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1. Einleitung und Problemstellung

Proteine sind die Lebensmittelinhaltsstoffe, die die sensorischen, die techno-funktionellen und
die tropho-funktionellen Eigenschaften von Lebensmitteln wesentlich bestimmen. Sensorische
Eigenschaften wie Geruch, Geschmack und Textur werden durch Proteine vermittelt (Russell et
al. 2006, Kinsella 1989), aber auch techno-funktionelle Eigenschaften wie Viskositat, Wasser-
und Olbindung, Schutzkolloidwirkung, Ausbildung/Stabilisierung von Grenzflachen und
Gelbildung (Phillips et al. 1994) und tropho-funktionelle Eigenschaften wie Nahrwert,
biologische Wertigkeit und bioaktive Wirkungen (Walstra et al. 2006, Kinsella 1989).

Um die Eigenschaften von Lebensmitteln den Anforderungen anzupassen, die die Industrie, der
Handel und die Verbraucher an Lebensmittel stellen, ist es daher besonders interessant, die
Eigenschaften von Proteinen zu modifizieren. In der Literatur werden chemische, physikalische,
gentechnische und enzymatische Verfahren zur Modifizierung der Eigenschaften von Eiweil3
beschrieben (Lorenzen 2000b, Singh 1991, Kinsella 1989, Matheis und Whitaker 1987). Unter
den enzymatischen Verfahren ist in den letzten Jahren eine Quervernetzung von Protein durch
das Enzym Transglutaminase intensiv untersucht und auch industriell eingesetzt worden
(Lorenzen 2007, Yokoyama et al. 2004, Jaros et al. 2006).

Transglutaminase [EC 2.3.2.13] katalysiert im Wesentlichen die Bildung von
Isopeptidbindungen zwischen Lysyl- und Glutaminylresten von Proteinseitenketten (Zhu et al.
1995). Es entstehen Proteinpolymere mit Molmassen >2 x 10° g/mol, fiir die eine hohere
Hitzestabilitat, eine verbesserte Stabilisierung disperser Systeme, eine héhere Viskositat ihrer
Lésungen und eine hdhere Wasserbindung nachgewiesen werden konnte als fur unbehandeltes
Protein (Lorenzen 2000a, Lorenzen 2007, Flanagan et al. 2003, Tang et al. 2005). Fiur eine
Anwendung der Transglutaminasebehandlung in der Herstellung von Milchprodukten, von
Fleisch- und Wurstwaren und von Sojaproteinerzeugnissen wurde eine Verbesserung von
Textur, Wasserbindungsvermdgen, Verarbeitungseigenschaften und sensorischen
Eigenschaften der Produkte beschrieben (Zhu et al. 1995). Durch Inkubation von Protein mit
Transglutaminase werden nach Mautner et al. (1999) nur etwa 1% der Lysylreste in Protein
modifiziert und die in-vivo Proteolysierbarkeit von Protein nach Roos et al. (2003) im
Wesentlichen nicht beeintrachtigt.

Als Alternative zur Modifizierung von Protein durch Transglutaminase wurden bisher wenige
Mdglichkeiten zur enzymatischen Quervernetzung von Protein beschrieben (Feergemand et al.
1998a, Thalmann 2003). Die Modifizierung von Protein durch andere Enzyme als
Transglutaminase ist besonders dann interessant, wenn Proteine mit einer geringen sterischen
Verfugbarkeit von Lysyl- und Glutaminylresten modifiziert werden sollen, wenn die Wirkung von
Transglutaminase durch Enzyminhibitoren im Lebensmittel beeintréchtigt wird (De Jong et al.
2005) oder wenn Proteinmolekiile mit unterschiedlicher Molekulstruktur quervernetzt werden
sollen (Han und Damodaran 1996). In der Literatur wurden erste Untersuchungen zur
Modifizierung von Molkenprotein durch Peroxidase (Feergemand et al. 1998a), von
Molkenprotein durch Tyrosinase (Thalmann 2003), von Fleischeiweild durch Laccase (Lantto et
al. 2007a) und von Getreideeiweil3 durch Glucoseoxidase (Primo-Martin et al. 2003)
beschrieben. Thalmann (2003) berichtete Uber gute Schaumbildungseigenschaften von
tyrosinasebehandeltem Molkenprotein, Shotaro (2002) Uuber verbesserte Gelbildungs-
eigenschaften von laccasebehandeltem Protein.

Auf der Seite der chemisch-physikalischen Verfahren zur Quervernetzung von Eiweil3 - als
Alternative zur enzymatischen Modifizierung von Protein durch Transglutaminase - wurde in
den letzten Jahren die Maillard-Reaktion von Protein und Saccharid diskutiert. Es wurde
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berichtet, dass Protein/Saccharid-Maillard-Produkte hergestellt werden kdénnen, die sich durch
die funktionellen Eigenschaften von Proteinen und die funktionellen Eigenschaften von
Sacchariden auszeichnen (Fechner et al. 2007, Mu et al. 2006).

Ein Vergleich der unterschiedlichen Methoden zur enzymatischen und zur chemisch-
physikalischen Modifizierung von Protein ist bisher nur begrenzt méglich. In Studien wurden
unterschiedliche Proteine unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen modifiziert.
Reaktionsprodukte mit unterschiedlicher Molmasse, mit unterschiedlicher Struktur und mit
unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften wurden gebildet.

Um einen direkten Vergleich der Eigenschaften von Milcheiweild zu ermdglichen, das
enzymatisch oder aber chemisch-physikalisch modifiziert wurde, wurde eine experimentelle,
wissenschaftliche Ubersichtsarbeit iber die Oligomerisierung von Milcheiwei mit Hilfe
enzymatischer und chemisch-physikalischer Verfahren sowie Beurteilung der techno-
funktionellen und in-vitro tropho-funktionellen Eigenschaften mit folgenden Schwerpunkten
durchgefihrt:

(1) Enzymatische Modifizierung von Milcheiweil durch Lactoperoxidase, durch Laccase und
durch Glucoseoxidase.
(Il.) Chemisch-physikalische Modifizierung von Milcheiwei3 durch Maillard-Reaktion mit
Glucose, mit Lactose, mit Pektin und mit Dextran.
(I.) Charakterisierung der techno-funktionellen und der tropho-funktionellen Eigenschaften
von enzymatisch modifiziertem beziehungsweise von chemisch-physikalisch
modifiziertem Milcheiweil3.
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2. Theoretischer Hintergrund
2.1. Milcheiweil3

Milch enthalt etwa 3,3% Milcheiweil? (Walstra et al. 2006), das neben Minorproteinen im
Wesentlichen aus Caseinen und aus Molkenproteinen als den Majorproteinen von Milcheiweil3
besteht. Abbildung 2.1 zeigt eine Ubersicht tiber die Zusammensetzung von MilcheiweiR.
Caseine und Molkenproteine werden anhand ihrer chemisch-physikalischen, ihrer techno-
funktionellen und ihrer tropho-funktionellen Eigenschaften voneinander unterschieden.

Milchproteine

Majorproteine Minorproteine

eigentliche Minorproteine,

Caseine Molkenproteine Fettkilgelchenhillenproteine,
Enzyme
ag;-Casein, a-Lactalbumin,
ag,-Casein, -Lactoglobulin,
B-Casein, Blutserumalbumin,
K-Casein, Immunglobuline

Caseinfragmente

Abb. 2.1. Ubersicht iiber die Zusammensetzung von Milcheiweil3

Chemisch-physikalische Eigenschaften von Caseinen u nd Molkenproteinen

Caseine sind amphiphile Molekile mit ungeordneter, offenkettiger Molekulstruktur und
hydrophoben Eigenschaften. Durch einen hohen Gehalt an Prolin in der Primarstruktur von
Casein bilden Caseinmolekiile im Wesentlichen keine Tertidrstruktur aus. In wassriger Losung
bilden Caseinmolekile durch intermolekulare Calcium-Phosphat-Briickenbindungen, durch
hydrophobe Wechselwirkungen und durch Wasserstoffbriickenbindungen Caseinmicellen aus
(Walstra et al. 2006). Casein prazipitiert aus Milch durch Sauerung (pH 4,6, 20C) und durch
enzymatische Behandlung mit Lab. Casein ist weitgehend stabil gegeniber einer thermischer
Behandlung bei Temperaturen von bis zu 120 (Schli mme und Buchheim 1999).

Die Molmasse der einzelnen Caseinfraktionen wird mit 19.023 g/mol (k-Casein), mit
23.614 g/mol (as;-Casein), mit 25.230 g/mol (as;-Casein) und mit 23.983 g/mol (B-Casein)
angegeben (Walstra et al. 2006).
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Molkenproteine sind Molekile mit globularer, kompakter Molekulstruktur (Topel 2004). Durch
schwefelhaltige = Aminosduren in der Primarstruktur von Molkenproteinen bilden
Molkenproteinmolekile intramolekulare Disulfidbriickenbindungen aus und - als Folge - eine
globulare Tertiarstruktur. Die Oberflache von Molkenproteinmolekillen wird als weitgehend
hydrophil beschrieben. Molkenproteine sind gegeniber einer Sauerung (pH 4,6, 20C) und
einer Behandlung mit Lab deutlich unempfindlicher als Caseine, sie denaturieren jedoch durch
eine thermische Behandlung bei Temperaturen 270C (Topel 2004).

Die Molmasse der einzelnen Molkenproteinfraktionen wird mit 14.176 g/mol (a-Lactalbumin), mit
18.283 g/mol (B-Lactoglobulin) und mit 66.267 g/mol (Blutserumalbumin) angegeben (Walstra et
al. 2006).

Techno-funktionelle Eigenschaften von Caseinen und Molkenproteinen

Die unterschiedlichen chemisch-physikalischen Eigenschaften von Caseinen und von
Molkenproteinen filhren zu unterschiedlichen techno-funktionellen Eigenschaften, die Tdpel
(2004) gegentberstellt.

Caseine zeichnen sich im Wesentlichen durch gute Grenzflacheneigenschaften, eine hohe
Hydrationsféahigkeit, eine hohe Hitzestabilitdt und die Ausbildung viskoser Lésungen aus.

Fur Molkenproteine werden eine kolloidale Ldslichkeit, die Fahigkeit zur Gelbildung und gute
Grenzflacheneigenschaften angefiihrt (T6pel 2004). Die techno-funktionellen Eigenschaften von
Molkenproteinen sind abhangig vom Grad der Denaturierung der Tertidrstruktur von
Molkenproteinmolekilen und k&nnen besonders durch eine pradenaturierende Erhitzung
verbessert werden (Konrad und Lieske 1994, Lorenzen 1983).

Tropho-funktionelle Eigenschaften von Caseinen und Molkenproteinen

Caseine und Molkenproteine sind Proteine mit hoher erndhrungsphysiologischer Qualitat und
hoher Bioverfugbarkeit in Milch. Walstra et al. (2006) geben fur Molkenprotein eine héhere
Proteinqualitat an als fur Casein. Fir Gesamtmilchprotein wird eine hohere Proteinqualitat
berichtet als flir einzelne Proteinfraktionen, da sich die limitierenden Aminosauren in Casein
(Cystein, Methionin) und in Molkenprotein (Tyrosin, Phenylalanin) ergdnzen (Walstra et al.
2006). Nach Kinsella (1989) werden Caseine als Folge der offenkettigen Tertidrstruktur von
Caseinmolekilen leichter enzymatisch hydrolysiert als Molkenproteine.

Uber den Nahrwert von Caseinen und von Molkenproteinen hinaus diskutierten Liu et al. (2007)
und Tong et al. (2000) fur Milcheiweil3 antioxidative Eigenschaften.

Fur Proteinfragmente, die beispielsweise in Milch durch das Enzym Plasmin aus Caseinen
gebildet werden, werden bioaktive Eigenschaften beschrieben (Schlimme und Buchheim 1999,
Fitzgerald und Meisel 2003). Fitzgerald und Meisel (2003) geben einen umfassenden Uberblick
Uber die opioiden (Casomorphine, a-Lactorphin, (-Lactorphin), die opioidantagonistischen
(Lactoferroxine, Casoxine), die ACE-inhibitorischen (Casokinine, Lactokinine), die
immunmodulierenden (Immunopeptide), die antimikrobiellen (Lactoferricin, Casocidin, Isracidin),
die antithrombotischen (Casoplateline) und die mineralstoffoindenden (Phosphopeptide)
Eigenschaften von bioaktiven Peptiden aus Milcheiweil3.
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2.2. Enzymatische Modifizierung von Milcheiweif3
2.2.1. Enzyme (allgemein)

Enzyme sind Proteine mit katalytischer Aktivitat. Sie werden in biologischen Zellen gebildet und
katalysieren den komplexen Ablauf des Stoffwechsels als wesentliches Merkmal des Lebens.
Enzyme katalysieren spezifische chemische Reaktionen (Reaktionsspezifitdt) unter Umsetzung
spezifischer Substratmoleklle (Substratspezifitdt). Die katalytische Wirkung von Enzymen
besteht in der Eigenschaft, mit Substratmolekilen eine Zwischenverbindung einzugehen und
die Aktivierungsenergie chemischer Reaktionen zu senken. Aus der Zwischenverbindung
Substrat/Enzym gehen die Reaktionsprodukte und das unveranderte Enzym hervor. Enzyme
beschleunigen so den Ablauf chemischer Reaktionen ohne das Gleichgewicht der Reaktionen
zu verandern (Hansen und Frommel 1994).

Die Klassifizierung und Nomenklatur von Enzymen erfolgt anhand der Reaktionsspezifitdt von
Enzymen nach den Regeln der ,International Union of Pure and Applied Chemistry (I.U.P.A.C.)"
und der ,International Union of Biochemistry (l.U.B.M.B.)* in [1] Oxidoreduktasen, in
[2] Transferasen, in [3] Hydrolasen, in [4] Lyasen, in [5] Isomerasen und in [6] Ligasen. Die
wesentlichen Reaktionen der Enzymklassen sind schematisch in den Formeln 2-1 bis 2-6
dargestellt.

Oxidoreduktasen AH, + B — A + BH, (2-1)
Transferasen AB+C —_— A+CB (2-2)
Hydrolysen AB + H,O — AOH + BH (2-3)
Lyasen AB EE— A+B (2-4)
Isomerasen ABC E— BAC (2-5)
Ligasen A+B+ATP ——— AB + ADP + P; (2-6)

Die Modifizierung von Lebensmittelproteinen durch enzymatische Verfahren gilt als besonders
innovatives Verfahren zur Veranderung der techno-funktionellen, der tropho-funktionellen und
der sensorischen Eigenschaften von Proteinen (Lorenzen 2000b). In den Kapiteln 2.2.2., 2.2.3.,
2.2.4. und 2.2.5. werden die Enzyme Transglutaminase, Lactoperoxidase, Laccase und
Glucoseoxidase als die Enzyme charakterisiert, die die Eigenschaften von Proteinen durch eine
Quervernetzung von Aminosaurenseitenketten in und zwischen Proteinmolekilen modifizieren
kénnen.
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2.2.2.  Transglutaminase [EC 2.3.2.13]
Hintergrund

Transglutaminase beziehungsweise Protein-glutamin:amin-y-glutamyl-transferase [EC 2.3.2.13]
ist ein Enzym, das nach IUPAC-Nomenklatur der Gruppe der Transferasen zugeordnet wird.
Transglutaminase katalysiert drei wesentliche Reaktionen: eine enzymatische Quervernetzung
von peptidgebundenen Glutaminyl- und Lysylresten (Formel 2-7), einen Acyltransfer (Formel
2-8) und eine Desaminierung (Formel 2-9).

Gln—CO—DNH, + HEN—Ly|s —> Gln—cCo—NH— Lys + NH,

(2-7)
Gln—co—WNH, + RNH, —> Gln—cCo—NHR + NH,
‘ ‘ (2-8)
Gln—Co—NH; + HOH —— zGln— COOH + NH,
| | 2-9)

Transglutaminasen wurden im pflanzlichen, im tierischen, im menschlichen und im mikrobiellen
Organismus nachgewiesen (Zhu et al. 1995). Die industriell eingesetzte mikrobielle
Transglutaminase (MO-TG) ist ein Exoenzym von Streptoverticillium mobaraense. MO-TG ist
ein globulares, hydrophiles Polypeptid mit einer Molmasse von 37.900 g/mol aus 331 Amino-
saurenresten (Zhu et al. 1995). Die katalytische Aktivitdt von MO-TG wird vermittelt durch einen
Cysteinrest im aktiven Zentrum des Enzyms.

Bei der enzymatischen Quervernetzung von Protein durch MO-TG (Formel 2-7) bindet der
y-Carboxy-Glutaminylrest eines Proteinmolekils an das aktive Zentrum der MO-TG (Chica et al.
2004). Durch den nukleophilen Angriff eines Lysylrestes bildet sich eine Isopeptidbindung
zwischen Glutaminylrest und Lysylrest aus. Das Isopeptid dissoziiert vom Enzymkomplex;
Ammoniak wird freigesetzt (Pedersen et al. 1994, Taguchi et al. 2000).

Eine enzymatische Quervernetzung von Protein durch Transglutaminase wurde beschrieben fir
tierisches Eiweil3 (Fleischeiweil3, Milcheiweil3, Huhnereieiweild) und fir pflanzliches Eiweil3
(Sojaprotein, Getreideeiweil3). Transglutaminase katalysiert die Bildung von Proteinpolymeren
mit Molmassen >2 x 10° g/mol (Lorenzen 2000a). Es wurde nachgewiesen, dass die
Reaktionsprodukte eine hohere Hitzestabilitdt (Lorenzen 2000a, Tang et al. 2005, Mounsey et
al. 2005, Flanagan et al. 2003), verbesserte Grenzflacheneigenschaften (Wang et al. 2002,
Tang et al. 2004, Yildrim et al. 1996), eine hoéhere Ldslichkeit (Lorenzen 2000a), eine hohere
Viskositat (Mounsey et al. 2005), verbesserte sensorische Eigenschaften (Mautner 2000) und
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eine verbesserte Shelf-Life-Stabilitdt (Zhu et al. 1995) gegenliber unbehandeltem Protein
aufweisen.

Nur etwa 1% des Lysins von Protein wird durch MO-TG umgesetzt (Mautner 2000). Die in-vivo
Proteolysierbarkeit von Protein wird nach Roos et al. (2003) durch MO-TG nicht beeintrachtigt.
Durch Inkubation mit MO-TG sinkt das allergene Potential von Protein (Yamauchi et al. 1991),
essentielle Aminosduren koénnen in Protein integriert werden (Zhu et al. 1995) und die
intestinale Absorption von Mineralstoffen kann verbessert werden (Noguchi et al. 1992).

Fur eine Anwendung der Transglutaminasebehandlung in der Herstellung von Milchprodukten,
von Fisch- und Fleischwaren sowie von Sojaproteinerzeugnissen wird eine Verbesserung von
Textur, Wasserbindungsvermdogen, Verarbeitungseigenschaften und sensorischen
Eigenschaften der Produkte beschrieben (Zhu et al. 1995, Yokoyama et al. 2004).

