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1. Problemstellung

Im Zuge der Internationalisierung der Lebensmittelmarkte ist es in den vergangenen Jahren
zu einem erhéhten Angebot an Kaffeegetranken gekommen, die sich von dem herkdmmli-
chen Kannchen Kaffee mit Milch und Zucker unterscheiden. Zu vielen dieser Getranke ge-
hort als Markenzeichen der Milchschaum, der dem Kaffee- oder auch einem Teegetrank eine
leichte, lockere und cremige Note verleiht. Zu den Getranken, die erst durch Milchschaum
ihren Charakter erhalten, gehéren Cappuccino, Latte Macchiato und Chai Latte. Sowohl fiir
die Herstellung in der Gastronomie als auch fir die Milchschaumproduktion zuhause sind
Schaumstabilisatoren und Aufschlagmittel von Vorteil, um die Schaumbildung, die Haltbar-
keit des Schaums Uber die Zeit des Genusses des Getranks und das Aussehen der Schau-
me zu verbessern.

Schaume sind Dispersionen aus einer kontinuierlichen (Flussigkeit) und einer dispersen
(Gas) Phase. Die Schaumbildungseigenschaften von Milch werden durch die enthaltenen
Proteine und ihre Diffusionsgeschwindigkeit, ihrer Adsorption an der Grenzflache, der Entfal-
tung ihrer Tertiarstrukturen an Grenzflachen und ihrer Vernetzung an der Grenzflache be-
stimmt. Die Fahigkeit zur Schaumbildung gehdrt zu den technofunktionellen Eigenschaften,
die Lebensmittel im Rahmen der Produktion, Lagerung und des Verzehrs beeinflussen. Die
technofunktionellen Eigenschaften eines Proteins sind abhangig von Faktoren wie Molmas-
se, Aminosaurenzusammensetzung und —sequenz, Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur,
Oberflachenladung und effektive Hydrophobizitat, sowie von produktionstechnischen Fakto-
ren wie Rohstoffauswahl, Vorbehandlung, Herstellungsverfahren und milieubezogenen Fak-
toren wie beispielsweise lonenart und —konzentration, Denaturierungsgrad und pH-Wert (Lo-
renzen, 2000b).

Milchprotein besteht zu 80% aus Casein und zu 20 % aus Molkenprotein. Die Proteine un-
terscheiden sich in Molmasse, Primar- und Sekundarstruktur und in ihren technofunktionellen
Eigenschaften. Es wird diskutiert, ob die technofunktionellen Eigenschaften von Milchprotein-
fraktionen denen des Gesamt-Milchprotein- bzw. Casein- oder Molkenprotein-Komplexes
Uberlegen sind (Rantamaki et al., 2000; Lorenzen, 2003). NPN-Substanzen, die in der Milch
enthalten sind, konnten aufgrund der enthaltenen kurzkettigen Peptide und Aminosduren die
Schaumbildungseigenschaften beeinflussen (Nielsen, 1997).

Wahrend in der Vergangenheit viele Untersuchungen an reinen Proteinen (Zhu und Damo-
daran, 1994; Dickinson, 1999; Damodaran, 2005) und ihren Hydrolysaten und in jlingster
Zeit auch an Milch (Borcherding, 2004) durchgefihrt worden sind, ist die Gewinnung und
Verschaumung von Milchproteinen und Proteinfraktionen, die in Lebensmittelqualitat im
TechnikummaRstab hergestellt worden sind, bisher kaum untersucht worden. Die Ubertra-
gung eines Verfahrens aus dem Labor- in den TechnikummaRstab bis zur Produktion in gro-
Ren Mengen flhrt oft zu veranderten Parametern im Prozessablauf mit entsprechenden
Auswirkungen auf die technofunktionellen Eigenschaften der Produkte, die dem Umfang der
Produktion angepasst werden muissen.



Die enzymatische Hydrolyse von Proteinen und die Schaumbildungseigenschaften von Pro-
teinen werden in der Literatur positiv korreliert (Caessens, 1999; Tuergeon et al., 1991).
Durch Fraktionierung von Hydrolysaten kann eine Zuordnung der Veranderung von Eigen-
schaften auf Peptide bestimmter Molmassenbereiche versucht werden. Der Einsatz von Hyd-
rolysaten in Milch erscheint sinnvoll fir die Lebensmittelindustrie zur Verbesserung von
technofunktionellen Eigenschaften.

Aus diesem Zusammenhang heraus sollen in der vorliegenden Arbeit folgende aufeinander
aufbauende thematische Bereiche untersucht werden:

1. Gewinnung von angereicherten Proteinfraktionen mit Lebensmittelqualitat im Techni-
kummalstab

2. Enzymatische Modifizierung von Proteinen durch Hydrolyse und Quervernetzung

3. Charakterisierung der Fraktionen und Hydrolysate sowie Prifung der resultierenden
Schaumbildungseigenschaften.



2. Theoretischer Teil
2.1. Milch

Milch ist das Drisensekret der weiblichen Saugetiere. Es dient der Sicherung der Versor-
gung der Neugeborenen mit Nahrstoffen (Lipide, Kohlenhydrate, Proteine, Wasser, Mineral-
stoffe) und Schutzstoffen (Immunglobuline, Lactoferrin, vitaminbindende Proteine) (Topel,
2004).

Die Zusammensetzung von Milch ist abhangig von der Rasse, genetischen Variante, Lacta-
tionsstadium und Gesundheitszustand. Die Zusammensetzung der Milch schwankt auch
durch aulere Einflisse, beispielsweise durch Fitterungs- uns Haltungsbedingungen oder
die jahreszeitlich bedingten Schwankungen im Frischfutteranteil in den Sommer- und Win-
termonaten (Schlimme und Buchheim, 1999; Topel, 2004).

Milch ist nach Definition des Gesetzgebers das Gemelk einer oder mehrerer Kihe, somit
wird der Begriff ,Milch“ ohne weitere Herkunftsbestimmung im Sprachgebrauch und rechtlich
der Kuhmilch gleichgesetzt (Schlimme und Buchheim, 1999). In Tab. 1 ist die durchschnittli-
che Zusammensetzung von Kuhmilch in unseren Breitengraden aufgefiihrt. Im weiteren Ver-
lauf dieser Arbeit wird, wenn nicht anders gekennzeichnet, von Kuhmilch ausgegangen.

Tab. 1: Zusammensetzung von Kuhmilch, Mittelwerte in % (Schlimme und Buchheim, 1999)

Durchschnittlicher Gehalt [%] Schwankungsbreite der Zusammenset-

zung [%]
Wasser 87,0 87,0-89,0
Protein 3,3 2,5-6,0
Fett 4,2 2,0-7,0
Lactose 4.7 3,5-5,5
Asche 0,7 0,5-0,8

Hauptbestandteil der Milch ist Wasser, es dient als Losungs- und Dispersionsmittel fur die
Inhaltsstoffe der Milch. Die Hauptkomponenten der Milch sind Milchproteine (Caseine und
Molkenproteine), Milchfett (Milchfettkligelchen bestehend aus Neutralfetten, Phospholipiden,
Fettkiigelchenhiillenprotein und fettléslichen Vitaminen), Milchzucker (Lactose) und Milchsal-
ze (Topel, 2004).



2.1.1. Milchproteine

Die Proteine in Kuhmilch bestehen aus den beiden Hauptfraktionen der Caseine und der
Molkenproteine. Definiert werden diese wie folgt (Topel, 2004).

Caseine sind der bei pH 4,6 und 20°C unlésliche Milchproteinanteil.
Molkenproteine sind die bei pH 4,6 und 20°C ,léslichen” Milchproteine.

Die Bestandteile der Caseinfraktion sind in Kapitel 2.1.1.1 beschrieben, die Eigenschaften
von Molkenproteinen werden in Kapitel 2.1.1.2 kurz erlautert.

211.1. Zusammensetzung und Eigenschaften der Caseinfraktion

Die Caseinfraktion der Milch setzt sich aus ass-, as2-, B-, k-, und y-Casein zusammen. Die
einzelnen Gruppen kénnen in verschiedene genetische Variationen unterschieden werden.
Die Anteile der einzelnen Caseine an der gesamten Fraktion sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tab. 2: Proteine in der Kuhmilch (Walstra et al., 2006)

Fraktion Milch Protein Molmasse
[9/kd] [%] [g/mol]
Caseinfraktion 26 78,5
ag¢-Casein 10,0 31 ~23.600
as-Casein 2,6 8 ~25.200
B-Casein 9,3 28 23.983
k-Casein 3,3 10 ~19.550
y-Casein 0,8 2,4 ~20.500
Molkenproteine 6,3 19
B-Lactoglobulin 3,2 9,8 18.283
a-Lactalbumin 1,2 3,7 14.176
Serumalbumin 0,4 1,2 66.267
Proteose-Pepton 0,8 2,4 4.000-40.000
Immunglobuline 0,8 24 150.000-900.000
Sonstige 0,8 2,5
Lactoferrin 0,1 86.000
Transferrin 0,1 76.000
Membranproteine 0,6 2 ~
Enzyme ~

agi-Casein besteht aus 199 Aminosauren. Die Primarstruktur zeigt einen extrem polaren,
sauren Abschnitt an den Aminosaureresten 45-89, der durch das Vorkommen mehrerer
Phosphoserinreste zustande kommt und drei ausgepragt apolare, hydrophobe Abschnitte an
den Positionen 1-44, 90-113 und 132-199 (Wong et al., 1996). In Gegenwart von Ca*" bildet



ass-Casein ein unlésliches Calciumsalz (Belitz et al., 2001; Tépel, 2004). Die Molmasse der
genetischen B-Variante betragt 23.614 g/mol. Die Primarstruktur der genetischen Variante A
unterscheidet sich von der B-Variante dadurch, dass die Aminosauren 14-26 im ersten hyd-
rophoben Abschnitt fehlen. Die Varianten C und D unterscheiden sich von Variante A durch
veranderte Aminosauren an Position 192 und 53 der Primarstruktur (Variante C: Pos. 192
Gly, Pos. 53 Thr; Variante D: Pos. 192 Gly, Pos. 53 Ala). ass-Casein enthalt 8,5% Prolinres-
te, eine Sekundarstruktur ist nicht zu erkennen (Wong et al., 1996).

asz-Casein besteht aus 207 Aminosauren. Im Bereich des N-Terminus besteht eine Konzen-
tration anionischer Gruppen, im Bereich des C-Terminus besitzt das Molekil viele kationi-
sche Gruppen. Wie as;-Casein ist es mit Ca®* leicht fallbar, die Konzentration von Ca?* in der
Milch reicht dazu bereits aus (Belitz et al., 2001; Tépel, 2004). Vier genetische Varianten des
asz-Caseins werden heute unterschieden, bei einigen friher festgestellten Varianten hat sich
herausgestellt, dass diese aus Dimeren von genetischen Varianten bestanden (Wong et al.,
1996).

B-Casein A1 besteht aus 209 Aminosauren, man unterscheidet 7 genetische Varianten (A1,
A2, A3, B, C, D, und E.). An Position 1-43 des Molekiils befindet sich ein stark negativ gela-
dener, hydrophiler Teil mit finf Phosphoserylresten, der Ubrige Teil des Molekils (Position
44-209) ist hydrophob und reich an Prolin (geringe Sekundarstruktur, offenkettig). Von allen
Caseinen ist es am besten in Wasser I6slich (Belitz et al., 2001; Tépel, 2004). B-Casein ist
ebenfalls sensitiv gegeniber Calcium-lonen und mit diesen fallbar, bei niedrigen Temperatu-
ren (< 1°C) ist es jedoch als Calciumsalz in Wasser 16slich (Belitz et al., 2001). Aufgrund des
Vorkommens eines hydrophilen und eines hydrophoben Teils wird B-Casein als oberflachen-
aktiver angesehen als andere Caseine (Wong et al., 1996).

K-Casein besteht aus 169 Aminosauren. Es enthalt im Gegensatz zu allen anderen Caseinen
die Aminosaure Cystein und einen Kohlenhydratanteil, der aus drei bis sechs Molekiilen der
Verbindungen Galactose, N-Acetylgalactosamin, N-Acetylglucosamin und N-Acetylneuramin-
saure besteht. Die Kohlenhydrate sind O-glykosidisch iber Threonin in den Positionen 131,
133,135 und 142 an das k-Casein gebunden. Im Gegensatz zu den anderen Caseinen ist k-
Casein unempfindlich gegeniiber Calcium und in der Lage, das zehnfache seiner eigenen
Masse an anderen Caseinen gegenuber Calciumfallung zu schitzen (Belitz et al., 2001). Die
beiden genetischen Varianten A und B unterscheiden sich durch Austausch von Aminosau-
ren (Variante A: Pos. 136 Thr und Pos. 148 Asp; Variante B: Pos. 136 lle und Pos. 148 Ala)
(Wong et al., 1996).

Durch Hydrolyse mit Chymosin wird der mit Kohlenhydraten verbundene, hydrophile Teil
abgespalten (Aminosauren 106-169, Caseinomakropeptid oder Glykomakropeptid), und es
entsteht ein hydrophober Teil (Aminosauren 1-105, para-k-Casein) (Wong et al., 1996). Ca-
seinomakropeptid besitzt vielfaltige physiologische Funktionen, z.B. die Eigenschaft, Chole-
ra- und Escherichia coli-Enterotoxine zu binden und das Wachstum von Bifidus-Bakterien zu
fordern (Brody, 2000).

Durch die Spaltung von B-Casein mit dem milcheigenen Enzym Plasmin (EC 3.4.21.7) ent-
stehen Peptide, die in der Vergangenheit als y-Caseine oder Proteose-Peptone bezeichnet



wurden. Nach neuerer Vereinbarung werden sie nach den Fragmenten bezeichnet (z.B. Alte
Bezeichnung: y4-Casein, neue Bezeichnung: B-Casein B-1P (f29-209)) (T6pel, 2004).

Der pH-Wert der Milch betragt ca. 6,5-6,7 (Schlimme und Buchheim, 1999). Bei diesem pH-
Wert liegen die Milchproteine negativ geladen vor. Der isoelektrische Punkt ist definiert als
der pH-Wert, an dem Aminosauren als dipolare lonen vorliegen. Die Angaben in der Literatur
Uber die isoelektrischen Punkte, d.h. die Punkte, an denen die Caseinfraktionen prazipitie-
ren, sind heterogen (vgl. Tab. 3). Der isoelektrische Punkt von ass-Casein liegt nach der Lite-
ratur unter dem der anderen Fraktionen, die Angaben fur k-Casein sind heterogen (pH 4,1
bis 6,07). Fir as,-Casein kénnen nur zwei Autoren Werte angeben (vgl. Tab. 3), fir 3-Casein
liegen die angegebenen Werte zwischen pH 5,00 und 5,85. Die isoelektrischen Punkte der
Caseine spielen eine grofie Rolle bei der Fraktionierung, da durch Ausfallung am isoelektri-
schen Punkt verschiedene Proteine voneinander getrennt werden kénnen.

Tab. 3: Isoelektrische Punkte der Caseinfraktionen

Literatur ag¢-Casein aso-Casein B-Casein k-Casein
Walstra et al. 45 5,0 4.8 5,6
(2006)

Topel (2004) 4,9-5,0 5,2-5,4 5,1-5,5 5,4-5,6
Fox und McSwee- 4,88-4,97 5,23-5,45 5,07-5,46 5,61-5,9
ney (2003)

Belitz et al. (2001) 4,92-5,35 - 5,20-5,85 5,77-6,07
Wong et al.(1996) 5.1 - 5,3 4,1

Die Caseine der Kuhmilch liegen weitgehend in micellarer Form vor. Die Caseinmicellen ha-
ben Durchmesser von 30-400 nm (durchschnittlich 120 nm, 10® g/mol (Kinsella, 1984)) und
enthalten durchschnittlich 10* Caseinmolekiile sowie anorganische Bestandteile (hauptséch-
lich Calciumphosphat) und geringe Mengen anderer Proteine wie Proteose-Peptone und
Enzyme (Walstra et al., 2006). Micellen enthalten viel Wasser (3,7g H,O/1g Protein (Belitz et
al., 2001)). Die einzelnen Molekiile werden von hydrophoben Bindungen (Calciumphosphat-
bindungen) und Wasserstoffbrickenbindungen zusammengehalten (Belitz et al., 2001). Die
Oberflache der Micellen besitzt eine nicht glatte, leicht ,haarige® Struktur. Dies ist bedingt
durch die k-Casein-Moleklile, die sich eher im Randbereich der Micelle befinden und mit dem
C-terminalen, hydrophilen Ende aus der Micelle herausragen, wahrend das N-terminale En-
de in der Micelle liegt und Uber Calcium- und Calciumphosphatbindungen den Zusammen-
halt der Micelle garantiert (DeKruif und Holt, 2003).

Der Aufbau der Micellen und deren Struktur ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Der derzei-
tige Wissensstand weist auf einen Aufbau aus Submicellen, die Uber Calciumphosphat-
briicken und hydrophobe Wechselwirkungen verbunden sind, hin. Dieses Modell wurde von
verschiedenen Autoren forciert (Walstra et al., 2006) und kritisiert (DeKruif und Holt, 2003).



Gestutzt wird die Theorie der Submicellen von elektronenmikroskopischen Aufnahmen und
dem Nachweis des Zerfalls der Micellen nach Entfernen des Calciums durch Bindung mit
EDTA (Topel, 2004).

Holt (1992) vertritt die Ansicht, dass die Micelle nur durch Interaktionen zwischen den Ca-
seinmolekilen und Calciumphosphat zusammengehalten wird. Das ,Holt-Model* (vgl. Abb.
1) geht davon aus, dass Calciumphosphat in Form von Nano-Clustern vorliegt und die Phos-
phoserylreste die Interaktionspunkte der calcium-sensitiven Caseinmolekiile sind. Da as;-
und as;-Caseinmoleklle mehr als zwei Bindungsstellen haben, kénnen dreidimensionale
Netzwerke zwischen den Clustern entstehen. Dieses Modell wurde von DeKruif und Holt
(2003) verfeinert, sie gehen von einer mehr oder weniger homogenen Proteinmasse aus, die
Calciumphosphat-Nanocluster enthalt. Peptide dienen in diesem Modell als Verbindung zwi-
schen den Calciumphosphat-Strukturen und verbinden so die Micelle.

Abb. 1: Micellen-Modell nach Holt. Nanocluster-Partikel (+) und Polypeptidketten bilden eine
Micelle (DeKruif und Holt, 2003)

Walstra (2006) vertritt die Ansicht, dass Caseinmicellen keine starren Strukturen besitzen,
sondern auf Veranderung von Temperatur, pH-Wert oder lonenstarke mit Veranderungen
der Partikelverteilung und Proportion reagieren. Diese Anderungen sind nach Ansicht des
Autors am leichtesten mit der Existenz von Submicellen zu erklaren, auch das vollkommene
Verschwinden der Micellarstruktur etwa eine Stunde nach dem Laben unterstitzt diese
Theorie.
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Abb. 2: Micellen-Modell nach Walstra (2006)

Beide Modelle werden von Horne (2006) als verworren und unrealistisch bezeichnet, da sie
beide nachgewiesene Eigenschaften der Caseine (z.B. hydrophobe Interaktion zwischen
Caseinen) vernachlassigten. Ein endgultiger Beweis flir die Struktur der Caseinmicellen steht
noch aus.

21.1.2. Zusammensetzung und Eigenschaften der Molkenproteinfraktion

Per Definition sind Molkenproteine die Proteine, die bei pH 4,6 und 20°C nicht ausfallen
(Schlimme und Buchheim, 1999). Der Anteil an Molkenproteinen in Milch betragt etwa 0,6 %
(vgl. Tab. 2). Die Molkenproteinfraktion setzt sich aus a-Lactalbumin (a-LA), B-Lactoglobulin
(B-LG), Blutserumalbumin (BSA), Immunoglobulinen und den Proteose-Peptonen zusammen
(vgl. Tab. 2). Im Gegensatz zu den Caseinen, die in Frischmilch in micellarer Form vorliegen,
haben Molkenproteine, mit Ausnahme der Proteose-Peptone, eine globulare Form. Molken-
proteine sind hitzeempfindlich und denaturieren bereits bei Temperaturen ab 70°C (Walstra
et al.,, 2006), wobei die Tertiarstrukturen der globuldren Molkenproteine entfaltet werden.
Diese Reaktion kann nicht rickgangig gemacht werden, da die nun exponierten funktionellen
Gruppen (-S-S-Gruppen und Thiolgruppen) inter- und intramolekular reagieren und die Wie-
derherstellung der origindren Tertiarstruktur verhindern. Die Hitzedenaturierung ist erforscht:
Die freie Thiolgruppe reagiert mit eine Disulphid-Gruppe, oft auch mit der eines anderen Mo-
lekils und es bilden sich Aggregate (Walstra et al., 2006).

B-Lactoglobulin macht mengenmaRig den groften Teil der Molkenproteine aus (vgl. Tab. 2).
Es besteht aus 162 Aminosauren und hat eine Molmasse von 18.277 g/mol (genetische Va-
riante B). Es sind 5 genetische Varianten bekannt, die sich durch Abweichung einzelner
Aminosaurereste in der Primarstruktur unterscheiden (Alexander et al., 1989; Wong et al.,
1996). Die Sekundarstruktur von B-LG besteht zu 15 % aus a-Helix, 50 % B-Faltblattstruktur
und 15-20 % B-turns (Haarnadelschleifen) (Wong et al., 1996). Aus der hohen Anzahl von (3-
turns ist eine globuldre Tertidrstruktur des Molekuls abzuleiten (Crawford et al., 1973). B-LG
ist in Humanmilch nicht vorhanden (Schlimme und Buchheim, 1999).



Die Saurestabilitat von B-LG ist hoch, erst bei pH-Werten unter 2 denaturiert das Protein. Es
besitzt eine ellipsoide Form und existiert abhangig vom pH-Wert als Monomer, Dimer oder
Octamer (vgl. Abb. 3) (Wong et al., 1996).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Strukturdnderungen von B-Lactoglobulin in Abhéngig-
keit vom pH-Wert (Wong et al., 1996; Gottschalk 2003)

a-Lactalbumin besteht aus 123 Aminosduren mit einer Molmasse von 14.175 g/mol (geneti-
sche Variante B). Bis heute sind drei genetische Varianten bekannt. Rinder-a-LA kann auch
in glykosylierter Form vorkommen (Schlimme und Buchheim, 1999). Das a-LA-Molekul hat
eine ellipsoide Form und ist am isoelektrischen Punkt (pH-Wert 4-5) unléslich. a-LA bindet
Calcium, hat jedoch auch eine hohe Affinitdt zu anderen Metallionen (Zink, Mangan, Cad-
mium, Kupfer, Aluminium) (Wong et al., 1996).

Rinderserumalbumin kommt in der Milch nur in geringen Mengen vor (vgl. Tab. 2). Es tritt
wabhrscheinlich durch ungewollte Offnungen aus dem Blut in die Milch Uber. Es ist ein grokes
Molekul im Vergleich mit den Caseinen und Molkenproteinen (Molmasse 66.267 g/mol) und
besitzt viele funktionelle Gruppen (eine SH- und 17 Disulfidbindungen) (Walstra et al., 2006).

Immunglobuline sind Antikdrper, die im Blut als Abwehrstoffe auf Antigene hergestellt wer-
den. Sie sind groRRe Glykoprotein-Molekiile heterogener Komposition. In Milch kommen vor
allem die Immunglobuline A (IgA), G (IgG) und M (IgM) zur Immunisierung des Neugebore-
nen Uber die Erndhrung vor. Die Immunglobuline G haben eine Molmasse von 150.000
g/mol, sie bestehen aus 4 Molekilketten, die Uber Wasserstoffbriicken, hydrophobe Wech-
selwirkungen und elektrostatische Anziehungskrafte zusammengehalten werden. IgM sind
grolRere Molekule (Molmasse 900.000 g/mol), die aus funf IgG-ahnlichen Einheiten beste-
hen. Sie kdnnen gegen Polysaccharide durch Ausflockung angehen, z.B. gegen Bakterien
oder Viren (Agglutination). Diese Reaktionen haben bei einem pH-Wert von 5,5 bis 7,0 ihr
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Optimum. Bei niedrigeren Temperaturen als der Kérpertemperatur (<37°C) prazipitieren eini-
ge Immunglobuline und sind nicht mehr funktionsfahig (Walstra et al. 2006).

Rinderlactoferrin erfillt in der Milch die Funktion eines Eisenspeichers und Bakterieninhibi-
tors (Bacillus stearomophilus, Bacillus subtilis u.a.). Durch die Entfernung eines Fe*'-lons
aus dem Bakterium wird es am Wachstum gehindert und die Wirksamkeit inhibiert. Das dem
Bakterium entzogene Eisen kann gespeichert werden (Walstra et al., 2006; Wong et al.,
1996). Lactoferrin ist gegen Proteolyse weitgehend unempfindlich. Mit Trypsin und Chymot-
rypsin kénnen nur einige groRRe Bruchstiicke hergestellt werden, besonders in eisen-
beladener Form ist Lactoferrin nur geringfligig hydrolisierbar. Es kann so den Magen und
Dinndarm des Saugers unbeschadigt passieren und mdgliche Aufgaben im Gastrointesti-
naltrakt wahrnehmen. In vivo-Beweise flir die biologische Relevanz von Lactoferrin im Korper
stehen derzeit noch aus (Lénnerdal, 2003).
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2.2. Schaume im Lebensmittelbereich und Milchschaume

Schaume sind im Lebensmittelbereich vielfach vorhanden, viele Lebensmittel erhalten ihre
charakteristischen Merkmale durch Schaum. Luftblasen enthaltende Lebensmittel sind seit
Jahrhunderten bekannt (Bier, Baiser-Gebacke) (Campbell und Mougeot, 1999). Schaume in
Lebensmitteln sind sowohl in flissiger Form (Getranke: z.B. Bier, Sekt und Schaumwein,
Getranke mit Kohlensaure; Milchprodukte: z.B. geschlagene Sahne, Eiskrem, Pudding,
Milchshake) als auch in getrockneter oder gegarter Form (Baiser, Soufflé, luftige Omeletts,
Biskuits) vorhanden.

Die Einbringung der Luft geschieht auf sehr unterschiedliche Weise. Wahrend in Bier die
Luftblasen durch Fermentation mit Hefen entstehen, gibt es auch die Mdglichkeit aufzu-
schlagen oder zu schitteln (Sahne, Milchshake), Luft einzukneten (Teig), Gas einzuleiten
(Kohlensaurehaltige Limonaden), etc. (Campbell und Mougeot, 1999).

Far die Produktion von Milchprodukten werden verschiedene Methoden zur Einbringung von
Luft verwendet. Sahne wird aufgeschlagen, Milchshakes werden geschiittelt oder aufge-
schlagen, Spruhsahne wird durch die Einleitung von Gas (Stickstoff) verschaumt, Eiskrem
wird unter Druck aufgeschlagen und Milchschaum wird aufgeschlagen (z.B. ,Aerolatte“) oder
durch Einleitung von Dampf verschaumt (Cappuccinomaschinen mit Dampfdise).

Schaume sind Systeme, die aus zwei Phasen bestehen, dabei ist eine Phase (Luft) in der
anderen Phase (Flissigkeit) dispergiert. Ahnlich wie bei Emulsionen wird die Dispersion der
unmischbaren Phasen durch Stoffe gestarkt, die die Dispergierung dieser beiden Phasen
unterstitzen. Dazu mussen diese Molekile Strukturen besitzen, die sowohl einen hydrophi-
len Teil, der sich zur wassrigen Phase orientiert, als auch einen hydrophoben Teil, der sich
der dispergierten Phase zuwendet, besitzen. Ahnlich wie ein Emulgator verhindert die
schaumfordernde Substanz, dass sich die Dispersion in ihre Phasen trennt.

Die technofunktionellen Eigenschaften eines Proteins sind abhangig von proteinogenen Fak-
toren wie Molmasse, Aminosaurenzusammensetzung und —sequenz, Sekundar-, Tertiar- und
Quartarstruktur, Oberflachenladung und effektive Hydrophobizitat, sowie produktionstechni-
schen Faktoren wie Rohstoffauswahl, Vorbehandlung, Herstellungsverfahren und milieube-
zogenen Faktoren wie beispielsweise lonenart und —konzentration, Denaturierungsgrad und
pH-Wert (Lorenzen, 2000b).

Es ist in Bezug auf Schaumbildungseigenschaften wichtig, zwischen der Fahigkeit, einen
Schaum zu bilden und der Fahigkeit zur Stabilisierung zu unterscheiden. Die Eigenschaft als
Schaumbildner ist besonders durch die Fahigkeit gekennzeichnet, die Oberflachenspannung
der flussigen Phase zu senken um zu verhindern, dass diese den energetisch glnstigsten
Zustand mit der geringsten Oberflache erreicht (Darewicz et al., 2000). Ein geeignetes Subs-
trat muss in der Lage sein, aus der fliissigen Phase an die Grenzflache zu gehen, durch Ent-
faltung die hydrophilen bzw. hydrophoben Gruppen zu exponieren und so die Grenzflache zu
vergrofRern (Caessens, 1999a). Wahrend (3-Casein als sehr hydrophobes Casein und damit



12

als zur Schaumbildung geeignet gilt, ist die Stabilitat eines mit f-Casein gebildeten Schaums
nicht so hoch wie beispielsweise eines Schaums mit BSA (Phillips, 1981).

Der Stabilitat des Schaums wirken die Destabilisierungsmechanismen entgegen (Darewicz
et al., 2000; Prins, 1986):

Koaleszenz: Der Begriff Koaleszenz beschreibt das ,Zusammenwachsen® von Luft-
blasen im Schaum, das Resultat ist eine geringere Anzahl von Luftblasen und eine
Zunahme der BlasengrofRe. Koaleszenz wird bestimmt durch die Stabilisierung der
Membran durch grenzflachenaktive Substanzen. In Milchschaum hat ein geringer An-
teil an freiem Fett eine destabilisierende Wirkung auf die Lamellen durch eine film-
verdinnende Wirkung. Wird die Lamelle zu diinn, kollabiert sie und die Blasen wach-
sen zusammen.

Disproportionierung (Ostwald ripening): Der Begriff Disproportionierung beschreibt
den Gastransport von kleineren Blasen durch die Lamelle in groRere Blasen aufgrund
des Konzentrationsgradienten, da die kleinere Blase einen hdheren Innendruck be-
sitzt als die groRere. Die kleinere Blase wird dadurch noch kleiner, die groRere Blase
groflier. Der Druckunterschied zwischen Aul3enseite und Innenseite wird grofer und
bewirkt, dass die kleine Blase vergeht.

Drainage: Der Begriff Drainage beschreibt im Polyederschaum die Drainage der
Flussigkeit aus der Blasenlamelle als Resultat der Balance zwischen der Erdanzie-
hungskraft und dem Kapillardruck.

Creaming: Der Begriff creaming beschreibt das ,Aufrahmen” von Blasen, d.h. das
Aufsteigen von Blasen aufgrund von unterschiedlichen Dichten in der dispersen und
der stationaren Phase.

Stoffe, die die Destabilisierung des Schaums verlangsamen, werden als Schaumstabilisato-
ren bezeichnet. Der Einsatz von Proteinen zur Erhdhung der Aufschlagfahigkeit als auch der
Stabilisierung von Schaumen wird in der Literatur beschrieben (Caessens et al., 1997; Da-
vies und Law, 1983; Davis et al., 2005; Kilara und Panyam, 2003).

Es werden zwei Arten von Schaumen unterschieden, einerseits der sog. Kugelschaum, der
seinen Namen von der Kugelform der Blasen hat und andererseits der sog. Polyederschaum
(vgl. Abb. 4). Wenn nur wenig Gas in einer Flussigkeit dispergiert ist, so kdbnnen die Blasen
ihre optimale Kugelform annehmen (Prins, 1991).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Schaumarten Kugelschaum (links) und Polyeder-
schaum (rechts) mit Honig-Waben-Struktur (Prins 1991)

Die energetisch optimale Form flr Gasblasen ist rund, weshalb sie immer zur runden Form
tendieren, wenn die Umgebung es zulasst (Campbell und Mougeot, 1999). Sobald die Bla-
senanzahl zunimmt und die Blasen direkt aneinander stof3en, werden sie in eine Polyeder-
form gepresst (vgl. Abb. 5). Sie bilden eine honigwaben-artige Struktur aus. In einem idealen
Polyederschaum stehen die Blasen in einem Winkel von 120° zueinander und in dem ent-
stehenden Zwischenraum sammelt sich Flissigkeit (Prins, 1991).
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Abb. 5: Schaumarten: Kugelschaum aus Milch (links, frisch aufgeschlagen) und zum Polye-
derschaum tendierender Schaum (rechts, nach 20 Minuten). Eigene Aufnahmen.

Proteine als schaumfordernde und schaumstabilisierende Substanzen wurden bereits in der
Mitte des letzten Jahrhunderts untersucht. Ansbacher et al. (1934) zeigten, dass in Schaum
von Magermilch mehr stickstoffenthaltende Bestandteile als in der Milchphase sind. Aufgrund
des Gesetzes von Gibbs und Thomson, das besagt, dass sich alle Substanz, die Oberfla-
chenspannung herabsetzt, an der Oberflache versammelt, wurden die stickstoffenthaltenden
Substanzen der Milch als schaumbildende Substanzen benannt (El-Rafey und Richardson,
1944).

Faktoren, die die Herabsetzung der Oberflachenspannung beeinflussen, sind Molmasse,
Struktur, Ladung und die Verteilung der Ladung innerhalb des Molekuls sowie das Vorkom-
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men von hydrophoben und hydrophilen Molekiilteilen. Temperatur, pH-Wert und lonenstarke
des Mediums spielen eine wichtige Rolle fur die Eigenschaften des Proteins (Darewicz et al.,
2000).

Das Protein richtet sich mit den eher hydrophoben Abschnitten in Richtung der Gasphase
aus, die hydrophilen Teile orientieren sich zur wassrigen Phase des Schaums (Prins, 1991).
Da die hydrophoben Abschnitte im globularen Milchproteinmolekul meist im Inneren des Mo-
lekdls liegen, missen die Proteine entfaltet werden, um die Abschnitte an den Grenzflachen
zu exponieren (Damodaran, 2005). Die Entfaltung des Proteins erfolgt nach der Diffusion
und Adsorption an der Grenzflache. Die Entfaltung ist abhangig von Temperatur, pH-Wert,
lonenstarke und Proteinkonzentration. Bei hoher Proteinkonzentration kann die Grenzflache
schon vollstandig von Proteinmolekiilen besetzt sein, bevor es zu einer Entfaltung kommt
(Walstra und de Roos, 1993). Flexible Proteine wie (3-Casein adsorbieren schneller an der
Oberflache als globulare (z.B. B-Lactoglobulin), da die Denaturierung und Auffaltung des
globularen Proteins mehr Energie bendtigt als die Auffaltung eines flexiblen Molekiils (Gra-
ham und Phillips, 1976). Eher lineare Molekiile wie 3-Casein bilden einen Monolayer an der
hydrophoben Grenzflache aus. Globuldre Molekule bilden ebenfalls eine monomolekulare
Schicht aus, die Molekile sind jedoch nicht vollstandig entfaltet und bilden Interaktionen
(elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoff- und Disulfidbricken).
Aus der Verbindung der globularen Molekile ergibt sich eine hohere Stabilitat des Schaums
(Dickinson, 2003).

Dickinson (1999) beschreibt B-Casein und B-Lactoglobulin als bessere Schaumbildner als
Ovalbumin oder Lysozym, gemessen am Schaumvolumen und der Feinheit der Blasen. Er
begriindet die héhere Schaumbildungskapazitat der beiden Milchproteine mit deren Fahig-
keit, die Ausdehnung der Grenzflache zu unterstiitzen, indem sie sich an der neu entstande-
ne Grenzflache festsetzen.

Eine partielle Hitzedenaturierung kann bei Molkenproteinen die Schaumbildungsfahigkeit
erhdhen, die Oberflachenhydrophobizitdt nahm in Untersuchungen von Zhu und Damodaran
(1994) durch Hitzedenaturierung zu, wie auch der hydrophobe Charakter des Molekils. Ma-
ximale Stabilitdt von Schaumen wird in der Studie durch die Erhéhung der Proteinpolymere
erreicht.

Durch die Spaltung von intramolekularen Disulfidbindungen im BSA-Molekil wurde gezeigt,
dass sich die Eignung als Schaumbildner deutlich verbessern kann. Ebenso ist die Ladung
des Molekiils von Bedeutung: Mit der Anderung der pH-Werts kann sich die Eignung eines
Proteins zur Schaumstabilisierung verandern (Damodaran, 2005).

Die Flexibilitdt des Moleklls spielt eine wichtige Rolle. Yu et al. (1991) und Damodaran
(2005) untersuchten in einer Studie die Veranderung der Schaumbildungseigenschaften von
BSA und fanden heraus, dass eine partielle Spaltung der Disulfidbindungen eine Verbesse-
rung der Schaumbildungseigenschaften hervorruft. Die dadurch entstandene Mischung aus
Flexibilitdt und Steifheit scheint bei diesem Molekll gute Schaumbildungseigenschaften her-
vorzurufen.

Damodaran (2005) stellt einen Zusammenhang zwischen der Oberflachenhydrophobizitat
eines Proteins und dessen Eignung als Emulgator her, ein Zusammenhang zwischen hoher
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Oberflachenhydrophobizitat und der Eignung als Schaumstabilisierende Ingredienz kann
jedoch nicht bestatigt werden. Vielmehr wird ein Zusammenhang zwischen der gesamten,
d.h. der durchschnittlichen Hydrophobizitat des Molekils und dessen Eignung als Schaum-
stabilisator hergestellt (Townsend und Nakai, 1983).

Foegeding et al. (2006) sprechen der Oberflachenhydrophobizitat eine groRe Rolle fir die
Eignung eines Proteins als Schaumbildner zu. Durch die oberflachliche Hydrophobizitat war-
de sich das Molekul an der Grenzflache ausrichten und durch diesen ersten Kontakt wirde
sich das Molekil entfalten und weitere hydrophobe Abschnitte in der Molekulstruktur freige-
ben (Graham und Phillips, 1979).

Die Eigenschaft vieler Proteine, die Oberflachenspannung deutlich herabzusenken, wird von
Foegeding et al. (2006) als eine der wichtigsten in der Beurteilung der Eignung von Pro-
teinen als Schaumbildner betrachtet. Dabei ist fur die Autoren nicht nur die absolute Verrin-
gerung der Oberflachenspannung von Bedeutung, auch die geringe Zeit, die Proteine beno-
tigen, um die Gleichgewichtsoberflachenspannung herzustellen, ist von groRer Bedeutung.

Das Vorhandensein von Kohlenhydraten, Fetten und sonstigen Milchinhaltsstoffen in der
Lésung, die zu Schaum aufgeschlagen wird, beeinflusst die Schaumstabilitat. Phospholipide
konkurrieren mit den Proteinen an der Grenzflache. Aufgrund der Neutralisierung der Pro-
teine durch lonen ist eine Erh6hung der lonenstarke der Schaumbildung nicht forderlich. Die
Proteine bilden mit den lonen Aggregate und die Disproportionierung wird beschleunigt. Zu-
cker erhohen die Stabilitdt von Schaumen durch eine Erhdhung der Viskositat der Losung,
die Schaumbildung wird durch das Vorhandensein von Zuckern in der Lésung nicht verbes-
sert (Damodaran, 2005).

Zur Verschaumung der Proteine werden verschiedene Methoden verwendet. Roman und
Sgarbieri (2006) verwenden einen Shaker und transferieren den Schaum nach dem Schau-
men in einen Messzylinder. Drainage und Overrun werden gemessen, die Schaumstabilitat
wird nach Patel et al. (1988) bestimmt. Nachteile dieser Methode sind die Vernachlassigung
der Tatsache, dass sich Schaume an der Glaswand des Zylinders langer halten als mittig,
eine Volumenmessung erscheint dadurch ungenau und die Zeit, die bis zur ersten Messung
vergeht (Transfer des Schaums), wird nicht beschrieben.

Waniska und Kinsella (1979) entwickelten einen Apparat zum Aufschaumen von Lésungen
durch Einleitung von Gas (Stickstoff). Dieses Verfahren der Aerationsmethode nutzen auch
andere Autoren (Martin-Diana et al., 2006; Trziszka, 1986; Yankov und Panchev, 1996; Yu
und Damodaran, 1991). Andere Autoren nutzen diesen Apparat mit Luft (Borcherding, 2004;
Townsend und Nakai, 1983). Sie messen die zeitabhangige Entstehung und/oder den zeit-
abhangigen Zerfall von Schaum.

Caessens et al. (1997) erzeugten den Schaum von Hydrolysatldsungen mithilfe eines Flugel-
rades. Gemessen werden Overrun und Stabilitat (Volumen nach 15 bzw. 60 Minuten). Da die
Proteine nicht in wassriger Losung sondern in Puffer mit Natriumchlorid angesetzt wurden,
sind die Ergebnisse auch nur mit Ergebnissen von Versuchen mit ahnlichen Systemen ver-
gleichbar.
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Davis et al. (2004) nutzt zur Charakterisierung von Molkenproteinisolat-Schaumen einen
Kidchenmixer. Neben der Messung der Oberflachenspannung der Lésungen wurden rheolo-
gische Messungen durchgefihrt, in deren Ergebnissen starke Diskrepanzen festgestellt wur-
den. Ahnliche Mixgerate werden ebenfalls von Luck et al. (2001) und Pernell et al. (2002)
benutzt.

Aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Aufschdumverfahren sind die in der Literatur
beschriebenen Ergebnisse nur in der Tendenz vergleichbar, absolute Werte sind zwischen
den Studien kaum vergleichbar.

Borcherding (2004) entwickelte einen Messplatz zur Charakterisierung von Milchschdumen,
der sich der Aerationsmethode mittels Luft zum Aufschaumen von Milch bedient. Die Metho-
dik zum reproduzierbaren Aufschdumen von Milch zeichnet sich insbesondere dadurch aus,
dass kaum mechanische Energie eingebracht wird. Die Adsorption der Proteine ist also prin-
zipiell von ihrer Grenzflachenaktivitat abhangig.
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2.3. Fraktionierungsverfahren fiir Milchproteine

Fraktionierungsverfahren dienen der Trennung von Milchproteinen in ihre Fraktionen. Das
Interesse an den Milchproteinfraktionen begriindet sich in den gegentber dem Proteinkomp-
lex variierenden Eigenschaften der Milchproteinfraktionen. Die einzelnen Milchproteine un-
terscheiden sich untereinander in ihren chemischen (z.B. isoelektrischer Punkt, Hydrophobi-
zitdt) und technofunktionellen (z.B. Wasserloslichkeit, Emulgierverhalten, Wasserbindung)
Eigenschaften. Um diese Eigenschaften durch Einsatz in Lebensmitteln auszunutzen, sind
moglichst reine Fraktionen notwendig, die in Lebensmittelqualitat im Technikummalstab
hergestellt werden kénnen.

Der allgemein andauernde Trend zu Lebensmitteln mit gesundheitsférdernder Wirkung, sog.
.Functional Food, fuhrt zu steigender Nachfrage nach funktionellen Stoffen und effektiven
und kostenglinstigen Verfahren zur Herstellung dieser Substanzen. So wirkt B-Lactoglobulin
z.B. antioxidativ und Retinol-bindend, a-Lactalbumin antikanzerogen und Lactoferrin und
Laktoperoxidase antimikrobiell (Roos und Schrezenmeir, 2006). Sowohl aus Caseinen als
auch Molkenproteinen lassen sich Peptide herstellen, die bioaktive Funktionen im Korper
haben. Sowohl schiitzende als auch verdauungsregulierende Wirkungen sind in Studien
nachgewiesen worden (Korhonen, 2002; Silva und Malcata, 2005).

Die geschichtlich altesten Verfahren zur Fraktionierung von Milchprotein sind die Labgerin-
nung und die Sauregerinnung. Sie werden seit Jahrhunderten zur Trennung der Molkenpro-
teine von den Caseinen eingesetzt. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Gewinnung von
Casein, das als Rohstoff fur die Kédse- und Quarkherstellung eingesetzt wurde. Das Verfah-
ren der Labfallung wird in der Kasebruchherstellung eingesetzt, durch Labung werden Ca-
seine von den Molkenproteinen und Caseinomakropeptid getrennt. Da die Caseine bei die-
sem Vorgang koagulieren und die Molkenproteine in die flissige Phase Ubergehen, ist eine
Trennung in Casein einerseits und SuRmolke (Molkenproteine und Caseinomakropeptid)
andererseits moglich (Tépel, 2004).

Die Herstellung von Sauermilchprodukten beruht auf Milchsaurefermentation mit Milchsaure-
bakterien (z.B. die Gattungen Lactobacillus und Lactococcus). Die Milchsaurebakterien stel-
len bei der Verstoffwechselung von Lactose Milchsaure her, die sie abgeben und so den pH-
Wert absenken. Bei einem pH-Wert von 4,6 koagulieren die Caseine und kdnnen von der
entstehenden Sauermolke getrennt werden (Belitz et al., 2001).

In den letzten Jahrzehnten wurden Membrantrennverfahren zur Trennung von micellarem
Casein und von nativem Molkenprotein entwickelt, die heutzutage eingesetzt werden. Memb-
rantrennverfahren zeichnen sich durch die groflen Mengen, die verarbeitet werden kénnen,
aus. Aufgrund der unterschiedlichen Molmasse und Tertidrstruktur kénnen Proteine unter-
schiedlicher Gréke voneinander getrennt werden (vgl. Tab. 4). Durch Mikrofiltration von Ma-
germilch ist es moglich, ,native® Caseinkonzentrate herzustellen (Porengroe (NMWCO)
0,1um) (Kersten und Henrichs, 2000; Schlimme und Buchheim, 1999).
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Tab. 4: Relative Gr6Be und Molmasse verschiedener Partikel in Milch (veréndert nach (Vive-
kanand et al., 2004))

Protein Groflenordnung [um] Molmasse
Casein Micelle 0,03-0,3 400.000-2.000.000
a-Lactalbumin 0,003-0,006 14.147
B-Lactoglobulin 0,003-0,006 18.362
Rinderserumalbumin (BSA) 0,003-0,006 69.000
Immunglobuline 0,005-0,01 150.000-900.000
Lactoferrin 0,009 78,000

Bei der Mikrofiltration von Magermilch wird im Permeatstrom die so genannte ,ldeale Molke*
gewonnen. Sie enthalt kein Caseinomakropeptid und besitzt eine hohe Reinheit an Molken-
proteinen (Bacher und Konigsfeldt, 2000). Aufgrund der Reinheit wird sie als ideales Aus-
gangsmaterial fir die weitere Fraktionierung von Molkenproteinen angesehen (Maubois et
al., 2001).

2.3.1. Fraktionierung von Caseinen

Caseinfraktionen kénnen durch Membranverfahren nicht getrennt werden, weil die Unter-
schiede in der Molmasse zu gering sind. Die Trennung einzelner Caseinfraktionen voneinan-
der kann durch chromatographische Methoden erfolgen. Sowohl durch lonenaustausch- und
Grolienausschlusschromatographie als auch durch Chromatographie nach Hydrophobizitat
kann die Trennung in die einzelnen Caseine erfolgen (Syvaoja, 1992). Nachteil der chroma-
tographischen Methoden sind die geringen Mengen, die mit hohem Kostenaufwand herges-
tellt werden und die Verwendung von Puffern und Laufmitteln, die fir den Einsatz im Le-
bensmittel nicht geeignet sind. Die Entwicklung von chromatographischen Verfahren, die
lebensmitteltaugliche Laufmittel verwenden, kann nicht Gber den geringen Umfang einer de-
rartigen Produktion hinweghelfen (Turhan et al., 2003).

Zur rein physikalischen Anreicherung von B-Casein einerseits und der Ubrigen Caseine an-
dererseits sind in der Literatur verschiedene Verfahren beschrieben worden. Viele Verfahren
zur Anreicherung von (B-Casein beruhen auf dem Prinzip, dass p-Casein in Milch bei kalten
Temperaturen (0-5°C) teilweise in nicht-micellarer Form vorliegt und aus den Micellen in Lo-
sung gehen kann (Downey und Murphy, 1970). Pierre und Brule (1981) beschreiben, dass
der Teil des p-Caseins, der in Losung geht, nur durch hydrophobe Bindungen an die Micellen
gebunden ist, im Gegensatz zu dem Uber Phosphoserinbriicken gebundenen B-Casein.
Durch Kihlung (<5°C) werden die hydrophoben Bindungen geldst, ein Teil des p-Caseins
(etwa 7% des gesamtem Caseins) geht in das Milchserum. Es entsteht ein Gleichgewicht
zwischen dem geldsten und dem Uber Phosphoserinbriicken gebundenen Casein, das sich
in Richtung des geldsten Caseins verschiebt, wenn die Proteinkonzentration abnimmt (Dow-
ney und Murphy, 1970).
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Das von Ward und Bastian (1996) entwickelte Verfahren zur Gewinnung von B-Casein geht
von der Ausgangssubstanz Calciumcaseinat aus, das durch Lab gefallt, gekuhlt und zentri-
fugiert wird. Der Uberstand wird auf 30°C gewarmt, um B-Casein zu préazipitieren. Die Aus-
beute betrug abhangig von der Kuhlzeit 55-58,5%, im Technikumversuch nahm sie stark ab
(keine Zahlen vorhanden). Die Reinheit wird Gber Aminosaurenanalyse erfasst und nicht
prozentual gekennzeichnet, jedoch als sehr rein bezeichnet.

Pouliot et al. (1994) gewinnen mit einer ahnlichen Methode 90% des enthaltenen -Caseins
(Ausbeute) in angereicherter Form, die Reinheit liegt aber nur bei 48% p-Casein.

LeMagnen und Maugas (1991/1995) lielen sich eine Methode patentieren, die auf der Dis-
soziation von B-Casein aus der Micelle bei kiilhlen Temperaturen beruht. Das Verfahren geht
von Labcasein aus. Nach Suspension des Labcaseins wird die Suspension gekuhlt und ge-
sauert. 3-Casein bleibt im flissigen Anteil, wahrend as-Casein und k-Casein ausfallen. An-
schlielRend erfolgt ein Dekantier- oder Zentrifugationsschritt, das B-Casein aus der fllissigen
Phase wird durch Gefriertrocknung gewonnen. Dieses Verfahren erscheint aus lebensmittel-
technologischer Sicht am sinnvollsten, da hier mit geringem Aufwand (einzige Zutaten: Sau-
re, Lauge und Lab) gro3e Mengen verarbeitet werden kdénnen.

Huppertz et al. (2006) entwickelten ein Verfahren, dass auf die Suspension von Labcasein
durch die Zugabe von Lauge verzichtet. Die Gewinnung erfolgt durch Inkubation der Sus-
pension bei kilhlen Temperaturen und anschlielender Zentrifugation. Durch anschlielende
Gefriertrocknung wird das p-Casein gewonnen. Die Ausbeute betragt lediglich 20% des B-
Caseins in Milch.

Ein Verfahren zur B-Casein-Gewinnung mittels Ultrafiltration wurde von Murphy und Fox
(1991) verdéffentlicht. Durch Ultrafiltration bei niedrigen Temperaturen wird das dissoziierte -
Casein von dem micellaren Casein getrennt. Nach anschlieBender pH-Wert-Einstellung und
Gefriertrocknung kann das -Casein erhalten werden. Die Ausbeute von 14% wird von den
Autoren als zu niedrig eingestuft, um eine industrielle Herstellung und Verwendung attraktiv
zu machen.

2.3.2. Fraktionierung von Molkenproteinen

Die im Lebensmittelbereich technologisch nutzbaren Verfahren zur Fraktionierung von Mol-
kenproteinen basieren darauf, dass eine der Majorfraktionen (a-Lactalbumin oder [-
Lactoglobulin) ausgefallt oder hydrolysiert wird, wohingegen die andere in Lésung verbleibt.

Die Peptische Hydrolyse von a-LA ist eine Verfahrensweise, die zu relativ reinem B-LG fuhrt.
Wahrend natives B-LG gegen die Hydrolyse mit Pepsin resistent ist, wird a-LA hydrolysiert.
Durch Ultrafiltration kann B-LG von den entstandenen Peptiden getrennt werden (Konrad et
al., 2001; Konrad und Lieske, 1997).

Pearce (1983) entwickelte ein Verfahren zur Fallung aller Molkenproteine mit Ausnahme von
B-LG. Das Verfahren beruht darauf, dass a-LA eine hohere Affinitat zur Aggregatbildung mit
Serumalbumin (BSA) und den Immunoglobulinen (IG) aufweist als p-LG. Die Aggregation
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beginnt bereits ab 55°C, obwohl die Denaturierungstemperatur des a-LA mit ungefahr 65°C
angegeben wird. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass eine Sauerung auf pH
4,2 (pl a-La 4.2-4.8) und eine Erhitzung auf 55°C flir maximal 30 Minuten ausreichen muss-
ten, um eine partielle Fraktionierung in Aggregaten aus a-Lactalbumin, Blutserumalbumin
und Immunoglobulinen einerseits und l6slichem [-Lactoglobulin andererseits zu erzielen.
Das von Pearce (1983) beschriebene Verfahren wurde von Outinen et al. (1996) mit anderen
Verfahren zur Molkenproteinfraktionierung verglichen. Die hohe Reinheit der B-LG-Fraktion
wurde als Vorteil des Verfahrens eingeschatzt, die Gewinnung des a-LA als aufwandig ein-
gestuft. Die Eigenschaften der Produkte a-LA und B-LG aus den verglichenen Verfahren
wurden ebenfalls von finnischen Forschergruppen untersucht (Rantamaki et al., 2000; Tos-
savainen et al., 1998). Dabei wurde festgestellt, dass das Verfahren nach Pearce (1983) die
Schaumbildungseigenschaften der Fraktionen positiv beeinflusst.

Wahrend Pearce (1983) als Ausgangsmaterial Kasemolke benutzt, favorisieren Maubois et
al. (2001) das Permeat aus der Mikrofiltration von Magermilch, das sie auch als ,ldeale Mol-
ke“ bezeichnen, als Ausgangsprodukt. Aufgrund der geringen Vorbehandlung und geringen
chemischen Veranderungen z.B. durch Maillard-Reaktion erscheint es den Autoren als das
geeignetste Material zur Fraktionierung. Die Ausbeute an ,ldealer Molke® ist bei der Mikrofil-
tration von Magermilch geringer als die von Caseinkonzentrat. Der Aufwand der Herstellung
ist hoch. Der Einsatz der ,Idealen Molke" als Ausgangsmaterial ist zuklinftig nur dann sinn-
voll, wenn das Caseinkonzentrat in der Kaseherstellung eingesetzt werden kann. In diesem
Falle ware die Gewinnung von Fraktionen aus dem ,Abfallprodukt® der Caseingewinnung
sinnvoll.

Die Verwendung von Molkenproteinkonzentrat und Molkenproteinisolat zur Fraktionierung
von Molkenproteinen fihrt im Vergleich mit Molke zu besseren Prazipitierungsergebnissen
(Lucena et al., 2007). Aufgrund der hdheren Proteinkonzentration kann das Prazipitat durch
Zentrifugation abgetrennt werden. Die geringe Prazipitatmenge bei Molke erschwert den
Trennvorgang zwischen den Phasen und erscheint deshalb als ungeeigneteres Ausgangs-
material.
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2.4. Hydrolyse von Milchproteinen und Schaumbildung hydrolysierter Milchproteine

Enzyme sind Biokatalysatoren. Alle bisher isolierten Enzyme gehoren zur Stoffklasse der
Proteine. Sie bewirken eine Verminderung der Aktivierungsenergie der von ihnen katalysier-
ten chemischen Reaktion. Sie beschleunigen die Gleichgewichtseinstellung, sind jedoch oh-
ne Einfluss auf die Gleichgewichtslage.

Enzyme werden nach der Reaktion, die katalysiert wird, in sechs Klassen eingeteilt. Proteo-
lytische Enzyme, also Enzyme die Peptidbindungen spalten, gehoéren zur Klasse der Hydro-
lasen. Man unterscheidet Exopeptidasen, die Proteinketten vom Ende angreifen und einzel-
ne Aminosauren oder Dipeptide abspalten und Endopeptidasen (Peptidasen), die Peptidbin-
dungen angreifen, die nicht am Ende einer Peptidkette liegen (Belitz et al., 2001). Zur Ge-
winnung von Peptiden unterschiedlicher Kettenlange werden Endopeptidasen verwendet.

Eine weitere Unterscheidung erfolgt Uber eine Unterteilung nach den Gruppen im aktiven
Zentrum. Serinpeptidasen besitzen im aktiven Zentrum einen Serin- und einen Histidinrest,
sie sind in einem pH-Bereich von 7-11 aktiv. Zu dieser Gruppe gehéren Chymoptrypsin A, B
und C, a- und B-Trypsin, Plasmin und einige durch Bakterien und Pilze produzierte Enzyme
(z.B. Subtilisin Carlsberg aus B. licheniformis). Cysteinpeptidasen besitzen im aktiven Zent-
rum einen Cysteinrest. |hr Aktivitatsbereich liegt zwischen pH-Werten von 4,5 bis 10, das
Optimum bei pH 6 bis 7,5. Cysteinproteinasen sind z.B. Papain und Bromelain. Asparaginp-
roteasen besitzen Asparaginsdurereste im aktiven Zentrum. Das pH-Optimum kann im stark
sauren Bereich (z.B. Pepsin, pH 2 bis 4) oder im schwach sauren bis neutralen Bereich lie-
gen. Metallhaltige proteolytische Enzyme sind im Bereich von pH 6 bis 9 wirksam und ihre
Spezifitat ist gering. Die zu dieser Gruppe zahlenden Enzyme (z.B. Prolidase und Prolinase)
enthalten Zn®* oder Mn?* im aktiven Zentrum (Belitz et al., 2001).

Die Proteolyse von Milchproteinen ist flir die Schaumbildung interessant, da durch die Spal-
tung der Peptidketten der Milchproteine mittel- und kurzkettige Peptide entstehen. Durch die
Hydrolyse von Proteinen wird die Molmasse herabgesetzt. Durch die Spaltung der Protein-
molekile wird eine Veranderung in der Tertiarstruktur herbeigefiihrt und es kommt zur Expo-
sition hydrophober Gruppen globularer Proteine. Die Loslichkeit und die Grenzflachenaktivi-
tat des Proteins werden verandert, wodurch sich ein verandertes Schaumverhalten der Pep-
tide im Vergleich zum Ausgangsmaterial ergibt (Caessens et al., 1997). Es wird angenom-
men, dass Peptide ab einer bestimmten Kettenlange (>20 AS) bessere Grenzflacheneigen-
schaften haben als kurzkettige Peptide (Turgeon et al., 1991; Turgeon et al., 1992). Aufgrund
der Unterschiede der von den Autoren genutzten Verschaumungsmethoden, die die Hydro-
lyse von Milchproteinen untersuchen, ist es schwierig diese zu vergleichen. Caessens
(1999a) zieht aus den bisher erfolgten Studien den Riickschluss, dass flr die Schaumbil-
dungsfahigkeiten des Hydrolysats das eingesetzte Enzym und damit die entstandenen Pep-
tide entscheidend sind. Eine limitierte Hydrolyse ist nach Ansicht der Autorin sinnvoll, da die
Peptide eine GroRRe von 2.000 bis 5.000 g/mol besitzen sollten. Die Hydrolyse ist bei Mol-
kenproteinen aussichtsreicher, da die hydrophoben Gruppen globularer Proteine mittels Hyd-
rolyse exponiert werden (Turgeon et al., 1991; Turgeon et al., 1992).

