Milch = Versuche — Milchsorten

Versuch 1: Entrahmung

Grundlagen
Rohmilch bildet beim Stehen schon nach 30 — 60 Minuten eine sichtbare Rahm-

schicht. Ursache ist der Dichteunterschied zwischen der Milchflissigkeit und den
Fettkligelchen. Es tritt hierbei keine Zerstérung der Emulsion ein, es andert sich nur
das Verteilungsgleichgewicht der Fettkiigelchen. Eine weitere Mdglichkeit des
Aufrahmens ist das Zentrifugieren, das wesentlich schneller geht.

Beim Zentrifugieren wird eine Emulsion oder eine Suspension in ein starkwandiges
Reagenzglas gegeben und in eine Zentrifuge gehangt. Durch eine schnelle Rotation
entsteht eine Fliehkraft, wobei der Stoff mit der groReren Dichte ganz auf3en an den
Boden des Reagenzglases ,flieht".

G| W

Die Trennung von Sediment und Uberstand erfolgt nach dem Zentrifugieren durch
Dekantieren.

Materialien
- Zentrifuge und Zentrifugenglaser
- Milch, Sahne, Rohmilch

Durchfiihrung

1. Zentrifugenglaser bis zu 3/4 mit der Probe fillen
2. gleichmafig in die Zentrifuge einordnen

3. bei 6.500 Umdrehungen 6 Minuten zentrifugieren

Beobachtung

Ergebnis
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Versuch 2: Milch als Emulsion

Grundlagen
Emulsionen sind disperse Systeme zweier oder mehrerer ineinander unléslicher

Flassigkeiten. Eine der flissigen Phasen bildet dabei das Dispersionsmittel, in dem
die anderen Phasen in Form feiner Trépfchen verteilt sind.

Es kommen die beiden Emulsionstypen Ol in Wasser (O/W) und Wasser in Ol (W/O)
vor. Beispiele aus dem Alltag fur O/W-Emulsionen sind Milch, Mayonnaise oder
Kdorperlotion, fur W/O-Emulsionen Butter, Margarine oder Salben. Der Durchmesser
der dispergierten Tropfchen in Emulsionen liegt zwischen 10 und 10 cm, die
meisten Emulsionen zeigen eine uneinheitliche Teilchengré3e und sind damit poly-
dispers.

In der Milch sind die Lipide (Fettanteile) mit Proteinen und Phospholipiden umgeben,
die als Emulgator wirken.

Proteine und
Hydratwasser

Emulgator-
Phospho- hille
lipidschicht

Fettkern

Nur O/W-Emulsionen sind mit Wasser ohne Phasentrennung verdinnbar, was
gleichzeitig als einfacher Nachweis fur diesen Emulsionstyp dient.

2.1 Anfarben von Butter
Mit dem Versuch soll gezeigt werden, dass Butter eine W/O-Emulsion ist.

Material

- Projektionsmikroskop

- Objekttrager

- Deckglaser

- Morser

- Butter

- Sudanrot B (lipophil)

- Methylenblau (hydrophil)

Durchfiihrung

Im Mdrser wird ein Stlick Butter mit einer Spatelspitze Sudanrot B und einer
Spatelspitze Methylenblau gut verrieben. Die so angefarbte Butter wird unter dem
Mikroskop betrachtet. Es sind deutlich die rétlich angefarbte Fettphase und die darin
blau angefarbten Wassertropfen erkennbar.
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2.2 Tyndall-Effekt

Grundlagen
Milch ist eine Emulsion von Fetttropfchen im Milchplasma (wéassrige Milchlésung

ohne Fett).

Da der Durchmesser der Fetttropfchen im Bereich der Wellenlangen des sichtbaren
Lichts liegt, streuen sie einfallendes Licht (Tyndall-Effekt). Ein Lichtstrahl, der durch
eine Losung von wenigen Tropfen Milch in Wasser féllt, ist als Kegel zu erkennen.

Materialien

- Becherglas, hohe Form (250 ml)
- Pasteurpipette

- Taschenlampe/Laserpointer

- schwarzes Tonpapier

- Schere

- Klebstreifen

- Milch

- Wasser

Durchfiihrung

Das Becherglas wird bis unter den Rand mit Wasser gefullt und mit wenigen Tropfen
Milch versetzt. Das schwarze Papier wird trichterférmig gerollt, so dass eine Offnung
von 1 cm Durchmesser entsteht und mit einem Klebestreifen befestigt. Der Raum
wird verdunkelt (Licht aus!). Das Licht der Taschenlampe wird durch die Trichter-
offnung auf das Becherglas geleitet. Der Strahlengang wird als Kegel sichtbar.

