Lésungen der unterschiedlich glykasyéin Molkenproteine wurden bei
80°C, 10 min erhitzt, sowie anschlieend die CMC-Werte nach Beatingnder Oberfla-
chenspannung ermittelt. Wie aus der Akl 4 ersichtlich kommt es zu keiner Beeinflus-
sung der Emulgiereigenschaften nach Hitzedenaturierunglykosylierte Molkenprotei-
ne, was anhand der gleichbleibenden Werte zu erkennenabeilvird deutlich, dass der
Effekt der verbesserten Grenzflacheneigenschaften ngesiger Glykosylierung nur bei
Lhativen®, also nicht denaturierten Molkenproteinen zumsAruck kommt. Der Einfluss
der erhdhten Hydrophibizitat durch die Denaturierung isighcherweise grofer als der
Einfluss der gebundenen Lactose, die nun in den Hintergmithdie kritische Mizellbil-
dungskonzentration zwischen einzelnen nicht erhitzteharhitzen Molkenproteinen fallt.
Grund fir diese Beobachtung ist die erhohte Oberflachenphdinzitat, welche aus der
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Abb. 4-14: Abhangigkeit der CMC von dem Glykosylierungsgrad vor und naclit&rhg im Ver-
gleich zu Natriumcaseinat (Na-Cas.); bestimmt nach der Wilhelmy-Plattenmethode
mittels Tensiometrie bei pH 6,1

Erhitzung resultiert. Niedrige CMC-Werte weisen auf hydrapd grenzflachenaktive Sub-
stanzen hinNlenger und Keiper 20Q@Piispanen 2002 Bei der Denaturierung kommt es
zur Konformationsénderung dg@sLactoglobulins mit einer partiellen Entfaltung der Struk
tur und Exposition der hydrophoben Gruppen aus dem MoleRéhen nach aul3en. Die
denaturierten Molkenproteine aggregieren bereits béngeren Konzentrationen zu mizel-
lartigen Strukturen, da hydrophobe Krafte die MizellbiddubeschleunigerMenger und
Keiper 2000. Der Abfall der CMC ist dabei umso grof3er, je niedriger dastéin glyko-
syliert wurde. Dies hangt mit der verbesserten Thermdst#hind der damit verzégerten
Denaturierung mit steigender Glykosylierung zusammen.

Caseine sind aufgrund des Fehlens einer Tertiarstruktuth#zlestabil und damit nicht de-
naturierbar. Dies begriindet, dass der CMC-Wert fur Natriw®icat sowohl vor als auch
nach Erhitzung unbeeinflusst bleibt.

Eine Glykosylierung im niedrigen, praxisrelevanten, Belng€indert die Grenzflacheneigen-
schaften nativer Molkenproteine. Nach einer Hitzedematung ist dieser Effekt nicht mehr
gegeben.
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4.3.2 Tribungsmessung

Diese Untersuchungen sollten Aussagen uber die Konsegneiez Glykosylierung auf die
Emulgiereigenschaften der Molkenproteine in einer Enouléiefern.

Die Bestimmung der Emulgieraktivitat (EA) und der Emulsistadilitat (ES) erfolgte durch
Tribungsmessung bei 500 nm nach der MethodeRearce und Kinsellgl978. Fur die
Durchfiihrung der Messung wurden Emulsionen, bestehen®husd 0,01 %-iger Prote-
inlésung (1:3 (v/v)), frisch hergestellt sowie anschlie®elie Tribung in Abhangigkeit der
Zeit ermittelt. Dabei gilt, je gréf3er die Tribung desto hotie Emulgierwirkung. Da es
sich bei den hergestellten Emulsionen um polydispersee8yshandelt, bei welchen grole
Teilchen die Streuintensitat vieler kleiner Teilchen Udgern kdnnen, mussen die Messbe-
dingungen konstant gehalten werden, um auswertbare Hsgelru erhalten und um Ver-
gleiche der Proteineigenschaften beziglich des Glykesyligsgrades treffen zu kbnnen.
Die Emulgieraktivitat (EA) entspricht der Tribung der étishergestellten Emulsion bei
0 min. Fur die unterschiedlich glykosylierten Molkenpiioteist diese in der Abkl-15dar-
gestellt (schwarze Graphen). Die EA und damit die Emulgigmg steigt mit der Glyko-
sylierung fur alle untersuchten pH-Werte und ist mit deéten Hydrophilie durch Anbin-
dung der Lactose zu erklaren. Bei einem pH-Wert von 6,1 eehéibh die Emulgieraktivitat
um ca. 37 % zwischen 4,6 % Lyigg und 16,7 % Lygog, bei pH 5,5 um ca. 10 %. Die Be-
stimmung der Emulgieraktivitat erfolgte ebenfalls nachiizen der Proteinldsungen und
anschlielBender Emulsionsherstellung. In der Abb5ist die Emulgieraktivitat nach Erhit-
zen (rote Graphen) in Abhangigkeit von der Glykosylieruagdrei unterschiedliche pH-
Werte dargestellt. Denaturierte Molkenproteine zeigere elerbesserte Emulgierwirkung
im Vergleich zu nicht denaturierten Proben. Zudem zeidt sioe deutliche Abhangigkeit
der EA von der Glykosylierung bei allen untersuchten pH-{éfeund damit eine Verbesse-
rung der Emulgierwirkung mit steigender Lysinblockierung

Der Zerfall der Emulsion ist eine Reaktion 1. Ordnung. Dalmésgricht die Emulsions-
stabilitat (ES) der Halbwertszeit der Anfangstriibbung. Brgebnisse der Bestimmung der
ES Uber die Tribungsmessung sind in der #ab(1. Teil) dargestellt. Die Wirkung des ver-
wendeten Proteins als Emulgator lasst sich in Abhangigkeitder Lysinblockierung deut-
lich erkennen. Eine Proteinmodifizierung von 16,7 % im \Veigh zur unbehandelten Probe
fuhrt bei einem pH-Wert von 5,5 zur einer eindeutigen Veskesng der Eigenschaften als
Emulgator fir O/W - Emulsionen. Ahnliche Effekte sind in déteratur fiir 3-Casein be-
schrieben. So wirkt sich eine Glykosylierung des Proteorsca. 50 % stabilitdtserhéhend
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Abb. 4-15: Abhangigkeit der Emulgieraktivitat von der Lysinmodifizierung vor undmgrhitzen
bei drei unterschiedlichen pH-Werten; erhitzt ber80) 10 min, schwarz: vor Erhit-
zung, rot: nach Erhitzung
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Tab. 4-5: Abhangigkeit der Emulsionsstabilitat von der Lysinblockierung; dargiefiedrei aus-
gewahlte pH-Werte, vor und nach Erhitzung (&) 10 min)

Emulsionsstabilitat [min]
pH 7,4 pH 6,1 pH 5,5

4,6 % LySnod 21,9+05 155£0,6 12,2:0,4
16,7 % Ly$nad 6,6+0,2 15414 30,416

4,6 % Lysnog, €rhitzt 9,105 9,7+0,5 11,4t0,9
16,7 % Ly$nog, erhitzt 15,4+-0,6 14,8+-0,7 18,9+1,2

auf Emulsionen audarewicz etal. 1998 Der pH-Wert von 5,5 liegt nahe dem isoelektri-
schen Punkt der Molkenproteine (pl: 5,1 -5,3), wo die Natahg gleich Null ist. FUr eine
erhohte Emulsionsstabilitat der Konjugate wirken die naigBen gerichteten, also zur L6-
sung orientierten Zuckermolekiile, welche Uber sterisdfekte eine gewisse Abschirmung
emulgierter Fetttropfchen voneinander begunstigen. Diphaphilen Konjugate adsorbie-
ren besser an der O/W - Oberflache mit den hydrophoben Kettdohe sich zur Olphase
orientieren und den hydrophilen Resten in Richtung Wasse@&tZlich wurde eine Verklei-
nerung der Fetttrépfchen mit Glykosylierung erreicht, mii¢ verbesserten Emulgiereigen-
schaften einhergeht (siede3.3. Der pH-Wert von 5,5 ist besonders flr die Problemstellung
relevant und herrscht in dem fir diese Arbeit ausgesuchédehsmittel (Schmelzkasezu-
bereitung) vor. Bei einem pH-Wert von 6,1 zeigt sich kein Eis$lder Lysinblockierung auf
die Emulsionsstabilitat. Bei pH 7,4 wird ein umgekehrterektfbeobachtet. Hier sinkt die
Emulsionsstabilitat mit der Glykosylierung. In der Literawird von einer Instabilitat der
durch Molkenproteine stabilisierten Emulsionen bei Areréing des pH-Wertes berichtet,
wenn der pH-Wert sich dem isoelektrischen Punkt nah@risgard etal. 2006Vietwal-

ly 2004, Chanamai und McClements 2QRearce und Kinsella 1978Dies wird mit der
relativ niedrigen elektrostatischen Repulsion zwischem elfaulgierten Tropfchen erklart.
Bei niedrigem pH-Wert haben die meisten der Aminoséduregmmgine positive Ladung
(-NH3™) wahrend die meisten Carboxylgruppen neutral sind (-COOHf) Bvhohung des
pH-Wertes kommt es zur Verringerung des Ausmalies der ymsitiadung von Emulsi-
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onstropfchen, teilweise begrindet durch einsetzenddimedgadung der Carboxylgruppen
(-COO7) und das Neutralwerden der Aminogruppen (-NKChanamai und McClements
2002 Onsaard etal. 2006Die positive Ladung des Proteins tragt zur elektrosthgs Re-
pulsion bei Metwally 2004.

Die Emulsionsstabilitat fur erhitzte Proben steigt mit K&lgylierung bei allen unter-
suchten pH-Werten, wie aus der Tab5 (2. Teil) ersichtlich. Die hydrophoben Reste im
Proteinmolekiil sind wahrend der Ausbildung der Emulsioden Oltropfchen verankert.
Die Zuckerreste orientieren sich nach der Emulsionsadisig in die wassrige Phase und
beschleunigen die Bildung einer dicken sterischen Schichtliese und unterdriicken da-
durch die Koaleszenz der Oltrépfchen. Grund fur die erh&mtelsionsstabilitiat konnte die
erhohte Oberflachenhydrophobizitéat sein, welche aus datziing resultiert. Wegen der
erhohten Flexibilitdt und Oberflachenhydrophobizitatcadeeren die denaturierten Protei-
ne besser an der Ol-in-Wasser-Oberflache, mit den ,ausistérydrophoben Resten in
Kontakt mit der Olphase.

