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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit beschatftigt sich mit der Berechnung von Proteinschadigungen der Mol-
kenproteine B-Lactoglobulin und a-Lactalbumin. Auf der Grundlage einer Literaturrecherche
wird der Einfluss der Temperatur sowie der Konzentrationen und des pH-Wertes auf die reakti-
onskinetische Beschreibung der Proteinschadigung untersucht.

Die Proteinschadigung lasst sich grob in zwei Schritte aufteilen, die der Denaturierung durch
Konformationsanderung des Proteins und einer anschlieRenden Aggregation. Die Untersuchun-
gen zeigen, dass diese Vorgange durch formale Reaktionskinetiken abbildbar sind. Dabei reicht
eine Kinetik mit einer festen Reaktionsordnung je Protein aus, um beide Schritte berechnen zu
kénnen. Je nach Temperaturbereich dominiert der eine oder der andere Teilschritt die Kinetik.
Dies zeigt sich durch eine Aufteilung des Temperaturbereiches in zwei Abschnitte. Im unteren
Temperaturbereich pragt die Denaturierung, im oberen Bereich die Aggregation die Reaktions-
geschwindigkeit. Dies fuhrt bei gleicher formaler kinetischer Beschreibung zu einem anderen
Satz von Parametern zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten.

Es zeigt sich, dass die Beschreibungen und Parameter der Reaktionskinetiken nach Dannen-
berg (Dannenberg, 1986) die derzeit beste Berechnungsmaglichkeit der Reaktionsgeschwindig-
keiten als Funktion von Temperatur und Konzentrationen darstellen.

Ein einfaches Modell zur dynamischen Simulation eines Rihrwerksverdampfers liefert plausible
Ergebnisse hinsichtlich der Proteinschadigung und der zeitabhangigen Konzentrationsverlaufe
bei Simulationsexperimenten im Batchbetrieb und kontinuierlicher Fahrweise bei unterschiedli-

chen Temperaturen.
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1 Einleitung

Die thermische Behandlung spielt in der Verarbeitung von Milch eine grol3e Rolle. Einerseits er-
folgt die Erhitzung mit dem Ziel der Haltbarmachung (z.B. Pasteurisieren oder Sterilisieren), an-
dererseits soll der Wassergehalt durch Eindampfung reduziert werden, um beispielsweise Kon-
densmilch mit unterschiedlichen Fettgehalten zu erhalten oder um fur eine anschlieRende
Trocknungsstufe vorab eine hohe Reduktion des Wassergehaltes zu erreichen. Bei allen Pro-
zessen mit Hitzeeinwirkung spielt der Einfluss der Temperatur auf den Zustand der Milchprote-
ine eine wichtige Rolle. Die Denaturierung kann neben erwiinschten Effekten zur gezielten Ein-
flussnahme auf Produkte auch zu unerwlnschten Zusténden fuhren. Unerwinschte Zustande

waren zum Beispiel:

e Fouling im Verdampfer,
¢ Verfestigung von Ablagerungsschichten bei der Ultrafiltration,

e Erhdhung der Ausbeute von Molkenproteinen in der Kaserei.

( (Dannenberg, 1986), (Kessler, 2006)).

Dabei ist es wichtig, die thermisch induzierte Proteindenaturierung nicht nur qualitativ beurteilen
zu kénnen, vielmehr kommt auch einer quantitativen Beschreibung eine immer gréRere Bedeu-
tung zu. Um einen gezielten Einfluss auf den Denaturierungsgrad verschiedener Proteinfraktio-
nen nehmen zu kdnnen oder diesen zu beurteilen, ist es notwendig, das Denaturierungsverhal-
ten mit Hilfe von Reaktionskinetiken beschreiben zu kdnnen. Damit ist es mdglich, den Denatu-

rierungsgrad zu modellieren (Kessler, 2006) und tber Simulationsrechnungen zu analysieren.

Kinetiken zur Denaturierung von Molkenproteinen sind schon lange Gegenstand von For-
schungsarbeiten. Erste Arbeiten, die sich mit der Vermessung und Identifikation solcher Kineti-
ken beschaftigen, finden sich bereits Anfang der 50er Jahre, z.B. (Larson, et al., 1952) oder
(Harland, et al., 1953). In den Folgejahren nahmen diesbezligliche Forschungsaktivitaten zu.
Einerseits verbesserten sich die Analysemethoden, so dass genauere und differenziertere Mes-
sungen moglich wurden. Andererseits steigerte sich die Produktion bzw. die Anlieferung von
Milch in Molkereien kontinuierlich. Alleine in Deutschland verzeichnete sich von 1960 bis 2014
ein Anstieg um mehr als 100%, von ca. 14,5 auf etwa 31,4 Millionen Tonnen angelieferter
Milch in deutschen Molkereien (WD, 2016). Damit war und ist auch das Interesse an besseren
Berechnungsgrundlagen verbunden, um die Auslegung und den Betrieb von Produktionsanla-

gen sowohl im Batchbetrieb als auch bei kontinuierlicher Anlagenfahrweise zu optimieren.

Es existiert eine Vielzahl von Verdéffentlichungen, die sich mit derartigen Kinetiken beschéaftigen,
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also Untersuchungen im Hinblick darauf, das Denaturierungsverhalten aus reaktionskinetischer
Sicht zu beschreiben und verfigbar zu machen.

Ziel dieser Arbeit ist es, Untersuchungen zur thermischen Denaturierung von Molkenproteinen
zu analysieren und miteinander zu vergleichen, um am Ende aus einer Vielzahl von Arbeiten zu
diesem Thema eine mdglichst gute kinetische Beschreibung des Denaturierungsverhaltens zu
extrahieren. Aufgrund der groflen Anzahl von Arbeiten und dem breiten Spektrum an Milchpro-
teinen erfolgt die Konzentration auf die beiden Molkenproteine, die in gréRter Menge in Milch
vorliegen, das B-Lactoglobulin (A und B) sowie das a-Lactalbumin.

Neben der Temperaturabhangigkeit der Denaturierung fliel3t auch der Einfluss von Proteinkon-

zentrationen sowie der pH-Wert in die Untersuchungen mit ein.

2 Aligemeines zur Milch

2.1 Zusammensetzung von Milch

Milch, als wassriges, mehrphasiges System, bestehend aus geldsten Komponenten (Lactose,
Molkenproteine, Salze, organische Sauren), emulgierten Komponenten (Milchfettkugeln) sowie
kolloidal gelésten Komponenten (Casein). Den jeweiligen Anteil der Bestandteile fiir durch-
schnittliche Kuhmilch zeigt Tabelle Tab. 2-1 (hierbei handelt es sich um Durchschnittswerte, die

Summe der Gewichtsprozente ergibt daher nicht 100%).

Komponente Durchschnittsgehalt
[Gew.-%]
Wasser 87
Lactose 4.6
Fett 3,9
Proteine 3,3
davon Casein 2,6
und Molkenproteine 0,7
Salze, organische 0,7

Sauren und Ubriges

Tab. 2-1: Durchschnittliche Milchzusammensetzung (Dannenberg, 1986)
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Komponente Konzentration MG IEP

[g/kgl [Dalton]
Gesamtprotein 33

Gesamtcasein 26 4,6

1= 10,0 23600 5,1

gz 2,6 25200 5,1

B- 9,3 24000 5,3
12000-

- 0,8 21000 8:8

- 3,8 19000 il
* ' 4,2
Molkenproteine 6,3

B-Lactoglobulin 3.2 18300 5,3

a-Lactalbumin 1,2 14200 5,1

Blutserumalbumin 0,4 63000 4,7

g 160000 4,6-

Immunoglobuline 0.7 400000 6.0
Proteose- 4000-

T

Peptone u.a. 0,8 40000 3,
Fettkugelmembran—
proteine 0,4

Tab. 2-2: Durchschnittliche Zusammensetzung der Milchproteinfraktion, inklusive Molekularge-
wicht und isoelektrischem Punkt der einzelnen Fraktionen (Dannenberg, 1986)

Die in der Milch enthaltenen Proteine, lassen sich in drei Proteinfraktionen unterteilen, das Ca-
sein, die Molkenproteine sowie die Fettkugelmembranproteine (vgl. Tabelle Tab. 2-2). Dabei bil-
det das Casein, inklusive den genetischen Varianten as1-, asz2-, K-, - und y-Casein, mit 26 g/kg,
den groliten Anteil. Die beiden Hauptkomponenten der Molkenproteine sind das das B-Lacto-
globulin (3,2 g/kg) mit seinen beiden malRgebenden genetischen Varianten B-Lactoglobulin A
und B, sowie das a-Lactalbumin mit 1,2 g/kg. Alle anderen Proteine weisen deutlich geringere
Konzentrationen auf (Dannenberg, 1986). Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf diese bei-

den Komponenten, die mit etwa 70% die Hauptanteile der Molkenproteine darstellen.

2.2 Thermische Behandlung von Milch

Die thermische Behandlung von Milch hat in der Praxis eine groRRe Bedeutung. So erfolgt bei-
spielsweise das Haltbarmachen meist durch Erhitzen, wobei unterschiedliche Temperaturberei-
che zur Anwendung kommen. So findet das Thermisieren bei Temperaturen von 62-65°C statt,
das klassische Pasteurisieren von 72-75°C, die Hochpasteurisierung im Bereich 125-135°C so-
wie die Ultrahocherhitzung von 135-150°C. Ziel ist es, durch das Abtéten von Keimen, die Halt-
barkeit der Milch zu erhéhen. Die Verweilzeit hangt dabei von der Absterbekinetik der Keime
ab. Diese wird mit zunehmender Temperatur schneller, das bedeutet, hdhere Temperaturen er-
fordern geringere Verweilzeiten als niedrigere Temperaturen.

Eine weitere Anwendung der thermischen Behandlung ist das Eindampfen. Durch das Abdamp-
fen von Wasser konzentrieren sich die Inhaltsstoffe der Milch auf. Das Verdampfen des Was-
sers erfolgt tblicherweise bei niedrigen Prozessdriicken um die Siedetemperatur gering zu hal-

ten. Durch niedrige Prozesstemperaturen lassen sich Produktschadigungen minimieren.
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Die thermische Behandlung von Milch hat Veranderungen bei einigen weiteren Inhaltsstoffen

zur Folge, beeinflusst von zahlreichen Faktoren, beispielsweise (Belitz, et al., 1985):

e Koagulation von Casein (Koagulationstemperatur 130-150°C),

e durch Temperatur und pH-Wert kann eine Mizellanderung bewirkt werden
(z.B. fallt die Koagulationstemperatur mit fallendem pH-Wert),

e erhitzen von Natrium- bzw. Calciumcaseinatlésung auf 120 °C fur tGber 5 h fihrt zu einer
100 %-igen bzw. 85 %-igen Dephosphorylierung und einer Freisetzung von 15 % des
Stickstoffes in Form niedermolekularer Bruchstucke,

e die thermische Instabilitat von Milch steigt mit dem Gehalt an freiem Calcium,

e Denaturierung von Molkenproteinen durch héhere Temperaturen bei kiirzeren oder nied-

rigere Temperaturen bei langeren Verweil-/Erhitzungszeiten,

'Y
6 .
= '
o \
S | \
.E‘ "g
E] \
31 i \
$ 2 \
c —_— \
- \
= 24 \ ‘I“
o N \
= \ \
5 R
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—____‘_\ ‘._‘
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1 T I 1 -
40 60 80 100

Temperatur (*C)

Abbildung 2-1: Denaturieren von Molkenproteinen beim Erhitzen auf verschiede-
nen Temperaturen Gber 30 min. 1 Molkenproteine insgesamt, 2 R-Lactoglobulin,
3 a-Lactalbumin, 4 Proteose-Pepton, 5 Immunglobulin, 6 Serumalbumin
(Bellitz, et al., 1985)

e Aktivierung von Thiolgruppen,

¢ Calciumphosphatniederschlage auf Caseinmizellen,

¢ Maillard-Reaktionen zwischen Lactose und Aminogruppen (Lysin),

¢ Bildung von &-Lactonen und Methylketonen aus Glyceriden mit Hydroxy- bzw. Ketofett-
sauren,

e Abbau von Thiamin,

e Veranderungen an der Milchfettmembran
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Berechnungsmdglichkeiten zur Beurteilung von Veranderungen oder Schadigungen von Inhalts-

stoffen der Milch sind somit von grof3er Bedeutung.

3 Grundlagen der Proteindenaturierung

3.1 Grundsatzlicher Proteinaufbau

Proteine sind wie Peptide aus Aminosauren aufgebaut. Es handelt sich um lange Polypeptidket-
ten, im Prinzip lange Aminosaureketten, die per Peptidbindung (saureamidartig) verbunden
sind. Neben Peptidbindungen kdnnen auch kovalent gebundene Heterobausteine vorhanden
sein, z.B. enthalten Phosphoproteine, wie Caseine (Milch) oder Phosvitin (Eidotter) mit Phos-
phorsaure veresterte Serin- bzw. Threoninreste. Glykoproteine enthalten ein oder mehrere
Mono- bzw. Oligosaccharide, die O-glykosidisch an Serin, Threonin oder &-Hydroxylysin bzw.
N-glykosidisch an Asparagin gebunden sind, wie z.B. k-Casein, Kollagen oder Serumproteine
einiger Fischarten. Die Proteinstruktur ist abhangig von der Aminosauresequenz, der Pri-
marstruktur. Die Konformation des Molekdls, die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur, hangt
wiederum von der Primarstruktur ab. Sie wird durch nicht kovalente Bindungen wie beispiels-
weise Wasserstoffbriickenbindungen, kolloidale Calciumphosphatbriicken, elektrostatische
Krafte und hydrophobe Bindungen aufrechterhalten, die Quartarstruktur in Einzelfallen auch
Uber Disulfid-Brickenbindungen. Wahrend die Sekundar- und Tertiarstruktur aus einem Mole-
kil, dem eigentlichen Protein bestehen, handelt es sich bei der Quartarstruktur um multimoleku-

lare Gebilde (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg).

Primarstrukiur Sekundérstruktur Tertiarstruktur Quartarstruktur

Ala —

Lys
Gly
Gly *

Aminosauren ot -Helix Polypeptidkette zusammengelagerte
Untereinheiten

Abbildung 3-1: Strukturebenen von Proteinen (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg)
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3.2 Definition der Proteindenaturierung

Unter der Denaturierung von Proteinen wird die reversible oder irreversible, partielle oder voll-
standige Anderung der nativen Konformation eines Proteins verstanden. Dabei erfolgt keine
Auftrennung kovalenter Bindungen, ausgenommen sind mégliche Disulfid-Briickenbindungen
(Belitz, et al., 1985). Die Wirkung eines Proteins und dessen technofunktionelle Eigenschaften
ist direkt mit seiner raumlichen Struktur verbunden. Wird demnach die Proteinstruktur verandert,
so verliert es seine urspriingliche Wirkung. Die Denaturierung beinhaltet somit die Strukturande-
rung von Proteinen. Dabei werden fast immer mehrere Ordnungsstufen zerstort, wobei die Pri-

marstruktur davon nicht betroffen ist.

Die chemischen oder biologischen Ursachen einer Denaturierung kdnnen alle Einflusse beinhal-
ten die Wasserstoffbriickenbindungen, lonenbindungen oder hydrophobe Bindungen Iésen, bei-

spielsweise

e Hitze,

e pH-Wert Anderung,

e organische Losemittel,

e Salze,

e Harnstoff,

e Alkohole,

e mechanische Einflisse wie Rihren oder Schlagen,
e Bestrahlung,

e Ultraschalleinwirkung, etc.

Eine Denaturierung ist reversibel, wenn die Peptidkette im aufgefalteten Zustand durch die
Wechselwirkung mit dem auslésenden denaturierenden Stoff, stabilisiert wird. Nach Entfernung
dieses Stoffes bildet sich die Struktur des Proteins wieder zur nativen Struktur zurick.

Eine irreversible Denaturierung tritt auf, wenn es durch intermolekulare Wechselwirkungen mit
anderen Peptidketten zu Effekten kommt, welche die Peptidkette im aufgefalteten Zustand sta-
bilisieren. Das geschieht beispielsweise beim Eierkochen, also bei der thermischen Koagulation
von Proteinen. Durch die Auffaltung der Peptidketten kdnnen reaktive Gruppen, z.B. Thiolgrup-
pen, freigesetzt werden, die im gefalteten Zustand nicht zugénglich sind. Dies Gruppen kénnen
durch die Bildung kovalenter Bindungen (z.B. Disulfid-Bruckenbindung) zu irreversibler Denatu-
rierung fuhren (Fiedler, 1985).
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3.3 Molkenproteindenaturierung

Nach obiger Definition ist die Proteindenaturierung auf die Entfaltung der Proteine beschrankt.
Nach der Entfaltung erfolgt jedoch haufig die Aggregation. Diese beiden Vorgange beruhen je-
doch auf unterschiedlichen Mechanismen, die zu unterschiedlichen Geschwindigkeiten im Ab-
lauf fiihren (Dannenberg, 1986). Dies zeigt sich auch bei der Ermittlung der makrokinetischen

Reaktionsgeschwindigkeiten.

3.3.1 Denaturierung von B-Lactoglobulin

Dannenberg geht von einem zweistufigen Denaturierungsverlauf aus: Entfaltung und Aggrega-
tion (Dannenberg, 1986).

Dimeres und monomeres B-Lactoglobulin liegt in einem Gleichgewicht vor (bezeichnet als Se-
kundargleichgewicht). Dieses verschiebt sich unter Warmeeinwirkung immer weiter in Richtung
des Monomers, bis ab Temperaturen von 55°C nur noch native Monomere (N) vorliegen. Dabei
finden molekulare Umordnungen unter erhdhter Reaktionsaktivitdt der Thiol-Gruppen statt. Bei
Temperaturen von 65 bis 70°C stellt sich ein weiteres Gleichgewicht ein, auch Primargleichge-
wicht genannt. Hierbei stehen native und denaturierte Monomere (D) im Gleichgewicht. Auf-
grund hoher Werte der dabei zu findenden Enthalpiednderungen kann von gréReren Anderun-
gen der Tertiar- und Sekundarstruktur ausgegangen werden. Da die Bildung des Primargleich-
gewichtes sehr schnell ablauft, interpretiert Dannenberg die Bildung des Primar- und Sekun-
dargleichgewichtes als einen Schritt.

Die entfalteten Monomere (D) reagieren in einem Gleichgewicht unspezifisch ohne kovalente
Bindungen zu Dx. Mit steigender Temperatur kommt es zu irreversibler, unspezifischer Aggre-
gation der entfalteten Monomere (Bildung von D4y ... Dnn), dem zweiten Schritt, vgl. Abbildung
3-2.

Casein stabilisiert das denaturierte B-Lactoglobulin tber unspezifische Calcium-Bindungen und
reduziert damit die Aggregationsbildung. Das bedeutet, dass B-Lactoglobulin als isoliertes Pro-
tein in Losung ein anderes Verhalten zeigt als in Milch unter Beisein von Casein (Dannenberg,
1986).

k k’ ky
N, 2 *2 N3 »2D » Dy Dy
Mono- Entfaltung  SH/SS unspezifisch
merisierung
| unspezifisch
Dx

Abbildung 3-2 Schema der Denaturierung und Aggregation von B-Lactoglobulin (Dannenberg,
1986)
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De Wit (De Wit, 2009) detailliert diese Mechanismen noch weiter (vgl. Abbildung 3-3).