19.5



Milch — Versuche — Milchsorten

Versuch 3: Hitzebehandlungen

Grundlagen
Durch die Hitzebehandlung der Milch werden pathogene Krankheitskeime abgetotet,

Proteine denaturiert und Enzyme inaktiviert. Diese Inaktivierung der Enzyme ist eine
Maglichkeit den Grad der Erhitzung festzustellen.

3.1 Xanthinoxidase in Milch

Materialien

- 2 Reagenzglaser grol

- Wasserbad 40 °C

- Messpipetten 5 ml

- Rohmilch

- pasteurisierte Milch

- Formaldehyd-L6sung (0,4 %)

- Methylenblau-L&ésung (0,04 % in Wasser)
- Paraffinol

Durchfiihrung

In zwei Demonstrationsreagenzglaser werden je 20 ml Milch gegeben (1x Rohmilch,
1x pasteurisierte Milch). AnschlieRend gibt man in beide Glaser je 3 ml Formaldehyd-
L6sung und 2 ml Methylenblau-Lésung, dann Uberschichtet man zum
Sauerstoffausschluss etwa 2 cm hoch mit Paraffindl. Beide Reagenzglaser werden in
ein Wasserbad (40 °C) gestellt.

Auswertung
Nach etwa 5 Minuten beobachtet man eine Entfarbung des Reaktionsgemisches, das

Rohmilch enthélt, wahrend das Gemisch mit pasteurisierter Milch blau bleibt.
Rohmilch enthélt das sog. Schardinger-Enzym, eine Aldehyd-Dehydrogenase. Das
Enzym Ubertragt Wasserstoff von Formaldehyd auf Methylenblau, welches zum
farblosen Leukomethylenblau reduziert wird. Da das Schardiger-Enzym bei Erhitzen
auf 60 °C zerstort wird, fehlt es in der pasteurisierten Milch, es tritt dort keine Ent-
farbung ein. Diese Reaktion wird auch in der Molkereitechnik zum Nachweis der
Pasteurisierung angewendet.
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3.2 Peroxidasenachweis in Milch nach Storch

Grundlagen
Lactoperoxidase katalysiert den Abbau von Wasserstoffperoxid. Der dabei freige-

setzte atomare Sauerstoff oxidiert eine farblose 1,4-Phenylendiamin-Losung zu
violettem Indoamin (Storchsche Reaktion). Die Intensitat der Farbung ist proportional
zur Enzymkonzentration.

Positive Peroxidasereaktion: 30 Sekunden nach dem Durchmischen farbt sich
pasteurisierte Milch blau.

Negative Peroxidasereaktion: 30 Sekunden nach dem Durchmischen kein Farbum-
schlag.

Materialien

- Probenréhrchen mit Verschluss (mind. 15 ml)
- 5 ml, 10 ml Vollpipette

- 5 ml Messpipette

- 2 X 100 ml Messkolben

- dunkelbraune Flasche

- 1,4-Phenylendiamin

- Schwefelsaure konz.

- 30%iges Wasserstoffperoxid

Herstellung der Losungen

a) 1,4-Phenylendiamin-LAsung

2 g 1,4-Phenylendiamin ( C¢HgN, ) werden im warmen Wasser (50 °C) geldst und auf
100 ml aufgefillt. Die Losung wird in einer dunkelbraunen Flasche mit Glasstopfen
kihl und dunkel aufbewahrt. 1,4-Phenylendiamin-Lésung bildet innerhalb von 1 — 2
Tagen nach dem Ansetzen einen Niederschlag, der zu entfernen ist.

b) Wasserstoffperoxid-Losung

9 ml Wasserstoffperoxid mit einem Massenanteil von ca. 30 % werden in Wasser
geldst und auf 100 ml aufgefillt. Zur Stabilisierung wird 1 ml konzentrierte Schwefel-
saure je Liter Losung zugegeben. Wasserstoffperoxid-Losung ist einen Monat halt-
bar, sofern sie in einer Flasche mit Glasstopfen als Schutz gegen organische
Verbindungen im Dunkeln aufbewahrt wird.