Eine denaturierte niedrig glykosylierte Molkenproteiolpe (4,6 % Lysog) Z€igt nach Er-
hitzung geringere ES-Werte als vor Erhitzung. Dies Uibehiasla naclibrahim etal (1993
dasf-Lg bei 80°C signifikant bessere Emulgiereigenschaften zeigte. Beedilrbeit trifft
diese Aussage nur fur die Emulgieraktivitat, nicht jedadohdie Emulsionsstabilitat zu. Al-
lerding wurde belbrahim et al(1993 keine Glykosylierung beriicksichtigt.

4.3.3 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen eignen sich Zwschatzung der Tropfchengro-
Re des emulgiertes Fettes. Um die emulgierten Tropfcheteetiy zu identifizieren wird
die Fettphase in den frisch hergestellten Emulsionenégléh? mit Sudanschwarz ange-
farbt. Zur GrolRenabschatzung der Tropfchen wird eine Neetkammer verwendet, in der
ein feststehendes Raster mit definiertem Abstand einzelnadi@te eingearbeitet ist. Auf
dieser Grundlage kann ein Maf3stab mithilfe der Bildbeaunbgigsoftware ermittelt und zur
GrolRenbestimmung eingesetzt werden.

Es zeichnet sich eine Abhéngigkeit der GroRenverteilumglgpersen Phase vom Gly-
kosylierungsgrad des eingesetzten Proteins ab, wobeiuméhtmender Modifizierung das
Verhaltnis der kleinen Tropfchen relativ zu den groRerdrdlet wird. Durch die Abnahme
der Anzahl groR3er Fetttropfchen lassen sich positive Edfélknsichtlich der Emulgierwir-
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kung fur modifiziertes Molkenprotein ableiten. Abb.16 zeigt digitale Aufnahmen nach
lichtmikroskopischer Untersuchung von Molkenproteiabsiisierten Emulsionen. Abll-
17 zeigt eine Zusammenstellung der TropfchengroRenvengion Emulsionen mit gly-
kosylierten Molkenproteinen.

Zur Abschatzung der Verteilung der Tropfchengroé3e wurdieisi Neubauerkammer ein
Mal3stab ermittelt und die Teilchendurchmesser in dreigéaingeteilt (,klein“: d <5um,
.mittel: 5<d <10 um, ,grofl3*: d>10um). Mit steigender Glykosylierung kann beobach-
tet werden, dass der Anteil ,grof3er” und ,mittlerer” Tropén zugunsten der ,kleinen®
abnimmt. Nach Durchfiihrung einer einfachen Varianzamabmvie eineJukeyTests er-
geben sich fur Molkenprotein-stabilisierte Emulsionegngikante Unterschiede innerhalb
der GroRRenklassen ,bis fm* und ,5<d<10um®. Fur die Tropfchenklasse ,>1Qm*
sind die Unterschiede nicht signifikant. Somit tritt eineh@igigkeit zwischen der Gly-
kosylierung und den emulgierenden Eigenschaften desiRsata Tage, da die Reduktion
der Teilchendurchmesser der dispersen Phase eine Erhdleurigmulsionsstabilitat be-
dingt. Die Tropfchengrof3e dient haufig als Qualitdtspatameur Charakterisierung der
emulgierenden Eigenschaften eingesetzter Proteine. &ideiherung des Teilchendurch-
messers (r) der dispersen Phase bedeutet nachStidtaschen Gesetz4(2) ein hoheres
Mafl an Stabilitdt der Emulsion gegenuber Aufrahmung bzwlirentation, da sich die
Geschwindigkeit (v) direkt proportional zum Quadrat despfchenradiuses (r) verhalt.

2-r2.9-Ap
V= T (4-2)
mit
v Aufrahmungsgeschwindigkeit
r Radius
g Fallbeschleunigung (9,81 nf)s
Ap Dichteunterschied
n Viskositat

Der Anteil an ,kleinen® Tropfchen ist bei jeder Probe am geif} Dieser Effekt ist auf
die Durchfiihrung der Untersuchungen zurtickzufihren, delddie Mikroskopie bedingt
nur eine Ebene des Praparates dargestellt werden kanralbegtrden die kugelférmigen
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Abb. 4-16: Lichtmikroskopische Aufnahmen zum Vergleich der Tropfchengrof3echsis Mol-
kenprotein mit 4,6 % Lyigog (A) und 16,7 % Lysog (B)
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Abb. 4-17: TropfchengrofRenverteilung der dispersen Phase der mit Molkenpedédbilisierten
Emulsionen, nach lichtmikroskopischer Untersuchung
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Tropfchen als Kreise abgebildet, wobei ein Querschnittiaiiese Kugel nicht zwangslau-
fig durch deren Mittelpunkt sondern an beliebiger Stellelgtf Somit ist die Wahrschein-
lichkeit am grof3ten, dass die im Lichtmikroskop sichtbafeeisdurchmesser kleiner sind
als die Durchmesser der kugelférmigen Tropfchen. Hierbgibe sich eine Gro3envertei-
lung, die zu niedrigeren Durchmessern verschoben wird.

Die emulgierende Fahigkeit des héher modifizierten Molketgins (26,2 % Lygoq) ent-
spricht etwa der Emulgierwirkung von Natriumcaseinab#isierten Emulsionen (Ergeb-
nisse nicht dargestellt).

4.3.4 Zusammenfassung der Emulgiereigenschaften

Einen positiven Einfluss der Modifizierung von Molkenpratenit Lactose auf die Emul-
giereigenschaften zeigen die Ergebnisse der Oberflachenspgsmessung und der daraus
abgeleiteten kritischen Mizellbildungskonzentration (CMHier ist eine deutliche Abnah-
me der CMC in Abhéangigkeit von der Lysinblockierung festeilsh. Die modifizierten
Proteine aggregieren bereits bei niedrigeren Konzeatrati zu Mizellen. Dieser Umstand
korreliert mit einer Verbesserung der Grenzflachen- unditdden Emulgiereigenschaften.
Nach Erhitzen der Molkenproteinlésungen kommt es zu kedeeinflussung der CMC fur
glykosylierte Molkenproteine. Der Einfluss der erhohterdkdphibizitat durch die Dena-
turierung ist moglicherweise grol3er als der Einfluss deugdbnen Lactose. Der Abfall
der CMC ist dabei umso grof3er je weniger das Protein glykedyiurde. Dies liegt an
der verbesserten Thermostabilitdt und der damit verzégé&enaturierung mit steigendem
Glykosylierungsgrad.

Daneben kommt es ebenfalls zur Erhéhung der Emulgierétisowohl vor als auch nach
Erhitzen der glykosylierten Molkenproteinlésungen, wiitehs Tribungsmessung gezeigt
werden konnte. Die Emulsionsstabilitat variiert stark inoh&ngigkeit des untersuchten pH-
Bereiches und wird bei einem pH von 5,5 vor Erhitzung sowiellenauntersuchten pH-
Bereichen nach Erhitzung mit steigender Glykosylierungkth

Die Ergebnisse der TropfchengroRenverteilung der dispees Fettphase, bestimmt mit-
tels lichtmikroskopischer Untersuchungen, bestatigtoiséer formulierten Aussagen hin-
sichtlich einer Verbesserung der emulgierenden Eigeffigchisn Abhéangigkeit von der Pro-
teinmodifizierung. Mit steigender Lysinblockierung komastzur Abnahme der Trépfchen-
groRe. Uber den gesamten Bereich des Glykosylierungsgkaseseine stetige Verbesse-
rung der Emulgiereigenschaften von Molkenproteinen belatea werden.
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Tab. 4-6: Zusammenfassung der Auswirkungen der Glykosylierung auf die Emeigerschaften
der Molkenproteine

Methode Tensiometrie  Tribung Trubung Lichtmikroskopie
CMC EA ES
Ergebnis verbesserte erhohte  pH-abhangig reduzierte
Grenzflachen- Emulgier- Fetttropfchen-
eigenschaften  aktivitat grofe
Ergebnis kein erhohte erhohte -
nach Erhitzung Effekt EA ES -

Die Ergebnisse der Bestimmung der CMC und die Tropfchengr@eilung deuten darauf
hin, dass dabei die Eigenschaften glykosylierter Molketgaine bezogen auf die Fahigkeit
Emulsionen zu bilden und zu stabilisieren, denen unbehi@ndeatriumcaseinate ahneln.
Somit werden die modifizierten Molkenproteine ,casein{aim.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass einemzgimatische Glykosylierung
die emulgierenden Eigenschaften von Molkenproteinennfiesst, wie tiber Oberflachen-
spannungs- (mit CMC) und Tribungsmessung gezeigt werderi&adviikroskopische Un-
tersuchungen bestatigen diese Ergebnisse Uber den gasBertich des Modifizierungs-
grades fur frisch hergestellte Emulsionen. Ein Transfeikdgebnisse beziglich der Emul-
giereigenschaften von Molkenprotein-Losung (Tensiommgtuf Molkenprotein-Emulsion
(Tribung, Lichtmikroskopie) ist somit gelungen. Die Sdd#iolgerung, dass die Emulgie-
reigenschaften mit zunehmender Glykosylierung von Mgtketeinen verbessert werden,
steht im Einklang mit der LiteratuiGhevalier etal. 200INacka etal. 1998Groubet et al.
1999.