Durch Auswertung vieler Arbeiten zum Thema Denaturierung von B-Lactoglobulin kommt De

Wit zu den nachfolgenden -er nennt sie ,vorsichtige“- Schlussfolgerungen, geltend fur pH-Werte

Uber 6,8.

B-Lactoglobulin liegt bei Raumtemperatur als natives Dimer vor (N-N). Bei einer Erwarmung auf

55°C kommt es zu einer Dissoziation in die Monomere. Dabei erfolgen kleine reversible Konfor-

mationsanderung (R) unter Freilegung der Thiol-Gruppen, auch als Tanford Transition bezeich-

net. Zwischen 60 und 70°C kommt es zu partiellen Auffaltungen bei gleichzeitiger irreversibler

Anderungen der Monomere (D), induziert durch freie Thiol-Gruppen, auch ,molten globule

state genannt. Im Temperaturbereich zwischen 65 und 75°C bilden sich kleinere Oligomere

durch Thiol/Thiol-Oxidationsreaktionen und in geringem Malfde durch Disulfid-Briickenbildung.

Bis 100°C erfolgen weitere Auffaltungen unter Beibehaltung von Reststrukturen der Konformati-

onen. Bei Temperaturen zwischen 75 und 85°C entstehen grofiere Oligomere durch Bildung
nichtkovalenter Bindungen. Oberhalb von 85°C bis etwa 105°C bilden Disulfid-Briicken die Ba-

sis fur die Aggregation. Schlief3lich kommt es bei Temperaturen tber 125°C zur Auffaltung der

konformativen Reststrukturen, vermutlich durch Auftrennung der Disulfid-Briickenbindungen.

| |
2X @
©
|
grofRRe
Aggregate

kleine
Aggregate

!

Phys.+chem
Reaktionen

20°C

55°C

60-70°C

65-75°C

75-85°C

85-105°C

>125°C

natives Dimer

Dissoziation

Monomere

»molten globule”

partielle Entfaltung
und Dimerisierung

Aggregation
(Disulfid-Briicken +
hydrophobe Bindungen)

Aggregation
(nur Disulfid-Briicken)

Aufbrechen der
Disulfid-Briicken
und vollstandiges Entfalten

Abbildung 3-3 Schema der temperaturabhangigen Denaturierung und Aggregation von B-Lacto-

globulin (pH>6,8) (De Wit, 2009)

Seite | 8



3.3.2 Denaturierung von a-Lactalbumin

Im Vergleich zu B-Lactoglobulin gibt es fur a-Lactalbumin nur sehr wenige Untersuchungen zum
Hergang der Denaturierung. Dannenberg (Dannenberg, 1986) kommt bei seiner Auswertung
zum Schluss, dass hier ebenfalls ein zweistufiger Prozess vorliegt, die Auffaltung als eigentliche
Denaturierung mit anschlieRender Aggregation. Lediglich fur den Entfaltungsmechanismus gibt
es anhand der Hohe der Denaturierungsenthalpie Indizien auf einen komplizierteren Vorgang.
Im Vergleich zum B-Lactoglobulin verfiigt das a-Lactalbumin Gber vier statt zwei Disulfidbri-
cken. Solange diese intakt sind, begiinstigen sie die Rickfaltung, das Lactalbumin weist daher

eine héhere Reversibilitat fur die Entfaltung auf, als das Lactoglobulin.

4 Reaktionskinetik

Reaktionskinetiken beschreiben die Reaktionsgeschwindigkeit von Reaktionen. Sie sind im All-
gemeinen eine Funktion von Druck, Temperatur und Zusammensetzung. Mit der Zusammenset-
zung finden auch Komponenten Berticksichtigung, die nach der Reaktionsgleichung nicht an
der Reaktion teilnehmen, beispielsweise geldste Salze oder H3O*-lonen (in Form des pH-Wer-
tes).

Laufen die Reaktionen unter dem Einsatz von Katalysatoren ab, so ergeben sich flr unter-

schiedliche Katalysatoren unterschiedliche Beschreibungen der Reaktionsgeschwindigkeit.

Untersuchungen zur Kinetik laufen Ublicherweise als Batch-Versuche ab. Unter der Vorausset-
zung eines thermodynamisch geschlossenen Systems ohne Phasenwechsel und lediglich einer

Reaktion lautet die Komponentenbilanz im Reaktionsvolumen V fiir eine Komponente i

dlV - c;) )
Lo v, (Gl.4-1)

und damit

av dc; )
E.Ci-l-V.d_tl:_V.ri (GI4_2)

Die Komponente i reagiert hier mit einer volumenspezifischen Reaktionsgeschwindigkeit r; in
der Reaktionsphase mit Volumen V. Unter der Annahme eines konstanten Reaktionsvolumens
ergibt sich damit aus Gleichung (Gl.4-2) die Ublicherweise fiir die Vermessung von Reaktionski-

netiken in Batch-Versuchen angesetzte Gleichung
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dCi

— = Gl.4-3
dt ' ( )

Eine allgemeingultige Gleichung lasst sich fir 7; nicht herleiten. Bei der Denaturierung der Mol-

kenproteine wird zunachst davon ausgegangen, dass makrokinetisch gesehen, lediglich die

Komponente selbst an der Reaktion teilnimmt. Unter der Voraussetzung, dass die Reaktion in

einer Phase ablauft (hier die fllissige Phase), Iasst sich damit fiir die Reaktionsgeschwindigkeit

7

ansetzen. k ist dabei die Geschwindigkeitskonstante und n die Reaktionsordnung.
Konformationsanderungen der Proteinmolekiile finden hierbei formal Berlicksichtigung als Re-
aktion, obwohl vom chemischen Standpunkt aus gesehen keine eigentliche Reaktion zustande

kommt (ausgenommen eventuelle Trennungen von Disulfid-Brucken).

Die Reaktionsordnung n ist dabei vorab nicht festgelegt, die Ermittlung basiert auf experimentel-
len Daten. Mittels der Reaktionsordnung erfolgt die Beschreibung der Abhangigkeit der Reakti-
onsgeschwindigkeit von der Konzentration. Die Reaktionsordnung ist im klassischen Ansatz ein
fester Wert fiir eine definierte Reaktion unter definierten Bedingungen. Sie ist nicht ohne weite-
res auf andere Reaktionsbedingungen lbertragbar.

Abbildung 4-1 zeigt qualitativ den zeitlichen Verlauf relativer Konzentrationen (aktuelle Konzent-
ration c¢; bezogen auf die Ausgangskonzentration c,) fur unterschiedliche Reaktionsordnungen
aber gleicher Geschwindigkeitskonstante.

Mit voranschreitender Reaktion wird Edukt verbraucht, die Konzentration eines oder mehrerer
Ausgangsstoffe nimmt also ab. Da mit héherer Ordnung die Geschwindigkeit auch starker von
den Konzentrationen abhangt, laufen diese zu Reaktionsbeginn relativ schnell ab, um mit zu-
nehmender Reaktionsordnung langsamer zu werden. Ob eine Reaktion in Ganze am Ende
schnell oder langsam ist hangt zusatzlich noch von der Geschwindigkeitskonstanten k ab.
Kinetiken 0. Ordnung sind hangen nicht von der Konzentration der Edukte ab. Damit ist eine
derartige Beschreibung nicht geeignet, wenn mit hohen Umsatzen gerechnet werden muss.
Rein formal konnte es hierbei selbst dann noch zum Abbau der Edukte kommen, wenn keine

mehr vorhanden sind, flr die Konzentrationen ergaben sich dann negative Werte.
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0,9

—&— 2. Ordnung —&— 1. Ordnung 0. Ordnung

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

relative Konzentrationen ct/c0

0,2
0,1

Zeit

Abbildung 4-1: Relative Konzentrationsanderungen ¢,/c, abhangig von der Reaktionsordnung

4.1 Abbaureaktion n-ter Ordnung einer Komponente im geschlossenen
System

Die Ermittlung von Kinetiken erfolgt meist im thermodynamisch geschlossenen System, d. h. es
existieren keine Zu- oder Abstrome (Batch-Betrieb). Findet die Reaktion ohne Phasenwechsel
bei konstantem Reaktionsvolumen statt, so ergibt die Kombination der Gleichungen (Gl.4-3)

und (Gl.4-4) die Differentialgleichung flir den Abbau einer Komponente.

dc
——=k, - c" Gl.4-5

dt n ( )
Fir die Beschreibung der Reaktionsgeschwindigkeit wird dabei davon ausgegangen, dass le-
diglich die abreagierende Komponente an der Reaktion teilnimmt, der Komponentenindex wird

daher nicht mehr bertcksichtigt.

Die Reaktionsordnung n stellt einen empirisch ermittelten Wert dar. Es ist nicht gewahrleistet,
dass dieser auch den molekularen Reaktionsablauf exakt wiedergibt. Bei der Reaktionsordnung
n handelt es sich eher um eine ,kinetische® oder ,scheinbare“ Reaktionsordnung. Die Ursachen

hierfir kdnnen folgende Punkte sein:
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e Zwischenprodukte,
e Parallel- oder

o Folgereaktionen,
die den Reaktionsablauf so beeinflussen, dass diese Abweichung auftritt (Kessler, 2006).

Fur die Anfangswerte ¢, und t, = 0 bei einer Reaktionsordnung n = 1 ergibt sich die Losung

der Differentialgleichung (Gl.4-5) zu

c
~= ekt fiirn=1 (Gl.4-6)
Co

c; ist hierbei die zeitabhangige Konzentration der Ausgangskomponente (siehe Anhang).

Fur die Anfangswerte ¢, und t, = 0 bei einer Reaktionsordnung n # 1 lautet die Losung der Dif-

ferentialgleichung (Gl.4-5)
1
c 1
C—t = [1+(n-1) k(o) ™ V-t] 0 fiir n#1 (G1.4-7)
0

(siehe Anhang). Da die Ausgangskonzentrationen haufig nicht oder nur unter hohem Aufwand

messbar sind, erfolgt meist eine Zusammenfassung von k,,*(c,) ™V zu
kapp=kn(co) "™ (Gl.4-8)

Damit vereinfacht sich Gl. (Gl.4-7) zu

C 1
C—t= [14(n-1) kg t] T fiir n1 (G1.4-9)
0

Bei der Formulierung nach Gleichung (Gl.4-9) ist zu berlicksichtigen, dass die Geschwindig-
keitskonstante k,,, von der Ausgangskonzentration c, abhangt. Das bedeutet, auf diese Art

ermittelte Geschwindigkeitskonstanten sind nur dann miteinander direkt vergleichbar, wenn un-
ter ansonsten gleichen Bedingungen auch die Startkonzentration identisch waren.

Ist dies nicht der Fall, so muss eine Umrechnung nach
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kapp1 _ (ﬁ)(n_l) (G1.4-10)
kappz Co2

erfolgen (siehe Anhang). Der Index 1 bzw. 2 bedeutet hierbei: Wert in Versuch 1 bzw. 2.

Handelt es sich um eine dquimolare Bildungsreaktion (Konzentration c.[mol/l]) mit einem Pro-
dukt oder geht die abreagierte Komponente massebezogen lediglich in das Folgeprodukt

Uber (Konzentration c;[g/l]), dann gilt fir die Konzentration c; des Folgeproduktes

th = CO _— Ct (GI4'11)
und damit

c c

—=1-= (Gl.4-12)

Co Co

Fir den zeitlichen Verlauf der relativen Produktkonzentration ergibt sich

C
—=1e" firn=1 (Gl.4-13)
0
bzw.
CFt L
—= 1-[14 (-1 kgppt]™ fiirn #1 (Gl.4-14)
0

4.2 Temperaturabhangige Kinetik
Die Geschwindigkeitskonstante k beschreibt die Temperaturabhangigkeit der Reaktionsge-

schwindigkeit und ist durch unterschiedliche Ansatze beschreibbar.

4.2.1 Arrhenius Ansatz

Ein Ansatz daflir die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante ist die Arrhenius-

Beziehung, eigentlich aus der klassischen chemischen Reaktionstechnik (Emig, et al., 2005)

k = ky- e~ (F7) (Gl.4-15)
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Dabei ist k, der Frequenzfaktor, E, die Aktivierungsenergie, R die allgemeine Gaskonstante
und T die Reaktionstemperatur in Kelvin.

Der Ansatz von Arrhenius findet auch in der Form

Epf(l 1

2t f)> (G1.4-16)

k= kyes e_<

Verwendung. k..f ist eine Referenzgeschwindigkeitskonstante bei einer Referenztemperatur

Tyer- Ein Vergleich der Gleichungen (Gl.4-15) und (G1.4-16) ergibt, dass

ko — kre ;e e(ETA'Trlef)

(GL.4-17)

ist und sich damit fir die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten k keine Unterschiede er-
geben. Der Vorteil der Variante nach Gleichung (Gl.4-17) liegt in der etwas besseren numeri-
schen Identifikation durch eine geringere Korrelation der Parameter (van Boekel, 1996).

Die uberwiegend zu findenden Identifikationen basieren jedoch auf dem Standardansatz nach
(Gl.4-16). Dieser findet sowohl in der klassischen Reaktionstechnik, der Bioprozesstechnik als
auch in der Molkereitechnik Anwendung (vgl. (Emig, et al., 2005), (Chmiel, 2006), (Kessler,
2006)).

4.2.2 Theorie des aktivierten Ubergangskomplexes

Diese Theorie geht davon aus, dass wahrend des Reaktionsablaufes ein sogenannter Uber-
gangszustand bzw. aktivierter Komplex durchlaufen wird. Dabei wird angenommen, dass sich
dieser Komplex mit den Ausgangsstoffen im Gleichgewicht befindet (vgl. (Dannenberg, 1986)).
Der um den aktivierten Komplex zu erreichende erforderliche Energieaufwand ist die Aktivie-

rungsenergie E, . Eyring (Eyring, 1935) definiert die Geschwindigkeitskonstante zu

kg-T -AG*
=8 . oRT (Gl.4-18)
hp

k

Dabei ist kg die Boltzmann-Konstante und hy das Plancksche Wirkungsquantum (auch Planck-

Konstante genannt).
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Mit der Definition der Gibbs-Enthalpie und deren Anderung im aktivierten Komplex
AG* = AH* — T - AS* (Gl.4-19)
folgt

kn+-T As* —aAH?
=L R -eRT (Gl.4-20)

Unter der Annahme, dass die Aktivierungsenergie E, gleich der Differenzenthalpie AH* ist,
ergibt ein Vergleich der Gleichungen (Gl.4-20) mit (Gl.4-15)

kg-T As*
ko = ‘;l e R (Gl.4-21)
P

Berechnungen der Entropieanderung AS* aus der Geschwindigkeitskonstanten k lassen je
nach Vorzeichen Rickschlisse auf den Ordnungsgrad des Produktes im Vergleich zum Edukt
zu. So lasst sich eine negative Entropiednderung als eine Zunahme des Ordnungsgrades inter-

pretieren, eine positive Anderung steht somit fiir eine Abnahme des Ordnungsgrades.

5 Kinetiken der Denaturierung von Molkenproteinen

Die Denaturierung von Molkenproteinen in Produktionsanlagen hat verschiedene Ursachen. So
hat die Temperatur bei entsprechender Verweilzeit einen deutlichen Einfluss auf die Proteine.
Ob in Sterilisationsstrecken bei hohen Temperaturen und kurzen Verweilzeiten oder in Ein-
dampfanlagen bei niedrigeren Temperaturen und groReren Verweilzeiten, eine Denaturierung
durch Hitze liegt immer vor. Daher sind Untersuchungen des Temperatureinflusses von grol3er
Wichtigkeit.

Andern sich im Verlauf der Verarbeitung die Konzentrationen, beispielsweise durch Eindamp-
fung oder die Aufkonzentrierung in Membrananlagen, so hat dies ebenfalls Uber die Reaktions-
geschwindigkeit Einfluss auf die Denaturierung der Proteine und damit auf deren Wertigkeit im
Lebensmittel.

Weitere Einflussfaktoren im Hinblick auf die Denaturierung sind der pH-Wert (z.B. in Sauer-

milch) oder ein sehr hoher Betriebsdruck bei der Drucksterilisation von Milch.
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Nachfolgend liegt der Schwerpunkt der Untersuchungen auf den Einflissen von Temperatur,
Konzentrationen und pH-Wert auf die Denaturierung der Proteine B-Lactoglobulin und a-Lactal-

bumin.

Die Forschungsarbeiten zur Kinetik der Molkenproteine unterscheiden sich zunachst grundsatz-
lich darin, welches Erhitzungsmedium als Basis dient. So kommt beispielsweise Magermilch
zum Einsatz (z.B. (Lyster, 1970), (Maniji, et al., 1986), (Dannenberg, 1986)) oder Magermilch
aus Magermilchpulver bzw. Vollmilch aus Vollmilchpulver (z.B. (Anema, 2000), (Anema, et al.,
1996)). Um den Einfluss von Nichtproteinen auf die Kinetik auszuschlielen untersuchen etliche
Autoren synthetische Losungen von Molkenproteinen. Einerseits basieren diese auf Losungen
von Molkenproteingemischen (z.B. (Galani, et al., 1997), (Wolz, et al., 2015)), andererseits auf
Lésungen von isolierten Molkenproteinen, wie isoliertes B-Lactoglobulin (z.B. (De Wit, et al.,
1980), (Gotham, et al., 1992), (Croguennec, et al., 2004)).

Ein weiterer Unterschied zeigt sich bei der Vermessung des Proteins B-Lactoglobulin. Hier fin-
det teilweise eine Kinetikbestimmung fir die Proteinformen A und B in Summe statt (z.B.
(Lyster, 1970), (Anema, 2000)), ebenso finden sich Arbeiten, bei denen diesbezliglich eine ge-
trennte Betrachtung erfolgt (z.B. (Dannenberg, 1986), (Oldfield, et al., 2005)). Selbst die Arbei-
ten eines Autors sind hier nicht immer konsequent (z.B. (Anema, et al., 1996): B-Lactoglobulin A

und B getrennt, (Anema, 2000) und (Anema, et al., 2006): B-Lactoglobulin gesamt).

Die Arbeiten von Dannenberg zur Molkenproteindenaturierung (z.B. (Dannenberg, et al.,
1988a), (Dannenberg, et al., 1988b) ) finden in nahezu allen Veroéffentlichungen ab 1989 grolle
Beachtung. Sie stellen praktisch eine Referenz flir andere Arbeiten zum Thema dar. Daher er-
folgt im Weiteren der Vergleich von Kinetiken mit Bezug auf die von Dannenberg ermittelten Re-

aktionskinetiken.
Die Tabellen Tab. 5-1 und Tab. 5-2 zeigen eine Auflistung von Ergebnissen basierend auf Un-

tersuchungen von Milch bzw. auf Milch, hergestellt aus Magermilchpulver (ohne den Anspruch

auf Vollstandigkeit)
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Tabelle Tab. 5-3 zeigt die Ergebnisse zu reaktionskinetischen Versuchen auf der Basis von

Molkenproteinen in Lésung (ohne Anspruch auf Vollstandigkeit). Wahrend einige Untersuchun-

gen Lésungen mit isolierten Proteinen verwenden (z.B. (Gough, et al., 1962), (De Wit, et al.,

1980) oder (Croguennec, et al., 2004)), untersuchen andere Lésungen aus Molkenproteingemi-
schen (z.B. (Galani, et al., 1999) oder (Wolz, et al., 2015)).

