Untersuchung von Vollmilch

1. Theorie

1.1. Inhaltsstoffe der Milch in g/I:

Wasser 870Na’ 0.5| peroxidase Abbau von HO,)
Lactose 43K 15| Lipase & Ranzigwerden)
Y 2+

Lipide 38| Mg 0.1| proteinasen+ Kasereifung)

Caseine 28cCa 1.2] vitamin A (= Farbe der Butter) 01

Albumine/Globuline s HPO42_ 3,1 Vitamin Bz (:> Farbe der Molke) 1,0
ClI 1,0] Vitamin C (Antioxidationsmittel) 10
Citrat 1,8| Vitamin D 0,001

1.2. Caseine

Albumine und Globuline besitzen eine relasitarre Kugelform, die unter Energiezufuhr schnell zerbricht.
Dagegen sind Caseine sdiiizstabil und denaturieren erst bei 120°C. Dies lasst sirbtddie ungeordnete und
variable Struktur erklaren, die bei Temperaturerhbhung viel EnergieForm von Bewegungsenergie
aufnehmen kann, ohne dabei zerstort zu werden.

1.2.1.05-, as und B- Caseine als Trager von Mineralstoffen

Diese Peptide bestehen aus jeweils ca. 200 AminesAudarunter 8 bzw. 11 bzw. 5 Serinresten.
Charakteristisch ist der hohe Anteil Bhosphat, Citrat, C&* und Mg*".

Phosphat und Citrat kbnnen entweder mit Serinrdsbealent veresterterb{ganisches Phosphabzw. Citrat)
oder tiber M§" und C&" ionisch an organisches Phosphat gebunden aetrdanisches Phosphabzw. Citrat):
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1.2.3.y- Casein als Schutzkolloid
v- Casein ist eirGlykoproteid, das ebenfalls aus ca. 200 Aminosauren und zig@tder Trisaccharidresten

besteht, die jeweils o-glycosidisch @hreonin gebunden sind.

Alle vier Trisyccharidreste liegen ziemliche didigieinander und bilden einen ausgepgigaren Bereich der
fur dieemulgierendeWirkung verantwortlich ist.

Im Gegensatz zu den anderen Caseinen begsiZasein nur einen einzigen Serinrest und kanrpesthend
wenig C&" bzw. Phosphat binden:
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1.2..3. Aufbau der Caseinmicelle

Die Uiber Phosphat, Citrat, Eaind Md¢f* vernetztenag;- und p-Caseinebilden das Skelett der Micelle und sind
Uber das gesamtanere der Micelle zuféllig verteilt. Dag-Caseinbefindet sich an dedberflache und ist mit
dem Kern Uber Disulfidbriicken und van- der Waal&ftér der unpolaren Kettenbereiche verbunden, wahren
die polare Trisaccharideinheit nach auf3en zum Wésegerichtet ist.

Sowohl dag3-Caseinals auch daanorganische Calciumphosphatkann bei Erwarmung aus der Micelle ins
Serumdiffundieren und bei Abkiihlung wieder eingelagert werden.

Bei der Erwdrmung von Milch bildet sich dahaslloidales Calciumphosphat (Suspension) im Serum, das
beim Abkiihlen wieder von den Micellen absorbientdwi

Die Caseinmicelle ist vergleichbar mit deipoproteinen im tierischen Blut, bei denen ebenfalls Glykprdéei
die Funktion eines Emulgators fur unpolare Fettd @imolesterinester im Inneren der Micelle Ubnernemm
Auch die Lipoproteine kénnen ihre ,Fracht” reveddian das Blutserum abgeben.
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1.3. Fallung der Caseine durch Sauren oder Salze

Die isoelektrischen Punkte (IEP) der Milchprotegied:

a- undp-Caseine: 4.8
y-Casein: 5,8
a-Lactoglobulin: 4,5
B-Lactoalbumin: 4.2

An diesen pH-Werten liegen jeweils ungefahr gleiighe positiv geladene Ammoniumreste R-Nidnd negativ
geladene Carboxylatreste R-CO@or. Diese Gruppen bildepaarweise untereinander H-Briicken so dass
das gesamte Molekil naeluf3en hin elektrisch neutralund relativ unpolar wirkt. Die Zahl der H-Briicken
den umgebenden Wassermolekilen und damitAtisserldslichkeitdes Proteins ist bei diesem pH-Wert also
minimal.