Durchfiihrung

- 5 ml der Milchprobe in ein sauberes Probenréhrchen mit geeignetem
Verschluss geben

- 5 ml 1,4-Phenylendiamin-Lésung dazu geben

- zwei Tropfen Wasserstoffperoxid-Losung zugeben

Auf den 30 Sekunden nach dem Durchmischen auftretenden Farbumschlag ist zu
achten. Ein spater als 30 Sekunden nach dem Zusatz der Reagenzien auftretender
Farbumschlag ist eine unspezifische Reaktion.
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3.3 Peroxidasenachweis mit Guajaktinktur

Durchfihrung
Versetzen Sie die unterschiedlich hitzebehandelten Proben mit Guajaktinktur.

Ergebnis
In der Rohmilch zeigt eine Blaufarbung Peroxidase an. H-Milch zeigt keine Blau-

farbung, da die aktive Peroxidase bei Temperaturen von Uber 80 °C zerstort wird.

3.4 Nachweis der alkalischen Phosphatase

a) mit Lactognost-Reagenz
b) mit Testreagenz

Versuch 4: Homogenisierung

Grundlagen
Milch wird homogenisiert, um die Absetzgeschwindigkeit der Fett-Tropfchen zu ver-

ringern. Die Milch wird dafur durch feine Disen gepresst, wodurch die GroRe der
Fett-Tropfchen deutlich verringert und die Emulsion stabilisiert wird. Die Homo-
genisierung kann in der Schule mit Hilfe eines Pflanzensprengers veranschaulicht
werden.

Materialien

- Pflanzensprenger

- 2 Schraubdeckelglaser
- Messzylinder

- Salatol

- Wasser

Durchfihrung

In zwei Schraubdeckelglasern werden jeweils 8 ml Salatél mit 200 ml Wasser ver-
setzt. Nach dem VerschlieBen werden beide GeféalRe gleich stark geschittelt. Der
Inhalt des einen Gefales wird dann rasch in den Pflanzensprenger tberfuhrt und
durch die Sprengerdisen zuriick in das Schraubglas gespriht. Beide Emulsionen
werden nun optisch untersucht; die Absetzgeschwindigkeit der Fetttrépfchen in
beiden Emulsionen wird verglichen.

Beobachtung

Ergebnis
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Versuch 5: Verkostungen verschieden erhitzter Milchsorten

Die Schilerinnen und Schiiler erhalten eine Reihe nummerierter Glaser/Becher, die
mit unterschiedlichen Milchproben gefiillt wurden sowie eine Liste der verwendeten
Milchsorten.

z. B.

A) frische Vollmilch, pasteurisiert, homogenisiert, 3,5 % Fett

B) H-Milch, homogenisiert, 1,5 % Fett

C) Milch mit naturlichem Fettgehalt, pasteurisiert, homogenisiert

D) Sterilmilch

E) Vollmilch, pasteurisiert, homogenisiert, langer haltbar, 3,5 % Fett

Durch Betrachtung des Erscheinungsbildes und Verkostung der Milchsorten wird
eine Zuordnung vorgenommen.

Auswertung

Milchprobe |1 2 3 4 5

Milchsorte
A-E
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Inhaltsstoffe der Milch
Versuch 1: Fallung und Auftrennung der Milchproteine

Grundlagen
Milchproteine bestehen zu 80 % aus Casein und 20 % aus Molkeproteinen (Albu-

mine und Globuline). Diese beiden Fraktionen unterscheiden sich in ihren
Eigenschaften. Wahrend die Caseine bei einer Senkung des pH-Werts oder durch
Labenzym schnell ausflocken, treten die Molkeproteine bei einer Erh6hung der Tem-
peratur zu sichtbaren Aggregaten zusammen. Dieser Fakt kann flr eine Auftrennung
genutzt werden.

Materialien
Milch, 1 Becherglas (250 ml)
dest.Wasser, Glasstab, Messzylinder (100 ml)
Essigsaure (w =10 %), Tropfpipette, Thermometer
Natriumcarbonat 2 Trichter und 2 Faltenfilter
2 Erlenmeyerkolben (100 ml)
pH-Messgerat
Heizplatte, Spatel
6 Reagenzglaser fur folgende Versuche
Sicherheit

Essigsaure ist &tzend, Schutzbrille tragen.
Vorsichtiges Erhitzen der Molke, Siedesteine verwenden
Vorsicht beim Umgang mit sensibler pH-Elektrode

Durchfiihrung

1. 25 ml Vollmilch werden mit 25 ml dest. Wasser versetzt und auf 40 °C erhitzt.