4.4 Nichtenzymatische Glykosylierung und ihre
Auswirkungen im Lebensmittel (Beispiel:
Schmelzkasezubereitung)

Um die bisher gewonnenen Ergebnisse auf ein echtes Lebielsiiiertragen zu kénnen,

wurde eine standardisierte Modell-Schmelzkasezubegiton Labormalistab hergestellt
und der Einfluss der Zugabe von unterschiedlich nichtenagotaglykosylierten Molken-
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Tab. 4-7: Rezeptur einer standardisierten Schmelzk&sezubereitung

Chester- Wasser Butter Molken- Koch- langkettiges Trinatriu Natrium-
kase pulver salz Poly- ortho- citrat

phosphat phosphat
40% 31,1% 13% 128% 0,7% 1,6% 0,4% 0,4%

proteinen auf das Endprodukt untersucht. Hierbei hande#iiéh um ein komplexes Le-
bensmittel, welches entsprechend der verwendeten Rohwar@rotein, Milchfett und sei-
ne Fettbegleitstoffe sowie Lactose enthalt. Die zugeset3chmelzsalze haben primar die
Aufgabe, die Phasentrennung des Kases in Lipide, Eiweil3Nasker zu verhindern, d. h.
sie dienen der Stabilisierung der Emulsion Schmelzkadan8lzkase und -zubereitungen
sind Milchprodukte mit dem hdéchsten Veredlungsgrad, bei®mden Konsumenten errei-
chen. Daher sind sie lebensmittelwissenschaftlich eiresiteressantesten, aber auf Grund
ihrer Komplexizitat unvollstandig erforschten Milchprdde Berger etal. 1989

Zur Herstellung einer Modell-Schmelzkasezubereitungderrdie Zutaten (Kése, Was-
ser, Butter, Molkenpulver, Kochsalz und Schmelzsalze)imateder homogenisiert und an-
schlieBend bei einer vorgewahlten Zeit- und Temperatuoufidn geschmolzen (sielg16).
Hierbei handelt es sich um ein streichfahiges Produkt, d&s thehrere Monate haltbar
ist. Der Modell-Schmelzkésezubereitung wurden 12,8 % Riotkulver in unterschiedlichen
Glykosylierungsstufen zugesetzt und jeweils dreimal dioelell-Schmelzkasezubereitung
hergestellt. Tabelld-7 zeigt die Zusammensetzung dieses Lebensmittels. Um dieiAus
kungen der nichtenzymatischen Glykosylierung in diesed®lleSchmelzkasezubereitung
bestimmen zu kdnnen, mussen relativ hohe Mengen an Pratgesetzt werden. Zur Cha-
rakterisierung des Einflusses der Lysinblockierung werierrestigkeit, die Mikrostruktur
und die sensorischen Eigenschaften des Endproduktegedtmit

4.4.1 Festigkeit

Die Festigkeit der Schmelzk&sezubereitungen wurde jewaéhrfach (5-7 mal) mittels
Texture Analyser (TA) sowie mit einem Penetrometer (PNR}ibvest. Die Auswertung
der Ergebnisse zeigt, dass die Festigkeit der Schmelzlidseztung nicht nur vom Gly-
kosylierungsgrad beeinflusst wird, sondern ebenfallkstabhangigkeit von weiteren Pa-
rametern, wie Schmelztemperatur oder Alter der eingesebhware (Kase), erkennbar
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waren.

Um fur die Problemstellung relevante Ergebnisse zu enhaiteirde eine systematische
Planung der Untersuchungen zur Gewinnung von analytisblagen durchgefihrt. Ziel der
statistischen Versuchsplanung und der anschlieRendewekumg ist es, ein empirisches
Modell zu erhalten, das den Zusammenhang zwischen dersuntgen Einflussgréf3en und
den Zielgré3en quantitativ beschreibt. Bei der Optimierbaegtand zunachst die Aufgabe,
die Zielgro3e und die zu variierenden Einflussgrof3en ingyeter Art und Weise festzu-
legen. Da fur die Untersuchung aufgrund der grof3en AnzahlRaktoren ein vollstandig
faktorieller Versuchsplan sich als zu aufwendig erwiestdegunach einem Box-Behnken-
Plan gearbeitet. Dies ist ein aus vollfaktorielldhRBanen durch Reduktionen abgeleiteter
Versuchsplan. Hierfur sind 13 Versuche sowie zusatzlicki aWiederholungen des Zen-
tralpunktes erforderlich. Die Verwendung von Box-Behnkemrsvichsplanen ermdglicht
es weiterhin, nichtlineare Zusammenhange zwischen dexeleien Faktoren zu erkennen.
Diese sind entscheidend, wenn die Lage eines Maximums ades &inimums gesucht
wird. Die Auswabhl der Faktor-Stufen-Kombinationen wurdegtimiert, dass Zwei-Faktor-
Wechselwirkungen bestimmt werden kénnen. Somit wird jedenBinationsmaoglichkeit
zweier Faktoren berucksichtigt.

1. Studie

Als Zielgrol3e wurde die Festigkeit gewahlt, als Einflusapaeter die Schmelztemperatur,
der Glykosylierungsgrad der eingesetzten Molkenprotsmeie das ,Kasealter”, ausge-
driickt als NPN-Wert (siehe Ta#:8). Der NPN-Wert (NPN: Nicht-Protein-Stickstoff) stellt
den in Trichloressigsaure loslichen Stickstoff einer Kiiebe dar und steigt mit fortschrei-
tender Proteolyse und damit mit dem Alter des Késes. Esaatitersucht werden, ob und
in welchem Mal3e die gewéhlten Parameter die Festigkeit clem8lzkasezubereitung be-
einflussen.

Die Auswertung des Box-Behnken-Plans erfolgte mittels mpidtiVarianzanalyse (analysis
of variance, ANOVA), womit die Auswirkung verschiedeneikiaen auf die Mittelwerte
der beobachteten Variablen untersucht werden konnteneibDstbvorrangig, ob die Ein-
flussfaktoren einen statistisch signifikanten Effekt habder ob die Beobachtungen sich
nur zufallig voneinander unterscheiden.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass der NPN-Wert sowiScimelztemperatur einen
signifikanten Einfluss auf die Festigkeit des Endprodukedseh, wie aus der Abld-18
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Tab. 4-8: Box-Behnken-Plan fur drei Faktoren zur Bestimmung der Festigkeitdsg&] Schmelz-
temperatur, Glykosylierungsgrad (Lys) und NPN-Wert als Einflussparameter.

Versuch TemperatufC] Lysmog [%] NPN [mg/g]

1 80 4,6 2,3
2 90 4,6 2,3
3 80 16,7 2,3
4 90 16,7 2,3
5 80 10,2 0,9
6 90 10,2 0,9
7 80 10,2 3,9
8 90 10,2 3,9
9 85 4,6 0,9
10 85 16,7 0,9
11 85 4,6 3,9
12 85 16,7 3,9
13 85 10,2 2,3
14 85 10,2 2,3
15 85 10,2 2,3

ersichtlich. Hierbei zeigt sich fur das ,Késealter” sowelrle lineare als auch quadratische
Abhangigkeit. Das heil3t, dass sich die signifikanten Zusaniréinge fir die Einzelwer-
te mittels quadratischer sowie linearer Funktion besblerelassen. Diese hochsignifikante
Abhangigkeit bedeutet, dass mit steigendem NPN-Wert (erAles eingesetzten Kases) die
Festigkeit negativ beeinflusst wird, d. h. das Endprodukti wieicher. Fur die Schmelztem-
peratur zeigte sich dagegen nur eine lineare AbhangigReit.Glykosylierungsgrad zeigt
einen Einfluss, der allerdings unter der Signifikanzgrerezg.IDie zweidimensionale Dar-
stellung der die Festigkeit (bestimmt mittels TA) beeirgkisden Faktoren zeigt nochmals
die Effekte des NPN-Wertes und der Temperatur fir die drgk@ylierungsgrade (Abb.
4-19. NPN zeigt den grof3ten Einfluss auf die Festigkeit. Zu emkenist tendenziell eine
Erweichung des Endproduktes (negative Festigkeit) mgstelem NPN-Wert des Késes in
allen untersuchten Temperaturbereichen sowie Glykasylgsgraden. Bei einem ,jungen
Kase" (NPN: 0,9 mg/g) ist die Temperatur die entscheiden&sflussgrof3e. Beim ,mit-
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Temp (Q) [ 0,4671 "

Gly-Grad (Q) [ 0,9572"

Gly-Grad (L) 11,9901
i 1
Temp (L) E 13,5106
NPN (L) | : 15,2619
. 1
NPN (Q) : 15,3685 )

p = 0,05 Signifikanzgrenze

Abb. 4-18: Paretodiagramm des Box-Behnken-Versuches; ZielgréRe: Fest{f&sip: Tempe-
ratur, Gly-Grad: Glykosylierungsgrad, (L) linearer Zusammenha@ygq(adratischer
Zusammenhang und (-) negative Festigkeit

telalten Kase" (NPN: 2,3 mg/g) handelt es sich mdglicheseeim ein stabiles Netzwerk,
in dem starkste Beeinflussung durch die Glykosylierung eineRpielt. Ein ,alter Kase*
(NPN: 3,9mg/g) wird weder von der Schmelztemperatur noah @ykosylierungsgrad
beeinflusst, da hier wegen starker Proteolyse die erwadhaiswirkungen unbedeutend
werden. Ebenfalls ist zu erkennen, dass steigende Sclemgdetatur zur Erhéhung der
Festigkeit der Schmelzkasezubereitung fuhrt. Fir den &lylkerungsgrad zeigte sich nur
tendenziell eine (lineare) Abhéngigkeit. Der Einfluss aeffielgrol3e ist vorhanden, aller-
dings ist dieser keinesfalls signifikant. Vor allem bei emmittleren NPN-Wert (2,3 mg/g)
wird der Einfluss der Lysinblockierung sichtbar (Al#19(c)). Hier wird die Tendenz er-
kennbar, dass die steigende Lysinmodifizierung einen eheeden Effekt hat.