Die Hydrolyse von Proteinen ist ein weit verbreitetes Mittel um die Schaumbildungseigen-
schaften zu verbessern (Davis et al., 2005; Kilara und Panyam, 2003). Daneben kdnnten



22

Peptide aus Milchproteinen gesundheitsférdernde Effekte auf den Menschen haben (Korho-
nen und Pihlanto, 2004). Die Forschung in diesem Bereich erhdht das Interesse an Peptiden
aus Milchproteinen als technofunktionelle Ingredienzien mit Zusatznutzen fiir die Gesundheit.

Nachstehend werden die wesentlichen Ergebnisse unterschiedlicher in der Literatur be-
schriebener Studien zu den Schaumbildungseigenschaften von Milchproteinhydrolysaten
dargestellt (vgl. Tab. 5).
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Tab. 5: Literaturiiberblick: Proteolyse von Milchproteinen mit Versuchen zur Priifung der
Schaumbildungseigenschaften.

Referenz  Sub- Enzym Hydrolyse- Schaum- Ergebnisse
strat bedingungen bildung

Slattery Gesamt-  Bacillus  Proteinkonz.:10% 4% Protein, pH DH Drai- Overrun

und Fitz-  casein protease T:50°C 2,0, 8,0, 10,0 nage

Gerald, (Komp- pH7,5 20°C, Haushalts- 0,5 pH2 1 pH2 1

1998 lex) E/S: 0,04% (1:2500) mixer 5  min; pH8 | pH8 1
Schaumibertrag pH10| pH101
in  Trichter mit 1 pH2 1 pH2 1
Netz, Entfernung pH8 | pH8 1
von grof3en Blasen pH10| pH101
und Glattstreichen. 3, 9, Keine stabilen

Wiegen nach 0 15 Schaume
und 20 Minuten.

Messung Dichte

und Drainage.

DH nach Adler-

Nissen

Althouse Molken-  Acid Proteinkonz.:5% Schaumbildung: En- Over- Stab OS

etal, protein- fungal pH 7,0, 75 ml zym run

1995 isolat protease, Enz T°C PH E/S frisch  produziert. Alc 1 1 1
Alcalase, Alc 30 85 08 Mixer zum Auf- C 1 1 1
Trypsin, C 25 78 05 schlagen, 78 rpm. Tr 1 1 1
Pepsin, Tr 25 76 05 Gewicht von P 1 1 1
Chymo- P 37 20 1,0 100ml Schaum AFP 1 l —

trypsin AFP 30 5.0 1,0 nach 5, 10, 15
Minuten Schlagen,
Overrun Messung.
Stabilitat: 10 Minu-
ten schlagen und
Zeit messen, bis
die Halfte des
Schaumvolumens
durch ein Loch in
eine Schale auf
der Waage tropft.
Oberflachenspan-
nung.

DH nach Adler-
Nissen (1986)

Lieske und Molken- Papain T:48°C Ultrafiltration des Overrun Per- Reten-
Konrad, protein- PH:6,5 Hydrolysats pH meat tat
1996 konzen- E/S:2:100 Schaumbildung: 2,0 i l
trat Proteinkonz. :2,5% Haushaltsmixer, 30 N !
Raumtemperatur, '
5 Minuten im gra- 4.0 - l
duierten  Becher- 50 — l
glas.
Overrun: Ablesen 6.0 T !
des Schaumvolu- 7,0 1 1
mens. 8’0 T T

Drainage: Draina-

ge bei Raumtem- giapjjitat: DH 1-3 erhdhten
peratur  nach 5 pejpH 2, 4 und 6 die Stabi-

Minuten. litat, DH 5 verringerte. In
DH mit Carbamat-  Aphzangigkeit von pH bilde-
Methode ten sich bei 4-6 stabilste

Schaume (Drainage)
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Referenz  Sub- Enzym Hydrolyse- Schaum- Ergebnisse
strat bedingungen bildung
Mutilangi  Warme-  Trypsin, Proteinkonz.: 3% Schaumbildung: Hydrolysate schaumten
etal., behan- a- Enz  T[°C] pH ,Column aeration nicht. Retentate der UF
1996 deltes Chymo- apparatus®, Prot. zeigten ebenfalls geringe
Molken- trypsin, Tr 25 7,6 2,0%, pH 7,0, N2 Ergebnisse. Permeat
protein- Alcalase, c 25 78 mit 13,5 ml/min. schaumte.
isolat Neutrase ’ Schaumkapazitat: Kapazitdt: Kein Vergleich
Alc 50 8,5 Reziproke Zeit in mit Standard aufgefihrt,
Minuten bis 40 ml schlecht bewertbar.
Neut 50 7.9 Schaum in Mess- Kein Zusammenhang zwi-
Inaktivierung Enzyme: zylinder. schen  Oberflachenhydro-
. . Stabilitat: phobizitdt und Verschau-
Enz  T[C] pH tImin] gehaymhshe in 1 mung gefunden.
T 65 10,5 20 Minuten-
c 68 45 21 Intervallen.
Alc 56 3,0 14,5  Ultrafiltration
Neut 70 356 21,5 DH mit pH-stat
Methode.
Konrad et Molken- Pepsin T: 40-44°C Haushaltsmixer. Beste Stabilitat bei DH 1,0
al., 2005; protein- pH 1,8-3,0 2,5% Protein, und 5,8
Konrad konzen- E/S 1/80-1/700 Raumtemperatur,  Oberflachenhydrophobizitat
und Klein- trat Proteinkonz. 5-15% 5 min. Stabilitats- von 23-27% am besten,
schmidt, messung durch dies war erreicht bei DH 0-
2005 Wiegen der Drai- 5,8, dariber starker Ans-
nage nach 5 min.  tieg.
Davis et B-LG Trypsin, Proteinkonz. 5% Methode: Kitchen Enzym Overrun
al., 2005 Pepsin, E T E/S pH t Aid Ultra Power Ajcalase N
Alcalase [°C] Mixer, Protkonz.
2.4L Tr 40 1. 80 3h 9% 737 PM Trypsin -
300 (mixer), 20 min.
Ac 45 1:20 80 3h DH mit OPA- pepgin 1
P 40 1:15 3,0 3h Methode
Experimente:
Rheologie
Giardina Natrium-  Amano Substratkonz.: 3%; Methode: 5 ml mit Probe F FVS FL
etal., caseinat N, E/S:1/900; Hydrolysezeit: 90 Vortex eine Minu- E S
2004 Molken-  Trypsin, min; te gerihrt, Ge- Cas+tAm | / /
protein- Europe  T=55°C samtvolumen Cas+Tr | [/ /
konzen- P2 (inkl.  Drainage) Cas+E 1l l
trat gemessen,nach5 C/W+A t | l
Mi- min  noch mal C/W+Tr 1 1 —
schung Drainage und C/W+E 1 1 l
CAS: Schaum gemes-
WPC=4:1 sen. Berechnet:
Schaumexpansi-

on (FE), Schaum-
volumenstabilitat
(FVS) und
Schaumflissig-
keits-Stabilitat
(FLS)
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Referenz  Sub- Enzym Hydrolyse- Schaum- Ergebnisse
strat bedingungen bildung
Caessens, [B-Casein Plasmin, B-CN-Hydrolyse: Protein- Schaumbildung: Schaum- pH pH6,7
1999b B-LG Trypsin, konz. : 3%; B-LG-Hydrolyse: 100 ml Lésung in hohe vs. Zeit 4,0
Staphylo- 1%; Hydrolysezeit zw. 10 Glaszylinder, 70 s (Vergleich
coccus min und 4h. mit 2500 rpm untereinan-
aureus (Kleiner  Flugel- der)
V8 pro- E pH E/S T[°C] ruhrer), bei pH 4 B-CN l il
tease PI/B- 6,8 1/ 40 und pH 6,7. Opti- syp1 — -
CN 2300 sche Beurteilung
PIB- 8 1/ 40 von Blasengrole RET1 — -
LG 200 und Koaleszenz,
1/100 Schaumhéhen-
1/50 messung in  Ab-
Tr 8  1/400 40 hangigkeit ~ von pgR1 I 1
1/200 Zeit
S. 8 1/450 40 Fir weitere Fraktionen vgl.
aur. 1/250 (Caessens, 1999b)
B-LG
S.aur. 0 1
PI 1 1
Tr 1 1
van der Natrium-  Pepsin, E pH E/S TI[°C] Genau wie Caes- Enzym CN WPC
Ven etal.,, caseinat, Newlase CN [%] sens (1997)
2002 Molken- F, Vali- / CN/ Molkenprotein
protein- dase FP, w WP hitzevorbehandelt
konzent-  Promod PC P
rat (WPC 258, P 3 55 50 P 1
60) féimd Nwf 3 1/4 50 Nwf
Flavour-  vfp 3 55 50 Vip - 1
zyme,
Corolase P58 /575 3/3 45 P58 1l
L10,
Protex Brm 6/7 1/3 50 Brm
6L, Alca- Fiz 6/7 1/5 50 Fiz
lase,
Corolase Cl1 6,5 3/3 60 Ci1 !
PP.Pem pys 8 13 60 Px6 ! 1
Alc 8 1/3 60 Alc 1 1
Cpp 8 1/3 50 Cpp l
Pem 8 1/4 45 Pem 1

Abklrzungen siehe Abklirzungsverzeichnis.
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2.4.1. Spaltstellen der Enzyme

Die Hydrophobizitdt der Peptide und Proteine wird als wichtige Determinante fir die
Schaumbildung angenommen (vgl. Kapitel 2.2). Zur Charakterisierung der entstehenden
Peptide sind die hydrophoben Eigenschaften der Aminosauren in Tabelle 6 durch Zahlen
gekennzeichnet. Die Einstufung der Hydrophobizitat beruht auf den Untersuchungen von
Black und Mould (1991). Anhand der Berechnung der Hydrophobizitat der Seitenketten der
Aminosauren wird von den Autoren eine Rangfolge der Aminosauren, von der hydrophobs-
ten zu der mit der geringsten Hydrophobizitat, wie in Abbildung 6 dargestellt, vorgeschlagen.

Phe > Leu =lle > Tyr= Trp > Val > Met > Pro > Cys > Ala

> Gly > Thr > Ser > Lys > GIn > Asn > His > Glu > Asp > Arg

Abb. 6: Hydrophobizitédt der Aminos&uren nach Black und Mould (1991). Von links nach
rechts mit absteigender Hydrophobizitéat dargestellt.

Die Autoren legen die Hydrophobizitat des hydrophobsten Aminosaurerestes mit 1 und die
des schwachsten Aminosaurerestes mit 0 fest und berechnen flir die dazwischenliegenden
Aminosauren Werte zwischen 0 und 1 (Black und Mould, 1991). Aufgrund dieser Berech-
nungen kann man die Aminosauren in funf Hydrophobizitatsstufen einordnen (vgl. Tab. 6).

Tab. 6: Einteilung der Aminoséuren in Hydrophobizitdtsstufen. Eigene Tabelle nach Black

und Mould (1991)
Hydrophobizitatsstufe Berechnete Hydrophobizitat Aminosauren
der Autoren

1 0,0-0,2 Asp, Glu, His, Arg
2 0,2-0,4 Lys, , Glu, Ser
3 0,4-0,6 Gly, Thr
4 0,6-0,8 Ala, Cys, Met, Pro
5 0,8-1,0 Phe, lle, Leu, Val, Trp, Thr

Die Hydrophobizitatsstufen sind in den Abbildungen 7 bis 9 unter der Aminosaure eingetra-
gen. Aus der Verteilung der Hydrophobizitat der einzelnen Aminosauren kann eine Aussage
Uber die potentiellen Schaumeigenschaften von Peptiden gemacht werden.



27
2.41.1. Trypsin (EC 3.4.21.4)

Trypsin spaltet ausschlieBlich c-terminale Bindungen der Aminosauren Lysin und Arginin
(Belitz et al., 2001). Aufgrund dieser ausschliel3lichen Spaltstellen kénnen die Peptide, die
bei der Hydrolyse entstehen werden, gut vorhergesagt werden.

Tryptische Hydrolyse von B-Casein

Die theoretische tryptische Hydrolyse von (-Casein wurde in Abbildung 7 an der Primarstruk-
tur von B-Casein der genetischen Variante A% durchgefihrt (Schlimme und Buchheim, 1999).
Die genetischen Varianten A’, A®, B, C, D und E unterscheiden sich in bis zu drei Aminos&u-
ren von der hier aufgeflihrten Primarstruktur. Die Spaltstellen von Trypsin stimmen bei allen
genetischen Varianten Uberein, da weder Lysin noch Arginin ausgetauscht werden.

Durch die Kenntlichmachung der Hydrophobizitdten der Aminosauren ist zu erkennen, dass
B-Casein viele sehr hydrophobe Aminosauren besitzt, ca. 32% der Aminosauren besitzen
eine Hydrophobizitdtskennzahl von 5. Besonders zum C-terminalen Ende liegt eine Haufung
von stark hydrophoben Aminosauren vor.
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Abb. 7: Primérstruktur von Rinder — 8 — Casein A%-5P. Eigene Zeichnung nach Schlimme

und Buchheim (1999), Spaltstellen von Trypsin durch schwarze Balken gekennzeich-
net; Hydrophobizitdtskennzahlen kursiv.

Die theoretische tryptische Hydrolyse ergab eine mogliche Spaltstellenanzahl von 14. Neben
einer einzelnen Aminosaure (Lys 29) kénnten die Dipeptide Val-Lys (98-99) und His-Lys
(106-107) entstehen, die aufgrund ihrer Kiirze eine geringe Rolle bei der Erhéhung von
Schaumbildungseigenschaften spielen (Damodaran, 2005). Auch die beiden entstehenden
Tripeptide lle-Asn-Lys (26-28) und lle-Glu-Lys (30-32) sind in Hinblick auf ihre Oberflachen-
eigenschaften vernachlassigbar. Die theoretisch entstehenden Peptide sind in Tabelle 7 auf-
geflhrt.
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Tab. 7: Theoretische Kettenldnge, Molmasse und Eigenschaften von Peptiden aus der trypti-
schen Hydrolyse von 3-Casein (eigene Einschétzung).

Peptid (AS Theoretische Mittlere Hydrophober Charakter Potentielle Ei-

siehe Abb. Molmasse rechnerische genschaft zur
7) [g/mol] Kennzahl Schaumbildung
1-25 2404 2,64 Keine besonders hydrophobe !
Struktur vorhanden
33-48 1684 2,25 Kaum hydrophobe Gruppen Kettenlange zu
vorhanden kurz
49-97 4593 3,75 Sehr hydrophober Charakter —
des gesamten Peptids, kaum
hydrophile Gruppen
100-105 573 3,16 Ein hydrophobes und ein hyd- Kettenlange zu
rophileres Ende kurz
108-113 639 3,33 Hydrophobes Zentrum Kettenlange zu
kurz
114-169 5401 3,36 Hydrophile und hydrophobe 1
Zentren vorhanden
170-176 689 3,86 hydrophob Kettenlange zu
kurz
177-183 739 3,57 hydrophob Kettenlange zu
kurz
184-202 1932 3,68 Stark hydrophobes Zentrum Kettenlange zu
vorhanden (189-193), sonst kurz
gemischt
203-209 651 4,43 hydrophob Kettenlange zu

kurz

In der Praxis wird nicht in jedem Molekil an jeder theoretisch mdglichen Spaltstelle immer
gespalten. Chobert et al finden in der Untersuchung ihres tryptischen Hydrolysats von (- A1-
Casein mittels RP-HPLC in Abhangigkeit vom Hydrolysegrad unterschiedliche Mengen von
Peptiden (Chobert et al., 1989). Bei einem Hydrolysegrad von 3,2 % finden sie neun der 15
potentiellen Peptide, bei einem Hydrolysegrad von 5,0 % ein weiteres. Erst bei einem Hydro-
lysegrad von 7,4 % werden 14 der 15 mdglichen Peptide detektiert, das Dipeptid 106-107
wurde nicht identifiziert. Mittels der verwendeten SDS-Page konnten nur Peptide mit einer
Molmasse 23700 g/mol nachgewiesen werden. Mittels GréRRenausschlusschromatographie
konnten Peptide 22500 g/mol identifiziert werden, woraus die Wissenschaftler nach Untersu-
chung mittels RP-HPLC eine Transpeptidierung der Peptide nicht ausschlossen.

Zu den Schaumbildungseigenschaften tryptischer Hydrolysate von (3-Casein finden sich kei-
ne Arbeiten in der Literatur.
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Tryptische Hydrolyse von B-Lactoglobulin

Die theoretische tryptische Hydrolyse wird an der B-LG B-Form durchgefihrt. Andere
Varianten (A, C, D, E, F und G) enthalten einige ausgetauschte Aminosauren an verschiede-
nen Stellen. Die tryptische Hydrolyse ist in keiner der Varianten von der Hydrolyse von [3-
Casein B verschieden, da die ausgetauschten Aminosauren keine tryptischen Spaltstellen

betreffen (Arginin und Lysin).

HLeu' lle  Val Thr GIn Thr Met LysIGIy Leu Asp lle Gin LysIVaI Ala Gly Thr Trp Ty®
5 5 5 3 2 3 4 2 3 5 1 5 2 2 5 4 3 3 5 5
Ser Leu Ala Met Ala Ala Ser Asp lle Ser® Leu Leu Asp Ala GIn Ser Ala Pro Leu Arg® I
2 5 4 4 4 4 2 1 5 2 5 5 1 4 2 2 4 5 5 1
Val Tyr  Val Glu Glu Leu LysI Pro Thr Pro® Glu Gly Asp Leu Glu lle Leu Leu GIn Lys® I
5 5 5 1 1 5 2 4 3 4 1 3 1 5 2 5 5 5 2 2
Trp Glu Asn Gly Glu Cys Ala Gin LysILysmIIIe lle Ala Glu LysIThr LysIIIe Pro Ala®
5 1 2 3 1 3 4 2 2 2 5 5 4 2 2 3 2 5 4 4
Val Phe LysI lle Asp Ala Leu Asn Glu Asn® LysIVaI Leu Val Leu Asp Thr Asp Tyr Lys1°°I
5 5 2 5 1 4 5 2 2 2 2 5 5 5 5 1 3 1 5 2
Lys I Tyr Leu Leu Phe Cys Met Glu Asn Ser' Ala Glu Pro Glu GIn Ser Leu Ala Cys GIn'®
2 5 5 5 5 4 4 1 2 2 4 1 4 1 2 2 5 4 4 2
Cys Leu Val Arg I Thr Pro Glu Val Asp Asp'® Glu Ala Leu Glu Lys I Phe Asp Lys I Ala Leu™
4 5 5 1 3 4 2 5 1 1 1 4 5 1 2 5 1 2 4 5
Lys I Ala Leu Pro Met His lle Arg I Leu Ser'™ Phe Asn Pro Thr GIn Leu Glu Glu GIn Cys'®
2 4 5 4 4 1 5 1 5 2 5 2 4 3 1 5 1 1 2 4
His lle.OH
1 5

Abb. 8: Primé&rstruktur von B-LG B (Rind). Eigene Zeichnung nach (Schlimme und Buchheim,
1999), Spaltstellen von Trypsin durch schwarze Balken gekennzeichnet; Hydrophobi-
zitdtskennzahlen kursiv.

Die Verteilung der hydrophoben Aminosauren im (-Lactoglobulinmolekil ist unregelmaRig,
es sind einige hydrophobe Kettenabschnitte am C-terminalen und im Bereich des N-
terminalen Endes zu erkennen, diese sind jedoch kurz und von nicht so hydrophoben Resten
unterbrochen. Die Betrachtung der Spaltstellen von Trypsin ergibt, dass durch tryptische
Hydrolyse 18 verschiedene Peptide und Aminosauren entstehen kénnen. Dabei kdnnen die
einzelne Aminosaure Lysin (70 und 101) und das Dipeptid Thr-Lys (76-77) entstehen. Durch
die Spaltungsaktivitat von Trypsin entstehen zwei Tripeptide (136-138 und 139-141). Die
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langeren Peptide sind in Tabelle 8 mit ihrer theoretischen Molmasse und ihren potentiellen
Hydrophobizitaten aufgefihrt.

Tab. 8: Theoretische Kettenldnge, Molmasse und Eigenschaften von Peptiden aus der trypti-

schen Hydrolyse von B-Lactoglobulin (Eigene Einschétzung).

Polypeptid (AS Theoretische Mittlere rech- Hydrophober Cha- Potentielle  Ei-
siehe Abb. XY)  Molmasse nerische Kenn- rakter genschaft  zur
[g/mol] zahl Schaumbildung
1-8 806 3,63 hydrophob Kettenlange zu
kurz
9-14 582 3 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz
15-40 2399 3,54 Deutlich hydrophober 1
Charakter im gesam-
ten Peptid
41-47 788 3,43 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz
48-60 1235 3,23 hydrophob Kettenlange zu
kurz
61-69 + 149- 2324 2,78 MaRig hydrophob —
162
71-75 500 3,6 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz
78-83 601 4,17 Sehr hydrophob Kettenlange zu
kurz
84-91 789 2,88 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz
92-100 938 3,56 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz
102-124 2285 3,35 Hydrophobes C- 1
terminales und N-
terminales Ende,
dazwischen  hydro-
phile Gruppen
125-135 1082 3,64 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz
142-148 728 3,43 Einige hydrophobe Kettenlange zu
Reste vorhanden kurz

Die tryptische Hydrolyse hat eine hohe Anzahl von sehr kurzen Petidketten zur Folge. Es
entstehen nur zwei Peptide, die nach Betrachtung der Kettenlange und Hydrophobizitat
schaumbildungs-férdernde Eigenschaften besitzen kdnnten, da sie eine Kettenlange von
Uber 20 Aminosauren besitzen.

Cassens et al. untersuchten die tryptischen Hydrolysate von B-Lactoglobulin mit Hydrolyseg-
raden von 1, 2 und 4% DH mittels RP-HPLC. Die Hydrolysate unterschieden sich anhand der
Anzahl der Peptide, die identifiziert werden konnten und anhand der Menge B-LG, die noch
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im Hydrolysat vorhanden war. Mit zunehmendem DH nahm die Anzahl an unterschiedlichen
Peptiden zu und die Menge an ungespaltenem B-LG ab (Caessens et al., 1999).

Nicht alle der Spaltungsstellen (vgl. Abb. 8) werden immer identifiziert. Turgeon et al. (Tur-
geon et al., 1992) berichten, dass in ihren Versuchen die Spaltungsstelle Lys47-Pro48 nie
gespalten wurde und bestatigen damit frilhere Erkenntnisse von Hirs et al. (1956). Durch RP-
HPLC konnten verschiedene Peptide im trytptischen Hydrolysat nicht nachgewiesen werden,
die geringe Spaltung wird der kurzen Hydrolysezeit zugeschrieben. Einige Peptidbindungen
werden seltener gespalten (Lys8-Gly9, Lys77-1le78), die theoretisch resultierenden Peptide
nur in geringen Mengen gefunden. Die Peptide 1-14 und 76-83 werden von den Autoren
nachgewiesen (Turgeon et al., 1992).

Turgeon et al. (1992) und Dalgalarrondo et al. (1990) finden Peptide, die auf zwei unspezifi-
sche Spaltstellen hinweisen. An der Peptidbindung Tyr20-Ser21 und Met24-Ala25 kommt es
in den Versuchen der Autoren zu unspezifischen Spaltungen. Das Peptid 102-124 wird von
beiden Autoren mittels RP-HPLC nicht gefunden. Sie schreiben die Abwesenheit dem Vor-
kommen einer Disulfidbriicke und der Thiolgruppe, die in diesem Peptid vorkommen und
evtl. mit anderen Substraten reagieren konnten, zu. Mehrere unidentifizierbare Peaks am
Ende des Chromatogramms unterstitzen diese These nach Turgeon et al. (1992).

Die tryptische Hydrolyse von B-LG ergibt eine hohe Ausbeute an Molekilen von geringer
Molmasse (<2000 g/mol). Die von Turgeon et al. (1992) gemessenen geringen Grenzfla-
cheneigenschaften der Hydrolysate lassen vermuten, dass auch die Schaumbildungseigen-
schaften dieser gering sind. Ein Nachweis erfolgt in der Studie nicht.

Davis et al. (2005) fuhrten auch Versuche zu den Schaumbildungseigenschaften von trypti-
schem B-LG-Hydrolysat durch (Bedingungen vgl. Tab. 5). Der Overrun des Hydrolysats war
geringflgig niedriger als der vom Ausgangssubstrat, die Oberflachenspannung wird durch
das Hydrolysat jedoch deutlich herabgesetzt.

241.2, Pepsin (EC 3.4.23.1)

Pepsin ist eine Asparaginsaurepeptidase, die im Magen der Sauger Proteine spaltet und
deswegen ihr Aktivitdtsoptimum im sauren Milieu hat (pH 2). Die Endopeptidase spaltet vor-
rangig C-terminal der Aminosauren Phenylalanin, Leucin und Glutaminsaure.

B-Casein wird durch Pepsin hydrolysiert (Schmelzer et al., 2004), natives B-LG ist resistent
gegen Hydrolyse durch Pepsin und Chymotrypsin, erst durch vorherige Temperaturbehand-
lung kénnen Hydrolysegrade erzielt werden (Caessens et al., 1999; Davis et al., 2005). Aus
diesem Grund werden an dieser Stelle nur die theoretischen Spaltstellen der peptischen
Hydrolyse von 3-Casein aufgeflihrt.
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Die Hydrolyse von B-Casein mit Pepsin ergibt eine hohe Anzahl potentieller Spaltstellen, die
durch den hohen Gehalt von Leucin- und Glutaminsaureresten begriindet ist. Kein potentiell
entstehendes Peptid hat die als positiv fur die Schaumbildungseigenschaften eingeschatzte
Kettenlange von =20 Aminosauren. Eine Steigerung der Schaumbildungseigenschaften er-

scheint nicht moglich.

HArg' Glu ILeuI Glu I Glu ILeu IAsn

1 1 5 1 1 5 2
Glu I Ser lle Thr Arg lle Asn
1 2 5 3 1 5 2
Thr  Glu IAsp Glu I Leu I GIn Asp
3 1 1 1 5 2 1
Pro Phel Pro Gly Pro lle Pro
4 5 4 3 4 5 4

Pro Val Val Val Pro Pro PheILeuI

4 5 5 5 4 4 5

Ala Met Ala Pro Lys His Lys GIuI

4 4 2 1 2
G

c

2 2 5 3 5
GIn  Ser Trp Met His GIn Pro
2 2 5 4 1 2 4
Ser Val Leu I Ser Leu I Ser GIn
2 5 5 2 5 2 2
Pro GIn Arg Asp Met Pro lle
4 2 1 1 4 4 5
Val Arg Gly Pro Phel Pro lle
5 1 3 4 5 4 5
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Abb. 9: Primérstruktur von Rinder — 8 — Casein A2-5P. Eigene Zeichnung nach (Schlimme
und Buchheim, 1999), Spaltstellen von Pepsin durch schwarze Balken gekennzeich-
ne; Hydrophobizitdtskennzahlen kursiv.

Die tatsachlich bei einer peptischen Hydrolyse entstandenen Peptide wurden von Schmelzer
et al. (2004) mittels Massenspektrometrie untersucht. Die Hydrolyse wurde durchgefihrt bei
37°C, pH 2 und einer Proteinkonzentration von 25mg/ml Gber eine Dauer von drei Stunden.
Die Analyse der Sequenzen ergab 41 Peptide, die Molmassen von 220 bis 4000 g/mol be-
sallen. Zehn der gefundenen Peptide besallen Kettenlangen von 220 Aminosauren. Einige
der Peptide waren unerwartet, d.h. die Kette war an Aminosauren gespalten, die der Se-
quenzspezifitdt von Pepsin nicht entsprechen. Die entstandenen Peptide sind in Tabelle 9

aufgefihrt.
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Tab. 9: Theoretische Kettenldnge, Molmasse und Eigenschaften von Peptiden aus der pepti-
schen Hydrolyse von 3-Casein nach Schmelzer et al (Schmelzer et al., 2004). Eigene
Einsché&tzung der Eigenschaften.

Polypeptid (AS Molmasse [g/mol] Hydrophober Charakter (Eigene Potentielle Ei-

siehe Abb. XY) Einschatzung) genschaft zur
Schaumbildung
74-95 2390 Hydrophober Charakter —
74-95 2430 Hydrophober Charakter —
158-178 2467 Hydrophober Charakter —
156-178 2682 Hydrophober Charakter —
179-203 2806 Hydrophobe Anteile und hydrophile 1
Anteile

179-204 2878 Hydrophobe Anteile und hydrophile 1
Anteile

179-205 3025 Hydrophobe Anteile und hydrophile 1
Anteile

109-142 3831 Hydrophobe Anteile und hydrophile 1
Anteile

74-108 3863 Hydrophobe Anteile und hydrophile 1
Anteile

73-108 3976 Hydrophobe Anteile und hydrophile 1
Anteile

Die Einschatzung der Hydrophobizitat der Peptide und der daraus gefolgerten Schaumbil-
dungseigenschaften lasst die Vermutung zu, dass eine Verbesserung der Schaumbildungs-
eigenschaften von B-Casein durch peptische Hydrolyse mdglich sein konnte.

Zu den Schaumbildungseigenschaften von peptischem Hydrolysat aus B-Casein ist keine
Literatur vorhanden. Althouse et al. (1995) haben die Schaumbildung von mit Pepsin behan-
delten Molkenproteinisolat untersucht, Konrad et al. (2005; Konrad und Kleinschmidt 2005)
die Schaumbildungseigenschaften von Molkenproteinkonzentrat (vgl. Tab. 5). Davis et al.
(2005) untersuchen die Schaumbildungseigenschaften von peptischen Hydrolysaten von B-
Lactoglobulin, der Hydrolyse geht allerdings ein Erhitzungsschritt zur Denaturierung voraus
(vgl. Tab. 5).

2.4.1.3. Alcalase

Alcalase ist eine Enzympraparat, das neben der Hauptaktivitdt Subtilisin Carlsberg (auch:
subtilisin, subtilisin A, subtilopetidase A, Alcalase Novo, EC 3.4.21.62) auch Nebenaktivitaten
anderer Peptidasen enthalt (Hersteller: Novozymes Denmark). Hydrolysiert werden von Sub-
tilisin insbesondere Peptidbindungen mit aromatischen Aminosaureresten, aber auch andere
(Doucet et al., 2003).
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Doucet et al. haben die Spezifitat von Alcalase in B-Lactoglobulin untersucht und herausge-
funden, dass die Spaltungsfrequenz fir Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin hoch ist. Auch
fir Spaltungen bei Leucin und Alanin wurden hohe Frequenzen gefunden. Die Autoren flih-
ren dies auf die hohe Anzahl von Leucin- und Alaninresten zurlick (22 bzw.15 Reste).

Peptidgebundene Glutaminsaure und Methionin wurden ebenfalls mit hoher Frequenz C-
terminal gespalten. Svendsen und Breddam (1992) isolierten aus der Enzymmischung Alca-
lase eine Endopeptidase, die bei den Peptidbindungen Glu-X und Asp-X spaltet, jedoch die
Spaltung bei Glu-X bevorzugt (Svendsen und Breddam, 1992). Auf diese Endopeptidase
fihren auch Doucet et al. (2003) die hohe Spaltungsaktivitat bei Glu-X zurick.

Aus der Heterogenitat des Enzympraparates ergibt sich eine geringe Spezifitat fur die Spal-
tung von bestimmten Peptidbindungen. Eine Vorhersage der potentiell entstehenden Peptide
ist schwierig (Doucet et al., 2003). Durch die Hydrolyse mit Alcalase entsteht eine grol3e An-
zahl an verschiedenen Peptiden, mehr als mit einer spezifischen Proteinase wie Pepsin oder
Chymotrypsin (Sukan und Andrews, 1982).

Die Schaumbildungseigenschaften von mit Alcalase hydrolysiertem (3-LG wurden von Davis
et al. (2005) untersucht. Der Overrun des Hydrolysats entsprach dem von nativem B-LG, die
Oberflachenspannung wurde durch die Behandlung mit Alcalase deutlich abgesenkt.

Die Eigenschaft zur Bildung von Schaum wird von van der Ven et al. (2002) fur verschiedene
Substrate und Hydrolysegrade untersucht. Wahrend Molkenproteinkonzentrat mit einem DH
von 6 gute Aufschlagseigenschaften besitzt, bildet sich bei einem DH von 23 kein Schaum.
Beide Schaume besitzen keine Stabilitdt. Schaume aus hydrolysiertem Natriumcaseinat bil-
den bei Hydrolysegraden von 14 und 19% ein hohes Schaumvolumen aus, die Stabilitat ist
jedoch gering.

Althouse et al. (1995) finden fir mit Alcalase hydrolysiertem Molkenproteinkonzentrat eine
Ausbildung von hohen Schaumbildungskapazitaten (Overrun) und auch hohe Stabilitat. Die
Oberflachenspannung wird durch das Hydrolysat herabgesetzt. Althouse et al. bestimmen flr
das Hydrolysat mit Alcalase aus Molkenproteinisolat bessere Schaumbildungseigenschaften
als fur Huhnereiweil3.
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3. Material und Methoden

Zur Herstellung von Voll- und Magermilch wurden die Verfahren der Entrahmung, Pasteuri-
sierung und z.T. Homogenisierung eingesetzt, zur Trocknung die Verfahren Spriihtrocknung
und Gefriertrocknung (Lyophilisation).

Die eingesetzte Rohmilch stammte von der Versuchsstation Schaedtbek der Bundesfor-
schungsanstalt flir Ernahrung und Lebensmittel — Standort Kiel.

Entrahmung

Zur Entrahmung wurde die Rohmilch auf 45°C erhitzt. Mittels einer Tellerzentrifuge (Westfa-
lia Separator, Westfalia AG, Oelde/Westfahlen) wurde der Rahm von der Magermilch ge-
trennt. Anschlielend wurden Rahm und Magermilch bis zur Verwendung im Wasserbad oder
Kihlraum gekiihlt (5-8°C).

Pasteurisierung

Die Kurzzeiterhitzung erfolgte Gber einen Plattenwarmetauscher (AB Separator Type PL-1-
RB, Lund/Schweden). Die Milch wurde ca. 25 Sekunden bei einer Temperatur von 73°C
kurzzeiterhitzt und anschlielend im Wasserbad gekdhilt.

Homogenisierung

Die Homogenisierung wurde bei 65°C und 180/50 bar durchgefiihrt (Laboratory Homogeni-
zer, Model 15M, Gaulin Corporation/USA).

Lyophilisation und Spriihtrocknung
Zur Gefriertrocknung wurde das Material in Kunststoffschalen im Kihlraum (-20 °C) eingefro-
ren wo es bis zur Trocknung verblieb. Vier Schalen wurden gleichzeitig unter Vakuum ge-

trocknet (Leybold-Heraeus GT2).

Zur Spruhtrocknung wurde ein Spruhturm von Niro eingesetzt (Niro GmbH, Typ Minor, ca. 10
kg Wasserverdampfung/h), die Temperatur betrug 185/82°C.
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3.1. Proteinfraktionierung im TechnikummaRstab
3.1.1. Fraktionierung von Caseinen und Molkenproteinen aus Milch und SiiBmolke
mittels Membrantrennverfahren

Die Anreicherung von Caseinen und Molkenproteinen erfolgte nach dem in der Bundesfor-
schungsanstalt flir Ernahrung und Lebensmittel Kiel etablierten Verfahren der Membranfiltra-
tion von Proteinen (Hoffmann, W., Johannsen, N., und Strébel, D., 2006, siehe Anlage).
Ausgangsmaterial zur Gewinnung der Fraktionen war Magermilch.

Die Mikrofiltration der Magermilch zur Fraktionierung der Milchproteine erfolgte auf einer Pi-
lotanlage (MFS-1, Tetrapak, Reinbek) mit einer keramischen Membran (Membralox P19-40,
SCT, Frankreich; ZrO,-Keramikmodul, Austauschfliche 0,2m?, mittlere Porenweite 0,1um).
Die Milch wurde bei 55°C bis zu vierfach aufkonzentriert (Permeatdurchflussrate 12,5 kg/h).
Das Retentat wurde durch Diafiltration dreimal gewaschen und anschlie®end gefriergetrock-
net (Einfrieren —20°C, Trocknung: Lyovac GT2, Thyracont GmbH, Passau; 0,65 mbar, 30°C,
46h).

Die Gewinnung von nativem Molkenprotein erfolgte aus dem Permeat der Mikrofiltration von
Magermilch. Durch Crossflow-Ultrafiltration (Pilotanlage UFS-1, Tetra-Pak, Reinbek) Uber ein
Hohlfasermodul (CTG, 3“ HF 25-43-PM10-PB, Koch-Glitsch GmbH, Aachen) mit einer
Trenngrenze (NMWCO) von 10.000 g/mol wurden die Molkenproteine im Retentat der UF
aufkonzentriert (50°C, Konzentrationsfaktor 10), anschlieRend diafiltriert und gefriergetrock-
net.

Zur Gewinnung von SiBmolke wurde Magermilch einer Labfallung unterworfen (40°C; Chy-
max (reine Chymosinlésung, 0,25 ml/kg ChyMax Plus, 200 IMCU/mI, Chr. Hansen Nien-
burg)). Die Sulmolke wurde Uber ein Baumwolltuch (mittlere MaschengréRe ca. 0,3 mm)
abgetrennt und zweimal in der Tellerzentrifuge gereinigt. Die weitere Molkenproteingewin-
nung erfolgte wie oben beschrieben.

3.1.2. Fraktionierung von Caseinen aus Labcasein

Zur Caseinfraktionierung wurde Labcasein aus pasteurisierter Magermilch (75°C, 28 s) her-
gestellt. Zur Einlabung wurde die Milch bei 37°C mit 0,1g/l CaCl, und 10g Chymosin (Chy-
max double strength, Pfizer Dairy Productions Division) versetzt. Die Zusammensetzung des
Labcaseins wurde mittels der SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (VDLUFA VI 30.6.4.,
1996) durch Vergleich mit Standards (as- und p-Casein-Standards von Sigma Chemie, Dei-
senhofen) Uberprift. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde das Labcasein portioniert (ca. 2,5
kg Blécke) und eingefroren (-20°C).

Zur Fraktionierung wurde das Labcasein aufgetaut, zerkleinert (Fleischwolf) und in einem
temperierbaren Gefall mit entmineralisiertem Wasser suspendiert. Die Suspension (Konzen-
tration: 4-8% Protein) wurde unter Rihren auf die Zieltemperatur (4-60°C) erwarmt bzw. ge-
kihlt. Das Labcasein wurde durch Zugabe von 1mol/l NaOH (Merck, Darmstadt) bei pH 9,0
und Versuchstemperatur in Lésung gebracht. Nicht geléstes Casein wurde abfiltriert
(Kunststoffsieb, PorengréRe ca. 1mm). Die Lésung wurde auf 2°C abgekuhlt und bei dieser
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Temperatur durch tropfenweise Zugabe der Saure (32%ige Essigsaure, 25%ige Zitronensau-
re, 45%ige Milchsaure, 10%ige Salzsaure (alle Merck, Darmstadt) auf einen pH-Wert von 4,6
eingestellt.

Die durch die partielle Fraktionierung entstandenen Prazipitate wurden durch ein Baumwoll-
tuch (mittlere Maschengrofie ca. 0,3 mm) filtriert. Das Prazipitat wurde dreimal mit vorgekuhl-
tem (0°C) entmineralisiertem Wasser gewaschen und anschliel3end gefriergetrocknet (as-/p-
k-Casein-Fraktion). Der Uberstand wurde Uber die vorgekiihlte (0°C) Tellerzentrifuge von
Resten des Prazipitates befreit und langsam auf 40°C erwarmt. Durch die Erwarmung prazi-
pitierte das p-Casein und wurde ebenfalls tGber ein Baumwolltuch (mittlere Maschengréle ca.
0,3mm) abgetrennt und gefriergetrocknet (3-Casein-Fraktion).

3.1.3. Fraktionierung von B-Casein aus Natriumcaseinat durch Mikrofiltration

Zur Anreicherung von B-Casein durch Mikrofiltration wurde Natriumcaseinat (Alanate 180,
Fonterra (Europe) GmbH, Hamburg) als Ausgangsmaterial eingesetzt. 80 kg einer 2%igen
Lésung wurden zur Hydratisierung der Proteine 20 Stunden bei 2°C gelagert. Vor der Mikro-
filtration (PorengréRe 0,1um, vgl. 3.1.1) wurde der pH-Wert auf 7,0 eingestellt (1ml/l NaOH
(Merck, Darmstadt)) und die Lésung auf ca. 0,5°C gekuhlt (Spiralaustauscher). Um eine
Temperatur von max. 3,0°C zu gewahrleisten, wurde ein Kihlsystem benutzt. Der Aufbau
und die technischen Daten sind Hoffmann, W., Johannsen, N., Strébel, D., 2006 im Anhang
zu entnehmen. Das Permeat der Mikrofiltration wurde bei 50°C aufkonzentriert (Ultrafiltration,
vgl. 3.1.1) und gefriergetrocknet.

3.1.4. Fraktionierung von Molkenproteinen aus Molkenproteinisolat

Zur Anreicherung von B-Lactoglobulin einerseits und a-Lactalbumin, BSA und Immunoglobu-
linen andererseits wurde als Ausgangsmaterial Molkenproteinisolat (Isolac, Milei GmbH,
Stuttgart) eingesetzt. Die 20%ige Ausgangslésung wurde 16 Stunden bei 5°C unter Rihren
gelagert, um eine ausreichende Hydratisierung der Proteine zu garantieren. Anschlielend
wurde die Temperatur auf 20°C angehoben und der pH-Wert auf 3,8 abgesenkt (10 %ige
HCI (Merck, Darmstadt)). Die Lésung wurde bei 55°C fir 30 Minuten im Wasserbad gerthrt
und anschlieBend sofort zentrifugiert (60 min, 5.000 x g, 25°C). Der Uberstand (B-LG-
Fraktion) wurde dekantiert und sprihgetrocknet. Der Bodensatz (a-LA-/BSA-/IG-Fraktion)
wurde gefriergetrocknet.

3.1.5. Fraktionierung von NPN-Substanzen aus Magermilch mittels Ultrafiltration

Zur Fraktionierung von NPN-Substanzen wurde Magermilch ultrafiltriert (Hohlfasermodul,
Koch-Glitsch GmbH, Aachen, NMWCO: 10.000 und 5.000 g/mol). Mittels Diafiltration (glei-
che Membran, 3 Waschgange) wurde das Retentat gewaschen. Das Permeat der Ultrafiltra-
tion und das Permeat der ersten Diafiltration wurden im Eindampfer bei 40-50°C auf einen
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Trockenmassegehalt von ca. 50% konzentriert und anschlieBend sofort auf 30°C abgekuhlt.
Das Konzentrat wurde mit 0,1% kristalliner Lactose (Meggle GmbH & Co. KG Wasserburg)
beimpft und anschlieRend gekuhlt (13°C). Durch Warmeisolierung der Behalter wurde ein
durchschnittlicher Temperaturabfall von 1,0°C pro Stunde erreicht. Die Temperatur betrug
nach 16 Stunden 14,2°C. Durch Zentrifugation (10 min, 4.000 x g) wurde die Trennung der
kristallisierten Lactose von der Mutterlauge verstarkt, der Uberstand wurde dekantiert. Die
Charakterisierung erfolgte mittels SDS-PAGE und Grélenausschlusschromatographie. Der
Verfahrensablauf ist schematisch dargestellt (vgl. Abb. 10).
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| Abkihlung auf 30°C, Kristallisation der Laktose |

¥
| Zentrifugation {10 Minuten, 4000 % o) |

|
v v
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Abb. 10: Verfahrensablauf der Anreicherung von NPN-Substanzen aus Rohmilch

3.2. Gewinnung von Proteasepraparationen aus Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

Zur Gewinnung von Proteasen aus Milchsaureproduzierenden Bakterien (MSO) wurde ein
Stamm von Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aus der Stammsammlung der Bun-
desforschungsanstalt fir Ernahrung und Lebensmittel, Standort Kiel, isoliert aus einem grie-
chischen Joghurt, verwendet. Die Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Wil-
helm Bockelmann im Institut flir Mikrobiologie der Bundesforschungsanstalt fir Ernahrung
und Lebensmittel, Standort Kiel durchgefiihrt.
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3.2.1. Gewinnung von Milchsaureproduzierenden Organismen

Der Stamm wurde in Lackmusmilch (Wasser, Magermilchpulver, Lackmus) Gberimpft und bei
45°C (Lb. delbrueckii subsp. bulgar.) 24 Stunden inkubiert. Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt, anschlieRend wurden die Bakterien in MRS-N&hrbouillon (Merck, Darmstadt)
Uberimpft und 16-20 Stunden bei oben genannten Temperaturen inkubiert. Die bewachsene
Bouillon wurde zentrifugiert (6000 Upm, 15 min, 4°C) und das Pellet eingefroren (-80°C).

3.3. Enzymatische Hydrolyse von Milchproteinfraktionen
3.3.1. Enzymatische Hydrolyse von Molkenproteinisolat mit Trypsin und Chymotryp-
sin im TechnikummaRstab

Als Substrat fir die enzymatische Hydrolyse wurde Molkenproteinisolat der Firma Milei
GmbH Stuttgart (Isolac, Lot Nr. 5344311, Protein = 93,06% (f = 6,38), Asche = 1,95%, Tro-
ckenmasse = 97,93%) eingesetzt.

Die Hydrolyse des Molkenproteinisolats mit Chymotrypsin (Sigma, Alpha-Chymotrypsin, Typ
Il, C4129; 60 units/mg Protein) wurde in 10%iger Lésung (bezogen auf Protein, Gesamtpul-
vermenge 11,1 kg) durchgefihrt. Das Enzym-Substrat-Verhaltnis (E/S) betrug 1/1000 bezo-
gen auf den Proteingehalt, die Hydrolyse wurde bei 40°C und pH-Stat-Bedingungen (pH 8)
durchgefihrt. Nach einer Hydrolysezeit von 10 Minuten wurde mit der Membrantrennung
mittels Ultrafiltration (Hohlfasermodul Fa. Koch, NMWCO 10000 g/mol) begonnen, die Ge-
samthydrolysezeit betrug 2,5 Stunden. Ein Teil des Permeats wurde durch erneute Ultrafiltra-
tion weiter fraktioniert (Ultrafiltration: Hohlfasermodul Fa. Koch, NMWCO 5.000 g/mol). Das
Permeat (Substanzen <10.000 g/mol) der Ultrafiltration (NMWCO 10.000 g/mol) wurde
spruhgetrocknet, das Retentat der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol
Membran sowie Permeat und Retentat der Filtration mit einem NMWCO von 5.000 g/mol
wurden lyophilisiert.

Die Hydrolyse des Molkenproteinisolats mit Trypsin (Pancreatic Trypsin 6,0 S Type Saltfree
von Novozymes, Denmark; Aktivitat: 1250 Trypsin units (USP) /mg, Nebenaktivitat: 100
Chymotrypsin units/mg) wurde ebenfalls in 10%iger Lésung (bezogen auf Protein, Gesamt-
pulvermenge 11,1 kg) durchgeflihrt. Das Enzym-Substrat-Verhaltnis betrug 1/100. Vor der
Hydrolyse wurde die Molkenproteinlosung kurzzeiterhitzt (73°C, 20 s). Die Hydrolyse wurde
unter pH-Stat Bedingungen bei 47°C und pH 8,0 durchgefiihrt. Nach einer Hydrolysezeit von
5 Stunden wurde die Losung ultrafiltriert (Hohlfasermodul Fa. Koch, NMWCO 10.000 g/mol)
und das Permeat durch erneute Ultrafiltration weiter fraktioniert (Ultrafiltration: Hohlfasermo-
dul Fa. Koch, NMWCO 5.000 g/mol). Das Permeat der Ultrafiltration (NMWCO 10.000 g/mol)
wurde sowohl sprih- als auch gefriergetrocknet, das Retentat der Ultrafiltration mit einem
NMWCO von 10.000 g/mol Membran sowie Permeat und Retentat der Filtration mit einem
NMWCO von 5.000 g/mol wurden lyophilisiert.
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3.3.2. Enzymatische Hydrolyse von B-Lactoglobulin und B-Casein mit Trypsin, Alca-
lase und Pepsin im LabormaRstab

Als Substrat flir die enzymatische Hydrolyse wurden die Fraktionen B-Casein und (-
Lactoglobulin aus eigener Herstellung eingesetzt (vgl. 3.1.3 und 3.1.4). Die Versuche wurden
auf einer pH-Stat-Anlage (Methrom AG, Schweiz) mit einem Volumen von 500 ml durchge-
fuhrt. Die Proteinkonzentration betrug 3,4 %.

Zur Hydrolyse wurden die Enzyme Alcalase (Alcalase® 2.4 L FG von Novozymes, Denmark;
Aktivitat: 2,4 AU-A/g), Trypsin (Trypsin, TPCK treated, from Bovine Pankreas von Sigma,
Aktivitat: < 10,000 BAEE-Units/mg Protein) und Pepsin (Pepsin crystallin von Sigma, 3,300
Units/mg Protein) eingesetzt. Die Hydrolysezeit betrug 5, 15, 30 und 60 Minuten. In Tabelle
10 ist der Versuchsplan der Versuchsreihe dargestellt. Die Hydrolyse erfolgte im pH- und
Temperatur-Optimum der Enzyme (vgl. Tab. 10). Das Enzym-Substratverhaltnis (E:S) betrug
1:1000 (bezogen auf den Proteingehalt).

Zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes wurden Natronlauge bzw. bei Pepsin Salzsaure (¢ = 1
mol/l) verwendet. Die Hydrolyse der Proteine wurde durch Erhitzung der Losung gestoppt
(30 min, 75°C). Die Proben wurden noch am gleichen Tag verschaumt, fiir Elektrophorese
und FPLC wurden Proben abgenommen und bei —20°C eingefroren.

Tab. 10: Versuchsplan der Versuchsreihe zur enzymatischen Hydrolyse von Milchprotein-

fraktionen
Enzym Substrate Hydrolysezeiten pH-Wert Temperatur
[Minuten] [°C]
Alcalase B-Casein, 5,15, 30, 60 7.5 60
B-Lactoglobulin
Pepsin B-Casein, 5,15, 30, 60 2,0 40
B-Lactoglobulin
Trypsin B-Casein, 5,15, 30, 60 8,0 40

-Lactoglobulin

3.3.3. Enzymatische Hydrolyse von Magermilch mit Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

500 ml pasteurisierte Magermilch wurden temperiert (40°C) und mit 15g tiefgefrorenen Zellen
des Stammes Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (vgl. S. 40) zwei Stunden inkubiert.
Dabei wurde der pH-Wert durch die pH-Stat-Anlage konstant bei 6,8 gehalten (NaOH, 1
mol/l. (Merck, Darmstadt). Nach der Inkubationszeit wurde die Milch fir 15 s auf 70°C erhitzt
und anschlieRend bis zur Verwendung gekuihlt (6°C). Die Hydrolyse durch die Milchsaure-
produzierenden Bakterien wurde mittels FPLC Uberpriift.
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3.3.4. Hydrolysat-angereicherte Handelsproben

Zur Verschaumung wurden drei Handelsproben, die zum aktuellen Zeitpunkt auf dem Markt
erhatlich sind, eingesetzt (vgl. Tab. 11).

Tab. 11: Zusammensetzung, Bearbeitung und Zutatenlisten der kommerziellen Produkte fiir

Milchschaum
Produkt Fettgehalt Protein- Koh- Erhitzung Zutatenliste
[%] gehalt [%] lenhyd-
rate
[%]
Handelsprobe 1: 1,5 3,9 5,3 UHT Milch (1,5% Fett),
Cino (Breisgau- Stabilisator E401
milch) (hydrolysiertes
Weizenprotein
(enthalt Gluten),
Milcheiweil3-
erzeugnis, Natriu-
malginat), Zucker
Handelsprobe 2: 2,6 3,8 5,6 UHT Vollmilch (71 %),
Cappuccino-Milch Magermilch (28
(frischli) %), Zucker, Milch-
eiweillerzeugnis,
Stabilisator Nat-
riumalginat, Aroma
Handelsprobe 3: 1,8 3,7 49 UHT Fettarme Milch
Milch far feinen (1,8%), Milchei-
Milchschaum weillerzeugnis,
(Naarmann) Stabilisator: Me-
thylcellulose, Car-
ragen

3.4. Quervernetzung von Milchproteinen mit Transglutaminase

Die Herstellungsverfahren und die technofunktionellen Eigenschaften der durch Quervernet-
zung von Proteinen entstandenen Proteinkomplexe sind bereits veroéffentlicht worden (Lo-
renzen, 2007).

Zur Modifizierung von Magermilch- und Molkenproteinen mit Transglutaminase wurden Mol-
kenproteinprodukte (Fa. Biolac, Harbansen) und low-heat-Magermilchpulver (Fa. Nordmilch,
Bremen) mit einem Fllgelrthrer bei 20°C in entmineralisiertem Wasser gel6st (10%ige L6-
sung) und 4 Stunden gerihrt. Anschlielend wurden die Ldosungen/Suspensionen im Plat-
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tenwarmetauscher fur 30 s auf 90°C erhitzt und anschlieRend auf 8°C gekuhlt. Die rekonsti-
tuierten Molkenprotein- bzw. Magermilchlésungen wurden mit Activa MP (Activa MP, Firma
Ajinomoto, Japan) in einem E/S=1/2000 versetzt. AnschlieRend wurden die Proteinldsungen
flr 4h bei 40°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden alle Lésungen/Suspensionen im Plat-
tenwarmeaustauscher erhitzt, auf 20°C gekihlt und im Sprihtrockner getrocknet.

Zur Modifizierung von Saurecasein (Firma Meggle, Wasserburg) wurde das Pulver in entmi-
neralisiertem Wasser dispergiert, mit 1mol/l NaOH auf pH 6,7 eingestellt und 2 Stunden bei
diesem pH-Wert geriihrt. AnschlieBend wurden die Natriumcaseinatlésungen im Plattenwar-
meaustauscher fur 60 s auf 80°C erhitzt und auf 8°C gekuhlt. Die Halfte der Proteinlésungen
wurde mit Activa MP (Activa MP, Firma Ajinomoto, Japan) in einem E/S=1/2000 versetzt.
AnschlieRend wurden die Natriumcaseinatldsungen in der 1. Versuchsreihe 16 Stunden bei
4-6°C gelagert bzw. inkubiert. Nach der Inkubation wurde wie bei Magermilch- und Molken-
proteinen verfahren.

3.5. Charakterisierung der Fraktionen und Hydrolysate

Die Milchproteinfraktionen und Hydrolysate wurden hinsichtlich der Parameter Schaumbil-
dungseigenschaften (Drainage, Dichte, Overrun, BlasengréRenverteilung mittels digitaler
Bildanalyse), Oberflachenspannung, und Molmassenverteilung (FPLC, HPLC und Elektro-
phorese) charakterisiert.

Zur Verschaumung der Proteinpulver, Fraktionen und Hydrolysate wurden Lésungen mit ei-
nem Proteingehalt von 3,4% angesetzt, um dem naturlichen Proteingehalt der Milch zu ent-
sprechen. Die Lésungen wurden 2-16h vor der Verarbeitung angesetzt, um die vollstandige
Hydratisierung der Proben zu gewahrleisten. Lé6sungen mit abweichenden Proteingehalten
sind gekennzeichnet.

3.5.1. Aufschaumanlage

Die Anlage zum Aufschaumen proteinhaltiger Losungen (vgl. Abb. 11) besteht aus einem
doppelwandigen Glasbehalter mit einer Glasfritte (Porendurchmesser 9 bis 15 um), in den
Luft (25 I/h) eingeblasen werden kann und Probenmaterial aufgeschiumt wird. Uber eine
Umwalzpumpe mit Wasserbad ist der doppelwandige Glasbehalter auf die Probentemperatur
temperierbar. In einem Messzylinder wird der produzierte Schaum aufgefangen. Bei einem
Schaumvolumen von 200 cm® wird die Luftzufuhr abgestellt, der Messzylinder mit dem
enthaltenen Schaum verwogen und auf einem Stativ Uber einer Glasfritte (Porengrofe 90 bis
150 pm) und einer elektronischen Waage angebracht. Eine Digitalkamera (Polaroid Model
DMCH1, Polaroid Corporation, Cambridge, USA; mit Makrozoomobjektiv EHD 10x, f=20-200
mm, F5.6, EHD Imaging GmbH, Damme) ist mit dem Objektiv auf den Messzylinder ausge-
richtet. Mittels der Waage und dem angeschlossenen Computerprogramm (Kern Balance
Connection) kann die aus dem Schaum tropfende Flussigkeit (Drainageflussigkeit) in Abhan-
gigkeit von der Zeit bestimmt werden. Die Durchfihrung der Versuche erfolgt bei einer Pro-
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bentemperatur von 50°C. Das Wasser in dem doppelwandigen Glasbehalter wurde ebenfalls
auf 50°C erwarmt. Die Probeneinsatzmenge betrug 100 ml.

MeRkolben
Mef3kolben
o Digital-
Schaum camera
Licht- Sche
quelle um
Trichter
Glasfritte
P=D—
Schaum by | 1 Drainagefilissigkeit
‘\l' (]
Probe
heiRes Glasfritte
Wasser L]
' Erlenmeyerkolben
'
———— Waage
Druckluft

Abb. 11: Schaumbildungsanlage (links) und Messplatz (rechts) nach Borcherding (2004)

Die Bestimmung der Prazision der Methode wurde von Borcherding (2004) gemafd DIN ISO
5725-1 durchgefiihrt. Sie erfolgte anhand der Berechnung des Gesamtmittelwertes (X ), der
Wiederhol-Standardabweichung (s;), der Wiederholgrenze (r) und des Wiederholkoeffizienten
(V(x)) innerhalb einer Versuchsreihe (n=8-9). Die Prazision wurde von Borcherding (2004) an
Milchproben mit unterschiedlicher Zusammensetzung und Erhitzung bestimmt. Der Wieder-
hol-Variationskoeffizient (V(x)) der Schaumdichte liegt fur alle Milchproben unter 5%, z.B. fur
1,5%ige pasteurisierte Milch bei 4,64%. Der Wiederhol-Variationskoeffizient fiir die Drainage
wird von Borcherding (2004) nach 1, 10 und 20 Minuten Standzeit angegeben (V(X)1 minu-
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=9,88%, V(X)10 Minuten=1,54%, V(X)20 minuten=1,13%. Die Werte variieren aufgrund des expo-
nentiellen Prozesses der Drainage, zu Beginn ist die Drainagezunahme pro Zeiteinheit ho-
her, dadurch ergeben sich gréliere Streuungen.

Die Bestimmung der Schaumbildungseigenschaften wurde in zweifach entionisiertem Was-
ser durchgefiihrt (lonenaustauschverfahren). Magermilch wurde durch Rekonstitution aus
low-heat Magermilchpulver (Firma Nordmilch, Bremen) hergestellt, Vollmilch wurde aus
Rohmilch von der Versuchsstation Schadtbeck der BFEL-Kiel hergestellt.

3.5.2. Drainage

Uber einer an den Computer angeschlossenen Waage ist der Zylinder mit dem Schaum auf-
gestellt (vgl. Abb. 11 rechts). Aus ihm tropft das aus dem Schaum herausflieRende Serum in
einen Erlenmeyerkolben, dessen Gewicht bekannt ist. In Abstdnden von 30 Sekunden wird
die Drainageflissigkeit gewogen und die Drainage nach der folgenden Formel bestimmt:

Masse Drainage [g] %

Drainage [%]=
MasseSchaum [g]

100 (3-1)

Zur Berechnung der Drainage ist die Kenntnis der Schaummasse notwendig. Diese wird
durch Wiegen des geflllten Zylinders nach dem Aufschdumen bestimmt (n=3).