Begrenzungen der Anwendung von Transglutaminase

Folgende Begrenzungen der Transglutaminasebehandlung von Protein werden beschrieben:

e eine geringe Wirkung von MO-TG gegenuber Proteinen mit einer geringen sterischen
Verfugbarkeit von Lysyl- und Glutaminylresten,

* eine Inhibierung von MO-TG durch Enzyminhibitoren im Produkt (z.B. in Rohmilch)
(De Jong et al. 2005),

* unerwinschte sensorische Eigenschaften von Lebensmitteln durch Anwendung der
Transglutaminasebehandlung (z.B. ein geringes Volumen und eine zahe Konsistenz von
Teigen in der Backwarenherstellung) (Caballero et al. 2007),

e unerwinschte techno-funktionelle Eigenschaften von Proteinpolymeren (z.B. eine geringe
Emulgieraktivitat und eine geringe Aufschlagfahigkeit) (Lorenzen 2000a),

e unerwinschte technologische Wirkungen von MO-TG auf den Produktionsprozess (z.B.
eine Verlangerung der Fermentationszeit von Joghurtmilch) (Mautner 2000),

e eine geringe Aktivitat von MO-TG zur Quervernetzung von Proteinen mit unterschiedlicher
Molekdlstruktur oder aber zur Bildung komplex zusammengesetzter Polymere aus
verschiedenen Naturstoffmolekilen (Han und Damodaran 1996).

Erweiterung und Alternativen zur Anwendung von Tran sglutaminase

In der Literatur wurde beschrieben, dass die enzymatische Polymerisierung von Protein durch
MO-TG durch eine Kombination mit einer chemisch-physikalischen oder mit einer
enzymatischen Behandlung von Protein verbessert werden kann.

Eine Behandlung von Protein durch Erhitzung (Lorenzen 2007), durch hydrostatischen
Hochdruck (Trespalacios and Pla 2007, Partschefeld et al. 2007) und durch Acidifizierung
(Eissa et al. 2004) wurde vor oder aber zeitgleich mit einer Inkubation von Protein mit MO-TG
eingesetzt. Eine Modifizierung von Protein durch Transglutaminase/Tyrosinase- (Lantto et al.
2006), Transglutaminase/Peptidase- (Hassan et al. 2007, Caballero et al. 2007),
Transglutaminase/Amylase- und Transglutaminase/Xylanase-Kombination (Caballero et al.
2007) wurde beschrieben.

Ubersichtsarbeiten geben einen Uberblick tber Enzymsysteme, mit denen Protein als
Alternative zur Inkubation mit MO-TG quervernetzt werden kann. Lactoperoxidase (s. Kap.
2.2.3.), Phenoloxidasen (s. Kap. 2.2.4.) und Glucoseoxidase (s. Kap. 2.2.5.) werden durch
Singh (1991) und Matheis und Whitaker (1984) angefthrt.
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2.2.3. Lactoperoxidase [EC 1.11.1.7]

Lactoperoxidase [EC 1.11.1.7] ist ein Enzym, das nach IUPAC-Nomenklatur der Gruppe der
Oxidoreduktasen zugeordnet wird. Lactoperoxidase katalysiert verschiedene Redoxreaktionen
durch einen Wechsel des Oxidationszustands ihres katalytisch wirksamen Eisenions
(Kussendrager und van Hooijdonk 2000).

Lactoperoxidase ist ein hdmhaltiges Glycoprotein aus 608 Aminosauren mit einer Molmasse
von 78.000 g/mol (Boots und Floris 2006). Sie ist das quantitativ bedeutendste Enzym in Milch
(Dstdal et al. 2000). Peroxidasen allgemein kdnnen ubiquitar im pflanzlichen, im tierischen und
im mikrobiellen Gewebe nachgewiesen werden (Kussendrager und van Hooijdonk 2000).

Die wesentliche Reaktion der Lactoperoxidase besteht in der Spaltung von Wasserstoffperoxid
zu Wasser und Sauerstoff, bezeichnet als Peroxidaseaktivitdt. Neben der Peroxidaseaktivitét
fuhren Boots und Floris (2006), Matheis und Whitaker (1984) und Koppelmann und Wijngaards
(2000) auch eine Oxidase-, eine Catalase- und eine Hydroxylaseaktivitéat der Lactoperoxidase
an (Tab. 2.1). Grabber et al. (2000) beobachteten dartber hinaus Acyltransferreaktionen durch
Peroxidase.

Tab. 2.1. Enzymaktivitat der Lactoperoxidase

Enzymaktivitat Reaktion

1. Peroxidaseaktivitat Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser

2. Oxidaseaktivitat Umsetzung von Hydroxylgruppen zu Carbonylgruppen

3. Catalaseaktivitat Abspaltung von atomarem Sauerstoff aus Wasserstoffperoxid
4. Hydroxylaseaktivitat Einfuhrung von Hydroxylgruppen in Aromaten

Eine Quervernetzung von Proteinmolekilen durch Lactoperoxidase wurde erstmals anhand der
Bildung von Dityrosin in Milch, die durch Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid sterilisiert wurde,
beschrieben (Jstdal et al. 2000). Die Quervernetzung von Aminosdurenresten wird im
Wesentlichen auf die Peroxidase- und die Hydroxylaseaktivitat von Peroxidasen zuriickgefihrt
(Koppelmann und Wijngaards 2000).

Das katalytisch wirksame Eisenion der Lactoperoxidase liegt in Ruhe als Eisen(ll)-lon vor.
Durch eine enzymatische Abspaltung von Sauerstoff aus Peroxiden wird das Eisen(ll)-lon zum
Eisen(ll)-lon oxidiert und kann nach Formel (2-10) verschiedene Elektronendonatoren
unspezifisch oxidieren (Matheis und Whitaker 1984).

Donator + H,O0, ———» oxidierter Donator + H,O (2-10)

Als Donatoren dienen im Wesentlichen leicht oxidierbare Aminoséurenseitenketten (Oudgenoeg
et al. 2001, Aeschbach et al. 1976, Stahmann et al. 1977, Schooneveld-Bergmans et al. 1999)
von Tyrosin, Tryptophan und schwefelhaltigen Aminosduren. Die enzymatisch oxidierten
Donatoren und radikalischen Intermediate (Grabber et al. 2000, Oudgenoeg et al. 2001,
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Matheis und Whitaker 1984, Stahmann et al. 1977) sind chemisch instabil und reagieren durch
spontane Oxidations-, Additions- und Kondensationsreaktionen zu stabilen Reaktionsprodukten
und Aggregaten (Stahmann et al. 1977, Oudgenoeg et al. 2001, Michon et al. 1999, Grabber et
al. 2000). Es entstehen Protein/Protein-Vernetzungsprodukte tber Isodityrosin-, Ditryptophan-
und Disulfid-Verbindungen (Abb. 2.2), die beispielsweise die elastischen und wasserunldslichen
Eigenschaften der Strukturproteine Kollagen, Elastin und Extensin vermitteln (Oudgenoeg 2001,
Koppelmann und Wijngaards 2000, Grabber et al. 2000). Neben Protein/Protein-Produkten
kénnen durch Peroxidasen auch Protein/Phenol-, Protein/Kohlenhydrat- und Protein/Lipid-
Produkte ausgebildet werden (Schooneveld-Bergmans et al. 1999, @stdal et al. 2000, Boeriu et
al. 2004). In Abhangigkeit von den Substratmolekilen und den Reaktionsbedingungen (Jstdal
et al. 2000, Stahmann et al. 1977) entstehen verschiedene Reaktionsprodukte durch intra- und
intermolekulare kovalente Bindungen (Aeschbach et al. 1976), aber auch durch hydrophobe
Wechselwirkungen und durch Wasserstoffbriickenbindungen (Stahmann et al. 1977).

OH _ %\\ S)
= \
\_/ o |
H

(@ (b) ()

Abb. 2.2. Proteinvernetzungsprodukte der Lactoperoxidase
a = Isodityrosin, b = Ditryptophan, ¢ = Disulfid

In Bezug auf das System Milch wurde Lactoperoxidase bisher im Wesentlichen aufgrund ihrer
antimikrobiellen  Eigenschaften eingesetzt. Anwendungen von Lactoperoxidase zur
Kaltsterilisierung von Milch (Marin et al. 2005, Fonteh et al. 2005), zur Kontrolle der Aktivitat der
Mikroflora und zur Hemmung der Nachsauerung von Joghurt und Kése (Hirano und Kudo 1998)
sowie als Indikator einer Erhitzung von Milch bei Temperaturen >85C (Kussendrager und van
Hooijdonk 2000, Seifu et al. 2005) wurden beschrieben.

Eine oxidative Modifizierung von Milcheiweild durch Peroxidasen wurde berichtet fir
Molkenproteinisolat (Feergemand et al. 1998a), fur Casein (Aeschbach et al. 1976, @stdal et al.
2000, Boeriu et al. 2004), fur B-Lactoglobulin (Jstdal et al. 2000, Stahmann et al. 1977) und fur
Blutserumalbumin (Jstdal et al. 2000, Thomas und Aune 1977, Stahmann et al. 1977,
Aeschbach et al. 1976).

Eine genaue Charakterisierung der Reaktionsprodukte auf Molmasse, Struktur, techno- und
tropho-funktionelle Eigenschaften liegt bisher nicht vor. Lediglich fur eine Inkubation von
Molkenprotein mit Peroxidase/Wasserstoffperoxid beobachteten Faergemand et al. (1998a) die
Bildung von Proteinoligomeren, deren Viskositat in wassriger Ldosung die Viskositat von
unbehandeltem Molkenprotein Uberstieg.
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2.2.4. Laccase [EC 1.10.3.2]

Laccasen [EC 1.10.3.2] sind Enzyme, die nach IUPAC-Nomenklatur der Gruppe der
Oxidoreduktasen zugeordnet werden. Sie katalysieren Redoxreaktionen durch einen Wechsel
des Oxidationszustands und einen Elektronentransfer zwischen ihren katalytisch wirksamen
Kupferionen (Claus 2004, Shotaro 2002).

Laccasen sind Phenoloxidasen, die ubiquitar im bakteriellen, im mykotischen, im pflanzlichen
und im tierischen Organismus nachgewiesen werden konnen (Claus 2004, Mattinen et al.
2005). Die Laccase von Myceliophthera thermophila (Kap. 3.1.) besteht aus einer
Polypeptidkette von 540 Aminoséduren mit einer Molmasse von 64.000 g/mol. Jedes
Laccasemolekll besitzt zwei Substratbindungsstellen und vier katalytische Kupferionen, die in
Gegenwart von Sauerstoff von Cu** zu Cu®* oxidiert und aktiviert werden.

Laccase katalysiert im Wesentlichen eine Dioxygenierung von o- und p-Diphenolen in
Gegenwart von Sauerstoff zu den korrespondierenden o- und p-Chinonen (Tab. 2.2). Jeweils
ein Molekll Sauerstoff liefert Laccase die Elektronen zur Bildung von zwei Chinonmolekllen
(Claus 2004, Mattinen et al. 2005, Shotaro 2002).

Tab. 2.2. Enzymaktivitat der Laccase

Enzymaktivitat Reaktion

1. Catecholaseaktivitét Oxidation von o- und p-Diphenolen zu o- und p-Chinonen

2. Phenolaseaktivitat” Oxidation von Mono- und Diphenolen zu Chinonen

3. Catalaseaktivitat” Abspaltung von atomarem Sauerstoff aus Wasserstoffperoxid
4. Peroxidaseaktivitat® Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser

Y nicht fir alle Laccasen nachweisbar (vgl. Lantto et al. 2005, Yamazaki et al. 2004, Selinheimo et al. 2007)

Chinone sind chemisch instabil und reagieren mit nucleophilen Molekulen durch Oxidations-,

Substitutions-, Additions- und Kondensationsreaktionen spontan weiter (Figueroa-Espinoza und

Rouau 1999, Matheis und Whitaker 1984). Uber radikalische Intermediate (Claus 2004,

Mattinen et al. 2006, Lantto et al. 2005, Selinheimo et al. 2007) entstehen folgende polymere,

heterogen zusammengesetzte Melanoidine (Hurrel und Finot 1982, Thalmann 2003):

e Chinone bilden untereinander Phenolpolymere aus (Claus 2004, Feergemand et al. 1998a).

e Chinone oxidieren Proteinmolekile (Feergemand et al. 1998a), Kohlenhydrate (Figueroa-
Espinoza und Rouau 1999) oder auch Fette (Norsker et al. 2000). In Gegenwart von
Proteinmolekilen werden Aminosaurenreste von Tyrosin (Hurrel und Finot 1982, Mattinen
et al. 2005, Jee et al. 2000), von Tryptophan (Mattinen et al. 2006, Hurrel und Finot 1982),
von Cystein (Matheis und Whitaker 1984, Shotaro 2002), von Lysin (Matheis und Whitaker
1984, Hurrel und Finot 1982, Shotaro 2002), von Methionin (Hurrel und Finot 1982, Shotaro
2002) und/oder von Histidin (Shotaro 2002) unspezifisch oxidiert. Nach dem in Abbildung
2.3 dargestellten = Mechanismus  entstehen Protein/Phenol-Vernetzungsprodukte
(Feergemand et al. 1998a).

e« Chinone oxidieren Proteinmolekile und werden dabei selbst zu Diphenolen reduziert
(Figueroa-Espinoza und Rouau 1999). Es werden spontan Protein/Protein-
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Vernetzungsprodukte ausgebildet (Jee et al. 2000). Verschiedene Vernetzungsprodukte wie
Isodityrosin, Disulfid, Tyrosin-Cystein, Tyrosin-Lysin und Ditryptophan (vgl. Abb. 2.2) werden
intra- und intermolekular ausgebildet (Selinheimo et al. 2007, Lantto et al. 2007b, Matheis
und Whitaker 1984).

CH O CH O OH

CH o CH o OH
I II I II
— — —— —
P P

HN HN HN NH

- = = ‘ = -
Rl Rl Rl RZ
COOH COOH COOH COOH COOH

Abb. 2.3. Vernetzung von Protein R; und Protein R, durch Laccase (maodifiziert nach
Thalmann 2003)

Reaktion | = enzymatische Oxidation von Diphenolen in Gegenwart von Sauerstoff zu Chinonen
Reaktion Il = spontane Stabilisierung der Chinone durch Additionsreaktion mit Proteinen

Neben diesen spontanen Reaktionen als Folge der Catecholaseaktivitdt von Laccasen, wird in
der Literatur auch eine Phenolase- (Lantto et al. 2005), eine Catalase- oder eine
Peroxidaseaktivitdt von Phenoloxidasen (Yamazaki et al. 2004) berichtet (Tab. 2.2). Laccasen
gelten als wenig spezifisch gegenuber ihren Substratmolekilen (Minussi et al. 2002, Claus
2004, Shotaro 2002, Mattinen et al. 2006). Als Ursache fiihren Yamazaki et al. (2004) an, dass
das aktive Zentrum von Phenoloxidasen Substratmolekilen leicht zuganglich ist.

Ein umfassender Uberblick tUber Anwendungen von Laccasen im Lebensmittelbereich,
beispielsweise zur Stabilisierung von Fruchtsaft, Bier und Wein gegen Tribungsreaktionen und
zur Entfernung von Sauerstoff aus Pflanzendlen, liegt vor (Minussi et al. 2002). Eine
Quervernetzung von Lebensmittelproteinen durch Phenoloxidasen wurde bisher untersucht fir
die pflanzlichen Proteine aus Ackerbohne (Shotaro 2002) und Getreide (Figueroa-Espinoza und
Rouau 1999, Shotaro 2002, Selinheimo et al. 2007) sowie die tierischen Proteine Casein
(Shotaro 2002, Halaouli et al. 2005), a-Lactalbumin (Thalmann 2003, Feergemand et al. 1998a),
B-Lactoglobulin (Thalmann 2003, Shotaro 2002, Feergemand et al. 1998a), Blutserumalbumin
(Shotaro 2002) und Muskelfaserprotein (Lantto et al. 2005, Lantto et al. 2006, Lantto et al.
2007a, Lantto et al. 2007b, Shotaro 2002). Muskelfaserproteine bildeten durch Maodifizierung mit
Laccase feste Proteingele (Shotaro 2002) und Kollagennetzwerke mit guten Wasserbindungs-
und Erhitzungseigenschaften aus (Lantto et al. 2005, Lantto et al. 2006, Lantto et al. 2007b).
Durch Inkubation von Weizeneiwei@ mit Laccase konnten Protein/Protein- und
Protein/Arabinoxylan-Produkte synthetisiert werden (Figueroa-Espinoza und Rouau 1999), die
in Backwaren zu einem hohen Gebackvolumen, einer weichen Kruste und einer
ungleichmafligen Krumenstruktur fihrten (Selinheimo et al. 2007).
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Lantto et al. (2006) und Thalmann (2003) beschrieben die Mdglichkeit, Phenoloxidasen (wie
Laccase oder Tyrosinase) aus Ruckstdnden der Lebensmittelindustrie wie Apfeltrester oder
Kartoffelsaft zur Modifizierung von Proteinen einzusetzen.

Wenige Untersuchungen wurden bisher zur Quervernetzung von Milcheiweil3 mit Laccase
durchgefiihrt. Feergemand et al. (1998a) und Shotaro (2002) berichteten eine Oligomerisierung
von Milcheiweild3 durch Laccase, Thalmann (2003) eine Quervernetzung von Molkenprotein
durch Tyrosinase. Im Vergleich zu unbehandeltem Protein wiesen Thalmann (2003)
verbesserte Schaumbildungseigenschaften von tyrosinasebehandeltem Molkenprotein nach,
Feergemand et al. (1998a) und Shotaro (2002) eine tendenziell héhere Viskositat der Losungen
von laccasebehandeltem Milcheiweil3.

2.2.5. Glucoseoxidase [EC 1.1.3.4]

Glucoseoxidase [EC 1.1.3.4] ist ein Enzym, das nach IUPAC-Nomenklatur der Gruppe der
Oxidoreduktasen zugeordnet wird. lhre katalytische Wirkung wird auf Redoxreaktionen von
FAD-Molekilen als den prosthetischen Gruppen der Glucoseoxidase zurtickgefuhrt (Tsuge et
al. 1975).

Glucoseoxidasen sind Enzyme des Stoffwechsels von Pilzen wie Aspergillus sp. und Penicillium
sp. (Nakamura und Fujiki 1968). Glucoseoxidase von Aspergillus niger (Kap. 3.1.) ist ein
dimeres Glycoprotein mit einer Molmasse von 160.000 g/mol (Swoboda und Massey 1965).
Jede ihrer beiden Untereinheiten besteht aus 604 Aminosaurenresten, einem Mol Eisen und
einem Mol FAD (O"Malley und Weaver 1972, Tsuge et al. 1975).

Glucoseoxidase katalysiert im Wesentlichen die Oxidation von f-D-Glucose zu &-D-
Gluconolacton und Wasserstoffperoxid (Hanft und Kéhler 2006) (Abb. 2.4). Bei dieser Reaktion
wird FAD durch das Substrat B-D-Glucose zu FADH, reduziert und durch die Gegenwart von
Sauerstoff zu FAD reoxidiert. Wasserstoffperoxid wird freigesetzt.