Eine dreidimensionale Darstellung der Zusammenhéangechessder Festigkeit und der
Schmelztemperatur sowie der Lysinblockierung zeigt Ab20. Auch hier ist eine ein-
deutige Erhdhung der Festigkeit mit steigender Tempemtwrkennen. Ebenfalls ist ein
erweichender Effekt bei zunehmender Glykosylierung baht
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Abb. 4-19: Darstellung der Auswirkungen der Einflussgréf3en glass NPN, Temperatur) auf die
ZielgroRe Festigkeit; bestimmt mittels Texture Analyser
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Abb. 4-20: Dreidimensionale Darstellung der Zusammenhéange Festigkeit-Schmelztemperatu
Glykosylierungsgrad

2. Studie

Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurgeBak-Behnken-Versuche
in reduziertem Umfang abermals durchgefihrt. In der 2. i8tsdllte der Einfluss der Gly-
kosylierung auf die Festigkeit (erweichender Effekt) beieen mittleren NPN-Wert wie-
derholt und gegebenenfalls bestatigt werden. Neben detterart ,Kasealter” als Parame-
ter sollten die beiden Eckdatenpunkte (,junger” und ,gteei Kase) ebenfalls mitgefuhrt
werden. Fur dieses Experiment wurden Schmelzkasezulbegeih mit jeweils zwei Gly-
kosylierungsgraden der Molkenproteine (kys 4,6 % und 16,7 %) und bei zwei Schmelz-
temperaturen (80 und 9C) hergestellt. Um den Einfluss des Kasealters noch genauer zu
verifizieren wurde die Schmelzkasezubereitung unter Zugat Kase mit vier unterschied-
lichen NPN-Werten (NPN: 1,1; 2,3; 2,4 und 4,2 mg/g) prodrzigei allen Proben wurde
nach ihrer Herstellung die Festigkeit mittels Texture Amsal (Abb.4-21) sowie Penetro-
meter bestimmt. Aus der Abbilduny21 wird sichtbar, dass es im mittleren NPN-Bereich
(2,3mg/g und 2,4 mg/g) tendenziell zu einem erweichendéekE({= verringerter Wert)
mit Glykosylierung fur beide Schmelztemperaturen kommt.ddgem jungen Kéase (NPN:
1,1 mg/qg) ist die Temperatur, bei hoheren NPN-Werten (3,@indje Proteolyse die ent-
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Abb. 4-21: Festigkeit in Abhangigkeit von Schmelztemperatur und von Lysinmodifizgefiin
Schmelzkésezubereitungen mit unterschiedlichen NPN-Werten [mg/g]
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scheidende EinflussgroRle.

Aus der Literatur ist ebenfalls bekannt, dass der Proteglgsl des eingesetzten Ka-
ses einen grol3en Einfluss auf die rheologischen Eigenschdéis Schmelzkases hat und
zur Erweichung der Produkte mit steigender Proteolyset fieric und Kaldb 1993Pi-
ska und Stetina 200Mulsow etal. 200Y. Die Herstellungstemperatur wird ebenfalls als
Einflussfaktor beschrieben, wobei es mit Erh6hung der Bstemperatur zur Erhéhung
der Festigkeit kommtl(ee etal. 1981Kalab etal. 1987Dimitreli und Thomareis 2004
Der Einfluss des Glykosylierungsgrades wurde bisher in d@erdtur noch nicht beschrie-
ben.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse wird deutlich, dass kieilisderungen bei der Aus-
wahl der Rohware (Molkenpulver, Kase) sowie der Herstelilmeglingungen (Schmelztem-
peratur) einen signifikanten Einfluss auf die Festigkeiteledproduktes haben.

4.4.2 Mikrostruktur

Zur Uberprufung des Einflusses der Glykosylierung auf di&rbtruktur im Lebensmit-
tel wurden elektronenmikroskopische Untersuchungenhfafiihrt. Sowohl Raster- als
auch Transmissionselektronenmikroskopie werden in desdRong zur Erfassung der Mi-
krostruktur des Lebensmittels Schmelzkase verwendegeRdle Studien betrachten gene-
rell die Verteilung der in einer kontinuierlichen Proteiatrnx eingebetteten Fettkugeln im
Schmelzkasdeertje etal(1981J), Lee etal.(1981), Kalab etal.(1987), Klostermeyer und
Buchheim(1988, Berger etal.(1989, Savello etal.(1989, Kalab (1995, Marchesseau
etal.(1997.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rasterelektronennskopie (REM) sowie die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) nach Gefriggh verwendet. Mit beiden Me-
thoden wurde die Mikrostruktur der Modell-Schmelzkasezeliungen nach Zusatz unter-
schiedlich glykosylierter Molkenpulver untersucht. Hier sollten vor allem die Auswir-
kungen der Lysinblockierung auf die Proteinmatrix im Lesmittel betrachtet werden. Um
zu gewahrleisten, dass die gezogene Probe das Endprodediner Gesamtheit reprasen-
tiert, wurde eine Dreifachuntersuchung durchgefuhrt eausatzlich jede Probe an mehre-
ren Stellen des Lebensmittels analysiert. Die Festigkeiesschiede, welche in Abhangig-
keit des Glykosylierungsgrades festgestellt wurden et 1) waren die Auswabhlkriterien
fur die untersuchten Proben.
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Mit Hilfe von Literaturangaben und bisherigen ErfahrungemInstitut fur Physikalische
Chemie der Technischen Universitat Dresden bzw. der Bundesfongsanstalt fir Ernah-
rung und Lebensmittel (BfEL) in Kiel konnten in der sehr aufdi@en REM (Abb.4-24,
4-25 bzw. TEM-Bildanalyse (Abb4-22 4-23) die fir das Geflige von Schmelzkasezu-
bereitungen wichtigen Strukturen (Fett und Protein) enkaverden. Dabei entspricht die
TEM-Aufnahme4-22 der REM-Aufnahmed-24 und die TEM-Aufnahmet-23 der REM-
Aufnahme4-25. Mit beiden Methoden ist ein Proteingefiige mit darin eirgjedien Fett-
kugeln bzw. Fettaggregaten zu erkennen. Mittels TEM ist églich eine Abbildung des
Ist-Zustandes darzustellen, da die Lebensmittelproba meréandert wird. Die Auflosung
betragt bei dieser Technik 0,1 nm.

Die erste TEM-Abbildung (Abb4-22) stellt die Mikrostruktur zweier Standard-Modell-
schmelzkasezubereitungen dar, die einerseits mit einetkedpulver mit 10,2 % Ly$og
((a), zwei Aufnahmen untereinander) sowie andererseitd &7 % Lysnoq ((b), zwei Auf-
nahmen untereinander) unter gleichen Bedingungen heliy@steden.

Zwischen den Proben mit den Glykosylierungsgraden von%2w. 16,7 % kénnen Un-
terschiede erkannt werden. Wahrend die mit dem niedrig gili@rten Protein hergestell-
te Schmelzkasezubereitung in der Nahe des Fettes groReclBeigt, in denen keine
Proteinmatrix zu finden ist (Serum), gibt es diese Bereichelée 16,7 %-Proben kaum.
Daraus kann abgeleitet werden, dass mit steigender Glikosyg die Homogenitat der
Proteinmatrix zunimmt. Dieser Effekt ist unabhangig von gewéhlten Schmelztempera-
tur. Die vorhandenen Serumbereiche bei niedrig glykoggieProben sind sowohl bei der
Herstellungstemperatur von 8C (siehe Abb4-22) als auch 90C (siehe Abb4-23) ein-
deutig zu erkennen. Vermutlich wird hier die Emulgatorwink der Proteine mit steigender
Lysinmodifizierung deutlich. Wahrend fir die niedrig mod#izen Proteine das Emulga-
torvermdgen noch nicht ausreicht, um die Phasen miteimandgerbinden (Serumberei-
che vorhanden), so wird das mit steigender Glykosylierumgehoben. Die Emulgator-
wirkung der hoher glykosylierten Proteine zeigt sich dudets homogene Verteilung der
Proteinmatrix, ohne Unterbrechung durch die SerumbegeiSbmit hat die Proteinmodi-
fizierung positive Auswirkungen auf gewiinschte physikdles Eigenschaften, wie Emul-
gierwirkung sowie Homogenitat der Proteinmatrix der Sclziiisezubereitung, zur Fol-
ge.

Mit Hilfe der zweiten Methode (Rasterelektronenmikrosle@sollten die mittels TEM
getroffenden Aussagen uberprift sowie bestatigt werdarhddder Probenaufarbeitung die
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1.lum b—m—mM8M8M
14 .8k 888674

79842
Schmelzkaese Probe 2488

(b) 16,7 % Lysnad

Abb. 4-22: Transmissionsmikroskopische Aufnahmen von zwei Schmelzkasezubegegitther-
gestellt bei 80C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit je 10,2 % kys (Festigkeit
=0,3N) (b) mit je 16,7 % Lygoq (Festigkeit = 0,1 N). (S: Serum, P: Proteinmatrix, F:
Fettkugel, FA: Fettaggregat, L: liposomartige Fettteilchen)
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(@) 10,2% Ly$og (b) 16,7 % Ly$nod

Abb. 4-23: Transmissionsmikroskopische Aufnahmen von zwei Schmelzkase#ubgen, herge-
stellt bei 90°C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit je 10,2 % kys (Festigkeit =
0,45N) (b) mit je 16,7 % Lysoq (Festigkeit = 0,23 N). (S: Serum, P: Proteinmatrix, F:
Fettkugel, FA: Fettaggregat)
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Proben entwassert und entfettet wurden, kbnnen in REM-Awunfrean die Fettkugeln nur als
Hohlraume dargestellt werden (siehe ABiR4, 4-25). Demzufolge stellt die REM-Analyse
keine Abbildung des Ist-Zustands dar, lasst jedoch Ricléssklauf den Ist-Zustand zu. Es
konnen Aussagen uber das Struktur-Netzwerk sowie den @aistach Behandlung (Ent-
wasserung, Entfettung) getroffen werden. Die Auflosungdogtl nm.

Die Abbildung4-24 stellt die Mikrostruktur zweier Standard-Modellschmelgkzuberei-
tungen dar, die einerseits mit einem Molkenpulver mit 10,Ry¥&noq () sowie anderer-
seits mit 16,7 % Lysog (b) unter gleichen Bedingungen hergestellt wurden. Somiliese
Aufnahme direkt mit der Abb4-22 vergleichbar. Ebenfalls mittels REM konnten die Se-
rumbereiche in niedrig glykosylierten Proben identifizierden. Diese sind bei héherer
Modifizierung nicht mehr erkennbar. Zudem ist auffallenassldie Fettkugeln mit steigen-
der Glykosylierung kleiner werden, wie schon mittels Lioikroskopie beobachtet. Damit
kann bestatigt werden, dass mit Fortschreiten der ,friiMaillard-Reaktion die Emulga-
torwirkung der eingesetzten Proteine verstarkt wird. Diedell-Schmelzkasezubereitung
mit 16,7 % Lysnog (Abb. 4-24 (b)) besitzt eine homogenere Proteinmatrix, weniger grofie
Fettkugeln sowie ein gleichmalRigere schaumartige Pisiteiktur im Vergleich zu Abb4-

24 (a). Die Reduktion der FettkugelgroRe sowie verbesserteddenitat der Proteinmatrix
mit steigender Glykosylierung ist ebenfalls bei h6heremsk&iungstemperaturen (9Q)
der Schmelzkasezubereitung zu erkennen (AkRG).

