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1 EINLEITUNG UND AUFGABE

Die Hitzebehandlung ist aufgrund der technologischen und hygienischen Aspekte ein
notwendiger Grundprozess bei der Herstellung von Milch und Milchprodukten. Je nach
Produktart und Beschaffenheit wird die Milch bei unterschiedlichen Temperaturen erhitzt.
Kése wird normalerweise aus roher oder pasteurisierter Milch hergestellt. Eine Erhitzung der
Késereimilch im Ultrahochtemperaturbereich ermoglicht die Abtétung der sporenbildenden
Mikroorganismen. Fiir z. B. Clostridium tyrobutyricum sind dazu jedoch Temperaturen aus
dem Hocherhitzungs- oder Ultrahocherhitzungsbereich notwendig. Jedoch ist hierbei zu
beachten, dass fiir die Produktion von UHT-Kise die Kisereieignung der Milch trotz
Hitzebehandlung erhalten bleiben muss. Problematisch verhalten sich dabei die
Molkenproteine, die ab Temperaturen von ca. 70 °C denaturieren [Walstra und Jenness, 1984;
Spreer, 1999]. Sie reagieren mit k-Casein und belegen die Oberfliche der Caseinmicellen,
was zu lingeren Gerinnungszeiten und zu schwécheren Labgallerten bis hin zum Ausbleiben
der Labgelbildung fiihrt [Wilson und Wheelock, 1972; Dalgleish, 1990; Park et al., 1996]. Als
Grenzwert fiir die Labgelbildung wird ein Denaturierungsgrad von etwa 60 % des B-Lg B
angesehen, bei hoheren Denaturierungsgraden bleibt die Milch trotz Labeinwirkung fliissig
[Steffl, 1999]. Um den Einfluss hitzedenaturierter Molkenproteine auf die Labgelbildung
auszuschlieBen, kann die Kédsereimilch vor der Erhitzung so diafiltriert werden, dass nur die
Molkenproteine, nicht aber andere niedermolekulare Substanzen wie Lactose oder Salze
entzogen werden (Bild. 1.1). Dies bedeutet: Fraktionieren der Milchproteine bei gleich
bleibender Caseinkonzentration, durch Ausschleusen der Molkenproteine mittels
Mikrofiltration iiber eine Diafiltration mit Ultrafiltration (UF)-Permeat. Die erhaltenen
Caseindispersionen gelten nach bisherigen Erkenntnissen als weitaus hitzestabiler als
Molkenproteine und konnen fiir die Kdseproduktion unter Einsatz einer UHT-Behandlung
eingesetzt  werden. Auf diesem Wege werden die  Auswirkungen  der
Molkenproteindenaturierung auf die Késereitauglichkeit der Milch ausgeschlossen. Auf der
anderen Seite ist es moglich, die Milch durch eine Ultrafiltration aufzukonzentrieren und
danach mittels Mikrofiltration / Diafiltration die Molkenproteine zu reduzieren. Die so
gewonnenen Casein / Molkenproteinkonzentrate konnten auch nach einer UHT- Erhitzung auf

ihre Labgelbildungseigenschaften untersucht werden (Bild 1.1).
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Bild 1.1:  Herstellung der reinen Caseindispersionen aus der Milch mittels MF/DF in

Kombination mit UF und ihre Untersuchungsfelder

Die molkenproteinfreien Caseinlosungen eignen sich  hauptsdchlich daher zur
Wissenschaftliche Untersuchung zur thermischen Stabilitit und Hochdruckbehandlung zur

Feststellung druckabhingigen Einfliisse.

Es ist schon bekannt, dass es wihrend der Milcherhitzung iiber 100 °C zu zahlreichen
physikalischen und chemischen Verdnderungen der Milchbestandteile sowie an der
Caseinmicelle kommt, wodurch auch die rheologischen und Strukturbildungseigenschaften
des Produktes beeinflusst werden. Es ist schon aus Arbeiten von Schreiber [2000, 2001]
bekannt, dass sich die Labgelbildungseigenschaften von erhitzten molkenproteinfreien
Caseinlosungen verschlechtern, wenn die Temperaturen (> 100 °C) und HeiBhaltezeiten (ab
300 s) erhoht werden. In der hier vorliegenden Arbeit soll auf die Verdnderungen
eingegangen werden, die mit den Labgelbildungseigenschaften der Caseinmicellen in engem

Zusammenhang stehen.
Zielsetzung

In  dieser Arbeit sollen neben  kisereitechnologischen  Eigenschaften  der
Mikrofiltrationsretentate in Anwesenheit oder Abwesenheit der Molkenproteine die
Labgelbildungseigenschaften UHT-erhitzter Caseindispersionen und deren Einflussfaktoren
untersucht werden. Die Caseindispersionen sollen dafiir aus pasteurisierter Magermilch
gewonnen werden, welcher durch Mikrofiltration/Diafiltration mit Ultrafiltrationspermeat die
Molkenproteine entzogen wurden. Die molkenproteinfreien Caseinlésungen konnen auf die
molekular-strukturellen hitzebedingten Verdnderungen an der Caseinmicelle mittels
verschiedener Methoden untersucht werden, die mit den Labgelbildungseigenschaften der
Micelle im Zusammenhang stehen. Von Interesse waren zunéchst die Késereieigenschaften
der Mikrofiltrationsretentate in An- bzw. Abwesenheit der Molkenproteine. Hier sollen die
optimalen Casein /Molkenproteinverhéltnisse untersucht bzw. optimiert, sowie der Effekt der

Diafiltration auf die Labgelbildungseigenschaften der erhitzten Retentate studiert werden.



1 EINLEITUNG UND AUFGABE 3

Auf der anderen Seite sollen die hitzebedingten molekularen und strukturellen Verdnderungen
an oder in der Caseinmicellen betrachtet werden, die hauptsidchlich die funktionellen
Eigenschaften der Caseingele beeinflussen. Obwohl es aus den einigen Arbeiten bereits
bekannt ist, welche hitzebedingte Verdnderungen an der Caseinmicellen stattfinden, sind
jedoch relativ wenige Informationen iiber das Verhalten einer reinen Caseinlésung im nativen
Milchserum beziiglich dieser Reaktionen vorhanden. Diese sollen, wenn mdglich,
reaktionskinetisch beschrieben werden.
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2 AKTUELLER STAND DES WISSENS

Die komplexe Struktur der Proteine (Sekundédr- und Tertidrstruktur), die eng mit ihrer
biologischen Aktivitit verbunden ist, wird durch eine Vielzahl chemischer Bindungen
zwischen den Untereinheiten eines Proteinmolekiils aufrechterhalten. Zu diesen Bindungen
gehoren Wasserstoftbriickenbindungen, kolloidales Calciumphosphatbriicken, elektrostatische

Krifte und hydrophobe Bindungen.

Die Quartdrstruktur wird, wie die Tertidrstruktur der Proteine, hauptsidchlich durch nicht
kovalente = Bindungskriafte (hydrophobe Bindungen, Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatische Wechselwirkungen) stabilisiert. Diese Bindungen kénnen in einzelnen Fillen
am Aufbau der Quartdrstruktur in Form von Disulfid-Briickenbindungen (kovalente

Bindungen) beteiligt sein.

Im Folgenden wird der Einfluss der einzelnen Krifte, die fiir die Stabilisierung der

Caseinmicelle verantwortlich sind, diskutiert.
2.1 Thermodynamische Kréfte in der Caseinmicelle
2.1.1 Hydrophobe Wechselwirkungen

Aminosduren haben entweder hydrophobe oder hydrophile Seitenketten. Hydrophobe bzw.
Hydrophile haben unter sich Wechselwirkung-Kréfte z. B. hydrophobe ziehen sich einander

an und hydrophile stof3en sich ab oder ziehen sich an.

Aminosduren mit unpolaren Seitengruppen (wie Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin,
Phenyalanin, Methionen) sind in allen Milchproteine in groem Malle vorhanden. Somit
konnen hydrophobe Wechselwirkungen in und zwischen allen Caseinfraktionen wirksam
werden. Hydrophobe Bindungen gewéhrleisten den Zusammenhalt der einzelnen Monomeren

sowie auch die elektrostatische Wechselwirkungen.

Caseine gehoren zu den am stirksten hydrophoben Proteinen und ihre Stabilisation héngt
stark von den hydrophoben Wechselwirkungen ab. Wegen des endothermen Charakters dieser
Bindungsart nehmen die hydrophoben Wechselwirkungen mit steigender Temperatur zu. Das
Temperaturminimum liegt bei 5 °C, daher tritt bei Lagerung von Milch iiber mehrere Stunden
bei 4-5 °C, monomeres B-Casein aus den Micellen aus [Reimerdes, 1982]. Ali et al. [1980]
konnten zeigen, dass Micellen wéahrend der Kiihllagerung (4-7 °C) teilweise zu Submicellen
dissozieren und innerhalb von 24 h bis zu 50 % des B-Casein freisetzen. Bei einer
Temperaturerhohung assoziiert f-Casein langsam wieder mit den Micellen. Allerdings ist
nicht bekannt, ob es wieder an denselben Stellen eingelagert wird. Der Einsatz von gekiihlter
Milch bei der Késeherstellung fiihrt zu Verlusten des 16slichen Caseins und damit zu einer
geringeren Ausbeute. Bei Temperaturerh6hung verringert sich der geloste Anteil an Casein,
der liberwiegend aus -Casein besteht. Abhédngig von der thermischen Intensitit dissoziert k-

Casein beim Erhitzen.
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Prolin reduziert die Hydrophobizitit, wenn es an nichtpolaren Regionen der Proteine
gebunden ist und fiihrt zu partieller Dissoziation der Caseinmicelle [Marshall & Green, 1980].
Mit zunehmendem hydrostatischen Druck wird die Struktur der Caseinmicelle zerstort, da die
hydrophoben Wechselwirkungen durch Druck geschwicht werden, wodurch die
Caseinmicellen in kleinere Untereinheiten zerfallen [Huppertz et al., 2004; Gebhardt et al.,
2005, Gebhardt et al., 2006]. Dies konnte schon durch Studien mittels Messung mit
Lichtstreuung von Schmidt und Payens [1976] bewiesen werden. Die Bindungsenergie fiir
hydrophobe Wechselwirkungen betrdgt 4-12 kJ/mol [Ternes, 1995]. Allgemein ist die
Bindungsenergie die Energie, die frei wird, wenn zwei Teilchen einen neuen Komplex bilden.
Um beide Teilchen wieder zu trennen, muf3 die Bindungsenergie wieder aufgebracht werden.
AulBlerdem zerfallen die Micellen auch nach Zusatz von Detergenzien und organischen
Solventen wie Harnstoff, SDS, da diese Agentien die hydrophobe Bindungen und
Wasserstoftbriickenbindungen 16sen [McMahon und Brown, 1984; Ternes, 1995].
Hydrophobe Wechselwirkungen werden im Gegensatz zu Wasserstoffbriickenbindungen und

elektrostatische Wechselwirkungen bei moderater Erhohung der Temperatur gestérkt.
2.1.2  Elekrostatische Wechselwirkungen

Die elektrostatischen Bindungen konnen zwischen negativ geladenen Aminosduren
(Aspartin,- Glutaminsdure) und positiv  geladenen (Arginin, Lysin, Histidin)
Aminosdureresten entstehen. Diese Wechselwirkungen kommen bei speziellen Ionenpaaren
vor, z. B. bei Phosphationen, Calciumionen, welche fiir die Stabilitdt der Quartarstruktur der
Caseinmicelle verantwortlich sind. Die ionischen Bindungen zwischen negativ geladenen
Carbonsduregruppen und positiv geladenen Gruppen tragen zur Stabilitdit des monomeren
Proteins bei. Diese Wechselwirkungen haben eine Bindungsenergie von 42-84 kJ/mol
[Ternes, 1995].

Elektrostatische Bindungen konnen durch die Zugabe von Salzen und Anderung des pH-
Wertes aufgehoben werden. Beim physiologischen pH-Wert der Milch sind die
Carboxylgruppen von Asparaginsdure und Glutaminsdure negativ geladen. Die Aminogruppe
von Lysin, die Imidazolgruppe von Histidin und die Guanidingruppe von Arginin sind
dagegen positiv geladen [Belitz und Grosch, 1999]. Bei niedrigeren lonenstirken fiihren die
elektrostatischen Abstoungen zwischen den in Summe negativ geladenen Molekiilen zu
einer geringeren Verbindung. Bei mittleren Werten der Ionenstirke wird diese Abstoung
geringer und elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem positiven Ende des einen und
dem negativen Rest eines anderen Molekiils asy-Casein stattfinden. Eine weitere Erhéhung
der lonenstirke schwicht diese Interaktionen und die Assoziation der Molekiile nimmt wieder
ab.

Die Rolle der inter- oder intramolekularen ionischen Bindungen fiir die Stabilisation der
Micelle ist noch nicht komplett gekldrt. Es gibt eine Vielzahl an potentiellen ionischen

Bindungsstellen innerhalb der Caseinmolekiile, welche eine grofle Rolle fiir die
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Wechselwirkungen in den Subeinheiten spielen. Calcium und Phosphat wirken entscheidend
bei der Stabilisierung der Caseinmicelle mit. Die Bindung zwischen kolloidalem
Calciumphospat (CCP) kann elektrostatischer Natur sein, da CCP positiv und die Caseine
negativ geladen sind [Schmidt, 1982].

Da mit der Temperaturerhohung eine Energiezufuhr verbunden ist, werden Bindungen
gespalten. Elektrostatische Wechselwirkungen werden mit zunehmender Temperatur

schwécher.
2.1.3  Wasserstoffbrickenbindungen

Die Wasserstoffbriickenbindungen kénnen zwischen Caseinmonomeren in der Caseinmicelle
auftreten, sowie zwischen den ionisierten Seitenketten oder dem Losungsmittel, z. B. Wasser.
Viele Bioproteine, einschlielich der Molkenproteine, besitzen sekunddre und tertidre
Strukturen in Form von a-Helix- oder B-Faltblatt-Konfigurationen. Diese Strukturen sind
neben dem priméren Basisnetz der Proteine durch Wasserstoffbriicken-Bindungen stabilisiert.
Diese Bindungen haben besondere Wichtigkeit fiir die Stabilisierung der Sekundirstruktur,
aber auch fiir die Stabilisierung der Quartdrstruktur. Die Bindungsenergie der
Wasserstoftbriickenbindungen betragt 8-40 kJ/mol [Ternes, 1995]. Wenn die Temperatur
erhoht wird, werden die Wasserstoffbriicken genauso wie die -elektrostatische

Wechselwirkungen schwicher.

Spektrale Untersuchungen mittels Dichroismus oder Infrarotspektroskopie von isolierten
Caseinen haben gezeigt, dass diese Proteine eine geringe tertidre Struktur besitzen. Die
vorhandene Sekundérstruktur wird aufgrund des hohen Gehaltes an Prolinresten stark gestort,
so dass die Ausbildung von sekunddren und tertidren Strukturen erschwert wird. Es ist
festgestellt worden, dass mindestens 75 % von ag;-, B- und k-Casein in einer aperiodischen
Konformation existieren [Farrell, 1988]. Weil wenig periodische Strukturen in den einzelnen
Bestandteilen auftreten, ist der Grad der Stabilisation der Micelle durch a-Helix oder [-
Faltblattstruktur vermutlich ziemlich gering. Mittels Raman-Spektroskopie konnte
demonstriert werden, dass 40 % der gesamten Caseine in submicellarer Form eine pB-Faltblatt
Struktur haben [Farrell et al., 1990]. Die Rolle von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen

verschiedenen Caseinkomponenten in der Micelle ist noch unklar.
2.1.4  Disulfid-Bruckenbindungen

Als Disulfidbriicken oder Disulfidbriickenbindungen werden als Atombindungen
(Elektronenpaarbindung, kovalente Bindung) zwischen zwei Schwefel-Atomen bezeichnet,
die in den Aminosdureseitenketten von zwei Cysteinresten vorkommen. Disulfidbriicken
formen und stabilisieren die dreidimensionale Proteinstruktur durch die Bildung von
Schlaufen innerhalb der Aminosdurekette oder verkniipfen zwei Aminosédureketten zu einem

funktionstiichtigen Protein.
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Eine rdumliche Anordnung (Faltung) der gesamten Polypeptidkette, gegebenenfalls durch
Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen rdumlich benachbarten Cysteinen, wird als
Tertidrstruktur bezeichnet. Somit kann ein hoherer Anteil an Sekundirstruktur durch
Disulfidbriicken fiir die Caseinfraktionen angenommen werden. In der Tat konnen nicht
identische Polypeptidketten durch Disulfid-Bindungen zusammengehalten werden. Fiir das
Ausbilden von Disulfid-Bindungen sind Thiolgruppen notwendig, welche nur in der
Aminosdure Cystein enthalten sind. Proteine, die die Aminosdure Cystein enthalten, sind
grundsitzlich fahig, Disulfid-Bindungen auszubilden. Im Gegensatz zu anderen Bindungen
betrdgt die Bindungsenergie fiir die Disulfidbriickenbindungen in einer Gréf3enordnung von
120-400 kJ/mol [Ternes, 1995].

k-Casein und ag;-Casein enthalten Cystin (oder Cysteine), jedoch ist der Grad der
Disulfidquervernetzung, die normalerweise in der Caseinmicelle auftritt, umstritten. In os;-
und k-Casein befinden sich jeweils zwei, wéahrend os; und B-Casein kein Cystein enthalten
und somit keine Disulfidbindungen ausbilden konnen. Es ldsst sich folgern, dass
Disulfidbriicken fiir die gesamte Stabilitdt der Caseinmicellen verantwortlich sind, aber sie
sind nicht die Antriebskraft fiir die Micellenbildung [ Walstra, Jenness, 1984].

2.1.5 Kolloidales Calciumphosphat

Nach Walstra und Jenness [1984] liegen in Milch ca. 30 mmol/l Calcium vor. Davon sind
zwei Drittel micellares Calcium und ein Drittel 16sliches Calcium. Calciumphosphat hat in
Form von Calciumbriicken einen groflen Einfluss auf die Stabilitit von Caseinmicellen. Das
losliche Calcium setzt sich aus freien Calciumionen und mit Citrat oder Phosphat
verbundenen Calciumionen zusammen. Die Milchsalze stehen untereinander in Losung,
zwischen Losung und kolloidaler Phase im dynamischen Gleichgewicht. Das Gleichgewicht
zwischen Calciumphosphat in der ionogenen Form und in der kolloidalen Form ist
temperaturabhingig. Beim Erhitzen féllt Calciumphosphat aus. Bei tiefen Temperaturen

dissozieren Calcium, Phosphat und Citrat aus der Micelle.

Kolloidales Calciumphosphat tragt zur strukturellen Integritdt der Micelle bei. Der exakte
Mechanismus der Micellstabilisierung durch kolloidales Calciumphosphat ist jedoch noch
nicht genau aufgeklart [Walstra, 1990; Topel, 1991]. Es gibt zwei verschiedenen Formen, die
mit der Caseinmicelle ein dulleres System in Form von geladenen Doppelschichten ausbilden.
Kolloidales Calciumphosphat liegt vermutlich in Form von Ca,(PO,),-Gruppen vor und
bewirkt, dass die Submicellen zu Micellen aggregieren und spielt damit eine sehr wichtige
Rolle fiir die Aufrechterhaltung der Integritit der Micellen.

Calciumbriicken werden als bedeutende Bindungen auch zur Stabilisierung der Labgele
beschrieben [Walstra und Jenness, 1984; Walstra und Van Vliet, 1986; Dalgleish, 1993;
Horne, 1998; Walstra et al., 1999; Udabage et al., 2001; Lucey, 2002].
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Da es viele unterschiedliche Aussagen zur Struktur der Caseinmicelle gibt, sollen im

Folgenden die verschiedenen Modelle zur Struktur der Caseinmicelle vorgestellt werden.
2.2 Unterschiedliche Modelle zur Aufklarung der Caseinstruktur

Es wurden seit 1965 [Waugh & Noble, 1965] viele unterschiedliche Caseinmodelle
aufgestellt, jedoch ist die genaue Caseinstruktur noch nicht geklért. Bisher sind v. a. vier

Modelle von iibergeordneter Bedeutung zu nennen:

. Coat-Core (Mantel-Kern)

. Internal Structure (Interne Struktur)

. Sub-Micelles (Submicellen)

. Gel-like Aggregates (Gel-dhnliche Aggregate)

2.2.1  Coat-Core Modell (Mantel-Kern)

Beim Coat-Core-Modell nach Waugh & Noble [1965] und Waugh & Talbot [1971] besteht

das Innere (core) der Micellen aus os- und B-Casein, welche von einem stabilisierenden «-
Casein-Mantel (coat) umgeben sind. Diese dullere Schicht begrenzt das Micellenwachstum,

bei dem Calcium keine Bedeutung zugeordnet wurde.

1966 stellte Payens ein vergleichbares Modell auf. Es basiert auf der Assoziation der Caseine
und ist in Bild 4.1 dargestellt. Der Micellkern schlie3t dichte as;-Caseinmolekiile ein, welche
in einem Netzwerk iiber p-Casein gebunden ist. Ahnlich wie bei Waugh & Noble [1965] und
Waugh & Talbot [1971] ist die Oberfliche der Caseinmicellen mit k-Casein bedeckt. Im
Gegensatz dazu ist das Calciumphosphat im Modell nach Payens [1966] sowohl auf der

Oberflache als auch im Inneren der Caseinmicellen lokalisiert [Rollema, 1992].
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Bild 4.1: Coat-Core-Modell (Mantel-Kern Modell) der Caseinmicelle [Payens, 1966]



2 AKTUELLER STAND DES WISSENS 9

Im Coat-Core-Modell bleibt auch auller Acht, dass im Inneren der Micelle etwa 30 % des «-
Caseins liegen und auf der Micellenoberfliche sowohl os- als auch p-Caseinmolekiile
vorhanden sind. Es ist anhand dieses Modells zu schwierig zu erkldren, warum B-Casein

wéhrend der Kiihlung aus der Micelle dissoziert.

Parry und Carroll [1969] definierten das Coat-Core-Modell anders, da sie keine k-Casein-
Antigene auf der Micelleoberfliche nachweisen konnten. Basierend auf diesen Ergebnissen
und auf der Grof3e der lokalisierten k-Caseinkomplexe stellten Parry und Carroll [1969] fest,
dass das k-Casein als Ausgangspunkt der Kernbildung dienen kann, iiber das das calcium-
unlosliche o- und B-Casein durch kolloidales Calciumphosphat zusammengebunden und
nachher stabilisiert wird. Der Labangriff auf die Caseinmicellen wird so erklért, dass Serum-
k-Casein an der Koagulationsreaktion teilnehmen kann und bei der Ausbildung der Briicken
zwischen den Micellen eine grofle Rolle spielt. Threr Meinung nach sind as- und B-Caseine
auflen liegend miteinander durch Calciumphosphat verbunden, wihrend k-Casein im Inneren

der Micelle sowie im Serum vorhanden ist (Bild 4.2).

K-casein

%ﬁ mAaaa Ol,,-casein
—  P-casein
(000

Calcium phosphat

§§§ W@;

Bild 4.2: Caseinmicellen-Modell aufgestellt durch Parry und Carroll [1969]

Zuletzt wurde von Paquin und seinen Mitarbeitern [1987] ein vergleichbares Modell
aufgestellt, wobei der Micellkern als Gerlist aus ag;-Caseinen und kolloidalem
Calciumphosphat beschrieben wird und die B-Caseine durch hydrophobe Wechselwirkungen
verbunden sind. Der Micellkern besteht aus ag;- Caseinen und vergleichsweise hohen

Anteilen aus k-Caseinen [Rollema, 1992].
2.2.2  Internal Structure (Innere Struktur)

Das erste Internal-Structure-Modell wurde von Rose im Jahr 1969 (Bild 4.3) aufgestellt. Rose
hat die endotherme Polymerisation von B-Casein als Basis fiir seine Micellenstruktur

verwendet. Dieses geht von hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Caseinen aus.
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Demnach bilden sich durch Aneinanderreihung von B-Caseinmolekiilen Ketten aus, an die
sich ag-Caseine binden. K-Caseine lagern sich an die ag-Caseinmolekiile an und befinden sich
am Rand der Micelle. Bei der Entstehung der Micellenstruktur spielt kolloidales
Calciumphosphat als stabilisierender Bestandteil durch die Bildung eines Crosslink-

Netzwerkes eine Rolle.

2+ _—
== + Ca®" + Phosphat &

@:g __‘;‘ \ ag,-Casein
AT/ =

k-Casein

Bild 4.3: Schematische Darstellung der Bildung einer Caseinmicelle nach Rose [1969]

Nach Garnier & Ribadeau-Dumas [1970] bildet trimeres k-Casein eine Verzweigungsstelle,
an der die anderen Caseine ankniipfen, so dass auf diese Weise ein pordses Netzwerk entsteht.
Alle Assoziationen zwischen den Submicellen sind durch nicht kovalente Bindungen
verkniipft. Das Labenzym kann in die lose Caseinstruktur eindringen und mit dem k-Casein
reagieren. In diesem Modell wird Calciumphosphat keine entscheidende Rolle zugedacht
[Wong, 1988; Rollema, 1992] (Bild 4.4). Die verschiedenen Caseine sind beim Internal-
Structure-Modell gleichméaBiger iiber die ganze Micelle verteilt als beim Coat-Core-Modell.
Es besteht aus einer durchschnittlichen, sich wiederholenden Mal3einheit von 1x-, 20s:-, und
2p-Caseinuntereinheiten, die in einem dreidimensionalen fadigen Netzwerk zusammengebaut
sind oder als Polymere aus 130-130000 Monomeren bestehen, in denen die Trimere des «-
Caseins Knoten bilden und darin sind os;- und B-Casein in Vierer- oder Achtergruppen
eingelagert. Trimere des k-Caseins dienen als Nullpunkte und werden mit drei verketteten
Zweige aus a- und p-Casein verbunden. In diesem Modell hat das kolloidale

Calciumphosphat keine wichtige Rolle.
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N
6:’&“
A P‘/\ \ |:| Olgq casein
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\( 60-70A B casein
U K casein
Bild 4.4: Teil der Wiederholungseinheiten des Protein-Netzwerkes in der Caseinmicelle

aufgestellt durch Garnier und Ribadeau-Dumas [1970]. a) —e) verschiedene
Typen moglicher Tetramere von ag;- und B-Caseine, d) und e) entspricht

tetramere von nur ag;- oder B-Caseine.
2.2.3  Submicellen-Modelle

Morr [1967] vertrat als erster das Modell der Submicellen. Er machte Calcium fiir den
Zusammenhalt der Submicellen verantwortlich und konnte damit die Beobachtung erkliren,
dass beim Entfernen von Calcium mittels Dialyse die Micellen zerfallen. Seiner Ansicht nach
sind alle Submicellen gleich aufgebaut. Daher miissten sich die Micellen wiederum zu
grofleren Aggregaten zusammenlagern, weil ihr Wachstum nicht begrenzt wird. Da
Submicellen durch Dialyse nicht weiter gespalten werden, ging Morr [1967] davon aus, dass
starke Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Caseinmolekiilen in den
Submicellen bestehen. Die Submicellen werden durch hydrophobe Bindungen und
Calciumcaseinatbriicken stabilisiert und bilden iiber kolloidale Calciumphosphatbriicken die
Micellenstruktur aus, wobei ag;- und k-Casein-Komplexe die Micellenoberfliche bedecken
(Bild 4.5) [Rollema, 1992].
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0g- K-Casein-Komplex
ag;- B- Casein-Polymere

|6sliches Casein

: : «—— |6sliches Calciumphosphat und
g ] —

. ! Citrat
¢
e denaturiertes p-Lactoglobulin

Bild 4.5: Caseinmicellen-Struktur aufgestellt durch Morr [1967] mit assoziierten
Submicellen mit gleichmifiger Zusammensetzung aus og;- und p-Casein-
Polymeren, bedeckt mit og;- und xk-Casein Kompexen, S symbolisiert

kolloidales Calciumphosphat

Slattery und Evard [1973] entwickelten dieses Modell weiter. Demnach besteht eine
Caseinmicelle aus einzelnen, etwa 10-20 nm groBBen Untereinheiten, den sogenannten
Submicellen, die wiederum aus 15-30 monomeren Caseinmolekiilen aufgebaut sind. «-
Caseinmolekiile sind auf Teilen der Submicellenoberfldche in der Weise angeordnet, dass bei
der Aggregation der Submicellen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen bei der neu
entstehenden Micelle die Oberfliche vollig mit k-Caseinmolekiilen bedeckt ist. Bei hohem k-
Caseingehalt ist das ,,Micellenwachstum* nach einer kleinen Anzahl von Submicellen

beendet, da dann bereits die Micellenoberflache mit k-Caseinmolekiilen bedeckt ist.

