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Abstract

Abstract

The aim of this research is to investigate the characteristics of milk and milk proteins as
emulsifiers. It is still largely unclear how the two main fractions of the milk proteins be-
have as emulsifier in highly concentrated emulsions. The surface-active effect of these
is determined experimentally for emulsions with a high oil content (¢> 0.7), in this case
fully refined rapeseed oil. Recent publications have not yet sufficiently investigated how
milk proteins behave in emulsions in which a jamming transition is observed.
In addition, scientific measurements comparing fresh milk emulsions and emulsions of
dried milk protein powders based on rheological and thermal properties are pending and
unexamined. The emulsions are made with a Rotor-Stator disperser (Ultra Turrax), the
rheological properties are investigated with a rheometer. The influence of oil droplet size
should be able to interpret interrelations. This is done with a particle size analyzer based
on laser diffraction for different emulsions. In addition to the production of milk emulsion
from fresh milk and rapeseed oil, also sodium caseinate and whey protein isolate (WPI)
is examined as a comparison. One of the key questions are to investigate which of the
milk protein fractions are better suited for stabilization in highly concentrated emulsions.
The study of temperature-controlled programs at the rheometer should give more infor-
mation about the thermal properties of these emulsions. All of the investigated emulsions
reveal the jamming transition, which is possible due to the density of the oil droplets, the
energy input and the temperature. Emulsions with fresh milk form a stable emulsion in
the range of 70%w/w very quickly. The solids-like behavior was very good in these emul-
sions. Rheological investigations revealed the highest storage and loss modules. A so-
dium caseinate stabilized emulsion containing 8%w/w sodium caseinate in the aqueous
solution and 73%w/w rapeseed oil has achieved approximate results in rheological prop-
erties. Emulsions with whey protein isolate did not achieve comparable results, these
were significantly lower in stability. A strong negative correlation between protein con-
centration and droplet size could be calculated. This applies to emulsions with whey
protein isolate and with sodium caseinate. The smallest droplets with a mean value of ~
5um could be observed with sodium caseinate emulsions (8%w/w Na-caseinate in the
aqueous solution). A bimodal size distribution was more pronounced in emulsions with
sodium caseinate than in emulsions with whey protein isolate. Due to the high oil content
in the emulsions a certain stability was present. Frequency sweeps have given a rela-
tively good time stability, with sodium caseinate stabilized emulsions performing better

than WPI emulsions. When investigating the thermal properties, WPI emulsions
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achieved a significantly greater increase in G'and G"' values when the temperature profile

was measured (4-80-4°C) due to structural properties and heat sensitivity.



Abstract

Das Ziel dieser Forschung ist es die Eigenschaften von Milch und enthaltenen Milchpro-
teinen als Emulgatoren zu untersuchen. Es ist dabei noch weitestgehend ungeklart, wie
sich die beiden Hauptfraktionen der Milchproteine als Emulgator in hochkonzentrierten
Emulsionen verhalten. Die oberflachenaktive Wirkung dieser wird fir Emulsionen mit ei-
nem hohen Olanteil (¢ >0,7), in diesem Fall vollraffiniertem Rapsdl, experimentell be-
stimmt. In vergangenen Verdffentlichungen wurde noch nicht ausreichend untersucht,
wie sich Milchproteine in Emulsionen, bei welchen ein Jamming Ubergang zu beobach-
ten ist, verhalten. Zudem sind wissenschaftliche Messungen zum Vergleich von Frisch-
milchemulsionen und Emulsionen aus getrockneten Milchproteinpulvern im Bezug auf
rheologische und thermische Eigenschaften ungewiss und nicht untersucht. Die Emulsi-
onen werden mit einem Rotor-Stator-Dispergiergerat (Ultra Turrax) hergestellt, deren
rheologischen Eigenschaften mit einem Rheometer untersucht. Der Einfluss der Oltrop-
fengrofRe, soll Zusammenhange besser interpretieren konnen. Diese wird mit einem Par-
tikelgréRenmessgerat, welches auf Laserbeugung basiert, fir verschiedene Emulsionen
durchgefthrt. Neben der Herstellung von Milchemulsion aus Frischmilch und Rapsél,
wird auch Natrium-Caseinat und Molkenproteinisolat (WPI) als Vergleich untersucht. Ei-
nes der Kernfragen ist es zu untersuchen, welche der Milchproteinfraktionen sich besser
in hochkonzentrierten Emulsionen zur Stabilisierung eignen. Die Untersuchung von tem-
peraturgefihrten Programmen am Rheometer soll mehr Aufschluss Uber die thermi-
schen Eigenschaften dieser Emulsionen geben. Alle untersuchten Emulsionen erreichen
den Jamming-Ubergang, der durch die Dichte der Oltropfen, dem Energieeintrag und
der Temperatur maglich ist. Bei Emulsionen mit Frischmilch hat sich sehr schnell eine
stabile Emulsion im Bereich von 70%w/w ergeben. Das feststoffahnliche Verhalten war
bei diesen Emulsionen sehr gut zu beobachten. Rheologische Untersuchungen ergaben
die hdochsten Speicher- und Verlustmodule. Eine Na-caseinatstabilisierte Emulsion mit
8%w/w Na-Caseinat in der wassrigen Losung und 73%w/w Rapsol hat annahernde Er-
gebnisse in dem rheologischen Eigenschaften erreicht. Emulsionen mit Molkenprotei-
nisolat haben keine vergleichbaren Ergebnisse erzielt, diese waren deutlich geringer in
der Stabilitat. Eine stark negative Korrelation zwischen Proteinkonzentration und Trop-
fengréRe konnte berechnet werden. Dies gilt fiUr Emulsionen mit Molkenproteinisolat und
mit Na-Caseinat. Die kleinsten Tropfen mit einem Mittelwert von ~5um konnten bei Na-
Caseinat-Emulsionen (8%w/w Na-Caseinat in der wassrigen Lésung) beobachtet wer-
den. Eine bimodale GréRRenverteilung war bei Emulsionen mit Na-Caseinat starker aus-
gepragt als bei Emulsionen mit Molkenproteinisolat. Durch den hohen Olanteil in den

Emulsionen war eine gewisse Stabilitat vorhanden. Frequenz-Sweeps haben eine relativ

Vi
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gute Zeitstabiltat ergeben, wobei Na-caseinatstabilisierte Emulsionen besser abschnit-
ten als WPI-Emulsionen. Bei der Untersuchung der thermischen Eigenschaften, erziel-
ten WPI-Emulsionen einen deutlich starkeren Anstieg in den G'- und G'’-Werten bei
Durchfuihrung des Temperaturprofil (4-80-4°C), dies ist auf die strukturellen Eigenschaf-

ten und Hitzesensivitat zurlckzufiihren.
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Einleitung

1 Einleitung

In der Lebensmittelindustrie aber auch in der Kosmetikindustrie werden Milchproteine in
unterschiedlichsten Produkten eingesetzt. Die in der Milch enthaltenen Milchproteine
werden Uber das Membranverfahren oder auch durch Fallung gewonnen. Da es sich hier
um ein natlrliches Produkt handelt, ist keine Deklaration mit E-Nummern erforderlich,
was wiederum dem Trend zum ,clean labeling“ entspricht. Milchproteine, bestehen aus
zwei Hauptfraktionen, mit zirka 80% sind die Caseine und zu zirka 20% die Molkenpro-
teine vertreten. Die unterschiedlichen strukturellen und funktionellen Eigenschaften der
beiden Fraktionen machen den Einsatz in unterschiedlichsten Bereichen mdéglich. So
haben Caseine die Besonderheit, dass sie sehr hitzestabil sind, jedoch bei einem pH-
Wert von zirka 4,6 denaturieren, ebenso bei Zugabe von Lab. Zu den hitzeempfindlichen
Milchproteine zahlen die Molkenproteine, bei Temperaturen ab 65°C beginnen Teile der
Molkenproteine zu koagulieren. Auch ist bekannt, dass Milch und manche Proteine auf-
grund ihrer amphiphilen Struktur sich hervorragend als Emulgatoren eignen. Hydro-
phobe Abschnitte und gleichzeitig hydrophile Abschnitte sind in der Lage eine Verbin-
dung zwischen einer Wasser- und Olphase zu ermdglichen. Eine Stabilisierung der Fett-
phase bzw. der Oltropfen durch Milchproteine erfolgt durch verschiedene Verfahren der
Emulsionsherstellung. So kdnnen klassische Rotor-Stator-Systeme, Hochdruckhomo-
genisatoren, Ultraschallverfahren oder Membranverfahren zur Emulsionsherstellung
verwendet werden. Von diesen bzw. von den Scherraten hangt ab, wie fein die (")Itropfen
werden und letztendlich wie stabil die Emulsion wird (McClements 2005). Wie auch bei
der Rohmilch und nicht-homogenisierter Milch bekannt ist, kommt es nach einigen Ta-
gen nach dem Melken zum Aufrahmen des Milchfetts. Es kann zwischen zwei Hauptde-
stabilisierungsmechanismen unterschieden werden, namlich der Flockung und der Koa-
leszenz (Singh 2005). Eine Phasenseparation ist beim Endkunden selten erwinscht,
daher gilt meist die Vermeidung der Phasenseparation fur einen bestimmten Zeitraum
als Ziel der Industrie. Fur die Herstellung der Frischmilch ist die Homogenisierung durch
Hochdruckhomogenisatoren ein klassischer Teilprozess der Milchindustrie. Wahrend
das Milchfett dispers in die Wasserphase verteilt wird, stabilisieren die gréftenteils Ca-
seine aber auch Molkenproteine das feinverteilte Milchfett (Kessler 2006). Nicht nur als
Emulgator sind Milchproteine geeignet, sondern auch als Schaumstabilisator, weiterhin

als Gelbildner und Wasserbinder kdnnen diese agieren (Harper 2009; Topel 2016).
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Aufkonzentrierte Milchproteinlésungen, wie whey protein conncentrate (WPC), whey
protein isolate (WPI), Caseinat, welche saure- oder labgefallte Caseine sind, machen
die Dosierung leicht moéglich. Auch Natrium-Caseinat sind durch ihre Wasserldslichkeit
in der Industrie sehr beliebt. Zur Emulgierung werden hauptsachlich Natrium-Caseinate,
Molkenproteinisolate oder Molkenproteinkonzentrate wegen ihrer ausgezeichneten
oberflachenaktiven Eigenschaft verwendet (Sarkar und Singh 2016; Schuck 2009).

Die Charakteristik der Milchproteine fir eine Gelbildung ermdglicht bei der Emulsions-
herstellung den Ubergang eines Newtonschen Mediums, das heift niedrig viskoser Fliis-
sigkeit, zu einem viskoelastischen Medium (Knudsen et al. 2008). Emulsionen aus Milch
und hohen Pflanzendlkonzentrationen (> ~65%) ergeben eine mayonnaiseartige Textur.
Dieser Effekt beschreibt den Jamming-Ubergang, in der die Oltropfen sehr dicht, wie in
einem Kafig, gepackt sind und sich dadurch stabilisieren. Der Ubergang von kugelformi-
gen Oltropfen zu nicht kugelférmigen Form ist zu beobachten (Knudsen et al. 2008; Liu
J. und Nagel Sidney R. 1998). Milchproteine adsorbieren hierbei an der Grenzflache
beziehungsweise an der Oberflache der Oltropfen und bilden eine diinne Schicht. Ca-
seine gelten hier als flexibler und schneller als Molkenproteine (Singh und Ye 2009).
Molkenproteine in Emulsionen gelieren beispielsweise durch induzierte Hitze (Mantovani
et al. 2016).

Fir die Stabilitdat der hochkonzentrierten Emulsionen sind eine Vielzahl von Faktoren
einflussgebend. Zum einen sind OltropfengréRe, Emulsionsherstellung und letztendlich
der Energieeintrag fur eine stabile Emulsion hauptverantwortlich, zum anderen sind auch
die verwendeten Proteine, deren Aminosaurezusammensetzung und Zustand einfluss-
gebend (Zayas 1997). Im Folgenden wird untersucht, welche Rolle hierbei die Milchpro-
teine spielen und wie gut sich diese im Falle einer hochkonzentrierten Emulsion, das
bedeutet ab einem Olanteil von > 0,70, als Emulgatoren eignen. Zielsetzung der Mas-
terarbeit ist es, den physikalisch-molekularen Hintergrund dieses Effekts experimentell
zu bestimmen, indem unterschiedliche Olanteile getestet werden. Vor allem das thermi-
sche Verhalten der Emulsionen ist grofdtenteils noch ungeklart. Neben der Herstellung
von Emulsionen bestehend aus konventioneller Frischmilch und pflanzlichem raffinier-
tem Ol, werden auch Natrium-Caseinat und Molkenproteinisolat und schlieRlich einem
Gemisch daraus mit Ol untersucht. Die Arbeit umfasst neben der Herstellung der Emul-
sionen mit einem Rotor-Stator-System, die Bestimmung der OltropfengréRe mit dem La-
ser Diffraction Particle Size Analyzer. Der Laser Diffraction Particle Size Analyzer und

das Lichtmikroskop liefern die erforderlichen wissenschaftlichen Daten, zudem werden
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die rheologischen Eigenschaften mit dem Gemini200 dieser Milchemulsionen unter-
sucht. Letztendlich spielen die rheologischen Messung der verschieden konzentrierten
Emulsionen und den Einfluss auf die Temperatur zentrale Rolle der Masterarbeit. Es
werden vorwiegend Emulsionen mit Olkonzentrationen von 72-74%(w/w) erstellt. Dazu
werden eine nicht homogenisierte Frischmilch, Natrium-Caseinat und Molkenproteiniso-
lat verwendet. Dabei soll in Erfahrung gebracht werden, wie gut sich die jeweiligen Pra-
parate als Emulgator eignen. Das Erforschen der thermischen Eigenschaften stellt den
letzten Punkt dieser Arbeit dar, indem Temperaturprofile als Funktion des Rheometers
genutzt werden. Die TropfengrofRe wird zusatzlich bei frischen Emulsionen und 5 Tagen
bzw. 11 Tagen bestimmt, um die Kurzzeitstabilitat dieser Emulsionen besser einzuord-
nen. Eine visuelle Beobachtung dieser Emulsionen, das heiit das Erkennen eines Ol-
films an der Oberflache, wird in regelmafigen Zeitpunkten durch Fotoaufnahmen fest-
gehalten. Die Gegenuberstellung aller hergestellten Emulsionen soll mehr tber die Ei-
genschaften der einzelnen Milchproteinfraktionen und ihre thermische Eigenschaft bei
hochkonzentrierten Emulsionen erklaren. Theoretische Grundlagen zu den Milchprotei-
nen, Emulsionen, Methoden und der Rheologie vermitteln grundlegende Verstandnis-

weisen und helfen die Ergebnisse und Interpretationen zu verstehen.
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2 Theoretischer Hintergrund

Die Kuhmilch ist ein natlrliches Lebensmittel, welches in unterschiedlichsten Verarbei-
tungszustanden konsumiert wird. Von der Frischmilch zu verarbeiteten Milchprodukten,
bis hin zu Trockenmilchpulvern finden diese Produkte breite Anwendung auf der ganzen
Welt.

2.1 Eigenschaften von Milch und Milchproteine

Das Fett-Wasser-Gemisch besteht neben Fett und Wasser auch noch aus reichlich an-
deren Bestandteilen, wie in Abbildung 1 zu sehen. Die Hauptbestandteile Wasser sind
mit zirka 87%, Lactose 4,6%, Milchfett 4,0% und Proteine 3,6% vorhanden. Da es sich
jedoch um ein Naturprodukt handelt, kann die Zusammensetzung nach Kuhrasse, Tier-

futter, Alter des Tieres und Gesundheitszustand, schwanken (Ternes 2008; Topel 2016).

Milchbestandteile

nattrliche Fremdstoffe
Hauptbestandteile Nebenbestandteile

Wasser Salze in Form ih- Nichtproteinstickstoff- Pestizide
Lactose rer Kationen und verbindungen pharmakologisch
Milchfett Anionen Phosphorsaureester wirksame Stoffe
Milchproteine Citronenséaure Nucleinsaure und Nu- Radionuclide

Phospholipide cleotide

Sterine Enzyme

Gase

Vitamine

Abbildung 1 Bestandteile der Milch (Tépel 2016)

Die Milchproteine oder allgemein Proteine sind aus verschiedenen, den 20
proteinogenen Aminosauren durch Peptidbindungen verbunden (Walstra 2003). Die
Abfolge der Aminosauren, die Primarstruktur, legt hierbei die Eigenschaft des Proteins

fest und bestimmt durch die Seitenketten die intra- und intermolekularen
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Wechselwirkung. Wichtig ist hierbei die Ladung und Polaritdt der Aminosaurnen, so

koénnen diese in Gruppen eingeteilt werden (Belitz et al. 2001):

Aminosduren

ungeladene, unpo- ungeladene, polare geladene

lare Seitenkette Seitenkette Seitenkette

Glycin, Alani | |
ycin, Alanin, Serin, Threonin - .

. . : ’ ositiv

Valin, I__eucm, ) Cystein, Tyrosin, negativ P

ISDIeUC”’l, Pro“n, Asparagin, Glutamin

Phenylalanin,

Tryptophan,

Methionin Asparaginséure, Histidin, Lysin,

Glutaminsdaure Arginin

Abbildung 2 Einteilung der Eigenschaften nach Ladung und Polaritét der Aminoséuren (Belitz et
al. 2001; Tépel 2016)

Vorallem bei der Verarbeitung der Milch werden die besonderen Eigenschaften der
Milchproteine in den Molkereien zur Herstellung beispielsweise von Joghurt, Quark und
Kase genutzt. Milchproteine beinhalten verschiedene Abschnitte mit unterschiedlichen
Aminosauren. Abhangig vom pH-Wert des Umgebungsmediums, verandern
Aminosauren ihre Eigenschaft beziehungsweise ihre Ladung. Mit zirka 3,6% sind die

Milchproteine in der Milch vertreten (Topel 2016).

Die Majorproteine mit 98% der Gesamtproteine werden in zwei Hauptfraktionen einteilt,
namlich in Caseine und Molkenproteine. Dabei machen die Caseine zirka 79,5% der
Milchproteine aus und Molkenproteine zirka 20%. In Tabelle 1 ist die prozentuale

Zusammensetzung der verschiendenen Milchproteine dargestellt (Topel 2016).
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Tabelle 1 Prozentuale Zusammensetzung der Milchproteine (Tépel 2016)

Caseine Molkenproteine
agq1-casein ~38% B-Lactoglobulin ~56%
a,-casein ~10% a-Lactalbumin ~21%

B-casein ~36% Serumalbumin ~7%
k-Casein ~11% Immunoglobulin ~14%
y-casein ~3% Lactoferrin ~2%

Unter den Minorproteinen (2% der Gesamtproteine) zahlen unter anderen
Serumtransferin, p-Mikroglobulin, Fibronektin, Ceruloplasmin, Kininogen, die lediglich
zirka 0,3% ausmachen. Fettkigelchenhillenproteine wie Mucin 1, Xanthinoxidase,
Butyrophillin, Adiposphillin und PAS Il sind zu 0,4% vertreten. Die Enzyme
Lipoproteinlipase, Peroxidase und Phosphatase machen den kleinsten Anteil der

Gesamtproteine aus (Topel 2016).

Die Milchproteine besitzen unterschiedliche elektrische Ladungen an der Oberflache,
aufgrunddessen kann es abhangig vom pH-Wert zur Anderung der Eigenschaften
kommen. Allgemein machen die elekrtischen Ladungen eine kollodiale Ldslichkeit
moglich, da sie stark hydratisieren. Zudem ,stof3en sich gleichgeladene Proteinmolekiile
ab und erhdhen die Stabiliat des kolloiddispersen Zustandes.“ Ebenso ,befahigen sie die

Proteine zur Salzbildung.“(T6épel 2016)

Zur Denaturierung der Milchproteine kann es durch verschiedene physikalische und
chemische Einflisse kommen. Vorallem hohe Temperaturen, Driicke, starke Scherkrafte
oder energiereiche Strahlungen induzieren eine Denaturierung. Auch pH-Wert-
Anderungen und chemische Substanzen fiihren zur Anderung der Struktur und damit
zur Koagulation (Tépel 2016). Es gibt unterschiedliche Folgen, die bei der Denaturierung
zu beobachten sind (Walstra 2003):

o Verlust der Bioaktivitat

e Verminderte Loslichkeit

e Erhohte Reaktivitat

o Erhdhte Anfalligkeit fir Angriffe durch proteolytische Enzyme

e Zunahme der hydrodynamischen GroRe
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Teilweise handelt es sich bei den Denaturierungsprozessen auch um reversible
Prozesse, bei denen die native Form wieder zurliick gewonnen werden kann. Kommt es
jedoch zur Aggregation und folgenden Ausfallung kann die native Form nicht mehr
gebildet werden. Weitere biochemische Prozesse kénnen zum Beispiel die Rickfaltung

in die native Form verhindern (Walstra 2003).

2.1.1 Caseine

Die verschiedenen Gruppen der Caseine bilden in der Milch eine sogenannte Casein-
micelle, somit liegen sie kaum bzw. selten als Caseinmonomeren vor. Eine Casein-
micelle besteht aus zirka 20-150.000 Caseinmonomeren. Diese kann einen Durchmes-
ser von 130-160 nm erreichen. Der Aufbau der Micelle ist in Abbildung 3 Aufbau der
Caseinmicelle (Walstra 1990 in Vilgis 2014) abgebildet. Zu den Fraktionen der Caseine
zahlen die a,;-Caseine, a,,-Caseine, -Caseine, k-Caseine und y-Caseine, diese un-
terscheiden sich durch die unterschiedliche Anordnung der Aminosaureketten. So sind
die a-Caseine und B-caseine durch ihren Gberwiegend hydrophoben Charakter im inne-
ren der Micelle lokalisiert. Diese sind durch Calciumphosphatbriicken miteinander ver-
bunden. Die k-Caseine hingegeben stabilisieren die Micelle durch ihre haarigen hydro-
philen Reste in der hydrophilen kontinuierlichen Phase und befindet sich damit au3en
an der Micelle. y-Caseine sind f-Caseinfragmente, welche durch Spaltung (Plasminwir-
kung) aus B-Caseinen entstehen. Hierzu zahlt auch die Proteose-Pepton-Fraktion (Ter-
nes 2008; Topel 2016; Walstra 1990 in Vilgis 2014) .

hydrophile Calcium
He=to phosphat

briocks

Abbildung 3 Aufbau der Caseinmicelle (Walstra 1990 in Vilgis 2014)
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ag,- und k-Caseine besitzen Gruppen, wie beispielsweise die Disulfidgruppe der Amino-
saure Cystein, welche fur die Empfindlichkeit gegenliber dem Calcium verantwortlich ist.
Das Phosphorprotein Casein hat einen hohen Anteil an Phosphor, was die Besonderheit
zur Ausbildung von intermolekularen Bindungen mit z.B. Calciumionen besitzt (Khorsand
0.J.; Topel 2016).