CH, OH CH, OH

e %L .
ogc}i}/H OHKPW

oH OH

Abb. 2.4. Umsetzung von B-D-Glucose und Sauerstoff zu 6-D-Gluconolacton und
Wasserstoffperoxid durch Glucoseoxidase



2. Theoretischer Hintergrund 13

Wasserstoffperoxid ist chemisch instabil und reagiert spontan weiter. Wasserstoffperoxid zerfallt
zu Wasser und Sauerstoff und kann zu einer direkten Oxidation verschiedener Molekiile fihren.
Besonders aromatische Ringsysteme oder aber Sulfhydrylgruppen von Proteinen werden als
potenzielle Ziele unspezifischer Oxidationsreaktionen beschrieben. Reaktionsprodukte wie
Isodityrosin und Disulfid werden ausgebildet (Rosell et al. 2003, Primo-Martin et al. 2005,
Poulsen und Bak Hgstrup 1998, Vernullapalli und Hoseney 1998, Bonet et al. 2006, Hanft und
Kohler 2006). Proteinoxidationsprodukte und radikalische Intermediate flhren die nicht-
enzymatische Reaktion fort und stabilisieren sich durch Oxidation oder durch Kondensation mit
weiteren Proteinmolekiilen oder aber Kohlenhydratmolekilen (Primo-Martin et al. 2005).

Hanft und Kohler (2006) fuhrten den Einfluss von Glucoseoxidase auf die Eigenschaften von
Backwaren neben der Wirkung von Wasserstoffperoxid auf eine Phenoloxidase-Nebenaktivitét
technischer Glucoseoxidase-Praparate zuriick. In der Literatur wird beschrieben, dass
Glucoseoxidase neben B-D-Glucose auch andere Molekile mit Sechsringstruktur oxidiert
(Pazur und Kleppe 1964). Nach Leskovac et al. (2005), Alzari et al. (1996), Trivic et al. (2002)
und Chan und Bruice (1977) kann Glucoseoxidase anstelle von Sauerstoff auch beispielsweise
Chinonmolekiile als Oxidationsmittel nutzen (Leskovac et al. 2005, Alzari et al. 1996, Trivic et
al. 2002, Chan und Bruice 1977). Trivic et al. (2002) wiesen nach, dass Glucoseoxidase direkt
freie Radikale produziert.

Ein umfassender Uberblick iber Anwendungen von Glucoseoxidase im Lebensmittelbereich,
beispielsweise zur Entzuckerung oder zur Desoxygenierung von Mayonnaise und Fleischwaren,
liegt vor (Ruttloff 1994). Eine Quervernetzung von Lebensmittelproteinen durch Glucoseoxidase
wurde bisher ausschlie3lich fir pflanzliche Proteinfraktionen aus Getreidearten untersucht.
Bonet et al. (2006), Primo-Martin et al. (2003), Dunnewind et al. (2002) und Poulsen und Bak
Hastrup (1998) wiesen eine Polymerisierung von Glutenmolekilen durch Glucoseoxidase nach,
Vernulapalli et al. (1998), Rosell et al. (2003) und Rasiah et al. (2005) eine enzymatische
Vernetzung von wasserloslichen Getreideeiweil3fraktionen. Ein Einsatz von Glucoseoxidase
fuhrt zur Ausbildung fester (Rosell et al. 2003, Primo-Matrtin et al. 2005, Hanft und Kéhler 2006)
und trockener (Miller und Hoseney 1999, Hanft und Kohler 2006) Teige, zu einem hohen
Gebackvolumen (Vernulapalli und Hoseney 1998, Rosell et al. 2003) und zu einer grol3porigen
Krumenstruktur (Tokutake et al. 1996).

Eine Modifizierung von Milcheiweild durch Glucoseoxidase wird bisher nicht beschrieben.
Anwendungen von Glucoseoxidase in Milchprodukten wurden berichtet zur Bleichung, zur
Biokonservierung (Montgomery 1986) und zur Desoxygenierung (Tamsma und Tarassuk 1957).
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2.3. Chemisch-physikalische Modifizierung von Milch eiweild
2.3.1. Chemisch-physikalische Modifizierung von Mil cheiweild durch Maillard-Reaktion

Als Maillard-Reaktion werden chemisch-physikalische Reaktionen bezeichnet, die zwischen
Sacchariden und Proteinen, Peptiden, Aminosauren oder Aminen ablaufen (Friedmann 1996).
Besonders bei hoherer Temperatur und bei niedriger Wasseraktivitat (Morgan et al. 1999a)
fuhren spontane Wechselwirkungen zwischen den funktionellen Gruppen von Sacchariden und
den funktionellen Gruppen von Proteinen zur Bildung von Maillard-Produkten (De Block et al.
2003). Maillard-Produkte  entstehen beispielsweise  als  geruchswirksame  und
geschmackswirksame, braungeféarbte Verbindungen bei ROst-, Brat- und Backprozessen
(Chevalier et al. 2001b, van Boekel 1998) oder sie werden spontan wahrend der Herstellung
und der Lagerung von Trockenmilchprodukten gebildet (Thomas et al. 2004b). Maillard-
Produkte entstehen auch in-vivo durch eine Glycosylierung von Proteinen in Korpergeweben
und werden mit Diabetes mellitus, mit Alterungsprozessen und mit Entziindungsreaktionen in
Verbindung gebracht (Dills 1993).

Insgesamt sind Maillard-Produkte eine sehr heterogene Gruppe von Protein/Saccharid- und
Protein/Protein-Verbindungen (Miller und Gerrard 2005).

Unter dem Begriff ,Maillard-Reaktion” werden verschiedene chemisch-physikalische Reaktionen
zusammengefasst, die in 3 wesentlichen Reaktionsphasen ablaufen (De Block et al. 2003).

Im Anfangsstadium  der Reaktion addieren Aminogruppen von Proteinen an die
Carbonylgruppen reduzierender Zucker (De Block et al. 2003). Abbildung 2.5 stellt am Beispiel
der Maillard-Reaktion eines Proteins mit Glucose dar, dass die Aminogruppe des Proteins an
die Aldehydgruppe von Glucose addiert. Unter Wasserabspaltung entsteht ein Imin. Das Imin
stabilisiert sich durch Umlagerung zur Amadori-Verbindung, der 1-Amino-1-desoxy-ketose
(Abb. 2.5).

H H
H—C=0 H—C=N—R H,C—N—R
| | |
H—Cc— 0H g,0 H—C—OH C=20
| | |
OH—C—H J/? OH—C—H OH—c—H
| /fw | — |
H—C—CH H—C—CH H—C— CH
| R-NH, | |
H—Cc— 0H H—C— 0H H—C— 0H
| | |
H,C— OH H,C— OH H,C — OH

(1 (I (i)

Abb. 2.5. Additionsreaktion zwischen Protein und Saccharid im Anfangsstadium der Maillard-
Reaktion

| = Aldose, Il = Imin, Ill = 1-Amino-1-desoxy-ketose/Amadori-Verbindung
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Wenn die Aminogruppe des Proteins an die Ketogruppe einer Ketose addiert, entstehen analog
Heyns-Produkte, die 2-Amino-2-desoxy-aldosen. Besonders die e-Aminogruppe von Lysylresten
in Proteinen wechselwirkt durch Maillard-Reaktion mit Sacchariden (van Boekel 2001, Oliver et
al. 2006b, De Block et al. 2003). Es wurde jedoch nachgewiesen, dass auch funktionelle
Gruppen in Aminosaurenseitenketten von schwefelhaltigen Aminoséauren (Miller und Gerrard
2005, De Block et al. 2003), von Histidin (Oliver et al. 2006b, Nagaraij et al. 1996, Dai et al.
2007, Yilmaz und Toledo 2005), von Tryptophan (Oliver et al. 2006b, Moreaux und Birlouez-
Aragon 1997, De Block et al. 2003), von Arginin (Oliver et al. 2006b, Miller und Gerrard 2005,
Lauber et al. 2001), von Glutamins&ure (Yilmaz und Toledo 2005) und von Leucin (Chevalier et
al. 2001b) durch Maillard-Reaktion modifiziert werden.

Im vorangeschrittenen Stadium der Maillard-Reaktion reagieren Amadori- und Heyns-
Produkte als Intermediate der Maillard-Reaktion weiter. Verschiedene spontane Reaktionen wie
Wasserabspaltung, Eliminierung, Enolisierung, Retroaldolreaktion, Karamelisierung, Strecker-
Abbau, Redoxreaktionen, radikalische Reaktionen, Proteinquervernetzung und Fragmentierung
laufen ab (Friedman 1996, van Boekel 1998, Oliver et al. 2006a). Uber Desoxyosone und
weitere Reaktionsintermediate entstehen im Endstadium der Reaktion hochmolekulare
Melanoidine (Casal et al. 2005, van Boekel 1998, De Block et al. 2003, Friedman 1996).
Kovalente Bindungen, hydrophobe Wechselwirkungen und Disulfidbriickenbindungen wurden
zwischen Proteinmolekilen und Saccharidmolekilen in Maillard-Produkten nachgewiesen
(Miller und Gerrard 2005, Nagaraij et al. 1996).

Die Maillard-Reaktion von Milcheiweild wird als ubiquitare Reaktion beschrieben, die zwischen
Milcheiweil3 und Milchzucker wahrend der Verarbeitung und wéhrend der Lagerung von Milch
(Morales et al. 1996, Gaucher et al. 2008, Calligaris et al. 2004, Lauber et al. 2001,
Venkatachalam et al. 1993, Leonil et al. 1997) und von Milchpulver auftritt (De Block et al. 2003,
Fernandez et al. 2003, Gyomarc'h et al. 2000, Havea 2006, Jones et al. 1998, Sithole et al.
2005, Thomas et al. 2004b, Villamiel und Corzo 2000).

In den 70er und 80er Jahren wurde im Wesentlichen von einer geringeren Verfiigbarkeit
essentieller Aminosauren und von einer Bildung potenziell mutagener Verbindungen durch
Maillard-Reaktion von Milcheiweil3 berichtet (Friedman 1996). Aktuelle Untersuchungen geben
Hinweise darauf, dass durch Maillard-Reaktion die techno-funktionellen und die tropho-
funktionellen Eigenschaften von Milcheiweil3 verbessert werden kdnnen. Tabellen 2.3a und 2.3b
geben einen Uberblick tber MilcheiweiR/Saccharid-Mischungen, die durch verschiedene
Arbeitsgruppen eingesetzt wurden, um Milcheiweil3/Saccharid-Maillard-Produkte — mit
modifizierten funktionellen Eigenschaften herzustellen.

Aus den Studien, die eine Verbesserung der techno-funktionellen Eigenschaften von
Milcheiweil3 durch Maillard-Reaktion nachweisen konnten, geht hervor, dass Maillard-Produkte
aus B-Lactoglobulin und Alginat (Hattori et al. 1997) oder aus Casein und Dextran (Aminlari et
al. 2005), zum Beispiel, eine hdhere Hitzestabilitdt aufweisen als unbehandeltes Protein. Fir (-
Lactoglobulin/Lactose-Maillard-Produkte (Chevalier et al. 2001a) und fur Molkenprotein/Pektin-
Maillard-Produkte (Mishra et al. 2001) wurden besonders gute Schaumbildungseigenschaften
festgestellt. Verbesserte Emulgiereigenschaften wurden ermittelt fir Blutserumalbumin/Dextran-
Maillard-Produkte (Dickinson und Izgi 1996) und fur Casein/Dextran-Maillard-Produkte (Mu et
al. 2006, Fechner et al. 2007). Natriumcaseinat/Glucose-Maillard-Produkte zeichnen sich nach
Oliver et al. (2006b) durch ihre viskosen Eigenschaften aus, Molkenprotein/Maltopentose-
Produkte nach Li et al. (2005) durch verbesserte Gelbildungseigenschaften.
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Tab. 2.3a. Literaturtiberblick Giber die Modifizierung von Molkenprotein durch Maillard-Reaktion

Protein + Saccharid
a-Lact- +  Carboxymethylcellulose Kika et al. (2007)
albumin iy -~
+ Dextran Jiménez-Castafio et al. (2007)
+ Glucose Nacka et al. (1998), Sun et al. (2006)
+ Lactose Nacka et al. (1998)
+  Maltodextrin Akhtar und Dickinson (2007)
+ Maltopentose Li et al. (2005)
+ Pektin Einhorn-Stoll et al. (2005), Mishra et al. (2001), Neirynck et al. (2004)
B-Lacto- +  Akaziengummi Schmidt et al. (2005)
globulin _ _
+ Alginat Hattori et al. (2007)
Carboxymethyl- Kika et al. (2007)
cellulose
+ Chitopentose Hattori et al. (2000)
+ Chitosan Hattori et al. (2000), Miralles et al. (2007)
+ Dextran Dunlap und C6té (2005), Jiménez-Castafio et al. (2005a), Jiménez-
Castafio et al. (2005b), Jiménez-Castafio et al. (2007), Mishra et al.
(2001), Mu et al. (2006), Wooster und Augustin (2006), Wooster und
Augustin (2007)
+  Fructooligosaccharide  Trofimova und de Jongh (2004)
+  Glucosamin Hattori et al. (2000)
+  Glucose Broersen et al. (2004), Chevalier et al. (2001a), Chevalier et al.
(2001b), Chevalier et al. (2002), Kato et al. (1988b), Nacka et al.
(1998), van Teefelen et al. (2005)
+ Lactose Bouhallab et al. (1999), Chevalier et al. (2001a), Chevalier et al.
(2001b), Chevalier et al. (2002), Fenaille et al. (2004), French und
Harper (2003), Moreaux und Birlouez-Aragon (1997), Morgan et al.
(1999a), Nacka et al. (1998), Thomas et al. (2004a)
+  Maltodextrin Akhtar und Dickinson (2007)
+ Maltopentose Li et al. (2005)
+ Pektin Einhorn-Stoll et al. (2005), Mishra et al. (2001), Neirynck et al. (2004)
Blut- +  Glucose Ajandouz et al. (2007)
serum- o . L
. Dextran Dickinson und Izgi (1996), Dickinson und Semenova (1992),
albumin

Jiménez-Castario et al. (2007), Kato et al. (1988a)
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Tab. 2.3b. Literaturtiberblick Giber die Modifizierung von Casein durch Maillard-Reaktion

Protein + Saccharid

Casein +  Dextran Aminlari et al. (2005), Dickinson und Izgi (1996), Dickinson und
Semenova (1992), Fechner et al. (2007), Pan et al. (2006)

+  Fructooligosaccharide  Oliver et al. (2006a)

+  Glucose Ajandouz et al. (2007), Brands et al. (2002), Jing und Kitts (2002),
Oliver et al. (2006a), Oliver et al. (2006b), Scaloni et al. (2002)

+ Lactose Oliver et al. (2006a), Oliver et al. (2006b), Malec et al. (2002),
Morales und Jimenez-Perez (1998)

+  Maltodextrin Morris et al. (2004)
+ Pektin Al-Hakkak und Kavale (2002), Einhorn-Stoll et al. (2005)
+ Ribose Oliver et al. (2006a)

Casein- + Lactose Casal et al. (2005), Moreno et al. (2002)

macro-

peptid

Andere Autoren wiesen nach, dass durch Maillard-Reaktion von Milcheiweif3 Maillard-Produkte
mit antioxidativen, antimikrobiellen und antihypertensiven Eigenschaften gebildet werden
kénnen (Rufian-Henares und Morales 2007, Calligaris et al. 2004).

Ein Vergleich der Ergebnisse unterschiedlicher Studien ist jedoch bisher nur begrenzt mdglich.
Unterschiedliche Proteine und unterschiedliche Saccharide wurden jeweils durch Maillard-
Reaktion unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen miteinander inkubiert. Maillard-
Produkte mit unterschiedlicher Molmasse, mit unterschiedlicher Struktur und mit
unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften wurden gebildet. Al-Hakkak und Kavale (2002)
berichteten zum Beispiel Uber eine hohe Stabilitdt von Emulsionen mit Casein/Pektin-Maillard-
Produkten, die durch Maillard-Reaktion bei 60C und 79% r. F. Uber 2 Tage herges tellt wurden.
Einhorn-Stoll et al. (2005) beschrieben dagegen eine geringe Stabilitat von Emulsionen mit
Casein/Pektin-Maillard-Produkten, die durch Maillard-Reaktion bei 60C und 65% r. F. Uber
15 Tage hergestellt wurden.
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3.
3.1.

Material und Methoden

Material zur Herstellung von modifiziertem Mil  cheiweil3

Milcheiweil3

Magermilchpulver. Sprihgetrocknetes Pulver. Zusammensetzung: Protein (N x 6,38) 35,9%,
Asche 8,0%, Lactose 51,5%, Fett 0,6%, Wasser 4,0%. Nordmilch, Bremen.
Magermilchpulver, lactosehydrolysiert. Sprihgetrocknetes Pulver (Eingangstemperatur/
Ausgangstemperatur von 180C/80<C). Zusammensetzung : Protein (N x 6,38) bezogen auf
Trockenmasse 30,8%, Asche 7,3%, Lactose 0,1%, Fett 0,1%, Glucose 22,6%, Galactose
20,9%. Hergestellt durch Lactosehydrolyse in pasteurisierter Magermilch (Versuchsstation
Schadtbek) tber 3 h bei 40C mit B-Galactosidase (Lactozym 3000 L HPG; Novozymes
Danemark) im Enzym-Substrat-Verhaltnis E/S = 1/100. Hergestellt im Institut fir Chemie
und Technologie der Milch, BfEL Kiel.

Molkenproteinisolat (Isolac ®). Sprihgetrocknetes Pulver. Zusammensetzung: Protein
(N x 6,38) bezogen auf Trockenmasse 93,0%, Asche 2,0%, Lactose <1,0%, Fett <1,0%,
Wasser <5,0%. Milei GmbH, Stuttgart.

Natriumcaseinat (Alanate 180 ®). Spruhgetrocknetes Pulver. Zusammensetzung: Protein
(N x 6,38) bezogen auf Trockenmasse 96,6%, Asche 3,6%, Lactose 0,1%. Fonterra New
Zealand’s Dairy Company, Rellingen.

Rohmilch. Versuchsstation Schadtbek, BfEL Kiel.

Transglutaminasebehandeltes Magermilchpulver. Sprihgetrocknetes Pulver (Eingangs-
temperatur/Ausgangstemperatur von 180C/80C). Zusa mmensetzung: Protein (N x 6,38)
bezogen auf Trockenmasse 35,9%, Asche 8,0%, Lactose 51,5%. Hergestellt durch
Inkubation von Magermilchpulver (Nordmilch, Bremen) mit Transglutaminase (0,05 U/mg,
40C, 4 h, pH 7,0) in entmineralisiertem Wasser. He rgestellt im Institut fir Chemie und
Technologie der Milch, BfEL Kiel.

Transglutaminasebehandeltes Molkenproteinisolat. Sprihgetrocknetes Pulver (Eingangs-
temperatur/Ausgangstemperatur von 180C/80C). Zusa mmensetzung: Protein (N x 6,38)
bezogen auf Trockenmasse 93,0%, Asche 2,0%, Lactose <1,0%. Hergestellt durch
Inkubation von Molkenproteinisolat (Milei GmbH, Stuttgart) mit Transglutaminase
(0,05 U/mg, 6C, 16 h, pH 7,0) in entmineralisierte m Wasser. Hergestellt im Institut fur
Chemie und Technologie der Milch, BfEL Kiel.