Im Jahr 1976 haben Schmidt und Payens ein Modell aufgestellt, welches ebenfalls zu diesem
Modell der Submicellen gehort. Sie vermuteten, dass die Submicellen durch Calciumphosphat
in Verbindung stehen und der Kern der Submicellen durch die polaren und hydrophoben
Regionen der Proteine gebildet wird. Die Zusammensetzung der Proteine in den Submicellen
wurde nicht ndher identifiziert, aber es wurde vermutet, dass die k-Caseine auf der Oberflache
der Caseinmicelle lokalisiert sind. 1980 hat Schmidt das Konzept von Slattery und Evard
[1973] adaptiert, wobei bei ihm die Submicellen aus variablen Proteinen zusammengesetzt
sind und nur Calciumphosphat fiir die Bindung der Submicellen zusténdig ist (siche Bild 4.6).
Submicellen mit niedrigem k-Caseingehalt oder mit keinem k-Caseingehalt sind im Inneren
der Caseinmicelle verdeckt. Micellares Wachstum wiirde zu einem Ende kommen, sobald die

Oberflache vollstindig aus k-Casein besteht.
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Bild 4.6: Strukturmodell einer Caseinmicelle von Slattery und Evard [1973]. Die helle
Oberfliache stellt ag;- und B-Casein-Polymere (hydrophobe Region) dar. Die
dunkle Flache (20 % der Oberfliche) zeigt die assoziierten k-Caseinpolymere
(hydrophile Region) [Brunner, 1977; Rollema, 1992].

In den Studien von Ono und Obata [1989] wurden ,kiinstlichen Micellen aus den
Proteinfraktionen vorbereitet, welche durch Gelchromatographie aus calciumarmen Micellen
erhalten wurde. In diesem Model, stellen die Proteinfraktionen die Bausteine der Micellen
dar. Der Kern der Micelle besteht aus Aggregaten von og- und B-Casein, wahrend der Mantel
aus den Partikeln der dquimolaren Menge von as- und x-Casein entsteht. Zwei Typen von
Aggregaten sind durch Calciumphosphat verkniipft. In den Mantelpartikeln ist k-Casein nach
auBlen gerichtet, wohingegen ags- Casein fiir die Bindung der Kern-Subeinheiten

verantwortlich ist, und nach innen zeigt (siche Bild 4.7).

A

/ Hydratschicht
J:{/ \

_— Kk-Casein

!

@

0gq-, 0o-Casein

a4-, B -Casein

Bild 4.7: Schematische Darstellung der Struktur der Submicellen (A) und der
Caseinmicelle (B) [Ono und Obata, 1989]

Wihrend eine Submicelle durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
Caseinmolekiilen stabilisiert wird [Schmidt, 1982], erfolgt der Zusammenhalt der
Submicellen untereinander durch Calciumphosphat [Walstra, 1990]. Somit sind die Micellen
stabil und flocken nicht aus. An die Phosphoserylreste der Caseine werden Calciumionen und

Calciumphosphat gebunden und so die Caseinmolekiile der Submicellen miteinander
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verbunden [Dalgleish, 1992; Walstra, 1999; Walstra et al. 1999] (siche Bild 4.8). Die

Caseinmicellen enthalten die verschiedenen Monomere in unterschiedlichen Konzentrationen.

Kk-Caseinmolekiile

|

A

|
[
f

‘:PO“-Gruppen

I

/

r}?g:;ophober o Cay(PO,),
(A) (B)
Bild 4.8: Casein-Submicellen-Modell nach Schmidt [1982]. Schematische Darstellung

(A) einer Submicelle und (B) einer Caseinmicelle zusammengesetzt aus
Submicellen [Wong, 1988; Rollema, 1992].

Das am meisten akzeptierte Modell in der Submicellen-Modell-Kategorie, die durch das
Slattery-und-Evard-Modell [1973] bestétigt wurde, wurde nach ca. 11 Jahren durch Walstra
und Jenness [1984] aufgestellt. Dieses Modell basiert auf der Annahme, dass die
Caseinmicellen aus kugelformigen Subeinheiten bzw. Submicellen aufgebaut sind. Die
Zusammensetzung der Submicellen ist variabel, jede Submicelle besteht aus 20-25
Caseinmolekiilen und besitzt eine Grofle von 12-15 nm. Die Submicellen werden durch
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Calciumphosphat-Verbindungen
zusammengehalten (siche Bild 4.9). Das Micellenwachstum wird dann gestoppt, wenn die
gesamte Micellenoberfliche von «-Casein-haltigen Submicellen besetzt ist. Der stark
hydrophile Teil des k-Caseins, der mit einem Saccharidrest verkniipft ist, ragt wahrscheinlich
als ein ,,flexibles Haar*, das mehr oder weniger wahllos aufgewickelt ist, in das umgebende
Medium.

Eine Submicelle mit k-Casein weist zumindest partiell sterische AbstoBungskréfte auf, so dass
eine Aggregation an der betreffenden Seite behindert oder sogar verhindert wird. Das bedeutet

jedoch nicht, dass auf der Oberfliche einer Caseinmicelle nur k-Casein vorhanden ist.
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Bild 4.9: Schematisierte Darstellung einer Caseinmicelle im Querschnitt nach Walstra
und Jenness [1984].

2.2.4  Gel-like Aggregates (Gel-ahnliche Aggregate)

Holt beschreibt [1992], dass die Caseinmicelle als ungeordnete Matrix aus flexiblen
Caseinnetzwerken als eine geldhnliche Struktur mit Mikrokérnchen aus CCP und
Caseinophosphat im Zentrum gesehen werden kann und k-Casein kommt an der Oberfldche
der Kugeln vor und fiihrt zu der sogennanten ,,haarigen Schicht. De Kruif [1999] stiitzt diese
Struktur der Caseinmicelle, wie sie durch Holt [1992, 1994] bildlich dargestellt wurde (Bild
4.10) und beschreibt das Verhalten sowie die Eigenschaften der Micellen im Bezug auf
adhédsiv harte Kugeln. Caseinmicellen werden durch zwei Faktoren stabilisiert, das
Oberflachenpotential von ca. -20 mV bei pH 6,7 und die sterische Stabilisation durch die
herausragende k-Caseinschicht Gel-dhnliche Struktur in welche die Mikrokérnchen von CCP
und von der Oberfliche von welche die C-Terminal Region von k-Casein in der Form
Haarigerschicht ausgedehnt sind. Diese zwei Modelle enthalten zwei Schliisseleigenschaften
des Submicellen-Modells, die Bindungsrolle von CCP und die iiberwiegende
Oberflachenlokalisierung und micellen-stabilisierende Rolle des k-Caseins. Sie unterscheiden
sich hauptsdchlich bei der inneren Struktur der Micelle. agy-Casein hat zwei hydrophobe und
zwei Phosphoserylgruppen und kann iiber jede funktionelle Gruppe weitere Caseine binden
und dadurch verldangert sich das Netzwerk. Nach dem dual binding Modell von Horne [1998,
2002] (Bild 4.10) wird behauptet, dass die Proteine in den Caseinmicellen durch zwei
verschiedene  Bindungstypen verbunden sind, hydrophobe und elektrostatische
Wechselwirkungen. Hydrophobe Wechselwirkungen stellen die Antriebskraft fiir die Bildung
von Caseinmicellen dar, wihrend elektrostatische Wechselwirkungen das Wachstum von
Polymeren limitieren bzw. die Grofle der Polymerisation definieren. Nach diesem Modell
[Horne, 1998, 2002] ist es wichtig, dass in den Micellen hydrophile und hydrophobe
Regionen von Caseinen vorliegen. Die hydrophilen Regionen der ag;-, as- und B-Caseine
sind reich an Phosphoserin, woran kolloidale Calciumphosphat Partikeln gebunden ist. Die

hydrophoben Regionen verbinden und stabilisieren den Kern der Micelle. Visser [1992]
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schlug vor, dass die Micellen kugelférmige Gemische der Caseinmolekiile sind, die zufillig
teils durch Salzbriicken in der Form des amorphen Calciumphosphats aggregiert und teils

durch andere Krifte und zusammengehalten sind (hydrophobe Wechselwirkungen).

~ Hydrodynamischer-

>
P

Durchmesser |«

Haariger Schicht

Bild 4.10: Caseinmicellen-Modell durch Holt [1992]. Die grauen Kreise zeigen die
Calciumphosphat-Nanocluster. Das Modell wurde von Horne [1998] weiter

ausgearbeitet

Eine Bindung zwischen den Caseinen findet zuerst in den hydrophoben Regionen statt, wie
im Bild 4.11 als rechteckige Stibe die Verbindung zwischen CCP (kolloidales
Calciumphosphat) und auch Phosphoserineiiberreste der Caseinmolekiile gezeigt wird. «-

Caseine, die als k gekennzeichnet wurden, begrenzen das weitere Wachstum der Micelle.

ﬁLKJ_a’?_ A

Bild 4.11: Das dual-binding Modell fiir die Caseinmicellestruktur mit a-, B-, k-Casein.
[Horne, 1998]
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Von Dalgleish et al. [2004] wurden die Caseinmicellen mittels Feld-Emission-
Rasterelektronenmikroskopie (Bild 4.12) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die
Partikel mit Durchmessern im Bereich von 300-500 nm im Allgemeinen gréBer als bisher
angenommen die durchschnittlichen Micellen sind. Die Oberfldche scheint aus zylinder- oder
rOhrenformigen Strukturen mit Durchmessern von 10 und 20 nm aufgebaut zu sein. Diese
Ausstiilpungen konnen den Eindruck der klassischen Submicellen, d.h. das himbeerartige
Aussehen wiedergeben, das bisher fiir die Micelle angenommen worden ist. Und welches
verwendet wurde, um die submicellaren Modelle zu stiitzen [Rollema, 1992; Kalab et al.,
1982]. Jedoch zeigte sich, dass die Strukturen der Micelle nicht kugelférmig sind. In der Tat
erscheinen sie als Schlduche oder Zylinder mit halbkugelférmigen Kappen an ihren Enden.
Entsprechend diesen Mikrographen ist die micellare Oberfldche betrdchtlich komplizierter als
die sogenanten ,,Haare* auf der Micellenoberfliche. Es ist nicht einfach, die Lénge der
Ausstiilpungen anzugeben. Man geht von einer Lange von 40 nm aus, wobei dies sehr viel
langer als die bisherigen Vorschlige fiir die Tiefe der haarigen Schicht ist. Nicht
auszuschlieBen ist jedoch, dass dieses Bild durch die Probenpriparation (Fixierung mittels
Glutaraldehyd) beeinflusst wurde und daher ebenfalls nicht als ,,Beweis* fiir die tatséchliche

Struktur der Caseinmicelle angesehen werden kann.

Bild 4.12: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Caseinmicelle nach Dalgleish et al.
[2004]

Bislang konnte man sich nicht auf ein allgemeingiiltiges Modell einigen, welches alle bisher
bekannten Eigenschaften der Caseine erklért. Fiir jedes der vorgestellten Modelle existieren
Erkenntnisse, welche den jeweils anderen widersprechen. McMahon und McMaunus [1998]
haben z.B. keinen Beweis gefunden, um das submicellare Modell zu stiitzen. Sie stellten fest,

wenn die Micellen aus Submicellen bestehen, miissen diese kleiner als 20 nm sein oder
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weniger dicht gepackt als angenommen, damit in den Mikrographen die konstituierenden
Proteine der Submicellen als einzelne Proteine erscheinen. Die TEM-Mikrographen sehen
dem Modell sehr dhnlich, das durch Holt [1994] vorgeschlagen wurde. Walstra [1999] schldgt
vor, dass die Caseinmicellen aus einer gut definierten Substruktur von 20 nm bestehen und
dass diese Einheiten, die durch kleine Calciumphosphatbriicken verbunden sind, wahrend
andere = Modelle das  Bestechen der  Casein-Submicellen  bestreiten  und
Calciumphosphatbriicken fiir Kern des Micellewachstums halten [Holt et al., 2003]. Alle
Modellegehen davon aus, dass sich die k-Caseine an der Micelloberflache befinden und dort

mit ithren Glykanen eine haarige Schicht bilden.

Trotz vielfacher Uberlegungen und Bemiihungen des experimentellen Nachweisses konnte
bisher kein Beweis oder eine abgesicherte Hypothese fiir die Struktur der Caseinmicelle
gefunden werden. Abgesehen von den oben diskutierten Modellen, welche alle von einem
statischen Ansatz ausgehen, ist davon auszugehen, dass es sich bei der Caseinmicelle um ein
dynamisches System handelt, was wiederum von einer Reihe von Wissenschaftlern propagiert
wird. Es bleibt also festzustellen, dass es sich lediglich um Modelle handelt, die Ansédtze zum
besseren Verstidndnis bieten und dass die wahre Struktur bisher noch nicht geklirt werden

konnte.

Daraus ergibt sich, dass der Ausgangspunkt zu dieser Arbeit in Bezug auf die
Caseinmicellstruktur keineswegs festgelegt war. Moglicherweise waren bisherige Ansitze,
die Caseinmicellstruktur zu beweisen, dadurch gehandicapt, dass man kaum Untersuchungen
zu ihrer thermischen Reaktivitit, und zwar in Abwesenheit von Molkenproteinen,
durchgefiihrt hat.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, weitere Aufschliisse zur Caseinmicelle zu erarbeiten, indem
von einer reinen Caseinmicelldispersion ausgegangen wurde, die zuvor mittels
Membrantrenntechnik mehr oder weniger vollstindig von den wesentlich hitzelabileren
Molkenproteinen befreit wurde. Bei Erhitzungsexperimenten konnte danach die tatsdchliche
thermische Sensibilitdt der Caseinmicelle untersucht werden, ohne dass dies von stérenden

Effekten durch Reaktionen der Molkenproteine iiberlagert wurde.

Neben ergidnzenden Erkentnissen zur Caseinmicelle an sich haben die daraus ableitbaren
Schlussfolgerungen eine hohe technologische Relevanz, in dem neue Wege zur Herstellung
von Kése aus erhitzter Milch eroffnet werden. Dies war bisher nicht moglich, so dass
sporenbildende Mikroorganismen kaum oder gegebenenfalls durch Zusatz von Nitrat

unterdrickt werden konnten bzw. mussten.
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2.3  Die Interaktionen zwischen Molkenproteinen und Caseinen wahrend der
Erhitzung der Milch und  L&ésungswege zur  Optimierung  der
Labgelbildungseigenschaften von UF- bzw. MF-Retentate

Wie schon bekannt, denaturieren die Molkenproteine wéihrend der Erhitzung und bilden mit
dem k-Casein Komplexe, welche die Koagulationszeit der Milch und die Gelfestigkeit der
Milch verhindern. Nach Dalgleish [1990] erhoht sich die Koagulationzeit der erhitzten Milch
bereits bei geringer Molkeproteindenaturierung. Wenn die Molkenproteine zu iiber 50 %
denaturiert vorliegen, erhoht sich die Koagulationzeit erheblich. Studien von Ghosh et al.
[1996] haben gezeigt, daB3 die Labgelkoagulationzeit von erhitzter Milch linear zunimmt,
wenn eine Molkenproteindenaturierung zwischen 20 bis 99 % vorliegt. Nach Steffl [1999]
wird die Labgelbildung vollstindig verhindert, wenn die Gele mehr als 60 % denaturierte
Molkenproteine enthalten. Corredig und Dalgleish [1996] stellten dar, dass ungefdahr 60 % des
k-Caseins von B-Lactoglobulin (B-Lg) abgeschirmt werden, wenn die Milch zwischen 120-
140 °C fiir 4 s erhitzt wird, wéhrend nur 15 % des k-Caseins von a-Lactalbumin (a-La)
blockiert werden. Abgesehen von der Molkenproteindenaturierung koénnen andere
physikalisch-chemische Verdnderungen an oder in der Caseinmicelle vorkommen, wie im
Salzgleichgewicht, wodurch besonders die Aggregationsphase beeinflusst wird [Hooydonk et
al., 1987]. Die Anderungen der Labgelkoagulationszeit und die Gelfestigkeit der Labgele, die
aus erhitzter Milch hergestellt wurden, konnen durch Sdure- oder Calciumzugabe vor der
Erhitzung [Singh und Waungana, 2001; Marshall, 1986; Banks et al., 1987; Lucey et al.,
1993] verhindert werden. Es wurde schon festgestellt, dass die Erhitzung zur Prizipitation
von Calciumphosphat und weiter zur Abnahme des 16slichen Calciums fiihrt. Daher ist eine
bestimmte Calciumkonzentration notwendig, um die Ausbildung von Labgelen [Dalgleish,
1983; Nakamura und Niki, 1993] zu ermdglichen. Jedoch weder eine Saure- noch eine
Calciumzugabe kann die urspriinglichen Labgelbildungseigenschaften insbesondere die
Gelfestigkeit, der erhitzten Milch auf das Mal} zuriicksetzen, welches in unerhitzter Milch
erreicht wird [Lucey et al., 1993]. Das heil}t, die meisten mit der Erhitzung in Verbindung
stechenden Verdnderungen miissen den Interaktionen zwischen den Molkeproteinen und «-

Caseinen zugewiesen werden.

Um den  Inhibierungseffekt von  denaturierten = Molkenproteine  auf  die
Labgelbildungseigenschaften der erhitzten Milch zu vermeiden und die Herstellung von
halbfesten oder Hartkdsen aus erhitzter Milch zu ermdglichen, konnen folgende zwei

Strategien verfolgt werden [Schreiber & Hinrichs, 2000]:
1 Konzentrierung des Gesamtproteingehalts von Magermilch durch Ultrafiltration (UF)

2 Entfernung von Molkenproteinen aus Magermilch durch Mikrofiltration (MF).
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Diese zwei Verfahren vor der Erhitzung ermdoglichen die gleiche Labgelkoagulationszeit und
die gleiche Labgelfestigkeit nach 60 Minuten (von der Zugabe des Labenzyms) wie in

pasteurisierter Magermilch.

Bei der ersten Strategie konnen die Labgelbildungseigenschaften erhitzter Milch durch
vorherige UF und damit durch Aufkonzentrierung der Gesamtmilchproteine verbessert
werden. [Maubois & Mocqout, 1974; Mistry & Maubois, 1993; Schreiber, 2000]. Durch die
Erhohung der Caseinkonzentration konnte die hohe Molkenproteindenaturierung toleriert

werden.

Um den negativen Einfluss der Hocherhitzung auf die Labgelbildungseigenschaften zu
verhindern, kann die Mikrofiltration eingesetzt werden, um den Molkenproteingehalt zu
reduzieren. Diese zweite Strategie erlaubt, die Molkenproteine aus der Milch vollstéindig zu
entfernen und eine Caseinmicelllosung herzustellen, die in ihrer Zusammensetzung bis auf die
Molkenproteine identisch mit Rohmilch ist [Punidadas & Rizvi, 1998; Saboya & Maubois,
2000; Kulozik & Kersten, 2002]. Caseinmicellen sind nach bisherigem Wissenstand
hitzestabiler als die Molkenproteine. Aber auch bei den Caseinen entstehen ab 110 °C
zeitabhingig zahlreiche chemische und physikalische Verdnderungen an oder in den
Caseinmicellen. Dazu zdhlen die folgenden Verdanderungen: Proteolyse und Dissoziation der
Caseinmicelle, Aggregation der Caseinmicellen und Hitzekoagulation, Bildung kovalenter
Bindungen, Hydratation, Verdnderungen des Zeta-Potential und hitze-induzierte
Verdanderungen der Milchsalze (Dephosphorylierung, Calcium-Prizipitation) [Fox, 1982;
O’Connell und Fox, 2003]. Diese physikalisch chemischen Verdnderungen (wie Dissoziation
der Caseinmicellefraktionen aus der Caseinmicelle, Bildung von Quervernetzungsreaktionen,
Zunahme des Serumbindevermogens, Zunahme der Voluminositidt usw.) sind bisher kaum

quantifiziert wurden, sollen in dieser Arbeit ausfiihrlich untersucht werden.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit war es, auf einer Seite die Untersuchung der hitzebedingten
Veranderungen an den Caseinmicellen und auf der anderen Seite die késereitechnologischen
Eigenschaften anhand der Labgelbildungseigenschaften der Mikrofiltrationsretentate
(Proteinkonzentration 3,2 %) bzw. Ultrafiltrationsretentate (Proteinkonzentration 6,4 %)
sowohl in Anwesenheit als auch Abwesenheit der Molkenproteine in Abhéngigkeit von den
Erhitzungsbedingungen sowie unterschiedlichen Casein / Molkenproteinverhiltnissen zu
untersuchen. Im ersten Abschnitt der Arbeit wird auf den Einfluss der UHT-Erhitzung auf die
Labgelbildungseigenschaften der erhitzten Mikrofiltrationsretentate ohne Molkenproteine

eingegangen.

3.1 Hitzestabilitit der Caseinlosungen

Die rheologischen Eigenschaften der Milchgele sind die wichtigsten Kriterien zur Charak-
terisierung der Gele. Dynamische Messmethoden sind am besten geeignet, um die visko-
elastischen Eigenschaften zu charakterisieren. Wahrend des Labgelbildungsprozesses der
Milch werden 3 wichtige MessgroBen, der Speichermodul (G': Elastizitit), Verlustmodul (G :
Viskositdt) und Phasenverschiebungwinkel (6: Umwandlung einer Fliissigkeit zu einem Gel)
ermittelt.

Mittels Oszilllationsrheologie ist es moglich, sowohl die Gerinnungszeit als auch die
Gelfestigkeit eines Labgeles gleichzeitig zu erfassen. Zur Ermittlung der Koagulationszeit
wurde bei den durchgefiihrten Versuchen in Anlehnung an Untersuchungen von Walsh-
O’Grady et al. [2001], Srinavasan et al. [2002] und Lucey [2002] die Zeit berechnet, bei der
der Speichemodul G' > 1 Pa erreichte. Die Gelfestigkeit wurde dabei iiber die Oszillationszeit

des Speichermoduls nach 60 min ermittelt.

In Bild 3.1 ist die Gerinnungszeit der Caseindispersion (3 % Casein) in Abhéngigkeit von der
Erhitzungszeit bei 120 °C dargestellt. Bei dieser Temperatur ist schon nach kurzen
Haltezeiten ein extremer Anstieg der Gerinnungszeit zu sehen. Fiir Erhitzungszeit von 150 s

der Anstieg der Gerinnungszeit ist erheblich hoher.

Die Festigkeit der Labgallerten nimmt trotz Abwesenheit von Molkenproteinen ab, wie schon
in der Arbeit von Schreiber [2000, 2001] festgestellt wurde. Die Abnahme der Gelfestigkeit
war umso ausgepragter, je langer die Erhitzungszeit war. So lag bei 120 °C fiir 150 s Haltezeit
eine Labgelfestigkeit von 35 Pa vor, wihrend das Speichermodul bei nicht erhitzten

Caseinlosungen bei 150 Pa liegt.

Aus diesen Ergebnissen konnte festgestellt werden, dass es sich um Verdnderungen der
Labgelbildungseigenschaften handelt, denn die Molkenproteine waren zuvor abgetrennt

worden. Sie kommen also nicht als Erkldrungsansatz fiir die Beobachtungen in Frage.
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Bild 3.1:  Verlauf des Speichermoduls G’ eingelabter Caseinlosungen (3 % Protein) nach

einer Hitzebehandlung bei 120 °C bei unterschiedlichen Haltezeiten.

Die kinetischen Untersuchungen der Labgelbildungseigenschaften der Labgele
(Koagulationszeit und Gelfestigkeit) aus erhitzten Caseinlésungen haben gezeigt, dass es sich
um eine Aktivierungsenergie von 143 kJ/mol fiir relative Gerinnungszeit und eine E5 von
68,6 kJ/mol fiir die relative Gelfestigkeit handelt, was ein Hinweis auf chemische Reaktionen

ist, die offenbar die Verdnderungen herbeifiihren.

Diese Beobachtungen sind ausfiihrlich in der Publikation Wang, Bulca und Kulozik [2007] im
Anhang dargestellt.

3.2 Untersuchung der hitzebedingten Verinderungen an oder in der Caseinmicellen

Wie oben dargestellt verschlechtern sich die Labgelbildungseigenschaften erhitzter
Caseinlosungen auch bei vollstindiger Entfernung der Molkenproteine. Daher wurde in dieser
Arbeit weiter mit molkenproteinfreien Caseinlosungen gearbeitet und der Einfluss der
Erhitzung auf der Caseinmicellen untersucht. Anhand der strukturellen und molekularen
Untersuchungen sollten diejenigen thermischen Verdnderungen in oder auf den
Caseinmicellen identifiziert werden, die mit dem Labgelbildungsmechanismus in Verbindung
stehen konnen. Es wurden folgende chemisch-physikalischen Nachweismethoden eingesetzt:
Ultraschall, NMR (nuclear magnetic resonance), Gelpermeationschromatographie, SDS-
PAGE (Sodiumdodecylsulfate polyacrylamid gel electrophoresis), Analyse der
Oberflachenhydrophobizitit mittels ANS (1-Anilino-8-Naphtalene-Sulfonate), Analyse des
Serumbindevermdgens und der Voluminositit der Caseinmicellen. Zusdtzlich wurden die
kasereitechnologischen  Eigenschaften des Produktes untersucht, die mit den

Labgelbildungseigenschaften der Caseinmicellen in engem Zusammenhang stehen. Es wurden
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die Labgelbildungseigenschaften der Mikrofiltrationsretentate bzw. Ultrafiltrationsretentate

infolge einer Erhitzung studiert.

3.2.1 Untersuchung der Verinderungen in der Calciumverteilung

Calcium kommt in Milch in unterschiedlichen Formen vor. Calcium liegt in der Milch bei 20
°C zu etwa 60 % kolloidal dispergiert an Proteine gebunden und zu 40 % echt geldst in
ionischer und komplexierter Form vor. Bei 4 °C betrdgt das Verhéltnis von kolloidalem zu
echt gelostem Calcium etwa 1:1 [Schlimme, 1990]. Die Wechselwirkungen zwischen Casein
und Calciumionen bzw. Calciumsalzen wie Calciumphosphat und -citrat sind fiir die Bildung
und Stabilitit der Caseinmicellen von Bedeutung. Calcium bindet vor allem an den
Phosphoserinresten der Caseine [Swaisgood, 1993]. Die Aggregation von kolloidalem
Calciumphosphat wird als ein wichtiger Stabilititsfaktor der Caseinmicellen der Milch

angesehen.

Die wichtigste Reaktion wéhrend der Erhitzung ist, dass geldstes Calcium und Phosphat
teilweise in eine unlosliche Form als Prizipitat oder Hydroxylapatit umgewandelt werden und
diese zu einem grof3en Teil mit den Caseinmicellen assoziieren. Gleichung 1 und 2 zeigen den
Reaktionsverlauf zur Bildung von kolloidalem Calciumphosphat, welcher bei der Erhitzung
von Milch stattfindet [Walstra, 1999]. Dabei werden Wasserstoffionen frei, die den pH-Wert
der Milch absenken [Mohammad und Fox, 1987].

