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1. Einleitung

Definition: Milch ist die aus Milchdrisen weiblicher Saugetiere
abgesonderte Flissigkeit. Sie enthalt als ausschlief3liche Nahrung des
heranwachsenden Lebewesens alle wichtigen N&hrstoffe. Unter Milch
als Handelsware versteht man heute lediglich die Kuhmilch.

Dieser Vortrag beschrankt sich auf die Betrachtung der Kuhmilch. Sie
spielt fur die Ernahrung eine bedeutende Rolle, so betrug z.B. die
Produktion an Kuhmilch 1990 weltweit: 445 507 000 t.

Die Inhaltsstoffe der Milch sind:

- Wasser - Mineralstoffe
- Proteine - Vitamine
- Fette - Aromastoffe
- Kohlenhydrate - Enzyme

Die Inhaltstoffe mit dem grof3ten Massenanteil sind in folgender Tabelle
dargestellt:

Inhaltsstoffe der Milch (in %)

3,9~ |32 0,7

4,6 @ Wasser

B Kohlenhydrate
M Fette

O Proteine

O Mineralstoffe

87,6
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Die Bedeutung der Milch fur die Erndhrung ist an folgender Tabelle zu
erkennen. Abgebildet ist die Nahrstofftagesbedarfsabdeckung:

Nahrstofftagesbedarfsabdeckung
eines Erwachsenen (75 kg) durch 0,51

Vollmilch
%
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Im folgenden wird die Betrachtung auf die Lipide und Proteinen und ihre
Bedeutung fur Milch und Milchprodukte eingeschrankt.

2. Lipide und ihre Bedeutung fiar Milch und Milchprodukte

Die Lipidfraktion der Milch setzt sich folgendermalien zusammen:

Beispiele aus der

Lipidfraktion

Anteil an Gesamtlipid %

Triacylglyceride
Diacylglyceride
Monoacylglyceride
Ketosaureglyceride

Freie Fettsauren
Phospholipide
Sphingolipide
Sterine

Hydroxysaureglyceride

95-96
1,3-1,6
0,02-0,04
0,9-1,3
0,06-0,08
0,1-0,4
0,8-1,0
0,06
0,2-0,4
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Hervorgehoben werden die Triacylglyceride, da sie den grofdten
Massenanteil einnehmen, die Monoacylglyceride, die eine besondere
Funktion bei der Verdauung haben und die Phospholipide, die bei der
Emulsionsbildung des Fettes in Milch als Emulgator wirken.

2.1. Emulsionstyp von Milch und Butter:

In einem ersten Versuch wird demonstriert, dass Milch und Sahne O/\W-
Emulsionen sind. Milch und Sahne sind mit Wasser verdunnbar ohne
dass eine Phasentrennung erfolgt.

Versuch 1: Verdinnen von Milch und Sahne mit Wasser
Anleitung: In jeweils einem Demoreagensglas werden Milch und Sahne

mit Wasser verdunnt. Es tritt keine Phasentrennung auf.

Betrachtet man die Struktur der Fettverteilung in der Milch lasst sich
beobachten, dass kleine Fetttropfen im Plasma fein verteilt vorliegen.
Milch ist eine O/W-Emulsion in einer grob dispersen Form. Schematisch
lassen sich die Fetttropfchen in der Milch folgendermalien darstellen:

Schematische Darstellung der Fetttropfchen

Hydrathulle

Phospholipide

ipopratenge mit Glycpproteid-Anteilen

Hierbei betragt der Durchmesser der Fettkugelchen 0,1 bis 10um und die
Schichtdicke der Hulle etwa 8 — 9 nm.
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Die Phospholipide fungieren als Emulgator. Aufgrund ihrer Struktur
wirken sie als amphiphile Teilchen, die Membranen und Micellen bilden
konnen.

Phospholipid

|
n
") 0 polare Kopfgruppe

ll
NSNS GO CH
(m)

unpolare Schwanzgruppen HZC—O—IQ—OR"

%

Mit dem nachsten Versuch soll gezeigt werden, dass Butter ein W/O-
Emulsion ist.

