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tiefe Konzentration, (b) hohe Konzentration (DALGLEISH, 1997).
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1. Einleitung

Miichproteine besitzen neben der eméhrungsphysiologischen Bedeutung weitere funktionelle
Eigenschaften, die sie zu geschiizten Zutaten werden liessen. So basiert der grosste Teil be-
kannter Milchprodukte auf technologischen Veridnderungen an den Proteinkomponenten der
Milch. Die Einwirkung von Hitze, Druck, pH-Wert-Verdnderungen oder enzymatische Reaktio-
nen fithren dazu, dass Proteine Strukturen ausbilden. Die Eigenschaften dieser Produkte sind
vom physikalisch-chemischen Zustand und der Konzentration der Proteine sowie von den
Milieubedingungen abhéngig. Dabei spielen insbesondere die Wechselwirkungen der Proteine
mit anderen Lebensmittelinhaltsstoffen eine wichtige Rolle. Verschiedene Autoren (KINSELLA,
1976 und 1982; KINSELLA und DAMODARAN, 1981; CHEFTEL et al., 1992; DAMODAR-
AN, 1996) geben eine Liste der bekannten funktionelien Eigenschaften von Proteinen an. So ge-
horen die Wasseraufnahme, die Emulgiereigenschaft und die Schaumbildung zu den funktionel-
len Aufgaben, die Proteine beispielsweise in Back- und Konditoreiwaren wahrnehmen. Obwohl
Proteine eine Vielzahl von funktionellen Eigenschaften besitzen, werden sie in der Lebensmittel-
industrie vor allem in Gelen, Emulsionen und Schiumen eingesetzt.

Auch in der schweizerischen Milchwirtschaft besteht grosses Interesse an den funktionellen Ei-
genschaften der Milchinhaltsstoffe, insbesondere an den Emulgiereigenschaften der Milchpro-
teine. Aus diesem Grunde wurde an der Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft ein Projekt mit
dem Ziel, die Emulgiereigenschaften von Milchproteinen zu untersuchen und anwendungsbezo-
gen charakterisieren zu kénnen, lanciert.

Die Grenzfldchenaktivitit sowie die Filmbildungseigenschaften, die zur Bildung bzw. zur
Stabilisierung von Emulsionen fiihren, sind seit langem Gegenstand der internationalen For-
schung. Die folgende Arbeit hat zum Ziel, anhand der Fiille an wissenschaftlichen Arbeiten auf
diesem Gebiete, eine Ubersicht iiber die funktionellen Eigenschaften, insbesondere iiber die
Emulgiereigenschaften von Milchproteinen zusammenzustellen. Bevor auf die funktionellen
Eigenschaften der Milchproteine eingegangen wird, folgt im néchsten Kapitel eine kurze Uber-
sicht iiber die chemische Struktur und Zusammensetzung der in der Milch vorhandenen Proteine.

2. Chemische Struktur und Zusammensetzung der Milchproteine

2.1. Proteinstruktur

Proteine sind wie Peptide aus Aminosiuren aufgebaut, die siureamidartig verkniipft sind. Die
Struktur eines Proteins wird bestimmt durch die Aminoséduresequenz {(Primirstruktur), von der
die Konformation des Molekiils (Sekundir-, Tertidrstruktur) abhingt (BELITZ und GROSCH,
1987). In der Primérstruktur sind die Aminoséduren durch kovalente Bindungen verkniipft. Die
hohe Bindungsenergie von 330 - 420 kJ/mol (PLOCK, 1994) verhindert einen Bruch in der
Primérstruktur unter tiblichen Prozessbedingungen. Die Sekundirstruktur besteht aus ungleich-
missig iiber das Proteinmolekiil verteilten a-Helix- und p-Faltblattstrukturen (BELITZ und
GROSCH, 1987; LUDESCHER, 1996). Die a-Helix-Struktur wird durch Wasserstoffbriicken
stabilisiert. Die Lokalisierung von a-Helix- und B-Faltblattstrukturen innerhalb des Protein-
molekiils wird durch polare Bindungen, hydrophobe Interaktionen und sterische Effekte der
Aminosiurereste bestimmt und als Tertidrstruktur bezeichnet (WALSTRA und JENNESS, 1984;
BELITZ und GROSCH, 1987; LUDESCHER, 1996). Unter bestimmten Bedingungen liegen
Proteinuntereinheiten in Form von Molekiilaggregaten (Dimeren, Tetrameren, Octameren) vor,
die eine bestimmte Geometrie haben (Quartérstruktur). Diese werden durch nicht kovalente
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Assoziationen zusammengehalten. In Tabelle 1 sind die an der Stabilisierung der Proteinmole-
kiile beteiligten intramolekularen Krifte dargestellt.

Tab. 1: Intramolekulare Krafte zur Stabilisierung der Proteinmolekille (WALSTRA
und JENNESS, 1984; PLOCK, 1994; LUDESCHER, 1996)

Bindungstyp Bindungsenergie
[kJ/mol]
kovalente Bindung 330-420
elektrostatische Bindung 21-84
Wasserstoffbriicken 8-40
hydrophobe Assoziationen und van der Waals Bindung | 0.1 - 20

2.2. Wechselwirkungen zwischen Protein und Wasser

Die Proteinkonformation, die sich in wissriger Lésung einstellt, ist thermodynamisch kontrol-
liert und gekennzeichnet durch die Anderung der freien Energie AG des Systems.

AG = AH - TAS (2.1)

AG:  Anderung der freien Energie (Gibb’s Energie)
AH:  Anderung der Enthalpie
T: Temperatur

AS:  Anderung der Entropie

Das System ist bestrebt, einen energetisch méglichst giinstigen Zustand einzunehmen. Um
hydrophobe Seitenketten der Proteinoberfliche formieren sich hochgeordnete Wasserstrukturen,
die dazu fiihren, dass die Entropie des Wassers abnimmt. Durch gegenseitige Assoziation der
hydrophoben Seitenketten der Proteinemolekiile wird die Enthalpie gesenkt und das gesamte
System nimmt wiederum den Zustand der minimalen freien Energie an (WALSTRA und
JENNESS, 1984; WESTPHAL et al., 1996). Hydrophobe Interaktionen sind also eine direkte
Antwort auf die Verénderung der freien Energie AG des Wassers und basieren nicht auf hydro-
phoben Bindungen zwischen apolaren Gruppen untereinander. Solche Interaktionen tragen
massgeblich zur Ausbildung einer bestimmten Proteinkonformation und deren Stabilisierung bei
(LUDESCHER,1996). Die Konformation ist wiederum entscheidend fiir die technofunktionellen
Eigenschaften eines Proteins.

2.3. Milchproteine

Der durchschnittliche Proteingehalt der Milch betrigt 3.33%. Die beiden Proteinfraktionen,
Kaseine und Molkenproteine, unterscheiden sich hauptséchlich durch ihr unterschiedliches
Ldsungsverhalten im schwach sauren Bereich (pH 4.6). Sie liegen als kolloidal gelsste Feststoff-
partikel vor und unterliegen aufgrund ihrer Grésse von < 1um der Brown'schen Molekularbewe-
gung, was sie stabil gegen Sedimentation macht. Das unterschiedliche Verhalten von Kaseinen
und Molkenproteinen ist auf Unterschiede in der Aminosdurenzusammensetzung und damit auf
unterschiedliche Sekundér- und Tertidrstrukturen zuriickzufiihren (WALSTRA und JENNESS,
1984; DAMODARAN, 1996).



2.3.1. Kaseine

Die Kaseine machen etwa 2.8 - 3.2% der Milch aus und stellen die grésste Proteinfraktion dar.
Sie besitzen eine im Vergleich zu den Molkenproteinen ungeordnete Struktur (fast keine c-
Helix- oder B-Faltblattstruktur), was auf den relativ hohen Anteil der Aminosiure Prolin und
geladener Seitenketten zuriickzufiihren ist. Die Kaseine bestehen aus 4 Fraktionen, von denen
unterschiedliche genetische Varianten vorkommen: o -Kasein, o.5-Kasein, B-Kasein und
k-Kasein. Ein weiteres Protein, das y-Kasein, wird nicht als eigenstindiges Protein, sondern
als proteolytisches Spaltprodukt des p-Kaseins nach Einwirkung von Plasmin, angegeben
(WALSTRA und JENNESS, 1984).

Alle Kaseine besitzen Phosphatgruppen, die in einer Esterbindung an Seitenketten gebunden
sind (WALSTRA und JENNESS, 1984). asp- und k-Kasein besitzen je zwei Cysteinreste. Diese
beiden Proteine sind, falls nicht in die Mizelle integriert befihigt, intermolekulare Disulfidbriik-
ken auszubilden, was in der Folge zusammen mit anderen Proteinen zu einer Netzwerkbildung
fithren kann.

Die Kaseine liegen in der ungekiihlten Milch in Form von sphirischen Partikeln in aggregierter
Form als sogenannte Mizellen vor. Durch die Phosphorylierung der Serin-Seitenketten und die
anschliessende Bildung von Calcium-Phosphat-Briicken lagern die Kaseine zusammen und
bilden sogenannte Submizellen. Mit Hilfe von kolloidalem Calcium-Phosphat werden die Sub-
mizellen zu grdsseren Einheiten, den Mizellen, verbunden. Das k-Kasein besitzt als einziges
Kasein Kohlenhydrate, die vor allem am C-terminalen Ende der Kette lokalisiert sind und dieses
zusammen mit negativ geladenen Gruppen hydrophil machen. Wegen dieses hydrophilen Endes
sind die k-Kaseine an der Oberfliche der Mizellen lokalisiert, wo sie fiir die Hydratation der ge-
samten Mizelle verantwortlich sind. Die hydrophilen Enden ragen in die wisserige Phase, wo-
durch die Mizelle zusitzlich sterisch stabilsiert wird (WALSTRA und JENNESS, 1984; HOLT
und HORNE, 1996). Die in die wisserige Phase herausragenden hydrophilen Enden

des k-Kaseins haben zur Begriffsdefinition "haarige” (engl. "hairy") Mizellenoberflidche gefiihrt.
Die "haarige" Schicht an der Mizellenoberfliche soll nach WALSTRA und JENNESS etwa 5
nm dick sein.

Diese #dusserste Schicht der Kaseinmizelle von k-Kasein stellt eine sterische Barriere gegen
Aggregation dar (HOLT & HORNE, 1996). Der Schutz gegen Aggregation kann durch enzyma-
tische Entfernung der Haare, beispielsweise bei der Labgerinnung oder bei verminderter L5s-
lichkeit in Gemischen mit organischen Losungsmitteln, iiberwunden werden. Nach welchen
Mechanismen jedoch die sterische Abstossung bei der Saurefillung und Hitzekoagulation von
Milch iiberwunden wird ist weitgehend unbekannt (HOLT und HORNE, 1996). Die sterische
Stabilisierung der Kaseinmizellen wird im Kapitel 3.4.1.5 “Stabilisierung von Emulsionen” ge-
nauer beschrieben.

2.3.2. Molkenproteine

Die Trennung in Kaseine und Molkenproteine erfolgt entweder durch proteolytische Pri-
zipitation des Kaseins nach Abspalten des Glycomakropeptides vom k-Kasein oder durch eine
Séurefillung der Kaseine am isoelektrischen Punkt (IEP = 4.6). Die molkenproteinhaltige Lab-
oder Siissmolke bzw. die Sanermolke unterscheiden sich in der Vorbehandlung, der Zusammen-
setzung insbesondere des Proteose-Pepton (Glykomakropeptid) und der Mineralstoffe.
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Die Molkenproteine machen etwa 19.3% bis 21.2% des Milchproteins aus {(WALSTRA und
JENNESS, 1984). Alle sind globuldre Proteine mit einer echten Tertidrstruktur. Im Gegensatz zu
den Kasetnen bleiben die Molkenproteine beim pH-Wert 4.6 in Lésung und sind hitzelabil. Die
beiden Hauptkomponenten der Molkenproteine, das B-Lactoglobulin (B—Lg) und das a-
Lactalbumin (¢-La), machen 75% bis 80% der gesamten Fraktion aus, wobei das Mengen-
verhiltnis bei etwa 3:1 liegt. Die restlichen 20% bis 25% setzen sich aus Blutserumalbumin
(BSA), Immunglobulinen (Ig) und Proteose-Peptonen sowie diversen Enzymproteinen
zusammen {WALSTRA und JENNESS, 1984).

Tab. 2: Chemische und physikalische Eigenschaften der wichtigsten Molkenproteinfraktionen;
B-Lg*: Monomer; Werte in (): isoionischer Punkt; (WALSTRA und JENNESS, 1984; PLOCK,
1994).

B-Lg* a-La BSA

A B
Konz. in Milch {g/kg] 0.32 0.12 0.04
Molekulargewicht [D] 18 363 18 277 14 176 66 267
isoelektr. pH-Bereich (5.35) (5.41) 42-45 4.7-5.1
Hydrophobizitit 5.03 4.68 4.14
[kJ/mol]
apolare Reste [%] 34.60 36.00 28.00
Lysin-Reste 15 12 59
Disulfid-Bindungen 2 4 17
Thiolgruppen 1 - -
a-Helix-Anteil [%] 15 26 54
B-Faltblatt-Anteil [%] 50 14 18

Einige chemische und physikalische Eigenschaften von B-Lactoglobulin, c-Lactalbumin und
Blutserumalbumin sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. -Lactoglobulin ist die mengenmissig bedeu-
tendste Molkenproteinfraktion und setzt sich hauptsichlich aus den genetischen Varianten A und
B zusammen. Von besonderer Bedeutung sind die beiden intramolekularen Disulfidbriicken und
die freie Thiolgruppe, die im nativen Zustand dem Kontakt mit der wisserigen Umgebung ent-
zogen ist. Sie tragen massgeblich zur Stabilitdt und Funktionalitit des B-Lactoglobulins bei. Bei
20°C und neutralem pH-Wert liegt B-Lactoglobulin als assoziiertes Dimer vor, das durch elek-
trostatische Bindungen zusammengehalten wird. Je nach Anderung der Milieubedingungen (pH-
Wert, Hitzebehandlung) dissoziiert bzw. assoziiert das B-Lactoglobulin zu Monomeren bzw.
Octameren.

