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Kinetics Neo: Vorhersage der Denaturierung
von Proteinen durch Pasteurisierung

Dr. Ligia de Souza, Life Sciences Division, und Dr. Elena Moukhina, Kinetics Neo Business Field Manager

Pasteurisierung

Pasteurisierung ist ein kontrolliertes, nicht sterilisieren-
des Konservierungsverfahren, das in erster Linie dazu
dient, die mikrobielle Belastung und die enzymatische
Aktivitdt von Lebensmitteln zu reduzieren, um das Risiko
lebensmittelbedingter Erkrankungen zu minimieren und
die Haltbarkeit von Lebensmitteln zu verlangern. Die
Pasteurisierung kann durch nicht-thermische Techniken
wie Hochdruckbehandlung (HPP) und gepulstes elek-
trisches Feld (PEF) erfolgen. Diese Verfahren wurden in
jungster Zeit entwickelt, um der steigenden Nachfrage
nach frischeren, moglichst wenig verarbeiteten Lebens-
mitteln gerecht zu werden [1].

Bei den herkdmmlichen Pasteurisierungsverfahren wer-
den die Lebensmittel Uber einen bestimmten Zeitraum
mild erhitzt. Die angewandte Aufheizung muss ausrei-
chen, um pathogene Mikroorganismen und Verderbnis-
erreger zu inaktivieren, wahrend die organoleptischen,
erndhrungsphysiologischen und funktionellen Eigen-
schaften der Produkte weitgehend erhalten bleiben. Zu
den klassischen thermischen Pasteurisierungsverfahren
gehoren [2]:

1. Charge (Vat)- oder Niedrigtemperatur (LTLT): Erhitzen
auf 65 °C fur 30 Minuten.

2. Hochtemperatur-Kurzzeit (HTST): Erhitzen auf 72 °C
far 15 Sekunden.

3. Ultra-Pasteurisierung: Erhitzen auf 89 bis 100 °C fur
1 Sekunde.

4. Ultrahohe Pasteurisierung: Erhitzen auf 138 °C fur
2 Sekunden.

Die Warmebehandlung kann jedoch auch nachtei-
lige Auswirkungen auf das Lebensmittel haben, z. B.
Farbverdanderung durch Wasserverdampfung oder
Maillard-Reaktion', teilweiser Nahrwertverlust oder
Denaturierung von Proteinen. Letzteres ist besonders
wichtig, wenn das pasteurisierte Erzeugnis als funktio-
nelle Zutat in einem Lebensmittel verwendet wird. Die
Denaturierung von Proteinen kann die Loslichkeit, das
Emulgiervermégen und die Geliereigenschaften beein-
trachtigen. Bei der Wahl des Pasteurisationsverfahrens
muss daher die mikrobielle Sicherheit mit der gewlnsch-
ten sensorischen, ernahrungsphysiologischen und funk-
tionellen Qualitat des Lebensmittels in Einklang gebracht
werden.

Kinetics Neo ist ein Software-Tool, das fur die kineti-
sche Analyse von temperaturabhangigen chemischen
Prozessen spezialisiert ist. Diese Prozesse kénnen u.a.
Massenanderungen, Enthalpie, Zersetzung und Kris-
tallisation umfassen. Die Software unterstltzt sowohl
modellfreie als auch modellbasierte kinetische Analysen.

Beim modellbasierten Ansatz ermdglicht Kinetics Neo
eine detaillierte Charakterisierung der einzelnen Reakti-
onsschritte und liefert kritische kinetische Parameter wie
Aktivierungsenergie, Reaktionsordnung und den quanti-
tativen Beitrag jedes Schritts zum Gesamtprozess. Diese
umfassende Analyse erlaubt prazise Vorhersagen des
Reaktionsverhaltens bei nicht gemessenen oder expe-
rimentell nicht zugénglichen Temperaturprofilen. Dazu
gehort auch die Vorhersage des Denaturierungsgra-
des des Proteins, hier Umwandlung (engl. conversion)
genannt, nach einer bestimmten Zeit der Einwirkung ver-
schiedener Temperaturen, wie im Folgenden diskutiert.

'Die Maillard-Reaktion beschreibt eine nicht-enzymatische Braunungsreaktion, bei der freie Aminogruppen mit reduzierenden Verbindungen, wie z.B.
Zuckern, reagieren. Die Maillard-Reaktion ist fur die Braunung und die Entwicklung von Aromen bei verschiedenen Garprozessen verantwortlich.
https://flexikon.doccheck.com/de/Maillard-Reaktion#:~:text=Die%20Maillard % 2DReaktion%20beschreibt%20eine, Aromen%20bei%20
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Vorhersage der Denaturierung von Proteinen

Der Einfluss der Pasteurisierung auf die Extraktion von
Hefeprotein wurde mit einer DSC 300 Caliris® und der
Software NETZSCH Kinetics Neo untersucht.