Um die Stabilitat der Schaume beurteilen zu kénnen, wird bei einem Drainage-Endwert
(Drainage [%] nach 20 Minuten Messdauer) von >85% davon ausgegangen, dass der
Schaum nicht mehr stabil ist. Obwohl bei einigen Schaumen noch Aufnahmen von den
Schaumen gemacht werden kénnen, sind Schaume mit einer Drainage von 85% und héher
sehr trocken und bestehen meist aus sehr gro3en Blasen mit durchscheinenden, d.h. wenig
Flissigkeit enthaltenen Lamellen. Diese Schaume werden als weitgehend instabil eingestuft.
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3.5.3. Schaumdichte

Die zu prifenden Proben setzen sich individuell aus den Teilen der Milch zusammen, deren
Eigenschaften betrachtet werden sollen (n=3). Die Berechnung der Dichte [p] erfolgt nach
Formel 3-2:

Masse Schaum [g ]
Volumen [cm®]

DiChteSchaum (pSChaum )[g /Cms] =

(3-2)

Schaum

3.5.4. Overrun

Der Aufschlag bzw. Overrun (n=3) wurde mit der folgenden Formel berechnet:

Overrun[%] — pMiIch B pSchaum (3_3)
pSchaum

Bei abnehmender Schaumdichte kann ein zunehmender Overrun beobachtet werden. Der
Overrun wird in dieser Arbeit als MessgroRe fur die Aufschlagfahigkeit des Proteins verwen-
det. Die Begriffe ,Aufschlagfahigkeit® und ,Overrun“ werden deshalb synonym verwendet.

3.5.5. Digitale Bildanalyse

Der Schaum wird wahrend der Bestimmung der Drainage zu zwei Zeitpunkten fotografiert.
Das erste Bild entsteht nach 60 Sekunden und das zweite nach 1200 Sekunden. Die Bilder
werden mit einem Bildbearbeitungsprogramm aufgearbeitet (Image-Pro Plus 4.1.0.0., Media
Cybernetics USA, 1999), dabei wird mithilfe eines aufgelegten Rasters bei jeder Aufnahme
ein gleich groRer Bildausschnitt verwendet. Der Ausschnitt wird entzerrt, die Farben invertiert
und ein Gauf¥filter angewendet. Durch eine Segmentierung werden die Graustufen in
Schwarz-Weil® umgewandelt und der Blasenrand nachgezeichnet, so dass die Messung des
Durchmessers durchgefiihrt werden kann.

Der digitalen Aufarbeitung wurde im Gegensatz zu der Arbeit von Borcherding (2004) ein
Bearbeitungsschritt des gesamten Photos vorangetellt. Durch eine Division des Bildes durch
den Hintergrund kdnnen Verzerrungen, die durch die Lichtquelle und den Rand des Leucht-
strahls verursacht werden, ausgeschaltet werden (Bilddivision: GreyTrans, Entwicklung von
Prof. Dr. Ulrich Sowada, FH Kiel).
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Die Grolkenverteilung der Blasendurchmesser wurde durch Histogrammauswertung be-
stimmt (SigmaPlot 9.0, Systat Software). Die Blasendurchmesser werden in Grolkenklassen
(Klassengrofe (x) = 0,1 mm, dq < x < d, ) eingeordnet und die Anzahlverteilung berechnet
(n=3):

Menge aller Teilchen mit x <y

Qr(xi) =

(3-4)
Gesamtmenge aller Teilchen

3.5.6. Oberflachenspannung

Die Oberflachenspannung der Proteinlésung wurde mit Hilfe der Tropfenkonturanalyse (pen-
dant-drop-method) bestimmt (Kruess Drop Shape Analysis DSA 10, Software: DSA fur Win-
dows). Ein Tropfen der Proteinlésung, deren Oberflachenspannung bestimmt werden soll,
wird an einer Nadel aufgehangt und die Form des Tropfens mittels digitaler Bildanalyse ge-
messen. Die Methode beruht auf der Laplace-Gleichung, nach der die Druckdifferenz zwi-
schen Innen- und AulRenseite einer Grenzflache umgekehrt proportional zu den Hauptkrim-
mungsradien der Grenzflachensegmente ist (Zille 2002). Mittels der Druckdifferenz und dem
hydromechanischen Gleichgewicht wird die Gleichung an die Tropfenform angepasst :

| (3-5)
“Ap-Q
Y YoRRY) (1 1)
7+7
rh I

Ap= Druckdifferenz zwischen Innen- und Aulienseite
r1, r, = Hauptkrimmungsradien
g = Erdbeschleunigung

| = Lange des Tropfens

Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

Die Oberflachenspannung von Wasser betragt bei Raumtemperatur ca. 72 mN/m, die
Gleichgewichtsoberflachenspannung von konzentrierten Proteinldsungen betragt oft um 45
mN/m (Foegeding et al. 2006).
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3.5.7. Charakterisierung der Proteolysate mittels FPLC

Die Charakterisierung erfolgte Uber fast protein liquid chromatography (FPLC, Auftrennung
nach Molmasse). Fur die Chrarakterisierung mittels FPLC wurden einprozentige Losungen
der Proteolysate Uber Membranfilter (PorengréfRe: 0,20 um) filtriert und in die Probenschleife
(25 ul) eingespritzt. Benutzt wurde ein FPLC-System (Amersham Biosciences, Freiburg) be-
stehend aus Chromatographie-Controller (LCC-500 plus), 2 Pumpen (P-500), UV-Monitor
(UV-M), Fraktionensammler (Frac-100) und Auswerteprogramm FPLC director™ Version
1.10.

Chromatographische Parameter: Superdex 200 HR 10/30 S&ule (Ausschluf3grenze: 1,3 x
108, Amersham Biosciences, Freiburg), Puffer: 0,1 mol/l Tris; 0,15 mol/ | NaCl; 8 mol/l Harn-
stoff; pH 8,0; Fluldrate: 0,3 ml/ min; Laufzeit: 100 min; A=280 nm.

Standards: Dextranblau (2.000.000 g/mol), Thyreoglobulin (669.000 g/mol), Ferritin (450.000
g/mol), Catalase (232.000 g/mol), Aldolase (158.000 g/mol), alle von Amersham Bioscien-
ces, Freiburg; Blutserumalbumin (69.000 g/mol), Ovalbumin (43.000 g/mol), Chymotrypsino-
gen ( 25.000 g/mol), B-Lactoglobulin (18.000 g/mol), a-Lactalbumin (14.000 g/mol), Ribonuc-
lease (13.000 g/mol), alle Sigma Chemie, Deisenhofen.

Die Chromatogramme der verwendeten Standards (vgl. Abb. 12 bis Abb. 13) wurden ausge-
wertet und eine Einteilung der Retentationszeit nach Molmassenbereichen vorgenommen
(vgl. Tab. 12).
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Abb. 12: GréBenausschlusschromatogramme (FPLC) hochmolekularer Referenzsubstanzen

Als hochmolekulare Referenzsubstanzen wurden Dextranblau, Thyreoglobulin, Ferritin, Cata-
lase und Aldolase eingesetzt. Die Chromatogramme der hochmolekularen Substanzen sind
in Abbildung 12 abgebildet.
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Abb. 13: GréBenausschlusschromatogramme (FPLC) von Serumalbumin (Peak A und
B), B-Lactoglobulin (Peak C) und a-Lactalbumin (Peak D)

Um den Bereich der niedermolekularen Substanzen zu charakterisieren, wurden BSA, Oval-
bumin, Chymotrypsinogen, B-LG, a-LA und Ribonuclease als Standards eingesetzt. Abbil-
dung 13 zeigt die Chromatogramme der Milchproteine BSA, B-LG und a-LA. Aufgrund der
Retentionszeit der Proteine konnte eine Einteilung der Diagramme in Molmassenbereiche
vorgenommen werden (vgl. Tab. 12).

Tab. 12: Einteilung der Retentionszeiten der FLPC-Chromatogramme nach eluierenden

Molmassen
Retentionszeit 0-28 28-35 35-40 40-100
[min]
Molmasse > 2.000.000 200.000 - 20.000 - < 20.000 g/mol

g/mol 2.000.000 g/mol  200.000 g/mol
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3.5.8. Charakterisierung der Proteolysate mittels RP-HPLC

Die Charakterisierung mittels RP-HPLC erfolgte Uber ein System bestehend aus einer
HPLC-Pumpe (Merck Hitachi Pump L 7150) und einem Diodenarraydetector (Kontron Dio-
denarray 440). Die Auswertung erfolgte Uber die Chromatographie Software Geminyx Versi-
on 1.91. Als Trennsaule wurde eine RP-18-Saule (LiChroCART 125-4 HPLC Cartridge Su-
perspher 100 RP-18 endcapped) mit Vorsaule (LiChroCART 4-4 LiChrospher 100 RP-18
(5um)) benutzt. Als Laufmittel A wurde Seralwasser mit 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) ein-
gesetzt, Laufmittel B bestand aus Seralwasser und Acetonitril (Verhaltnis 50:50 v/v) mit 0,1
% TFA (alles Merck, Darmstadt).

Trennbedingungen: Gradient 0-5 min 5 % Laufmittel B, 5-90 min Anstieg auf 90 % Laufmittel
B, 100-105 min Abfall auf 5 % Laufmittel B, 105-120 Minuten 5 % Laufmittel B.

Die Detektion erfolgte bei A=215, 205 und 280 nm, die Lauflange betrug 120 Minuten bei
20yl Injektionsvolumen.

Zur Ausfallung der Proteine aus den Proben vor der RP-HPLC-Bestimmung wurde 12,5 mg
Sulfosalicylsaure (SSA, Sigma Chemie, Deisenhofen) in Eppendorfgefal’en vorgelegt und
250 pl des Probenmaterials zugegeben. Nach einer Stunde Lagerung bei 6°C wurde die Mi-
schung 5 min bei 13.000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei —24°C bis
zum Auftragen auf die HPLC gelagert.

3.5.9. Charakterisierung der Fraktionen und Hydrolysate mittels SDS-PAGE

Material: Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Natriumazid, Salzsaure (37%), Natriumdodecyl-
sulfat (SDS), Essigsaure (100%, Eisessig), Ethanol (w=96%), Ammoniumperoxodisulfat
(APS) (Merck, Darmstadt); Dithiothreitol (DTT), Bromphenolblau (Serva Blue R), Kerosin,
N,N,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg); Ac-
rylamid/Bis-Lésung (Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis-Lésung 30% (29/1), Glycerin (Carl Roth
GmbH & Co. KG), Standards: a-Lactalbumin, 3-Lactogobulin, as-Casein, B-Casein, BSA (alle
Sigma Chemie, Deisenhofen).

Methode: Die Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) wurde
nach den VDLUFA Durchfihrungsvorschriften durchgefuhrt (VDLUFA Bonn VI 30.6.4.,
1996). Die Anlage bestand aus einer Elektrophorese-Einheit (LKB Multiphor Il Electrophore-
sis unit) und einer Stromquelle (Pharmacia Electrophoresis Constant Power Supply ECPS
3000/150) sowie einem Wasserbad zur Kiihlung auf 15°C.
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3.5.10.Bestimmung von Trockenmasse, Lactose-, Eiwei- und Aschegehalt

Die Bestimmung des Trockenmassegehaltes bei 102°C und des Aschegehalts bei 550°C
erfolgte nach VDLUFA (VDLUFA VI 10.2. bzw. 35.2., 2000). Die Bestimmung des Gesamt-
stickstoffes, des Casein- und Molkenproteinstickstoffes und des NPN-Stickstoffes erfolgte
nach Kjeldahl (VDLUFA VI 30.2., 30.3. und 30.4., 2000).

Die Bestimmung der Lactose erfolgte mit einem UV-Test zur Bestimmung des Gehalts an
Lactose in Lebensmitteln (Lactose / D-Glucose- Test-Kit, Boehringer Mannheim / R-
Biopharm). Die Bestimmung des Lactosegehalts in der Probe beruht auf der Umsetzung der
Lactose mittels zweier Enzyme. Im ersten Schritt wird Lactose in Gegenwart von Wasser von
B-Galactosidase in Glucose und Galactose gespalten. Im zweiten Reaktionsschritt wird Ga-
lactose von B-Galactose-Dehydrogenase zu Galacturonsaure oxidiert, wobei NAD" in NADH
+ H" oxidiert wird. Die gebildete NADH-Menge ist der Galactose- und somit der Lactosemen-
ge in der Probe aquivalent. NADH kann photometrisch und die Lactose rechnerisch bestimmt
werden.

3.5.11.Sensorische Untersuchungen

Die Prufung der sensorischen Eigenschaften der Milcheiweildfraktionen und Proteolysate
wurde durch die sensorische Arbeitsgruppe der Bundesforschungsanstalt flir Ernahrung und
Lebensmittel, Standort Kiel, durchgefuhrt (Anzahl der Prufer: 10). Die Prufung erfolgte nach
DIN 10967-1: Sensorische Prifverfahren — Profilprifung — Teil 1: Konventionelles Profil.

Das Vokabular der Geruchs- und Geschmackseigenschaften wurde von der Prifergruppe in
einer Vorverkostung bestimmt, dazu wurden Prifmuster verwendet, die alle flr das Profil
qualitativ wichtigen Unterschiede aufweisen. Die Merkmalseigenschaften wurden in der
Gruppe diskutiert und ahnliche Begriffe zusammengefasst. Ergebnis der Erstellung der be-
schreibenden Begriffe waren sieben Merkmalseigenschaften zum Aussehen, acht geruchs-
beschreibende und sechs geschmacksbeschreibende Merkmalseigenschaften (vgl. Tab. 13).

Tab. 13: Vokabular der Geruchs- und Geschmackseigenschaften

Aussehen Geruch Geschmack
Schaum auf der Oberflache  SuBlich Muffig/dumpf
Tribung Molkig Wassrig/leer
Gelblich Stallgeruch Bitter
Graulich Hefig Hefig
Grunlich Fruchtig Seifig
Weililich Wassrig/leer Umami
Flockig Milchtypisch

Kochig
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Die Fraktionen (Casein- und Molkenproteinfraktionen) und Hydrolysate wurden als 1%ige,
wassrige Losung (w/w) angesetzt und unter Riihren 20 Stunden hydratisiert. Zwei Stunden
vor der Prifung wurden die Proben in den Verkostungsraum gestellt und konnten die Raum-
temperatur annehmen (20°C).

Die Proben wurden den Prifern im sensorischen Labor der Bundesforschungsanstalt flr
Erndhrung und Lebensmittel, Standort Kiel, in durchsichtigen Plastikbechern zur Verfliigung
gestellt, die Probenmenge war gleich (20 ml). Die Proben waren durch dreistellige Zahlenfol-
gen codiert. Zur Geschmacksneutralisierung wurde Wasser angeboten.

Das sensorische Labor besitzt zehn abgeschirmte Prifkabinen, die mit Computerterminals
versehen sind. Der Prifer wird aufgefordert eine per Zahlencode genannte Probe zu verkos-
ten, die Reihenfolge der Proben ist zufallig. Die detektierten Geruchs- und Geschmacksei-
genschaften wurden von den Prifern auf einer stufenlosen Skala von 1 (sehr schwach er-
kennbar) bis 5 (sehr stark erkennbar) eingeordnet. Die Auswertung erfolgte Uber ein Auswer-
tungsprogramm (F1ZZ Data 2.00M, Biosystems, Couternon, Frankreich).

3.5.12. Aminosaurenanalyse

Die Aminosaurenanalyse wurde auf einem automatisch arbeitenden LKB 4151 ALPHA PLUS
Aminosaurenanalysator durchgefihrt. Es handelt sich dabei um ein Flissigkeitschromatog-
raphieverfahren nach Spackmann et al. (1958). Die Methode wurde nach VDLUFA-
Methodenbuch durchgefuhrt (VDLUFA 111 4.11.1., 1997).

Zur Vorbereitung der Proben fir die Aminosaurenanalyse wurden die Proben in Glasampul-
len verbracht, getrocknet und anschliefsiend mit 1 ml 6molHCI/1% Phenol versetzt. Nach Va-
kuumverschlieBung unter Stickstoff-Atmosphéare wurden die Proben 24h bei 110°C aufge-
schlossen. Das Hydrolysat wurde zweimal mit Seralwasser gewaschen und anschlieend bis
zu vollstandiger Trockenheit getrocknet. Die aufgeschlossenen Proben wurden mit Proben-
verdinnungspuffer (Natriumcitratpuffer pH 2,2) aufgenommen. Aufgrund der verschiedenen
Nettoladungen der Aminosauren erfahren diese eine unterschiedlich starke Bindung an die
Saulenmatrix und werden durch Puffer mit verschiedenen pH-Werten an ihrem isoelektri-
schen Punkt abgetrennt. Durch Mischung der Probe mit Ninhydrin-Reagens entsteht ein pur-
purner Farbkomplex, dessen Farbintensitat der Menge an Aminosauren proportional ist. Mit-
tels Lichtabsorption bei Wellenlangen von 440 (Prolin) und 570 nm (alle anderen AS) kann
die Intensitat bestimmt werden.

Saulenmaterial: Ultrapac 8-lonenaustauschharz (8 um-0,5um, 8% Quervernetzung).
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Proteinfraktionierung

Ziel der etablierten Verfahren zur Fraktionierung von Proteinen war es, Milchproteinfraktio-
nen mit Lebensmittelqualitat im TechnikummalRstab herzustellen. Zunachst wurden Caseine
und Molkenproteine durch Mikrofiltration getrennt. Zur Fraktionierung der Caseine in B-
Casein einerseits und as- und k-Casein andererseits im Technikummafstab wurde ein Ver-
fahren erarbeitet. Zur Fraktionierung der Molkenproteine in B-Lactoglobulin einerseits und a-
Lactalbumin, Rinderserumalbumin und Immunglobuline andererseits wurde ebenfalls ein
Verfahren im TechnikummalBstab entwickelt. Zur Fraktionierung der minoren Bestandteile
der Proteinfraktion (z.B. NPN-Substanzen, Caseinomakropeptid) wurden weitere Verfahren
im Technikummalstab erarbeitet.

Die Fraktionen sollten auf ihre Reinheit und auf ihre technologischen Eigenschaften hinsich-
tlich der Schaumbildungseigenschaften untersucht werden.

4.1.1. Fraktionierung von Magermilchproteinen in Casein und Molkenproteine mittels
Membrantrennverfahren

Durch das Verfahren der Mikrofiltration konnte im nativen Caseinkonzentrat das Verhaltnis
von Casein zu Molkenprotein deutlich zugunsten des Casein verbessert werden. Der prozen-
tuale Gehalt von Molkenprotein am Gesamtprotein in Rohmilch betragt ca. 19% (Walstra et
al., 2006), er konnte auf ca. ein Viertel des Ausgangsgehalts verringert werden. In Tabelle 14
sind der Gesamtproteingehalt und die Casein- und Molkenproteinanteile in den Fraktionen
dargestellt.

Tab. 14: Ergebnisse der Fraktionierung von Magermilchproteinen in Casein- und Molkenpro-
tein mittels Mikrofiltration: Proteingehalt und Verhéltnis der Fraktionen Casein und
Molkenprotein (Mittelwerte) (Hoffmann W., Johannsen, N., Strébel, D., 2006, siehe

Anlage)
Gesamtpro-  Proteinge- Casein Molken-
tein [%] halt i.Tr. [%] protein
Natives Caseinkonzentrat (n=7) 9,9 87,5 95,2 4.8
Natives Molkenproteinkonzent- 8,9 95,9 7,0 93,0
rat (n=4)
SuRmolkenkonzentrat (n=3) 10,6 88,0 10,7 89,3
Rohmilch (Walstra et al., 2006) 3,6 79 19

Das Verfahren der Mikrofiltration von Magermilch erbrachte auf der Permeatseite eine Mol-
kenproteinfraktion, die nur noch geringe Mengen Casein enthalt. Molkenproteine sind in die-
ser Fraktion stark angereichert (93%) und bilden den Hauptproteinanteil (vgl. Tab. 14).
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Das Verfahren zur Stifimolkenproteinanreicherung ergab ein Verhaltnis von Casein zu Mol-
kenprotein von 11 zu 89%. Bei der Analyse von Molkenprotein- und Caseinanteil der Frak-
tion ist zu berlcksichtigen, dass das Caseinomakropeptid ebenfalls im Stimolkenkonzentrat
enthalten, jedoch mittels der Casein- und Molkenproteinbestimmung nicht nachweisbar ist.
Durch die Einbeziehung des Caseinomakropeptid wirde sich der prozentuale Anteil des Ca-
seins im Sulmolkenkonzentrat verringern.

Die Ergebnisse der Fraktionierung mittels Membrantrennverfahren sind in den Kieler Milch-
wirtschaftlichen Forschungsberichten verdéffentlicht worden (Hoffmann W., Johannsen, N.,
Strobel, D., 2006, siehe Anlage). Die Trennergebnisse und der Gesamtproteingehalt sind in
Tabelle 14 aufgeflhrt.

4.1.2. Fraktionierung von Labcasein in B-Casein und as-/p-k-Casein

Zur Gewinnung von B-Casein aus Labcasein wird ein Verfahren angewandt, das auf den
Untersuchungen von Pierre und Brule (1981) beruht. Diese beschreiben, dass durch die
Kihlung von Milch auf Temperaturen unter 5°C 3-Casein aus den Micellen geldst werde und
ein Gleichgewicht zwischen dem micellaren und dem gelésten Casein entstehe. Colloidales
Calcium gehe aus der Micelle in die wassrige Phase Uber und ermoégliche damit die Anrei-
cherung von B-Casein in der wassrigen Phase der Milch. Pierre und Brule (1981) beschrei-
ben, dass p-Casein, das bei Kiihlung von Milch in monomerer und aggregierter Form auler-
halb der Micellen vorliegt, bei héheren Temperaturen Uber hydrophobe Bindungen an die
Micellen gebunden sei (Pierre und Brule, 1981).

Downey und Murphy (1970) beschreiben, dass bei der Kiihlung von Milch Teile aller Caseinf-
raktionen aus den Micellen in einen frei gelésten Zustand Ubergingen. Der Anteil geldster
Caseine steige durch Kuhlung von 5% bei 30°C auf 15% bei 5°C. Die gelosten Caseine be-
stdnden nach ihren Untersuchungen zu 46% aus B-Casein, zu 30% aus as-Casein und zu
23% aus k-Casein. Der Anteil an geléstem B-Casein in der Milch ist nach Pierre und Brule
(1981) abhangig von der Konzentration des gesamten Caseins in Milch. Bis zu einer Kon-
zentration von 30g/kg Milch sei der Anteil an nicht-micellarem p-Casein der Menge an Ge-
samt-Casein proportional, bei hdheren Caseinkonzentration sinke der prozentuale Anteil an
geléstem B-Casein

In der Literatur beschriebene Verfahren (siehe Kap. 2.3.1.) wurden auf die Eignung zur Um-
setzung im TechnikummalRstab untersucht und Versuche zur Optimierung der Parameter zur
Lésung des Labcaseins, der optimalen Proteinkonzentration, der optimalen Saure zur Fal-
lung des as-/p-k-Caseins und zur optimalen Gewinnung des B-Caseins vorgenommen.

Reinheit des Labcaseins

Als Ausgangsmaterial zur Fraktionierung wurde Labcasein hergestellt. Die Trennung durch
die Labfallung in Molkenproteine einerseits und Caseine andererseits wurde elektrophore-
tisch Uberpruft (vgl. Abb. 14).
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a-Lactalbumin

p-Lactoglobulin
p-Casem

0,-Caseln
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Abb. 14: Elektropherogramme der Fraktionen der Labcasein-Herstellung. a): Ausgangsmilch;
b): Labcasein, aufgelést mit NaOH; c): Labmolke; d): Retentat der Ultrafiltration der
Labmolke; e): Permeat der Ultrafiltration der Molke

Die Elektropherogramme (vgl. Abb. 14) zeigen, dass die in der Ausgangsmilch enthaltenen
Caseine (obere Banden) im Labcasein enthalten sind, wahrend die Molkenproteine in die
Molke Ubergegangen sind. Nach der Ultrafiltration sind die Molkenproteine im Retentat
enthalten, wahrend das Permeat keine Proteine enthalt. Das Retentat der Ultrafiltration wur-
de zur Gewinnung von Molkenproteinkonzentrat mit GMP eingesetzt (vgl. 4.1.1).

Vorversuche zur Optimierung der Parameter in der partiellen Fraktionierung von Ca-
seinen in Lebensmittelqualitat

Zur partiellen Fraktionierung von Labcasein in die Fraktionen p-Casein einerseits sowie as-
Casein und k-Casein andererseits wurde das Verfahrensprinzip von Le Magnen und Maugas
(1991) genutzt. Um Caseinfraktionen in Lebensmittelqualitat im Technikummalstab herstel-
len zu kénnen, mussten Untersuchungen zur Optimierung des Verfahrens ausgefiihrt wer-
den.

Die Parameter Temperatur, pH-Wert und Art der Lauge zur Herstellung von Labcaseinlésun-
gen wurden untersucht, Proteinkonzentration und die Wirksamkeit verschiedener Sauren
wurden bestimmt, um das Verfahren zu optimieren.
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Auflosen von Labcasein

Labcasein wurde mit destilliertem Wasser bei basischem pH und definierter Temperatur ge-
rihrt und anschlieend gesiebt. Der Anteil an ungeléstem Labcasein wurde bestimmt.

Die Proben wurden auf die Reaktionstemperaturen gebracht (4°C, 20°C, 40°C, 60°C) und
anschlieflend mit 1mol/l NaOH auf pH 9,0 eingestellt und mehrere Stunden gerihrt. Der pH

wurde standig kontrolliert (pH-Stat-System).
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Abb. 15: Anteil an ungeléstem Labcasein in Abhédngigkeit der Reaktionstemperatur

Die Anteil des ungeldsten Labcasein sinkt mit zunehmender Reaktionstemperatur (vgl. Abb.
15).

Proteinkonzentration und Saureauswahl

Zur Prifung der optimalen Proteinkonzentration wurden Labcaseinlésungen mit Proteinge-
halten von 5 bis 8% eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass Proteinkonzentrationen ab 5% zur
Bildung von Gelen fiihrten, die durch Wasserzugabe und Erwarmung lésbar waren. Fir die
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folgenden Versuche wurde eine Proteinkonzentration von 4% festgesetzt, da in dieser Kon-
zentration keine Gelbildung einsetzte.

Weiterhin wurde der Einfluss des Einsatzes unterschiedlicher Sauren (Essigsaure, Zitronen-
saure, Milchsdure und Salzsaure) zur isoelektrischen Fallung von as-Casein und p-k-Casein
aus Labcaseinlésungen auf die Effektivitat der Fraktionierung geprift. Diese Untersuchungen
haben gezeigt, dass Milchsaure und Salzsdure zu einer effektiveren Trennung flhren als
Essig- und Zitronensaure. Essigsaure hinterlie® auch einen typischen Essiggeruch in den
Fraktionen, wodurch der spatere Einsatz in Lebensmitteln erschwert worden ware.

AbschlieRend wurden Parameter fiir die Ubertragung des Verfahrens vom LabormafRstab in
den Technikummalistab erarbeitet. Als Sauren wurden Milch- und Salzsaure eingesetzt.

Gewinnung von Caseinfraktionen im TechnikummaRstab

In Abbildung 16 sind die Elektropherogramme der Fraktionierung unter Einsatz von Milch-
saure wiedergegeben. Diese machen deutlich, dass mit dem angewandten Verfahren fast
reines B-Casein gewonnen werden kann. Das B-Casein préazipitiert aus dem Uberstand nach
Abtrennung von as-/p-k-Casein durch langsames Anwarmen, die Reinheit der p—Casein-
Fraktion im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial Labcasein (Abb. 16, Elektropherogramm c)
ist auf dem Elektropherogramm f) der Abbildung 16 zu erkennen.

u-Caseln-Standard

p-Casein-Standard

a b

Abb. 16: Elektropherogramme der fraktionierten Caseine (Sduerung mit Milchséure). a): as-
Casein-Standard; b): B-Casein-Standard; c): Labcasein mit Tmol/l NaOH aufgelést;
d): Prézipitat aus Séureféllung (as-/p-k-Casein-Fraktion); e): Uberstand aus S&urefél-
lung; f): Prazipitat aus der 2. Siebung (B-Casein); g): Filtrat aus der 2. Féllung.
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Die prozentuale Ausbeute von B-Casein in Relation zum Gesamtcasein betrug in diesem
Versuch 17%. In einem weiteren Technikumversuch mit Salzsaure sollte versucht werden
eine noch effektivere Trennung von Niederschlag und Uberstand zu erreichen und die Aus-
beute zu erhdhen.

Abbildung 17 stellt das Ergebnis der elektrophoretischen Trennung der erhaltenen angerei-

cherten Caseinfraktionen dar.
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Abb. 17: Elektropherogramme der Proteine aus der Fraktionierung von Caseinen mit Salz-
sdure. a): as-Casein Standard; b): B-Casein-Standard; c): Labcasein mit 1mol/| NaOH
aufgelést; d): Prézipitat aus Féllung mit Salzsédure; e): Uberstand aus Fallung mit
Salzséure; f): Prézipitat aus der 2. Siebung; g): Uberstand aus der 2. Siebung.

Die Fraktionierung mit Salzsaure ergab eine B-Casein Fraktion, in der nur noch Spuren von
as-Casein bzw. p-k-Casein zu finden sind (vgl. Abb. 17, Elektropherogramm e), bzw. f)). Im
Vergleich zu den mit Milchsaure ausgefuhrten Untersuchungen ist das gewonnene B-Casein
reiner. Auch die Abreicherung von B-Casein in der as-/p-k-Casein-Fraktion (vgl. Abb. 17 d))
ist héher.

Der prozentuale Anteil der B-Caseinfraktion am Gesamtcasein betrug in diesem Versuch
26,9% und lag damit erheblich héher als in dem Technikumversuch mit Milchsaure.

In den Tabellen 15 und 16 ist die Zusammensetzung der Hauptinhaltsstoffe der gewonnenen
Caseinfraktionen wiedergegeben.
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Tab. 15: Zusammensetzung der im Technikummal3stab gewonnenen as-/p-k-Casein- und
der B-Casein-Fraktionen (n=8)

Fraktion Mittelwert Median Standardabweichung
Gesamtprotein [%] N x 6,38

as-/ p-k CN-Fraktion 95,33 95,69 0,96

[-Casein-Fraktion 89,53 89,61 3,14

Lactose [%]
as-/ p-k CN-Fraktion 0,02 0,02 0,01
B-Casein-Fraktion 1,10 1,10 0,38
Asche [%] bei 550°C

as-/ p-k CN-Fraktion 1,19 1,26 0,24

-Casein-Fraktion 3,46 3,49 0,44
Trockenmasse [%] bei 102°C

as-/ p-k CN-Fraktion 98,36 98,20 0,88

[-Casein-Fraktion 97,23 97,86 1,19

Der Trockenmassegehalt der as-/p-k- und B-Fraktionen betragt im Mittel 98,4 bzw. 97,2 %.
Die im Rahmen der Fraktionierung durch Alkalisierung (pH 9,0) bzw. Sauerung (pH 4,6) er-
haltenen Salze sind zu circa % in die 3-Casein-Fraktion Ubergegangen. Die beiden Fraktio-
nen unterscheiden sich im Lactosegehalt. Die Lactose geht bei diesem Fraktionierungsver-
fahren vollstdndig in die B-Casein-Fraktion Uber, der Proteingehalt ist dementsprechend in
der as-/p-k-Fraktion héher.

Die Anteile von as-/p-k- bzw. B-Casein am Proteingehalt der Fraktionen wurden nach densi-
tometrischer Auswertung der SDS-PAGE-Elektropherogramme berechnet, die Ergebnisse
sind in Tabelle 16 aufgefihrt.

Tab. 16: Anteil von as-/p-k-Casein bzw. 3-Casein an den Fraktionen nach densitometrischer
Auswertung der Elektropherogramme aus der SDS-PAGE

Mittelwert Median Standardabweichung
as-/p-k-Casein-Fraktion
as-/ p-k Casein 45,16 47.01 8,96
B-Casein 33,57 34,49 3,21
B-Casein-Fraktion
as-/ p-k Casein 3,08 2,96 2,71
B-Casein 78,06 79,07 12,47

Die as-/p-k-Casein-Fraktion enthalt im Mittel 45,2% as-/p-k-Casein und 33,6% [(-Casein. Die
B-Casein-Fraktion enthalt B-Casein in einer Reinheit von durchschnittlich 78,1% und nur
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3,1% as-/p-k-Casein. Die B-Casein-Fraktion enthalt im kleineren Molmassenbereich (<8.000
g/mol) Peptide, die vermutlich durch Spaltung des natirlich in Milch vorkommenden Enzyms
Plasmin erzeugt wurden und der Gruppe der y-Caseine zugerechnet werden kdnnen.

Um eine hohere Reinheit der as-/p-k-Casein-Fraktionen zu erreichen, wurden die entspre-
chenden Prazipitate mehrfach mit entmineralisiertem Wasser gewaschen. Die abfiltrierten
Prazipitate wurden hierbei nicht nur mit kaltem Wasser gewaschen, sondern unter Rihren in
kaltes Wasser gegeben und zwei Stunden geruhrt. In der as-/p-k-Casein-Fraktion, die zu-
satzlichen Waschgangen unterzogen wurde, ist im Gegensatz zur Mischprobe aus den her-
kémmlichen Versuchen ein erhéhter as-Casein-Anteil (25%) mittels Densitometrie zu mes-
sen. Der Anteil B-Casein hat sich um 3% verringert. Betrachtet man nur die as- und B3-
Caseinbanden des Densitogramms unter Vernachlassigung der sonstigen Proteinbestandtei-
le (Molkenproteine, y-Caseine), so hat sich der Anteil von as-Casein in der Wasch-Fraktion
um 4% im Gegensatz zur Mischfraktion erhoht (Wasch-Fraktion: 55,76%, Misch-Fraktion:
51,84% as-Casein). Das Waschen hat eine reinere as-/p-k-Casein-Fraktion ergeben, jedoch
erscheint der Vorteil zu gering um den Zeitaufwand von mehreren Stunden und den Mehr-
energieaufwand fir die Kihlanlagen zu rechtfertigen.

4.1.3. Verfahren zur partiellen Fraktionierung von Labcasein im TechnikummaRstab

Das in der vorliegenden Forschungsarbeit angewandte Verfahren basiert zwar auf der von
Le Magnen und Maugas (1991) beschriebenen Methodik, aber dennoch waren erhebliche
Vorarbeiten erforderlich, um die fur die Gewinnung von angereicherten Caseinfraktionen im
Technikummalstab geeigneten Bedingungen herauszuarbeiten.

Als Ergebnis der umfangreichen Labor- und ausgesuchten Technikumversuche wurden die
Parameter fur Herstellung der angereicherten Caseinfraktionen wie folgt festgelegt (vgl. Abb.
18):

Das Labcasein wird gemahlen und in einem temperierbaren Gefald mit entmineralisier-

tem Wasser suspendiert. Die Suspension wird unter Riihren auf 60°C erwarmt.

= Das Labcasein wird durch tropfenweise Zugabe von 1mol/l NaOH bei pH 9,0 und 60°C
in Losung gebracht. Ungeldstes Casein wird abfiltriert.

= Die Lésung wird auf 2°C abgekuhlt und bei dieser Temperatur der Zugabe von 10%iger
Salzsaure auf einen pH-Wert von 4,6 eingestellt.

= Die durch die partielle Fraktionierung entstandenen Prazipitate werden durch ein
Baumwolltuch (mittlere MaschengréfRe ca. 0,3mm) filtriert. Das Prazipitat wird dreimal
mit vorgekihltem (0°C) entmineralisiertem Wasser gewaschen und anschlieBend ge-
friergetrocknet = (as-/p-k-Casein-Fraktion).

= Der Uberstand wird (iber die vorgekihlte (0°C) Tellerzentrifuge von Resten des Prazipi-

tates befreit und langsam auf 40°C erwarmt. Durch die Erwarmung prazipitiert das f-

Casein und wird ebenfalls Uber ein Baumwolltuch (mittlere MaschengréfRe ca. 0,3mm)

abgetrennt und gefriergetrocknet = (B-Casein-Fraktion).
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Abb. 18: Verfahrensablauf zur Gewinnung von -Casein einerseits und as- und p-k-Casein
andererseits im Technikummalstab.

Mit dem in den vorliegenden Untersuchungen optimierten Verfahren kann 3-Casein im Tech-
nikummalfstab in konzentrierter Form gewonnen werden. Das Ergebnis der partiellen Frak-
tionierung ist eine Anreicherung von -Casein in Lebensmittelqualitat auf im Mittel 78%.

Die leichte Gewinnung des B-Caseins durch Prazipitation erleichtert die Weiterverarbeitung.
Die im Technikummalistab festgestellte Eigenschaft des p-Caseins bei Temperaturen um
30°C auszuflocken verringert die Menge Material, die weiterverarbeitet, beispielsweise ge-
trocknet werden muss. Wahrend eine Spriih- oder Gefriertrocknung des gesamten Uber-
standes, der das -Casein enthalt aufwendig ist, kann das ausgeflockte, an der Oberflache
schwimmende Casein auf einfache Art und Weise abgetrennt und gefriergetrocknet werden.

Die Reinheit des gewonnenen B-Caseins ist mit 78% bezogen auf den gesamten Protein-
/Peptidgehalt als hoch einzustufen. Die Ausbeute betragt im Mittel 41%, berechnet unter der
Annahme, das 35% des Gesamtcaseins aus [3-Casein besteht (Walstra et al. (2006)).
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Tab. 17: Vergleich von Ausbeute und Reinheit des entwickelten Verfahrens mit Daten aus

der Literatur
Verfahren Reinheit 3-Casein [%] Ausbeute 3-Casein [%]
Eigenes Verfahren 78 41
Pouliot et al. (1994) 48 ?
Le Magnen und Maugas (1991) 90 ?
Huppertz et al. (2006) ? 20
Ward und Bastian (1996) ? 55-58,5

Pouliot et al. (1994) erzielten eine Reinheit von 48% (vgl. Tab. 17), diese liegt damit deutlich
unter der in den vorliegenden Untersuchungen erzielten Reinheit. Daten zur Ausbeute wer-
den nicht beschrieben.

LeMagnen und Maugas (1991) gehen von einem (-Casein-Gehalt von mehr als 90% bezo-
gen auf den Proteingehalt aus, diese Zahl konnte in eigenen Versuchen nach dem Verfahren
nicht bestatigt werden. Das Verfahren von Le Magnen und Maugas wurde zur Verwendung
im industriellen Mal3stab entwickelt, im Technikummalstab ist eine Reinheit von 90% mit
dem Verfahren nicht erzielbar, weil es ab einer Proteinkonzentration von 5% zur Ausbildung
von Caseingelen kommt. Die Autoren sprechen hier von ,Suspension oder Losung mit hohen
Proteingehalten von 1-10%, vorzugsweise 4-7%"“. Derart hohe Labcaseingehalte sind nicht
realistisch, da sie zur Gelbildung flhren. In eigenen Versuchen flihrten Proteingehalte von
>4% bei 60°C und pH-Wert 9,0 zu Gelbildung.

Das allen Verfahren zu Grunde liegende Prinzip der B-Casein-Gewinnung beruht darauf,
dass B-Casein bei pH 4,6 nicht prazipitiert sondern in Losung bleibt. Sollten Le Magnen und
Maugas (1991) von einer Suspension ausgehen, kann davon ausgegangen werden, dass
nicht das gesamte B-Casein in Lésung geht, sondern grétenteils im nicht vollstandig gelés-
ten Labcasein vorliegt. In der Literatur wird beschrieben, dass B-Casein bei kalten (0-5°C)
Temperaturen teilweise aus der Micelle herausgel6st wird (Downey und Murphy 1970, Pierre
und Brule 1981). Je feiner die Suspension des Caseins in Wasser ist, desto gréler ist die
Oberflache, an der B-Casein mit dem kalten Wasser in Beriihrung kommt. Wenn das Labca-
sein nur grob zerkleinert worden ist, kann die Menge aus dem Caseinkomplex gelésten Ca-
seins nur geringer sein als bei einer vollstandigen Lésung. Die Ausbeute wird von Le Mag-
nen und Maugas (1991) nicht beschrieben, bei der Verwendung einer Suspension wird die
Ausbeute vermutlich geringer ausfallen als im vorliegenden Verfahren.

Die von Huppertz et al. (2006) erzielte B-Casein-Ausbeute ist mit 20% sehr gering im Ver-
gleich mit dem in dieser Arbeit entwickelten Verfahren. Ward und Bastian (1996) erzielten in
ihrem Verfahren eine hdhere Ausbeute als es mit dem in dieser Arbeit entwickelten Verfah-
ren erreichbar war. Die prozentuale Angabe erfolgte jedoch nur fiir Versuche in sehr kleinem
Mafstab, eine Abnahme im Labormalstab wird angedeutet, Zahlen werden von den Autoren
nicht angegeben. Ein Vergleich der tatsachlichen Ausbeute ist nicht moglich. Die Ausbeute
wird aus der Masse der gewonnenen Fraktion berechnet. Aufgrund der Trocknungsmethode
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(Desiccator) wird die Trockenheit des Materials angezweifelt und die Vernachlassigung vor-
handener Salze von Huppertz et al. (2006) angemahnt.

Durch technische Prozesse und die dabei veranderten Reaktionsbedingungen (Temperatur,
pH-Wert, Druck) kann Protein geschadigt werden, indem einzelne Aminosauren Reaktionen
unterliegen (Proteinvernetzung durch Dehydroalaninbildung, Lysinoalaninbildung, Furosinbil-
dung). Die e-Aminogruppe des Aminosaure Lysin ist besonders reaktionsfahig, bei alkali-
schen pH-Werten treten haufig Verluste im Lysingehalt auf (De Koning und van Rooijen,
1982; Moret et al., 1994; Faist et al., 2000). Der Verlust von Lysin fuhrt zu einer Verminde-
rung des ernahrungsphysiologischen Wertigkeit des Proteins (,Net protein Utilization®, Belitz
et al., 2001), da Lysin nicht mehr flr den Korper verfugbar ist.

Um Auswirkungen der Auflésung des Labcaseins bei erhéhten Temperaturen und alkali-
schen pH-Wert (60°C, pH-Wert 9,0, 120 min) bewerten zu kénnen, wurde durch Aminosau-
renanalyse die Menge Lysin und Alanin bestimmt, die in den Fraktionen enthalten sind. Als
Vergleichsprobe wurde Natriumcaseinat herangezogen.

Tab. 18: Bestimmung des Gehalts an den Aminosé&uren Lysin und Alanin in Natriumcaseinat
und den Fraktionen der Fraktionierung aus Labcasein

Probenmaterial Alaningehalt ~ Abnahme an Lysingehalt Abnahme an
[%] Alanin im Ver- [%] Lysin in Ver-
gleich zu Nat- gleich zu Nat-
riumcaseinat riumcaseinat
[%] [%]
Natriumcaseinat 4,01 6,84
as-/p-k-Casein-Fraktion 3,31 17,5 6,40 6,4
B-Casein-Fraktion 3,06 24,9 5,65 17,4

Der Gehalt der Aminosauren war in beiden Proben geringer als im Natriumcaseinat. Durch
die Erwarmung bei alkalischem pH-Wert ist eine Abnahme der Konzentration an Lysin und
Alanin. Durch die Prozessfiihrung der Fraktionierung von Caseinen aus Labcasein wurde
Protein geschadigt.
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4.1.4. Partielle Fraktionierung von Natriumcaseinat in B-Casein und as-/k-Casein mit
Membranfiltration

Die Fraktionierung von Natriumcaseinat in B-Casein einerseits und as-/k-Casein andererseits
wurde zur Uberprifung der Maglichkeit der Anreicherung von B-Casein mittels Mikrofiltration
bei kalten Temperaturen durchgefiihrt. Das angewandte Verfahren von Murphy und Fox
(1991) sollte auf den Einsatz im Technikummalstab getestet werden.

Aus der partiellen Fraktionierung von Natriumcaseinat in f-Casein durch Mikrofiltration wurde
nach Gefriertrocknung ein sehr leichtes, schaumartiges Gebilde gewonnen. Der B-Casein-
Gehalt des Ausgangsmaterials und der Fraktionen ist in Tabelle 19 aufgefihrt.

Tab. 19: as- und B-Casein-Gehalt der durch Mikrofiltration gewonnenen 3-Casein-Fraktion
im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial (n=2, SDS-PAGE)

Protein as-Casein B-Casein
Natriumcaseinat 43,3 34,3
B-Casein-Fraktion 14,3 85,7

Die mittels der Membranfraktionierung gewonnene (-Casein-Fraktion bestand im Mittel aus
85,7% p-Casein und 14,3% as-Casein (densitometrische Bestimmung der SDS-
Elektropherogramme, vgl. Tab. 19). Es hat demnach eine deutliche Anreicherung von [3-
Casein im Permeat nach der Filtration stattgefunden.

Die Ausbeute an 3-Casein betrug ca. 14%. Wie bereits bei Murphy und Fox (1991) beschrie-
ben, ist dieses Verfahren damit nicht fiir die Produktion von groReren Mengen geeignet. Die
geringe Proteinkonzentration der Ausgangsldsung mit Natriumcaseinat (2%) und die auf-
wandige Kuhlung widersprechen ebenfalls dem Einsatz des Verfahrens zur industriellen
Herstellung von B-Casein.

Die Ergebnisse der Fraktionierung von -Casein mittels Membrantrennverfahren sind in den
Kieler Milchwirtschaftlichen Forschungsberichten veréffentlicht worden (Hoffmann, W., Jo-
hannsen, N., Strobel, D., 2006; siehe Anhang).

4.1.5. Fraktionierung von Molkenproteinisolat in B-Lactoglobulin einerseits und
a-Lactalbumin, BSA und Immunglobuline andererseits

Ziel der partiellen Fraktionierung von Molkenproteinisolat war eine Anreicherung von a-
Lactalbumin, BSA und Immunoglobulinen einerseits sowie 3-Lactoglobulin andererseits. Die
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Produkte sollten zumindest im Technikummalstab hergestellt werden und Lebensmittelquali-
tat aufweisen.

Es wurden umfangreiche Vorversuche zur Optimierung der partiellen Fraktionierung von
Molkenproteinen ausgefuhrt. So wurde der Einfluss der Substratkonzentration (Molkenpro-
teinisolat), der Saureart (Salzsaure, Milchsaure), der Anwendung von Molkenpermeat statt
entmineralisiertem Wasser als Losemittel fir Molkenproteinisolat, der Variation des pH-
Wertes und variierender Bedingungen der Zentrifugalbeschleunigung geprtift.

Bestimmung des optimalen Proteingehalts

Um den Einfluss der Substratkonzentration auf die Effektivitat der partiellen Fraktionierung
von Molkenproteinen zu untersuchen, wurden Proteingehalte von 20-30% untersucht. Laut
Pearce (1995) steigt die fallbare Menge an a-Lactalbumin mit der Zunahme des Proteinge-
haltes der Ausgangslésung an. Er bestimmte eine optimale Proteinkonzentration von 34,0%.
Abbildung 19 stellt die Elektropherogramme der Produkte der Fraktionierung in Abhangigkeit
vom Ausgangsproteingehalt dar.

a-Lactalbunun

f-Lactoglobulin

BSA

e — - — - -

et —

a b d e t g

9]

Abb. 19: Elektropherogramme der Molkenproteine aus der Molkenproteinfraktionierung mit
20, 25 und 30% Ausgangsproteingehalt. Elektropherogramm a): Molkenproteinstan-
dard mit von unten nach oben a-LA, B-LG und BSA; b): 20% Molkenprotein (MP),
Prézipitat (P); c¢): 20% MP, Uberstand (US); d): 25% MP, P; e): 25% MP, US; f): 30%
MP, P; g) 30% MP, US.

Es zeigte sich, dass der B-LG Gehalt im Uberstand bei einer Substratkonzentration von 30%
héher war als bei 20% bzw. 25% (vgl. Abb. 19, Tab. 20). In der Probe mit 20% Protein in der



67
Ausgangsldsung konnte ein héherer B-LG-Gehalt gemessen werden, als in der Probe mit

25%.

Tab. 20: Ergebnisse nach densitometrischer Auswertung der Elektropherogramme der Ver-
suche zur Molkenproteinfraktionierung mit 20%, 25% und 30% Ausgangsproteinge-

halt.
Probe B-Lactoglobulin [%]  a-Lactalbumin [%] BSA [%]
Ausgangsmaterial MPI 62,1 25,5 12,3
30% MPI, Uberstand 60,8 17,4 n.n.
25% MPI, Uberstand 50,7 17,6 n.n.
20% MPI, Uberstand 53,7 18,5 3,1
30% MPI, Bodensatz 45,5 28,0 12,1
25% MPI, Bodensatz 31,9 23,1 14,2
20% MPI, Bodensatz 46,1 30,0 15,6

n.n. = nicht nachweisbar

Der a-LA-Gehalt im Bodensatz ist in der Probe mit 20% Protein im Ansatz am hdéchsten.
Auch die Ausbeute an BSA ist in dieser Probe am hdchsten. Die Probe mit 30% Protein zeig-
te eine starke Tendenz zur Gelbildung wahrend der Erhitzungsphase. Um dies zu verhin-
dern, musste sehr stark gerihrt werden, damit die Probe anschliel3end in Zentrifugationsge-
faBe Uberfuhrt werden konnte. Aufgrund der Ausbeute-Ergebnisse (vgl. Tab. 20) und der
Tendenz zur Gelbildung bei zu hohem Proteingehalt, wurden die weiterfihrenden Versuche
mit 20%iger Ausgangslosung durchgefihrt.

Zugabe von Milchsalzen (Molkenpermeat)

Die Abhangigkeit der Fraktionierung von Molkenproteinisolat durch die Zugabe von Milchsal-
zen wurde Uberprift. In der Literatur gibt es verschiedene Hinweise darauf, dass die lonen-
starke einen Einfluss auf die Trennungseigenschaften habe kénnte (Pearce, 1983; Pearce,
1995; Bramaud et al., 1997).

Milchsalze wurden in Form von Permeat aus der Ultrafiltration von StiBmolke (aus den Ver-
suchen zur Gewinnung von Molkenprotein in nativer Form mittels Ultrafiltration) zugegeben.
Das Permeat der Ultrafiltration enthalt die Salze des Ausgangsproduktes Magermilch. Das
Molkenproteinisolat wurde im Ultrafiltrat der Molke anstelle von entmineralisiertem Wasser
aufgeldst. Die Proteinkonzentration in der Ausgangslosung und die Versuchsbedingungen
wurden wie im Versuch zur Bestimmung der optimalen Proteinkonzentration gewahit.
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Die Ergebnisse der densitometrischen Auwertung der Elektropherogramme sind in Tabelle
21 aufgeflhrt.

Tab. 21: DensitometrischeAuswertung der Elektropherogramme der Versuche zur Molken-
proteinfraktionierung mit UF-Permeat von Molke. B-LG-Fraktion = Uberstand, a-LA-
Fraktion = Bodensatz.

Probe (HCI) B-Lactoglobulin a-Lactalbumin BSA
[%] [%] [%]

Ausgangsmaterial MPI 62,1 25,5 12,3
30% MPI, UF-Permeat, Uberstand 53,83 26,37 10,08
25% MPI, UF-Permeat, Uberstand 61,39 21,59

20% MPI, UF-Permeat, Uberstand 56,48 20,61 5,14
30% MPI, UF-Permeat, Bodensatz 58,08 30,11 11,81
25% MPI, UF-Permeat, Bodensatz 52,00 30,78 17,22
20% MPI, UF-Permeat, Bodensatz 44,71 30,45 16,11

Die Ergebnisse der densitometrischen Untersuchung zeigen, dass die B-LG-Fraktion (Uber-
stand) durch die Zugabe von Milchsalzen nicht reiner wird, sondern der BSA-Gehalt sogar in
zwei Proben zugenommen hat. Der 3-LG-Gehalt in der a-LA-Fraktion (Bodensatz) hat im
Vergleich zu den Versuchen mit entmineralisietem Wasser deutlich zugenommen. Ein Zu-
satz von Milchsalzen in Form von UF-Permeat von Molke erscheint aufgrund der Ergebnisse
nicht sinnvoll und wird in den folgenden Versuchen nicht weiter verfolgt.

Variation von pH-Wert und Zentrifugalbeschleunigungsbedingungen

Der ideale pH-Wert zur Prazipitierung von a-LA, BSA und IG wird in der Literatur unter-
schiedlich beschrieben. Pearce (1983) beschreibt den optimalen pH-Wert zwischen 4,2 und
4,6, da hier die isoelektrischen Punkte der Molkenproteine lagen (Pearce 1987; Pearce
1995). Bramaud et al. (1997) bezeichnen einen pH-Wert um 4,0 als den pH-Wert mit maxi-
maler Prazipitation. Leman et al. (2004) prazipitieren bei einem pH-Wert von 3,9, Maubois
(2001) stellt das Ausgangsprodukt zur Fallung auf einen pH-Wert von 3,8 ein.

Keine der genannten Forschergruppen benutzt als Ausgangsmaterial Molkenproteinisolat.
Um mogliche Unterschiede in den Prazipitationseigenschaften unterschiedlicher Rohstoffe
(Molkenproteinisolat statt ideale Molke) auszuschlielRen, wurden pH-Werte von 3,8 bis 4,6
eingestellt, um das Prazipitationsverhalten der 20%igen Molkenproteinisolat-Lésung zu Gber-
prufen.

Die genannten Forschergruppen benutzen zur Trennung von Bodensatz und Uberstand
Zentrifugen mit unterschiedlicher Zentrifugalbeschleunigung. Wahrend Maubois (2001) 60
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Minuten bei 7000 x g und nach anschlieRender Diafiltration bei 30100 x g noch weitere 60
Minuten zentrifugiert, kommen Leman et al. (2004) und Bramaud et al. (1997) mit 30 min und
4000 x g aus, Pearce (1983) zentrifugiert 20 min bei 20000 x g.

Da die Umsetzung dieses Verfahrens im Technikummalfistab erfolgen soll, wurden die Aus-
wirkungen einer Zentrifugalbeschleunigung von 5000 x g und 7000 x g verglichen.

Bestimmung des optimalen pH-Werts

Untersucht wurde das Trennergebnis in Bodensatz und Uberstand bei pH-Werten von 3,8 bis
4,6. Mit zunehmendem pH-Wert konnte ein geringerer Anteil Niederschlag und ein héherer
Anteil Uberstand gemessen werden. Die hoéhere Zentrifugalkraft (7000 x g) presst mehr
Flissigkeit aus dem Bodensatz als die geringere (5000 x g), es kommt zu einer Abnahme
des Bodensatzes und einer Zunahme des Uberstandes.

Mittels der densitometrischen Untersuchung kénnen die Anteile der Molkenproteine in Uber-
stand und Niederschlag bestimmt werden. Die Anteile der Proteine im Uberstand (B-LG-
Fraktion) sind in Tabelle 22 zu sehen, die Anteile der Proteine im Bodensatz in Tabelle 23.

Tab. 22: Anteile der Molkenproteine im Uberstand der Zentrifugation bei 5000 und 7000 x g
mit pH-Werten von 3,8 bis 4,6.

pH-Wert o-LA [%] B-LG [%] MW 40000 g/mol BSA [%]
(vermtl. B-LG-
Dimer) [%]

Uberstand, 5000 x g

3,8 0 82,56 17,55 0
4,0 14,94 73,22 3.1 8,74
4,2 19,31 68,58 11,12 0
4.4 24,34 60,13 11,06 4,46
4.6 27,76 67,17 0 5,07
Uberstand, 7000 x g
3,8 11,83 76,73 11,43 0
4,0 15,74 74,84 9,42 0
4,2 17,06 75,72 7,22 0
4.4 20,24 64,83 9 5,71
4.6 22,57 63,63 6,33 7.47

Anhand der densitometrischen Auswertung der Elektropherogramme ist zu erkennen, dass
die B-LG-Reinheit im Uberstand (B-LG-Fraktion) mit abnehmenden pH-Wert ansteigt (vgl.
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Tab. 22). Die Verunreinigung der B-Lactoglobulin-Fraktion mit a-Lactalbumin nimmt mit der
Abnahme des pH-Wertes ab. Die héchste Reinheit ist bei pH 3,8 mit einer Zentrifugalbe-
schleunigung von 5000 x g festzustellen. Eine Verbesserung der Reinheit bei der hdheren
Zentrifugalbeschleunigung ist nicht eindeutig festzustellen.

Tab. 23: Anteile der Molkenproteine im Bodensatz der Zentrifugation bei 5000 und 7000 x g
mit pH-Werten von 3,8 bis 4,6.

pH-Wert o-LA [%] B-LG [%] MW 40000 g/mol BSA [%]
(vermtl. B-LG-
Dimer) [%]

Bodensatz, 5000 x g

3,8 33,43 55,24 0 10,97
4,0 32,83 50,86 0 12,23
4.2 32,62 57,21 0 10,17
4.4 28,54 46,78 0 12,58
4,6 31,63 54,06 0 14,30
Bodensatz, 7000 x g
3,8 35,39 52,12 0 12,49
4,0 34,94 51,59 0 13,47
4,2 33,45 53,00 0 13,55
4,4 27,00 66,57 0,76 16,67
4.6 28,42 57,11 0 14,47

Mittels der densitometrischen Auswertung der Proben des Bodensatzes kann gezeigt wer-
den, dass der B-LG-Gehalt in den Proben mit steigendem pH-Wert tendenziell zunimmt (vgl.
Tab. 23). Im a-LA-Gehalt ist eine abnehmende Tendenz zu erkennen. Der BSA-Gehalt
nimmt mit abnehmendem pH-Wert ab.

Die Ergebnisse der densitometrischen Untersuchungen zeigen, dass das B-LG im Uberstand
bei einem pH-Wert von 3,8 oder 4,0 in reinerer Form vorliegt als bei hoheren pH-Werten (pH
4,2-4,6). Der geringe Unterschied zwischen den Versuchen mit unterschiedlicher Zentrifu-
galbeschleunigung weist darauf hin, dass eine hohe Beschleunigung, wie in der Literatur
angewandt, nicht zwingend notwendig ist. Um diese Vermutung zu erharten, wurden weitere
Versuchsdurchgange mit pH-Werten von 3,8 und 4,0 bei unterschiedlichen Zentrifugalbe-
schleunigungen durchgefiihrt.

Vergleich der Fraktionierungsbedingung pH-Wert 3,8 und 4,0

Nach Auswertung der Ergebnisse wurde eine Doppelbestimmung der beiden glnstigsten
Ergebnisse (pH 3,8 und 4,0 jeweils bei 5000 x g und 7000 x g) durchgefiihrt.
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Die Auswertung der Anteile von Uberstand und Bodensatz (ohne Abbildung) bestatigt das
Ergebnis aus vorherigen Versuchen, die Bodensatzmenge nahm bei héherer Zentrifugalbe-
schleunigung ab. Es ist anzunehmen, dass durch die héhere Zentrifugalkraft (7000 x g) mehr
Flissigkeit aus dem Bodensatz abgepresst wurde als durch die niedrigere (5000 x g).

Tab. 24: Densitometrische Auswertung der Elektropherogramme der Proteine im Uberstand
bei pH 3,8 und 4,0 und bei Zentrifugalbeschleunigungen von 5000 und 7000 x g

(n=2).
pH-Wert a-LA [%] B-LG [%] MW 40000 g/mol BSA [%]
(vermtl. B-LG-
Dimer) [%]
Uberstand, 5000 x g
3,8 6,38 93,09 0 0
4.0 15,22 82,04 2,75 0
Uberstand, 7000 x g
3,8 6,14 92,91 0 0
4.0 14,42 76,03 9,07 0

Die densitometrische Auswertung der Elektropherogramme der Proteine im Uberstand zeigt
bei einem pH-Wert von 3,8 eine hohere Reinheit des B-Lactoglobulins als bei pH 4,0 (vgl.
Tab. 24). Bei den Versuchen mit einem pH-Wert von 4,0 zeigt die densitometrische Auswer-
tung B-Lactoglobulin-Dimere mit einer Molmase von ca. 40.000 g/mol. Bei beiden pH-Werten
musste B-LG als Octamer vorliegen (vgl. Abb. 3). Nach den vorliegenden Ergebnissen
scheinen die Polymere von B-LG bei der Probenvorbereitung zur SDS-PAGE nur bei pH 3,8
geldést worden zu sein, bei pH 4,0 ist ein Dimer zu erkennen. BSA ist in allen Proben im
Uberstand nicht vorhanden sondern vollstandig in den Bodensatz iibergegangen, der a-Lact-
albumin-Anteil ist bei dem héheren pH-Wert mehr als doppelt so hoch.