Durch pH-Wert- oder thermisch-induzierten Zerfall der Dimere wird die Thiolgruppe leichter
zuginglich und eine Reihe von Folgereaktionen, die einen wesentlichen Einfluss auf die funktio-
nellen Eigenschaften besitzen, werden méglich. Die Reaktivitit der Thiolgruppe nimmt bei pH-
Werten oberhalb 6.5 stark zu (WALKENSTROM, 1993).

Beim o-Lactalbumin existieren die beiden genetischen Varianten A und B. Der Aufbau ist
eben-falls globulédr und gleicht demjenigen des Lysozyms des Hithnereiweisses (WALSTRA und
JENNESS, 1984). Es hat vier intramolekulare Disulfild-Briicken, jedoch keine freie Thiol-
gruppe. Durch Einbinden von Calcium wird a-Lactalbumin zusétzlich stabilisiert. Mit fallendem
pH-Wert nimmt die Menge an gebundenem Calcium (1.5mol Ca/mol «-La) ab, bis sie unterhalb
pH 3.5 bis 4.0 ganz verloren geht.
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3. Funktionelle Eigenschaften der Milchproteine

Nach DAMODARAN (1996) sind die funktionellen Eigenschaften von Proteinen Ausdruck
zweier molekularer Hauptaspekte: der hydrodynamischen sowie der Oberflichen bzw. Grenzfli-
chen bezogenen Eigenschaften. Unter den hydrodynamischen Eigenschaften werden Protein-
Wasser-Wechselwirkungen verstanden. Zu diesen gehéren Wasseraufnahme, Wasserbindungs-
vermdgen, Benetzbarkeit, Quellung, Haftvermégen (Adhision), Dispergierbarkeit, Loslichkeit
und Viskositit. Die zweite Gruppe von Eigenschaften betrifft Ober- bzw. Grenzflichenspan-
nung, Emulgiervermdgen und Schaumungseigenschaften von Proteinen. CHEFTEL et al. (1992)
gibt eine dritte Gruppe von funktionellen Eigenschaften an, die auf Protein-Protein Wechselwir-
kungen beruhen. Zu dieser gehéren Phinomene wie Filmbildung, Fillung, Gelierung oder Bil-
dung spezieller Strukturen (Fasern). Die Gruppen kénnen nicht klar gegeneinander abgegrenzt
werden, da verschiedene Eigenschaften wie zum Beispiel die Gelbildung auf Protein-Wasser-
und Protein-Protein-Wechselwirkungen beruhen.

3.1. Protein-Wasser-Wechselwirkungen (hydrodynamische Eigenschaften)
3.1.1. Interaktionen mit Wasser

Aufgrund der sigmoidalen Kurve der Sorptionsisothermen lassen sich nach KINSELLA und
FOX (1986) sowie CHEFTEL et al. (1992) sechs unterschiedliche, physikalische Zustinde von
Wasser im hydratisierten Molekiil mit zunehmendem a,.-Wert festhalten.

Eine Anderung der Konformation sowie der Umgebungsfaktoren (z.B. pH-Wert, Ionenstirke,
Temperatur) kénnen einen entscheidenden Effekt auf die Wasserbindung der Proteine ausiiben.
Wegen der Protonierung der Carboxylgruppen und verstirkter hydrophober Interaktionen zwi-
schen den Proteinmolekiilen zeigen die meisten Proteine beim IEP die geringste Wasserbindung
(DAMODARAN, 1996).

Fiir die Funktionalitit der Proteine ist vor allem die Fihigkeit wichtig, Wasser in Form von ka-
pillarem Wasser zu binden und dieses unter Ausbildung eines Netzwerkes zu halten {(DAMO-
DARAN, 1996). Die Aufnahme von Wasser durch Proteine, die zu einer Quellung ohne L§sung
des Proteins fiihrt, hat wesentlichen Einfluss auf die Konsistenz, Viskositit und Adhision von
Lebensmitteln (CHEFTEL et al. 1992).

3.1.2. Loslichkeit

Die Léslichkeit ist eine Grundvoraussetzung fiir die Leistung eines Proteins in bestimmten An-
wendungen (MULVIHILL und FOX, 1987, DAMODARAN 1996). Wie bereits erwihnt, beru-
hen die Wechselwirkungen zwischen Protein und Wasser, und somit die Loslichkeit der Protei-
ne, auf einer Anderung der gesamten freien Energie des Wassers infolge von Interaktionen von
hydrophoben und hydrophilen Seitenketten an der Oberfliche des Proteins mit dem umgebenden
wisserigen Losungsmittel. Die Loslichkeit der Proteine hingt von den folgenden Faktoren ab:
pH-Wert, Ionenstiirke, Temperatur, Polaritit des Lésungsmittels, Verfahrensbedingungen bei der
Herstellung des Proteinkonzentrates. Der Einfluss des pH-Wertes und der Ionenstirke auf die
Loslichkeit der Proteine beruht auf der Verinderung der elektrostatischen Krifte innerhalb des
Proteinmolekiils.
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Die Kaseine sind wie die meisten Proteine am IEP unléslich, wihrenddem die Molkenproteine
im pH-Bereich von 3 bis 9 16slich sind (DAMODARAN, 1996). Nach der Neutralisation der La-
dungen am IEP folgt aufgrund hydrophober Interaktionen die Aggregation von Protein-
molekiilen, was zur Ausfillung der Kaseine am IEP fiihrt. Bei den Molkenproteinen sorgt der
geringe Anteil hydrophober Seitenketten an der Molekiiloberfliche dafiir, dass der Hydrata-
tionsmantel auch bei Abnahme der Ladungen bestehen und somit das Protein beim IEP in L&-
sung bleibt.

lonenstirke und pH-Wert besitzen teilweise komplemetére Effekte auf die Proteinldslichkeit.
Neben dem Einfluss der Ionenstirke auf die elektrostatischen Krifte innerhalb des Proteinmole-
kiils besitzen Salze ionenspezifische Effekte, die eine Verinderung der hydrophoben Krifte und
somit eine Verdnderung der Loslichkeit bewirken. Dieser Einfluss verschiedener Salze auf die
Léslichkeit der Proteine wird mit dem Einsalz- und Aussalzeffekt beschrieben.

Die Vorbehandlung der Proteine hat ebenfalls einen wesentlichen Einfluss auf deren Lslichkeit.

Eine Denaturierung der Proteine mit nur geringen Verinderungen in der Konformation kann zu
einer drastischen Abnahme der Proteinléslichkeit fiihren.

3.2 Protein-Protein-Wechselwirkungen

Die Gelbildung muss sorgfiltig von vergleichbaren Phinomenen, bei denen die Dispersion einer
Proteinlésung abnimmt, unterschieden werden.

Tab.3: Definition der Gelbildung und vergleichbarer Phinomene (CHEFTEL et al., 1992)

Bezeichnung Definition

Assoziation Verbindung von Proteinuntereinheiten oder einzelner Molekiile

Polymerisation Bildung grésserer, ungeordneter Komplexe oder Einheiten

Prizipitation Aggregatbildung mit teilweisem oder vollstindigem Verlust der
Loslichkeit

Flockung ungeordnete Aggregatbildung, die nicht mit einer Denaturierung ver-
bunden ist

Koagulation ungeordnete Aggregatbildung, die mit einer Denaturierung verbun-
den ist

Gelbildung/Gelierung | Bildung geordneter Netzstrukturen durch Zusammenlagerung dena-
turierter Proteine

In den meisten Fillen ist eine Erhitzung fiir die Bildung von Proteingelen unerlésslich (CHEF-
TEL et al., 1992; WALKENSTROM, 1993; DAMODARAN, 1996). In der Literatur wird diese
Art von Gelen auch “heat-set-Gel” genannt. Ausgehend von einer Proteinlésung sind die ersten
Schritte der thermischen Gelbildung wie folgt zu definieren:

1 2
(p,), =nP, >nP, (3.1)
wobei P, = natives Protein
P, = denaturiertes Protein

n = Dimer: n=2; Tetramer: n=4; Octamer: n=8
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Beim ersten Schritt erfolgt die reversible Dissoziation der Quartérstruktur zu Untereinheiten. Der
folgende zweite Schritt beinhaltet die je nach Auffaltungsgrad reversible bzw. irreversible De-
naturierung der Tertidr- und Sekundirstruktur (insbesondere bei Milchproteinen oft nur partielle
Auffaltung).

Nach WALKENSTROM (1993) und CHEFTEL et al. (1992) kann die endgiiltige Gelstruktur
nach folgendem Mechanismus entstehen:

xP Erhitzung N XPD Erhitzung / Abkithlung >(l;;.[)) (3'2)
x

N

wobei (Pp), = aggregiertes, teilweise denaturiertes Protein

Durch eine Hitzebehandlung werden Proteinmolekiile gezielt aufgefaltet (teilweise denaturiert),
wodurch reaktive Gruppen, insbesondere hydrophobe Gruppen in globuldren Proteinen freige-
setzt werden. Infolge hydrophober Interaktionen und Protein-Protein-Wechselwirkungen wird
ein Netzwerk aufgebaut, das das freie Wasser einschliesst. Dabei wirken elektrostatische und
ionische Interaktionen (Ca**- und Mg*-Briicken), Wasserstoffbriicken, hydrophobe Interak-tion-
en und Disulfid-Bindungen als Anziehungskrifie zwischen den Proteinen. Hydrophobe Interak-
tionen sind die Hauptursache fiir die nach der Hitzebehandlung stattfindende Aggregation. Je
nach Geschwindigkeit der einzelnen Reaktionsschritte entstehen Gele mit unterschiedlicher
Struktur. Je langsamer die Aggregationsreaktion im Verhiltnis zur Denaturierungsreaktion ver-
lauft, desto mehr Zeit haben die teilweise aufgefalteten Polypeptide, sich vor der Aggregation
auszurichten. Auf diese Weise werden Gele mit einer geordneten, homogenen Struktur und glat-
ter, elastischer, transparenter Konsistenz gebildet, die stabil gegen Synirese/Wasserlissigkeit
sind. Gele die aus stark aggregierten Proteinpartikeln bestehen, sind dagegen undurchsichtig,
wenig elastisch und sehr instabil (Synirese/Wasserldssigkeit) (WALKENSTROM, 1993).

3.2.1. Gelbildung von Milchproteinen

Bekanntestes Beispiel der Strukturbildung ist die Koagulation der Kaseinmizellen in Milch bei
der Herstellung verschiedenster Milchprodukte. Bei der Kiseproduktion wird die Koagulation
durch die proteolytische Wirkung von Chymosin auf das k-Kasein eingeleitet und erfordert Ca*'-
Ionen. Die Einstellung des pH-Wertes auf den isoelektrischen Punkt der Milch fiihrt ebenfalls
zur Koagulation. Kaseinmizellen und Kaseinate sind bei pH-Werten iiber 6 sehr hitzestabil, was
auf die wenig ausgeprigte Sekundir- und Tertidrstruktur der Kaseine zuriickzufiihren ist (WAL-
STRA und JENNESS, 1984).

Molkenproteine weisen in einer wisserigen Losung bei einer Konzentration iiber 5% gute Gel-
bildungseigenschaften auf, wenn sie auf 70 bis 85°C erhitzt werden. Dabei ist die Fahigkeit zur
Bildung von Gelen vor allem von der Konzentration an 3-Lactoglobulin abhingig, da dieses
aufgrund der freien Thiol-Gruppe sehr reaktiv ist. Der pH-Wert muss sorgfiltig eingestellt
werden, so dass ein Gleichgewicht zwischen Denaturierungsrate (Auffaltungsrate) und Aggrega-
tionsrate entsteht. WALKENSTROM (1993) gibt an, dass fiir die Auffaltung der globuliren
Proteine eine Hitzebehandlung im basischen Bereich optimal ist. So werden Aggregationsreak-
tionen vermindert. Dagegen bilden wisserige Losungen von hitzebehandelten Proteinen bei
einem pH-Wert von 5.0 Gele mit der hdchsten Gelstirke (Viskositit Brookfield). Durch
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die Aufhebung der elektrostatischen Abstossung findet eine starke Aggregation statt, wodurch
die Bildung von Disulfid-Briicken begiinstigt wird. Die Gelbildungseigenschaften von Molken-
proteinen ist stark von der Tonenkonzentration abhingig. Bei pH-Werten iiber 5.5 fiihrt die An-
wesenheit von divalenten lonen, insbesondere Ca** -Ionen zur Reduktion der elektrostatischen
Abstossung zwischen den Polypeptiden, was die Gelbildung begiinstigen kann (WALSTRA und
JENNES, 1984; CHEFTEL et al., 1992).

3.3. Oberflichen- und grenzflichenaktive Eigenschaften

Wegen ihrer grenzflichen- bzw. oberflichenaktiven Eigenschaften sind Proteine beféhigt, Dis-
persionen zu bilden und zu stabilisieren. Ein disperses System besteht aus mindestens zwei nicht
oder nur teilweise mischbaren Phasen, die fein ineinander verteilt sind. Dabel ist die innere Pha-
se in der dusseren, kontinuierlichen Phase dispergiert. Je nach Aggregatszustand des Disper-
stonsmittels und der dispergierten Substanz gibt es verschiedene Arten von Dispersionen. Im
Folgenden werden hauptsichlich Makroemulsionen (Tropfengréssenverteilung 0.1 - 50 um) in
der Form von Ol-in-Wasser (O/W) Emulsionen behandelt und als ‘Emulsion’ bezeichnet. Mit
dem Wort "Grenzfliche" wird die Phasengrenze zwischen zwei nicht mischbaren, fliissigen Pha-
sen und mit "Oberfliche” die Phasengrenze zwischen Luft (Gas) und einer Fliissigkeit bezeich-
net.

Bevor auf die Emulgiereigenschaften der Milchproteine im einzelnen eingegangen wird, sollen
die allgemeinen Grundlagen im Zusammenhang mit ,,Emulsionen und ,,Emulgiertechnik* er-
ldutert werden.