(@) 10,2 % Lyshod (b) 16,7 % Ly$nod

Abb. 4-24. Rasterelektronische Aufnahmen von zwei Schmelzkasezubereiturgygestellt bei
80°C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit 10,2 % kys, (b) mit 16,7 % Ly$od
(S: Serum, P: Proteinmatrix, F: Fettkugel)
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(a) 10,2 % Ly$hod (b) 16,7 % Ly$nhad

Abb. 4-25: Rasterelektronische Aufnahmen von zwei Schmelzkasezubereiturgygestellt bei
90°C unter Einsatz von Molkenprotein (a) mit 10,2 % kyg, (b) mit 16,7 % Lygoq

Die Aufnahmen der Transmissions- und der Rasterelektroikeaskopie liefern damit
sich erganzende Aussagen. Die Homogenitat der Proteimxrkatin durch die Blockierung
der Lysinseitenketten durch Lactose positiv beeinflusstdem Zusatzlich wird die Ab-
nahme der Fettkugeldurchmesser mit Lysinmodifizierungient, was auf die verbesserten
Emulgatoreigenschaften der eingesetzten Proteine tshwizie Glykosylierung zeigt da-
mit einen Einfluss auf das Struktur-Netzwerk in Proben, hvetcdiese Proteine zugesetzt
wurden.

4.4.3 Zusammenfassung der Auswirkungen der nichtenzymatischen
Glykosylierung im Lebensmittel

Der Transfer der Ergebnisse beziglich der Emulgiereideaiten von der Molkenprote-
inlosung (Verbesserung der Grenzflacheneigenschaftem)did Emulsion (Verkleinerung

der Fettkugelgrof3e, Verbesserung der Emulgieraktivztit) Lebensmittel (homogene Ver-
teilung der Proteinmatrix) ist somit gelungen.Die Emutgairkung konnte in allen unter-

suchten Medien wiedergefunden und bestétigt werden. DieaAime der Fettkugelgréfie
konnte ebenfalls sowohl in frisch hergestellten Emulsiongttels Lichtmikroskopie als

auch in einer Modell-Schmelzkasezubereitung mittels tEbelenmikroskopie sichtbar ge-
macht werden.
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Die Festigkeit des Endproduktes (Modell-Schmelzkaseazitoemg) wird von der nichten-
zymatischen Glykosylierung der eingesetzten Molkenpmet®eeinflusst. Es kommt ten-
denziell zur ,Erweichung” der Schmelzkasetextur mit steider Lysinblockierung, wenn
gleichzeitig ein ,mittelalter” Kase bei der Herstellunghngesetzt wird. Einen signifikanten
Einfluss auf die Endfestigkeit des Produktes haben zusktdie gewahlte Schmelztempe-
ratur sowie der Proteolysegrad der eingesetzten Rohware.

Die mittels Elektronenmikroskopie dokumentierte Lebeitti@imikrostruktur zeigt eine
verbesserte Homogenitat der Proteinmatrix mit steige@tigrosylierung. Zusatzlich konn-
te die Abnahme der Fettkugelgréf3e mit Lysinblockierungemedber Lichtmikroskopie auch
mit Elektronenmikroskopie dargestellt werden. Die beié@nomene weisen auf verbes-
serte Emulgiereigenschaften der eingesetzten Molkesipeimit steigender Glykosylie-
rung hin.

4.5 Orientierende Untersuchungen zur Aromabindung in
Abhangigkeit vom Glykosylierungsgrad

Der Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass die nichteratische Glykosylierung von
Proteinen deren Oberflacheneigenschaften und damit eleatich die Bindung von Aro-
mastoffen beeinflusst. Demzufolge sollte der Einfluss desiriopodifizierung in Modell-
Schmelzkasezubereitungen und damit gegebenenfalls riAbhangigkeit von der Gly-
kosylierung veranderte Aromastoffwahrnehmung mit gestiggm Methoden erfasst werden.
Zusatzlich sollte der Einfluss der Glykosylierung auf dig@@asschwellenwerte einzelner
Aromastoffe in Molkenproteinlésungen Uberprift werden.

4.5.1 Beschreibende Sensorik

Fur die sensorische Studie wurden Modell-Schmelzkaseeitbegen gewahlt, denen Mol-
kenpulver mit unterschiedlichen Glykosylierungsgradegesetzt wurden und diese zusatz-
lich bei zwei unterschiedlichen Temperaturen hergestelttien sind. In einem Triangeltest
(Dreieckstest) wurden die Lebensmittelproben von 16-2b&nden (sieh&.22 sensorisch
beurteilt. Bei dem gewahlten Test sollte aus drei Probengdemen zwei identisch und eine
abweichend war, die abweichende Probe erkannt werdenhA@end sollte die durch die
Probanden bevorzugte Probe und eine Begriindung angegebsanweusatzliche subjek-
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Tab. 4-9: Triangeltest zur Bestimmung der abweichenden Probe (Kriteriumydgylszw. Herstel-
lungstemperatur); Probe von Modellschmelzkasezubereitung unter Einsatz von Molken-
proteinpulvern mit unterschiedlichem Glykosylierungsgraden (snby)s o > 0,05 nicht
signifikant;a = 0,01 hoch signifikantg = 0,001 sehr hoch signifikant

Probe Herstellungs-  abweichende Probe Signifikanz- Bevorzugung
LySmog [%0] temperatur [C] erkannt niveau héher glyk. Probe
4,6 vs. 16,7 80/80 75 % a =0,01 88 %
4,6vs.11,5 90/90 88 % a =0,01 58 %

4,6 vs. 10,2 90/90 81% a =0,01 54 %
10,2 vs. 10,2 80/90 94 % o = 0,001 -
13,0 vs. 16,7 90/90 50 % a > 0,05 5%
16,7 vs. 16,7 80/90 63 % a =0,01 -

tive Entscheidung).

Die Ergebnisse dieser sensorischen Einschatzung sind ifratle4-9 zusammengestellt.
Hier wird deutlich, dass fiinf von sechs sensorischen Stuslgnifikante Unterschiede bei
den Kriterien Glykosylierungsgrad bzw. Herstellungstenapur zeigen. Bei jedem Pro-
bensatz wurde die abweichende Probe erkannt sowie zeséthe hoher glykosylierte
Schmelzkasezubereitung, sofern diese angeboten wundezhgt. In der charakterisieren-
den Beurteilung wurde die gewahlte Probe gegentber derefengbrobe folgendermalien
beschrieben: weicher, cremiger, bessere Konsistenzjgeéim Geschmack, kaseartiger,
intensiverer Geruch, gutes Mundgefuhl.

Nach der Auswertung der Ergebnisse, die eindeutig die derden sensorischen Eigen-
schaften nach der Zugabe von glykosylierten Proteinendum@lzkasezubereitung zeigen,
stellte sich die Frage, ob eine unterschiedliche Aromametimung ebenfalls in Molken-
proteinlésungen abhangig vom Glykosylierungsgrad ist.

4.5.2 Studien zur Interaktion der Molkenproteine mit
Aromastoffen

Zur Untersuchung der Beeinflussung der AromawahrnehmungldAgigkeit unterschied-
lich glykosylierter Molkenproteine in einem vereinfachtéodell wurden Untersuchungen
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Tab. 4-10: Literaturdaten zu Geruchsschwellen- und Hydrophobizitatswertenuagesvahlten

Aromastoffen

Aromastoff Summen- Geruchsschwelle Hydrophobizitat
formel in Wassefr [logPo w] ™

Diacetyl GHgO2 17 ppm -1,4
(2,3-Butandion)
Furaneol GHgO3 0,03 ppb 1,1
(2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanon)
2-Hexanon GgH120 0,93 ppm 1,4
(Butylmethylketon)
Dimethyltrisulfid GHeSs 0,01 ppm 2,2
o-Decalacton GoH1802 0,1 ppm 2,4

* nachBelitz etal.(2001)
** bestimmt mit ChemDraw Ultra 6.0.1

zur Interaktion der Molkenproteine mit ausgewéhlten Aretatien in Proteinldsungen mit
unterschiedlicher Glykosylierung durchgeftihrt. In diesgientierenden Studien soll ge-
klart werden, ob sich der Glykosylierungsgrad auf die Sdleneverte einzelne Aromastoffe
auswirkt. Dementsprechend sind funf nattrlich in Cheddsekérkommende Aromastoffe
(Diacetyl, 2-Hexanong-Decalacton, Dimethyltrisulfid, Furaneol) ausgewahlt aeor. Mit

den entsprechenden Aromastoffstandards erfolgte dierBesthg der Geruchsschwellen-
werte sowohl in Wasser als auch in Losungen mit untersabledlykosylierten Molken-
proteinen . Die Tabelld-10informiert tber die aus der Literatur entnommenen Geruchs-
schwellenwerte der ausgewahlten Aromastoffe in Wasser.

Die Abbildungem-26und4-27geben einen Uberblick tiber die gefundenen Schwellenwer-
te am Beispiel von 2-Hexanon, DiacetgkDecalacton und Dimethyltrisulfid (DMTS). Die
Konzentration einer Verbindung, die gerade noch zur Eriagnhres Geruches ausreicht,
bezeichnet man als Geruchsschwelle (Erkennungsschw&iiband der Schwellenkonzen-
tration kann die Aromawirksamkeit von Inhaltsstoffen Vtgen werden.

Die Schwellenwerte der Aromastoffe in Wasser stimmen mit ideder Literatur angege-
benen grof3tenteils Gberein. Der Wert fur Furaneol wird leei Brobanden nicht erreicht
und liegt — verglichen mit Literaturwerten — um das doppeélider (0,06 ppm). Die Ge-



4.5 Orientierende Untersuchungen zur Aromabindung 121

100 [ Wasser _ M

= 46% Lys_ .