Beim pH-Wert 6,7 der Frischmilch sind dagegen degativ geladenen Carboxylatgruppen R-CO@
Ubergewicht und werden in Ermangelung positiv getesh Ammoniumreste von,8-Molekiilen bzw. HO*-
lonen umhdillt. Diesélydrathillen ,tragen“ das Protein im umgebenden Wasser.



Durch Zugabe von ¥D*-lonen (z.B. bei deMilchséauregarung) oder N&-lonen (z. B. beim Aussalzeri mit
Na,CO; in 2.2.) wird die Hydrathiille durch die zusatzlipbsitiv geladenen lonererdrangt und das Molekil
wird nach auf3en hin wieder neutral, d.h., die loideit verringert sich.

Im Inneren der Caseinmicellen werden auRerdem dié"Cand Md*-lonen durch HO" verdréngt und
diffundieren zusammen mit teilweise protonierten Phosphat- Qitcatresten aus der Micelle ins Wasser, wo
sie sich zu feinstverteiltekolloidalem Cag(POs), verbinden.

Infolge der Auflosung der Phosphatbriicken I6seh aiach digB-Caseineaus der Micelle. Sobald der IEP des
y-Caseins erreicht ist, und die Hydrathillen um Restmicellen verschwinden, beginnt die Zusammeunbgll
(Aggregation) der Micellen zu kleinen Komplexen, die schlieBliauch die3-Caseine wieder aufnehmen und
ein Gel bilden.

Dieses Gel enthélt so gut wkeine Mineralstoffe mehr, entsprechend gering sind die Mineralstofédfehvon
Sauermilchprodukten wie Sauermilchkése, Joghurt, Dickmilch oder Sailetm

@p @ |

1.4. Féllung der Caseine durch Enzyme

Bei der Labgerinnung wird-Casein durch das Enzym Chymosin zwischen;f2hend Metys gespalten.
Dadurch wird der polare Teil mit den Trisaccharidgmgespalten. Die ,nackten Micellen besitzen keine
ausreichende Hydrathille mehr, lagern sich zusammenbilden ein Gel, welches nahezu alle Miner#isto
enthalt. Entsprechend hoch ist der Mineralstoffifehd_abkéase.

1.5. Fallung der Albumine und Globuline durch Erhitzen

a-Lactoalbumin ist der Rest des Enzymkomplexes fér $lynthese von Lactose; wahrend die Rolle flen
Lactoglobulin ungeklart ist. Beim Erhitzen der Mileverden die Disulfidbriicken der Albumine und Gl
zerstort, was zur Denaturierung und Zusammenlaggefiitrt. Die Aggregatbildung dg-Lactoglobuline ist fir
die Hautbildung verantwortlich.



2. Durchfuihrung

Gerate

6 Reagenzglaser mit Stander, 1 Becherglas 250 Bé&cherglas 100 ml, 1 Erlenmeyerkolben 250 ml, &3gr
Trichter, 3 grol3e Filterpapiere, 5 Pipetten, Madgiteer, Glasstab, Brenner mit Dreibein und DratznpH-
TeststreifenSchutzbrille

Chemikalien
100 ml Vollmilch, Konz. Ethansaure, ges. ,8&s-Losung, verdinnte CuS&osung, konz Salpetersadure,
Fehling | und Il-L6sungen

2.1. Abtrennung der Caseine durch Saureféllung

1. 50 ml Milch werden im grof3en Becherglas mit warmssitungswasser auf 250 ml verdunnt.

2. AnschlieBend wir der pH-Wert mit Teststreifen bastit.

3. Unter Rihren werden 3 - 6 ml konz. Essigsdure rogkt bis der IEP bei pH 4,6 erreicht ist und die
Caseine in dicken Flocken ausfallen.