3.3.1. Emulsionen: Grundlagen

Emulsionen sind Dispersionen von zwei nicht miteinander mischbaren Fliissigkeiten, von denen
die eine in Form fein dispergierter Tropfchen und die andere in Form einer kontinuierlichen Pha-
se vorliegt. Die Mehrzahl der Lebensmittelemulsionen sind vom Typ Ol-in-Wasser (O/W) oder
Wasser in O1 (W/O) (CHEFTEL et al., 1992). Aufgrund nicht kompensierter, intermolekularer
Krifte entsteht an der Grenzflache zwischen den beiden Fliissigkeiten eine Grenzlichenspan-
nung (DUKHIN et al., 1995). In Abbildung 1 ist die Grenzflichenspannung in einem mechani-
schen Modell mit Kraftvektoren dargestellt.



Abb. 1:  Vereinfachte Darstellung der asymmetrischen Krifte, die auf ein Molekiil an der Pha-
sengrenze wirken. (DUKHIN et al., 1995)

Die Grenzflichenspannung y kann auch als Ausdruck der freien Energie pro Grenzflicheneinheit
(Jm-2 = Nm-!) beschrieben werden (DUKHIN et al., 1995).

y= (E) wobeil G: freie Energie (nach Gibbs) (3.3)
dA/ 1

A: Grenzfliche

Emulsionen sind thermodynamisch instabil. Das System ist bestrebt, die Grenzfliche zwischen
lipophiler und hydrophiler Phase durch Zusammenfliessen von Tropfen, sogenannter Tropfen-
koaleszenz, zu verringern. Dabei wird die in der Grenzfldche gespeicherte Energie frei. Koales-
zenz von Tropfen kann zur vollstindigen Phasentrennung fiihren (Brechen der Emulsion).

Da das System bestrebt ist, die freie Energie méglichst tief zu halten, muss Arbeit verrichtet
werden, um die Grenzflache zu vergréssem. Bei isothermen und isobaren Bedingungen gilt:

W =17 -AA wobei W: Arbeit (3.4)

Je tiefer die Grenzflichenspannung, desto tiefer die aufgewendete Energie, die fiir eine Ver-
gréosserung der Grenzfliche eingesetzt werden muss.

Durch die Zugabe von Emulgierhilfsstoffen (Emulgatoren, Stabilisatoren) kann zumindest tiber
einen bestimmten Zeitraum hinweg verhindert werden, dass Tropfen koaleszieren. Emulgatoren
sind chemische Substanzen oder Mischungen, die an der Phasengrenzfliche adsorbieren und die
Grenzflichenspannung emiedrigen. Emulgatoren verbessern vorwiegend die Kurzzeitstabilitét
einer Emulsion wihrend der Emulsionsbildung (WALSTRA und SMULDERS, 1997). Stabili-
satoren sind Substanzen, die in der kontinuierlichen Phase 16slich sind und deren Viskositit er-
héhen. Sie adsorbieren nicht an der Phasengrenzfldche und werden auch als Dickungsmittel
bezeichnet. Typische Stabilisatoren sind Hydrokolloide, meist Polysaccharide und halbsyntheti-



10

sche Stabilisatoren, die in Lebensmittelemulsionen eingesetzt werden. Stabilisatoren sollen
liberwiegend eine gute Langzeitstabilitit der Emulsion gewihrieisten (STANG, 1998).

Proteine kénnen aufgrund ihrer Grenzflachenaktivitéat an Phasengrenzfliachen adsorbieren. Da
Proteine Makromolekiile sind, erhéhen sie zusitzlich die Viskositét der kontinuierlichen Phase.

Im Rahmen des Forschungsprojektes an der Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft war das Ziel
der Arbeiten, Proteine vor allem wegen ihrer grenzflichenaktiven Eigenschaften und somit als
Emulgatoren zu untersuchen und zu betrachten.

Tabelle 4 enthilt die von STANG (1998) angegebene Einteilung fiir verschiedene Emulgierhilfs-
stoffe.

Tab.4: Einteilung der Emulgierhilfsstoffe (STANG, 1998)

Emulgierhilfsstoff |Grenz- | Wirkung Molekular- | Beispiele aus der Lebens-
flachen- gewicht mittelindustrie
aktivitit
niedermolekularer |ja iiberwiegend zur tief Monoglyceride, Polysor-
Emulgator Verbesserung der <1.3kDa [bate, Lezithin
Kurzzeitstabilitét
makromolekularer |ja sowohl zur Verbes- |hoch Milchproteine, Proteine
Emulgator: Protein serung der Kurz- als |> 10kDa |des Eigelbes
auch der Langzeits-
tabilitit
Stabilisator nein iiberwiegend zur Stéarke, Pektine, Glukose,
Verbesserung der Cellulosederivate etc.
Langzeitstabilitét

3.3.1.1. Emulsionsbildung

Die mittlere Tropfengrésse bzw. die Tropfengréssenverteilung von Emulsionen ist ein wichtiges
Qualitidtsmerkmal und bestimmt u.a. die Konsistenz, das Fliessverhalten, die Lagerstabilitit und

die Farbe des Endproduktes. Es gibt viele Methoden, um Emulsionen und Schiume herzustellen.
In allen Fillen werden Tropfen oder Luftblasen durch mechanische Krifte des umgebenden Me-
diums aufgebrochen und in kleinere umgewandelt. Der Laplace-Druck p; wirkt der Deformation
oder dem Tropfenaufbruch entgegen:

pL =7 (1/R; + 1/R;) wobei y: Grenzflichenspannung (3.5)
R, und R;: Kriimmungsradii

Tropfenaufbruch kann einerseits durch Scherkrifte, andererseits durch lokale Druckunterschiede,
die je nach Fliessverhalten (laminar, turbulent) wirken, erzeugt werden (WALSTRA and
SMULDERS, 1997).

Je tiefer die Grenzflachenspannung vy ist, desto geringer ist der mechanische Energieeintrag, um
die Emulsion zu bilden. Oberflichen- bzw. grenzfldchenaktive Stoffe wandern aufgrund der
Wechselwirkung ihrer hydrophilen bzw. lipophilen Gruppen mit der polaren bzw. apolaren Pha-
se an die Phasengrenze und belegen diese. Der hydrophile Teil ist in die Wasserphase und der
lipophile Teil in die apolare Olphase getaucht. Durch die Besetzung der Grenzfliche bilden
Emulgatoren einen Grenzflichenfilm. Bei makromolekularen Stoffen kann durch intermoleku-
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lare Interaktionen zwischen den an der Phasengrenze adsorbierten Molekiilen ein viskoelasti-
scher Grenzflichenfilm entstehen.

Die Grenzflichenbelegungsdichte Gamma (I") gibt an, wieviel Mol einer grenzflachenaktiven
Substanz pro Grenzflicheneinheit adsorbiert ist.

= EAL wobel n;; Menge Mol der Komponente i (3.6)
A: Phasengrenzfliche A

Fiir die Bildung und Stabilitét einer Emulsion ist die Grenzflachenbelegungsdichte I” von Be-
deutung. Die Erfassung der Grenzflichenbelegungsdichte an Fliissig-Fliissig-Phasengrenz-
flachen ist messtechnisch schwer zugénglich. Sie kann jedoch iiber die Messung der Grenz-
flichenspannung y bestimmt werden. Im dynamischen Gleichgewicht stellt sich in Abhingig-
keit von der Emulgatorkonzentration eine bestimmte Grenzflichenbelegungsdichte I' und eine
entsprechende Grenzflichenspannung y ein. Diese Konzentrationsabhéngigkeit von I" und y im
Adsorptionsgleichgewicht ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2: Konzentrationsabhingigkeit der Grenzflichenspannung sowie der Grenzfliachen-
belegungsdichte. (BULTERMANN und STANG, 1996)

Mit zunehmender Konzentration des Emulgators cg nimmt die Grenzflichenspannung ab bzw.
die Grenzflichenbelegungsdichte zu, bis diese ein Maximum bei der kritischen Mizellen-
bildungskonzentration (CMC) erreicht (DUKHIN et al., 1995; BULTERMANN und STANG,
1996).

Der Zusammenhang zwischen Grenzfldchenspannung und der Grenzflichenbelegungsdichte
kann mit Hilfe der Gibbsschen Adsorptionsisothermengleichung beschrieben werden:

__ (&
F=-%T \dlna) (3.7)
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wobei R:  allgemeine Gaskonstante

T: Temperatur
y: Grenzflichenspannung im Gleichgewicht
a: Aktivitdtskoeffizient (ndherungsweise Konzentration cg des Emulgators)

Die Belegung der Grenzfliche bewirkt die Ausbildung eines Filmdruckes 7 an der Grenzfliche.
Der Ausdruck "Filmdruck” wird sehr oft bei der Beschreibung der Adsorption an bereits be-
setzten Grenzflachen verwendet. Fiir die Besetzung einer Grenzfliche muss mit zunehmender
Belegungsdichte Arbeit gegen den Filmdruck verrichtet werden (WALSTRA und JENNESS,
1984; WALSTRA und DE ROOQOS, 1993).

T=Y, -7 (3.8)

wobel y,: Grenzflichenspannung zur Zeit t=0
¥: Grenzflichenspannung zur Zeit t

Bei der Emulsionsbildung spielen sich neben dem Tropfenaufbruch weitere Prozesse wie Kolli-
sion, Aggregation und Koaleszenz ab, die vor allem bei einer Emulgatorkonzentration unterhalb
der kritischen Mizellenbildungskonzentration (CMC) statt finden. Im Homogenisierspalt erfol-
gen alle diese Vorginge mehrfach und in kiirzester Zeit (us). Die Bedeutung der Emulgatoren
withrend der Emulsionsbildung liegt nach WALSTRA und SMULDERS (1997) nicht nur bei der
Herabsetzung der Grenzflichenspannung y, sondern auch im Aufbau eines Grenzflichenspan-
nungsgradienten.

Folgende Gleichgewichtsgrenzflichenspannungen werden in Lebensmittelsystemen approxima-
tiv erreicht (WALSTRA und SMULDERS, 1997):

Tab. 5: Gleichgewichtsgrenzflichenspannungen in Lebensmittelsystemen

Art der Phasengrenze Grenzflichenspannung y
Wasser/Luft 72 mN/m

Schaum (mit Emulgator) > 35 mN/m

Ol/Wasser mit Protein =10 mN/m

Ol/Wasser mit niedermolekularem Emulgator =3 mN/m

3.3.1.2. Grenzflichenbesetzungskinetik

Die Besetzung der Grenzfliche in Abhéngigkeit der Zeit (Grenzflichenbesetzungskinetik) ist ein
wichtiger Faktor bei der Bildung einer Emulsion. Wird das Adsorptionsgleichgewicht gestort
wie dies beim Emulgierprozess durch die andauernde mechanische Zerkleinerung der disper-
gierten Phase stattfindet, versucht das System das Gleichgewicht mit Hilfe der Besetzung der
neu enstandenen Grenzflichen wieder herzustellen. Die wihrend des Emulgierprozesses stiandig
neu entstehende Phasengrenzfliche muss méglichst schnell von Emulgatormolekiilen

besetzt werden, damit die Tropfen weiter zerkleinert und die neu gebildeten Tropfen ausreichend
gegen Aggregation und Koaleszenz geschiitzt werden (AMBARCI und ARMBRUSTER, 1987;
KARBSTEIN und SCHUBERT, 1995a und b; DUKHIN et al. 1995, STANG, 1998). Modelle
zur Beschreibung der Grenzflichenbesetzungskinetik werden bel verschiedenen Autoren be-
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schrieben (TORNBERG, 1978; MAC RITCHIE, 1978; HOLLEY, 1984; DE FEIITER und
BENJAMINS, 1987; DUKHIN et al., 1995).

3.3.1.3. Stabilisierung der Emulsion

Mikroemulsionen mit einer durchschnittlichen Trépfchengrésse von < 1um unterliegen der
Brown'schen Wiarmebewegung und sind somit stabil gegen Instabilititserscheinungen. Makro-
emulsionen wie sie grisstenteils in der Lebensmittel verarbeitenden Industrie vorkommen sind
thermodynamisch instabil. Das System mdchte die Grenzflache zwischen lipophiler und hydro-
philer Phase durch Zusammenfliessen von Tropfen verringern. Dies kann zur vollstindigen Pha-
sentrennung d.h. zum Brechen der Emulsion fiihren.

Sobald grenzflichenaktive Molekiile an der Phasengrenzfliche adsorbiert sind, 18st eine Ver-
grosserung oder eine Kompression der Grenzfliche eine Verdnderung der Grenzflichenspannung
aus, die mit dem Begriff ,,surface dilational modulus Egp* erklirt werden kann (WALSTRA
und SMULDERS, 1997).

Esp = dy/dInA wobei dy: Anderung der Grenzflichenspannung 3.9)
dA: Anderung der Grenzfliche

Die daraus berechnete Viskositit des Grenzflichenfilmes ist ein wichtiges Kriterium zur Ab-
schitzung der Stabilsierung einer Emulsion wihrend der Emulsionsbildung und wihrend der La-

gerung.

Im folgenden sind verschiedene Mechanismen, die zur physikalischen Instabilitit einer Emulsion
fithren kénnen, kurz beschrieben und in Abbildung 3 dargestellt (WALSTRA, 1987, WALSTRA
und SMULDERS, 1997; DALGLEISH, 1997). Mit dem Begriff ,,Ostwald-Ripening* wird der
Verlust der kleineren Partikel zu Gunsten der Partikel mit grésserem Durchmesser beschrieben.
Dieser Effekt ist abhéngig von der Léslichkeit der dispergierten in der kontinuierlichen Phase
und hat somit vor allem bei der Stabilisierung von Schiumen grosse Bedeutung. Wegen der
Dichtedifferenz zwischen Ol und Wasser kommt es zur Sedimentation der Wassertropfen in ei-
ner W/O-Emulsion bzw. zur Aufrahmung der Oltropfen in einer O/W-Emulsion. Anziehungs-
krifte verschiedenster Art zwischen den dispergierten Tropfen bewirken eine Aggregation
(Agglomeartion, Traubenbildung). Als Folge von Filmrisse fliessen die aggregierten Tropfen
zusammen (Koaleszenz) und es kommt zu einer echten Anderung der Tropfengréssenverteilung.
Die urspriingliche Tropfengrgssenverteilung kann nur durch erneutes Emulgieren hergestellt
werden.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die sogenannte ,,Depletion flocculation® (Filmverdiin-
nungsaggregation). Dispergierte Tropfen aggregieren, falls der Film an kontinuierlicher Phase
zwischen den Tropfen bis zu einer kritischen Dicke verdringt wird. Dies ist der Fall, wenn Poly-
saccharide, die in geringer Konzentration als Verdickungsmittel zugegeben werden, zu gross
sind, um zwischen den Tropfen Platz zu finden und einen osmotischen Druck auf die wisserige,
kontinuierlichen Phase zwischen den Tropfen ausiiben.