Im Modell werden die hydrophilen Phasen meist mit sogenannten ,Loops* gezeichnet,
die hydrophoben Abschnitte mit ,Trains“. In Abbildung 4 ist der Loop-Train-Modell der
Caseinfraktionen dargestellt (Topel 2016).

Loop

Train L Train Haarformiger Molekil-
abschnitt mit neg. Ladung

LS N

Us¢-Casein ss-Casein B-Casein k-Casein

Abbildung 4 Aufbau der Caseine mit hydrophilen und hydrophoben Abschnitten im Modell (Tépel
2016)

Caseine sind bei Temperaturen von 140°C fur 20 Minuten hitzestabil, jedoch saure- und
labempfindlich. Bei einem pH-Wert von 4,6 bei 20°C kommt es zur Denaturierung. Die
Eigenschaft wird bei der Joghurt- bzw. Sauermilchprodukteherstellung genutzt. Die
durch Kulturen produzierte Saure in der Milch fuhrt Gber die zeitliche Absenkung des pH-
Werts zur Denaturierung der Caseine. Denaturierung bedeutet im Allgemeinen, dass
sich die tertiare und sekundare Struktur der Proteinmolekile andert und es zum Ausflo-
cken und Koagulieren der Caseine kommt (Ternes 2008; Topel 2016). Zudem sind die
a- und B-Caseine calciumempfindlich, diese kénnen Calciumphosphatbriicken bilden,

die wiederum zur Ausfallung fihren kénnen (Ternes 2008).

2.1.2 Molkenproteine

Die B-Lactoglobulin sind mit zirka 56% den Hauptbestandteil der Molkenproteine. Da-
nach folgen a-Lactalbumin mit zirka 21%, Immunoglobulin 14%, Serumalbumin 7% und

Lactoferrin 2%. Charakteristisch flr die Molkenproteine ist die globulare Struktur, welche
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durch Disulfidbriicken zwischen den Cysteinmolekilen kompakt strukturiert ist. Hydro-
phobe Aminosauren ragen meist ins Innere des Molekils, wobei hydrophile Abschnitte
an der Oberflache lokalisiert sind. Durch diese strukturelle Eigenschaft sind Molkenpro-
teine hitzelabil und beginnen schon ab 65-90°C zu denaturieren. In Abbildung 5 ist der
Prozess der Denaturierung schematisch dargestellt. Der Hauptteil der Molkenproteine
besitzen kovalente Disulfidbriicken, die durch zwei Schwefelatomen der Cysteine gebil-
det werden. Durch Hitzeinduzierung ist eine Spaltung dieser Disulfidbricken maoglich,
die entstehenden Schwefelverbindungen sind fur den sogenannten Kochgeschmack
verantwortlich (Zayas 1997). Die Immunoglobuline sind am hitzeempfindlichsten und o-
Lactalbumin bis zirka 90°C stabil (Ternes 2008; Tépel 2016). Zudem sind Molkenprote-
ine scherempfindlich, diese Eigenschaft wird zur Herstellung von mikropartikulierten Mol-

kenprotein genutzt (Tépel 2016).

L

B

~J

(@) (b) (c)

|

Abbildung 5 Schematische Darstellung der Denaturierung von Molkenproteinen (a) nativer Zu-

stand (b) erste Stufe der Denaturierung (c) Entfaltung der globuléren Struktur (Tépel 2016)
2.2 Emulsionen

Emulsionen sind Flussig-Flissig-Dispersionen, welche zwei nicht ineinander I6sliche
Phasen beschreibt. Diese Systeme werden auch als lipophobe Systeme bezeichnet, die
aus einer kontinuierlichen Phase und einer dispergierten Phase besteht. Die Bildung
einer Emulsion findet keinesfalls spontan statt, sondern bendétigt einen Energieeintrag
(Walstra 2003). Man kann zwischen zwei Arten der Emulsionen unterscheiden. Die Ol-
Wasser-Emulsion, auch direkte Emulsion, bei dem die Wasserphase die kontinuierliche
Phase darstellt. Aber auch Wasser-in-Ol Emulsionen, bei der Wassertropfen in der kon-
tinuierlichen Olphase dispers verteilt sind und als inverse Emulsion bekannt sind. Vor

allem das Erstere findet in vielen Bereich seine Anwendung, wie beispielsweise bei der
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Mayonnaise, Milch- und Milcherzeugnisse, Saucen und auch Hautcremes oder medizi-
nische Lotionen. Als typische Wasser-in-Ol-Emulsion gilt die Butter oder Margarine, in
der Wassertopfchen in der Fettphase verteilt sind. So sind Emulsionen nicht nur in der
Lebensmitteindustrie vertreten, sondern auch verstarkt in der Kosmetikindustrie, Phar-
maindustrie und Pflanzenschutz (Dorfler 2002). Zur Emulsionsbildung und Ldslichkeit ist
die Bancroft Regel bekannt. Diese besagt, dass sich eine Ol-in-Wasser oder Wasser-in-
Ol Emulsionen in Abhangigkeit der Léslichkeit der Emulgatoren bildet. Als kontinuierliche
Phase wird die Phase bezeichnet, in welcher der Emulgator 16slich ist (Ruckenstein
1996).

Bedeutend ist hier auch das HLB-Konzept (hydrophilic-lipophilic balance), indem ober-
flachenaktive Stoffe charakterisiert werden. Emulgatoren kénnen einen HLB-Wert zwi-
schen 0 und 20 erhalten und sind dimensionslos. Kleine HLB-Werte (3-6) besagen, dass
der Emulgator hydrophob ist und sich somit vorzugsweise in Ol 16st. Fiir groie HLB-Wert
(10-18) gilt das umgekehrte Verhalten, nadmlich der bevorzugten Wasserloslichkeit. Stark
hydrophobe mit HLB-Werten von < 3 und stark hydrophile HLB-Werte >18 tendieren
dazu, sich in Micellen in der Olphase bzw. Wasserphase anzusammeln und nicht als
oberflachenaktive Stoffe zu agieren (McClements 2005). Die Berechnung des HLB-Wer-
tes kann mit Hilfe der Molmasse des nichtionischen Emulgators M und dessen hydrophi-
len Anteils My erfolgen und lautet Griffin 1954, wie folgt (Lagaly Gerhard et al. 1997;
Lauth und Kowalczyk 2016; Walstra 2005):

My
— 20 (21 1
HLB = 20 () (1)
oder

HLB = 7 + Y(H) — ¥ (L) (2)

My = Molgewicht des hydrophilen Anteils
M = Molgewicht des Emulgators

H = hydrophile Gruppe mit deren Werten
L = lipophile Gruppe mit deren Werten

Fir die zweite Gleichung ist die Struktur der oberflachenaktiven Stoffe wichtig, um die
Einteilung und Berechnung des HLB-Werts durchzufiihren. Die Werte der Gruppen sind
in der verschiedenen Literaturstellen beschrieben (Lagaly Gerhard et al. 1997; McCle-
ments 2005).

10
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Der HLB-Wert gibt Auskunft dartiber und ist somit ein Anhaltspunkt, fur welche Anwen-
dung sich der oberflachenaktive Stoff eignet. In Tabelle 2 sind mégliche Anwendungen
(nach Griffin) fur typische HLB-Werte gezeigt (Lagaly Gerhard et al. 1997; Tadros 2013).

Tabelle 2 Anwendungen und Einsatz fiir unterschiedliche HLB-Werte (nach Griffin) (Lagaly
Gerhard et al. 1997; Mollet und Grubenmann 1999; Tadros 2013)

Anwendung HLB-Wert
Entschaumer 0-3 lipophil
W/O-Emulsionen 3-8
Netzmittel 7-9
O/W-Emulsionen 8-18
Waschmittel 11-15
Lésungsvermittler 12-18 hydrophil

Zur Berechnung des HLB-Wertes von unterschiedlich eingesetzten Emulgatoren in
Emulsionen gilt es, den Volumenanteil des Emulgators mit dessen HLB-Wertes zu mul-
tiplizieren und mit dem anderen Emulgator auf gleiche Weise zu addieren. Beispiels-

weise kann dies wie folgt berechnet werden (Mollet und Grubenmann 1999):

HLB = %, x HLBA + %p X HLBg (3)

A= Emulgator A
B = Emulgator B

Auch gibt es Doppelemulsionen, auch Mehrfachemulsionen, bei denen beispielsweise
Ol-in-Wasser-in-Ol-Emulsionen  (O/W/O) oder Wasser-in-Ol-in-Wasser-Emulsionen
(W/O/W). In Abbildung 6 sind die verschiedenen Emulsionstypen graphisch dargestellt.
Die Oltropfen liegen in Emulsionen nie monodispers vor, meist polydispers. Das bedeu-
tet, dass in eine Emulsion mehrere OltropfengréRen vorliegen und eine Oltropfengro-
Renverteilung abhangig von den Parametern der Emulsionsherstellung zu beobachten
ist. In dicht gepackten hochkonzentrierten Emulsionen mit Olphasen bei ~74% fiillen
kleine Oltropfen die Zwischenraume gleichgroer Oltropfen aus (Lagaly Gerhard et al.
1997).

11
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e

Abbildung 6 Emulsionstypen. A O/W B W/O C Mehrfachemulsion O/W/O D W/O/W (Lagaly
Gerhard et al. 1997)

Es gibt zwei Hauptmechanismen, warum Emulsionen destabilisieren. In Abbildung 7 sind
die Destabilisierungsprozesse graphisch dargestellt. Wie bei der Rohmilch bekannt ist,
findet nach einiger Zeit eine Flockung des Milchfettes statt. Bei der Flockung oder auch
Traubenbildung (A) lagern sich OI- oder Fettkugeln zusammen, verbinden und ver-
schmelzen jedoch nicht. ,Hierbei wirken Adhasionskrafte zwischen den Agglutininen der
Membranhullenproteine, wodurch die Klgelchen zusammenkleben und es zu einer Ag-
glutination kommt.“(Ternes 2008). Durch die Dichteunterschiede von Ol- und Wasser-
phase kommt es danach zum Aufrahmen (B) und die Agglomerate steigen an die Ober-
flache. Bei diesem Prozess handelt es sich um einen reversiblen Prozess, bei dem durch
beispielsweise Riihren wieder zur Verteilung der Fett-bzw. Oltropfen kommen kann. Im
anderen Falle der Destabilisierung kommt es zur Koaleszenz (C), bei der kleine Oltrop-
fen verschmelzen und einen groRen Oltropfen bilden. Als Folge daraus kommt es zur
Brechung (D) der Emulsion und die Olphase ist auf der Oberflache sichtbar (Lagaly
Gerhard et al. 1997).

12
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(C) Koaleszenz (D) Brechung

Abbildung 7 Destabilisierung von Emulsionen. (A) Flockung/Agglomeration (B) Aufrahmung
(C) Koaleszenz (D) Brechung (modifiziert nach Lagaly Gerhard et al. 1997)

Die Milch ist eine typische Emulsion, bei denen das Milchfett kolloidal in der Wasser-
phase (Dispersionsmittel) verteilt ist. Bei der Rohmilch ist das Aufrahmen als Prozess
der Destabilisierung bekannt. Diesen Effekt beschreibt das Stokessche Gesetz zur Be-

rechnung der Aufrahmgeschwindigkeit (Ternes 2008):

2 —
g o 2ri(pi—pa)8 (4)
9 n

v = Aufrahmgeschwindigkeit (m/s) g = Erdbeschleunigung (9,81m/s?)
r = Radius der Fettkligelchen (m) p, = Dichte des Serums (kg/m3)

n = Viskositat (Pas) p, = Dichte des Fettes (kg/m?)
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Emulgatoren stabilisieren die Fettkligelchen und setzen gleichzeitig die Oberflachen-
spannung herab. Diese bilden eine Schicht um die Oltropfen und es entsteht eine Barri-
ere zwischen den zwei Phasensystemen. Somit isolieren die oberflachenaktiven Stoffe,
wie Emulgatoren, die Oltropfen von der kontinuierlichen Phase und die Oltropfen unter-
einander (Dutta et al. 2016; Lagaly Gerhard et al. 1997). Bei der Emulsionsherstellung
ist es wichtig, dass die Emulgatoren méglichst schnell an die Oltropfenoberflache gelan-
gen und dort zwischen Ol- und Wasserphase vermitteln. ,Emulgatoren sind umso wirk-
samer, je schneller sie aus der Phase, in der sie gel6st sind, an die Grenzflache heran-
diffundieren und dort hangen bleiben.“(Lagaly Gerhard et al. 1997) Proteine, wie Milch-
proteine, oder oberflachenaktive Substanzen kénnen so eine Koaleszenz oder Flockung
verhindern bzw. verzégern, wie auch schon in einigen Forschungen bestatigt wurde (Di-
ckinson 1997; Singh 2005).

2.2.1 Emulsionsherstellung

Zur Emulsionsherstellung kdnnen verschiedenste Verfahren zur Anwendung kommen.
Typisch fur die Milchindustrie zur Homogenisierung des Milchfettes sind die Hochdruck-
homogenisatoren. Diese funktionieren nach dem Prinzip des Aufprallens der Flussigkeit
durch Hochdruckventile auf einen Prallring (McClements 2005). Der Prozess des Auf-
bruchs von Oltropfen und gleichzeitigem Emulgieren durch Deformation ist modellhaft in
Abbildung 8 dargestellt. Durch einen einfachen Scherfluss kommt es zur Drehung der
Oltropfen und damit zur sogenannten relativen Deformation D. Definiert ist diese als D =
(L — B)/(L + B). L steht hierbei fur die Lange und B fur die Breite der Tropfen. Durch die
scherinduzierte Deformation steigt die Oberflachenenergie stark an, sodass bei genu-
gend hoher Scherenergie der deformierte Tropfen in kleine kugelférmige Tropfen zer-
reilt, um so bei gegebener Scherenergie die Oberflachenenergie zu minimieren
(Walstra 2003).

L-.
: l- X R .. B E — S O
—® .
: /" © @"
:_ f“ L". O

Abbildung 8 Aufbruch der Oltropfen bei der Emulsionsherstellung durch Deformation (Walstra
2003)
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Des Weiteren gibt es noch eine Vielzahl mehr an Mdglichkeiten die Fetttropfen zu ver-
kleinern und dabei in der kontinuierlichen Phase zu dispergieren. Die einfachste Art zur
Homogenisierung sind high-speed Mixer oder auch Dispergiergerate, die nach dem Ro-
tor-Stator System arbeiten. Wie in Abbildung 9 modellhaft abgebildet, kann man den
Rotor und Stator sehen. Wie die Begriffe auch schon vermuten lassen, rotiert der Rotor,
wohingegen der Stator statisch bleibt. Durch die Einstellung der Drehzahl beginnt der
Rotor sich zu drehen. ,Aufgrund der hohen Drehzahl des Rotors wird das zu verarbei-
tende Medium selbsténdig axial in den Dispergierkopf gesaugt und anschlielend radial
durch die Schlitze der Rotor-Stator Anordnung gepresst.“ Es wirken dabei sehr hohe
Scher- und Schubkréfte auf die Probe, welche sich durch die Drehzahl steuern lassen.
Zusatzlich kommt es zur erhéhten Turbulenz im Scherspalt zwischen Rotor und Stator,
was wiederum zur guten Durchmischung der Suspension flhrt tritt zusatzlich eine grol3e
Turbulenz auf, die zu einer optimalen Durchmischung der Suspension gepresst (IKA-
Werke GmbH & Co. KG o. J.b; McClements 2005; Walstra 2003). Der Ultra Turrax zahlt
zu den einfachsten Systemen der Emulsionsherstellung, abhangig vom Energieeintrag
kénnen OltropfchengréRen von 1 — 20 um herstellt werden. Der Hochdruckhomogenisa-

tor stellt Emulsionen mit den feinsten Oltropfengrofen her (Tadros 2013).

Abbildung 9 Prinzip des Rotor-Stator-Systems zur Zerkleinerung der Oltropfen (IKA-Werke
GmbH & Co. KG o. J.b)

Die Qualitat und Endfeinheit der Emulsion kann durch die Drehzahl des Rotors, Emul-
gierdauer und Dispergierwerkzeug beeinflusst werden. Fur das verwendete Dispergier-
gerat IKA ULTRA-TURRAX® T 18 basic wird zudem die Drehzahlen fir die einzustel-
lenden Stufen definiert (siehe Tabelle 3) (IKA-Werke GmbH & Co. KG o. J.b). Das Gerat
mit dem Dispergiergerat S 18 N - 10 gibt an, eine Endfeinheit von 1-10um erreichen zu
kénnen (IKA-Werke GmbH & Co. KG o. J.a).
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Tabelle 3 Stellradskala und entsprechende Drehzahl (IKA-Werke GmbH & Co. KG, o. J.)

Stellradskala 1 2 3 4 5 6

Leerlaufdrehzahl (rpm) 3.600 7.200 11.200 | 15.600 20.000 | 24.200

Drehzahl bez. auf
3.500 7.000 11.000 | 15.500 20.000 | 24.000
0,11 Wasser (rpm)

Neben high-speed-Mixer als Rotor-Stator-Verfahren gibt es auch noch die Kolloidmihle,
welches ebenso nach dem Prinzip funktioniert. Als weiteres Verfahren findet das Ultra-
schallverfahren und Membranverfahren zur Emulgierung Gebrauch (McClements 2005;
Wehowski 2009).

2.2.2 Adsorption und Stabilitat

Proteine haben die Eigenschaften bei der Emulsionsherstellung an der Oberflache der
Oltropfen zu adsorbieren und diese damit zu stabilisieren. Proteine, auch Adsorbenzien,
adsorbieren an einer flissigen oder festen Oberflache und bleiben an der Grenzflache
der zwei Phasen haften. Milchproteine bilden zwischen den Phasen eine Schicht, die
wiederum die Phasen verbindet und stabilisiert. Gleichzeitig kommt es zur Reduzierung
der Oberflachenspannung. Das Ziel des Systems liegt immer bei der Minimierung der
freien Energie und somit auch einer Minimierung der Oberflache, so bilden sich bei der
Herstellung kugelférmige Oltropfen. Zur Reduzierung der Oberflachenarea kann es
schnell wie in Kapitel 2.2 beschrieben zur Koaleszenz, Flockenbildung oder letztendlich
zum Bruch der Emulsion kommen. Als Beispiel kann hier die Kollision zweier Regentrop-
fen genannt werden, indem sich ein grof3er Tropfen bildet und die gesamte Oberflache
reduziert wird. SchlieRlich streben auch Ol-in-Wasser Emulsionen die Minimierung der
freien Oberflachen- oder Grenzflachenenergie an. Es wird angenommen, dass fur eine
homogene Grenzflache eine Proportionalitat zwischen der Oberflachenenergie und der
Grenzflachen oder Oberflachen besteht. Die spezifische freie Oberflachenenergie, die
an der Grenzflache besteht, wird in der SI-Einheit Energie pro Flache (J/m?) angegeben
(Singh und Ye 2009; Walstra 2003). Fur den Ablauf einer Proteinadsorption und damit
sinkenden Grenzflachenspannung hat Beverung und Mitarbeiter im Jahr 1999 gra-

phisch, siehe Abbildung 10, dargestellt.
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Abbildung 10 Dynamische Anderung der Grenzfldchenspannung bei Proteinadsorption an der

Ol-Wasser-Grenze (Beverung et al. 1999)

Die Induktionsphase stellt die Phase 1 dar, in welcher die Grenzflachenspannung nicht
bzw. nur geringflgig sinkt. Hier kommt es jedoch zur Diffusion der Proteine von der Vo-
lumenphase an die Grenzphase. In der zweiten Phase kommt es zur Adsorption der
Proteine, wo diese eine Schicht (Layer) bilden. Grund dieses Prozesses ist das Errei-
chen des energetisch gunstigsten Zustands. Im letzten Adsorptionsschritt sinkt die
Grenzflachenspannung nur noch gering, hier findet lediglich eine optimale Belegung
statt, was teilweise zur Bildung von mehreren Schichten (Multilayern) flhrt (Beverung et
al. 1999; Maurath 2007).

Die Stabilitat der Emulsion ist von einigen Faktoren abhangig, wie dem Energieeintrag,
OltropfengréRe (Herstellungsmethode), Emulgatormenge, Adsorptionsgeschwindigkeit,
Viskositat bzw. Konzentration der Phasen, pH-Wert, Vorbehandlung und Aminosaure-
zusammensetzung der Proteine (Denaturierungsgrad), Bildung der Adsorptionsschich-
ten und Mikronahrstoffe wie Calcium (Singh und Ye 2009; Tadros 2013; Walstra 2003;
Zayas 1997).

Kommt es zur stabilen Emulsion so sind zwei Hauptstabilisierungsmechanismen be-
kannt. Die Stabilisierung kann durch elektrostatische Abstol3ung und sterische Absto-
Rung erfolgen. Die vorhandenen Oberflachenladungen der Proteine fihren zur elektro-
statischen AbstofRung von gleichgeladenen Proteinen, dies setzt jedoch eine Aufladung
der Grenzflache der Tropfen voraus. So stol3en sich zwei negativ geladene Proteine und
zwei positiv geladene Proteine ab. Zudem kann es zur Erhéhung der elektrischen Ab-
stolRung durch Reibung und Eintragsenergie bei der Emulsionsherstellung kommen. In

Abbildung 11 ist die sterische AbstoBung der Proteinschichten an der Grenzflache im

17



Theoretischer Hintergrund

Modell zu sehen. Hier sorgen die in die Wasserphase ragenden Abschnitte der Amino-
saureketten fir eine raumlich Abstof3ung. Vor allem sind hier die die Lange der adsor-

bierten Emulgatoren wichtig fir die sterische AbstoRung (Lagaly Gerhard et al. 1997).

Abbildung 11 Schema der sterischen AbstolRung zwischen adsorbierten Proteinschichten an der
Grenzfléche der Oltropfen (Damodaran 2005)

2.2.3 Milchproteine als Emulgatoren

Milchproteine werden als Emulgatoren eingesetzt. Durch den amphiphilen Charakter der
Milchproteine, das heil’t die Eigenschaft hydrophile sowie hydrophobe Aminosaureket-
ten zu besitzen, sind diese ausgezeichnete Emulgatoren beziehungsweise oberflachen-
aktive Substanzen. Sie kénnen Ol- und Wasserphase miteinander verbinden und diese
stabilisieren (Dickinson 1997; Loi et al. 2019; Sarkar und Singh 2016). Sowohl Caseine
als auch Molkenproteine sind ausgezeichnet als oberflachenaktive Stoffe in der Lebens-
mittelindustrie einsetzbar. Die Flexibilitat bereitet den Caseinen einen Vorteil bei der Ad-
sorption im Vergleich zu den Molkenproteinen (Zayas 1997). Bei der Emulsionsherstel-
lung adsorbieren die Caseine schneller an der Grenzflache als die Molkenproteine. Zu-
dem bilden Caseine eine zirka 10nm dicke Schicht auf der Grenzflache, Molkenproteine
hingegen nur eine zirka 2nm dicke Schicht. Die erwahnten Unterschiede sind auf die
strukturellen Eigenschaften zurtickzufihren. So Iasst sich eine Reihenfolge der Aktivitat
der Adsorption von Milchproteinen darstellen: B-casein > monodisperse Caseinmicellen
> Serumalbumin > a-Lactalbumin > a-Caseine = k-Casein > B-Lactoglobulin (Sarkar
und Singh 2016)

Wahrend der Emulsionsherstellung adsorbieren die Milchproteine an der Oltropfenober-
flache und entfalten dort. Der hydrophile Abschnitt ragt in die Wasserphase und der hyd-
rophobe Teil in die Oltropfen. Die oberflachenaktiven Caseine und Molkeproteine bilden

eine um die Oltropfen Schicht, auch Layer, und stabilisieren diese in der kontinuierlichen
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Wasserphase. Die Schichtenbildung an der Grenzflache verhindert die Koaleszenz und
Ausflockung (Dickinson und Parkinson 2004; Douglas G. Dalgleish 1997).