4. Man ruhrt noch 1 - 2 min und filtriert dann in dédenmeyerkolben. Dies dauert eine Weile.

5. Wahrend der Filtration werden die 6 Reagenzglasscliriftet:
- Fiterrickstand 1 (Caseine) + Biuret
- Filtrat 1 (Molke) + Biuret
- Filterriickstand 2 (Albumine und Globuline) + Bétir
- Filtrat 2 (Sirte) + Biuret
- Filtrat 2 (Sirte) + Fehling
- Filtrat 2 (Sirte) + Xanthoprotein

6. Um die Filtration zu beschleunigen, kann der Filkeisgewechselt werden. Die Filtration kann beendet
werden, sobald sich ca. 50 ml Molke im Erlenmey#rén gesammelt haben.

7. Jeweils ein Teil des Filtrates 1 (Molke) und ddgeFilickstandes 1 (Caseine) werden in die entspretdn
Reagenzglaser abgefulit.

8. Die restliche Molke wird in das kleine Becherglasiglt und in 2.2. weiterverarbeitet.

Fragen zu 2.1.

a) Was ist der IEP?

b) Zeichnen Sie ein Dipeptid aus Lysin und Asparagirs#ei pH 1,am IEP und bei pH 13.
c) Warum ist die Loslichkeit von Aminosduren und Pirt@ am IEP am geringsten?

d) Welche Puffersysteme verhindern die AusfallungRieteine im Blut?

2.2. Abtrennung von Globulin und Albumin durch Erhitzen und Aussalzen

1. Das Filtrat 1 (Molke) wird mit 5 - 10 ml ges. p&0Os-L6sung inkleinen Portionen versetzt, bis pH 6
erreicht ist fnit Teststreifen kontrollieren!) und die Albumine und Globuline in feinen Flockansfallen.

2. AnschlieRend kocht mavorsichtig und unterstandigem Rihrennoch 1 - 2 min auf, um die Ausflockung
(Koagulation) der Proteine zu férdern. (Wenn dieldd@nfangt zu steigen, sofort den Brenner wegnehmen

3. Mit demsorgfaltig gereinigten und proteinfreienTrichter filtriert man direkt in eisauberesReagenzglas.

4. Der Filterriickstand 2 (Albumine und Globuline wirddas entsprechenden Reagenzglas gekratzt.

5. Das Filtrat 2 (Sirte) wird auf didrei entsprechenden Reagenzglaser verteilt.

Fragen zu 2.2.

a) Wie nennt man die Zerstorung der TertiérstruktnesiProteines?

b) Welche Mdglichkeiten gibt es noch, um die Tertiédstur eines Proteins zu zerstéren?

c) Nennen Sie zwei wichtige Funktionen von ProteimarBiut, die durch die Tertiarstruktur bestimmt wend
d) Beschreiben Sie Chancen und Risiken eines Fiel@isirh Hinblick auf b)



2.3. Untersuchung auf Zucker und Eiweil3e
Da bei allen Nachweisen konzentrierte Lauge verwenthd teilweise auch erhitzt wird, muss in diesem
Abschnitt stdndig di§&chutzbrille getragen werden!

1.

2.

3.

Die folgenden Lésungen werden rainem Tropfen (1) verdinnter CuS@L6sung versetzt und geschuttelt:

- Filterriickstand 1 (Caseine) gel6st in 2 m NaOH

- Filtrat 1 (Molke) versetzt mit etwas 2 m NaOH

- Filterriickstand 2 (Albumine und Globuline) gelés2 m NaOH (erwarmen und schitteln)

- Filtrat 2 (Sirte) versetzt mit etwas 2 m NaOH

Filtrat 2 (Sirte wird mit 2 Tropfen konz Salpetarsé (atzend und krebserregend!) versetzt und leicht
erwarmt.

Filtrat 2 (Sirte wird mit je 2 ml Fehling | und (Vorsicht Lauge!) versetzt und leicht erwarmt

Fragen zu 2.3.

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Zeichnen Sie die Strukturformel eines aus zwei tBiyolekilen aufgebauten Dipeptides bei pH 14.
Beschreiben Sie die Bildung eines Kupfer-Biuret-Kabemes aus zwei Molekilen des Dipeptides aus a)
Warum bildet sich der Biuret-Komplex nur in stadsischen Losungen?

Beschreiben Sie die Reaktion von Fehling-Losunglmdtose in Strukturformeln.

Notieren Sie die Beobachtungen und Ergebnissessighis Nachweise aus 2.3.

War die Abtrennung der Proteine erfolgreich? Weichtnworan kénnt es liegen?