Transglutaminasebehandeltes Natriumcaseinat. Sprihgetrocknetes Pulver (Eingangs-
temperatur/Ausgangstemperatur von 180C/80C). Zusa mmensetzung: Protein (N x 6,38)
bezogen auf Trockenmasse 96,6%, Asche 3,6%, Lactose 0,1%. Hergestellt durch
Inkubation von Natriumcaseinat (Fonterra, Rellingen) mit Transglutaminase (0,05 U/mg,
6C, 16 h, pH 6,7) in entmineralisiertem Wasser. He rgestellt im Institut fir Chemie und
Technologie der Milch, BfEL Kiel.

Enzyme

Catalase [EC 1.11.1.6.] (Corkzyme ®) des Aspergillus niger. (Lebensmittelqualitat).
Dunkelbraune Enzymsuspension. Enzymaktivitat: 25.000 ClU/ml Praparat. Novozymes,
Bagsvaerd, Danemark.
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Glucoseoxidase [EC 1.1.3.4] (Alphamalt Gloxy 7082 ®) des Aspergillus niger.
(Lebensmittelqualitéat). Weildes, lyophilisiertes Pulver. Enzymaktivitat: 300 U/g Préaparat,
starke Katalasenebenaktivitét. Zusatzliche Inhaltsstoffe: Weizenstarke und
Tricalciumphosphat. Muhlenchemie, Ahrensburg.

Glucoseoxidase [EC 1.1.3.4] (Gluzyme BG Mono 10.000 ®) des Aspergillus niger,
produziert durch Aspergillus oryzae. (Lebensmittelqualitat). Hellbraunes, sprihgetrocknetes
Pulver. Enzymaktivitat: 10.000 U/g Praparat, geringe Katalasenebenaktivitat. Novozymes,
Bagsvaerd, Danemark.

Laccase [EC 1.10.3.2] (Suberase ®) des Myceliophthera thermophila, produziert durch
Aspergillus oryzae. (Lebensmittelqualitéat). Dunkelbraune Enzymsuspension. Enzymaktivitat:
10.500 PCU/mI Praparat. Novozymes, Bagsvaerd, Danemark.

Laccase C [EC 1.10.3.2] des Trametes spec.. Hellbraunes, lyophilisiertes Pulver.
Enzymaktivitat: 1.248 U/g Préaparat. Nebenaktivitat: Tyrosinaseaktivitdt. ASA Spezialenzyme
GmbH, Wolfenblittel.

Lactoperoxidase [EC 1.11.1.7], isoliert aus Kuhmilch. (Lebensmittelqualitat). Hellbraunes,
spruhgetrocknetes Pulver. Enzymaktivitat: 950 U/mg Praparat. DMV International, Veghel,
Niederlande.

Pancreatin, aus Schweinepancreas. Hellbraunes, lyophilisiertes Pulver. Enzymaktivitat:
8 x USP. Nebenaktivitdat: Amylase-, Lipase-, Ribonuclease- und Peptidaseaktivitat
nachgewiesen. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.

Hilfsstoffe

Wasserstoffperoxidlosung 30%, reinst. Merck, Darmstadt.
Ascorbinsaure (ELCO C-100 K ®). Muhlenchemie, Ahrensburg.
Cystein (EMCEsoft P ®). Muhlenchemie, Ahrensburg.

Cystin ®. Mihlenchemie, Ahrensburg.

Phenolische Substrate

Chlorogensaure 295%. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.

Extrakt aus Blaubeeren. Polyphenolgehalt: 10%. Kaden Biochemicals, Hamburg.

Extrakt aus schwarzen Johannisbeeren. Polyphenolgehalt: 10%. Kaden Biochemicals,
Hamburg.

Extrakt aus Vitis Vinifera (Echte Weinrebe). Polyphenolgehalt: >15%. Kaden Biochemicals,
Hamburg.

Grinteeextrakt (Teavigo ®) aus Camellia sinensis (Teepflanze). Polyphenolgehalt: 296,5%
Epigallocatechingallat. DSM Nutritional Products, Grenzach-Wyhlen.

Saccharide

D(+)-Glucose-Monohydrat. Merck, Darmstadt.

D(+)-Lactose-Monohydrat. Merck, Darmstadt.

Dextran T 40. Molmasse ~40.000 g/mol. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe.

Dextran T 500. Molmasse ~500.000 g/mol. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe.

Pektin C aus Citrus-Arten, Veresterungsgrad ~70%. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe.
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Wasser

e entmineralisiertes Wasser. Hergestellt im Institut fiir Chemie und Technologie der Milch,
BfEL Kiel mit dem Ultra Clear Water System. SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH, Barsbittel.
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3.2. Methoden
3.2.1. Methoden zur Herstellung von enzymatisch mod ifiziertem Milcheiweil3
3.2.1.1. Standardinkubationsbedingungen

Milcheiweild (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) wurde Uber 24 Stunden bei 40C
und pH 7,0 mit Lactoperoxidase, mit Laccase oder mit Glucoseoxidase inkubiert.

Zur Inkubation von Milcheiweil3 mit Lactoperoxidase wurden 47,5 U Lactoperoxidase und
1,8 umol Wasserstoffperoxid je mg Milcheiweil3 eingesetzt. Wasserstoffperoxid wurde am Ende
der Inkubationszeit durch 0,13 U Catalase/mg Milcheiweil3 (10 min, 40C) inaktiviert.

Zur Inkubation von Milcheiweil3 mit Laccase wurden 0,53 U Laccase und 0,02 pmol
Chlorogensaure je mg Milcheiwei? verwendet. Eingesetzt wurden Laccase®™® Tyrosinaseakivit | q
Laccasemit Tyrosinaseaktivitét.

Zur Inkubation von Milcheiwei3 mit Glucoseoxidase wurden 0,5 U Glucoseoxidase je mg
Milcheiwei verwendet. Eingesetzt wurden Glucoseoxidase™ 9efinger Catalaseakiviat g
Glucoseoxidasem“ hoher Catalaseaktivitét.

3.2.1.2. Ermittlung der optimalen Inkubationsbeding ungen

Ausgehend von den Inkubationsbedingungen in Kapitel 3.2.1.1. wurden jeweils einzelne
Inkubationsbedingungen variiert, um zu ermitteln, unter welchen Inkubationsbedingungen der
hochste Anteil an Proteinmonomeren enzymatisch modifiziert wird. Die Untersuchungen wurden
fur die Inkubation von Milcheiweil mit Lactoperoxidase, mit Laccase®™® Tyosinaseakividt \,nq mit
Glucoseoxidase™" 9eninoer Catalaseakivitat gy rchgefijhrt.

Zusatzlich wurde untersucht, wie sich eine chemisch-physikalische Vorbehandlung von
Milcheiweil3 auf eine anschlielende enzymatische Modifizierung mit Lactoperoxidase, mit
Laccase oder mit Glucoseoxidase auswirkt. Zur chemisch-physikalischen Vorbehandlung wurde
Milcheiweil (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) tber 30 min bei 40C mit 0,05 mg
Ascorbinsaure, 0,05 mg Cystein oder 0,05 mg Cystin je mg Milcheiweil3 inkubiert. Der Einfluss
einer thermischen Vorbehandlung von Milcheiweil? wurde durch eine Erhitzung von Milcheiweif3
(w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) tUber 10 min oder Uber 20 min bei 80C
ermittelt.

Fur die Inkubation von Milcheiwei mit Laccase wurde untersucht, ob 0,02 pmol
Chlorogensaure je mg Milcheiweil3 auch durch 0,02 pmol phenolische Substanzen aus
Pflanzenextrakten (Blaubeer-, Johannisbeer-, Wein-, Griinteeextrakt) ersetzt werden kénnen.
Fir die Inkubation von Milcheiwei3 mit Glucoseoxidase wurde untersucht, wie Lactose
(w/w =10 mg/mg Milcheiweil3) oder Glucose (w/w <10 mg/mg Milcheiweil3) die enzymatische
Modifizierung von Milcheiweil3 beeinflussen.

3.2.1.3. Herstellung von enzymatisch modifiziertem Milcheiweil3

Milcheiweil3 wurde unter den als optimal ermittelten Inkubationsbedingungen (Kap. 3.2.1.2.) mit
Lactoperoxidase mit Laccaseohne Tyrosinaseaktivitat und mit Glucoseoxidasem" geringer Catalaseaktivitat
modifiziert (Tab. 3.1). Die Reaktionsprodukte wurden auf ihre chemisch-analytischen, auf ihre
techno-funktionellen und auf ihre tropho-funktionellen Eigenschaften untersucht.
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Tab. 3.1. Bedingungen der Inkubation von Milcheiweil3 mit Lactoperoxidase, Laccase und
Glucoseoxidase

Inkubationsbedingungen

U Enzym/ pH Inkubations- Inkubations- pmol Cofaktor/
mg Milcheiweil3 temperatur [C] zeit [h] mg Milcheiweil3
NC + LPO 47,500 6,8 40 16 1,80 pmol H,0,
MPI + LPO 9,500 7,2 50 1 18,00 pmol H,0,
MP + LPO 9,500 7,0 50 1 1,80 pmol H,0,
NC + PPO 0,011 6,8 40 16 0,02 pmol CA
MPI + PPO 0,011 7,2 40 1 0,08 umol CA
MP + PPO 0,011 7,0 40 1 0,08 umol CA
NC + GOX 0,500 6,8 40 16 -
MPI + GOX 0,500 7,2 40 16 -
MP + GOX 0,010 7,0 20 16 -

NC = Natriumcaseinat, MPI = Molkenproteinisolat, MP = Gesamtmilchprotein aus Magermilchpulver, LPO =
Fr) ¢ lat p 1au cnp
Lactoperoxidase, PPO = Laccase®™® Yesnaseakivittt | ooy = Glucoseoxidase™ 9°n9er Catdlaseakividt ‘oA — chlorogenséure

3.2.2. Methoden zur Herstellung von chemisch-physik  alisch modifiziertem Milcheiweif3
3.2.2.1. Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingun  gen der Maillard-Reaktion

In kontrollierter Atmosphéare (Clima Temperature System C+ 10/350/S, CTS, Hechingen) wurde
untersucht, unter welchen Temperatur/Zeit/Feuchte-Bedingungen der Maillard-Reaktion von
Milcheiweil3 mit verschiedenen Sacchariden ein mdglichst hoher Anteil an Proteinmonomeren
modifiziert wird. Gewahlt wurde eine Inkubationstemperatur von 40C und von 70T, eine
relative Feuchte von 10%, von 40%, von 65% und von 100% und eine Reaktionszeit von 1 h bis
240 h. Milcheiweil3 und Saccharid wurden in einem Gewichtsverhéltnis von w/w = 10/11 bis
wiw = 1/11 miteinander inkubiert. Untersucht wurden pulverférmige Protein/Saccharid-
Mischungen, die vorab als Protein/Saccharid-Pulvermischungen oder als Lyophilisate aus
Protein/Saccharid-Lésungen hergestellt wurden. Als Saccharide wurden Glucose, Lactose,
Pektin und Dextran eingesetzt.

3.2.2.2. Herstellung von Maillard-Produkten aus Milcheiweil3 und Sacchariden

Milcheiwei3 in  Protein/Saccharid-Pulvermischungen  und in  Lyophilisaten  aus
Protein/Saccharid-Lésungen wurde unter den als optimal ermittelten Reaktionsbedingungen
(Kap. 3.2.2.1.) von 70T und 65% relativer Feuchte durch Maillard-Reaktion modifiziert. Die
Reaktionszeit wurde fir Protein/Glucose-Mischungen auf 4 Stunden begrenzt, fur
Protein/Lactose-Mischungen auf 96 Stunden, fir Protein/Pektin-Mischungen auf 24 Stunden
und fur Protein/Dextran-Mischungen auf 240 Stunden.

Natriumcaseinat und Molkenproteinisolat wurden jeweils im Verhéltnis von 1 g Saccharid pro g
Milcheiweil3  zur Maillard-Reaktion eingesetzt. Gesamtmilcheiweild  wurde in
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lactosehydrolysiertem Magermilchpulver, in Magermilchpulver, in Magermilchpulver/Pektin-
Mischungen (w/w = 1 g Pektin pro g Gesamtmilchprotein) und in Magermilchpulver/Dextran-
Mischungen (w/w = 1 g Dextran pro g Gesamtmilchprotein) zur Maillard-Reaktion eingesetzt.
Die Maillard-Produkte wurden auf ihre chemisch-analytischen, auf ihre techno-funktionellen und
auf ihre tropho-funktionellen Eigenschaften untersucht.

3.2.3. Chemisch-analytische Untersuchung von modif iziertem Milcheiweil}
3.2.3.1. Fast-Protein-Liquid-Chromatographie (FPLC)

Die Molmassenverteilung von Milcheiwei3 wurde durch GroRenausschlusschromatographie
(FPLC) ermittelt. Das Prinzip der Methode besteht in einer Verteilung von Proteinmolekilen
zwischen der mobilen und der stationdren Phase des chromatographischen Systems. Aufgrund
des Zusammenhangs zwischen der Molmasse und der Retentionszeit von Molekllen in der
Chromatographiesaule ist eine Identifizierung und eine Quantifizierung verschiedener
Molmassenfraktionen in Proteinlosungen durch einen Vergleich mit Molmassenstandards
moglich.

Material
e FPLC-System aus Chromatographie-Controller LCC-500 plus, 2 Pumpen P-500,
UV-Monitor, Fraktionensammler und Photometer Pharmacia LKB UV-MII (Wellenlange
von A = 280 nm; Empfindlichkeit 0,1). Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden.
e Chromatographiesaule Superdex200 10/300 GL (Tricorn) No. 17517401, Ausschlussgrenze:
1,3 x 10° g/mol, 24 ml Bettvolumen. GE Healthcare, Freiburg.
« Probenschleife: 25 ul. GE Healthcare, Freiburg.
» Tris-HCI-Puffer (pH 8,0). Wassrige Losung aus 0,1 mol/l Tris, 0,15 mol/l Natriumchlorid und
8 mol/l Harnstoff, filtriert (Membranfilter 0,2 ym; Schleicher & Schill, Dassel) und entgast.
» Hinterkolbenspilung. Ethanol 20% mit 3 Tropfen Natriumhydroxidldsung 40%.
« Auswerteprogramm FPLC-Detektor™ Version 1.10. Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Schweden.
« Graphikprogramm Sigma Plot 9.0. Systat Software Inc., San Jose, USA.
» Spritzenscheibenfilter, 0,20 pm, steril. Schleicher & Schll, Dassel.
e Molmassenstandardsubstanzen.
0 Ribonuclease A (13.700 g/mol), Chymotrysinogen (25.000 g/mol), Ovalbumin
(43.000 g/mol), Aldolase (158.000 g/mol), Catalase (232.000 g/mol), Ferritin
(450.000 g/mol), Thyroglobulin (669.000 g/mol) und Dextranblau (2.000.000 g/mol).
Lyophilisierte Pulver. LMW und HMW Gel Filtration Calibration Kit.
GE Healthcare, Freiburg.
0 Bradykinin (1.060 g/mol), Insulin Kette B (3.496 g/mol) und Aprotinin (6.500 g/mol).
Lyophilisierte Pulver. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.
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Methode

Proteinlosungen wurden membranfiltriert (mittlere Porengrof3e: 0,20 pm) und in die
Probenschleife des FPLC-Systems eingespritzt. Die Proben wurden Uber eine Trennzeit von
100 min bei einer Flussrate von 0,3 ml Puffer/min mit Tris-HCI-Puffer eluiert. Die
spektralphotometrische Extinktion des Eluats wurde bei einer Wellenlange von A = 280 nm
kontinuierlich erfasst. Es erfolgten Doppelbestimmungen.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Peakflache der FPLC-Chromatogramme fir einzelne
Molmassenfraktionen integriert. Der Anteil einzelner Molmassenfraktionen am Gesamtprotein
wird prozentual als Verhdltnis aus der Peakflache einer Molmassenfraktion und der Summe
aller Peakflachen angegeben. Der Variationskoeffizient der Methode liegt zwischen 0,1% und
1,0%.

3.2.3.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelek  trophorese (SDS-PAGE) unter nicht
denaturierenden Bedingungen

Proteine wurden durch PAGE (VDLUFA VI 30.6.4., 1996) auf ihre Molmassenverteilung
untersucht. Das Prinzip der Methode besteht darin, dass Proteine im elektrischen Feld nach
Ladung aufgetrennt werden konnen, nachdem sie durch anionische SDS-Molekile negativ
aufgeladen wurden. Neben der Trennung nach Ladung ist durch den Molekularsiebeffekt von
Polyacrylamidgradientengelen zusétzlich eine Auftrennung von Proteinen nach Molmassen
maoglich.

Eine lIdentifizierung verschiedener Molmassenfraktionen erfolgt durch einen Vergleich mit
Molmassenstandardsubstanzen. Die Quantifizierung von Molmassenfraktionen ist durch
densitometrische Auswertung der Proteinbanden méglich.

Material und Methode

Material und Methoden entsprechen VDLUFA Methodenbuch VI, 30.6.4. (1996).
Polyacrylamidgradientengele (4%-23%) wurden mit Rotiphorese ® NF Acrylamid/Bis-Losung
30% (29:1) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und dem Gradientenmischer Hoefer SG 30 (Hoefer
Inc., San Francisco, USA) hergestellt. Die Vorbehandlung der Proteine zur PAGE erfolgte nach
Thalmann (2003) mit nichtdenaturierendem Probenpuffer tiber 30 min bei 20TC.

Es wurde die Elektrophoreseeinheit LKB Multiphor Electrophoresis Cell Model 2117 (LKB,
Bromma, Schweden) mit Stromquelle Electrophoresis Constant Power Supply 300/150
(Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) und Kryostat Julabo 725 (JULABO Labortechnik
GmbH, Seelbach) eingesetzt.

Als Molmassenmarker wurde Rotimark Standard ® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) mit den
Standardsubstanzen Lysozym (14.300 g/mol), Trypsininhibitor (20.000 g/mol), Carboanhydrase
(29.000 g/mol), Ovalbumin (43.000 g/mol), Serumalbumin (66.000 g/mol), B-Galactosidase
(119.000 g/mol) und Myosin (200.000 g/mol) verwendet. In den Abbildungen von
Elektropherogrammen werden die Standardsubstanzen nach aufsteigender Molmasse jeweils
mit den Buchstaben a (Lysozym) bis g (Myosin) bezeichnet.

Die Auswertung der PAGE erfolgte durch Densitometrie (TotalLab2.1 Software, Nonlinear
Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).
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3.2.3.3. Aminoséaurenanalyse

Eine Aminosaurenanalyse von Milcheiweild erfolgte durch Kationenaustauschchromatographie
nach VDLUFA Methodenbuch Ill, 4.11.1. (1997).

Material

e Probenverdinnungspuffer (pH 2,20). Pharmacia Biotech, Freiburg.

« Natriumcitratpuffer (pH 3,35). Pharmacia Biotech, Freiburg.

« Natriumcitratpuffer (pH 4,24). Pharmacia Biotech, Freiburg.

« Natriumcitratpuffer (pH 9,35). Pharmacia Biotech, Freiburg.

e Ninhydrin. Merck, Darmstadt.

* Hydrindantin. Merck, Darmstadt.

e Ethylenglycol. Merck, Darmstadt.