In Abbildung 12 sind mogliche Varianten der Proteinadsorption im Modell dargestellit.
Neben der Bildung von sogenannten Monolayern, das bedeutet der Aufbau einer einfa-
chen Schicht auf dem Oltropfen. Dazu kénnen sich Multilayer bilden, welche sich durch
Protein-Protein-Interaktionen bilden. Aggregierte Protein Schichten kénnen sich durch
denaturierende Prozesse bilden. Welche Adsorption stattfindet ist abhangig von der vor-
liegenden Proteinfraktion, deren Konzentration, Ladung, Konformation und Interaktions-

fahigkeit zwischen den Proteinen (Sarkar und Singh 2016).

Mono-layers of
S protein

N

‘ ol ¢
Aggregated protein layers ‘\ 3
\“\\ P

Multi-layers of protein

Abbildung 12 Modell der méglichen Varianten von protein-stabilisierte Oltropfen (Singh und Ye
2013)

Die Emulgierfahigkeit der Milchproteine und die Herstellung einer stabilen Emulsion
hangt vor allem von der OltropfengréRe ab. Die Emulgatormenge hangt von der Tropf-
chengroRe ab, da mit geringeren TropfengroRen eine groRere Gesamtflache der Tropfen
entsteht (Lagaly Gerhard et al. 1997). Getrocknete Milchproteine, wie Natrium-Caseinat
und Molkenproteinisolat zeigen eine ausgezeichnete Emulgierfahigkeit. Im Gegensatz
zu schon aggregierten Milchproteinen, wie sie im Milchproteinkonzentrat vorliegen, ha-

ben diese eine schlechtere Emulgatorwirkung (Singh 2005).

In einigen Verdffentlichungen wurde gezeigt, dass Caseine deutlich flexibler sind und
dadurch eine geringere Menge zur Emulgierung bendétigt wird, verglichen mit den Mol-
kenproteinen. Die Caseine entfalten sich auf der Oltropfenoberflache, was hingegen bei
den Molkenproteine aufgrund ihrer globularen Struktur nur teilweise erfolgt (Singh 2005).
In Abbildung 13 sieht man eine mdgliche Adsorption von globuldren Strukturen wie Mol-
kenproteine, hierfur wird im Vergleich zu Abbildung 14 mehr Protein bendtigt um den
Olphase komplett zu bedecken. Abbildung 14 zeigt die flexible Struktur und Adsorption
and der Olphase.
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.

Abbildung 13 Adsorption globulérer Poly- Abbildung 14 Adsorption flexibler Polymere:
mere: griin globulére Struktur des Proteins; griin flexible Struktur des Proteins; gelb: Ol-
gelb: Olphase (McClements und Jafari 2018) phase (McClements und Jafari 2018)

2.2.4 Gibbs Adsorptionsisotherme

Bringt man zwei nicht ineinander mischbare Fllssigkeiten zusammen, bildet sich eine
Grenzphase, so definierte Gibbs diese schon vor tber 100 Jahren. Allgemein kann man
sagen, dass eine Grenzflache eine Flache der zwei in Kontakt stehenden Phasen ist
(Dorfler 2002).

Grenzflachenaktive Stoffe, wie Emulgatoren, vermitteln zwischen den zwei Phasen und
machen die Verbindung und Emulgierung maéglich. Die Emulgatoren, in diesem Falle
Proteine haften auf der Grenzflache, diese streben nach einem thermodynamischen
Gleichgewicht. Ein Gleichgewicht ist eingestellt, wenn eine Sattigung der Grenzflache
erfolgt, das heif’t eine Minimierung der Grenzflachenenergie. Der Adsorptionsvorgang
kann in zwei Schritten unterteilt werden. Zuerst diffundieren die Proteine in der Lésungs-
phase wo sie als zweiten Schritt an der Grenzphase adsorbieren. Die Proteine bestim-
men durch ihre Eigenschaften die Geschwindigkeit der Prozesse (Dérfler 2002; Lauth
und Kowalczyk 2016; Tadros 2013).

Die Beschreibung der Reduzierung der Oberflachenspannung kann durch die Gibbs Ad-
sorptions-Gleichung erfolgen. Definiert die ist Ober- und Grenzflachenspannung wie
folgt: ,ist [...] diejenige reversible Arbeit, die unter isothermen und isobaren Bedingungen
aufzuwenden ist, um die Grenzflache um die Fldcheneinheit (1m? bzw. 1cm? zu vergré-
Bern.“(Dérfler 2002) Die Gibbs-Gleichung setzt die Anderung der Oberflachenspannung
mit der Anderung der Konzentration einer Komponente in Beziehung. Resultierend dar-
aus ist die Anderung der freien Oberflachenenergie. Der Term unterliegt aulerdem einer
Abhangigkeit von Druck und Temperatur (Dorfler 2002).

Die Gibbs-Adsorptionsgleichung fir ein binares System lautet (Dorfler 2002):
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—do=RTl'dIlna (9)

bzw. fur die Grenzflachenkonzentration

1 /0
r‘:_—( ") (6)
RT \OInc/pr

o = Oberflachen- bzw. Grenzflachenspannung

R = ideale Gaskonstante

T = absolute Temperatur [K]

' = Grenzflachenkonzentration
a = Aktivitat

¢ = Konzentration

Unter Bedingung einer verdunnten Losung kann a = ¢ angenommen werden. Es ist zu
beachten, dass diese Gleichung nur fur Systeme mit einem (reinen) Emulgator gilt
(Walstra 2003). Die Gleichung der Adsorptionsisotherme nach Gibbs kann Anwendung

finden, wenn Oberflachenspannungen der Proben gemessen werden (Tadros 2013).

Proteine, wie Milchproteine, werden als makromolekulare Emulgatoren durch ihr Molge-
wicht von >10kDa eingestuft. Als Vergleich kdnnen Lecithine und Phospholipide als nie-
dermolekulare Emulgatoren mit <1,3kDa genannt werden. Zu beachten sind aber die
wichtigen KenngréfRen, wie unterschiedliche Strukturen und daraus resultierenden Ei-
genschaften und HLB-Wert. Aus der Literatur kann eine Grenzflachenspannung o fiir Ol-
in-Wasser-Emulsionen mit Protein von ~ 10 mN/m entnommen werden. Im Vergleich
beim Einsatz von niedermolekularen Emulgatoren ist ein starkeres Herabsetzen der
Grenzflachenspannung auf ~ 3 mN/m zu erkennen (Eugster-Meier 2001; Walstra und
Roos 1993).

Allgemein ist es mdglich, wie Knudsen und Mitarbeiter in dessen Veroffentlichung durch-
fuhrten, die adsorbierte Emulgatormenge experimentell zu ermitteln. Durch mehrfaches
Zentrifugieren der Emulsion und anschlieRender GroéRenausschlusschromatographie
mit Messung des Brechungsindexes, kdnnen Rickschlisse auf die Adsorptionsmenge

getroffen werden (Knudsen et al. 2008).
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2.2.5 Jamming Effekt

Unter dem Jamming Effekt oder Jamming Ubergang versteht man das Phanomen, dass
aus zwei nicht ineinander mischbaren Substanzen ein feststoffahnliches (,solid-like)
Verhalten entsteht. Dieser Effekt ist auch bekannt als der Mayonnaise-Effekt (Wynne
2017). Dieser Effekt tritt auch bei nicht ineinander mischbaren Phasen, wie Emulsionen

auf.

Der Jamming Ubergang ist bei bestimmten kritischen Volumenanteilen zu beobachten.
Durch eine induzierte Scherenergie kommt es zu einer Emulsion mit kugelformigen
Oltropfen. In Abbildung 15 sind verschiedene Volumenanteile graphisch dargestellt, sie
zeigt verdunnte Emulsionen, konzentrierte und gepackte Emulsionen. Aus diesem Ver-
halten resultiert auRerdem die Veranderung der rheologischen Eigenschaften dieser ver-
schiedenen Emulsionen. So ist bei Emulsionen mit einem Volumenanteil ¢ > 0,64 ein
feststoffahnliches viskoelastisches Verhalten aufgrund der eng gepackten Oltropfen zu
beobachten. Die Tropfen dieser Emulsionen sind so eng gepackt, dass Schwingungs-
bewegungen innerhalb des Kafigs mdglich sind, jedoch sind Translationsbewegungen
verhindert (McClements 2005). In dieser Arbeit geht es ausschlieRlich um hochkon-
zentrierte Emulsionen, die ein viskoelastisches Verhalten aufzeigen. Mit einem Volu-
menanteil von ¢ = 0,74 ist die dichteste Kugelpackung zu beobachten, jedoch nur im
Falle einer homogene Kugelpackung. Dies ist die Theorie von W. Ostwald, die besagt,
dass bei Uberschreitung dieser Konzentration es entweder zur Phaseninversion, das
bedeutet die Umkehrung der Phasen von Ol-in-Wasser zu Wasser-in-Ol Emulsionen,
kommt oder zur Brechung der Emulsion. Hat die Emulsion eine heterogene Kugelpa-
ckung ist ein Volumenanteil ¢ von > 0,74 maglich, hierbei kénnen kleine Kugeln (Oltrop-
fen) in die Zwischenrdume der groRen Kugel gelangen. Kénnen die Oltropfen sich de-
formieren, kann sich ein System, ahnlich wie ein Polyederschaum, bilden (Mollet und
Grubenmann 1999). Im Falle von konzentrierten Emulsionen sinkt der Abstand zwischen
den einzelnen Oltropfen und damit steigt die Wahrscheinlichkeit an Partikel-Partikel-In-

teraktionen, was zu einer ,solid-like“ Suspension fuhrt (Tadros 2010).

22



Theoretischer Hintergrund

LIQUID
Dilute Concentrated SOLID
< > < >» < >
o
® o ® o0
o %o
@ ® 'Y )
o
Non
interacting UnCaged Caged Packed

0.58 064 0.74

[ J
L

0c Orce  9rcc 1
Volume Fraction (g)

Abbildung 15 Verhalten von Emulsionen mit unterschiedlichen Volumenanteilen (McClements
2005)

Charakteristisch fur den ,jammed state” sind die ungeordnet dicht gepackten und kom-
primierten Oltropfen, welche firr das feststoffahnlichen Verhalten und die Steifigkeit ver-
antwortlich sind. Durch die drastisch sinkende Dynamik des Systems sind die Oltropfen
maximal beschrankt und es herrscht ein positiver Druck. Im Bereich Lebensmittel unter-
liegt die Mayonnaise diesem Effekt (Dutta et al. 2016). Auch Zahnpasta zeigt den Jam-
ming Effekt, bei der die dicht gepackten Partikel fur die Steifigkeit verantwortlich sind.
Oder auch durch dicht gepackte Luftblasen, wie beispielsweise beim Rasierschaum ist
der Jamming Ubergang zu beobachten (Blochowicz 2015; van Hecke M. 2009). Das Liu-
Nagel Jamming-Phasendiagramm in Abbildung 16 (Liu J. und Nagel Sidney R. 1998)
zeigt den Einfluss von Parametern auf den Jamming-Status. So machen Temperatur,
Schubspannung (Energieeintrag) und Packungsdichte ¢ die Hauptparameter aus (van
Hecke M. 2009).

Fur die Erstellung einer ,jammed“ Emulsionen wird ein Emulgator beziehungsweise
oberflachenaktiver Stoff benétigt, welche die zwei ineinander unléslichen Phasen ver-
bindet. Am J-Punkt findet der Jamming Ubergang statt, das heil3t bei hohen Dichten,

entsprechend niedrigen Temperaturen und geringen Scherkraften (van Hecke M. 2009).
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Abbildung 16 Jamming Phasendiagramm nach Liu-Nagel (Liu et al. 0.J.; Liu J. und Nagel Sid-
ney R. 1998)

2.2.6 Verhalten der Emulsionen mit Jamming Effekt

Dutta und Mitarbeiter untersuchten ,jammed” Emulsionen, auch komprimierte Emulsio-
nen, mit einem Olanteil von 0,72 auf rheologische Eigenschaften mit Oszillationsversu-
chen. Er stellte fest, dass sich die Schubspannung t beiy < 0,1, linear zur Deformation
y verhalt. Zudem ist ein nahezu konstantes Speichermodul ¢’ zu beobachten, welches
signifikant hoher ist als das Verlustmodul G". Kommt es zu y > 0,2, nimmt G’ stark ab
und fallt unter G". Dies ist der Hinweis Gber systemcharakteristische Veranderungen der
Struktur und den Verlust der Elastizitat. Er beschreibt das konstante Speichermodul als

charakteristisches Merkmal fir ,jammed® Emulsionen (Dutta et al. 2016).

Drei Parameter bestimmen den ,jammed® Status, hierzu zdhlen der Volumenanteil,
Schubspannung und Temperatur, siehe Abbildung 16. Einige Publikationen erforschten
die Parameter und den Einfluss auf die feststoffahnlichen Jamming-Systeme. Abhangig
von der Temperatur andert sich die Rheologie der Emulsionen. Der Jamming-Ubergang
wurde von einigen Forschern schon untersucht, wie beispielsweise von Choi und Lee,
die Emulsionen mit einem Volumenanteil von ¢ = 0,3 kuhlen oder erhitzen und das Ver-
halten untersuchen. Eine Temperaturanderung wurden bei oszillierenden Scherfluss an-
gewendet. Sie fanden heraus, dass sich unter Kihlen von 25°C auf 5°C die Emulsionen
in den ,jammed* Status Ubergingen, das Gegenteil erbrachte das Erhitzen von 5°C auf
25°C der Emulsionen. Bei Erhitzung der ,jammed® Emulsionen kam es zur starken Ver-
formung der Oltropfen, was zur Auslésung der Aggregate und niedrigem elastischem
Modul fuhrt und ein ,unjammed® System zu beobachten war. Zudem war festzustellen,

dass bei Kiuhlung der Emulsion niedrigere Speichermodule gemessen wurden als bei
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einem isothermen Prozess. So konnten sie schlieBlich festhalten, dass ,unjammed*
Emulsionen frequenzabhangig durch Kiihlen in den ,jammed* Status tbergingen (Choi
und Lee 2015).

2.3 Stand der Forschung liber milchproteinstabilisierte Emulsionen

Es wurden in der Vergangenheit schon verschiedenste Untersuchungen uber die Eigen-
schaften der der Milchproteinfraktionen und Adsorption an der Grenzflache durchgefuhrt.
In den meisten Fallen handelte es sich um verdiinnte Emulsionen mit einem hohen Was-
seranteil. Im Uberblick sind einige Publikationen gelistet, die sich mit &hnlichen Themen,

wie in dieser Masterarbeit, beschéaftigt haben.

Tabelle 4 Ubersicht (iber Publikationen mit angrenzenden Inhalten

Thema Proteinfraktion Literatur
Grenzflachenspannung B-Caseine (Beverung et al. 1999)
Na-Caseinat, (Dickinson 2012)

B-Lactoglobulin

Caseinmicellen, WPI (Balakrishnan et al. 2017)
Gelierung/Rheologie

Molkenprotein (Mantovani et al. 2016)

B-Lactoglobulin (Dickinson 2012)
Adsorption / Stabilitat Casein, B-Lactoglobulin | (Douglas G. Dalgleish 1997)

B-Casein, as1-Casein, | (Dickinson 2010)
Na-Caseinat, [B-Lacto-

Flockung globulin, WPl (Damodaran 2005)

Emulsion, OltropfengréRe, | Na-Caseinat, WPC (Loi et al. 2019)

Stabilitat

Einfluss Eigenschaften | B-Lactoglobulin (Knudsen et al. 2008)

des Molkenproteins auf die L .
TropfengrdRe und Viskosi- (Dickinson und Parkinson
tat 2004)

Einige wesentliche Eigenschaften und Fakten zur theoretischen Grundlage zum Ver-

standnis und Interpretation dieser Master Thesis werden nachfolgend erklart.
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Das Verhalten der unterschiedlich konzentrierten Emulsionen hat starken Einfluss auf
die rheologischen Eigenschaften und Stabilitat. Tadros untersuchte rheologische Eigen-
schaften von Emulsionen mit hohen Olkonzentrationen (¢>0,6), dass diese einen signi-
fikanten Effekt auf den durchschnittlichen Durchmesser der Oltropfen haben. Ebenfalls
ist deutlich sichtbar, dass bei niedrig konzentrierten Emulsionen (¢<0,6) kaum ein Un-
terschied in der Viskositat der Emulsionen festgestellt wurde. Anders ist es bei den hoch-
konzentrierten Emulsionen, hier wurden reduzierte OltropfengroRen, sowie signifikant
steigende Viskositat beobachtet. In Abbildung 17 ist der Graph der verschiedenen Volu-
menanteilen, hier mit ¢ dargestellt. Auf der x-Achsen ist die (Zug-)Spannung ¢ in Pascal
logarithmisch, sowie auf der y-Achse die Viskositat n in Pascalsekunde logarithmisch
aufgetragen. Die Definition der Parameter konnen in Tabelle 6 entnommen werden, hier-

bei steht die Spannung ¢ fiir die Schubspannung t (Tadros 2013).

8
=085
¢ =0.80 9
6 $=0.75
¢=0.70
=0.68
s 4 ¢
a
o
S 2
=0.65
0 P
¢= 0.60\
-2
-2 -1 0 1 2 3
Log o/Pa

Abbildung 17 FlieBkurven von Emulsionen verschiedener Konzentrationen und den Einfluss auf
die Viskositat (Tadros 2013)

Ein weiteres typisches Verhalten der hochkonzentrierten Emulsionen ist die Thixotropie.
Das bedeutet mit steigender Beanspruchung, kommt es zur Abnahme der Viskositat.
Begrindet wird dies durch, die eng aneinander liegenden Grenzflachenschichten, die
durch die dicht gepackten Oltropfen eine besondere Struktur haben. Diese lasst sich
durch Deformation zerstéren, kann aber wieder durch Ruhe die Grundstruktur zuriickge-
winnen, diese Zeit ist auch als Relaxationszeit bekannt. Die Relaxationszeit steigt mit

zunehmenden Olanteil, erklart wird dies durch die stérkeren Interaktionen bei steigender
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Olkonzentration (Tadros 2013). Auch Dickinson erkléart die abfallende Viskositat mit stei-
gender Scherrate mit der Zerstérung der hitzeinduzierten Aggregate und dem Herauslo-

sen in die kontinuierliche Phase (Dickinson und Parkinson 2004).

Der Einfluss der Eigenschaft bzw. Behandlungsart der Molkenproteine auf die Emulga-
torwirkung untersuchte Knudsen und Mitarbeiter. Er stellte Emulsionen mit einem Olan-
teil von 0,6 her. Als oberflachenaktiven Stoff wahlte er das Molkenprotein -Lactoglobu-
lin. Die herstellgestellten f-Lactoglobulin-Lésung waren zum einen im nativen Zustand
und zum anderen vorher bei 69°C bei 30 min und 60°C bei 45min erhitzt. Aus den ent-
standenen Emulsionen wurde die Tropfengroflie, sowie rheologische Messungen durch-
gefuhrt. FUr die TropfengrofRe wurden nur kleine Unterschiede festgestellt. Die Emulsion
mit nicht erhitzten B-Lactoglobulin zeigten den kleinsten Durchmesser auf, jedoch wur-
den bei diesen die geringste Adsorptionsmenge festgestellt. Fir alle Emulsionen galt
G' > G", jedoch zeigte die Emulsion mit erhitzen g-Lactoglobulin (69°C,45min) das
héchste Speicher- und Verlustmodul. Die Textur der Emulsionen mit erhitzten Molken-
proteinen zeigten ein feststoffahnliches Verhalten verglichen mit den Emulsionen mit na-
tiven g-Lactoglobulin. Der Einsatz von hitzebehandelten g-Lactoglobulin und damit ag-
gregierten Proteinen als Emulgator kann zur 200-fachen Erhéhung des Speichermoduls
fuhren (Knudsen et al. 2008). Auch Dickinson untersuchte die hitzeinduzierte Aggrega-
tion von milchproteinstabilisierten Emulsionen. Der Olanteil liegt hier zwar bei 30%, je-
doch konnte er wissenschaftlich erforschen, wie sich Natrium-Caseinat und Molkenpro-
teinisolat (WPI) bei Emulsionsherstellung verhalten. Es stellte sich heraus, dass sich mit
steigendem Anteil an WPI die TropfengréfRRe steigt. Verursacht ist dies durch die eintre-
tende Bruckenflockung (bridging flocculation), welche direkt nach dem Homogenisieren
auftritt. Somit zeigen Natrium-Caseinat eine deutlich bessere Emulgatorwirkung als Mol-
kenproteinisolate. Bei einem Verhaltnis von 50:50 (Natrium-Caseinat:WPI) wurden zu-
friedenstellende PartikelgréRenverteilungen beobachtet. Bei Untersuchung der thermi-
schen Behandlung der Emulsionen von 90°C fur 48 Stunden zeigen Na-Caseinat keinen
signifikaten Unterschied in der Tropfengrofienverteilung. Anders ist es bei den WPI mit
B-Lactoglobulin, diese weisen eine 10-fach erhdhte Tropfengréflenverteilung auf. Zu-
ruckzufuhren ist diese Eigenschaft auf die Hitzedenaturierung der Molkenproteine, wel-
ches eine Entfaltung einleitet. Uber der Denaturierungstemperatur (>65°C, pH 6,7)
kommt es zu freiliegenden non-polaren Seitenketten, welche einen hydrophoben Cha-
rakter verleihen und darum die Protein-Protein-Interaktionen verstarkt. In Bezug auf die
rheologischen Aspekte und thermischen Einflisse wird vor allem bei Hitzebedingungen

von 90°C fur WPI-stabilisierte Emulsionen eine signifikante Steigerung der Viskositat im
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Vergleich zu niedrigeren Hitzebehandlungstemperaturen (Dickinson und Parkinson
2004). Ahnliche Ergebnisse und Begriindungen findet Dickinson bei der Untersuchung

von Emulsionsgelen mit proteinstabilisierten Oltropfen (Dickinson 2012).