Durch die Adsorption von Makromolekiilen, insbesondere Proteinen, an der Tropfenoberfliche
kann es zur Briickenbildung (,,bridging flocculation®) zwischen zwei benachbarten Tropfen
kommen. Milchfettkiigelchen kdnnen nach der ersten Homogenisationsstufe durch Kaseinmi-
zellen verbunden werden, was zur Aufrahmung des Milchfettes fiihrt. Deshalb wird die Milch
zweistufig homogenisiert.
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Abb. 3: Physikalische Veriinderungen, die zur Instabilitit einer Ol-in-Wasser Emulsion fiihren.
(DALGLEISH, 1997)
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Zur Erkldrung der Stabilitat bzw. Instabilitit von dispersen Systemen in wisseriger Losung ha-
ben unabhingig voneinander Derjaguin und Landau sowie Vervey und Overbeek die Anzie-
hungs- (V) und Abstossungsenergie (VR) zur gesamten Wechselwirkung iiberlagert (SCHU-
BERT, 1996). Die Theorie wird nach den Anfangsbuchstaben dieser Autoren mit DLVO-
Theorie bezeichnet.

V=V, + Vg (3.10)

Dabei wird die Abstossung (Vg) vom elektrostatischen Potential der Phasengrenze, Zeta (W),
und die Anziehung (V4) von Van der Waals-Kriiften bestimmt. Bereits wihrend der Emulsions-
bildung sind verschiedene Mechanismen zum Schutz gegen Koaleszenz der neu gebildeten Trop-
fen vorhanden. Die sterische Abstossung durch an der Oberflache adsorbierte Emulgatoren
verhindert Koaleszenz. Durch den Aufbau eines Grenzflichenspannungsgradienten entlang der
Phasengrenzfliche kann die Filmverdiinnungsrate (Geschwindigkeit mit der der Wasserfilm zwi-
schen zwei sich annihernden Oltropfen diinner wird) reduziert und der Gibbs-Marangoni Effekt
erhdht werden. Dies geschieht durch die Verschiebung von adsorbierten Emulgatormolekiilen
entlang dem Spannungsgradienten. Die wandernden Molekiile ziehen benachbartes Wasser mit.
Dieses Wasser bewirkt, dass sich angeniherte Tropfen wieder voneinander entfernen (WAL-
STRA und SMULDERS, 1997).

Allgemein anerkannt ist, dass Emulsionen durch sterische Behinderung, rheologische Eigen-
schaften des Grenzflichenfilmes und Viskositit der kontinuierlichen Phase stabilisiert werden
(DAMODARAN, 1996; SCHUBERT, 1996; WALSTRA und JENNESS, 1984; WALSTRA
1987; DUKHIN et al., 1995; KARBSTEIN, 1994). Bei der sterischen Stabilisierung ragen lang-
kettige Emulgatormolekiile, die an der Phasengrenze adsorbiert sind, mit ihren hydrophilen Ab-
schnitten und Enden in die kontinuierliche Phase und verhindern bei einer Anniherung zweier
dispergierter Tropfen, dass der kritische Oberflichenabstand unterschritten wird. Solche hydro-
philen Abschnitte und Enden werden “loop” (Schlaufe) bzw. “tail” (Schwanz) genannt. Grenz-
flachenaktive Stoffe kénnen an der Grenzfliche iiber intermolekulare Interaktionen einen
viskoelastischen Film bilden, der die dispergierte Phase aufgrund seiner viskoelastischen Eigen-
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schaften vor mechanischen Einfliissen schiitzt. Nach dem Stokes’schen Gesetz kann die Sedi-
menta-tions- bzw. Aufrahmgeschwindigkeit von Tropfen durch eine Erhshung der Viskositit der
kontinuierlichen Phase reduziert werden.

3.4. Milchproteine als makromolekulare Emulgatoren (Emulgiereigenschaften)

Proteine agieren wegen ihrer amphiphilen Molekiilstruktur als makromolekulare Emulgatoren.
Sie wandem an die Grenzfliche, wo sie einen energetisch giinstigeren Zustand einnehmen als in
einer der beiden Phasen (WALSTRA und DE ROOS, 1993; DUKHIN et al., 1995; DAMO-
DARAN, 1996). Zudem tendieren die Proteine dazu, ihre Konformation wihrend der Adsorp-
tion zu dndern, sich vollsténdig zu entfalten und in der Folge teils gestreckt entlang der Phasen-
grenze, teils in Form von Schlaufen oder abstehenden Enden in eine der beiden Phasen zu tau-
chen. Es ist nicht nur ein Konzentrationsgradient, der die Milchproteine von der grenzflichen-
nahen Region an die Grenzfliche treibt, sondern auch die Reduktion der freien Energie durch
entropische und enthalpische Anderungen des Systems, die auf hydrophoben, hydrophilen und
elektrostatischen Eigenschaften der Proteinmolekiile beruhen. Diese wiederum sind von der
Konformation der Proteine und den Umgebungsbedingungen abhingig (DAMODARAN, 1996).
Nach erfolgter Adsorption an der Phasengrenze bilden Proteine iiber intermolekulare Interaktio-
nen hochviskose Filme an den Grenzfldchen aus.

Nach WALSTRA und DE ROOS (1993) zihlen Aufrahmung bzw. Sedimentation, Aggregation
und Koaleszenz zu den physikalischen Instabilitdten einer proteinstabilisierten Emulsion. Die
meisten Proteine bewirken starke elektrostatische und sterische Abstossung zwischen zwei Ol-
tropfen. Wie bereits in vorangegeangenen Kapiteln erwéhnt, ist die sterische Stabilisierung we-
gen der abstehenden Peptidketten sehr effizient. Werden die Umgebungsbedingungen (pH-Wert,
Ionenstirke, Losungsmittel etc.) so verdndert, dass das Protein nicht mehr 18slich ist, aggregieren
proteinbedeckte Tropfen schnell. Auch die Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken bei
hohen Temperaturen fiihrt zur Aggregation von Emulsionstropfen.

Grosse durchschnittliche Tropfendurchmesser, tiefe Grenzflichenspannung, ein diinner Film und
kleine Abstossungsdistanz (Debye-Linge) kénnen einen Filmriss zwischen aggregierten Tropfen
ausldsen. Proteine vermdgen die Grenzflichenspannung weniger stark zu reduzieren

als niedermolekulare Emulgatoren. Zudem bilden sie dicke Filme an der Phasengrenze, was dazu
fithrt, dass in proteinstabilisierten Emulsionen Koaleszenz kaum erscheint.

HOLT und HORNE (1996) geben an, dass an der Oberfliche der Kaseinmizelle die van der
Waals Anziehungskrifie und die Abstossung durch die elektrische Doppelschicht klein sind
im Vergleich zur sterischen Abstossung durch die "haarige" Oberfliche der Kaseinmizellen.

3.4.1. Einfluss der Proteinkonformation

Allgemein anerkannt ist, dass ein Protein mit guten Emulgatoreigenschaften eine hohe Diffusi-
ons- und Adsorptionsrate sowie die Fahigkeit, sich an der Grenzfldche schnell zu entfalten und
zu reorganisieren, um einen kohesiven, viskoelastischen Film zu bilden, aufweisen sollte
(WALSTRA und JENNESS, 1984; CHEFTEL et al., 1992; DICKINSON, 1994; DAMODAR-
AN, 1996). Die Diffusionsgeschwindigkeit nimmt mit zunehmender Auffaltung der Proteine zu.
Auch die Adsorptionsrate einiger Proteine ist im denaturierten Zustand héher als in der nativen
Konfiguration. Bei globuldren Proteinen werden durch die Denaturierung zusétzliche im nativen
Zustand im Molekiil versteckte hydrophobe Gruppen freigesetzt.
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GRAHAM und PHILLIPS (1979b) untersuchten die Adsorptionsraten verschiedener Proteine

an der Luft-Wasser Grenzflache. Sie erklidrten den Unterschied in der Adsorptionsrate von [3-
Kasein und BSA mit der unterschiedlichen Konformation der beiden Proteinmolekiile. Wegen
der ungeordneten Struktur und dem Fehlen von Disulfidbriicken, besitzt B-Kasein eine hohe Fle-
xibilitét und entfaltet und reorientiert sich an der Grenzfliche schnell. Deshalb setzt p-Kasein die
Grenzflichenspannung schneller herab als das hochstrukturierte BSA, das vier intramolekulare
Disulfidbriicken besitzt.

3.4.2. Elektrostatische Effekte

Die Gegenwart von Ionen in einer Emulsion kann verschiedene elektrostatische Effekte haben.
Einerseits fiihrt die Adsorption von Ionen an ungeladene Emulgatoren zum Aufbau eines elek-
trostatischen Potentials, was zur Erhhung der Abstossung zwischen den dispergierten Partikeln
fithrt. Andererseits bewirken Ionen einen Ladungsausgleich, falls es sich bei den adsorbierten
Proteinen um geladene Molekiile handelt. Dadurch wird das elektrostatische Potential der Pha-
sengrenzfliche reduziert und die dispergierten Partikel neigen zu Aggregation (SCHUBERT,
1996).

MAC RITCHIE und ALEXANDER (1963c) stellten fest, dass durch Zugabe von NaCl das
elektrokinetische Potential der Grenzfliche erhéht wird und in der Folge die Adsorptionsrate von
BSA bei pH 6.9 abnimmt. Durch die Zugabe der Ionen wird ein elektrisches Potential an der
Grenzfliche aufgebaut, das wie eine Barriere wirkt und infolge stirkerer Abstossung die
Adsorptionsrate der Proteine reduziert.

Der Effekt von Ca®*-Ionen auf Kasein-stabilisierte Emulsionen kann mit der Bindung an die
Phosphoserinseitenketten der Kaseine erklédrt werden. Dies reduziert die negative Ladung des

Proteins und die Struktur der adsorbierten Molekiile verdndert sich. Emulsionstropfen beginnen
zu aggregieren, obwohl das elektrokinetische Potential noch nicht Null ist. Gemiss DAL-
GLEISH (1997) ist nicht sicher, ob die Reduktion der sterischen oder der elektrostatischen Sta-
bilisierung zum Bruch einer Emulsion fiihrt. Die enzymatische Entfernung der Ca®* empfind-
lichen Seitenketten von - und as-Kasein fiihrte zur Stabilisierung der Emulsion. Durch die Kon-
formationséinderung, die B-Lactoglobulin bei der Adsorption an Ol/Wasser Grenzflichen erfihrt,
sind die gebildeten Emulsionen ebenfalls Ca>* empfindlich. Dies obwohl B-Lacto-globulin im
Gegensatz zu Kasein im nativen Zustand mittels Ca**-lonen nicht fillbar ist.

3.4.3. Konfiguration der Proteine an der Grenzfliche

Untersuchungen verschiedener Autoren (GRAHAM und PHILLIPS, 1979a und 1979b; WAL-
STRA und DE ROOS, 1993; DALGLEISH, 1995, DALGLEISH, 1996, HOLT und HORNE,
1996) haben gezeigt, dass nach der Adsorption eines Proteinmolekiils an der Grenzfliche und
der damit verbundenen Konformationsinderung nur ein Teil der Polypeptidkette in direktem
Kontakt mit der Grenzfliche ist. Solche Abschnitte, die in direktem Kontakt mit der Grenz-
fliche stehen werden "trains" genannt. Daneben gibt es Abschnitte, die als sogenannte "loops",
Schlaufen, und "tails", Schwinze, in der hydrophilen "Bulk" Phase suspendiert sind. Die Seg-
mente am N- bzw. C-terminalen Ende des Proteins bilden die abstehenden Enden, die wie bereits
erwihnt, auch fiir die sterische Stabilisierung der Kaseinmizellen verantwortlich sind und zum
Ausdruck der haarigen Oberfliche von Kaseinmizellen gefiihrt haben (HOLT und HORNE
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1996). Nach WALSTRA und DE ROOS (1993) kénnen hydrophobe Regionen des Proteinmole-
kiils zu einem kleinen Teil auch in die Olphase tauchen.

Heute wird davon ausgegangen, dass sowohl Kaseine als auch Molkenproteine eine Konformati-
onsinderung wihrend der Adsorption an einer Phasengrenze erfahren. Das Ausmass der Kon-
formationsinderung kann von vollstindiger Streckung bis hin zur Erhaltung der nativen Struktur
reichen. Die Verteilung von "trains", "loops" und "tails" an der Grenzfliche héngt im wesentli-
chen von der Flexibilitit der Polypeptidkette, von der Grenzflichenspannung bzw. dem Film-
druck und vom Emulsionsalter ab. Ist die Phasengrenze voll mit Proteinen belegt, ist die treiben-
de Kraft zur Adsorption und Auffaltung gering, da die freie Energie der Grenzfliche nicht mehr
stark gesenkt werden kann.

Aufgrund der Molekiilgrésse vermégen Proteine die Grenzflichenspannung niemals so stark zu

reduzieren wie niedermolekulare Emulgatoren, da diese eine héhere Packungsdichte an der Pha-
sengrenze erreichen. Je nach Konzentration und infolge von intermolekularen Interaktionen wie

Aggregation, Disulfidbriickenbildung wird die Packungsdichte von Milchproteinen, insbesonde-
re der Kaseine, und somit die Grenzflichenbelegungsdichte I” erhsht (DALGLEISH, 1997).

Wegen seiner Flexibilitit adsorbiert 3-Kasein rasch an der Grenzfliche und breitet sich dort in
einem einschichtigen Film (Monolayer), der nach GRAHAM und PHILLIPS (1979 b, ¢) irrever-
sibel gebunden ist, aus. WALSTRA und DE ROOS (1993) geben an, dass f-Kasein mit zuneh-
mender Grenzflichenbelegungsdichte [" eine kompaktere Form an der Phasengrenze einnimmt
und vor allem die hydrophoben Regionen direkt an der Phasengrenze liegen. Dies bedeutet, dass
das Protein seine Konformation stindig den Platzverhéltnissen anpasst und somit dusserst flexi-
bel ist. Dieser Sachverhalt wurde von DALGLEISH (1996) bestitigt.