* Aminosaurenanalysator Alpha Plus 4151. Pharmarcia Biotech, Freiburg.

e Trennsaule: lonenaustauscherharz 80-2038-45, Lange 202 mm, Durchmesser 4,6 mm.
Pharmarcia Biotech, Freiburg.

« Aminosaurenstandard. Pharmacia Biotech, Freiburg.

» Speed-Vac Concentrator Savant SVC 100H. Bachhofer, Reutlingen.

Methode

Milcheiweil? wurde mit 6 mol/l Salzsdure und 1% Phenol Gber 24 h bei 110C aufgeschlossen.
Die Probe wurde mit entmineralisiertem Wasser gewaschen, Ilyophilisiert und in
Probenverdinnungspuffer geldst. Die Probeldsung wurde auf das lonenaustauscherharz des
Aminosaurenanalysators aufgetragen. Die verschiedenen Aminosduren wurden mit steigendem
pH-Wert der Natriumcitrat-Laufpuffer von pH 2,20 bis pH 9,35 nach charakteristischen
Retentionszeiten eluiert und durch Ninhydrinreaktion bei einer Wellenlange von A = 570 nm und
von A = 440 nm spektralphotometrisch erfasst.

Eine Identifizierung und eine Quantifizierung von Aminosauren erfolgte durch einen
Aminosaurenstandard (Pharmacia Biotech, Freiburg).

Es wurden Doppel- bis Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Der Variationskoeffizient der
Methode liegt in den vorliegenden Untersuchungen zwischen 0,9% und 2,6%.

3.2.3.4. Loslicher Aminostickstoff

Der Gehalt an Iéslichem Aminostickstoff in Milcheiweild wurde mittels OPA-Reaktion (Frister et
al. 1986) bestimmt. Das Prinzip der Reaktion besteht darin, dass l6sliche Aminogruppen mit
o-Phthaldialdehyd in Gegenwart von N,N-Dimethyl-2-Mercapto-ethylammoniumchlorid zu
1-Alkylthio-2-alkylisoindolen  reagieren.  1-Alkylthio-2-alkylisoindole  kénnen bei einer
Wellenlange von A = 340 nm am Spektralphotometer quantifiziert werden.

Material

« o-Phthaldialdehyd. Merck, Darmstadt.

¢ N,N-Dimethyl-2-Mercaptoethylammoniumchlorid. Chemos GmbH, Regenstauf.
« Dinatriumtetraboratdecahydrat. Merck, Darmstadt.

¢ Natriumdodecylsulfat (SDS). Merck, Darmstadt.

e L-Leucin. Merck, Darmstadt.
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Methode

OPA-Reagenz wurde aus 40 mg o-Phthaldialdehyd und 100 mg N,N-Dimethyl-2-
Mercaptoethylammoniumchlorid in 50 ml Dinatriumtetraboratdecahydratpuffer (0,1 mol/l,
pH 9,3) hergestellt. 1 ml 10%ige SDS-LAsung wurde zugesetzt.

10 ul Probeldésung wurden mit 1 ml OPA-Reagenz versetzt und die Extinktion der Losung nach
2 min bei einer Wellenldnge von A = 340 nm gegen OPA-Reagenz als Blindwert gemessen. Die
Messungen wurden im Abstand von 1 min solange wiederholt, bis sich konstante Messwerte
einstellten. Die Messwerte wurden gemittelt und der Gehalt an I6slichem Aminostickstoff nach
Formel 3-1 berechnet. L-Leucin wurde in einer Konzentration von 131,2 mg Leucin/100 ml
entmineralisiertes Wasser als Standardsubstanz verwendet.

Es erfolgten Dreifachbestimmungen.

C standard % EProbe X MN (3-1)
E standard % Vprobe X1000 % VF

Loslicher Amino - N [ug N/mg Protein] =

Cstandard = KoOnzentrationstandara = 100 nmol

Eprobe = Extinktionprobe A = 340 nm

Mn = Molmassestickstoft = 16 g/mol

Estandara = EXtinktioNstandard A = 340 nm

Vprobe =0,01 ml

1000 = Umrechnungsfaktor von [nmol] auf [pug]
VF = Verdunnungsfaktor = 10

3.2.3.5. SH-Gruppen

Sulfhydrylgruppen in Milcheiwei3 wurden nach dem von Ellman (1959) beschriebenen Prinzip
ermittelt, dass Sulfhydrylgruppen das Substrat 5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoesaure bei pH 8,0
reduzieren. Es entstehen gelb gefarbte Reaktionsprodukte, deren Extinktion bei einer
Wellenlange von A = 412 nm spektralphotometrisch erfasst werden kann.

Material

« Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei. Merck, Darmstadt.

« Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei. Merck, Darmstadt.

e 5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoeséaure. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.
e Glutathion, reduziert. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.

Methode

Phosphatpufferlosung wurde aus Kaliumdihydrogenphosphat (w/w = 0,14416 g/I) und
Dinatriumhydrogenphosphat (w/w = 2,69 g/l) in entmineralisiertem Wasser hergestellt. Fur
Ellman-Reagenz wurden 39,6 mg 5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoesaure in 10 ml Phosphatpuffer
gelost.
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200 pl Probelosung (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) und 1000 pl
Phosphatpuffer wurden vermischt und die Extinktion bei A = 412 nm gemessen (E;). Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pl Ellman-Reagenz gestartet und die Extinktion nach
einer Reaktionszeit von 60 min bei 20T erneut gemessen (E,). Die Extinktionsdifferenz
AE = E; - E; wurde zur Berechnung der SH-Gruppen in der Probelésung zugrunde gelegt.

Eine Kalibriergerade wurde mit 1,0 x 10°® bis 6,2 x 10°® Mol SH-Gruppen aus Glutathion erstellt.
Aus der Geradengleichung der Kalibriergeraden (Abb. 3.1) konnten durch mathematische
Umstellung und unter Berlcksichtigung der Proteineinwaage SH-Gruppen in Probeldsungen
nach Formel 3-2 berechnet werden.

412 nm]

o
~
1

Extinktionsdifferenz
[A

0.2

0.0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

108 Mol SH-Gruppen

Abb. 3.1. Kalibriergerade Ellman-Test mit Standardsubstanz Glutathion

(DE, - 412 - 0,065) x 500 x 1000 x 1000

3-2
1,2x107 (3-2)

SH - Gruppen [umol SH/g Protein] =

AE = 412 nm = Extinktionsénderung =412 nm = E2 — E1

3.2.3.6. Hydroxymethylfurfural (HMF)

Hydroxymethylfurfural in Milcheiwei? wurde modifiziert nach White (1979) bestimmt. Das
Prinzip der Reaktion besteht in der Quantifizierung von HMF-Chromophoren anhand ihrer
Extinktion bei einer Wellenlange von A = 284 nm am Spektralphotometer.

Proteinlésungen (w/w = 0,1% Protein in entmineralisiertem Wasser) wurden durch Carrez-
Klarung enteiweild3t und filtriert. Das Filtrat wurde mit entmineralisiertem Wasser (v/v = 1/2)
vermischt und die Extinktion der Probel6sung bei einer Wellenlange von A = 284 nm und von
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A = 336 nm bestimmt (Epine). Das Filtrat wurde mit 0,2%-iger Natriummetabisulfidiésung
(viv = 1/2) vermischt und die Extinktion der Lésung bei einer Wellenlange von A = 284 nm und
von A = 336 nm bestimmt (Estandard)-

Der Gehalt an Hydroxymethylfurfural in Milcheiweil3 und in Milcheiweil3/Saccharid-Mischungen
konnte nach Formel 3-3 berechnet werden. Es wurden Doppelbestimmungen ausgefihrt.

VTest X (EProbe A=284nm "~ EStandard A=284nm ~ EProbe A=336nm "~ EStandard A=336nm ) X PP
I €mE X Vprope X 0,05

HMF [mmol/g Pulver] =

(3-3)
Vest = Testvolumen [ml]
Estandara = EXtinktionstandard
Eprobe = Extinktionprobe
PP = Proteingehalt im Pulver [g Protein/g Pulver]
I = Schichtdicke der Kuvette =1 cm
EHME = molarer Extinktionskoeffizient von HMF = 16830 | x mol™ x cm™
VPprobe = Probevolumen [ml]
0,05 = Faktor zur Umrechnung von [mol/l] auf [mmol/g]

3.2.4. Untersuchung der techno-funktionellen Eigens  chaften von modifiziertem
Milcheiweil3

Milcheiweild wurde - sofern nicht anders angegeben - in entmineralisiertem Wasser bei pH 7,0
auf die techno-funktionellen Eigenschaften untersucht.

3.2.4.1. Hitzestabilitat

Die Hitzestabilitdt von Milcheiweil3 wurde als die Zeit festgelegt, die zur sichtbaren Koagulation
des Proteins bei 140C bendtigt wird.

Zur Untersuchung der Hitzestabilitdt von Milcheiweil3 wurden Milcheiwei3ldsungen (w/w = 5%
Protein in entmineralisiertem Wasser) hergestellt. Jeweils 5 ml Milcheiweil3ldsung wurden in
verschraubbare Reagenzglaser gefillt, im Wasserbad auf 80C vorgewarmt und im Olbad bei
140<C bis zur sichtbaren Koagulation des Proteins e rhitzt. Die Angabe der Hitzestabilitat erfolgt
in Minuten. Es wurden Vierfachbestimmungen durchgefthrt.

3.2.4.2. Oberflachenhydrophobizitét

Die Oberflachenhydrophobizitat von Milcheiweif3 wurde als die Bindung anionischer SDS-
Molekile an hydrophobe Aminosaurenreste der Molekuloberflache von Proteinen bestimmt
(Kato 1984).

Material
* Natriumdihydrogenphosphatdecahydrat. Merck, Darmstadt.
¢ Natriumdodecylsulfat (SDS). Merck, Darmstadt.
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Chloroform. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe.
Methylenblau. Merck, Darmstadt.
Celluloseacetat-Dialysemembran. Trenngrenze: 12.000 g/mol. Medicell, London.

Methode

Natriumdihydrogenphosphatdecahydratpufferlosung (0,02 mol/l, pH 6,0) wurde in
entmineralisertem Wasser hergestellt. Proteine wurden in Natriumdihydrogenphosphat-
decahydratpuffer (w/v = 1,0 g/l) gelost. SDS-Reagenz wurde mit Natriumdihydrogenphosphat-
decahydratpuffer (w/v = 40,37 mg SDS/| Puffer) hergestellt. Methylenblau (w/v = 24,0 mg/I
Puffer) wurde in Natriumdihydrogenphosphatdecahydratpuffer gelost.

Proteinlésung und SDS-Reagenz wurden vermischt (v/iv = 1/2) und bei 20C dber 30 min
miteinander inkubiert. Anschliel3end wurde die SDS-Protein-Losung bei 20T uUber 24 h gegen
Natriumdihydrogenphosphatdecahydratpuffer (v/iv = 1/25) dialysiert.

0,5 ml Dialysat, 2,5 ml Methylenblaulésung and 10,0 ml Chloroform wurden vermischt und
zentrifugiert (2.500 x g, 5 min). Die Extinktion der Chloroformphase wurde bei einer
Wellenlange von A = 655 nm am Spektralphotometer (Libra S12, Biochrom, Bremen) gegen
Chloroform als Blindwert erfasst.

Eine Kalibriergerade wurde fur 0 pg - 10 ug SDS erstellt (Abb. 3.2). Durch mathematische
Umstellung der linearen Regression zwischen SDS-Menge und Oberflachenhydrophobizitat
wurde die proteingebundene SDS-Menge nach Formel 3-4 berechnet.

Es erfolgten Dreifachbestimmungen.

0.35
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Abb. 3.2. Kalibriergerade Oberflachenhydrophobizitat mit Standardsubstanz SDS

OFH [ug SDS/500 g Protein] = 62,3052 x E, - ggs - 0,8349 (3-4)

OFH = Oberflachenhydrophobizitat
E \=655nm = Extinktion , = 55 nm
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3.2.4.3. Oberflachenspannung

Die Oberflachenspannung ist die freie Grenzflachenenergie, aufgrund derer Phasensysteme
durch eine Verkleinerung der Phasengrenze auf ein Energieminimum zustreben.

Experimentell wurde die Oberflachenspannung mit einem Tensiometer (Drop Shape Analysis
System 10, Mk2, Kriss, Hamburg) nach der Pendant-Drop-Methode ermittelt. Eingesetzt
wurden wassrige Proteinldsungen mit einem Proteingehalt von 1% - 5%. Die Kontur eines
kapillar erzeugten Tropfens der Proteinldsung wurde tber eine Messdauer von 20 min bei 20C
kontinuierlich optisch erfasst. Unter Zugrundelegen des VergréRerungsmal3stabes und der
Dichtedifferenz zwischen Luft und Proteinldsung wurde die dynamische Oberflachenspannung
nach der Laplace-Gleichung ermittelt (Messprogramm Drop Shape Analysis 1.80, Kruss,
Hamburg). Grundlage der Berechnung bildete die aus der Laplace-Gleichung hervorgehende
Kenntnis, dass die Druckdifferenz zwischen der Innenseite und der Aul3enseite einer
Grenzflache umgekehrt proportional zu den Hauptkrimmungsradien der Grenzflachen-
segmente ist.

Es erfolgten Dreifachbestimmungen.

3.2.4.4. Schaumbildungseigenschaften

Die Schaumbildungseigenschaften von Milcheiwei? wurden durch ein mechanisches
Einschlagen von Luft in Proteinldsungen ermittelt.

Milcheiwei3lésungen (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) wurden auf 40C
temperiert und in einem graduierten Messzylinder durch ein Airo-Latte-Ruhrwerk bei
2.000 U/min Uber 5 min aufgeschlagen. Schaumvolumen und Flussigkeitsvolumen wurden nach
dem Aufschdumen und wahrend der Standzeit notiert.

Als Overrun wurde das prozentuale Verhaltnis aus Gesamtvolumen nach dem Aufschlagen und
dem Ausgangsvolumen der Proteinlésung (v = 15 ml) berechnet.

Als Schaumstabilitat wurde die Zeit definiert, in der sich das Aufschlagvolumen um die Halfte
vermindert.

Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefinhrt.

3.2.4.5. Emulgiereigenschaften

Die Emulgiereigenschaften von Milcheiweil3 wurden als die spezifische Lichttriibung bei einer
Wellenlange von A = 500 nm ermittelt, die die GréRe der Grenzflache zwischen Olphase und
wassriger Phase von Emulsionen charakterisiert (Pearce und Kinsella 1978).

Die Emulgieraktivitat von Milcheiweil3 wurde definiert als der Emulsion Activity Index (EAI) frisch
hergestellter Emulsionen, die Emulsionsstabilitéat als EAl von Emulsionen, die durch Lagerung
(16 h, 20C) und Zentrifugation (10 min, 4.000 x g, 15C) gealtert wurden.

Milcheiwei3ldsungen (w/w = 0,1% Protein in entmineralisiertem Wasser) wurden bei 20C uber
30 s bei 35.000 U/min mit Ol emulgiert (Buhler Mixsystem; Biihler, Freiburg). Als Emulsionsol
wurde Triheptanoin (Spezial6l 107, Sasol Germany GmbH, Witten) eingesetzt. Das Verhaltnis
von Olphase zu Wasserphase wurde auf v/v = 1/5 festgelegt.

Emulsionen wurden im Verhaltnis v/v = 1/100 mit Verdinnungslésung (5,8 g Natriumchlorid
+ 1 g SDS/I entmineralisiertes Wasser) versetzt. Die spezifische Lichttribung der verdinnten
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Emulsionen wurde photometrisch bei einer Wellenlange von A = 500 nm gegen Verdlnnungs-
I6sung als Blindwert bestimmt (Spektralphotometer Libra S12, Biochrom, Bremen).

Es wurde in Doppelbestimmung emulgiert und jeweils in Dreifachbestimmung die
Tribungsmessung durchgeftihrt. Der EAl wurde nach Formel 3-5 berechnet.

476 X EA=500nm

O xcxl| (3-5)

EAI [m2/g]=

E A=500nm = EXtinktion , = so0 nm der verdiinnten Emulsion

) = Anteil der Olphase an der Emulsion = 0,2

c = Proteinkonzentration der Emulsion = 1000 g/m3
| = Schichtdicke der Kiivette = 0,01 m

3.2.4.6. Viskositat

Die Viskositéat wurde als der Widerstand von Proteinldsungen definiert, die im Rotationsversuch
zwischen der Messplatte und dem Messkegel eines Rheometers geschert wurden.

Ein Probevolumen von 0,7 ml Proteinlésung (w/w = 1% - 5% Protein in entmineralisiertem
Wasser) wurde bei einer Messtemperatur von 20C zwi schen Messplatte und Messkegel MK22
des Rheometers UDS 200 (Anton Paar GmbH, Ostfildern) bei einem Messspalt von 0,05 mm
geschert. Nach Vorscherung (30 s) und Ruhephase (60 s) wurde die Viskositét der Probeldsung
bei ansteigender Scherrate (0/s bis 1000/s) und bei absinkender Scherrate (1000/s bis 0/s)
ermittelt. Die Scherrate wurde stufenférmig im Abstand von 5 s um 50/s erhéht (0/s bis 1000/s)
beziehungsweise abgesenkt (1000/s bis 0/s). Insgesamt wurden 40 Messpunkte pro Probe
erfasst. Als durchschnittliche Viskositat wurden die Messwerte der Scherung bei 800/s, 850/s,
900/s, 950/s und 1000/s durch das Messprogramm UDS200 V2.21 (Anton Paar GmbH,
Ostfildern) gemittelt.

Es erfolgten Dreifachbestimmungen.

3.2.4.7. Antioxidative Eigenschaften

Die antioxidativen Eigenschaften von Milcheiweil3 wurden modifiziert nach Pellegrini et al.
(1999) mit der ABTS-Radikalkation-Methode bestimmt. Das Prinzip der Reaktion besteht in
einer Inaktivierung von ABTS-Radikalen durch antioxidativ wirksame Molekile, die durch eine
Extinktionsabnahme bei einer Wellenlange von A = 734 nm quantifiziert werden kann.

Material

e 2,2°-Azinobis-(3-Ethylenbenzothiazolin-6-Sulfonsaure)-Diammoniumsalz. Fluka, Buchs.
» Kaliumperoxodisulfat. Fluka, Buchs.

e Glutathion, reduziert. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.



3. Material und Methoden 32

Methode

Kaliumperoxodisulfatlésung (w/w 140 mmol/l in entmineralisiertem Wasser) und ABTS-
Lésung (w/w = 7 mmol/l in entmineralisiertem Wasser) wurden vermischt (v/v = 1/58) und Uber
16 h bei 20C unter Lichtausschluss miteinander inkubiert. Die Ldsung wurde mit
entmineralisiertem Wasser verdinnt bis eine Extinktion von E = 0,70 + 0,02 bei einer
Wellenlange von A = 734 nm erreicht wurde (ABTS-Arbeitslésung).

Fur die Reaktion wurden 10 ul Proteinldsung (w/w = 0,1% Protein in entmineralisiertem Wasser)
bei 30C mit 1 ml ABTS-Arbeitslosung versetzt. Die Extinktion der Probe (Eprone) Und die
Extinktion der ABTS-Arbeitslésung (Esiandara) Wurden bei 30T Uber 30 min im Abstand von
5 min gemessen.