Weitere Forschungen machte Loi und Mitarbeiter, indem er proteinstabilisierte Emulsio-
nen auf physiochemische Eigenschaften und Stabilitat untersuchte. Unterschiedliche Zu-
sammensetzungen von Na-Caseinat und Molkenproteinkonzentraten (WPC) wurden un-
tersucht. Bei ausschlieRlicher Verwendung von Natrium-Caseinat werden die kleinsten
Tropfengréfien und hochsten Viskositaten erkannt und auch in Laufe der Lagerung wer-
den ebenfalls gleiche Resultate beobachtet, verglichen mit Molkenproteinkonzentraten.
Begrindet wird dies durch die vorteilhafte kleine kolloidale Struktur der Caseine und die
Fahigkeit schneller an der Ol-Wasser-Grenze zu adsorbieren als Molkenproteine (Loi et
al. 2019).

Proteine besitzen die Fahigkeit Gele zu bilden. Dazu ist das Entwickeln eines drei di-
mensionalen Netzwerks noétig. Dieses Netzwerk kann durch Protein-Protein-Interaktio-
nen oder Protein-Losungsmittel-Interaktionen entstehen. Die Proteinkonzentration spielt
dabei eine wesentliche Rolle. Je hoher die Proteinkonzentration ist, desto schneller kon-
nen Gele gebildet werden. Milchproteine besitzen hierbei die Eigenschaft, dass die
Emulsionen bei Erhitzung stabil halten und gleichzeitig bei Abkiihlung Gele bilden (Zayas
1997). Gele, die mit Hilfe von Milchproteinen entstehen, sind mit Anderung der Struktur
bzw. der Denaturierung verbunden. So kommt es bei Molkenproteinen durch Hitze zur
Denaturierung, bei Caseinen bei Lab- oder Saurezugabe. Wie es auch beim stichfesten
Joghurt der Fall ist, entstehen Gele durch Saurebildung der Joghurtkulturen, das heif3t
es liegt eine abnehmende AbstoRung der Caseinmicellen vor. Es kommt zur Koagulie-
rung und Netzwerkbildung. Sind dabei die Protein-Protein-Interaktionen zu stark, kann
es zur Synarese, das heildt zum Austritt von Wasser, kommen. Eine Gelierung kommt
durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken, ionische und hydrophobe Interaktionen, Van

der Waals Krafte und kovalente Disulfidbricken zustande (Lucey 2009).
24 Rheologische Eigenschaften

,Rheologie (gr.: rheos=flieRen) ist die Lehre von Deformation und vom Flieen der Sub-
stanzen. [...] Rheologische Untersuchungen umfassen aber nicht nur das FlieRverhalten,
sondern auch das Deformationsverhalten von Festkorpern.“ Mit Hilfe der Bestimmung
der rheologischen Eigenschaften einer Probe kann diese charakterisiert und eine Ein-

stufung in Arten des rheologischen Verhalten siehe Tabelle 5 erfolgen. Ebenfalls sind zu
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jedem rheologischem Verhalten ein Modell definiert, welche auch in Tabelle 5 abgebildet
sind (Markgraf und Horn 2014; Mezger 2016).

Das Gesetz nach Newton beschreibt das idealviskose Verhalten einer Flissigkeit, die-
ses kann mit FlieBkurven und Viskositatskurven gemessen und interpretiert werden. Hier
spricht man von einem Dampfermodell, dieses kennzeichnet einen irreversiblen Pro-
zess, in dem das Verlustmodul gréRer als das Speichermodul ist (G" > G"). Der Verlust-
faktor ausgedrickt mit tand ist kleiner als 1, denn der Quotient aus dem Verlustmodul
und dem Speichermodul wird aus der vorherigen Definition aus G'' > ¢’ automatisch
kleiner als 1. Nimmt der Verlustfaktor den Wert 1 an, so wird der Sol-Gel-Ubergang er-
reicht, hier haben Verlustmodul und Speichermodul die gleichen Werte. Das (ideal-)
elastische Deformationsverhalten, welches das Federmodell demonstriert, stellt einen
reversiblen Prozess dar, welcher sich nach dem Hooke’schen Gesetz richtet (Kettler und
Richtering 2007). Das bedeutet, dass die eingesetzte Energie bei Deformation zu glei-
chem Betrag gespeichert und bei Deformationsentlastung der Probe vollstandig zuriick-

gewonnen wird (Markgraf und Horn 2014).

Tabelle 5 Uberblick iiber unterschiedliche Arten rheologischen Verhaltens (Mezger 2010); Abbil-
dungen aus (Brummer 2006)

Flussigkeit Feststoff
(ideal-)viskoses viskoelastisches viskoelastisches De- (ideal-) elastisches
FlielRverhalten FlielRverhalten formationsverhalten Deformationsverhal-
ten
Gesetz nach Modell nach Maxwell Modell nach
Newton Kelvin/Voigt Gesetz nach Hooke
R
: |
FlieRkurven, . . I
. e Kriechversuche, Relaxationsversuche, Oszillationsversuche
Viskositatskurven
Gll > Gl Gll — Gl Gll < Gl
tand > 1 tand =1 tand < 1

Meist jedoch handelt es sich um komplexere Systeme, die einen elastischen Anteil sowie
einen viskosen Anteil besitzen. Liegt ein viskoelastisches FlieRverhalten bzw. Deforma-

tionsverhalten vor, so bestimmt man den linear-viskoelastischen Bereich (LVE-Bereich).
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Dieser Bereich gibt an, wann das Netzwerk bzw. die elastische Mikrostruktur der Probe
zerbricht (Brummer 2006; Fuchs 2013). Die Kombination aus dem Hook’schen Gesetz
und Newton’schen Gesetz macht die Charakterisierung des viskoelastischen Verhaltens
moglich (Kettler und Richtering 2007).

Um die rheologischen Eigenschaften zu definieren bedingt es Parameter. Die rheologi-
sche Messung der Probe findet zwischen zwei parallelen Platten statt. Die untere Platte
erfahrt keine Bewegung, die obere Platte hingegen wird durch die tangential angreifende
(Scher-)kraft F mit konstanter Geschwindigkeit v bewegt (siehe Abbildung 18). Die dar-
aus resultierende Scherrate y wird durch das Verhaltnis der Geschwindigkeit v zum Plat-
tenabstand h definiert. Die auf die Probe wirkenden (Scher-)krafte im Verhaltnis zur
(Scher-)flache definiert die Schubspannung 7. Die Deformation y ist der Quotient aus

der Auslenkung s und dem Plattenabstand h (Hochstein 1997).

[ M
s.__'?-?l"p
area A [m’] force F [N]
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Abbildung 18 Aufbau und Scherung des Plattenmodells (Brummer 2006)
In Tabelle 6 ist ein Uberblick der Formeln mit Begriffen definiert:

Tabelle 6 Uberblick von Begriffen und Formeln der Rheologie (Kettler und Richtering 2007; Mez-
ger 2010)

Bezeichnung Formel Einheit

F
A
Schubspannung/shear stress F= (Scher-)kraft; [Pa]

T =

A=(Scher-)flache

_S
Y=y

Deformation /strain dimensionslos

s= Auslenkung [m];
h= Plattenabstand [m]
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[Pa]

T
Schubmodul /shear modulus G= v

Kreisfrequenz w=2m-f [rad/s] oder [1/s]

Literaturwerte flr das Schubmodul G (bei 20°C) liegen flr viskoelastische Gele, wie Dis-
persionen, Lotionen, Cremes, Salbe, Lebensmittelpasten, Kosmetika bei einem Bereich
von 50 bis 5000 Pascal (Mezger 2016).

2.4.1 Oszillationsrheometrie

Es wird hauptsachlich zwischen Oszillations- und Rotationsversuchen unterschieden.
Beim Ersteren ist eine oszillierende Platte angebracht, beim Letzteren rotiert die Platte
kontinuierlich auf der Probe. Neben diesen gibt es noch Kriech- und Relaxationsversu-
che zur Untersuchung von viskoelastischen Flissigkeiten und/oder Feststoffen. Vor al-
lem Oszillationsversuche, auch ,dynamisch-mechanische Analyse®, werden zur Interpre-
tation von viskoelastischen Proben herangezogen. Hier spielen das Speichermodul (G')
und das Verlustmodul (G"') eine zentrale Rolle. Definiert sind Speicher- und Verlustmodul

mit folgenden Formeln (Mezger 2016):
G = (ta/Yya) - cOSE (7)

G = (ta/ya) - Sind (8)

T4 = Schubspannungs-Amplitude (Oszillationsversuch)
y4 = Deformationsamplitude (Oszillationsversuch)

6 = Phasenverschiebungswinkel

Das Speichermodul G’ (storage modulus) ist das MaR flr die wahrend des Scherprozes-
ses in der Probe gespeicherte Deformationsenergie. Nach Entlastung steht diese Ener-
gie wieder vollstandig zur Verfiigung. Der G’ -Wert drickt das elastische Verhalten des
Probenmaterials aus. Das Verlustmodul G (loss modulus) steht fir die wahrend des
Scherprozesses verbrauchte und danach verlorene Deformationsenergie. Es wird als
irreversibles Deformationsverhalten oder auch viskoses Verhalten definiert. Der Verlust-
faktor setzt das viskose Verhalten G" mit dem elastischen Verhalten G’ in Verhaltnis und

gibt somit das viskoelastische Deformationsverhalten an (Mezger 2010; Walstra 2003).
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14

tand = —
an o

(9)

Die Interpretation dieses Verlustfaktors kann mit folgender Tabelle 7 vorgenommen wer-

den.

Tabelle 7 Interpretation des Verlustfaktors (Mezger 2010)

Viskoelastisches
Verhalten einer Verhalten mit Verhalten eines Idealelasti-
Idealviskoses viskoelasti- gleichgrofen viskoelastischen | sches Defor-
Verhalten schen Fliissig- viskosen und Gels oder Fest- mationsver-
keit elastischen An- korpers halten
teilen
6 =90° 90° > § > 45° 8§ = 45° 45° > § > 0° §=0°
tand — oo tand > 1 tand =1 tand < 1 tand — 0
GI N 0 Gll > GI G/ = GII GI > GII GII - 0

2.4.1.1 Amplituden-Test

Als Oszillationsversuch wird der Amplitudentest, auch Amplituden-Sweep zur Bestim-
mung des linear viskoelastischen Bereichs (LVE-Bereichs) herangezogen. Bei diesem
Test variiert die Amplitude, meist wird diese innerhalb des Tests auf ein 100-faches er-
hoéht (Brummer 2006). Die Frequenz, sowie Temperatur dagegen bleiben konstant. Ty-
pischerweise, wie in Abbildung 19 gezeigt, wird bei der Messung das Speichermodul G’
und Verlustmodul G" meist logarithmisch auf der y-Achse auftragen. Auf der x-Achse ist
die Deformation y ebenso logarithmisch aufgetragen. Es ist zu beobachten, dass G’ und
G'" zuerst parallel verlaufen, jedoch es dann mit steigender Deformation y zum Abfall
von Speichermodul und darauffolgend zum Abfall des Verlustmoduls kommt. Die Grenz-
deformation y; wird als der x-Achsenwert bezeichnet, bei dem sich das System als letz-
ten Wert im LVE-Bereich befindet bevor es zum Zusammenbruch des Systems kommt
(Fuchs 2013). Fallt G' unter G" bzw. steigt der Verlustfaktor tand >1, liegt ein viskoser
Charakter vor, das heif3t die Probe kriecht oder lauft durch den Strukturzusammenbruch
(Markgraf und Horn 2014).
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T lg v

Abbildung 19 Amplitudentest als Deformationsfunktion einer Messprobe mit G' > G"' im LVE-
Bereich und dem Grenzwert y, (Mezger 2010)

Ebenso kann G" > G'im LVE-Bereich vorliegen, das heillt, dass es sich um eine
viskoelastische Flussigkeit handelt. Dieser Test wird meist durchgefuhrt, um die linear-
viskoelastische Grenze der Messprobe zu bestimmen (Mezger 2010). Erhalt man bei
Durchflihrung eines Amplituden-Sweeps ein Graph wie in Abbildung 20, bei dem ein G"'-
Maximum zu beobachten ist, so ist das charakteristisch fir beispielsweise eine hochkon-
zentrierte Dispersion. Grund fur dieses Maximum kdnnen aufgebaute Kraftenetzwerke
und Gele sein. Diese ansteigenden Verlustmodul-Werte ,weisen auf einen zunehmen-
den Anteil der Deformationsenergie hin, die noch vor dem letztendlichen Zusammenbre-

chen der inneren Struktur verbraucht wird“ (Mezger 2016).

To lgy

Abbildung 20 Amplituden-Sweep mit G''-Maximum (Mezger 2016)
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2.4.1.2 Frequenztest

Nach einem Amplitudentest folgt meist ein Frequenztest, auch Frequenz-Sweep, bei
dem die Frequenz variiert wahrend Amplitude und Temperatur konstant gehalten wer-
den. Hier kann das Verhalten der Probe auf eine konstante Deformation geprift werden.
Aus den Ergebnissen kann man ein zeitabhangiges Deformationsverhalten der Probe
interpretieren, dass die Frequenz der inverse Wert fir die Zeit darstellt. In Abbildung 21
wird der Test beispielsweise bei niedriger Kreisfrequenz gestartet und endet bei hohen
Frequenzen. Es handelt sich hierbei um eine sinusformige Drehschwingung der Platte,
bei der sich die Dauer jeder einzelnen Schwingung von Messpunkt zu Messpunkt bei
konstanter maximaler Auslenkung des Drehwinkels andert. Die maximal zuléssige Aus-
lenkung des Drehwinkels wird durch den Amplituden-Sweep zur Bestimmung des LVE-
Bereichs bestimmt (Brummer 2006; Mezger 2016).

Abbildung 21 Frequenztest mit T,w = const. (Brummer 2006)

Fur die Messung und in der Auswertung der Graphen wird die Kreisfrequenz w mit der
Einheit [rad/s] oder [1/s] verwendet, da diese im Vergleich zur Frequenz f [Hz] eine SI-
Einheit darstellt. Die Formel zur Umrechnung von Kreisfrequenz w in Frequenz f kann

aus Tabelle 6 entnommen werden (Mezger 2016).

Typischerweise wird auf der x-Achse die Kreisfrequenz Ig w und auf der y-Achse meist
Ilg G’ und Ig G'" aufgetragen. Fir den Fall, dass G’ > G'' wahrend der gesamten Messung
vorliegt (siehe Abbildung 22), ist anzunehmen, dass das elastische Verhalten gegenlber
dem viskosen Verhalten der Probe dominiert. Stabile Dispersionen und Gele weisen
Uber die gesamte Messungszeit G’ > '’ auf, was auf ein dreidimensionales Kraftenetz-
werk zurlickzufiihren ist. Oft verlaufen G’ und G" der Proben mit Gel-Charakter im na-
hezu parallelen Verlauf und leichtem Kurvenanstieg. Liegt G' > 10 Pa vor, dann ist an-
zunehmen, dass die Probe eine gewisse Dispersionsstabilitat oder Gel-Stabilitat auf-
weist. Die Darstellung der Kurve der Viskositat wird in Abbildung 22 nicht betrachtet und
ist laut dem Autor in dieser Hinsicht nicht sinnvoll (Mezger 2016).
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|g )
Abbildung 22 Frequenz-Sweep mit gelartigen Zustand: G' > G" (Mezger 2016)
2.4.1.3 Temperaturabhangiges Verhalten

Um den Einfluss der Temperatur auf die Probe zu messen, ist ein Temperaturprofil, auch
Temperaturrampe, bei konstanten dynamisch-mechanischen Bedingungen anzulegen.
Dieser rheologische Test wird auch dynamisch-mechanische thermische Analyse oder
DMTA-Test genannt. Hier werden die Amplitude und Frequenz konstant gehalten. Durch
das Temperaturprogramm kann das Verhalten der Probe auf die Temperatur und auch
die Reaktion auf die Aufheiz- bzw. Abkuhlrate [°C/min], bestimmt werden. Diese Unter-
suchung dient der Charakterisierung der Probe in Bezug auf die Temperatur. Es kann
abhangig von der Probe beispielsweise das Erweichen, Schmelzen oder Gelieren beur-
teilt werden. Im Falle der Proteine reagieren hitzesensitive Proteine starker als andere

Proteine, da es zur Anderung der Struktur kommt (Mezger 2016).

Meist wird eine Aufheiz- bzw.- Abkuhlrate von maximal 2°C/min gewahlt. Fur die graphi-
sche Auswertung wird die Zeit linear auf der x-Achsen aufgetragen. Auf der ersten y-
Achse sind das Speichermodul G¢' und Verlustmodul G"” logarithmisch zu sehen, die
zweite y-Achse zeigt das Temperaturprofil aller Wertepunkte. Auch ist es moglich den
tans in den Graph mit aufzunehmen (Mezger 2010). Wahrend der gesamten Messung
wird eine Isolierung am Gerat angebracht, die ein Austrocknen weitestgehend verhin-
dert.
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3 Material und Methoden

In Tabelle 8 ist eine Ubersicht liber ausgewahlte durchgefiihrte Versuche, die im Ergeb-
nisteil vorgestellt und diskutiert werden. Vorversuche und weitere Versuche, die fiir diese
Arbeit keine Relevanz zeigen, werden nicht aufgeflihrt. Die Materialien und Erklarung

der Methoden und deren Einstellungen werden im folgenden Kapitel erlautert.

Tabelle 8 Versuchsplanung: Ubersicht (iber ausgewéhlte durchgefiihrte Versuche und ange-

wandte Methoden; Emulsionsherstellung wie in Kapitel 2.2.1 erklért

Material Methoden

% S % 2 g ] g |5 53
= | 2 g =y 2 $1 4| & |29 28
R £ 2e £ § | % B 25

g 2 22 § | 2| 8|87 85

E | < [ - m

%] | [%] (%] oo | Ty | peg | Wl
70 | 30 Frischmilch 34 frisch X X* - X
71 29 Frischmilch 3,4 frisch X X X - X
72 28 Frischmilch 3,4 frisch X X X - X
73 | 27 Frischmilch 34 frisch X X X - X
74 26 Frischmilch 3,4 frisch X X X X X
73 | 27 Na-Caseinat 4 frisch - X X - X
73 | 27 Na-Caseinat 5 frisch X X X X X
73 | 27 Na-Caseinat 6 frisch X X X X X
73 | 27 Na-Caseinat 6 nach 5d X - - - X
73 | 27 Na-Caseinat 6 nach 11d X - - - X
73 | 27 Na-Caseinat 7 frisch X X X - X
73 | 27 Na-Caseinat 8 frisch X X X X X
73 | 27 WPI 4 frisch - X X - X
73 | 27 WPI 5 frisch X X X X X
73 | 27 WPI 6 frisch X X X X X
73 | 27 WPI 6 nach 5d X - - - X
73 | 27 WPI 6 nach 11d X - - - X
73 | 27 WPI 7 frisch X X
73 | 27 WPI 8 frisch X X
73 | 27 W’ﬁ_ﬁﬁfgg‘?;o) 3,5 frisch x - - : :
73 | 27 W’ﬁ_ﬁif%g?éo) 7 frisch X X X - X

x = Messung durchgefihrt; - = keine Messung durchgefiihrt; * mit integrierter Mikroskop-Videoaufzeichnung
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3.1 Material

Das Material zur Emulsionsherstellung und Probenpraparation wird frisch hergestellt und
innerhalb eines Tages verbraucht. Die Frischmilch wird nur im Zeitraum bis zum Min-

desthaltbarkeitsdatums verwendet.

3.1.1 Milch

Far die Herstellung von Milchemulsionen wurde die Heumilch von der ,Glaserne Molke-
rei“ verwendet. Diese wurde vom Hersteller bei 72-74°C flr zirka 40 Sekunden pasteu-
risiert und ist nicht homogenisiert. Zudem handelt es sich hierbei um eine Milch in Bio-

Qualitat. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9 Ndhrwertangabe je 100ml Heumilch (Glédserne Molkerei GmbH 2019)

Brennwert 285 kJ / 68 kcal

Fett 3,89

davon gesattigte Fettsauren | 2,4 g

Kohlenhydrate 49¢
davon Zucker 49¢
Eiweild 344
Salz 0,13 ¢

3.1.2 Pflanzenol

Aulerdem wurde ein Rapsél von der Firma Rapso verwendet. Hierbei handelt es sich
um ein vollraffiniertes Rapsol, welches keine oder nur in Spuren Phospholipide und Le-
cithine aufweist. Dieses ist frei verkauflich und in 0,75 Liter Flaschen zu erwerben. Laut
Prufbericht hat das Produkt eine absolute Dichte von 0,9173g/cm® und einen Rauch-
punkt von 217°C.

Als Vergleich wird das Olivenél Cucina von Bertolli verwendet, es handelt sich hierbei
um ein raffiniertes Olivendl, welches einen geringen Anteil an nativem Olivendl beinhal-
tet. Es besitzt einen Rauchpunkt von 220°C. Das dritte Ol ist ein raffiniertes Erdnussél
der Firma Brandle. Der Rauchpunkt bei diesem liegt bei 210°C. Der Rauchpunkt gibt
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Auskunft Uber den Anteil der freien Fettsduren im Ol. Uber deren Anteil an Lecithin und

Phospholipiden ist nichts bekannt.

3.1.3 Natrium-Caseinat

Das Natrium-Caseinat von Sigma Aldrich (CAS-Nummer 9005-46-3) beinhaltet die Ca-
seinfraktionen as1-Casein, asp-Casein, B-Casein, k-Casein. Zudem ist es durch sein Salz

wasserldslich und besitzt einen Caseingehalt von zirka 80%.

3.1.4 Molkenproteinisolat

Das Molkenproteinisolat von Davisco, BiPRO besteht aus den Molkenproteinfraktionen
B-Lactoglobulin und a-Lacalbumin und ist laut Beschreibung nicht denaturier. Dieses

Produkt hat einen Proteingehalt von mind. 95%.

3.1.5 Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Die oberflachenaktive Substanz Natrium-Dodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate) wird
zur Verdinnung der aller Milchemulsionen verwendet, um die Messung im Laser Diffrac-
tion Paricle Size Analyzer durchzufuhren. Es wurde das SDS von der Firma Roth mit der
CAS-Nummer 151-21-3 verwendet. Die schwach konzentrierte SDS-Ldsung verhindert

die Traubenbildung der Oltropfen in der Wasserphase.

3.1.6 Milli-Q®

Zur Verdunnung und Herstellung der Proteinlésungen wird Reinstwasser Milli-Q®-Was-
ser verwendet. Dieses zeichnet sich durch den sehr niedrigen Gehalt an Mineralstoffen

aus und wird von einem Reinwassersystem gefiltert.
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3.2 Methoden

Die Herstellung der Emulsionen, sowie die Durchfiihrung von Amplituden-Sweep und
Frequenz-Sweep mit anschlieRender Partikelgrolenmessung innerhalb eines Tages
durchgefuhrt. Die Messung des Temperaturprofils von 4 bis 80°C und anschlielRender
Abklhlung von 80°C auf 4°C wird innerhalb von 3 Tagen, nach Abkihlung der Proben
im Kuahlschrank auf 4°C, durchgefuhrt. Hierbei wird darauf geachtet, dass eine Probe

aus der Mitte der Emulsion entnommen wird.