Das Hefeprotein wurde in destilliertem Wasser mit einer
Endkonzentration von 15 % (w/v?) dispergiert. Eine Pro-
benmasse von 25 mg Dispersion, entsprechend 3,75 mg
Protein, wurde in Niederdruck3-Aluminiumtiegeln unter
Stickstoffgasatmosphare mit einer Aufheizrate von
5 K/min zwischen 0 °C und 140 °C analysiert. Die Dena-
turierung des Hefeproteins findet im Bereich von
44 °C bis 78 °C statt, wie die erste Aufheizkurve (griin) in
Abbildung 1 zeigt. Der endotherme Effekt ist breit und
weist zwei Maxima auf, ein Hinweis,. darauf dass die
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Probe eine Mischung von Proteinen enthalt, wie es bei
einer Proteinextraktion zu erwarten ist. Die zweite Auf-
heizkurve (schwarz) zeigt keinerlei thermische Effekte,
was darauf hinweist, dass die Denaturierung irreversibel
ist.

Die Abhéngigkeit der Denaturierung von der Heiz-
rate ermoglicht die Auswertung des Prozesses mit Hilfe
der NETZSCH Kinetics Neo Software. Zu diesem Zweck
wurden DSC-Kurven bei verschiedenen Heizraten von
5 K/min, 20 K/min und 50 K/min aufgenommen. Es
wurden unterschiedliche kinetische Modelle getestet,
um die beste Anpassung zu finden. Die beiden besten
Ergebnisse lieferten die Friedman-Analyse und das drei-
stufige kinetische Modell mit Korrelationskoeffizienten
von 0,9988 bzw. 0,9989; siehe Abbildung 2.
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1 DSC-Kurve der Denaturierung von Hefeprotein; Aufheizrate: 5 K/min.
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2 Kinetische Auswertung der Denaturierung von Hefeprotein. Links: Modellbasierte Analyse — 3-stufiges Kinetikmodell, R?=0,9988. Rechts: modell-

freie Analyse — Friedman-Analyse, R?=0,9989. Gestrichelte Linien: gemessen Kurven; durchgezogene Linien: berechnete Kurven. Aufheizrate der
gemessenen Kurven: 5 K/min (orange), 20 K/min (griin) und 50 K/min (rot).

2Gewicht pro Volumen )
3Niederdrucktiegel bestehen aus Aluminium, die einem sich aufbauenden, leichten Uberdruck wéhrend der Messung standhalten.
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Die erhaltenen DSC-Ergebnisse wurden herangezogen,
um die Denaturierung des Proteins bei vier verschiede-
nen in der Literatur beschriebenen Pasteurisierungstem-
peraturen vorherzusagen [2]. GemaR der Vorhersage,
der Friedmann-Analyse (hier nicht gezeigt) und des
in Abbildung 2 dreistufige Kinetikmodells sind 3 der 4
getesteten Pasteurisierungsmethoden fur dieses Pro-
dukt nicht anwendbar; siehe Abbildung 3.

Die Batch-Methode (Vat) wirde zu einer 90 %igen
Umwandlung nach 3-minutiger Aufheizung fihren, was
nur 10 % der empfohlenen Gesamtzeit entspricht. Die
UHT-Methode ware ebenfalls zu hart; nach 1 s bei 138 °C
wulrde der Gesamtgehalt an nativem Protein nur noch
10 % betragen. Bei der HTST-Methode waren immer
noch 27 % des Gesamtproteingehalts denaturiert.
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Ultra Pasteurization, 89 - 100°C, 1 s

Nur die Ultrapasteurisierung wirde akzeptable
Umwandlungsraten ergeben: 7 % Umwandlung nach
15 bei 95 °C.

Validierung der Ergebnisse

Zur Validierung des mit Kinetics Neo berechneten kine-
tischen Modells zur Vorhersage des Denaturierungs-
verhaltens unter isothermen Bedingungen wurde eine
Hefeproteinprobe von 25 mg, entsprechend 3,75 mg
Protein, auf 65 °C aufgeheizt und anschlieBend 20 Minu-
tenisotherm gehalten. Abbildung 4 vergleicht den endo-
thermen Effekt, der durch Messung ermittelt wurde, mit
dem der Vorhersage (Kinetics Neo). Der Vergleich zeigt
die gute Ubereinstimmung der beiden Kurven und damit
die Zuverlassigkeit der Berechnung.
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3 Modellbasierte Analyse — 3-stufige kinetische Vorhersagen der Denaturierung von Hefeprotein unter verschiedenen Pasteurisierungsbedingungen.
Oben links: Chargen (Vat)-Methode; oben rechts: Hochtemperatur-, Kurzzeit (HTST)-Methode; unten links: Ultra-Pasteurisierungsmethode; unten

rechts: Ultrahochtemperatur (UHT)-Methode.
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4 Vergleich der gemessenen und vorhergesagten endothermen Effekte in Zusammenhang mit der Denaturierung des Hefeproteins wahrend der

Aufheizung auf 65 °C und anschlieBendem Isothermsegement.
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Zusammenfassung

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein Verarbei-
tungsfenster flr die Pasteurisierung von Proteinproduk-
ten fur die Lebensmittelindustrie gefunden. Kinetics Neo
bietet die Moglichkeit, ein mathematisches Modell zu
entwickeln, das das experimentelle Verhalten der Proben
wahrend der thermischen Behandlung genau wieder-
gibt. Dieser Ansatz vereinfacht den Prozess der Identi-
fizierung des vielversprechendsten Temperaturprofils
und macht zeitaufwéndige Trial-and-Error-Methoden
Uberflussig.
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