Ca* + H,PO, —»CaHPO, + H* Gl. 1 oder
3Ca’* + 2HPO, — Ca,(PO,), + 2H" Gl 2

Es wurde die Calciumverteilung der Caseinmicellsuspension nach der Erhitzung betrachtet.
Die Caseindispersionen wurden nach der Hitzebehandlung 110 bis 140 °C bei
unterschiedlichen Haltezeiten bei 100.000 g, 20 °C und 1 Stunde ultrazentrifugiert. Danach
wurde der Calciumgehalt in der Serumphase mittels Flammenphotometer gemessen. Dabei
wurde festgestellt, dass bei Erhitzungstemperaturen von 140 °C und Haltezeiten bis zu 10 min
keine Verdnderungen in der Calciumverteilung zu bestimmen waren. Die Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Schreiber [2000], die auch bei 140 °C nach 5
minuten keine Verdnderungen in der Calciumverteilung festgestellt hat. Wurden jedoch die
Untersuchungen in caseinmicellenfreiem UF-Permeat durchgefiihrt, so zeigte sich eine
signifikante Abnahme des 16slichen Calciums mit steigender Hitzeintensitdt. Nach Schreiber
[2000] finden offenbar Austauschvorginge des Calciums zwischen dem Serum und der
micellaren Phase statt. Diese Vorgénge fiihren zwar zu einer unverdanderten Konzentration an
l6slichem Calcium, beeinflussen jedoch entscheidend die strukturelle Integritit der
Caseinmicelle und damit auch deren Fahigkeit zur Labgelbildung. Neben diesen Ergebnissen
konnen die folgende Effekte auch auf die Labgelbildung der erhitzten Caseinlésungen
Einwirkungen haben: Quervernetzungsreaktionen zwischen der Caseinfraktionen,

hitzebedingte Dissoziation der Caseinfraktionen, Verinderungen der
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Oberflichenhydrophobizitit, Verdnderungen des Serumbindevermogens, Verdnderungen der

Voluminositit.
3.2.2 Untersuchungen mit niederenergetischem Ultraschall

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich die niederenergetische Ultraschalltechnik
erginzend zu etablierten Verfahren zur Untersuchung der Labgelbildung eignet.
Niederenergetischer Ultraschall zeichnet sich als eine zerstorungsfreie Messmethode zur
Charakterisierung der Produkteigenschaften aus. Es ist mdglich, die enzymatischen
Reaktionen tiber die Zunahme der Schallgeschwindigkeit- und Schallddmpfungsdifferenz
genau zu verfolgen. Sowohl die Ergebnisse der Ultraschallmessmethode als auch die
Ergebnisse der Oszillationsrheologie  zeigen, dass eine UHT-Erhitzung den
Koagulationproze3 verzogert und die Gelfestigkeit verringert. Im Gegensatz zu der
rheologischen Methode, die nicht ausreichend empfindlich ist, um die enzymatische
Abspaltung von Caseinomacropeptid (CMP) am «-Casein zu detektieren, kann die
Ultraschallmethode sowohl die enzymatische Phase als auch die Aggregationsphase
hervorragend verfolgen. Eine lineare Korrelation besteht zwischen den Messungen der
Koagulationzeiten, die durch die Oszillationsrheologie und Ultraschall festgestellt wird.
Jedoch sind die Koagulationzeiten unterschiedlich, die durch diese zwei Methoden gemessen
wurden. Das Wachstum der Aggregate zu einem dreidimensionalen Caseinnetzwerk kann
durch Kompressionsultraschall schwer ermittelt werden. Im Gegensatz zu Aggregation es ist
nicht moglich, mittels Ultraschall die Gelfestigkeit genau zu besimmen, weil die
Phasenumwandlung von Sol zu Gel (Aggregate zu Netzwerk) nur zu sehr geringer
Veranderungen in der Schallgeschwindigkeit im Vergleich zu der enzymatischen Spaltung
und der Aggregation zu grofBeren Partikeln fiihrt. Fiir die Charakterisierung des gebildeten
Gels sind die rheologischen Messungen empfindlicher als die Ultraschall-Messungen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Ultraschall eine geeignete Methode ist, um den
gesamten Labgelbildungsprozess zu charakterisieren. Wegen seiner on-line-Anwendbarkeit
hat die Ultraschallmethode ein hohes Potential, um den Labgelbildungsprozess wihrend der

Késeherstellung zu kontrollieren.

Diese Beobachtungen sind ausfiihrlich in der Publikation Wang, Bulca und Kulozik [2007] im
Anhang dargestellt.

3.2.3 Untersuchungen mit NMR (Nuclear Magnetic Resonance) zur Wassermobilitit

Die Auswirkungen der UHT-Erhitzung auf die Wasserbindungsverhéltnisse wurden durch
Kernresonanzspektroskopie (‘'H-NMR- Messung) erfasst. Die Versuche wurden durchgefiihrt,
um herauszufinden wie sich das Serumbindevermogen bzw. Wassermobilitidt im Labgel, die
aus erhitzten Caseinlosungen hergestellt wurden und in fermentierten Milchprodukten, z. B.
Joghurt, andern. Es wurde festgestellt, dass deutliche Verdanderungen in der Wasser-Mobilitit

bei der Sdurebildung bzw. Fermentation stattfinden, wohingegen keine Verdnderungen in der
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Wasser-Mobilitdt bei der Labgelbildung der aus erhitzter Caseinlosungen gewonnene
Labgelen  beobachtet  wurden. Das  konnte  durch  den  unterschiedlichen
Koagulationsmechanismus wihrend der Labgelbildung oder Sdure bildenden Fermentation

erklart werden.

Die Ergebnisse dazu sind in der Publikation Hinrichs, Bulca und Kulozik [2007] im Anhang
dargestellt.

3.2.4 Untersuchung des Polymerisationsgrads zwischen der Caseinfraktionen

In diesem Teil der Arbeit wurden hitzeinduzierte Polymerisationsreaktionen
(Quervernetzungsreaktionen) zwischen den Caseinfraktionen untersucht. Die Hypothese ist,
dass zwischen den Caseinfraktionen durch Erhitzung auftretende Polymerisationsreaktionen
und daraus entstehende Polymersationsprodukte eine sterische oder elektrostatische Barriere
wihrend des Labgelbildungsprozesses darstellen konnen, welche zur Verldngerung der
Koagulationszeit und zur abnehmenden Gelfestigkeit fithren. In Bild 3.2 ist zu erkennen, dass
sich mit steigender Temperatur und HeiBBhaltezeit mehr Dimere, Trimere und Oligomere
bilden. Im Bild 3.3 ist der Polymerisationsgrad von Caseinldsungen (3 % Protein) dargestellt.
Abhiéngig von der Erhitzungsintensitit nimmt der Polymerisationsgrad von 6-7 % der bei der
nicht erhitzten Probe bis auf 54 % nach einer Erhitzung bei 145 °C fiir 200 s Haltezeit zu. Es
handelt sich dabei um eine lineare Zunahme der Polymerisationsprodukte mit steigender
Temperaturintensitdt. Bei konstanter Gesamtflache erlauben die Chromatogramme iiber die
Abnahme der relativen Flichen des Monomeren eine Aussage liber den Polymerisationsgrad.
Die Berechnung des Polymerisationsgrads erfolgte nach der Gleichung 3.
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Bild 3.2:  Gelpermeationschromatographie der erhitzten und nicht erhitzten Caseinlésungen
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In seinen Untersuchungen konnte Walter [1995] zeigen, dass eine hitzeinduzierte Bildung von
Polymerisationsprodukte (LAL und HAL in [-Caseinlosungen) fast ausschlieBlich
intermolekular ablduft. Diese Ergebnisse konnen fiir Anwendungen von UHT-behandelten
Caseinlosungen Konsequenzen haben. Wenn man sie von der Seite des
Labgelbildungsprozesses her betrachtet, konnten diese Produkte eine sterische oder
elektrostatische Barriere wiahrend der Labgelbildungsphase darstellen. Das bedeutet, dass
diese entstandenen Polymerisationsprodukte die Aggregation sowie enzymatische
Abspaltungsphase oder die beiden Phasen verlingern. Anhand der Ergebnisse konnte eine
Korrelation zwischen Koagulationszeit und dem Polymerisationsgrad von 83 % sowie
zwischen der Gelfestigkeit und dem Polymerisationsgrad von 93 % festgestellt werden. So
konnte erklart werden, dass der steigende Polymerisationsgrad fiir die Verschlechterung der
Labgelbildungseigenschaften verantwortlich sein kann.
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Bild 3.3:  Polymerisationsgrad erhitzter Caseinlosung mit 3 % Proteinkonzentration in

Abhingigkeit von Erhitzungsbedingungen

Diese Beobachtungen sind ausfiihrlich in der Publikation Bulca, Tolkach, Leder und Kulozik
im Anhang dargestellt.

3.2.5 Hitzebedingte Dissoziation von Caseinfraktionen

Trotz der Stabilitdit der Caseinmicelle finden auch hitzebedingter Dissoziationsreaktionen
statt. Bei ihren Untersuchungen haben Aoki et al. [1974], Kudo [1980] und Singh und Fox
[1985] festgestellt, dass eine Erhitzung auf Temperaturen iiber 100 °C zur k-Casein-
Dissoziation der Milch fiihrt. Unkonzentrierte Milch bei pH 6,7 kann einer Erhitzung von 140
°C bis zu 20 min ausgesetzt werden, bis sie koaguliert [Singh und Fox, 1989]. Wie Tomotada
et al. [1999] berichten, werden 4 % der micellaren Proteine freigesetzt, wenn die Caseine bei

120 °C erhitzt werden. Die freigesetzten Proteine wurden als B-, as- und k-Caseine
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identifiziert. Abhdngig von der Temperatur, dem pH-Wert, dem Gehalt an B-LG, der
Ionenstéirke und der Konzentration an I6slichem Calcium und Phosphat dissoziiert vor allem
k- Casein aus der Micelle [Singh, 1995].
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Bild 3.4:  Gelelektrophorese Gel zur Identifizierung der dissozierten Caseinfraktionen (Die

Restmenge der Molkenproteine lag bei 0,02 %, war also um 96 % reduziert)

Es ist aus der SDS-PAGE zu entnehmen, dass die Konzentration bzw. die Intensitdt der
einzelnen Banden (o0s-, B- und x-Casein) zunimmt, je hoher die Heisshaltezeit ist. Das
bedeutet, dass wéahrend der Erhitzung die einzelnen Caseinfraktionen aus der Caseinmicellen
in die Serumphase dissozieren. In Bild 3.5 sind die relativen Gehalte der B- und k-Casein-
Dissoziationen dargestellt. Es wurde dabei die optische Dichte der Banden auf dem Gel der in
die Serumphase dissozierten erhitzten Caseinlosungen durch die optische Dichte der in die
Serumphase dissozierten nativen Caseinldsungen dividiert. Wie zu sehen ist, steigt die Menge

der genannten Caseinfraktionen bis auf das 27-28 fache an.
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Bild 3.5:

Hitzebehandlung zwischen 120 und 145 °C bei verschiedenen Haltezeiten.

Relative - und k-Casein-Dissoziation aus der Micelle in die Serumphase bei der
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Auf gleiche Weise wurde die Dissoziation von ag-Casein aus der SDS-PAGE Bildern

ausgewertet. Es wurde festgestellt, dass die as-Casein-Dissoziation von 7 bis auf das 35 fache

zunimmt.
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Bild 3.6: Relative ag-Casein-Dissoziation aus der Micelle in die Serumphase bei der

Hitzebehandlung zwischen 120 und 145 °C bei verschiedenen Haltezeiten.

Aus diesen Ergebnissen konnte festgestellt werden, dass eine Erhitzung zur Zunahme des
Caseingehaltes in der Serumphase fiihrt. Mit steigender Temperaturintensitit steigt die
Zunahme der dissozierten Caseinfraktionen in die Serumphase an. Auf diese Weise kann die
Micellenzusammensetzung stark beeinflusst werden, welche nicht mehr im nativen
kolloidalen Zustand mehr vorliegt. Wie schon bekannt, ist k-Casein prinzipiell ein
stabilizierender Faktor der Caseinmicelle und verantwortlich fiir die kolloidale Stabilitit.
Wenn eine 25%’ige Konzentration an x-Casein in die Serumphase dissoziert, geht die
Schutzwirkung des k-Caseins fiir die der Caseinmicelle verloren. Das bedeutet, dass die
Caseinmicelle destabilisiert wird. Die micellare Struktur kann nach Hitzebehandlung gelost
werden. Die Erhitzung der Milch schwicht anscheinend die Wechselwirkungen zwischen
Caseinfraktionen sich aus dem Micellengeriist 16sen konnen. Auf der anderen Seite haben
Storry et al. [1983] und Van Hekken & Holsinger [2000] beobachtet, dass die
Labgelbildungseigenschaften nicht nur von der Caseinkonzentration, aber auch von dem
Anteil des ag- bzw. B-Caseins in der Milch abhingig sind. Dies bedeutet, dass die genannten
Caseinfraktionen sowohl fiir den Zusammenhalt der Micelle als auch fiir die

Labgelbildungseigenschaften genauso wichtig sind wie k-Casein.

Auf diese Ergebnisse hin wurde die Frage gestellt werden, ob eine Korrelation zwischen der
Casein-Dissoziation und Labgelbildungseigenschaften der erhitzten Caseinlosungen besteht.
Es konnte festgestellt werden, dass eine niedrige, aber signifikante Korrelation (ca. 70 %)

zwischen den Labgelbildungseigenschaften der Caseinlosungen und der Dissoziation der
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einzelnen Micellen besteht. Das bedeutet, dass fiir die Verschlechterung der
Labgelbildungseigenschaften der Caseinmicellen nicht nur die Dissoziation, sondern weitere,

unten genannte hitzebedingte Verdnderungen verantwortlich sein miissen.

3.2.6 Untersuchung der Oberflichenhydrophobizitit

Nach Cheftel et al. [1992] besitzen Caseine eine hohe Gesamthydrophobizitiat. Weiter wird
angenommen, dass die hydrophilen und hydrophoben Bereiche in der Aminosiduresequenz
deutlich getrennt voneinander vorliegen. Nach dem von Horne [1998] entwickelten
Caseinmodell werden die Micellen durch zwei Bindungsmechanismen stabilisiert. Die
Oberflachenhydrophobizitit stellt als potentieller Indikator fiir strukturelle Veranderungen an
micellarem Casein dar. Diese sind zum einen hydrophobe Wechselwirkungen und zum
anderen kolloidale Calciumphosphat-Briicken. Untersuchungen von Van Vliet et al. [1989]
bestitigen, dass hydrophobe Interaktionen fiir den hydrophoben Charakter der
Caseinmolekiile verantwortlich und diese Interaktionen auch in Labcaseingelen als
dominierende Kréfte anzusehen sind. Guo et al. [1996] haben in ihren Untersuchungen
Natrium-Caseinat Hitze behandelt und eine Abnahme der Oberflichenhydrophobizitit
festgestellt. Sie behaupten, dass aufgrund der Zerstérung der hydrophoben Aminosdurereste
(z. B. Tryptophan mit ihren aromatischen Seitenketten relativ unpolar und hydrophob) durch
Erhitzung die Bildung der hydrophilen Gruppen (—NH;,-COO"), eine hitzeinduzierte
Proteinhydrolyse und die Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Stellen der Aminosaduren
gefordert wird. Das verursacht aufgrund der strukturellen Verianderungen wihrend der
Erhitzung eine schwache Affinitit zu ANS.

Von diesem Hintergrund war Ziel dieser Untersuchung, Verdnderungen der
Oberflaichenhydrophobizitit von Caseinmicellen als Folge von Hitzebehandlung zu
detektieren und zu klédren, inwiefern dies den Koagulationsmechanismus beeinflussen kann.
Die Oberflichenhydrophobizitit stellt ein Mal3 dafiir dar, wie die strukturelle Stabilitdt der
Konformation durch  Hitze verdndert wird. Durch die Bestimmung der
Oberflachenhydrophobizitit konnten mogliche irreversible Verdnderungen in der sekundéren

oder tertidren Struktur der Caseinmicelle festgestellt werden.

Zur Untersuchung der Caseinmicelle wurde die Methode von Nakai und Li-Chan [1988]
angewandt. Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass die hydrophoben Bereiche der
Proteinoberfliche mit dem fluoreszierenden Farbstoff ANS (1-Anilino-8-Naphtalene-
Sulfonate) bedeckt werden und anschlieBend die Fluoreszenz der Proteinlésung mittels

Fluoreszenzspektrometer gemessen wird.
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Bild 3.7:  Oberflachenhydrophobizitidt der Caseinmicelle in Abhidngigkeit von Erhitzungs-

bedingungen

Aus Bild 3.7 ist zu entnehmen, dass bei der nativen Probe die Fluoreszenzintensitit Sy bei
einem Wert von RFI=540 liegt. Mit steigender Temperatur bei 120 °C nach einer Haltezeit
von 1200 s sinkt diese auf RFI=450 bzw. bei 145 °C nach einer HeiBBhaltezeit 300 s auf
RFI=380 ab. Dies deutet klar auf eine Abnahme der Oberflaichenhydrophobizitit der
Caseinmicelle hin. Diese Abnahme der Oberflichenhydrophobizitit infolge einer Erhitzung

kann die Labgeleigenschaften der Caseinmicelle beeinflussen.

Allerdings besteht eine Korrelation zwischen Labgelbildungseigenschaften und Verdanderung
der Oberflachenhydrophobizitit von weniger als 44 %. Fiir die Verschlechterung der
Labgelbildungseigenschaften der Caseinmicellen kann also nicht die Verdnderung der
Oberflichenhydrophobizitit allein, sondern weitere, unten genannte hitzebedingte

Veranderungen verantwortlich sein.

3.2.7 Analyse des Serumbindevermogens

Um den Einfluss der Erhitzung auf die Caseinmicellen zu untersuchen, wurde das
Serumbindevermdgen von Labgelen, die aus erhitzten und nicht erhitzten Caseindispersionen
hergestellt wurden, miteinander verglichen. Dabei wurden die Erhitzungsbedingungen
bewusst hoch gewidhlt, um eventuelle Effekte, die eine Verdnderung des
Serumbindevermdgens induzieren zu konnen, deutlich werden zu lassen. Bei der Beurteilung
der Labgelbildungseigenschaften des Labgeles spielt Wasser eine wichtige Rolle und
beeinflusst wahrend des Késeherstellungprozesses die Eigenschaften wie Feuchtigkeitsgehalt

und strukturelle Attribute des Késes. Eine gezielte Kontrolle des Feuchtigkeitsgehaltes von
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Kiése ist erforderlich, um gewiinschte Eigenschaften (Festigkeit des Kdses sowie rheologische
Eigenschaften) im Kése herzustellen.

Im Rahmen dieses Versuches sollten zundchst die strukturellen Verdnderungen der
Caseinmicellen nach der UHT-Erhitzung hinsichtlich des Serumbindevermogens untersucht

werden, also unabhingig von der Kédsematrix.
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Bild 3.8: Das Serumbindevermodgen erhitzter Caseinsuspensionen in Abhéngigkeit von
Temperatur und HeiBBhaltezeit

Im Bild 3.8 ist das Serumbindevermogen der aus Caseinlosungen hergestellten Labgelwiirfel
in Abhédngigkeit von der HeiBhaltezeit der Caseinausgangslosung vor der Labzugabe
aufgetragen. Die Untersuchungen wurden nach der Methode Huber et al. [2001] durchgefiihrt.
Es konnte festgestellt werden, dass das Serumbindevermdgen umso grofer ist, je hoher die
Erhitzungstemperaturen und je ldnger die Heilhaltezeiten waren. Das Labgel, das aus nicht
erhitzten Caseinlosungen hergestellt wurde (Blindprobe), weist ein Serumbindevermdgen von
55 % auf, wihrend bei einer FErhitzung bei 120 °C fiir 450 s HeiBhaltezeit ein
Serumbindevermogen des Labgels von 68 % erreicht wird. Dieser Effekt wird noch
deutlicher, wenn die Labgele aus bei 140 °C fiir 80 s erhitzten Caseinlésungen hergestellt

wurden. Auch hier wird ein erhohtes Serumbindevermdgen von bis zu 70 % erzielt.

Zusamenfassend konnte festgestellt werden, dass es einen engen Zusammenhang zwischen
der Abnahme der Oberflichenhydrophobizitit und Zunahme des Serumbindevermdgens gibt.
Durch die Erhitzung werden die hydrophoben Aminosduren hydrophiler, welche zur Zunahme
des Serumbindevermogens flihrt.

Die Wassermobilitidt der Labgele aus erhitzten Caseinlosungen wurde von Hinrichs et al.

[2007] mittels NMR (Kernspinresonanz) gemessen. Es konnte festgestellt werden, dass es
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beziiglich der Wasssermobilitidt keinen Unterschied zwischen den Labgelen gibt, die aus

erhitzter und nicht erhitzter Caseinlésungen hergestellt sind.

Die komplette Arbeit ist in der Publikation Hinrichs, Bulca, Kulozik [2007] im Anhang
dargestellt.

Aus den Ergebnissen ldsst sich eine Korrelation zwischen Labgelbildungseigenschaften und

Serumbindevermogen weniger als 50 % ableiten.

Bis jetzt wurde gezeigt, dass die native Micellenstruktur durch Dissoziation, d.h. durch
Freisetzung von Caseinmonomeren, aber auch durch intrazelluldre Polymerisationsreaktionen,
Abnahme der Oberflachenhydrophobizitdt, Zunahme des Serumbindevermdgens sowie eine
starke verdnderte Labgelfdhigkeit auf eine komplexe Weise reagiert. Weiterfiihrend wurde
untersucht, ob sich eine thermische Behandlung auf das Volumen der Caseinmicelle auswirkt,
um mittels eines weiteren chemisch-physikalischen Kriteriums das verdnderte technologische
Verhalten der Caseinmicellen zu erkldren. Daher wurde die Verdnderungen der Viskositét

bzw. Voluminositét der Caseinmicellen mittels Kapillarviskosimeter untersucht.
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Bild3.9: Die Verdnderung der Voluminositit nach der Hitzebehandlung der

Caseinlosungen HeiBBhaltezeit

In Bild 3.9 ist die Voluminositit der Caseinmicellen gegen Heillhaltezeit aufgetragen. Wie
aus dem Bild zu entnehmen ist, dass die Voluminositdt der Caseinmicelle in Abhdngigkeit
von den v/t -Bedingungen, die auf die Micelle eingewirkt haben, zunimmt. Wie zu erkennen,
steigt die Voluminositdt im Vergleich zur nativen Micelle an. Das Ausmal} des Ausstiegs ist

umso grofBer, je langer die Erhitzungszeit und je hoher die Temperatur waren.

Aus dieser Untersuchung ergibt sich ein weiterer Beleg fiir die Hitzeinstabilitit der
Caseinmicelle im Hocherhitzungs- bzw. UHT-Bereich. Eine 60%ige Korrelation besteht
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zwischen der Labgelbildungseigenschaften und der Verdnderungen der Voluminositit. Es
konnte schlussfolgern, dass nicht die eine einzelne Verdnderung an der Caseinmicelle sondern
eine Kombination der mehreren Verdnderungen fiir die Verschlechterung der

Labgelbildungseigenschaften verantwortlich sein kann

Dies kann im Kontext mit bereits genannten Untersuchungsdaten zum Einfluss thermisch-
bedingter Reaktionen auf die Caseinmicelle dazu genutzt werden, um technologisch relevante
Veranderungen wie Labgelfahigkeit oder Gelbildungsverhalten ursidchlich zu deuten bzw. zu

erklaren.

Im Vergleich zu fritheren Erkenntnissen aus den Jahren 1980-1990, die sich aus Arbeiten mit
Milch ergaben, gelten die hier dargestellten Ergebnisse fiir die native Caseinmicelle, dem
zuvor die iiberaus hitzesensitiven Molkenproteine entzogen wurden. Eine Uberlagerung von

Effekten aus den verschiedenen Hauptfraktionen ist also ausgeschlossen.

3.2.8 Einfluss der Ionenstirke und des Caseingehaltes auf die

Labgelbildungseigenschaften erhitzter Caseinlosungen

Die Labkoagulation der Milch wird nicht nur durch die CaCl,-Zugabe, sondern auch durch
Phosphatzugabe, pH, ionische Stirke und Temperatur beeinflusst [Zittle et al. 1970,
Yamauchi et al. 1977]. Wie schon erklart, sinkt die Ionenstirke im Milchserum wéhrend der
Erhitzung durch die Ausfillung von Calciumphosphat und es steht nicht mehr ausreichend
Calcium fiir die Vernetzung eines Labgels zur Verfiigung. Eine NaCl-Zugabe in Milch fiihrt
zu einem verstirkten Ubergang des Calciums und Phosphates [Grufferty et al. 1985; Van
Hooydonk et al. 1986; Zoon et al. 1989, Aoki et al. 1999] von der kolloidalen Phase in die
Serumphase. Dadurch wird die Ionenstirke erhoht und das Calcium durch Natriumionen

ersetzt.

In der Praxis wird eine Zugabe von NaCl im Nahen Osten und in den Mittelmeer-Landern bei
der Herstellung von Domiatikdse angewendet, um den mikrobiellen und enzymatischen
Verderb zu vermeiden. In der Regel wird dabei zwischen 6 und 15 % Natriumchlorid der
Milch zugegeben [Ghaleb und Rashed, 1983]. In der Arbeit von Ghaleb und Rashad [1983]
wurden verschiedene Methoden des Salzens bei der Herstellung von Domiati Kése untersucht.
Ebenfalls haben Ramet et al. [1983] bei ihren Untersuchungen dargestellt, dass eine Zugabe
von Natriumchlorid zur Milch vor der Labzugabe zu einer niedrigeren Wasseraktivitét fiihrt
und somit mikrobielles Wachstum sowie auch enzymatische Proteolyse und Lipolyse inhibiert

werden konnen.

Um den Einfluss von NaCl auf die Koagulationseigenschaften in reinen Caseinlésungen
genau zu untersuchen, wurden fiir den Caseingehalt 2,6 bis 6,5 % und fiir den NaCl-
Konzentrationsbereich 0,05-0,2 M festgelegt [Patel et al., 1985; Famelart et al., 1999;
Gaucheron et al., 2000]. Nach der Erhitzung bei 140 °C / 10 s wurden die Caseinldsungen mit
NacCl versetzt, bei 30 °C, fiir 1 h inkubiert und auf die Koagulationseigenschaften untersucht.
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Es sollte gepriift werden, ob die Labgelbildungseigenschaften UHT-erhitzter Caseinlosungen
durch NaCl-Zugabe verbessert werden konnen. Zu iberpriifen war, ob eventuell die

Ionenstérke allein einen signifikanten Effekt hat.