3.2.1 Emulsionsherstellung
3.2.1.1 Milchemulsionen

Die Milchemulsionen wurde mit einem ULTRA-TURRAX® T 18 basic hergestellt. Dieser
funktioniert nach dem Rotor-/Stator-Prinzip. Laut Herstellerangaben ist es mdglich mit
diesem mechanischen Prinzip eine Endfeinheit der Emulsion von 1-10 um zu erreichen.
Alle 50g-Emulsionen wurde bei einer Drehzahl von 15.600 (Leerlaufdrehzahl) und einer

Homogenisierungsdauer von 5 Minuten durchgefihrt.
3.2.1.2 Emulsion aus Milchproteinen und Pflanzendlen

Emulsionen aus den jeweiligen Na-Caseinat-, Molkenproteinisloat- (WPI) oder ge-
mischte Caseinat-/Molkenproteinisolat-Lésung wurde mit MilliQ-Wasser herstellt. Da-
raufhin wurde die gewiinschte Olkonzentration mit den Protein-Lésungen emulgiert. Die

Prozentangaben sind alle in Gewichtsprozent % (w/w).

3.2.2 Lichtmikroskopie

Fir die Aufnahme von Mirkoskopiebildern wurde das Lichtmikroskop Axio Scope.A1 der
Firma ZEISS verwendet. Die Bilder wurden nach dem Prinzip der Hellfeldmikroskopie
aufgenommen. Es standen Objektive mit einer 10-, 20- und 40-fachen Vergré3erung zur
Verfligung. Zur Auswertung wurde die Software imagej verwendet, um den Mal3stab ein-

zufugen.
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3.2.3 Laser Diffraction Particle Size Analyzer

Zur Bestimmung der Oltropfengréfie wurde ein Laser Diffraction Particle Analyzer LS 13
320 der Firma Beckman Coulter verwendet. Dieser macht es méglich im Messbereich
von 0,040um - 2000um Partikel zu messen. Neben der Messung der Partikelgréfie kann
die PartikelgroRenverteilung gemessen und in der zugehdrigen Software ausgegeben
werden. Der LS 13 320 verwendet eine 5-mW-Laserdiode mit einer Wellenlange von
750nm (oder 780nm) als Hauptbeleuchtungsquelle. Die Messung der Partikel beruht auf
dem Prinzip der Lichtstreuung, siehe Abbildung 23, indem jede PartikelgroRRe das Licht
charakteristisch streut. Das zentrale Merkmal der Fourier-Optik ist es, dass das Streu-
licht eines jeden Teilchens in einem bestimmten Winkel an der Linse gebrochen wird.
Letztendlich erzeugt die Fourier-Linse ein Bild des zusammengesetzten Streumusters
aller Partikel. Die Streumuster der sich bewegenden Partikel in der Probenzelle werden
Uberlagert, wobei ein zusammengesetztes Streumuster aller Partikel bzw. eine Beu-
gungslichtverteilung entsteht. Dieses ist die Summe der gebeugten Intensitaten aller
Partikel im Strahl. Eingebaute Detektoren zeichnen diese Streumuster auf und bilden im
Verlauf der Messung ein Durchschnitt der Muster. Eine wichtige Komponente ist die Fou-
rier-Linse, diese fokussiert den einfallenden Strahl, damit er nicht mit dem gestreuten
Licht interferiert. Unter der Interferenz versteht man die Uberlagerung von Wellen. Das
gebeugte Licht trifft auf eine Zentraldiode und daraufhin werden konzentrisch angeord-
nete Diodenhalbringe abgebildet. Zur Auswertung kommt es zu Umwandlung des ge-
streuten Lichts an der Detektorebene in eine Funktion. Aus der Messdauer ergibt sich
eine Analyse der resultierenden Muster die tatsachliche PartikelgroRenverteilung der
Probe. Die zugrunde gelegte Theorie ist das Fraunhofer-Modell, das keine zusatzlichen
Daten, wie Brechungsindex und Absorptionskoeffizienten, zur Berechnung bendtigt
(Beckman Coulter 2003; Loéffler-Mang 2012).

Beugungswinkel 0

. : Detektor

= Laserd o ] S el e
‘ ‘ "

Strahlaufweitung

Tropfenschwarm

Abbildung 23 Prinzip der Laserbeugung zur Messung der Partikelgré3en (Léffler-Mang 2012)
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Der Particle Size Analyzer misst auch Partikel im Nanometerbereich, mit der sogenann-
ten PIDS (Polarization Intensity Differential Scattering) Technologie. Die gesamte Mes-
sung wird somit eine Kombination aus PIDS und Laserbeugung sein, was die direkte
Detektion von Partikeln ab 10nm GréfRRe ermoglicht. Das PIDS-System besitzt eine se-
kundare Wolfram-Halogen-Lichtquelle. Dieses Licht wird durch eine Reihe von Filtern
projekiziert. Die Filter lassen drei Wellenlangen durch zwei orthogonal orientierte Pola-
risatoren durch, diese sind bei 450nm (blau), 600nm (orange), and 900nm (nahinfrarot,
unsichtbar) festgelegt (Beckman Coulter 2003; Beckman Coulter GmbH 2019).

Fur die Messung der Emulsionen wird zuvor eine Mischung von 1:9 (1g Probe + 9g
0,2%ige SDS-Lésung) hergestellt. Um ein Aggregieren der Oltrépfchen in der Wasser-
phase zu vermeiden, wurde die Verdinnung mit einem negativ geladenen oberflachen-
aktiven Stoff durchgefuhrt. Um diesen Effekt zu verhindern beziehungsweise um ein-
wandfreie Ergebnisse der Oltropfengrofie zu erhalten, wurde Natriumdodecylsulfat (SDS
Sodiumdodecylsulfat) verwendet. Die chemische Struktur, wie in Abbildung 24 abgebil-
det, zeigt dessen hydrophilen und hydrophoben Teil. Diese Besonderheit macht die Sta-
bilisierung der Oltropfen durch ein Anlagern der SDS-Molekiile méglich. Die verwendete
Konzentration von 0,2 % SDS wurde experimentell ermittelt, indem unterschiedliche
Konzentrationen hergestellt und daraufhin mikroskopische Aufnahmen untersucht und
verglichen wurden (Matissek et al. 2018). Die gewahlte Konzentration wurde in anderen
Veroffentlichungen ebenfalls zur Probenvorbereitung verwendet (Mattia et al. 2015). Die
Herstellung der Verdinnung fand unmittelbar vor Eingabe der Probe in den Particle Size

Analyzer statt, sodass eine Aggregatbildung verhindert wurde.

hydrophob hydrophil

O\\q/o ‘ N1GJ
PN NP A N N “\\O ’

SDS, Na-Dodecylsulfat

Abbildung 24 Struktur von Natriumdodecylsulfat (SDS) (Matissek et al. 2018)

Vor jeder Messung wird eine Kalibrierung durchgefiihrt, um mdglichst genaue Ergeb-
nisse zu erhalten. Diese beinhaltet das Entgasen bzw. Entfernen von Luftblasen, Mes-

sung des Hintergrunds, ein Ausgleich und eine Anpassung des Probenraums.

Die graphische Auswertung erfolgt in der Grafiksoftware OriginPro 8.5.
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3.2.4 Rheologie

Fur die rheologischen Messung wurde das luftgelagerte Rheometer Gemini 200 von der
Firma Malvern Instruments ehemalig Bohlin Instruments verwendet. Mit der passenden
Software Gemini200 konnten alle Einstellungen, sowie Datenexport durchgefiihrt wer-
den. Die gesamte graphische Auswertung der rheologischen Tests wird in der Grafiksoft-
ware OriginPro 8.5 durchgefiihrt. Im Rahmen der Masterarbeit wird eine Vierfachbestim-
mung fir die Messungen des Amplituden-Sweeps und Frequenz-Sweeps durchgefihrt.
Weitere Messungen kénnen aus zeitlichen Griinden nicht realisiert werden. Dies ist ein

weiterer Punkt fur wissenschaftliche Untersuchungen in dieser Thematik.

Die verwendete Platte-Platte-Geometrie der Firma Malvern Instruments besteht aus ei-
ner Platte mit einem Durchmesser von 25 Millimeter. Der Plattenabstand bei allen ana-

lysierten Proben liegt bei 1 Millimeter.
3.2.4.1 Amplituden-Sweep

Der Amplituden-Sweep wurde fir Charakterisierung der Proben verwendet. Fir die un-
tersuchten Proben wurde die Deformation y von 0,1% bis 100% mit Kreisfrequenz w von

10 rad/s gewahlt.
3.2.4.2 Frequenz-Sweep

Der Frequenz-Sweep startet bei einer Kreisfrequenz w von 0,1rad/s und endete bei
100rad/s, die konstante Deformation y war hierbei bei 0,5%. Der Wert der Deformation

wurde aus vorangangigen Versuchen im LVE-Bereich gewahilt.
3.2.4.3 Temperaturabhangiges Verhalten

Um das Verhalten der Proben auf die Temperatur zu untersuchen, wurden Temperatur-
rampen mit 1°C/min eingestellt. Das Temperaturprofil wurde von 4°C auf 80°C und mit
anschlief3ender Abkuhlung von 80°C auf 4°C gewahlt. Die Einstellungen sind in Tabelle
10 ersichtlich. Das Temperaturprofil wird in den Ergebnissen als zweite y-Achse ange-
zeigt. Zur Verhinderung der Aushartung der Probe ist eine Isolierung wahrend der ge-

samten Messung angebracht.
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Tabelle 10 Einstellung zur Messung eines Temperaturprofils

Parameter Einstellungen
Kreisfrequenz w 10rad/s
Deformation y 0,5%

Temperatur T 4-80°C +80-4°C

3.2.5 Statistische Bewertung der Ergebnisse
Zur Interpretation der Messdaten werden statistische Methoden verwendet.

Mittelwerte: Der arithmetische Mittelwert wird zur Bestimmung des Mittelwertes einer
Datenreihe mit Einbezug aller Daten inklusiv Extremdaten genutzt. Es werden alle Daten
x; addiert und durch die Anzahl der Daten n dividiert. Die Formel lautet wie folgt (Krontha-
ler 2016):

in (10)
n

X =

Median: Eine andere Mdglichkeit den Mittelwert einer Datenreihe zu bestimmen, ist der
Median x,5, auch Zentralwert genannt. Zuerst ist eine Datensortierung aufsteigend
durchzufihren. Die Ermittlung des Punktes bei dem 50% aller Daten sind, ist zu bestim-
men. Folgende Gleichung kann fir die Berechnung des Medians herangezogen werden
(Sibbertsen und Lehne 2012):

Xn+1

> , falls nungerade;

,falls n gerade

(11)

x0,5 = 1
PRSI L)

Fir die Berechnung des Mittelwerts der Tropfengréfie im Particle Size Analyzer wird eine
benutzerdefinierte Berechnung angewandt, da hier der Anteil der Partikel in jedem Kanal
herangezogen wird. Das Geréat misst nicht die Anzahl der Oltropfen. Die Werte fiir die
Variablen p und g richten sich nach der ausgewahlten Werten, in diesem Fall die arith-

metische Durchschnittsgrofie im Volumen%-Modus (Beckman Coulter 2003).
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Die Formel lautet:

1
z nl-xip](p—q) (12)

p=4

q=3

x; = Kanalmitte

n; = Anteil der Partikel im i'ten Kanal

Korrelationsanalyse: Bei der Korrelation (Zusammenhangsberechnung) wird der Zu-
sammenhang zwischen zwei Variablen ermittelt. Mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten
von Bravais-Pearson kann eine Interpretation der Daten erfolgen. Dabei sind positive,
wie negative Koeffizienten moglich. Das Vorzeichen gibt an, in welche Richtung der Zu-
sammenhang besteht. Positiven Korrelationskoeffizienten geben den Hinweis, dass sich
die Variablen in gleiche Richtung bewegen. Fir negative Koeffizienten ist anzunehmen,
dass diese sich die Variablen in entgegengesetzter Richtung bewegen. Die Berechnung
des Korrelationskoeffizienten nach Bravais-Pearson fir metrische Daten ist wie folgt
(Kronthaler 2016):

r = 2:(Xi __)_()(yi_}_’)_ ( 13)
VI (x; —%)2 I(y — §)?

x; und y; sind die beobachteten Werte und

x und y sind die arithmetischen Mittel

Der vorgestellte Korrelationskoeffizient kann ausschlieRlich im Bereich —1<r>1
Werte annehmen. Zudem besteht bei Werten mit » = 1 oder r = —1 eine sehr starke
Korrelation. Zudem stellt Kronthaler folgende Faustregel zur Interpretation der Koeffi-

zienten zur Verfugung (Kronthaler 2016):

Tabelle 11 Faustregel zur Interpretation des Korrelationskoeffizienten r (Kronthaler 2016)

Wert von r Zusammenhang zwischen zwei Variablen
r=1 Perfekt positive Korrelation

1>r=06 Stark positive Korrelation

0,6 >r=0,3 Schwach positive Korrelation
03>r>-03 Keine Korrelation
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—-03=2r>-0,6 Schwach negative Korrelation
—-06=>2r>-1 Stark negative Korrelation
r=-1 Perfekt negative Korrelation

Zur Auswertung wird geprift, ob eine Korrelation zwischen den Variablen Proteinkon-
zentration (bei gleichbleibendem Olanteil) und der Tropfengrofe besteht. Es werden aus
drei Messungen jeweils die Mittelwerte (Dreifachbestimmung) zur Korrelationsanalyse

herangezogen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Emulsionsstabilitat

Fur die Milchemulsionen, das heiflt die Emulsion mit Rapsol und Frischmilch, konnten
stabile Emulsionen im Bereich bis 72%w/w realisiert werden. Alle Emulsionen wurden
bei einer Raumtemperatur von zirka 25°C+1°C hergestellt. Eine nicht stabile Emulsion
zeichnete sich durch einen OIfilm bzw. ersichtlichen freiem Ol auf der Oberflache aus.
Die hergestellten Emulsionen sind in Abbildung 25 dargestellt. Die Emulsion mit 70%w/w
Raps6l und 30%w/w Frischmilch, war sehr cremig jedoch weniger ausgepragt als
72%ige Emulsionen. Bei steigender Olkonzentration, teilweise schon bei Emulsionen mit
74%w/w Olanteil, kam es wahrend der Emulsionsherstellung zum Bruch. Es war keine
Emulsionen mit Jamming Effekt zu erkennen, diese zeigten auf den ersten Blick das
Verhalten einer Newton’schen Flussigkeit. Vor allem fand dies bei langerer Emulgier-
dauer statt. Das Liu-Nagel-Diagramm kann hier Anwendung finden, indem durch zu ho-
hen mechanischen Eintrag es zur einer ,unjammed” Emulsion kommen kann. Die Tem-
peratur als zweiten Parameter kdnnte ebenfalls eine Rolle bei dieser Beobachtung sein.
Doch vor allem spielt die Menge der oberflachenaktiven Stoffe eine bedeutende Rolle.
Mit steigender Olkonzentration reicht die Menge an Emulgatoren zur Stabilisierung der
Oltropfen nicht aus. Das letztere ist die Hauptursache fiir unstabile Emulsionen. Die Be-
sonderheit beim Einsatz von Frischmilch als kontinuierliche Phase und enthaltenen
Emulgatoren ist, dass die Emulgatormenge bei steigender Olkonzentration in der ge-

samten Emulsion sinkt.
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Abbildung 25 Emulsionen mit Frischmilch nach 6 Tagen (a) Uberblick der Emulsionen
65%,70%,71%,72%,73%,74% von vorne; (b) Emulsion 65%,70%,71%,72% von oben; (¢) Emul-

sion mit 73%,74% von oben
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Ein etwas anderes Verhalten zeigten die Emulsionen mit Milchproteinen-Lésungen.
Beim Einsatz von Na-Caseinat, war mit steigender Proteinkonzentration in der wassrigen
Phase eine steigende Cremigkeit zu beobachten. Das Experiment zeigte, dass sich der
Einsatz von Na-Caseinat sich sehr gut als Emulgator eignet. Gegenliber den Emulsionen
mit Molkenproteinisloat zeigten Na-Caseinat-Emulsionen bessere Stabilitat. In Abbil-
dung 26 sind WPI-stabilisierte Emulsionen mit links 7%w/w und rechts 8%w/w zu sehen.
Es handelt sich hierbei um Aufnahmen nach 4 Tagen. Im linken Bild sind deutliche
Oltropfen auf der Oberflache zu sehen. Bei 8%w/w WPI in der wassrigen Phase sind
keine sichtbaren Oltropfen auf der Oberflache der Emulsion. Vergleicht man in Na-Ca-
seinat-stabilisierte Emulsionen, wie in Abbildung 27 zu sehen, sind hier deutlich stabilere

Emulsionen zu beobachten.

FUr Untersuchungen die Langzeitstabilitat istim Rahmen der Masterarbeit aus zeitlichen

Grunden keine Untersuchung durchgefuhrt worden.

Abbildung 26 Aufnahme nach 4 Tagen: links: Abbildung 27 Aufnahme nach 4 Tagen: links:

Emulsion mit 7%w/w WRPI-Lésung; rechts: Emulsion mit 7%w/w Na-Caseinat-Lésung;

Emulsion mit 8%w/w WPI-Lésung; Olanteil rechts: Emulsion mit 8%w/w Na-Caseinat-L6-
73%w/w sung; Olanteil 73%w/w

Auch die Literatur bestatigt die Beobachtung der Stabilitdt, so schrieb Zayas in seinem
Kapitel Emulsifying Properties, dass mit steigender Na-Caseinat Konzentration eine ver-
besserte Stabilitdt der Emulsion besteht (Zayas 1997). Die héhere Flexibiltat der Caseine
und schnellerer Adsorption an der Grenzflache bestétigt die bessere Stabilitdt gegen-
Uber der Molkenproteine. Festzuhalten ist auch, dass Emulsionen mit Na-Caseinat oder
WPI weniger empfindlich auf den mechanischen Eintrag des Ultra Turrax reagieren.
Auch bei Olkonzentrationen von 75%w/w ist kein Bruch der Emulsion wahrend der Emul-

sionsherstellung zu beobachten.
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Die Emulsionen, die aus einem Na-Caseinat-Molkenproteinisolat-Mix mit einem Verhalt-
nis von 80:20 bestehen, und identisch wie bei der Frischmilch einen Gesamtproteinge-
halt von ~3,5% enthalten, sind optisch nicht mit der Emulsion mit Frischmilch zu verglei-
chen. Weder die Stabilitat noch die Festigkeit der Emulsion war ahnlich. Bei Erhéhung
der Na-Caseinat-WPI-Mix-Konzentration auf das Doppelte (Gesamtproteingehalt 7%),
kénnen annaherungsweise stabilere Emulsionen gebildet werden. Die rheologischen Ei-

genschaften in Kapitel 4.3 zeigten die Unterschiede zwischen den Emulsionen.

Konzentrierte Emulsionen mit Frischmilch zeigen trotz ihres relativ geringeren Gesamt-
proteingehalts eine hohe Festigkeit bei Olkonzentrationen von 73%w/w. Lediglich Na-
caseinatsstabilisierte Emulsionen mit einem Anteil von 8%w/w in der Wasserphase
konnte ahnliche Ergebnisse erzielen. Vor allem ist hier die Struktur der Proteine ursach-
lich. Bei der verwendeten Frischmilch handelt es sich um eine nicht homogenisierte
Milch. Diese hat den Vorteil, dass Proteine durch den Homogenisierungsprozess nicht
an den Milchfettkuigelchen anlagern und eine Sekundarfettkugelmembran bilden. Diese
liegen erweist sich frei vor und kdnnen als grenzflachenaktive Stoffe wirken. Das enthal-
tende Fett scheint dabei nicht stérend fir den Emulsionsprozess zu sein, da dieses
Milchfett deutlich kleiner im Mittelwert sind als das Ol (Kessler 2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Frischmilch-Emulsionen eine gute Stabilitat
gegenuber Emulsionen mit Protein-Losungen zeigen. Es hat sich schon nach der Emul-
sionsherstellung bestatigt, dass Milchproteine sich auch im Bereich der der hochkon-
zentrierten Emulsionen gut eignen. Vor allem bei Verwendung von Frischmilch ergeben
sich durch die Emulsionsherstellung durch eine Stator-Rotor-System schnell Emulsionen
mit einem feststoffahnlichen Verhalten. Stabilere Emulsionen mit homogener Oltropfen-
verteilung kann mit Hilfe von anderen Herstellungsmethoden erreicht werden, wie bei-
spielsweise der Hochdruckhomogenisator. Na-Caseinate haben in den Messungen ge-
zeigt, dass diese sich durch ihre strukturellen Eigenschaften sehr gut als oberflachenak-

tive Stoffe eigenen, indem sie die Oltropfen stabilisieren.

Ein theoretisch physikalisches Modell zur Berechnung der Emulgatormenge ist in die-
sem Fall der konzentrierten Emulsionen nicht mdglich. Zur Anwendung der Gibb’s Ad-
sorptionsgleichung sind die Messung von Oberflachenspannungen der Emulsionen no6-
tig. Zudem ist nicht klar, zu welcher Zeit und welche Proteine in dem komplexen Emul-
gatorgemisch emulgierend wirken. In den vorliegenden Systemen sind mehrere Protein-

arten einer Milchfraktion vorhanden. Jedes Milchprotein hat aufgrund seiner strukturellen
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Eigenschaften (hydrophile und hydrophobe Abschnitte) unterschiedliche Grenzflachen-
aktivitat bei der Emulgierung. Auf der anderen Seite spielt die Tropfengrofie eine wich-
tige Rolle bei der Emulsion, zur Berechnung ist anzunehmen, dass homogene Tropfen-
grolien vorliegen. Bei den vorliegenden Proben wurde durch den Particle Size Analyzer
eine bimodale GréRenverteilung gemessen. Bei Herstellung der Emulsion mit dem Ro-
tor-Stator-System (Ultra Turrax) ist eine einheitliche Tropfenverteilung nicht gegeben.
Zur einfachen Berechnung der Proteinmenge kann die Oberflache der Tropfen zu be-
stimmt werden, zudem kann die durchschnittliche Flache der Proteine angenommen
werden. Die Flache der Proteine kann dann so berechnet werden, dass die komplette
Oberflache der Oltropfen bedeckt ist. Diese Methode ist jedoch sehr ungenau und nur
bei homogenen Oltropfengrofen und bekannten ProteingréBen anzuwenden. Zudem
bestatigen auch eine Vielzahl an Publikationen, dass Milchproteine wahrend der Emul-
sionsherstellung untereinander kompetitiv wirken, was zuséatzlich die Berechnung kom-
plexer machen wirde. Waninge und seine Mitarbeiter erarbeiten acht Modelle, wie Milch-
proteine an der Grenzflache adsorbieren kdnnen und auch kompetitiv wirken (Waninge
et al. 2005). Singh veroffentlichte eine zusammenfassende Publikation, in der er darauf
hinwies, dass B-Caseine bevorzugt zu a,,-Caseinen an der Grenzflache adsorbieren
und sie auch von dieser verdrangen. Dieses gilt jedoch nur fir Emulsionen mit 30%
Olanteil (Singh 2005). Zusammenfassend ist eine Berechnung der benétigten Protein-
menge zum Erzielen einer stabilen Emulsion nicht sinnvoll. Bei Untersuchung, ob die
Gibbs Adsorptionsisotherme auch bei hochkonzentrierten Emulsionen angewandt wer-
den kann, ist auch zu berlcksichtigen, dass Milchproteinkonzentrat-Hersteller keine
exakte Angabe zum Proteingehalt machen kénnen. Um exaktere Ergebnisse zu erzielen,
konnte beispielsweise der Proteingehalt durch Messung des Stickstoffgehaltes mit Hilfe
der Kjeldahl-Methode bestimmt werden. Durch elektrophoretische Methoden kénnen
Molekulargewicht und genauere Eigenschaften der enthaltenen Proteine bestimmt wer-
den (Matissek et al. 2018). Mdglicherweise kann ein theoretisches Modell angewendet
werden, wenn Messungen die bendtigten Variablen, wie der Grenzflachenspannung, lie-

fern.