Ein Unterschied zwischen den beiden Zentrifugalbeschleunigungen ist nicht zu erkennen. In
beiden Versuchen ist die B-LG-Ausbeute im Uberstand etwa gleich hoch.
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Tab. 25: Molkenproteinfraktionierung: Densitometrische Auswertung der Elektropherogram-
me der Proteine im Niederschlag bei verschiedenen pH-Werten und Zentrifugalbe-
schleunigungen (n=2).

pH-Wert o-LA [%] B-LG [%] MW 40000 g/mol BSA [%]
(vermtl. B-LG-
Dimer) [%]

Bodensatz, 5000 x g

3,8 22,66 75,23 0 4,23

4,0 29,93 63,46 0 6,62
Bodensatz, 7000 x g

3,8 30,11 65,67 0 4,23

4,0 29,47 57,80 0 12,43

Im Bodensatz bewirkt der hdhere pH-Wert (4,0) eine Verringerung des B-LG-Gehalts. Der
BSA-Gehalt verringert sich bei dem erhéhten pH-Wert (vgl. Tab. 25).

Eine eindeutige Auswirkung der héheren Zentrifugalbeschleunigung auf die Trennung ist im
Bodensatz nicht eindeutig erkennbar.

Aufgrund der héheren Reinheit der B-LG-Fraktion bei einem pH-Wert von 3,8 wurden die
folgenden Fraktionierungen bei diesem pH-Wert durchgefihrt. Die a-LA-Fraktion (Boden-
satz) enthalt neben a-Lactalbumin die Proteingruppen BSA und IG, so dass eine hohere
Reinheit der B-LG-Fraktion als Zielvorstellung sinnvoller erscheint, als eine mdglichst grofl3e
Eliminierung von B-LG aus der a-LA-Fraktion.

4.1.6. Verfahren zur partiellen Fraktionierung von Molkenproteinisolat im Techni-
kummafBstab

Als Resultat der Vorversuche wurde das Verfahren zur partiellen Fraktionierung von p-Lacto-
globulin einerseits und a-Lactalbumin, BSA und |G andererseits - wie in Abbildung 20 dar-
gestellt - festgelegt. Dabei ermdglichte der Einsatz von Molkenproteinisolat als Substrat ge-
genluber dem Verfahren von Maubois et al. (2001), dass nunmehr sowohl auf die Ultrafiltrati-
on zur Aufkonzentrierung der Molkenproteine als auch auf die Sauerung zur Ausfallung rest-
licher Caseine verzichtet werden kann.
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Molkenproteinisolat, 20%ig
16h Quellzeit bei 5°C

v

Anhebung der Temperatur auf 20°C

v

Absenkung des pH-Werts auf 3.8 mit Salzséure

v

Erwarmung unter ROhren auf 55°C, 30 min im YWasserbad

v

Zentrifugation: 1h, 5000 x g, Zimmertemperatur

\
v '

Ueberstand:B-LG Bodensatz: o-La, BSA, Ig

Abb. 20: Verfahrensablauf zur partiellen Fraktionierung von Molkenproteinisolat in B-LG ei-
nerseits sowie a-LA, BSA und IG andererseits

Die mit diesem Verfahrensablauf gewonnene B-Lactoglobulin-Fraktion besteht zu 98% aus [3-
Lactoglobulin (SDS-Page, vgl. Tab. 26) und enthalt weniger als 2% a-Lactalbumin, BSA ist
vollstéandig in die a-Lactalbumin-Fraktion Gbergegangen.

Tab. 26: Ergebnisse der Hauptversuche zur Molkenproteinfraktionierung (SDS-PAGE, n= 2)

Ausgangsmaterial a-LA-Fraktion B-LG-Fraktion

Molkenproteinisolat (Bodensatz) (Uberstand)
-Lactoglobulin [%] 62,1 54,1 98,3
a-Lactalbumin [%] 25,5 24 1 1,6
BSA [%] 12,3 21,5 0,0
Trockenmasse [%] 97,2 97,9 94 .1
Gesamteiweil3gehalt 90,2 92,0 86,1
Asche 1,9 1,3 6,2

Lactose 0,01 0,1 0,1
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Mit der in den vorliegenden Untersuchungen entwickelten Methode konnten 70 % des einge-
setzten B-LG in der B-LG-Fraktion wiedergefunden werden (vgl. Tab. 27). In der a-LA-
Fraktion betrug die Ausbeute an a-LA Uber 70% des im Ausgangsmaterial eingesetzten a-
LA. 100% des BSA werden in der a-LA-Fraktion wiedergefunden. Der Gehalt von 54,1% [3-
LG in der a-LA-Fraktion zeigt, dass das Verhaltnis von a-LA zu B-LG in der Fraktion zuguns-
ten des a-LA verschoben ist. B-LG ist das Hauptmolkenprotein im Ausgangsmaterial, der
Anteil ist in der a-LA-Fraktion stark verringert worden.

Tab. 27: Ausbeute (n=2) der Molkenproteinfraktionierung (Anteil der Proteine in den Fraktio-
nen am Ausgangsmaterial; SDS-Page)

Anteil am Gesamt-  B-Lactoglobulin  a-Lactalbumin BSA

material [%]* [%] [%] [%]
a-LA-Fraktion (Boden- 33,6 15,6 71,3 58,8
satz)
B-LG-Fraktion (Uber- 37,3 70,4 2,3 0,00
stand)

*Verluste zu 100% durch Spriihtrocknung, Abnahme von Probenmaterial zur Untersuchung

Der Einsatz von Molkenproteinisolat als Ausgangsmaterial zur Fraktionierung ist moglich. Da
die Léslichkeit von Molkenproteinen in Wasser sehr hoch ist, kbnnen Lésungen mit hoher
Proteinkonzentration eingesetzt werden und das Produktionsvolumen im Gegensatz zum
Einsatz von ,ldealer Molke* (Maubois et al., 2001) oder Molkenproteinkonzentrat (Lucena et
al., 2007) deutlich verringert werden.

Die Reinheit der p-LG-Fraktion, die durch das Verfahren des peptischen Abbaus von a-LA
gewonnen werden kann, betragt iber 99% im Labormafistab und ca. 95% im Technikum-
malstab (Konrad und Lieske, 1997; Konrad et al., 2001). Nachteil des Verfahrens ist die
Hydrolyse von a-LA.

Die Gewinnung von a-LA in moglichst reiner Form aus Molke ist von groRem Interesse, da
zur Produktion von Sauglingsnahrung haufig Kuhmilchprotein verwendet wird (Lindberg et
al., 1998). Die Zusammensetzung von Humanmilch unterscheidet sich jedoch von Kuhmilch
grundsatzlich darin, dass p-LG nicht Bestandteil von Humanmilch ist, a-LA dafir in hoheren
Mengen vorhanden ist (Lucena et al., 2007). In der Allergenforschung wird 3-LG die héchste
Allergenitat aller Milchproteine zugesprochen, besonders Kinder sind haufig allergisch gegen
B-LG (Lindberg et al, 1998).

Das im Bodensatz enthaltene a-Lactalbumin kann nach Bramaud et al. (1997) weiter aufge-
reinigt werden, um es flr den Einsatz in Sauglingsnahrung usw. nutzbar zu machen. Die
Autoren beschreiben, dass durch Waschungen mit NaCl-Lésungen bei niedrigem pH-Wert
(pH 3,9) das enthaltene B-LG ausgewaschen werden kann. Durch die Zugabe von CaCl,
kénne das Aggregat aus a-LA, IG und BSA teilweise wieder geldst werden, nur die Immun-
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globuline kénnten nicht wieder gelést werden. Nach Zentrifugation verblieben a-LA und BSA
in der Fraktion.

Pearce (1995) erreicht durch seinen Verfahrensweg, in dem er von Kasemolke ausgeht, eine
Anreicherung von B-Lactoglobulin auf 70%. In der Fraktion sind ca. 26% Peptide zu finden,
die aus Casein bei der Labfallung entstanden sind. Durch Verwendung von Molkenprotein-
isolat kann die Verunreinigung durch Caseinbruchstiicke ausgeschlossen werden, die Rein-
heit der B-LG-Fraktion ist deutlich héher.

Bramaud et al. (1997) gelingt es durch die Verwendung von Citrat (Calciumcitrat, Zitronen-
saure), die Komplexbildung von a-LA, BSA und IG bereits bei Temperaturen von 35°C aus-
zufihren. Das Ausgangsmaterial Molkenproteinkonzentrat (WPC) enthalt Lactose, der B-LG-
enthaltende Uberstand wird durch UF von der Lactose gereinigt. Die Reinheit und Ausbeute
des Verfahrens werden nicht beschrieben.

Lucena et al. (2007) verfolgen den Verfahrensweg von Bramaud et al. (1997) im kleinen
Mafstab (2 Liter) mit verschiedenen Citratkonzentrationen, Sauren und Ausgangsmateria-
lien. Als optimales Ausgangsmaterial wird Molkenproteinkonzentrat (65% Protein) bestimmt,
die Temperaturen wahrend der Aggregation sind héher als bei Bramaud et al. (1997). Als
optimale Saure zur Prazipitation wird Zitronensaure in Prasenz von Ca?* bestimmt. Die Rein-
heit und Ausbeute der gewonnenen Fraktionen wird von den Autoren nicht diskutiert, kann
daher nicht mit der Reinheit und der Ausbeute in dem vorliegenden Verfahren verglichen
werden.

Maubois et al. (2001) beziffern die Ausbeute an a-LA in der Bodensatz-Fraktion als <70%,
die Reinheit des B-LG als >99% (RP-HPLC). Das Verfahren von Maubois et al. (2001) wurde
im vorliegenden Verfahren deutlich vereinfacht (vgl. Abb. 21). Die Schritte zur Herstellung
der ,ldealen Molke®, Lactose-Entfernung und Restcasein-Entfernung konnten eingespart
werden. Die Zentrifugation nach der Aggregation von a-LA, BSA und Immunoglobulinen er-
wies sich bei 5000 x g als ausreichend, um eine Fraktion mit einer Reinheit von >98% her-
zustellen. Eine Zentrifugation mit 30100 x g erscheint im Technikummalistab nicht umsetz-
bar und der Aufwand nicht gerechtfertigt, um eine nur gering héhere Reinheit zu erzielen.
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Rohmilch 20°C

¥
Mikrofiltration
Ideale Molke
¥
Ultra- Diafiltration
¥
Sauerung (Litronensiure) pH 4 B, 30°C Maolkenproteinisalat, 20%, 16h, 5°C
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Zentrifugation ¥000xg, B0 min, 30 *C ————» Restcasein Anhebung der Temperatur auf 20°C
¥ \
pH 3.8, 56°C, 30 min pH 3 3,55°C, 20 min
v
Zentrifugation Y000xg, B0 min, 30 °C — cclactalbumin, BSA,1G 4—— Zentrifugation 5000xy, BO min, ca. 20°C
¥ ¥
Diafiltration, Lagerung 20h, 2°C 3 Lactaglobulin
¥
ZLentrifugation 30100xy, B0 rmin, 20°C

FLactoglabulin

Abb. 21: Vergleich der Verfahrensschritte des Verfahrens nach Maubois et al. (2001, links)
und des entwickelten Verfahrens (rechts)

Mit dem in den vorliegenden Untersuchungen optimierten Verfahren kann (-Lactoglobulin im
Technikummalfstab in konzentrierter Form gewonnen werden. Das Ergebnis der partiellen
Fraktionierung ist eine Anreicherung von (3-Lactoglobulin in Lebensmittelqualitat auf im Mittel
>98% (vgl. Tab. 26).

4.1.7. Anreicherung von NPN-Substanzen aus Magermilch mittels Ultrafiltration und
partieller Lactosekristallisation

Die Fraktionierung von Magermilch mit Membranfiltration der Porengroie NMWCO 10.000
g/mol und 5.000 g/mol wurde durchgefiihrt, um NPN-Substanzen anzureichern. Nach der
Fraktionierung wurden dem Permeat durch Verdampfung Wasser entzogen und die Lactose
nach Animpfung partiell auskristallisiert.

Das Ergebnis der Ultrafiltration von Magermilch mit einer Membran der Ausschlussgrofie
10.000 g/mol wurde densitometrisch (SDS-PAGE) ausgewertet. Die densitometrische Aus-
wertung der Elektropherogramme ergab, dass im Permeat noch Molkenproteine vorhanden
waren (vgl. Tab. 28). Im Retentat sind die Caseine im Vergleich zur Ausgangsmilch leicht
aufkonzentriert. Die a-Lactalbumin-Konzentration ist jedoch deutlich geringer als in der Aus-
gangsmilch.
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Tab. 28: Auswertung der Densitometrie der Elektropherogramme der NPN-Fraktionierung.

Fraktion as-Casein B-Casein [%] «k-Casein [%] a-La [%] B-LG [%]
[%]
Ausgangsmilch 22,44 36,98 11,86 9,79 15,93
Retentat 25,04 38,24 10,79 6,53 14,12
Retentat n. DF 25,54 38,67 13,07 4,25 15,64
Permeat n.n. n.n. n.n. 43,69 56,31
Permeat n. DF n.n. n.n. n.n. 57,58 43,42
Permeatkonz. n.n. n.n. n.n. 48,90 48,10
Permeatkonz. n. Z. n.n. n.n. n.n. 52,14 47,86

Abkiirzungen: n. DF: nach Diafiltration; n. Z.: nach Zentrifugation; n.n. = nicht nachweisbar

Die GroRenausschlusschromatogramme (vgl. Abb. 22) machen deutlich, dass die Caseinf-
raktionen der Ausgangsmilch vollstandig in das Retentat (bergegangen sind. Auch -
Lactoglobulin (Peak C) ist zum gréRten Teil im Retentat wiederzufinden, a-Lactalbumin aller-
dings nur zu einem geringen Teil (Peak D). Das Permeat enthdlt neben den NPN-
Substanzen noch relativ hohe Gehalte an a-Lactalbumin, das die Membran aufgrund der
geringen Molmasse und der Tertiarstruktur Gberwinden konnte.
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Abb. 22: GréBenauschlusschromatogramme der Ausgangsmagermilch sowie des Retentats
und Permeats nach Ultrafiltration (NMWCO 10.000 g/mol). A: Molmassen bis
2.000.000 g/mol, B: Caseine, C: B-Lactoglobulin, D: a-Lactalbumin, E: NPN-
Substanzen.

Tabelle 29 gibt die Zusammensetzung des Permeats nach Eindampfung und Abtrennung der
kristallisierten Lactose wieder.

Tab. 29: Zusammensetzung des Permeats nach Eindampfung und Abtrennung der kristalli-
sierten Lactose

Parameter Trockenmasse Asche NPN Lactose
[%] [%] [%] [%]
Messwert 30,5 4,93 0,26 20,95

Die Addition der Werte fiir Asche, NPN und Lactose ergibt einen Wert von ca. 26 %. Bei ei-
ner Trockenmasse von 31 % kann davon ausgegangen werden, dass im Permeat noch in
etwa zu 4 % Molkenproteine, Uberwiegend a-Lactalbumin, enthalten sind. Um die Molkenpro-
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teine quantitativ abzutrennen, wurde in einer weiteren Versuchsreihe zur Ultrafiltration eine
Membran mit einer mittleren nominalen Trenngrenze von 5.000 g/mol eingesetzt.

Die densitometrische Auswertung der SDS-PAGE (ohne Darstellung) sowie der GroRen-
ausschlusschromatogramme (vgl. Abb. 23) der Ultrafiltration von Magermilch mit einem
Membranfilter der Ausschlussgréfie 5.000 g/mol haben ergeben, dass ein vollstandig pro-
teinfreies Permeat gewonnen werden konnte. Der Nachweis erfolgte Uber die FPLC (vgl.
Abb. 23). Auf dem Diagramm ist deutlich zu erkennen, dass die NPN-Fraktion nur Substan-
zen im GroRenbereich von NPN-Substanzen enthalt, Proteine konnten nicht detektiert wer-
den.
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Abb. 23: GréBenausschlusschromatogramme von Magermilchretentat und -permeat nach
Ultrafiltration (NMWCO 5.000 g/mol). A: Molmasse bis 2.000.000 g/mol, B: Casein-
monomere (in etwa 20.000 g/mol), C: B-Lactoglobulin, D: a-Lactalbumin, E: NPN-
Substanzen

Tabelle 30 gibt die Zusammensetzung des Permeats nach Eindampfung und partieller Ab-
trennung der kristallisierten Lactose wieder.
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Tab. 30: Zusammensetzung des Permeats nach Eindampfung und partieller Abtrennung der

kristallisierten Lactose

Parameter Trockenmasse Asche NPN Lactose
[%] [%] [%] [%]
Messwert 38,76 4,89 0,26 25,79

Das Endsubstrat enthalt groRe Mengen an Lactose (26%, vgl. Tab. 30). Ca. 50% der nach
dem Eindampfen enthaltenen Lactose konnten durch langsames Auskuhlen (ca. 1°C/h) ent-
fernt werden. Weitere Auskristallisation kdnnte durch langere Ausklhlungszeiten erreicht

werden. Es ist jedoch nicht méglich, die gesamte Lactose zu entfernen.
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4.2. Enzymatische Hydrolyse von Milchproteinen

Die enzymatische Hydrolyse von Milchproteinen mit verschiedenen Proteasen wurde vorge-
nommen, um zu prufen, ob sich die Schaumbildungseigenschaften der Milchproteine ver-
bessern. Zur Charakterisierung der Schaumbildungseigenschaften wurde Molkenprotein-
isolat mit Trypsin und Chymotrypsin hydrolysiert, die angereicherten Proteinfraktionen p-LG
und B-Casein wurden mit Trypsin, Pepsin und Alcalase hydrolysiert.

4.2.1. Enzymatische Hydrolyse von Molkenproteinisolat

Die Hydrolyse von Molkenproteinisolat mit Trypsin und a-Chymotrypsin wurde im Techni-
kummalstab durchgefihrt. Die Zusammensetzung der Proteolysate nach Hydrolyse von
Molkenproteinisolat mit Trypsin und Chymotrypsin und Membrantrennung ist in Tabelle 31
dargestellt.

Tab. 31: Zusammensetzung der Proteolysate nach enzymatischer Hydrolyse und Fraktionie-
rung mit Hilfe der Ultrafiltration (NMWCO=10.000 g/mol)); Permeate nach Spriih-
trocknung, Retentate nach Gefriertrocknung

Fraktion Gesamt- NPN (f=3,6) Asche [%] T™M [%]
Stickstoff [%] [%]

Chymotryp. Retentat 14,60 1,68 2,35 99,19
Molmasse > 10.000 g/mol

Chymotryp. Permeat 13,61 5,47 4,58 94,51

Molmasse < 10.000 g/mol

Tryp. Retentat 13,85 4,97 3,57 98,22

Molmasse > 10.000 g/mol

Tryp. Permeat 13,60 11,77 5,38 94,07

Molmasse < 10.000 g/mol

Die Analyse der Proteolysatfraktionen aus dem ersten Ultrafiltrationsschritt zeigt, dass die
Fraktionen hohe Gehalte an Nicht-Protein-Stickstoff enthalten (NPN, vgl. Tab. 31). Der hohe
Gehalt an Nicht-Protein-Stickstoff ist auf die enzymatische Hydrolyse zuriickzufihren. Im
Rahmen der Proteolyse entstehen kleine Peptide, die mit 12%iger TCA nicht fallbar sind
(Renner und Omeroglu, 1972). Durch das Verfahren der NPN-Stickstoffbestimmung nach
vorheriger Ausfallung mit TCA werden die Peptide als NPN-Substanzen erkannt.

Die Molmassenverteilung der Proteolysate, die mit Hilfe der GroRenausschlusschromatogra-
phie charakterisiert wurde, ist in den Abbildung 24 bis Abbildung 28 dargestellt.
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Hydrolyse von Molkenproteinisolat mit Trypsin

Abbildung 24 macht deutlich, dass (-Lactoglobulin und a-Lactalbumin durch Trypsin (Abb.
24, Peak A, B und C) fast vollstandig abgebaut wurden. Es sind tberwiegend Produkte mit
Molmassen unterhalb der Grof3e von a-LA entstanden (< 14.000 g/mol). Eine Inkubation von
3-5 Stunden hat zu einer vollstandige Hydrolyse der Molkenproteine geflihrt.
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Abb. 24: GréBenausschlusschromatogramme von Molkenproteinisolat vor und nach Hydroly-
se mit Trypsin. A: B-Lactoglobulin-Dimer, B: B-Lactoglobulin-Monomer, C: a-Lact-
albumin, D: Molmassen <14.000 g/mol
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Nach der Trennung des tryptischen Hydrolysats mit Hilfe der Ultrafiltration (NMWCO =
10.000 g/mol) enthalt das Retentat Produkte mit Molmassen von 10.000 bis 2.000.000 g/mol,
wohingegen im Permeat Peptide mit Molmassen unterhalb der Grélke von a-Lactalbumin
(14.000 g/mol), Uberwiegend auch deutlich kleinere Peptide enthalten sind (Abb. 25).
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Abb. 25: GréBenausschlusschromatogramme der Permeat- und Retentatfraktion des trypti-
schen Hydrolysats aus Molkenproteinisolat nach Ultrafiltration (NMWCO=10.000
g/mol). A: Substanzen mit einer Molmasse bis 2.000.000 g/mol, B und C: Substanzen
mit Molmassen <14.000 g/mol

Die Permeat- und Retentatfraktionen des tryptischen Hydrolysats aus Molkenproteinisolat
wurden weiterhin mit Hilfe der Reversed-Phase HPLC untersucht, sie unterscheiden sich in
den Elutionszeiten der Peaks kaum voneinander (ohne Abbildung).
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Das Ergebnis des zweiten Ultrafiltrationsschritts mit einem NMWCO von 5.000 g/mol findet
sich in Abbildung 26. Das Grossenausschlusschromatogramm zeigt fiur beide Fraktionen
Peptide im gleichen GréRRenbereich (Peak A und B), eine Auftrennung in Fraktionen unter-
schiedlicher Peptidgréfien hat nicht stattgefunden. Den Abbildungen ist zu entnehmen, dass
durch die Hydrolyse grofitenteils Peptid-Fragmente mit Molmassen <14.000 g/mol entstan-
den sind (Abb. 24 und Abb. 25). Die Trenngrenze bei Membranfiltrationen wird von den
Herstellern als ,mittlere Trenngrenze® angegeben. Molekille mit Tertiarstruktur kénnten auf-
grund einer globularen Form trotz h6herer Molmasse diese Trenngrenze passieren (vgl. Kap.
4.1.7).
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Abb. 26: GréBenausschlusschromatogramme der Permeat- und Retentatfraktion des trypti-
schen Hydrolysats aus Molkenproteinisolat nach Ultrafiltration (NMWCO=5.000
g/mol).

Anhand der RP-HPLC-Chromatogramme der mittels der UF-Filtration mit einer mittleren
Trenngrenze von 5.000 g/mol gewonnenen Fraktionen ist keine Unterscheidung der Eigen-
schaften hinsichtlich Hydrophobizitdt mdglich (ohne Abbildung). Beide Fraktionen besitzen
Peptide unterschiedlicher Hydrophobizitdt und Molmasse, die Uber die gesamte Messzeit
eluiert werden.

Die Trocknungsart (Lyophilisation vs. Sprihtrocknung) hat keinen Einfluss auf die Anzahl
und die Elutionszeit der Peptide in den Permeaten des tryptischen Hydrolysats von Molken-
proteinisolat nach Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol (ohne Abbildung).



85

Hydrolyse von Molkenproteinisolat mit a-Chymotrypsin

Durch die chymotryptische Hydrolyse wurde Uberwiegend B-Lactoglobulin hydrolysiert, wo-
hingegen a-Lactalbumin (Peak C) nach der Hydrolyse noch in annahrend gleicher Konzen-
tration wie im Ausgangsmaterial vorhanden war. In Peak D waren die Spaltprodukte der Pro-
teolyse enthalten (vgl. Abb. 27).
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Abb. 27: GréBenausschlusschromatogramme von Molkenproteinisolat vor und nach Hydroly-
se mit Chymotrypsin. A: B-Lactoglobulin-Dimer, B: B-Lactoglobulin-Monomer, C: a-
Lactalbumin, D: Molmassen < 14.000 g/mol
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Die Ultrafiltration des chymotryptischen Hydrolysats (vgl. Abb. 28) bei einer mittleren Trenn-
grenze von 10.000 g/mol flhrt im Gegensatz zur Trennung tryptischer Hydrolysate zu einer
deutlich sichtbaren Auftrennung der Molmassen. Die Retentatfraktion enthalt Peptide mit
deutlich héheren Molmassen als die tryptische Permeatfraktion.

Das im Hydrolysat enthaltene, nicht durch die chymotryptische Hydrolyse gespaltene a-
Lactalbumin ist nach der Ultrafiltration in der Permeatfraktion zu finden (vgl. Abb. 28, Peak
B). Aufgrund der Tertiarstruktur ist es moglich, dass einzelne grofiere Molekiile die nominale
Trenngrenze der Membran unterlaufen. Im Retentat sind Uber den gesamten Bereich Mole-
kile erkennbar, bis zu Molmassen von 2.000.000 g/mol.
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Abb. 28: GréBenausschlusschromatogramme der Permeat- und Retentatfraktion des chy-
motryptischen Hydrolysats aus Molkenproteinisolat (NMWCO: 10.000 g/mol). A:
Substanzen mit einer Molmasse bis 2.000.000 g/mol, B: a-Lactalbumin; C: Substan-
zen mit Molmassen <14.000 g/mol
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Die Auswertung der RP-HPLC-Chromatogramme (vgl. Abb. 29) zeigt, dass im Permeat und
Retentat mehr eher hydrophobe als hydrophile Peptide vorhanden sind (> 70% der Peakfla-
che eluieren bei Retentionszeiten von 40-80 Minuten). An einem Reversed-Phase-Kieselgel,
das in den vorliegendenden Versuchen zum Einsatz kam, werden Substanzen mit zuneh-
mend hydrophobem Charakter verzégert eluiert (Jost und Boos, 1989). Beeinflusst wird die
Elutionszeit zusatzlich von der Lange des Molekils, d.h. ein langes hydrophiles Molekiil
eluiert ebenfalls mit einer hohen Elutionszeit, ein kurzes, hydrophobes mit einer niedrigen
Elutionszeit. Ein weiterer Einflussfaktor sind funktionelle Gruppen, die ebenfalls Auswirkun-
gen auf die Elutionszeit haben kénnen. In der Auswertung der RP-HPLC-Diagramme wird
deshalb von ,eher hydrophober® oder ,eher hydrophiler* Tendenz der Proteolysate und Frak-
tionen gesprochen. Mit einer Retentionszeit von 0 bis 7 Minuten erscheint auf den RP-HPLC-
Diagrammen der sog. Aufgabepeak, der nicht ausgewertet wird.

Das Retentat zeigt eine geringere Konzentraton der Peptide im Vergleich zum Permeat. Das
noch enthaltene Protein wird durch die Probenvorbereitung mit Sulphu-Salicylsdure (SSA)
ausgefallt, da eine Verunreinigung der Peptid-Saule durch Proteine verhindert werden sollte.
a-Lactalbumin konnte deshalb nicht mittels RP-HPLC nachgewiesen werden.
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Abb. 29: Vergleich der RP-HPLC-Chromatogramme der chymotryptischen Permeat- und
Retentatfraktionen nach Ultrafiltration mit einer Trenngrenze von 10.000 g/mol (ge-
friergetrocknet)
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Die UF-Fraktionierung des chymotryptischen Hydrolysats mit einer Trenngrenze von 5.000
g/mol hat zu deutlich unterschiedlicheren Fraktionen geflihrt als die entsprechende Trennung
des tryptischen Hydrolysats. Die Peakflachen der Grélkenausschlusschromatographie tber-
schneiden sich zwar, es ist aber zu erkennen, dass in der Permeatfraktion die kleineren Pep-
tide angereichert worden sind, wahrend die gréReren Peptide Uberwiegend in die Retentatf-
raktion Uibergegangen sind (vgl. Abb. 30).

Das in der Permeatfraktion nach Ultrafiltration bei einer AusschlussgréRe von 10.000 g/mol
enthaltene a-Lactalbumin wurde nach Ultrafiltration mit einem NMWCO von 5.000 g/mol re-
tentatseitig angereichert (vgl. Abb. 30, Peak B).

0.6 —— Retentat des Hydrolysates
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Abb. 30: GréBenausschlusschromatogramme der Permeat- und Retentatfraktion des chy-
motryptischen Hydrolysats aus Molkenproteinisolat (NMWCO: 5.000 g/mol).

Der Abbau von B-Lactoglobulin mit Chymotrypsin ist unter den gegebenen Bedingungen, d.h.
ohne vorhergegangene Hitzebehandlung des Proteins nicht mdglich. Die Resistenz von 3-
Lactoglobulin gegentiber der Spaltung durch Chymotrypsin ist in der Molekulstruktur begriin-
det. Chymotrypsin spaltet an den hydrophoben Seitenketten der Aminosauren Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan (Reddy et al. 1988). Bei dem globuléren Molekul B-Lactoglobulin
befinden sich die méglichen Angriffspunkte des Enzyms eher im Inneren des Molekiils. Die
Tertiarstruktur wird durch intramolekulare S-S-Bindungen stabilisiert. Erst nach einer Zersto-
rung der Tertiarstruktur durch Erhitzung, Spaltung der Disulfid-Bindungen oder Sduredenatu-
rierung erfolgt die Hydrolyse durch Chymotrypsin (Reddy et al. (1988).
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Die Auswertung der UF-Fraktionen der chymotryptischen Hydrolysate (mittlere Ausschluss-
grenze 5.000 g/mol) mittels RP-HPLC zeigt, dass sich die Chromatogramme in der Anzahl
und in den Elutionszeiten der Peaks kaum unterscheiden (vgl. Abb. 31). In der Retentatfrak-
tion ist die Konzentration der Peptide hoher, besonders in Richtung einer spateren Elutions-
zeit (60 bis 80 Minuten), die eher hydrophoberen Peptiden entspricht. Anhand des Chroma-
togramms kann diagnostiziert werden, dass sich die eher hydrophoberen Peptide in beiden
Fraktionen angereichert haben, da mehr als 70 % der gesamten Peakflache eine Elutionszeit
von 40 bis 80 Minuten aufweist.
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Abb. 31: Hydrolyse mit Chymotrypsin: RP-HPLC-Chromatogramme der Permeat- und Reten-
tat-Fraktionen aus der UF mit einer mittleren Trenngrenze von 5.000 g/mol
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4.2.2. Enzymatische Hydrolyse von Milchproteinfraktionen

Die durch Fraktionierung im Technikummalstab gewonnenen, angereicherten 3-Casein- und
B-Lactoglobulin-Fraktionen wurden der Hydrolyse mit den proteolytischen Enzymen Trypsin,
Pepsin und Alcalase unterzogen. Die enzymatische Hydrolyse wurde im Labormafstab (500
ml) durchgeflhrt. Die Charakterisierung der Fraktionen erfolgte anhand von FPLC, RP-HPLC
und SDS-PAGE.

Hydrolyse von B-Casein mit Trypsin

Die Charakterisierung der tryptischen B-Casein-Hydrolysate mittels Grélienausschlusschro-
matographie ergab, dass bereits nach 5 Minuten Hydrolyse kein B-Casein (Retentionszeit: 40
Minuten, vgl. Abb. 32, Peak A) mehr in den Hydrolysaten detektierbar ist. Der grofite Anteil
der entstehenden Peptide besitzt eine Retentionszeit von 51 bis 56 Minuten (Peak B). Dies
entspricht einer Molmasse von weniger als 14.000 g/mol. Mit zunehmender Hydrolysezeit
entstehen zusatzlich kleinere Peptide, deren Menge zunimmt und die GréRe abnimmt (Re-
tentionszeiten ca. 56-68 Minuten, Peaks C und D).
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Abb. 32: GréBenausschlusschromatogramme der tryptischen 3-Casein-Hydrolysate mit Hyd-
rolysezeiten von 5 bis 60 Minuten im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial (Peak A =
B-Casein, B, C und D <14.000 g/mol)
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Da die durch die Hydrolyse mit Trypsin entstandenen Peptide mit Hilfe der RP-HPLC nach
ihrer Hydrophobizitat auftgetrennt werden, kann aus Abbildung 33 entnommen werden, dass
mehr Peptide mit hydrophilen als Peptide mit hydrophoben Eigenschaften entstehen. In den
ersten 40 Minuten der Laufzeit werden mehr Peptide eluiert als in der weiteren Verlaufszeit
(im Mittel 54% von 0-40 Minuten Elutionszeit). Da Peakhdhe und —flache der Konzentration
einer Substanz proportional sind, kann davon ausgegangen werden, dass die Konzentration
an hydrophilen Verbindungen héher als die von hydrophoben Verbindungen ist. Zwischen
den Chromatogrammen der verschiedenen Hydrolysezeiten sind nur geringe Unterschiede
zu erkennen.
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Abb. 33: RP-HPLC-Chromatogramme der tryptischen 3-Casein-Hydrolysate mit Hydrolyse-
zeiten von 5 bis 60 Minuten

Bumberger und Belitz (1993) fanden nach zweistindiger, tryptischer Hydrolyse von 3-Casein
Peptide im Molmassenbereich von 500 bis 6500 g/mol, der Grofdteil der Peptide hatte eine
Molmasse von 500 bis 2000 g/mol. Die GréRenausschlusschromatogramme (vgl. Abb. 32)
zeigen, dass auch in der in diesen Versuchen durchgefiihrten Hydrolyse der Anteil der Pep-
tide mit geringer Molmasse und langerer Retentionszeit mit zunehmender Hydrolysedauer
zunahm.
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Hydrolyse von 3-Casein mit Pepsin

Abbildung 34 zeigt das Ergebnis der Charakterisierung der peptischen Hydrolysate von (-
Casein. Es ist zu erkennen, dass bereits nach 5-minatiger Hydrolyse kein 3-Casein mehr
vorhanden ist (Peak A). Pepsin besitzt aufgrund des hohen Gehalts an Glutaminsaure- und
Leucinresten eine hohe Anzahl an mdglichen peptischen Spaltstellen im B-Casein-Molekdil.
Aufgrund des Vorkommens eines hohen Peaks bei einer Retentionszeit von ca. 43 Minuten
(Peak B), scheint die Abspaltung von kleinen Peptiden an einem der beiden Kettenenden
von 3-Casein erfolgt zu sein. Bestatigt wird diese Annahme durch die Entstehung eines rela-
tiv hohen Peaks nach einer Retentionszeit von 60 Minuten (Peak D) bereits nach 5 Minuten
Hydrolysezeit.
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Abb. 34: GréBenausschlusschromatogramme der peptischen 3-Casein-Hydrolysate mit Hyd-
rolysezeiten von 5 bis 60 Minuten im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial (Peak A =
B-Casein, B = ca. 20.000 g/mol, C und D <14.000 g/mol)

Mit zunehmender Hydrolysedauer nimmt der Anteil an kleineren Peptiden zu. Der Anteil der
Peptide mit einer Retentionszeit von 43 Minuten nimmt stark ab, bis er nach 60 Minuten nur
noch eine geringe Flache hat.
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Das Chromatogramm der RP-HPLC-Analyse der peptischen Hydrolysate (vgl. Abb. 35) zeigt,
dass eine Elution von Peptiden erst ab einer Retentionszeit von 43 Minuten beginnt. Die Elu-
tion erfolgt nach zunehmender Hydrophobizitat, die Peptide des peptischen Hydrolysats be-
sitzen demnach eine deutlich hdhere Hydrophobizitat als die Peptide des tryptischen Hydro-
lysats.
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Abb. 35 RP-HPLC-Chromatogramme der peptischen 3-Casein-Hydrolysate mit Hydrolysezei-
ten von 5 bis 60 Minuten

Das Ergebnis der RP-HPLC stimmt mit der theoretischen Einschatzung der hydrophoben
Eigenschaften der Peptide Gberein. Aufgrund des hydrophoben Charakters von Teilen des 3-
Casein-Molekils bestehen auch die Peptide aus vielen hydrophoben Aminosauren. Peptide
mit sowohl hydrophilen als auch hydrophoben Regionen kdnnen das Schaumbildungsverhal-
ten positiv beeinflussen (Phillips, 1981).

Dalgalarrondo et al. (1995) stellten bei der peptischen Hydrolyse von 3-Casein fest, dass in
den ersten 30 Minuten der Hydrolyse lange, hydrophobe Peptide entstehen, die mit zuneh-
mender Hydrolysezeit in kiirzere, eher hydrophile Peptide gespalten werden. Die Beobach-
tung, dass in den ersten Minuten der Hydrolyse (bis 30 Minuten) ein hoher Anteil von Pepti-
den mit hoher Molmasse entsteht, kann bestatigt werden. Die RP-HPLC-Diagramme bestati-
gen die hohe Hydrophobizitat der Peptide.
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Vergleicht man die RP-HPLC-Chromatogramme der tryptischen B-Casein-Hydrolysate mit
denen der peptischen B-Casein-Hydrolysate, so fallt auf, dass die Elutionszeiten der Peptide
deutlich von einander abweichen. Die durch tryptische Hydrolyse entstandenen Peptide
eluieren zum groRten Teil (54%) in den ersten 40 Minuten der Messzeit und sind deshalb als
eher hydrophil einzuschatzen, die durch peptische Hydrolyse entstandenen Peptide eluieren
zu > 90% nach Retentionszeiten von 40 bis 80 Minuten, sind demnach bei gleicher Aus-
gangshydrophobizitat als eher hydrophob einzuschatzen.
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Hydrolyse von B-Casein mit Alcalase

Die Chromatogramme der Hydrolyse von (-Casein mit Alcalase zeigen, dass das Aus-
gangsmaterial 3-Casein bereits nach einer Hydrolysedauer von 5 Minuten vollstandig gespal-
ten wurde (vgl. Abb. 36, Peak A). Es ist nicht mehr nachweisbar und scheint vollstandig in
Peptide gespalten zu sein, die nach einer Retentionszeit von >55 Minuten absorbieren (Peak
B). Mit zunehmender Hydrolysedauer wird die Flache dieses Peaks grofer.

Die Gesamtflachen der Peaks der Chromatogramme der Hydrolysate mit geringeren Hydro-
lysezeiten (5 bis 15 Minuten) ist gegenlber der Flache der Peaks des Ausgangsmaterials
gering. Zu Beginn der Hydrolyse kdnnten Aggregate mit hohen Molmassen entstanden sein,
die mit dem Membranfilter, mit dem die Losungen vor jedem FPLC-Lauf filtriert werden, ab-
filtriert worden sind.
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Abb. 36: Gréssenausschlusschromatogramme der B-Casein-Hydrolysate durch Alcalase mit
Hydrolysezeiten von 5 bis 60 Minuten im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial
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Die RP-HPLC-Chromatogramme der Hydrolysate von B-Casein mit Alcalase zeigen eine
Verteilung von Peaks Uber die gesamte Retentionszeit (vgl. Abb. 37). Dabei sind die Hohe
und die Flache der Peaks in der zweiten Halfte der dargestellten Zeit (40-80 Minuten) gréRer
(im Mittel >80 %) als in der ersten Halfte (0-40 Minuten, im Mittel <20%). Diese Verteilung
der Peaks deutet auf das Vorkommen von starker hydrophoben als hydrophilen Verbindun-

gen hin.
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Abb. 37: RP-HPLC-Chromatogramme der (3-Casein-Hydrolysate nach Hydrolyse mit Alcala-
se und Hydrolysezeiten von 5 bis 60 Minuten

Die Hydrolyse von B-Casein mit Alcalase und die resultierenden Peptide wurden in der be-
kannten Literatur bisher nicht diskutiert, Hydrolysen mit Alcalase wurden bisher nur an Mol-
kenprotein- oder Caseinmischungen durchgefiihrt (Adamson und Reynolds, 1996; Morato et
al., 2000; Severin und Wenshui, 2006; Cheison et al., 2007). Die Zielsetzungen dieser Stu-
dien waren auf einzelne Aspekte (beispielsweise Emulgiereigenschaften) ausgerichtet, ein
Screening der Peptide wurde von keiner Autorengruppe vorgenommen.
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Hydrolyse von B-Lactoglobulin mit Trypsin

Aus den FPLC-Chromatogrammen der tryptischen Hydrolysate von B-Lactoglobulin ist er-
sichtlich, dass die Hohe der B-Lactoglobulin-Peaks bereits nach einer Hydrolysezeit von 5
Minuten deutlich abgenommen hat (vgl. Abb. 38, Peak A und B). In den Hydrolysaten mit
Hydrolysezeiten von 5, 15 und 30 Minuten wurde ein Peak nach einer Retentionszeit von 27
Minuten gemessen (Peak A), der mit zunehmender Hydrolysezeit abnimmt. Verbindungen,
die nach einer Retentionszeit von <28 Minuten erscheinen, haben eine ungefahre Molmasse
von >2*10° g/mol.

Die Entstehung von Peptiden (Retentionszeiten >50 Minuten) nimmt mit zunehmender Hyd-
rolysedauer zu. Bei der langsten Hydrolysezeit werden die hochmolekularen Substanzen
(Peak A) nicht mehr erkannt, es werden hauptsachlich Peptide mit Retentionszeiten von >50
Minuten detektiert (Peak D).
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Abb. 38: GréBenausschlusschromatogramme der tryptischen B-Lactoglobulin-Hydrolysate
mit Hydrolysezeiten von 5 bis 60 Minuten im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial
(Peak A = >200.000 g/mol, B = B-Lactoglobulin-Dimer, C = B-Lactoglobulin, D = Pep-
tide <14.000 g/mol)

Das Entstehen von Aggregaten bei der Hydrolyse von B-Lactoglobulin wird auch von ande-
ren Autoren beschrieben. Doucet et al. (2003) untersuchen Enzym-induzierte Gelbildung bei
stark hydrolysierten Molkenproteinen durch Alcalase, sie finden jedoch keine derart grof3en
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Aggregate wie in den vorliegenden Versuchen detektiert. Sciancalepore und Longone (1988)
untersuchen die Plastein-Synthese im peptischen Hydrolysat von Molkenproteinen, die Mol-
masse befindet sich hier jedoch im Bereich 451-1450 g/mol. Die Autoren gehen davon aus,
dass es eines zweiten Hydrolyseschrittes bedarf, um Plasteine herzustellen. Untersuchun-
gen von Lorenzen und Schlimme (1992b) an Natrium-Caseinat haben jedoch ergeben, dass
schon nach einem Hydrolyseschritt mit Trypsin Enzym-induzierte Protein-Aggregate (EIPA)
von der Grofle von Caseinmicellen sichtbar sind. Die Aggregation wird auf hydrophobe
Wechselwirkungen der Peptide zurtickgefiihrt. Die Eigenschaften der Aggregate stimmen mit
denen von Plasteinen weitgehend Uberein. Diese Aggregate wurden auch in UF-
Magermilchkonzentrat nach Hydrolyse mit Trypsin gefunden (Lorenzen und Schlimme,
1992a; 1991).

Groleau et al. fanden ebenfalls Aggregate in tryptischen Hydrolysaten von f3-Lactoglobulin
(Groleau et al., 2003). Bei einem pH-Wert von 8,0 stellten sie eine Tribung des Hydrolysats
fest, aufgrund derer die Autoren sowohl das Vorkommen neuer Disulfidbindungen (optimaler
pK, der SH-Gruppe (Turgeon et al., 1992)) als auch von kovalenten Bindungen nicht aus-
schliefen. Das Vorkommen des B-Lactoglobulin-Fragments B-LG 102-124, das in vorange-
gangenen Studien der Autoren fiir die Aggregation von Peptiden im Hydrolysat verantwort-
lich gemacht wurde, wurde von den Autoren im Aggregat nicht gefunden, sie schlie3en eine
Beteiligung des Peptids, das eine intramolekulare Disulfidbindung als auch eine freie Thiolg-
ruppe enthalt, aber dennoch nicht aus. Bei einem pH-Wert von 4 ist auch a-Lactalbumin an
der Aggregat-Bildung beteiligt (Turgeon et al., 1992). Dieses liegt auch im vorliegenden Aus-
gangsmaterial noch in geringen Mengen vor.

Da die Molekuile mit Molmassen >2.000.000 g/mol nur mittels FPLC aber nicht Uber die SDS-
PAGE (ohne Abbildung) nachgewiesen werden kénnen, kann davon ausgegangen werden,
dass die Aggregate, die bei der Hydrolyse entstehen, durch SDS und die Probenaufberei-
tung zerstort wurden. Das Entstehen von kovalenten Bindungen ist daher auszuschlieRen,
da diese mittels SDS nicht gelost werden. Creusot et al. (2006) fanden nach der Hydrolyse
von Molkenprotein mit Bacillus licheniformis Protease (BLP) ebenfalls Aggregate, die aus
Peptiden und intakten Proteinen bestanden. Aufgrund von Ergebnissen unter nicht-
reduzierenden Bedingungen kommt die Forschergruppe zu dem Ergebnis, dass es sich um
nicht-kovalente, hydrophobe Wechselwirkungen und reduzierte elektrostatische Abstolung
verursachte Bindungen handele.
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Die Chromatogramme zur Charakterisierung der tryptischen Hydrolysate des j-
Lactoglobulins mittels RP-HPLC (vgl. Abb. 39) zeigen ein sehr heterogenes Bild. Uber die
gesamte Lange der Messzeit werden mit groflen Zeitabstdnden Substanzen eluiert, es ist
davon auszugehen, dass sowohl hydrophile, nach kurzer Elutionszeit detektierbare, als auch
hydrophobe, nach langer Elutionszeit detektierbare Peptide bei der Hydrolyse von -
Lactoglobulin mit Trypsin entstanden sind.
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Abb. 39: RP-HPLC-Chromatogramme der tryptischen B-Lactoglobulin-Hydrolysate mit Hydro-
lysezeiten von & bis 60 Minuten
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Hydrolyse von B-Lactoglobulin mit Pepsin

Aus den FPLC-Chromatogrammen der Hydrolyse von B-Lactoglobulin ist ersichtlich, dass (-
Lactoglobulin nicht der peptischen Hydrolyse unterliegt, in den Chromatogrammen der ver-
schiedenen Hydrolysezeiten hat sich die Flache des Peaks kaum verandert (vgl. Abb. 40,
Peak B). Lactoglobulin-Dimere sind in den Hydrolysaten in geringerer Menge als im Aus-
gangsmaterial zu finden (Peak A).
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Abb. 40: Ergebnisse der Charakterisierung des peptischen (-Lactoglobulin-Hydrolysats mit-
tels FPLC (Peak A = B-Lactoglobulin-Dimer, B = 3-Lactoglobulin, C = Peptide)
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Das Ergebnis der Charakterisierung mittels RP-HPLC zeigt, dass die Peptide eher hydro-
phoben Charakter haben. Im Mittel 83% der Peptide werden nach Elutionszeiten zwischen
40 und 80 Minuten detektiert (vgl. Abb. 41). Zwischen den verschiedenen Hydrolysezeiten
sind keine deutlichen Unterschiede zu erkennen.
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Abb. 41: RP-HPLC-Chromatogramme der peptischen B-Lactoglobulin-Hydrolysate mit Hydro-
lysezeiten von § bis 60 Minuten

Der Abbau von B-Lactoglobulin mit Pepsin und Chymotrypsin ist unter den gegebenen Be-
dingungen, d.h. ohne vorhergegangene Hitzebehandlung des Proteins nicht mdglich. Dieses
Ergebnis bestatigt Ergebnisse von anderen Forschergruppen (Caessens et al., 1999; Davies
and Law, 1983). Die Resistenz von B-Lactoglobulin gegenliber der Spaltung durch Chymot-
rypsin und Pepsin ist in der Molekulstruktur begrindet. Die Hydrolyse durch Pepsin kann
ebenfalls durch Erhitzung oder durch Spaltung der Disulfidbindung méglich gemacht werden,
wobei die Spaltung der Disulfidbindung und damit die Aufldsung der natirlichen Tertiarstruk-
tur des Moleklils signifikant wirksamer ist als die Hitzedenaturierung (Reddy et al., 1988). Die
entstandenen Peptide (vgl. Abb. 40, Peak C) missen aus im Laufe der Fraktionierung be-
schadigtem B-Lactoglobulin entstanden sein, das durch Pepsin hydrolysiert werden konnte.
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Hydrolyse von B-Lactoglobulin mit Alcalase

Die Chromatogramme der Hydrolyse von 3-Lactoglobulin mit Alcalase zeigen, dass B-Lacto-
globulin bereits nach einer Hydrolysezeit von 5 Minuten kaum noch detektierbar war (vgl.
Abb. 42, Peak B). Nach vorangegangener Hydrolyse sind Peaks bei ca. 27 Minuten (Mol-
masse ca. 200.000 g/mol, Peak A), und bei >55 Minuten (Molmasse <14000 g/mol, Peaks C
und D) auf den Chromatogrammen zu erkennen. Die Flache des Peaks der hochmolekularen
Substanzen (Peak A) nimmt mit zunehmender Hydrolysezeit ab, die Hohe der Peptid-Peaks
(Peaks C und D) nimmt mit zunehmender Hydrolysedauer zu.

B-Lactoglobulin

5 Minuten Hydrolyse
15 Minuten

30 Minuten

60 Minuten

280nm]

Absorption [

20 30 40 50 60 70 80

Retentionszeit [min]

Abb. 42: Ergebnisse der Charakterisierung des [-Lactoglobulin-Hydrolysats durch Alcalase
mittels FPLC (Peak A = Molmassen ca. 200.000 g/mol, B = 3-LG-Monomer, C und D
= Peptide < 14.000 g/mol)
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Die RP-HPLC-Chromatogramme der Hydrolysate von B-Lactoglobulin mit Alcalase zeigen
viele verschiedene Peptide Uber die gesamte Retentionszeit verteilt, der Grofteil der Peaks
hat eine Elutionszeit von 40 bis 80 Minuten (im Mittel 69%) und besitzt daher eher hydropho-
beren Charakter (vgl. Abb. 43).
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Abb. 43: RP-HPLC-Chromatogramme der 3-Lactoglobulin-Hydrolysate nach Hydrolyse mit
Alcalase und Hydrolysezeiten von 5 bis 60 Minuten

Die Detektion von hochmolekularen Polymeren (>2.000.000 g/mol) nach Hydrolyse von Mol-
kenproteinisolat durch Alcalase wurde von Doucet et al. (2003) ebenfalls berichtet. Die Auto-
ren vermuten, dass die Bildung von Plasteinen stattgefunden hat (vgl. tryptische Hydrolyse
von B-LG, vgl. Seite 97).

Doucet et al. (2003) untersuchen die enzym-induzierte Gelbildung von Molkenproteinisolat
nach extensiver Hydrolyse (6h) mit Alcalase ohne pH-Wert-Einstellung. Um die Gelbildung
zu induzieren, ist eine extensive Hydrolyse mit langer Hydrolysedauer notwendig. Die resul-
tierenden Peptide besitzen zu 80% Molmassen unter 2.000 g/mol. Ein Vergleich der Peptid-
muster der Experimente von Doucet et al. (2003) mit den in diesen Versuchen erlangten Er-
gebnissen ist aufgrund des unterschiedlichen Ausgangsmaterials und der abweichenden
Versuchsfuhrung nicht durchfuhrbar, da der pH-Wert sich wahrend der Hydrolyse verringert
und die Bedingungen fir das Enzym verandert werden.
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Mota et al. (2004) stellen beim hydrolytischen Verdau von Molkenproteinisolat durch Alcala-
se sowohl einen Abbau von a-Lactalbumin als auch von B-Lactoglobulin fest. Aus den RP-
HPLC-Chromatogrammen interpretieren sie eine weite Streuung der Polaritaten.

4.2.3. Bewertung der sensorischen Eigenschaften der Milchproteinfraktionen und
Molkenproteinhydrolysate

Bitterer Geschmack in Milch und Milchprodukten wird durch Bitterpeptide verursacht, die bei
der Hydrolyse von Milchprotein entstehen (Bumberger und Belitz, 1993). Die Hydrolyse von
Protein durch Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus kann bitteren Geschmack in Joghurt
hervorrufen. Bitterpeptide und der resultierende Bittergeschmack geben einigen Kasesorten
ihren charakteristischen Geschmack, ist der Kase jedoch zu bitter, sinkt die Akzeptanz
(Singh et al. 2005). In Rohmilch kann die Aktivitdt des milchoriginaren Enzyms Plasmin zu
einem adstringierenden Geschmackseindruck fihren (Harwalker et al., 1993). Generell wird
angenommen, dass Peptide mit Molmassen unter 6.000 g/mol (Bumberger und Belitz, 1993)
und hydrophoben Eigenschaften (Singh et al., 2005) zur Bitterkeit neigen. Pélissier und
Manchon (1976) stellten nach der Hydrolyse mit u.a. Trypsin und a-Chymotrypsin fest, dass
Peptide aus as-Casein bitterer sind als aus 3-Casein.

Um die sensorischen Eigenschaften der im TechnikummalRstab hergestellten Milchprotein-
fraktionen und —hydrolysate zu priifen, wurden diese auf Bittergeschmack und unerwiinschte
Off-Flavour untersucht. Die Prufung der sensorischen Eigenschaften der Milcheiweil¥fraktio-
nen und Proteolysate wurde durch die Prifergruppe der Bundesforschungsanstalt flir Ernah-
rung und Lebensmittel durchgefuhrt. Die Prifung erfolgte nach DIN 10967-1: Sensorische
Prifverfahren — Profilprifung — Teil 1: Konventionelles Profil.

Die Fraktionen (Casein- und Molkenproteinfraktionen) wurden als 1%ige, wassrige Ldsung
(w/w) angesetzt und unter Rihren 20 Stunden bei 4 bis 6°C hydratisiert. Die detektierten
Geruchs- und Geschmackseigenschaften wurden von den Prifern auf einer Skala von 1
(sehr schwach erkennbar) bis 5 (sehr stark erkennbar) eingeordnet.

Da der Variationskoeffizent der Werte hoch und somit die sensorische Prifung nicht signifi-
kant war, kénnen die Testreihen nur als Hinweis auf die Eigenschaften der Milchproteinfrak-
tionen und —hydrolysate genommen werden. Auf eine statistische Auswertung und die Auf-
fuhrung der Standardabweichungen in den Diagrammen wird deshalb verzichtet.
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Die as-/p-k-Casein-Fraktion unterscheidet sich in der Verkostung von der p-Casein-Fraktion
deutlich durch die Tribung der Lésung (vgl. Abb. 44). Die as-/p-k-Casein-Losung ist triber
und weildlicher als die B-Casein-Losung. Geschmacklich unterscheidet sich die p-Casein-
Lésung von der as-/p-k-Casein-Fraktion durch einen sifllichen und Umamigeschmack.

—
Geruch suBlich

fruchtig

dumpf/muffig

wassrig/leer kochig
Geschmack Aussehen
\ dumpf/muffig Schaum a.d.Oberf
—a— Fraktion 1 — o= Fraktion 2

Abb. 44: Ergebnisse der sensorischen Priifung wésseriger Lésungen der Casein-Fraktionen
(1 = sehr schwach erkennbar, 2 = schwach erkennbar, 3 = deutlich erkennbar; Frakti-
on 1 = as-/p-k-Casein-Fraktion, Fraktion 2 = 3-Casein-Fraktion)



106

Die Fraktionen aus der Molkenproteinfraktionierung unterscheiden sich kaum in Geschmack
und Geruch (vgl. Abb. 45). Beide Fraktionen werden geschmacklich als leicht umami emp-
funden, die a-LA-/ BSA-/ IG-Fraktion auch als schwach bitter. Im Aussehen unterscheidet sie
sich durch grauliche Tribung.

E—
Geruch sURlich

seifig milchtypisch
bitter kochig
wassrig/leer Schaum a.d.Oberfl.

gelblich
graulich

—ua— Fraktion1 — a— Fraktion 2
Abb. 45: Ergebnisse der sensorischen Priifung wésseriger Lésungen der Molkenprotein-

Fraktionen (1 = sehr schwach erkennbar, 2 = schwach erkennbar, 3 = deutlich er-
kennbar; Fraktion 1 = a-LA-/ BSA-/ IG-Fraktion; Fraktion 2 = B-LG-Fraktion)
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Die sensorische Prifung der mit Trypsin aus Molkenproteinisolat und anschliel3ender Ultra-
filtration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol hergestellten Hydrolysate hat ergeben, dass
das Retentat, das Peptide mit einer Molmasse von >10.000 g/mol enthalt, héhere Intensita-
ten hinsichtlich der Geschmackseindriicke dumpf/muffig, bitter und umami aufweist (vgl. Abb.
46). Auch im Geruch wurde diese Fraktion in Bezug auf die Merkmalseigenschaften
~,<dumpf/muffig, Stallgeruch, stBlich als intensiver empfunden. Das Permeat wird von den
Prufern in wasseriger Losung als leicht bitter, umami und kochig eingestuft. Der intensivere
.kochige“ Geruch des Permeats lasst sich auf den - im Vergleich zum gefriergetrockneten
Konzentrat - starkeren Warmeeintrag wahrend der Sprihtrocknung zurlckfihren.

S
n |

dumpf/muffig

wasserig/leer milchtypisch

dumpf/muffia kochig
Geschmack
4—
—— Fraktion 1 —m— Fraktion 2

Abb. 46: Ergebnisse der sensorischen Priifung wésseriger Lésungen des Permeats und des
Retentats der UF (NMWCO = 10.000 g/mol) nach tryptischer Hydrolyse von Molken-
proteinisolat (1 = sehr schwach erkennbar, 2 = schwach erkennbar, 3 = deutlich er-
kennbar; Fraktion 1 = Permeat; Fraktion 2= Retentat)
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Die sensorische Prifung der mit Chymotrypsin gewonnenen Hydrolysate hat flr das Per-
meat und das Retentat unterschiedliche Profile ergeben, die Losung des Retentats wies
groflitenteils hdhere Intensitaten der detektierten Geruchs- und Geschmacksmerkmale (Ge-
schmack: dumpf/muffig, bitter, seifig, umami; stRlicher Geruch, Stallgeruch, hefiger und
dumpf/muffiger Geruch) auf (vgl. Abb. 47).

sURlich

—>
Geruch

seifig hefig
bitte dumpf/muffig
wasserig/leer milchtypisch

dumpf/muffig kochig
Geschmack
<4—

—t— Fraktion 1 —a =Fraktion 2

Abb. 47: Ergebnisse der sensorischen Priifung wésseriger Lésungen des Permeats und des
Retentats (Konzentrats) nach chymotryptischer Hydrolyse von Molkenproteinisolat (1
= sehr schwach erkennbar, 2 = schwach erkennbar, 3 = deutlich erkennbar; Fraktion
1 = Permeat; Fraktion 2 = Retentat )

Das Ergebnis der Verkostung zeigt, dass das Retentat der UF (NMWCO 10000 g/mol) des
Molkenproteinisolats mit Chymotrypsin in wasseriger Lésung negative Geschmackseindri-
cke hinterlasst, es sind Bitterpeptide enstanden, die vom Panel als deutlich erkennbar einge-
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schatzt wurden. Bei Anwendung in Lebensmitteln wird der Geschmack zusatzlich von den
anderen Zutaten beeinflusst. Ein negatives Hervortreten der Retentatfraktion ware mdéglich,
ein negatives Hervortreten der Permeatfraktion in Lebensmitteln ist jedoch nicht zu beflrch-
ten.
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4.3. Schaumbildungseigenschaften

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse zur Charakterisierung der Schaumbildungs-
eigenschaften von Milchproteinen dargestellt. Sie sind darliber hinaus im Anhang tabella-
risch zusammengefasst.