2. Unter Ruhren wird tropfenweise Essigsaure mit w = 10 % zugegeben, bis ein
pH-Wert von 4,6 erreicht ist. Die Milch gerinnt.

3. Das Gemisch wird einige Minuten stehen gelassen. Anschlielend wird der
Niederschlag tUber einen Faltenfilter abfiltriert.
Der Niederschlag besteht aus Casein und etwas Milchfett, welches bei dem
Verfahren mit ausgefallt wird.
Bei dem klaren Filtrat handelt es sich um die Molke. Sie ist schwach sauer,
enthalt alle Inhaltsstoffe der Milch auf3er Casein.

4. Das Filtrat wird mit einigen Spatelspitzen Natriumcarbonat auf einen pH-Wert = 6
eingestellt.

5. Die Loésung wird dann auf der Heizplatte vorsichtig aufgekocht (Siedesteine
benutzen). Sie schdumt auf und die Molkeproteine flocken aus.

6. Molkeproteine werden Uber einen Faltenfilter abfiltriert.
Das klare Filtrat ist die Molke. Sie ist proteinfrei und wird fur die folgenden Ver-
suche aufbewabhrt.

Hinweis

Fur die Nachweisreaktionen

Verteilung der Caseine (Niederschlag in Schritt 3) und der Molkeproteine
(Niederschlag in Schritt 6): Sie werden auf jeweils 3 Reagenzglaser 1 bis 3 verteilt.
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Versuch 2: Nachweise der Proteine

2.1 Biuret-Reaktion

Grundlagen
Gibt man zu der Proteinaufschlammung die gleiche Menge verdinnter Natronlauge

und fuagt anschlieRend wenige Tropfen einer Kupfersulfat-Losung (Fehling 1) hinzu,
kommt es zu einem hellblauen Niederschlag, der beim Schitteln zu einer
Violettfarbung fuhrt.
Mit Proteinen und Peptiden mit mindestens zwei Peptidgruppen entsteht ein violetter
Kupfer(Il)-Komplex.

Ma Cuy Ma

Materialien

Reagenzglas 1 mit Casein aus Versuch 1 Messzylinder (10 ml)
Reagenzglas 1 mit Molkeproteinen aus Versuch 1 Tropfpipette
Natronlauge (w = 4 %) 3 Reagenzglaser
Kupfersulfat-Lésung (Fehling 1) Reagenzglasgestell
Glycin-Ldsung

Tyrosin-Lésung

Harnstoff-Losung

Sicherheit
Natronlauge ist atzend, Schutzbrille tragen.
Kupfersulfat-Abféalle in Schwermetallabfall-Behalter geben.

Durchfiihrung

1. Casein im Reagenzglas 1 wird mit wenig Wasser (ca. 3 ml) aufgeschlammt.

2. Zugabe von ca. 3 ml Natronlauge zur Aufschlammung

3. Zugabe von 3 — 4 Tropfen Kupfersulfat-Losung (Fehling 1). AnschlieRend wird
geschuttelt und evtl. etwas erwarmt.

4. Wiederholung der Schritte 1 bis 3 mit Molkeprotein, den Aminosaure-Lésungen
und der Harnstoff-Losung.
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2.2 Xanthoprotein-Reaktion

Grundlagen

Aromatische Aminosaduren und Proteine, die aromatischen Aminosauren in der

Peptidkette enthalten, werden nachgewiesen.

Hierzu erhitzt man die Protein-Aufschlammung, die Aminosdure-Losungen und die

Harnstoff-Losung mit Salpetersaure.

Die Gelbfarbung geht auf eine Nitrierung der aromatischen Ringsysteme zuriick, die
auch bei unsauberem Arbeiten mit Salpetersdure auf der Haut beobachtet werden

kann.
COOH COOH
HaN—C —H HoN—C —H
G2 GHz
OH C
T ; =T
R e em —— T
HC.. = 0 s o CH
| O=n"
OH % oH
Materialien

Reagenzglas 2 mit Casein aus Versuch 1
Reagenzglas 2 mit Molkeprotein aus Versuch 1
Glycin-Ldsung

Tyrosin-Lésung

Harnstoff-Losung

Salpetersaure konzentriert

Sicherheit

Vorsicht: Salpetersaure ist dtzend, Schutzbrille tragen.