Die maximale Emulgierkapazitat im Falle von Emulsionen mit Frischmilch liegt laut Er-
gebnissen zwischen 71%w/w und 73%w/w Rapsdl. Vergleicht man Literaturwerte unab-
hangig von der Emulsionszusammensatzung, schreibt Malkin eine maximale Packung
der hochkonzentrierten Emulsionen von 71,2% (Malkin und Kulichikhin 2015). Derkack
gibt ebenfalls, abhangig von der TropfengréfRe, eine limitierte Packung zwischen 71%

und 75% an, in welcher noch eine kugelférmige Struktur zu erkennen ist (Derkach 2009).
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Die Stabilisierung der Oltropfen findet durch das eng gepackte Oltropfennetzwerk statt.
Bei Olanteilen von 75%w/w war eine komplette Emulgierung der Olmenge nicht mehr
gewahrleistet, bei zu hohen Energieeintrag kam es zum Bruch der Emulsion. Dies kann

ebenfalls mit dem Liu-Nagel-Diagramm, siehe Abbildung 16, erklart werden.

4.2 OltropfengroRe

4.2.1 OltropfengréBe der verschiedenen Emulsionen

Bei der Untersuchung der OltropfengréRe im Particle Size Analyzer ist, wie in Abbildung
28 zu sehen, eine leicht sinkende TropfengréRe bei steigendem Olanteil bei Emulsionen
mit Frischmilch zu beobachten. Zudem liegt eine bimodale GréRenverteilung vor, diese
ist durch zwei Maxima zu erkennen und bei allen funf Emulsionen zu sehen. Eine bimo-
dale Verteilung der Durchmesser ist bei den Frischmilch-Emulsionen zu erkennen, da
auch noch Milchfett in den Emulsionen enthalten sind. Die Milchfettkugeln haben eine

deutlich geringere Grolie als das emulgierte Rapsol.

In Tabelle 12 sind die Mittelwerte der Emulsion aus Abbildung 28 aufgelistet. Diese be-

rechnen sich aus den Mittelwerten drei gemessenen Durchgangen.
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Abbildung 28 OltropfengréRenverteilung der Milchemulsionen mit unterschiedlichen
Olanteilen 70%w/w bis 74%w/w und Frischmilch
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Tabelle 12 Mittelwerte der Emulsionen mit Frischmilch und einem Olanteil von 71%w/w bis
75%w/w

Olanteil [Y%ow/w] | mittlerer Durchmesser [um]
70 18,35
71 15,04
72 14,52
73 13,93
74 11,34

In Abbildung 29 sind Emulsionen mit unterschiedlichen Na-Caseinat Konzentrationen zu
sehen. Alle Emulsionen haben einen Olanteil von 73%wi/w, lediglich die Na-Caseinat
Konzentration variiert. Hier zeigt sich, dass mit steigender Proteinkonzentration die
OltropfengréRe sinkt. Da mehr Emulgator zur Verfligung steht, kann mehr Oberflache
bei gleichem Volumen, das bedeutet kleinere Tropfen, stabil in der Emulsion gehalten

werden.
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Abbildung 29 Verhalten der TropfengréBenverteilung mit unterschiedlichen Na-Caseinat Kon-

zentrationen und einem Olanteil von 73%w/w

Das Verhalten der sinkenden TropfengréRe bei steigender Proteinkonzentration ist auch
beim Einsatz von Molkenproteinisolat zu beobachten. In Abbildung 30 ist die graphische
Auswertung fur den genannten Fall aufgetragen. Ebenso liegt bei allen Emulsionen ein

Olanteil von 73%w/w vor.

51



Ergebnisse und Diskussion

129 —m— WPI 4%
. ~® WPI 5%
fe '\ A WPI 6%
10 4 ;@\‘,’ 1 <4 WPI 7%
AR\ —=— WPI 8%
F“f N\ | .
F‘/ / .E\\ \_\ \
S S W
8 - L A
~ =/ EERVEY
o= V&N
= .‘/ RN RN
o il = \\ .
= I R ".\
g 2 \ } 'o\
g ‘1_1\ X
= u\ \
ATRYAN
LIRS
X A\ \\
- .\'\\ \\-
i Nk
NN
E\ \\":“\“.\H
..... E— e = B
30 40 50

TropfengréfRe (um)

Abbildung 30 Verhalten der TropfengréRenverteilung mit unterschiedlichen Molkenproteinisolat-

Konzentrationen (WPI) und einem Olanteil von 73%w/w

Zur Ubersicht sind in Tabelle 13 alle Mittelwerte, berechnet aus den drei Mittelwerten der

drei Messungen, mit ihnren Standardabweichungen. Die Standardabweichungen nehmen

mit steigender Proteinkonzentration leicht ab. Durch die biomodale GréRenverteilung ist

die Standardabweichung vergleichsmafig hoch. Im letzten Abschnitt des Kapitels 4.2.1

wird die Korrelationsanalyse fir Emulsionen mit Na-Caseinat und Molkenproteinisolat

als Emulgatoren mit Einfluss auf die Tropfengrofe dargestellit.

Tabelle 13 Ubersicht der Mittelwerte der OltropfengréRe in Abhéngigkeit der Proteinkonzentrati-

onen; Olanteil 73%w/w

Konzentration . mittlerer Durch- Standardabweichung

Proteinlésung [%] Protein messer [pum] [um]
4 WPI 24,49 11,82
5 WPI 22,23 11,95
6 WPI 21,71 11,57
7 WPI 20,15 10,65
8 WPI 18,84 10,61
4 Na-Caseinat 13,95 6,545
5 Na-Caseinat 10,71 7,75
6 Na-Caseinat 11,08 4,57
7 Na-Caseinat 7,74 4,57
8 Na-Caseinat 5,19 3,77
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Tragt man Emulsionen mit Natrium-Caseinat und Emulsionen mit Molkenproteinisolaten
(WPI) als Vergleich auf, so ist eine deutliche Verschiebung der Mittelwerte zu beobach-
ten. Na-caseinatstabilisierte Emulsionen zeigen eine Verschiebung nach links, was eine
geringere OltropfengréRe bedeutet. Abhangig vom Olanteil kdnnen Mittelwerte bei Na-
Caseinat-Emulsion von zirka 10 um und bei WPI-Emulsionen einen doppelten Durch-
messer von zirka 22 um aufweisen. In Abbildung 31 sind Werte mit jeweils 5%w/w Pro-
tein in der wassrigen Phase dargestellt. Hierzu werden jeweils ein Olanteil von 72%w/w
bis 74%w/w aufgezeigt. Ahnliche Ergebnisse werden auch bei héheren Proteinkonzent-

ration, wie beispielsweise 6%w/w, 7%w/w und 8%w/w festgestellt.
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Abbildung 31 Vergleich Tropfengréenverteilung von Emulsionen mit Na-Caseinat 5%w/w und

Molkenproteinisolaten (WPI) 5%w/w und Olkonzentrationen von 72%w/w, 73%w/w und 74%w/w

Bei einem Proteinanteil von 8%w/w in der wassrigen Phase wird die starkste Verschie-
bung und Differenz in den Mittelwerten festgestellt, wie in Abbildung 32 graphisch dar-
gestellt. Die Mittelwerte der Emulsionen sind zirka um ein Dreifaches verschoben. Die
sinkende Oltropfengrée mit steigender Na-Caseinat Konzentration in wéssriger Phase
gilt auch firr den Bereich der hochkonzentrierten Emulsionen um 73%w/w Olanteil. Die
Literatur bestatigt die bessere Emulgatorwirkung der Caseine gegeniber der Molken-
proteine (Sarkar und Singh 2016). Bei Na-Caseinat-Emulsionen ist die GroRRenverteilung

im kleineren Bereich bei ~2um im Volumenanteil deutlich ausgepragter als bei WPI-
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Emulsionen. Hintergrund dieser Beobachtung ist die grenzflachenaktivere und schnel-
lere Adsorption der Caseine an der Grenzflache, welche sich wahrend der Emulsions-
herstellung im Rotor-Stator-System die schnelle Stabilisierung der entstehenden kleinen
Oltropfen erméglicht. Die biomodale GroRenverteilung bei WPI-Emulsionen ist im ersten
Peak deutlich abgeschwachter. Aufgrund der strukturellen Eigenschaft der Molkenpro-
teine ist die Stabilisierung der Oltrépfen wahrend der Emulsionsvorgangs nicht schnell
genug, das heil3t die Adsorptionsrate ist zu gering, dass es zu schnell wieder zum Zu-
sammenflieBen der kleinen Tropfen kommt. In weiteren Untersuchungen muss geklart
werden, ob sich bei Konzentrationen von >8%w/w Na-Caseinat in der wassrigen Losung
ein weiteres Absinken der OltropfengréRe ergeben wird und ob sich begriindet lasst,
dass durch die steigende Menge an Emulgator die Oltropfen noch schneller stabilisiert

werden konnen

10 } —@— Na-Caseinat 8%
d | —m—WPI 8%

Volumenanteil (%)

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tropfengréfe (um)

Abbildung 32 Vergleich Na-caseinatstabilisierte Emulsion und WPI-stabilisierte Emulsion mit

8%w/w Protein in der wéssrigen Phase und einem Olanteil von 73%w/w

Das Verhalten bei Verwendung eines Mixes aus Na-Caseinat und Molkenproteinisolat
im identischen Verhaltnis wie es in der Frischmilch vorliegt von 80:20, sind kleinere
Oltropfen bei hdheren Proteinkonzentrationen in der wéssrigen Phase zu beobachten
(siehe Abbildung 33). Zudem ist die Emulsion héherer Proteinkonzentration eine stabi-

lere und cremigere Emulsion, wie auch im nachsten Kapitel die Rheologie bestatigt.
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Abbildung 33 TropfengréBenverteilung von Emulsionen mit einem Mix aus Na-Caseinat und
Molkenproteinen (80:20), Gesamtproteingehalt 3,5%w/w und 7%w/w in der wédssrigen Phase;

unterschiedliche Olanteile: 73%w/w und 74%w/w

Mit einer Mischungsregel kann geprift werden, ob ein Zusammenhang mit der Oltrop-

fengroRe bei gleichem Volumen besteht. Die plausible Mischungsregel lautet:

Xap = Pa Xy + @ Xp

@4 = %-Anteil des Emulgators A

@p = %-Anteil des Emulgators B

X, = mittlerer Durchmesser bei Einsatz des Emulgators A

Xg = mittlerer Durchmesser bei

Einsatz des Emulgators B

X45 = mittlerer Durchmesser bei Einsatz des Emulgators A und B

(14)

Zu beachten ist, dass sich die Konzentration des Emulgators bei allen gleich sein muss,

wie hier beispielsweise die Konzentration von 7%w/w. Fur folgende Messungen (siehe
Tabelle 14) haben sich mittlere Durchmesser ergeben:

Tabelle 14 mittlere Durchmesser fiir die Anwendung der Mischungsregel

Mischungen (bei 73%wi/w Ol)

mittlerer Durchmesser [um]

7%w/w Na-Caseinat 7,74
7%w/w WPI 20,15
7%w/w 80% Na-Caseinat + 20% WPI 11,11
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Die Berechnung lautet:
0,8-7,74um + 0,2 - 20,15um = 10,22um

Vergleichen kann man dieses Ergebnis mit dem der direkten Mischung von Na-Caseinat
und WPI im Verhaltnis von 80:20. Der mittlere Durchmesser der Mischung der Protein-
fraktionen ergab 11,11 um. Der Wert besitzt lediglich eine Differenz von 1um zum be-
rechneten Wert von 10,22um. Dies ist ein Hinweis, dass zur Berechnung der Oltropfen-
grolie eines Protein-Mixes die Mischungsregel herangezogen werden kann und einen
Richtwert liefert. Weitere Berechnungen missen getestet werden, um eine verlassliche
Aussage treffen zu kénnen. Lediglich ist dies an einem Beispiel berechnet worden und
benétigt fir die Zukunft mehr Experimente. Riickschliisse auf die OltropfengréRe eines

Protein-Mixes kdnnen nur bei gleichen Konzentrationen und Volumen getroffen werden.

Bei Durchfihrung der Korrelationsanalyse und Berechnung des Korrelationskoeffizien-
ten haben sich folgende Werte ergeben. Bei Einsatz von Molkenproteinisolaten (WPI)
bzw. Na-Caseinat und Anderung der Konzentration von 4%w/w bis 8%w/w Protein der

Protein-LOsung:
Twpr = —0,9859
"Na-caseinat = —0,9473

Es liegt in beiden Fallen eine starke negative Korrelation vor, was bedeutet, dass bei
steigender Konzentration bei hochkonzentrierten Emulsionen eine sinkende Tropfen-
groflie zu beobachten ist. Die Berechnung wurde mit allen Nachkommastellen durchge-

fuhrt, zur besseren Ansicht wird im Anhang 1 auf drei Nachkommastellen verkurzt.

In Tabelle 15 ist die graphische Auswertung der zwei Variablen Konzentration und Trop-
fengréRe mit Einzeichnung der Trendlinie aufgezeigt. Alle Emulsionen haben zum bes-
seren Vergleich einen Olanteil von 73%wi/w. Links ist die Linearitat der Emulsionen mit
Na-Caseinat und rechts die Linearitat der Emulsionen mit Molkenproteinisolaten zu se-
hen. Die graphische Darstellung der Linearitat wurde mit der Software Origin erstellt. Die
Berechnung zum Nachvollziehen des Korrelationskoeffizienten ist in Anhang 1 angefugt.
Die Berechnung wurde mit allen Nachkommastellen durchgefiihrt, zur besseren Ansicht

wurde im Anhang auf drei Nachkommastellen verkurzt.
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Tabelle 15 Korrelationsanalyse der Variablen Proteinkonzentration und Tropfengré3e mit Trend-

linie; links: Emulsionen mit Na-Caseinat; rechts: Emulsionen mit WPI
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Konzentration Na-Caseinat mit 73% Olanteil (%) Konzentration WPI mit 73% Olanteil (%)

Die starke negative Korrelation von Proteinkonzentration und OltropfengréRe ist durch
den Adsorptionsmechanismus und die damit verbundene Stabilisierungsmechanismen
begrindet. Je mehr Milchproteine in der wassrigen Lésung vorhanden ist und es darauf-
folgend zur Emulgierung kommt, desto besser kénnen Oltropfen stabilisiert werden.
Diese adsorbieren an der Oberflache der Tropfen und stabilisieren diese sterisch und
elektrostatisch (Andic und Boran 2015).

Zudem lasst sich jedoch auch vermuten, dass die Emulsionsherstellungsmethode hier-
bei an ihre Grenzen kommen wird. Mit dem Rotor-Stator-System ist es zwar mdglich
Tropfengrofien bis 1um zu erreichen, jedoch wird eine homogene Tropfenverteilungen
schwierig sein. Andere Herstellungsmethoden, wie der klassische Hochdruckhomogeni-
sator oder das Membranverfahren kann einheitliche TropfengréfRen und Gréflen <1um
erzeugen, was letztendlich auch zu einer besseren Stabilitat fihren kann (McClements
2005). Um eine Signifikanz der Korrelation der Variablen zu bestatigen, miussen weitere
Messung durchgefiihrt (n>3) werden. Im Rahmen der Masterarbeit konnte dies aus zeit-

lichen Griinden nicht untersucht werden.

4.2.2 OltropfengroBengroBe bei Lagerung

Um das Verhalten der Lagerung bei 4°C und die Stabilitdt zu beurteilen, wurden die
OltropfengréRe der frischen Emulsion, nach 5 Tage und 11 Tagen gemessen. Als Ver-
gleich sind Emulsionen mit Na-Caseinat und Molkenproteinisolaten, jeweils mit 6%w/w
der wassrigen Phase in Abbildung 34 dargestellt. Neben der Beobachtung, dass bei

WPI-Emulsionen ein starkerer Olfilm zu beobachten war als bei Na-caseinatstabilisierten
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Emulsionen, war auch nach 11 Tagen das freie Ol an der Oberflache stérker. Die Probe
fur die Messung nach 5 bzw. 11 Tagen wurde aus der Mitte der Emulsion entnommen.
Vergleicht man die Tropfengrofie der frischen und gelagerten Emulsion ist keine wesent-
liche Anderung in der TropfengréRe zu beobachten. Um den signifikanten Unterschied
zweier Mittelwerte (bspw. t-test) zu ermitteln, benétigt man die Anzahl der Messpunkte
einer Messung, dies ist durch den Laser Diffraction Size Analyzer nicht mdglich. Hier
werden lediglich die Volumenanteile im Probenraum gemessen. Es ist jedoch deutlich,
dass sich die TropfengrofRe in Abhangigkeit der Zeit nicht wesentlich verandert, vergro-
Rert oder verkleinert. Zu beachten ist aber auch, dass das freie Ol auf der Oberflache
nicht mehr emulgiert ist. Dies weist auf eine Koaleszenz hin, dass bei Lagerung mehrere
Oltropfen zusammengeflossen sind. In Anhang 2 sind alle Messungen der Mittelwerte in

um der Emulsionen im frischen Zustand, nach 5 Tagen und nach 11 Tagen tabellarisch

angeflgt.
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Abbildung 34 Verhalten der Tropfengré3e bei Lagerung: Messung der Emulsionen frisch; nach

5 Tagen; nach 11 Tagen

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der OltropfengréRe auf die Lagerung
hat ergeben, dass es keinen deutlichen Unterschied zwischen frischen, 5 Tage gelager-
ten und 11 Tage gelagerten Emulsionen gibt. Auch hier haben Na-caseinatstabilisierte
Emulsionen und WPI-stabilisierte Emulsionen keinen Unterschied gemacht. Die Prifung
der Kurzzeitstabiliat von 11 Tagen bei 4°C kann jedoch vermuten, dass durch die dichte

Packung der Oltropfen eine stabile Emulsion entstanden ist.
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4.3 Rheologie der Emulsionen

Folgende Werte und Einstellungen (siehe Tabelle 16) wurden fir den Amplituden-Sweep
und Frequenz-Sweep vorgenommen. Diese gelten flr alle folgenden dargestellten Er-

gebnisse.

Tabelle 16 Parameter fiir die durchgefiihrten Tests am Rheometer

Parameter Amplituden-Sweep | Frequenz-Sweep Temperaturprofil
Temperatur [°C] 25 25 4-80-4
Deformation y [%] 0,1-100 0,5 0,5
Kreisfrequenz w [rad/s] 10 0,1-100 10

Die rheologischen Eigenschaften der untersuchten Emulsionen haben aufgrund der
viskoelastische Eigenschaften ein relativ hohes Speicher- und Verlustmodul, verglichen
mit den Literaturwerten von Mezger (Mezger 2016). Emulsionen mit Frischmilch haben
dabei die héchsten Moduli verglichen mit den Na-Caseinat oder WPI-Emulsionen. Zu-
ruckzufuhren ist das auf die Grenzflachenaktivitat der Proteine, so liegen Caseinmicellen
und Caseinsubmicellen vermutlich im nahezu nativen Zustand in der Frischmilch vor.
Diese adsorbieren an der Grenzflache und bilden eine verhaltnismaRig dicke Schicht,
was die Stabilitat erhodht. Durch die Fallung liegen die Caseine als Na-Caseinat struktu-
rell verandert vor, da es hier um ein lab- oder sauregefalltes Protein handelt, sind Ca-

seinmicellen oder Submicellen weitestgehend ausgeschlossen.