Die aufgefihrten Arbeiten weisen bereits offensichtliche Unterschiede bei der Herangehens-

weise auf. Die Ergebnisse von Untersuchungen zur Kinetik der Denaturierung von Molkenpro-

teinen sind damit nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar. Sie unterscheiden sich in etli-

chen Punkten. Ohne den Anspruch auf Vollstandigkeit sind dies:

1)

2)

3)
4)
5)

6)

7)

Erhitzungsmedium

a) Magermilch (z.B. (Lyster, 1970), (Dannenberg, 1986), (Oldfield, et al., 2005))

b) Magermilch aus Milchpulver (z.B. (Anema, 2000))

c) Vollmilch aus Milchpulver (z.B. (Anema, et al., 1996))

d) Milch-Retentate aus Membrananlagen (z.B. (Dissanayake, et al., 2013))

e) verdunnte SuBmolke aus Eindampfkonzentraten (z.B. (Plock, et al., 1997))

f) Losungen aus Proteinkonzentrat (z.B. (Galani, et al., 1999), (Wolz, et al., 2015))

Konzentrationen

a) der Proteine (z.B. (Law, et al., 1997), (Anema, 2000), (Wolz, et al., 2015))

b) Verhaltnis B-Lactoglobulin A zu B-Lactoglobulin B (z.B. (Gough, et al., 1962))

c) Salzkonzentrationen (z.B. (Croguennec, et al., 2004))

pH-Wert (z.B. (Dissanayake, et al., 2013))

Analysemethoden

unterschiedliche kinetische Ansatze

a) Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten nach Arrhenius nach Glei-
chung (Gl.4-15) oder (Gl.4-16)

b) Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten in der Form k,,,, (vgl. Gleichung

(Gl.4-9) oder k,, - (co)™ ! nach Gleichung (Gl.4-7))
Differenzierung nach B-Lactoglobulin A und B oder die Bestimmung von B-Lactoglobulin
gesamt.
Versuchsdurchflihrung
a) Labor- oder Pilotanlage
b) Aufheizvorgang (Form und Dauer)

c) Art der Beheizung, beispielsweise mittels Thermostat oder Direktdampfeinspritzung

Seite | 20



d) Probenahme (mehrere Einzelproben vorab, die getrennt unabhangig voneinander
entnommen werden kénnen oder Entnahme aus einem Gesamtansatz)
e) Behandlung der Proben nach der Entnahme, z.B. Abkuhlung fur X Minuten im Eis-
bad
Zu 1)
Wird davon ausgegangen, dass Rohmilch eine einigermalen gleiche Zusammensetzung auf-
weist, so ist es wahrscheinlich, dass gleiche Erhitzungsmedien zumindest ahnliche Startbedin-
gungen fur Untersuchungen liefern und damit die Ergebnisse vergleichbar sind. Dennoch ist es
ein Unterschied, ob beispielsweise Magermilch direkt zum Einsatz kommt oder Magermilch ba-
sierend auf Magermilchpulver. So hat Gber Eindampfung erzeugtes Magermilchpulver im Ver-
gleich zu frischer Magermilch bereits eine nicht unerhebliche Warmebehandlung erfahren. Es
ist daher davon auszugehen, dass selbst bei schonender Erhitzung mit Abweichungen hinsicht-
lich der Zusammensetzung zu rechnen ist. Dies ist vor allem dann von Bedeutung, wenn mit ei-
ner Geschwindigkeitskonstanten k,,,, nach Gleichung (Gl.4-9) gearbeitet wird, da hier die Start-
konzentration in kg, enthalten ist.
Bei Erhitzungsmedien basierend auf isolierten Proteinen liegen keine Einwirkungen von Neben-
komponenten vor, ein direkter Vergleich mit auf Milch basierten Medien erscheint damit quanti-

tativ nicht sinnvoll. Qualitativ ist ein Vergleich denkbar, um Tendenzen abzuschatzen.

Zu 2)

Grundsétzlich gelten vermessene Kinetiken nur im untersuchten Bereich. Andert sich die Zu-
sammensetzung durch Zugabe von beispielsweise Salzen oder variiert das Verhaltnis von [3-
Lactoglobulin A zu B-Lactoglobulin B und wird hierbei die Denaturierung des Gesamt-f3-Lacto-
globulins gemessen, kommt es selbst unter ansonsten identischen Bedingungen zu unter-

schiedlichen Ergebnissen.

Zu 3)

Der pH-Wert hat einen erheblichen Einfluss auf das Verhalten von Milch. Unterscheiden sich
die pH-Werte bei ansonsten gleicher Zusammensetzung und Reaktionsbedingungen deutlich,
so ist mit unterschiedlichen Ergebnissen zu rechnen. Bewegt sich der pH-Wert jedoch in engen
Grenzen, so ist dessen Einfluss vermutlich eher gering (Ausnahme in der Nahe des isoelektri-

schen Punktes).

Zu 4)

Unterschiedliche Analysemethoden haben unterschiedliche Genauigkeiten. Abweichungen hin-

sichtlich Konzentrationsmessungen liegen daher immer vor. Nicht alle Methoden eignen sich fir
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detaillierte Messungen, beispielsweise fiir die Differenzierung von B-Lactoglobulin A und B-Lac-
toglobulin B. Dies kénnte der Grund daflr sein, dass einige Arbeiten dieses Protein summarisch
betrachten, andere dagegen differenziert.

Analysemethoden die keine direkte Konzentrationsmessung ermdglichen, sondern lediglich An-
derungen relativ zur Ausgangsreferenzmessung erlauben, bedingen zwangslaufig eine Formu-

lierung der kinetischen Geschwindigkeitskonstanten als k,,,, in der Form nach Gleichung
(Gl.4-8)

Kapp=kn"(co) ™™

app
Damit hangt die Geschwindigkeitskonstante von der Anfangskonzentration c, ab und ist nicht
auf andere Startkonzentrationen anwendbar da ¢, hier nicht bekanntis t.

Vermessungen mittels DSC (Differential Scanning Calorimetry) weisen im Ubergangsbereich
zwischen reiner Denaturierung und Aggregation die Enthalpie fir beides aus (Denaturierung ist
endotherm, Aggregation leicht exotherm). Es kommt somit zu einer Uberlagerung wodurch die
Bestimmung der Denaturierung verfalscht wird (Gotham, et al., 1992). Ergebnisse hierzu sind

daher interpretationsfahig.

Zu 5)

Die verschiedenen Parameter nach 5) a) sind ineinander umrechenbar (siehe Gleichung
(Gl.4-15)).
Fir den Fall 5) b) gilt: liegen Informationen Uber die Startkonzentration ¢, vor, so hangen er-

mittelte Geschwindigkeitskonstanten iber Gleichung (Gl.4-8) voneinander ab.

Zu 6)

Bei der Ermittlung von Kinetiken zu B-Lactoglobulin finden sich Veroffentlichungen, die hier zwi-
schen B-Lactoglobulin A und B-Lactoglobulin B unterscheiden (z.B. (Gough, et al., 1962),
(Dannenberg, et al., 1988a) oder (Oldfield, et al., 2005)). Andere wiederum betrachten das ge-
samte B-Lactoglobulin (z.B. (De Wit, et al., 1980) oder (Dissanayake, et al., 2013)).

Auch hier ist prinzipiell eine Umrechnung mdglich. So ist die Gesamtkonzentration c; an B-Lac-
toglobulin die Summe aus den Konzentrationen der Varianten A und B, also ¢;, und ¢,z und so-

mit

G _Gatlw (Gl.5-1)
Co Coat Cop '

Mit der Definition des Verhaltnisses der Startkonzentrationen an -Lactoglobulin A und B
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C
Qg = CO_A (Gl.5-2)
0B

ergibt sich nach Umformung von Gleichung (GI.5-1)

CtB
Cop (Gl.5-3)

Cta .
Ct _ Coa
Co asp+ 1

(09Y:) +

eine einfache Gleichung mit deren Hilfe, bei Kenntnis des Wertes a5, aus den Abbauraten der

Proteinvarianten A: CtA/COA und B: CtB/COB die Abbaurate des gesamten B-Lactoglobulins:

Ct/co berechenbar ist (Beispiel siehe Anhang).

Zu’)

Die Versuchsdurchfiihrung hat einen erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse. So ist es ein Un-
terschied ob die Vermessung in einer Laboranlage (z.B. (Dannenberg, et al., 1988a)) oder in ei-
ner Technikums-/Pilotanlage erfolgt (z.B. (Oldfield, 1996)). Wahrend in kleinen Laboranlagen
recht gut fur definierte Bedingungen gesorgt werden kann (z.B. gute Durchmischung unter kon-
stanten Temperaturbedingungen), weisen gréRere Anlagen Inkonsistenzen auf. Hier ist zumin-
dest mit Ortlich teilweise variierenden Temperaturbedingungen rechnen, im Bereich der Direkt-
dampfeinspritzung sogar mit deutlichen Temperaturtiiberhdhungen im Vergleich zur Durch-
schnittstemperatur im System.

Weiterhin spielt die Dauer und die Form des Aufheizvorganges eine Rolle, vor allem im hdéheren
Temperaturbereich bei dem bei kurzer Verweil-/Haltezeit bereits hohe Umsatze erzielbar sind.
Hier ist davon auszugehen, dass bereits wahrend des Aufheizvorganges nennenswerte Raten
an Denaturierung im Vergleich zur Haltezeit zustandekommen.

Die Art der Beheizung spielt ebenfalls eine Rolle. So ist eine Temperaturhaltung mittels eines
Thermostaten bei kleinen Versuchsmengen gut zu bewerkstelligen. Bei Versuchen mit einer Be-
heizung mittels diskontinuierlicher Direktdampfeinspritzung ist dies jedoch nicht der Fall (z.B.
(Oldfield, et al., 1998)).

Ebenso kann sich die Probennahme und -behandlung auf die Messergebnisse und damit auf
die Versuchsergebnisse insgesamt auswirken. So hat beispielsweise die Art und Dauer der Pro-
benabkiihlung/-aufbereitung einen Einfluss auf das Stoppen der Denaturierungsreaktion und

damit auf den Zusammenhang zwischen der Zeit der Probennahme und der Zeit der Analyse.
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5.1 Denaturierungskinetiken von p-Lactoglobulin

Mehr als 50 Gew.% der Molkenproteine in Kuhmilch bestehen aus B-Lactoglobulin
(Dannenberg, 1986). Damit ist B-Lactoglobulin besonders wichtig bei der Beurteilung von Pro-
teinschadigungen im Verarbeitungsprozess von Milch. In den nachsten Unterkapiteln erfolgt zu-
nachst ein Vergleich der Reaktionsordnungen unterschiedlicher Arbeiten. Des Weiteren findet
eine Analyse zu Temperatur- und Konzentrationsabhangigkeiten der Kinetiken statt, sowie Be-

trachtungen zum Einfluss des pH-Wertes auf die Denaturierungskinetik von p-Lactoglobulin.

5.1.1 Analysen zur Reaktionsordnung

Die Beschreibung der Kinetik zur Denaturierung von B-Lactoglobulin erfolgt Ublicherweise nach

Gleichung (Gl.4-7) flr eine Reaktionsordnung n # 1 mit der Geschwindigkeitskonstanten k*
Ct L
= [14(n-1)-k*-t]Tn fir n#1 (Gl.5-4)
0

wobei k*

k* = ky " (Gl.5-5)

bei bekannter Startkonzentration ¢, ist. Ist dagegen ¢, unbekannt, so ist

k* = kapy (Gl.5-6)

und gilt lediglich fiir die (unbekannte) Startkonzentration.
Fir den Sonderfall einer Reaktion erster Ordnung ergibt sich fur den Verlauf der Denaturierung
laut Gleichung (Gl.4-6)

Ce &
—=¢e¥t firn=1
Co

mit einer von der Startkonzentration unabhangigen Geschwindigkeitskonstanten.
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Strukturelle Unterschiede in der Beschreibung der Reaktionskinetik sind in der Reaktionsord-
nung zu finden. Kinetiken auf Basis von Milch bzw. Milchpulver weisen Uberwiegend eine Reak-
tionsordnung von n = 1,5 auf. Nur wenige Arbeiten identifizieren eine Reaktionsordnung von 1
oder 2 (vgl. Tabellen Tab. 5-1 und Tab. 5-2).

Arbeiten mit SGRmolke zeigen eine Reaktionsordnung von 2 (Plock, et al., 1997). Es ist be-
kannt, dass Komponenten der Milch die Denaturierung von Proteinen beeinflussen. So zeigt
Kessler (Kessler, et al., 1991), dass Beimischungen von Casein zu Stimolke die Reaktionsord-
nung im Falle von B-Lactoglobulin von 2 auf 1,5 reduzieren. Damit deutet auch die Arbeit von

Plock auf eine Reaktionsordnung von 1,5 in Milch.

Untersuchungen mit variierenden Konzentrationen an Proteinen zeigen eine Ordnung von n =
1,5 Uber einen breiten Temperaturbereich ( (Kessler, et al., 1991), (Law, et al., 1997), (Anema,
2000)). Eine einzige Arbeit identifiziert hier eine Reaktionsordnung von n = 1 (Dissanayake, et
al., 2013), wobei hier lediglich bei einer einzigen Temperatur von 140°C bei vom Standard-Wert
von Milch abweichenden pH-Werten (4,5,6) gemessen wurde.

Alle Arbeiten mit unterschiedlichen Konzentrationen zeigen allerdings eine gleichbleibende Re-
aktionsordnung. Anema (Anema, 2000) vermutet, dass der Reaktionsmechanismus von der
Konzentration praktisch unabhéngig ist und damit keine Anderung bzgl. der Reaktionsordnung
bewirkt.

Auch Arbeiten mit Proteinldsungen, z.B. (Wolz, et al., 2015) zeigen eine weitgehende Unabhan-
gigkeit der Reaktionsordnung von der Proteinkonzentration.

Dies lasst den Schluss zu, dass der Einfluss der Konzentration auf die Reaktionsordnung im All-

gemeinen vernachlassigbar gering ist.

Dannenberg gibt bei einer ersten Auswertung seiner Messungen bei unterschiedlichen Tempe-
raturen unterschiedliche Reaktionsordnungen an (Dannenberg, 1986). Fir B-Lactoglobulin A
schwanken diese zwischen 1,3 und 1,5 mit einem Mittelwert von 1,4 (zusatzlich zweier Extrem-
werte von 1,1 und 1,8), fir B-Lactoglobulin B liegen die Werte zwischen 1,4 und 1,7 mit einem
Mittelwert von 1,5 (zusatzlich eines Extremwertes von 2,1 bei 150°C). Nach Dannenberg
(Dannenberg, 1986) kdnnen bei reaktionskinetischen Uberlegungen die entsprechenden Kon-
zentrations-Zeit Gesetze fir p-Lactoglobulin A und B mit einer Reaktionsordnung von 1,5 mit
hinreichender Genauigkeit Anwendung finden. Mit dieser Reaktionsordnung erfolgten dann
seine Auswertungen zur Identifikation der Kinetikparameter.

Loveday (Loveday, 2016) hat in seiner Arbeit Messdaten unterschiedlicher Untersuchungen neu

ausgewertet, unter anderem auch die von Dannenberg, basierend auf (Dannenberg, 1986). Die
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in nahezu allen Untersuchungen angewandte Methode der Parametergewinnung ist die Integ-
ralmethode, einige wenige arbeiten mit der Differentialmethode. Loveday (Loveday, 2016) ana-
lysierte umfangreiche Messdaten anderer Veroffentlichungen, allerdings mittels nichtlinearer
Regression. Die damit identifizierten Parameter weichen von den Ergebnissen der anderen Au-
toren ab. So schwanken seine Reaktionsordnungen auf Basis der Messdaten von Dannenberg
(Dannenberg, 1986) fiir B-Lactoglobulin B zwischen 1,57 und 1,96 bei einem Mittelwert von 1,7
(Dannenberg ermittelt 1,5).

Abbildung 5-1 zeigt einen Vergleich von Kinetiken unterschiedlicher Reaktionsordnung bis zu

einem Denaturierungsgrad von 80%.

1,0
\ n=1,5 k=0,119
n=1,3 k=0,107
n=1,7 k=0,132
0,7
)
O
Py
O
0,4
0,1
0 5 10 15 20 25

Zeit [s]

Abbildung 5-1: Zeitverlauf der Denaturierung von B-Lactoglobulin A bei 120°C mit Kinetiken un-
terschiedlicher Reaktionsordnung (Dannenberg 1988 n=1,5; n=1,3 mit angepasstem k, n=1,5
mit angepasstem k)

Die Basiskurve ist die Denaturierung von p-Lactoglobulin A bei 120°C ( (Dannenberg, et al.,
1988a): Parameter k [1/s] berechnet Uber den Arrhenius-Ansatz nach Gleichung (Gl.4-15) mit
einer Aktivierungsenergie von E, = 54070 [J/mol] und einem Frequenzfaktor in(k,) = 14,41,
bei einer Reaktionsordnung von n = 1,5). Fur die Vergleichskurven mit n = 1,3 bzw. 1,7 erfolgte
eine numerische Optimierung der Geschwindigkeitskonstanten k gegen die Kurve mit Daten
von Dannenberg. Ein Vergleich der Kurvenwerte fir n = 1,3 mit k = 0,107 im Vergleich zu n =

1,5 ergibt eine Abweichung von maximal +1,8%/-1,6%, fir n = 1,7 mit k = 0,132 im Vergleich
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zun = 1,5 mit k = 0,119 von maximal +3,2%/-3,3%. Ahnlich gute, nahe beieinanderliegende
Ergebnisse lassen sich auch fiir andere Beispiele erzielen. D.h. weicht die Reaktionsordnung
nicht zu stark vom Mittelwert ab, sind mit einer mittleren Reaktionsordnung ahnlich gute Ergeb-
nisse erzielbar.

Das bedeutet, dass eine konstante Reaktionsordnung von n = 1,5 flir praktische Anwendungen

ausreichend ist um die Kinetik der Denaturierung von B-Lactoglobulin zu beschreiben.

Reaktionsordnungen von isolierten Proteinen oder Proteinmischungen in Lésung zeigen Uber-
wiegend einen Wert von 1 oder 2 (vgl. Tabelle Tab. 5-3). Lediglich die Arbeit von Wolz ( (Wolz,
et al., 2015)) weist hier eine Reaktionsordnung von n = 1,5 auf. Wolz untersucht allerdings das
Denaturierungsverhalten bei variierenden Proteinkonzentrationen bis zu 40 Gew.% Proteinge-
misch in Wasser und liegt damit deutlich tGber den Konzentrationen anderer Arbeiten (z.B.
(Galani, et al., 1999)). Auch im Vergleich mit natirlichen Proteingehalten in Milch liegt diese Ar-
beit beziglich der Konzentrationen wesentlich dariiber. Die Ergebnisse von Wolz legen jedoch
nahe, dass in Proteinldsungen deren Konzentrationen einen vernachlassigbaren Einfluss auf

die Reaktionsordnung besitzen.