I 16.7 % Lysmd
80

60+ M

401

20
Lo U]

Anteil erkennender Priifer [%]

37,5 ppm j_

T T T
£ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £
Q Q Q. Q Q o Q Q Q. Q Q
a o o o Q a o a o o o
o wn wn M~ w0 o o o o o o
& s = flg 8 8 B § 8
<~ - « 5]
(a) Diacetyl
100'\:|Wa$ser
[ 46%Lys_, _
B 16,7 % Lys .
_ 80 —
2
3
2
£ 604
@
o
(=
o
£ 40
[}
=
)
=
< 204
0
£ £ £ £ £ £ £ £ £ £
Q. Q o Q Q o Q o o o
(o} o o Q o o Q o o o
o w0 -~ o~ w0 wn w0 @ ©o o
= S} =3 5 ™~ ~ ~
o S o
(b) 6-Decalacton
100'\:IWasser
3 46%Lys
B 80_-16,7%Lysmod
=
&
b=]
a 604
o]
o
j=
2
c 404
[}
<
3
3
E 204
04

0 ppm
0,25 ppm
0,5 ppm
1 ppm

2 ppm
7.5 ppm
15 ppm
30 ppm
60 ppm

(c) 2-Hexanon

Abb. 4-26: Geruchsschwellenwerte f{@) Diacetyl, (b) d-Decalacton undc) 2-Hexanon in Wasser
(grau), 4,6 % Lyg g (grin) und 16,7 % Lysog (blau) Molkenproteinlésung.
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Abb. 4-27: Geruchsschwellenwerte f{i) Furaneol undb) Dimethyltrisulfid in Wasser (grau),
4,6 % Lysnog (grin) und 16,7 % Lyisoq (blau) Molkenproteinlésung.

ruchsschwellenwerte aus der Literatur werden mit den Mighaler Gaschromatographie
/ Olfaktometrie bestimmt und kénnen mit den hier ermitteltécht immer verglichen wer-
den.

Anhand der Beispiele (Abll-26 und 4-27) wird deutlich, dass sich Unterschiede in der
Aromastoffwahrnehmung Wasser zu Molkenproteinlésunggalen. Wéahrend die Wahr-
nehmung eines Aromastoffes im Wasser von den Probandeiv felé erfolgt, wird dieser
in Molkenproteinldsung verzdgert erkannt. Allgemein éeglie Geruchsschwellen der un-
tersuchten Aromastoffe in beiden Molkenproteinlésungeerigden Werten in Wasser und
sind mit der Bindung an das Protei@Gichard und Langourieux 20p®zw. durch den
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Eigengeruch der Molkenlésungen zu erklaren. Die Schweibete andern sich nach Zuga-
be von nativem bzw. glykosyliertem Molkenprotein und zeigegnen Trend zu niedrigeren
Geruchsschwellenwerten mit héherer Lysinmodifizierurmgdié Aromastoffe Diacetyl, 2-
Hexanon und-Decalacton (siehe Abl.-26) sowie Furaneol (Abb4-27 (a)). Die Schwel-
lenwerte des Dimethyltrisulfids (Ab#-27 (b)) zeigen keine Abhangigkeit von der Glykosy-
lierung. Durch einen gesonderten Test wurden reine Molieamldésungen in einer Drei-
ecksprifung untersucht, wobei die Geruchsunterschiedebhen den Molkenldsungen mit
unterschiedlich modifizierten Proteinen ausgeschlossedem konnten. Dementsprechend
sind alle Ergebnisse nur auf den Glykosylierungsgrad delk&tproteine zurtickzufih-
ren.

Die Zusammenstellung der Geruchsschwellenwerte flr dsgewéhlten Standardsub-
stanzen der Aromastoffe in Molkenldsungen mit 4,6 %ha4ssowie 16,7 % Lyg g ISt aus
der Abb.4-28 ersichtlich. Dargestellt sind jeweils Geruchsschwellerte, bei denen die
Aromastoffe eindeutig durch mindestens 20 % der Prifer (xob&hden) in beiden Test-
l6sungen erkannt wurden. Es wird deutlich, dass die Gesatlhgellenwerte mit steigen-
dem Glykosylierungsgrad tendenziell abnehmen. Wird helspeise beind-Decalacton

609 < 75ug/l i <375ugl i <0375ugl | <05ugl | <008 ug/
50
40
9
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a
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< 209 o %
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: il

Diacetyl 2-Hexanon Decalacton Furaneol Dimethyltrisulfid

Abb. 4-28: Zusammenstellung der Geruchsschwellenwerte in Molkenproteinldsungentei
schiedlichen Glykosylierungsgrad
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ein Geruchsschwellenwert von 0,3i1§/l bei 55 % der Testpersonen in Molkenldsung mit
16,7 % Lysnog €rkannt, ist dieser nur bei 20 % der Prifer in der niedrig gbylierten Pro-
be wahrnehmbar. Dieses Phanomen deutet darauf hin, dadsatiakomponenten durch
glykosyliertes Molkenprotein entweder nicht so stark get®an oder besser freigesetzt wer-
den. Fur die Aromastoffe Diacetyl, 2-Hexan@pPecalacton und Furaneol konnte somit in
Proteinlésungen hergestellt aus nichtenzymatisch gigleten Molkenproteinen (16,7 %
Lysmag) Signifikant niedrigere Geruchsschwellenwerte ermittedtden als fur nicht glyko-
sylierte Molkenproteine. Diese Interaktionen zwischenrastoffen und den glykosylier-
ten Proteinen konnte eine Bedeutung beim Zusatz dieserif¥oteLebensmitteln haben,
da auch in geringen Konzentrationen das Aromaprofil deshshétels beeinflul3t werden
konnte. Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungekdassischen Sensorik tber-
ein. Auch dort wurde ein intensiverer Kase-Geruch bei Misdbmelzkéasezubereitungen
unter Einsatz hoher glykosylierter Proteine festgestBdétmzufolge kdnnen die Geruchs-
schwellenwerte in Molkenproteinldsungen auf die Senswriginem komplexen Lebens-
mittel Gbertragen werden.

Untersuchungen zu Wechselwirkungen von Aromakomponenteglykosylierten Pro-
teinen sind in der Literatur bis heute nicht vorhanden. Bekast dagegen, dass diverse
Aromastoffe mit Proteinen in Wechselwirkung treten konrigies kann einerseits mit einer
chemischen Reaktion verbunden sein, andererseits kdneeWetthselwirkungen nicht-
kovalenter Art sein, wie z. B. Van-der-Waals-, Dipol-Dipabnische und hydrophobe In-
teraktionen. Die genannten Wechselwirkungen gehen net émensitatsabnahme des Aro-
maeindruckes der wechselwirkenden Komponente einherit®amn es zur Anderung des
Aromapotenzials und damit zur Verschiebung des Aromagré&bimmen Fritzler 2003
Kihn etal. 200%b
Sostmann und Guicha(@998 ermittelten, dasg-Lactoglobulin eine sehr gute Affinitat zu
Methylketonen, Alkoholen und Aldehyden hat. Fliichtige Besiteile konnen allerdings an
Proteine nur binden, wenn die entsprechenden Bindungsstedirfigbar sind, d. h. wenn
diese Bereiche nicht durch Protein-Protein-Wechselwigetmoder weitere Interaktionen
blockiert sind Cheftel etal. 199p
Die Studien vorLubke etal (2002 zeigen, dasg-Lg zwei unterschiedliche Bindungsstel-
len fur Aromakomponenten aufweist, und zwar die Proteinitdzhe sowie die zentral lie-
gende hydrophobe Tasche (Al#b29) , schwarz dargestellter Bereich). An der Ausbildung
der hydrophoben Tasche dBsLg sind folgende Aminosauren beteiligt: Valrhr*, GIn®,
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Abb. 4-29: DasB-Lactoglobulin Molektl mit antiparallelefi-Faltblatt-Strukturen (cyan), der-
Helix (griin) und den ungeordneten Bereichen (grau) sowie denrggtan (blau), den
bei der Bildung der beiden Disulfidbriicken beteiligten Cysteinrestenynotder ,hy-
drophoben Tasche* (schwarz). Bysind LyS* sind gesondert (gold) gekennzeichnet.
(Dargestellt mit dem Programm RasMol 2.6)

Lew?®, Phe0% Cys'96 Leutl’, Valll8 Cys'td Phe 36 Alal3d, Leut40, Lyst4t, Alat4?und
Leut3. Diese Aminosauren sind, ausgenommenttysiiberwiegend hydrophober natur.
Allerdings ist noch nicht geklart, welche Stelle fir bestite Aromastoffe bevorzugt wird.
B-Lg ist bekannt fur die Interaktionen mit verschiedenenrAakomponenten wie Alkanen,
Ketonen O’Neill und Kinsella 1987 Andriot etal. 2000Guichard und Langourieux 2000
Jouenne und Crouzet 20Q0&ldehyden yan Ruth etal. 2002 Lactonen $ostmann und
Guichard 1998Lubke etal. 2002Guth und Fritzler 2004und EsternRelletier etal. 1998
Guichard und Langourieux 2000ouenne und Crouzet 20Q0Reiners etal. 2000Da die
Bindungskonstante fir dg&Lg in der homologen Reihe der Ester, Aldehyde, Ketone und
Alkohole mit Erhéhung der Kettenlange (Hydrophobizitat)erhalb derselben chemischen
Klasse steigt, wurden vo@'Neill und Kinsella(1987), Pelletier etal(1998, Guichard und
Langourieux(2000 hydrophobe Wechselwirkungen zwisch&.g und Aromakomponen-
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ten vermutet. Der Einfluss der An- bzw. Abwesenheit von watgiedlichen funktionellen
Gruppen und sterischen Faktoren auf den Grad der Arombstdéfng durch Proteine ist
ebenfalls bekannt. Die Wechselwirkungen der Alkylkette fvLg kdnnen durch polare
Gruppen reduziert werden. Der Grund ist die Einfihrung dgrbixylfunktion (OH), wel-
che fur die Abschwéachung der Interaktionen verantwortisthReiners etal. 2000 Die
Einfihrung der Aldehydgruppe flhrt zu einer leichten Ennddpder Bindung.

Einige Studien berichten tber die Bindung von Aromakompterean Molkenproteinkon-
zentraten bzw. -isolatedasinski und Kilar&1989 erforschten die Bindung von 2-Nonanon
und Nonanal an Molkenproteinkonzentrate mittels Gleighgetsdialyse und fanden eine
grol3e Anzahl an Bindungsstellen mit starker BindungsaffinBtarke Wechselwirkungen
zwischen Molkenproteinisolaten und Vanillin wurden Jdret al. (2000 beschrieben.

Es sind zahlreiche Bindungsstudien mit Geruchsstoffeis-dmctoglobulin durchgefuhrt
worden, allerdings werden keine, widersprtichliche odeutgichende Informationen tber
die Bindungspositionen der Aromastoffe am Protein angagdberner liegen keine Studien
zur Bindung von Aromastoffen an nichenzymatisch glykostdi€roteine vor.