4.3.1 Amplituden-Sweep der Emulsionen

Zuerst wurden Emulsionen mit Rapsél und Frischmilch rheologisch untersucht. Auf der
y-Achse sind Speichermodul ¢’ und Verlustmodul ¢" in Pascal gegeniiber der Deforma-
tion y in % aufgetragen. Verglichen werden in Abbildung 35 verschiedene Olanteile von
70%w/w bis 74%w/w. Bei allen Emulsionen ist der typische LVE-Bereich zu sehen, in-
dem die G'- und G"-Werte trotz ansteigender Deformation konstant bleiben. Die Haptik
und Optik wurde durch die rheologischen Ergebnisse bestétigt. Mit steigendem Olantei-
len sind die G- und G"-Werte angestiegen. Die Emulsion mit 74%w/w Olanteil mit
26%w/w Frischmilch erzielte die héchsten Speicher- und Verlustmodule, jedoch ist kein
signifikanter Unterschied zu den Emulsionen mit 72% und 73% zu erkennen. Erkennbar

ist dies durch die Standardabweichungen. Diese Emulsionen zeigen durch ihre hohen
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Konzentrationsverhaltnisse eine kompakt gepackte Oltropfenstruktur, was die Moduli an-
steigen lasst. Zudem ist zu beobachten, dass in allen Fallen das Speichermodul gréer
ist als das Verlustmodul, diese Eigenschaft weist auf eine Emulsion mit gréfierem elas-
tischem Anteil wie viskosem Anteil hin. Jedoch ist auch eine drastische Absenkung der
Speichermodule beginnend bei einer Grenzdeformation y; zwischen 4% und 10% zu
beobachten. Gleichzeitig erreicht das Verlustmodul verzogert zuerst ein Maximum, fallt
dann jedoch auch ab. Wie im Grundlagenteil schon erwahnt, ist das beobachtete Maxi-
mum des Verlustmoduls vor Abfall charakteristisch fir hochkonzentrierte Dispersionen.
Dieses weist auf einen zunehmenden viskosen Anteil hin, diese ansteigende Deformati-
onsenergie wird schliellich fur das Zusammenbrechen der inneren Struktur verbraucht.
In der Enddeformation von 100% Uberliegt der viskose Anteil den elastischen Anteil, was
auf den Strukturzusammenbruch der Emulsion hindeutet. Hohere Olanteile (74%) besit-
zen eine starkere Struktur und Stabilitat, daher kommt es spater zum Strukturzusam-

menbruch verglichen mit der 70%igen Emulsion.
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Abbildung 35 Amplituden-Sweep der Emulsionen mit Frischmilch und verschiedenen Olanteilen
70%w/w-74%w/w

Mit Hilfe der mikroskopischen Aufnahmen wahrend des Amplituden-Sweeps (siehe Ab-
bildung 37) ist deutlich zu erkennen, dass das eng gepackte Oltropfennetzwerk im LVE-
Bereich als gesamtes Netzwerk durch die anliegende Oszillation verschoben wird. Fur

die Interpretation wird ein Ausschnitt der mikroskopischen Aufnahme naher betrachtet.
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Abbildung 36 zeigt den Ausschnitt, welche flir die Beschreibung gewahlt wurde. In Ab-
bildung 37 sind Fotos zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Interpretation zu sehen,
diese zeigen die Bewegung und Vorzugsrichtung mit steigender Deformation. Wird die
FlielRgrenze erreicht, das heifl3t das Ende des LVE-Bereichs, kommt es zum Abfall von
G’ und G". Es kommt durch die steigende Deformation zu einem zunehmenden Abstand
der Oltropfen, damit werden van der Waals Krafte, Protein-Protein-Interaktionen, Pro-
tein-Wasser-Interaktionen (Halling 1981; Zayas 1997) verringert. An der FlieRgrenze be-
ginnt die Emulsion zu flielen, der Wasseranteil in der Emulsion macht dies mdglich.
Kleine Oltropfen kénnen sich schneller bewegen, da sie Zwischenrdume finden. Das
Wasser wird den an der Grenzflache der Oltropfen adsorbierten Proteinen entzogen und
es kommt zur Reduzierung der Protein-Wasser-Interaktionen. Das Netzwerk bzw. der
Kafig wird gelockert und ist nicht mehr stark genug. Gleichzeitig wird das Jamming durch
die hohen Scherraten aufgel6st. Hier kann auch wieder auf das Liu-Nagel-Phasendia-
gramm verwiesen werden, dass mit steigender mechanischer Beanspruchung und

gleichbleibender Temperatur und Dichte kein Jamming Effekt mehr zu erkennen ist.

Abbildung 36 Startaufnahme: Mikroskopische Aufnahme wéhrend eines Amplituden-Sweeps:
Emulsion 70%w/w Ol und 30%w/w Frischmilch; w=10 rad/s; T=25°C; Abstand Platte-Platte:

100um; griiner Bereich: betrachteter Bereich fiir Interpretation

Die gesamte Probe ist zwischen zwei Platten (d=40mm) fixiert, der Abstand dieser be-
tragt 100 um. Der Mittelwert fiir den Durchmesser der Oltropfen bei 70%w/w Olanteil

betragt ~20um. Das Mikroskop ist auf der linken Seite mittig angebracht, somit wird nur
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dieser Teil der Probe betrachtet (siehe Abbildung 36, griner Bereich). Fir die Berech-

nung der Oltropfenschichten kann grob angenommen werden, dass sich 5 Oltropfen-

Abstand der Platten __100pum
Mittwert Durchmesser Oltropfen - 20um

schichten ergeben ( ). Da Die Oltropfen nicht starr

liegen, sondern ineinander fallen, ist dies nur ein Richtwert. Zudem wird hier der Mittel-
wert zur Berechnung herangezogen, obwohl eine bimodale Verteilung vorliegt. Wie auch

in den mikroskopischen Aufnahmen zu sehen, sind auch kleine Oltropfen vorhanden.

In der Kugelpackung sind mehrere Schichten vorhanden, Oltropfen kénnen wahrend der
Messung auch in andere Schichten gelangen und Platze tauschen. Im LVE-Bereich wer-
den Licken im ,Kafig“ von kleinen Oltropfen geflllt. Mit steigender Deformation kommt

es zur Orientierung und Vorzugsrichtung der Oltropfen.
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Abbildung 37 Ubersicht der mikroskopischen Aufnahmen im Verlauf des Amplituden-Sweeps mit
Interpretation
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Das ,slipping“ kann bei der Messung der Emulsionen auch eine Rolle spielen, davon
spricht man, wenn die obere Platte aufgrund der geringen Haftkrafte tUber die Probe
rutscht. Dies kdnnte bei hohen Olkonzentrationen (74%w/w) in Betracht gezogen wer-
den, da ein dliger Film sichtbar ist. Dies deutet darauf hin, dass nicht das gesamte Ol
emulgiert werden konnte. Mit steigender Deformation kann dies auch den Abfall der Mo-
dule beschreiben und ist zu bericksichtigen, jedoch ist dies nicht zu vermuten. Der Effekt

wurde stark unterschiedliche Messergebnisse liefern, dies liegt jedoch nicht vor.

In Abbildung 38 werden die wichtigsten Emulsionen mit einem Olanteil von 73%w/w dar-
gestellt. Die Emulsion mit Frischmilch, welche den niedrigsten Gesamtproteingehalt auf-
weist, erreicht mit der 8%w/w Na-Caseinat in der wassrigen Phase die hochsten Spei-
chermodule. Jedoch sind die Verlustmodule der beiden Emulsionen nicht sehr eng bei-
einander, was besagt, dass die Emulsion mit Frischmilch einen niedrigeren viskosen
Anteil im Vergleich zur Na-Caseinat-stabilisierten Emulsionen hat. Zudem sind die
Frischmilchemulsionen in Abhangigkeit der Deformation langer stabil, verglichen mit al-
len anderen Speichermodulen. Emulsionen mit Na-Caseinat, WPI oder einem Mix dar-
aus weisen eine Grenzdeformation von zirka 1% auf, Frischmilchemulsion hingegen erst
bei y;,=10%. Modellierte Milchemulsionen, das heil3t Emulsionen mit zusetzten Na-Ca-
seinat oder WPI, zeigen auch nicht den charakteristischen Verlauf des Verlustmoduls,
namlich mit einem Maximum vor Abfall von G"'. Emulsionen mit 8%w/w WPI in der wass-
rigen Phase zeigen das geringste Speichermodul. Bei dieser Emulsion sind G' und G"
verhaltnismaRig eng beieinander. Der Verlustfaktor ist daher nahe bei 1, jedoch nicht
kleiner als 0. Es kommt danach zu tané > 1, was auf eine viskoelastischen Flussigkeit
hindeutet und einem flie3fahigen Medium. Zur steigenden Flie3fahigkeit kommt es ver-
mutlich durch Zusammenbruch des Oltropfennetzwerks, adsorbierte Molkenproteine an
der Oltropfengrenzflache bilden geringere Interaktionen, wie Protein-Protein-Interaktio-
nen, Protein-Wasser-Interaktionen, van der Waals Kraften und Wasserstoffbriickenbin-
dungen. Das enthaltene Natrium im Caseinat macht es méglich die Oltropfen sterisch zu
stabilisieren und das Netzwerk zu starken. In Abbildung 38 verglichene Emulsionen zei-
gen, dass Emulsionen mit Frischmilch, begriindet durch den niedrigeren Verlustfaktor
am Anfang tand < 1 und spaten Wechsel zu tand > 1, eine deutlich stabilere und festere
Struktur gegenliber der Deformation als alle anderen Emulsionen. Der Verlauf der Ver-
lustfaktoren der Emulsionen mit WPI oder Na-Caseinat wird im Folgenden noch gra-

phisch dargestellt.
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In Abbildung 38 werden die wichtigsten Emulsionen mit einem Olanteil von 73%w/w dar-
gestellt. Die Emulsion mit Frischmilch, welche den niedrigsten Gesamtproteingehalt auf-
weist, erreicht mit der 8%w/w Na-Caseinat in der wassrigen Phase die hdchsten Spei-
chermodule. Jedoch sind die Verlustmodule der beiden Emulsion nicht sehr eng beiei-
nander, was besagt, dass die Emulsion mit Frischmilch einen niedrigeren viskosen Anteil
im Vergleich zur Na-Caseinat-stabilisierten Emulsion. Zudem sind die Frischmilchemul-
sionen in Abhangigkeit der Deformation langer stabil, verglichen mit allen anderen Spei-
chermodulen. Emulsionen mit Na-Caseinat, WPI oder einem Mix daraus weisen eine
Grenzdeformation von zirka 1% auf, Frischmilchemulsion hingegen erst bei y;=10%.
Modellierte Milchemulsionen, das heil3t Emulsionen mit zusetzten Na-Caseinat oder
WHPI, zeigen auch nicht den charakteristischen Verlauf des Verlustmoduls, namlich mit
einem Maximum vor Abfall von G". Emulsionen mit 8%w/w WPI in der wassrigen Phase
zeigen das geringste Speichermodul. Bei dieser Emulsion sind ¢’ und G verhaltnisma-
Rig eng beieinander, der Verlustfaktor ist daher nahe bei 1, jedoch nicht kleiner als 0. Es
kommt danach zu tand > 1, was auf eine viskoelastischen Flussigkeit hindeutet und ei-
nem flieRfahigen Medium. Zur steigenden Fliel3¢fahigkeit kommt es vermutlich durch Zu-
sammenbruch des Oltropfgennetzwerks, adsorbierte Molkenproteine an der Oltropfen-
grenzflache bilden geringere Interaktionen, wie Protein-Protein-Interaktionen, Protein-
Wasser-Interaktionen, van der Waals Kraften und Wasserstoffbriickenbindungen. Das
enthaltene Natrium im Caseinat macht es méglich die Oltropfen sterisch zu stabilisieren
und das Netzwerk zu starken. In Abbildung 38 verglichene Emulsionen zeigen, dass
Emulsionen mit Frischmilch, begriindet durch den niedrigeren Verlustfaktor am Anfang
tand < 1 und spaten Wechsel zu tané > 1, eine deutlich stabilere und festere Struktur
gegenuber der Deformation als alle anderen Emulsionen. Der Verlauf der Verlustfakto-
ren der Emulsionen mit WPI oder Na-Caseinat wird im Folgenden noch graphisch dar-

gestellt.

Der typische Kurvenverlauf des Verlustmoduls mit einem Maximum vor dem starken Ab-
fall ist bei Na-caseinatstabilisierten und molkenproteinstabilisierten Emulsionen nicht zu
beobachten. Dies deutet darauf hin, dass bei Frischmilchemulsionen ein starker ausge-
pragtes Netzwerk vorhanden ist im Vergleich zu allen anderen hochkonzentrierten Emul-
sionen. Die durch das Maximum erkennbare zunehmende Deformationsenergie wird an-
schliellend zum Strukturabbau durch zunehmende Deformationen wieder verbraucht.
Frischmilchemulsionen enthalten neben Ol, Wasser und Protein noch andere Inhalts-
stoffe, wie Lactose und Mineralstoffe. Auch diese Inhaltsstoffe konnen durch Interaktio-

nen die Emulgiereffektitat beeinflussen. Considine und Mitarbeiter verdffentlichten eine
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zusammenfassende Publikation, welche unterschiedliche Interaktionen erlautert (Consi-
dine und Flanagan 2009). Vorstellbar ist auch, dass die Milchfettkugeln sich in den Zwi-
schenraumen der Oltropfen befinden und diese damit stabilisieren. Die Fettkugelmemb-

ranen stabilisieren das Milchfett und verhindern die Koaleszenz

@' 73% w/w + Frischmilch
G" 73% wiw + Frischmilch
G' 73% wiw + 8% wiw Na-Caseinat
1000 7] G" 73% wiw + 8% wiw Na-Caseinat
. —@— G' 73% wiw + 8% wiw WPI
——G" 73% wiw + 8% wiw WP|
—&— G' 73% wiw + 7% wiw Na-Cas-WPI-Mix
—{— G" 73% wiw + 7% wiw Na-Cas-WPI-Mix
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Abbildung 38 Vergleich der wichtigsten Emulsionen mit 73%w/w: hellgriin: Frischmilch; orange:
Na-Caseinat 8%w/w in wéssriger Lésung; dunkelgriin: WPI 8%w/w in wéssriger Lésung; violett:

Na-Caseinat-WPI-Mix 7% in wéssriger Lésung

Verglichen werden die ¢’ und G"' mit ihren Verlustfaktor der einzelnen Emulsionen mit
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen in Abbildung 39. Links sind Graphen der
Emulsionen mit WPI-Lésungen (a,c,e) zu sehen, rechts Emulsionen mit Na-Caseinat
(b,d,f). Es ist ersichtlich, dass es bei molkenproteinstabilisierten Emulsionen schneller
zu einem Schnittpunkt von G’ und ¢ kommt. Der Verlustfaktor steigt somit mit steigender
Deformation und steigender Zeit stetig an. Es kommt von tan§ < 1 zu tand > 1 und er-
reicht bei allen WPI-Emulsionen ein tané von nahezu 3,5 wahrend der gesamten Mes-
sung und identischen Parameter. Bei Na-caseinatstabilisierten Emulsionen kommt es
verglichen mit den WPI-Emulsionen zum spaterem Strukturzusammenbruch. Der
Schnittpunkt von G’ und G" setzt zeitlich spater ein. Die Kurve des Verlustfaktors lauft
erst konstant und steigt danach stetig an. Vor allem bei Vergleich der Konzentrationen

der Na-Caseinat, also Graph b, d, und f, ist ein Plateau des Verlustfaktors zu Beginn der
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Messung zu beobachten. Am starksten ausgepragt ist dieser bei Emulsionen mit einem
Na-Caseinat Anteil von 8%w/w in wassriger Losung. Auch erreicht dieser nur einen tané
von zirka 2,5 wahrend der gesamten Messung. Abschlieend zur Abbildung 39 I&sst sich
sagen, dass Graph f die héchste Stabilitat und das starkste Oltropfennetzwerk aufweist
und es abhangig von der Zeit und Deformation spater zum Strukturbruch kommt. Das
heil’t die Interaktionen, um das Netzwerk stabil zu halten, werden reduziert, gleichzeitig

kommt es zum Auflésen des Jamming Effektes durch zunehmende Deformation der

Emulsion.
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Abbildung 39 Vergleich Emulsionen 74%w/w und unterschiedlichen Proteinen deren Konzentra-
tion in der wéssrigen Phase: a WPI 6%w/w; b Na-Caseinat 6%w/w; ¢ WPI 7%w/w; d Na-Caseinat
7%w/w; e WPI 8%w/w; f Na-Caseinat 8%w/w; Kreis gefiillt: G'; Kreis nicht gefiillt: G"; blau Viereck:
tand

Vergleicht man Emulsionen mit unterschiedlichen Olen, ergeben sich auch unterschied-
liche rheologische Eigenschaften, wie in Abbildung 40 zu sehen. Alle Emulsionen wur-
den mit Frischmilch hergestellt. Rapsol und Erdnussdl, welche beides Vollraffinate sind,
weisen einen nahezu identischen Verlauf auf. Bei Emulsionen mit Olivendl konnte schon
wahrend der Herstellung erkannt werden, dass nicht die komplette Menge an Olivendl
emulgiert werden kann. Die Probe zur Messung wurden aus der stabilen Emulsion ent-
nommen. Beim Olivenol handelt es sich zudem nicht um ein Vollraffinat, dieses ist raffi-
niertes Olivendl mit einem geringen Anteil an nativem Olivendl. Die relativ hohen Stan-
dardabweichungen der Emulsionen mit Frischmilch zeigen, dass es sich hier um ein Na-
turprodukt handelt. Unterschiedliche Milchpackungen kénnen somit unterschiedliche
Emulsionen bilden, da nicht genau bestatigt werden kann, wie viel und welche Milchpro-
teine sich in der Emulsion befinden. Unterschiede bei der Emulsionsherstellung mit Oli-
vendl zeigte, dass nicht das komplette Ol emulgiert werden konnte, zudem hat dieses
niedrigere G'- und G"-Werte aufgezeigt. Hintergrund hierfir kdnnte vor allem die Zusam-
mensetzung sein, da es sich beim Olivendl zwar hauptsachlich und ein raffiniertes Pro-
dukt handelt, jedoch ein geringer Anteil an nativem Olivendl enthalten ist. Die Zusam-
mensetzung in den Olsduren und Farbstoffen besteht ein Unterschied zu den anderen
beiden Olen. Polyphenole, welche auch als starke oberflachenaktive Stoffe agieren, sind
auch als Unterschied zwischen den Olen zu nennen (Matissek und Baltes 2016). Weitere
Messungen mit niedrigen Olkonzentrationen sollten in weiteren Versuchen noch gepriift

werden.
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Abbildung 40 Vergleich Emulsionen mit unterschiedlichen Olen: blau: Rapsél; griin: Erdnussél;

rot: Olivendl; alle Emulsionen sind mit 73%w/w und Frischmilch

4.3.2 Frequenz-Sweep der Emulsionen

Nach Durchfiihrung des Amplituden-Sweeps wurden Frequenz-Sweeps zu verschiede-
nen Emulsionen durchgefiihrt. Der Wert fur die festgelegte Deformation y = 0,5% wurde
aus dem LVE-Bereich des Amplituden-Sweeps entnommen. In Abbildung 41 ist zu se-
hen, dass G’ > G" vorliegt und héhere Olanteile leicht hohere Module verursachen, je-
doch ist kein signifikanter Unterschied festzustellen. Alle Emulsionen zeigten einen ho-
heren elastischen Anteil wie viskosen Anteil. Die Frequenz-Sweeps bestatigen das Ver-
halten einer Dispersion und Gelen mit der Eigenschaft G’ > G"'. Der parallel leichte An-
stieg der Module zeigt eine Abhangigkeit der Frequenz. Es lasst aufgrund des leichten
Anstiegs darauf schlieRen, dass ein stabiles Strukturnetzwerk die Emulsion nur leicht
frequenzabhéngig macht. Alle Emulsionen zeigen aufgrund der groReren Oltropfenpa-
ckung den Jamming Effekt. Die GréRe der Oltropfen bei héheren Olkonzentrationen deu-
ten auf ausgepragtere gelartige Eigenschaften als bei niedrigeren Olkonzentrationen hin.
Auch Manoi untersuchte hochkonzentrierte molkenproteinstabilisierte Emulsionen und

erhielt &hnliches Verhalten beim Frequenz-Sweep (Manoi und Rizvi 2009).
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Abbildung 41 Frequenz-Sweep der Emulsionen mit 71%w/w bis 74%w/w und Frischmilch, Fre-
quenz w von 0,1 -100 rad/s; y = 0,5%; T=25°C

Vergleicht man die Emulsionen, welche mit Na-Caseinat stabilisiert sind, erhalt man ver-
glichen mit den Frischmilchemulsionen in Abbildung 41 ahnliches Verhalten. Abbildung
42 zeigt die graphische Darstellung verschieden konzentrierter Na-Caseinat-Emulsio-
nen. Alle haben einen Olanteil von 73%w/w. Emulsionen mit 8%w/w Na-Caseinat in der
wassrigen Losung zeigen das hochste Speicher- und Verlustmodul. Allgemein Uberwiegt
das elastische Verhalten dem viskosen Verhalten (G’ > G"') bei allen Emulsionen. Ein
deutlich niedrigeres Speicher- und Verlustmodul zeigen Emulsionen, welche durch Mol-
kenproteine stabilisiert sind (siehe Abbildung 43). In beiden Abbildungen ist wieder ein
leichter Anstieg mit steigender Frequenz zu verzeichnen. Die Proteinkonzentration zeigt
auch einen positiven Einfluss auf die Stabilitdt der Emulsion in den rheologischen Eigen-
schaften. So hat die Emulsion mit den héchsten Proteinkonzentrationen die die hdchsten
Moduli, unabhangig von Verwendung der Milchproteinfraktionen. Interessant ist der An-
stieg der Kurven, wenn man Na-Caseinat Emulsionen und WPI Emulsionen vergleicht.
WPI-Emulsionen zeigen eine grolRere Steigung als Na-Caseinat Emulsionen. Dies be-
sagt, dass WPI-Emulsionen einen starkeren Effekt auf eine steigende Frequenz haben.

Es konnen auch Rulckschliisse auf das zeitliche Verhalten der Emulsionen mit Hilfe der
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Frequenz-Sweeps gemacht werden. So ist eine schwache Anderung der Moduli in An-
hangigkeit der Frequenz ein Hinweis auf die Zeitstabilitat. Na-caseinatstabilierte Emulsi-
onen zeigen daher eine héhere Zeitstabilitat als WPI-stabilisierte Emulsionen. Vergleicht
man diese Ergebnisse mit der Literatur erhalt man ahnliche Verlaufe bezlglich der Ei-
genschaft der héheren Moduli mit steigendem Olanteil (Mason et al. 1997). Die rheolo-
gischen Eigenschaften zwischen den unterschiedlichen Olen wurde auch in einer ver-
gangenen Publikation untersucht. Ebenso verwendete Mattia und Mitarbeiter eine Fre-
quenz von 0,1 bis 100 und erhielt dhnliche Speichermodule, wie es in diesem Versuch
gemessen wurde. Verwendet wurden hier jedoch Eiproteine, wie es in einer Mayonnaise
der Fall ist. Der leichte Anstieg der G'-Werte wurde auch hier beobachtet, dies wird

ebenso durch die Interaktionen zwischen den Tropfen begriindet (Mattia et al. 2015).
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unterschiedlichen Na-Caseinat unterschiedlichen Molkenprotein
Konzentrationen; Olanteil 73%w/w Konzentrationen; Olanteil 73%w/w

Im direkten Vergleich kann man in Abbildung 44 Emulsionen mit Na-Caseint 8%w/w und
Molkenproteinen 8%w/w in wassriger Phasen sehen. Die Kurven der Speichermodule
und auch der Verlustmodule scheinen sich mit steigender Frequenz anzundhern. Es ist
davon auszugehen, dass eine Stabilitdt durch die kompakte Netzwerkstruktur der
Oltropfen gegeben ist. Das Netzwerk der Oltropfen kann aus den Mikroskopiebildern im

Kapitel 3.2.2 entnommen werden.
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Abbildung 44 Frequenz-Sweep (y=0,5%, 25°C): Vergleich Emulsionen mit Na-Caseinat
8% (w/w) und Molkenproteinisolat 8%(w/w)

Bei Einsatz von unterschiedlichen Olen, wie Rapsél, Erdnussdl und Olivendl zur
Emulsionsherstellung mit Frischmilch erhalt man beim Frequenz-Sweep ahnliches
Verhalten zu den andere Messungen. In Abbildung 45 werden diese graphisch
aufgezeigt, wie schon beim Amplituden-Sweep, haben Emulsionen mit Rapsdl zu
Emulsionen mit Erdnussdl kaum einen Unterschied in den rheologischen Eigenschaften.
Auch hier liegt bei allen Emulsionen das Verhalten ¢’ > G vor. Lediglich Emulsionen mit
Olivendl zeigen ein deutlich niedrigeres Speicher- und Verlustmodul verglichen mit den
anderen. Alle haben einen leichten Anstieg in den G'- und G"-Werten mit steigender

Frequenz.
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Abbildung 45 Frequenz-Sweep (y=0,5%, 25°C): Vergleich Emulsionen mit Rapsdl,

Erdnussél und Olivenédl (73%(w/w)) und Frischmilch
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4.4 Lichtmikroskopie

In Abbildung 46 ist die Heumilch mit einem Objektiv von 40x abgebildet. Diese wurde
nicht homogenisiert, daher sind hier relativ groRe Milchfetttropfen zu sehen. Die Analyse
im Particle Size Analyzer hat eine monomodale GréRenverteilung mit einem Mittelwert

von 3,042um ergeben.