In Bild 3.10 sind die Linien gleicher Effekte fiir die relative Koagulationszeit dargestellt. Die
relative Gerinnungszeit liegt bei nahezu allen Faktorkombinationen aus NaCl-Konzentration
und Caseingehalt oberhalb von 1. Je hoher die NaCl- und je geringer die Caseinkonzentration
wird, desto ldnger dauert die Gerinnung. Optimal fiir die Labgelbildung ist eine hohe

Caseinkonzentration in Kombination mit einer geringen bzw. ohne NaCl-Zugabe.
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Bild 3.10: Linien gleichen  Effekte der relativen  Koagulationszeit  erhitzter

Caseindispersionen als Funktion der Casein- und NaCl-Konzentration

Die Beurteilung von Gelfestigkeit ist das zweite wichtige Beurteilungkriterium. In Bild 3.11
ist dargestellt, dass die relative Gelfestigkeit umso hoher ist, je hoher der Caseingehalt und je
geringer die NaCl-Konzentration ist. Mit einem Caseingehalt 2,6 % entsteht unabhédngig von
der NaCl-Konzentration kein Gel. Im Gegensatz dazu liegt die relative Gelfestigkeit bei einer
Kombination von héherem Caseingehalt und verschiedener NaCl-Konzentration zum Teil
weit oberhalb von 1. Es ldsst sich erkennen, dass die mittlere Caseinkonzentrationen von 4,55
% mit mittlerem NaCl-Zusatz von 0,125 M sowie hohe Caseinkonzentrationen von 6 % mit
hoher NaCl-Zugabe von 0,2 M zu relativen Gelfestigkeiten von ca. 1 fiihrten.
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Bild 3.11: Linien gleichen Effektes fiir die relative Gelfestigkeit der erhitzten

Caseindispersionen als Funktion der Casein- und NaCl-Konzentration

Zum Vergleich der Einflussnahme der Faktoren Caseingehalt und NaCl-Zugabe konnen

mittels statistischer Versuchsauswertung erstellte Pareto-Diagramme herangezogen werden,

welche die betrachteten Faktoren nach ihrem Einfluss ordnen (Bild 3.12). Das Diagramm sagt

aus, welche Einflussfaktoren auf die Labgeleigenschaften einen signifikanten Einfluss haben

sowie welche Faktoren in Wechselwirkungen stehen.

Aus Bild 3.12 geht hervor, dass flir die Gerinnungszeit in erster Linie die NaCl-Konzentration

und in zweiter Linie der Caseingehalt von Bedeutung ist. Dabei sind die Wechselwirkungen

der beiden Faktoren (AB) eher gering. Die Gelfestigkeit hingegen ist in erster Linie vom

Caseingehalt und in zweiter Linie vom NaCl-Gehalt abhingig. Allerdings sind in diesem Fall

Wechselwirkungen der beiden Faktoren stiarker von Bedeutung.
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Bild 3.12: Pareto-Diagramme fiir die relativen Labgelbildungseigenschaften (a: relative

Gerinnungszeit; b: relative Gelfestigkeit) der MF- Retentate: Einfluss von Casein-

und NaCl-Konzentration

Zusammenfassung

Trotz der vollstdndigen Entfernung der Molkenproteine aus der Milch verschlechtern sich

die Labgelbildungseigenschaften der Caseinmicellen unter UHT-Bedingungen

e Es wurde festgestellt, dass

sich hitzesensitivititsabhingig die molekularen und

strukturellen Eigenschaften der Caseinmicellen verdndern. Dadurch verdndern sich die

Labgelbildungseigenschaften.
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e Es wurden verschiedene chemisch-physikalischen Nachweismethoden zur Untersuchungen
einbezogen  Ultraschall, NMR,  Gelpermeationschromatographie, = SDS-PAGE,
Oberflaichenhydrophobizitit, Wassebindevermdgen und Voluminositdt der Caseinmicellen.
Es wurde festgestellt, dass die Polymerisationenreaktionen wéahrend der UHT-Erhitzung
der Caseinmicellen auftreten, die wihrend der Labgelbildung als eine sterische oder
elektrostatische Barriere angesehen werden konnen. Neben Polymerisationsreaktionen
dissozieren die Caseinfraktionen aus der Micellen bei der Erhitzung in die Serumphase.
Aus den Ergebnissen von Oberflichenhydrophobizitit, Verdnderung der Voluminositét
und Verdnderungen des Wasserbindevermogens konnte festgestellt werden, dass es
zwischen diesen Eigenschaften ein sehr enger Zusammenhang besteht, die anschlieBend
die Labgelbildungseigenschaften aus der erhitzten Caseinlosungen beeinflussen konnen.
Eine Abnahme der Oberflichenhydrophobizitit bedeutet, dass das Wasserbindevermogen
der Labgele erhoht wird. Daraus ergibt sich, dass diese Labgele, die aus erhitzten
Caseinlosungen hergestellt sind, mehr oder ldnger gepresst werden miissen, damit sie auch
den gleichen bzw. dhnlichen Feuchtigkeitsgehalt besitzen wie die Labgele, die aus nicht

erhitzter Caseinlosungen hergestellt sind.

e Eine hohe Caseinkonzentration in Kombination mit einer geringen bzw. ohne NaCl-
Zugabe fiihrt zur Verbesserung bzw. zum Erhalt der Labgelbildungseigenschaften der

erhitzten Caseinlésungen.

33 Effekt des UHT-Erhitzungsverfahrens auf die Proteolyse des Kises hergestellt

aus molkenproteinfreier Milch

Das Ziel dieses Versuches war es, den Effekt der unterschiedlichen UHT-Erhitzungsmethoden
auf den Reifungsverlauf des daraus hergestellten Késes zu untersuchen. Die Caseinldsungen
wurden direkt mit Dampf oder indirekt mit einem Rohrchen-Wiarmeaustauscher bei 140 °C
fiir 10 s erhitzt. Nach der Erhitzung wurde Kédse Typ Edamer hergestellt. Die Kidse wurden bei
15 °C fiir 28 Tage gereift. Dabei wurde der Reifungsverlauf untersucht. Mittels RP-HPLC

wurden die Reifung liber die Abnahme B-und ag-Casein analysiert.
Relativer p-Caseingehalt

In Bild 3.13 ist der Verlauf des B-Caseingehalt gegen die Reifungszeit aufgetragen. Zu
Beginn der Reifung gibt es keine Unterschiede zwischen den Erhitzungsverfahren nach der
direkten und indirekten Methode auf die Késereifung. Nach 5 Tagen des Reifens konnten
grofle Unterschiede zwischen der Proteolyse der Kise, die aus direkt bzw. indirekt erhitzter
Caseindispersion hergestellt wurden, beobachtet werden. Bei lingerer Reifungszeit werden
die Unterschiede der [B-Casein Abbau erheblich. Nach 28 Tagen der Reifung ist der
Caseinabbau in Kise, der entsprechend direkter Methode hergestellt wurde, um etwa 50 %
des B-Casein proteolysiert, wihrend bei der indirekten Methode um etwa 30 % des B-Caseins

abgebaut war. Offenbar fiihrt die Verwendung unterschiedlicher Erhitzungsverfahren zu
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unterschiedlichen Abbaugraden des milcheigenen Enzyms Plasmin, welches in der

Késereifung eine wichtige Rolle spielt.
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Bild 3.13: Der relative B-Caseingehalt wihrend des Verlaufs der Kasereifung (Typ Edamer)
hergestellt aus erhitzten Caseindispersionen bei 140 °C / 5 s HeiBhaltezeit nach
der indirekten und direkten Methode

Relativer ag;-Caseingehalt

Im Bild 3.14 ist der relative as-Caseingehalt gegen die Reifungszeit aufgetragen. Zu Beginn
der Untersuchungen gab es keine Unterschiede beziiglich des ag-Caseinabbau zwischen den
beiden Methoden. Fiinf Tage nach Produktion des Késes konnte ein Unterschied festgestellt
werden. Nach 28 Tagen Reifungszeit wurde im Kise, dessen Ausgangsmilch direkt erhitzt
wurde, 63 % des oag-Caseins abgebaut, wihrend im Kése, welcher nach der indirekten
Erhitzung hergestellt wurde, um etwa 60 % des as-Caseins abgebaut waren. Zwischen den
Beobachtungen zur Reifung von Schreiber [2000] und dieser Arbeit besteht grundsitzlich
Ubereinstimmung. Schreiber [2000] fand, dass nach 28 Tagen des gesamten as-Caseins um
etwa 63-65 % hydrolysiert wurde, in unseren Untersuchungen waren dies 60-63 %. Auch
konnte bestdtigt werden, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei

Erhitzungsmethoden in Bezug auf den Abbau des ag-Caseingehaltes festzustellen war.
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Bild 3.14: Der relative ag-Caseingehalt wihrend des Reifungsverlaufs der Késereifung (Typ
Edamer) hergestellt aus erhitzten Caseindispersionen bei 140 °C / 5 s
HeiBhaltezeit nach der indirekten und direkten Methode

Wenn der Abbau ag;- und B-Casein miteinander verglichen wird, konnte festgestellt werden
dass der Abbau von ag;-Casein schneller ablduft als von B-Casein. Das wurde auch von Visser
und De Groot-Mostert [1977] nachgewiesen. In holldndischen Kdsesorten war innerhalb eines
Monats etwa 80 % des ag;-Caseins abgebaut, wihrend p-Casein wesentlich langsamer

hydrolysiert, so dass nach 6 Monaten noch etwa 50 % intaktes B-Casein vorliegt.
Zusammenfassung

e Da die UHT-Erhitzungsmethode die mikrobiologische Qualitit der Milch stark
beeinflussen kann, wurde in diesem Abschnitt der Arbeit der Einfluss der UHT-
Erhitzungsmethode auf die Caseinproteolyse untersucht. Es war schon aus der Literatur
bekannt, dass eine direkte UHT-Erhitzung eine produktschonendere Methode als indirekte
UHT-Erhitzung darstellt. Das bedeutet, dass proteolytische Enzyme bei der direkten
Methode, aufgrund des schnelleren Aufwiarmens und des Abkiihlens sowie wegen der

Verdiinnung durch Kondensat aktiver blieben als nach der indirekten Methode.

34 Der Einfluss der Molkenproteine auf die Labgelbildungseigenschaften bzw. auf
die Kiisereitechnologischen Eigenschaften der erhitzten UF- bzw. MF-Retentate

Um den Einfluss der Molkenproteine auf die Labgelbildungseigenschaften der MF- bzw. UF-
Retentate zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Versuche durchgefiihrt. Beim ersten
Versuch wurde der Einfluss einer UHT- oder Hocherhitzung auf die Labgelbildung von Milch
mit unterschiedlichen Molkenproteinkonzentrationen untersucht. Dabei wurde mittels
Mikrofiltration (MF) und Ultrafiltration (UF) im Diafiltration (DF)-Modus die

Molkenproteinkonzentration in Milch bei konstanter Caseinkonzentration reduziert. Die MF-
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Retentate wurden zwischen 110 und 140 °C erhitzt. Ziel der Arbeit war, den Effekt der
Hitzebehandlung auf die Labgelbildung bei unterschiedlichen Molkenproteinkonzentrationen
zu bestimmen. Je hoher der Restmolkenproteingehalt und die Erhitzungstemperatur sind,
desto stirker wird die Labgelbildung der Késereimilch beeintrachtigt. Jedoch kann eine
Standardlabgelbildung trotz eines hohen Restmolkenproteingehaltes erreicht werden, wenn
die Erhitzungstemperatur im Vergleich zu UHT-Bedingungen reduziert wird. Durch eine
Entfernung der Molkenproteine um 82 %, welche bei einer 3-fachen Diafiltration erreicht
wurde, konnen die MF-Retentate bei 120 °C erhitzt werden, wihrend eine 4-fache
Diafiltration eine Erhitzung bis zu 130 °C erlaubt. MF-Retentate konnen bis auf 140 °C

erhitzt werden, wenn eine Entfernung der Molkenproteine um 96 % vorliegt.

Beim zweiten Versuch wurden die Labgelbildungseigenschaften der durch Ultrafiltration
Mikrofiltration / Diafiltration eingestellte Retentate nach der Erhitzung bei 140 °C fiir 10 s
untersucht. Die Labgelbildungseigenschaften der erhitzter Milch sind abhidngig von der
Intensitdt der Erhitzung sowie von der Menge der einzelnen Proteinfraktionen, die an der
Komplexbildung zwischen den Molkenproteine und Caseine beteiligt sind. Folglich kdnnen
die Labgelbildungseigenschaften UHT-erhitzter Milch entweder durch das Entfernen der
Molkeproteine oder durch die Erh6hung der Caseinkonzentration in der Kdsereimilch mittels
der Ultrafiltration, Mikrofitration oder durch eine Kombination beider Prozesse in einem
Diafiltrationmodus verdndert werden. Der Unterschied zum ersten Versuch ist, dass es bei
diesem Versuch mit einem Ultrafiltrationsretentate mit einem Konzentrationsgrad, i=2
gearbeitet wurde, wihrend beim ersten Versuch Magermilch eingesetzt wurde. Das Ziel war,
den Effekt der unterschiedlichen Verhéltnisse des Caseins/Molkenprotein auf die
Késereieigenschaften der UHT-behandelten Magermilch (140 °C fiir 10 s) zu untersuchen.
Aus diesem Grund wurde der Casein- und Molkenproteingehalt zwischen 3,0 und 6,4 %
beziehungsweise 0,02 und 0,65 %, verdndert. Die Labgelkoagulationszeit und die

Gelfestigkeit nach 60 Minuten wurden als Beurteilungskriterium festgesetzt.
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Bild 3.15: Linien gleichen Effekte der Koagulationszeit und Gelfestigkeit der UHT-
behandelten Kédsereimilch

Die Ergebnisse zeigen starke Interaktionen zwischen Casein- bzw. Molkenproteingehalten,
die beziiglich der Labgelbildungseigenschaften der Milchkonzentrate. Diese Faktoren
erlauben die Ermittlung der optimalen Zusammensetzung beziiglich des Casein /
Molkenprotein-Verhéltnisses, die die gleichen Labgelbildungseigenschaften beziiglich
Koagulationzeit und Gelfestigkeit haben wie pasteurisierte Magermilch. Zwei diskrete Punkte
(siehe Bild 3.15) beziiglich der Casein- und Molkenproteinkonzentration konnten ermittelt
werden. Es handelt sich um ein Casein / Molkenproteinverhéltnis von 3,4 % zu 0,01 % sowie
von 6,4 % Casein zu 0,65 % Molkenproteinen. Diese Konzentrationsverhiltnisse sind
geeignet flir die Herstellung von Kése aus UHT-erhitzter Milch.

Die kompletten Arbeiten sind in den Publikationen Bulca, Leder und Kulozik [2004] und
Bulca, Tolkach, Leder, Kulozik (Journal of Food Engineering eingereicht) im Anhang
dargestellt.

3.5 Fazit zur Hitzesensitivitit der Caseinmicelle

Aus dem Stand des Wissens sowie den eigenen Arbeiten zur Stabilitit der Caseinmicelle
ergibt sich, dass diese zum Einen strukturell noch nicht vollstindig verstanden ist, zum
Anderen auf jeden Fall aber eine deutlich hohere Hitzeempfindlichkeit hat als bisher

angenommen.

Damit bestétigen sich auch Annahmen von Dannenberg [1986], der feststellte, dass in Milch
oberhalb von 120 °C im UHT-Bereich Verdnderungen in der Caseinmicelle angenommen
werden miissen, die er aber nicht belegen konnte, da dies in Gegenwart von Molkenproteinen
nicht méglich war.

Wie aus dem Bild 3.16 zu entnehmen ist, Joghurt, dessen Ausgangsmilch bei Temperaturen >

120 °C erhitzt wurde, zeigt insbesondere bei hohen Denaturierungsraten bzw. langen
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Haltezeiten eine deutliche Verschlechterung der Gelfestigkeit gegeniiber Joghurt, der aus
Milch hergestellt wurde, welche bei niedrigen Temperaturen, aber mit gleicher resultierender
Denaturierungsrate wiarmebehandelt wurde. Diese Arbeit bestétigt auch, dass durch die Hitze

die Struktur der Caseinmicelle beeinflusst wird, die wihrend der Joghurtproduktion zu sehen
ist.

Diese Arbeit hat damit einen bedeutenden Beitrag geleistet, um weiterfithrende Arbeiten zur

Strukturaufklarung und zur Technologie der Caseinmicelle zielgerichtet zu induzieren.
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In UHT-erhitzter Milch wurde die Beeintrachtigung der Labgelbildungseigenschaften in An-
und Abwesenheit der Molkenproteine untersucht. Wie schon bekannt, fiihrt die Erhitzung der
Milch bei Temperaturen iiber 70 °C zur Denaturierung der Molkenproteine, indem
insbesondere B-Lactoglobulin mit anderen Molkenproteinen oder k-Casein aggregiert. Dieser
Effekt wirkt sich in dem Verkdsungsprozess negativ aus, da sowohl die enzymatische als auch
die nicht-enzymatische Phase der Labgelbildung verzégert werden. Um dies zu verhindern,
wurden die Milchproteine mittels Membrantrennverfahren (Mikrofiltration/Diafiltration &
Ultrafiltration) vor der Erhitzung in die Proteinfraktionen Caseine und Molkenproteine
fraktioniert. Es war das Ziel der Arbeit, neben den késereitechnologischen,
anwendungsbezogenen Untersuchungen auch Untersuchungen zu den physikalisch-

chemischen Verdanderungen an oder in den Caseinmicellen durchzufiihren.

Aus késereitechnologischer Sicht wurde der Effekt der Hitzebehandlung auf die
Labgelbildung bei unterschiedlichen Molkenproteinkonzentrationen bestimmt. Je hoher der
Restmolkenproteingehalt und die Erhitzungstemperatur sind, desto stirker wird die
Labgelbildung der Késereimilch beeintriachtigt. Jedoch kann eine Standardlabgelbildung d.h.
im Gegensatz zu Magermilch trotz eines hohen Restmolkenproteingehaltes erreicht werden,
wenn die Erhitzungstemperatur im Vergleich zu UHT-Bedingungen reduziert wird. Es konnte
in dieser Studie auch festgestellt werden, dass die Labgelbildungseigenschaften der erhitzten
Caseinlosungen in Abhingigkeit von Erhitzungstemperatur und Heilhaltezeit trotz der

vollstdndigen Entfernung der Molkenproteine beeintrachtigt werden.

Weiter wurde der Einfluss des unterschiedlichen Casein und Molkenproteinverhéltnisse
untersucht, um herauszufinden, bei welchen Proteinkonzentrationen sich die
Labgelbildungseigenschaften der bei 140 °C fiir 10 s erhitzten Konzentrate optimal verhalten.
Es wurden dabei zwei Optionen festgestellt. Die erste Option entspricht einer
Caseinkonzentration von 3,4 % und einem Molkenproteingehalt von 0,01 %, die zweite Wahl
lasst bei einem Caseingehalt von 6,4 % zu und einen Molkenproteingehalt von 0,65 % zu.
Diese Bedingungen ermdglichen VAYS Strategien, ein Labgel mit
Standardlabgelbildungseigenschaften aus UHT-behandelter Milch zu erhalten: Entweder die
Molkenproteine miissen vor der UHT-Erhitzung der Milch entfernt werden oder der negative
Effekt der Molkenproteindenaturierung kann durch eine Erhéhung der Konzentration der

Caseinmicellen gegetliber der Molkenproteinkonzentrationen ausgeglichen werden.

Diese Ergebnisse konnen fiir den praktischen Einsatz des Verfahrens von grofler Bedeutung
sein. Dabei geht es bei dem Verfahren um die Herstellung von Kédse aus UHT-erhitzter Milch.
Dieses Verfahren erlaubt das Herstellen des Kédses ohne Zugabe von mikrobizide Zusdtzen
(z.B. Nitrat).
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Nachdem festgestellt wurde, dass die Labgelbildungseigenschaften der Labgele, die aus
erhitzten Caseinlosungen hergestellt wurden, sich mit steigender Temperaturintensitit
verschlechtern [Schreiber, 2000, 2001], wurde im Folgenden auf die hitzebedingten
Verdnderungen an oder in der Caseinmicellen, die mit der Labgelbildungseigenschaften im
engen Zusammenhang stehen, eingegangen. Daher wurden die unterschiedlich chemisch-
physikalischen Methoden zur Identifizierung dieser Verdnderungen einbezogen. In diesem
Zusammenhang wurde mit GPC, SDS-PAGE, Kapillarviskosimeter, @ HPLC,
Fluoreszenzspektrometer, NMR usw. gearbeitet. Es wurde festgestellt, dass die Caseine nicht

so hitzestabil sind, wie bis jetzt angenommen wurde.

Mittels Gelpermeationschromatographie wurde der Polymerisationsgrad der Caseinfraktionen
festgestellt und dabei wurde herausgefunden, dass der Polymerisationsgrad der Caseine linear
mit steigender Temperatur und Heisshaltezeit zugenommen hat. Das heil}t, dass diese durch
Erhitzung entstandenen Polymerisationsprodukte eine sterische oder elektrostatische Barriere

wéhrend der Labgelbildung darstellen konnen.

Mit SDS-PAGE wurde die hitzebedingte Dissoziation der as-, B- und x-Caseine von der
Micelle in die Serumphase festgestellt. Je hoher die Temperaturen und Heilhaltezeiten, desto
mehr dissozieren die k-, - und as-Casein aus der Micelle in die Serumphase. Das bedeutet,
dass das kolloidale System der Caseinmicelle durch Erhitzung beeintrichtigt wird und die

Caseinmicellen nicht mehr im originellen Zustand vorliegen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Voluminositit der Caseinmicellen mit steigender
Temperatur und Haltezeit ansteigt. Dies konnte durch hitzeinduzierte Prézipitation von
Calcium und Phosphat oder durch Entstehung der Polymerisationsprodukte zwischen den

Aminosauren erkliart werden.

Als eine wichtige Eigenschaft zur Stabilisierung der Caseinmicelle kann die
Oberflichenhydrophobizitit angesehen werden. Bei den  Untersuchungen zur
Oberflaichenhydrophobizitit wurde festgestellt, dass die Oberflichenhydrophobizitit der
Caseinmicelle mit zunehmender Temperatur und HeiBhaltezeit linear abnimmt. Das bedeutet,
dass die Caseinmicelle wéahrend der UHT-Erhitzung ihre Struktur verdndert, so dass

insgesamt das Wasserbindevermodgen zunimmt.

Das Serumbindevermogen der Labgele aus den erhitzten Caseinlésungen wurde mittels
Synérese-Methode, die nach einem dynamischen System funktioniert, untersucht. Es wurde
herausgefunden, dass das Serumbindevermdégen der Labgele, die aus erhitzten
Caseinlosungen hergestellt wurden, mit steigender Temperatur und Haltezeit zunimmt.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden weiter Untersuchungen mittels NMR durchgefiihrt, um
aufzuklaren, wie sich die Mobilitdt des Wassers in erhitzten Caseinlosungen verhilt. Hier

konnte allerdings kein Unterschied zwischen den aus nicht erhitzten Caseinlésungen
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gewonnenen und aus erhitzten Caseinlosungen hergestellten Labgele beziiglich der

Wassermobilitét festgestellt werden.

Um die hitzebedingten Einfliisse auf die Labgelbildungseigenschaften der erhitzten
Caseinlosungen zu verbessern, wurde weiter die Auswirkung der ionen-Stérke durch Zugabe
von NaCl untersucht. Es wurde festgestellt, dass je hoher die NaCl- und je geringer die
Caseinkonzentration wird, desto ldnger dauert die Gerinnungzeit. Optimal fiir die
Labgelbildung ist eine hohe Caseinkonzentration in Kombination mit einer geringen oder
keiner NaCl-Zugabe.

Durch die mehr oder weniger hohe Korrelation zwischen den Labgelbildungseigenschaften
der erhitzter Caseinlosungen und diesen Verdnderungen konnte erklart werden, dass entweder
eine Verdnderung oder eine Kombination der mehreren Verdnderungen fiir die

Verschlechterung der Labgelbildungseigenschaften der Labgele verantwortlich sein kann.

Wihrend der Erhitzung der Milch treten je nach Erhitzungsverfahren unterschiedliche
Verdanderungen des Produktes auf. Mit einer kontinuierlichen Erhitzung kann man die
Aufheizzeit wesentlich besser steuern und optimieren, man erhélt ein nahezu ideales
Temperaturprofil. Deswegen wurden im ndchsten Teil der Arbeit auf diese UHT-
Erhitzungsverfahren eingegangen. Die Caseinlésungen wurden direkt mit dem Dampf und
indirekt mit einem statischen Rohrchen-Wérmeaustauscher erhitzt. Nach der Erhitzung
wurden Kése vom Typ Edamer hergestellt. Die Kése wurden bei 15°C fiir 28 Tage gereift und
der Reifungsverlauf untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Reifungsverlauf je nach
Erhitzungsmethode unterschiedlich war. Es konnte festgestellt werden, dass der
Reifungsverlauf (insbesondere der Abbau des B-Caseins) des Késes, deren Ausgangsmilch
nach direktem Verfahren erhitzt wurde, schneller war als beim indirekten Verfahren. Das l4sst
sich dadurch erkldren, dass wahrend der direkten Erhitzung mehr proteolytische Enzyme in
der Milch bleiben als bei durch indirekte Methode, welche nachher den Reifungsprozess des

Késes beschleunigen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hauptsidchlich die hitzebedingten Einfliisse an der
Caseinmicellen  erforscht und als  praxisbezogene  Anwendung wurde die
Labgelbildungseigenschaften der aus UHT-erhitzter Caseinlosungen betrachtet. Sicherlich
konnen diese hitzebedingten Verdnderungen an der Caseinmicellen bei der Entwicklung und
Forschung bzw. beim Einsatz in verschiedenen Milchprodukten ein anderes
Anwendungsgebiet finden. Moglicherweise wire eine Kombination der hitzebedingten
Veranderungen an der Caseinmicellen mit der Hochdrucktechnologie und deren Applikation
in verschiedenen Bereichen in der Lebensmittelindustrie eine Moglichkeit. AuBBerdem lassen
sich aus dem Wissen liber die hitzebedingten Verdnderungen an der Caseinmicelle lassen sich

Hinweise auf die Struktur der Caseinmicellen ableiten. Die Feststellung dieser Verdnderungen
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ermdglicht die Umsetzung von praxisrelevanten Problemen oder einen Einsatz in der
Prozesssteuerung und mit den gewonnenen Erkenntnissen ein Verbesssern und Entwickeln

neuer Prozesse in der Lebensmittelverfahrenstechnik.
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Abstract
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1. Introduction

Structure is a fundamental variable influencing trans-
port phenomena and physical properties of food
products. Perceived quality is impacted by the micro-
structure in terms of attributes such as mouthfeel and
creaminess. Food structure engineering, i.e. food struc-
ture design, has therefore become very important to the
food scientist and the food engineer as a controlled
effort to preserve, modify or create structures by means
of processing techniques and matrix composition.
Because of the relevance of microstructure the scale of
analysis is being shifted from the macro- to the
microlevel. Available and novel analytical techniques
such as ultrasound spectroscopy are enabling to assess
changes on this level and to obtain the information
needed to understand the mechanisms in complex food
microstructure building.

Milk and dairy products are complex systems with
structural properties of either an emulsion, a gel, a foam,
a suspension or a combination of these that all depend
on the molecular functional properties of both the major
and minor ingredients. Their natural functional proper-
ties, on the other hand, can be influenced by means of
processing techniques such as thermal treatment,
membrane separation or other fractionation techniques,
only to name a few of the multiple options available, in
order to obtain modified or new product properties in a
targeted way. As a consequence, a detailed under-
standing of both the chemical and physical ingredient
properties as well as of the technical and processing
aspects is required to successfully aim at specific
structural objectives. By making use of the functional
and technical capabilities of single ingredients or unit
operations, and the multiple options derived from their
interactions and combinations, a broad range of
innovative process and product solutions for not only
fermented products can be considered. Focus is set on
the role of fractionation of complex systems by various
means in order to derive ingredients or systems with new

balances between the ingredients for the optimisation of
dairy food microstructures.

Fig. 1 illustrates these aspects in perspective to each
other. It is obvious that the various ingredients and
processing operations usually work together or are used
in combination to achieve certain effects, especially in
systems whose structure as a mixed, heterodispersed
system relies on different ingredient contributions.
Carbohydrates and proteins, for instance, generate
networks and provide gelling properties, proteins and
lipids together form emulsions, proteins act at the
interfaces of gas bubbles to create foams, microorgan-
isms and enzymes biologically modify proteins by
hydrolysis, crosslinking or fermentation and, in a
product like ice cream, most of these interactions play
an important role all together.