DICKINSON (1994) gibt eine Ubersicht iiber molekulare Unterschiede der adsorbierten
Schichten von ungeordnetem B-Kasein und globuldren Proteinen wie -Lactoglobulin und BSA.
B-Kasein ist relativ lose angeordnet und bildet einen einschichtigen Film an der Ol-Wasser Pha-
sengrenze. Etwa 70% des Proteinmolekiils bedeckt die Phasengrenze in der Form von “trains”
und kleinen, in die wisserige Phase ragenden Schlaufen. Der hydrophile Rest der Seitenketten
taucht in grosseren Schlaufen in die wiisserige Phase und ist hauptsichlich fiir enzymatische An-
griffe zuginglich (DALGLEISH und LEAVER, 1991). Die schematische Darstellung von
B-Kasein-Molekiilen an der O/W-Phasengrenze ist in Abbildung 4 dargestellt (DALGLEISH,
1997).

Im Gegensatz zu Kaseinen bilden globuldre Molkenproteine einen, wegen der teilweisen Auf-
faltung enger gepackten, ca. 3 nm dicken, mehrschichtigen Film an der Grenzfldche. Aufgrund
der starken intermolekularen Interaktionen, Disulfidbriickenbildung und hydrophoben Interak-
tionen wird angenommen, dass die Molkenproteine irreversibel adsorbiert sind. GRAHAM und
PHILLIPS (1979 b, c) beobachteten, dass bei der Adsorption von globuliren Proteinen wie bei-
spielsweise BSA bei konstantem Filmdruck eine stetige Zunahme der Grenzfliachenbelegungs-
dichte I" erfolgt. Sie setzten diesen Sachverhalt mit der Bildung eines mehrschichtigen Filmes an
der Grenzfliche gleich.

DALGLEISH und LEAVER (1991), DALGLEISH (1996) und CRUIJSEN (1996) geben fiir ad-
sorbierte Proteinfilme bestehend aus o~ und B-Kasein, k-Kasein, Gesamtkasein und -
Lactoglobulin je eine Schichtdicke von 10 - 15 nm, 8 - 9 nm, 12 nm bzw. 2 nm an. Diese
Schichtdicken werden nur erreicht, wenn die Proteine im Uberschuss vorhanden sind (héher als
die kritische Mizellenbildungskonzentration CMC). Bei Gesamtkasein betrigt die Schichtdicke 5
nm, falls die Grenzflichenbelegungsdichte kleiner als 1mg/m? ist. Im Uberfluss (> 2mg/m?) ist
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die berechnete Schichtdicke ungefihr 10 nm dick. Die Ursache fiir die Unterschiede in der
Schichtdicke liegen in der Flexibiltit der Milchproteine. Kaseine sind flexibler als Molkenpro-
teine und sind in der Lage Schlaufen und Schwinze mit grosser Distanz zur Phasengrenze in die
wisserige Phase abstehen zu lassen. Mittels proteolytischer Behandlung mit Trypsin wurde be-
wiesen, dass B-Kasein an der Phasengrenze zwischen Ol und Wasser mit einer grossen Schlaufe,
welche die hydrophilen Aminosiure-Regionen 25 bis 28 beinhaltet, in die wisserige Phase ragt
(DALGLEISH und LEAVER, 1991).

Die Dicke der adsorbierten Proteinschicht hingt stark von den vorhandenen Proteinfraktionen,
threr Konzentration und der Reihenfolge ihrer Zugabe zum System ab. DALGLEISH und LEA-
VER (1991) zeigten, dass durch die Zugabe von B-Kasein zu einer mit B-Lactoglobulin stabili-
sierten Emulsion die Schichtdicke um die dispergierten Oltropfen von 2 nm auf 14 nm erhsht
wurde. Die Zunahme der Schichtdicke erklirten die Autoren mit Interaktionsreaktionen zwi-
schen den beiden Proteinen und der Bildung eines gemischten, mehrschichtigen Proteinfilmes.

MONAHAN et al. (1993) untersuchte den Einfluss der Lagerdauer auf den Polymerisationsgrad
der an der O1-Wasser Phasengrenze adsorbierten Molkenproteine. Er stellte fest, dass o-
Lactalbumin und B-Lactoglobulin im Vergleich zu BSA und Ig bevorzugt adsobiert werden. So-
wohl B-Lactoglobulin als auch ¢-Lactalbumin unterliegen Polymerisationsreaktionen im Grenz-
flachenfilm. Die Bildung von Di-, Tri- und Polymeren findet mit Hilfe des Sulfhydril-
Disulfidaustausches und Disulfidbriicken zwischen freien Thiol-Gruppen des B-Lactoglobulins
und den Disulfid-Gruppen des a-Lactalbumins statt. Dagegen scheinen BSA und Ig an der Bil-
dung eines viskoelastischen Grenzflichennetzes unbeteiligt zu sein.

3.4.4. Kompetitive Adsorption

In echten Lebensmittelsystemen kann es zum Austausch der an der Grenzfliiche adsorbierten
Proteine durch andere Proteine, Fette, Ole und weitere grenzfldchenaktive Stoffe kommen.
Durch diese kompetitive Adsorption werden die Emulgiereigenschaften verbessert oder ver-
schlechtert.

Unter der Voraussetzung, dass keine weiteren grenzflichenaktiven Komponenten im System
vorhanden sind, scheint die Grundregel zu sein, dass diejenigen Molekiile, die wihrend der
Emulsionsbildung zuerst an der Phasengrenze adsorbieren auch dort verbleiben. Dies bedeutet,
dass verschiedene Proteinmolekiile einander an der Grenzfliche nicht ersetzen kénnen (WAL-
STRA und DE ROOS, 1993). Ursachen hierfiir ist die grosse Aktivierungsenergie, die fiir die
Desorption eines Proteins aufgewendet werden muss, sowie die geringen Unterschiede

in der Grenzflichenspannungsabnahme nach Zugabe verschiedener Milchproteine. Dem Grund-
satz, dass diejenige Proteinfraktion, die wihrend der Emulsionsbildung an der Phasengrenze
adsorbiert, auch die vorherrschende Fraktion wihrend der Lagerung ist, schliesst sich auch
DICKINSON (1994) an. Allerdings macht er einen Unterschied zwischen Molkenproteinen und
Kaseinen. Aufgrund der Flexibilit4t und Mobilit4t der adsorbierten Kaseinfraktionen findet ein
gegenseitiger Austausch bis zum scheinbaren Gleichgewicht zwischen adsorbierten und in der
wiisserigen Vorlage geldsten Polypeptiden statt. In gemischten Systemen jedoch fand kein ei-
gentlicher Austausch zwischen Kaseinen und Molkenproteinen in der untersuchten Zeit (48 h)
statt.

Wie im folgenden beschrieben wird, stellte eine Reihe anderer Autoren aufgrund einer grossen
Anzahl Untersuchungen mit Modellsystemen sowie der nativen Fettkiigelchenmembran fest,
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dass unter bestimmten Umstdnden Austauschreaktionen stattfinden. Wie vorher erwihnt, hat in
diesem Zusammenhang die zeitliche Reihenfolge des Zusatzes verschiedener Milchproteine bei
der Herstellung einer Emulsion ebenfalls einen grossen Einfluss auf die Konkurrenz in der
Grenzflichenbesetzung (PHIPPS und TEMPLE, 1982; DICKINSON et al., 1989; HUNT und
GALGLEISH, 1994). HUNT und DALGLEISH (1994) vermuten, dass bereits adsorbierte Ka-
seinmolekiile die Adsorption der Molkenproteine und somit die Bildung eines mehrschichtigen
Grenzfliachenfilmes sterisch behindern. Diese Feststellung stiitzt wiederum die Ergebnisse aus
vorangegangenen Untersuchungen in denen festgestellt wurde, dass die Reihenfolge der Zugabe
von Milchproteinen bei der Emuisionsherstellung von Bedeutung fiir die chemischen und physi-
kalischen Eigenschaften des Grenzflichenfilmes ist.

In Lebensmittelemulsionen bilden die Kaseine die Hauptkomponente der Makromolekiile, die in
der Phasengrenzfliche von dispergierten Fetttrépfchen vorkommen. DICKINSON et al. (1989)
und DICKINSON und WHYMAN (1987) stellten in ihren Untersuchungen fest, dass 3-Kasein
grenzflichenaktiver ist als die anderen Kaseine. Ein gegenseitiger Austausch von adsorbiertem
B-Kasein und a,,-Kasein an der Ol-Wasser Phasengrenze findet statt und zwar schneller von a,-
Kasein durch p-Kasein als in umgekehrter Richtung. In wenigen Minuten wird der Gleichge-
wichtszustand zwischen adsorbierten und in der wisserigen Umgebung (= bulk) geléster Mole-
kiile erreicht. Im Gegensatz dazu findet bei den Molkenproteinen, o-Lactalbumin und p-
Lactoglobulin kaum ein messbarer Austausch statt. Insbesondere -Lactoglobulin, das einmal
an der Phasengrenze adsorbiert hat, ist durch a-Lactalbumin nicht zu ersetzen. Zudem wird ein
Gleichgewichtszustand zwischen adsorbierten und geldsten Molkenproteinen erst nach 30 Stun-
den, wenn iiberhaupt, erreicht. Diese Beobachtungen veranlassten die Autoren zur Vermutung,
dass Kaseine reversibel an die Grenzfliche zwischen Ol und Wasser gebunden sind und dass
die kompetitive Adsorption einer thermodynamischen Kontrolle unterliegt.

Dagegen werden die Molkenproteine beinahe irreversibel gebunden und die Konkurrenz bei der
Adsorption ist vom kinetischen Zustand kontrolliert. Unabhiingig davon, ob die Molkenprotein-
fraktion grenzfldchenaktiv ist oder nicht, herrscht an der Trépfchenoberfliche dasjenige Mol-
kenprotein vor, das zuerst im System vorhanden war. Ursache fiir dieses Verhalten ist die
Fahigkeit der globuliren Proteine iiber Disulfidbindungen einen viskoelastischen Film an der
Phasengrenze zu bilden, aus dem ein Molekiil schwer heraus zu 1§sen ist.

HUNT und DALGLEISH (1994) untersuchten die Adsorptionseigenschafien der Milchproteine
in Mehrkomponenten-Systemen wie Molkenproteinisolat und Kaseinat an der Sojasl-Wasser
Phasengrenze. Die Grenzflachenbelegungsdichte I” wurde empirisch nach Zentrifugation iiber
die elektrophoretische Untersuchung (SDS-PAGE) und darauffolgender densitometrischer Aus-
wertung (quantitativ) der in der Olphase vorhandenen Proteinmenge bestimmt. So konnte der
mengenmdssige Anteil der einzelnen Proteinfraktionen an der Phasengrenze in Abhingigkeit der
gesamten Proteinkonzentration in der urspriinglichen Emulsion mit 20% Sojad! erfasst werden.
Sie stellten fest, dass bei Proteinkonzentrationen von weniger als 1.0 Gew.-% ein einschichtiger
Proteinfilm gebildet wird. Die Kaseine verm&gen sich aufgrund ihrer Flexibiltit stirker auszu-
breiten (12.05 m%g). Bei einer Proteinkonzentration im Uberschuss (> 2.5 Gew.-%) kommt es
zur Bildung eines mehrschichtigen Filmes, der bis maximal 3.24 mg Protein/m? betragen kann.
> 2.5 Gew.-% Potein iiberwiegt der Anteil an Kaseinen in der adsorbierten Schicht. Sobald je-
doch Kaseine zuerst an die Phasengrenze gebunden werden, wird die Bildung eines mehrschich-
tigen Filmes verhindert.

Niedermolekulare Emulgatoren kénnen, falls in héheren Konzentrationen vorhanden, adsorbierte
Proteine ersetzen, da sie eine stirkere Reduktion der Grenzflichenspannung bewirken und somit
die freie Energie der Grenzfliache herabgesetzt wird. Dabei sind wasserlosliche Emulgatoren im
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Vergleich zu 6ll6slichen effizienter (WALSTRA und DE ROOS, 1993). GAONKAR (1989)
weist in seinem Artikel darauf hin, dass Mono- und Diglyceride, freie Fettsduren und Phospholi-
pide, die in geringen Mengen in raffiniertem Pflanzendl vorhanden sind, die Adsorptionskinetik
von Emulgatoren beeinflussen kénnen. Da die Grenzflachenspannung y zwischen ungereinigtem
Ol und Wasser oft bei unter 20 mN/m, diejenige zwischen gereinigtem Ol und Wasser bei 26 bis
32 mN/m liegt, schldgt er deshalb die Verwendung einer teilweise gereinigten Olphase fiir Mo-
dellversuche vor.

COURTHAUDON et al. (1991) sowie CHEN et al.(1993) untersuchten den Einfluss des was-
serldslichen Emulgators Tween 20 (Sorbitanester) auf die kompetitive Adsorption an der Ol-
Wasser Phasengrenze zwischen -Lactoglobulin, o-Lactalbumin und B-Kasein. In einem Ver-
héltnis Tween 20 zu Gesamtprotein von 2:1 fiihrte die Zugabe von Tween 20 vor der Emulsi-
onsbildung zur bevorzugten Adsorption von a-Lactalbumin. Bei einer bereits vorhandenen
Emulsion bewirkte Tween 20 die selektive Desorption von B-Lactoglobulin. Es scheint, dass
die Gegenwart von Tween 20 den kompetitiven Proteinaustausch zwischen der Phasengrenze
und Bulk-Phase durch die Bildung eines Tween 20-B-Lactoglobulin-Komplexes erleichtert. In
alteren Emulsionssystemen (> 24h bzw.48h}, in denen der Grenzflichenfilm durch die intermo-
lekularen Disulfidbriicken zwischen o-Lactalbumin und B-Lactoglobulin gefestigt ist, hat der
Zusatz von Tween 20 keinen Einfluss mehr.