Um die Fraktionen und Hydrolysate mit den Ausgangsldsungen zu vergleichen, wurden die-
se ebenfalls aufgeschaumt. Die Ergebnisse dieser Versuche werden als Standards angese-
hen und nicht als Ergebnisse, aufgrund dieser Tatsache werden sie nur im Vergleich mit den
modifizierten Produkten diskutiert und nicht als eigenstéandige Ergebnisse. Zu den Standards
gehdren die rekonstituierte Magermilch, Vollmilch, Natriumcaseinat, Molkenproteinisolat und
Molkenproteinkonzentrat.

Wenn nicht anders beschrieben, sind alle Lé6sungen mit einer Konzentration von 3,4% Pro-
tein angesetzt worden, um Vergleichbarkeit untereinander und mit Kuhmilch zu erméglichen.

4.3.1. Rekonstituierte Magermilch und Vollmilch

Um die Schaumbildungseigenschaften der Milchproteinfraktionen und der —hydrolysate mit
Standards vergleichen zu konnen, wurden rekonstituierte Magermilch und Vollmilch verwen-
det. Um eine vollstandige Hydratisierung der Proteine zu erreichen, wurde das Magermilch-
pulver zwei Stunden unter Rihren gelost und anschlielend verschaumt, die Vollmilch wurde
nach Herstellung verschaumt.

Rekonstituierte Magermilch

Zur Prufung der Prazision der Aufschaummethodik wurde rekonstituierte Magermilch aus
low-heat Magermilchpulver in 10facher Wiederholung unter gleichen Bedingungen durchge-
fihrt (vgl. Tab. 32). Der Variationskoeffizient der Parameter Overrun, Schaumdichte, Draina-
ge-Endwert und Blasendurchmesser nach 60 Sekunden liegt unter 5%, diese Parameter sind
damit statistisch signifikant.
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Tab. 32: Ergebnisse der Versuchsreihe zur Priifung der Prézision der Aufschdummethodik
mit rekonstituierter Magermilch (n=10)

Mittelwert Median Standard- Variations-
abweichung  koeffizient [%]

Overrun [%] 700,18 698,92 30,69 4,38
Schaumdichte [g/cm?] 0,13 0,13 0,01 4,49
Drainage-Endwert [%] 76,62 77,36 3,26 4,26
Blasendurchmesser nach 60 s 0,16 0,17 0,01 3,72
Blasendurchmesser nach 1200 s 0,20 0,20 0,01 7,02

Der Variationskoeffizient des Mittelwerts Blasendurchmesser nach 1200 Sekunden liegt Gber
5%. Die Blasengrofienbewertung mittels Digitalphotographie sowie die anschliellende Bear-
beitung und Auswertung der Bilder ist insbesondere von der manuellen Einstellung der Bild-
bearbeitungsparameter abhangig. Die durchgefiihrte Segmentierung (Umwandelung des
Bildes von Grautdnen in Schwarz-Weil) wird per Hand stufenlos eingestellt. Die optimale
Auswertbarkeit des Bildes wird vom Auswertenden per subjektivem optischen Eindruck be-
stimmt und durchgefiihrt. Eine geringe Unterschiedlichkeit des Blasenprofils kann durch
kleinste Einstellungsunterschiede in differierende Ergebnisse umgewandelt werden.

Rekonstituierte Magermilch, konzentrationsabhéngig (0,5-3,0% Proteinkonzentration)

Rekonstituierte Magermilch wurde mit Proteinkonzentrationen von 0,5 bis 3,0% verschaumt,
um Unterschiede in den Schaumbildungseigenschaften in Abhangigkeit von der Konzentra-
tion zu prifen.
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Tab. 33: Schaumbildungseigenschaften von rekonstituierter Magermilch in Abhéngigkeit von
der Proteinkonzentration (0,5-3,0% Protein)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MmN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,12 770 50,1 0,23 0,27 84,9

(0,5%)

Rekonstituierte Magermilch 0,14 641 49,7 0,23 0,25 854

(1,0%)

Rekonstituierte Magermilch 0,15 588 49,9 0,23 0,24 83,4

(1,5%)

Rekonstituierte Magermilch 0,15 591 49,4 0,25 0,24 84,7

(2,0%)

Rekonstituierte Magermilch 0,17 496 48,7 0,23 0,27 81,8

(2,5%)

Rekonstituierte Magermilch 0,18 475 491 0,22 0,25 82,6

(3,0%)

Mit zunehmender Proteinkonzentration nahm die Schaumdichte zu, der Overrun verringerte
sich dementsprechend (vgl. Tab. 33). Die Oberflachenspannung variierte nur geringfiigig.
Der mittlere BlasengréRendurchmesser der Schaume variiert nur geringfligig zwischen den
Versuchsreihen.

Der Drainage-Endwert der Schaume mit 2,5 und 3,0% Protein ist etwas geringer und der
Schaum stabiler als die Schaume aus rekonstituierter Magermilch mit geringerer Proteinkon-
zentration (vgl. Tab. 33). Der Verlauf der Drainage unterscheidet sich kaum zwischen den
Proteinkonzentrationen (vgl. Abb. 48).
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Abb. 48: Drainageverlauf der Schdume aus rekonstituierter Magermilch mit Proteinkonzent-
rationen von 0,5 bis 3,0% Protein.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Proteinkonzentration und den Schaumbildungsei-
genschaften ist nur in Bezug auf die Aufschlagfahigkeit der rekonstituierten Magermilchlo-
sungen zu erkennen, mit zunehmendem Proteingehalt nimmt der Overrun ab. Eine Zunahme
der Dichte und somit eine Abnahme des Overruns wird auch von Borcherding (2004) be-
schrieben. Britten und Lavoie (1992) beschreiben eine Abnahme der Schaumexpansion mit
zunehmendem Proteingehalt (Proben: Ovalbumin, Natriumcaseinat, Molkenproteinisolat),
das Aufschlagverfahren unterscheidet sich jedoch von dem in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten.
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Volimilch
Zur Charakterisierung einer Milch die Fett enthalt, wurde Vollmilch im Fettgehalt eingestellt

(3,5%), pasteurisiert, homogenisiert und verschaumt. Der Vergleich mit rekonstituierter Ma-
germilch soll zeigen, ob der Fettgehalt einen Einfluss auf die Messparameter hat.

Tab. 34: Schaumbildungseigenschaften von Vollmilch (3,5% Fett) im Vergleich mit rekonsti-

tuierter Magermilch
Messparameter Schaum- Overrun Oberflaichen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]
Magermilch-Standard 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6
(3,4%)
Vollmilch 3,5% Fett 0,13 737 48,1 0,12 0,17 88,2

Der Overrun der Vollmilch ist im Vergleich zu dem der rekonstruierten Magermilch etwas
hoéher (vgl. Tab. 34). Die Oberflachenspannung und die Schaumdichte unterscheiden sich
kaum voneinander. Die durchschnittliche BlasengréfRe des Schaums aus Vollmilch ist gerin-
ger als die von Magermilch, der Schaum ist feinporiger. Nach einer Standzeit von 20 Minuten
hat sich die durchschnittliche BlasengroRe einander angenahert, die BlasengréfRe der Voll-
milch ist nicht signifikant geringer als die der rekonstruierten Magermilch.
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Abb. 49: BlasengrélRenverteilung der Schdume aus Vollmilch im Vergleich mit den Schéu-
men aus rekonsituierter Magermilch

Die BlasengrofRenverteilung der Schaume aus rekonstituierter Magermilch unterscheidet sich
von dem aus Vollmilch darin, dass der hochste Anteil der Blasen des Vollmilchschaums nach
einer Minute und nach 20 Minuten aus Blasen der kleinsten GréRenklasse (0,0-0,1 mm) be-
steht, wahrend der grofte Anteil der Blasen des Schaums aus rekonstituierter Magermilch
nach 60 Sekunden einen gréReren Durchmesser von 0,1 bis 0,2 mm hat (vgl. Abb. 49). Nach
zwanzig Minuten Standzeit ist der Anteil der Blasen im Schaum der rekonstituierten Mager-
milch mit einem Durchmesser von 0,1-0,2 mm zurlickgegangen, er ist genauso grof3 wie der
Anteil der kleineren GréRenklasse.

Der Drainage-Endwert der Vollmilch ist 12% hdher als der der rekonstruierten Magermilch.
Der Endwert der Drainage liegt bei GUber 88%, nur noch 12% der FlUssigkeit sind nicht drai-
niert und befinden sich noch zwischen den Lamellen der Blasen (vgl. Tab. 34).
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Abb. 50: Drainageverlauf der Schdume aus Vollmilch im Vergleich mit Schdumen aus re-
konstituierter Magermilch

Der Drainageverlauf der Schaume aus Vollmilch ist schon beim ersten Messpunkt 25% ho-
her als die Drainage des Schaums aus rekonstituierter Magermilch. Nach zwanzig Minuten
Beobachtungszeit hat sich der Verlauf der Drainagekurve des Schaums der rekonstituierten
Magermilch dem des Schaums aus Vollmilch angenahert, jedoch befindet sich in dem
Schaum aus Magermilch noch wesentlich mehr Flussigkeit.

Der Schaum aus Vollmilch ist im Vergleich mit dem Schaum aus rekonstituierter Magermilch
feinporiger, die Stabilitat ist jedoch deutlich geringer. Der Overrun der Milch wurde von dem
Fettgehalt in diesen Experimenten nicht beeinflusst, dieses Ergebnis stimmt mit Borcherding
(2004) Gberein.

Die Vollmilch enthalt im Gegensatz zur Magermilch 3,5% Fett, vor der Verschaumung wur-
den eine Pasteurisierung und eine Homogenisierung durchgefiihrt, die letztere um eine
gleichmaRige Verteilung der Fettkligelchen zu garantieren. Freies Fett beeinflusst Protein-
schaume negativ in Bezug auf die Schaumbildungseigenschaften, schon geringe Mengen
freies Fett kdnnen die Aufschlagfahigkeit der Ausgangslosung erheblich herabsetzen (Kinsel-
la, 1984, Walstra et al., 2006). Die Fettkligelchen reichern sich ebenfalls an der Oberflache
an und produzieren ,Risse“ im Porteinfilm. Dadurch kommt es zur Koaleszenz der Blase
(Walstra, 2006).

Die Homogenisierung wird durchgefiihrt, um die Fettkugeln der Rohmilch zu zerkleinern und
die Aufrahmung zu verringern. Die Fettkugeln sind mit einer Fettkugelmembran umgeben,
die in der Milchdrisenzellen mit dem Fett abgeschnurt wird, sie wirkt als Emulgator um die
Fettkiigelchen in Milch zu emulgieren (Cano-Ruiz und Richter, 1997). Bei der Entstehung
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kleinerer Fettkugeln muss zusatzliches Membranmaterial eingesetzt werden, es entsteht
eine sekundare Membran, eine Grenzschicht, die durch die Adsorption von Milchproteinen,
vornehmlich Caseinen gebildet wird (Schlimme und Buchheim, 1999). Dadurch werden auch
die Eigenschaften der Fettkligelchen beeinflusst, sehr kleine Fettkligelchen nahern sich in
den Eigenschaften denen von grof3en Caseinmicellen an. Durch die Bildung einer sekunda-
ren Membran um die Fettkigelchen verringert sich die Proteinkonzentration in der Milch,
Borcherding (2004) berechnet in pasteurisierter Milch mit 3,5% Fett eine adsorbierte Pro-
teinmenge von ca. 22% des Gesamtproteins. Eine Beeinflussung der Schaumstabilitat durch
die geringere Proteinmenge, die zur Verfigung steht, kann vernachlassigt werden, da die
bendtigte Proteinmenge zur Bildung von Grenzflachen 2 bis 37 mg /m? betragt. Die Protein-
menge, die nach Homogenisierung in der Vollmilch verbleibt, reicht aus, um die Grenzfla-
chen zu stabilisieren (Borcherding, 2004).

Die Erhitzung der Milch auf Temperaturen Uber 70°C fiihrt generell zu einer Teildenaturie-
rung von Molkenproteinen (Corredig und Dalgleish, 1996). Eine Teildenaturierung erhéht die
Aufschlagfahigkeit von Proteinen, da intramolekulare funktionelle Gruppen durch die Denatu-
rierung exponiert werden, und der schnellen Stabilisierung der Grenzflache zur Verfigung
stehen (Kinsella, 1981). Dieser Aspekt kann hier jedoch vernachlassigt werden, da das Ma-
germilchpulver bei der Herstellung (Trocknung etc.) ebenfalls thermischer Behandlung aus-
gesetzt war.

4.3.2. Caseine und Caseinfraktionen

Casein ist die Hauptproteinfraktion von Milch. Aufgrund ihres mengenmaRig grofRten Anteils
(78% der Proteinfraktion) haben die Caseine einen grof’en Einfluss auf das Schaumbil-
dungsverhalten von Milch. Um die Schaumbildungseigenschaften der Caseine zu charakteri-
sieren, wurden micellares Casein aus der MF und die angereicherten Fraktionen aus den
Verfahren zur Anreicherung von (B-Casein einerseits und as-k-Casein bzw. as-/p-k-Casein
andererseits mit rekonstituierter Magermilch und kommerziellem Natriumcaseinat verglichen.

Micellares Casein und Natriumcaseinat

Die Schaumbildungseigenschaften von Losungen mit micellarem Casein wurden bestimmt.
Das micellare Casein wurde durch das Verfahren der Mikrofiltration (Mittlerer Porendurch-
messer 0,1 um) von Magermilch gewonnen (vgl. Kap. 4.1.1). Dabei verbleibt das Casein im
Retentat, da es durch den micellaren Verbund hohe Molmassen aufweist. Im Permeat der
Mikrofiltration von Magermilch finden sich die Molkenproteine, die als einzelne globulare Pro-
teine in der Magermilch vorkommen und die in der Milch enthaltene Lactose wieder. Natrium-
caseinatldsung mit einem Proteingehalt von 3,4% wurde als Vergleichs-Standard ver-
schaumt.
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Verglichen mit den Schaumbildungseigenschaften von rekonstituierter Magermilch hat Nat-
riumcaseinat einen héheren Overrun und eine geringere Dichte (vgl. Tab. 35). Die Dichte der
Schaume aus micellarem Casein in wasseriger Lésung (0,09 g/cm?) ist niedriger als die der
Schaume aus rekonstituierter Magermilch (0,13 g/cm?). Der Overrun ist entsprechend héher.

Tab. 35: Schaumbildungseigenschaften von Natriumcaseinat im Vergleich mit rekonstituier-

ter Magermilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

Natriumcaseinat (3,4%) 0,11 849 46,1 0,14 n.m. 97,1

Casein, micellar (3,4%) 0,09 1113 49,6 0,12 0,16 81,0

Die Oberflachenspannung der micellaren Caseinlésung ist ebenfalls hoher als die der re-
konstituierten Magermilch. Die Oberflachenspannung von Natriumcaseinat ist um 2,2 mN/m
niedriger als die von rekonstituierter Magermilch.
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Abb. 51: GréBenverteilung der Blasendurchmesser [mm] von Schdumen aus Lésungen mit
micellarem Casein nach einer Minute und 20 Minuten Standzeit

Der durchschnittliche Blasendurchmesser von Natriumcaseinat ist nach einer Standzeit von
60 Sekunden um 0,02 mm geringer als bei der rekonstituierten Magermilch, nach 1200 Se-
kunden ist der Schaum von Natriumcaseinat vollstandig zerfallen, es konnte keine zweite
Aufnahme gemacht werden, um den mittleren Blasendurchmesser zu ermitteln. Der mittlere
Blasendurchmesser der Schaume aus micellarer Caseinldsung liegt nach 20 Minuten Uber
dem nach einer Minute (0,16 vs. 0,12, vgl. Tab. 35). Abbildung 51 zeigt dagegen, dass die
BlasendurchmessergréfRenverteilung in den Milchschdumen nach 60 Sekunden und nach
1200 Sekunden sich voneinander differenzieren lassen.

Abb. 52: Digitale Aufnahmen von Schdumen aus micellarem Casein in wésseriger Lésung in
nach einer Minute (links) sowie 20 Minuten Standzeit (rechts)
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Der Vergleich der digitalen Aufnahmen von Schaumen aus micellarem Casein (vgl. Abb. 52)
zeigt weitgehend vergleichbare Bilder nach einer Minute und nach zwanzig Minuten Stand-
zeit. Der Unterschied ist geringer als bei den Schdumen aus rekonstituierter Magermilch.
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Abb. 53: Vergleich des Drainageverlaufs der Schdume aus rekonstituiertem micellaren Ca-
sein, rekonstituierter Magermilch und Natriumcaseinat in Abhédngigkeit von der Zeit

Der Vergleich des Drainageverlaufs (vgl. Abb. 53) zeigt, dass die Drainage des Schaums
aus Natriumcaseinat friher einsetzt und bereits nach 30 Sekunden Uber 30% der FlUssigkeit
drainiert sind. Wahrend die Drainage des Schaums aus rekonstituierter Magermilch stetig
ansteigt, betragt die Drainage des Schaums aus Natriumcaseinat nach 5 Minuten bereits
90%.

Der Vergleich des Verlaufs der Drainage der Schaume aus micellarem Casein in Abhangig-
keit von der Zeit mit der Drainage der Schaume aus rekonstituierter Magermilch zeigt, dass
die Kurven des Drainageverlaufs etwa gleichférmig verlaufen (vgl. Abb. 53). Die Drainage
des Schaums beginnt nach ungefahr einer Minute, |auft zunachst linear und anschlielRend
exponentiell bis sie abschlieliend einem Endwert zustrebt. Dieser Endwert liegt bei dem
Schaum aus micellarem Casein geringfligig héher als der Drainageendwert der Schaume
von rekonstituierter Magermilch mit 3,4% Protein (vgl. Tab. 35).
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Vergleicht man den Verlauf der Drainage von Schaumen aus Ldsungen mit micellarem Ca-
sein mit dem von Natriumcaseinat, so fallt auf, dass diese beiden sich deutlich voneinander
unterscheiden (vgl. Abb. 53). Wahrend der Verlauf der Drainage von micellarem Casein dem
von rekonstituierter Magermilch gleicht, fallt der Schaum aus Natriumcaseinat schneller in
sich zusammen und weist somit eine geringere Stabilitat auf. Der Schaum des rekonstituier-
ten micellaren Casein ist demzufolge aufgrund der micellaren Struktur, die durch das Memb-
rantrennverfahren (Mikrofiltration) erhalten geblieben ist, im Vergleich stabiler. Natriumcasei-
nat ist zwar ein besseres Aufschlagmittel als micellares Casein, jedoch ist die Stabilitat des
Schaums aus Natriumcaseinat geringer.

Aus dem Vergleich der Aufschlagfahigkeit von Natriumcaseinat und micellarem Casein mit
der von rekonstituierter Magermilch kdnnte interpretiert werden, dass freie Caseinmolekiile
auf die Aufschlagfahigkeit, die durch einen hohen Overrun gekennzeichnet wird, einen posi-
tiven Einfluss haben. Die Beobachtung, dass mit hdheren Caseingehalten ein héherer Over-
run erzielt werden kann, kann durch Ergebnisse aus der Literatur bestatigt werden (Britten
und Lavoie, 1992, Borcherding, 2004). Caseine koénnen sich aufgrund ihrer offenkettigen
Struktur schneller entfalten und die Grenzflache stabilisieren, das Resultat aus der schnelle-
ren Grenzflachenstabilisierung ist eine hdohere Aufschlagfahigkeit, die durch den hdheren
Overrun des Proteins mit mehr Caseinanteil (Natriumcaseinat) dokumentiert werden kann.
Die hdhere Stabilitdt des micellaren Caseins im Vergleich mit dem Natriumcaseinat kénnte
auf das Vorhandensein der micellaren Struktur zurackgefuhrt werden.

Roman und Sgarbieri (2006) fuhrten ebenfalls Experimente durch, in denen sie Caseinkon-
zentrat aus der Mikrofiltration mit kommerziellem Caseinkonzentrat (Natriumcaseinat) vergli-
chen. Sie stellten ebenfalls einen héheren Overrun des Caseinkonzentrats bei pH 6 fest. In
der Stabilitat der Schaume von micellarem Casein und Caseinkonzentrat stellen sie tber 60
Minuten bei einem pH-Wert von 6,0 keine Unterschiede fest. Die Ergebnisse der Studie wur-
den mit einem anderen Aufschlagsystem durchgeflihrt, bestatigen aber die gute Aufschlag-
fahigkeit des Natriumcaseinats durch die einzelnen Caseinmolekile, die im Gegensatz zum
micellaren Casein nicht an eine micellare Struktur gebunden sind. Fur die Mikrofiltration wur-
de rekonstituierte Magermilch als Ausgangsmaterial verwendet, in den vorliegenden Versu-
chen handelte es sich um Magermilch, die weniger Prozessschritten unterzogen worden war
als das bereits getrocknete Magermilchpulver. Dadurch wurde nicht natives Caseinkonzent-
rat wie in den vorliegenden Versuchen hergestellt, in denen die micellare Struktur vorhanden
ist. Borcherding (2004) stellte ebenfalls eine hohere Aufschlagfahigkeit des Natriumcaseinats
fest, die mit dem besseren Auffaltung und Grenzflachenbildung der einzelnen Caseinmoleku-
le begrindet wird.

Fraktionen aus Labcasein (B—Casein einerseits und as-/p-k-Casein andererseits)

Um die Schaumbildungseigenschaften der Caseinfraktionen zu untersuchen, wurden die
angereicherte 3-Casein-Fraktion und die angereicherte as-/p-k-Caseinfraktion aus der Ca-
seinfraktionierung von Labcasein den Versuchen zur Bestimmung der Schaumbildungsei-
genschaften unterzogen. Um die Eigenschaften einzuschatzen werden die Ergebnisse von
rekonstituierter Magermilch und micellarem Casein herangezogen.
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Die Dichte der Schaume aus as-/p-k-Casein-Fraktion ist etwa gleich hoch wie die der
Schaume aus rekonstituierter Magermilch mit 3,4% Protein, der Overrun nur geringflgig
niedriger (vgl. Tab. 36). Gegenuber den Schaumen aus micellarem Casein ist der Overrun
der as-/p-k-Casein-Fraktion fast um die Halfte geringer (micellares Casein: 1113%, 0s-/p-K-
Casein-Fraktionen: 630%).

Tab. 36: Messwerte der Charakterisierung der Schaumbildungseigenschaften der angerei-
cherten as-/p-k-Casein- und B-Casein-Fraktion im Vergleich mit micellarem Casein
und rekonstituierter Magermilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

Casein, micellar (3,4%) 0,09 1113 49,6 0,12 0,16 81,0

as-/ p-k-Casein (3,4%) 0,14 630 48,6 0,19 n.m. 83,6

B-Casein (3,4%) n.m. n.m. 47,7 n.m. n.m. n.m.

Die Oberflachenspannung der B-Casein-Fraktion in wassriger Losung ist geringer als die der
as-/p-k-Casein-Fraktion (vgl. Tab. 36). Damit wird deutlich, dass die Grenzflachenaktivitat
des B-Caseins prinzipiell héher ist als die der as-/p-k-Casein-Fraktionen. Die Oberflachen-
spannung der as-/p-k-Fraktion ist genau so hoch wie die der rekonstituierten Magermilch, die
Oberflachenspannung von B-Casein ist etwas geringer. Micellares Casein aus der Fraktionie-
rung mittels Mikrofiltration hat eine etwas héhere Oberflachenspannung als die beiden aus
Labcasein gewonnenen angereicherten Caseinfraktionen.

Die BlasengroRenverteilung konnte nur von den mit as-/p-k-Casein-Fraktionen hergestellten
Schaumen nach 60 Sekunden gemessen werden (vgl. Abb. 54). Die Anteilsverteilung der
Grolenklassen zeigt, dass der grofte Teil der Blasen Durchmesser von bis zu 0,1 mm be-
sitzt. Durchmesser von mehr als 0,7 mm sind kaum vorhanden. Nach 1200 Sekunden konn-
ten keine Aufnahmen gemacht werden, da der Schaum bereits weitgehend zerfallen war.
Vom B-Casein-Schaum in wasseriger Loésung konnten keine Bilder gemacht werden, da die-
ser sofort nach der Herstellung zerfiel.
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Abb. 54: BlasengréRenverteilung in Schdumen aus as-/p-k-Casein-Fraktionen in wésseriger
Lésung (3,4% Protein)

Die Schaumbildungseigenschaften des B-Caseins konnten unter den gegebenen Bedingun-
gen in wasseriger Losung (stark hydrophiles System!) nicht charakterisiert werden, weil kei-
ne ausreichend stabilen Schaume gebildet werden konnten (vgl. Tab. 36).
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Abb. 55: Drainageverlauf der Schdume aus as-/p-k-Casein-Fraktionen in wésseriger L6sung
im Vergleich mit der Drainage von micellarem Casein und Magermilchpulver

Der Drainageverlauf von Schaumen aus as-/p-k-Casein in wasseriger Lésung zeigt 26%
drainierte FlUssigkeit bereits nach den ersten 30 Sekunden (vgl. Abb. 55). Die Schaumbla-
sen zerfallen schneller als die der Schdume aus micellarem Casein. Nach der Halfte der
Messzeit (600 Sekunden) sind bereits 88,5% der Blasen zerfallen und die Drainageflissig-
keit aufgefangen worden.

Obwonhl die Oberflachenspannung der angereicherten 3-Casein-Fraktion geringer als die der
as-/p-k-Casein-Fraktion ist, und der Theorie zufolge (Darewicz et al., 2000) die Fahigkeit zur
Forderung der Grenzflachenbildung und Stabilitat in Schaumen grélier sein misste, kann
dieser Sachverhalt in den vorliegenden Studien zu den Schaumbildungseigenschaften nicht
bestatigt werden. Der Schaum, der mit der -Casein-angereicherten Fraktion erzeugt wurde
zerfiel in wenigen Sekunden wieder, die vorhandenen Proteine waren nicht in der Lage die
Grenzflachenspannung Uber den Beobachtungszeitraum so zu senken, dass der Schaum
stabil gehalten werden konnte.

Erhohung des Anteils von B-Casein in rekonstituierter Magermilch

Um zu prifen, ob eine Anreicherung von rekonstituierter Magermilch mit B-Casein zu einer
Verbesserung der Aufschlagfahigkeit oder der Stabilitat der Schdume durch synergetische
Effekte mit anderen Milchproteinen flihrt, wurde ein Teil des Magermilchpulvers durch die [3-
Casein-Fraktion ersetzt. In der Versuchreihe wurden 0,03 bis 1,5% Magermilchprotein durch
die p-Casein-Fraktion ersetzt.
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Tab. 37: Schaumbildungseigenschaften von rekonstituierter, mit 3-Casein angereicherter
Magermilch im Vergleich mit rekonstituierter Magermilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

3,37% MMP + 0,03% 0,15 601 47,7 0,19 0,23 86,7

B-Casein

3,3% MMP + 0,3% 0,15 607 48,1 0,18 0,21 85,3

B-Casein

2,8% MMP + 0,6% 0,16 528 47,7 0,18 0,22 80,6

B-Casein

1,9% MMP + 1,5% 0,18 484 471 0,17 0,17 86,1

B-Casein

Durch die Erhéhung des p-Casein-Anteils nahm der Overrun ab und die Schaumdichte zu
(vgl. Tab. 37). Bereits die Zugabe von 0,03% [(-Casein-Fraktion veranderte die Aufschlagfa-
higkeit im Vergleich zu der von Magermilch negativ. Mit zunehmendem [(-Casein-Anteil ver-
ringerte sich die Aufschlagfahigkeit bis zu einem Wert von 484% bei dem Ersatz von 1,5%
Magermilchpulver durch angereicherte 3-Casein-Fraktion. Eine Verbesserung der Aufschlag-
fahigkeit konnte durch die Zugabe der -Casein-Fraktion nicht erreicht werden.

Die Oberflachenspannung ist gegeniber der Oberflachenspannung von rekonstituiertem
Magermilchpulver in der gesamten Versuchsreihe nur gering abgesenkt. Der durchschnittli-
che BlasengroRendurchmesser nach einer Minute Standzeit hat sich gegentiber der rekonsti-
tuierten Magermilch vergréRert, bei den Versuchen mit 0,03-0,6% Proteinaustausch vergro-
Rert sich der durchschnittliche Blasengrofliendurchmesser nach 20 Minuten Standzeit. Der
Austausch von 1,5% Protein fihrte im Versuch zu einer gleich bleibenden durchschnittlichen
Blasengrofe nach der langeren Standzeit.
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Abb. 56: Drainageverlauf von rekonstituierter Magermilch angereichert mit 3-Casein aus der
Fraktionierung von Labcasein (Ersatz von Magermilchprotein: 0,03-1,5%) im Ver-
gleich mit rekonstituierter Magermilch

Die Drainage der Schaume aus mit B-Casein angereicherter rekonstituierter Magermilch ist
beim ersten Messwert nach 30 Sekunden bereits hoher als bei rekonstituierter Magermilch
(3,4% Protein). Der Anteil der drainierten Flussigkeit ist im gesamten Verlauf héher. Der
Drainageendpunkt ist um durchschnittich 10% hdher. Ausnahme hiervon macht nur der
Schaum der Probe mit 0,6% (-Casein, der Drainageendpunkt liegt bei 80% und die Kurve
des Drainageverlaufs ist der von rekonstituiertem Magermilchpulver ahnlicher.

Durch die Erhéhung des (B-Caseins in rekonstituierter Magermilch konnte keine Verbesse-
rung der Schaumbildung erzielt werden. Caessens (1999a) vermutet in ihrer Arbeit, dass (-
Casein durch die hydrophoben Gruppen stabilisierend auf Schaume wirken kann. Diese
Vermutung kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht bestatigt werden. Weder in Hinblick
auf das Aufschlagverhalten noch auf die Stabilitat der Schaume wirkte sich der erhéhte Ge-
halt an B-Casein aus der Fraktionierung mit Labcasein positiv aus.
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B-Casein-Fraktion aus partieller Fraktionierung von Natriumcaseinat mit Mikrofiltration

Die beiden angereicherten B-Casein-Fraktionen unterscheiden sich in ihren Schaumbil-
dungseigenschaften. Im Gegensatz zum [B-Casein aus Labcasein, das einen instabilen
Schaum ausbildet, blieb der Schaum aus der B-Casein-Losung (Mikrofiltration) solange sta-
bil, dass Messungen vorgenommen werden konnten (vgl. Tab. 38).

Tab. 38: Schaumbildungseigenschaften der angereicherten 3-Casein-Fraktionen aus der
Fraktionierung von Labcasein und Mikrofiltration im Vergleich mit rekonstituierter Ma-

germilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflaichen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

B-Casein (3,4%) n.m. n.m. 47,7 n.m. n.m. n.m.

B-Casein aus Mikrofiltration 0,10 975 45,3 0,18 n.m. 95,7

(3,4%)

Der Overrun der B-Casein-Losung (Mikrofiltration) ist im Vergleich zu dem Overrun von re-
konstituierten Magermilchlésungen hoch (vgl. Tab. 38). Die Drainage ist im gesamten Verlauf
etwa 15% hoher als die Drainage von rekonstituierter Magermilch mit 3,4% Protein (vgl. Abb.
57). Der Schaum aus der B-Casein-Lésung aus der Mikrofiltration war zum Ende der Mess-
zeit so weit zerfallen, dass keine zweite Digitalaufnahme gemacht werden konnte. Der Drai-
nage-Endwert von 96% deutet auf einen vollstandigen Zerfall des Schaums hin. Die mittlere
Blasengrofle von 0,18 mm bestatigt den optischen Eindruck, dass der Schaum feinporig ist.
85% der Blasen haben einen Blasendurchmesser von 0,0 bis 0,3 mm (ohne Abbildung).
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Abb. 57: Drainageverlauf von B-Casein aus der Mikrofiltration im Vergleich mit Magermilch-
standard (rekonstituiert)

Die Oberflachenspannung der Losung aus B-Casein aus der Mikrofiltration ist geringfiigig
niedriger als die Oberflachenspannung der Lésung von B-Casein aus Labcasein (vgl. Tab.
38).

Der Vergleich der B-Casein-Fraktionen aus der Fraktionierung von Labcasein und aus der
Mikrofiltration zeigt deutliche Unterschiede im Schaumverhalten. Wahrend die (B-Casein-
Fraktion aus der MF eine hohe Aufschlagfahigkeit besitzt, kann diese bei B-Casein aus der
Fraktionierung von Labcasein nicht gemessen werden, da der Schaum nach der Produktion
sofort wieder zerfallt. Die hohe und rasche Drainage und der vollkommene Zerfall des
Schaums nach 20 Minuten Standzeit zeigen, dass auch das Schaume mit 3-Casein aus der
Mikrofiltration eine geringere Stabilitat aufweisen als solche aus rekonstruierter Magermilch.

In der Literatur wird B-Casein aufgrund seiner offenkettigen Tertiarstruktur als fahig be-
schrieben, sich an Grenzflachen zu entfalten (Kinsella, 1981). An der Grenzflache bilden die
Aminosauren 1-5 eine Schleife, die in die hydrophobe Phase ragt. Die Kette der Aminosau-
ren 50-209 richtet sich parallel zur Grenzflache aus. Dadurch wird die Grenzflache stabilisiert
und die Schaumbildung ermdglicht (Walstra und De Roos, 1993; Dickinson, 1994). Die
Grenzflachenstabilitdt von Schaumen aus (B-Casein ist jedoch von kirzerer Dauer als von
Schaumen aus stark gefalteten oder globularen Molekilen. Proteinschaume mit Proteinen
wie B-Casein, die an Grenzflachen langgestreckte Filme mit einzelnen Molekulen erzeugen,
bilden aufgrund fehlender Interaktion zwischen den Molekilen instabilere Schaume als Pro-
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teine, die Uber Wasserstoffbrickenbindungen, elektrostatische oder hydrophobe Interak-
tionen miteinander reagieren (Graham und Phillips, 1976, Kinsella, 1981).

Die Oberflachenspannung von beiden B-Casein-angereicherten Proteinkonzentraten in L6-
sung war geringer als die von rekonstituierter Magermilch und geringer als die der as-/p-k-
Casein-angereicherten Fraktion. Dieses Ergebnis stimmt mit der Literatur Uberein, die Fahig-
keit zur Senkung der Oberflachenspannung von as-Casein wird als ergiebiger eingeschatzt
(Lorient et al., 1989).

Obwohl B-Casein in der Lage ist sich an Wasser-Luft-Grenzflachen innerhalb kirzester Zeit
anzulagern und einen stabilen Film von Molekulen auszubilden (Kinsella 1981), konnte in
den vorliegenden Versuchen nur mit dem Proteinkonzentrat aus der Mikrofiltration ein
Schaum ausgebildet werden.

Die Aufschlagfahigkeit des B-Casein aus der Mikrofiltration ist deutlich héher als die Auf-
schlagfahigkiet der as-/p-k-Casein-angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Lab-
casein. Auch hier stimmen die Ergebnisse mit denen anderer Forschergruppen (Lorient et
al., 1989) Uberein, wobei diese keine angereicherten Fraktionen in Lebensmittelqualitat im
Technikummalstab verwendet haben, sondern Uber lonenaustauschchromatographie ge-
wonnene Fraktionen, deren Bedeutung flr den Einsatz im Lebensmittel aufgrund der Kosten
als gering eingeschatzt werden kann.

Die B-Casein-angereicherte Fraktion aus der Fraktionierung von Labcasein ist aus dem Frak-
tionierungsverfahren nicht in &hnlich nativer Form wie das B-Casein aus der Mikrofiltration
bei kalten Temperaturen hervorgegangen. Moégliche Veranderungen des Molekils kénnten
durch die Auflésung des Labcasein bei alkalischem pH-Wert und hoher Temperatur (pH 9,0,
60°C) entstanden sein. Die Messwerte der Aminosaurenanalyse haben gezeigt, dass sich
der Gehalt an Alanin und Lysin deutlich verringert hat (vgl. Kap. 4.1.3). Diese Ergebnisse
kénnen ein Hinweis dafir sein, dass sich die Proteine durch die Fraktionierung verandert
haben. Durch erhdhte Temperatur bei alkalischem pH-Wert kdnnte Lysinoalanin entstanden
sein, sowie andere Reaktionen zwischen den Proteinen (Furosinbildung, mit Lactose geringe
Mengen von Maillardprodukten). Eine geringere biologische Wertigkeit des Proteins ist durch
den Verlust von Lysin nicht ausgeschlossen. Die Schaumbildungseigenschaften von (-
Casein wurden durch die Prozessfuhrung wahrend der Fraktionierung aus Labcasein offen-
sichtlich verschlechtert.

Caseine gelten verglichen mit den Molkenproteinen als hitzestabil, eine Ausflockung durch
thermische Behandlung erfolgt erst ab 120°C (Guo et al., 1996; Zbikowska und Szerszuno-
wicz, 2003). Ist die Proteinlésung jedoch sehr konzentriert, kann die Hitzeempfindlichkeit der
Proteine bereits bei leicht erhdhten pH-Werten (>6,6) deutlich héher sein (Tépel, 2004).

An den hier dargestellten Ergebnissen kann deutlich gezeigt werden, dass das Verfahren zur
Herstellung einer funktionellen Ingredienz einen Einfluss auf die resultierenden Eigenschaf-
ten hat.
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4.3.3. Molkenproteine und Molkenproteinfraktionen

Nachfolgend werden die Ergebnisse zur Charakterisierung der Schaumbildungseigenschaf-
ten der Molkenproteinfraktionen dargestellt. Um den Einfluss der Proteine und anderer Be-
standteile der Pulver auf die Schaumbildungseigenschaften zu erforschen, wurden kommer-
zielle Produkte (Molkenproteinkonzentrat und Molkenproteinisolat) sowie Molkenproteinpul-
ver aus eigener Herstellung verschaumt. Molkenproteinisolat wurde als Ausgangsmaterial fur
die Fraktionierung der Molkenproteine verwendet und dient ebenso wie Molkenproteinkon-
zentrat als Standard.

Vergleich von Molkenproteinisolat und —konzentrat (kommerzielle Produkte) mit Mol-
kenproteinkonzentrat aus der MF von Magermilch

Die Schaumbildungseigenschaften des Molkenproteinkonzentrats aus der Mikrofiltration von
Magermilch wurden mit den Schaumbildungseigenschaften eines konventionellen Molken-
proteinkonzentrats und eines Molkenproteinisolats verglichen.

Der Overrun der Schaume aus Molkenproteinisolat ist hdher als der der Schaume aus den
beiden Molkenproteinkonzentraten, entsprechend ist die Schaumdichte geringer (vgl. Tab.
39).

Tab. 39: Schaumbildungseigenschaften von Molkenproteinisolat, Molkenproteinkonzentrat
und Molkenproteinkonzentrat aus Mikrofiltration (0,1 um)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200 s [%]

Molkenproteinkonzentrat 0,14 651 48,1 0,16 0,23 89,2

(3,4%)

Molkenproteinisolat (3,4%) 0,11 853 49,5 0,13 0,14 90,1

Molkenproteinkonzentrat 0,13 712 43,4 0,12 0,15 83,6

aus MF (3,4%)

Die Oberflachenspannung des Molkenproteinisolats ist deutlich niedriger als die der beiden
Molkenproteinkonzentrate. Die Blasendurchmesser aller Schaume aus Molkenproteinpulvern
haben im Vergleich zu Magermilchschdumen geringe Blasendurchmesser, sowohl nach ei-
ner Minute als auch nach 20 Minuten. Nach der langeren Standzeit hat sich die mittlere Bla-
sengrofle beim Molkenproteinisolat und Molkenproteinkonzentrat aus der MF kaum veran-
dert, die mittlere Blasengrofe des konventionellen Molkenproteinkonzentrats hat sich erhoht.
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Abb. 58: Mittlerer Drainageverlauf der Schdume aus Molkenproteinkonzentrat (Mikrofiltration)
Molkenproteinisolat und konventionellem Molkenproteinkonzentrat in wésseriger L6-
sung

Die Drainage der Schaume aus Molkenproteinkonzentrat (Mikrofiltration) verlauft etwas lang-
samer (vgl. Abb. 58) als die Drainage der Schaume aus Molkenproteinisolat und konventio-
nellem Molkenproteinkonzentrat. Der Endwert der Drainage der Schaume aus dem Molken-
proteinkonzentrat aus der Mikrofiltration ist niedriger als der der Schaume aus anderen re-
konstituierten Molkenproteinen. Die Schaume aus dem Molkenproteinkonzentrat aus der
Mikrofiltration von Magermilch (mittlere Trenngrenze 0,1 ym) sind nach dem Stabilitatskrite-
rium (Drainage <85%) stabil, wahrend die Schdume aus den konventionellen Produkten
nach dem Stabilitatskriterium nicht stabil sind.

Veranderungen der Schaumbildungseigenschaften kdnnten auf die unterschiedliche Herstel-
lung und die damit verbundenen technologischen Verfahrensschritte zuriickgefuhrt werden.
Wahrend das Molkenproteinisolat im lonenaustauschverfahren hergestellt wird, mit dem se-
lektiv nur die Molkenproteine isoliert werden, wurden die Molkenproteinkonzentrate durch
Konzentration von Molke bzw. Milchserum mittels Ultrafiltration hergestellt. Das konventio-
nelle Molkenproteinkonzentrat hat eine Proteinkonzentration von 35% und einen Lactosege-
halt von 46%, der Fettgehalt liegt <4%. Durch die Einstellung des Proteingehalts der Losung
zum Aufschdumen auf 3,4% war der Einsatz von mehr Trockenmasse notwendig, als bei
dem Molkenproteinkonzentrat aus der Mikrofiltration von Magermilch (96% Protein, davon
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93% Molkenprotein) und dem Molkenproteinisolat (93% Protein, <1%Lactose, <1% Fett). Die
hoheren Fett- und Lactosegehalte des konventionellen Molkenproteinkonzentrates scheinen
sich im Vergleich mit dem Molkenproteinisolat nicht auf die Stabilitdt auszuwirken, die Auf-
schlagfahigkeit ist jedoch verringert.

Im Gegensatz zu den beiden industriell hergestellten Produkten besitzt das in eigenen Ver-
suchen hergestellte Molkenproteinkonzentrat aus Magermilch eine hohere Stabilitat. Diese
kénnte darauf zurlckzufiihren sein, dass das Molkenproteinkonzentrat aus der MF keine
thermische Behandlung durch Hitze erfahren hat, da es gefriergetrocknet wurde. Die konven-
tionellen Pulver sind beide sprihgetrocknet. Generell gilt, dass aus hitzebehandeltem Mol-
kenprotein stabilere Schaume mit einem héheren Overrun hergestellt werden kénnen als aus
unbehandeltem Molkenprotein (Kato et al., 1983; Shon und Haque, 2007). Bals und Kulozik
(2003) stellten bei Experimenten eine Abnahme von Overrun und Schaumstabilitat bei hohen
Denaturationsgraden durch Hitzedenaturierung fest (Bals und Kulozik, 2003). Eine derart
hohe Denaturierung wie in den Experimenten von Bals und Kulozik liegt bei den hier ver-
wendeten Molkenproteinpulvern nicht vor, eine negative Beeinflussung der Schaumbil-
dungseigenschaften der Proteine kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Fraktionen aus Molkenproteinisolat (B-LG einerseits und a-LA, BSA und IG anderer-
seits)

Die Untersuchung der Schaumbildungseigenschaften der Molkenproteine erfolgte anhand
der aus Molkenproteinisolat gewonnenen Fraktionen, der B-Lactoglobulin-Fraktion einerseits
und der Fraktion aus a-LA, BSA und IG andererseits. Zusatzlich wurde der in der SDS-PAGE
verwandte, hochreine BSA-Standard verschaumt.

Tab. 40: Schaumbildungseigenschaften der angereicherten Fraktionen aus der Fraktionie-
rung von Molkenproteinisolat im Vergleich mit Molkenproteinisolat und Rinderserum-
albumin (BSA)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflaichen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Molkenproteinisolat (3,4%) 0,11 853 49,5 0,13 0,14 90,1

a-LA, BSA und IG-Fraktion 0,12 748 48,9 0,29 0,28 90,8

(3,4%)

B-LG-Fraktion (3,4%) 0,13 703 47,9 0,28 n.m. 88,3

BSA (3,4%) 0,13 723 53,2 0,27 0,32 92,5

Die Schaume aus angereicherten Fraktionen von Molkenproteinisolat unterscheiden sich in
ihren Messwerten kaum voneinander. Schaumdichte und Overrun sind nicht signifikant un-
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terschiedlich (vgl. Tab. 40). Die Oberflachenspannung (48,9 vs. 47,9 mN/m) und der Draina-
geendwert der Fraktionen unterscheiden sich kaum voneinander. Der mittlere Blasendurch-
messer von a-Lactalbumin verringert sich wahrend der Standzeit um 0,1 mm, der Schaum
von B-Lactoglobulin war zu diesem Zeitpunkt soweit zusammengefallen, dass keine digitale
Aufnahme des Schaums mehr méglich war.

Die Verschdumung von Rinderserumalbumin erbrachte eine Schaumdichte wie bei [3-
Lactoglobulin, der Overrun war nicht signifikant héher als der Overrun von -Lactoglobulin
(vgl. Tab. 40). Die Oberflachenspannung von Rinderserumalbumin in wassriger Lésung ist
hoher als die von Molkenproteinisolat und der Molkenproteinfraktionen. Der Drainage-
Endwert des Schaums aus BSA liegt Uber dem der Schdume der Fraktionen und dem des
Molkenproteinisolat. Die mittlere BlasengroRe des Schaums aus Rinderserumalbumin nach
60 Sekunden ist statistisch genauso grol3 wie die mittlere BlasengréfRe der Molkenprotein-
fraktionen. Nach 20 Minuten hatte sich die mittlere Blasengrélie der Blasen deutlich erhéht.

Der Vergleich der Messwerte der Fraktionen mit denen des Ausgangsmaterials zeigt, dass
der Overrun des Molkenproteinisolats hoher als der der Fraktionen ist. Die Oberflachen-
spannung liegt Uber der der Fraktionen und der Drainageendwert entspricht dem von a-Lact-
albumin. In der mittleren Blasengrofe unterscheidet sich das Molkenproteinisolat von den
Fraktionen. Der mittlere Blasendurchmesser der Fraktionen ist um das 2,5fache groéRer als
der des Ausgangsmaterials. Die Schaume der Fraktionen sind gro3poriger als der Schaum
des Molkenproteinisolats.
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Abb. 59: Vergleich des Drainageverlaufs der a-LA/ BSA-/ IG-Fraktion und B-LG-Fraktion mit
der Drainage des Ausgangsmaterials Molkenproteinisolat und BSA

Der Drainageverlauf der Schaume der angereicherten Fraktionen unterscheidet sich kaum
von dem des Molkenproteinisolats und von dem Drainageverlauf des BSA (vgl. Abb. 59).

Durch die Fraktionierung von Molkenproteinisolat in eine B-LG-angereicherte Fraktion einer-
seits und a-Lactalbumin, BSA und IG andererseits wurde eine sehr reine B-Lactoglobulin-
Fraktion gewonnen.

Foegeding et al. (2006) berichten, dass Schaum aus B-Lactoglobulin einen héheren Overrun
besitzt als Schaum aus a-Lactalbumin. Die geringen Unterschiede in den Schaumbildungs-
eigenschaften der hier vorgestellten Fraktionen sind in der Zusammensetzung der Fraktio-
nen begrundet. Der a-Lactalbumin-Anteil der a-Lactalbumin, BSA und |G -Fraktion des Ver-
fahrens ist zwar leicht angereichert, das Hauptprotein dieser Fraktion ist jedoch das men-
genmalRig starkste Molkenprotein der Milch, B-Lactoglobulin (vgl. Tab. 41). In beiden Fraktio-
nen und im Ausgangsprodukt ist B-Lactoglobulin das Protein, dass durch seinen hohen Anteil
die Schaumbildungseigenschaften am starksten beeinflusst.
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Tab. 41: Proteinverteilung der angereicherten Molkenproteinfraktionen und des Molkenpro-
teinisolats (SDS-PAGE).

Ausgangsmaterial a-LA-Fraktion (Bo-  B-LG-Fraktion

densatz) (Uberstand)
B-Lactoglobulin [%] 62,1 54,1 98,3
a-Lactalbumin [%] 25,5 241 1,6
BSA [%] 12,3 21,5 0,0

Der hohere Blasendurchmesser der Proteinfraktionen konnte durch die thermische Belas-
tung wahrend des Fraktionierungsverfahrens und der Lyophilisation (B-LG-Fraktion) begrin-
det sein.

4.3.4. NPN-Substanzen

Die Arbeiten von Haque et al. (1993) lassen vermuten, dass Peptide und Aminosauren, die
zur NPN-Fraktion gerechnet werden, Grenzflachenaktivitat aufweisen. Um den Einfluss der
NPN-Fraktion auf das Schaumverhalten von Milch zu bestimmen, wurde die Anreicherung
von NPN-Substanzen durchgefiihrt und die entstandenen NPN-angereicherten Produkte
verschdumt. Die Fraktionen wurden nicht getrocknet, da ein Proteingehalt aufgrund des Feh-
lens von Protein nicht eingestellt werden konnte. Die Produkte der Fraktionierung wurden
direkt verschaumt.

Die Schaumbildungseigenschaften der NPN-Fraktion, die aus dem Permeat der Ultrafiltration
mit einem NMWCO von 10.000 g/mol gewonnen wurde, wurden untersucht. Sowohl das
Permeat nach Ultrafiltration von Magermilch mit einem NMWCO von 10.000 g/mol, als auch
das daraus hergestellte Konzentrat wurden dem Test zur Beurteilung der Schaumbildungs-
eigenschaften unterzogen.
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Tab. 42: Schaumbildungseigenschaften der angereicherten NPN-Fraktionen im Vergleich mit
rekonstituierter Magermilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

NPN Permeat UF 10.000 0,14 646 47,4 0,23 n.m. 96,9

g/mol

NPN Konzentrat UF 10.000 0,15 586 36,9 0,22 n.m. 91,6

g/mol

NPN UF 5.000 g/mol, Lac- n.m. n.m. 34,7 n.m. n.m. n.m.

tosereduziert

Der Vergleich der Schaumdichte der Proben (vgl. Tab. 42) zeigt, dass diese bei Schaumen
aus Permeat hoher ist als bei denen aus dem lactosereduzierten NPN-Konzentrat. Der Over-
run der Schaume aus dem Konzentrat ist hoher als der der Schaume aus Permeat. Schau-
me aus Permeat und dem daraus gewonnenen Konzentrat zeigen eine geringere Schaum-
dichte als Schaume aus Magermilch, wohingegen der Overrun hoéher ist, die Schaume sind
also grobporiger.

Die Untersuchungen zur GroéRenausschlusschromatographie hatten gezeigt, dass die Per-
meate aus der Ultrafiltration mit NMWCO 10.000 g/mol noch in etwa 4% Molkenproteine -
insbesondere a-Lactalbumin — enthalten (vgl. Abb. 22). Diese sind vermutlich fur die Bildung
der Schaume des Permeats der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol verant-
wortlich.

Als Resultat der Konzentration ist die Oberflachenspannung im lactosereduzierten NPN-
Konzentrat deutlich geringer als die der rekonstituierten Magermilch und des frischen UF-
Permeats aus Magermilch (vgl. Tab. 42). Die geringere Oberflachenspannung deutet zwar
auf eine erhdhte Grenzflachenaktivitat der Inhaltsstoffe hin, dieses resultiert unter den gege-
benen Versuchsbedingungen jedoch nicht in erhéhter Stabilitdt der Schaume, sie zeigen
kaum Stabilitat.
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Abb. 60: Blasengrél3enverteilung von Schdumen aus NPN-angereichertem UF-Permeat
(NMWCO: 10.000 g/mol) und daraus gewonnenem lactosereduzierten NPN-
Konzentrat im Vergleich mit Schdumen aus rekonstituierter Magermilch (60 s Stand-
zeit)

Die Blasengrofenverteilung der Schaume aus der aufkonzentrierten NPN-Fraktion nach 60
Minuten Standzeit entspricht weitgehend der Blasengrofienverteilung von Magermilch (vgl.
Abb. 60). Schaume aus Permeat bestehen tendenziell aus weniger kleinen (0,01-0,3 mm)
und mehr grofien Blasen. Prinzipiell lassen sich die BlasengroRenverteilungen in Abbildung
22 jedoch nicht voneinander differenzieren. Overrun und Schaumdichte der beiden Fraktio-
nen unterscheiden sich geringfligig, der Schaum aus dem Konzentrat hat eine etwas hohere
Dichte. Der Schaum beider Fraktionen war bereits nach wenigen Minuten zerfallen, nach 20
Minuten konnte keine digitale Aufnahme mehr gemacht werden, da die Schaume aufgrund
fehlender Stabilitat vollstandig drainiert waren.
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Abb. 61: Drainageverlauf der Schdume aus NPN-angereichertem UF-Permeat (NMWCO:
10.000 g/mol) und daraus gewonnenem lactosereduzierten Konzentrat im Vergleich
mit Schdumen aus rekonstituierter Magermilch

Der Verlauf der Drainage der Schaume aus NPN-angereichertem UF-Permeat (NMWCO:
10.000 g/mol) und lactosereduzierten NPN-Konzentrat liegen deutlich iber dem der Schau-
me aus rekonstituierter Magermilch (vgl. Abb. 61). Wahrend die Drainage der Schaume aus
Magermilchpulver-Lésungen nach 20 Minuten etwa 75% erreicht, betragt diese bei den
Schaumen aus NPN-angereicherten Proben Uber 90%, damit ist der gesamte Schaum ab-
gebaut. Die Stabilitat der Schaume aus den Permeatproben ist, gemessen an der Drainage,
somit geringer als bei den Schaumen aus rekonstituierter Magermilch.

Ultrafiltration von Milch (mittlere, nominale Trenngrenze: 5.000 g/mol)

Die Prifung der Schaumbildungseigenschaften des NPN-angereicherten und lactosere-
duzierten Permeats aus der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 5.000 g/mol hat ergeben,
dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen keinerlei Schaum gebildet wurde (vgl.
Tab. 42). Die Oberflachenspannung des Permeats der Ultrafiltration mit einem NMWCO von
5.000 g/mol ist noch geringer als die Oberflachenspannung des Permeats der Ultrafiltration
mit einem NMWCO von 10.000 g/mol, es sind demnach oberflachenaktive Molekule vorhan-
den.
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Obwohl NPN-angereicherte Proben eine deutlich geringere Oberflachenspannung aufweisen
als rekonstituierte Magermilch kann somit vermutet werden, dass die NPN-Fraktion der Milch
keinen Einfluss auf das Schaumbildungsvermdgen der Milch hat. Die Kettenldnge der in der
Fraktion verbliebenen Peptide und Aminosauren ist offensichtlich zu kurz, um die Auf-
schaum- und Stabilisierungseigenschaften positiv zu beeinflussen.

Haque (1993) beschreibt, dass Peptide in der Milch sehr oberflachenaktiv sind und grofiere
Molektle von der Oberflache verdrangen kénnen. Sie verringern die Oberflachenspannung
mehr als die Proteine und werden in der Milch der NPN-Fraktion zugerechnet. Diese Darstel-
lung stimmt bezlglich der Oberflachenspannung mit den Beobachtungen in den vorliegen-
den Versuchen uberein, jedoch war bei Vorhandensein von Protein die Oberflachenspan-
nung weniger herabgesenkt (Permeat der UF mit einem NMWCO von 10.000 g/mol).

Durch das in der vorliegenden Arbeit angewandte Ultrafiltrationsverfahren sind neben den
NPN-Substanzen alle Proteine mit Molmassen <5.000 g/mol angereichert. Das Vorhanden-
sein von Molekilen mit Molmassen von 2000-5000 g/mol soll der Schaumbildung zutraglich
sein (Caessens, 1999a), dieser Zusammenhang kann anhand der Schaumbildungsergeb-
nisse der NPN-Fraktionen nicht bestatigt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit
anderen uberein, Haque (1993) beschreibt eine negative Auswirkung kurzkettiger Peptide
auf die Schaumbildung in fetthaltigen Produkten. Damodaran und Paraf (1997) beschreiben
eine Destabilisierung von Schaumen durch niedermolekulare Peptide und Aminosauren, die
Schaumbildungseigenschaften von Bier verbessern sich ebenfalls nicht durch die Zugabe
von Aminosauren und niedermolekularen Peptiden (Dale und Young, 1992).

Einfluss von Harnstoff auf die Schaumbildungseigenschaften von rekonstituierter Ma-
germilch

Um den Einfluss von Harnstoff, dem quantitativ wichtigsten Bestandteil der NPN-Fraktion,
auf die Schaumbildungseigenschaften zu prufen, wurde reiner Harnstoff in zunehmender
Konzentration rekonstituierter Magermilch zugesetzt.
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Die Aufschlagfahigkeit (Overrun) von rekonstituierter Magermilch andert sich durch die Zu-
gabe von Harnstoff. Der Overrun verringert sich durch die Zugabe einer geringen Menge
Harnstoff (0,03%) um 35%. Bei zunehmender Harnstoffkonzentration wird der Overrun ge-
ringfligig hoéher (vgl. Tab. 43).

Tab. 43: Schaumbildungseigenschaften von Harnstoff-angereicherter rekonstituierter Ma-
germilch und von rekonstituierter Magermilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

3,37% MMP + 0,03%HS 0,19 451 49,2 0,26 0,34 81,8

3,1% MMP + 0,3%HS 0,17 498 49,1 0,32 0,31 80,0

2,7% MMP + 0,6%HS 0,18 480 49,5 0,31 0,31 81,5

Die Oberflachenspannung wird durch den Austausch von Magermilchpulver durch Harnstoff
um ca. 1,0 mN/m erhoht, zwischen den Proben mit Harnstoff ist kein Unterschied in der
Oberflachenspannung zu erkennen.

Die durchschnittliche BlasengroRe des Schaums nach 60 Sekunden Standzeit ist bei allen
harnstoffangereicherten rekonstituierten Magermilchproben erheblich héher als bei nicht
harnstoffangereicherter rekonstituierter Magermilch. Die durchschnittliche Blasengrofle ist
bei den Proben mit 0,3 bzw. 0,6% Harnstoff gréRer als bei der Probe mit 0,03% Harnstoff.
Nach einer Standzeit von 20 Minuten hat sich der Blasendurchmesser der Probe mit 0,03%
Harnstoff noch einmal stark vergrofRert (von 0,26 mm nach 60 Sekunden auf 0,34 mm nach
1200 Sekunden), bei den héheren Harnstoffkonzentrationen ist keine weitere Zunahme des
durchschnittlichen Blasengréfiendurchmessers zu erkennen.
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Abb. 62: Drainageverlauf der Harnstoff-angereicherten Magermilchschdume aus rekonsti-
tuierter Magermilchr im Vergleich mit der Drainage des Schaums aus rekonstituierter
Magermilch. MMP= Magermilchpulver; HS = Harnstoff.

Der Drainageverlauf der Schaume aus Harnstoff-angereicherter rekonstituierter Magermilch
unterscheidet sich durch den Drainageverlauf der Schaume aus reiner rekonstituierter Ma-
germilch (Abb. 62) deutlich. Bereits beim ersten Messpunkt nach 30 Sekunden ist die Drai-
nage aller Schaume mit Harnstoffzusatz um 20% hoéher als ohne. Zwischen den Schaumen
aus harnstoffangereicherter rekonstituierter Magermilch gibt es keine deutlichen Unterschie-
de im Drainageverlauf.