Versuch 2: Anfarben von Butter

Material:
- Projektionsmikroskop
- Objekttrager
- Deckglaser
- Morser

Chemikalien:
- Butter
- Sudanrot B
- Methylenblau

Anleitung:
Im Morser wird ein Stick Butter mit einer Spatelspitze Sudanrot B und
einer Spatelspitze Methylenblau gut verrieben. Die so angefarbte Butter
wird unter dem Mikroskop betrachtet. Es ist deutlich die rdétlich
angefarbte Fettphase und die darin blau angefarbten Wassertropfen
erkennbar.
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Auswertung:

Sudanrot B ist ein fettloslicher Bisazofarbstoff. Er farbt die Fettphase
rotlich.

H3C
N
N4N N Sudanrot B

Methylenblau ist ein wasserldslicher Phenothiazinfarbstoff. Er farbt die
im Fett eingeschlossenen Wassertropfen blau.

/N
‘ O Methylenblau
X Cl
(H3C)2N @% N(CH3)2

Die Umkehr des Emulsionstyp von Milch zu Butter erklart sich aus dem
Herstellungsprozess der Butter. Sie wird durch den mechanischen
Vorgang des Knetens und der Butterung bewirkt. Der
Herstellungsprozess von Butter ist im folgendem schematisch
dargestellt:
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Herstellung von Butter

Rohmilch Entrahmungsseparator
(vorgereinigt) > (Zentrifuge)

Y v

Rahm (Sahne) Magermilch

v

Butterung, Kneten

I I

Butter Buttermilch

2.2 Triacylgliceride der Milch

Triacylgliceride sind Ester aus Glycerin und Fettsduren. |hre Struktur
ergibt sich wie folgt:

Allgemeine Darstellung eines Triacylglycerides

Glycerin Fettsauren
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Die Triacylgliceride der Milch setzen sich aus unterschiedlichen
Fettsauren zusammen. Einige Beispiele werden tabellarisch dargestellt:

Beispiele von Fettsauren der Triacylglyceride in der Milch
Fettsauren Gew. % C-Atome

Buttersaure 2,79 4

Caprinsaure 3,04 10

Myristinsaure 8,94 14 gesattigt
Palmitinsaure 23,8 16

Stearinsaure 13,2 18

Olsaure 255 18

Linolsaure (essentiell) 2,1 18 ungesattigt
Linolensaure (essentiell) 0,38 18

Im nachsten Versuch wird nun zuerst eine Verseifung der
Triacylglyceride der Butter und anschlieRend Buttersaure in Butter als
Buttersaureethylester nachgewiesen.

Versuch 3a: Verseifung der Triacylglyceride von Butter

Material:

- Bunsenbrenner

- Demoreagensglas
- Spritzflasche

Chemikalien:

- 10 g Butter
- einige Platzchen KOH
- dest. Wasser

Anleitung:

Die Butter und die KOH Platzchen werden in das Reagensglas gegeben.
AnschlieBend wird das Gemisch Uber dem Bunsenbrenner einige
Minuten erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird ein Teil des
Reaktionsgemisches abgetrennt und fur einen folgenden Versuch
aufgehoben. Zum zweiten Teil des Reaktionsgemisches wird etwas dest.
Wasser gegeben. Beim Schdtteln tritt eine Schaumbildung auf.
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Auswertung:

Die Schaumbildung wird durch die entstandenen Seifen bewirkt, es hat

eine alkalische Esterhydrolyse stattgefunden.

Reaktion:

Triacylglycerid + 3 K"OH" ——> Glycerin + 3 R-COO K*

Der Reaktionsmechanismus der Verseifung lasst sich folgendermalien

darstellen:
Mechanismus der Verseifung (Bac2)
H H C\
H,C—C—C—0—C S
| [ + OH
P, °
o=C C=0

R R (langsam) OH
\\ H Ho ™ | A~
2
| C'

o O O
H Mo o-¢ ¢=0 =
H2C|3_C_C_C@ / 1]
? )
el
R R NN
VA
O H H
HoG—C—C—Or
o O o
o=C C=0 © e
[ J/
R o!
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Versuch 3b: Nachweis der Buttersaure in Butter als
Buttersaureethylester

Material:
- 2 Demoreagensglaser
- 2 Pipetten

Chemikalien:

- abgetrenntes Reaktionsgemisch aus Versuch 3a
- Glaswolle

- konz. Schwefelsaure

- Ethanol

Anleitung:

Zu dem Reaktionsgemisch aus Versuch 3a gibt man im Uberschuss
Ethanol. AnschlieBend wird mit konz. Schwefelsaure angesauert. Mit
einer Pipette werden einige Tropfen aus dem Reaktionsgemisch
vorsichtig auf Glaswolle, die sich in einem Demoreagensglas befindet,
aufgebracht. Bei der so hergestellten Probe ist ein Geruch von Ananas
wahrzunehmen.