Fazit

Die Untersuchungen in Milch bzw. Lésungen aus Milchpulver und Sif3molke lassen den
Schluss zu, dass die Formulierung der Reaktionskinetik zur Denaturierung von B-Lactoglobulin
in Milch mit einer Reaktionsordnung von n = 1,5 gut beschreibbar ist. Dies zeigt sich in einem
weiten Temperaturbereich von 70 bis 150°C. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass in
weiten Konzentrationsbereichen das Arbeiten mit einer praktisch konstanten Reaktionsordnung

moglich ist.

5.1.2 Temperaturabhdngigkeit der Kinetik

Der Temperaturbehandlung von Milch hat eine grofe Bedeutung bei der Verarbeitung. Wah-
rend bei der Sterilisation hdhere Temperaturen mit kurzer Verweilzeit zur Anwendung kommen
(geringe Produktschadigung bei gleichzeitig hohem Sterilisationsgrad) erfolgt die Eindampfung
bei niedrigeren Temperaturen und hdherer Verweilzeit (geringe Produktschadigung).

Da unterschiedliche Temperaturen in den Prozessen zum Einsatz kommen, ist es von besonde-
rem Interesse ganze Temperaturbereiche beschreiben zu kdnnen. Ein bewahrter Ansatz ist der
von Arrhenius (vgl. Gleichung (Gl.4-15)). Fur die Denaturierung von B-Lactoglobulin ist jedoch

keine einheitliche Beschreibung flr einen weiten Temperaturbereich maéglich.
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Temperaturbereiche

Unter Verwendung von (Gl.4-15) ergibt sich nach dem Logarithmieren

(G1.5-7)

E, 1
ln(k) = ln(ko) - ? ' T

und damit eine Geradengleichung bei einer Auftragung von In(k) uber 1/T.
Abbildung 5-2 zeigt den temperaturabhangigen Verlauf der Geschwindigkeitskonstanten k,,
fur B-Lactoglobulin A und B, basierend auf den Daten von Dannenberg (Dannenberg, 1986). Zur

einfacheren Lesbarkeit ist die die Abszisse mit dem Faktor 1000 multipliziert.
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Abbildung 5-2 Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k,,,,, flr die Denatu-
rierung von B-Lactoglobulin A und B nach Arrhenius (kg in [1/s]) (Dannenberg, 1986)

Auffallend ist, dass es zwei Temperaturbereiche gibt, in denen sich die Steigung deutlich unter-
scheidet. Die Temperatur am ,Knickpunkt® liegt bei 90°C fiir beide Varianten des B-Lactoglobu-
lins. Auch andere Veroffentlichungen zeigen diesen Knick in der Temperaturabhangigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten.

Nach Dannenberg ( (Dannenberg, et al., 1988a)) beschreibt die Denaturierungskinetik einer-

seits den Effekt der eigentlichen Denaturierung, also der Auffaltung des Proteins. Andererseits
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ist die Aggregation dieser Proteine enthalten. Bis zu einer Temperatur von etwa 90°C ist der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt die Denaturierung. Oberhalb von 90°C ist die Aggregation
der zeitbestimmende Schritt, der einer anderen Beschreibung bedarf wie die reine Denaturie-
rung. Als Grundlage fir diese Schlisse zieht Dannenberg die Berechnung der unterschiedli-
chen Aktivierungsenthalpien sowie der Aktivierungsentropien nach der Theorie des aktivierten
Ubergangskomplexes in den beiden Temperaturbereichen heran (vgl. 4.2.2). So ergeben sich
im oberhalb von 90°C Aktivierungsenthalpien ein einer GréRenordnung, die eher einer chemi-
schen Reaktion entsprechen, wahrend sie unterhalb von 90°C etwa vier Mal so grof3e Werte
annehmen. Bei der Berechnung der Aktivierungsentropien berechnet er unterhalb von 90°C po-
sitive Werte, d.h. die Entropie nimmt zu. Dies lasst sich als die Auffaltung der Proteine und da-
mit mit einer ,Zunahme an Unordnung® interpretieren. Uber 90°C ist die Aktivierungsentropie
negativ, wodurch eine ,Abnahme der Unordnung® erfolgt. Dies wiederum ist mit der Aggregation

der Proteine interpretierbar.

Tab. 5-4 zeigt den Punkt des Steigungswechsels fir die Geschwindigkeitskonstante

kapp = f(1/T) aus verschiedenen Arbeiten. Mit zwei Ausnahmen liegt der Wechselpunkt bei
90°C. Die beiden Ausnahmen sind bei Messungen in Vollmilch aus Milchpulver mit 85°C
(Anema, et al., 1996) und bei Untersuchungen in Stilimolke als Produkt einer Eindampfanlage
entstanden (95°C, (Plock, et al., 1997)). Selbst bei Arbeiten mit gefriergetrockneten Proteinen in
Lésung (Galani, et al., 1999) lag der Steigungswechsel bei 90°C. Damit kann zumindest fur Ma-
germilch ein zweiteiliger Temperaturbereich fir die Geschwindigkeitskonstante mit einer Tren-

nung bei 90°C als gesichert angesehen werden.

(Dannenberg, et al., 1988a) 90°C Magermilch

(Anema, et al., 1996) 85°C  Vollmilch aus Milchpulver

(Anema, 2000) 90°C Magermilch aus Milchpulver

(Anema, et al., 2006) 90°C Magermilch aus Milchpulver
(Oldfield, et al., 1998) 90°C Magermilch

(Lyster, 1970) 90°C Magermilch

(Manii, et al., 1986) 90°C Magermilch

(Plock, et al., 1997) 95°C SuRlmolke aus Eindampfanlage
(Galani, et al., 1999) 90°C gefriergetrocknete Proteine in Lésung

Tab. 5-4 Steigungswechsel der temperaturabhangigen Geschwindigkeitskonstante fiir B-Lacto-
globulin A und B
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Temperaturabhangigkeit

Der zeitliche Verlauf von Cf/co berechnet sich zu
Ct 1
o= [1+(n—l)-kn-(co)("_l)-t]1'rl fir n#1
0
bzw. mit k, - (co) "™t = kgpp
Ct L
o= [1+(n—1)-,lc,lpp-t]1'n fir n#1
0

(vgl. Kapitel 4.1).

(Gl.4-7)

(Gl.4-9)

Bei gleicher Reaktionsordnung ergibt sich mit dem Arrheniusansatz fur die Geschwindigkeits-

konstante

kn = kO . e_(%'%)

bzw. unter Einbeziehung der Startkonzentration ¢

_(EAapp.l)
Kapp = Kappo € * * T
und mit kg, = Ky * (¢o)"
_(EAapp 1 k _(Eappa 1
K+ (€)™ ™! = kappo - ( K T) S ky = (Ca;):i "€ ( ¥ T)
0

Durch Logarithmieren lassen sich die Gleichungen in eine Geradenform bringen

E, 1
In(k,) = In(ky) — 2T

und

(Gl.4-15)

(G1.5-8)

(Gl.5-9)

(G.5-10)

(G.5-11)
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In(k,) = ln(

(co)™ 1 R

kappO > _ EappA . l
T

mit der Variablen % mit der linear Abhangigen In(k,,). In dieser Form ist die eigentliche Tempe-

raturabhangigkeit nur durch die Aktivierungsenergie E, bzw. E,,,, gegeben, welche die Stei-

kappo

gung der Geraden beeinflusst. Die Konstante In(k,) bzw. In (—) gibt lediglich eine vertikale

Verschiebung der Geraden an.

(e

Bei gleicher Reaktionsordnung ist selbst bei unterschiedlichen Startkonzentrationen lediglich die

Aktivierungsenergie fir die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten mafRgeb-

lich.

Fir B-Lactoglobulin I&sst sich eine Reaktionsordnung von n = 1,5 ansetzen (vgl. Kapitel 5.1.1).

Fur vergleichbare Untersuchungen ergibt sich

B-Lg A

Dannenberg 86
Anema 96

B-Lg B

Dannenberg 86
Anema 96
Oldfield 98

B-Lg gesamt

Dannenberg 86
Anema 2000
Anema 2006

mit n=1,5

Magermilch
Vollmilch aus Pulver

mit n=1,5

Magermilch

Vollmilch aus Pulver

Magermilch (bis 90°C n=1,4 / tiber 90°C
n=1,6)

mit n=1,5

Magermilch (B-Lg A+B) (TS=9,3-9,4%)
Magermilch aus Pulver (TS=9,6%)
Magermilch aus Pulver (TS=9,6%)

EA kJ/mol

<90°C >90°C
265,21 54,07
263,49 51,14

EA kJ/mol

<90°C >90°C
279,96 47,75
296,46 33,87

296,7 44
EA kJ/mol
<90°C >90°C
270,9 51,6
259,8 36,3
262 42

EA Abw. zu Dannen-
berg

<90°C >90°C

-1% -5%

EA Abw. zu Dannen-

berg
<90°C >90°C
6% -29%
6% -8%

EA Abw. zu Dannen-

berg
<90°C >90°C
-4% -30%
-3% -19%

Tab. 5-5 Vergleich der Aktivierungsenergien der Denaturierungskinetiken von B-Lactoglobulin in
Milch, Reaktionsordnung n = 1,5

Dannenberg (Dannenberg, 1986) untersucht die Proteinvarianten A und B getrennt. Um einen

Vergleich der Aktivierungsenergien fir A und B gesamt zu ermdglichen, wurde der Denaturie-
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rungsverlauf fur B-Lactoglobulin A und B mit den jeweiligen Parametern bei einem angenomme-
nen Verhaltnis von A/B: a5 = 1,46 (Ng-Kwai-Hang , et al., 1996) bei verschiedenen Tempera-
turen durchgefiihrt. Die Berechnung der Gesamtdenaturierung erfolgte nach Gleichung (GI.5-3).
Darauf basierend lie3en sich fur die Gesamtdenaturierung mittels nichtlinearer Regression tem-
peraturabhangige Geschwindigkeitskonstanten ermitteln, die Gber den Arrheniusansatz die in
Tabelle Tab. 5-5 aufgefiihrten Aktivierungsenergien fir Magermilch (B-Lg A+B) ergaben (siehe
Anhang).

Fur den Temperaturbereich <90°C liegen die Abweichungen der Arbeiten zwischen -4% und
+6% und sind damit relativ klein. Im Temperaturbereich >90°C sind die Abweichungen gréfer,
wobei zu berticksichtigen ist, dass Dannenberg in Magermilch misst, die anderen Arbeiten in
Vollmilch bzw. Magermilch basierend auf Milchpulver durchgefuhrt wurden. Offensichtlich
scheint hier im oberen Temperaturbereich ein deutlicherer Unterschied, bedingt durch das Erhit-
zungsmedium, zu bestehen. Eine mogliche Ursache fur diese Unterschiede konnte in der Ver-
suchsanlage begriindet liegen. Wahrend Dannenberg mit extrem kleinen Aufheizzeiten und
konstanter Reaktionstemperatur durch Temperierungsbader arbeitet, wurden die Versuche von
Anema in einer Pilotanlage mit Direktdampfeinspritzung zur Beheizung durchgefiihrt. Dadurch
bedingt sind die Aufheizzeiten unterschiedlich und es kommt vermutlich zu lokalen Uberhitzun-
gen, die eine erhéhte Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge haben und damit bei der Parameteri-
dentifikation zu kleineren Aktivierungsenergien fliihren. Durch die bei niedrigeren Temperarturen
erforderlichen geringeren Dampfmengen ist dieser Effekt geringer ausgepragt und der Einfluss
damit kleiner.

Diese Uberlegungen fiihren zu dem Schluss, dass die Temperaturabhangigkeit der Geschwin-
digkeitskonstanten basierend auf den Daten von Dannenberg Uber einen weiten Temperaturbe-

reich eine gute Grundlage bilden.

Fazit

Die Teilung der Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten fur die Denaturie-
rungskinetik von B-Lactoglobulin A und B in zwei Bereiche ist plausibel. Der bei 90°C liegende
Ubergangspunkt ist durch etliche Arbeiten hinreichend nachgewiesen und kann als glltig ange-
sehen werden.

Die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten basierend auf den Daten von
Dannenberg Uber einen weiten Temperaturbereich bildet eine gute Grundlage fir Berechnun-

gen.
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5.1.3 Konzentrationsabhédngigkeit der Kinetik

Die Konzentration der Proteine kann sich auf die Kinetik bzw. auf deren Parameter auf 2 ver-
schieden Arten auswirken. Einerseits hangt je nach gewahlter Beschreibung der Kinetik die Ge-
schwindigkeitskonstante k,,, von der Startkonzentration ab, andererseits konnen sich deutlich
unterschiedliche Startkonzentrationen moglicherweise auf den Reaktionsmechanismus auswir-

ken und damit zu unterschiedlichen Parameterwerten auch fur k fihren.

Auswirkung von kleineren Anderungen der Startkonzentration

Als kleinere Anderungen der Startkonzentration werden hier solche definiert, die sich aus der
natirlichen Zusammensetzung der Milch ergeben.

Identifizierte Parameter einer Gleichung gelten streng genommen nur flr den Bereich, flr den
die zugrunde gelegten Daten vermessen wurden. Liegt nun formal die Beschreibung der Kinetik

in der Form nach Gleichung (Gl.4-7) vor

1
C 1
é= [1+(n—l)-kn-(co)("_l)-t]1'rl fir n#1

so ist auch in einem Konzentrationsbereich fir ¢, die Bestimmung eines Wertes fur k mdglich.
Voraussetzung ist natlrlich die gleiche Reaktionsordnung n.

Der oft verwendete Ansatz nach Gleichung (Gl.4-9)

1
C =
c—t = [1+(n-1) -k gppt]| ™ fiir n#1
0

Mit kgpp=ky-(co) ™Y fiihrt jedoch dazu, dass bei unterschiedlichen Startkonzentrationen auch
unterschiedliche Geschwindigkeitskonstanten k,,,,, als Ergebnis vorliegen. Diese lassen sich bei
Kenntnis der Startkonzentration ¢, in einander umrechnen. Sind die Startkonzentrationen je-
doch unbekannt, so ist ein Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten untereinander nicht sinn-
voll méglich. Abhilfe kdnnte eine Abschatzung der unterschiedlichen Konzentration bzw. deren
relative Unterschiede bezogen auf eine Referenzkonzentration schaffen. Dann ist eine Umrech-

nung der Geschwindigkeitskonstanten k,,,, nach Gleichung (GI.4-10) méglich.

Auswirkung von groReren Anderungen der Startkonzentration

Als groRere Anderungen der Startkonzentrationen werden im Rahmen dieser Arbeit solche be-

zeichnet, die deutlich voneinander abweichen, also nicht auf der natirlichen Zusammensetzung
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von Milch beruhen. Dies ist in der Praxis bei der Eindampfung von Milch von Bedeutung. Hier
ist die Milch gréfieren Verweilzeiten ausgesetzt als bei der Sterilisation. Wahrend bei der Sterili-
sation das Volumen konstant bleibt, erfahrt die Milch bei der Eindampfung eine Volumenreduk-
tion der Flussigphase durch Abdampfung von Wasser. Damit verbunden ist die Aufkonzentrie-

rung der sonstigen Milchinhaltsstoffe und damit auch der Molkenproteine in deutlichem Male.

Die nachfolgenden Aussagen beziehen sich auf die Formulierung k,, - ¢~ bzw. auf eine Um-
rechnung der Geschwindigkeitskonstanten k,,,, nach Gleichung (GI.4-10).

Kessler (Kessler, et al., 1991) untersucht den Einfluss der Proteinkonzentration an pB-Lactoglo-
bulin B bis zu einer Verdreifachung des urspriinglichen Wertes in Magermilch. Dabei stellt er
weder Auswirkungen auf die Reaktionsordnung noch auf die temperaturabhangige Geschwin-
digkeitskonstante fest (Umrechnung der Geschwindigkeitskonstanten nach Gleichung
(Gl.4-10)). Ebenso andert sich die Aktivierungsenergie fir den Arrheniusansatz praktisch nicht.
Die Ergebnisse zu Auswirkungen von hoéheren Proteinkonzentration (isoliertes B-Lactoglobulin
in LOsung) zeigen, dass sich hier zwar die Reaktionsordnung unterhalb von 90°C auf 2 erhéht,
wogegen dies bei Temperaturen dartber bei 1,5 bleibt. Die Aktivierungsenergien andern sich
jedoch nicht mit der Konzentration (bei steigender Konzentration oberhalb der Normalkonzent-
ration in Milch) (Kessler, et al., 1991).

Anema (Anema, et al., 1996) vergleicht die Auswirkungen von Proteinkonzentrationen bei ab-
nehmender Startkonzentration in Vollmilch, hergestellt aus Vollmilchpulver. Fur B-Lactoglobulin
A und B sind die Auswirkungen kaum merkbar, lediglich bei sehr niedrigen Startkonzentrationen
(ca. 20% des Bezugswertes) nehmen die k-Werte leicht zu (Umrechnung der Geschwindigkeits-
konstanten nach Gleichung (Gl.4-10)).

Die Arbeit von Law (Law, et al., 1997) (Magermilch mit aufkonzentrierten Proteinen) untersucht
unterschiedliche Konzentrationen bei einer Temperatur von 80°C. Die Ergebnisse zeigen einen
leichten Abfall der Geschwindigkeitskonstanten mit abnehmender Proteinkonzentration. Die
Werte flir steigende Konzentrationen dagegen lassen sich gut mit einer Umrechnung nach Glei-
chung (Gl.4-10) nachbilden. Tabelle Tab. 5-6 zeigt den Vergleich gemessener und berechneter
Werte fir kg, basierend auf dem 100%-Wert. Die Umrechnung erfolgt entsprechend (GI.4-10)

ZU

X% (%
kapr‘V = kapplOOO/ <—>
’ *\100%
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Proteine kapp [1/8] kapp [1/s] gerechnet auf

gemessen Basis 100%

25% 0,59 1,03 +74,9%
50% 0,65 1,46 +124,6%
75% 1,03 1,78 +72,8%
100% 2,06

125% 2,24 2,30 +2,7%
150% 2,56 2,52 -1,6%
200% 3,61 2,95 -18,3%

Tab. 5-6 Vergleich gemessener und berechneter Werte fir k,,, fur B-Lactoglobulin bei 80°C in

Magermilch (verdinnt mit UF Permeat bzw. aufkonzentriert mittels UF) (Messwerte aus (Law, et
al., 1997))

Im Verdinnungsbereich (<100%) nehmen die Messwerte deutlich starker ab als die berechne-
ten. Im Aufkonzentrierungsbereich (>100%) passen die berechneten Werte relativ gut zu den

gemessenen. Das bedeutet, auch Law findet im Bereich steigender Konzentrationen keine

starke Abhangigkeit der tatsachlichen Geschwindigkeitskonstanten flr kn-(co)(n‘l).

Dannenberg (Dannenberg, 1986) zeigt, dass erst ab Reaktionsumsatzen > 80-90% eine sinn-
volle Identifikation der Kinetikparameter maglich ist. Aus der Arbeit von Anema (Anema, 2000)
(Magermilch aus Magermilchpulver) sind daher lediglich die Ergebnisse bei Temperaturen ober-
halb von 90°C sinnvoll verwertbar. Diese zeigen, wie die vorgenannten Arbeiten, nur eine ge-
ringe Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der Konzentration im steigenden Kon-
zentrationsbereich. Die Versuche bei niedrigeren Temperaturen wurden deutlich vor einem Um-
satz von 80-90% abgebrochen, sie finden daher keine Berucksichtigung bei der Beurteilung des
Einflusses auf die Geschwindigkeitskonstante.