The purpose of this paper is to summarise recent
findings and new technological options derived from
thermal, high pressure treatment, enzymatic and mem-
brane technology which provide platforms to optimise
or to create new functional properties of dairy products.

2. Thermal processing technology
2.1. Effect of milk pre-heating on the yoghurt texture

Fig. 2 depicts a well-known example of the thermal
pre-processing of yoghurt milk and the impact thereof
on the rheological properties of the finished product. In
the left-hand diagram the effect of various temperature
(3)-/hold time (¢)-conditions on the degree of denatura-
tion of f-lactoglobulin ($-Lg) are shown. For a better
orientation the different heating regions for pasteurised
and UHT milks are included. The so-called flow curves
in the right-hand diagram indicate the impact of the
degree of f-Lg-denaturation on the rheological proper-
ties of the resulting yoghurt gel, i.e. after fermentation.
A high degree of denaturation, as found by Dannenberg
(1986) and Dannenberg and Kessler (1988), influences
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the gel firmness and the serum holding capacity in a
positive way through the whey protein aggregation on
the casein micelle surfaces. This can be exploited to
optimise the yoghurt texture. The overall conclusion for
the optimal conditions to pre-heat yoghurt milk drawn
by Dannenberg (1986) is schematically included in the
3/t-diagram: Considering a variety of criteria the
conditions covered by the grey shaded area, i.e.
conditions around 90°C/300s (in a range of 80-110°C
at hold times between 40 and 2000 s) result in the highest
firmness levels and the lowest serum release values.

2.2. Whey protein structures through heat induced
particulation

The reaction of f-Lg upon heat treatment, i.e. the
complex unfolding and aggregation reaction of the

native globular protein, can also be induced in whey. In
this case, it is not the casein micelle surface providing a
reactive partner for the f-Lg molecule. In whey, the
whey proteins react amongst themselves and form
particulated whey proteins aggregates. Depending on
the reaction conditions, several options to create whey
protein particles (WPP) with novel functional properties
exist that go beyond the original approach taken by the
Simplesse product. For a better understanding Fig. 3
schematically describes the unfolding reaction of f-Lg
and the exposure of reactive SH-groups which subse-
quently can form aggregates by means of S—S-bridges
between molecules. If this thermal reaction is taking
place while the product is under shear stress the size of
the resulting aggregates can be limited.

However, the resulting size and the inner structure of
the whey protein aggregates not only depend on the
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Fig. 4. Whey protein particulation under various temperature conditions and serum compositions (Spiegel, 1999).

application of heat and shear. As shown by Plock (1994)
and Spiegel (1999), the lactose content in the serum is of
paramount importance to this reaction.

Fig. 4 shows the aggregate size of the WPP, expressed
as mean particle diameter dso3, as a function of the
heating temperature and of the lactose content in the
serum. As can be seen the lactose level has a strong
impact on the aggregate size which also depends to a
very large extent on the heating temperature. As was
concluded from supportive serum binding measure-
ments and from image analysis of the particles (not
shown), also the internal structure of the particles varies
with changing heating conditions and serum composi-
tions. Such WPP can be used to create product textures
by making use of the functional properties and the
internal structure of the particles as long as they remain
in a size range small enough not to be detrimental to the
sensorical properties.

2.3. Thermal fractionation of whey proteins

Further options for the design of new product
matrices from thermal treatments can be derived from
the different reactivities of the individual whey proteins
to heat. Whey proteins react differently on a heat
treatment depending on a variety of milieu factors, such
as lactose content, protein concentration, protein
composition, pH, ionic environment and a few more
medium variables. Fig. 5 depicts the denaturation
reaction rate constants of f-Lg and a-Lactalbumin (a-
La) as a function of the lactose level and of the protein
content (Tolkach & Kulozik, 2001). As can be seen, f-
Lg and «-La react differently to these conditions.
Depending on the medium composition either one of
the proteins can be preferentially denaturated, i.e.
aggregated, while the other one mostly remains native

in solution. For instance, the rate constant for «-La at
low lactose and protein contents is low, while under the
same conditions f-Lg reacts much faster. For high
lactose and protein levels these proteins react reverse.
The aggregated protein can be separated easily from the
protein mixture. The diagrams also reminds of the
typical compositions of whey (low protein level, high
lactose level) and different whey derivatives (whey
protein concentrate, WPC: high lactose level and high
protein level; whey protein isolate, WPI: high protein
level, low lactose and, in addition, low mineral level),
highlighting the fact that the reactivity of the whey
proteins in such products is vastly different. This needs
to be taken in account when whey protein products are,
motivated by local or seasonal price fluctuations, used
for product design in different forms. In conclusion, the
variability of commercial whey products can well be
explained by the varying serum composition in mixed
wheys, thus leading to unexpected surprises when using
their functional properties in food design and manu-
facture.

3. Ultrahigh pressure technology

Shear treatment as one of the options to mechanically
process dairy systems was briefly mentioned already
above as part of the production of WPP. Another, still
emerging technology offering alternatives and new ways
to influence dairy product properties is ultrahigh
pressure (UHP) technology, operating at static pressure
levels between 200 and 1000 MPa (2000—10 000 bar). In
comparison to homogenisation of milk and cream in a
dynamic flow through mode at 2 to maximally 100 MPa
the product in the case of UHP is filled into a autoclave,
immersed in a liquid and statically pressure treated.
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Fig. 5. Reaction rate constants for f-Lg and o-La under various medium conditions (lactose concentration, total whey protein content) upon heat

treatment at 90°C (Tolkach & Kulozik, 2001).
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Fig. 6. Gel strengths of casein micelle suspensions after UHP treatment at different hold times and pressure release rates (modified from Fertsch,

Hinrichs, & Brummet, 2000).

Under UHP the volume compression effect of the
aqueous solution occurs and affects intramolecular
chemical bonds. As a result these bonds can either be
enforced or weakened such that, for instance, hydro-
phobic bonds in biological membranes or the tertiary
protein structure of enzymes are deteriorated (Hinrichs,
2000). This effect has been investigated by Rademacher
(1999) and Rademacher, Werner, and Pehl (2002) in
detail for the inactivation of microorganisms and
structural effects of biological membranes. Hinrichs
(2000) studied the effect of UHP on protein structures
that result from treating milk concentrates, WPCs and

the individual milk protein fractions, i.e. pure native
casein micelles and whey proteins. As demonstrated by
these investigations novel ways to coagulate UF
concentrated milk protein concentrates were found
which build on using UHP instead of renneting or
fermentation. Fig. 6 provides an impression of the
impact of UHP on a casein micelle suspension (casein
concentration: 10%) at a maximum pressure level of
600 MPa and both at different pressure holding times
and pressure release rates. As can be seen gels with
variable gel strengths are formed, depending on hold
times and downward pressure ramps. For hold times ‘0’

625
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Fig. 7. Transglutaminase induced protein crosslinking reaction between lysin and glutamic acid.

weak gels were detected whereas for hold times of 15
and 30 min firmer gels were found also, again depending
on the pressure release rate. Inoculation of the resulting
casein gel with Penicillium candidum gave a camembert
type of cheese very similar to a standard type of product
(Hinrichs, 2001).

Whey proteins were identified to react differently on
UHP. First, they build different structures depending on
the processing conditions and, like upon thermal
treatment, the individual whey proteins can be fractio-
nated by selecting the pressure conditions appropriately.
Current investigations focus on a deeper understanding
of the effect of UHP on the casein micelle structure
during and after treatment by means of dynamic light
scattering as well as rhelogical and texture measure-
ments. Despite the fact that UHP is still at the brink of
being established in industrial production, although a
couple of practical examples are already existing in
various countries, it can still be predicted that novel
interesting dairy food microstructures can be con-
structed which are distinctly different to existing
products, in particular when combined with specifically
composed novel product compositions or enzymatic
crosslinking, as described further below.

4. Enzyme technology
4.1. Enzymatic protein crosslinking by transglutaminase

The generation of stable product structures with
specific textural attributes can only partially be achieved
by means of the native functional properties of proteins
or hydrocolloids. Enzymatic crosslinking of proteins by
means of transglutaminase (Tg-ase) offers additional
means to create protein-based structures. The enzyme
Tg-ase catalyses an acyl group transfer between 7y-
carboxyamide groups of peptide-bound glutaminyl
residues as acyl donor and the primary amino groups
in a variety of amine compounds as acyl acceptor,
including peptide-bound e-amino groups of lysyl resi-
dues as shown in Fig. 7. This key chemical mechanism
requires the presence of amino acids in the protein chain
which are sensitive to this reaction. Among the milk
proteins the casein fraction is the preferred substrate for
Tg-ase, because of the amino acid profile that includes
glutamic acid and lysin.

The effect of enzymatic crosslinking by Tg-ase is an
increased gel strength and can also be rheologically
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Fig. 8. Storage modulus in skim milk gels as a function of time during
direct acidification following various pre-treatments (Lauber, 2002).

measured by the storage modulus G’, which is a measure
for the solid material properties of the structure. In
Fig. 8 the storage modulus in skim milk-based gels is
shown as a function of time for skim milk concentrates
which underwent various pre-treatments: heat treat-
ment, UHP (400 MPa), Tg-ase (3Ug ' protein) and a
combined treatment by Tg-ase and UHP. The pre-
treatment time in each case was 60 min after which an
acidification step by means of GDL (Glucono-é-lacton)
was applied in order to set the gel following isoelectric
coagulation upon decrease of the pH. The acidification
temperature was 23°C. Except for the control product
which was not pre-treated at all, in all cases the storage
modulus increased exponentially after about 1-1.5h of
lag time before levelling off to a final value. The G’-value
differs for the various pre-treatments. The highest value
was obtained for the combined Tg-ase/UHP-pre-treat-
ment. This synergistic behaviour can be explained by a
more open structure of the casein micelles upon UHP
treatment, thus offering more reactive groups for the
acyl group transfer reaction.

4.2. Enzymatic lactose hydrolysis post-fermentation

Conventional lactose hydrolysis usually is conducted
prior to fermentation, thus also changing the substrate
compositions for the culture and introducing an
additional processing step which significantly extends
the overall processing time. An alternative to this
treatment was developed by adding the enzyme hydro-
lysing the lactose post-fermentation. The enzyme used
was a lactase extracted from moulds with a pH optimum
suitable for the acid pH of the fermented product. In
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Fig. 9. Enzymatic lactose hydrolysis post-fermentation in fresh cheese.

this study a fresh cheese type of product (quarg) was
used for the experiments. Two competing objectives
were to be considered for this new process: to preserve
the structure of the already formed protein gel while
introducing the lactase enzyme inline by means of a
static mixer and, secondly, to disperse the lactase fine
enough in order to ensure a uniform hydrolysis reaction
throughout the product. The processing conditions and
time were set to 72h at 4°C, assuming a 3 day
distribution time available for the hydrolysis reaction
under cooling conditions until the first product has
reached the final consumption stage. A block diagram of
the processing set up is depicted in Fig. 9.

Under these conditions the lactose was found to be
able to migrate about 20mm, whereas the lactase
enzyme only migrates Smm as could be shown by
experiments in a specially constructed diffusion cell
described by Wilde, Baumgartner, Fertsch, and Hinrichs
(2001) and Baumgartner, Wilde, and Hinrichs (2001). In
other words, the inline mixing device comprising
variable numbers of elements (n = 0—16) of a static
mixer cell, has to ensure a maximum distance of 20 mm
between the enzyme and lactose molecules to be bridged
by diffusion during the 3 days of reaction time available.
The mixing intensity can thus be limited to a minimum
in order to maintain most of the gel structure. From
these experiments the potential can be derived to reduce
the sweetness to be added to dessert type of products by
means of fruit preparations. In terms of the additional
options, other enzymatic reactions such as protein
hydrolysis reactions can be considered as future
possibilities using the same principal approach.

5. Membrane technology

The design of matrices to construct certain consumer
preferred food structures is one of the keys for future
competitiveness in the dairy industry for consumer
preferred products. In addition, new nutritional con-
cepts can be developed by means of enriching, depleting
or avoiding certain components with special physiolo-

gical properties. Conventional means of fractionation
are limited in their potential to provide solutions to
these new concepts because they do not deliver the
target ingredients in the desired form or molecular
configuration. Membrane technology therefore was
investigated in order to assess the processing variables
and conditions required to come up with innovative
possibilities for, e.g., protein fractionation. Starting
point was the well-known uniform transmembrane
pressure microfiltration (UTP MF) concept originally
developed in the mid-seventies and then further opti-
mised (Osterland, Andersen, & Ottosen, 1995) for the
filtration of milk with membrane pore sizes around
1.4 pm with the intention to produce sterile milk. Other
researchers later on made use of this processing concept
for the fractionation of caseins and whey proteins with
nominal pore sizes of 0.1 um (Maubois & Ollivier, 1992;
Kersten, 2001).

As can be seen from Fig. 10 skim milk can be
fractionated by means of UTP MF (0.1 um), in
combination with an UF diafiltration step, in its two
main protein fractions. This concept yields a native
casein retentate and native whey proteins. The MF
permeate can be considered a sort of sweet whey,
because it only contains the whey proteins but no
caseinoglycomacropeptide (CGMP). This MF permeate
can be further concentrated to obtain a WPC product.
The UF permeate from this operation is recirculated
into the MF stage as a diafiltration medium. The casein
retentate, when used as cheese milk, can almost be
depleted of all whey proteins through a continuous or
six-fold batch multistage diafiltration. In contrast to
conventional cheese technology, it is then possible to
UHT treat the cheese milk in order to destruct the spore
forming Clostridium species, which currently in most
cases still have to be suppressed by nitrate addition to
prevent gas formation in the cheese loaf (late blowing)
during ripening (Schreiber, 2000). The whey proteins
can either be concentrated by UF or treated further in
order to fractionate the whey proteins in their main
components. Alternatively, the whey proteins can be
particulated to form WPP. Both approaches are options
to build a new platform for the design of novel product
matrices still to be exploited to achieve specific
functional properties such as gelling, foaming or
emulsification.

An alternative to entirely deplete the skim milk from
the whey proteins by diafiltration is to raise the casein
content in order to make the system more heat stable
while reducing the technical effort for the diafiltration
process. Investigations were conducted at different
casein levels while modifying the whey protein content.
The products were UHT treated (140°C/10s holding
time) and compared against a standard cheese milk
treatment that was conducted at regular pasteurisation
conditions. The effect of these variations on the rennet
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Kulozik, 2001).

coagulation was assessed by measuring the gelling time
(Gelograph) and the resulting gel firmness (Texture
profiling). Fig. 11 shows the iso-effect lines regarding
gelling time and gel firmness, i.e. the relative values of
these two properties of the experimental rennet gels
versus the standard rennet gel. The target was to identify
the set of conditions that delivered the same rennet gel
properties in terms of gelling time (relative value of ““1°")
and gel firmness (relative value of ““1””) as compared to
the standard way of manufacture or milk pre-treatment
including a pasteurisation step.

As can be seen from Fig. 11 the iso-effect lines have
two crossover points at which the UHT treatment does
not change the gelling properties of the cheese milk
when coagulated by rennet.

6. New technologies for new nutritional concepts

Milk and dairy products are well recognised for their
healthy composition. However, new tasks and expecta-
tions to provide products with preventive or even
therapeutic properties are emerging (Korhonen, 2002).

This chapter describes two examples where a higher
degree of nutritional functionality can be achieved by
increased retention of calcium in fresh cheese (Example
1) and by concentrating the CGMP from the cheese
process described in Fig. 10 (Example 2). Both examples
include challenges on the structural level in order to
ensure an active contribution in food microstructure or
texture of the components originally included for their
nutritional function.

6.1. Calcium retention in fresh cheese

In standard fresh cheese manufacture a lager portion
of the original milk calcium is lost in the concentration
step (either centrifugal separation or UF) where the
desired protein and dry matter level is achieved, because
the colloidal calcium, at acid pH values, is ionic and
therefore leaves the casein micelle into the serum. While
in the separation process the whey proteins and the
calcium are lost in the serum, the UF process retains the
whey proteins and, therefore, achieves a higher yield,
but the calcium is still lost into the UF permeate. Fresh
cheeses therefore are lower in calcium content than milk
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and do not fulfil the nutritional expectations of dairy
products. Fig. 12 compares the conventional fresh
cheese process with a new process proposal that can
retain most of the milk calcium in the fresh cheese. The
new process includes an upstream nanofiltration two-
fold pre-concentration step. Thereafter, the regular fresh
cheese process is applied including an UF concentration
step to achieve the final dry matter value. In this case,
however, the calcium losses into the serum are much
lower as compared to the conventional process, because
the final concentration step only has to remove a small
amount of serum including the ionic calcium. The final
UF step and the partial calcium removal, however, is
still necessary, because otherwise the product acquires
undesired sensorical properties linked to a bitter taste at
the beginning of the shelf life (Bédurle, Walenta, &
Kessler, 1984), for which the mechanisms are not yet
understood.

6.2. Caseinoglycomacropeptide (CGMP/CMP)

One of the biologically active ingredients that have a
potential to be used more explicitly in dairy product
formulations or in other areas of the food industry is
CGMP, which is enzymatically cut off the casein micelle
during the renneting process in cheese making. CGMP is
a variable molecule dependent on the genetic variant,
which is partially glycosilated (CGMP) and partially
non-glycosilated (CMP). CMP and CGMP offer a large
variety of well documented biological and physiological
functions, such as toxin binding, suppression of patho-
gens, pre-biotic nutrient for a healthy gut flora,
osteoporosis prevention and other properties (Brody,
2000; Clare, 1998; Abd El-Salam, EI-Shibiny, &
Buchheim, 1996; Neeser, 2000), which are partially
linked to CMP or CGMP. New nutritional concepts
could make extended use of this potential. However, the

Casein retentate
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Renneting Casein coagulate
for cheese or casein
manufacture

GMP-enriched serum

UF

| GMP-concentrate

Fig. 13. Process to obtain CGMP/CMP from native casein micelles
(Thomd & Kulozik, 2002).

UF-Permeate

ion exchange technology available to isolate GMP from
sweet whey is not very efficient and not environmentally
friendly. This results in a high price for GMP. More
important, though, is the lack of knowledge on the
functional properties of CGMP/CMP and on the active,
targeted integration of CGMP or CMP in product
matrices in conjunction with novel nutritional concepts,
which is currently being investigated at the authors’
chair.

UTP MF, as described above, is able to overcome the
limitations of the current technology for the CGMP and
CMP isolation. The process, as described in Fig. 10, is
the starting point of new considerations in developing
an alternative process to obtain CGMP and CMP. After
the casein/whey protein fractionation the casein reten-
tate is renneted to produce cheese. The ‘whey’ resulting
from this procedure does not contain whey proteins,
some casein coagulate particles and CGMP/CMP. The
casein particles can easily be removed by a coarse
microfiltration or centrifugation. What remains is a
CGMP/CMP solution that can be further concentrated
or pre-treated to influence the functionality. Current
investigations focus on making use of the expected
functional properties in dairy product matrices. Fig. 13
schematically shows the process for the isolation of
CGMP/CMP from native casein micelles that could be
extended by a MF or centrifugation step to remove
casein coagulate particles.

7. Conclusion and outlook

From the examples presented in this paper it can be
concluded that for the design of new product concepts
the fractionation of dairy ingredients is key to offering
novel development possibilities. Both the structural
properties of products as well as their nutritional value
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depend on the capability to enrich or deplete certain
ingredients that have an influence on these functions. As
demonstrated, membrane technologies can produce
native single dairy proteins for product design. In
combination with an improved understanding of ther-
mal treatments on protein reactivity under certain milieu
conditions these possibilities provide a whole new
platform for developing innovative dairy and other
food products. Material sciences and biology are
expected to have a comparable influence on food
product engineering and product development like the
methods of chemical engineering had in the past few
decades. Considering the various dairy products around
the world, it is notable that these depend on the
functional properties of milks from other species than
cow. On the other hand, the availability of other milks is
limited even in the home countries of such products, for
instance, mare’s milk for the manufacture of koumiss in
Turkey. Hence, another direction for developing new
dairy products is trying to adapt the cow’s milk
composition to that of milks from other species. Again,
membrane technologies may be able to modify the
contents of the key dairy ingredients including the
casein/whey protein ratio, thus also helping to develop
the required food textures and microstructures that are
depending on the functionality of individual proteins or
combinations thereof. In this context, especially because
of their nutritional value, the minor substances of milk
are of equal importance and will find more attention in
the near term future. Challenges ahead are linked to
open questions regarding closed product streams within
a factory or to find integrated concepts with outlet
usage’s for those remaining parts of a fractionated
product that have no immediate value or utilisation.
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Impact of UHT or high heat treatment on the rennet gel formation
of skim milk with various whey protein contents

By Selda BuLcA, Jeanette LEDER and U. KULOZIK

Technische Universitat Minchen, Chair for Food Process Engineering and Dairy Technology, Weihenstephaner Berg 1,
85350 Freising, Germany. E-mail: Selda.Bulca@wzw.tum.de

The whey protein content of skim milk was reduced using microfiltration (MF) and ultrafiltration (UF) in a diafiltration
(DF) mode, while keeping the casein concentration constant. The MF retentates obtained were heated in the temperature
range of 110—140°C. The objective of the study was to assess the impact of the heat treatment on the rennetability of milk
at various whey protein levels. It was found that the higher the remaining amount of whey proteins and the higher the tem-
perature, the more affected were coagulation time and gel strength. However, the standard gel formation properties could
be obtained, which describe the comparable renneting properties of heated MF retentates with pasteurised milk despite
the higher amount of remaining whey proteins, when the maximum temperature for the heating step is decreased. With a
partial removal of whey proteins by 82%, which corresponded to a 3-fold diafiltration step, the MF retentates could be
heated at 120 °C, while a 4-fold diafiltration of retentates allowed a heating temperature up to 130°C. The temperature
levels could be increased up to 140 °C, when the whey proteins were depleted approximately by 96%.

Einfluss einer UHT- oder Hocherhitzung auf die Labgelbildung von Milch mit unterschiedlichen Molkenprotein-
konzentrationen

Mittels Mikrofiltration (MF) und Ultrafiltration (UF) wurde im Diafiltrations (DF)-Modus die Molkenproteinkonzentration
in Milch bei konstanter Caseinkonzentration reduziert. Die MF-Retentate wurden zwischen 110 und 140 °C erhitzt. Ziel
der Arbeit war, den Effekt der Hitzebehandlung auf die Labgelbildung bei unterschiedlichen Molkenproteinkonzentratio-
nen zu bestimmen. Je héher der Restmolkenproteingehalt und die Erhitzungstemperatur sind, desto starker wird die Lab-
gelbildung der Kasereimilch beeintrachtigt. Jedoch kann eine Standardlabgelbildung trotz eines hohen Restmolkenpro-
teingehaltes erreicht werden, wenn die Erhitzungstemperatur im Vergleich zu UHT-Bedingungen reduziert wird. Durch
eine Entfernung der Molkenproteine um 82%, welche bei einem 3-fachen Diafiltrationsschritt erreicht wurde, kénnen die
MF-Retentate bei 120 °C erhitzt werden, wahrend ein 4-facher Diafiltrationsschritt eine Erhitzung bis zu 130 °C erlaubt.
MF-Retentate kdnnen bis auf 140 °C erhitzt werden, wenn eine Entfernung der Molkenproteine um 96% gewahrleistet ist.

21 Heat treatment (rennet gel formation)

21 Milcherhitzung (Labgelbildung)

1. Introduction

Spore formers can lead to the undesired effect of
"late blowing" during the ripening of semi-hard and
hard cheeses. According to SCHREIBER and HINRICHS
(1), heating conditions of 110°C/24 s are sufficient to
destroy spores from Cl. tyrobutyricum by 4 log units.
However, heating of milk can impair its renneting prop-
erties depending on the severity of the heat treatment.
It is well established that milk which was heated at
temperatures above 70°C has a longer coagulation
time and forms a weaker curd than original unheated
milk (2, 3, 4). The effect of heating on renneting is prin-
cipally ascribed to the formation of complexes between
denatured B-Lactoglobulin (B-Lg) and k-casein (5). This
complex impairs the hydrolysis of k-casein by chy-
mosin. It is generally agreed that the secondary phase
of the rennet coagulation is more adversely affected by
heating than the enzymatic phase. Denatured whey
proteins on the surface of casein micelles sterically
hinder the aggregation of renneted casein micelles (2,
3, 6). This effect is more pronounced the higher the
heating temperature is, when skim milk is heated at
temperatures in the range of 70-140°C, the quantities
of native B-Lg and a-Lactalbumin (a-La) decrease with
an increase in heating time. Under the same condi-
tions, the degree of denaturation of B-Lg is greater than
for a-La (7, 8, 9). According to DALGLEISH (5), the coagu-
lation time of heated milk increases slowly at low levels
of whey protein denaturation. Above 50% of -Lg dena-
turation, the coagulation time increases considerably.

Studies of GHOsH et al. (10) showed that the rennet co-
agulation time of heated

milk increases linearly, for a degree of whey protein
denaturation from 20 to 99%. Rennet induced-gelation
was totally hindered when more than 60% whey pro-
teins of cheese milk were denatured (11). In terms of
the association of denatured whey proteins with casein
micelles OLDFIELD et al. (9) reported that during the ini-
tial stages of heating in the range of 80-130°C, mainly
B-Lg associates with casein micelles, while a-La be-
gins to associate with the micelle after prolonged heat-
ing times. CORREDIG and DALGLEISH (12) showed that
about 60% of k-casein is shielded by B-Lg after heating
at 120-140°C for 4 s, while only 15% of k-casein is
blocked by a-La. Because of the greater sensitivity of
B-Lg to heat, in our investigations we determined the
amount of denatured p-Lg B and the ratio of denatured
whey proteins relative to the amount of casein. Apart
from whey protein denaturation, other physico-
chemical casein micelle changes in milk salts equilibria
might also interfere with the renneting process, espe-
cially during the aggregation phase (2). Therefore,
changes in the rennet coagulation time and curd firm-
ness of heated milk could be counterbalanced by acidi-
fication or calcium addition prior to heating as de-
scribed by 4, 13, 14, 15. It is well established that the
heating causes the precipitation of calcium phosphate
with a reduction of soluble serum calcium. A certain
calcium concentration, however, is required for the
formation of rennet gels (16, 17). Acidification of
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heated milks causes a reduction in charge repulsion
and increased calcium concentration solubilization (3,
18). However, neither the acidification nor the calcium
addition could completely restore the original renneting
properties especially gel firmness of heated milk (15). In
other words, most of the heat-related changes must be
assigned to the interaction of whey proteins and ca-
sein. Hence, the influence of whey protein denaturation
on the renneting properties of milk is likely to be avoid-
able by the partial or complete removal of the whey pro-
teins by using microfiltration (MF) in combination of ul-
trafiltration (UF) before heating, using the UF-permeate
as a diafiltration medium. This method allows to de-
plete the whey protein of skim milk and should thus in-
crease the rennetability of heated milk. However, no
information is available as to the tolerable amount of
remaining whey proteins such that the renneting prop-
erties of the partially whey protein depleted milk (co-
agulation time, gel strength) after heating remains
comparable with unheated or pasteurised milk. There-
fore, the purpose of the present study was to investi-
gate the influence of modified whey protein concentra-
tion, according to the number of diafiltration steps on the
renneting properties.

2. Materials and methods
2.1 Removal of whey proteins by microfiltration

Pasteurised skim milk (72°C, 15 s) was obtained from
the local dairy. The UF and MF process was performed
according to KERSTEN (19). Skim milk was fractionated
using a MF (0.1 um nominal pore size) membrane in
the UTP mode (uniform transmembrane pressure) and
diafiltered (DF) with UF-permeate to keep the lactose
and salt concentrations constant. The MF/DF process
was conducted by a 5-fold volume turn over. After each
diafiltration step MF retentates were obtained and des-
ignated as MF-R 1 to MF-R 5.