Die Ablosung der Oligomere eines ilteren und somit stabilen Grenzflichenfilmes durch wasser-
16sliche Emulgatoren ist schwiergier als die Ablésung nativer B-Lactoglobulin Molekiile von der
Oberfliche eines frischen Oltropfens. Bei B-Kasein hat der Zusatz von wasserléslichen Emulga-
toren nach der Emulsionsbildung keinen zeitabhingigen Einfluss auf den Austausch bereits ad-
sorbierter Proteinmolekiile. Mit zunehmendem Konzentrationsverhiltnis von Emulgator zu [3-
Kasein herrschen die niedermolekularen Stoffe an der Grenzfliche vor.

Der Einfluss der kompetitiven Adsorption zwischen B-Lactoglobulin bzw. -Kasein und nieder-
molekularen Emulgatoren (Tween 20, Lezithin) an der Phasengrenze zwischen Ol und Wasser
war ebenfalls Gegenstand in den von DICKINSON et al. (1996) und AGBOOLA und DAL-
GLEISH (1996b) durchgefiihrten Untersuchungen an hitzeinduzierten (heat set) Emulsionsgelen
und Emulsionen. Falls der Emulgator und das B-Lactoglobulin gleichzeitig wihrend der Emulsi-
onsbildung im System vorhanden waren, fand eine bevorzugte Adsorption der nieder-
molekularen Emulgatoren statt. Die Stirke des Gels nach der Hitzebehandlung war gering, da
beispielsweise mit Lezithin bedeckte Oltropfen das mit B-Lactoglobulin gebildete Netzwerk
stérten. Wird der Emulgator jedoch erst nach der Emulsionsbildung zugegeben, ist die Ober-
fliche der dispergierten Oltropfen bereits mit B-Lactoglobulin besetzt. Die Ausbildung eines
Netzwerkes infolge der Hitzebehandlung héngt nun entscheidend von der Fihigkeit des Emul-
gators ab, die adsorbierten Milchproteine an der Phasengrenze zu verdringen. Lezithin vermag
adsorbierte Molkenproteine und Kaseine nicht zu ersetzen. Durch die Hitzebehandlung kommt
es zur Komplexbildung zwischen Emulgator und adsorbierten sowie nicht adsorbierten Protein-
molekiilen mit der Folge einer Zunahme der Gelstirke des Emulsionsgels. Die Zugabe von
Tween 20 gleich nach der Emulsionsbildung bewirkt einen Austausch zwischen p-Lactoglobulin
und PB-Kasein, in Abhédngigkeit der Konzentration, an der Grenzfliche. Die anschliessende
Hitzebehandlung fithrt je nach Austauschgrad zu einer Zu- bzw. Abnahme der Gelstiirke. Bei
einemn Konzentrationsverhiltnis zwischen p-Lactoglobulin und Tween 20 von 1:1 wirken die
Oltropfen als Verstirkerpartikel im Gel, da sie an der intermolekularen Briickenbildung im
Netzwerk durch die an ihrer Oberflache adsorbierten Proteine beteiligt sind. Mit zunehmender
Konzentration (4:1) an Tween 20 nimmt die Grenzflichenbelegungsdichte I von B-Lacto-
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globulin ab, die Oltropfen behindern die Ausbildung eines Proteinnetzwerkes und die Gelstirke
nimmt stark ab.

Eine zeitabhidngige Veréinderung der mit Kasein stabilisierten Emulsion nach Zugabe von Dio-
leoylphosphatidylcholin (DOPC), mit zwei ungesittigten Fettsiuren, in hheren Konzentrationen
(>10:1) stellten FANG und DALGLEISH (1996) fest. Sie erklirten die Instabilitit

der Emulsion mit der selektiven Ablésung von p-Kasein von der Phasengrenze. Die iiber die
direkte Methode nach HUNT und DALGLEISH (1994) erhaltenen Resultate der SDS-PAGE
Analyse zeigten, dass B-Kasein mit zunehmendem Alter der Emulsion (bis 48 h) in der Gegen-
wart von DOPC vollstindig von der Phasengrenze entfernt wurde, wihrenddem die Belegungs-
dichte an a,;-Kasein konstant blieb. Die Autoren vermuten, dass diese selektive Entfernung von
B-Kasein mit der spezifischen Bindung von DOPC an [-Kasein erklirt werden kann. Falls die
Bindungsstelle in der hydrophoben Region des 3-Kasein Molekiils liegt, kénnte der DOPC-f3-
Kasein-Komplex von der Phasengrenze desorbieren, da er nun eine hydrophile Oberfliche be-
sitzt.

DICKINSON et al. (1987) untersuchten die kompetitive Adsorption von Gelatine und Na-
trium-Kaseinat. Bei einem pH von 7.0 verhindern Kaseine die Adsorption von Gelatine an der
Ol/Wasser Grenzfliche, sofern beide Komponenten wihrend der Emulsionsbildung im System
vorhanden sind. Weiter konnte gezeigt werden, dass adsorbierte Gelatinemolekiile von Kaseinat,
das 1 Stunde nach der Emulsionsbildung zugegeben wurde, an der Phasengrenze kontinuierlich
ausgetauscht werden. Innerhalb von 10 Stunden nimmt der Anteil der Gelatinemolekiile an der
Phasengrenze auf 0.8 Gew.% ab und bleibt bei diesem Wert konstant. Die Grenzflichenspan-
nung nimmt zu und gleicht sich derjenigen von Na-Kaseinat an. Erfolgt die Zugabe von Kaseinat
24 Stunden nach der Emulsionsbildung, werden die Gelatinemolekiile nur zu 50% ausgetauscht.
Dies bedeutet, dass Gelatine innerhalb von 24 Stunden iiber Vernetzungsreaktionen einen stabi-
len Grenzfldchenfilm aufbaut. Kaseine penetrieren die adsorbierte und vernetzte Gelatineschicht
und bilden mit Gelatine zusammen einen gemischten Film, der eine hohe Viskositiit besitzt. In
einer zusammenfassenden Arbeit von DICKINSON und HONG (1994) ist eine Aufzihlung der
effektivsten Austauschsubstanzen von adsorbiertem f-Lactoglobulin enthalten. Am effektivsten
ist Tween (Sorbitanester) vor zwitterionischen Pospholipiden (Phosphatdylcholin, Phosphatidy-
lethanolamin) oder DATEM (Diacetylwein- sidureester). Die Reduktion des

pH-Wertes der Emulsion, die Lagerung sowie Hitzebehandlung erschweren die Desorption von

adsorbiertem [3-Lactoglobuiin.

Die Temperatur hat einen wesentlichen Einfluss auf die kompetitive Adsorption zwischen
Milchproteinen und niedermolekularen Emulgatoren (KROG, 1991). Die Grenzflachenspan-
nung zwischen Wasser und Ol, das gesittigte Monoglyceride enthilt, nimmt bei einer Tempera-
tursenkung von 40°C auf 5° von 18 mN/m auf 2 - 4 mN/m ab. Ist die Phasengrenze mit Hilfe
von Milchproteinen stabilisiert, macht sich der Temperatureinfluss nicht bemerkbar, d.h. die
Grenzflichenspannung bleibt im gesamten Temperaturbereich bei 10 mN/m. In gemischten
Systemen kommt es ab Temperaturen < 20°C zu einer Desorption von Milchproteinen, die an
der Phasengrenze durch einen Film von Monoglyceriden ersetzt werden. Dieser Austauschvor-
gang wird mit der reduzierten Lslichkeit hydrophober Proteinseitenketten an der kristallisierten
Fettkiigelchenoberfldche bei tiefen Temperaturen erklért. In der Speiseeisherstellung ist die
Desorption von Milchproteinen wihrend der Reifung erwiinscht.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass das Ausmass des Austausches von adsorbierten
Milchproteinen durch niedermolekulare Emulgatoren von deren spezifischem Molekiilbau, dem
Zeitpunkt der Zugabe zum System sowie der Temperatur abhiingig ist.
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3.4.5. Kompetitive Adsorption am Beispiel der Speiseeisherstellung

Speiseeis ist eine komplexe, geschiumte Emulsion auf der Basis von Milchbestandteilen. Diese
besteht aus einer gefrorenen Matrix mit eingeschlossenen Lufiblasen, Fettkiigelchen, Eiskristal-
len sowie einer ungefrorenen Serumphase. Die Luftblasen sind von einem Mantel aus Fettkiigel-
chen, die teilweise mit einer Milchprotein-Emulgator Schicht stabilsiert sind, umbhiillt. Die Se-
rumphase besteht aus Zuckern und hochmolekularen Hydrokolloiden in einer gefrierkonzen-
trierten Losung. Die Entstehung der Struktur des Endproduktes ist als ein Zusammenspiel der
drei Phasen, deren Partikelgrossenverteilung sowie der viskoelastischen Eigenschaften der die
Phasen umfassenden Lamellen zu sehen (GOFF et al., 1995).

Bei der Herstellung von Speiseeis ist die kompetitive Adsorption von Milchproteinen und Emul-
gatoren Voraussetzung fiir die erwiinschte Qualitit des Endproduktes (Kremigkeit, Korper,
Mundgefiihl, Abschmelzverhalten). Neuere Erkenntinisse beziiglich des Zusammenspiels der
verschiedenen Inhaltsstoffe und dessen Auswirkung auf Emulsions- und Schaumstrukturen in
Speiseeis sind von mehreren Autoren zusammengefasst worden (TIMM, 1985; GOFF et al.,
1989; BARFOD et al., 1991; BUCHHEIM, 1992; GOFF et al., 1995; MARSHALL und
ARBUCKLE, 1996).

Nach dem Homogenisieren wird der Mix, der eine Ol-in-Wasser Emulsion darstellt, von Milch-
proteinen stabilisiert. Die Mix-Emulsion wird zur vorteilhaften Beeinflussung verschiedener
physikalischer Eigenschaften im Endprodukt einer Reifung bei etwa 5°C unterzogen. Wihrend
der Reifung, die je nach Fettgehalt des Endproduktes mehrere Stunden dauert, kristallisiert die
Fettphase des Mixes, gleichzeitig kommt es zu einer langsamen Desorption von zuvor adsor-
biertem Protein von der Oberfliche der Fettkiigelchen. Elektronenmikroskopisch lisst sich zei-
gen, dass in frisch hergestellten Speiseeisemulsionen nach der Homogenisierung die Fettkiigel-
chen durch eine adsorbierte Proteinschicht stabilisiert werden und zwar unabhingig davon, ob
die Fettphase einen Emulgator enthélt oder nicht. Wihrend der Kaltlagerung des Mixes wird mit
zunehmender Dauer bei Mixen mit dem Emulgator eine Ablésung dieser Proteinfilme festge-
stellt (BUCHHEIM, 1992). Der Austausch von Proteinen verliduft nur in Gegenwart von nieder-
molekularen, grenzflichenaktiven Stoffen (Lezithin, Mono-, Diglyceride, Phospholipide, freie
Fettsduren) ab. BARFOD et al. (1991) zeigten, dass medermolekulare Emulgatoren nicht nur
die Proteindesorption, sondern auch die Fettkristallisation und die Agglomeration von Fettparti-
keln beeinflusst. Die Geschwindigkeit der Reaktionen wird durch Emulgatoren bei Temperatu-
ren unter 10°C stark erhéht, d.h. die Mix-Emulsion wird also destabilisiert. Die tiefere
Grenzflichenspannung hat zur Folge, dass durch die Scherkrifte beim Lufteinschlag sowie die
entstchenden Fettkristalle im Freezer, die Fettkiigelchenmembran geschidigt wird und ein Teil
des fliissigen Fettes auslaufen kann. Das partielle Ausbuttern und die geringfiigige Agglomerati-
on von Fettpartikeln begiinstigen wegen dem stéindigen Auskristallisieren von Fett die Stabilisie-
rung der kontinuierlich neu gebildeten Lufiblasen. Zudem agiert das ausgelaufene Butterfett als
Kittsubstanz zwischen Luftblasen, Fettkiigelchen und anderen Inhaltsstoffen im Speiseeis. Die
Luftblasenbildung wird zus#tzlich gefordert durch die Desaorption von Milchproteinen von der
Ol-Wasser Grenzfliche und deren Adsorption an der Luft-Wasser Phasengrenze, wodurch die
Grenzflichenspannung stark reduziert wird, und Fettkristallen, die die Fettkiigelchenmembranen
durchstossen (GOFF et al., 1989). Ein bestimmtes Mass von deemulgiertem Pflanzenfett oder
ein sogenannt teilweises Ausbuttern und das Zusammenklumpen von freiem Fett im Glacémix
hat eine schaumige, feine, trockene, vollmundige Struktur und eine langsame Abschmelzrate
zur Folge (KOKUBO et al., 1996). Durch die Zugabe von niedermolekularen ungesittigten
(Glycerolmonooleat, Sorbitanmonooleat, Polyoxyethylensorbitanmonooeleat (Tween 80) und
gesittigten (Glycerolmonostearat, Sorbitanmonostearat oder Polyoxyethylensorbitanmonostearat
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(Tween 60) Emulgatoren zum Eiscrememix konnten GOFF und JORDAN (1989) zeigen, dass
eine indirekte Proportionalitit zwischen Grenzflachenspannung und Fettdestabilisierung, ausge-
16st durch die verschiedenen Emulgatoren im Glacémix, besteht. Tween 80 bewirkt die stirkste
Fettdestabilisierung und zugleich die tiefste Grenzflachenspannung zwischen Serum und Butter-
fett. Fettdestabilisierung ihrerseits bewirkt die Bildung eines feinen Speiseeises mit guten Ab-
schmelzeigenschaften infolge einer mit Hilfe des Fettnetzwerkes verbesserten Schaumstruktur.
Diese Beobachtungen wurden von PELAN et al. (1997) bestitigt. Wasserlgsliche Emulgatoren
wie Tween 60 waren im Vergleich zu 6116slichen Emulgatoren (Monoglyceride und Lezithin) in
Bezug auf den Proteinaustausch effektiver. Die Funktionalitit von gesittigten Mono- und Digly-
ceriden bei der Stabilisierung des Speiseeismix scheint nicht im Proteinaustausch allein zu be-
stehen. Die Autoren vermuten, dass diese Emulgatoren bei hohen Konzentrationen in den O1-
tropfen auskristallisieren und so die Emulsion stabilisieren. Der Proteinaus-tausch und damit
verbunden die Fettdestabilisierung im Speiseeismix, korrelierten mit kleineren Luftzellen und
besserem Abschmelzverhalten des Endproduktes. Eine zu starke Fettdestabilisierung bewirkt al-
lerdings die Koaleszenz von Luftblasen im Endprodukt.