Auswertung:

Der Ananasgeruch stammt vom entstandenen Buttersaureethylester. Es
hat eine saurekatalysierte Veresterung mit der in Versuch 3a u.a.
freigewordenen  Buttersaure und dem zugegebenen Ethanol
stattgefunden.

Saurekatalysierte Veresterung

H,O
H»,SO
/O 2°Uy +
CaHr—C&  ~ HO—C2Hs
OH I
C3H7_C_O_CQH5
Buttersaure Ethanol

Buttersaureethylester
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Der Mechanismus der Reaktion lasst sich wie folgt beschreiben:

Mechanismus der saurekatalysierten Veresterung (Aac2)

o+ H® oH ﬁ?o—csz

C3H7—C\/ CoHr— & ®
OH OH (langsam)
OH CoHs OH
-/ | - H,0
C3H7_?_O\G'> C3H7_?_O_C2H5
OH H o)
H/@\H
H
| y®
0 © I
| C3H;—C—0—C5Hs5

2.3. Verdauung von Milchfett

Im Dinndarm werden die Triacylgliceride der Milch mit Hilfe der
Pankreaslipase in Fettsauren und Monoacylglyceride gespalten.
(Gallensaure fungiert bei diesem Vorgang als Emulgtor)

Die Pankreaslipase ist ein kolloid-wasserlosliches Protein dessen pH-
Optimum bei ca. 8 liegt.

Die entstehenden Monoacylglyceride sind im Dunndarm leicht
resorbierbar. Sie konnen zudem Micellen ausbilden und unterstutzen
damit die Aufnahme von Fetten und fettloslichen Vitaminen in die
Darmwand.

In nachsten Versuch soll die Spaltung von Milchfetten in Fettsauren und
Monoacylgliceriden mit Pankreaslipase anhand einer pH-Wert Anderung
demonstriert werden.
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Versuch 4: Verdauung von Milchfett

Material:

- Magnetruhrer mit Thermofuhler
- 2 Becherglaser (250 ml)

Chemikalien:

- frische Vollmilch
- 0,1 molare NaOH-L6sung

- Phenophthalein
- Pankreaslipase

Anleitung:

Man fallt 100 ml frische Vollmilch in ein Becherglas. Nach Zugabe von

Phenophtalein wird so lange 0,1 molare NaOH zugegeben, bis der

Umschlagspunkt des Indikators erreicht wird und die Milch rétlich gefarbt
ist. Eine Halfte der so erhaltenen Losung wird als Vergleichsprobe in ein
zweites Becherglas abgetrennt.
Die andere Halfte wird auf ca. 37° C erwarmt und eine Spatelspitze
Pankreaslipase zugegeben.
Nach wenigen Minuten wechselt die Farbe der Losung von Rot nach

Weill.

Auswertung:

Es hat folgende Reaktion stattgefunden:

Reaktion:

I
H,C—O—C—R

i
HC—O—C—R'

[
H,C—0—C—R"

Triacylglycerid

Pankreaslipase

EE—
+ 2 Hy,O

H,C—OH

I
HC—O—C—R'

H2C_OH

Monoacylglycerid

|
HO—C—R

i
HO—C—R"
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Die bei der Spaltung der Triacylgliceride freiwerdenden Fettsauren
bewirken ein Sinken des pH-Wertes bis unter den Umschlagspunkt des
Indikators.

3. Proteine und ihre Bedeutung fir Milch und
Milchprodukte

Proteine sind natirlich vorkommende Polypeptidmolekile. Sie setzen
sich aus Aminosauren, die Uber Peptidbindung miteinander verknupft
sind, zusammen. Dabei bildet die Sequenz der Aminosauren die
Primarstruktur des Proteins.