Die antioxidativen Eigenschaften von Milcheiweild wurden als die prozentuale Inaktivierung von
ABTS-Radikalen Uber eine Reaktionszeit von 30 min nach Formel 3-6 berechnet.

Die Eignung der Methode zur Bestimmung der antioxidativen Eigenschaften von Proteinen
wurde mit O ug - 2 pg Glutathion als Referenzsubstanz nachgewiesen (ohne Abb./Tab.).

. EStandard - EProbe
Inaktivierung [%] = 100 - x 100

EStandard (3-6)
Eprobe = Extinktionprobe  [Reaktionszeit: 30 min]
Estandard = Extinktionstandara [Reaktionszeit: 30 min]

3.2.5. Untersuchung der in-vitro Proteolysierbarkei  t von modifiziertem Milcheiweild

Milcheiweil3 (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) wurde tber 60 min bei 37C mit
Pancreatin im Enzym/Substrat-Verhaltnis E/S = 1/500 hydrolysiert. Der pH-Wert wurde auf
pH 7,8 eingestellt und wahrend der Hydrolyse im pH-Stat-System (Multi-Dosimat 645,
Impulsomat 614, pH Meter 691 und Magnetriihrer 649; Metrohm, Herisau, Schweiz) konstant
gehalten.

Der Verbrauch an 0,1 mol/l Natriumhydroxidlésung zur Konstanthaltung des pH-Wertes wurde
kontinuierlich erfasst. Aliquote der hydrolysierten Milcheiwei3lésung wurden im Abstand von
5 min entnommen und auf Veranderungen von Molmasse (s. Kap. 3.2.3.1., Kap. 3.2.3.2.) und
I6slichem Aminostickstoff (s. Kap. 3.2.3.4.) untersucht.

Die Hydrolyse wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt.
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3.2.6. Methoden zur Herstellung von Magermilchjoghu  rt

3.2.6.1. Herstellung von Magermilchjoghurt aus enzy  mbehandelter Joghurtmilch

Magermilchjoghurt wurde nach Abbildung 3.3 hergestellt. Gesamtmilcheiweil? in Joghurtmilch
wurde Uber 2 Stunden bei 40C mit Lactoperoxidase, mit Laccase oder mit Glucoseoxidase
inkubiert (Tab. 3.2).

Als Starterkultur wurden thermophile Mehrspezies-Milchséaurebakterien (Bulk Set Y 502 LYO
500 I; Danisco Deutschland GmbH, Niebull) eingesetzt. Die Milchsaurefermentation erfolgte bei
40 bis zum Erreichen eines pH-Wertes von pH 4,68.

Die Joghurtproben wurden tGber 4 Wochen bei 6<C gela gert und wahrend der Lagerzeit auf ihre

chemisch-physikalischen und ihre sensorischen Eigenschaften untersucht.

}

| Rohmilch | Erhitzung (80, 5 min) |
l l

‘ Entrahmung | Kihlung auf 40C |
! l

‘ Erhitzung (90<C, 5 min) | Milchsaurefermentation |
! l

‘ Kuhlung auf 40C | Kuhlung auf 6C |
| l

(40, 2 Stunden)

Inkubation mit/ohne Enzym

Lagerung bei 6C |

Abb. 3.3. FlieBschema zur Herstellung von Magermilchjoghurt aus enzymbehandelter
Joghurtmilch
Tab. 3.2. Bedingungen der Inkubation von Joghurtmilch mit Lactoperoxidase, mit Laccase

oder mit Glucoseoxidase

Inkubationsbedingungen
U Enzym/mg Milcheiweil3 pmol Cofaktor/mg Milcheiweif3

Joghurtmilch

Joghurtmilch + LPO 8,00 -

Joghurtmilch + LPO 8,00 0,240 umol H,0,"
Joghurtmilch + LPO? 8,00 -

Joghurtmilch + PPO 0,01 0,015 pmol Chlorogensaure
Joghurtmilch + PPO 0,01 0,015 pmol PSGTE
Joghurtmilch + GOX? 0,05 -

ohne Tyrosinaseaktivitat mit geringer Catalaseaktivitat
,

LPO = Lactoperoxidase, PPO = Laccase , GOX = Glucoseoxidase
PSGTE = phenolische Substanzen aus Griinteeextrakt
b Inaktivierung von H,O; nach 2-stiindiger Inkubationszeit durch 0,13 U Catalase/mg Milcheiweil3 (10 min, 40<C)

2 keine thermische Inaktivierung des Enzyms nach 2-stiindiger Inkubationszeit
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3.2.6.2. Herstellung von Magermilchjoghurt aus Jogh  urtmilch mit Trockenmasse-

erhéhung durch Maillard-Produkte

Magermilchjoghurt wurde nach Abbildung 3.4 hergestellt. Die Trockenmasse von Joghurtmilch
wurde durch Zusatz von unmodifizierten Protein/Saccharid-Pulvermischungen oder durch
Zusatz von Protein/Saccharid-Maillard-Produkten erhdht (Tab. 3.3).

Als Starterkultur wurden thermophile Mehrspezies-Milchséaurebakterien (Bulk Set Y 502 LYO
500 I; Danisco Deutschland GmbH, Niebull) eingesetzt. Die Milchsaurefermentation erfolgte bei
40 bis zum Erreichen eines pH-Wertes von pH 4,68.

Die Joghurtproben wurden tGber 4 Wochen bei 6<C gela gert und wahrend der Lagerzeit auf ihre
chemisch-physikalischen und ihre sensorischen Eigenschaften untersucht.

v
Rohmilch Kuhlung auf 40C
! l
Entrahmung | Milchséurefermentation
l l
Trockenmasseerhdhung Kihlung auf 6C
! !
Erhitzung (90C, 5 min) Lagerung bei 6C
|

Abb. 3.4. FlielBschema zur Herstellung von Magermilchjoghurt aus Joghurtmilch mit
Trockenmasseerhthung durch Maillard-Produkte
Tab. 3.3. Bedingungen der Trockenmasseerhéhung von Joghurtmilch durch

Protein/Saccharid-Pulvermischungen oder durch Protein/Saccharid-Maillard-

Produkte

Bedingungen der Trockenmasseerhéhung

ATM Trockenmasse Maillard-Reaktion
[% Protein]
Joghurtmilch +1,8 MP -
Joghurtmilch +1,8 MP 70C, 65%r.F.,4h
Joghurtmilch +1,5 NC/Pektin -
Joghurtmilch +1,5 NC/Pektin 70C,65%r.F.,1h
Joghurtmilch +1,5 NC/Pektin 70%C, 65%r. F.,4h
Joghurtmilch +1,5 NC/Lactose -
Joghurtmilch +1,5 NC/Lactose 70%C, 65%r. F.,4h
Joghurtmilch +1,5 NC/Lactose 70C, 65%r.F.,96 h

A TM = Trockenmasseveranderung, NC = Natriumcaseinat, MP = Magermilchpulver, r. F. = relative Feuchte
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3.2.7.  Untersuchung von Magermilchjoghurt auf chemi sch-physikalische und auf
sensorische Eigenschaften

3.2.7.1. Aziditat

Joghurt wurde auf die aktuelle (pH-Wert) und die potentielle (Sduregrad) Aziditat untersucht.
Der pH-Wert von Joghurt wurde mit einem pH-Meter (pH Meter 691; Metrohm, Herisau,
Schweiz) gemessen.

Der Sauregrad von Joghurt wurde nach VDLUFA Methodenbuch VI, C 8.3 (2000) bestimmt. Es
wurden 25,75 g Joghurt eingewogen und mit 0,1 mol/l Natriumhydroxidlésung bis zum
Farbumschlag von Phenolphthalein (pH 8,3) als Indikator titriert. Es wurden
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

3.2.7.2. Gelstarke

Die Gelstarke von Joghurt wurde als der mechanische Widerstand bestimmt, den Joghurtgele
einem ins Gel eindringenden Prufkdrper entgegensetzen.

Dieser Punkturtest wurde mit dem LFRA-Texture-Analyzer (Stevens & Son Ltd., Laboratory
Division, St. Albans, England) durchgefihrt. Eingesetzt wurde ein zylindrischer Prifkorper mit
einer Auflageflache von 5,07 cm?, der mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/s Uber eine Strecke
von 20 mm ins Joghurtgel gedriickt wurde. Der Widerstand des Joghurtgels gegentiber dem
Prafkoérper wurde erfasst und nach Formel 3-7 zur Berechnung der Gelstarke zugrunde gelegt.
Es erfolgten Doppelbestimmungen.

" Fxg
Gelstarke [N/cm?] = a2 (3-7)
F = Kraft der Messapparatur [kg]
g = Erdbeschleunigung = 9,81 m/s?
a = Auflageflache des Prifkorpers = 5,07 cm?

3.2.7.3. Viskositat

Die Viskositat von Magermilchjoghurt wurde als der Widerstand definiert, den ein Joghurtgel
dem Messplatte/Messkegel-Mel3system eines Rheometers im Rotationsversuch entgegensetzt.
Wie bereits in Kapitel 3.2.4.6. fur Proteinlésungen dargestellt, wurde ein Probevolumen von
0,7 ml Magermilchjoghurt bei einer Messtemperatur von 20C zwischen Messplatte und
Messkegel MK22 des Rheometers UDS 200 (Anton Paar GmbH, Ostfildern) bei einem
Messspalt von 0,05 mm geschert. Als durchschnittliche Viskositat wurden die Messwerte der
Scherung bei 800/s, 850/s, 900/s, 950/s und 1000/s durch das Messprogramm UDS200 V2.21
(Anton Paar GmbH, Ostfildern) gemittelt. Es erfolgten Dreifachbestimmungen.
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3.2.7.4. Gelstruktur

Die Struktur von Joghurtgelen wurde lichtmikroskopisch erfasst. Joghurt wurde auf einen
Objekttrager aufgetragen, mit einem Deckgldschen bedeckt und das mikroskopische Bild bei
1.400-facher VergréRerung am Durchlichtmikroskop (Axiolab Pol, Carl Zeiss AG, Oberkochen)
mit einer Digitalkamera aufgezeichnet.

3.2.7.5. Molkenlassigkeit

Die Molkenlassigkeit von Magermilchjoghurt wurde anhand des Abtropfverhaltens stichfester
Joghurtgele auf einem Analysensieb ermittelt.

Mit einem Speiseeisportionierer wurde eine halbkugelférmige Joghurtprobe entnommen und auf
ein Analysensieb (11,5 x 11,5 cm GroRe, 0,2 mm Maschenweite) aufgetragen. Uber eine
Standzeit von 2 Stunden bei 5C wurde die abgetropfte Molke aufgefangen und ausgewogen.
Die Molkenlassigkeit der Joghurtprobe wurde nach Formel 3-8 in Doppelbestimmung
berechnet.

abgetropfte Molke [g] x 100
Einwaage [g] (3-8)

Molkenlassigkeit [%] =

3.2.7.6. Bestimmung von Lactose

Das Prinzip der Bestimmung von Lactose besteht in einer enzymatischen Spaltung von
Lactose. NADH + H" wird gebildet, das anhand einer Extinktionsanderung bei einer
Wellenlange von A = 340 nm am Spektralphotometer quantifiziert werden kann.

Material
e Lactose/D-Glucose-Enzymtest, Best.-Nr. 10 986 119 035. Boehringer, Mannheim.
* Lactose/D-Galactose-Enzymtest, Best.-Nr. 10 176 303 035. Boehringer, Mannheim.

Methode

Joghurtproben wurden mit entmineralisiertem Wasser verdinnt, durch Carrez-Klarung und
durch Erhitzung (15 min, 70C) enteiweil3t und filtriert. Das Filtrat wurde mit B-Galactosidase
inkubiert. Zur Bestimmung von Glucose wurde anschlieBend mit Hexokinase und mit Glucose-
6-Phosphatdehydrogenase inkubiert. Zur Bestimmung von Galactose wurde mit
Galactosedehydrogenase inkubiert.

In Gegenwart von NAD* wurde NADH + H" freigesetzt, dass durch eine Extinktionsanderung bei
einer Wellenldnge von A = 340 nm quantifiziert wurde und nach Formel 3-9 der Menge an
Lactose in der Probeldsung entspricht. Es erfolgten Doppelbestimmungen.
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VTest X MLactose X AE)\:340 nm
I X 8NADH X VPr obe X 1000

Lactose [g/l Probelésung] = (3-9)

Vest = Testvolumen [ml]

MLactose = MOImaSSeLactose = 342,3 g/m0|

AE ) = 340 nm = Extinktions&nderung j = 340 nm

| = Schichtdicke der Kiivette =1 cm

ENADH = molarer Extinktionskoeffizient von NADH = 6,3 | x mol™* x cm™
Vprobe = Probevolumen [ml]

3.2.7.7. Acetaldehyd

Das Prinzip der Bestimmung von Acetaldehyd besteht in der enzymatischen Oxidation von
Acetaldehyd zu Essigsaure. In Gegenwart von NAD* wird NADH + H" gebildet, das durch eine
Extinktionsanderung bei einer Wellenlange von A = 340 nm am Spektralphotometer quantifiziert
werden kann.

Material
» Acetaldehyd-Enzymtest, Best.-Nr. 10 668 613 035. Boehringer, Mannheim.

Methode

Magermilchjoghurt wurde mit entmineralisiertem Wasser verdunnt, durch 20%ige
Zitronensaureldsung enteiweilt und filtriert. Das Filtrat wurde mit Aldehyddehydrogenase
inkubiert. In Gegenwart von NAD" wurde NADH + H* freigesetzt, dass durch eine
Extinktionsanderung bei A = 340 nm quantifiziert wurde und nach Formel 3-10 der Menge an
Acetaldehyd in der Probeltsung entspricht. Es erfolgten Doppelbestimmungen.

Vrest X |v'A(:etaIdehyd X AE ) =340nm X 101%103
I X €napH X Vprope X 1000 % 1,023

Acetaldehyd [g/kg Joghurt] = (3-10)

Vest = Testvolumen [ml]

MAcetaIdehyd = MOImasseAcetaldehyd =441 g/mOI

AE ) = 340 nm = Extinktionsanderung j = 340 nm

I = Schichtdicke der Kiivette =1 cm

ENADH = molarer Extinktionskoeffizient von NADH = 6,3 | x mol™* x cm™
VPprobe = Probevolumen [ml]
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3.2.7.8. Sensorische Eigenschaften von Joghurt

Joghurt wurde durch ein Taste-Panel nach DIN 10967-1 (Profilprifung, Deutsches Institut fur
Normung, 1999) auf seine sensorischen Eigenschaften untersucht.

Joghurtproben aus unbehandelter Joghurtmilch wurden jeweils im Vergleich zu folgenden
Joghurtproben aus enzymatisch modifizierter Joghurtmilch bewertet:
e Joghurt aus lactoperoxidasebehandelter Joghurtmilch
(8 U Enzym/mg Milcheiweil3; 40C, 2 h, pH 7,0; Enzym nicht inaktiviert),
» Joghurt aus laccasebehandelter Joghurtmilch
(0,011 U Enzym und 15 pumol phenolische Substanzen aus Griinteeextrakt/mg Milcheiweil3;
40C, 2 h, pH 7,0),
e Joghurt aus glucoseoxidasebehandelter Joghurtmilch
(0,05 U Enzym/mg Milcheiweif3; 40C, 2 h, pH 7,0; Enz ym nicht inaktiviert).

Joghurtproben aus Joghurtmilch mit  Trockenmasseerhéhung durch unmodifizierte

Protein/Saccharid-Pulvermischungen wurden jeweils im Vergleich zu folgenden Joghurtproben

aus Joghurtmilch mit Trockenmasseerhéhung durch Protein/Saccharid-Maillard-Produkte

bewertet:

* Joghurt aus Joghurtmilch mit Trockenmasseerhéhung (w/w = 5%) durch Magermilchpulver
(70C, 65% r. F., 4 h),

e Joghurt aus Joghurtmilch mit Trockenmasseerhdéhung (w/w = 3%) durch Natriumcaseinat/
Pektin-Maillard-Produkte (70C, 65%r. F., 4 h).

Die Joghurtproben wurden nach der Herstellung tUber 14 Tage bei 5C gelagert und vor der
sensorischen Prifung auf Raumtemperatur temperiert.

Die sensorische Prifung erfolgte durch ein ungeschultes Taste-Panel (n = 10 Prifpersonen der
BfEL, Kiel und/oder 20 studentische Prufpersonen der CAU, Kiel im Alter von etwa 25 - 55
Jahren) mit Erfahrung in der Durchfiihrung sensorischer Tests. Die sensorische Priifung wurde
in separaten Priufkabinen bei Raumtemperatur und kinstlicher Beleuchtung nach etwa
2-stuindiger Nahrungskarenz der Prufpersonen durchgefiihrt. Die Joghurtbecher wurden durch
die einzelnen Prifer jeweils frisch getffnet und zunéchst auf Geruch und Aussehen bewertet.
Konsistenz und Geschmack des Joghurts wurde durch manuelles Riuhren und gustatorische
Prifung beurteilt.

Die Produkteigenschaften Aussehen, Geruch, Geschmack und Konsistenz wurden nach einem
vorab erarbeiteten Vokabular zur Bewertung von Joghurt (Tab. 3.4) beurteilt. Die Intensitét der
Auspragung von Produkteigenschaften wurde auf einer Skala von 0 (keine Auspragung) bis 5
(starke Auspragung) bewertet. Die Bewertung der Priufer wurde elektronisch erfasst und mit
dem Programm FizzData 2.00M (Biosystemes, Couternon, Frankreich) ausgewertet.
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Tab. 3.4. Vokabular? zur sensorischen Bewertung von Joghurt nach Aussehen, Konsistenz,
Geruch und Geschmack

Produkteigenschaften

Aussehen Konsistenz Geruch Geschmack
glatt, cremig, glatt, klumpig, Acetaldehyd, bitter, Acetaldehyd,
molkenlassig, mehlig, puddingartig, brandig, dumpf/muffig, adstringierend,
grau sandig, schleimig fruchtig, garig, hefig, aromatisch, bitter,
Intensitat, leer, brandig, dumpf/muffig,
metallisch, mild, garig, hefig, Intensitat,
molkig, ranzig, sauer, fadelleer, malzig,
seifig, sufi} metallisch, ranzig,
sauer, seifig, suf3,
wassrig

D erarbeitet durch das Taste-Panel nach DIN 10967-1

3.2.8. Statistische Auswertung der Untersuchungserg ebnisse

Die Untersuchungsergebnisse wurden in Mehrfachbestimmung ermittelt. Angegeben werden
der Mittelwert (Formel 3-11), die Standardabweichung (Formel 3-12) wund der
Variationskoeffizient (Formel 3-13), die nach den angegebenen Formeln berechnet wurden.