GOFF et al. (1989) untersuchten den Einfluss verschiedener Milchproteinkonzentrate auf die
Emulsionsstabilitit von Speiseeis. Der Einsatz von Molkenproteinkonzentrat bewirkte eine
weniger stabile Emulsion als der Einsatz von Caseinaten. Dies konnte mittels Grenzflichenspan-
nung (tiefer Spannung bei 70°C) und einer erhshten Fettdestabilisierung nachgewiesen werden.

KOKUBO (1994) untersuchte den Einfluss der Freezeraustrittstemperatur, des Aufschlages
(Overrun), die Freezer-Bauart sowie der Umdrehungsgeschwindigkeit des Freezerrotors auf die
Fettdeemulgierungsrate und das Abschmelzverhalten. Je tiefer die Freezeraustrittstemperatur
war, desto stirker war das Fett deemulgiert und desto langsamer war der Schmelzvorgang. Dies
wurde 1n anderen Studien mit einer Veridnderung der Partikelgrsenverteilung bestitigt. Eine
Zunahme des Overruns hat eine Reduktion der Schmelzgeschwindigkeit infolge tieferer Wirme-
leitfahigkeit zur Folge. Auch die Struktur des Speiseeises erscheint trockener, da mehr deemul-
giertes Fett vorhanden ist. Zusitzlich fiihrt ein geringes Mixvolumen im Freezerspalt sowie eine
hohe Umdrehungszahl zu einem langsameren Abschmelzverhalten und einer grésseren Fett-
deemulgierungsrate, was sich wiederum in einer verbesserten, trockeneren Struktur dussert. In
einer weiteren Studie stellten KOKUBO et al. (1996) einen Unterschied im Deemulgiereffekt bei
verschiedenen Fettypen im Premix fest. Die liber die Partikelgréssenverteilung ermittelte Menge
an freiem, deemulgierten Fett nimmt in der folgenden Reihenfolge ab: Rahm, Butter, Pflanzli-
che Fette. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Fetten und deren Effekt auf die Speise-
eisstruktur wurde in sensorischen Tests bestitigt.

Die unterschiedliche Kombination einzelner Zutaten wie Magermilchpulver, Molkenproteinkon-
zentrat, Polysorbat und gesittigte Monoglyceride hatten unterschiedliche Partikelgrossenvertei-
lungen und sensorische Eindriicke zur Folge (GELIN et al., 1996). Polysorbat 80 beispielsweise
ersetzt die Proteine an der Phasengrenzfliche in grésserem Ausmass als Monoglyzeride, was zu
einer tieferen Grenzflichenspannung der Fettkiigelchenoberfliche fiihrt. Die Phasengrenze ist
schwicher und wird im Freezer stirker beschidigt. Diese Proben, mit einem grossere Anteil an
freiem Fett, wurden in der sensorischen Priifung als cremiger bezeichnet. Die Zusammenfassung
aller Resultate bringt die Autoren (GELIN et al., 1996) zur Aussage, dass eine partielle Destabi-
lisierung des emulgierten Fettes im Speiseeismix notwendig ist, um die Textureigenschaften zu
verbessern.
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3.4.6. Stabilitat der mit Milchproteinen hergestellten Emulsion

Bereits GRAHAM und PHILLIPS (1979) berichteten, dass der Hydratmantel, die elektro-
statische und sterische Abstossung zwischen den proteinbelegten Grenzflichen, mit den ab-
stehenden Proteinschlaufen und -enden massgebend filir die Emulsionsstabilitit sind.

Verschiedene weitere Untersuchungen ergaben, dass die Hydrophobizitét des adsorbierten
Proteins verantwortlich fiir die Stabilitit einer Emulsion ist (KATO und NAKAI, 1980; KATO
et al., 1983; ROBSON und DALGLEISH, 1987). Der zeitabhingige Austausch von weniger
hydrophoben Proteinen durch hydrophobere Molekiile an der Grenzfliche ergaben eine bessere
Emulsionsstabilitat. Allerdings liefert die Untersuchung der Hydrophobizitit der Oberfliche von
Milchproteinen je nach Methode unterschiedliche Resultate, die keine Korrelation mit der Emul-
gieraktivitit aufweisen (SHIMIZU et al., 1986). Aus diesem Grunde ist die Bestimmung der Hy-
drophobizitit als Mittel zur Vorhersage der Emulgiereigenschaften von Milchproteinen in der
neuesten Literatur nicht mehr anzutreffen.

Aufgrund verschiedener Untersuchungen, die in den vorangehenden Kapiteln zusammengefasst
wurden, kann gesagt werden, dass Milchproteine eine Emulston insbesondere durch sterische
Behinderung (v.a. Kaseine) und Bildung eines viskoelastischen Grenzflichenfilmes (v.a. Mol-
kenproteine) stabilisieren.

3.5. Methoden zur Charakterisierung der Emulgiereigenschaften

Nach wie vor ist es schwierig, einen flir die Produktezusammensetzung geeigneten Emulgator
zum voraus auszuwihlen. Fiir niedermolekulare Emulgatoren werden hiufig der HLB-Wert
(HLB = hydrophilic lipophilic balance) des Emulgators, die Phasen-Inversions-Temperatur (PIT)
und die Emulgierkapazitit (EC) als erste Anhaltswerte gew#hlt (KINSELLA, 1976, STANG,
1998).

Noch schwieriger wird es bei den makromolekularen Emulgatoren. Die Emulgiereigenschaften
von Milchproteinen werden von der Adsorptionsrate an der Ol-Wasser Grenzfliche, der Grenz-
flachenbelegungsdichte I, vom Ausmass der Konformationsinderung an der Grenzfliche, der
Reduktion der Grenzflichenspannung v, und der Fihigkeit einen kohisiven Film via Disulfid-
Briicken zu bilden, bestimmt (DAMODARAN, 1996).

GRAHAM und PHILLIPS (1979b) geben einen Uberblick {iber Adsorptionsisothermen fiir Pro-
teine. Da sich bei der Adsorption von Proteinen an Phasengrenzfldchen deren Tertidrstruktur
verdndert, ist deren Adsorption in der Regel ireversibel. Adsorbierte Proteine desorbieren nicht,
wenn die Konzentration einer Proteinldsung, die zunichst mit einer Grenzfliche im Gleichge-
wicht war, verringert wird. Die Gibbs-Isotherme (Gl. 3.7) kann daher nicht fiir Proteine ange-
wendet werden (DE FEIJTER und BENJAMINS, 1987).

Zur Bestimmung der Grenzfldchenbelegungsdichte in Abhingigkeit der Zeit existieren jedoch
andere Ansitze. Nach COURTHAUDON et al. {1991) werden Emulsionen mit einer bestimmten
Menge an Protein hergestellt und die Tropfengrosse bzw. die gesamte Grésse der Oberfliche
gemessen. Danach wird die disperse Phase abzentrifugiert und die Konzentration des Proteins in
der kontinuierlichen Phase bestimmt. Mit Hilfe der Differenz zwischen der Proteinkonzentration
in der kontinuierlichen Phase vor und nach dem Emulgieren und der Gesamtoberfliche der Trop-
fen kann die Grenzflichenbelegungsdichte berechnet werden.
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Fine andere Moglichkeit, wichtige Hinweise zum Emulgierverhalten von nieder- und makro-
molekularen Emulgatoren zu erhalten, besteht im Messen der Grenzflachenbesetzungskinetik
(Adsorptionskinetik) sowie der Grenzflichenspannung im scheinbaren Gleichgewicht. Die
Grenzflachenbesetzungskinetik beschreibt die Geschwindigkeit, mit der Emulgatoren an der
Phasengrenzfliche adsorbieren. Sie wird iiber die Anderung der Grenzflichenspannung mit der
Zeit (dynamische Grenzflichenspannung) gemessen. STANG (1998) gibt eine Ubersicht iiber
einige ausgewihlte Methoden zum Messen dynamischer Oberflichen- bzw. Grenzflichenspan-
nungen. Unter anderen figuriert auch die Berstmembranmethode, die an der Forschungsanstalt
fiir Milchwirtschaft aufgebaut und seit 1997 angewendet wird (Tab.6).

Fiir die Beurteilung der Fahigkeit zur Emulsionsstabilisierung wurden verschiedenste Methoden
entwickelt, von denen jedoch viele nicht standardsisiert sind. Lagertests, in denen die Aufrahm-
stabilitdt untersucht wird, oder Viskositdtsmessungen an wisserigen Proteinlésungen herrschen
vor. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die von PEARCE und KINSELLA (1978) ent-
wickelten Methoden zur Bestimmung der Emulgieraktivitit (EA), Emulgierkapazitit (EC) und
Emulsionsstabilitit (ES) anzuwenden.

Tab. 6: Ubersicht iiber einige ausgewihlte Methoden zum Messen dynamischer Oberflichen-
bzw. Grenzflichenspannungen (STANG, 1998).

Messmethode | Geeignet flic | Geeignet fiir Messungen |Probleme

Messungen an |an Fliissig-Fliissig-

Oberflichen? | Grenzflichen?
oszillierender {ja nein nicht kommerziell erhéltlich,
Strahl (“oscilla- enger zeitlicher Messbereich
ting jet’)
geneigte Platte |ja nein nicht kommerziell erhiltlich,
(‘inclined plate”) enger zeitlicher Messbereich
hingender Trop- |ja ja nicht kommerziell erhiltlich,
fen (‘pendent enger zeitlicher Messbereich
drop’)
wachsender ja ja nicht kommerziell erhéltlich
Tropfen (“gro-
wing drop’)
Tropfenvolumen |ja ja hydrodynamische Effekte
maximaler Bla- |ja nein Interpretation der Messdaten:
sendruck Bestimmung des tatsachlichen

Alters der Oberflache
Berstmembran |ja ja Durchmischung durch die
Berstmembran
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3.6. Einflussfaktoren auf die Emulgiereigenschaften von Milchproteinen

Im System Lebensmittel werden die Emulgiereigenschaften der Milchproteine in mannigfaltiger
Weise beeinflusst. Von den vielen Méglichkeiten sind bis heute einige wenige in Modellsyste-
men untersucht worden. Im folgenden sind die wichtigsten, bisher untersuchten Einflussfaktoren
auf die Emulgiereigenschaften der Milchproteine zusammengefasst.

3.6.1. Einfluss des pH-Wertes im System

YAMAUCHI et al. (1980) untersuchten die Emulgiereigenschaften von Molkenproteinen und
variierten dabei den pH-Wert, die Hizebehandlung und die Zugabe weiterer Stoffe. Eine stabile
Emulsion (20% Kokos6l) konnte mit einer Molkenproteinkonzentration von mehr als 2 Gew.%
erreicht werden. Beim pH 5 stellten ste die geringste Aufrahmstabilitét und die héchste
Viskositit fest. Als Ursache fiir das starke Aufrahmen beim pH 5 wird die geringe elektrostati-
sche Abstossung im IEP Bereich der Molkenproteine angegeben.

Zu einem #hnlichen Ergebnis kamen SHIMIZU et al. (1985) sowie DAS und KINSELLA
(1989). Sie untersuchten die Emulgiereigenschaften von B-Lactoglobulin in Abhingigkeit vom
pH und der Proteinkonzentration. Obwohl die Grenzflichenbelegungsdichte der mit $-Lacto-
globulin stabilisierten Emulsion bei einem pH-Wert weit vom IEP am tiefsten ist, zeigten gerade
diese Emulsionen die hdchste Stabilitét. Die Autoren leiteten aus diesen Ergebnissen ab, dass
keine Korrelation zwischen der Dicke des Grenzflachenfilmes und der Emulsionsstabilitit be-
steht. Die geringe Stabilitit der Emulsion beim IEP ist darauf zuriickzufiihren, dass durch die
Aufhebung der elektrostatischen Abstossung die f-Lactoglobulin Molekiile aggregieren und in
dieser Form an der Phasengrenze zwischen Ol und Wasser adsorbieren. Dies im Gegensatz zu
pH-Bereichen iiber 7.5 und unter 3.0, in denen die elektrostatische Abstossung hoch ist und die
einzelnen Proteine an der Grenzfliche adsorbieren, wo sie iiber intermolekulare Interaktionen
einen viskoelastischen Film bilden, welcher die dispergierten Oltropfen stabilisiert.

TURGEON et al. (1996) untersuchte die Emulgiereigenschaften von hitzebehandeltem und en-
zymatisch hydrolysiertem Molkenproteinkonzentrat in einem Modellsystem, das den Bedingun-
gen, wie sie in einer Salatsauce vorkommen, dhnlich war. Im Vergleich zum nativen Molken-
proteinkonzentrat adsorbierte das unter sauren Bedingungen erhitzte (pH 2.5, 90°C, 10 Minuten)
Konzentrat langsamer an der Luft-Wasser Grenzfliche. Zugleich wurde ein Zusammenhang zwi-
schen der Adsorptionsrate an der Luft-Wasser Phasengrenze und der Emulgierkapazitit (EC) fest
gestellt. Die Abnahme der Oberflichenadsorptionsrate wurde mit der, durch die hitzeinduzierte
Auffaltung und Aggregation, reduzierten Diffusionsrate erklirt.

3.6.2. Einfluss der Temperatur

Durch eine kontrollierte Hitzebehandlung, die jedoch nicht zur Hitzekoagulation fiihrt, werden
die Proteine teilweise entfaltet und die Hydrophobizitit der Proteinoberfliche nimmt zu. So kén-
nen auch die Emulgiereigenschaften verbessert werden. Dies trifft insbesondere fiir die Molken-
proteine zu, deren Hitzedenaturierung ein mehrstufiger Prozess darstellt, der sich aus
Auffaltungs- und Aggregationsreaktionen zusammensetzt.