Durch die Zugabe von Harnstoff zu rekonstituierter Magermilch wurde die Aufschlagfahigkeit
verringert (Overrun) und die Blasengrofie erhoht. Auch die Stabilitdt wurde verringert (Drai-
nage). Durch die Zugabe von Harnstoff wurden die schaumférdernden Eigenschaften von
rekonstituierter Magermilch verringert.
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4.3.5. Einfluss einer Transglutaminasebehandlung auf die Schaumbildungs-
eigenschaften verschiedener Milchproteinpulver

Die Behandlung von Milchproteinen mit dem Enzym Transglutaminase fihrt zu einer Quer-
vernetzung von Proteinen und somit zu Molekulen mit Molmassen >2.000.000 g/mol. Unter
anderem wurden Natriumcaseinat, Molkenproteinkonzentrat und Magermilchpulver mit
Transglutaminase vernetzt. Die Schaumbildungseigenschaften dieser Pulver werden mit den
Eigenschaften des Ausgangsmaterials verglichen, um sie einschatzen zu kénnen.

Tab. 44: Schaumbildungseigenschaften von Transglutaminase-vernetzten Milchproteinen
und den Ausgangsmaterialien

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

Natriumcaseinat (3,4%) 0,11 849 46,1 0,14 n.m. 97 .1

Molkenproteinkonzentrat 0,14 651 48,1 0,16 0,23 89,2

(3,4%)

MMP TG 3,4% 0,14 618 47,5 0,20 n.m. 95,5

Natriumcaseinat TG 3,4% 0,13 729 44,0 0,12 0,22 89,3

Molkenprotein TG 3,4% 0,15 603 44 1 0,20 0,30 87,6

Die Vernetzung von Magermilchpulver mit Transglutaminase hat zu einer Verringerung des
Overrun um etwa 18% und damit zu Erhdhung der Dichte um 0,2 g/cm?® gefiihrt (vgl. Tab.
44). Die Oberflachenspannung hat sich nur geringflgig verringert (um 0,8 mN/m). Der durch-
schnittliche Blasendurchmesser der Schdume aus Transglutaminase-behandelten Pulvern
nach einer Minute Standzeit ist hoher als der der Schaume aus rekonstituiertem Mager-
milchpulver. Eine digitale Aufnahme des Schaums nach zwanzig Minuten konnte aufgrund
des vollstandigen Zerfalls nicht gemacht werden.
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Abb. 63: Vergleich des Verlaufs der Drainage von Schdumen aus rekonstituierter Mager-
milch unbehandelt mit Transglutaminase-behandelter rekonstituierter Magermilch

Der Drainageverlauf zeigt, dass nach der Halfte der Messzeit (10 Minuten) bereits 85% der
Flussigkeit aus dem Schaum drainiert sind (vgl. Abb. 63).

Aus den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass sich sowohl die Stabilitat als auch die Auf-
schlagfahigkeit der Schaume aus rekonstituierter Magermilch durch die Quervernetzung mit
Transglutaminase verschlechtert hat.

Die Behandlung von Natriumcaseinat mit dem quervernetzenden Enzym Transglutaminase
fuhrt zu einem Proteinpulver mit veranderten technologischen Eigenschaften in Bezug auf
die Verschaumung. Der Overrun der Schaume aus behandeltem Protein ist geringer als der
des unbehandelten Natriumcaseinats (vgl. Tab. 44). Die Oberflachenspannung des TG-
behandelten Natriumcaseinats ist geringfligig geringer als die des unbehandelten Proteins
(44,0 vs. 46,1 mN/m). Die durchschnittliche Blasengrofe des Schaums aus dem rekonsti-
tuierten TG-behandelten Natriumcaseinat hat nach einer Beobachtungszeit von einer Minute
einen geringeren durchschnittlichen Blasendurchmesser als der Schaum aus dem unbehan-
delten Natriumcaseinat. Nach zwanzig Minuten ist die Blasengrofle des Schaums aus unbe-
handeltem Natriumcaseinat nicht mehr bestimmbar, da der Schaum schon in sich zusam-
mengefallen ist. Der Blasendurchmesser des Schaums aus TG-behandeltem Natriumcasei-
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nat hat nach 20 Minuten Standzeit deutlich zugenommen, er ist fast doppelt so grof3 wie zu
Beginn.
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Abb. 64: Vergleich des Verlaufs der Drainage von Schdumen aus rekonstituiertem Natrium-
caseinat unbehandelt mit Schdumen aus Transglutaminase-behandeltem rekonsti-
tuiertem Natriumcaseinat

Der Vergleich des Verlaufs der Drainage zeigt, dass die Behandlung von Natriumcaseinat
mit dem quervernetzenden Enzym Transglutaminase, gemessen an der Menge der drainier-
ten Flissigkeit, zu einer Stabilitatszunahme fuhrt (vgl. Abb. 63). Die Flissigkeit drainiert aus
dem Schaum aus TG-behandeltem Protein langsamer als aus dem unbehandelten. Der
Drainageendwert liegt zwar niedriger jedoch auch in einem Bereich, in dem man von einem
fast vollstandigen Zerfall des Schaums sprechen kann (85%).

Die Behandlung von Natriumcaseinat mit dem quervernetzenden Enzym Transglutaminase
hat zu einer Zunahme der Stabilitat, aber zu einer Abnahme der Aufschlagfahigkeit gefihrt.

Die Behandlung von Molkenproteinkonzentrat mit Transglutaminase fiuhrte ebenfalls zu Ver-
anderungen in den Eigenschaften. Die Dichte des Schaums aus TG-behandeltem Molken-
proteinkonzentrat ist um 0,01 mm hoéher, der Overrun ist nur geringfligig niedriger. Die Ober-
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flachenspannung hat sich durch die Behandlung verringert. Die durchschnittliche Blasengré-
Re des behandelten Pulvers hat sich deutlich verandert. Nach einer Standzeit von 20 Minu-
ten liegt der durchschnittliche Blasendurchmesser 0,04 mm Uber dem des unbehandelten
Proteins, nach 20 Minuten Standzeit hat sich der mittlere Blasendurchmesser um 0,07 mm
gegenlber dem des unbehandelten Proteins verandert.
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Abb. 65: Vergleich des Verlaufs der Drainage von Schdumen aus rekonstituiertem Molken-
proteinkonzentrat unbehandelt mit Schdumen aus Transglutaminase-behandeltem
rekonstituiertem Molkenproteinkonzentrat

Die Drainage des TG-behandelten Molkenproteinkonzentrates verlauft etwas langsamer als
die des unbehandelten Proteins (vgl. Abb. 72). Der Endwert der Drainage ist um 2% geringer
als der des unbehandelten Produktes.

Die Quervernetzung von Molkenproteinen in Molkenproteinkonzentrat hat zu einer Vergrole-
rung des durchschnittlichen Blasendurchmessers der aus diesen Proteinen hergestellten
Schaumen gefiihrt und damit zu einem gréberen Schaum. Die Aufschlagfahigkeit und die
Drainage der Proteine haben sich durch die Behandlung mit dem quervernetzenden Enzym
Transglutaminase nur geringfiigig verandert.
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Die Quervernetzung von Milchproteinen mittels des Enzyms Transglutaminase wurde an
Magermilchpulver, Natriumcaseinat und Molkenproteinkonzentrat durchgefiihrt. Die techno-
funktionellen Eigenschaften der Proteine haben sich in Bezug auf die Schaumbildungseigen-
schaften in unterschiedlicher Weise verandert. Wahrend die Quervernetzung von Natrium-
caseinat zu einer Verbesserung der Stabilitat gefiihrt hat, sind der Overrun und die Auf-
schlagfahigkeit von Magermilchpulver im Vergleich zum Ausgangsmaterial schlechter ge-
worden. Die Schaumbildungseigenschaften von Molkenproteinkonzentrat haben sich kaum
verandert.

Die Schaumbildungseigenschaften Transglutaminase-behandelter Proteine sind geringer als
die der Ausgangsprodukte, nur das vernetzte Natriumcaseinat zeigt eine erhdhte Stabilitat.
Flanagan et al. (2003) fanden bei vernetztem Natriumcaseinat eine deutliche Abnahme der
Schaumbildungseigenschaften durch die Quervernetzung sowohl hinsichtlich der Stabilitat
als auch hinsichtlich der Aufschlagfahigkeit. Derartige Ergebnisse wurden von Lorenzen
(2000a) ebenfalls erzielt. Miao et al. (2002) stellten wie in den vorliegenden Ergebnissen
eine Zunahme der Schaumstabilitdt durch die Behandlung von Casein mit Transglutaminase
fest. Die Autoren stellten jedoch auch einen erhdhten Overrun fest, dieses Ergebnis kann
nicht bestatigt werden.

Yildirim et al. (1996) flUhrten eine Transglutaminasebehandlung an einer Mischung aus Mol-
kenproteinisolat und Sojaprotein durch und untersuchten die Schaumbildungseigenschaften.
Durch die TG-Behandlung konnte gegeniber der unbehandelten Proteinmischung keine
Verbesserung der Aufschlagfahigkeit jedoch eine deutliche Stabilitdtserhohung erreicht wer-
den. Die Autoren erklaren die Stabilitdtszunahme als Folge der héheren Molmassen und der
Eliminierung von Aminosaurenresten durch die Quervernetzung mit Transglutaminase.

4.3.6. Hydrolysate aus Molkenproteinisolat

Die Schaumbildungseigenschaften der durch enzymatische Hydrolyse von Molkenproteiniso-
lat mit Trypsin und Chymotrypsin hergestellten Produkte wurden untersucht. Dabei wurden
Lésungen sprihgetrockneter Permeate aus der Ultrafiltration sowie lyophilisierter Permeate
und Retentate eingesetzt. Die weitere Fraktionierung des Permeats aus der Ultrafiltration mit
einem NMWCO von 10.000 g/mol tber eine Membran mit einem NMWCO von 5.000 g/mol
fuhrte zu zwei weiteren Hydrolysatfraktionen, diese wurden ebenfalls lyophilisiert und nach
Rekonstitution auf ihre Schaumbildungseigenschaften hin untersucht.

Hydrolysate aus Molkenproteinisolat mit Trypsin

Die Aufschlagfahigkeit der Molkenproteinhydrolysate nahm bei allen Fraktionen gegenuber
dem Ausgangsmaterial ab (vgl. Tab. 45). Die héchste Aufschlagfahigkeit der Fraktionen der
Hydrolysate besitzt das Retentat nach Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol.
Diese Fraktion enthalt die Peptide mit Molmassen >10.000 g/mol.
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Die Oberflachenspannung der sprihgetrockneten Permeatfraktion nach Ultrafiltration mit
einem NMWCO von 10.000 g/mol ist gegenliber dem Ausgangsmaterial deutlich verringert,
die Oberflachenspannung der gefriergetrockneten Permeatfraktion hat sich gegeniber dem
Ausgangsmaterial kaum verandert. Die Oberflachenspannung des Retentats der 10.000er-
UF hat sich um 5,3 mN/m verringert. Die Fraktionen aus der Ultrafiltration der Membran mit
einem NMWCO von 5.000 g/mol hat sich nur wenig verringert.

Tab. 45: Schaumbildungseigenschaften der Hydrolysate (Hydr) aus der tryptischen Hydroly-
se (Tr) und den anschlieBenden Ultrafiltrationen von Molkenproteinisolat (MPI)
(NMWCO = 10.000 und 5.000 g/mol, Perm = Permeat, Ret = Retentat, gefr = lyphili-
siert, spriih = spriihgetrocknet)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mMN/m] 60s 1200 s [%]

Molkenproteinisolat (3,4%) 0,11 853 49,5 0,13 0,14 90,1

MPI Tr Hydr Perm 10.000 0,12 755 40,8 0,177 n.m. 89,9

spruh

MPI Tr Hydr Perm 10.000 0,15 603 48,5 0,16 n.m. 90,1

gefr

MPI Tr Hydr Ret 10.000 0,12 782 44,2 0,18 n.m. 100

gefr

MPI Tr Hydr Perm 5.000 0,16 557 47,8 0,13 n.m. 85,9

gefr

MPI Tr Hydr Ret 5.000 gefr 0,18 486 49,3 0,18 0,22 85,6

Die durchschnittliche BlasengroRe der Schaume aus Hydrolysaten hat sich nach einer
Standzeit von 60 Sekunden bei allen Fraktionen mit Ausnahme des Permeats der 5.000er
Membran vergréfliert, der Schaum ist gréber als der des Ausgangsmaterials Molkenprotein-
isolat. Die durchschnittliche BlasengroRe nach 20 Minuten konnte nur bei dem Schaum des
Retentats der UF mit einem NMWCO von 5.000 g/mol gemessen werden, der mittlere Bla-
sendurchmesser ist gegeniber dem Ausgangsmaterial 0,08 mm gréRer und dadurch grober
in der Struktur. Bei den anderen Fraktionen war die Messung des mittleren Blasendurch-
messers nicht moglich, da der Schaum bereits zerfallen war.

Die Drainage der Schaume aus Hydrolysatfraktionen nach Ultrafiltration mit einem NMWCO
von 5.000 g/mol hat gegenulber der Drainage des Schaums des Ausgangsprodukts um etwa
4% abgenommen, der Anteil der drainierten Flissigkeit liegt aber wie auch in allen anderen
Fraktionen tber 85%, der Schaum ist also nach dem hier angewandten Kriterium nicht stabil.

Die tryptische Hydrolyse hat in allen Hydrolysatfraktionen weder eine Verbesserung der Auf-
schlagfahigkeit noch eine Verbesserung der Stabilitdt erbracht. Die Fraktionierung hat zu
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keiner Differenzierung der Eigenschaften der Fraktionen des tryptischen Hydrolysats von
Molkenprotein gefiihrt.

Althouse et al. (1995) hydrolysierten ebenfalls Molkenproteinisolat mit Trypsin, anschlielend
wurde das Hydrolysat erhitzt (85°C, 15 min), ultrafiltriert (NMWCO = 10.000 g/mol), durch
Umkehrosmose konzentriert und lyophilisiert. Die Schaumbildungseigenschaften wurden
nach Aufschlag mit einem Mixer charakterisiert (vgl. Tab. 46).

Tab. 46: Vergleich der Schaumbildungseigenschaften zur tryptischen Hydrolyse von Molken-
proteinisolat mit Althouse et al. (1995)

Overrun [%] Oberflachenspannung

[MmN/m]
Molkenproteinisolat (3,4%) 853 49,5
Molkenproteinisolat Althouse (5%) 756 69,1
MPI Tr Hydr Perm 10.000 gefr 603 48,5
MPI Tr Hydr Perm 10.000 Althouse (5%) 966 60,0
MPI Tr Hydr Ret 10.000 gefr 782 44,2
MPI Tr Hydr Ret 10.000 Althouse (5%) 1169 57,9

Der Vergleich von den hier vorgestellten mit den von Althouse et al. (1995) erzielten Ergeb-
nissen zeigt fur Schaume aus Molkenproteinisolat einen geringeren Overrun. Sowohl in der
Permeatfraktion als auch in der Retentatfraktion stellen die Autoren eine Zunahme der Auf-
schlagfahigkeit Gber einen angestiegenen Overrun fest. In den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchungen kam es in beiden Fallen zu einer Abnahme des Overrun. Die Veranderung
der Aufschlagfahigkeit in verschiedene Richtungen (Zunahme/Abnahme) kann nicht auf die
unterschiedlichen Aufschaummethoden (Mixer vs. Aerationsmethode) zurtickgeflihrt werden.
Die Tendenz der Veranderung misste trotz unterschiedlicher Methoden Gbereinstimmen, die
Unterschiede sind eher im Verfahrensablauf zu suchen.

Die Versuchsfiihrung bei Althouse et al. (1995) unterscheidet sich darin, dass das Hydrolysat
zur Inaktivierung des Enzyms erhitzt wurde. Die Aufkonzentration durch Umkehrosmose
koénnte ebenfalls einen Einfluss auf die Aufschlagfahigkeit durch Erhéhung des Mineralstoff-
gehalts gehabt haben. Die Proteinkonzentration der Losungen, die zur Schaumbildung ein-
gesetzt wurden, ist héher als die in den hier vorgestellten Versuchen (5,0% bzw. 3,4%).
Althouse et al. (1995) geben die Konzentration ohne Hinweis an, ob es sich um Trocken-
masse oder Proteinkonzentration handelt. Die Proteinkonzentration hat ebenfalls Auswirkun-
gen auf die Eigenschaften der Losung (Clarkson et al., 1999).

Die Werte flr die Oberflachenspannung unterscheiden sich deutlich, obwohl in beiden Fallen
ein Messgerat verwendet wurde, das die Oberflachenspannung am hangenden Tropfen
misst. Es kann deshalb nur ein Vergleich der Tendenzen vorgenommen werden. Durch die
Hydrolyse kam es in der Studie von Althouse et al. (1995) ebenso zu einem Abfall der Ober-
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flachenspannung wie in den hier vorgestellten Versuchen. Die Unterschiede in Bezug auf die
Substrate sind bei Althouse et al. deutlich gréler als in den hier dargestellten Untersuchun-
gen. Die von Althouse et al. gemessene Oberflachenspannung fur die Proteinlésungen er-
scheint sehr hoch. Foegeding et al. (2006) messen flir Wasser ca. 72 mN/m, flir Proteinl6-
sungen um 45 mN/m und werden von anderen Autoren darin bestarkt (Prins, 1986). Diese
Messwerte stimmen mit den Messwerten in den hier vorgestellten Versuchen Uberein. In der
Tendenz, dass die Oberflachenspannung von Molkenproteinisolat durch die tryptische Hy-
drolyse abnimmt, bestatigen die Messungen von Althouse et al. (1995) die in diesen Versu-
chen gefundenen Ergebnisse.

Mutilangi et al. (1996) fihrten Hydrolysen mit Trypsin an hitze-denaturiertem Molkenprotein-
isolat durch. Obwohl zur Verschaumung wie in den vorliegenden Versuchen die Aerations-
methode verwendet wurde, sind die einzelnen Ergebnisse nicht vergleichbar, da andere Pa-
rameter zur Charakterisierung der Schaumbildungseigenschaften herangezogen wurden als
in der vorliegenden Arbeit. Aus den Ergebnissen schlielen Mutilangi et al. (1996), dass die
tryptische Hydrolyse zu besseren Schaumbildungseigenschaften fihrt als z.B. die Hydrolyse
durch Chymotrypsin. Die Stabilitdt der Schaume aus dem Permeat der Ultrafiltration des
Hydrolysats (NMWCO = 10.000 g/mol) ist héher als die Stabilitdt von Molkenproteinisolat,
auch die Aufschlagfahigkeit des Permeats wird als besser eingestuft als die von Molkenpro-
teinisolat. Diese Ergebnisse widersprechen den in den vorliegenden Versuchen entstande-
nen Ergebnissen. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen ist neben der Anwendung an-
derer Parameter (Schaumkapazitat in Abhangigkeit vom Hydrolysegrad, Schaumstabilitat in
Abhangigkeit vom Hydrolysegrad) auch auf die Hitzebehandlung des Molkenproteinisolat
zurtickzufiihren, die vor der Hydrolyse durchgefihrt wurde. Die Schaumbildungseigenschaf-
ten zwischen hitzedenaturiertem und nicht-hitzedenaturiertem Molkenproteinisolat werden
von Mutilangi et al. (1996) als gleichbleibend dargestellt. Generell wird davon ausgegangen,
dass eine Hitzebehandlung die technofunktionellen Eigenschaften fordert (Walstra, 2006).
Die besseren Schaumbildungseigenschaften der tryptischen Hydrolysate von Molkenprotein-
isolat mUssen auch auf die Hitzebehandlung zurtickgeflhrt werden.

Zur Fraktionierung von tryptischen Hydrolysaten mit einer Ultrafiltrationseinheit mit einem
NMWCO von 5.000 g/mol sind in der Literatur keine vergleichbaren Ergebnisse vorhanden.
Eine Verbesserung der Schaumbildungseigenschaften durch Peptide mit einer Molmasse
zwischen 2.000 und 5.000 g/mol, die von einigen Autoren propagiert wird (Caessens, 1999;
Turgeon et al., 1992; Chobert et al., 1988) kann nur hinsichtlich einer leichten Verbesserung
der Stabilitat, nicht aber hinsichtlich der Verbesserung der Aufschlagfahigkeit bestatigt wer-
den.

Hydrolysate aus Molkenproteinisolat mit Chymotrypsin

Die chymotryptische Hydrolyse von Molkenproteinisolat hat zu einer Erhéhung der Auf-
schlagfahigkeit in allen Hydrolysatfraktionen gegentber dem Ausgangsmaterial gefuhrt. Am
starksten ist die Zunahme der Aufschlagfahigkeit in der Retentatfraktion nach Ultrafiltration
mit einem NMWCO von 10.000 g/mol (Molmassen >10.000 g/mol) und in der Permeatfrak-
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tion der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 5.000 g/mol (Molmassen < 5.000 g/mol). Die
Aufschlagfahigkeit der beiden Fraktionen liegt tber 1000%.

Tab. 47: Schaumbildungseigenschaften der Hydrolysate aus der chymotryptischen (CT) Hyd-
rolyse von Molkenproteinisolat und anschlieRender Ultrafiltrationen ( NMWCO =
10.000 und 5.000 g/mol, Abkiirzungen wie Tab. 45)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Molkenproteinisolat (3,4%) 0,11 853 49,5 0,13 0,14 90,1

MPI CT Hydr Perm 10.000 0,11 872 44,8 0,11  n.m. 86,0

sprih

MPI CT Hydr Perm 10.000 0,10 966 46,9 0,24 n.m. 87,7

gefr

MPI CT Hydr Ret 10.000 0,09 1044 46,0 0,09 n.m. 84,0

gefr

MPI CT Hydr Perm 5.000 0,09 1133 46,0 0,1 n.m. 91,0

gefr

MPI CT Hydr Ret 5.000 gefr 0,10 924 46,4 0,24 n.m. 88,5

Die Oberflachenspannung der Hydrolysate ist im Vergleich zur Oberflachenspannung des
Ausgangsmaterials herabgesetzt. Wahrend die gefriergetrockneten Fraktionen eine um ca. 3
mN/m verringerte Oberflachenspannung besitzen, ist die Oberflachenspannung des spriih-
getrockneten Permeats aus der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol um ca. 5
mN/m verringert (vgl. Tab. 47).

Die durchschnittliche BlasengréRe der Schaume nach einer Minute ist bei Einsatz der ver-
schiedenen Fraktionen deutlich unterschiedlich, bei dem sprihgetrockneten Permeat und
dem Retentat der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol sowie dem Permeat
der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 5.000 g/mol hat sich der mittlere Blasendurchmes-
ser verringert. Beim lyophilisierten Permeat der 10.000er Membran sowie dem Retentat der
5.000er Membran hat sich der mittlere Durchmesser im Vergleich zum Ausgangsmaterial
erhéht. Nach der Beobachtungsdauer von 20 Minuten waren alle Schaume bereits zerfallen
und es konnte keine digitale Messung der Blasengrof3en vorgenommen werden.

Die Menge drainierter Flussigkeit ist nur bei der Retentatfraktion der Ultrafiltration mit einem
NMWCO unter 85%, also nach den hier angewandten Stabilitatskriterien stabil, alle anderen
Schaume haben wie das Ausgangsmaterial mehr als 85% drainierte Flissigkeit.

Ansatzweise vergleichbare Ergebnisse wurden von Althouse et al. (1995) hinsichtlich der
chymotryptischen Hydrolyse von Molkenproteinisolat verdffentlicht (Diskussion der Ver-
gleichbarkeit siehe Kap. Tryptische Hydrolyse von MPI). Der Vergleich der Aufschlagfahig-
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keit zeigt, dass die Ergebnisse von Althouse et al. (1995) die hier vorgestellten Ergebnisse
hinsichtlich der Zunahme der Aufschlagfahigkeit durch die chymotryptische Hydrolyse und
die anschlieRende UF bestatigen (vgl. Tab. 48). Wahrend bei Althouse et al. (1995) die Per-
meatfraktion, die die Peptide mit geringeren Molmassen enthalt, besser schaumt als die Re-
tentatfraktion, wurde in den vorliegenden Ergebnissen eine bessere Aufschlagfahigkeit der
Retentatfraktion gemessen. Die UF-Fraktionen von Althouse et al. (1995) unterscheiden sich
von den hier vorliegenden Fraktionen durch eine Erhitzung und die an die UF anschlieBende
Aufkonzentrierung mit Umkehrosmose. Die Vergleichbarkeit ist deshalb nur partiell gegeben,
die hier vorliegenden Fraktionen sind im Vergleich zu den von Althouse et al. (1995) herges-
tellten Produkten weniger Verarbeitungsschritten unterzogen worden.

Tab. 48: Vergleich der Schaumbildungseigenschaften zur chymotryptischen Hydrolyse von
Molkenproteinisolat mit Althouse et al. (1995)

Overrun [%] Oberflachenspannung

[MmN/m]
Molkenproteinisolat (3,4%) 853 49,5
Molkenproteinisolat Althouse (5%) 756 69,1
MPI CT Hydr Perm 10.000 gefr 966 48,5
MPI CT Hydr Perm 10.000 Althouse (5%) 2049 57,5
MPI CT Hydr Ret 10.000 gefr 1044 442
MPI CT Hydr Ret 10.000 Althouse (5%) 1571 59,3

Der Vergleich des Overrun ist aufgrund der Messunterschiede nur in der Tendenz sinnvoll,
sowohl die Versuche von Althouse et al. (1995) als auch die vorliegenden Ergebnisse zeigen
verringerte Oberflachenspannungen durch die chymotryptische Hydrolyse von Molkenpro-
teinisolat.

Die Ergebnisse von Mutilangi et al. (1996) an hitze-denaturiertem Molkenproteinisolat stim-
men mit den hier vorliegenden weder in der Schaumkapazitat noch in der Schaumstabilitat
Uberein, die Aufschlagfahigkeit des chymotryptischen Permeats wird als geringer als die des
Ausgangsmaterials dargestellt, die Stabilitat gleichbleibend. In den vorliegenden Versuchen
wurde eine geringe Stabilitdtszunahme und eine deutliche Overrun-Zunahme in beiden Frak-
tionen der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol gemessen. Die Unterschiede
mussen auch hier, wie bei den Ergebnissen zur tryptischen Hydrolyse auf die Erhitzung und
die unterschiedlichen Auswertungsparameter zurtickgefuhrt werden.

Anhand der Ergebnisse der chymotryptischen Hydrolyse kann hinsichtlich der Aufschlagfa-
higkeit bestatigt werden, dass die besten Eigenschaften bei Molmassen <5.000 g/mol er-
reicht werden, wobei das Retentat der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol
ebenfalls eine deutlich verbesserte Aufschlagfahigkeit aufweist, die eher auf Proteine oder
Peptide mit Molmassen >10.000 g/mol hinweist. Hinsichtlich der Stabilitat zeigt das Retentat
der 10.000er Membran die besten Schaumbildungseigenschaften.
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Vergleich der chymotryptischen und tryptischen Permeate der UF (NMWCO 10.000
g/mol)

Der Drainageverlauf der Schaume aus den rekonstituierten Permeaten aus tryptischer und
chymotryptischer Hydrolyse ist am Anfang weitgehend vergleichbar, im weiteren Verlauf ist
die Drainage der Schaume aus dem chymotryptischen Proteolysat etwas geringer. Allerdings
ist eine Differenzierung nicht mdglich (vgl. Abb. 66).
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Abb. 66: Ergebnisse der Drainagemessung an Schdumen aus den Permeaten tryptischer
und chymotryptischer Hydrolysate
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Der Vergleich der BlasengréRenverteilungen in Abbildung 67 zeigt, dass Schaume aus
Chymotrypsin-Hydrolysat anteilig aus mehr kleinen Blasen (0,01-0,2 mm) bestehen als
Schaume aus Trypsin-Hydrolysat. In Schaumen aus Trypsin-Hydrolysat weisen Blasen zwi-
schen 0,1 und 0,4 mm Durchmesser den grofdten Anteil auf. Die Berechnung des durch-
schnittlichen Blasendurchmessers zeigt, dass die durchschnittliche Blasengrdfe der Schau-
me aus Trypsin-Hydrolysat (0,17, vgl. Tab. 45) wesentlich groRer ist als die aus Chymotryp-
sin-Hydrolysat (0,11 mm). Overrun und Schaumdichte zeigen keine grof3en Unterschiede,
auch im Vergleich zu Magermilchpulver sind diese Parameter kaum unterschiedlich. Die
Oberflachenspannung der Hydrolysate in wasseriger Lésung ist niedriger als die von Ma-
germilch (vgl. Tab. 45 und Tab. 47).

100
80 A ]
I Trypsin-Hydrolysat
[ Chymotrypsin-Hydrolysat
g 60 N I
E
c
< 40 -
20 A
0 - : : i iﬁ : -ﬁ :|:|I| : = =
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Durchmesser [mm]

Abb. 67: Blasengrél3enverteilung der Schdume aus den Permeaten der Molkenproteinhydro-
lysate nach Ultrafiltration nach 60 Sekunden

Vergleich der tryptischen und chymotryptischen Retentate der UF (NMWCO 10.000
g/mol)

Die Retentate aus der Ultrafiltration der tryptischen und chymotryptischen Hydrolysate wur-
den ebenfalls in wasseriger Losung auf ihre Schaumbildungseigenschaften untersucht.
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Abb. 68: Blasengrél3enverteilung der Schdume aus Retentaten der Molkenproteinhydrolyse
nach 60 Sekunden

Der Vergleich der BlasengréRenverteilungen macht deutlich, dass Schdume aus dem Reten-
tat des Chymotrypsin-Hydrolysats eine deutlich héhere Anzahl an Blasen der untersten Gro-
Renkategorie (0,01-0,1 mm) aufweisen als solche aus dem Retentat des Trypsin-
Hydrolysats. Der weitere Kurvenverlauf der BlasengréRenverteilung von Schaumen aus Re-
tentaten ist weitgehend mit dem der Schdume aus Permeaten vergleichbar und Iasst sich
nicht weiter differenzieren (vgl. Abb. 67 und Abb. 68).
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Abb. 69: Drainageverlauf der Schdume aus UF-Retentaten tryptischer und chymotryptischer
Proteolysate

Schaume, die mit dem Retentat tryptischer Hydrolysate hergestellt wurden, waren bereits
nach wenigen Minuten zerfallen (vgl. Abb. 69), wohingegen Schaume, die mit dem Retentat
chymotryptischer Hydrolysate produziert wurden, eine deutlich hdhere Stabilitat und dartiber
hinaus einen sehr hohen Overrun von tber 1000% aufwiesen. Im Gegensatz zu den weitest-
gehend Ubereinstimmenden Schaumbildungseigenschaften der Permeate aus tryptischer
und chymotryptischer Hydrolyse, zeigen die entsprechenden Retentate deutlich unterschied-
liche Eigenschaften. Dariber hinaus wurde festgestellt, dass Losungen der Retentate eine
héhere Oberflachenspannung aufweisen als die aus Permeaten.

Anreicherung rekonstituierter Magermilch und Vollmilch mit Hydrolysatfraktionen aus
Molkenproteinisolat

Um nicht nur die Schaumbildungeigenschaften der Hydrolysatfraktionen, sondern auch den
Einfluss der Hydrolysate auf die Schaumbildung intakter Milchproteine zu prifen, wurden
rekonstituierte Magermilch und Vollmilch mit Hydrolysaten angereichert. Dabei wurden Pro-
teingehalte eingestellt, die in kommerziellen Produkten zur Herstellung von Milchschdumen
(vgl. Kap. 4.3.9) zum Einsatz kommen. Der Gesamtproteingehalt der Lésungen betrug 3,8
%, davon 3,4 % Magermilchproteine und 0,4 % Hydrolysatfraktion.
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Rekonstituierte Magermilch

Die Zugabe der tryptischen Hydrolysatfraktionen hat zu einer Zunahme der Aufschlagfahig-
keit um durchschnittlich 158 Prozentpunkte geflihrt, durch alle Hydrolysatfraktionen wurde
eine Zunahme des Aufschlagvolumens gegenuber rekonstituierter Magermilch ohne Hydro-
lysatzusatz gemessen (vgl. Tab. 49). Die Anreicherung der Magermilch durch chymotrypti-
sche Hydrolysatfraktionen flhrte, die Aufschlagfahigkeit betreffend, zu heterogenen Ergeb-
nissen. Wahrend die Permeatfraktionen der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000
g/mol und 5.000 g/mol zu einer Zunahme des Overrun fihrten, nahm der Overrun nach An-
reicherung mit der Retentatfraktion der Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol
um 64 Prozentpunkte ab. Die Anreicherung mit der Retentatfraktion der 5.000er Membran
fihrte zu gleichbleibender Aufschlagfahigkeit.

Tab. 49: Auswirkung der Anreicherung von rekonstituierter Magermilch mit tryptischen und
chymotryptischen Hydrolysatfraktionen auf die Schaumbildungseigenschaften von
Magermilchpulver (Abklirzungen vgl. Tab. 45 und Tab. 47)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

MMP + MPI Tr Hyd Perm 0,11 874 45,1 0,173 n.m. 93,5

10.000 spriih

MMP + MPI Tr Hydr Perm 0,11 829 43,7 0,195 n.m. 93,2

10.000 gefr.

MMP + MPI Tr Hyd Ret 0,11 834 47,2 0,11 0,21 91,0

10.000 gefr

MMP + MPI Tr Hydr Perm 0,11 854 43,7 0,16 n.m. 92,0

5.000 gefr

MMP + MPI Tr Hydr Ret 0,11 866 44,2 0,177 n.m. 92,0

5.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Perm 0,13 720 48,1 0,15 0,18 86,3

10.000 spriih

MMP + MPI CT Hyd Perm 0,12 752 46,7 0,17 0,22 73,9

10.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Ret 0,14 629 46,4 0,14 0,16 72,0

10.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Perm 0,12 776 47,0 0,16 0,20 86,5

5.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Ret 0,13 696 47 1 0,16 0,22 85,2

5.000 gefr
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Die Oberflachenspannung der mit tryptischen Hydrolysaten angereicherten Magermilch-
I6sungen wurde gegeniber dem Ausgangsmaterial starker abgesenkt als die Oberflachen-
spannung der mit chymotryptischen Hydrolysaten angereicherten Magermilchlésungen. In-
sgesamt flihrte die Anreicherung von rekonstituierter Magermilch mit tryptischen und chymot-
ryptischen Hydrolysaten nur zu geringen Absenkungen der Oberflachenspannung.

Der durchschnittliche Blasendurchmesser nach 60 Sekunden wurde durch die Zugabe eini-
ger Hydrolysate verringert (tryptische Hydrolysatfraktionen, chymotryptisches Permeat
sprihgetrocknet und chymotryptisches Retentat, alle aus UF mit einem NMWCO von 10.000
g/mol), durch die Zugabe einiger Hydrolysate veranderte sich die Blasengrofie nicht (trypti-
sches Permeat, chymotryptische Hydrolysatfraktionen, beide nach UF mit NMWCO von
5.000 g/mol) und in einigen Fallen ist eine geringfligige Zunahme zu beobachten (tryptische
Retentatfraktion nach UF mit einem NMWCO von 5.000 g/mol, chymotryptische Permeatf-
raktion nach UF mit einem NMWCO von 10.000 g/mol).

Die durchschnittliche Blasengrofle nach 20 Minuten konnte nur bei Schaumen aus rekonsti-
tuierter Magermilch mit Zusatz von tryptischem Retentat (NMWCO 10.000 g/mol) gemessen
werden, gegenlber der rekonstituierten Magermilch ohne Zusatz war der durchschnittliche
Blasendurchmesser erhoht. Durch die Zugabe der chymotryptischen Hydrolysatfraktionen
konnte die Messung der Blasengréfe auch nach 20 Minuten vorgenommen werden. Der
mittlere Blasendurchmesser war bei dem Retentat der Ultrafiltration mit einem NMWCO von
10.000 g/mol verringert, beim spriihgetrockneten Permeat unverandert und bei den Ubrigen
Fraktionen gegentber den Schaumen der rekonstituierten Magermilch leicht erhoht.

Die Stabilitat der Schaume, gemessen an der Drainage, wurde durch alle tryptischen Hydro-
lysate verringert. Durch den Zusatz von chymotryptischen Hydrolysaten, insbesondere re-
konstituierte Permeate und Retentate nach einer Ultrafiltration mit einem NMWCO von
10.000 g/mol, konnte die Drainage verringert und die Schaumstabilitdt damit verbessert wer-
den. Die Drainage der Ubrigen Schaume mit chymotryptischen Retentatfraktionen war gege-
ndber dem Ausgangsmaterial erhéht.

Vollmilch

Unterschiede in den Auswirkungen der Hydrolysate auf fetthaltige und fettfreie Milch wurden
anhand von Vollmilch mit 3,5% Fett untersucht. Diese wurde ebenso wie die rekonstituierte
Magermilch mit 0,4% Hydrolysatprotein angereichert.
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Tab. 50: Auswirkung der Anreicherung von Vollmilch (3,5% Fett) mit tryptischen und chymot-
ryptischen Hydrolysatfraktionen auf die Schaumbildungseigenschaften (Abkiirzungen
siehe Tab. 45 und Tab. 47)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Vollmilch 3,5% Fett 0,13 737 48,1 0,12 0,17 88,2

Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,09 1037 51,6 0,177 0,22 82,5

Perm 10.000 sprih

Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,10 979 47,4 0,172 n.m. 90,0

Perm 10.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd Re- 0,09 1007 51,8 0,20 0,20 90,4

tentat 10.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,09 1048 51,7 0,11  n.m. 88,4

Perm 5.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd Ret 0,10 924 57,7 0,70 n.m. 95,6

5.000 gefr

Vollmilch + MPI CT Hyd 0,14 652 52,5 0,177 0,16 85,3

Perm 10.000 spriih

Vollmilch + MPI CT Hyd 0,12 738 48,3 0,177 0,21 80,6

Perm 10.000 gefr

Vollmilch + MPI CT Hyd Ret 0,15 591 50,9 0,14 0,22 88,1

10.000 gefr

Vollmilch + MPI CT Hyd 0,12 744 49,8 0,14 0,30 83,2

Perm 5.000 gefr

Vollmilch + MPI CT Hyd Ret 0,13 674 51,7 0,19 0,24 76,0

5.000 gefr

Die Zugabe der tryptischen Hydrolysatfraktionen fiihrte zu einer Verbesserung der Auf-
schlagfahigkeit. Durch alle Fraktionen wurde der Overrun erhéht, durch die tryptische Per-
meatfraktionen nach UF mit einem NMWCO von 5.000 und 10.000 g/mol sogar um ungefahr
ein Drittel. Durch die Zugabe der chymotryptischen Hydrolysatfraktionen kam es zu keinen
Veranderungen oder zu einer Abnahme des Aufschlagvermoégens.

Die Oberflachenspannung der angereicherten Milchproben wurde mit Ausnahme des lyophi-
lisierten tryptischen Permeats erhdht. Eine deutliche Absenkung wurde in keiner der Lésun-
gen gemessen.

Die durchschnittliche BlasengroRe hat sich durch die Zugabe der Hydrolysate nur in zwei
Fallen verringert, durch die Zugabe der Fraktionen nach UF (NMWCO 5.000 g/mol) der tryp-
tischen Hydrolysate wurde der mittlere Blasendurchmesser verringert, in allen anderen Fal-
len blieb die mittlere BlasengroRe gleich oder sie stieg an.
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Die durchschnittliche BlasengroRe nach 20 Minuten konnte nur in zwei der Milchproben mit
tryptischem Hydrolysatzusatz gemessen werden, in diesen Milchproben war der mittlere Bla-
sendurchmesser gegeniber dem Ausgangsmaterial deutlich erhéht. Bei den chymotrypti-
schen Hydrolysaten konnte nach Zugabe der Hydrolysate in allen Proben eine Bestimmung
der mittleren Blasendurchmessers stattfindet. Durch die Zugabe des spriihgetrockneten
Permeats nach UF (NMWCO 10.000 g/mol) wurde der mittlere Blasendurchmesser um 0,01
mm abgesenkt, durch die Zugabe der tbrigen chymotryptischen Hydrolysate wurde der mitt-
lere Blasendurchmesser erhoht.

Eine deutliche Absenkung der Drainage und somit eine Verbesserung der Stabilitat wurde
durch das chymotryptische Permeat der 5.000er Membran erreicht. Durch die Zugabe der
Hydrolysatfraktion mit Molmassen zwischen ca. 5.000 bis 14.000 g/mol ergab sich eine Ver-
ringerung der Drainage um 12%.

Diskussion

Durch die Zugabe von Hydrolysaten aus Molkenproteinisolat kann prinzipiell eine Verbesse-
rung der Schaumbildungseigenschaften von Vollmilch und rekonstituierter Magermilch so-
wohl hinsichtlich der Stabilitat als auch hinsichtlich der Aufschlagfahigkeit erzielt werden.

Eine Verbesserung der Aufschlagfahigkeit von Magermilch und Vollmilch konnte durch die
Zugeabe tryptischer Hydrolysate erfolgen. Die tryptischen Hydrolysatfraktionen enthalten alle
Peptide geringer Molmasse, die bei der Charakterisierung mittels FPLC eine Retentionszeit
von 55-70 Minuten haben (vgl. Kap. 4.2.1). Diese Retentionszeit liegt Uber der von a-
Lactalbumin, das bei einer Molmasse von etwa. 14.000 g/mol eine Retentionszeit von 50
Minuten besitzt. Die Erhéhung des Overrun ist auf Peptide von Molmassen < 14.000 g/mol
zurtickzufuhren, die sowohl in den Retentaten verblieben sind, als auch mit dem Permeats-
trom die Membran permeiert haben. Die Aufschlagfahigkeit der tryptischen Hydrolysate ohne
den Zusatz von Protein ist gegeniiber dem Ausgangsmaterial nicht erhéht. In Verbindung mit
Milchprotein fuhren die tryptischen Hydrolysate von Molkenproteinisolat jedoch zu einer Er-
hoéhung der Aufschlagfahigkeit. In der Literatur ist keine vergleichbare Arbeit zu finden, in der
der Einsatz von tryptischen Hydrolysaten in Milch untersucht wird.

Die Erhéhung der Oberflachenspannung von Vollmilch nach Zugabe der Hydrolysate kann
auf den Einfluss der Fettkugeln zurtckgefuhrt werden (vgl. Kap. 4.3.1). Die Oberflachen-
spannung der Hydrolysate ist prinzipiell gegenlber dem Ausgangsmaterial leicht abgesenkt,
auch in Magermilch fuhrt die Zugabe von Hydrolysat prinzipiell zu eine Absenkung der Ober-
flachenspannung. Durch das Vorhandensein von Fettkiigelchen kann es zu Rissen in der mit
Peptiden und Proteinen besetzten Filmschicht an der Grenzflache gekommen sein (Walstra,
2006). Die Erhoéhung der Oberflachenspannung hat keinen Einfluss auf die Aufschlagfahig-
keit des Milch-Hydrolysatgemischs.

Die Schaumstabilitat wird in rekonstituierter Magermilch am effizientesten vom chymotrypti-
schen Permeat nach UF mit einem NMWCO von 10.000 g/mol verbessert, in Vollmilch wird
die Stabilitat am effizientesten durch die chymotryptische Retentatfraktion nach UF mit einem
NMWCO von 5.000 g/mol stabilisiert. Gemeinsam ist diesen beiden Fraktionen, dass sie
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Peptide mit Molmassen von ca. 5.000 bis 14.000 g/mol enthalten. Peptide in diesem Mol-
massenbereich sind im Zusammenspiel mit den Magermilchproteinen offenbar in besonde-
rem Male zur Stabilisierung von Milchschdumen geeignet. In der Literatur ist keine ver-
gleichbare Arbeit zu finden, in der der Einsatz von chymotryptischen Hydrolysaten in Milch
untersucht wird.

4.3.7. Hydrolysate aus B-Casein

Die aus Labcasein gewonnene B-Casein-Fraktion wurde mit den Enzymen Trypsin, Pepsin
und Alcalase hydrolysiert. Die Hydrolysezeiten betrugen 5, 15, 30 und 60 Minuten, die Inakti-
vierung des Enzyms erfolgte durch Erhitzung (vgl. Material und Methoden). Die Schaumbil-
dungseigenschaften der Hydrolysate wurden direkt im Anschluss an die Hydrolyse charakte-
risiert.

Tryptische Hydrolysate der B-Casein-angereicherten Fraktion

Die Eigenschaften der tryptischen Hydrolysate von (3-Casein konnten hinsichtlich der Para-
meter Schaumdichte, Overrun, BlasengroRenverteilung und Drainage keiner Messung und
Auswertung unterzogen werden, da kein Schaum entstand. Wie bei dem Ausgangsmaterial
konnte kein Schaum produziert werden, der ausreichend stabil war, um ihn mit dem Messzy-
linder abzuheben und zu wiegen und zu photographieren.

Tab. 51: Schaumbildungseigenschaften der tryptischen Hydrolysate der B-Casein-
angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Labcasein im Vergleich mit dem
Ausgangsmaterial (B-CF: B-Caseinfraktion; Tr: Trypsin)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mMN/m] 60s 1200s [%]
B-Casein-Fraktion (3,4%) n.m. n.m. 47,7 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 5 min n.m. n.m. 46,0 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 15 min n.m. n.m. 40,8 nm. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 30 min n.m. n.m. 30,7 nm. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 60 min n.m. n.m. 43,9 nm. n.m. n.m.

Auswertbare Daten der Versuchsreihe zur Hydrolyse von B-Casein mit Trypsin entstanden
nur bei der Messung der Oberflachenspannung (vgl. Tab. 51). Bereits nach einer Hydrolyse-
dauer von funf Minuten war die Oberflachenspannung des Hydrolysats im Vergleich zu einer
Ausgangslosung mit 3,4% angereicherter 3-Casein-Fraktion herabgesetzt. Nach einer Hyd-
rolysezeit von 15 Minuten hat sich die Oberflachenspannung auf 41 mN/m abgesenkt, nach
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30 Minuten Hydrolyse betrug die Oberflachenspannung der Lésung nur noch 31 mN/m. Nach
der Hydrolyse der B-Casein-angereicherten Fraktion mit Trypsin Uber eine Dauer von 60 Mi-
nuten betrug die Oberflachenspannung 44 mN/m, war also héher als nach 15 und 30 Minu-
ten Hydrolyse.

Die Entstehung von kurzkettigen Peptiden durch die Hydrolyse hat nicht zu einer Verbesse-
rung der Schaumbildungseigenschaften der angereicherten B-Casein-Fraktion in Bezug auf
die Aufschlagfahigkeit und die Stabilitat gefiihrt. Die tryptische Hydrolyse hatte eine Absen-
kung der Oberflachenspannung zur Folge, jedoch scheint eine limitierte, kurzzeitige Hydroly-
se der Absenkung der Oberflachenspannung starker zutraglich zu sein als eine lange Hydro-
lysedauer (60 Minuten). Aufgrund der FPLC-Chromatogramme der Hydrolysate kann keine
Begriindung fiir die héhere Oberflachenspannung gefunden werden, das Peakprofil des Hyd-
rolysats mit einer Hydrolysedauer von 60 Minuten unterscheidet sich nur in der Hohe der
Peaks, d.h. in der Konzentration der Peptide, nicht aber in der Anzahl oder den Retentions-
zeiten der Peaks (vgl. Abb. 32). Fur eine exakte Unterscheidung ist die Auflésung der FPLC
nicht ausreichend. Der Peak bei einer Retentionszeit von ca. 52 Minuten, der einem Peptid
mit einer Molmasse von <14.000 g/mol entspricht, ist in allen vier Chromatogrammen zu fin-
den. Er nimmt mit zunehmender Hydrolysezeit sogar zu. Die Hydrolysate mit Hydrolysezei-
ten von 30 und 60 Minuten besitzen zusatzliche Peaks bei Retentionszeiten von ca. 58 resp.
64 Minuten. Aufgrund des Vorkommens dieser Peaks, deren Retentionszeit auf Molmassen
im niedermolekularen Bereich hinweist, in beiden Fraktionen, kénnen diese Peptide als Ver-
ursacher flr die hohere Oberflachenspannung des Hydrolysats mit einer Hydrolysedauer von
60 Minuten ausgeschlossen werden.

Die RP-HPLC-Chromatogramme zur Charakterisierung der Hydrolysate zeigen deutlich,
dass das Hydrolysat Giberwiegend eher hydrophile Peptide enthalt (vgl. Abb. 33). Hier kdnnte
ein Zusammenhang zwischen der geringen Hydrophobizitat der Peptide und den Schaumbil-
dungseigenschaften bestehen. Kontrar zu dem geringen Anteil hydrophober Peptide steht
die deutliche Absenkung der Oberflachenspannung, die durch Molekile mit hydrophoben
und hydrophilen Abschnitten verursacht wird, da diese sich an der Grenzflache ausrichten
kénnen (Graham und Phillips 1979). Ein Zusammenhang zwischen der technofunktionellen
Eigenschaft, die Oberflachenspannung abzusenken und dem Vorhandensein zur Befahi-
gung, Schaume zu bilden und zu stabilisieren (Foegeding et al. 2006), kann anhand des
tryptischen p-Casein-Hydrolysat nicht festgestellt werden.

Peptische Hydrolysate der B-Casein-angereicherten Fraktion

Die Prufung der Schaumbildungseigenschaften peptischer Hydrolysate von B-Casein nach
unterschiedlichen Hydrolysezeiten hat zu heterogenen Ergebnissen geflihrt. Bei den Schau-
men aus Hydrolysaten mit Hydrolysezeiten von 5 und 15 Minuten konnten Schaume gemes-
sen werden, bei den Schaumen von Hydrolysaten mit Hydrolysezeiten von 30 und 60 Minu-
ten war der Schaum zu instabil, um ihn zu transportieren. Um die Messwerte einordnen zu
kénnen, werden die Ergebnisse der Verschaumung der peptischen Hydrolysate auch mit den
Ergebnissen der rekonstituierten Magermilch verglichen.
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Tab. 52: Schaumbildungseigenschaften der peptischen Hydrolysate der $-Casein-
angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Labcasein im Vergleich mit dem
Ausgangsmaterial (B-CF: B-Caseinfraktion, P: Pepsin)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]
B-Casein-Fraktion (3,4%) n.m. n.m. 47,7 n.m. n.m. n.m.
Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6
(3,4%)
B-CF, P, 5 min 0,12 794 42,8 0,195 n.m. 91,5
B-CF, P, 15 min 0,11 844 43,9 0,19 0,20 84,4
B-CF, P, 30 min n.m. n.m. 43,1 nm. n.m. n.m.
B-CF, P, 60 min n.m. n.m. 42,9 n.m. n.m. n.m.

Der Overrun der Schaume des peptischen Hydrolysats von B-Casein mit einer Hydrolysezeit
von 5 und 15 Minuten ist hdher als der Overrun von rekonstituierter Magermilch (vgl. Tab.
52). Der durchschnittliche Blasendurchmesser nach 60 Sekunden ist bei dem Hydrolysat mit
einer Hydrolysedauer von 5 Minuten statistisch unverandert, bei einer Hydrolysedauer von
15 Minuten ist der durchschnittliche Blasendurchmesser um 0,03 mm gréf3er. Nach 20 Minu-
ten ist der Schaum des Hydrolysats mit einer Hydrolysezeit von 5 Minuten so stark zerfallen,
dass kein zweites digitales Bild gemacht werden konnte. Der Blasendurchmesser des
Schaums des Hydrolysats mit einer Hydrolysedauer von 15 Minuten hat sich nur geringfugig
vergrofert.

Der Drainageendwert spiegelt dieses Ergebnis wider, wahrend der Schaum des Hydrolysats
mit einer Hydrolysedauer von 15 Minuten noch stabil ist (84% Drainage), sind 92% der FlUs-
sigkeit aus dem Schaum des Hydrolysats mit einer Hydrolysedauer von 5 Minuten drainiert.
Der Drainageverlauf des Hydrolysats mit einer Einwirkzeit von 5 Minuten ist deutlich hoher
als der des Hydrolysats mit der langeren Einwirkzeit (ohne Abbildung).

Die Oberflachenspannung hat sich durch die Hydrolyse und die damit verbundene Entste-
hung von Peptiden im Vergleich zum Ausgangsmaterial (B-Casein-Fraktion aus der Fraktio-
nierung von Labcasein) in allen vier Hydrolysaten um ca. 4 mN/m abgesenkt.

In den FPLC-Chromatogrammen der peptischen B-Casein-Hydrolysate (vgl. Seite 92) ist zu
erkennen, dass mit zunehmender Hydrolysedauer die Menge niedrigmolekularer Substanzen
(<14.000 g/mol) zunimmt und die Menge der Molekile im Molmassenbereich von Caseinen
abnimmt. Der Peak bei einer Retentionszeit von ungefahr 52 Minuten wird mit zunehmender
Hydrolysedauer grolier, die Molmasse liegt etwas unter der von a-Lactalbumin (14.000
g/mol), das bei 50 Minuten eluiert. Die Zunahme dieses Peaks und des Peaks von Peptiden
mit kleineren Molmassen hat keinerlei Einfluss auf die Oberflachenspannung der peptischen
Hydrolysate der B-Casein-angereicherten Fraktion. Auf die Schaumstabilitat scheint die Ver-
anderung des Molmassenprofils in Richtung der Peptide mit Molmassen <14.000 g/mol Aus-
wirkungen zu haben. Eine partielle Hydrolyse durch geringe Hydrolysezeiten hat schaumsta-
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bilisierenden Einfluss auf das Hydrolysat, wahrend nach den langeren Hydrolysezeiten der
Schaum keine Stabilitat besitzt.

Anhand der Ergebnisse zur Charakterisierung der Hydrolysate mittels RP-HPLC kdnnen die
Unterschiede in der Schaumbildung nicht erklart werden, denn alle vier RP-HPLC-
Chromatogramme weisen ein ausgesprochen hydrophobes Peptid-Profil auf.

Hydrolysate der B-Casein-angereicherten Fraktion mit Alcalase

Die Hydrolyse der B-Casein-angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Labcasein
hat zu keiner Verbesserung der Aufschlagfahigkeit und der Stabilitat der Schaume geflihrt
(vgl. Tab. 53). Wie beim B-Casein war keine Charakterisierung mittels der Parameter
Schaumdichte, Overrun, durchschnittlicher Blasendurchmesser und Drainage moglich, da
der Schaum schnell wieder in sich zusammenfiel und kein Transport moglich war.

Tab. 53: Schaumbildungseigenschaften der Alcalase-Hydrolysate der (3-Casein-
angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Labcasein im Vergleich mit dem
Ausgangsmaterial (B-CF: B-Caseinfraktion, Alc: Alcalase)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm®] [MN/m] 60s 1200s [%]
B-Casein-Fraktion (3,4%) n.m. n.m. 47,7 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 5 min n.m. n.m. 47 1 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 15 min n.m. n.m. 45,1 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 30 min n.m. n.m. 44 4 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 60 min n.m. n.m. 41,1 n.m. n.m. n.m.

Die Oberflachenspannung des Hydrolysats nimmt mit zunehmender Hydrolysedauer ab.
Wahrend eine Hydrolysedauer von 5 Minuten nur eine Verringerung der Oberflachenspan-
nung um 0,6 mN/m hervorruft, wird die Oberflachenspannung durch die Hydrolyse der B-
Casein-angereicherten Fraktion mit Alcalase nach einer Hydrolysedauer von 60 Minuten um
6,6 mN/m abgesenkt.

Aus den FPLC-Chromatogrammen der Hydrolysate (vgl. Seite 95) kann entnommen werden,
dass bereits nach kurzer Hydrolysedauer (5 min) das p-Casein nicht mehr detektierbar ist.
Mit zunehmender Hydrolysedauer vergrofiert sich die Flache des Peaks bei ca. 61 Minuten,
die Retentionszeit deutet auf Peptide mit Molmassen deutlich unter der Molmasse von a-LA,
das bei 50 Minuten eluiert, hin. Die Abnahme der Oberflachenspannung kann im Falle der
mittels Alcalase hergestellten Hydrolysate aus der 3-Casein-angereicherten Fraktion auf die
Zunahme der Peptide mit geringen Molmassen zurtickgeflhrt werden.
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Die Fahigkeit zur Verringerung der Oberflachenspannung, die mit der Fahigkeit zur Schaum-
bildung und Schaumstabilisierung in Zusammenhang gebracht wird (Foegeding 2006), kann
im Falle dieses Hydrolysats nicht bestatigt werden, da kein Schaum erzeugt werden konnte.

Die RP-HPLC-Chromatogramme der Hydrolysate zeigen, dass sowohl eher hydrophobe als
auch eher hydrophile Peptide vorhanden sind, jedoch scheint die Konzentration der als eher
hydrophob einzuschatzenden Peptide grélier zu sein als die der eher hydrophilen.

Die Hydrolyse von B-Casein mit Trypsin, Alcalase oder Pepsin und die Charakterisierung der
Schaumbildungseigenschaften ist in der bekannten Literatur noch nicht beschrieben worden.
Ein Vergleich der Ergebnisse ist darum nicht moglich.

Die Hydrolyse der B-Casein-angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Labcasein
hat nur im Falle der kurzzeitigen peptischen Hydrolyse (bis 15 Minuten) zu einer Verbesse-
rung der Schaumbildungseigenschaften der Ausgangsfraktion gefiihrt. Die Oberflachen-
spannung konnte durch die Hydrolyse mit Trypsin und Alcalase abgesenkt werden, ein Zu-
sammenhang zwischen der Absenkung der Oberflachenspannung und der Verbesserung der
Schaumbildungseigenschaften, wie es in der Literatur beschrieben ist (Foegeding et al.,
2006), konnte nicht nachgewiesen werden.

4.3.8. Hydrolysate aus B-Lactoglobulin

Die B-Lactoglobulin-Fraktion aus der Fraktionierung von Molkenproteinisolat im Technikum-
malfistab wurde ebenfalls mit den Enzymen Trypsin, Pepsin und Alcalase hydrolysiert. Die
Hydrolysezeiten betrugen 5, 15, 30 und 60 Minuten, die Inaktivierung des Enzyms erfolgte
durch Erhitzung (vgl. Material und Methoden). Die Charakterisierung der Schaumbildungsei-
genschaften von Hydrolysaten aus (B-LG ist in der Literatur beschrieben (Caessens et al.,
1999; Davis et al., 2005; Creusot et al., 2006 usw.), hier kdbnnen Vergleiche vorgenommen
werden.

Tryptische Hydrolysate der B-Lactoglobulin-angereicherten Fraktion

Die tryptischen Hydrolysate der B-Lactoglobulin-angereicherten Fraktion aus Molkenprotein-
isolat besitzen eine erhdohte Aufschlagfahigkeit im Vergleich zum Ausgangsmaterial. Mit einer
Hydrolysedauer von 5 Minuten wird eine Zunahme des Overrun um 73% erzielt, mit zuneh-
mender Hydrolysezeit wird die Zunahme geringer, alle Hydrolysate besitzen héhere Over-
runs als das Ausgangsmaterial (vgl. Tab. 54). Die Aufschlagzunahme nach den langeren
Hydrolysezeiten betragt 45% nach 15 Minuten Hydrolyse, 31% nach 30 Minuten Hydrolyse
und 16% nach der langsten Hydrolysezeit (60 Minuten). Die Schaumdichte nimmt de-
mentsprechend ab.
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Die Oberflachenspannung ist bei den Hydrolysaten mit Hydrolysezeiten von 5 bis 30 Minuten
hoher als die Oberflachenspannung des Ausgangsproteins, nach einer Hydrolysezeit von 60
Minuten ist sie um 1 mN/m geringer.