Durchfilhrung

3 Reagenzglaser
Reagenzglasgestell
Messzylinder (10 ml)
Heizplatte
Wasserbad

1. Casein im Reagenzglas 2 wird mit wenig Wasser aufgeschlammt.
2. Zugabe von ca. 3 ml konzentrierte Salpetersaure, eventuell wird leicht erwarmt.
3. Wiederholung der Schritte 1 und 2 mit Molkeproteinen, den Aminosaure-LOsun-

gen und der Harnstoff-Losung.
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2.3 Ninhydrin-Reaktion

Grundlagen
Der Nachweis funktioniert bei Peptiden mit freien Aminogruppen, also nicht bei

Prolin, aber z. B. auch sehr schlecht bei langkettigen Peptiden, da es hier wenig freie
Aminogruppen gibt. Die Aminogruppe reagiert iber Ammoniak mit Ninhydrin. Es
entsteht der blau-violette Farbstoff.

COOH = oH
H2N+H + | .
a = OH
Minhydrin © o
= H
| + R—CHD + ©02 + NHy
= OH

reduziertes Minhydrin o

0 HO
| o — 7T | mit Ammoniak entsteht ein
= - blauvioletter Farbstoff
0 o]

Materialien

Reagenzglas 3 mit Casein aus Versuch 1 3 Reagenzglaser
Reagenzglas 3 mit Molkeprotein aus Versuch 1 Tropfpipetten
Glycin-L6sung Heizplatte
Tyrosin-Lésung Messzylinder

Harnstoff-Losung
Ninhydrin-Lésung (w = 1 % in Propan-2-ol)

Sicherheit
Ninhydrin von Zindquellen fernhalten.

Durchfiihrung

1. Casein im Reagenzglas 3 wird mit wenig Wasser aufgeschlammit.

2. Zugabe von wenigen Tropfen Ninhydrin-Losung.

3. Einige Minuten warten oder im Wasserbad erhitzen.

4. Wiederholung der Schritte 1 bis 3 mit Molkeprotein, den Aminosaure-Losungen
und der Harnstoff-Losung.

Beobachtung
Fullen Sie die Tabelle aus, indem Sie lhre Beobachtungen notieren.
zu untersuchende Casein | Molkeprotein | Tyrosin Glycin | Harnstoff
Substanz

Biuret-Reaktion

Xanthoprotein-Reaktion

Ninhydrin-Reaktion
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Versuch 3 Nachweise der Mineralstoffe in der Molke

Grundlagen
Milch enthalt Mineralstoffe. Die Konzentration an Calcium, Kalium, Chlorid und Phos-

phat liegen im Bereich von 1 bis 3 g/l.

Diese lonen kdnnen einfach nachgewiesen werden. Eiweil3e in der Probe kénnen die
Nachweise stdren, da sie beim Zusatz von Séaure, lonen (Aussalzen, Féllung), und
bei einer Erhéhung der Temperatur ausflocken bzw. durch Zugabe konzentrierter
Salpetersaure nitriert werden (Xanthoprotein-Reaktion). Deshalb empfiehlt es sich,
mit der eiweil3freien Molke zu arbeiten.

3.1 Nachweis von Ca?*-lonen

Vorversuch 3.1.1 Denaturierung von Casein mit Hilfe von Lab

Grundlagen
Die Caseinfallung mit Hilfe von Lab ist nur bei Anwesenheit von Ca**-lonen méglich.

Durch die Labenzyme treten die Caseinmicellen zu sichtbaren Aggregaten zu-
sammen. Sogenannte Calciumphosphatverbriickungen halten die einzelnen Sub-
micellen sowie die Caseinmicellen zusammen. Casein fallt aus.