Die hohe Bindungsaffinitat dg&-Lactoglobulins fur hydrophobe Substanzen wirde die
verstarkte Bindung der untersuchten Aromastoffe an nieglsigosyliertes Protein erkla-
ren. Mit Fortschreiten der ,frihen” Maillard-Reaktion korhes zur Anbindung der pola-
ren Lactose und damit zur Erhéhung der Hydrophilie. Demigefbinden die ausgewahlten
Geruchsstoffe weniger stark an die glykosylierten Preteias das beobachtete Ergebnis
untermauert. Die unter den Aromastoffen auftretenderebgfizen in der Stéarke der Bin-
dung an das Molkenprotein kénnen von diversen chemischemhysikalischen Faktoren
abhangig sein. Zur Verdeutlichung kann die HydrophohiZNarteilungskoeffizient P) ei-
ner Verbindung, bzw. Lipophilie, als physikalische Gro@eamgezogen werden (siehe Tab.
4-10). Der Verteilungskoeffizient (P) wird definiert als das Kenirationsverhaltnis eines
Stoffes zwischen zwei nicht mischbaren Phasen, die sich am®r bestimmten Zeit im
Gleichgewicht befinden (meist Octanol (O) als organischiesihgsmittel und Wasser (W))
und wird logarithmisch angegeben. Der so genannte Lgyg/RNert einer Verbindung wird
zur experimentellen Ermittlung der Lipophilie herangeziogein niedriger Log 8 w-Wert
weist auf wenig lipophile Substanzen hin und umgekehrt.

Der Aromastoff Dimethyltrisulfid weist den hochsten Log &-Wert auf, was auf ei-
ne hohe Bindungsaffinitat hinweist. Das es keinen Unterdcinaschen der Bindung zu
niedrig bzw. hoch glykosylierten Protein zeigt, muss hier ldpophilie der Verbindung
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gegenuber der gesteigerten Hydrophibizitat des Protéiesniegen. Die Bindung des Dia-
cetyls mit niedriger Lipophilie (LogB,w = -1,4) zeigt die grofite Abhangigkeit von den
Glykosylierungsgraden des Proteins. Die Aromafreisejzdes Diacetyls erfolgt bei der
glykosylierten Probe besser, da der wenig lipophile Araofaschlechter an das Protein
gebunden wird.

Fritzler (2003 fand heraus, dass der Anstieg der Bindungsaffinitat zu elRsstein ab-
hangig ist von der Lipophilie bzw. Zunahme der Lipophilie égomastoffe einer Verbin-
dungsklasse, wie vop-Nonalacton (LogB,w = 1,9) zuy-Undecalacton (Logb)w = 3,3).
Da die untersuchten Aromastoffe nicht einer Verbindurasse angehdren, kbnnen auch
die strukturellen Einflisse der Aromakomponenten eine Rualaler Bindungsaffinitat zu
den unterschiedlich glykosylierten Proteinen spielemeBaeitere Ursache fur die veran-
derte Aromastoffbindung kdnnte in einer Beeinflussung den@&tacheneigenschaften der
Milchproteine bestehen.

Wie durchCheftel etal (1992 untersucht, kénnen Aromastoffe nur dann an Proteine bin-
den, wenn die entsprechenden Bindungsstellen verflighdr Zudem wurde voriReiners
etal.(2000 festgestellt, dass die Interaktionen durch polare Groppduziert werden. Bei
der Modifizierung der Molkenproteine wurden kovalent pel&ruppen (= Lactose) einge-
fuhrt. Zusatzlich bilden diese eine sterische Abschirmutyg®! ist eine bevorzugte Gly-
kosylierungsstelle. Da sich dieser Lysinrest jedoch iné&he der hydrophoben Tasche
desB-Lactoglobulins befindet (siehe AbB-29), wird diese sterisch abgeschirmt und be-
hindert die Bindung der Aromastoffe in dieser hydrophobeniétedie genannten Grinde
kénnten damit die schwéchere Bindung der Aromastoffe aroglyliertes Protein erklaren.
Hierbei kommt es zur Einschrankung der Aromabindung, darseits das Protein bereits
blockierte Aminosaurereste und andererseits verstanktiediphilie durch die Bindung von
Lactose an Lysin aufweist.

4.5.3 Zusammenfassung der Aromastudien

Die Glykosylierung beeinflusst die Geruchsschwellenwdeleausgewahlten Aromastoffe
in Molkenproteinldsungen und fuhrt zu deren tendenzidlenahme mit steigender Lysin-
blockierung. Dadurch kénnen die fliichtigen Verbindungeeretahrgenommen werden,
wenn sie im Kontakt mit starker glykosylierten Proteinezhsin.

Die Aussagen der deskriptiven Sensorik untermauern dieldfigse der Schwellenwert-
messungen und zeigen eine Bevorzugung der Schmelzkéasetubgmach Addition gly-
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kosylierter Proteine. Auch hier wird von einer starkereniawahrnehmung gesprochen.

Somit ist der Transfer der Ergebnisse beziiglich der Arooffagtisetzung von Molken-
proteinlésung auf molkenproteinhaltiges Lebenmitteliggken. Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse erzielt mittels unterschiedlicher Methoden sowiergang zum komplexeren System
zeigen gleiche Tendenz bezuglich der Ver&dnderung der Amamanehmung mit steigender
Lysinmodifizierung.

Die nichtenzymatische Glykosylierung beeinflusst die Aastoffwahrnehmung durch
entsprechend modifizierte Proteine. Diese ist damit furvéi€inderten sensorischen Ei-
genschaften verantwortlich, die durch Zugabe von glykes@n Proteinen zur Modell-
Schmelzkasezubereitung resultieren.



5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der amchtmatischen Glyko-
sylierung auf das Denaturierungsverhalten und die funktien Eigenschaften von Mol-
kenproteinen, hier im speziellen die emulgierenden Eigjeaiten, untersucht. Nach ei-
ner Bestimmung technologisch relevante Glykosylieruraggrsollten in unterschiedlich
glykosylierten Molkenproteinpréparaten das Denaturigeverhalten sowie die Emulgie-
reigenschaften in Abhangigkeit vom Glykosylierungsgratiunterschiedlichen Methoden
bestimmt werden. Der aus praktischer Sicht relevante Esfiler Glykosylierung auf die
sensorischen Eigenschaften wurde einerseits in Molkégipfosungen und andererseits
in einem komplexen System (Modell-Schmelzk&sezubergjtarfasst. Schlie3lich galt es,
den Einfluss der Glykosylierung auf die Mikrostruktur une @iestigkeit am Beispiel der
Modell-Schmelzkasezubereitung zu untersuchen und daramgtelbare Konsequenzen fir
die technologische Praxis abzuleiten.

Im Rahmen einer Bestandsaufnahme wurde zunachst das Ausm#feilden” Maillard-
Reaktion in kommerziellen Molkenpulvern ermittelt. Durebakene Erhitzung wurden an-
schlieBend in einem Molkenproteinisolat Lysinderivatisngen (Lygog) Von 4,6 % bis
26,2 % eingestellt. Die Bestimmung der Lysinblockierunglgite mit Hilfe der Furosin-
Methode. Die gewéhlten Bedingungen fur die nichtenzymiagigélykosylierungsreaktion
fuhrten zu keinen Oligomerisierungs- und Quervernetztgagdionen, sondern ausschliel3-
lich zu einer Lysinmodifizierung im Laufe der ,frihen* Maild-Reaktion.

Das Denaturierungsverhalten der Molkenproteine wirdilgamt vom Ausmal3 der nicht-
enzymatischen Glykosylierung der Lysinreste beeinflidgtels RP-HPLC konnte gezeigt
werden, dass sich die nach 10 minutiger Erhitzung béiB8bestimmbare Menge an saure-
|6slichem -Lactoglobulin mit steigendem Glykosylierungsgrad vor?404,6 % Ly$nod)
auf 82 % (22,4 % Lysog) erhohte. Die durch Denaturierung verursachte Oligoregtiag
wird mit steigender Glykosylierung verlangsamt, wie dieSSPAGE bestétigte. Mittels
DSC wurde eine Zunahme der Denaturierungstemperatur vt Cois auf 84C mit
Fortschreiten der .frihen" Maillard-Reaktion bestimmtelkrgebnisse der Fluoreszenz-
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analytik zeigen eine verzogerte Entfaltung der Molkengira abhangig von der Lysinmo-
difizierung.

Die nichtenzymatische Glykosylierung beeinflul3t damit gedlich das Denaturierungs-
verhalten. Mit steigender Lysinmodifizierung wird die Dangrung der Molkenproteine
verlangsamt, wobei sich damit eine direkte Beeinflussund-daktionalitat ergibt. Es re-
sultieren thermostabilere Produkte mit erhdhter Loskahk

Die Grenzflacheneigenschaften der Molkenproteine sincemtBsh von der nichtenzy-
matischen Glykosylierung abhéngig. Durch Messung der @otienspannung und der dar-
aus resultierenden kritischen Mizellbildungskonzemira(CMC) konnte eine Zunahme der
Grenzflachenaktivitat fur glykosylierte Molkenproteinedudadurch eine verbesserte Emul-
gierwirkung festgestellt werden. Die kritische Mizeltiingskonzentration sinkt dabei von
16,5 mg/I fir 4,6 % Lygog auf 12,1 mg/I fir 16,7 % Lygog. Die CMC der Molkenproteine
nahert sich mit der steigenden Glykosylierung dem Natrasemat an (CMC: 10,5 mg/l),
welches als ein wesentlich besserer Emulgator im VerglaighLg bekannt ist. Als zweite
Methode zur Bestimmung der Grenzflacheneigenschaften vdiederibungsmessung ver-
wendet, wobei frisch hergestellte Emulsionen, bestehesdolkenproteinen mit unter-
schiedlichen Glykosylierungsgraden sowie Ol, unterswainden. Die Ergebnisse der bei
500 nm gemessenen Tribung zeigen eine Erhohung der Enaldoyeét sowohl vor als
auch nach Hitzedenaturierung der glykosylierten Molketgine zwischen 10 % und 27 %
in Abh&ngigkeit des pH-Wertes. Die Emulsionsstabilitéds)kvird ebenfalls von der nich-
tenzymatischen Glykosylierung beeinflusst und ist pH aglgarso erhoht sich die ES bei
einem pH von 5,5 von 12,4 min bei 4,6 % Ly auf 30,4 min fir 16,7 % Lygog. Bei einem
pH-Wert von 7,4 wird die Emulsion instabiler mit steigendgsinmodifizierung. Mittels
lichtmikroskopischer Untersuchungen gelang der BeweisAtdiahme der Fetttropfchen-
grofRe mit Zunahme des Glykosylierungsgrades. Die Verrurggeder Teilchendurchmesser
geht mit einer Verbesserung der Emulgiereigenschaftéreein
Die Glykosylierung verbessert erheblich die Emulgieregghaften der Molkenproteine.
Durch diese Veranderung werden die Molkenproteine ,,Ca&kmlicher* gemacht und da-
durch ihre Funktion als Emulgator verstarkt.