Beispiel einer Primarstruktur:

Primarstruktur eines Tripeptids

R O R"
® T q | o
H3N—C—C— —l‘\l—C—COO
H H H
Aminosaure 1 Aminosaure 3

Die Peptidbindung besitzt einen partiellen Mehrfachbindungscharakter.
Dabei nehmen das Sauerstoff-, Kohlenstoff-, Stickstoff- und
Wasserstoffatom eine planare Anordnung an. Diese Eigenschaften
konnen mit Hilfe der mesomeren Grenzstrukturen der Peptidbindung
verdeutlicht werden.

Peptidbindung

_ B @/ \ _
o)
N/ X
C—N\I -~ CZN\@
/TN /N
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In dem folgenden Versuch sollen Proteine der Milch anhand dieser
Struktur der Peptidbindung nachgewiesen werden.

Versuch 5: Biuret- Reaktion mit Milch

Es handelt sich bei der Biuret- Reaktion um eine allgemeine
Nachweisreaktion fur Proteine. Es sind mindestens zwei CO-NH-
Gruppen in einem Molekul nétig um die Bildung des Nachweiskomplexes
( ein Kupferkomplexes) zu ermdglichen.

Material:
- Demoreagensglas
- Pipette

Chemikalien:
- Milch
- 2 molare NaOH
- verd. CuSO, -Ldsung

Anleitung:

20 ml Milch werden mit 20 ml 2 molarer NaOH versetzt. Bei Zugabe von
wenigen Tropfen verd. CuSO, — Loésung tritt eine intensive Violettfarbung
auf.

Auswertung:
Die Violettfarboung wird durch einen  Kupfer-Protein-Komplex
hervorgerufen.

Protein-Kupfer-Komplex

|
_ |
N e s
o~ =
H— IN—H
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3.1. Aminosauren der Milchproteine

Die in den Milchproteinen vorkommenden Aminosauren lassen sich nach
den Eigenschaften ihrer Reste in vier Gruppen aufteilen, in neutral
unpolar, neutral polar, sauer und basisch. In einer Tabelle werden ihre
Massenanteile am Gesamtprotein der Milch dargestellt:

Aminosaurezusammensetzung von Gesamtprotein der Milch (g Aminosaure/

100g Protein)

Neutral unpolar:
Aminosaure Anteil

L-Alanin 3,7
Glycin 2,2
L-Isoleucin 6,2
L-Leucin 10,4
L-Phenylalanin 5,3
L-Prolin 10,2
L-Valin 6,8
Sauer:

Aminoséaure Anteil
L-Asparaginsaure 8,2
L-Glutaminsaure 22.8

essentielle Aminosauren

Neutral polar:
Aminoséaure

L-Cystein
L-Methionin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

Basisch:
Aminosaure

L-Arginin
L-Histidin
L-Lysin

Anteil

0,8
2,9
5,8
4,8
1,5
5,4

Anteil

3,6
2,8
8,3

Bei den Aminosauren handelt es sich um a-Aminosauren, die L-

Konfiguration besitzen.

Aus jeder Gruppe soll die Struktur der Aminosauren anhand eines

Beispiels gezeigt werden:

Chemie in der Schule: www.chids.de
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neutral unpolar:

Beispiele von Aminosauren

neutral polar:

Phenylalanin Cystein
O
® il o ® §

e H3N—C|3H-C—O@

CH» (|3H2
SH
sauer: basisch:

Asparaginsaure Lysin

I
®@ 9 H2N—C|)H-C—O@
[

HsN—CH—c—o@ |CH2
C|3H2 C|3H2
|C:O (|'3H2
OH lCH2

® NH3

Mit dem nachsten Versuch sollen nun spezielle Aminosauren der Milch
nachgewiesen werden.

Versuch 6: Xanthoproteinreaktion mit Milch

Die Xanthoproteinreaktion ist ein spezieller Nachweis flr aromatische

Aminosauren (Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan). Bei dieser
Reaktion erfolgt eine Nitrierung des aromatischen Ringsystems.
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Material:
- Demoreagensglas
- Bunsenbrenner

Chemikalien:

- Milch
- konz. Salpetersaure

Anleitung:

Zu etwa 10 ml Milch gibt man 10 ml konz. Salpetersaure. Bei
vorsichtigen Erwarmen Uber dem Bunsenbrenner tritt eine Gelbfarbung

auf.