Materialien
Lab-Lésung 2 Reagenzglaser
Milch Reagenzglasgestell

Ammoniumoxalat-Losung (w =5 %) Messzylinder (10 ml)

Durchfiihrung

1. In Reagenzglas 1 werden 5 ml Milch gegeben und 5 ml Lab-Ldsung.

2. In Reagenzglas 2 werden 5 ml Milch + 5 ml ¢ + 5 ml Ammoniumoxalat-Lésung
gegeben.

Beobachtung + Ergebnis

RG1 RG 2

Fallung von Casein

Ergebnis
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Versuch 3.1.2 Qualitativer Nachweis von Calcium

Grundlagen
Ca**-lonen reagieren mit Ammoniumoxalat-Lésung. Dabei entsteht schwerldsliches

Calciumoxalat.

Materialien

Molke aus Versuch 1.1  (Molkey;) 3 Messpipetten (5 ml)
Molke aus gekaufter Molke (Molke ) 3 Reagenzglaser
Molke aus der Lab-Gerinnung (Molke,) Reagenzglasgestell
Ammoniumoxalat-Lésung (w = 5 %) Tropfpipetten
Durchfiihrung

1. Jeweils 5 ml Molke werden in je ein Reagenzglas gegeben.
2. Zugabe von jeweils 20 Tropfen Ammoniumoxalat-Losung zu jeder Probe.

Beobachtung
Bei Anwesenheit von Ca**-lonen bildet sich ein feiner weier Niederschlag.
Molke aus Molke aus Molke aus Lab- destilliertes
V1 gekaufter Molke Gerinnung Wasser
Zugabe von
Ammonium-

oxalat-Lésung

Ergebnis

Erklarung
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Versuch 3.1.3 Quantitative Bestimmung der Ca**-lonen
durch komplexometrische Titration mit EDTA

Grundlagen
Bei der komplexometrischen Titration erfolgt die Bestimmung des jeweiligen Kations

durch Komplexbildung.

In Komplexverbindungen wird das Zentralatom oder Zentral-lon (in diesem Fall Ca
von anderen Atomen oder Molekilen (in diesem Fall EDTA) umgeben und ist fest
gebunden.

Um den Aquivalenzpunkt der Titration zu erkennen, wird ein Metallindikator zuge-
geben (Eriochromschwarz), der mit Ca**-lonen einen weinroten Calcium-Indikator-
komplex bildet.

Am Anfang der Reaktion sind also praktisch die Ca**-lonen an den Indikator ge-
bunden. Bei Zugabe von EDTA wird das Ca?-lon aus dem Indikatorkomplex
herausgeldst und an EDTA gebunden.

Am Aquivalenzpunkt verfarbt sich die weinrote Losung grau-griin. Da diese Reaktion
bevorzugt im alkalischen Milieu stattfindet, wird Ammoniak-Lésung zugegeben.

2ty

Materialien
EDTA-L6sung (Titriplex 11I, ¢ = 0,01 mol/l) Messzylinder (100 ml)
Ammoniakldésung konzentriert 3 Erlenmeyerkolben (300 ml)
Indikatorpuffertabletten Stativ + Stativmaterial
100 ml Molkey; ,1 : 10 verdunnt Burette
100 ml Molkey 1 : 10 verdinnt Glastrichter
Molke, Messpipette 1 ml
Sicherheit
Ammoniak ist atzend und giftig, Schutzbrille und unter dem Abzug arbeiten.
Durchfiihrung
1. 100 ml der 1 : 10 verdunnten Molkey; in den Erlenmeyerkolben geben.
2. Indikatortablette darin auflosen.
3. 1 ml konzentrierten Ammoniak zugeben.
4. Titrationsapparatur aufbauen, mit EDTA-LAsung befillen.
5. Bis zum Aquivalenzpunkt titrieren.
6. Wiederholung mit verdiinnter Molkey aus gekaufter Molke und Molke, (unver-
dinnt) aus der Labgerinnung.
Beobachtung
Molkey Molkey Molke,
V(EDTA) in ml
c(Ca®”

19.5




Milch — Versuche — Milchsorten

Ergebnis
c(Ca®") = Vr  ct/V (Molke)

V1 = Verbrauch an Titriplex 11l
cr = Stoffmengenkonzentration an Titriplex 111 = 0,01 mol/l

Hinweis

Bei den verdunnten Molken muss das Ergebnis mit dem Faktor 10 multipliziert wer-
den.

Erklarung
Hinweis: 100 g Milch (3,5 % Fett) enthalten 120 mg Ca**-lonen.