Nach WALKENSTROM (1993) verlieren die Molkenproteine bei einer Erhitzung von iiber
65°C ihre sekundire und tertidre Struktur, apolare Seitenketten werden freigesetzt, Wasserstoff-
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briicken und hydrophobe Bindungen gebrochen und die Aktivitit der Sulﬂlydril-Grq_ppen nimmt
stark zu. Verschiedene Autoren (WALSTRA und JENNESS, 1984, WALKENSTROM,

1993) geben an, dass bei steigenden Temperaturen (78° - 85°C) eine Polymerisation von Mol-
kenproteinen und Kaseinen stattfindet. Bei dieser Aggregation (= irreversible Denaturierung)
spielen freie Sulfhydril-Gruppen und Disulfid-Briicken in a-Lactalbumin, f-Lactoglobulin,
BSA, ag- und k-Kaseinen die Hauptrolle. Die hitzeinduzierte Aggregation von Milchproteinen
ist vom pH-Wert abhingig. Im basischen Bereich sind die S-haltigen Gruppen ionisiert und stark
aktiviert, so dass ein Disulfid-Austausch zwischen verschiedenen Gruppen rasch statt-findet. Bei
pH < 4 ist dieser Effekt aufgehoben und es kommt nur zur minimalen Aggregation zwischen den
verschiedenen Milchproteinen.

GELIN et al. (1995) untersuchten den Einfluss der Temperatur auf Protein-Lipid Interaktionen
an der Ol-Wasser Grenzfliche. Beim Abkiihlen war die Verinderung der Grenzflichenspannung
y zwischen Triolein und Milch unter Anwesenheit von Polysorbat 80 (Tween) nicht signifikant,
wihrenddem sie in Gegenwart von Glycerol-Monostearat, insbesondere im Bereich zwischen
20° - 40°C, stark abnahm. Aufgrund der Untersuchung der Fettkristallisation zwischen 4 und
40°C konnte der Schluss gezogen werden, dass die Protetn-Lipid Interaktionen nicht signifikant
durch die Veridnderung des physikalischen Zustandes der Fettmolekiile des emulgierten Triolein
oder Buttersl, sondern im wesentlichen durch die Anderung des physikalischen Zustandes des an
der Grenzfliche adsorbierten Monoglycerides beeinflusst werden. Gesittigte Monoglyceride be-
sitzen unterhalb einer bestimmten Temperatur eine erhéhte Oberflichenaktivitit.

MUSCHIQLIK et al (1997) untersuchten die Adsorptionskinetik zweier kommerziell erhiltlicher
Molkenproteinkonzentrate mit Hilfe der Berstmembranmethode. Das Molkenproteinkonzentrat
mit dem héheren Anteil an freien SH-Gruppen (nativ) setzte die Grenzflichenspannung rascher
herab als das Molkenproteinkonzentrat mit dem tieferen Anteil freier SH-Gruppen (stérker in-
termolekular vernetzt). Die héhere Grenzflachenaktivitit des nativen Molkenproteinkonzentrates
deckt stch mit den kleineren durchschnittlichen Tropfendurchmessern in einer Emulsion. Durch
eine Hitzebehandlung (70°C, 10 Minuten) dagegen wurde die Grenzflichenakivitit beider Mol-
kenproteinkonzentrate erhéht. Die Auffalltung der globuldren Proteine ergab eine Emulsion mit
kleineren durchnschnittlichen Fettkugeldurchmessern.

DICKINSON und HONG (1994) zeigten, dass eine Hitzebehandlung (70°C) den Austausch von
adsorbiertem B-Lactoglobulin durch Tween 20 erschwert.

3.6.3. Einfluss der lonenstirke

YAMAUCHI et al. (1980) stellten in ihren Untersuchungen, welche die Erforschung der Emul-
giereigenschaften von Molkenproteinen zum Gegenstand hatten, fest, dass in Gegenwart von
CaCl, die Emulsion nach einer Hitzebehandlung gelierte. Die Gelierung, die als Folge einer
Polymerisationsreaktion betrachtet werden kann, erklirte er mit der Bildung von Disulfidbriik-
ken zwischen Molkenproteinen, der Vermnetzung des a-Lactalbumin itber Ca-Briicken oder
einer Zunahme der Tropfenaggregation induziert durch die Abnahme der elektrostatischen Ab-
stossung nach Zugabe von CaCl,.

CHEN und DICKINSON (1993} untersuchte den Einfluss der Ca-lIonen-Konzentration (0 - 14
mM) auf die mit B-Kasein stabilisierte Emulsion (20% O1). Der durchschnittliche Tropfendurch-
messer wurde mit zunehmender Konzentration an Ca-Ionen grésser. Das Vorhandensein von Ca-
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Ionen fiihrte zur Vemnetzung einzelner mit f-Kasein stabilisierten Oltropfen unter Bildung von
Ca-Briicken und die dispergierte Phase flockte in der Folge aus.

Nach DALGLEISH (1997) destabilisieren Emulsionen durch Aufrahmung, Koaleszenz, Flok-
kenbildung und Aggregation. Dabei bewirkt die Anderung der Ionenstirke oder der Ionenbin-
dung durch Zusitze oder technologische Massnahmen nicht nur eine Reduktion der Ladung,
sondern auch eine Verdnderungen in der Konformation der adsorbierten Milchproteine. Die Zu-
gabe von Ca-Ionen zu einer B-Kasein stabilisierten Ol-in-Wasser Emulsion reduziert die negati-
ve Ladung der Proteinmolekiile. Zudem wird das adsorbierte Molekiil durch die Bindung von
Ca-Tonen kompakter. Diese beiden Vorgiinge fithren zur Reduktion der elektrostatischen und ste-
rischen Stabilsierung der Oltropfen. Andererseits ist es vorstellbar, dass Ca-lonen zur Vemnet-
zung von dispergierten Oltropfen fiihren (AGBOOLA und DALGLEISH, 1996b). Die Ent-
fernung von Phopshoserinseitenketten mittels Proteolyse hatte zur Folge, dass der Grenzflichen-
film stabiler gegen Ca-Ionen wurde. Ahnlich verhilt es sich mit B-Lactoglobulin stabilisierten
Oltropfen. Dies obwohl das native Protein unempfindlich gegen Ca-Ionen ist. DALGLEISH
(1997) nimmt an, dass dieses Verhalten mit dem Effekt von Ca-Ionen auf hitze-induzierte Mol-
kenproteingele zuriickzufiihren ist, obwohl die Denaturierung durch Adsorption nicht daselbe ist
wie die Hitzedenaturierung von Molkenproteinen.
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Abb. 4: Verhalten von B-Kasein-Molekiilen an der O/W-Phasengrenzfliche: (a) tiefe Konzen-
tration an -Kasein, (b) hohe Konzentration an p-Kasein, ¢} Effekt von Ca”*-Ionen auf die Kon-
formation von B-Kasein (DALGLEISH, 1997).

3.6.4. Interaktionen mit Lipiden, Polysacchariden und weiteren Komponenten

YAMAUCHI et al. (1980) untersuchte die Emulgiereigenschaften von Molkenproteinen und va-
riterte dabei den pH-Wert, die Hitzebehandlung und die Zugabe weiterer Stoffe. Eine stabile
Emulsion (20% Kokosol) konnte mit einer Molkenproteinkonzentration von mehr als 2 Gew.-%
erreicht werden. Die geringste Aufrahmstabilitit wurde bei einem pH-Wert 5 festgestellt. Die
Zugabe von Zucker, Monostearat und Lezithin bewirkten eine zusitzliche Abnahme der Auf-
rahmstabilitit.

Die Resultate einer Studie von NAGASAWA et al. (1996) zeigten, dass die Konjugation von
B-Lactoglobulin mit Polysacchariden zu einer Verschiebung des IEP von B-Lactoglobulin in den
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sauren Bereich (pH < 5) bewirkt. Diese Verschiebung hat einen positiven Effekt auf die Emul-
giereigenschaften von p-Lactoglobulin unter nicht optimalen Bedingungen wie sie bei der Her-
stellung von Lebensmitteln insbesondere von Mayonnaise und Salatsaucen vorkommen (saurer
pH, hohe NaCl-Konzentration, Hitzebehandlung). Die Autoren stellten fest, dass B-Lacto-
globulin durch die Verbindung mit Carboxymethyldextran hydrophiler, stirker negativ geladen
und flexibler wird. Das an der Phasengrenze adsorbierte Konjugat ragt mit seinem verlingerten,
hydrophilen Teil in die wiasserige Phase. Durch die stark abstehenden Molekiilregionen wird die
sterische Stabilisierung der dispergierten Emulsionstropfen verstirkt und der Hydratmantel ver-
grossert. Die Belegungsdichte einer mit Magermilchpulver stabilsierten Speiseeisemulsion ist in
Gegenwart von Saccharose erhht. PELAN et al. (1997) erkliren diesen Effekt mit einer Ande-
rung der Losungsmitteleigenschaften des Wassers nach Zugabe von Saccharose. Die Folge
davon ist eine verdnderte Kaseinmizellengréssenverteilung.

Der Effekt von niedermolekularen Zuckern auf die Emulgiereigenschaften von globuldren Pro-
teinen (11S Globulin, Ovalbumin) hingt stark von der Konzentration der Zucker ab. Bei tiefen
Konzentrationen (0.05 Gew.%}) liegt der Filmdruck © wegen der direkten Interaktion zwischen
Zucker und Protein tiefer als in der reinen Proteinlésung. ANTIPOVA et al. (1997) erkliren die-
ses Verhalten mit der méglichen Erhdhung der Hydrophilie des Protein-Zucker-Komplexes. Bei
Konzentrationen von 2 Gew.% konkurrenzieren die Zuckermolekiile das Protein in Bezug auf
die Hydratisierung. Der Filmdruck dieser Lésung ist im Vergleich zur reinen Proteinlésung stark
erhéht, was die Autoren mit einer Zunahme der Oberflichenaktivitit des Proteins gleich setzen.
Polysaccharide (hochmolekulare Verbindungen wie beispielsweise Amylose) reduzieren den
Filmdruck einer Proteinldsung infolge von intermolekularen Interaktionen zwischen Proteinen
und Polysacchariden.

DALGLEISH und HOLLOCOU (1997) untersuchten den Einfluss von Pektin und «-
Carrageenan auf Emulsionen, die entweder mit Na-Kaseinat oder mit einem Molkenprotein-
isolat stabilisiert waren. Beide Polysaccharide erh6hten die Emulsionsstabilitit bei pH-Werten,
wo normalerweise eine Prizipitation statt findet. Die Interaktionen zwischen negativ geladenen
Gruppen des Pektins und positiv geladenen Seitenketten des Kaseins bei pH unter dem IEP sind
fiir die Bindung von Kasein und Pektin verantwortlich. Allerdings muss aus noch nicht erklirba-
ren Griinden das Kasein in aggregierter Form vorliegen. Die Interaktionsmechanismen bei hhe-
ren pH-Werten (iiber dem IEP) sind noch Gegenstand von Untersuchungen. Mit demselben
Reaktionsmechanismus, aber weniger effizient, wird die stabilsierende Wirkung von Pektin auf
Molkenproteinemulsionen erkldrt. Die pH unabhingige Wechselwirkung zwischen k-Kasein und
k-Carrageenan (aufgrund spezifischer Ladungen) erhéht die Stabilitit von mit Kaseinat stabili-
sierten Emulsionen. Aufgrund der Untersuchungen nehmen die Autoren an, dass auch zwischen
Molkenproteinen und Carrageenan eine Interaktion stattfindet, die einen stabilisierenden Effekt
auf Molkeproteinemulsionen ausiibt. Der detailierte Mechanismus ist noch nicht abgeklirt. Die
Stabilitdt der Emulsion scheint jedoch weniger stark beeinflusst zu sein.

3.6.5. Enzymatische Behandlung

TURGEON et al. (1991) verwendete verschiedene Trypsin- und Chymotrypsin-Hydrolysate ei-
nes Molkenproteinkonzentrates (35 Gew.% Protein), das vorgingig im sauren pH-Bereich auf
90°C erhitzt wurde, um Salatsaucen (62% Ol) zu stabilisieren. Die verschiedenen Peptid-
fraktionen wurden mittels zweistufiger UF erhalten. Durch die Erhitzung bei einem pH von 2.5
wurde eine Auffaltung der Molkenproteine mit minimaler Aggregation erzielt. Die enzymatische
Hydrolyse ergab Peptide mit kleiner Molekiilgrosse und weniger sekundir Struktur (= ungeord-
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neter). Dies filhrte zur Verbesserung der Loslichkeit, Wasseradsorption, Emulgierkapazitit und
Schaumbildungseigenschaften.

Auch CRUIJSEN (1996) bestitigt, dass mittels enzymatischer Hydrolyse die Emulgiereigen-
schaften der Milchproteine verbessert werden. Die kiirzeren, aufgefalteten Ketten der mit
Pepsin und Chymotrypsin behandelten Molkenproteine zeigten eine hohere Adsorptionsrate

an der Ol-Wasser Phasengrenze, verminderten die durchschnittliche Fettkiigelchengrosse, die
Aufrahmung und Koaleszenz. Die Spaltung der Peptidbindung in Proteinen fithrt zu nieder-
molekularen Bruchstiicken mit freigelegten hydrophoben Regionen. Diese haben im Vergleich
zum Ausgangsprodukt aufgrund ihrer tieferen Molekiilmasse und demzufolge erhéhten Flexibi-
litéit bessere Emulgiereigenschaften.

AGBOOLA und DALGLEISH (1996a) untersuchten die Geschwindigkeit, mit der an der Pha-
sengrenze adsorbierte Milchproteine hydrolysiert werden sowie die Stabilitit von Ol-in-Wasser
Emulsionen, die mittels Trypsin behandelter Milchproteine hergestellt wurden. Die Resultate
zeigten, dass adsorbiertes B-Lactoglobulin bedeutend schneller hydrolysiert wird als in wisseri-
ger Losung vorliegendes Protein. Bei Na-Caseinat konnte dieser Unterschied nicht festgestellt
werden. Bereits anhand fritherer Studien wurde vermutet, dass Molkenproteine bei der Adsorpti-
on eine Konformationsinderung eingehen. Hydrophile Seitenketten, die im nativen Zustand im
globuldren Molekiil verborgen sind, werden der wisserigen Phase ausgesetzt und somit zuging-
licher fiir enzymatische Reaktionen. Die Stabilitdt der mit hydrolysierten Milchproteinen herge-
stellten Emulsionen war im Vergleich zu Emulsionen, die mit unmodifizierten Milchproteinen
hergestellt wurden, niedriger.
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