Bei Dissanayake (Dissanayake, et al., 2013) (Milchretentat aus Membranaufbereitung mit ho-
hen Konzentrationen an Proteinen von 10 bis 25 Gew.% und damit deutlich héher als in Milch)
ist keine eindeutige Abhangigkeit zu finden. So steigt die Geschwindigkeitskonstante zunachst
mit steigender Proteinkonzentration an um danach wieder abzufallen. Dissanayake legt im Ver-
gleich zu den obigen Arbeiten allerdings eine Reaktionsordnung von 1 zugrunde und untersucht
bei einem pH-Wert von 6, der bereits deutlich von dem obiger Arbeiten abweicht (ca. 6,7 bei
normaler Milch). Des Weiteren liegt den Versuchen lediglich eine Temperatur von 140°C zu-
grunde bei hohen Proteinkonzentrationen. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf normale

Milch bzw. ein Vergleich mit obigen Arbeiten erscheint daher nicht sinnvoll.
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Wolz (Wolz, et al., 2015) analysiert ebenfalls den Einfluss steigender Proteinkonzentration, al-
lerdings an Proteinlésungen in Wasser bei h6heren Konzentrationen. Wahrend die Reaktions-
ordnung unverandert bei 1,5 bleibt, finden sich jedoch steigende Geschwindigkeitskonstanten
(fir die Formulierung k,, - ¢~ 1). Dies steht im Widerspruch zu den Aussagen von Kessler

(Kessler, et al., 1991), der ahnliche Versuche durchgefiihrt hat.

Fazit

Steigende Konzentrationen, wie sie z.B. bei der Eindampfung von Milch vorkommen, haben ei-
nen geringen Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierungskinetik von p-Lac-
toglobulin. Somit kann mit guter Naherung eine Berechnung mit den Ansatzen und Parametern
von normaler Milch erfolgen, auch beispielsweise bei der thermischen Behandlung von Kon-

zentraten aus Membrananlagen.

5.1.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Kinetik

Milch weist je nach Produkt einen etwas unterschiedlichen pH-Wert auf. So findet sich ein Wert
von 6,7 bei Milch (Vollmilch, Magermilch), bei Stiimolke liegt er bei etwa 6,1 bis 6,6 und fiir
Sauermilch zwischen 4 und 5. Der interessante pH-Bereich flir die Denaturierung der Molken-
proteine in Milch liegt somit bei 4<pH<7.

Law untersucht den Einfluss des pH-Wertes auf die Denaturierungskinetik von B-Lactoglobulin
in Magermilch (Law, et al., 2000). Dabei variiert der pH-Wert von 5,2 bis 8,8 bei einer Tempera-
tur von 80°C. Fur den interessierenden Bereich bis pH=7 zeigen sich nur kleine Auswirkungen
auf die Reaktionsordnung (vgl. Abbildung 5-7). Unter Vernachlassigung der beiden Ausreisser-
werte von 1,8 ergibt sich ein Mittelwert fir die Reaktionsordnung von 1,6. Wie in Kapitel 5.1.1
bereits gezeigt, bedeutet dies lediglich eine geringe Abweichung vom sonst zu findenden Wert
von 1,5. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Reaktionsordnung ist damit fir praktische Belange
im pH-Bereich von 5,2 bis 7 vernachlassigbar.

Oberhalb von pH 7 steigt die Reaktionsordnung jedoch deutlich an.

Seite | 36



16 - 2,5

o @a
14
(o] = - 2
12 (o]
o_ o0 o c
o 0
10 00— 1,6 c
e (o] (o] O 00 - 15 2
o =]
e a =
* 8 8
<L c
= 1 2
- u -
° 3
o &
4 0 a
o a 29 0,5
a
0 -0
5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
pH-Wert

Abbildung 5-3 pH-Abhangigkeit der Reaktionsordnung o und der Geschwindigkeitskonstanten o
fur B-Lactoglobulin in Magermilch bei 80°C (Law, et al., 2000)

Annliches findet sich fiir die Geschwindigkeitskonstante im Bereich von 5,8<pH<7. Unter Ver-
nachlassigung der beiden nicht ins Bild passenden Werte tber 4 ergibt sich ein Mittelwert von
k=2,9 [1/s*1000]. Dieser Wert liegt nahe bei den von Dannenberg ermittelten Werten
(Dannenberg, 1986). Das bedeutet nach (Law, et al., 2000) kann in diesem Bereich von einer
nicht durch den pH-Wert beeinflussten Geschwindigkeitskonstante ausgegangen werden.

Oberhalb von pH 7 steigt die Geschwindigkeitskonstante deutlich an (vgl. Abbildung 5-3).

Untersuchungen in einem groReren pH-Bereich finden sich bei Tolkach (Tolkach, et al., 2005).
Allerdings ist das Untersuchungsmedium eine LOsung aus isoliertem B-Lactoglobulin mit einer
Konzentration von 3,5 g/l, dies entspricht der Konzentration in Milch. Der pH-Wert variiert von 2
bis 8 bei Temperaturen von 80°C und 110°C. Bei 80°C dominiert die Kinetik der Auffaltung des
Proteins als geschwindigkeitsbestimmender Schritt, bei 110°C Gberwiegt die Kinetik der Aggre-
gation. Als Reaktionsordnung kommt jeweils ein Wert von 1,5 zur Anwendung.

Die Ergebnisse unterscheiden sich von denen von Law. So zeigt sich ein deutlicher Einfluss des
pH-Wertes auf die Geschwindigkeitskonstante. Zwischen pH 4 und 8 bei einer Temperatur von
80°C zeigt sich ein deutlicher linearer Anstieg. Fur pH-Werte zwischen 2 und 4 kann fir prakti-
sche Belange ein konstanter k-Wert Verwendung finden (vgl.

Abbildung 5-4).
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Bei 110°C zeigt sich ein deutlich anderes Bild. Hier liegt flir pH-Werte zwischen 5,5 und 8 keine
nennenswerte Abhangigkeit fur die Geschwindigkeitskonstante vor. Bei pH=4,5 weist sie jedoch
einen deutlichen Anstieg auf. Dieser pH-Wert liegt sehr nahe am isoelektrischen Punkt von B-
Lactoglobulin (im Bereich 4,6 (Harwalkar, et al., 1985)). Hier liegen die aufgefalteten Proteine
ungeladen vor. Dadurch gibt es keine durch Ladung erzeugte AbstoRungskrafte welche zu einer
Behinderung der Aggregation filhren kénnten, die Reaktionsgeschwindigkeit der Aggregation
steigt somit an. Unterhalb von pH 4,5 verschwindet dieser Effekt wieder. Eine deutliche Erhé-
hung der Geschwindigkeitskonstante in der Nahe des isolektrischen Punktes findet auch Leeb
(Leeb, et al., 2018).

0 (o]
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o
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-8 A
A
A
-10 A
A A
-12
1 3 5 7 9
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Abbildung 5-4 Einfluss des pH-Wertes auf die Geschwindigkeitskonstante von B-Lactoglobulin
bei 0 110°C und A 80°C (Tolkach, et al., 2005)

Aus Abbildung 5-5 ist der Einfluss des pH-Wertes auf die Temperaturabhangigkeit der Ge-
schwindigkeitskonstanten ersichtlich. Eindeutig zu sehen ist, dass der Knickpunkt der Kurven
(Ubergang von Auffaltung zu Aggregation als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt) sich mit
steigendem pH-Wert zu niedrigeren Temperaturen hin verschiebt. Herausstechend ist der Ver-
lauf bei pH 4,5 hier zeigen sich im oberen Temperaturbereich deutlich héhere k-Werte im Ver-
gleich zu den andere pH-Werten. Ebenso fallen die deutlich anderen Steigungen der Teilberei-
che im Vergleich zu denen anderer pH-Werte auf. Das unterstreicht das au3ergewohnliche Ver-
halten bei pH 4,5.

Im unteren Temperaturbereich ist ein kontinuierlicher Anstieg der Werte fir die Geschwindig-
keitskonstante mit Anstieg des pH-Wertes zu verzeichnen. Dies belegt die Ergebnisse von 80°C

auch fir andere Temperaturen im unteren Bereich (vgl. Abbildung 5-4).
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Abbildung 5-5 Einfluss des pH-Wertes auf die Temperaturabhangigkeit der Kinetik der p-Lacto-
globulin-Denaturierung (o pH3 o pH4,5 ¢ pH6,5 V pHS8) (Tolkach, et al., 2005)

Dissanayake (Dissanayake, et al., 2013) untersucht den pH-Einfluss in hohen Proteinkonzentra-
tionen bei pH-Werten von 4, 5 und 6 bei 140°C. Hierbei ist ein Anstieg der Geschwindigkeits-
konstanten mit steigendem pH-Wert zu verzeichnen. Bei pH 5 zeigt sich eine Verdreifachung,
allerdings nur bei einer Konzentration von 10Gew% Proteinen. Bei hdheren Proteingehalten ist
dies nicht zu finden. Dissanayake erklart den starken Anstieg ebenfalls mit der Nahe zum iso-
elektrischen Punkt und fiihrt die deutlich geringeren k-Werte bei hdheren Konzentrationen auf
die Bildung von Oligomeren zurtick. Fur die Auswirkungen auf die Kinetik 1asst diese Arbeit al-

lerdings keine eindeutigen Schlisse zu. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig.

Fazit

Aus den leider zahlreich nicht sehr umfangreichen Arbeiten lassen sich eher Vermutungen als
Schlusse ziehen.

Tolkach (Tolkach, et al., 2005) zeigt bei einer Temperatur von 110°C, dass die Geschwindig-
keitskonstante in einem Bereich von 5,5<pH<8 praktisch nicht vom pH-Wert abhangt (Aggrega-
tion ist hier maRRgeblich fir die Reaktionsgeschwindigkeit). Bei einer Temperatur von 80°C ist
jedoch eine deutliche Abhangigkeit zu sehen, hier steigt der k-Wert mit dem pH-Wert an.

Diese Untersuchungen fanden jedoch in einer wassrigen Proteinlésung statt.

Law (Law, et al., 2000) untersucht dies in Magermilch, allerdings nur bei 80°C. Er findet keine
Abhangigkeit des k-Wertes vom pH-Wert im Bereich von Bereich von 5,8<pH<7, ebenso kann

hier die Reaktionsordnung als konstant angesehen werden. Es scheint, als ob die sonstigen
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Komponenten in der Milch im Vergleich zu reiner 3-Lactoglobulin Lé6sung eine kompensierende
Wirkung besitzen.

Im Hinblick auf die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten als Folge eines
variierenden pH-Wertes kann keine klare Aussage getroffen werden. Hierzu sind keine ausrei-

chenden Untersuchungen vorhanden.

5.2 Denaturierungskinetiken von a-Lactalbumin

a-Lactalbumin stellt mit ca. 20%, nach B-Lactoglobulin mit 50%, die zweitgrote Fraktion der
Molkenproteine dar und ist damit ebenfalls ein wichtiger Baustein bei der Beurteilung von Pro-
teinschadigungen.

In diesem Kapitel erfolgt die Auswertung von Arbeiten zur thermischen Denaturierung von a-
Lactalbumin mit Blick auf die Reaktionsordnung sowie eine Analyse zur Temperatur- und Kon-
zentrationsabhangigkeit der Kinetik, ebenso die Auswirkung variierender pH-Werte auf die Kine-
tik der Denaturierung.

Im Vergleich zu B-Lactoglobulin finden sich lediglich Arbeiten, die sich mit a-Lactalbumin in
Milch oder auf Milchpulver basierend beschéftigen. Isoliertes a-Lactalbumin wurde nicht unter-

sucht.

5.2.1 Analysen zur Reaktionsordnung

Bis auf eine Veroffentlichung weisen alle Untersuchungen eine Reaktionsordnung von n = 1
Uber alle untersuchten Temperaturbereiche auf (70 bis 150°C, vgl. Tabelle Tab. 5-1 und Tab.
5-2). Lediglich (Oldfield, et al., 1998) identifiziert Reaktionsordnungen von 0,9 zwischen 70 und
80°C sowie 1,1 zwischen 85 und 130°C.

Abbildung 5-6 zeigt den Vergleich einer Kinetik mit Reaktionsordnung 1 und einer mit Reakti-
onsordnung von 0,9 bzw. 1,1 bis zu einem Denaturierungsgrad von 80%. Die Basiskurve ist die
Denaturierung von a-Lactalbumin 80°C ( (Dannenberg, et al., 1988a): Parameter k [1/s] be-
rechnet Uber den Arrhenius-Ansatz nach Gleichung (Gl.4-15) mit einer Aktivierungsenergie von
E, = 268560 [J/mol] und einem Frequenzfaktor in(k,) = 84,92, bei einer Reaktionsordnung
von n = 1). Fur die Vergleichskurven mit n = 0,9 und 1,1 erfolgte eine numerische Optimierung
der Geschwindigkeitskonstanten k gegen die Kurve mit Daten von Dannenberg. Ein Vergleich
der Kurvenwerte firn = 0,9 mit k = 1,38-1073 ,im Vergleichzun =1 mitk = 1,43 -

1073 ergibt eine Abweichung von maximal +0,8%/-0,5%. Die Abweichungen bei einer Reakti-

onsordnung von n = 1,1 liegen bei einem optimierten k-Wert von 1,49 - 1073 bei +1,1%/-1,5%.
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Damit sind geringe Abweichungen in der Reaktionsordnung wie Oldfield sie findet (Oldfield, et
al., 1998) fir praktische Anwendungen nicht ausschlaggebend.
Das bedeutet, dass eine konstante Reaktionsordnung von n = 1 flr praktische Berechnungen

ausreichend ist um die Kinetik der Denaturierung von B-Lactoglobulin zu beschreiben.
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n=1,0 k=1,43e-3
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Abbildung 5-6 Zeitverlauf der Denaturierung von a-Lactalbumin in Magermilch bei 80°C mit Ki-
netiken unterschiedlicher Reaktionsordnung (Dannenberg 1988 n=1; n=0,9 mit angepasstem k;
n=1,1 mit angepasstem k)

Der zeitliche Verlauf der Denaturierung von a-Lactalbumin berechnet sich damit nach Glei-
chung (Gl.4-6) zu

Ce &
—=¢e¥t fiirn=1
Co

mit einer von der Startkonzentration unabhangigen Geschwindigkeitskonstanten.

Dies ermdglicht den direkten Vergleich von in verschiedenen Arbeiten identifizierten Kinetikpa-

rametern.
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Fazit
Die Denaturierungskinetik von a-Lactalbumin in Milch I&sst sich durch eine Reaktion erster Ord-

nung in einem weiten Temperaturbereich von 70 bis 150°C sehr gut beschreiben.

5.2.2 Temperaturabhangikeit der Kinetik

Wie bereits flr die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten fiir g-Lactoglobulin
findet auch fir die Kinetik der Denaturierung von a-Lactalbumin der Arrheniusansatz nach Glei-
chung (Gl.4-15) Verwendung. In Analogie zu B-Lactoglobulin ist auch hier kein einheitlicher Pa-

rametersatz Uber den gesamten Temperaturbereich zu finden.

Temperaturbereiche

Auch flr a-Lactalbumin lasst sich die Temperaturabhangigkeit in zwei Bereiche aufteilen. Zu-

grunde gelegt ist hier ebenfalls die Formulierung des Arrheniusansatzes nach Gleichung
(Gl.5-7)

E, 1
ll’l(k) = ll’l(ko) - ? ' T

Abbildung 5-7 zeigt den temperaturabhangigen Verlauf der Geschwindigkeitskonstanten k von
a-Lactalbumin, basierend auf den Daten von Dannenberg (Dannenberg, 1986). Zur einfacheren

Lesbarkeit sind die Werte der Abszisse mit dem Faktor 1000 multipliziert.

Auffallend sind auch hier zwei Temperaturbereiche, in denen sich die Steigung deutlich unter-
scheidet. Die Temperatur am ,Knickpunkt® liegt im Vergleich zu B-Lactoglobulin mit 80°C niedri-
ger. Auch andere Veroéffentlichungen zeigen diesen Knick in der Temperaturabhangigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten.

Fir a-Lactalbumin kann nach Dannenberg ( (Dannenberg, et al., 1988a)) die gleiche Begriin-
dung wie fur B-Lactoglobulin herangezogen werden. Bis zu einer Temperatur von etwa 80°C ist
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Denaturierung. Oberhalb von 80°C ist die Aggre-
gation der zeitbestimmende Schritt, der andere Parameterwerte bendtigt als die reine Denatu-
rierung. Ein Vergleich der Aktivierungsenthalpien und -entropien weist im Vergleich zu B-Lacto-
globulin Parallelen auf. Oberhalb von 80°C liegen Aktivierungsenthalpien in einer Gréfienord-
nung vor, die eher einer chemischen Reaktion entsprechen, wahrend sie unterhalb von 80°C
etwa vier Mal so grolte Werte annehmen. Die Aktivierungsentropien zeigen unterhalb von 80°C

positive Werte, d.h. die Entropie nimmt zu. Dies lasst sich als die Auffaltung der Proteine und
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damit mit einer ,Zunahme an Unordnung* interpretieren. Uber 80°C ist die Aktivierungsentropie
negativ, wodurch eine ,Abnahme der Unordnung® erfolgt. Dies wiederum ist mit der Aggregation

der Proteine interpretierbar.
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Abbildung 5-7 Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k fur die Denaturie-

rung von a-Lactalbumin in Magermilch nach Arrhenius (k in (1/s)) (Dannenberg, 1986)

Tab. 5-7 zeigt den Punkt des Steigungswechsels fiir die Geschwindigkeitskonstante k(1/T) aus

verschiedenen Arbeiten.

(Dannenberg, et al., 1988a) 80°C Magermilch

(Anema, et al., 1996) 80°C Vollmilch aus Milchpulver
(Anema, 2001) 80°C Magermilch aus Milchpulver
(Anema, et al., 2006) 80°C Magermilch aus Milchpulver
(Oldfield, et al., 1998) 80°C Magermilch

(Maniji, et al., 1986) 90°C Magermilch

(Plock, et al., 1997) 80°C SiRmolke aus Eindampfanlage

Tab. 5-7 Steigungswechsel der temperaturabhangigen Geschwindigkeitskonstante flir a-Lactal-
bumin
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Mit einer Ausnahme zeigt sich der Wechselpunkt bei 80°C. Maniji (Manji, et al., 1986) identifi-
ziert fur die Kinetiken von B-Lactoglobulin und a-Lactalbumin dieselben Werte wie Lyster
(Lyster, 1970), die sich in weiten Teilen in spateren Arbeiten anderer Autoren nicht mehr finden
lassen. Daher kann die Wechseltemperatur bei 90°C nicht als reprasentativ gelten.

Lyster untersucht zwar auch das Denaturierungsverhalten von a-Lactalbumin, allerdings nur
oberhalb von 90°C und damit lediglich den durch Aggregation dominierten Temperaturbereich.

Damit kann zumindest flir Magermilch ein zweiteiliger Temperaturbereich fir die Geschwindig-

keitskonstante mit einer Trennung bei 80°C als gesichert angesehen werden.