Tab. 54: Schaumbildungseigenschaften der tryptischen Hydrolysate der 3-Lactoglobulin-
angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Molkenproteinisolat im Vergleich
mit dem Ausgangsmaterial (B-LGF: B-Lactoglobulin-Fraktion, Tr: Trypsin)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mMN/m] 60s 1200 s [%]
B-Lactoglobulin-Fraktion 0,13 703 47,9 0,28 n.m. 88,3
(3,4%)
B-LGF, Tr, 5 min 0,08 1216 49,9 0,38 0,41 83,3
B-LGF, Tr, 15 min 0,09 1017 48,9 0,34 043 84,3
B-LGF, Tr, 30 min 0,10 919 49,5 0,32 0,24 79,9
B-LGF, Tr, 60 min 0,11 812 46,9 0,24 n.m. 94,0

Der durchschnittliche Blasendurchmesser des Schaums nach einer Minute Standzeit ist bei
dem Hydrolysat mit der kirzesten Hydrolysedauer um 0,1 mm groéRer als der mittlere Bla-
sendurchmesser des Ausgangsmaterials. Mit zunehmender Hydrolysedauer nimmt der Bla-
sendurchmesser ab, bei dem Hydrolysat mit einer Hydrolysedauer von 60 Minuten liegt der
durchschnittliche Blasendurchmesser unterhalb dessen des Ausgangsmaterials. Der Rick-
gang des Blasedurchmessers der Schaume der Hydrolysate mit einer Hydrolysezeit von 30
Minuten ist auf die Destabilisierungsmechanismen von Schaum zurtickzufiihren (vgl. Kap.
2.2). Die Disproportionation beschreibt den Gastransport von der kleineren in die gréRere
Blase. Unterliegt die grofiere Blase gleichzeitig der Koaleszenz, wird die Anzahl der grofl3en
Blasen geringer, wahrend Blasen kleiner werden. Der Mittelwert bezieht sich auf die Menge
an Blasen und berechnet die durchschnittliche GréRe. Durch die Destabilisierungsmecha-
nismen in Schaum kann es zu einer geringeren mittleren Blasengréf3e nach einer langeren
Standzeit kommen.
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Abb. 70: Blasengrél3enverteilung der Schdume aus tryptischen Hydrolysaten von B-LG mit
Hydrolysezeiten von 5-60 Minuten nach 60 Sekunden Standzeit

Der Vergleich der BlasengroRenverteilungen der Hydrolysate nach 60 Sekunden Standzeit
zeigt, dass bei den Hydrolysaten mit Hydrolysezeiten von 5 bis 30 Minuten die Blasen zwi-
schen 0,2 und 0,4 mm den hdchsten Anteil haben, bei dem Hydrolysat mit einer Hydrolyse-
zeit von 60 Minuten ist die GroRenklasse zwischen 0,1 und 0,2 mm die starkste Fraktion.
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Abb. 71: Blasengrél3enverteilung der Schdume aus tryptischen Hydrolysaten von B-LG mit
Hydrolysezeiten von 5-60 Minuten nach 20 Minuten Standzeit

Die BlasengrofRenverteilungen der Hydrolysate nach 20 Minuten Standzeit kbnnen nur fir die
Hydrolysate mit Hydrolysezeiten von 5 bis 30 Minuten verglichen werden, da der Schaum
des 60 Minute hydrolysierten B-LG bereits kollabiert war. Bei dem Vergleich der Grélkenver-
teilung fallt auf, dass die Hydrolysate mit den kurzeren Hydrolysezeiten ihre starkste Blasen-
fraktion bei Durchmessern von 0,3 bis 0,4 haben, bei dem Hydrolysat mit der Hydrolysezeit
von 30 Minuten betragt der Durchmesser der starksten Fraktion zwischen 0,1 und 0,2 mm.
Es hat eine Verschiebung stattgefunden, die auch in der durchschnittlichen Blasengrofie
festzustellen ist (vgl. Tab. 54).

Der Drainage-Endwert der Schaume ist niedriger als der des Ausgangsmaterials, er nimmt
mit zunehmender Hydrolysedauer ab, nur der Schaum des Hydrolysats mit einer Hydrolyse-
dauer von 60 Minuten hat eine hohere Drainage (vgl. Tab. 54).

Durch die Hydrolyse von B-Lactoglobulin mit Trypsin kann sowohl das Aufschlagvermégen
als auch die Stabilitdt des Schaums erhéht werden. Die Hydrolysedauer war in den vorlie-
genden Versuchen bei 30 Minuten optimal, um die Stabilitdt des Schaums zu verbessern.
Ahnliche Ergebnisse erzielten Huang at al. (1996) hinsichtlich der Emulgiereigenschaften
von tryptischen B-LG-Hydrolysaten, auch hier war eine kurze Hydrolysedauer den techno-
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funktionellen Eigenschaften zutraglich, eine extensive Hydrolyse flihrte zu einem vollstandi-
gen Verlust der Emulgiereigenschaften.

Die Verbesserung der Schaumbildungseigenschaften von B-LG durch die Hydrolyse mit
Trypsin wird auch durch Caessens (1999a) positiv beurteilt. Die Autorin vermutet, dass durch
die Exposition von funktionellen Gruppen die Oberflachenspannung gesenkt wird und die
Schaumbildungseigenschaften verbessert werden. Davis et al. (2005) hydrolysierten eben-
falls B-LG mit Trypsin. Der gemessene Overrun (Aufschlagmethode: Kiichenmixer) war ge-
genuber dem Ausgangsmaterial nicht erhdht. Nach Ergebnissen der vorliegenden Untersu-
chung kann die Verbesserung der schaumbildenden Eigenschaften nicht auf eine Absen-
kung der Oberflachenspannung zurtickgefihrt werden, denn diese wurde durch die Hydroly-
se kaum verandert.

Die RP-HPLC-Chromatogramme zeigen eine heterogene Verteilung von eher hydrophilen
und hydrophoben Gruppen, wobei der hochste Anteil der Peptide eine mittlere Elutionszeit
aufweist. Verbesserte Schaumbildungseigenschaften kdbnnen nach den Ergebnissen der vor-
liegenden Untersuchungen nicht ausschliel3lich auf hydrophobe Peptide zurtckgeflhrt wer-
den.

Die FPLC-Chromatogramme der Hydrolysate mit verbesserter Aufschlagfahigkeit und Stabili-
tat der Schaume zeigen einen Peak Molmassenbereich von >2.000.000 g/mol. Ob die Pro-
teinaggregate durch kovalente oder nicht-kovalente Bindungen entstanden sind, ist zur Zeit
noch nicht geklart. Offensichtlich tragen die Polymere aber zu einer verbesserten Stabilisie-
rung der Schaume bei. Die Veranderungen in der Tertiarstruktur der Proteine durch die
Reaktion funktioneller Gruppen (Creusot et al., 2006) konnte zu der Exposition weiterer, in-
tramolekularer funktioneller Gruppen gefuhrt haben. Die Autoren Creusot et al. (2006) fan-
den im Alcalase-behandelten Hydrolysat aus Molkenproteinisolat Aggregate, die aus Pepti-
den und Proteinen bestanden.

Die Gewinnung der Hydrolysate aus B-LG mit Trypsin wird von verschiedenen Autoren be-
schrieben (Turgeon et al., 1992; Caessens, 1999; Groleau et al., 2002; Hernandez-Ledesma
et al., 2005 u.a.). Die Autoren charakterisieren die entstandenen Hydrolysate mittels RP-
HPLC, um die Peptide anschlieRend detektieren zu kénnen. Die Aggregate mit einer Mol-
masse > 2.000.000 g/mol werden bei der Vorbehandlung der Proben ausgefallt und deswe-
gen nicht detektiert (Groleau et al., 2003). Mittels SDS-Page sind die Aggregate in den vor-
liegenden Versuchen nicht detektiert worden, da die reduzierenden Bedingungen nicht-
kovalente Bindungen auflésen.

Eine Charakterisierung von tryptischem Hydrolysat aus Molkenproteinisolat mittels Grofen-
ausschlusschromatographie wird von Huang et al. (1994) vorgenommen, die Ergebnisse
werden jedoch nur fir die ersten 40 Minuten Retentionszeit diskutiert, die bei der von den
Autoren verwendeten Methode Molekilen mit geringen Molmassen entsprechen.

Groleau et al. (2003) stellen mittels Tribungsmessung ebenfalls die Existenz von Aggrega-
ten fest. Durch massenspektrometrische Untersuchungen wurden die Aggregatbestandteile
als Peptide, die SS-Bindungen enthalten (B-LG 61-69 + 149-162 und B-LG 61-70 + 149-162),
bestimmt. Diese Peptide enthalten keine S-Gruppe, wodurch eine Interaktion zwischen S*-
und SS-Gruppen eigentlich ausgeschlossen werden kann. Die Autoren vermuten, dass das
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Peptid B-LG 102-124, welches die SH-Gruppe enthalt, zwar nicht mittels HPLC detektiert
werden konnte, aber dennoch vorhanden ist. Laut Groleau et al. (2003) bilden die Peptide
bei pH-Wert 4,0 mit intakten a-LA-Molekilen das Aggregat. Aufgrund der Detektion von Pep-
tiden mit funktionellen Gruppen in den Aggregaten kann davon ausgegangen werden, dass
die schaumstabilisierenden Eigenschaften der tryptischen Hydrolysate von den Aggregaten
beeinflusst werden. Die Aufschlagszunahme kann nur bedingt von dem Aggregat beeinflusst
werden, da bei dem Hydrolysat mit einer Hydrolysezeit von 60 Minuten der Overrun erhdht
war, ohne dass Aggregate detektiert werden konnten.

Peptische Hydrolysate der B-Lactoglobulin-angereicherten Fraktion

Die peptische Hydrolyse der p-Lactoglobulin-angereicherten Fraktion resultierte ebenfalls in
veranderten Schaumbildungseigenschaften. Die Schaumdichte wurde bei allen Hydrolysaten
abgesenkt (vgl. Tab. 55). Dementsprechend fihrte die Hydrolyse zu einem erhéhten Auf-
schlag, der mit zunehmender Hydrolysedauer zunahm. Nach einer Hydrolysezeit von 5 Minu-
ten war der Overrun um 50% hdéher als der des Ausgangsmaterials, nach 60 Minuten Hydro-
lysezeit war der Overrun um fast 90% hoher als der Overrun der angereicherten Fraktion
ohne Hydrolyse.

Tab. 55: Schaumbildungseigenschaften der peptischen Hydrolysate der B-Lactoglobulin-
angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Molkenproteinisolat im Vergleich
mit dem Ausgangsmaterial (3-LGF: B-Lactoglobulin-Fraktion, P: Pepsin)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mMN/m] 60s 1200 s [%]
B-Lactoglobulin-Fraktion 0,13 703 47,9 0,28 n.m. 88,3
(3,4%)
B-LGF, P, 5 min 0,09 1039 471 0,17 0,24 41,8
B-LGF, P, 15 min 0,08 1120 45,7 0,15 0,20 88,2
B-LGF, P, 30 min 0,08 1221 46,9 0,16 0,19 89,9
B-LGF, P, 60 min 0,07 1318 46,8 0,16 0,21 90,1

Die Oberflachenspannung der Hydrolysate war im Vergleich zum Ausgangsmaterial um 0,8
bis 1,1 mN/m abgesenkt.

Die durchschnittliche Blasengrof3e nach einer Standzeit von 60 Sekunden wurde durch die
Hydrolyse gegentber dem Ausgangsmaterial deutlich verringert. Wahrend das Ausgangsma-
terial eine durchschnittliche BlasengrofRe von 0,28 mm besal3, hatten die Hydrolysate mittlere
Blasengrofen von 0,15 bis 0,17 mm, der Schaum war demnach deutlich feinporiger.
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Der Drainage-Endwert des Hydrolysats mit einer Hydrolysezeit von 5 Minuten ist deutlich
verringert durch die Hydrolyse. Nach 20 Minuten Standzeit war nicht mal die Halfte der Flis-
sigkeit, die zum gleichen Zeitpunkt beim Schaum des Ausgangsmaterials gemessen werden
konnte, drainiert. Die Drainage-Endwerte der Hydrolysate mit Hydrolysezeiten von 15 bis 60
Minuten haben sich gegenliber dem Ausgangsmaterial kaum verandert.

Die Hydrolyse der B-Lactoglobulin-angereicherten Fraktion mit Pepsin fuhrte hinsichtlich des
Aufschlagvermdgens zu einer Verbesserung der technofunktionellen Eigenschaften. Eine
limitierte Hydrolyse (5 Minuten) fuhrte in den vorliegenden Versuchen auch zu einer Erho-
hung der Stabilitdt des Schaums, gemessen an der Flussigkeitsmenge, die wahrend der
Standzeit drainierte.

Die Hydrolyse von B-LG mit Pepsin wurde von Schmidt und Poll (1991) in einem Natriumcit-
rat-gepufferten System durchgefiihrt. Die Autoren beschreiben, dass natives (3-LG gegen die
Hydrolyse mit Pepsin resistent ist. Die FPLC-Chromatogramme der Hydrolysate der vorlie-
genden Versuche bestatigen diesen Sachverhalt, der B-LG- Peak bleibt weitgehend erhalten.

Caessens (1999a) flhrte die B-LG-Hydrolyse mit Pepsin ebenfalls in wassriger Losung
durch. Obwohl mittels praparativer HPLC intaktes Protein gefunden werden konnte, wurden
auch von B-LG stammende Peptide detektiert. Die Schaumbildungseigenschaften des Hyd-
rolysats, gemessen an der Schaumhoéhe in Abhangigkeit von der Zeit (Aufschlagmethode:
Quirl), sind gegeniber dem Ausgangsmaterial leicht erhdht. Dieses Ergebnis stimmt mit Un-
tersuchungen von Davis et al. (2005) Gberein, auch hier ist der Overrun nach Hydrolyse mit
Pepsin erhoht. Durch die Fraktionierung mittels praparativer HPLC konnte Caessens (1999a)
bestimmen, dass die Schaumbildungseigenschaften mit abnehmender Molmasse geringer
werden.

In den vorliegenden Ergebnissen hat das peptische Hydrolysat von B-LG mit der geringsten
Hydrolysezeit den geringsten Overrun, mit zunehmender Hydrolyse nimmt die Aufschlagfa-
higkeit zu. Unterschiede in der Grofenverteilung der Peptide sind mit Hilfe der FPLC-
Chromatogramme (vgl. Abb. 40) nicht zu erkennen, es kann mittels der angewandten Me-
thodik also kein Ruckschluss auf den Einfluss der Peptidgrofien gemacht werden.

Die Zunahme der Aufschlagfahigkeit kann auch mittels der Auswertung der RP-HPLC-
Chromatogramme nicht von Molekillen mit bestimmten Molmassen abhangig gemacht wer-
den, denn auch hier ahneln sich die Peptidmuster. Bei allen vier Hydrolysaten ist der Charak-
ter der Peptide eher hydrophob, bei der Hydrolyse von B-LG mit Pepsin kann also festgestellt
werden, dass die Hydrolysate, die verbesserte Schaumbildungseigenschaften aufweisen,
eher hydrophoben Charakter besitzen. Vor der Charakterisierung mittels HPLC werden noch
intakte Proteine ausgefallt, der Einfluss der Hydrophobizitat von B-LG wird nicht ausgewertet.
Aufgrund des hohen Anteils von B-LG in den Hydrolysaten ist davon auszugehen, dass die
Verbesserung der Schaumbildungseigenschaften auf das gemeinsame Vorhandensein von
Peptiden mit Disulfidbindungen Caessens, 1999a) und intakten Proteinen zuriickzufihren ist.
Die Aufschlagfahigkeit scheint durch Peptide im Zusammenspiel mit Proteinen verbessert zu
werden, die Stabilitat scheint nur bei dul3erst limitierter Hydrolyse zuzunehmen.
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Ahnliche Ergebnisse zeigen die Untersuchungen von Konrad et al. (2005a und 2005b). Bei
der Hydrolyse von Molkenproteinisolat konnte ein Abbau von a-Lactalbumin und hitzege-
schadigtem B-Lactoglobulin (ungefahr 12% des B-LG) festgestellt werden, das nativ erhalte-
ne B-Lactoglobulin wurde nicht abgebaut. Die Hydrolysate hatte erhdhte Aufschlagfahigkei-
ten, wahrend die Stabilitdt abgenommen hatte.

Hydrolysate der B-Lactoglobulin-angereicherten Fraktion mit Alcalase

Die Hydrolysate der mit Alcalase hydrolysierten B-LG-angereicherten Fraktion haben sich in
ihren Schaumbildungseigenschaften im Vergleich zum Ausgangsmaterial verandert.

Der Overrun der Hydrolysate ist erhoht, den am starksten erhéhten Overrun hat die Fraktion
mit einer Hydrolysezeit von 5 Minuten (vgl. Tab. 56). Obwohl alle Hydrolysate gegentiber der
Ausgangsfraktionen eine erhohte Aufschlagfahigkeit aufweisen, nimmt diese mit der Verlan-
gerung der Hydrolysedauer ab, zwischen den Hydrolysaten nach 30 und 60 Minuten findet
wieder eine geringe Erhéhung des Overrun statt.

Tab. 56: Schaumbildungseigenschaften der Alcalase-Hydrolysate der 3-Lactoglobulin-
angereicherten Fraktion aus der Fraktionierung von Molkenproteinisolat im Vergleich
mit dem Ausgangsmaterial (B-LGF: B-Lactoglobulin-Fraktion, Alc: Alcalase)

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]
B-Lactoglobulin-Fraktion 0,13 703 47,9 0,28 n.m. 88,3
(3,4%)
B-LGF, Alc, 5 min 0,09 1098 45,5 0,18 0,18 97,7
B-LGF, Alc, 15 min 0,10 933 447 0,177 n.m. 91,1
B-LGF, Alc, 30 min 0,11 866 44,6 0,20 n.m. 95,6
B-LGF, Alc, 60 min 0,11 887 449 n.m. n.m. 92,5

Die Oberflachenspannung ist bei allen Hydrolysaten im Vergleich zum Ausgangsmaterial um
ca. 2 mN/m abgesenkt. Zwischen den Hydrolysaten gibt es nur geringe Unterschiede, es ist
keine Gesetzmaligkeit zu erkennen.

Der durchschnittliche BlasengroRendurchmesser nach 60 Minuten hat sich gegentber dem
durchschnittlichen Blasendurchmesser des Ausgangsmaterials verkleinert, die Hydrolyse hat
zu einer Verfeinerung des Schaumbildes durch die Verringerung der Porengrélie geflihrt. Die
durchschnittliche Blasengréfe der Schaume aus Hydrolysaten mit einer Hydrolysedauer von
60 Minuten konnte nicht bestimmt werden, da der Schaum kaum Licht der Durchlichtlampe
durchscheinen liel3. Aus diesem Grund konnte die BlasengroRenauswertung mittels digitaler
Bildbearbeitung nicht vorgenommen werden.
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Die Drainage-Endwerte der Hydrolysate sind gegeniiber dem des Ausgangsmaterials erhéht.
Die Drainagemenge hat sich gegeniiber dem Ausgangsmaterial, dessen Schaum nach den
Stabilitatskriterien als instabil eingestuft werden kann, noch erhéht.

Davis et al. (2005) stellten keine erhdhte Aufschlagfahigkeit der Hydrolysate aus [3-
Lactoglobulin nach Hydrolyse mit Alcalase fest. Durch die Hydrolyse wurde jedoch die Ober-
flachenspannung um ca. 8 mN/m abgesenkt.

Die FPLC-Chromatogramme der Alcalase-Hydrolysate von B-LG haben wie die Chromatog-
ramme der tryptischen Hydrolysate einen Peak nach 20-30 Minuten Retentionszeit, die auf
Molekule im hochmolekularen Bereich hinweisen. Die Aggregate, die sich offensichtlich wah-
rend der Hydrolyse gebildet haben, scheinen auch im Falle der Alcalase zu einer Férderung
der Aufschlagfahigkeit und der Stabilitéat der Hydrolysate fuhrt zu haben.

4.3.9. Schaumbildungseigenschaften kommerzieller Hydrolysat-angereicherter Pro-
ben

Kaffeegetranke mit Milchschaum (Latte Macchiato, Cappuccino usw.) werden in Deutschland
immer beliebter. Um den Ansprichen der Kunden nach einem stabilen, cremigen Milch-
schaum gerecht zu werden, haben einige deutsche milchverarbeitende Unternehmen Pro-
dukte hergestellt, die einen besonders cremigen und stabilen Schaum garantieren sollen.

Drei sich derzeit auf dem Markt befindliche Produkte wurden mit dem von Borcherding
(2004) entwickelten Aufschaumsystem auf die Eignung zur Verschaumung untersucht.

Den Zutatenlisten der aufschaumbaren Milchprodukte ist zu entnehmen, dass die Handels-
proben 1 und 2 Milcheiweilerzeugnisse enthalten, wahrscheinlich Milchproteinhydrolysate,
Handelsprobe 3 enthalt eine Weizenproteinhydrolysat. Der durchschnittliche Proteingehalt
der Milch betragt ca. 3,4%, aus den Angaben zum Proteingehalt der Produkte kann berech-
net werden, dass der Milch zwischen 0,3% (Handelsprobe 3) und 0,5% (Handelsprobe 1)
Hydrolysat zugesetzt wurden.

Alle drei Produkte enthalten Stabilisatoren, die Handelsproben 1 und 2 enthalten zusatzlich
Zucker. Der Fettgehalt der Produkte ist verschieden, er betragt zwischen 1,5% (Handelspro-
be 1) und 2,6% (Handelsprobe 2).
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Aufgrund der unterschiedlichen Fettgehalte der kommerziellen Milchprodukte zur Herstellung
von Milchschaum werden die Eigenschaften sowohl mit denen von rekonstituierter Mager-
milch als auch mit den Eigenschaften von Vollmilch verglichen (vgl. Tab. 57).

Tab. 57: Vergleich der Messwerte der Handelsproben flir Milchschaum mit rekonstituiertem
Magermilchpulver und Vollmilch

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen-  Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm]  Endwert
[g/cm?] [MmN/m] 60s 1200s [%]

Standards

Rekonstituierte Ma- 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

germilch (3,4%)

Vollmilch 3,5% Fett 0,13 737 48,1 0,12 0,17 88,2

Handelsproben

Handelsprobe 1 0,14 643 48,2 0,177 0,23 83,4

Handelsprobe 2 0,15 620 48,2 0,16 0,20 78,4

Handelsprobe 3 0,17 510 45,2 0,15 0,21 81,2

Im Vergleich mit der rekonstituierten Magermilch und der Vollmilch ist der Overrun aller
kommerziellen Produkte niedriger und die Schaumdichte héher (vgl. Tab. 57). Die Oberfla-
chenspannung der Handelsprobe 3 ist deutlich geringer als die der Vergleichssubstanzen,
die Oberflachenspannung der Handelsproben 1 und 2 unterscheidet sich nicht von der Ober-
flachenspannung der rekonstituierten Magermilch und der Vollmilch.

Die durchschnittliche Blasengrofie der Handelsproben liegt nach 60 Sekunden im Bereich
der durchschnittlichen BlasengrélRe der rekonstituierten Magermilch, nach einer Beobach-
tungszeit von 1200 Sekunden hat die durchschnittliche GréRe gegentiber den Messwerten
der Vergleichssubstanzen deutlich zugelegt. Eine groRere durchschnittliche Blasengrofle
bedeutet gréRere Poren und einen weniger cremig wirkenden Schaum.

Der Vergleich der Drainage-Endwerte zeigt, dass aus den Schaumen aller Handelsproben
ein hoherer Anteil Flissigkeit drainiert als aus dem Schaum von rekonstituierter Magermilch.
Gegenuber der Drainage des Schaums von Vollmilch haben sich der Drainage-Endwert und
damit die Stabilitat verbessert. Den geringsten Drainage-Endwert besitzt die Handelsprobe 2.
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Abb. 72: Drainageverlauf der Handelsproben im Vergleich mit rekonstituierter Magermilch

Der Vergleich des Verlaufs der Drainage aus den Schaumen der Handelsproben mit dem
Verlauf der Drainage von rekonstituierter Magermilch zeigt, dass Handelsprobe 2 sich im
Verlauf der Drainage kaum von der rekonstituierten Magermilch unterscheidet. Die Drainage
des Schaums aus Handelsprobe 1 startet mit einem Anfangswert von 18%, der Abstand zwi-
schen den Kurven bleibt Gber den gesamten Verlauf gleich. Die Drainage des Schaums aus
Handelsprobe 3 hat den hdochsten Anfangswert, im Verlauf nimmt die Drainagegeschwindig-
keit jedoch ab und der Endwert ist geringer als der von Handelsprobe 1.



175

100
80 -
X 60 -
[0)
(o))
®
£
o 40
5 i
—&— Handelsprobe 1
—O— Handelsprobe 2
20 - —w¥— Handelsprobe 3
—4— Vollmilch (3,5% Fett)
0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Zeit [s]

Abb. 73: Drainageverlauf der Handelsproben im Vergleich mit Vollmilch

Der Vergleich der Drainage der Schdume der Handelsproben mit den von Vollmilch zeigt,
dass sich der Verlauf der Drainage gegeniber dem Ausgangsmaterial Vollmilch verbessert
hat. Besonders langsam und gleichférmig verlauft die Drainage der Schaume aus Handels-
probe 1, die auch den geringsten Drainage-Endwert besitzt.

Die Handelsproben zeigen geringere Aufschlagfahigkeiten als die Vergleichssubstanzen re-
konstituierte Magermilch und Vollmilch. Die geringere Aufschlagfahigkeit im Vergleich zu
rekonstituierter Magermilch kdnnte auf den hdheren Fettgehalt der Produkte zurtuckgefuhrt
werden. Fett beeinflusst Proteinschdume negativ in Bezug auf die Schaumbildungseigen-
schaften, d.h. schon geringe Mengen freies Fett kdnnen die Aufschlagfahigkeit erheblich
herabsetzen (Kinsella, 1984, Walstra et al. 2006). Die Fettkligelchen drangen wie die Protei-
ne an die Oberflache und produzieren Risse im Porteinfilm. Dadurch kommt es zu Koales-
zenz der Blase (Walstra 2006). Dass sich die Aufschlagfahigkeit jedoch auch gegentber der
Volimilch, die einen hdéheren Fettgehalt besitzt als die Handelsproben, verschlechtert hat,
kann nicht erklart werden.

Die kommerziellen Produkte wurden alle durch eine Ultrahocherhitzung haltbar gemacht. Die
Erhitzung der Milch auf Temperaturen Uber 70°C fuhrt generell zu einer Denaturierung von
Molkenproteinen (Corredig und Dalgleish 1996). Eine Teildenaturierung erhéht die Auf-
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schlagfahigkeit von Proteinen, da sonst im Molekil liegende funktionelle Gruppen durch die
Denaturierung exponiert werden und der schnellen Stabilisierung der Grenzflache zur Verfi-
gung stehen (Kinsella 1981). Bei den vorliegenden Produkten kann von einer vollstandigen
Denaturierung der Molkenproteine durch die Ultrahocherhitzung ausgegangen werden, es ist
keine Erhéhung der Aufschlagfahigkeit erfolgt.

Die durchschnittliche Blasengrofie hat zugenommen, der Schaum hat demnach eine grébere
Struktur und ist nicht so cremig.

Die Drainage hat gegenuber der Drainage des Schaums aus Vollmilch abgenommen, die
Stabilitdt wurde durch die Zugabe von Hydrolysat und Stabilisatoren erhdht. Eine Ruckfuh-
rung der Stabilitatsverbesserung auf das Hydrolysat ist nicht moglich, da die Stabilitdt durch
Stabilisatoren (Natriumalginat bzw. Methylcellulose und Carrageen, vgl. Tab. 11) verstarkt
wurde. Gegenulber rekonstituierter Magermilch ist die Stabilitdt der kommerziellen Produkte
niedriger, Handelsprobe 2 kommt der Stabilitdt von Magermilch am nachsten.

Die Handelsproben fiir besonders stabilen Milchschaum zeigen im Vergleich zu Vollmilch
eine Verbesserung der Stabilitat, die Aufschlagfahigkeit ist jedoch geringer. Die erhéhte Sta-
bilitdt kann nicht ausschlieRlich auf den Einsatz von Hydrolysaten zurtickgefiihrt werden, da
alle Produkte Stabilisatoren enthalten. Mit dem vorliegenden Verfahren konnte keine Ver-
besserung gegeniiber Magermilch festgestellt werden, die den Einsatz der teureren Spe-
zialmilch gegeniber herkdmmlicher Magermilch rechtfertigt.

Vergleich der Handelsproben mit Hydrolysat-angereicherten Proben

Der Vergleich der Schaumbildungseigenschaften der Hydrolysat-angereicherten Proben mit
den Handelsproben zeigt, dass einige der in den Versuchen hergestellten Hydrolysat-
angereicherten Proben den Handelsproben lberlegen sind (vgl. Tab. 55).
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Tab. 58: Vergleich der Messwerte der Handelsproben fiir Milchschaum mit eigenen Proben

Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung  messer [mm] Endwert
[g/cm?] [mN/m] 60s 1200s [%]
Handelsproben
Handelsprobe 1 0,14 643 48,2 0,177 0,23 83,4
Handelsprobe 2 0,15 620 48,2 0,16 0,20 78,4
Handelsprobe 3 0,17 510 45,2 0,15 0,21 81,2
Eigene Proben
Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,09 1037 51,6 0,177 0,22 82,5
Perm 10.000 sprih
MMP + MPI Tr Hyd Ret 0,11 866 442 0,177 n.m. 92,0
5.000 gefr
MMP + MPI CT Hyd Perm 0,12 752 46,7 0,17 0,22 73,9
10.000 gefr
MMP + MPI CT Hyd Ret 0,14 629 46,4 0,14 0,16 72,0
10.000 gefr

In den eigenen Versuchen zu den Schaumbildungseigenschaften von Hydrolysaten in einem
komplexen System wurden Schaume hergestellt, die in den Aufschlagseigenschaften den
Handelsproben Uberlegen sind (z.B. Vollmilch angereichert mit dem tryptischen Permeat der
Ultrafiltration mit einem NMWCO von 10.000 g/mol). Die Stabilitdt der Schdume konnte in mit
chymotryptischen Hydrolysaten aus Molkenproteinisolat verbessert werden, die Schaume
des chymotryptischen Permeats und Retentats der Ultrafiltration mit einem NMWCO von
10.000 g/mol sind stabiler als die Handelsproben. Gleichzeitig wurde eine gleichwertige (Re-
tentat) oder hoéhere Aufschlagskapazitat der hydrolysatangereicherten rekonstituierten Ma-
germilch erreicht.

4.3.10.Hydrolysat von Magermilch mit Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Die proteolytisch wirksamen Hydrolasen von Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus sind zellwand-
standig (Kawai et al., 1999). Eine hohe hydrolytische Aktivitat der zellwand-standigen Pro-
teasen wurde von Ezzat et al. (1985) nachgewiesen. An einer dieser extracellularen Protea-
sen wurde die Fahigkeit zur Hydrolyse von as-Casein aufgezeigt (Kawai et al., 1999). Pro-
teasen von Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus sind auch in der Lage, - und k-Casein zu spalten
(Singh und Sharma 1983). Die Proteolyse von Casein der als Serinproteasen charakterisier-
ten Enzyme ist nicht nur durch die isolierten Proteasen, sondern auch durch den Einsatz von
ganzen Zellen in Milch moglich (Laloi et al., 1991).
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Tab. 59: Schaumbildungseigenschaften der mit Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus in-
kubierten Magermilch

Messparameter Schaumdichte Overrun Oberflachen- Blasendurchmesser Drainage-
[g/cm?] [%] spannung [mm] Endwert
[mN/m] 60 s 1200 s [%]
Rekonstituierte Ma- 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6
germilch (3,4%)
Hydrolysat aus MO 0,12 783 31,8 n.m. n.m. 92,3

Die Hydrolysate von Magermilch wurden nach Erhitzung verschdumt. Die Hydrolyse von
Magermilch mit Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus flhrt zu einer Erhéhung des Over-
run und damit zu einer erhohten Aufschlagskapazitat der Magermilch. Die Oberflachenspan-
nung ist gegentber der Oberflachenspannung von rekonstituierter Magermilch deutlich ab-
gesenkt worden.

Der durchschnittliche Blasendurchmesser konnte nicht gemessen werden, da kein Licht
durch den optisch sehr dichten Schaum drang und keine digitale Aufnahme des Schaums
gemacht werden konnte.
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Abb. 74: Vergleich des Drainageverlaufs von mit Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
hydrolysierter Magermilch und rekonstituierter Magermilch

Die Schaume aus hydrolysierter Magermilch sind sehr instabil, schon nach sechs Minuten
sind 80% der Flussigkeit drainiert (vgl. Abb. 74) und der Schaum stark zerfallen.

Die proteolytische Spaltung von Milchprotein durch Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus hat zu
einer Erhdhung der Aufschlagfahigkeit von Magermilch geflhrt. Eine Beteiligung der in der
Lésung vorhandenen Bakterien an dem Vorgang der Grenzflachenbildung kann aufgrund der
Grolke der Bakterien (5-12 ym) ausgeschlossen werden. Andererseits kdnnten die aul3eror-
dentlich dichten Lamellen der Schaume, die eine digitale Aufnahme verhinderten, darauf
hinweisen, dass in den Lamellen Mikroorganismen vorhanden sind. Dagegen spricht, dass
die Schaume von Alcalase-hydrolysiertem B-Lactoglobulin ebenfalls lichtundurchlassig war-
en. Da die Losungen von Alcalase-hydrolysiertem B-LG keine Lactobacillen enthielten, muss
die optisch hohe Dichte der Schaume auf andere Bestandteile zuriickgefihrt werden.

Die Stabilitat der Schaume wurde verringert. Dieser Sachverhalt Iasst sich auf die entstan-
denen Peptide zurlckflhren, Stabilitatsverringerungen gegentiber dem Ausgangsmaterial
wurden auch bei einigen tryptischen und chymotryptischen Hydrolysaten von Molkenpro-
teinisolat festgestellt.

Die starke Verringerung der Oberflachenspannung kann nicht in Verbindung gebracht wer-
den mit der Verbesserung der Aufschlagfahigkeit. Wahrend die Oberflachenspannung gege-
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ndber dem Ausgangsmaterial deutlich abgesenkt ist, ist die Zunahme in der Aufschlagfahig-
keit nur gering.

Literatur zu den Schaumbildungseigenschaften von mit Milchsaureproduzierenden Bakterien
inkubierter Milch ist nicht bekannt.
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5. AbschlieRende Bewertung

Im Zuge der Internationalisierung der Lebensmittelmarkte ist es in den vergangenen Jahren
zu einem erhohten Angebot an Kaffeegetranken gekommen, zu denen als Markenzeichen
der Milchschaum gehdrt, der dem Kaffee- oder auch einem Teegetrank eine leichte, lockere
und cremige Note verleiht. Die Schaumbildungseigenschaften von Milch werden durch die
enthaltenen Proteine und ihre technofunktionellen Eigenschaften bestimmt.

Milchproteine unterscheiden sich in Molmasse, Primar-, Sekundar- und Tertiarstruktur und in
ihren technofunktionellen Eigenschaften. Es wird diskutiert, ob die technofunktionellen Ei-
genschaften von Milchproteinfraktionen denen des Gesamt-Milchprotein- bzw. Casein- oder
Molkenprotein-komplexes Uberlegen sind (Rantaméaki et al., 2000; Lorenzen, 2003). NPN-
Substanzen, die in der Milch enthalten sind, kénnten aufgrund der enthaltenen kurzkettigen
Peptide die Schaumbildungseigenschaften beeinflussen (Nielsen, 1997).

Nach Untersuchungen an reinen Proteinen (Zhu und Damodaran, 1994; Dickinson, 1999;
Damodaran, 2005) und ihren Hydrolysaten und in jlingster Zeit auch an Milch (Borcherding,
2004) sollten in dieser Arbeit Milchproteine und Proteinfraktionen, die in Lebensmittelqualitat
im Technikummalfstab hergestellt worden sind, untersucht werden. Die enzymatische Hydro-
lyse von Proteinen und die Schaumbildungseigenschaften von Proteinen werden in der Lite-
ratur positiv korreliert (Caessens, 1999; Tuergeon et al., 1991). Der Einsatz von Hydrolysa-
ten in Milch erscheint zur Verbesserung technofunktioneller Eigenschaften sinnvoll.

Aus diesem Zusammenhang heraus sollten in der vorliegenden Arbeit folgende aufeinander
aufbauende thematische Bereiche untersucht werden:

1. Gewinnung von angereicherten Proteinfraktionen mit Lebensmittelqualitat im Techni-
kummalstab

2. Enzymatische Modifizierung von Proteinen durch Hydrolyse und Quervernetzung

3. Charakterisierung der Fraktionen und Hydrolysate sowie Prifung der resultierenden
Schaumbildungseigenschaften.

Zur Gewinnung von Milchproteinfraktionen aus Magermilch, die Uberwiegend micellare
Caseine und globulare Molkenproteine enthalt, wurden Mikro- und Ultrafiltration im Techni-
kummalstab eingesetzt. Dabei wurden Caseinretentate mit einem Caseingehalt von bis zu
95% und, nach Ultrafiltration der Permeate, Molkenproteinkonzentrate mit Molkenproteinge-
halten von bis zu 93% gewonnen (Hoffmann, Johannsen und Strébel, 2006).

Die Caseinfraktion war im Gegensatz zu Rohmilch im Caseingehalt (95% CN, 4,8% MPN)
starker angereichert als in vergleichbaren Studien (Punidadas und Rizvi, 1998: 87% CN;
Pouliot et al., 1996: 92%), die Molkenproteinfraktion war im Molkenproteinanteil deutlich an-
gereichert (93% MPN, 7% CN).
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Die von Le Magnen und Maugas (1991/1995) sowie Ward and Bastian (1996) beschriebenen
Verfahren zur Gewinnung von B-Casein einerseits sowie as-/p-k-Casein andererseits konn-
ten im Rahmen dieser Arbeit in Bezug auf den Verfahrensablauf vereinfacht und bezuglich
der Ausbeute/Reinheit der Produkte optimiert werden. Die Reinheit des p-Caseins im entwi-
ckelten Verfahren betragt 78% bei einer Ausbeute von 41%. Pouliot et al. (1994) reicherten
B-Casein mit einer Reinheit von 48% an, LeMagnen und Maugas (1991) gehen von einem [3-
Casein-Gehalt von mehr als 90% bezogen auf den Proteingehalt aus, dieser Wert konnte in
eigenen Versuchen nach dem beschriebenen Verfahrensablauf nicht bestatigt werden. Die
von Huppertz et al. (2006) erzielte B-Casein-Ausbeute ist mit 20% sehr gering im Vergleich
mit dem in dieser Arbeit entwickelten Verfahren. Ward und Bastian (1996) erzielten im La-
bormalistab eine hohere Ausbeute als das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren, eine Ab-
nahme im Labormalistab wird angedeutet, Zahlen werden von den Autoren nicht angege-
ben. Auswirkungen der Auflésung von Labcasein bei 60°C und pH 9,0 (Proteinvernetzung,
Lysinoalaninbildung, Furosinbildung; Belitz et al., 2001; Faist et al., 2000; Moret et al., 1994)
wurden anhand der Abnahme von Lysin und Alanin gegenuber Magermilchpulver bestimmt.
Aufgrund der Abnahme an Lysin und Alanin kénnte Protein geschadigt worden sein, was
sich sowohl auf die erndhrungsphysiologische Wertigkeit (Belitz et al., 2001) als auch auf
technofunktionellen Eigenschaften auswirken kann (De Koning und van Rooijen, 1982).

Dagegen sind die Auswirkungen auf die Eigenschaften von p-Casein-Molekilen deutlich
geringer, wenn es mit Hilfe der Mikrofiltration bei niedrigen Temperaturen aus Natriumcasei-
nat nach Murphy und Fox (1991) gewonnen wird. Allerdings ist dieses Verfahren zur Produk-
tion groRerer Mengen nicht geeignet, weil die erzielbaren Ausbeuten von 14% zu gering
sind. Dieser Kritikpunkt wird auch von Murphy und Fox (1991) benannt.

Die Fraktionierung von Molkenproteinisolat in eine B-Lactoglobulin-angereicherte Fraktion
einerseits und eine a-LA-/BSA-/IG-angereicherte Fraktion andererseits wurde durch warme-
induzierte Ausfallung der a-LA-/BSA-/IG-Fraktion durch Aggregation bei saurem pH-Wert
erreicht. Es wurde eine angereicherte Fraktion mit im Mittel >98% B-Lactoglobulin hergestellt.
In der a-LA-/BSA/-IG-Fraktion ist der Gehalt an B-Lactoglobulin deutlich abgereichert, bildet
jedoch immer noch die Hauptfraktion. Eine Reinheit der B-Lactoglobulinfraktion von >98%
des Proteingehalts wurde von keinem bekannten Verfahren zur Fraktionierung von Molken-
proteinen im Technikummalfistab erreicht (Konrad und Lieske, 1997; Konrad et al., 2001;
Pearce et al., 1995; Bramaud et al., 1997; Lucena et al., 2007; Maubois et al., 2001).

Die NPN-Anreicherung mittels Ultrafiltration von Magermilch fuhrte zu einer NPN-
angereicherten Fraktion, die grole Mengen an Lactose enthalt (>66% der Trockenmasse).
Das hier angewendete Verfahren der Ultrafiltration von Magermilch ist prinzipiell geeignet zur
Anreicherung von NPN-Substanzen. Uber die Fraktionierung mit dem Ziel der NPN-
Substanzen-Gewinnung ist keine Literatur vorhanden.

Die Hydrolyse von Milchproteinprodukten wurde an Molkenproteinisolat mit den Enzymen
Trypsin und a-Chymotrypsin im TechnikummafRstab durchgefihrt, die Hydrolysate wurden
mittels Ultrafiltration mit nominalen Trenngrenzen von 10.000 und 5.000 g/mol fraktioniert
und getrocknet. Die Fraktionen der tryptischen Hydrolysate bestanden alle aus Peptiden mit
Molmassen <14.000 g/mol (Standard a-Lactalbumin), die FPLC-Chromatogramme zeigen
zwar Unterschiede in der Konzentration, jedoch nicht in der Zusammensetzung der Fraktio-
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nen. Mittels RP-HPLC konnten ebenfalls keine Unterschiede in der Peptidzusammensetzung
der Fraktionen erkannt werden. Die chymotryptischen Hydrolysate aus Molkenproteinisolat
konnten mittels Membranfiltration fraktioniert werden, die Fraktionen bestehen aus unter-
schiedlichen Peptiden, die mit abnehmender Trenngrenze der Membran geringere Molmas-
sen besitzen. a-Lactalbumin wurde durch Chymotrypsin weitgehend nicht hydrolysiert. Im
Gegensatz zu den tryptischen Hydrolysaten zeigen die chymotryptischen Hydrolysate auf
den RP-HPLC-Diagrammen einen hydrophoben Charakter. Vergleichbare Untersuchungen
zu Molkenproteinisolat-Hydrolysaten sind in der Literatur nicht zu finden.

Die angereicherten p-Casein- und B-LG-Fraktionen wurden mit Trypsin, Pepsin und Alcalase
mit Hydrolysezeiten von 5-60 Minuten hydrolysiert. Die Hydrolyse von B-Casein mit Trypsin
fihrte bereits nach 5 Minuten zu einem vollstandigen Abbau von p-Casein, es war nicht mehr
detektierbar. Die Peptide der Trypsin-Hydrolysate haben einen eher hydrophilen Charakter,
wahrend die Hydrolyse von B-Casein mit Pepsin zu einem schrittweisen Abbau von B-Casein
und eher hydrophoben Peptiden fiihrte, was mit der Literatur Ubereinstimmt (Dalgalarrondo
et al., 1995). Die Hydrolyse von B-Casein mit Alcalase fuhrte ebenfalls zu hydrophoben Pep-
tiden.

Die Hydrolyse der B-LG-Fraktion mit Trypsin fihrte zu Aggregatbildung, was auf Plasteinbil-
dung hindeutet, die Ergebnisse anderer Autoren werden damit bestatigt (Creusot et al.,
2006). Das Hydrolysat hat keinen besonders hydrophoben oder hydrophilen Charakter. Die
Hydrolyse von [(-Lactoglobulin mit Pepsin zeigt, dass natives B-Lactoglobulin weitgehend
unempfindlich gegenlber Pepsin ist, es ist auch nach langster Hydrolysedauer (60 Minuten)
noch B-Lactoglobulin zu detektieren. Nur hitzegeschadigtes (-Lactoglobulin unterliegt der
Hydrolyse. Die dabei entstandenen Peptide zeigen einen eher hydrophoben Charakter. Die
Hydrolyse von B-Lactoglobulin mit Alcalase flihrte ebenfalls zu Aggregatbildung, die auch in
der Literatur auf Plasteinbildung zurtckgefuhrt wird (Doucet et al., 2003). Mit zunehmender
Hydrolysezeit entstehen weniger Aggregate und mehr Peptide, die einen eher hydrophoben
Charakter besitzen.

Das Ergebnis der sensorischen Prifung der Proteinfraktionen und der —hydrolysate zeigt,
dass bis auf das Retentat der Ultrafiltration von chymotryptischem Hydrolysat (NMWCO =
10.000 g/mol) keine Fraktion negative Geschmackseindriicke hervorrief. Das genannte Re-
tentat rief bei den Prifern bittere und umami-Geschmackseindriicke hervor, die bei dem Ein-
satz des Hydrolysates ins Lebensmittel negativ hervortreten kdnnten.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Charakterisierung der Schaumbildungseigen-
schaften fraktionierter und enzymatisch modifizierter Milchproteine sind in Tabelle 60
zusammengefasst. Die Charakterisierung wurde anhand der Aufschlagfahigkeit der Losun-
gen (Parameter Overrun) und Stabilitdt der Schaume (Parameter Drainage, Blasendurch-
messer) vorgenommen. Der Zusammenhang der Oberflachenspannung der Lésungen mit
den Schaumbildungseigenschaften wurde untersucht.

Die Aufschlagfahigkeit des nativen Caseinkonzentrats aus der Mikrofiltration wurde in den
vorliegenden Versuchen als deutlich erhdht gegenliber rekonstituierter Magermilch gemes-
sen. Natives Caseinkonzentrat enthalt micellares Casein wie Magermilchpulver und es
enthalt auch Reste an Molkenproteinen (ca. 5%). Die Oberflachenspannung und die
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Schaumstabilitat sind im Vergleich zu rekonstituierter Magermilch gleich. Im Vergleich zu
Natriumcaseinat besitzt das native Caseinkonzentrat hohere Aufschlagfahigkeit und hohere
Stabilitat. Obwohl freie, nicht an Micellen gebundene Caseinmolekule als flexibler und grenz-
flachenaktiver gelten (Borcherding, 2004), ist die Aufschlagfahigkeit des micellaren Casein
vorhanden. Da nur wenige mg Protein pro m? Grenzfliche (2-37 mg Milchprotein/m?, Dickin-
son, 2003; Borcherding, 2004) benétigt werden, kénnten auch einzelne Casein- und Molken-
protein-Molekule an der Grenzflachenbildung und der Stabilisierung beteiligt sein.

Die as-/p-k-Caseinfraktion aus Labcasein zeigt eine geringere Aufschlagfahigkeit als rekons-
tituierte Magermilch, die Oberflachenspannung und Schaumstabilitat waren vergleichbar (vgl.
Tab. 60). Die B-Caseinfraktion aus Labcasein zeigt eine verringerte Oberflachenspannung,
gar keine Aufschlagfahigkeit und Schaumstabilitat. Durch Anreicherung von rekonstituierter
Magermilch mit B-Casein aus Labcasein wird die Aufschlagfahigkeit mit zunehmender [3-
Casein-Anreicherung geringer, die Stabilitdt nimmt ab. 3-Casein gilt als das grenzflachenak-
tivste Casein, da es eine hdhere Flexibilitdt durch die lineare Struktur besitzt (Graham und
Phillips, 1976, Darewicz et al., 2000). Die Stabilitdt der Schaume aus B-Casein wird als nied-
riger als anderer Caseine eingeschatzt (Kinsella, 1981). Das B-Casein aus der Anreicherung
durch Mikrofiltration entspricht in den Schaumbildungseigenschaften den Ergebnissen der
Literatur, es zeigt erhohte Aufschlagfahigkeit mit deutlich verringerter Stabilitat gegenuber
rekonstituierter Magermilch. Wahrend das (B-Casein aus der Mikrofiltration seine native Form
und damit die Flexibilitdt und Grenzflachenaktivitdt behalten hat, wurde das B-Casein aus
Labcasein moglicherweise durch die Prozessfiihrung (Aufldésen von Labcasein bei pH 9,0,
60°C, 2h) geschadigt. Die Verringerung der Alanin- und Lysinkonzentration gibt einen Hin-
weis auf die Schadigung.

Das Molkenproteinkonzentrat aus der Mikrofiltration von Magermilch zeigte gegenuber Mol-
kenproteinisolat eine deutlich verringerte Oberflachenspannung, die Aufschlagfahigkeit war
leicht erhoht ebenso wie die Stabilitat (vgl. Tab. 60). Die in annahernd nativer Form verblie-
benen Molkenproteine sind keiner thermischen Behandlung mit hohen Temperaturen wah-
rend der Prozessfiihrung unterlegen gewesen. Generell wirkt sich bei Molkenproteinen eine
Erhitzung positiv auf die Schaumbildungeigenschaften aus (Shon und Haque, 2007), die nur
durch Mikro- und Ultrafiltration aufkonzentrierten Molkenproteine scheinen bei dem hier ver-
wendeten Aufschaumverfahren die Schaume jedoch auch ohne Hitzebehandlung besser
stabilisieren zu kénnen.

Die Molkenproteinfraktionen aus Molkenproteinisolat unterschieden sich in Ihren Eigenschaf-
ten kaum vom Ausgangsmaterial (vgl. Tab. 60). Zurlickzuflihren ist die geringe Veranderung
der Schaumbildungseigenschaften darauf, dass sowohl im Ausgangsmaterial als auch in den
Fraktionen (B-Lactoglobulin-Fraktion einerseits und a-LA-/BSA-/IG-Fraktion andererseits) [3-
Lactoglobulin das Hauptprotein ist. Durch die Anreicherung wurde in der a-LA-/BSA-/IG-
Fraktion zwar der Anteil verringert, es hat jedoch nach wie vor den gréfiten Anteil.

NPN-Fraktionen sollen aufgrund der Peptide und Aminosauren, die dieser Fraktion zuge-
rechnet werden, die Oberflachenspannung herabsetzen (Haque, 1993; Caessens, 1999) und
somit zu einer Veranderung der Schaumbildungseigenschaften beitragen. Die Oberflachen-
spannung der NPN-Fraktion aus der Anreicherung mittels Ultrafiltration (NMWCO 5.000
g/mol) ist sehr gering im Vergleich zu rekonstituierter Magermilch. Die Fraktion lasst sich



185

jedoch nicht aufschlagen, sie bildet keinen Schaum aus, dieses Ergebnis wird in der Literatur
bestatigt (Haque, 1993; Damodaran und Paraf, 1997; Dale und Young, 1992). Die Zugabe
von Harnstoff in zunehmender Konzentration zu rekonstituierter Magermilch fuhrte zu verrin-
gerter Aufschlagfahigkeit und leicht verringerter Stabilitat, die Oberflachenspannung blieb
unbeeinflusst. Ein Zusammenhang zwischen geringerer Oberflachenspannung und verbes-
serten Schaumbildungseigenschaften war nicht nachweisbar.

Die Vernetzung durch Transglutaminase fihrte bei allen Milchproteinen (Magermilchpulver,
Natriumcaseinat, Molkenproteinkonzentrat) zu verringerter Aufschlagfahigkeit. Die Oberfla-
chenspannung wurde durch vernetztes Natriumcaseinat und Molkenprotein leicht abgesenkt,
die Schaumstabilitdtsverdnderung war bei allen vernetzten Proteinen verschieden. Eine Er-
hoéhung gegenliber dem Ausgangsmaterial wurde nur durch vernetztes Natriumcaseinat er-
reicht, dessen Ausgangsmaterial kaum Stabilitdt besall. Eine generelle Stabilitdtszunahme
durch die héhere Molmasse und die Eliminierung von Aminosaureresten durch die Querver-
netzung, wie von Yildirim et al. (1996) beschrieben, kann anhand der vorliegenden Ergebnis-
se nicht bestatigt werden.

Die Schaumbildungseigenschaften der tryptischen Hydrolysate aus Molkenproteinisolat sind
im Vergleich zum Ausgangsmaterial unverandert (Stabilitdt) oder verringert (Aufschlagfahig-
keit). Die Anreicherung der Hydrolysate in rekonstituierter Magermilch und in Vollmilch fiihrte
zu verbesserten Eigenschaften hinsichtlich der Aufschlagfahigkeit. Durch die tryptische Hyd-
rolyse von Molkenproteinisolat wurden vornehmlich Peptide mit Molmassen <14.000 g/mol
erzeugt, die in allen vier Fraktionen (Permeate und Retentate der Ultrafiltrationen mit
NMWCO 10.000 und 5.000 g/mol) detektierbar sind, sie haben keinen besonders hydropho-
ben oder hydrophilen Charakter. Durch das gleichzeitige Vorkommen von Peptiden und Pro-
teinen kommt es zu einer erhéhten Aufschlagfahigkeit gegentiber den Ausgangsmaterialien,
die auf die schnellere Grenzflachenstabilisierung durch Peptide in Zusammenspiel mit den
Proteinen zuriickzufihren ist (Caessens, 1999a).

Die chymotryptische Hydrolyse von Molkenproteinisolat fuhrte zu einer verbesserten Auf-
schlagfahigkeit der Hydrolysate im Vergleich zum Ausgangsmaterial. Der Einsatz der Reten-
tat- und Permeatfraktion nach Ultrafiltration mit einer Trenngrenze von 10.000 g/mol in re-
konstituierter Magermilch flhrte zu stabileren Schaumen bei gleichbleibendem oder gering-
fugig verbessertem Overrun. In Vollmilch fihrte der Zusatz der Permeatfraktion der UF mit
einem NMWCO von 10.000 g/mol oder einer der beiden Fraktionen der UF mit einem
NMWCO von 5.000 g/mol zu verbesserter Stabilitdt der Schaume, d.h. alle Fraktionen mit
Peptiden mit Molmassen <14.000 g/mol. Offensichtlich wurden die Milchproteine an der
Grenzflache durch die Peptide mit Molmassen von <14.000 g/mol in besonderem Masse
stabilisiert. Vergleichbare Studien sind in der Literatur nicht beschrieben.



186

Tab. 60: Zusammenfassung der Schaumbildungseigenschaften von Milchproteinfraktionen
und —hydrolysaten; Verdnderung der Parameter Aufschlagfdhigkeit, Oberfldchen-
spannung und Stabilitét gegeniiber dem Standard (11 = starke Zunahme, 1 = leichte
Zunahme, — = keine Verdnderung, | = leichte Abnahme, || = starke Abnahme)

Betrachtetes System Aufschlagfahigkeit Oberflachen- Stabilitat
(Overrun) spannung (Drainage)
Zunehmende Proteinkonzentration ! — 1
von rek. MM
Caseinkonzentrat aus MF ™ — —
as-/ p-k-Casein ! — —
-Casein-Fraktion L ! L
Anreicherung von B-CF in rek. MM Ll — !
B-CF aus MF ) ! i
Molkenproteinkonzentrat aus MF 1 ! 1
a-LA, BSA und IG-Fraktion ! — —
B-LG-Fraktion ! ! —
BSA ! 1 —
NPN-Substanzen ! i 1
Harnstoff in rek. MM ! — !
Magermilchpulver TG-vernetzt ! — 1
Natriumcaseinat TG-vernetzt ! ! 1
Molkenproteinkonz. TG-vernetzt ! ! —
Trypt. Hydrolysat von MPI ! —| —
Anreicherung von rek. MM 1 ! l
Anreicherung von Vollmilch ) 1 —
Chymotr. Hydrolyse von MPI 1 ! —
Anreicherung von rek. MM:
e Perm. Spriih + Permeat u. Re- — — —
tentat NMWCO 5.000 g/mol
¢ Permeat + Retentat NMWCO — — 1
10.000 g/mol
Anreicherung von Vollmilch — —/1 —
e Permeat spriih — 1 1
Trypt. Hydrolysat 3-CF — U —
Pept. Hydrolysat 3-CF
¢ 5 bis 15 Minuten Hydrolyse 1 ! l
e 30 bis 60 Minuten Hydrolyse — ! —
Hydrolysat B-CF Alcalase — ! —
Trypt. Hydrolysat B-LGF
e 5-30 Minuten Hydrolyse Mn — 1
e 60 Minuten Hydrolyse 1 — l
Pept. Hydrolysat B-LGF
e 5 Minuten Hydrolyse ™ — —
e 15 bis 60 Minuten Hydrolyse ™" — ™M
Hydrolysat B-LGF Alcalase AN ! 1
MO-Hydrolysat der rek. Magermilch 0 Ll !
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Peptische Hydrolysate von B-Casein bilden, im Gegensatz zum Ausgangsmaterial, nach limi-
tierter Hydrolyse (5-15 Minuten) Schaume aus. Die beiden peptischen Hydrolysate zeigten
sogar erhdhte Aufschlagfahigkeit gegenlber rekonstituierter Magermilch. Durch die Prozess-
fihrung der Auflosung des B-Casein aus Labcasein scheinen die Proteine besonders im Be-
reich der hydrophoben Gruppen beschadigt, so dass die Schaumbildungseigenschaften
auch nach der Hydrolyse unverandert schlecht sind. Die Oberflachenspannung fast aller
Hydrolysate war gegentber der des Ausgangsmaterials abgesenkt. Die Verringerung der
Oberflachenspannung kann auch bei den B-Casein-Hydrolysaten nicht mit einer Verbesse-
rung der Schaumbildungseigenschaften in Zusammenhang gebracht werden. Die beiden
peptischen Hydrolysate, die Schaum ausbildeten, zeigten geringfligig herabgesetzte Ober-
flachenspannungen (A 4-5 mN/m). Die Schaumbildungseigenschaften von tryptischen, pepti-
schen und Alcalase-Hydrolysaten von B-Casein sind in der Literatur nicht beschrieben.

Die Hydrolysate aus B-Lactoglobulin zeigten gegeniiber dem Ausgangsmaterial eine deutlich
erhdhte Aufschlagfahigkeit. Die Verbesserung der Aufschlagfahigkeit wird auf die Verknup-
fung von Disulfid-Briicken zwischen Peptiden und Proteinen zurlckgefiihrt (Caessens,
1999a), da B-Lactoglobulin in allen Fraktionen noch vorhanden ist, was auf die weitgehende
Resistenz von B-Lactoglobulin gegentber Pepsin zurtickzufiihren ist. Eine limitierte Hydroly-
se (5 Minuten) der B-Lactoglobulin-Fraktion mit Pepsin fihrt zu einer Erhéhung der Auf-
schlagfahigkeit und Stabilisierung des Schaums. Die Drainage nimmt um mehr als 50% ab.
Das peptische Hydrolysat aus der 3-Lactoglobulin-Fraktion mit einer Hydrolysedauer von 5
Minuten scheint sowohl schaumbildende als auch schaumstabilisierende Eigenschaften zu
besitzen, die weiter untersucht werden sollten. Erhdhte Aufschlagfahigkeit wurde von Konrad
et at. (2005a und 2005b) bei peptischen Hydrolysaten von hitzegeschadigtem reinem (-
Lactoglobulin ebenfalls festgestellt, die Stabilitdt war in den hier beschriebenen Versuchen
jedoch héher.

Die Inkubation von rekonstituierter Magermilch mit Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
fuhrte zu verbesserter Aufschlagfahigkeit und verringerter Stabilitdt. Die Oberflachenspan-
nung der Suspension, in der sich auch die Milchsaureproduzierenden Organismen befanden,
wurde deutlich abgesenkt. Vergleichbare Ergebnisse sind in der Literatur nicht beschrieben.