Abbildung 46 Original Bio-Heumilch; nicht homogenisiert; 40fach Vergré3erung

Bei den mikroskopischen Aufnahmen sind die Oltropfen durch ihre dichte Packung
schwer zu fokussieren. Abbildung 47 und Abbildung 48 zeigen Emulsionen mit Frisch-
milch, links mit 70%w/w und rechts mit 73%w/w. In beiden Abbildungen kann man sehen,
dass keine homogenen OltropfengréRe vorhanden ist. Dies ist durch die Herstellungs-
methode einflussgebend. Die aus der Literatur vorgestellten Modelle wurden hiermit be-
statigt, so kommt es ab einem Olanteil von 70%w/w zu einem Modell, in welche die
Oltropfen wie in einem Kafig gehalten werden. Sie sind zudem nicht mehr als kugelférmig
zu sehen, sondern stoRen direkt an benachbarte Oltropfen und bilden eine leicht po-
lyedrische Struktur. Weitere Olkonzentrationen haben &hnliche Ergebnisse gezeigt, wel-
che mit dem bloRem Auge keinen Unterschied zeigten.
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Abbildung 47 Mikroskopieaufnahme einer Abbildung 48 Mikroskopieaufnahme einer
konzentrierten Emulsion; 40fache Vergr6Be- konzentrierten Emulsion; 40fache Vergréf3e-

rung; 70%(w/w) und Frischmilch rung; 73%(w/w) und Frischmilch

Zur Probenvorbereitungen fiir die GréRenbestimmung der Oltropfen wurden Mischungen
mit einem Komponentenverhaltnis von 1:9 mit SDS-Lésungen hergestellt. Abbildung 49
zeigt den Unterschied zwischen den Versetzten mit MilliQ-Wasser, einer 1%iger SDS-
Lésung und 0,2%igen SDS-Ldsung. Das letztere wies ein Verhalten auf, bei denen die
Oltropfen nicht aggregierten. Ziel war es keine Aggregate im Partikelanalyzer zu messen

und damit eine verfalschte Grofenverteilung zu erhalten.

Abbildung 49 Vergleich der Mischungen der Emulsion (70%w/w) (1:9) zur Probenvorbereitung
(10fache VergréBRerung): links: MilliQ-Wasser; Mitte: 1%ige SDS-Lésung; rechts: 0,2%ige SDS-

Lésung

Auch die mikroskopischen Aufnahmen bestatigen den deutlichen Unterschied der Mit-
telwerte von WPI-Emulsionen und Na-Caseinat-Emulsionen. Nach Herstellung einer
0,2%igen SDS-Lésung mit MilliQ-Wasser und darauffolgenden Verdinnung der Probe

in einem Mischungsverhaltnis von 1:9, werden wie in den Aufnahmen in Abbildung 50
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zu sehen, unterschiedlich groRe Oltropfen beobachtet. Zu beachten ist jedoch auch,
dass es sich bei Mikroskopieaufnahmen um eine Momentaufnahme eines eingeschrank-

ten Ortes, dem sichtbaren Feld, handelt.

Abbildung 50 Vergleich verdiinnte Emulsionen (9:1) mit 73%(w/w) Olanteil, 40fache VergréRe-
rung; links: mit 8% (w/w) WPI; rechts: mit 8%(w/w) Na-Caseinat
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4.5 Thermische Eigenschaft der Emulsionen

Untersuchungen der thermischen Eigenschaften der hergestellten Emulsionen kann
mehr Erfahrung tber eine Gelierung bringen. Eine Gelierung kann dann beobachtet wer-
den, wenn sich ein starkes Netzwerk wahrend der Temperaturanderung ausbildet, bei-
spielsweise durch die Proteine. Ausgedrickt wird dies durch den Anstieg der Speicher-

und Verlustmodule wahrend Messung.

Auf der yi-Achse sind Speichermodul G' und Verlustmodul ¢" in Pascal logarithmisch
gegenuber der Zeit in Minuten aufgetragen. Die Temperatur ist auf der zweiten y-Achse
rechts aufgetragen. Die Messung beginnt bei 4°C steigt auf 80°C und sinkt anschliel3end
wieder auf 4°C. Das Temperaturprofil ist so gewahlt, dass die Aufheizung genauso lang

bendtigt, wie die Abkuhlung.

Das in Abbildung 51 gezeigte Temperaturprofil ist eine Emulsion mit Frischmilch und
einem Olanteil von 74%w/w. Der elastische Anteil G’ der Probe Uberliegt dem viskosen
Anteil G" in der gesamten Messung. Gleichzeitig ist ein stetiger Anstieg zu beobachten,
verstarkt kommt es nach der Erreichung von 80°C, dort steigen G’ und G" starker an. Es
zeigt, dass es zur zunehmenden festeren, gelartigen Struktur kommt, welches durch die
Erhitzung der Probe verursacht wird. Bei der Erhitzung kommt es auch zu Interaktionen

zwischen adsorbierten und nicht adsorbierten Proteinen (Singh und Ye 2009).
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Abbildung 51 Emulsionen mit Frischmilch; Temperaturprofil 4°C-80°C-4°C; w= 10 rad/s;
y=0,5%; Olanteil 73%w/w
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Bei Uberprifung des Temperatureinflusses der Emulsionen mit ausschlieBlich Na-Ca-
seinat, hat wie in Abbildung 52 zu sehen ergeben, dass auch ein stetiger Anstieg der G’
-und G" -Werten bei allen Konzentrationen von 5%w/w, 6%w/w und 8%w/w in der wass-
rigen Phase zu beobachten sind. Ebenso Uiberwiegt der elastische Anteil gegenlber dem
viskosen Anteil wahrend der gesamten Messung (G’ > G''). Bei Emulsionen mit einer
Konzentration von 8%w/w in der wassrigen Phase ist zu Beginn der starkste Anstieg zu
verzeichnen, jedoch nach Erreichung des Maximums ein Abfall von Speicher- und Ver-
lustmodul. Zudem verlaufen G'-Kurven nahezu parallel zu den zugehérigen G"-Kurven.
Bei Erhdhung der Proteinkonzentration ist eine schnellere Aggregation und Gelbildung
zu beobachten, dies erwahnt auch Singh in seiner Publikation. Auch weist er darauf hin,
dass mit Erwarmung adsorbierte Proteine mit nicht adsorbierten Proteinen besser inter-
agieren. Erklart wird dies durch die Denaturierung der nicht adsorbierten Protein, da die

Hydrophobizitat wahrend der Denaturierung steigt (Singh und Ye 2009).
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Abbildung 52 Emulsionen mit unterschiedlichen Na-Caseinat Konzentrationen; Temperaturprofil
4°C-80°C-4°C; w= 10 rad/s; =0,5%; Olanteil 74%w/w

In Abbildung 54 sind molkenproteinstabilisierte Emulsionen zu sehen. Ebenso sind hier
Uber den gesamten Messungszeitraum G’ grofer als G". Zu Beginn ist ein eher niedriges
Niveau der beiden Moduli zu sehen, jedoch schon ab zirka 65°C kommt es zum steilen

Anstieg von Speicher- und Verlustmodul. Auch nach Erreichung des Maximums von
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80°C steigen diese weiter an. Erst bei Abklhlung ab zirka 55°C verlaufen die Werte in
einem Plateau. Emulsionen mit 8%w/w Molkenprotein in der wassrigen Phase haben
den Verlauf mit den hochsten Speicher- und Verlustmodulen. Der Verlauf weist darauf-
hin, dass sich bei Erhitzung der Proben eine Gelstruktur bildet und das Netzwerk damit
stark stabilisiert. Dies zeigt die Gelbildung der WPI Uber Disulfidbriicken (Cystein), wel-
che zwischen 65°C und 72°C vernetzen (Visschers und Jongh 2005). Im Allgemeinen
zeigen Molkenproteine durch ihre Hitzeempfindlichkeit diesen Effekt. In Abbildung 53 ist
die gelartige Probe nach Durchfiihrung des Temperaturprofils zu sehen. Es scheint als

hatte sich eine irreversible Struktur gebildet, welche relativ fest ist.
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Abbildung 54 Emulsionen mit unterschiedlichen Molkenprotein-Konzentrationen, Temperatur-
profil 4°C-80°C-4°C; w= 10 rad/s; y=0,5%; Olanteil 74%w/w

In Abbildung 55 ist der Vergleich der Kurven der Na-caseinatstabilisierten Emulsion mit
8%w/w und molkenproteinstabilisierten (WPI) Emulsion mit 8%w/w dargestellt. Ver-
gleicht man die maximal erreichten Werte des Speicher- und Verlustmoduls, ist ein deut-
licher Unterschied zu sehen. In Tabelle 17 sind die gerundeten Werte dargestellt. Die
Werte der WPI-Emulsion sind zirka ein sechsfaches gréer als die der Na-Caseinat

Emulsionen.
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Tabelle 17 Vergleich der G'- und G"-Werte (gerundet) der Emulsionen mit Na-Caseinat und WPI

Modul Na-Caseinat-Emulsion WPI-Emulsion
G' [Pa] 20.900 124.000
G [Pa] 2.600 15.300

b —G' 74% + WPI18% - 80

E —G" T74% + WPI8%
—G' 74% + Na-Cas 8%
G" 74% + Na-Cas 8%
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Abbildung 55 Vergleich der Emulsionen mit jeweils 8%w/w WPI und 8%w/w Na-Caseinat; Tem-
peraturprofil 4°C-80°C-4°C; w= 10 rad/s; y=0,5%, Olanteil 74%w/w

Die Erhitzung und anschlieflende Abkihlung der Emulsionen mit Hilfe von Temperatur-
profilen von 4°C - 80°C - 4°C zeigt eine starke Anderung der rheologischen Eigenschaf-
ten aller untersuchten Emulsionen. Ursachlich fur diesen Effekt ist der Energieeintrag
durch Temperaturerhéhung und damit die Veranderung der strukturellen Eigenschaften
der Proteine. Molkenproteine sind bekannt fir ihre Hitzeempfindlichkeit, bei Tempera-
turdanderung einhergehende (irreversible) Veranderung der sekundaren und tertiaren
Strukturen. Durch die Erwarmung kommt es zur Denaturierung der Molkenproteine, was
wiederum zur Starkung der Adsorption und Festigkeit fuhrt. Auch wird in der Literatur
beschrieben, dass mit steigender Proteinkonzentration die Denaturierungstemperatur

sinkt. Die Denaturierung bewirkt hydrophobe Interaktionen und Disulfidbindungen, mit
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diesem konnte Chen und Dickinson die steigenden G‘-Werte der Molkenproteinemulsio-
nen bei steigender Temperatur auf 85°C erklaren. Auch erklaren sie die steigenden G'-
Werte wahrend der Abkihlung von 85°C auf 30°C durch die verstarkten Wasserstoffbru-
ckenbindungen. Eine komplette Ubertragung der Interpretation der Werte, mit denen der
hochkonzentrierten Emulsionen kann nicht durchgeflinrt werden (Chen und Dickinson
1997). Knudsen und Mitarbeiter untersuchten spezifisch g-lactoglobulin und deren De-
naturierungsgrad auf die rheologischen Eigenschaften. Einen deutlichen Unterschied
gab es zwischen nativen und erhitzten Molkenproteinen (bei 69°C). Das Speichermodul
war bei erhitzen Proteinen deutlich hoher als bei nativen, erklart wird dies durch die ober-
flachenaktiven Proteine, welche auf den Oltropfen adsorbiert sind. Auch hier werden
steigende Hydrophobizitat und verstarkte Bildung von Aggregaten als Ursache der er-
hohten G'-Werte genannt (Knudsen et al. 2008). Bei der Herstellung von herkémmlicher
Mayonnaise auf Eibasis kommt es ebenso durch die Erhitzung der Emulsion zur Dena-
turierung der Eiproteine, welche die Oltropfen dann stabilisieren (van Nieuwenhuyzen
und Szuhaj 1998). Der ersichtliche Plateauwert nach Erhitzung der Emulsionen kann als
Gelierung betrachtet werden, da das Speicher- und Verlustmodul auf hohem Niveau ver-
bleibt und nicht wieder absinkt. Lediglich bei den Na-Caseinat-Emulsionen ist ein leich-
tes Absinken zu beobachten. Dies weist darauf hin, dass das Na-Caseinat, aufgrund der
héheren Stabilitat, weniger auf die Erhitzung reagieren als Molkenproteine. Das Spei-
chermodul und Verlustmodul sinken zum Ende leicht ab und die Emulsion wird daher
weicher und ist nicht so stabil wie die Gelstruktur, die durch das WPI gebildet wird. Als
Fehlerquelle bei der Durchfiihrung der Temperaturprofile kann trotz Isolierung auch die
Trocknung der Probe durch die Erhdhung der Temperatur sein. Dies kann zusatzlich zur
Erhéhung des Speicher- und Verlustmoduls fihren. Um weitere verlassliche Ergebnisse
Uber die thermischen Eigenschaften der Emulsionen zu erhalten, missen weitere Kon-
trollmessungen durchgefihrt werden. Aufgrund der zeitlichen Begrenzung konnte dies

nicht durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ein wichtiges Ergebnis ist, dass mit Hilfe von Milchproteinen eine hochkonzentrierte,
stabile Emulsion mit sichtbarem Jamming-Effekt herzustellen ist. Beide Fraktionen der
Milchproteine Caseine und Molkenproteine eignen sich als Emulgatoren, wobei das Na-
Caseinat eine deutlich bessere Effektivitat bei der Emulgierung hat als Molkenproteiniso-
late. Die erzielten TropfengrofRen in Abhangigkeit der Proteinkonzentration hat eine stark
negative Korrelation ergeben, welche auch die visuelle Beobachtung der Stabilitat be-
statigte. Natrium-Caseinat-Emulsionen haben die geringsten OltropfengréRe erreicht.
Die geringste OltropfengroRe war im Mittel 5,19um bei einer Emulsion von 73%w/w
Rapsol und 8%w/w Na-Caseinat-Lésung. Zur Uberpriifung der Stabilitat kdnnten weitere
Methoden Anwendung finden, wie beispielsweise die Zentrifugation mit Bestimmung des
freien Ols. Hierbei kann untersucht werden, ob sich eine Korrelation zwischen Protein-
einsatz und Stabilitatsindex ergibt. Weiterhin kénnen zur Uberpriifung der Stabilitat auch
Messung der Grenzflachenspannung mittels eines Tensiometers durchgefihrt werden.
Geringe Grenzflachenspannungen deuten auf stabile Emulsionen hin. Weitere Untersu-
chungen des Temperatureinflusses wahrend der Emulsionsherstellung sollten noch wei-
ter untersucht werden. Die Resultate der Messungen bei Temperaturanderung ergaben
teilweise starke Einflisse, indem das Speicher- und Verlustmodul wahrend der Aufhei-
zung stark anstieg. Hierbei haben Emulsionen mit Molkenproteinisolaten den starksten
Anstieg gezeigt. Emulsionen mit Na-Caseinat stabilisiert waren in den ¢’- und G''-Werten
lediglich ein Sechstel verglichen mit den WPI-Emulsionen. Frischmilchemulsionen ha-
ben den geringsten Effekt auf die Temperaturanderung gezeigt. Wobei Emulsionen aus
Frischmilch beim Amplituden-Sweep die héchsten Moduli zeigten, trotz der geringen Ge-
samtproteinkonzentration. Weitere Versuche sollte hier klaren, welche Inhaltsstoffe der
Milch hier noch zur Emulgierung beitragen und welche Rolle das Milchfett spielt. Die zu
Beginn gestellte Fragestellung, inwieweit sich Milchproteine als Emulgatoren in hoch-
konzentrierten Emulsionen eignen, konnte im Detail beantwortet werden. Auch konnten
nahere Ergebnisse zu den beiden Milchproteinfraktionen, den Caseinen und Molkenpro-
teinen erzielt werden. Der Unterschied der Wirkung als Emulgator in hochkonzentrierten
Emulsionen sollte in Zukunft noch zwischen Natrium-Caseinat und nativen Caseinen un-
tersucht werden. In der Forschung wird verstarkt Na-Caseinat verwendet, da dies was-
serl@slich ist und in vorliegenden Verdéffentlichungen sehr gute Emulgiereigenschaften

aufzeigten. Der Jamming-Ubergang konnte durch das Emulsionsherstellungsverfahren,
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dem Ultra Turrax, beobachtet werden. Um genauere Einflisse des Herstellungsverfah-
rens auf Emulsionen mit Jamming Effekt feststellen zu kénnen, ist in weiteren Forschun-
gen das Hochdruckhomogenisierverfahren, Membranverfahren und Ultraschallverfahren
zu vergleichen. Es ist zu priifen, ob andere Verfahren noch geringere OltropfengréRen
erreichen, ob diese homogen vorliegen und eine monomodale GréRenverteilung aufzei-

gen.

Langzeitstabiltiat ist auch in der Industrie ein wichtiger Parameter, dieser konnte im Rah-
men der Master Thesis aus zeitlichen Grunden nicht untersucht werden. Jedoch ist die-
ser bedeutend und sollte in weiteren Untersuchungen wissenschaftlich mit geeigneter
Methode bestimmt werden. Die visuelle Beobachtung in der vorliegenden Arbeit ist sub-
jektiv und sollte nicht als wissenschaftlich exakte Methode verwendet werden. Zum Ver-
gleich zu anderen Messungen haben diese wichtigen unterstiitzenden Hinweise gege-
ben. In weiteren Forschungen sollte eine angemessene Methode, wie schon in den the-
oretischen Grundlagen erwahnt, verwendet werden. Zum Beispiel kdnnte eine mdgliche
Methode, wie Knudsen 2008 in seiner Veroéffentlichung ,,Droplet surface properties and
rheology of concentrated oil in water emulsions stabilized by heat-modified beta-lacto-
globulin® verwendet werden. Die Methode der mehrfachen Zentrifugation und anschlie-
Render Grélenausschlusschromatografie stellt jedoch eine sehr umfangreiche For-

schung dar.

Auch sollte der Denaturierungsgrad der verwendeten Proteine, insbesondere der der
hitzeempfindlichen Molkenproteine bekannt sein. Der Denaturierungsgrad gibt an, wie
stark sich die Struktur der Proteine mit Hilfe von beispielsweise Temperatur, mechani-
schen Einflussen und weiteren Faktoren verandert. Die Eigenschaften als Emulgator zu
wirken, ist abhangig davon die Proteinstruktur. Proteininteraktionen und Verdrangung
der Proteine untereinander wurden schon in vergangenen Publikationen untersucht. Zu-
sammenfassend sind die Ergebnisse im Sammelwerk von McSweeney und O'Mahony
dargestellt (McSweeney und O'Mahony 2016).

Weiterhin ist zu untersuchen, inwieweit sich das Liu-Nagel-Phasendiagramm auf milch-
proteinstabilisierte Emulsionen Ubertragen Iasst. In weiteren Forschungen muss geklart
werden, wie sich milchproteinstabilisierte Emulsionen auf die Parameter Temperatur,
mechanische Beanspruchung und Dichte verandern. Vor allem die Anderung der Trop-
fengroRe, rheologische Eigenschaften, sowie thermische Eigenschaften lassen weitere

Fragen offen.
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Nach Durchflihrung dieses Master Thesis konnte explizit geklart werden, ob sich nicht
homogenisierte Frischmilch als kontinuierliche Phase bei der Emulsionsherstellung mit
Rapsdl mit hohen Konzentrationen eignet. Rheologische Eigenschaften gaben eine de-
taillierte Auskunft Gber das Verhalten der Emulsionen mit Jamming Effekt. Der Unter-
schied zwischen den Milchproteinfraktionen konnte mit Vergleich der Literatur und ein-

zelnen Messungen genau erarbeitet werden.
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Anhang 1 Vorgehensweise der Berechnung des Korrelationskoeffizienten r fiir das Beispiel der Na-caseinatstabilisierten Emulsion mit 73%w/w

Olanteil; Export aus Excel, verglichen mit Origin

Protein- T

konzent- ropfen- . _ _ _ . _ _ _ _ _

ration x; groBe y; Mittelwert y Yi—y X — X Mittelwert x x;i—%)-(y; —¥) (yi — 5)? (x; — X)?

[%w/w] [um]
4 12,429 2,695 -2 -5,390 7,263 4
4 14,677 4,943 -2 -9,886 24,436 4
4 14,748 5,014 -2 -10,028 25,141 4
5 10,520 0,786 -1 -0,786 0,618 1
5 10,757 1,023 -1 -1,023 1,047 1
5 10,864 1,130 -1 -1,130 1,277 1
6 10,149 0,415 0 0 0,172 0
6 11,361 9,734 1,627 0 6,000 0 2,646 0
6 11,722 1,987 0 0 3,950 0
7 7,727 -2,007 1 -2,007 4,028 1
7 7,752 -1,982 1 -1,982 3,930 1
7 7,732 -2,002 1 -2,002 4,009 1
8 5,212 -4,522 2 -9,045 20,451 4
8 5,180 -4,555 2 -9,109 20,744 4
8 5,182 -4,552 2 -9,103 20,718 4

Summe -1,776E-14 -61,492 140,427 30

. - L =)y —y) 61,49
Korrelationskoeffizient TNa—caseinat = \/f(xi C 230 -3 = i3042-30 = —0,947




Anhang 2 Mittelwerte der Proben in um: frisch; nach 5 Tagen; nach 11 Tagen

Probe frisch [um] nach 5 Tagen [um] | nach 11 Tagen [um]
72%+5%Na-Cas. 11,29 11,60 10,79
73%+5%Na-Cas. 10,71 10,67 10,32
74%+5%Na-Cas. 8,937 10,06 9,98
72%+5%WPI 23,23 24,52 24,94
73%+5%WPI 22,23 24,15 27,16
74%+5%WPI 20,92 22,04 22,92
72%+6%Na-Cas. 10,27 9,42 10,28
73%+6%Na-Cas. 9,76 9,15 9,11
74%+6%Na-Cas. 9,11 9,12 8,769
72%+6%WPI 20,20 21,52 22,51
73%+6%WPI 21,71 21,24 22,20
74%+6%WPI 20,20 19,81 20,44
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