Temperaturabhangigkeit
Die Reaktionsordnung fur a-Lactalbumin liegt nach den Analysen in Kapitel 0 bei n = 1.

Der zeitliche Verlauf von Cf/co berechnet sich nach Gleichung (Gl.4-6) zu

Ct T
—=¢e¥ fiirn=1
Co

Der Vorteil gegentiber einer Reaktionsordnung n # 1 liegt darin, dass die Geschwindigkeits-
konstante nicht von der Anfangskonzentration abhangt. Die Parameter flir den Arrheniusansatz

der Temperaturabhangigkeit sind bei gleicher Formulierung des Ansatzes direkt miteinander

vergleichbar.

In(k0)[1/s] Abweichung EA [kJ/mol] Abweichung
<=80°C  >80°C <=80°C  >80°C

Dannenberg 1986  Magermilch 84,92 16,95 269 69

Lyster 1970 Magermilch 16,46 -2,9% 69 0,0%
Anema 1996 Vollmilch aus Pulver 60,2 13,46 -29,1%  -20,6% 195,1 57,51 -27,3%  -16,7%
Oldfield 1998 Magermilch n=0,9 bzw. 1,1 62,6 11,9 -26,3%  -29,8% 203,3 52,9 -243%  -23,3%
Anema 2001 Magermilch aus Pulver 56,7 28 -33,2% 65,2% 186,5 102,1 -30,6% 47,9%
Anema 2006 Magermilch aus Pulver 56,3 20,9 -33,7% 23,3% 185 81 -31,1% 17,4%
Plock 1997 SiBmolke aus Eindampfanlage 123,9 23,1 45,9% 36,3% 383 86 42,6% 24,6%

Tab. 5-8 Vergleich der Frequenzfaktoren und Aktivierungsenergien von Denaturierungskineti-
ken von a-Lactalbumin im Milch, Reaktionsordnungn = 1

Auffallend ist, dass Lyster und Dannenberg praktisch identische Werte sowohl fiir den Fre-
quenzfaktor als auch fiir die Aktivierungsenergie im Temperaturbereich iber 80°C messen. Im
Vergleich zu den anderen Arbeiten weichen die Werte teilweise deutlich ab, vor allem bei den

von Plock in StiRmolke ermittelten Parametern. Wahrend die in Milch gemessenen Werte flr
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In(ky) und E4 im Vergleich zu Dannenberg alle niedriger liegen, weichen die Werte von Plock
alle deutlich nach oben ab.
Weichen beide Werte im Vergleich zu Dannenberg (Dannenberg, 1986) nach unten ab, so be-

deutet dies nicht, dass die Reaktionsgeschwindigkeit kleiner ist. Eine geringere Aktivierungs-

—-E
energie vergrélert den temperaturabhangigen Teil e(Tﬁ) . Bei gleichzeitiger Verringerung des

Frequenzfaktors k, fuhrt dies zu einer hdheren Reaktionsgeschwindigkeit, wenn k lediglich ge-
ringflgig kleiner gegenlber den Werten von Dannenberg liegt. Ist dagegen k, in starkerem

Male verringert, so ergibt sich insgesamt eine niedrigere Reaktionsgeschwindigkeit.

Abbildung 5-8 zeigt den zeitlichen Verlauf der Denaturierung von a-Lactalbumin bei 80°C, ge-
rechnet mit unterschiedlichen Parametern fiir den gleichen Kinetikansatz. Die Ergebnisse von
Dannenberg (Dannenberg, 1986) liegen zwischen denen von Anema (Anema, et al., 1996) bzw.
(Anema, et al., 2006). Vergleiche mit Zeitverlaufen, basierend auf Ergebnissen anderer Unter-
suchungen bei unterschiedlichen Temperaturen zeigen, dass die von Dannenberg identifizierten
Kinetiken meist dazwischen liegen.

Unter Bericksichtigung der Tatsache, dass Dannenberg praktisch identische Parameterwerte
im oberen Temperaturbereich findet wie Lyster (Lyster, 1970), liegt der Schluss nahe, dass die
von Dannenberg ermittelte Temperaturabhangigkeit der Kinetik fur die thermische Denaturie-

rung von a-Lactalbumin fur die Praxis gut einsetzbar ist.
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Abbildung 5-8 Zeitlicher Verlauf der Denaturierung von a-Lactalbumin in Magermilch bei 80°C,
berechnet mit Kinetiken von (Dannenberg, 1986), (Anema, et al., 1996), (Anema, et al., 2006),

Reaktionsordnung 1
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Fazit

Die Geschwindigkeitskonstanten der temperaturabhangigen Kinetik von a-Lactalbumin weist ei-
nen, durch etliche Arbeiten nachgewiesenen, Knick bei 80°C auf. Dieser teilt die Kinetik in zwei
plausible Temperaturbereiche. Die von Dannenberg ermittelte Kinetik (Dannenberg, 1986) bil-

den eine gute Grundlage fiur Berechnungen.

5.2.3 Konzentrationsabhangigkeit der Kinetik

Lediglich zwei Arbeiten haben den Einfluss der Proteinkonzentration auf die Kinetik der thermi-
schen Denaturierung von a-Lactalbumin zum Inhalt. Law (Law, et al., 1997) untersucht bei einer
Temperatur von 80°C die Auswirkung unterschiedlicher Proteinkonzentration in Magermilch auf

die Geschwindigkeitskonstante k.

Proteine  k [1/s]*1000

gemessen
50% 0,098
75% 0,439
100% 0,73
125% 0,78
150% 0,93
200% 1,37

Tab. 5-9 Werte fur k fur a-Lactalbumin bei 80°C in Magermilch (verdinnt mit UF Permeat bzw.
aufkonzentriert mit Proteinkonzentrat, (Law, et al., 1997))

Tabelle Tab. 5-9 zeigt die Geschwindigkeitskonstanten aus der Arbeit von Law (Law, et al.,
1997). Bei einer Reaktionsordnung von n = 1 ergibt die Losung der Differentialgleichung zur
Beschreibung der thermischen Denaturierung im thermodynamisch geschlossenen System
nach Gleichung (Gl.4-6)

Ce
—_— e
Co

k't
das bedeutet, die Geschwindigkeitskonstante ist im Vergleich zu Reaktionen mit einer Reakti-
onsordnung von n # 1 formal nicht von der Konzentration abhangig. Die Ubliche Annahme geht
davon aus, dass lediglich eine Temperaturabhangigkeit nach Arrhenius vorliegt. Dies ist hier of-
fensichtlich nicht der Fall. Zu héheren Konzentrationen steigt die Geschwindigkeitskonstante

an, in Richtung geringere Konzentration nimmt die Geschwindigkeitskonstante stark ab.
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Eine mogliche Erklarung liegt in den Versuchsbedingungen. Die Aufkonzentrierung erfolgte bei
Law mittels einer Ultrafiltrationsmembran, das Erzielen geringere Konzentrationen durch Ver-
dinnen mit Permeat. Wahrend sich die Proteinkonzentration auf der Retentatseite erhoht, blei-
ben die Konzentrationen von Salzen, Lactose usw. ndherungsweise sowohl im Permeat als
auch im Retentat konstant. Damit andert sich das Verhaltnis von Proteinen zu Salzen usw. zu
hoheren Werten. Im Gegenzug verringert sich das Verhaltnis beim Verdiinnen mit Permeat.
Damit unterscheiden sich die Startbedingungen hinsichtlich der Verhaltnisse der Komponenten.
Eine schlissige Erklarung der Auswirkungen auf die Geschwindigkeitskonstante konnte im
Rahme dieser Arbeit nicht gefunden werden.

Die Arbeit von Law (Law, et al., 1997) lasst daher keine belastbaren Schlussfolgerungen auf
den Einfluss der Proteinkonzentration auf die Kinetik der Denaturierung von a-Lactalbumin zu,
zumal lediglich bei einer Temperatur gemessen wurde.

Die Untersuchungen von Anema (Anema, 2001) zeigen andere Ergebnisse. Anema variiert die
Konzentration durch das Ansetzen von Magermilch aus Magermilchpulver. Die Konzentrationen
variieren von 9,6% Trockensubstanz (entspricht Magermilch) bis zum vierfachen Wert. Die Kon-
zentrationsverhaltnisse aller Inhaltstoffe bleiben damit fir alle Versuche gleich.

Die Arbeiten wurden unter Laborbedingungen durchgefihrt.
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Abbildung 5-9 Arrhenius-Darstellung der a-Lactalbumin Denaturierung; o 9,6%TS, e 19,2%TS,

0 28,8%TS, m 39,4%TS (Anema, 2001)

Abbildung 5-9 zeigt die Arrhenius-Darstellung der Untersuchungen von Anema (Anema, 2001).
Offensichtlich unterscheiden sich die Geschwindigkeitskonstanten fiir die unterschiedlichen
Konzentrationen und Temperaturen nur sehr wenig. Unter Verwendung der Parameter von
Anema uber den Arrheniusansatz berechnete Geschwindigkeitskonstanten bei 80°C und
9,6%TS (2100% bei Law) sowie 19,2%TS (2£200% bei Law) ergeben 1,092*10-3 [1/s] (Law:
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0,73*103 [1/s]) bzw. 1,206*10- [1/s] (Law: 1,37*10- [1/s]). Wahrend Law bei der Verdopplung
der Konzentration eine um 88% gréfliere Geschwindigkeitskonstante bestimmt, unterscheiden
sich die Werte von Anema gerade um 10%. Anema schlussfolgert, dass keine nennenswerte

Konzentrationsabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten vorliegt.

Fazit

Da nur wenige Arbeiten zur Konzentrationsabhangigkeit der Denaturierung von a-Lactalbumin
gefunden wurden, kann keine belastbare Schlussfolgerung gezogen werden. Wahrend Law
(Law, et al., 1997) eine deutliche Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der Pro-
teinkonzentration ermittelt, findet Anema (Anema, 2001) das genaue Gegenteil, keine Abhan-
gigkeit.

Da die grundlegenden Vorgange bei der Denaturierung und Aggregation von a-Lactalbumin und
B-Lactoglobulin einige Ahnlichkeiten aufweisen, liegt die unbestatigte Vermutung nahe, dass in
Analogie zum Einfluss der Konzentrationen auf die Kinetik von B-Lactoglobulin auch hier ledig-
lich geringe Abhangigkeiten vorliegen. Die Ergebnisse von Anema untermauern diese An-

nahme.

5.2.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Kinetik

Zum Thema der pH-Abhangigkeit der Denaturierungskinetik von a-Lactalbumin wurden keine
Veroffentlichungen gefunden. Daher kann zu diesem Themenpunkt keine Aussage getroffen

werden.

6 Modellierungsansatz der Eindampfung

Die Eindampfung von Milch flhrt unweigerlich zu thermisch bedingter Schadigung der Molken-
proteine. Der Umfang der Schadigung hangt direkt mit der Eindampftemperatur und der Ver-
weilzeit zusammen. Fir die Eindampfung stehen prinzipiell zwei Verfahren zur Verfigung. Ei-
nerseits kann die Eindampfung in einem Rihrwerksverdampfer erfolgen, andererseits in einem
Rohrbliindelwarmeibertrager (Steigrohr- oder Fallfilmverdampfer). Das reaktionstechnische Ver-
halten eines Ruhrwerksverdampfers entspricht dem eines Rihrkesselreaktors mit Briidenab-
zug, das des Rohrblindelwarmeubertrager dem eines Rohrreaktors mit Briidenabzug. Das Ver-
weilzeitverhalten ist dabei deutlich unterschiedlich. Somit unterscheidet sich die Modellierung

hier grundsatzlich.
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Der folgende Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der einfachen dynamischen Modellierung eines
Ruhrwerkverdampfers als konzentriertes System. Auf die Erstellung eines detaillierteren Model-
les oder dem eines drtlich verteilten Systems fir einen Rohrbiindelwarmetauscher konnte im

Rahmen der Arbeit nicht eingegangen werden.

6.1 Modellansatz fur einen Ruhrwerksverdampfer

Ein Rihrwerksverdampfer entspricht im Idealfall einem ideal durchmischten, beheizten Rihr-
kesselreaktor. Abbildung 6-1 zeigt den einfachen Bilanzraum eines Rihrwerksverdampfers als

konzentriertes System.

Vzu Caui pzul T rhmp

V' Cabi Pab

l Vab Cabi Pab

Abbildung 6-1 Bilanzraum fir eine einfache modelltechnische Darstellung eines Rihrwerksver-
dampfers fir die Materiebilanzierung

Dabei ist

o Vo Vap [m3/h] der flissige Zu- bzw. Ablauf mit den Konzentrationen c,;, ¢; [g/l] so-
. . kg
wie der Dichte p,y, pap [ /m3]

°  Tiygy [kg/h] der abgedampfte Mengenstrom an Wasser

e V [m3] der Flussiginhalt des Behalters

Die hierbei gemachten Annahmen und Vereinfachungen sind:
¢ ideale Durchmischung - Eigenschaften des Ablaufes = Eigenschaften im Behalter
e Materieinhalt in der Briidenphase ist deutlich kleiner als in der Fllssigphase
- Brldenphase ist quasistationar, Bilanzierung der Flissigphase ist ausreichend
e thermodynamisches Gleichgewicht zwischen Flussig- und Dampfphase
e automatische Temperaturhaltung der Fliissigphase
e der abgedampfte Briden besteht nur aus Wasser

o direkte Vorgabe der abgedampften Bridenmenge

Die Erstellung der dynamischen Gesamtmassenbilanz fiir die Fliissigphase ergibt
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Ta = Vou " Pzu = Vap " Pab — Myap (Gl.6-1)

und damit

av d(Pap) . ;
E “Pap + V- d; = Vou " Pzu — Vab " Pab — Myap (GI'6_2)

Madoumier (Madoumier, et al., 2015) berechnet die Dichte fir unterschiedliche Ansatze und
kommt zu dem Schluss, dass die Berechnungsgleichungen nach Choi (Choi, et al., 1986) gut
geeignet sind um die Dichte auch bei hohen Trockensubstanzgehalten zu beschreiben (siehe
Anhang). Fur Magermilch rechnet sich damit z.B. bei 80°C eine Dichte von ca. 1050 kg/m3, mit
Erreichen eines Trockensubstanzgehaltes von 50% ergibt sich ein Wert von ca. 1160 kg/m3.
Dies entspricht einer Abweichung von etwa 10%. Fir das hier aufgestellte einfache Modell wird
diese Differenz vernachlassigt und die Dichte p,, = p,;, = p als konstant angenommen.

Damit lautet die Gleichung zur Berechnung des dynamischen Flissiginhaltes

v it

E - Vzu Vab D

(G1.6-3)

Unter der Annahme eines ideal automatisierten Fillstandes im kontinuierlichen Betrieb ist V =
const. Damit ergibt sich eine zusatzliche algebraische Gleichung zur Berechnung des flissigen

Ablaufstromes.

i m
0="Vp = Vap ——+ (Gl.6-4)
p
Die dynamische Komponentenmengenbilanz fiir eine Komponente i lautet
dlV-c) . . .
TL =V Coui = Vap i =V -7y (Gl.6-5)

mit der volumenspezifischen Reaktionsgeschwindigkeit 7; flr die bilanzierte Komponente i.
Aus Gleichung (GI.6-5) wird

de; dV . :
'd_tl‘l'a'ci=Vzu'czui_Vab'Ci_V'7;i (Gl.6-6)
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und mit Gleichung (GI.6-3)

de; . m
V.d_tl= VZu' (Czui _Ci) + =L

C; — V- 'f'i (G|6-7)

Der Gesamtumsatz U aller nc Komponenten Uber der Zeit, hier also die Summe der denaturier-

ten Massen der betrachteten Molkenproteine, berechnet sich nach

du ,
=V Z 7, (G1.6-8)

Auf die Energiebilanz kann unter obigen Annahmen bei diesem Modell verzichtet werden.

Die Reaktionsgeschwindigkeiten (der Molkenproteine) liefern die entsprechenden Gleichungen
aus Kapitel 5. Diese lassen sich direkt in die Gleichungen (GI.6-7) und (GI.6-8) einfligen oder
als separate algebraische Gleichungen dem Gleichungssystem hinzuflgen.

Das einfache Modell eines Ruhrwerksverdampfers besteht somit aus der dynamische Glei-
chung fir den Flissiginhalt sowie den dynamischen Komponentenmengenbilanzen der in der
Milch enthaltenen Stoffe und die Differentialgleichung zur Berechnung des Gesamtproteinver-
lustes U. Fur den Fall eines kontinuierlichen Betriebes mit konstantem Flussigholdup ergéanzt
die stationdre Gesamtmassenbilanz das Gleichungssystem.

Die Modellgleichungen sind somit fir nc Komponenten

Bilanz Flissiginhalt av _ o v )
ab

i Vou — p (Gl.6-9)
Komponentenbilanzen VS =V (i — ) + % ¢ —V-7; (i=1,..nc) (G.6-10)
Bilanz Gesamtproteinverlust Z_Lt’ =V-3re g (Gl.6-11)
zus. bei V = const. 0="V,—V,, — ml;ap (G1.6-12)

mit in den Gleichungen integrierten Beschreibungen der Kinetiken.

Als Vorgaben fiir das Modell werden bendtigt:
e Zulaufstrom V,,, sowie alle Zulaufkonzentrationen c,,;
e Abdampfbridenstrom m,,,,

e Dichtep
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¢ Kinetik + Kinetikparameter (integriert in die Bilanzgleichungen)
o Startwerte fur das Volumen V und die Anfangskonzentrationen c;

e Reaktionstemperatur (fir die Kinetik)

Modellvariationen

V,u Vab m,,, Betrieb

0 0 0 Batchsterilisation

0 0 >0 Batcheindampfung
>0 >0 0 kontinuierliche Sterilisation
>0 >0 >0 kontinuierliche-Eindampfung

6.2 Simulationsbeispiele

Fir die folgenden Simulationsbeispiele wurden die Kinetiken von Dannenberg (Dannenberg,
1986) sowohl fiir B-Lactoglobulin A und B als auch fir a-Lactalbumin verwendet. Durch Einset-
zen der expliziten Kinetiken in die Differentialgleichungen ergibt sich ein Modell bestehend aus

funf Differentialgleichungen und einer algebraischen Gleichung.

Die Implementierung erfolgte in Microsoft® EXCEL unter Verwendung eines einfachen Integrati-

onsverfahrens (Euler-Vorwarts).

Kinetik

Dannenberg berechnet seine Geschwindigkeitskonstante fiir B-Lactoglobulin in der Form
kapp:kn-(co)°'5 (Reaktionsordnung n = 1,5), jeweils fiir die Proteinform A und B. Die Startkon-
zentrationen ¢, sind jedoch nicht angegeben. Daher wurde die folgende Annahme getroffen. Bei
einer Gesamtkonzentration von B-Lactoglobulin A und B von 3,2 g/l liegt der Anteil von A bei
etwa 60% (Durchschnittswerte aus (Ng-Kwai-Hang , et al., 1996). Unter der Annahme, dass die
Anfangskonzentrationen bei den Untersuchungen von Dannenberg in etwa dem entsprechen,

ergeben sich die Startwerte fiir B-Lactoglobulin A von 1,9 g/l und fir p-Lactoglobulin B von 1,3
gll.