Mittelwert i:lzxi XX et X (3-11)
n n
; 1 2 <2

Standardabweichung s, = 1 in - nx (3-12)

n-1\i=
Variationskoeffizient varK [%] = X x100 (3-13)
SX
n = Stichprobenumfang

X = Messwert
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Zur Validierung der eingesetzten Methoden wurden die techno-funktionellen Eigenschaften von
unbehandeltem Milcheiweil3 in Zehnfachbestimmung ermittelt. Mittelwert, Standardabweichung
und Variationskoeffizient der Messwerte, die nach Kapitel 3.2.4. fir Natriumcaseinat,
Molkenproteinisolat und Gesamtmilchprotein ermittelt wurden, sind in Tabelle A.5 angegeben.
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4. Ergebnisse und Diskussion
4.1. Enzymatische Modifizierung von Milcheiweil3
4.1.1. Enzymatische Modifizierung von Milcheiwei?  durch Lactoperoxidase

Milcheiwei3 wurde in entmineralisiertem Wasser mit Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid
inkubiert und auf Veranderungen der chemisch-physikalischen Eigenschaften untersucht.

Durch GroRRenausschlusschromatographie (FPLC) wurde ermittelt, wie sich die Molmassen-
verteilung von Milcheiweild durch Inkubation mit Lactoperoxidase verandert. Molmassen-
fraktionen konnten durch einen Vergleich von experimentell ermittelten Chromatogrammen mit
Chromatogrammen von Molmassenstandardsubstanzen >2 x 10° g/mol (Abb. A.1A), von
2 x 10 bis 2 x 10° g/mol (Abb. A.1B) und <2 x 10* g/mol (Abb. A.1C) identifiziert werden.
Abbildung 4.1 zeigt die GroRenausschlusschromatogramme von unbehandeltem und von
lactoperoxidasebehandeltem Natriumcaseinat. Es st dargestellt, dass unbehandeltes
Natriumcaseinat im Wesentlichen aus Proteinmolekiilen besteht, die in Peak A (2,5 x 10* -
4,3 x 10" g/mol) eluiert werden. Lactoperoxidasebehandeltes Natriumcaseinat weist eine
geringere Absorption in Peak A (2,5 x 10* - 4,3 x 10* g/mol) und in Peak B (1,6 x 10° -
2,3 x 10° g/mol) auf als unbehandeltes Natriumcaseinat. Eine héhere Absorption ist im Bereich
von Peak C dargestellt, der Proteinmolekiillen mit Molmassen von 6,7 x 10° - >2 x 10° g/mol
entspricht.
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Abb. 4.1. GroRenausschlusschromatogramme (FPLC) von unbehandeltem (—) und von
lactoperoxidasebehandeltem® (---) Natriumcaseinat

Peak A = 2,5 x 10" - 4,3 x 10" g/mol, Peak B = 1,6 x 10° - 2,3 x 10° g/mol, Peak C = 6,7 x 10° -

>2 x 10° g/mol

Y Inkubation von Natriumcaseinat (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit
Lactoperoxidase, 47,5 U/mg Milcheiweif3 und 1,8 pmol H,O2, 24 h, 40C, pH 7,0
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Tab. 4.1. Molmassenverteilung® von unbehandeltem und von lactoperoxidasebehandeltem

Milcheiweil3
Reaktionsprodukte [%] in verschiedenen
Molmassenfraktionen [g/mol]
5 4
>2 x 10° 22XX11006 22XX11005 <2 x 10*
NC 16,7 12,3 22,8 48,2
NC + LPO/H,0,? 21,9 8,1 15,2 54,8
MPI 4,7 3,6 5,2 86,5
MPI + LPO/H,0, ? 6,1 11,4 15,2 67,3
MP n.e. 3,4 70,1 26,5
MP + LPO/H,0,? n.e. 3,3 80,3 16,4
MPMM n.e. 0,2 71,4 28,4
MPMM + LPO/H,0, ? n.e. 5,3 81,3 13,4
MPRM n.e. 0,1 70,2 29,7
MPRM + LPO/H,0,? n.e. 7.6 80,2 12,2

NC = Natriumcaseinat, MPI = Molkenproteinisolat, MP = Gesamtmilchprotein in Magermilchpulver,

MPMM = Gesamtmilchprotein in unerhitzter Magermilch, MPRM = Gesamtmilchprotein in Rohmilch,

LPO/H,0; = Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid, n.e. = nicht erfasst

Y ermittelt durch FPLC fiir Natriumcaseinat und fiir Molkenproteinisolat, ermittelt durch densitometrische PAGE-
Auswertung fur Gesamtmilchprotein; gemittelte Ergebnisse einer Doppelbestimmung

2 Inkubation von Milcheiwei3 (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit Lactoperoxidase,
47,5 U/mg Milcheiweifd und 1,8 umol H,O,, 24 h, 40C, pH 7,0

% Inkubation mit Lactoperoxidase, 47,5 U/mg Milcheiweif3 und 1,8 pmol H,O05, 24 h, 40C, pH 7,0

Proteinmonomere in unbehandeltem Natriumcaseinat, die im Wesentlichen in Peak A eluiert
werden (Abb. 4.1), werden durch Inkubation mit Lactoperoxidase hauptsachlich zu
Proteinpolymeren bis >2 x 10° g/mol (Peak C) umgesetzt.

Tabelle 4.1 quantifiziert den Anteil einzelner Molmassenfraktionen in unbehandeltem
Milcheiweil3 und in lactoperoxidasebehandeltem Milcheiweil3. Nach Tabelle 4.1 werden durch
Inkubation von Natriumcaseinat mit Lactoperoxidase Reaktionsprodukte gebildet, die zu 21,9%
des Gesamtproteins aus Proteinpolymeren >2 x 10° g/mol bestehen. Proteinmolekiile mit
Molmassen von 2 x 10* - 2 x 10° g/mol in Natriumcaseinat werden durch Inkubation mit
Lactoperoxidase prozentual vermindert (Tab. 4.1). Da einzelne Caseinfraktionen in
Natriumcaseinat durch FPLC nicht voneinander differenziert werden (Abb. 4.1), konnte durch
SDS-PAGE ermittelt werden, dass Lactoperoxidase besonders die B-Casein-Fraktion in
Natriumcaseinat umsetzt (Tab. A.1).

In der Literatur wurde Uber eine Quervernetzung von Aminosaurenresten in Casein durch
Inkubation mit Peroxidase/Wasserstoffperoxid berichtet (Aeschbach et al. 1976, Jstdal et al.
2000, Thomas und Aune 1977). Die Aktivitat der Lactoperoxidase wurde nach Fonteh et al.
(2005) jedoch durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Caseinmolekilen herabgesetzt.
Tabelle 4.1 zeigt fur die Molmassenverteilung von Natriumcaseinat, dass der prozentuale
Gehalt an Protein <2 x 10* g/mol durch Inkubation mit Lactoperoxidase von 48,2% auf 54,8%
ansteigt. Davies (1987) und Matheis und Whitaker (1984) bestatigten, dass durch Peroxidase
Reaktionsprodukte gebildet werden konnen, die eine niedrigere Molmasse aufweisen als
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Molekile in unbehandeltem Protein. Dean et al. (1997) und @stdal et al. (2000) beschrieben,
dass durch eine enzymatisch-induzierte Oxidation sowohl eine Quervernetzung als auch eine
Fragmentierung von Proteinmolekillen auftreten kann. Nach Davies und Delsignore (1987)
bilden die durch Fragmentierung gebildeten Peptide und Proteine teilweise untereinander
Aggregate durch nicht kovalente Wechselwirkungen aus.

Nach Tabelle 4.1 kann eine Fragmentierung von Milcheiweil3 beziehungsweise eine quantitative
Zunahme an Protein <2 x 10* g/mol durch Inkubation mit Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid
nur fir Natriumcaseinat beobachtet werden. Es ist wahrscheinlich, dass besonders
Proteinmolekile in Natriumcaseinat durch ihre offenkettige Tertiarstruktur (Walstra et al. 2006)
enzymatisch-induziert fragmentiert werden.

Tabelle 4.1 zeigt, dass Molkenproteinisolat durch Inkubation mit Lactoperoxidase im
Wesentlichen zu oligomeren Reaktionsprodukten mit Molmassen von 2 x 10* - 2 x 10° g/mol
umgesetzt wird. Proteinmonomere - ausgedriickt als Proteinfraktion <2 x 10* g/mol (Tab. 4.1) -
werden durch Inkubation mit Lactoperoxidase von 86,6% in unbehandeltem Molkenproteinisolat
auf 67,3% in lactoperoxidasebehandeltem Molkenproteinisolat vermindert. Lactoperoxidase-
behandeltes Molkenproteinisolat besteht zu 15,2% aus Proteinoligomeren mit Molmassen von
2 x 10* - 2 x 10° g/mol und zu 11,4% aus Proteinoligomeren von 2 x 10° - 2 x 10° g/mol
(Tab. 4.1). B-Lactoglobulin in Molkenproteinisolat wird durch Inkubation mit Lactoperoxidase
quantitativ starker modifiziert als a-Lactalbumin (Tab. A.2).

Eine enzymatische Quervernetzung von Aminosdurenresten in Molkenprotein durch
Peroxidase/Wasserstoffperoxid wurde durch Feergemand et al. (1998a), Aeschbach et al.
(1976) und Ostdal et al. (2000) berichtet. Stahmann et al. (1977) wiesen nach, dass
Molkenproteindimere bis -pentamere durch kovalente Bindungen, durch hydrophobe
Wechselwirkungen und durch Wasserstoffbrickenbindungen ausgebildet werden. Faergemand
et al. (1998a) synthetisierten durch Peroxidase Molkenproteinoligomere bis -polymere. Davies
und Delsignore (1987) wiesen nach, dass die Tertidarstruktur von Blutserumalbumin durch
enzymatisch-induzierte Oxidation entfaltet wird und dass sich Di-, Tri- und Tetramere ausbilden.
Die Beobachtung, dass B-Lactoglubulin enzymatisch starker umgesetzt wird als a-Lactalbumin
(Tab. A.2), bestatigten Feergemand et al. (1998a).

Gesamtmilchprotein  konnte nur durch densitometrische SDS-PAGE auf seine
Molmassenverteilung untersucht werden, da die Reaktionsprodukte zur FPLC-Untersuchung
nicht membranfiltriert werden konnten (Kap. 3.2.3.1.). Daher wird der Molmassenbereich
>2 x 10° g/mol in Tabelle 4.1 nicht genauer differenziert. Tabelle 4.1 zeigt jedoch, dass
Molmassen <2 x 10* g/mol durch Inkubation mit Lactoperoxidase prozentual vermindert werden,
Molmassen >2 x 10* g/mol prozentual ansteigen. Nach Tabelle 4.1 modifiziert Lactoperoxidase
sowohl Gesamtmilchprotein in rekonstituiertem Magermilchpulver als auch Gesamtmilchprotein
in unerhitzter Magermilch und in Rohmilch. Nach Tabelle A.3 werden durch Inkubation von
Gesamtmilchprotein mit Lactoperoxidase Caseinmonomere quantitativ starker modifiziert als
Molkenproteinmonomere.

@stdal et al. (2000) beschrieben eine Oxidation von Aminosaurenresten in Gesamtmilchprotein
durch Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid. Nach Fonteh et al. (2005) hemmt die
Quartarstruktur von Caseinen in Milch die Aktivitat der Lactoperoxidase sterisch; die Gegenwart
von Lactose in Milch fordert die Aktivitat der Lactoperoxidase.
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Oudgenoeg et al. (2001) gingen davon aus, dass unterschiedliche globuldre und/oder
offenkettige Molekile oxidativ miteinander quervernetzt werden kénnen. Ob jedoch neben
Casein/Casein- und Molkenprotein/Molkenprotein-Produkten auch Casein/Molkenprotein-
Produkte gebildet wurden, konnte in den vorliegenden Untersuchungen analytisch nicht
differenziert werden.

In der Literatur wird eine enzymatisch-induzierte Oxidation von Proteinen mit unspezifischen
Oxidationsreaktionen von Aminosaurenresten und der Bildung klassischer
Proteinoxidationsprodukte, wie Dityrosin, in Verbindung gebracht (Stahmann et al. 1977). Da
Proteinoxidationsprodukte als weitgehend stabil gegeniber einer S&urehydrolyse gelten
(Aeschbach et al. 1976, Takasaki et al. 2005, Hanft und Kéhler 2005), kdénnen aus
aminosaurenanalytischen  Untersuchungen  Hinweise Uber die Maodifizierung von
Aminosaurenresten in Milcheiweil3 durch Inkubation mit Lactoperoxidase abgeleitet werden.
Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick tber den Gehalt an Aminosauren in unbehandeltem
Milcheiweil und in lactoperoxidasebehandeltem Milcheiweil3.

Tabelle 4.2 zeigt, dass Asparaginsaure, Glutaminsaure, Alanin, Methionin, Leucin, Tyrosin und
Lysin in Milcheiweil3 durch Lactoperoxidase modifiziert werden. Tyrosin wird um bis zu 75%
modifiziert, Methionin um bis zu 100% (Tab. 4.2). In lactoperoxidasebehandeltem
Molkenproteinisolat und in lactoperoxidasebehandeltem Gesamtmilchprotein ist bis zu 52%
weniger Alanin nachweisbar (Tab. 4.2), in lactoperoxidasebehandeltem Natriumcaseinat 68%
weniger Glutaminsdure (Tab. 4.2). Fir lactoperoxidasebehandeltes Molkenproteinisolat zeigt
Tabelle 4.2 zuséatzlich eine Abnahme im Gehalt an Asparaginsaure um 30%, an Leucin um 29%
und an Lysin um 24%.

Tab. 4.2. Gehalt an Aminoséauren® in unbehandeltem und in lactoperoxidasebehandeltem?

Milcheiweil3
Aminosauren [g/100 g Aminoséuren]
+ + +
NC LPIZI;H 20, MPI LPI\Q;)II-QOZ MP LPI\S/PH 20,

Asparaginsaure 6,34 6,64 10,43 7,32 7,46 7,61
Glutaminsaure 20,30 6,42 17,24 18,31 19,96 19,82
Alanin 4,01 4,21 8,94 4,28 5,09 4,37
Methionin 3,28 1,42 3,26 0,00 2,61 0,84
Leucin 9,83 10,08 14,28 10,17 11,04 10,37
Tyrosin 4,52 3,34 2,46 0,91 3,49 0,88
Lysin 6,84 7,25 9,53 7,26 7,94 7,51

NC = Natriumcaseinat, MP| = Molkenproteinisolat, MP = Gesamtmilchprotein in Magermilchpulver,

LPO/H,0; = Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid

Y ermittelt durch Aminosaurenanalyse; gemittelte Ergebnisse einer Doppelbestimmung

2 Inkubation von Milcheiweil3 (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit Lactoperoxidase,
47,5 U/mg Milcheiweifd und 1,8 umol H,O,, 24 h, 40C, pH 7,0
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In Abh&ngigkeit vom Substrat werden durch Lactoperoxidase verschiedene Aminosaurenreste
modifiziert (Tab. 4.2). Nach @stdal et al. (2000), Michon et al. (1999), Thomas und Aune (1977),
Aeschbach et al. (1976) und Boeriu et al. (2004) wird die Umsetzung von Aminosaurenresten
durch Peroxidase bestimmt durch die Konzentration, die sterische Verfligbarkeit und die
Oxidationsempfindlichkeit der Aminosdurenreste im Proteinmolekil. Davies et al. (1987a)
wiesen nach, dass grundsatzlich alle Aminosaurenreste in Blutserumalbumin oxidiert werden
konnen. In Ubereinstimmung mit Tabelle 4.2 berichteten Dean et al. (1997), Matheis und
Whitaker (1984), Davies (1987), Davies et al. (1987a) und Stahmann et al. (1977), dass
besonders die Aminosaurenreste Tyrosin, Glutaminsaure, Leucin, Lysin, Methionin, Cystein,
Tryptophan und Phenylalanin leicht oxidiert werden kénnen.

Der Gehalt an Tyrosin nimmt sowohl in Natriumcaseinat, in Molkenproteinisolat als auch in
Gesamtmilchprotein durch Inkubation mit Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid ab (Tab. 4.2).
Oudgenoeg et al. (2001), Aeschbach et al. (1976), Michon et al. (1999), Peyron et al. (2001)
und Schooneveld-Bergmans et al. (1999) bestédtigten eine Abnahme an Tyrosin. Sie
beschrieben die Ausbildung von Isodityrosin, das durch verschiedene Bindungspositionen an
den aromatischen Ringen der Tyrosinreste verknlpft ist. Die Bindungsposition wird nach
Grabber et al. (2000) bestimmt durch die Inkubationsbedingungen, nach Oudgenoeg et al.
(2001) durch die Aminoséauren, die in der Primarstruktur benachbart zum Tyrosin angeordnet
sind. Die Bindungsposition zwischen Tyrosinresten bestimmt die Struktur und die funktionellen
Eigenschaften der Vernetzungsprodukte (Oudgenoeg et al. 2001). Aeschbach et al. (1976)
ermittelten fur eine Inkubation von Casein und von Blutserumalbumin mit Peroxidase eine
Abnahme von Tyrosin um bis zu 30% und eine Bildung von Dityrosin in Mengen von etwa 1,4%.
@stdal et al. (2000) konnten fur Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid in Milch eine Bildung von
2,0% Dityrosin nachweisen. Fur Getreideeiweil3e mit Peroxidase/Wasserstoffperoxid
berichteten Michon et al. (1999) die Bildung von Dityrosin aus bis zu 12,0% der Tyrosinreste.
Davies (1987) konnte neben einer Bildung von Dityrosin auch eine Verminderung an
Tryptophan um bis zu 70% in Blutserumalbumin und um bis zu 30% in as-Casein durch
Oxidation nachweisen.

Erganzend zu Tabelle 4.2 gibt Tabelle 4.3 den Gehalt an l6slichem Aminostickstoff und an
Sulfhydrylgruppen in unbehandeltem und in lactoperoxidasebehandeltem Milcheiweil3 an.
Tabelle 4.3 zeigt, dass der Gehalt an léslichem Aminostickstoff durch Inkubation von
Milcheiweil3 mit Lactoperoxidase ansteigt und dass der Gehalt an Sulfhydrylgruppen in
Milcheiweil3 um bis zu 20% absinkt.

Eine Abnahme an SH-Gruppen (Tab. 4.3) und an Methionin (Tab. 4.2) in Milcheiweil3
korrespondiert mit der durch Marin et al. (2005), Dean et al. (1997), @stdal et al. (2000) und
Ozer et al. (2003) beschriebenen Oxidation schwefelhaltiger Aminoséauren zu Disulfidbriicken-
bindungen (Matheis und Whitaker 1984). Thomas und Aune (1977) geben an, dass 1 mol
Wasserstoffperoxid 1 mol SH-Gruppen in Blutserumalbumin oder in B-Lactoglobulin oxidiert.
Marin et al. (2005) konnten unter dem Einfluss einer Kaltsterilisierung von Kuhmilch durch
Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid eine Umsetzung von Methionin um bis zu 80% und von
Cystein um bis zu 50% in Gesamtmilchprotein nachweisen.