Figure 1 visualises the concentration decrease of
the individual whey proteins as a function of the num-
ber of diafiltration steps. After the diafiltration, the total
whey protein content was reduced to 0.24 g.I-1 (0.02%).
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Fig. 1: Reduction of the whey protein content in skim milk as
a function of the number of diafiltration steps by mi-
crofiltration using milk serum in the form of UF per-
meate as diafiltration medium

2.2 Heating

The heating was performed in a pilot heating plant
using small tubes with a volume of 20 ml (stainless
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steel). As heating medium saturated steam was used.
The heating temperatures ranged between 110 and
140°C for 10 s holding time. After heating, the samples
were immediately cooled down to 20°C.

2.3 Protein content

The protein content of the retentates was analysed
using the nitrogen analyser FP-528 Series (Leco, Mon-
chengladbach, Germany). The whey protein content
was determined by RP-HPLC according to BEYER (20),
where the caseins and the denatured whey proteins
were precipitated at pH 4.6 using 1 M HCI. After filtra-
tion, the concentration of remaining soluble, native
whey proteins (B-Lg A and B, a-La) were measured.
The denaturation degree of the whey proteins was cal-
culated as the difference between the total whey pro-
tein concentration and the native whey protein concen-
tration in relation to the total whey protein
concentration. Figure 2 shows the chromatograms of
heated and not heated milk samples. As can be seen j3-
Lg A and B fractions were denatured to almost 100 %,
while a-la is still present in milk.

The casein content was calculated from the differ-
ence between the total protein content and the whey
protein content. Because the total non-protein nitroge-
nous compounds (NPN) of milk is between 229 and
308 mg.kg1 (21), in our investigations the NPN content
of the samples was considered negligible.

The total protein concentration of skim milk and of the
5 microfiltration retentates 1-5 were adjusted to 33.6 g.I*
using UF permeate prior to heating in order to avoid the
effect of different protein concentrations on the rennet-
ing gel properties. The total protein concentrations of
the retentates MF-R 1-MF-R 5 are shown in Fig. 3.
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Fig.2: RP-HPLC overlay chromatograms from heated (140 °C/
10 s) and not-heated skim milk
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Fig. 3: Total protein content of MF retentates regarding ca-
sein and whey protein content

2.4 Effect of the ultra high temperature on
denaturation of g-Lg B and on ratio of
denatured whey proteins to casein

After heating, the denaturation degree of -Lg B was
determined and, in addition, expressed as the ratio of
denatured B-Lg B to casein in the retentates, because
B-Lg B is the more heat unstable than the -Lg A and the
a-La (23) and thus the renneting properties of heated re-
tentates strongly depend on its concentration. In our in-
vestigations, we observed that the denaturation degree
of B-Lg B was between 83 and 100%, while the ratio of
denatured B-Lg B to casein was in the range of 0.007—
0.1g.g" depending on diafiltration steps and tempera-
ture applied.

2.5 Renneting properties

The rennet coagulation time of the heat treated
samples was analysed by the Gelograph (Gel Instru-
ment AG, Germany). Before renneting, 0.02% CacCl;
was added to the samples and the pH was adjusted to
6.5 using lactic acid (9%). The renneting was per-
formed at 30°C with 0.02% rennet addition (Standard
plus 175, Chr. Hansen, Nienburg, Germany). To meas-
ure the gel firmness a Texture Analyzer (TA-XT2, Stable
Micro Systems, Haslemore, England) was used. The
resistance force was measured 60 min after incubation
at 30°C. A crossed wire (d=30mm) was used as a
probe to penetrate the rennet gel (volume: 60 ml). The
renneting properties were defined as relative values in
comparison to the absolute coagulation properties of
the non-heated milks.

3. Results and discussion

3.1 Rennet coagulation properties of heated MF-
retentates

3.1.1 Relative rennet coagulation time

The relative coagulation time (RCT) of MF-R1 to
MF-R 5 is shown in Fig.4 as a function of the ratio of
denatured B-Lg B to casein. The relative coagulation
times of heated retentates were compared against the
values of pasteurised (standard) cheese milk, i.e. a
normalised value of “1” is obtained if the products be-
haved like standard milk. With increasing initial whey
protein content and increasing temperature, the RCT
increases. The lower the whey protein content and the
lower the temperature, the lower is the RCT. Due to the
higher whey protein content a higher level of complex
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formation occurs between B-LgB and x-casein and
thus the ratio of denatured whey proteins to casein in-
creases which results in an increase of the RCT for
MF-R1 from 1.6 to 2.4. For MF-R 1 the denatured
whey protein/casein-ratio is in the range of 0.084—
0.1g.g". The more diafiltration steps were conducted,
the lower is the whey protein content of milk as well as
the ratio of denatured whey proteins to casein. Conse-
quently, reduced values for RCT close to 1 were found.
This is the case for MF-R 5 with a ratio of denatured
whey protein to casein of 0.007 g.g-'. Despite the fact
that the values for RCT are close to “1” for MF-R 5 there
seems to be a trend of increasing RCT the higher the
heating temperature. Other heat related changes, be-
yond the effect of whey proteins upon denaturation
might play a role in this case.

3.1.2 Relative gel firmness

In Figure 5, the ratio of the denatured whey protein to
the casein is plotted against the relative rennet gel
firmness (RGF) of heated MF-retentates. In order to
compare the gel strength of the samples with standard
cheese-making conditions, the data are shown as rela-
tive values against the unheated sample. The RGF de-
creases with decreasing diafiltration steps or with in-
creasing denatured whey protein/casein-ratio which
leads to weaker rennet gel formation. For MF-R 1 al-
most no gel formation was detected. Independent of
the temperature applied the samples remain almost
liquid. MCMAHON et al. (6) and WAUNGANA et al. (22)
showed that the lower gel strength of heated milks is
presumably caused by the disruption of the continuity
of the gel network structure. This results in a weaken-
ing of the structure and in softer gels. With the de-
crease in the concentration of the whey proteins or in-
crease in the number of diafiltration steps, the relative
gel firmness can be brought closer to the value of 1.
However, with increasing temperature also MF-R5
shows a sligth decrease in the relative gel firmness de-
spite the absence of B-Lg B, which was similarly ob-
served by SCHREIBER (24), who brought this phenome-
non in connection with heat-induced precipitation of
soluble calcium.
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Fig. 4: Relative coagulation time of heated MF retentates as
a function of denatured whey protein to casein ratio
(The data points refer to the temperature conditions
from 110 °C-140 °C; each set of experiments for MF-
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R 1-5 shows the data points from bottom (110 °C) to

the upper point (140 °C)).
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Fig.5: Relative gel firmness of heated MF retentates as a
function of denatured whey protein to casein ratio (Each
set of experiments for MF-R 1-5 shows the data points
from upper (110 °C) to the bottom point (140 °C))

4. Conclusions

The heat treatment of cheese milk above pasteuri-
sation conditions would be desirable in order to inacti-
vate spores from microorganisms which induce the late
blowing phenomenon during the ripening of hard or
semi-hard cheeses. Such a heat treatment, however,
impairs the rennetability of the cheese milk due to the
whey protein denaturation on the casein micelle sur-
faces. An alternative was assessed to enable the heat
treatment at higher levels, namely the partial or com-
plete removal of whey proteins by microfiltration in com-
bination with diafiltration with milk serum (UF-permeate)
as a diafiltration medium.

It was shown that a partial removal of the whey pro-
teins allows for an increased heating temperature, de-
pending on the depletion level. For a removal by 82 %
the cheese milk can already be treated at 120°C/10 s,
which is above the temperature of 110°C/24 s, suffi-
ciently high for the inactivation of spores from CI. tyro-
butyricum by 4 log units. An almost complete removal
of the whey proteins (96%) allows temperature levels
up to 140°C. In conclusion, a set of combinations re-
garding level of remaining whey protein level and heat-
ing temperature can be proposed, such that cheeses
without the risk for late blowing could be produced (Ta-
ble 1). This provides an alternative to the addition of
nitrate or bactofugation, which in many cases, are both
applied in combination.

Table 1: Improving of renneting properties of milk by a
combination of diafiltration steps (or remained
whey protein content) with heating tempera-

ture
Number of dia- | Remaining amount of | Heating temperature
filtration steps [-] whey proteins [g/l] [°C)/10 s
3 1.14 120
4 0.61 120, 130
5 0.24 120, 130, 140
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Abstract

Ultrasonic and oscillating rheological methods were applied to investigate the effects of heat pre-treatment at Ultra-High-
Temperatures on the rennet gel formation of a whey-protein-free casein solution. By comparison, the ultrasonic velocity was found to be
sensitive to measure the enzymatic hydrolysis by rennet and the following aggregation process, but not as sensitive to detect the
formation of a casein gel. In contrast, the oscillating rheological method was not sensitive enough to detect the enzymatic hydrolysis, but
more suitable to characterize the formed gel network. A linear correlation was found between the coagulation times determined by these

two methods.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords.: Ultrasound; Oscillating rheology; Rennet gelation; Casein; UHT treatment

1. Introduction

Rennet gel formation of casein is known to be comprised
of three successive steps. Firstly, the rennet enzyme
hydrolyses the hydrophilic caseinomacropeptide (CMP)
from the casein micelle. The hydration state of casein
micelles thus changes due to the loss of the hydrophilic part
of x-casein on its surface, and the radius of casein micelles
shrinks (De Kruif & Holt, 2003). Subsequently, the casein
micelles start to aggregate due to increased hydrophobicity
of their surfaces. Finally, the aggregates form a three
dimensional gel network. The rennet gel formation and
properties of the formed gel can be influenced by many
factors, such as calcium concentration, pH, and heat
treatment of the milk.

A variety of different methods exists to investigate the
milk gel formation: oscillatory rheometry (Bohlin, Hegg, &
Ljusberg-Wahren,1984), thermal conductivity (Hori, 1985),
refractometry (Korolczuk & Maubois, 1988), and dynamic
light scattering (Horne & Davidson, 1990), to name a few.

*Corresponding author. Tel.: +498161715056; fax: +498161714384.
E-mail address: qin.wang@wzw.tum.de (Q. Wang).

0958-6946/$ - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.idairyj.2005.12.008

In the last few years ultrasound was also used to investigate
the milk gel formation (Benguigui, Emery, Durand, &
Busnel, 1994; Corredig, Alexander, & Dalgleish, 2004;
Gunasekaran & Ay, 1994; Nassar, Nongaillard, & Noél,
2001, 2004) with inconsistent results. Gunasekaran and Ay
(1994) investigated rennet milk coagulation using ultra-
sound at a frequency of 1 MHz and found that the
ultrasonic velocity and attenuation decrease during coagu-
lation of casein. In contrast, Corredig et al. (2004) observed
an increase in ultrasonic velocity and attenuation at higher
frequencies (14.667 and 7.835 MHz) during milk coagula-
tion by rennet. At 200 KHz Nassar et al. (2004) also
measured an increase in ultrasonic velocity. Dwyer,
Donnelly, and Buckin (2005) could at 14.5MHz clearly
measure a decrease of ultrasonic attenuation during
enzymatic cleavage of CMP. Corredig et al. (2004),
however, measured little change in attenuation at both
7.835 and 14.667 MHz during enzymatic phase.

Thus, low intensity ultrasound as a novel method seems
to offer a new option to obtain more information regarding
the rennet action in its primary phase and the secondary
aggregation phase. In the studies mentioned above the
focus was on the ultrasonic measurement alone. In order to
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use ultrasonic measurement as a new analysis method, it is
important to assess the quantitative correlation between
this method and an established method such as rheology.

The most frequently used parameters in ultrasonic
measurements are the ultrasonic velocity and attenuation.
For compressional waves the ultrasonic velocity v is a
function of the bulk modulus K’ and the storage modulus
G' of the medium (Audebrand, Doublier, Durand, &
Emery, 1995):

v= (K’+EG’>1 (1)
3°)p

where v stands for the ultrasonic velocity, K’ for the bulk
modulus, G for the storage modulus and p for the density.

The bulk modulus K’ is the reciprocal of the compres-
sibility k. An important contribution to the compressibility
K is the hydration of molecules. The hydration usually has
a negative contribution to the compressibility since water
in the hydration shell is less compressible than bulk water
(Gekko & Noguchi, 1979; Kharakoz & Sarvazyan, 1993;
Nolting, Jiang, & Sligar, 1993). For fluid systems and weak
gels G’ is much smaller than K’ (Povey, 1997). It is to be
noticed that G’ obtained from the rheological measure-
ments at low frequency (normally <100Hz) cannot be
compared to those from ultrasonic measurements in the
MHz range (Audebrand et al., 1995).

The ultrasonic attenuation describes the energy loss of
an ultrasonic wave when it travels through a medium. This
term includes the amount of ultrasonic energy converted
into heat due to fluid viscosity, thermal conduction and
molecular relaxation and the amount scattered by a
discontinuity in heterogeneous systems. The attenuation
provides information about the physicochemical properties
of materials, e.g. concentration, viscosity, molecular
relaxation, and microstructure (McClements, 1995).

The purpose of this study was to investigate the
ultrasonic method in comparison with rheometry as an
established method to describe the enzymatic renneting
process, i.e., the action of the rennet enzyme on the casein
fraction of milk protein. The casein solution used in this
study was milk, depleted of whey proteins by means of
membrane filtration. This solution was preheated at
temperatures of 120, 130, or 140°C for various heating
times. Pre-heating is known to affect the renneting process
(Bulca & Kulozik, 2003, 2004; Bulca, Leder, & Kulozik,
2004), and therefore, differences in the ultrasonic assess-
ment were expected.

2. Materials and methods
2.1. Production of casein solution and heating experiments

Pasteurized skim milk (72 °C, 155s) was obtained from a
local dairy. The whey proteins were removed by using
microfiltration (MF) in combination with ultrafiltration
(UF) according to Kersten (2001). The resulting ‘“whey

protein-free” casein solution with 3% (w/w) casein and
<0.02% (w/w) whey protein had similar lactose and salt
contents as the original skim milk. The total protein
content of the samples was measured by a nitrogen
analyser FP-528 (Leco, Monchengladbach, Germany)
using the Dumas method. The whey protein content was
determined by RP-HPLC (Beyer & Kessler, 1989). The
casein solution was stored at —18 °C prior to use.

The MF Module (APV, Silkeborg, Denmark) has 7
multi-channel elements (SCT, Bazet, France) with 19
channels (total area 1.68 m?) each. The membrane material
is o-aluminium oxide with an active layer of zirconium
oxide. The nominal pore-size of the membrane was 0.1 pm.
The MF plant works according to the uniform transmem-
brane pressure (UTP) principle, which reduces the surface
layer formation and therefore allows a higher permeation
flux compared to traditional cross-flow microfiltration. The
UF module (DSS, Nakskov, Denmark) consists of a
polysulphone membrane with a total area of 3m? and the
molecular mass cut-off of 25,000 Da.

The pre-treatment by heat under UHT conditions of the
casein solution was carried out in small stainless steal tubes
with a volume of 20mL in a lab scale heating plant. The
casein solution was pre-treated at 120, 130, or 140 °C for
up to 300s.

2.2. Sample preparation for the analysis

The casein solution, unheated or heated under variation
of the UHT heating temperature and time, was tempered at
30°C. After the temperature equilibrium was reached,
0.02% CacCl, (Merck, Darmstadt, Germany) was added to
the casein solution. Then the pH value of the solution was
adjusted to 6.5 using 9% lactic acid (Merck). This solution
was used as starting solution for the renneting experiments.
The renneting was performed at 30 °C with 0.02% rennet
addition. According to the specification from the manu-
facturer, the rennet extract (Standard plus 175, Chr.
Hansen, Nienburg, Germany) consisted of 80% chymosin
and 20% pepsin. It was applied in the form of a 5%
solution to adjust the rennet concentration.

2.3. Rheological measurements

Casein gels are viscoelastic (Bohlin et al., 1984) and their
rheological properties upon small deformation can be
determined using low amplitude dynamic oscillation. An
AR 1000 N Rheometer (TA Instruments, New Castle,
Delaware, USA) was used to measure the dynamic
rheological properties of the samples. The measuring
geometry consisted of an acryl cone (diameter 6¢cm and
2° angle) and a plate. Two hundred microlitre of 5% rennet
solution was added to 50 g casein solution with adjusted
CaCl, concentration, pH, and temperature. After 30s
stirring the sample was transferred to the plate of the
rheometer with an adjusted temperature of 30°C. The
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storage modulus G’ of the sample was measured during
60 min at a frequency of 1 Hz. The strain was 0.03.

In this work, the coagulation time was considered as the
time necessary for the gel to reach a G’ value of 1Pa
according to Walsh-O’Grady, O’Kennedy, Fitzgerald, and
Lane (2001) and Srinivasan and Lucey (2002). The gel
strength was defined as the storage modulus after 60 min
oscillation time.

2.4. Ultrasonic measurement

The ultrasonic measurements were carried out by the
ultrasonic device ResoScan (TF Instruments, Heidelberg,
Germany). The ResoScan system measures the ultrasonic
velocity v and the attenuation «f 2, where o is the
attenuation coefficient of the sample and f the frequency
of the ultrasonic wave, respectively. The ResoScan system
applies the resonance technique. The sample cells are
constructed as ultrasonic resonators in which a standing
compressional wave is generated. The ultrasonic transdu-
cers are made of lithium niobate. During the initialization a
frequency range of about 7-9 MHz is scanned. By locating
the resonance frequencies within this range, the order of
the resonance peaks is calculated. The system automati-
cally selects an optimal resonance peak (the master peak)
for the measurement. From the frequency and the shape of
this peak, the ultrasonic velocity and attenuation are
calculated. For the measurements in this work the selected
master peak was at 7.8 MHz.

The ResoScan system uses special intrinsic procedures to
calculate the parameters velocity and attenuation. The
ultrasonic velocity v is calculated from the fundamental
frequency fi, which is the lowest resonant frequency, and
the path length d:

v =2df,. (2)

The fundamental frequency f; is indirectly obtained by
measuring the frequency of the maximum of the master
resonance peak f,, from which f; can be determined. In the
ideal model of the ultrasonic resonator the resonances are
described by harmonic overtones of the fundamental
frequency. Hence, f,, should be an integer multiple of the
fundamental frequency f]. In the real ultrasonic resonator,
however, the measured frequencies defer from the theore-
tical resonance frequencies. These deviations are used to
evaluate the series of the real resonances by system-specific
mathematical correction routines integrated in the software
of the ResoScan system (Funck & de Maeyer, 2001).

The attenuation af 2 is determined by the ResoScan
system as the total loss of energy induced by the sample
itself including the scattering by large particles. The energy
loss that occurs due to other effects, e.g. scattering,
refraction and absorption by the resonator, is considered
by a corrective factor. The ultrasonic intensity in the
sample is 10745 x 10> Wem ™2

The ResoScan has two closed sample cells, one sample
cell and one reference cell, each with a path length of

7.0mm. Evaporation is avoided by the closed lids. The
sample volume of the cells is 180 uL each. Heating or
cooling scans can be performed with a rate of
100-350m °Cmin~' via Peltier elements. The absolute
accuracy of the thermostat temperature is 10m °C. The
resolution of the ultrasonic velocity is 0.001 ms~'. Repeat-
ability of absolute velocity after automatic reinitialization
is +0.01 ms™". The resolution of ultrasonic attenuation is
1-3%, depending on the magnitude of attenuation.

Prior to the addition of rennet, both sample cells of
ResoScan were filled with 3% casein solution with adjusted
CaCl, concentration, pH, and temperature by means of a
syringe, for the initialization of the system to select the
resonance peak. After completion of this procedure, 200 pL
of 5% rennet solution was externally added to 50 g of the
starting solution with adjusted CaCl, concentration, pH,
and temperature and stirred for 30s. Subsequently, the
casein solution in cell 2 was replaced by rennet-containing
casein solution. In order to determine the effect of rennet
alone and to minimize the effect of even small temperature
fluctuations, the differences of ultrasonic velocity and
attenuation between a sample, casein solution with rennet,
and a reference, casein solution without rennet, were used
instead of the absolute values v and of . The differences
are abbreviated as Av and A(xf™?), respectively. The
ultrasonic velocity difference Av and attenuation difference
A(af %) were measured against time. In total, the measure-
ment was started approximately 120s after adding the
rennet in both rheological and ultrasonic measurements.

2.5. Data analysis

The differentiation of Av against time d(Av)/d¢ was
calculated by using the software Mathcad 20011 Profes-
sional from MathSoft Engineering & Education, Inc.
(Cambridge, Massachusetts, USA). A smoothed curve
was created by calculating an average value of several
consecutive data points.

2.6. Determination of the CMP content in serum during
renneting

Fifty millilitre of the same whey-protein-free casein
solution with adjusted pH and Ca®" content as used for
the ultrasonic and rheological measurements was equili-
brated at 30 °C. After addition of 200 pL 5% rennet and
30s stirring, the sample was divided and transferred in
10—11 tubes with 4 mL solution in each tube. After different
incubation times at 30 °C, the renneting reaction in the
tubes was stopped by adding 1 mL 15% (w/w) perchloric
acid (Merck). The precipitated casein was separated by
centrifugation at 3000 x g for 15min. The CMP content in
the supernatant was determined by RP-HPLC according to
Thomad, Krause, and Kulozik (2006). A sample without
rennet addition was prepared in the same way as a control.
This sample was considered as the sample with incubation
time 0. The relative CMP release was calculated according
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to following equation:

CMP content in sample

rel. CMP release = -100%.

(€)

max . attainable CMP content

3. Results and discussion

3.1. Ultrasonic velocity and attenuation during rennet gel
formation

The ultrasonic velocity and attenuation over time during
rennet gel formation was measured in an unheated 3%
casein solution with 0.02% rennet addition. The typical
course of these two dependent variables is shown in Fig. 1.
In order to eliminate slight sample to sample variations
between measurements, the Av and A(af ") value is
normalized (index n) as (Av), and (A(af~?)),, by subtracting
the respective starting value. A two-stage increase of the
ultrasonic velocity in the gel formation process is observed.
The first increase can be correlated to the enzymatic
hydrolysis. In this stage, the rennet enzyme cuts off the
hydrophilic hair, CMP, from the surface of the casein
micelle. This causes changes in the hydration state of casein
micelles and leads to a more hydrophobic surface. On the
other hand, the CMP released into the solution has a larger
surface area accessible to water. The overall hydration
degree of the casein solution increases. This leads to an
increase in ultrasonic velocity, as shown in Fig. 1 during
the first increase of Av. After a certain amount of the total
CMP is cut off, the casein micelles begin to coagulate.
Green, Hobbs, Morant, and Hill (1978) found that the
viscosity of rennet treated milk begins to rise when
the enzymatic reaction is about 86% completed. In the
ultrasonic measurement a second increase in ultrasonic
velocity in parallel with the coagulation phase can be
observed. Corredig et al. (2004) and Nassar et al. (2004)
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Fig. 1. Course of normalized ultrasonic velocity and attenuation, (Av),
and (A(of™ )., over time during rennet gel formation and definitions of
different parameters for the characterization gel formation. The error bars
are the confidence intervals (p<0.05) calculated from 5 measurements of
the ultrasonic velocity in 3% unheated casein solution with 0.02% rennet.

considered this increase in ultrasonic velocity connected
with the increased elasticity of the sample. Another
possible reason for the increase in the ultrasonic velocity
is the scattering effect due to the increased particle size.
When a sound wave is incident on a spherical particle, a
proportion of the energy is scattered from the forward
direction of the wave. The phase changes in the forward
component of the wave manifest themselves as a change in
the apparent velocity of the sound wave. Thus, the velocity
becomes a function of particle size (Pinfield, Povey, &
Dickinson, 1995).

In order to assess the reproducibility of the ultrasonic
measurement, five measurements of the ultrasonic velocity
in rennet-treated unheated casein solution were carried out
over time. In Fig. 1 the error bars are the confidence
intervals (p<0.05). As can be seen there is a good
reproducibility of the ultrasonic velocity measurement
and the renneting process. The coagulation time ¢,
determined from these five measurements was 12.67+
0.39 min.

According to the course of Av over time (Fig. 1) we
defined the parameters for the characterization of coagula-
tion process as following:

® The coagulation time ¢. as the time at the inflexion
point. If Av is differentiated against time, this point
corresponds to the peak maximum of the curve
d(Av)/dt = f ().

e The aggregation rate V. as the slope of the curve Av =
f(¢) at time ¢, which corresponds to d(Av)/dt at the point
of t..

® The A(Av)60 as Av at 60min after rennet addition
(Avgomin) subtracted by Av at fc (Av,), because the
starting point of the curve immediately after adding the
rennet enzyme could not be detected, as described
above.

During the enzymatic hydrolysis the ultrasonic attenua-
tion changes only slightly at the frequency used. This
agrees with the results of Corredig et al. (2004) who
measured at 7.835MHz. According to the scattering
theory, particle size influences the attenuation. The
hydrodynamic length of CMP is 7nm (De Kruif, 1999).
Compared with the wave length at the frequency used
(about 0.2mm) the decrease in diameter of the casein
micelles due to enzymatic cleavage is relatively small, so
that this change could not be detected by measuring
ultrasonic attenuation. This change could probably be
detected by ultrasound at higher frequencies, which has a
smaller wavelength and is therefore sensitive to smaller
diameter changes of particles. Dwyer et al. (2005) measured
a decrease of attenuation in the enzymatic phase at
different frequencies between 2.5 and 14.5 MHz. However,
Corredig et al. (2004) could not measure this decrease of
attenuation at 7.835 or 14.665 MHz. The different results
may be caused by the milk used for renneting. Dwyer et al.
(2005) used a skim milk prepared from a skim milk



54 Q. Wang et al. | International Dairy Journal 17 (2007) 50-58

powder. In contrast, Corredig et al. (2004) used fresh
skimmed milk. Casein micelles have sensitive structure.
Any pre-treatment may cause changes in hydration state of
the casein micelles and its renneting properties. With the
beginning of the coagulation process the attenuation
A(af %) increases more steeply, which correlates with the
increase of particle size due to aggregation. This increase
was also measured by both Dwyer et al. (2005) and
Corredig et al. (2004).

3.2. Influence of heating temperature and time

In order to assess the effects of the heat-treatment on the
renneting action and the capability of the ultrasonic
technique to detect the difference in rennetability in
comparison to rheology, the renneting process of the
samples preheated at 120, 130, or 140 °C for up to 300 s was
tracked by the ultrasonic and rheological measurements.
The renneting properties of the unheated casein solution
were used for comparison.

3.2.1. Rheological measurements

Fig. 2 shows the change of G’ in casein solutions
unheated and pre-treated by heat at 120, 130, or 140 °C for
100s during renneting. In the samples unheated and pre-
heated at 120 or 130 °C for 100s the storage modulus G’
remains constant at first. This correlates with the primary
enzymatic phase. After a certain time, which depends on
the extent of the heat pre-treatment, G’ starts to increase.
This increase indicates the beginning of the coagulation of
casein micelles. The higher the temperature of the heat
treatment, however, the slower the increase of G'. This
clearly indicates an effect of the heat treatment on the
casein micelles, in spite of the negligible low concentration
of the whey proteins, which in the past were made
responsible for the negative effect of heat treatment at
higher temperature on the renneting action. Bulca et al.
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Fig. 2. Influence of the pre-heating conditions of the casein solution on
the storage modulus G’ during gel formation.
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Fig. 3. G’ value of the rennet gel at 60 min after rennet addition (G'¢g)
depending on the pre-heating condition of the casein solution.