Fur a-Lactalbumin ist keine Umrechnung erforderlich.
Tabelle Tab. 6-1 zeigt die Kinetikparameter nach Dannenberg flir den Temperaturbereich bis
80°C.

Seite | 52



B-Lg A B-Lg B a-La

In(ky)  ko[l/s] 84,16 89,43 84,92
k
E, [ 4 /mol] 265210 279960 268560
co 19/] 1,9 1,3 1,2
Temperatur [°C] 70-90 70-90 70-80

Tab. 6-1 Kinetikparameter nach (Dannenberg, 1986)

Die volumenspezifische Reaktionsgeschwindigkeit fur B-Lactoglobulin A bzw. B ist damit bei ei-

ner Reaktionsordnung von n = 1,5

eln(kO) —EA
0)”

Die Kinetik fur a-Lactalbumin mit einer Reaktionsordnung von n = 1 lautet

b= olnlke) . oA L ¢ (Gl.6-14)
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Beispiel 1.
Vouw = Vap = 0 [m3/h]l Mygp =0 [kg/h],

e 1 =1 [m3], Reaktortemperatur 80°C

o Startwerte: c;g4 = 1.9 %/)] c1gs = 139/}, ca = 1.2]9/)]
e p=1040 [kg/m3]

e 1200 [s], Integrationsschrittweite 4 [s]

1,4

B-Lactoglobulin A &5
B-Lactoglobulin B
a-Lactalbumin
Gesamtverlust

H
A [ ]
/ |
/

o
]

0,6

Proteinkonzentration [g/I]
N
Gesamtproteinverlust [kg]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zeit [s]

Abbildung 6-2 Zeitverlaufe der Denaturierung von p-Lactoglobulin A+B sowie a-Lactalbumin und
dem Gesamtproteinverlust bei 80°C, Kinetik nach Dannenberg (Dannenberg, 1986), Beispiel 1:

HeilRhaltung ohne Abdampfung im Batch-Betrieb

Dieser Vorgang entspricht einer Batchsterilisation mit sehr langer Haltezeit.

Hier zeigt sich eine kontinuierliche Abnahme der Konzentrationen. Durch die Denaturierung der
Proteine kommt es zu einer Reduktion der Masse an nativen Proteinen. Da das Gesamtvolu-

men unverandert bleibt, verringern sich die Konzentrationen kontinuierlich.
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Beispiel 2:
e 1V =1 [m3], Reaktortemperatur 80°C

® Vzu = ‘ab =0 [mg/h]a Myap = 1560 [kg/h]
o Startwerte: c;g4 = 1.9%/)] cigs = 139/}, ca = 1.2]9/)]

o p=1040 [kg/m3]

e Simulationszeit 1200 [s], Integrationsschrittweite 4 [s]

2 4
1,8 5
1,6
— 3 "w
14 =
5. N B-Lactoglobulin A 25 3
e = B-Lactoglobulin B 2
o 1 LY -\""H-.__\_\_-\H = —
g = a-Lactalbumin ! 2
2o Gesamtverlust 15 S
£ 7 E
3 0,6 P
ot L]
o 1 ©
0,4
0,2 03
0 0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zeit [s]

Abbildung 6-3 Zeitverlaufe der Denaturierung von p-Lactoglobulin A+B sowie a-Lactalbumin und
dem Gesamtproteinverlust bei 80°C, Kinetik nach Dannenberg (Dannenberg, 1986), Beispiel 2:
Eindampfung im Batchbetrieb

Dieses Simulationsbeispiel entspricht einer Batch-Eindampfung mit langer Haltezeit.

Die Bedingungen sind mit denen aus Beispiel 1 identisch, mit der Ausnahme, dass ein Ab-
dampfstrom von 1560kg/h angesetzt wurde. Damit ergibt sich nach 1200 Sekunden Simulati-

onszeit ein Restvolumen von 0,5 [m3].

Die Abnahme der Konzentrationen Uber der Zeit ist im Vergleich zu Beispiel 1 geringer. Das Ab-
dampfen bewirkt eine Verringerung des Volumens. Dies wirde ohne Denaturierung zu einem
Konzentrationsanstieg flihren. Die Abnahme an nicht denaturierter Proteinmenge ist hier gréRer
als die Konzentrationszunahmen durch die Volumenreduktion. Die Konzentrationen nimmt so-
mit in Summe ab. Der Gesamtproteinverlust liegt bei etwa 3,81 kg. Bei einer Ausgangsmenge

von 4,5 kg an Proteinen entspricht dies einem Denaturierungsgrad von 85%.
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Beispiel 3:
. . 3 . k
o Vou=Vap=0["/,], inyg = 1560 [9/,]
e 1V =1 [m3], Reaktortemperatur 70°C

o Startwerte: c;g4 = 1.9%/] cigs = 139/}, ca = 1.2]9/)]

k
e p=1040 9/ ;]
e Simulationszeit 1200 [s], Integrationsschrittweite 4 [s]

Auch dieses Simulationsbeispiel entspricht einer Batch-Eindampfung mit langer Haltezeit.

Die Bedingungen sind mit denen aus Beispiel 2 identisch, mit dem Unterschied, dass eine Pro-
zesstemperatur von 70 [°C] angesetzt wurde. Die Volumenverringerung nach 1200 Sekunden

Simulationszeit ergibt auch hier ein Restvolumen von 0,5 [m?].

Wie in Beispiel 2 konkurrieren auch hier wieder der Effekt der Konzentrationszunahme durch
Volumenreduktion mit dem der Denaturierung der Proteine. Bedingt durch die im Vergleich zu
Beispiel 2 niedrigere Temperatur ist der Vorgang der Proteindenaturierung langsamer. Hier
Uberwiegt der Effekt der Aufkonzentrierung durch das Abdampfen von Wasser. Die Konzentrati-
onen der Proteine steigen an. Der Gesamtproteinverlust liegt bei etwa 0,74 kg. Bei einer Aus-
gangsmenge von 4,5 kg an Proteinen entspricht dies einem Denaturierungsgrad von 16%.
Alleine die Reduzierung der Eindampftemperatur von 80 auf 70°C bewirkt damit eine deutliche

Verringerung des Denaturierungsgrades.

3,5 4

B-Lactoglobulin A

3 B-Lactoglobulin B
a-Lactalbumin

=4 Gesamtverlust =
) 25 3
B 2 = ]
- >
E _,-*"—F'_//’ 2 =
g g
= c o
g 15 — s
= — 15 =
s &
o 1 , O
o 1 ©
0,5 // 0,5
0 0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zeit [s]

Abbildung 6-4 Zeitverlaufe der Denaturierung von B-Lactoglobulin A+B sowie a-Lactalbumin und
dem Gesamtproteinverlust bei 70°C, Kinetik nach Dannenberg (Dannenberg, 1986), Beispiel 3:
Eindampfung im Batchbetrieb
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Beispiel 4:
e 1V = 0,168 [m?3], Reaktortemperatur 70°C

. 3 . k . 3
o Vu=1["/], iyey =520 [9/,] > Vap =05 [M/,]
entspricht einer Verweilzeit von 1200 [s]

o Startwerte: c,g4 = 1.9[%/] c1gs = 139/}, ca = 1.2]9/}]

k
e p=1040 9/ ;]
e Simulationszeit 4800 [s], Integrationsschrittweite 16 [s]

Dieses Simulationsbeispiel zeigt eine kontinuierliche Eindampfung im Rihrwerksverdamp-
fer. Das Volumen und die Strdme sind so gewahlt, dass sich eine Eindampfung auf 50% des
urspringlichen Volumenstromes ergibt, bei einer Verweilzeit von 1200 [s] (entspricht der
Haltezeit in Beispiel 3, bei entsprechendem Volumen und gleicher Eindampfrate).

Zunachst kommt es zu einem Anstieg der Konzentrationen, da die Startkonzentrationen
niedriger als die nach der Eindampfung liegen und der Effekt durch die Aufkonzentrierung
durch Eindampfung im Vergleich zur Denaturierungsrate grofier ist. Nach etwa dreifacher
Verweilzeit stellt sich ein nahezu stationarer Zustand fiir die Konzentrationen ein, d.h. es fin-
den keine zeitlichen Anderungen mehr statt.

Im stationaren Zustand errechnet sich aus den Reaktionsraten ein Denaturierungsgrad von
16%. Dieser liegt damit auf gleicher Hohe wie er sich bei der Batcheindampfung ergibt (Ver-

weilzeit im kontinuierlichen Betrieb entspricht hierbei der Haltezeit im Batchbetrieb).

3,5 4

T B-Lactoglobulin A
T B-Lactoglobulin B b
[ a-Lactalbumin

Gesamtverlust

Proteinkonzentration [g/l]
A
Gesamtproteinverlust [kg]

-

o

w
o
[9,]

0 1000 2000 3000 4000 5000
Zeit [s]
Abbildung 6-5 Zeitverlaufe der Denaturierung von B-Lactoglobulin A+B sowie a-Lactal-
bumin und dem Gesamtproteinverlust bei 70°C, Kinetik nach Dannenberg (Dannenberg,
1986), Beispiel 4: Eindampfung im kontinuierlichen Betrieb
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Fazit

Das einfache dynamische Modell eines Riihrwerksverdampfers ohne Energiebilanz gibt plau-

sible Zeitverlaufe fir Simulationsexperimente. Dies zeigt sich sowohl im Batchbetrieb als auch

bei kontinuierlicher Fahrweise. Die dabei verwendeten Kinetiken basieren auf den Arbeiten von

Dannenberg (Dannenberg, 1986).

Modellerweiterungen verbessern die Vorhersagemoglichkeiten und detaillieren die Ergebnisse.

Erweiterungen waren z.B.

die Einflhrung einer konzentrations- und evtl. temperaturabhangiger Dichte,

die Implementierung der Energiebilanz,

die Modellerweiterung um den Beheizungsteil (z.B. dampfbeheizt) mit zustandsabhangi-
gen Warmedurchgangskoeffizienten,

die Berucksichtigung der Siedepunkterhéhung durch die Eindampfung (Trockensub-
stanzgehalt steigt an),

der Einbau von Gleichungen zur Berechnung von Produktablagerung auf den Heizfla-
chen mit Auswirkung auf den Warmedurchgang,

die grundsatzliche Erweiterung auf ein ortlich verteiltes System zur Simulation beheizter
Rohrleitungsstrecken (HeilRhaltezonen) oder von Rohrblindelwarmetauschern als Ver-

dampfer.

Das aufgestellte Modell birgt noch sehr viel Potential durch Modellerweiterungen. Damit werden

detailliertere Berechnungen sowohl dynamisch als auch stationar moglich.

Die Implementierung sollte in einer guten Simulationssoftware erfolgen.
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7 Ergebnis und Diskussion

Zahlreiche Veroéffentlichungen lber die Denaturierung von Molkenproteinen, vor allem B-Lacto-
globulin und a-Lactalbumin, versuchen die Denaturierungskinetik zu beschreiben und zu ver-
messen, um eine maglichst gute Berechnung dieser Vorgange sowohl temperatur- als auch
konzentrationsabhangig zu erméglichen. Weiterhin wird zumindest teilweise versucht, den Ein-
fluss des pH-Wertes zumindest qualitativ zu bestimmen.

Nahezu jede Arbeit fand unter anderen Randbedingungen statt. Angefangen von unterschiedli-
chen Ausgangsstoffen (z.B. Magermilch, Milch aus Milchpulver, Stilimolke, Membranretentate,
isolierte Proteine in Losung u. &.) Uber variierende Messmethoden, verschiedene Anlagen (bei-
spielsweise Laboranlagen oder Pilotanlagen), verschiedene Aufheizmethoden wie Direktdampf-
einspeisung oder temperierte Bader usw.. Hier wird deutlich, dass die Ergebnisse nicht ohne
weiteres miteinander vergleichbar sind. Trotz dieser vielfaltigen Differenzen lief3en sich die Er-
gebnisse dieser Veroéffentlichungen auswerten und daraus fir die Beschreibung der Kinetiken

SchllUsse ziehen.

B-Lactoglobulin

Wahrend ein Teil der Arbeiten die beiden Varianten pB-Lactoglobulin A und B getrennt betrach-
tet, erfolgen in anderen Veroffentlichungen die Untersuchungen an beiden Varianten gemein-
sam, es findet also keine Unterscheidung zwischen diesen beiden statt. Durch eine einfache
Umrechnung der Ergebnisse der Varianten A und B zusammenrechnen, falls das Verhaltnis von
A zu B bekannt ist. Damit ist ein Vergleich zwischen den unterschiedlichen Behandlungsweisen
moglich.

Kinetikansatz

Obwohl es sich bei der Denaturierung von Proteinen um komplexe Vorgange handelt, lassen
sich diese mittels eines einfachen Kinetikansatzes beschreiben 7 = k,, - ¢™. Vereinfacht finden
zwei Vorgange statt, die Entfaltung des Proteinmolekuls und eine anschlieRende Aggregation.
Reaktionsordnung

Zur Identifikation kamen unterschiedliche Methoden zur Anwendung (Integral-/Differentialme-
thode oder Nichtlineare Regressionsverfahren). Die Ergebnisse wichen dabei teilweise etwas
voneinander ab. Bezuglich der Reaktionsordnung wurde meist ein Wert im Bereich von 1,5
identifiziert. Kleinere Abweichungen fiihren lediglich zu geringen Anderungen im Zeitverlauf der
Reaktionen, wenn die jeweilig passende Geschwindigkeitskonstante gut angepasst werden
konnte.

Die Untersuchungen in Milch bzw. Lésungen aus Milchpulver und Stimolke lassen damit den
Schluss zu, dass die Formulierung der Reaktionskinetik zur Denaturierung von B-Lactoglobulin

in Milch mit einer Reaktionsordnung von n=1,5 gut beschreibbar ist. Die Reaktionsordnung gilt
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fur den gesamten Bereich der Entfaltung und Aggregation und dies fir einen weiten Tempera-
turbereich von 70 bis 150°C. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass in weiten Konzent-
rationsbereichen das Arbeiten mit einer praktisch konstanten Reaktionsordnung maéglich ist.
Viele Identifikationen zur Kinetik basieren nicht auf direkten Konzentrationsmessungen, sondern
lediglich auf Anderungen relativ zur Anfangskonzentration, die dann oft auch nicht gemessen
oder angegeben wurde. Die Geschwindigkeitskonstante fir eine Reaktionsordnung n # 1 findet
sich haufig in der zusammengefassten Variante kappzkn-(co)(n‘l), identifiziert und angegeben
ist dann k. Liegen nun andere Startkonzentrationen vor, so muss eine Umrechnung der Ge-
schwindigkeitskonstanten erfolgen. Dazu ist allerdings die urspriingliche Startkonzentration c,
erforderlich.

Temperaturabhangigkeit

Die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion ist mittels des An-
satzes nach Arrhenius gut zu beschreiben. Hier weisen alle Arbeiten eine Zweiteilung im Tem-
peraturbereich nach, deutlich zu sehen an einem geknickten Verlauf im In(k)-1/T-Diagramm. Of-
fensichtlich ist in einem Bereich der Vorgang der Entfaltung der Proteine bestimmend fur die
Reaktionsgeschwindigkeit, im anderen Teilbereich Uberwiegt die Kinetik der Aggregation. Dies
lasst sich durch einen Vergleich der Entropiednderungen Uber die Theorie des aktivierten Uber-
gangskomplexes (Eyring-Theorie) veranschaulichen. Die Temperatur der Bereichstibergange
liegt bei 90°C. Sie ist durch viele Arbeiten nachgewiesen und kann als glltig angesehen wer-
den.

Vergleiche zeigen, dass die Arbeiten von Dannenberg (Dannenberg, 1986) eine gute Grundlage
fur Berechnungen der Denaturierung von B-Lactoglobulin bilden.

Konzentrationsabhangigkeit

Einige Arbeiten untersuchen zusatzlich den Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen auf die
Kinetik. Hier sind vor allem steigende Konzentrationen von Interesse, wie sie bei Eindampfvor-
gangen auftreten. Verdéffentlichungen hierzu sind nicht sehr zahlreich. Sie zeigen jedoch, dass
Konzentrationssteigerungen nur einen geringen Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstanten
der Denaturierungskinetik von p-Lactoglobulin haben. Somit kann mit guter Naherung eine Be-
rechnung mit den Ansatzen und Parametern von normaler Milch erfolgen, auch beispielsweise
bei der thermischen Behandlung von Konzentraten aus Membrananlagen.

Einfluss des pH-Wertes

Noch weniger Arbeiten beschaftigen sich mit dem Einfluss des pH-Wertes auf die Kinetik. Somit
lassen sich eher Vermutungen als Schliisse ziehen. So zeigt Tolkach (Tolkach, et al., 2005),

das die Geschwindigkeitskonstante bei einer Temperatur von 110°C in einem Bereich von
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5,5<pH<8 praktisch nicht vom pH-Wert abhangt (Aggregation ist hier maf3geblich fir die Reakti-
onsgeschwindigkeit). Bei einer Temperatur von 80°C ist jedoch eine deutliche Abhangigkeit zu
sehen, hier steigen die Werte der Geschwindigkeitskonstanten mit dem pH-Wert an.

Diese Untersuchungen fanden jedoch in einer wassrigen Proteinlésung statt.

Law (Law, et al., 2000) untersucht dies in Magermilch, allerdings nur bei 80°C. Er findet keine
Abhangigkeit des k-Wertes vom pH-Wert im Bereich von Bereich von 5,8<pH<7, ebenso kann
hier die Reaktionsordnung als konstant angesehen werden. Es scheint, als ob die sonstigen
Komponenten in der Milch im Vergleich zu einer Lésung aus isoliertem B-Lactoglobulin eine
kompensierende Wirkung besitzen.

Im Hinblick auf die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten als Folge eines
variierenden pH-Wertes kann keine klare Aussage getroffen werden. Hierzu sind keine ausrei-
chenden Untersuchungen vorhanden. Diesbeziiglich besteht noch Forschungsbedarf, vor allem
dahingehend, dass nicht nur qualitative Aussagen maoglich sind. Vielmehr muss eine Quantifi-
zierung des Einflusses gefunden und implementiert werden. Falls dies nicht moglich ist, ware
die Alternative, fur pH-Wert-Bereiche jeweils unterschiedliche Kinetiken zu identifizieren und
entsprechend zu verwenden.

Fazit

Die Ergebnisse von Dannenberg (Dannenberg, 1986) sind eine gute Basis zur Berechnung der
Denaturierung von B-Lactoglobulin. Sie gelten in einem Temperaturbereich von 70-150°C und
konnen in weiten Konzentrationsgrenzen angewendet werden. Allerdings muss eine Umrech-
nung der Geschwindigkeitskonstanten flir andere Konzentrationsbereiche mit der Anfangskon-
zentration der Untersuchungen von Dannenberg erfolgen.

Hinsichtlich der Abhangigkeit vom pH-Wert besteht noch Forschungsbedarf.

a-Lactalbumin

Die prinzipielle Vorgehensweise zur Ermittlung der Kinetik zur Denaturierung von a-Lactalbumin
ist identisch mit der fUr B-Lactoglobulin. Die Ergebnisse unterscheiden sich jedoch.
Kinetikansatz

Wie fur B-Lactoglobulin ist auch hier der Ansatz fur die spezifische Reaktionsgeschwindigkeit

7 =k - c™. Ebenso finden grob zwei Vorgange statt, die Entfaltung des Proteins sowie die Ag-
gregation. Fir beide Vorgange ist der Kinetikansatz gleich.