Ein Anstieg an l6slichem Aminostickstoff (Tab. 4.3) korrespondiert mit einer Entfaltung der
Proteinstruktur durch Oxidation und mit einer Fragmentierung von Proteinmolekilen (Davies
und Delsignore 1987).
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Tab. 4.3. Gehalt an l6slichem Aminostickstoff und an Sulfhydrylgruppen in unbehandeltem
und in lactoperoxidasebehandeltem® Milcheiwei3

Gehalt der Lésung an

I6slichem Aminostickstoff SH-Gruppen
[Lg/mg Protein] [umol/g Protein]

NC 4,07 £ 0,07 0,33+0,01
NC mit LPO/H,0, 6,69 £ 0,24 0,26 £ 0,01
MPI 12,24 + 0,35 2,10 £ 0,03
MPI mit LPO/H,0, 12,97 +0,31 1,87 +0,02
MP 8,36 £ 0,26 0,44 £ 0,02
MP mit LPO/H,0, 9,75+0,13 0,39 +£0,01

NC = Natriumcaseinat, MPI = Molkenproteinisolat, MP = Gesamtmilchprotein in Magermilchpulver,

LPO/H,0; = Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid

b Inkubation von Milcheiweil3 (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit Lactoperoxidase,
47,5 U/mg Milcheiweifd und 1,8 umol H,O,, 24 h, 40C, pH 7,0
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4.1.1.1. Optimierung der Inkubationsbedingungen vo  n Milcheiweil3 mit Lactoperoxidase

Milcheiweil3 (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) wurde tber 24 Stunden bei 40C
und pH 7,0 mit 47,5 U Lactoperoxidase/mg Milcheiweil3 und 1,8 pmol Wasserstoffperoxid
inkubiert (Kap. 3.2.1.1.). Ausgehend von diesen Inkubationsbedingungen wurden jeweils
einzelne Bedingungen variiert, um die optimalen Inkubationsbedingungen von Milcheiweifl3 mit
Lactoperoxidase zu ermitteln. Tabelle 4.4 gibt einen Uberblick (ber die
Inkubationsbedingungen, unter denen durch Lactoperoxidase/H,O, der héchste Umsatz an
Proteinmonomeren in Milcheiweil3 ermittelt werden konnte.

Tab. 4.4. Optimale Inkubationsbedingungen® von Milcheiweif? mit Lactoperoxidase

Inkubationsbedingungen

NC MPI MP
Proteinkonzentration [%0] [1...10] 5 5-10 5
H,O,/Substrat [umol/mg] [0,0...18,0] 1.8 18,0 1,8
Enzymaktivitat/Substrat [U/mg] [0,0...47,5] 2475 2475 4,8
Inkubationstemperatur [C] [20...50] 40 50 50
Inkubationszeit [h] [0...24] 16 1 1
pH-Wert [pH 4...pH 12] pH5 pH 4 pH 5

NC = Natriumcaseinat, MPI = Molkenproteinisolat, MP = Gesamtmilchprotein in Magermilchpulver

 ermittelt durch FPLC- oder densitometrische PAGE-Auswertung, ausgehend von der Inkubation von Milcheiweil3
(w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit Lactoperoxidase, 47,5 U/mg Milcheiweif3 und 1,8 pmol H,0o,
24 h,40C, pH 7,0

Proteinkonzentration

Milcheiweil3 wird unter den gegebenen Bedingungen bei einer Proteinkonzentration von ~5%
am starksten durch Lactoperoxidase/H,O, modifiziert (Tab. 4.4, Abb. A.2A).

In der Literatur wurde flr Arbeiten mit Peroxidase Protein in einer Konzentration von <10%
eingesetzt (Feergemand et al. 1998a, Oudgenoeg et al. 2001, Thomas und Aune 1977,
Aeschbach et al. 1976, Stahmann et al. 1977, Boeriu et al. 2004).

Wasserstoffperoxidkonzentration

Die optimale Wasserstoffperoxidkonzentration zur Modifizierung von Natriumcaseinat und von
Gesamtmilchprotein durch Lactoperoxidase betragt unter den gewahlten Bedingungen 1,8 pmol
H,0O./mg Milcheiweil3, zur Modifizierung von Molkenproteinisolat 218 pumol H,O,/mg Milcheiweil3
(Tab. 4.4, Abb. A.2B).

Boeriu et al. (2004), Oudgenoeg et al. (2001), Hanft und Kdéhler (2005), Aeschbach et al. (1976)
und Stahmann et al. (1977) arbeiteten mit Peroxidase und 0,3 pmol - 12,5 pymol H,O,/mg
Protein. @stdal et al. (2000) nutzten zur Aktivierung der Lactoperoxidase in Kuhmilch 1,0 mmol
H,0, je Liter Milch.
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Nach Feergemand et al. (1998a) erhoht sich mit steigender Wasserstoffperoxidkonzentration die
sterische Verfugbarkeit von Aminosaurenresten in der Struktur von Molkenproteinen und damit
potenziell der Grad einer enzymatischen Quernetzung durch Peroxidase.

Aus Abbildung A.2B geht zusétzlich hervor, dass Milcheiweil3 durch Lactoperoxidase auch in
Abwesenheit von Wasserstoffperoxid umgesetzt wird. Eine Anwendung von Peroxidase auf
GetreideeiweiRe fuhrte nach Takasaki et al. (2005) jedoch nur in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid zur Bildung von Isodityrosin.

Enzym/Substrat-Verhéltnis

Die Umsetzung von Natriumcaseinat und von Molkenproteinisolat durch Lactoperoxidase steigt
unter den gegebenen Bedingungen mit der Enzymmenge bis 247,5 U Enzym/mg Milcheiweil}
an. Gesamtmilchprotein wird durch 4,8 U Enzym/mg Milcheiweil3 am starksten umgesetzt
(Tab. 4.4, Abb. A.2C). Es ist anzunehmen, dass zur enzymatischen Modifizierung von Gesamt-
milchprotein eine vergleichsweise niedrigere Enzymmenge bendétigt wird als zur Modifizierung
von Natriumcaseinat oder von Molkenproteinisolat, da Fonteh et al. (2005) nachwiesen, dass
die Gegenwart von Lactose in Milch die Aktivitat der Lactoperoxidase fordert.

Die Enzymaktivitdt pro mg Substrat wurde in der Literatur mit 0,9 U - 50,0 U Lactoperoxidase je
mg Protein berichtet (Oudgenoeg et al. 2001, Aeschbach et al. 1976, Boeriu et al. 2004,
Stahmann et al. 1977). Feergemand et al. (1998a) glichen eine geringe Enzymaktivitat durch
eine hohere Konzentration an Wasserstoffperoxid aus.

Inkubationszeit

Die Umsetzung einzelner Molmassenfraktionen von Milcheiweild durch Lactoperoxidase/H,O,
wurde in Abhangigkeit von der Inkubationszeit erfasst und ist in Abbildung 4.2 am Beispiel von
Natriumcaseinat dargestellt.

Abbildung 4.2 zeigt, dass Caseinmonomere in Natriumcaseinat in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit kontinuierlich vermindert werden. @stdal et al. (2000) und Schooneveld-
Bergmans et al. (1999) konnten erste radikalische Intermediate und Isodityrosin bereits nach
einigen Minuten Inkubationszeit nachweisen.

Nach Abbildung 4.2 werden Proteinpolymere >2 x 10° g/mol durch Lactoperoxidase ab einer
Inkubationszeit von 4 Stunden synthetisiert. Proteinoligomere mit Molmassen von 2 x 10* -
2 x 10° g/mol treten als Intermediate der enzymatischen Reaktion innerhalb der ersten
6 Stunden Inkubationszeit auf. Proteinmolekiile <2 x 10* g/mol werden innerhalb der ersten
10 Stunden Inkubationszeit mit Lactoperoxidase/Wasserstoffperoxid gebildet. Nach Abbildung
4.2 ist die enzymatische Umsetzung von Natriumcaseinat nach 16 Stunden Inkubationszeit
abgeschlossen.

In Bezug auf die Inkubation von Molkenproteinisolat und von Gesamtmilcheiweil3 mit
Lactoperoxidase wurde der hochste Anteil an Proteinvernetzungsprodukten >2 x 10* g/mol
innerhalb einer Inkubationszeit von 1 Stunde synthetisiert (Tab. 4.4, Abb. A.3, Abb. A.4).

In der Literatur werden Inkubationszeiten von Milcheiweil3 mit Peroxidase von 2 h - 8 h
(Stahmann et al. 1977) und von 24 h berichtet (Feergemand et al. 1998a, Aeschbach et al.
1976, Schooneveld-Bergmans et al. 1999).



4. Ergebnisse und Diskussion 49

10
5_
=,
= 07
c
2
O -5
o]
@
S -10 -
>
_15_
'20 T T T T

0 5 10 15 20 25
Inkubationszeit [h]

Abb. 4.2. Veranderung der Molmassenverteilung®” von Natriumcaseinat durch Inkubation mit
Lactoperoxidase® in Abhangigkeit von der Inkubationszeit

Caseinmonomere g—), Molmasse <2 x 10* g/mol (----), Molmasse 2 x 1d - 2 x 10° g/mol (---),
Molmasse >2 x 10° g/mol (-----)

Y ermittelt durch FPLC; gemittelte Ergebnisse einer Doppelbestimmung
2 Inkubation von Natriumcaseinat (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit
Lactoperoxidase, 47,5 U/mg Milcheiweifd und 1,8 pmol H,O,, 24 h, 40C, pH 7,0

Inkubationstemperatur

Im untersuchten Temperaturbereich von 20C - 50C b etrdgt die optimale Inkubations-
temperatur mit Lactoperoxidase/H,O, fir Natriumcaseinat 40C und fur Molkenproteinisol at
beziehungsweise fur Gesamtmilchprotein 50C (Tab. 4 .4). Eine enzymatische Umsetzung von
Milchprotein durch Lactoperoxidase/H,O, ist im gesamten Temperaturbereich von 20C - 50C
nachzuweisen (Abb. A.2D).

Oudgenoeg et al. (2001), Peyron et al. (2001), Thomas und Aune (1977), Stahmann et al.
(1977), Dstdal et al. (2000), Schooneveld-Bergmans et al. (1999) und Boeriu et al. (2004)
arbeiteten mit Peroxidasen bei Raumtemperatur. Eine oxidative Quervernetzung von Protein

durch Peroxidase/H,0, berichteten Feergemand et al. (1998a) und Aeschbach et al. (1976) bei
40<C.

pH-Wert

Die starkste Modifizierung von Milcheiweild durch Lactoperoxidase/H,O, wurde um pH 5 erzielt
(Tab. 4.4). Dieser pH-Wert entspricht dem pH-Optimum von Peroxidasen (Seifu et al. 2005) und
wurde in der Literatur fir Arbeiten mit Peroxidasen eingesetzt (Peyron et al. 2001, Norsker et al.
2000, Schooneveld-Bergmans et al. 1999). Michon et al. (1999), Stahmann et al. (1977), @stdal
et al. (2000) und Boeriu et al. (2004) arbeiteten mit Peroxidase um pH 7.
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Hohe Grade der Modifizierung von Milcheiweild konnten auch durch Inkubation mit
Lactoperoxidase/H,O, bei pH-Werten von pH 28 erzielt werden (Abb. A.2E). In diesem pH-
Bereich Uberschneidet sich die enzymatische Quervernetzung von Protein durch
Lactoperoxidase/H,O, mit chemisch-physikalischen Quervernetzungsreaktionen durch den
alkalischen pH-Wert (Feergemand et al. 1998a). Aeschbach et al. (1976), Feergemand et al.
(1998a) und Oudgenoeq et al. (2001) arbeiteten mit Peroxidase bei alkalischem pH-Wert, um
hohe Vernetzungsgrade von Proteinen zu erzielen. Nach Seifu et al. (2005) liegt bei pH 9,6
jedoch der isoelektrische Punkt der Lactoperoxidase.

Neben dem pH-Wert beeinflussen auch Puffersysteme die Aktivitat der Lactoperoxidase. Hiller
und Lorenzen (2008) wiesen nach, dass Puffersysteme wie Natriumtetraboratpuffer oder
Phosphatpuffer, die fur Arbeiten mit Peroxidase verwendet wurden, eine enzymatische
Quervernetzung von Milcheiweil3 vortauschen kdnnen.

Vorbehandlung von Milcheiweil3

Milcheiweil3 wurde mit Ascorbinsdure, Cystein, Cystin und Hitze chemisch-physikalisch
modifiziert und anschlieRend mit Lactoperoxidase/H,O, inkubiert. Abbildung 4.3 stellt dar, wie
sich eine chemisch-physikalische Vorbehandlung von Milcheiweil3 auf die enzymatische
Umsetzung von Proteinmonomeren durch Lactoperoxidase/H,O, auswirkt.
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Abb. 4.3. Modifizierung von Proteinmonomeren® in Milcheiwei durch Inkubation mit
Lactoperoxidase?® in Abh&ngigkeit von einer chemisch-physikalischen
Vorbehandlung®

Y ermittelt durch FPLC- oder densitometrische PAGE-Auswertung; gemittelte Ergebnisse einer
Doppelbestimmung

2 Inkubation von Milcheiweil3 (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit Lactoperoxidase,
47,5 U/mg Milcheiweif3 und 1,8 umol H,O2, 24 h, 40C, pH 7,0

¥ ohne Vorbehandlung (0), Vorbehandlung mit 0,05 mg Ascorbinséure/mg Protein (A),
Vorbehandlung mit 0,05 mg Cystein/mg Protein (B), Vorbehandlung mit 0,05 mg Cystin/mg
Protein (C), thermische Vorbehandlung (80C, 10 min) ( D), thermische Vorbehandlung
(80T, 20 min) (E)



4. Ergebnisse und Diskussion 51

Abbildung 4.3 zeigt, dass die enzymatische Modifizierung von Natriumcaseinat und von
Gesamtmilcheiweil durch Vorbehandlung mit Ascorbinsaure, Cystein und Cystin verstarkt wird.
Molkenproteinisolat und Gesamtmilcheiweil3 werden besonders nach einer thermischen
Vorbehandlung starker durch Lactoperoxidase/H,O, umgesetzt.

Michon et al. (1999) berichteten, dass ein hoherer Grad der Quervernetzung globul&rer Proteine
durch Peroxidase/H,O; erreicht werden kann, wenn ihre Tertidrstruktur pré-enzymatisch durch
chemisch-physikalische Verfahren entfaltet wird.

Fur eine Anwendung von Peroxidase auf Getreideeiweil3e gaben Tilley et al. (2001), Rodriguez-
Mateos (2006) und Hanft und Kohler (2005) eine geringere Wirkung von Peroxidase in
Gegenwart von Reduktionsmitteln wie Ascorbinsaure an.
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4.1.2. Enzymatische Modifizierung von Milcheiwei3  durch Laccase

Milcheiweil3 wurde in entmineralisiertem Wasser mit Laccase inkubiert und auf Veranderungen
der chemisch-physikalischen Eigenschaften untersucht.

Abbildung 4.4 stellt Veranderungen der Molmassenverteilung von Milcheiweil3 durch Inkubation
mit Laccase/Chlorogenséaure dar, die durch SDS-PAGE ermittelt wurden. Anhand der Banden
der Elektropherogramme von Molmassenstandards war eine Identifizierung von Molmassen in
Proteinproben moglich. Eine Untersuchung von laccasebehandeltem Milcheiweil3 durch
GrofRenausschlusschromatographie konnte nicht durchgefiihrt werden, da die Reaktions-
produkte zur FPLC-Untersuchung nicht membranfiltriert werden konnten (Kap. 3.2.3.1.).
Abbildung 4.4 zeigt, dass Banden der Elektropherogramme von unmodifiziertem Milcheiweil3
durch Inkubation mit Laccase abgeschwécht werden und dass Reaktionsprodukte mit héherer
Molmasse gebildet werden.
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Abb. 4.4. Elektropherogramme von unbehandeltem und von laccasebehandeltem?
Milcheiweil3

1=NC; 2 =NC + PPO°T/CA: 3 =NC + PPOMT/CA; 4 = MPI: 5 = MPI + PPO°T/CA:;
6 = MPI + PPOMT/CA; 7 = MP; 8 = MP + PPO°"/CA; 9 = MP + PPO"T/CA; M = Standard

NC = Natriumcaseinat, MPI = Molkenproteinisolat, MP = Gesamtmilchprotein in Magermilchpulver,
PPOOT - LaCC&SGOhne Tyrosinaseaktivitét’ PPOMT - Laccasem" Tyrosinaseaktivité'\tl CA = Chlorogensaure;
a-g = Standardsubstanzen (s. Kap. 3.2.3.2.), h = Trenngrenze, i = as-Casein, j = -Casein,
k =k -Casein, | = Serumalbumin, m = -Lactoglobulin, n = a-Lactalbumin;
P1 und P, = Reaktionsprodukte aus Molkenproteinisolat
Y Inkubation von MilcheiweiR (w/w = 1% Protein in entmineralisiertem Wasser) mit Laccase,
0,53 U/mg Milcheiweild und 0,02 pmol Chlorogenséure, 24 h, 40C, pH 7,0
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Monomerenbanden der Elektropherogramme von Natriumcaseinat (Abb. 4.4, Banden ,i“, ,j", ,K“)
und von Gesamtmilchprotein (Abb. 4.4, Banden ,i“, ,j*, .,K*, .m", ,n“) werden besonders durch
Inkubation mit Laccase™" Vrosinaseakivitdt gtark bis nahezu vollstandig vermindert. Durch Inkubation
von Natriumcaseinat und von Gesamtmilchprotein mit Laccase entstehen Reaktionsprodukte,
die an der mit ,h* bezeichneten Trenngrenze (=3 x 10° g/mol) des PAGE-Gels abgebildet sind.
Durch enzymatische Modifizierung von Molkenproteinisolat entstehen im Wesentlichen
Reaktionsprodukte, die in den Elektropherogrammen von laccasebehandeltem
Molkenproteinisolat als ,P;“ und ,P,* bezeichnet werden (Abb. 4.4, Elektropherogramm 5,
Elektropherogramm 6).

Tabelle 4.5 zeigt einen Uberblick ber die prozentuale Molmassenverteilung von
unbehandeltem und von laccasebehandeltem Milcheiweil, die durch densitometrische PAGE-
Auswertung quantifiziert werden konnte.

Eine Inkubation von Natriumcaseinat mit Laccase/Chlorogensaure fihrt zu einem Anstieg an
Proteinpolymeren >2 x 10° g/mol (Tab. 4.5). Besonders durch Inkubation von Natriumcaseinat
mit Laccase™" Tyesnaseakivitdt \yarden Reaktionsprodukte gebildet, die zu 74,0% - 82,3% des
Gesamtproteins aus Proteinpolymeren >2 x 10° g/mol bestehen. Durch Inkubation von
Natriumcaseinat mit Laccase®™® Trosnaseakivitdt \yarden nur in Gegenwart von Chlorogenséure
50,2% Proteinpolymere >2 x 10° g/mol gebildet (Tab. 4.5). Nach Tabelle A.1 wird k-Casein
quantitativ starker durch Laccase®™® Tesinaseakividt g difiziert als as-Casein und as-Casein
starker als B-Casein.

In der Literatur wurde ein Anstieg der Molmasse von Casein berichtet als Folge einer Inkubation
von Casein mit Laccase (Shotaro 2002) oder als Folge einer Inkubation von Casein mit
Tyrosinase (Hurrell et al. 1982, Halaouli et al. 2005).

In den eigenen Untersuchungen konnten keine Verdnderungen der Molmassenverteilung von
Natriumcaseinat durch Chlorogensaure in Abwesenheit von Laccase beobachtet werden
(Tab. 4.5). Jobstl et al. (2006) wiesen jedoch auch in Abwesenheit von Laccase