(2004) observed that with decreasing whey protein con-
centration in skim milk the influence of a UHT-pre-heating
on the coagulation time and gel strength becomes smaller,
but is still detectable. Bulca and Kulozik (2003, 2004)
measured an increased dissociation of o, -, and x-casein
from micelles into the serum and an increased polymeriza-
tion degree of the casein fractions with increasing intensity
of UHT treatment. These changes indicate the sensitivity of
the casein micelle to heat, which has an effect on the rennet
gel formation.

We defined the storage modulus G’ 60 min after start of
the measurement (G'¢) as a parameter for the strength of
gel formed. The G4 values are plotted against the heating
time in Fig. 3. It can be seen that G'gy decreases with
increasing heating time and temperature. This indicates
that, the higher the temperature and the longer the heating
time, the weaker the gel formed.

The coagulation time ., defined as the time at G' = 1Pa,
is also plotted against heating time at different tempera-
tures (Fig. 4). A linear increase of the coagulation time #.
with increasing heating time of the pre-heating step was
found for all pre-treatment temperatures.

3.2.2. Ultrasonic measurement

Fig. 5 shows the change of the normalized attenuation
(A(af?)), over time after rennet addition in samples
unheated and pre-treated at 120, 130 or 140 °C for 100s
during rennet gelation. The increase of the attenuation
becomes weaker with increasing intensity of pre-heating.
This confirms the poor coagulation capability of preheated
samples. The characteristic shape of the curve (A(af ~2)), as
a function of time is similar to that of G’ as plotted in
Fig. 2. But the increase of the ultrasonic attenuation
appears much earlier than that of the G'. The ultrasonic
method seems to be more sensitive to detect the starting of
the aggregation process. The rheological measurement,
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Fig. 4. Influence of the pre-heating condition of the casein solution on the
coagulation time 7. determined by the oscillating rheological method.
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Fig. 5. Change of normalized attenuation difference between the sample
and the reference (A(of2)), over time during renneting in casein solutions
unheated and pre-treated at 120, 130 or 140 °C for 100s.

however, cannot detect a change in G until a certain extent
of the aggregation is reached. Similar to G’ the increase of
the ultrasonic attenuation decreases with increasing in-
tensity of the pre-heating. This indicates that the higher the
intensity of pre-heating is, the slower the coagulation
process is.

In Fig. 6, (Av), is plotted against the time after rennet
addition. The different slopes of the first increase in (Av),
indicates that pre-heating affects the enzymatic phase, too.
To assess the effect of pre-heating on the enzymatic
cleavage of CMP, the CMP (glycosylated and non-
glycosylated) content released into the serum was deter-
mined during renneting. The relative CMP release is
plotted against the incubation time in Fig. 7. With
increasing heating intensity, the CMP cleavage was
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Fig. 6. Change of normalized velocity difference between the sample and
the reference (Av), over time during renneting in casein solutions unheated
and pre-heated at 120, 130 or 140 °C for 100s.
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Fig. 7. Relative CMP release depending on the incubation time of rennet
in 3% casein with 0.02% rennet addition at 30 °C.

decelerated. This explains the different slopes of the first
increase in (Av),, and confirms the hypothesis that the first
increase correlates with the CMP cleavage. Heating at high
temperature causes modifications of casein micelles even in
absence of whey proteins, e.g., dissociation of casein
micelles (Aoki, Suzuki, & Imamura, 1974) and cross-
linking reactions on the surface or within the micelle (Bulca
& Kulozik, 2004). These modifications of casein micelles
may impair the access of the rennet enzyme to the binding
sites at the x-casein.

Fig. 6 also shows that the higher the extent of the heat
pre-treatment is, the later the second increase of (Av),
occurs. In the sample heated at 140 °C for 100s the second
increase of (Av),, disappeared. This indicates that the casein
micelles were unable to form a coagulum.
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Fig. 8. Differentiated velocity difference between the sample and the reference d(Av)/d¢ in unheated and pre-heated casein solutions over time during

renneting process.

In order to detect the time . more clearly, the slopes of
the curve in Fig. 6 were assessed as d(Av)/d¢. The unheated
sample and the samples heated at 120, 130, or 140 °C for
100s show different patterns (Fig. 8). Both the peak
maximum (the aggregation rate V) and the time at peak
maximum (the coagulation time ¢.), depend on the intensity
of heat treatment.

According to the definitions given above, the coagula-
tion time ., the aggregation rate V., and the A(Av)g value
of the heated samples at different temperatures and heating
time were obtained. The influence of heat treatment on
these parameters is demonstrated below.

As can be seen in Fig. 9 the coagulation time increases
linearly with increasing temperature and increasing heating
times. The aggregation rate decreases linearly with
increasing extent of heat pre-treatment (Fig. 10).

In Fig. 11, the A(Av)go values derived from ultrasonic
measurements depending on the heat treatment are plotted.
The A(Av)gy values show a decrease with increasing heating
intensity. Although the decreasing trend of A(Av)gy was
represented by a line in Fig. 11, the measurement points are
scattered relatively broadly around this trend, compared to
what was observed with rheological measurements. As it
shown in Fig. 11 the A(Av)go values are generally very low.
This indicates that the gel formation causes only a small
change in the ultrasonic velocity. According to Eq. (1), the
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Fig. 9. Coagulation time f. determined by ultrasonic measurements
depending on the pre-heating condition of the casein solution.

ultrasonic velocity of compressional ultrasound is influ-
enced by the storage modulus G’ and the bulk modulus K'.
In many food gels the contribution of G’ is much smaller
than that of the K (Povey, 1997). The gelling process
mainly causes a change of the elastic properties (G') of the
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Fig. 10. Aggregation rate of the casein V. determined by the ultrasonic
method depending on the pre-heating condition of the casein solution.
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Fig. 11. Influence of the pre-heating condition of the casein solution on
the A(Av)g value (difference of ultrasonic velocity at 60 min after rennet
addition and that at ¢.) of the rennet gel in ultrasonic measurements.

sample. Therefore, the formation of the casein network is
more difficult, but still possible to be measured by
compressional ultrasound.

3.2.3. Correlation of ultrasonic and rheological
measurements

In order to compare the 7. determined by the two
methods used, the ¢, in samples heated at 120 °C obtained
from the rheological measurements is plotted against that
from the ultrasonic measurements (Fig. 12). As can be
seen, f. from the ultrasonic and the rheological measure-
ments are linearly correlated. The values for ¢, from the
rheological measurements are higher than those from the
ultrasonic measurements. This means that the ultrasonic
technique detects changes related to aggregation earlier
than the rheological method. The aggregation process

40

35

30

25

20

t. theological (min)

10 T ‘ T
10 15 20 25 30

t, ultrasonic (min)

Fig. 12. Correlation of the coagulation times determined by ultrasonic
and rheological methods in samples heated at 120 °C for varying time. The
numbers 1-5 are for unheated, 60, 100, 150 and 300s, respectively.
R? =0.9967.

precedes the network formation. The coagulation time ¢,
from the rheological measurements correlates with a
certain extent of network formation. Therefore, it can only
be measured at a later stage compared with the aggrega-
tion-related changes in ultrasonic measurements.

The slope of the regression line in Fig. 12 is larger than 1.
This means that the difference between 7. from ultrasonic
and rheological measurements increases with increasing
heating time. This indicates that, the more the aggregation
process is affected, the longer it takes from aggregation to
gelling.

4. Conclusions

The results of ultrasonic and rheological measurements
show that UHT heat treatment retards the coagulation
process, and therefore, prolongs the gel firming process. In
contrast to the rheological method, which is not sensitive
enough to detect changes during the enzymatic hydrolysis,
both the enzymatic phase and the aggregation phase of the
casein micelles can be sensitively detected by ultrasonic
measurement. A linear correlation exists between the
coagulation times determined by rheological and ultrasonic
measurements. However, the coagulation times measured
by these two methods are different. The growth of the
aggregates to a three-dimensional casein network is more
difficult to be detected by compressional ultrasound. For
the characterization of the formed gel the rheological
measurement is more sensitive. The results of this study
show that the ultrasonic measurement is a capable method
to complement the established rheological measurement
for the characterization of the rennet gel formation and a
new option to track the cleavage phase of the rennet
enzyme acting on the casein micelle surface. Due to its
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online applicability the ultrasonic method has good
potential to be used for monitoring the rennet process in
cheese making or quality control of rennet enzyme.
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Water mobility during renneting and acid coagulation of
casein solutions: a differentiated low-resolution nuclear
magnetic resonance analysis
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Changes in water mobility during renneting and fermentation (acidification) of casein micelle solutions
measured by nuclear magnetic resonance (NMR) are presented. Casein solutions (native and ultra-high
temperature or UHT-treated) were renneted and fermented directly in the NMR instrument to detect
changes in water mobility due to the induced structural changes online. The data were analysed using a
newly developed method capable of differentiating several fractions of water in terms of their mobility
according to the T, relaxation times in four distinct ranges, that is, immobile, weakly mobile, mobile and
very mobile. Whereas obvious changes in the water mobility take place during acidification, no changes
in the water mobility during renneting were observed. This is explained by proposing a model building
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on different mechanisms of coagulation between acidification and renneting.

Keywords Casein solution, Fermentation, NMR, Rennet, UHT-treatment, Water mobility.

INTRODUCTION

Curd formation by aggregation and coagulation of
proteins is a process with both micro- and macro-
structural changes. During renneting of milk,
casein micelles coagulate and form a gel due to
the enzymatic separation of caseinomacropeptide
(CMP) and precipitation of para-casein micelles.
Presumably, these structural changes should include
a change in water mobility. Many techniques, like
vibrational systems, electrical conductivity, optical
systems and dynamic light-scattering techniques
have been used to monitor the process of curd
setting as reviewed by O’Callaghan ef al. (2002).
None of the methods mentioned by O’Callaghan
et al. (2002), however, deals with water mobility.
Therefore, nuclear magnetic resonance (NMR) is
of interest because it has the potential to provide
additional information beyond routine tests applied
so far. NMR uses the fact that protons ('H), when
exposed to a magnetic field, can absorb and emit
energy through electromagnetic radiation depend-
ing on their own mobility and their immediate
environment.

Various authors have published results offering
first insights regarding the change of water mobility
upon gelification. The gelling of renneted milk has
already been described by means of 'H low-resolution
NMR (20 MHz) by Lelievre and Creamer (1978)
and high-resolution NMR (250 MHz) by Tellier

et al. (1993). However, no significant change in the
molecular mobility of the water protons could be
detected during renneting in these studies despite
the fact that gelification obviously takes place.
Mariette (2003) also mentioned, without providing
evidence, that it is not possible to study the renneting
with NMR. After gelling, that is during the con-
traction of the gel, which is linked with the phe-
nomenon of syneresis, an increase in the mobility
of the mobile phase was observed (Lelievre and
Creamer 1978; Tellier ef al. 1993). '"H NMR diffu-
sion measurements also did not show any differences
in the mobility of water in casein solutions and ren-
neted casein gels (Mariette et al. 2002). In contrast
to renneted gels, using single-phase T, relaxation
time analysis, HCl-acidified casein gels (Roefs
et al. 1989) and glucono-d-lactone-acidified milk
and caseinate solutions (Mariette efal. 1993;
Famelart ez al. 1997) show obvious changes in the
overall water mobility depending on the pH value.
Changes in the T, relaxation time during fermenta-
tion by lactic acid bacteria can also be observed
(Laligant et al. 2003). Making a distinction between
various phases of immobilized and mobile water,
definite changes in the water mobility and the
structure during yogurt fermentation (R Hinrichs,
personal communication) could be observed by a
differentiated analysis using modern NMR instru-
ments. Lelievre and Creamer (1978) dealt only
with a single-phase T, relaxation time analysis
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because of the limited instrumental capabilities at
the time, and Tellier et al. (1993) only determined
a short and a long relaxation time. It can therefore
be assumed that their analysis of renneted gels was
not sufficiently capable of detecting changes in
water mobility in greater detail. Therefore, it is
conceivable that a more differentiated NMR
analysis using up-to-date hardware could bring
new information about water mobility in renneted
gels.

The aim of this work was twofold: first, to intro-
duce a novel approach by means of a combination
of a free-induction decay (FID) and a Carr—Purcell—
Meiboom—Gill (CPMG) sequence, other NMR
measuring parameters and a more differentiated
analysis of different water phases affecting mobility
status during the renneting of casein solutions;
second, to determine the influence of ultra-high
temperature (UHT) treatment of casein solutions
on the water mobility in the renneting process. It is
known that UHT treatment of even a pure casein
solution without whey proteins causes significantly
altered coagulation properties (Schreiber and
Hinrichs 2000; Schreiber 2001; Bulca, Leder and
Kulozik 2004). The evolution of water mobility
during renneting was compared against the water
mobility of the same casein solutions during
fermentation.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Pasteurized skim milk (72°C, 15 s) was obtained
from the local dairy. An ultrafiltration (UF) and
microfiltration (MF) process was performed
according to Kersten (2001) in order to obtain milk
depleted of whey proteins. Skim milk was frac-
tionated using a MF (0.1 um nominal pore size)
membrane in the uniform transmembrane pressure
(UTP) mode and diafiltered by a fivefold volume
turnover. The resulting ‘native’ casein dispersion
(Table 1), virtually free of whey proteins, with 3%
(w/w) casein and 0.02% (w/w) whey protein, had
similar lactose and salt contents as compared to the
original skim milk. We considered the pasteurized
casein micelle solution as native because of the use

Table 1 Chemical composition of native casein micelle

solution

Component Content (%)
Dry matter 8.6
Casein 3.0

Whey proteins <0.02
Lactose and organic salts 4.6

Ash content 1.0
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of pasteurized milk. The heating at pasteurization
conditions causes minimal denaturation of whey
proteins at a concentration of 1-2%; during the
heating, induced changes in the casein micelle
structure begin at over 100°C. Therefore, it is to be
assumed that no changes can occur during the
pasteurization of milk. Additionally, the creation
of the casein solutions is performed at 55°C, with
atransmembrane pressure of 40 kPa and wall shear
stress of 150 kPa without any chemical additions.

Some casein dispersions were subject to UHT
treatment. The heating was performed in a pilot
heating plant using small tubes (stainless steel)
with a volume of 20 mL. Saturated steam was used
as heating medium. The heating was performed at
140°C with a deliberately chosen long holding
time of 60 s in order to induce more pronounced
temperature-induced changes. After heating, the
samples were immediately cooled down to 20°C.
Before renneting the samples, 0.02% CaCl, was
added and the pH was adjusted to 6.5 using lactic
acid (9%). The renneting was performed at 30°C
with 0.02% rennet addition (Standard plus 175,
Chr. Hansen, Nienburg, Germany) directly in the
NMR tubes (diameter 10 mm). All fermentations
were carried out with the yogurt culture L11020332
Yogurt 709 which consists of a mixture of Strepto-
coccus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus (Danisco Deutschland GmbH,
Niebiill, Germany). Before fermentation, the casein
solutions were mixed with 2% yogurt culture.
0.6 mL of incubated milk was filled in NMR tubes
and put directly into the NMR apparatus.

Nuclear magnetic resonance

NMR stems from the fact that the nuclei of specific
isotopes (e.g. of the hydrogen isotope 'H) possess
a magnetic moment (spin). They are precessing
under a specific angle with respect to an external
magnetic field B, In the case of spin 1/2, nuclei
orientate their components either parallel or
antiparallel to the field axis of B. As the parallel
orientation is energetically preferable for 'H, this
orientation is assumed by a larger number of nuclear
spins. Despite the fact that this phenomenon can
be calculated correctly in physical terms only by
the use of quantum mechanics, the macroscopic
behaviour of the spin ensembles can be described
for many of the NMR experiments as a continuous
magnetization vector. In the description presented,
the magnetization vector in the thermal equilibrium
points in the direction of the static magnetic field
of the magnet. The thermal equilibrium can be
disturbed by an appropriate radiofrequency (RF)
pulse. After switching off the RF field, the sub-
sequent relaxation can be described by the so-called
relaxation times T, (longitudinal relaxation time)
and T, (transversal relaxation time). T, (not carried
out here) and T, are measures of the interaction of
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a spin with its surroundings and the mobility of
a spin, respectively. Therefore, it is possible to dis-
tinguish between free water that does not interact
with the solid particles or dissolved molecules and
immobile water, such as crystallization water or
other chemically or physically bound or immobi-
lized water. If there is more than one phase present
ina sample, a frequency distribution of the relaxation
times can be interpreted as the existence of several
phases with different viscosities derived accord-
ing to Bloembergen et al. (1947, 1948). In a gel, for
example, there are at least two phases. One phase
corresponds to the low-viscosity pore-fluid (serum),
the other to the high-viscosity network structure.
A detailed description of macroscopic interpreta-
tions of NMR results is given by Gotz (2004).
Further details regarding the NMR fundamentals
can be found in Abragam (1961), Farrar and
Becker (1971), Ernst et al. (1987) and G6tz (2004).

We made T, relaxation time experiments with a
low-resolution NMR spectrometer system MINI-
SPEC mq 20 (Bruker Optics GmbH, Rheinstetten,
Germany) with temperature control and regula-
tion. The resonance frequency of 'H was 20 MHz
for magnetic field strength of B, = 0.47 Tesla. The
pole gap was 25 mm. NMR measurements were
performed every 9 min at 30°C during renneting
and gel formation up to 150 min, and during fer-
mentation every 9 min at 43°C until reaching a pH
value of 4.6-4.5. All experiments were performed
in triplicate. T, relaxation times were determined
by means of a combination of a free-induction
decay (FID) and a CPMG sequence. The FID,
which was part of the CPMG sequence used, had
a scanning time distance of 5.2 - 10™ ms. The
duration T of the CPMG sequence was 0.2 ms and
the number of data points was set to 19 400. With
the CPMG, the influence of field inhomogeneities,
diffusion and chemical exchange on the relaxation
is minimized (Hills ef al. 1990). Comparably
long total measuring times (~8 s) are achieved
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Figure 1 Development of the T, relaxation times of the water
phases during renneting of casein solutions at 30°C,
experiment in triplicate.
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in spite of the high scanning rate with the used
instrumentation.

From the T, experiments, the response signal
(decay of voltage U over the measurement time #)
can be described according to equation 1 by a
series of up to four exponential terms

U(t) = a+b - exp(~(t/2Ty;)") )
+ Zi di ° exp(_t/TZ,i),

with b+ X, d,=1,i=2,3, 4, a as the zero drift, b
as the fraction of the spins in the solid state and T |
as the T, relaxation time of the spins in the solid
state and d, as the fractions of the spins in fluid
states and T ;as the T, relaxation times of the spins
in fluid states i=2 stands for the weakly mobile
phase, i = 3 for the mobile phase and i = 4 for the
very mobile phase. Further details of analysis and
interpretation can be obtained from Hinrichs et al.
(20044, 2004b).

pH value

In order to control the fermentation the pH value
was measured with a pH meter 761 Calimatic
(Knick Elektronische Messgerdte GmbH & Co.
KG, Berlin, Germany). The pH measurements
were performed every 9 min at 43°C with 10 mL
probes of the same batch as the NMR sample. The
pH samples were stored during fermentation in an
incubator at 43°C.

RESULTS AND DISCUSSION

Changes in water mobility during renneting
and gel formation of native casein solutions
During renneting of native casein solutions three
differently mobile water phases (mobile, weakly
mobile and a phase consisting of immobilized water
plus solid material) were detectable by means of
T, relaxation times. The immobile phase is char-
acterized in this study by T, ; < 0.1 ms, the weakly
mobile phase by 0.1 ms<T,,<100ms and the
mobile phase by 100 ms <T, ; <1000 ms.

Figure 1 shows the development of the relaxation
times T, ; of the differently mobile phases during
coagulatlon of unheated casein solutions. After 1 h
of renneting, the relaxation times of the weakly
mobile and the mobile phase tend to result in longer
relaxation times at the end of the studies. The relax-
ation time of the weakly mobile phases increases
by 20 ms, the one of the mobile phase by 10 ms. This
indicates that the water mobility of these phases
increases slightly beginning after 1 h of curd for-
mation. The T, relaxation time T, ; of the immobile
phase does not seem to alter 51gn1ﬁcantly Due to
the logarithmic scale, which allows a comparison
with the other results, these observable changes
appear to be very small in Figure 1. Figure 2 depicts
the proportion per fraction of water, differentiated
by means of their water mobilities according to the
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Figure 3 Development of the T, relaxation times of the water
phases during renneting of preheated (140°C, 60 s) casein
solutions at 30°C, experiment in triplicate.
10000 7.0
. W 6
100 6.0
)
=
§ L 55 S
10 7| —o— immobile 5.5 +
—@— weakly mobile e
17| —— mobile 50
—A— very mobile
0.1 1 - 4.5
—— pH-value
001 T T T T T T T T T T T T 40

Vol 60, No 1 February 2007

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Time (min)
Figure 4 Development of the T, relaxation times of the
water phases and pH (solid line without data points) during
fermentation of casein solutions at 43°C, experiment in
triplicate.
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relaxation times T, Ascan be seen, the fraction of
the immobile phase does not change much either.
In contrast, the fraction of the mobile water phase
decreases slightly over time from 86% to 78%. At
the same time, the weakly mobile phase increases
from 9% to 17%. These changes become detect-
able 60 min after rennet enzyme addition and
become more pronounced after 100 min. This
can be explained by curd contraction and syneresis
(Tellier et al. 1993).

Changes in water mobility during renneting
and gel formation of UHT-treated casein
solutions vs native casein

Besides the native casein solutions, UHT-treated
casein solutions were renneted because this treat-
ment causes altered coagulation properties. It was
suspected that this change in renneting properties
would also introduce changes in the water mobility.
The development of the water mobility during curd
formation of preheated casein solutions proceeds
similarly to the unheated solutions. In contrast to
the native casein solutions, however, the T, relaxa-
tion times of all phases do not alter (Figure 3) and,
accordingly, the distribution of the fractions of
the different mobile phases does not change (not
shown). Syneresis-induced changes as for native
casein solutions (approximately 110 min after
rennet addition) cannot be observed.

Changes in water mobility during the
fermentation of native casein solutions

In an earlier study, the effect of acidification on
water mobility was investigated using milk (R
Hinrichs, personal communication). The aim here
was to assess water mobility in a solution of casein
micelles, depleted of whey proteins by microfiltration,
in order to differentiate between the contributions
of the caseins and whey proteins to water mobility.
Significant changes in the mobilities of the water
phases and their fractions can be observed during
fermentation of native casein solutions as the pH
value decreases. Three differently mobile water
phases (immobile, weakly mobile and mobile) can
reliably be differentiated by means of T, ; relaxa-
tion times (Figures 4 and 5). A very mobile phase
(T,4> 1000 ms) is also present for pH values
below 5.8. The relaxation times of the fermentation
are shown in Figure 4. The T, relaxation times T,
are approximately constant up to pH 6.3. Between
pH 6.3 and 5.4, the relaxation time of the mobile
phase increases by the factor 2.5. The weakly
mobile water phase and the immobile water phase
do not show any changes. The relaxation time of
the very mobile water phase increases by the factor
2. These changes presumably are a consequence of
the evolving microstructure. In the casein solution
the free path-length of diffusing water molecules is
small before colliding and interacting with other
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Figure 5 Development of the water phase fractions and pH
(solid line without data points) during fermentation of casein
solutions at 43°C experiment in triplicate.

renneted gel

fermented gel

Figure 6 Model to explain the different status of
immobilization of water in renneted and fermented casein
gels; partial view in order to explain the possible different
phases. CMP, caseinomacropeptide.

molecules like casein or lactose. Therefore, no very
mobile water exists. Figure 5 shows the fractions
of different mobile water phases during gelling.
Between pH 5.8 and 5.4 the phase distribution
changes rapidly. The mobile phase decreases from
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88% to 74%. At the same time of approximately
140 min a very mobile phase appears with a frac-
tion of about 14%. The fractions of the immobile
and the weakly mobile phase do not significantly
alter. The relatively high-standard deviations after
140-150 min of fermentation time can possibly be
explained by the fact that the fermentations con-
ducted (three repetitions) did vary to some extent
in terms of fermentation speed. In other words, the
isoelectric points were reached at different times.

From these results (Figures 1-3), it can be
assumed that rennet casein gels interact very dif-
ferently with the enclosed water than do fermented
casein solutions (Figures 4 and 5) and fermented
milk gels (R Hinrichs, personal communication).
In this work the influence of the raw material
(raw milk and skim milk) on the changes in the
water-holding capacity during the fermentation of
yogurt, which is combined with gelling, was stud-
ied by means of T,-relaxation times. A significant
change in the mobility of the water phases (T,) and
their fractions could be observed with decreasing
pH value. The differences in renneting and acid
coagulation must be explainable by the different
gelling mechanisms of acid and rennet casein gels.
Studies of Keim et al. (2004) can also give a hint
to explain these differences. They found out that
rennet casein gels are mainly stabilized via calcium
bonds and acid-induced casein gels via hydrophobic
interactions. This can cause a different interaction
between the water molecules and the proteins.
Furthermore, the rheological behaviour of acid
milk gels and renneted milk gels is different
(Lucey 2002; Keim et al. 2004).

Model of the water mobility in renneted and
fermented casein gels

These observations support the current under-
standing of mechanisms affecting, and the differ-
ences between, renneted and acid-casein gels.
Figure 6 depicts a model to explain the differences
in water mobility between rennet and acid type
casein gels; only parts of the system, not the whole
gel, are shown in order to explain all possible
phases. The main influence for the changes in
the water mobility in fermented casein gels are the
pores and capillaries formed in the gel (R Hinrichs,
personal communication). The casein micelles
especially, including the CMP, lower the mobility
(and hence the T, relaxation time) of water protons
in casein solutions (Hinrichs 2004b). During acid-
ification, micelles disintegrate due to the conver-
sion of micellar bound calcium phosphate into
ionic, soluble calcium and phosphate. The gel
resulting from the isoelectric flocculation can be
seen as a network incorporating pores and capillar-
ies which changes the water mobility as soon as the
pH reaches the isoelectric point of the caseins. A
considerable proportion of the water molecules can
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then diffuse comparably freely in the closed pores
and open capillaries of the gel. Relatively big
cavities, free of casein particles, are formed in the
gel, which bring out a new and very mobile water
phase. The bigger the pore, the smaller is the influ-
ence of the solid on the pore water and the higher
the water mobility.

In contrast to acidification, the casein micelles
stay intact during renneting. The interaction with
the aqueous environment of the native casein micelle
prior to renneting results from the hydrophilic
x-casein surface, which contains the hydrophilic
CMP. Upon renneting, the CMP is released into the
serum phase without, however, changing its water-
binding capacity. According to our results, most of
the water interacts directly with the CMP, not with
the casein micelles. Separation of the CMP does
not cause any changes in these water—CMP inter-
actions. The separated CMP takes the water away
from the para-K-casein micelles. As the CMP,
holding the water, is evenly spread in the pores
and capillaries of the renneted gel, no differences
in the mobility of the water in the different-sized
cavities, as in acid gels, is observed. The coagulat-
ing para-x-casein micelles seem to form pores and
capillaries, which do not have an influence on the
water mobility. In other words, the amounts of
CMP-bound and CMP-influenced water, as well as
the mobility of the other water fractions, are not
affected by renneting. The NMR water mobility
measurements support this view.

CONCLUSIONS

By means of T, relaxation times, three differently
mobile water phases (mobile phase, weakly mobile,
describing the hydration water of CMP, and a phase
consisting of immobilized water plus solid mate-
rial) can be differentiated in casein solutions
(whey protein-depleted milk) during renneting.
Changes in the water mobility during coagulation
hardly occur. UHT treatment of casein solutions
has no influence on the water mobility during
renneting, but UHT treatment seems to prevent
an increase in the water mobility during shrinkage
of the coagulum. If an acid-induced casein gel is
formed, changes in the water mobility and in the
distribution of the different mobile phases can
be observed during acidification. The differences
in the NMR signals between acid-induced gels and
renneted gels seem to confirm the different mech-
anisms of gel formation and put a new perspective
on the water-binding behaviour of CMP after
renneting.
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Abstract

The renneting properties of heat treated milk are depending on the intensity of heating as well as on
the amount of individual protein fractions involved in the complex formation between whey proteins
and casein micelles during heat treatment. Hence, the rennetability of UHT-heated milk can be
modified either by removing whey proteins or by increasing the casein content in cheese milk by

means of ultrafiltration, microfitration or by a combination of both processes in a diafiltration mode.