Auswertung:

Die entstandene Gelbfarbung ergibt sich vorwiegend durch die Produkte

der Nitrierung von Tyrosin und Tryptophan. Diese sind:

Produkte der Nitrierung von Tyrosin und Tryptophan

® ®
HeN—CHC—OH HgN—CH-C—OH
CH2 (|3H2
=z
\ NO>
NO, HN
OH

Der Mechanismus der Reaktion wird am Beispiel des Phenylalanins
dargestellt. Es handelt sich um eine elektrophile Substitution am
Aromaten.

Chemie in der Schule: www.chids.de
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In einem ersten Schritt entsteht das elektrophile Teilchen:

Entstehung des Nitroniumions

schnell @
HNO3 + HO—NO, _—_— NO? + H,O0—NO,
© langsam ®
H,O—NO, * HNO3 —_— H306> + NO? + NO,

Die weitere Reaktion lasst sich wie folgt formulieren:

Reaktionsmechanismus der Xanthoproteinreaktion

elektrophile Monosubstitution am Aromaten

Phenylalanin

® I Nitronium-lon
HaN—CH-C—OH o
| + NO3
CHy

elektrophiler Angriff

— T - F|{
ortho CH, CH, para
NO,
- — H N02
®
-H
R
R |
| CHy
CH,
NO,
NO,
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3.2. Spezielle Proteine der Milch (Caseine)

Bei den Milchproteinen lasst sich zwischen den Caseinen und den
Molkenproteinen unterscheiden. lhre Zusammensetzung in der Milch
ergibt sich wie folgt:

Caseine 80 % Molkenproteine 20 %
O - Casein 40 % Lactalbumin 12 %
: Lactoglobulin 5%
- Casein 24 %
E ) Caseiln 12 °/Z Immunoglobuline 2 %
y - Casein 4 % andere 1%

Im folgenden werden die Caseine der Milch betrachtet.

Die Caseinproteine bilden Micellen in der Milch. |hr Micellendurchmesser
betragt 50 — 300 nm, so dass man von einer Suspension sprechen kann.

Aufnahme von Caseinmicellen im Rasterelektronenmikroskop
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Schematisch lasst sich der Aufbau der Caseinmicellen folgendermalien
darstellen:

Die Caseinmicellen setzen sich aus mehreren Submicellen zusammen,
die Uber Calciumphosphatbriicken miteinander verbunden sind.

Die Verknupfung uUber die Calciumphosphatbricken lasst sich
schematisch folgendermalien formulieren:

Phosphoserinrest

T T i
- oH,—0—p—00 % D—p—d” ®O—I|3|—O—H2C—

|
O

|
0

Protein Protein
/'O (|)H Q
—C§O® CQ@ @O—ﬁ—OG C@® @\\‘,C

Glutaminsaurerest

21
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Aus den Submicellen ragen die hydrophilen Teile des k-Caseins wie
Haare heraus. Sie ermdglichen die Ausbildung einer Hydrathlle.

Im nachsten Versuch wird gezeigt, dass durch die enzymattische
Spaltung des k-Caseins die Caseine der Milch gefallt werden kdnnen.

Versuch 7: Enzymattische Fallung des Caseins

Material:
- Magnetrihrer mit Thermoflhler
- Becherglas (250 ml)

Chemikalien:
- frische Vollmilch
- Labferment

Anleitung:

Die Milch wird unter standigem Ruhren auf 37 °C erhitzt. Danach wird
eine Spatelspitze Labferment zugegeben. Nach einigen Minuten ist ein
weilder Niederschlag der Caseine zu erkennen.

Auswertung:
Durch Zugabe des Labferments wird in einer enzymattischen Reaktion
das k-Casein in zwei Teile gespalten:

1 105 106 169
Pyg eeccoccoe Phe_Metoooooooo Val K—Case|n

i (Lab)

1 105 106 169
Pyg 00000000 Phe Met........ Val
para k-Casein Glycopeptid

hydrophob hydrophil
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Die Caseinmicellen andern durch den Verlust der hydrophilen Teile des
K-Casein ihre Hydrathulllenstarke. Sie konnen sich nun zusammenballen
und fallen aus.