Die Herstellung einer stardardisierten Modell-Schmetaziibereitung mit Zusatz unter-
schiedlich glykosylierter Molkenproteine sowie derenallegische Untersuchungen lassen
einen Einfluss der Glykosylierung auf die Festigkeit desgtoduktes erkennen. Wie mit-
tels Texturanalyse in Rahmen einer statistischen Versismspg gezeigt werden konnte,
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ist die Festigkeit neben der Lysinmodifizierung der eingagsa Proteine auch stark von
der Schmelztemperatur und dem Alter der verwendeten Roh{wagse) abhangig. Ein
~erweichender* Effekt der Schmelzkasezubereitung duh dusatz modifizierter Prote-
ine zeigt sich vor allem beim Einsatz von ,mittelaltem* Kaseelcher durch den Anteil
an Nichtproteinstickstoff (NPN-Wert) definiert wurde. Ei®&chmelzkasezubereitung, her-
gestellt bei 90C unter Zusatz von ,mittelaltem” Kase (NPN: 2,3 mg/l) und kerprote-
in mit 4,6 % Lysnoq Zeigt eine Festigkeit von 0,44 N, wie mittels Texturanalgsaittelt.
Vergleichsweise dazu zeigte eine Schmelzkasezubereidismmgnter gleichen Bedingungen
hergestellt wurde und welche sich ausschliesslich in inédykosylierungsgrad unterschei-
det (16,7 % Lys o) €ine signifikant weichere Textur.

Die Modell-Schmelzkasezubereitungen wurden sowohl miRaster- als auch Transmissi-
onselektronenmikroskopie untersucht, um die Einfluss idgiesetzten glykosylierten Mol-
kenproteine auf die Mikrostruktur zu ermitteln. Augenf@ivurden signifikante Unterschie-
de in der Proteinmatrix zwischen niedrig und hoher glykiesign Proben. Mit steigender
Lysinmodifizierung verbessert sich die Homogenitat deddfinetzwerkes, was auf die
geanderten Emulgiereigenschaften der eingesetztenimratarickgefihrt wird. Zudem
konnte — wie schon mittels Lichtmikroskopie — eine Abnahraefettkugelgréf3e mit stei-
gender Glykosylierung beobachtet werden.

Die sensorische Beurteilung der SchmelzkasezubereitumifeAusatz unterschiedlich
glykosylierter Molkenproteine lasst einen signifikantentéfschied zwischen den Proben
erkennen. Probanden bevorzugten die Modell-Schmelzibesezitung, welche mit hoher
glykosylierten Proteinen hergestellt wurde. Auch die Brgsse der Geruchsschwellenwert-
messung mit ausgewahlten Aromastoffen (Diacetyl, 2-Herad-Decalacton, Dimethyl-
trisulfid, Furaneol) in Molkenproteinlésungen zeigen eirebesserte Aromastoffwahrneh-
mung bei modifizierten Proteinen. Fir die Aromastoffe Digic@-Hexanong-Decalacton
und Furaneol konnten in Proteinldsungen hergestellt actgemzymatisch glykosylierten
Molkenproteinen (16,7 % Lysog) signifikant niedrigere Geruchsschwellenwerte ermittelt
werden als fur nicht glykosylierte Molkenproteine.

Die Ergebnisse oben genannter Forschungen hinsichtlichalgwvirkungen endogener
Rohwareneigenschaften auf das Endprodukt sind von unbatt Praxisrelevanz. Die ge-
wonnenen Grundlagenkenntnisse schaffen die Moglichkeigezielten Funktionalisierung
bzw. Auswahl von Rezepturbestandteilen fur ,malRgeschrteideérodukte mit definierten
Eigenschaften sowie zur Steuerung bzw. Kontrolle der R fflgstalitét.






6 Summary

The objective of this work was to study the influence of theer@ymatic glycosylation
(glycation) on the denaturation and the functional prapsrf whey proteins, in particular
focusing on emulsifying characteristics.

The aim of the experiments was to prepare glycated whey ipsotith varying degrees
of lysine modifications due to reaction with lactose, cquoesling to lysine modificati-
on found in technologically relevant whey powders. The deradion behaviour and the
emulsifying characteristics of the glycated proteins wiexestigated using different me-
thods. Modified whey proteins were used to prepare emulsindghe stabilizing effect of
the proteins were determined. Furthermore, the pracgticalevant consequences resulting
from the use of glycated whey proteins in complex food systesith respect to microstruc-
ture, firmness and sensory quality were investigated usihgratory-prepared processed
cheese.

As proteins should be modified by thermal treatment in ordebtain lysine derivatizati-
on comparable to technologically relevant samples, werfiesisured the extent of the early
Maillard reaction in a number of commercially available gdes of whey protein isolates.
Based on these results, whey powder was heated in the dryas@®C to result in lysine
modifications (Lys o) ranging from 4.6 % to 26.2 %. Lysine modification was meagure
using furosine method. Under the used conditions, no olgyisation of the proteins was
induced.

The denaturation of the whey proteins is affected signitigdoy the extent of the cor-
responding glycation. Applying RP-HPLC, it was shown that @ineount of acid soluble
B-lactoglobulin measured after heating for 10 minutes &t@hcreased from 40 %(4.6 %
LySmag) 10 82 % (22.4 %). An increase in Lygq leads to a slower denaturation-induced oli-
gomerisation, as shown by SDS-PAGE. Concomitant with areas® in Lyg o from 4.6 %
to 26.2 % the denaturation temperature increased from°@up to 84°C, as measured by
differential scanning calorimetry (DSC). Fluorescencectpscopy proved a retarded un-
folding of the whey proteins dependent on the lysine modifica
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These results indicate that nonenzymatic glycosylati@esignificant impact on the dena-
turation behavior of whey proteins. Generally speakingcation improves the heat stability
of whey proteins.

An increased surface activity caused by nonenzymatic glylation was observed by sur-
face tension measurements and the determination of ¢mticalle concentrations (CMC),
indicating that emulsifying properties of whey proteine anproved due to reaction with
carbohydrates. The critical micelle concentration dedifrom 16.5 mg/l for 4.6 % Lygog
to 12.1 mg/l for 16.7 % Lyigoq With rising degree of lysine modification. CMC of the whey
proteins approaches the values measured for sodium ces€@C: 10.5 mg/l), which is
known as a substantially better emulsifying agent compaiéa 3-Lactoglobulin. Using
a turbidimetric technique, freshly prepared emulsiongisiing of oil and whey prote-
ins with varying modification of lysine, were examined. Tidity measurements at 500 nm
clearly showed an increase of the emulsion activity (EAxgrag between 10 % and 27 %
both before and after heat denaturation of the glycosybatesly proteins depending on the
pH. The emulsion stability (ES) is likewise affected by nomgmatic glycosylation and
is pH dependent. At a pH of 5.5, ES increased from 12.1 min%@#L§/Syog) to 30.4 min
(16.7 % Lys$nog)- At a pH value of 7.4, the emulsions were more unstable vising mo-
dification of the lysine residues. Light microscopy demaoatsd that the glycated proteins
produced smaller emulsion droplets (expressed as diamktat globules) when compa-
red to unmodified3-lactoglobulin. This observation is associated with ghi@mainduced
improvement of the emulsifying properties.

Following preparation of processed cheese were suppleahevith whey proteins of va-
rying degree of glycation. It was shown by rheological irigegtions that the extent of lysine
modification of the whey proteins significantly influences fiimness of the final product.
Based on a Box-Behnken plan and an analysis of variance (ANQ¥&),softening” ef-
fect of nonenzymatically glycosylated whey proteins wasnpunced when a middle-aged
cheese was used, which was defined by the non protein nit{dd@N value). A processed
cheese, manufactured at@ using middle-aged cheese (NPN: 2.3 mg/g) and whey protein
with 4.6 % Lysnog Showed a firmness of 0.44 N as measured via texture analysiseas a
firmness of 0.25 N was measured when whey protein with 16.7 84 dqywas added.
Processed cheese samples were analyzed using SEM (scalaatign microscopy), TEM
(transmission electron microscopy) and light microscopgrder to determine the influence
of glycated whey proteins on the microstructure. Significhifierences in the protein matrix
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resulting from the use of whey proteins with high or low degoélactosylation were obser-
ved by SEM and TEM. With increasing lysine modification, tleertogeneity of the protein
network was improved, which could be attributed to the imprbemulsifying characteri-
stics of the whey proteins. In addition, a reduction of thteglabule size was observed, as
seen before in light microscopy.

Sensory analyses indicate a higher preference for prodctsining glycated whey
proteins. In model studies using selected flavour compo(@@sbutandione, 2-hexanone,
0-decalactone, dimethyl trisulfide, furaneol) in whey pnotsolutions, it was shown that
binding of flavour compounds to whey proteins is influencedh®yextent of lactosylati-
on. For 2,3-butandione, 2-hexanoredecalactone and furaneol, significantly lower odor
threshold values could be determined for solutions coimgimvhey proteins with high
degree of lysine modification (16.7 % Lyg) compared to low modified proteins (4.6 %
LYSmod)-

In conclusion, the outcome of the performed study regarthegffects of raw materials
on the final product is of direct practical relevance. The imalation in the degree of nonen-
zymatic glycosylation during food processing offers a hpghential for the food industry
in order to control the functional properties of food. Theights gained in this work may
offer possibilities to specifically functionalize whey pems and/or select raw materials as
a basis for ,tailor-made* products with defined quality.
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