The aim of this study was to investigate the effect of different casein / whey protein ratios on the
cheese making properties of UHT treated skim milk (140 °C for 10 sec). For this reason the casein and
whey protein contents were varied between 3.0 and 6.4 % and 0.02 and 0.65 %, respectively. Rennet
coagulation time and the gel firmness after 60 min were assessed as response factors and used for

further optimisation of thermal pre-treatment conditions.

The results demonstrate strong interactions between the factors studied regarding the rennet properties
of milk concentrates. This allowed to identify the optimal compositional parameters concerning
casein/whey protein ratio which deliver the same renneting properties in terms of coagulation time and
gel firmness as compared to those of pasteurised skim milk. Two discrete pairs of casein and whey
protein concentrations of 3.4% / 0.01% and 6.4% / 0.65% were found to be suitable for cheese

production from UHT treated milk.
Key words:  microfiltration, ultrafiltration, UHT treatment, rennet coagulation, cheese, casein, whey proteins
1. Introduction

The presence of spore formers such as Clostridium tyrobutyricum can cause the undesired effect of
"late blowing" in hard cheese. Spores can only be completely inactivated under UHT or high heat
conditions. However, a heat treatment above 70°C leads to a complex formation between denatured -
lactoglobulin (B-lg) and k-casein of the casein micelles (Wheelock & Kirk, 1974; Dalgleish, 1990)
which impairs its renneting properties (Wilson & Wheelock, 1972). The reaction of denatured whey
proteins with the casein micelles appears to hinder the aggregation of para-casein (Van Hooydonk et
al., 1987). This effect results in a longer rennet coagulation time, weaker gels and a reduced whey
drainage from the curd during cheese making process (Kannan & Jennes, 1961; Casiraghi, Lucisano,
& Peri, 1989; Reddy & Kinsella, 1990; McMahon, Yousif & Kalab, 1993; Ghosh, Steffl & Kessler,
1996; Guinee, Gorry, O'Callaghan, O'Kennedy, O'Brien & Fenelon, 1997).

A strong correlation was found between the denaturation degree of whey proteins (B-lg in particular)
and the cheese making properties of milk in a large number of scientific studies. Different statements
exist concerning the correlation between the coagulation time and whey protein denaturation of milk.
According to Dalgleish (1990) the coagulation time of heated milk increases slowly at lower levels of
whey protein denaturation. If the denaturation degree of B-Lg exceeds 50%, the coagulation time
increases considerably. Leaver et al. (1995) in the contrary showed that a whey protein denaturation of

only about 10 % already results in a partial inhibition of the aggregation reaction. A study of Ghosh et
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al. (1996) demonstrated that the rennet coagulation time of heated milk increases linearly with a
degree of whey protein denaturation arises from 20 to 99%. Additionally, the investigations described
by Singh & Waungana (2001) showed a linear decrease of the storage modulus value of rennet gels
when the degree of B-lg denaturation increased from 10 to 65%. According to Steffl (1999) a
denaturation of B-lg above 60 % led to a complete loss of the rennetability of milk. As found by Van
Hooydonk, De Koster & Boerrigter (1987), the rate of the enzymatic hydrolysis of k-casein is reduced
by 20 % at complete denaturation of B-Ig.

Apart from whey protein denaturation other physico-chemical changes of casein micelles related to the
milk salts equilibria might also interfere with the renneting process. A degradation in the rennet
coagulation time and curd firmness of heated milk related to these changes could partially be
counterbalanced by acidification or calcium addition prior to heating as described by Marshall (1986),
Banks, Stewart, Muir, & West (1987) and Lucey, Gorry & Fox (1993). However, neither acidification
nor calcium addition could completely restore the original renneting properties of heated milk,
especially gel firmness (Lucey et al. 1993). This suggests that the most decisive heat-related changes can

be assigned to the interaction of whey proteins and casein.

On the other hand, the thermal denaturation of whey proteins upon heat treatment of cheese milk can
be used to increase the cheese yield and water binding capacity which is especially important for the
production of soft cheese (Kosikowski & Mistry, 1990; Banks et al., 1995; Hinrichs, 2001). Marshall
(1986) reported that the dry matter of cheshire cheese produced from heated milk (97°C, 15 s) can be
significantly increased by a denaturation of whey proteins to a degree of about 30%. In the
experimental cheeses about 4.5% more dry matter was recovered compared with controls made from

pasteurised milk owing to a recovery of 6.7% and 0.7% increase in protein and fat, respectively.

In order to avoid the inhibiting effect of denatured whey proteins on renneting properties of skim milk
and to allow the production of semi-hard or hard cheese from heated e.g. UHT-treated milk, the

following two major strategies were usually applied (Schreiber & Hinrichs, 2000):
1. Concentration of total protein content of skim milk by ultrafiltration (UF) or
2. Removal of whey proteins from skim milk by microfiltration (MF).

According to the first strategy the renneting properties of concentrated heated milk can be improved
by ultrafiltration prior to the heating (Maubois & Mocqout, 1974; Mistry & Maubois, 1993; Schreiber,
2000). Despite the loss of native B-Ig in the UF-concentrated milk heated between 80 and 120°C was
comparable to that of the normal skim milk (Waungana, Singh & Bennett, 1996), the renneting
behaviour of the heat treated milk concentrates significantly differ from those of heated milk.
However, a row of contradictory results are reported regarding the renneting properties of heated UF
milk concentrate. According to Kosikowski & Mistry (1990) a twofold concentrated UF retentate
heated at 120°C for 5 min is suitable to form a rennet coagulum. Sharma, Hill & Goff (1990) also
reported that heat treated UF milk (85°C, 15 min) retains its rennet coagulation and curd formation

capacity despite a slight decrease in the rate of k-casein hydrolysis. For temperatures above
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pasteurisation level McMahon, Yousif & Kalab, M. (1993) could show that a threefold concentrated
UF concentrate heated at 140°C can form a rennet coagulum. However, only a weak gel could be
formed compared to unheated UF concentrate. Results of Waungana et al. (1996, 1998) demonstrated
that significant decreases in the gel formation rate and the gel firmness not only in skim milk but also
in UF concentrate (3 fold concentration) occurred when the heating temperature increased from 80 to
140°C at a holding time for 4 s. The authors reported that the denaturation of B-Lg up to 75% had little
effect on the gelation time in UF concentrate, although higher degrees of denaturation resulted in a
significant increase of the rennet gelation time. Confirming these results Singh & Waungana (2001)
found that the storage modulus of rennet gel produced from UF concentrate decreased almost linearly

as the degree of denaturation of B-Ig increased.

In summary, it can be concluded that the decreased rennetability of heat treated milk caused by the
complex formation between denatured whey proteins and the casein micelles can be compensated by
increasing of the casein micelle concentration. Therefore, despite the fact that a thermal treatment of
UF milk concentrates results in a slight decrease of the rennetability in comparison to unheated
concentrates, their renneting properties are superior to those of unconcentrated skim milk. This allows

gel network formation even if the whey protein concentration is increased to higher levels.

As a second strategy to avoid the negative influence of the heat treatment on the rennet properties of
milk, microfiltration (MF) can be used to reduce the whey protein level. MF allows to remove the
whey proteins from milk almost completely and producing suspensions of casein micelles with a
composition identical to raw milk except the whey protein concentration (Punidadas & Rizvi, 1998;
Saboya & Maubois, 2000; Kulozik & Kersten, 2002). Many studies have been published describing
the effect of MF on the cheesemaking properties. Garem, Schuck & Maubois (2000) found no
significant differences concerning rennet based coagulability and melting properties in cheese from
microfiltrated milk as compared to unmodified milk during the production of mozzarella. Semi-hard
low fat cheese made by microfiltration showed an improved texture in comparison to that made from
ultrafiltrated milk (Rodriguez, Requena, Fontecha, Goudedranche & Juarez, 1999). Schreiber (2000)
reported that both the coagulation time and the gel strength of unheated microfiltrated retentates with a
constant casein content (2.8%) and the whey protein concentration adjusted between 0 and 0.6% by
means of diafiltration, were independent from the amount of whey proteins as long as they remained
native. A thermal treatment of microfiltrated milk at pasteurisation conditions (72°C / 20 s) did not
affect the rennet coagulation during soft cheese production (Daviau, Pierre, Famelart, Goudedranche,
Garnier & Maubois, 2000).

However, little is known about the renneting properties of UHT-treated MF retentates which are
partially depleted from whey proteins by diafiltration except results from the works of Schreiber &
Hinrichs (2000) and Schreiber (2000). They could show that the higher the casein content of the
retentate is, the more whey proteins could be denatured while still obtaining a satisfactory gel
firmness. In addition, it was shown that the renneting properties of MF retentates heated between 100

and 140°C were less impaired when the whey proteins were completely removed. However, Schreiber
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(2000) reported that an increase in the intensity of heat treatment (100-140°C with variable holding
time) led to a significant decrease of the renneting properties of micellar casein suspension even when
the whey proteins are completely removed. No gel formation could be observed after the micellar

casein solutions were heated at 140°C for 120 s.

The results of Schreiber (2000) compared to the studies mentioned above indicate that the changes in
the renneting properties of heated milk, UF or MF-retentates appear to arise as a consequence of the
thermal modification of both whey proteins and casein micelles, especially in the UHT area. However,
it is still unclear to what extent the heat modification of the casein fraction or the whey protein fraction
contributes to the impairment of the rennet gel formation properties of milk. Another question in this
context is whether the negative effect of heat treatment can be compensated by changing the
concentration of whey proteins and the ratio between whey proteins and casein prior to heat treatment.
Therefore, the goal of this study was to investigate the influence of the casein and whey proteins
contents on the rennetability of the UHT treated milk concentrates in order to obtain optimal protein
composition regarding their renneting properties. Focus was put on milk concentrates with high casein
and reduced whey protein contents produced by means of a combination of MF and UF in a

diafiltration mode.

2. Materials and methods

2.1 Raw materials

Pasteurised skim milk (72 °C, 15 s) was obtained from the local dairy.

2.2. Variation of the casein/whey protein ratio of skim milk by membrane filtration

Milk concentrates were produced by means of a combination of ultrafiltration (UF) and microfiltration
(MF) in the diafiltration mode. UF was performed using a DDS module 36, membrane type GR 60 PP
(DSS AS, Nakskov, Denmark) with a surface area of 3 m’. The membranes were made from

polysulphone with a nominal cut-off of 25 kDa.

The MF module (7P19-40GL, APV, Silkeborg, Denmark) had 7 multichannel filtration elements
(SCT, Bazet, France) each consisting of 19 channels (total surface area 1.68 m”). The membrane
material was a-aluminium oxide with a selective layer of zirconium oxide (nominal pore-size 0.1um).
The MF unit plant was operated according to the UTP (Uniform Transmembrane Pressure) principle
(Kersten, 2001; Kulozik & Kersten, 2002).

In order to vary the casein content and the whey protein / casein ratio, the skim milk was concentrated
twofold by means of ultrafiltration to a total protein concentration of 6.5 %. Thereafter, the whey
protein content was reduced by diafiltration according to the scheme shown in Figure 1 with five
volume turnovers using milk serum as a diafiltration medium. The remaining whey proteins content
could be calculated by equation 1 according to Van Reis and Saksena (1997):

% exp(—p—) (1)
CWP,O VMC

P
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with pr,vp - the concentration of the whey proteins after diafiltration with V, volume turn over of UF
permeate (gL™); pr,o - initial concentration of the whey proteins in the milk concentrate (gL™"); p -

sieving coefficient (permeation) of whey proteins; V,,. - volume of diafiltrated milk concentrate (L).

The sieving coefficient (or permeation) P is defined as the ratio between the concentration of the

whey protein in the MF permeate Cyp ep and MF retentate Cp \er -

CWP,MFP )
C\NP,MFR

The sieving coefficients of B-lg and a-la were found to be p=0.51 and p = 0.55, respectively, which

p:

are in agreement with those observed for MF with average pore diameter 0.1 pm by Kersten (2001)
and Tolkach and Kulozik (2005). By combination of the equation 2 and equation 1 solved for the
number of diafiltration volumes or diaftiltration steps DS =—F— the number of diafiltration volumes
could be calculated to reach certain whey protein concentratiohs in the MF retentate according to the

experimental plan.

After each diafiltration step a MF retentate sample was taken. To obtain the solutions with a lower
casein and whey proteins contents, the total protein concentration was adjusted to 4.9 and 3.3 % with
UF-permeate. As a result, 18 solutions with different casein and whey protein contents were finally

obtained for the heat treatment (Table 1).
2.2.  Heating conditions

All sample solutions were heated in a pilot heating plant, using tubes with a diameter of 5 mm and a
volume of 20 ml (stainless steal). Saturated steam up to 0.6 bar was used to heat the samples at 140°C
for 10 s holding time which ensures a complete spore inactivation of Clostridium tyrobutyricum
(Schreiber & Hinrichs, 2000) and cooled to 20°C with cold water. The denaturation degree of whey
proteins was found to be 98-100%.

2.3.  Assessment of the rennet coagulation properties

The coagulation properties of the samples upon renneting were characterized by measuring of the
coagulation time and the resulting gel firmness. The following parameters were applied for renneting:
pH 6.5 adjusted using lactic acid (9%, Sigma); temperature 30°C; 0.02% rennet (Standard plus 175,
Chr. Hansen, Nienburg, Germany). Before renneting 0.02% CacCl, (Sigma) was added to the samples.
Rennet coagulation time was assessed using a vibrational device (Gel Instrument, Reutlingen,
Germany). Coagulation time was defined as the time from adding the rennet to the first sign of
aggregation (McMahon et al., 1984). Gel firmness was measured as the resistance force after 60 min
coagulation using a texture analyser (TA-XT2, Stable Micro Systems, Haslemore, England) at 30°C
(Schreiber, 2000). A crossed wire probe (d=30 mm) was used as gaging device which penetrated the
rennet gel (volume: 60 ml) 15 mm deep at the velocity of 0.5 mm s'. The measurements were

repeated four times per sample.
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In order to compensate seasonal fluctuation of the renneting properties of milk, the rennet coagulation
time (RCT) and firmness of the rennet gels (RGF) were calculated relatively to that of pasteurized
milk according to the equations (3) and (4)

RCT = fhs. 3)

Tpm
Where RCT is the relative coagulation time of the heated sample, 7,5 is the coagulation time of the

heated sample (min), 7, - coagulation time of the pasteurized skim milk (min).

Frs.

RGF = “4)
PM

where RGF is the relative gel firmness of the heated sample, F - the maximal resistance force of
the rennet gel obtained from the heated sample after 60 min after addition of the rennet; F, - the
maximal resistance force of the rennet gel obtained from the pasteurized milk after 60 min after

addition of the rennet.
2.4 Data analysis

Statistical design of experiment, data analysis, calculation of regression coefficients and response
surfaces were performed by using the software program Statgraphics Plus 5.0 (Statistical Graphics
Corp. Rockville, USA).

2.5.  Chemical Analyses

The total protein content of the samples was measured by using a nitrogen analyser FP-528 (Leco,
Monchengladbach, Germany) which is based on the method after Dumas. The whey protein content
(B-Lactoglobulin A and B, a-Lactalbumin) was determined by RP-HPLC according to Beyer (1990).

3. Results and discussion

The results of the renneting experiments were analysed using multivariate regression in order to derive
a mathematical model to quantitatively describe the influence of the casein and whey protein
concentrations on the renneting properties of the heated milk concentrates. The data allowed to obtain
response surfaces and iso-effect lines depicting the impact of the protein composition on the RCT and
RGT of the UHT treated milk concentrates. The response surface in this case provides the information
which allows the interpretation of the interactions between two investigated factors regarding their

influence on the rennet gel formation.

3.1 Effect of casein and whey protein contents on the relative rennet coagulation time of UHT
treated MF retentates

Figure 2a shows a response surface describing the effect of the casein and whey proteins
concentrations on the relative coagulation time RCT of the UHT-treated micro-/diafiltrated milk
concentrates. Additionally, figure 2b shows this relationship as a plot of iso-effect lines according to

the following mathematical expression model for the prediction of RCT at a correlation level

R?=0.850:

RCT =0.05-C,, +5.97-C,, —0.96-C,. -C,p +0.79 (5)
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with C_, - the casein content in the milk concentrate (%); C,, - the whey protein content in the milk

concentrate (%).

As can be seen, the relationship between the casein content and the renneting behaviour of the heated
milk concentrate primarily depends on the amount of whey proteins available in the solutions prior to
heating. The increase of the casein concentration in absence or at very low whey protein content
affects the RCT only slightly. Probably, this phenomenon is due to the thermal damage of the micellar
casein which occurs at UHT temperatures (Schreiber, 2000). However, the changes within the casein
micelles under heat treatment conditions used in this experiment seems not to alter their renneting

properties dramatically.

The minor impact of the casein content on the RCT of milk concentrates with low whey protein
contents can be explained by taking into consideration the hydrolysis of the k-casein by chymosin,
defined as the primary phase of rennet gel formation. According to Dalgleish (1980) approximately
80-90% of the k-casein should be hydrolysed before appreciable aggregation and clotting occurs.
However, in a 4 fold concentrated UF retentate a hydrolysis of only 50% of k-casein is sufficient to
induce rennet gel formation (Garnot, 1988) that, approximately, results from a closer distance between
the casein micelles which leads to a decrease of the critical charge or (-potential at which the
aggregation occurs. Hence, the higher the concentration of the casein micelles is, the lower the relative
amount of the k-casein which is needed to be hydrolysed to initiate clotting. However, the absolute
amount of k-casein hydrolysed prior to clotting remains almost constant, since the casein content was
increased by ultrafiltration. An overlapping of these two processes probably results in a RCT nearly

independent on the casein concentration.

The presence of whey proteins in the concentrates completely changes the above mentioned
behaviour. If the amount of the whey proteins in the UF or MF milk concentrates exceeds 0.2 %, the
rennetability of the UHT treated samples with a casein content under 6 % alters dramatically. The
reason for this behaviour originates from the thermal interaction between the whey proteins and casein
micelles during heat treatment. While the milk concentrate is heat treated, the major whey proteins,
especially B-lg, react with the surface of the casein micelles. This reaction results in a limited

participation of the casein surface in both primary and secondary phases of the renneting process.

The involvement of casein micelles in the gel formation strongly depends on the degree of surface
blocking by whey proteins (Schreiber and Hinrichs, 2000). Figure 2b shows that the higher the ratio of
denatured whey proteins/casein is, the higher is the RCT and the lower is the ability of heat treated
milk concentrate to form a rennet gel after heat treatment. The rennetability of the UHT treated milk
concentrates can be improved either by increasing the casein content or by decreasing the whey

protein content, i.e. by the factors elevating the casein/whey proteins ratio.

The optimal composition of the milk protein concentrate regarding coagulation time can be derived
from figure 2b. As can be seen, the UHT treated milk concentrates show the same coagulation time as
pasteurized skim milk either if the whey proteins are completely removed from the milk concentrate

(lower than 0.05) or at casein contents of 6.5-7 % and whey protein concentration between 0.2 and
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1 %. However, in order to find out the protein composition of milk concentrates prior heating which is
optimal concerning both coagulation time and gel strength, the characteristics of the final rennet gels

described by relative gel firmness must also be taken into consideration.

3.2  Effect of casein and whey protein contents on the relative gel firmness of the UHT-treated MF
retentates

Fig. 3a shows the effect of the whey protein and casein content on the relative gel firmness RGF of
heated retentates. The zero-line in Fig. 3b marks the region where no gel formation after heat
treatment was observed. It can be seen that the protein composition of skim milk with unmodified
protein composition is located in this area. This is in agreement with many publications which showed

that UHT treated milk is not able to form a rennet gel.

The mathematical expression model for the prediction of the RGF at a correlation level of

R? =0.957 as a function of the whey protein and casein concentration was found as follows:
RGF=0.92-C,, +0.02-C_, -C,p -6.79-C}, —2.12 (6)

It can be seen from figure 3a that an increase of the casein content as well as a decrease of the whey
protein content enhances the relative gel firmness of the UHT treated MF milk concentrate. The
decline of the RGF with increased whey protein concentration leads to weaker rennet gels due to the
association of B-lg with casein micelles and blocking of their surface. This results in a formation of
fewer bridges and weaker bonds between the para-casein micelles (Van Hooydonk et al., 1987;
Waungana et al., 1996). Changes in the whey protein and casein concentrations leading to an increase
of the ratio between these protein fractions prior heating appears to lower the firmness of the rennet
gels. Decreasing the proportion between whey proteins and casein leads to the formation of stronger
gels due to the lower amount of whey proteins reacting with the surface of the casein micelles and
blocked its reactivity after heat treatment. Additionally, the enhanced RGF of the milk concentrates
with increased casein contents is obviously due the increased amount of the para-casein micelles

participating in the gelling process.

In order to obtain the same coagulation time as that of pasteurized skim milk, the decline of the rennet
gel firmness caused by an increased whey protein concentration can be compensated by higher casein
contents (Fig 3b). The results are in general agreement with those of Schreiber & Hinrichs (2000) who
also showed that with rising casein contents of the retentate more whey protein can be tolerated to be
denatured by heat treatment if a rennet gel with a certain firmness value shall be obtained. Figure 3b
also shows that even in almost complete absence of the whey proteins some changes in the casein

micelles occur as a result of a UHT treatment.

3.3  Optimization of the protein composition of the milk concentrates regarding their renneting
properties

The results described above allow to identify the compositions of the milk concentrate prior to UHT
treatment with coagulation time and gelling firmness of the heated concentrates identical to

pasteurized milk. In other words, in these MF retentates the RCT as well as the RGF have to be equal
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to one. This optimal composition can be found as a solution of the following equation system (7) by

setting equations (5) and (6) to one.

0.05-C,, +5.97-C,,—0.96-C,, -C,» +0.79=1 (RCT)
(7
0.92-C,, +0.02-C_, -C,o —6.79-C%,—2.12=1 (RGF)

Graphically, the solution can be found as crossover points of the isoeffect lines for RCT and RGF with

Cas

a target value of 1. Fig. 4 shows the graphical solution of the equation system (7). As can be seen,
there are two discrete situations which fit the requirements of the equation system (7). The first option
corresponds to a casein concentration of 3.4% and a whey protein content of 0.01%, the second option

has a higher casein level of 6.4% and a whey protein content of 0.65 %.
3.4. Validation of the optimal protein compositions

In order to validate the optimal protein compositions of the MF retentates in absolute terms, two milk
concentrates with 3.4% casein, 0.01% whey protein and 6.4% casein and 0.65% whey protein were
produced. The casein concentration was adjusted by means of UF. 100 L skim milk with a casein
concentration of 2.7 % was concentrated 1.26 times to obtain the casein content of 3.4% and 2.37
times to obtain a casein content of 6.4%. Afterwards, the obtained milk concentrates were diafiltrated
in MF/UF modus according to Fig 1. The number of required diafiltration volumes was calculated by

P

equation (1) solved for

. The number of diafiltration steps for the first option (3.4% casein,
0.01% whey proteins) was 4Sund to be 5.6. In order to reach the second optimal protein composition
(6.4% casein, 0.65% whey proteins) the UF milk concentrate had to be diafiltered by one diafiltration
volume. Both milk concentrates were UHT-treated under the conditions mentioned above and

underwent the standard renneting procedure.

Figures 5 and 6 show the absolute coagulation time and absolute firmness of the gels after 60 min after
rennet addition, respectively, of both milk concentrates and pasteurized skim milk. It can be clearly
seen that the coagulation properties of both experimental situations are comparable to those of
pasteurised skim milk. No significant differences between the absolute coagulation time of skim milk

and the milk concentrates were observed.

The coagulation time were in the standard range for rennet coagulation (Schreiber, 2000). The
absolute gel strength of the heated casein /whey protein concentrates was in the range of 0.2-0.5 N
which is known as the target value range for the gel strength of pasteurised milk according to Steffl
(1999) and Schreiber (2000).

4, Conclusions

The results of this study show that the impact of the heat induced denaturation of the whey proteins
and their reaction with the casein micelle surfaces can be overcome by manipulation of the protein
composition prior to heat treatment. Generally, two strategies can be chosen for the retention of the
rennetability of the heated milk: either, to completely remove the whey proteins by means of
diafiltration in the MF/UF modus or to compensate the negative impact of denatured whey proteins by
increasing of concentration of the micellar casein. These two procedures prior to heating enable the

same rennet coagulation time and the same rennet gel firmness as for pasteurized milk. The fact that a
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retention of the renneting properties of the UHT treated milk is possible even after UHT heating
conditions allows to assume that more gentle heating conditions in the 120 °C -range which still assure
a complete inactivation of Cl. tyrobutyricum spores offer an broader temperature range available
(Schreiber und Hinrichs, 2000). In this case the concentration levels of milk proteins would be even
lower and the amount of the whey proteins that can be incorporated in the cheese matrix, could be

higher than those selected by this study.

However, the results also show that the impairment of the rennetability of the heated milk is not only
related to the denaturation of the whey proteins and their reaction with the casein micelles which are
considered to be thermally stable. It has been shown that even in the absence of the whey proteins the
rennet gel formation properties are impaired by the UHT treatment and must be compensated by an
elevated casein concentration. This observation clearly demonstrates that a high temperature treatment
of the milk results in some degree of modification of the casein micelles. These modifications can be
related to a dissociation of the casein micelles (Aoki, Suzuki & Imamura, 1974), cross-linking
reactions on the surface or within the micelles (Zin El-Din & Aoki, 1993, Bulca & Kulozik, 2004) as
well as other reactions such as heat-induced changes of milk salts or modification of protein
hydratation. (Singh & Creamer, 1992). The kinetics of these modifications are currently being

investigated.
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508
509 Tablel: Experimental design for the evaluation of the influence of casein and whey protein
510 contents on the renneting properties of UHT-treated milk concentrates
Total ] _
Solutions protein Casein Whey protein
content [%] content [%] content [%]
1 6.5 5.91 0.63
2 6.20 035
3 6.33 021
4 6.41 0.09
5 6.41 0.05
la 4.9 4.47 0.47
2a 4.69 0.27
3a 477 0.16
4a 4.88 0.07
5a 483 0.038
1b 3.3 3.0 0.32
2b 3.18 0.18
3b 3.20 0.11
b 3.23 0.045
ab 3.25 0.026

511
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Figure 1:  Processing scheme for the preparation of milk concentrates

casein and whey protein by UTP-Microfiltration / Diafiltration
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Effect of casein and whey protein concentrations prior to heating on the rennet

coagulation time of UHT treated MF retentates: response surface (a) and isoeffect lines of

relative coagulation time (b)
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531 Figure3:  Effect of casein and whey protein concentrations prior to heating on the rennet gel

532 properties of UHT treated MF retentates: response surface (a) and isoeffect lines of
533 relative gel firmness (b)
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540  Figure4: Optimisation of the protein composition of MF milk concentrates prior to UHT treatment

541 using the relative rennet coagulation time and gel firmness as criteria
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551 Figure 5:  Absolute rennet coagulation time of UHT-treated milk concentrates with optimal protein
552 composition relative to pasteurised skim milk
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554  Figure6: Absolute gel firmness of the UHT-treated milk concentrates with optimal protein

555 composition relative to pasteurised skim milk

Normal range for coagulation time of pasteurised
— skim milk according to Steffl, 1999; Schreiber, 2000
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