Reaktionsordnung

Die Denaturierungskinetik von a-Lactalbumin in Milch, lasst sich durch eine Reaktion erster
Ordnung in einem weiten Temperaturbereich von 70 bis 150°C sehr gut beschreiben. Lediglich

eine Veroffentlichung identifiziert eine Reaktionsordnung von 0,9 unterhalb sowie 1,1 oberhalb
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von 80°C auf. Auch hier lasst sich zeigen, dass bei entsprechender Anpassung der Geschwin-
digkeitskonstanten nur kleine, vernachlassigbare Abweichungen der Gesamtberechnung der
Denaturierung die Folge sind.

Die Reaktionsordnung von 1 hat den Vorteil, dass die Geschwindigkeitskonstante immer unab-
hangig von der Anfangskonzentration der Versuche ist und somit ohne Umrechnung Verwen-
dung finden kann.

Temperaturabhangigkeit

Die Geschwindigkeitskonstanten der temperaturabhangigen Kinetik von a-Lactalbumin weist
ahnlich wie bei B-Lactoglobulin einen Knick auf. Dieser liegt nun allerdings bei 80°C, nachge-
wiesen durch etliche Arbeiten. Auch hier teilt dieser Knick die Kinetik in zwei plausible Tempera-
turbereiche, unterhalb mit der Dominanz der Konformationsanderungen auf die Kinetik, ober-
halb mit der Aggregation als geschwindigkeitsbestimmendem Vorgang. Die von Dannenberg
ermittelte Kinetik (Dannenberg, 1986) bildet eine gute Grundlage fir Berechnungen. Sie ist auf
Basis sehr umfangreicher Messungen und Versuche entstanden und liegt meist im Mittelfeld
der Kinetiken anderer Autoren. Davon bilden einige die Reaktionen etwas schneller ab, andere
etwas langsamer.

Konzentrationsabhangigkeit

Da nur wenige Arbeiten zur Konzentrationsabhangigkeit der Denaturierung von a-Lactalbumin
gefunden wurden, kann keine belastbare Schlussfolgerung gezogen werden. Wahrend Law
(Law, et al., 1997) eine deutliche Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der Pro-
teinkonzentration ermittelt, findet Anema (Anema, 2001) das genaue Gegenteil, keine Abhan-
gigkeit. Es besteht somit in diesem Bereich noch Forschungsbedarf um die sich widersprechen-
den Ergebnisse abzuklaren.

Die grundlegenden Vorgéange bei der Denaturierung und Aggregation von a-Lactalbumin und B-
Lactoglobulin weisen starke Ahnlichkeiten auf. Unterstiitzt durch die Resultate von Anema, liegt
die Vermutung nahe, dass in Analogie zum Einfluss der Konzentrationen auf die Kinetik von B-
Lactoglobulin auch hier nur geringe Abhangigkeiten vorliegen. Diese Annahme musste durch
weitere Untersuchungen bestatigt werden.

Abhangigkeit vom pH-Wert

Zum Thema der pH-Abhéangigkeit der Denaturierungskinetik von a-Lactalbumin wurden keine
Veroffentlichungen gefunden. Daher kann zu diesem Themenpunkt keine Aussage getroffen

werden. Hier besteht noch intensiver Forschungsbedarf.
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Modellierung
Zur Berechnung von Heil3haltezeiten und zur Eindampfung wurde ein einfaches dynamisches

Modell eines Rihrwerksverdampfers erstellt. Basierend auf einer Gesamtmassenbilanz sowie
den Komponentenmengenbilanzen der betrachteten Molkenproteine, erfolgte die Implementie-
rung der Kinetik von Dannenberg (Dannenberg, 1986). Damit lassen sich in unterschiedlichen
Simulationsexperimenten plausible Zeitverlaufe der Denaturierung und des Gesamtproteinver-
lustes berechnen. Abhangig von Temperatur und Verweilzeit ist dies sowohl im Batchbetrieb als
auch bei kontinuierlicher Fahrweise mdglich.

Das vorgestellte Modell erlaubt Aussagen Uber den zeitlichen Verlauf der Denaturierung der be-
trachteten Proteine. Bedingt durch die einfache Struktur des Modelles sind dessen Einsatzmoég-
lichkeiten jedoch noch begrenzt. Modellerweiterungen verbessern die Vorhersagemaoglichkeiten

und detaillieren die Ergebnisse. Erweiterungen waren z.B.

e die Einfuhrung einer konzentrations- und temperaturabhangigen Dichte,

e die Implementierung der Energiebilanz,

e die Modellerweiterung um den Beheizungsteil (z.B. dampfbeheizt) mit zustandsabhangi-
gen Warmedurchgangskoeffizienten,

¢ die Bericksichtigung der Siedepunkterhdhung durch die Eindampfung (Trockensub-
stanzgehalt steigt an),

e der Einbau von Gleichungen zur Berechnung von Produktablagerung auf den Heizfla-
chen mit Auswirkung auf den Warmedurchgang,

¢ die grundsatzliche Erweiterung auf ein ortlich verteiltes System zur Simulation beheizter
Rohrleitungsstrecken (Hei3haltezonen) oder von Rohrbundelwarmetauschern als Ver-

dampfer.

Zur Verifikation der Simulationsergebnisse und damit des Modells ist es notwendig experimen-
telle Untersuchungen durchzufiihren. Mit der Annahme, dass das Modell die Realitat bereits
jetzt geniigend genau abbildet, l1asst es sich vorab zur Versuchsplanung einsetzen um bei-
spielsweise den Behalterinhalt, Mengenstrome, Verweilzeiten und Temperaturen festzulegen.

Damit reduziert sich die Anzahl und der zeitliche Umfang der Versuche.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Molkenproteine zeigen unter thermischer Belastung Denaturierungsvorgange, die bei gentigend
hoher Temperatur irreversibel sind und mit zunehmender Verweilzeit kontinuierlich ansteigen.
Ziel der Arbeit war es, auf Basis einer Literaturrecherche zu analysieren, welche Moglichkeiten
zur Berechnung der Proteinschadigung der Molkenproteine B-Lactoglobulin und a-Lactalbumin
bestehen. Dies ist bei der Eindampfung von Milch von besonderer Wichtigkeit, da die irrever-
sible Denaturierung die Eigenschaften der Proteine andert.

Der komplexe und noch nicht vollstandig geklarte Vorgang der Proteinschadigung lasst sich
vereinfachend in einen zweistufigen Vorgang unterteilen. Zunachst finden Konformationsénde-
rungen statt, das Protein faltet sich auf, der eigentliche Denaturierungsvorgang. Im Anschluss
kommt es zur Aggregation der entfalteten Proteine. Diese beiden Vorgange kénnen formell als
chemische Reaktionen betrachtet werden und sind in der Ablaufgeschwindigkeit in Form einer
Reaktionskinetik abbildbar. Die betrachteten Reaktionsgeschwindigkeiten der Molkenproteine
zeigen eine deutliche Anderung der Temperaturabhéngigkeit ab einem bestimmten Punkt (B-
Lactoglobulin bei 90°C, a-Lactalbumin bei 80°C). Bei dieser Temperatur andert sich die Domi-
nanz der jeweiligen Reaktion. Unterhalb der Temperatur bestimmt die Denaturierung die Ge-
schwindigkeit, oberhalb der Aggregationsvorgang.

Die Reaktionsordnungen unterscheiden sich fur die beiden Proteine. So weist B-Lactoglobulin
eine Ordnung von 1,5 auf, wahrend a-Lactalbumin bei 1 liegt.

Die Ergebnisse zur reaktionskinetischen Beschreibung der betrachteten Proteine zeigen, dass
die Untersuchungen von Dannenberg (Dannenberg, 1986) die schllissigsten Resultate zeigen.
Zum einen sind Dannenbergs Arbeiten sehr umfangreich, andererseits liegen die Ergebnisse
anderer Autoren meist Uber oder unter denen von Dannenberg. D.h. die Kinetiken beschreiben
die Reaktionsverlaufe nahezu vollstandig langsamer oder schneller. Die haufig als Referenz an-
gefuhrten Kinetiken von Dannenberg stellen somit eine Art Mittelweg einer guten Beschreibung
dar.

Die Anwendbarkeit der Kinetiken ist in einer Temperaturspreizung von 70-150°C flr beide Pro-
teine mdglich. Hinsichtlich des Einflusses der Konzentration Iasst sich lediglich fir B-Lactoglobu-
lin die Aussage treffen, dass hier eine Giltigkeit der Kinetik in einem breiten Konzentrationsbe-
reich gegeben ist. Aufkonzentrierungsvorgange bei Eindampfungsprozessen und die damit ein-
hergehende thermisch induzierte Proteinschadigung lassen sich gut abbilden. Da die grundle-
genden Vorgange bei der Denaturierung und Aggregation von a-Lactalbumin und B-Lactoglobu-
lin einige Ahnlichkeiten aufweisen, liegt die unbestatigte Vermutung nahe, dass in Analogie zum
Einfluss der Konzentrationen auf die Kinetik von B-Lactoglobulin, auch hier lediglich geringe
Auswirkungen auf Form und Parameter der Kinetik vorliegen. Zur Bestatigung der Vermutung

sind allerdings noch Untersuchungen erforderlich.
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Im Hinblick auf den Einfluss des pH-Wertes auf die kinetische Beschreibung lassen sich keine
schllssigen Aussagen treffen. Hierzu liegen zu wenig Forschungsarbeiten vor, die teilweise

kontrare Ergebnisse liefern. Fir beide Molkenproteine besteht hier noch Forschungsbedarf.

Fur die thermische Behandlung von Milch in einem Rihrwerksverdampfer konnte ein einfaches
dynamisches Modell erstell werden. Es basiert auf den dynamischen Bilanzen der Gesamt-
masse und den Komponentenmengenbilanzen von B-Lactoglobulin A und B sowie a-Lactal-
bumin, erganzt durch eine dynamische Bilanzgleichung zur Berechnung der Masse der gesam-
ten denaturierten Proteine. Fir die Beschreibung der Reaktionskinetiken kamen die Kinetiken
von Dannenberg zur Anwendung.

Durch die Annahme einer konstanten Behaltertemperatur konnte auf eine Energiebilanz ver-
zichtet werden, der abgedampfte Massenstrom ist in diesem Modell eine Vorgabe durch den
Benutzer.

Simulationsexperimente flr reine Heillhaltung, Eindampfung im Batchbetrieb oder bei kontinu-
ierlicher Fahrweise bei unterschiedlichen Temperaturen lieferten plausible Ergebnisse zu den
zeitabhangigen Konzentrationsverlaufen der betrachteten Molkenproteine und deren Gesamt-
denaturierung. Zur Validierung des Modells ist es jedoch erforderlich experimentelle Untersu-
chungen durchzufiihren um neben der Plausibilitdt der Simulationsergebnisse auch eine quanti-
tative Beurteilung zu ermdglichen.

Das Modell stellt eine gute Grundlage fur Erweiterungen dar, um reale Anlagen besser abbilden
zu kénnen oder gar fir die Prozessauslegung und -optimierung herangezogen zu werden.
Erweiterungsmaglichkeiten sind beispielsweise die Erganzung einer dynamischen Energiebi-
lanz, Zustandsabhangige Stoffdaten wie die Dichte, die Erweiterung im den Heizbereich (z.B.
dampfbeheizt), zusatzliche Bilanzen zur Berechnung thermisch induzierter Ablagerungen und
deren Auswirkungen auf den Warmedurchgang und &hnliches.

Wahrend das vorgestellte Modell ein konzentriertes System eines Riihrkessels darstellt, muss
fur die Berechnung von Heil3haltestrecken in Rohrleitungen und die Eindampfung in Rohrbiin-
delwarmetauschern (z.B. Fallfilmverdampfer) eine ortlich verteilte Modellierung herangezogen
werden. Oder es erfolgt in einem ersten Schritt die Reihenschaltung vieler Rihrkessel als Er-
satzmodell (das Verweilzeitverhalten von Riihrkesseln in Reihe geschaltet nahert sich mit stei-
gender Anzahl immer dem eines Rohrreaktors). Den Moglichkeiten zur Detaillierung des Mo-

dells sind kaum Grenzen gesetzt.
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9 Anhang

9.1 Losungen der Differentialgleichung (Gl.4-5)

Die Voraussetzungen fiir die Komponentenbilanz nach Gleichung (Gl.4-5) sind:
¢ ein thermodynamisch geschlossenes System
e keine Phasenwechsel

e ein konstantes Volumen der Phase in der die Reaktion ablauft

e Teilnahme der betrachteten Komponente formal an einer Reaktion mit konstanter Ge-

schwindigkeitskonstante und beliebiger, konstanter Reaktionsordnung n nach Gleichung

(Gl.4-4)
Ausgehend von
dc
- = n
"
ergibt sich durch Umformung
= dt = =k, - dt
und damit
Ct t
1
f C—ndt = —k, f dt
Co to—o

a) fir den Spezialfall n = 1 folgt
[In(c) + Al = —k - [t + B]§ mit Konstanten A und B

= In(c;) —In(cy) = —k-t

b) flrn # 1 folgt

C
[ﬁ cl-n 4 A] f o —k,, - [t + B]§ mit Konstanten A und B
_ ‘o

= M=t =n—1)k,-t
S M=+ (n—1)k,-t
Ct

1-n
S <—) =1+Mm—1) "k, c," 1t
Co
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Ct _ 1
= C—=[1+(n—1)-kn-con L. t]i=
0

9.2 Umrechnung kg;,1 in kgpp2, (G1.4-10)

Wird bei der Identifizierung der Kinetik auf der Grundlage von
Ct 21—
—=[1+Mm—1) ky-c" " t]I-n
Co
die Geschwindigkeitskonstante

kapp = kn ) Co(n_l)

verwendet, so ist die Geschwindigkeitskonstante k,,,,, abhangig von der Startkonzentration c,.

und damit

c 1
C_t: [1+n—1) kgp,  t]T"
0

Soll nun die Kinetik flr eine andere Startkonzentration zum Einsatz kommen, so ist die Ge-
schwindigkeitskonstante anzupassen.
Es gilt

kappl =ky - COl(n_l) und kappz =ky - COZ(n_l)

bei gleicher Geschwindigkeitskonstante k. Die Kombination ergibt

kappl _ (E)(n—l)
k

app?2 Co2

Flr kgapp, gilt daher

kappz = kappl ) (
Co1

Liegt keine Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k von der Startkonzentration vor, so

sind die Geschwindigkeitskonstanten k aus einer Referenzkonstanten k,,,, berechen-

appi app
bar. Damit sind auch Umrechnungen méglich, wenn keine absoluten Konzentrationen sondern
lediglich Faktoren bekannt sind, z.B. Verdopplung der Startkonzentration durch die doppelte

Menge an Magermilchpulver.
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9.3 Ermittlung der Denaturierungsrate von p-Lactoglobulin A+B

Dannenberg (Dannenberg, 1986) untersucht die Proteinvarianten A und B getrennt. Allerdings

liegen keine Informationen Uber die Startkonzentrationen der beiden Varianten vor, die Identifi-

kation beruht auf dem Verhaltnis SLA bzw. SLB Um einen Vergleich der Aktivierungsenergien flir
0A 0B

A und B gesamt zu ermdglichen, wurde der Denaturierungsverlauf fur B-Lactoglobulin A und B

mit den Parametern

T: 70-90°C T: 95-150°C
B-Lactoglobulin A In(ky - 1000), ky in [s71] 84,16 14,41
E, [k—] 265,21 54,07
mol
B-Lactoglobulin B In(ky - 1000), ko in [s~] 89,43 12,66
E, [ﬂ 279,96 47,75
mol

bei einem angenommenen Verhaltnis von A/B: a5 = 1,46 (entspricht 1,9 g/l A und 1,3 g/l B) bei
verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Die Berechnung der Gesamtdenaturierung erfolgte
nach Gleichung (GI.5-3)

Cta CtB
_ Coa 0B

Ct

Ein Beispiel fur eine resultierende Gesamtdenaturierung zeigt die folgende Abbildung

Dannenberg B-Lg A und B

1,0

0,9

20 _ . 30 40 50
Zeit [s]

Abbildung: B-Lactoglobulin Denaturierung bei 100°C, Parameter flir A und B nach (Dannenberg,
1986), flir A+B nach Gleichung (GI.5-3)
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Mit einer Reaktionsordnung von n = 1,5 erfolgte die numerische Bestimmung der Geschwindig-

keitskonstanten k,,,,, fir die Gesamtdenaturierung A+B mittels nichtlinearer Regression, basie-

rend auf dem Ansatz nach Gleichung (Gl.4-9) mit

CtAB

1
= [140,5'kgpp-t] 705

app
CoaB

Dabei errechneten sich die folgenden Geschwindigkeitskonstanten:

Temp [°C]  kapp [1/s] Temp [°C]  kapp [1/s]
70 1,57E-04 95 4,36E-02
75 6,14E-04 100 5,46E-02
80 2,31E-03 110 8,45E-02
85 8,38E-03 120 1,28E-01
90 2,93E-02 130 1,89E-01

140 2,74E-01

Fur den jeweiligen Temperaturbereich berechnen sich (ebenfalls mit nichtlinearer Regression)
fur den klassischen Arrheniusansatz nach Gleichung (Gl.4-15)

k = kO . e_(%'%)

die Parameter flr B-Lactoglobulin A+B zu

70-90°C 95-140°C
In(ky - 1000) [s~1] 86,2 13,7
E, [ﬂ 270,9 51,6
mol

9.4 Dichte von Milch

Fir die Gesamtmasse eines Gemisches aus n Komponenten gilt:

n
Myes = Z m;
i=1

Unter der Voraussetzung, dass die Komponenten auf Molekilebene untereinander nicht misch-

bar sind, gilt fir das Gesamtvolumen V

Vges = Vi

n
i=1
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Damit berechnet sich die Mischungsdichte zu

_ =1y

pges - n
i=1 Vi

mit p; = m"/Vl_ und Erweitern des Bruches mit 1/mgeS und w; = m"/mgeS ergibt sich

__ L
Pges Z?:l‘;‘)}_ii
Nach Choi (Choi, et al., 1986) Iasst sich die Dichte der Milchfraktionen als Funktion der Tempe-
ratur und Zusammensetzung wie folgt berechnen (T in [K])
Prett = 928,59 — 0,41757 - T
Pproteine = 13299 — 0,5184 - T
Pkohlenhydrate = 1599,1 —0,31046 - T
Pasche = 2423,8 —0,28063 - T
Mit der Berechnung der temperaturabhangigen Wasserdichte
Pwasser = 802,705 41,5882 - T — 0,00314 - T2

ergibt sich damit fir die Dichte von Milch als Funktion Temperatur und Zusammensetzung zu
1
p= 5 W
=1p;

mit i: 1=Fett, 2=Proteine, 3=Kohlenhydrate, 4=Asche, 5=Wasser.

Anmerkung: Die Anpassung der Parameter fiir Wasser erfolgte auf Basis von Tabellendaten fiir

einen Temperaturbereich von 20-100°C (Wis18).
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