Das verwendete Labferment ist eine Asparaginsaureproteinase. Ihr
pH Optimum liegt bei 6-7. Das Temperaturoptimum betragt ca. 39°C

Die Primarstruktur des Enzyms besteht aus 326 Aminosauren. Die
Tertiarstruktur wird in folgendem Bild sichtbar:

Struktur des Labenzyms:

a-Helix-Struktur
B-Faltblatt-Struktur
Schleifen
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Der Reaktionsmechanismus der Caseinspaltung lasst
folgendermalden darstellen:

Reaktionsmechanismus der Caseinspaltung

Phenylalanin
R Methionin
H | phe 105 -met 106
—N——CH R’
N R—¢
c— CH Phenylalanin
\ ﬁ_H Il? Methionin
H
) O —N—CQ H /R'
C \C/ / \C—N/
A |215 | H/O | A
SP Asp 32 @ / o
X /O o_ 0
N
T
. / Asp 215 Asp 32
H |
—N— CH
\CH
M ” H H |
©) - /) —N—CH
0.0 o o o \
\C/ N\ — C
7 4
| | O /R|
Asp 215  Asp 32 HT\CH
N\
/O | H
o O o0 O
C C

Asp 215 Asp 32
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Die Fallung des Caseins mittels Lab findet in der Kaseproduktion ihre
Anwendung. Eine weitere Methode der Caseinfallung, die bei der
Produktion von Jogurt eine Rolle spielt, ist die saure Fallung. Hier wird
die Unloslichkeit der Caseine am isoelektrischen Punkt genutzt.

Der isoelektrischer Punkt (I.P.) ist die Bezeichnung fur den pH-Wert
einer wassrigen LoOsung bei dem geloste amphotere Elektrolyte
ungeladen erscheinen.

Bei makromolekularen Ampholyten (z.B.: Proteine) ist der I.P. und
Ladungsnullpunkt nicht zwingend identisch.

Der |.P. wird von der Anzahl der sauren und basischen Gruppen und
deren Lage im Molekll beeinflusst. Proteine zeigen ein
Loslichkeitsminimum am 1.P..

Versuch 8: Bestimmung des isoelektrischen Punktes von Casein

Material:
- 5 Demoreagensglaser mit Halterung
- Becherglas
- Vollpipette 10 ml

Chemikalien:
- Casein
- NaOH - Ldsung (1 molar)
- verd. Salzsaure (1 molar)
- Eisessig
- Natriumacetat
- dest. Wasser

Anleitung:
In  jeweils einem Demoreagensglas werden 90 ml eines
Essigsaureacetatpuffers mit definiertem pH-Wert vorgelegt.

1. Pufferlésung pH = 5,9

2. Pufferlésung pH = 5,3

3. Pufferlésung pH = 4,7

4. Pufferlésung pH = 4,1

5. Pufferlosung pH = 3,5
Zu jedem Puffer werden 10 ml einer Caseinlosung gegeben, die man
folgendermalden herstellt:

25
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250 mg reines Casein wird in 20 ml dest. Wasser suspendiert und mit 5
ml NaOH (1 molar) in Losung gebracht. Anschlieend wird mit 5 ml HCI
(1 molar) neutralisiert und mit dest. Wasser auf 50 ml aufgefullt.

Auswertung:
Der starkste Niederschlag des Caseins ist bei der Pufferlésung mit pH ~
4,7 zu sehen. Hier liegt ungefahr der |.P. des Caseins.

Schematisch lasst sich der Zustand des Caseins in Abhangigkeit des
pH-Wertes folgendermalien darstellen:

Casein @
NH3
~ e
pH=4,6
e
HaN @4
?® 3
+H* +H'
_HJr H+
H
. _H
O/
P/H NH, H\O %H?,
H - ||4 HOOC.__ _COOCH
e
HaN NH, HaN"~ @43 y
H—0 COOH ‘|3/
\ H
H H
H /
0
pH =6,8 pH << 4,6
anionische Form kationische Form
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