Die Auswirkungen der Hydrolyse von Milchproteinen auf deren Schaumbildungseigenschaf-
ten sind abhangig von den Eigenschaften des Ausgangsmaterials, vom Enzym und dem An-
teil unbeschadigten Proteinmaterials. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
sich durch das Zusammenspiel von Peptiden und Proteinen an der Grenzflache die
Schaumbildungseigenschaften sowohl hinsichtlich der Aufschlagfahigkeit als auch hinsich-
tlich der Stabilitédt verbessern lassen. Ein Zusammenhang zwischen der Fahigkeit zur Ab-
senkung der Oberflachenspannung und der Verbesserung der Schaumbildungseigenschaf-
ten kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden. Der Einsatz von Hyd-
rolysaten in Milch zeigt, dass eine Verbesserung der Schaumbildungseigenschaften durch
den Einsatz von Hydrolysaten mdglich ist und dass das Zusammenspiel von intakten Milch-
proteinen und Peptiden aus Milchproteinen weiter untersucht werden sollte, um Produkte zu
entwickeln, deren Schaumbildungseigenschaften denen von Milch Uberlegen sind.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung von Proteinfraktionen mit Lebensmittelquali-
tat im Technikummalstab, die enzymatische Modifizierung von Proteinen durch Hydrolyse
und Quervernetzung sowie die Charakterisierung der so gewonnenen Milchproteinfraktionen
und —hydrolysate.

Die Fraktionierung von Milchproteinen in Lebensmittelqualitdt erfolgte im Technikum-
malfistab. Aus Magermilch wurde mittels Mikrofiltration (nominale Trenngrenze 0,1 ym) mi-
cellares Caseinkonzentrat im Retentatstrom gewonnen, das nur geringe Reste Molkenpro-
tein enthalt (ca. 5 %). Die im Permeatstrom gewonnene Molkenproteinfraktion wurde mittels
Ultrafiltration (NMWCO 10.000 g/mol) aufkonzentriert, sie enthielt bis zu 93% Molkenprotein.
Aus Labcasein wurde im Technikummalfstab durch Saure-Lauge-Behandlung und Tempera-
tur-Veranderungen einerseits eine angereicherte B-Casein-Fraktion mit einer Reinheit von
78% und andererseits eine as-/p-k-Casein-Fraktion gewonnen. Durch die Prozessfuhrung lag
das B-Casein nicht mehr in nativer Form vor. In nativer Form lag p-Casein nach der Fraktio-
nierung mittels Ultrafiltration (NMWCO 10.000 g/mol) bei 0-4°C vor, die Ausbeute war jedoch
zu gering, um technologisch nutzbare Mengen herzustellen (Ausbeute B-Casein 14%). Zur
Fraktionierung von Molkenproteinen wurde im Technikummalstab aus Molkenproteinisolat
einerseits eine B-Lactoglobulin-angereicherte Fraktion (ca. 98% B-Lactoglobulin) und ande-
rerseits eine B-Lactoglobulin abgereicherte Fraktion gewonnen, die an a-Lactalbumin, BSA
und IG angereichert war. Aus Magermilch wurde mittels Ultrafiltration (NMWCO 5.000 g/mol)
eine NPN-angereicherte Fraktion hergestellt.

Die Hydrolyse von Milchproteinen wurde an Molkenproteinisolat mit Trypsin und Chymot-
rypsin im Technikummalstab durchgefiihrt, die Hydrolysate wurden mittels Ultrafiltration
(NMWCO 10.000 und 5.000 g/mol) in Fraktionen getrennt und anschliellend mittels Groen-
ausschlusschromatographie und HPLC charakterisiert. Die Charakterisierung mittels FPLC
ergab, dass durch die Hydrolyse von Molkenproteinisolat mittels Trypsin Peptide entstanden
sind, die sich durch die Ultrafiltration mit Trenngrenzen von 10.000 und 5.000 g/mol nicht in
Fraktionen mit Peptiden unterschiedlicher GroRen unterteilen lassen. Alle Fraktionen (Reten-
tate und Permeate der UF mit NMWCO von 10.000 und 5.000 g/mol) zeigen auf dem FPLC-
Chromatogramm &hnliche Peptidmuster, da die entstandenen Peptide geringe Molmassen
haben. Im Gegensatz dazu konnten die Hydrolysate aus Molkenproteinisolat mittels Chymot-
rypsin durch Ultrafiltration (NMWCO 10.000 und 5.000 g/mol) in Fraktionen mit unterschiedli-
chen Molmassenverteilungen getrennt werden.

Die angereicherten p-Casein- und B-Lactoglobulin-Fraktionen wurden mit Trypsin, Pepsin
und Alcalase im Labormalstab hydrolysiert und anschlieRend charakterisiert. Die Hydrolyse
von B-Casein mit Trypsin flhrte zu eher hydrophilen Peptiden wahrend die Hydrolyse von [3-
Casein mit Pepsin und Alcalase zu Hydrolysaten mit eher hydrophobem Charakter fihrten.
Die Hydrolyse von B-Lactoglobulin mit Trypsin und Alcalase fiihrte zu Aggregaten, die mit
zunehmender Hydrolysezeit abgebaut werden. Die Hydrolysate aus 3-Lactoglobulin mit Alca-
lase hatten einen eher hydrophoben Charakter, die tryptischen Hydrolysate zeigten weder
besonders hydrophile noch besonders hydrophobe Eigenschaften. B-Lactoglobulin ist gege-
nuber Pepsin weitgehend hydrolyseresistent, nur durch die Prozessflihrung geschadigte Pro-
teine wurden hydrolysiert, das Hydrolysat hatte eher hydrophoben Charakter.
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Die Schaumbildungseigenschaften der Milchproteinfraktionen und —hydrolysate wur-
den an einem Messplatz zur Charakterisierung von Milchschaumen mittels der Aerationsme-
thode, der sich durch die geringe mechanische Energie, die eingebracht wird, auszeichnet,
geprift. Es wurden gute Schaumbildungseigenschaften beim micellaren Casein, die sowonhl
durch das micellare Casein wie auch die verbliebenen Molkenproteine (ca. 5%) verursacht
werden, festgestellt.

Die as-/p-k-Caseinfraktion aus Labcasein zeigte eine geringere Aufschlagfahigkeit als re-
konstituierte Magermilch, die Oberflichenspannung und Schaumstabilitdt waren vergleich-
bar. Die B-Caseinfraktion aus Labcasein zeigt eine verringerte Oberflachenspannung, gar
keine Aufschlagfahigkeit und Schaumstabilitat. Durch Anreicherung von rekonstituierter Ma-
germilch mit B-Casein aus Labcasein wird die Aufschlagfahigkeit mit zunehmender B-Casein-
Anreicherung geringer, die Stabilitat nimmt ab. Das B-Casein aus der Anreicherung durch
Mikrofiltration entspricht in den Schaumbildungseigenschaften den Ergebnissen der Literatur,
es zeigt erhdhte Aufschlagfahigkeit mit deutlich verringerter Stabilitdt gegenuber rekonsti-
tuierter Magermilch. Die Verringerung der Alanin- und Lysinkonzentration gibt einen Hinweis
auf die Schadigung.

Das Molkenproteinkonzentrat aus der Mikrofiltration von Magermilch zeigte gegeniber Mol-
kenproteinisolat eine deutlich verringerte Oberflachenspannung, die Aufschlagfahigkeit war
leicht erhdht ebenso wie die Stabilitat.

Die Molkenproteinfraktionen aus Molkenproteinisolat unterschieden sich in Ihren Eigenschaf-
ten kaum vom Ausgangsmaterial. Zurtckzufuhren ist die geringe Veranderung der Schaum-
bildungseigenschaften darauf, dass sowohl im Ausgangsmaterial als auch in den Fraktionen
(B-Lactoglobulin-Fraktion  einerseits und o-LA-/BSA-/IG-Fraktion andererseits) [3-
Lactoglobulin das Hauptprotein ist. Durch die Anreicherung wurde in der a-LA-/BSA-/IG-
Fraktion zwar der Anteil verringert, es hat jedoch nach wie vor den gréfiten Anteil.

Die Oberflachenspannung der NPN-Fraktion aus der Anreicherung mittels Ultrafiltration
(NMWCO 5.000 g/mol) ist sehr gering im Vergleich zu rekonstituierter Magermilch. Die Frak-
tion lasst sich jedoch nicht aufschlagen, sie bildet keinen Schaum aus. Die Zugabe von
Harnstoff in zunehmender Konzentration zu rekonstituierter Magermilch flhrte zu verringerter
Aufschlagfahigkeit und leicht verringerter Stabilitat, die Oberflachenspannung blieb unbeeinf-
lusst.

Die Vernetzung durch Transglutaminase fiihrte bei allen Milchproteinen (Magermilchpulver,
Natriumcaseinat, Molkenproteinkonzentrat) zu verringerter Aufschlagfahigkeit. Die Oberfla-
chenspannung wurde durch vernetztes Natriumcaseinat und Molkenprotein leicht abgesenkt,
die Schaumstabilitdtsverdnderung war bei allen vernetzten Proteinen verschieden. Eine Er-
hoéhung gegenliber dem Ausgangsmaterial wurde nur durch vernetztes Natriumcaseinat er-
reicht, dessen Ausgangsmaterial kaum Stabilitat besald.

Die Schaumbildungseigenschaften der tryptischen Hydrolysate aus Molkenproteinisolat sind
im Vergleich zum Ausgangsmaterial unverandert (Stabilitat) oder verringert (Aufschlagfahig-
keit). Die Anreicherung der Hydrolysate in rekonstituierter Magermilch und in Vollmilch fiihrte
zu verbesserten Eigenschaften hinsichtlich der Aufschlagfahigkeit. Durch die tryptische Hyd-
rolyse von Molkenproteinisolat wurden vornehmlich Peptide mit Molmassen <14.000 g/mol



190

erzeugt, die in allen vier Fraktionen (Permeate und Retentate der Ultrafiltrationen mit
NMWCO 10.000 und 5.000 g/mol) detektierbar sind, sie haben keinen besonders hydropho-
ben oder hydrophilen Charakter.

Die chymotryptische Hydrolyse von Molkenproteinisolat fuhrte zu einer verbesserten Auf-
schlagfahigkeit der Hydrolysate im Vergleich zum Ausgangsmaterial. Der Einsatz der Reten-
tat- und Permeatfraktion nach Ultrafiltration mit einer Trenngrenze von 10.000 g/mol in re-
konstituierter Magermilch flihrte zu stabileren Schaumen bei gleichbleibenden oder geringfi-
gig verbessertem Overrun. In Vollmilch fuhrte der Zusatz der Permeatfraktion der UF mit
einem NMWCO von 10.000 g/mol oder einer der beiden Fraktionen der UF mit einem
NMWCO von 5.000 g/mol zu verbesserter Stabilitdt der Schdume, d.h. alle Fraktionen mit
Peptiden mit Molmassen <14.000 g/mol verbesserten die Schaumstabilitat.

Peptische Hydrolysate von B-Casein bilden nach limitierter Hydrolyse (5-15 Minuten) im
Ggensatz zu allen anderen B-Casein-Hydrolysaten (30-60 Minuten Hydrolyse mit Pepsin, 5-
60 Minuten mit Trypsin oder Alclase) Schaume aus. Die beiden peptischen Hydrolysate zeig-
ten erhdhte Aufschlagfahigkeit gegeniber rekonstituierter Magermilch. Die Oberflachen-
spannung fast aller Hydrolysate war gegentber der des Ausgangsmaterials abgesenkt. Flr
die beiden peptischen Hydrolysate, die Schaum ausbildeten, wurden geringfiigig herabge-
setzte Oberflachenspannungen (um 4-5 mN/m) ermittelt.

Die Hydrolysate aus B-Lactoglobulin zeigten gegeniiber dem Ausgangsmaterial eine deutlich
erhdhte Aufschlagfahigkeit. Eine limitierte Hydrolyse (5 Minuten) der B-Lactoglobulin-Fraktion
mit Pepsin flihrt zu einer Erhéhung der Aufschlagfahigkeit und Stabilisierung des Schaums.
Die Drainage nimmt um mehr als 50% ab.

Die Inkubation von rekonstituierter Magermilch mit Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
fuhrte zu verbesserter Aufschlagfahigkeit und verringerter Stabilitdt. Die Oberflachenspan-
nung der Suspension, in der sich auch die Milchsaureproduzierenden Organismen befanden,
wurde deutlich abgesenkt.

Die Auswirkungen der Hydrolyse von Milchproteinen auf deren Schaumbildungseigenschaf-
ten sind abhangig von den Eigenschaften des Ausgangsmaterials, vom Enzym und dem An-
teil unbeschadigten Proteinmaterials. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
sich durch das Zusammenspiel von Peptiden und Proteinen an der Grenzflache die
Schaumbildungseigenschaften sowohl hinsichtlich der Aufschlagfahigkeit als auch hinsich-
tlich der Stabilitdt verbessern lassen. Ein Zusammenhang zwischen der Fahigkeit zur Ab-
senkung der Oberflachenspannung und der Verbesserung der Schaumbildungseigenschaf-
ten kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden. Der Einsatz von Hyd-
rolysaten in Milch zeigt, dass eine Verbesserung der Schaumbildungseigenschaften durch
den Einsatz von Hydrolysaten mdglich ist und dass das Zusammenspiel von intakten Milch-
proteinen und Peptiden aus Milchproteinen weiter untersucht werden sollte, um Produkte zu
entwickeln, deren Schaumbildungseigenschaften denen von Milch Uberlegen sind.
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7. Summary

The aim of this work was the production of food-grade protein fractions in pilot plant scale,
the enzymatic modification of proteins by hydrolysis and crosslinking and the characterisation
of the resulting milk protein fractions and hydrolysates.

The fractionation of food grade milk proteins was conducted in pilot plant scale. With mi-
crofiltration (nominal cut-off 0,1 ym) of skim milk a micellar casein concentrate was extracted
in the retentate containing only small amounts of whey proteins (about 5%). In the permeate
a whey protein concentrate was purified and concentrated via ultrafiltration (NMWCO 10.000
g/mol), it consisted of about 93% whey proteins. From renneted casein an enriched B-casein-
fraction (78% B-casein) on the one hand and an enriched as-/p-k-casein-fraction on the other
hand was isolated using acid-base-treatment and temperature changes. The process led to a
B-casein, that was not in the native form anymore. The (-casein isolated by ultrafiltration
(NMWCO 10.000 g/mol) at cold temperatures (0-4°C) was in its native form but the yield was
to small for technological use (yield of B-casein 14%). The fractionation of whey proteins in
pilot plant scale was carried out using whey protein isolate. On the one hand a B-
lactolglobulin rich fraction containing 98% [3-lactoglobulin and on the other hand an enriched
fraction of a-lactalbumin, BSA and IG was isolated. An NPN-enriched fraction was extracted
via ultrafiltration of skim milk with an NMWCO of 5.000 g/mol.

The hydrolysis of milk proteins was examined incubating whey protein isolate in pilot plant
scale with the enzymes trypsin and a-chymotrypsin. The hydrolysates were fractionated by
means of ultrafiltration (NMWCO 10.000 and 5.000 g/mol) and characterised using size ex-
clusion chromatography (FPLC) and HPLC. FPLC analysis characterised the resulting pep-
tides of the hydrolysis of whey protein isolate with trypsin by molar masses below 14.000
g/mol. The fractions of the ultrafiltrations (NMWCO 10.000 and 5.000 g/mol) showed similar
peptide patterns in the FPLC-chromatogramms. In constrast, the hydrolysate of whey protein
isolate with chymotrypsin was separated into fractions with different peptide patterns by ul-
trafiltration (NMWCO 10.000 and 5.000 g/mol).

The enriched B-casein and B-lactoglobulin-fractions were hydrolysed with trypsin, pepsin and
alcalase and subsequently characterised. The hydrolysis of 3-casein with trypsin led to more
hydrophilic peptides while the hydrolysis of B-casein with pepsin and alcalase resulted in
hydrolysates with more hydrophobic character. The hydrolysis of B-casein with alcalase and
trypsin led to aggregates that were degraded with increasing time of hydrolysis. The hydro-
lysates of B-lactoglobulin with alcalase had a more hydrophobic character, the tryptic hydro-
lysates showed neither hydrophilic nor hydrophobic attributes. B-lactoglobulin is widely resis-
tant to peptic hydrolysis, only heat-damaged proteins were hydrolysed to more hydrophobic
hydrolysates.

The foaming characteristics of milk protein fractions and hydrolysates were assessed
with a measuring station via an aeration method, that is outstanding for the minor mechanical
energy that is inserted. The characterisation of the foaming abilities showed good results for
micellar casein, that could be caused by micellar casein as well as by remaining whey pro-
teins (about 5%).
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The as-/p-k-casein-fraction from renneted casein showed smaller foam forming ability than
that from reconstituted skim milk, surface tension and foam stability were similar. The (-
casein-fraction from renneted casein showed decreased surface tension and no foam form-
ing ability and foam stability. The enrichment of B-casein from renneted casein in reconsti-
tuted skim milk showed decreasing foam forming ability and foam stability with increasing -
casein content. The B-casein from the enrichment via microfiltration correlated in the foaming
abilities those in the literature. It showed increased foam forming ability while the foam stabil-
ity was less than that of reconstituted skim milk. Whilst the B-casein from microfiltration main-
tained its native conformation, flexibility and surface activity, B-casein from renneted casein
was possibly changed during processing (dissolving parameters: pH 9,0, temperature 60°C,
for two hours). The decrease in the amounts of alanin and lysin are indicators of the damage
of B-casein from renneted casein.

Whey protein concentrate from microfiltration of skim milk showed a considerably decreased
surface tension, foam forming ability was slightly increased as well as foam stability.

Whey protein fractions from whey protein isolate showed only small differences in the foam
forming abilities in relation to the raw material. This due to the aspect, that in the raw material
and the fraction (B-lactoglobulin-fraction on the one hand and a-LA-/BSA-/IG-fraction on the
other hand) the main protein is B-lactoglobulin. The enrichment of B-lactoglobulin in the -
LG-fraction lowered the amount of B-lactoglobulin in the a-LA-/BSA-/IG-fraction but it is still
the dominant fraction.

The surface tension of the NPN-fraction from the enrichment via ultrafiltration (NMWCO
5.000 g/mol) is very small in comparison to reconstituted skim milk. The fraction could not be
whipped at all, it did not form foam. The addition of increasing amounts of urea led to de-
creased foam forming ability and slightly lowered foam stability, not influencing the surface
tension.

Crosslinking proteins by transglutaminase led to decreased foam forming ability of all milk
proteins (skim milk powder, sodium caseinate, whey protein concentrate). The surface ten-
sion was slightly lowered in crosslinked sodium caseinate and whey protein concentrate, the
foam stability of the three proteins was different. An increase compared to the raw material
was achieved with sodium caseinate, whose raw material showed very little foam stability.

Foam forming abilities tryptic hydrolysates from whey protein isolate were unchanged (foam
stability) or decreased (foam forming ability). The enrichment of the tryptic hydrolysates in
skim milk and whole milk led to increased foam forming ability. The tryptic hydrolysis of whey
protein isolate resulted in peptides with molar masses below 14.000 g/mol that were detect-
able in all four fractions (permeates and retentates of ultrafiltration with NMWCO 10.000 and
5.000 g/mol). The fractions had no special hydrophobic or hydrophilic character.

Chymotryptic hydrolysis of whey protein isolate led to increased foam forming abilities com-
pared to the raw material. Adding the retentate and permeate fraction after ultrafiltration with
a NMWCO of 10.000 g/mol to reconstituted milk led to stronger foams while the overrun was
similar or slightly better. The enrichment of whole milk with the permeate fraction of ultrafiltra-
tion with an NMWCO of 10.000 g/mol or one of the fractions of the ultrafiltration with an
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NMWCO of 5.000 g/mol led to increased foam stability. That means all fractions with molar
masses below 14.000 g/mol increased the foam stability.

Peptic hydrolysates of B-casein with limited hydrolysis (5-15 minutes) formed foams in
contrst to all other hydrolysates of B-casein with pepsin, trypsin or alcalase. The surface ten-
sion of almost all hydrolysates was lowered in relation to the raw material. Foam forming
peptic hydrolysates had only slightly lowered surface tensions.

In comparison to the raw material the hydrolysates of B-lactoglobulin showed increased foam
forming abilities. A limited peptic hydrolysis (5 min) of the B-lactoglobulin-fraction led to an
increase in the foam forming ability and the foam stability. The drainage decreased by more
than 50%.

The incubation of reconstituted skim milk with Lactococcus delbrueckii ssp. bulgaricus led to
increased foam forming abilities and decreased foam stability.The surface tension of the
suspension containing the microorganisms as well was lowered.

The effects of the hydrolysis of milk proteins on the foaming abilities depend on the charac-
teristics of the raw material, the enzymatic treatment and the amount of unchanged protein
material. The results of this work show, that interactions of proteins and peptides at the
air/water interface are able to increase foam forming abilities and foam stability. A correlation
between the ability to decrease the surface tension and the foaming characteristics could not
be absorved. The application of hydrolysates to milk showed that increased foaming charac-
teristics of milk can be achieved adding hydrolysates. The interaction of intact proteins and
peptides of milk proteins should be further investigated to develop products with foaming
characteristics superior to milk.
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Anhang

Gesamtubersicht der Schaumbildungseigenschaften von Milchproteinfraktionen und —

hydrolysaten, Ergebnistbersicht

Tabelle A1: Gesamtiibersicht der Messwerte zur Beurteilung der Schaumbildungseigen-

schaften

Messparameter Schaum- Overrun Oberflichen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

Standards

Rekonstituierte Magermilch 0,12 770 50,1 0,23 0,27 84,9

(0,5%)

Rekonstituierte Magermilch 0,14 641 49,7 0,23 0,25 85,4

(1,0%)

Rekonstituierte Magermilch 0,15 588 49,9 0,23 0,24 83,4

(1,5%)

Rekonstituierte Magermilch 0,15 591 49,4 0,25 0,24 84,7

(2,0%)

Rekonstituierte Magermilch 0,17 496 48,7 0,23 0,27 81,8

(2,5%)

Rekonstituierte Magermilch 0,18 475 49,1 0,22 0,25 82,6

(3,0%)

Rekonstituierte Magermilch 0,13 693 48,3 0,16 0,18 76,6

(3,4%)

Vollmilch 3,5% Fett 0,13 737 48,1 0,12 0,17 88,2

Labcasein pH 9,0 3,4% n.m. n.m. 48,1 nm. n.m. n.m.

Labcasein pH 7,0 3,4% n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.

Labmolkenprotein- 0,16 534 49,6 0,26 0,35 77,8

konzentrat (3,4%)

Molkenproteinkonzentrat 0,14 651 48,1 0,16 0,23 89,2

(3,4%)

Molkenproteinisolat (3,4%) 0,11 853 49,5 0,13 0,14 90,1

Natriumcaseinat (3,4%) 0,11 849 46,1 0,14 n.m. 97 1

Fraktionen

Casein, micellar (3,4%) 0,09 1113 49,6 0,12 0,16 81,0

Molkenprotein, nativ (3,4%) 0,13 712 43,4 0,12 0,15 83,6

Molkenprotein, nativ (6,8%) 47,1

Molkenprotein, nativ 0,13 668 46,3 0,13 0,15 87,2

(10,2%)

as-Casein (3,4%) 0,14 630 48,6 0,19 n.m. 83,6

B-Casein (3,4%) n.m. n.m. 47,7 n.m. n.m. n.m.

B-Casein aus Mikrofiltration 0,10 975 45,3 0,18 n.m. 95,7

(3,4%)

K-Casein Keine L6sung des k-Casein mdglich



Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-

dichte [%] spannung messer [mm] Endwert

[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]
a-Lactalbumin (3,4%) 0,12 748 48,9 0,29 0,28 90,8
B-Lactoglobulin (3,4%) 0,13 703 47,9 0,28 n.m. 88,3
Albumin Standard (3,4%) 0,13 723 53,2 0,27 0,32 92,5
GMP Morinaga (0,5%) n.m. n.m. 49,6 n.m. n.m. n.m.
NPN Konzentrat UF 10.000 0,15 586 36,9 0,22 n.m. 91,6
g/mol
NPN Permeat UF 10.000 0,14 646 47,4 0,23 n.m. 96,9
g/mol
NPN UF 5.000 g/mol, lac- n.m. n.m. 34,7 n.m. n.m. n.m.
tosereduziert
Molkenprotein  mit GMP 0,16 534 49,6 0,26 0,35 77,8
(3,4%)

Magermilch angereichert
3,37% MMP + 0,03%HS 0,19 451 49,2 0,26 0,34 81,8
3,1% MMP + 0,3%HS 0,17 498 49,1 0,32 0,31 80,0
2,7% MMP + 0,6%HS 0,18 480 49,5 0,31 0,31 81,5
3,37% MMP + 0,03% B- 0,15 601 47,7 0,19 0,23 86,7
Casein
3,3% MMP + 0,3% B- 0,15 607 48,1 0,18 0,21 85,3
Casein
28% MMP + 0,6% B- 0,16 528 47,7 0,18 0,22 80,6
Casein
1,9% MMP + 15% B- 0,18 484 471 0,17 0,17 86,1
Casein
Handelsproben

Cino Breisgaumilch 0,14 643 48,2 0,177 0,23 83,4
Cappuccino-Milch frischli 0,15 620 48,2 0,16 0,20 78,4
Naarmann Milch fur feinen 0,17 510 45,2 0,175 0,21 81,2

Milchschaum

TG-behandelte Pulver

MMP TG 3,4% 0,14 618 47,5 0,20 n.m. 95,5
Natriumcaseinat TG 3,4% 0,13 729 44,0 0,12 0,22 89,3
Molkenprotein-hydrolysat 0,15 603 44 1 0,20 0,30 87,6
TG 3,4%

Hydrolysate TechnikummaRstab
MPI Tr Hyd Perm 10.000 0,12 755 40,8 0,177 n.m. 89,9
sprih
MPI Tr Hydr Perm 10.000 0,15 603 48,5 0,16 n.m. 90,1
gefr
MPI Tr Hyd Ret 10.000 gefr 0,12 782 44,2 0,18 n.m. 100
MPI Tr Hydr Perm 5.000 0,16 557 47,8 0,13 n.m. 85,9
gefr

MPI Tr Hydr Ret 5.000 gefr 0,18 486 49,3 0,18 0,22 85,6




Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-
dichte [%] spannung messer [mm] Endwert
[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]

MPI CT Hyd Perm 10.000 0,11 872 44,8 0,11  n.m. 86,0

sprih

MPI CT Hyd Perm 10.000 0,10 966 46,9 0,24 n.m. 87,7

gefr

MPI CT Hyd Ret 10.000 0,09 1044 46,0 0,09 n.m. 84,0

gefr

MPI CT Hyd Perm 5.000 0,09 1133 46,0 0,1 n.m. 91,0

gefr

MPI CT Hyd Ret 5.000 gefr 0,10 924 46,4 0,24 n.m. 88,5

MMP + MPI Tr Hyd Perm 0,11 874 45,1 0,13 n.m. 93,5

10.000 sprih

MMP + MPI Tr Hydr Perm 0,11 829 43,7 0,195 n.m. 93,2

10.000 gefr.

MMP + MPI Tr Hyd Ret 0,11 834 47,2 0,11 0,21 91,0

10.000 gefr

MMP + MPI Tr Hydr Perm 0,11 854 43,7 0,16 n.m. 92,0

5.000 gefr

MMP + MPI Tr Hydr Ret 0,11 866 44,2 0,177 n.m. 92,0

5.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Perm 0,13 720 48,1 0,195 0,18 86,3

10.000 spriih

MMP + MPI CT Hyd Perm 0,12 752 46,7 0,17 0,22 73,9

10.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Ret 0,14 629 46,4 0,14 0,16 72,0

10.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Perm 0,12 776 47,0 0,16 0,20 86,5

5.000 gefr

MMP + MPI CT Hyd Ret 0,13 696 47 1 0,16 0,22 85,2

5.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,09 1037 51,6 0,17 0,22 82,5

Perm 10.000 spriih

Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,10 979 47,4 0,172 n.m. 90,0

Perm 10.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd Re- 0,09 1007 51,8 0,20 0,20 90,4

tentat 10.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd 0,09 1048 51,7 0,11  n.m. 88,4

Perm 5.000 gefr

Vollmilch + MPI Tr Hyd Ret 0,10 924 57,7 0,70 n.m. 95,6

5.000 gefr

Vollmilch + MPI CT Hyd 0,14 652 52,5 0,177 0,16 85,3

Perm 10.000 sprih

Vollmilch + MPI CT Hyd 0,12 738 48,3 0,177 0,21 80,6

Perm 10.000 gefr



Messparameter Schaum- Overrun Oberflachen- Blasendurch- Drainage-

dichte [%] spannung messer [mm] Endwert

[g/cm?] [MN/m] 60s 1200s [%]
Vollmilch + MPI CT Hyd Ret 0,15 591 50,9 0,14 0,22 88,1
10.000 gefr
Vollmilch + MPI CT Hyd 0,12 744 49,8 0,14 0,30 83,2
Perm 5.000 gefr
Vollmilch + MPI CT Hyd Ret 0,13 674 51,7 0,199 0,24 76,0
5.000 gefr

Hydrolysate Labormalfstab
B-CF, Tr, 5 min n.m. n.m. 46,0 nm. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 15 min n.m. n.m. 40,8 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 30 min n.m. n.m. 30,7 nm. n.m. n.m.
B-CF, Tr, 60 min n.m. n.m. 43,9 n.m. n.m. n.m.
B-CF, P, 5 min 0,12 794 42,8 0,15 n.m. 91,5
B-CF, P, 15 min 0,11 844 43,9 0,19 0,20 84,4
B-CF, P, 30 min n.m. n.m. 43,1 nm. n.m. n.m.
B-CF, P, 60 min n.m. n.m. 429 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 5 min n.m. n.m. 47 1 nm. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 15 min n.m. n.m. 45,1 n.m. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 30 min n.m. n.m. 44 4 nm. n.m. n.m.
B-CF, Alc, 60 min n.m. n.m. 411 n.m. n.m. n.m.
B-LGF, Tr, 5 min 0,08 1216 49,9 0,38 0,41 83,3
B-LGF, Tr, 15 min 0,09 1017 48,9 0,34 0,43 84,3
B-LGF, Tr, 30 min 0,10 919 49,5 0,32 0,24 79,9
B-LGF, Tr, 60 min 0,11 812 46,9 0,24 n.m. 94,0
B-LGF, P, 5 min 0,09 1039 47,1 0,17 0,24 41,8
B-LGF, P, 15 min 0,08 1120 45,7 0,15 0,20 88,2
B-LGF, P, 30 min 0,08 1221 46,9 0,16 0,19 89,9
B-LGF, P, 60 min 0,07 1318 46,8 0,16 0,21 90,1
B-LGF, Alc, 5 min 0,09 1098 45,5 0,18 0,18 97,7
B-LGF, Alc, 15 min 0,10 933 44,7 0,17 n.m. 91,1
B-LGF, Alc, 30 min 0,11 866 44,6 0,20 n.m. 95,6
B-LGF, Alc, 60 min 0,11 887 449 n.m. n.m. 92,5
Hydrolysat aus MO 0,12 783 31,8 n.m. n.m. 92,3

n.m.: nicht messbar da Schaum zerfallen; Tr: Trypsin; CT: Chymotrypsin; Alc: Alcalase; P:
Pepsin; Hyd: Hydrolysat; Perm: Permeat; Ret: Retentat; gefr: gefriergetrocknet; sprinh:
spruhgetrocknet; MO: Mikroorganismen
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1. Einleitung

Der Einsatz der Mikrofiltration in der Milchindustrie hatte sich zundchst auf die
Abtrennung von Mikroorganismen beschrankt. Membranen mit der mittleren Porengrée
1,4 um wurden vor mehr als 20 Jahren fur die Entkeimung von Késereimilch eingefiihrt,
spater dann auch fir die Behandlung von Konsummilch vorgeschlagen. Den Einsatz
solcher Membranen bei der Herstellung von Konsummilch mit verlangerter Haltbarkeit
haben Kiesner et al. (1) ausfiihrlich beschrieben.

Auch die Mikrofiltration mit deutlich feineren Poren gewann schnell an Interesse.
Wahrend bei einer Ultrafiltration das Verhéltnis von Casein zu Molkenprotein nicht oder
nur wenig verandert wird, kann mit Mikrofiitrationsmembranen der mittleren Porengré3e
0,1 um eine gezielte Trennung aufgrund der unterschiedlichen GréBe und Struktur der
beiden HaupteiweiBgruppen erreicht werden. Dabei wird im Crossflow-Verfahren eine
gleichmafig niedrige transmembrane Druckdifferenz tber die Membranlénge sowie eine
hohe Wandschubspannung angestrebt, um eine schnelle Deckschichtbildung auf der
Membran zu verhindern und den Abfall im Permeatfiux zu verzégern. Die hierbei meist
gewahlte Temperatur von ca. 50 °C beglinstigt die Filtration, ohne dass es schon zu einer
Denaturierung der thermolabilen Molkenproteine kommt. Bei optimaler Prozessflihrung
bieiben die nativen Caseinmicellen weitgehend im Retentat, wahrend die nativen,
molekular-dispers geldsten Molkenproteine die Membran passieren kénnen. Das nahezu
caseinfreie Permeat wird auch als ,ideale Molke" bezeichnet (2-8).

Fir die Abtrennung des p-Caseins von der Caseinmicelle ist ein deutlich anderer
Temperaturbereich Voraussetzung. Nach einer vorangehenden langeren Kaltlagerung
bei 0-4 °C kommt esin der Micelle zur Abnahme hydrophober Wechselwirkungen und zur
Dissoziation monomeren p-Caseins in die wéssrige Phase. Das B-Casein kdnnte dann
bei einer geeigneten Membranfiltration, mit gleichbleibend niedriger Temperatur, ins
Permeat gelangen, wahrend die Miceilen im Retentat zuriickbleiben. In der Vergangen-
heit wurden erste Ultrafiltrationsversuche bei Trenngrenzen zwischen 100 und 300 kD
durchgefuhrt, alternativ Versuche mit Mikrofiltrationsmembranen der mittleren Poren-
groiBe 0,1 und 0,2 pm (9-11), oder auch mit Ultrazentrifugen bei 70.000 g (12).

Fur die spatere Untersuchung der Schaumbildungseigenschaften von Milch und
insbesondere von daraus fraktionierten und enzymatisch modifizierten Milchproteinen
wurden im Rahmen eines Forschungsvorhabens (AiF-FV 14040 N) natives Casein-
konzentrat und zwei native Molkenproteinkonzentrate gewonnen. AnschlieBend erfolg-
ten orientierende Versuche zur Anreicherung von B-Casein.

41



2. Material und Methoden
2.1 Material

Far die Anreicherung von nativem Casein und Molkenprotein wurde frische, rohe
Sammelmilch vom Versuchsgut Schadtbek der BFEL, Standort Kiel, auf ca. 45 °C
angewarmt und dann entrahmt.

Fur die Gewinnung von B-Casein diente Na-Caseinat-Pulver (Alanate 180, Fonterra
(Europe) GmbH, Hamburg) als Ausgangsmaterial. Es enthielt 93 % Protein und 1,2 %
Natrium.

2.2 Methoden

2.2.1 Anreicherung von nativem Casein und nativem Molkenprotein durch
Mikrofiltration

Die Mikrofiltration erfolgte auf einer Pilotanlage (MFS-1, TetraPak, Reinbek) mit
internen Kreislaufen auf der Permeat- und Retentatseite. Die Anlage enthielt ein ein-
schichtiges ZrO,-Keramikmodul mit einer Austauschflache von 0,2 m?und einer mittleren
Porenweite von 0,1 um (Membralox P19-40, SCT, Frankreich). Hierin wurde die separier-
te Magermilch bei 50 oder 55 °C so lange im Kreislauf mikrofiltriert, bis drei Viertel ihrer
eingesetzten Menge ins Permeat libergegangen waren (Konzentrationsgrad 4). Dabei
wurde eine Permeatdurchflussrate von 12,5 kg/h eingestellt. Wahrend dieser Filtration
blieben die Driicke am Einlauf (p,) und Auslauf (p,) des Retentatkanals mit 3,8 bzw. 2,0
bar konstant. Daraus lieB sich die Wandschubspannung (t ) im Retentatkanal als Maf3
fUr die Scherung Uber die Membranlange und der dartber befindlichen, sich bildenden
Deckschicht mit 212 Pa berechnen (v, =d (p4-p2)/ 41, d = Durchmesser der 19 einzelnen
Kanéle je 4 mm, | = jeweilige Lé&nge der Kanéle 850 mmy). Der Druck p, am Ausgang des
Permeatkanals sank von 1,9 auf 1,3 bar, wéahrend der Druck an seinem Eingang p, mit
2,8 bar konstant blieb. Dadurch erhdhte sich die transmembrane Druckditterenz ((p, +p,)
/2~ (p, +p,}/2) von 0,65 auf 0,85 bar. Das Retentat wurde durch Diafiltrationen noch
dreimal gewaschen, bevor esin flachen Schalen bei -20 °C eingefroren und anschlie3end
bei 0,65 mbar und 30 °C fiir 46 h gefriergetrocknet wurde (Lyovac GT2, Thyracont GmbH,
Passau). Der Verfahrensweg zur Herstellung des nativen Caseinkonzentrats ist in Abb.
1 wiedergegeben.

Waéhrend die Caseingewinnung Gberdas Retentat der Mikrofiltration erfolgte, diente bei
der Gewinnung von nativem Molkenprotein das Permeat als Zwischenprodukt. Die
Permeatmenge wurde auf einer weiteren Pilotanlage (UFS-1, TetraPak, Reinbek) bei
50 °C durch Crossflow-Ultrafiltration Gber ein Hohlfasermodu! mit einer Trenngrenze von
10 kD (CTG, 3" HF 25-43-PM10-PB, Koch-Glitsch GmbH, Aachen) auf ein Zehntel der
Ausgangsmenge reduziert (UF-Retentat), anschlieBend diafiltriert und wieder gefrierge-
trocknet. Den Verfahrensweg gibt ebenfalls Abb. 1 wieder.

Ein zweites natives Molkenproteinkonzentrat wurde nach einer Labfallung von Mager-
milch bei 40 °C gewonnen. Zur Gerinnung diente eine reine Chymosinldsung
(0,25 ml/kg CHY-MAX Plus, Stéarke 200 IMCU/mI, Chr. Hansen, Nienburg). Die Molke
wurde (iber einen Quarksack abgetrennt und noch zweimal in der Entranmungszentrifuge
gereinigt. AnschlieBend erfolgte wieder die Ultrafiltration mit einer Einengungim Retentat,
das Waschen und Gefriertrocknen (s. Abb. 2). Zu berlcksichtigen ist, dass das Retentat
neben dem Molkenprotein verfahrensbedingt auch noch das vom x-Casein abgespaltene
Glycomakropeptid enthait.
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I |

| Entrahmen (bei 45 °C) | | Mikrofifiration (0,1 um, 50°C) |
v v v
| MAGERMILGH (40 kg) | { PERMEAT (160 kg) | | Retentat |
l |
| Mikrofltration (0,1 um, 55°C) | | Utratiltration (Trenngrenze 10 kD, 50 °C) |
v ' v
| RETENTAT (10kg) | | Permeat | | RETENTAT (16 kg) |
| l
| 3 Diafifration (mit je 20 kg dest. Wasser) | | 3 Digfiltration (mitje 16 kg dest. Wasser) |
v v
| GEWASCHENES RETENTAT (10kg) | | GEWASCHENES RETENTAT (ca. 8kg) |

| |
Getrenrocknen

NATIVES CASEIN NATIVES MOLKENPROTEIN
(angereichert) (angereichert)

Abb. 1:

Fliessdiagramme zur Anreicherung von nativem Casein (links) und von nativem Molken-
protein (rechts)

| MAGERMILCH (220 kg) |

Zugabe Chymosinisg. bei 40 °C — Schneiden
nach 30 min — 5 min rithren — absetzen lassen
— Molke iber Quarksack filtrieren u. 2 x zentrifugieren

¢

| ZENTRIFUGIERTE LABMOLKE (140 kg) |

| Uttrsfiltration (Trenngrenze 10 kD, 50 °C

RETENTAT (10 kg)

[ 3x Diafittrtion (mit je 20 kg dest, Wasser) |

| GEWASCHENES RETENTAT (ca. 8 kg) |

v

NATIVES MOLKENPROTEIN
(angereichert, mit Glycomakropeptid)

Abb. 2:

Fliessdiagramm zur Anreicherung von nativem Molkenprotein, mit Glycomakropeptid
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2.2.2 Anreicherung von -Casein durch Mikrofiltration

Aus dem Na-Caseinat-Pulver wurden in zwei Versuchen je 80 kg einer 2 %igen
wassrigen Losung hergestellt, die 20 Stunden bei 2 °C gelagert wurde. Vor der Mikro-
filtration wurde der pH-Wert mit 1n NaOH von ca. 6,5 auf 7,0 erhdht und die Lésung mit
einem Spiralaustauscher weiter auf ca. 0,5 °C gekihlt. Das zum Anfahren der Anlage
bendtigte entionisierte Wasser war ebenfalls auf ca. 0,5 °C heruntergekiihlt worden. Um
wéhrend der Mikrofiltration eine Maximaltemperatur von 3 °C im Retentatkreislauf zu
gewdbhrleisten, war die Mikrofiltrationsanlage gemafn Abb. 3 umgebaut worden. Das
Vorlaufgefan fasste nur ca. 401, so dass die Caseinatldsung mehrfach nachgeftillt wurde,
sobald eine entsprechende Permeatmenge abgeflossen war. Zu Beginn der Filtration mit
einer Permeatdurchflussmenge von 12,5 kg/h wurden im Retentatkanal Dricke von 3,65
bzw. 2,05 bar gemessen, im Permeatkanal 2,6 und 1,65 bar. Nach 4,5 h war die
Durchflussmenge auf etwa 6,0 kg/h gesunken und die Driicke im Permeatkanal erreich-
ten nur noch 0,35 bzw. O bar. Um die Filtrationsleistung nicht weiter absinken zu lassen,
wurde das Retentat dann mit entionisiertem Wasservon 0,5 °C regelmaBig wieder auf ca.
40 | aufgetillt, so dass das Vorlaufgefal3 stédndig gefullt war. Innerhalb der folgenden 2
Stunden blieben nun Durchflussmenge und Druckverhéltnisse anndhernd konstant. Das
in den 6,5 Stunden gewonnene Permeat wurde bei 50 °C in der schon beschriebenen
Ultrafiltrationsanlage auf ca. 5 kg UF-Retentat eingeengt und gefriergetrocknet.

Kiihlwasserkreislauf

I T,

Permeat === -—--

Na-Caseinat-
Losung

-

Kihlwasserkreislauf

Y

Na-Caseinat —.—-. Retentat
Kihlwasser  —meammuns Permeat BvDO106g.dsl

Abb. 3: Verfahrensweg zur Anreicherung von p-Casein durch kalte* Mikrofiltration

2.2.3 Analysen

Die Bestimmung der Trockenmasse bei 102 °C, die butyrometrische Fettbestimmung
nach Gerber und die komplexometrische Bestimmung von Calcium wurde geman dem
VDLUFA-Methodenbuch, Band VI, jeweils dreifach durchgefihrt (13).
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Gleiches galt fur die Untersuchungen der N-Verbindungen nach Kjeldahl. AuBer dem
GesamteiweiBgehalt (N x 6,38) wurde durch Subtraktion des Nicht-Casein-N (NCN) vom
Gesamt-N der Caseingehalt (Casein-N x 6,38) ermittelt. Der Molkenprotein-N ergab sich
nach Subtraktion der Nicht-Protein-N-Menge von der NCN-Menge. Durch Multiplikation
mit wiederum 6,38 resultierte der Molkenproteingehalt.

Auch die Bestimmung der Caseinfraktionen durch Natriumdodecylsulfat-Polyacryl-
amidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte gemaf VDLUFA-Methodenbuch.

3. Ergebnisse
3.1 Anreicherung von nativem Casein und nativem Molkenprotein

Die Caseinkonzentrate aus 7 Versuchen wiesen nach der Gefriertrocknung eine
mittlere Trockenmasse von Uber 99 % auf. Diese enthielt durchschnittlich 87,5 %
Gesamteiweil3, auBerdem etwa 9 % Asche (Mineralstoffe), davon fast 3 % Calcium (s.
Tab. 1). Als Verhéltnis von Casein zu Molkenprotein, analysiert nach Kjeldahl, ergab sich
95,2/4,8, was einem Quotienten von 19,8 entspricht. Damit konnte natives Casein tUber
die Mikrofiltration mit anschlieBender dreimaliger Diafiltration ausreichend fir die an-
schlieBend geplanten Versuche zur Schaumfahigkeit konzentriert werden. Ohne Dia-
filtration ist selbst unter optimalen Bedingungen ein Quotient vom maximal 15 erreichbar
(6), wéhrend weitere Diafiltrationen zu noch deutlich groBeren Quotienten fihren konnen,
abereinen entsprechendhéheren zeitlichen Aufwand erfordern. Nach Ablauf der Versuchs-
serie wurde gepruft, ob die nativen Micellen aus der eingesetzten Magermilch durch die
gewahlten Verfahrensbedingungen in ihrer GréBenverteilung verandert wurden. Dazu
wurde eine als Riickstellprobe bei -20 °C eingefrorene Magermilch ebenso wie das
zugehorige diafiltrierte Retentat aufgetaut und auch das entsprechende Caseinpulver
rekonstituiert. Von den drei nun flissigen Proben, die auf einen Caseingehalt von etwa
3 % eingestellt wurden, wurden elektronenmikroskopische Fotos angefertigt, die in Abb. 4
wiedergegeben sind. Sie zeigen keine sofort erkennbaren Unterschiede in bezug auf die
MicellgroBe. Um zu quantitativen Aussagen zu gelangen, wurde die jeweilige Partikel-
groBenverteilung in den drei Losungen durch Laserbeugung ermitteit. Wie Abb. 5 zeigt,
lagen die volumenbezogenen Verteilungskurven der frischen Magermilch (Daten gespei-
chert) sowie die der wieder aufgetauten Magermilch- und Retentatproben Uibereinander.
Die Verteilung im rekonstituierten Caseinkonzentrat war nur wenig nach rechts verscho-
ben, mdglicherweise bedingt durch das nicht ganz problemlose Wiederauflosen des
Pulvers. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass durch die Mikrofiltration und die
Diafiltration mit entionisiertem Wasser keine, durch das Gefriertrocknen und
Rekonstituieren allenfalls minimale Verdnderungen in der MicellgréBe auftraten.

Bei der viermal durchgeflhrten Konzentrierung von nativem Molkenprotein aus Mager-
milch wurde bei der Mikrofiltration eine Maximaltemperatur von 50 °C eingehalten, um
eine thermisch bedingte Teildenaturierung zu verhindern. Das gefriergetrocknete Pulver
mit wieder Gber 89 % Trockenmasse wies im Mittel einen Proteingehalt von fast 96
% i. Tr. auf (Tab. 1), wobei des Verhéltnis von Molkenprotein zu Casein bei 93,0/7,0 lag.
Offensichtlich war eine sehr geringe Menge an Casein (ca. 0,03 %) in Form kleiner
Micellen oder Submicellen ins Permeat gelangt, die durch die nachfolgende Ultrafiltration
und den Wasserentzug entsprechend aufkonzentriert wurde.

tm zweiten Molkenproteinkonzentrat, das dreimal aus Labmolke durch Ultra- und
Diafiitrationen gewonnen wurde, lag der durchschnitlliche GesamteiweiBanteil i. Tr.
bei 88 %. Nach Kjeldahl-Analysen ergab sich dann ein Molkenprotein/Casein-Verhaltnis
von 89,3/10,7. Hierbei ist aber zu berlicksichtigen, das auch das Glycomakropeptid
(GMP), das durch das Chymosin aus dem k-Casein der Micellen abgespalten wurde, in
die Labmolke Gberging. Dessen Anteil wurde nicht analysiert.
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Tab.1: Analysenergebnisse der nativen Casein- und Molkenproteinkonzentrate

natives natives natives
Caseinkonzentrat Molkenprotein- Molkenprotein-
konzentrat konzentrat
{mit GMP)
Retentat nach DF Retentat nach DF Retentat nach DF
Mittel-  Standard- | Mittel-  Standard- | Mittel- Standard-
wert  abweichung wert  abweichung wert abweichung
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Trockenmasse 11,28 0,67 9,24 0,68 12,00 0,53
Asche 550 °C 1,02 0,09 0,23 0,03 0,30 0,05
Ca komplexometrisch| 0,330 0,021 0,038 0,005 n.u. n.u.
Fett Gerber 0,21 0,04 n.u. n.u. 0,38 0,03
Gesamt-N 1,548 0,094 1,388 0,091 1,655 0,071
Gesamt-Eiweii3 9,87 0,60 8,86 0,58 10,56 0,46
Nichtcasein-N 0,081 0,008 1,291 0,080 1,485 0,063
Casein-N 1,467 0,089 0,097 0,030 0,170 0,024
Casein 9,36 0,57 0,62 0,19 1,08 0,16
Nichtprotein-N 0,007 <0,001 0,007 0,001 0,069 0,009
Molkenprotein-N 0,074 0,008 1,284 0,080 1,416 0,057
Molkenprotein 0,47 0,05 8,19 0,51 9,03 0,37
Gesamt-Eiwei3 i.Tr. 87,5 1,0 95,9 1,2 88,0 0,1
Casein/Molkenprotein| 95,2/4,8 0,4 7,0/93,0 1,9 10,7/89,3 1,3

n.u.: nicht untersucht

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Caseinldsungen; links: wieder aufgetaute
Magermilch, Mitte: wieder aufgetautes Retentat nach Diafiltration (DF), rechts:
rekonstituiertes Pulver

46




10

Magermilch, frisch

Magermilch, wieder aufgetaut
Retentat n. DF, wieder aufgetaut
Rekonstituiertes Pulver

Volumen (%)

1,0 10,0

Partikeldurchmesser (um)

Abb. 5: PartikelgroBenverteilung zur Anreicherung von nativem Casein; ermittelt mit Coulter LS
230, Fa. Beckman-Coulter, Krefeld

3.2 Anreicherung von B-Casein

Nach der Gefriertrocknung in flachen, runden Schalen (Durchmesser 30 cm) mit
ebenem Boden resultierten zusammenhangende, leichte, schaumartige Gebilde in der
vorgegebenen Form. Unter dem Lichtmikroskop zeigten sich unterschiedliche, geordne-
te oder ungeordnete Strukturen mit teilweise sehr diinnen Schichten, die im Durchlicht
vollkommen transparent erschienen. Zwei Beispiele sind in Abb. 6 wiedergegeben.

Im eingesetzten Caseinat (1,6 kg) bestand das Protein, nach SDS-Page, zu 43,3 % aus
ag-Casein, zu 34,3 % aus B-Casein und zu 22,4 % aus k-Casein. Das gefriergetrocknete
Produkt enthielt 14,7 bzw. 14,0 % «,-Casein und 85,3 bzw. 86,0 % B-Casein. Damit
konnte eine deutliche Anreicherung von B-Casein (iber die Mikrofiltration erzielt werden.
Bei einem Einsatz von ca. 500 g B-Casein konnten ca. 70 g wiedergewonnen werden, was
einer Ausbeute von ca. 14 % entspricht. Wie aber schon die Beschreibung des
Vertahrensablautfs deutlich gemacht hat {s. 2.2.2), war das Herstellungsverfahren insbe-
sondere nicht fir gréBere Mengen an konzentriertem B-Casein geeignet. Na-Caseinat
stellte aber offensichtlich ein geeignetes Ausgangsprodukt dar. Nachteilig war, dass nur
wassrige Lésungen von maximal 2 % eingesetzt werden konnten, ohne die Standzeit der
Mikrofiltrationsanlage zu verkiirzen. Mit einer indirekten Kiihlung durch Wasser-Ethylen-
Glykol von -10 °C und eine sogenannte ,Backflush-defouling“-Einheit*, die einmal pro
Minute eine definierte Permeatmenge in den Retentatkanal zurlickdrickt, kann aber nach
Fameilart und Surel (10) einerseits einer pumpenbedingten Erwarmung gegengesteuert
und andererseits das Aufbauen von Beldgen auf der Mikrofiltrationsmembran (fouling)
verzdgert werden. Bei orientierenden Versuchen von Murphy und Fox (9) wurde eine
Ultrafiltrationsmembran mit einer Trenngrenze von 300 kD gegenliber einer Mikro-
filtrationsmembran mit einem mittleren Porendurchmesser von 0,1 um bevorzugt, da sie
zu einer besseren Konzentrierung von B-Casein fihrte. Das Permeat wurde anschlie-
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3end auf pH 4,9 geséduert, um das dann ausfallende 3-Casein abzuzentrifugieren und vor
dem Gefriertrocknenbei pH 7,0 zu resuspendieren. Bei dem hiervorgestellten Verfahrens-
weg wurde auf das S&uern und spéatere Neutralisieren verzichtet und sofort eine
Gefriertrocknung durchgefiihrt. Inwieweit sich dies positiv auf die technofunktionellen
Eigenschaften des Produkts auswirkt, misste noch gepruft werden. Zu prifen wéare
auBBerdem noch, inwieweit micellares Casein als Ausgangsprodukt zu praferieren ware.
Dies hatten Pouliot et al. (11) eingesetzt, die Abtrennung des B-Caseins aber durch
Ultrazentrifugieren mit 70.000 g vorgenommen.

Abb. 6: Lichtmikroskopische Aufnahmen von gefriergetrocknetem B-Casein-Konzentrat
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5. Zusammenfassung

Hoffmann, W., Johannsen, N., Strobel, D.: Anreicherung von MilcheiweiBfraktionen
durch Mikrofiltration. Kieler Milchwirtschaftliche Forschungsberichte 58 (1) 41-51
(2006)

21 Milchwirtschaftliche Technologie (Mikrofiltration, Caseinkonzentrat, Molkenprotein-
konzentrat)

Far die spéatere Untersuchung der Schaumbildungseigenschaften von Milch und
insbesondere von daraus fraktionierten und enzymatisch modifizierten Milchproteinen
wurden im Rahmen eines Forschungsvorhabens zunachst natives Caseinkonzentrat und
zwei native Molkenproteinkonzentrate gewonnen, auBerdem orientierende Versuche zur
Anreicherung von 3-Casein durchgefihrt.

Die Caseingewinnung aus Magermilch erfoigte (iber das Retentat einer Mikrofiltration
mit einem mittleren Porendurchmesser der Membran von 0,1 um. Das gefriergetrocknete
Caseinkonzentrat enthielt in der Trockenmasse durchschnittlich 87,5 % Gesamteiweil3,
auBerdem etwa 9 % Asche (Mineralstoffe), davon fast 3 % Calcium. Als Verhaltnis von
Casein zu Molkenprotein, analysiert nach Kjeldahl, ergab sich 95,2/4,8, was einem
Quotienten von 19,8 entspricht. Durch elektronenmikroskopische Fotos und Laser-
beugung konnte gezeigt werden, dass durch die Mikro- und Diafiltration keine, durch das
Gefriertrocknen und Rekonstituieren des Pulvers allenfalls minimale Veranderungen in
der GréBenverteilung der Caseinmicellen auftraten. Das Permeat der gleichen Mikro-
filtration diente als Zwischenprodukt bei der Gewinnung von nativem Molkenprotein durch
nachfolgende Ultrafiltration. Das zweite Molkenproteinkonzentrat wurde aus Labmolke
durch Ultrafiltration gewonnen.
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Zur Abtrennung von B-Casein wurde eine 2 %ige Na-Caseinat-Ldsung, 20 Std. bei2 °C
gelagert, einer Mikrofiltration mit wiederum 0,1 um bei < 3 °C unterzogen und das
erhaltene Permeat durch nachfolgende Ultrafiltration eingeengt und gefriergetrocknet.
Das Pulver enthielt etwa 86 % B-Casein und 14 % a -Casein. Der Verfahrensweg war
aber, trotz der erzielten Konzentrierung, nicht fir die Herstellung gré3erer Mengen an -
Casein geeignet.

Summary

Hoffmann, W., Johannsen, N., Strébel, D.: Enrichment of milk protein fractions by
microfiltration. Kieler Milchwirtschaftliche Forschungsberichte 58 (1) 41-51 (2006)

21 Dairy technology (microfiltration, casein concentration, whey protein concentration)

A research project deals with the foaming properties of milk and, particularly, of
fractionated and enzymatically modified milk proteins. It requires the production of native
casein concentrate, two native whey protein concentrates and experiments for the
enrichment of -casein.

Casein was produced by microfiltration (0.1 pm) of skimmed milk. The freeze-dried
casein concentrate contained 87.5 % total protein in dry matter and 9 % ash (minerals)
with nearly 3 % calcium. The ratio of casein to whey protein, analyzed according to
Kjeldahl, came to 95.2/4.8, resulting in a quotient of 19.8. It was demonstrated by electron
microscopy and laser diffraction that the particle size distribution of the casein micelles
was not at all influenced by micro- and diafiltration, and at the most slightly by freeze-
drying and reconstitution of the powder. The permeate of microfiltration served as an
intermediate product at the concentration of native whey protein via subsequent
ultrafiltration. The second whey protein concentrate was obtained from rennet whey by
ultrafiltration.

To separate B-casein a 2 % sodium caseinate solution stored for 20 h at 2 °C was
microfiltered with 0.1 ym at < 3 °C. The resulting permeate was concentrated by
subsequent ultrafiltration and freeze-dried. The powder contained approx. 86 % -casein
and 14 % as-casein. In spite of the achieved concentration the procedure was not suitable
for the production of larger quantities of -casein.

Résumé

Hoffmann, W., Johannsen, N., Strobel, D.: Enrichissement de fractions de protéines
lactiques par microfiltration. Kieler Milchwirtschaftliche Forschungsberichte 58 (1) 41-
51 (2006)

21 Technologie laitiere (microfiltration, concentration de caséine, concentration de
protéines de lactosérum)

Dans le cadre d’un projet de recherche scientifique un concentré natif de caséine et
deux concentrés natifs de protéines de lactosérum ont été obtenus afin d’analyser les
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propriétés de moussage du lait et en particulier les protéines lactiques fractionnées et
enzymatiquement modifiées. En plus des essais d’orientation pour enrichir la beta-
caséine ont été réalisés.

La caséine était produite par microfiltraion (0.1 um) du lait écrémé. Le concentré de
caseéine lyophilisé contenait 87,5 % de protéine totale en matiére séche, en plus 9 % de
cendre (minéraux) dont env. 3 % de calcium. La relation entre la caséine et la protéine
du lactosérum, analysé selon Kjeldahll, comportait 95.2/4.8, avec un quotient de 19,8.
Des photographies électromicroscopiques et la diffraction laser ont pu démontrer que
la microfiltration et la diafiltration ne causent pas de modifications tandis que la
lyophilisation et la reconstitution de la poudre causent des modifications minimales dans
la distribution de taille des caséines micellaires. Le perméat de microfiltration servait
comme produit intermédiaire lors de la concentration de la protéine native de lactosérum
suite a une ultrafiltration ultérieure. Le deuxiéme concentré de protéine du lactosérum
était obtenu de la présure de lactosérum par ultrafiltration.

Pour séparer la beta-caséine une solution de caseinate de sodium de 2 % stockée pour
for 20 h a2 °C était microfiltrée de nouveau avec 0,1 um a <3 °C. Le perméat obtenu était
rétréci et lyophilisé par ultrafiltration ultérieure. La poudre contenait env. 86 % de B-
caseine et 14 % de o caséine. Malgré la concentration obtenue, la procédure n’était pas
appropriée pour produire des quantités plus grandes de B-caséine.
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