3.2 Nachweis von Phosphat

Materialien
Molke (aus V1), Molkey, Molke, Reagenzglas, Reagenzglasgestell
Ammoniummolybdat-Losung (w = 5 %) Messpipetten (5 ml, 2 ml)
Salpetersaure verdinnt Tropfpipette

Heizplatte, Wasserbad
Sicherheit

Salpeterséure ist &tzend, Schutzbrille tragen.

Durchfiihrung

1. 5 ml der jeweiligen Molke werden in je ein Reagenzglas gegeben.

2. Zugabe von jeweils 2 ml verdiinnter Salpetersdure und 10 Tropfen Ammonium-
molybdat-Ldsung.

3. Erwarmung im Wasserbad.

Beobachtung
Bei Anwesenheit von Phosphat-lonen bildet sich ein gelber Niederschlag von

(NH,),[P (Mo,0O,),] aq.

Ergebnis
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3.3 Nachweis von Vitamin B>

Grundlagen
Milch ist ein wichtiger Lieferant von Vitamin B, (Riboflavin). Das Vitamin kann in der

Molke durch seine gelb-grine Fluoreszenz im UV-Licht nachgewiesen werden.

Materialien

10 ml mobile Phase: Eisessig/Wasser (viv1l: 1) Kapillaren (10pul)
stationdre Phase: Kieselgel, SIL GUV 254 nm Chromatografiegefald
Molke 2 Messpipetten (5 ml)
Riboflavin-Losung als Vergleichslésung UV-Lampe, FOn
Sicherheit

Eisessig ist atzend, Schutzbrille tragen.
UV-Licht fuhrt zu Verbrennungen auf der Haut und in den Augen.
Nicht ins UV- Licht schauen. Bei langerem Arbeiten Schutzhandschuhe tragen.

Durchfilhrung

1.

Das Chromatografie-Gefal3 wird mit je 5 ml Eisessig und 5 ml Wasser befullt und
verschlossen.

2. Die DC-Platte wird vorbereitet, indem eine Startlinie und auf der Startlinie zwei
Auftragungspunkte 1 und 2 mit Bleistift markiert werden.

Die Beschichtung darf dabei nicht zerstért werden.

3. Auftragen von 5 — 10 pul der Vergleichslésung auf den Auftragungspunkt 1 mit
Hilfe der Kapillare.

Mit einer zweiten Kapillare wird die Molke auf den Auftragungspunkt 2
aufgetragen.

4. Das Chromatogramm wird vorsichtig in das Chromatografiegefafd gestellt.

5. Wenn das Flielmittel 2/3 der DC-Platte durchlaufen hat, werden das Chromato-
gramm entnommen, die FlieBmittelfront markiert und die DC-Platte mit dem Fon
getrocknet.

6. Zum Nachweis von Riboflavin wird die DC-Platte unter UV-Licht (366 nm) gelegt.

Beobachtung

Hinweis: Gleiche Stoffe laufen unter gleichen Bedingungen gleich weit.

Ergebnis
Bestimmung der R+-Werte von Riboflavin Fliep~
nittel-
front —- X
oy Y
X
Start-
linie— ¥ X
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3.4 Nachweis von Milchzucker (Lactose)

3.4.1 Nachweis von reduzierenden Zuckern mit Fehling

Grundlagen
Das Disaccharid Lactose kommt ausschlief3lich in Milch und Milchprodukten vor. Es

ist die Hauptkomponente der Kohlenhydratfraktion in der Milch. In geringen Mengen
enthalt Milch auch Glucose.

Abbildung: Lactose
freie OH-

Gruppe
CH,OH CH;OH PP
HO 0 8]
OH Q OH H, OH
COH OH

In der Lactose sind D-Galactose und D-Glucose [3-1,4-glycosidisch verkntpft. Auf-
grund der freien OH-Gruppe reduziert Lactose Fehling-Lésung. In wassriger Lésung
bilden sich a- und 3-Lactose im Verhéltnis 2: 3 aus. Lactose wird bei der Herstellung
vieler Sauermilchprodukte mikrobiell zu Milchsaure umgesetzt.

Materialien

Molke v1 3 Reagenzglaser
Joghurt Reagenzglasgestell
Fehling 1 und II Heizplatte, Wasserbad
Reagenzglas Messpipetten (5 ml, 1 ml)

Molke aus lactosefreier Milch

Sicherheit
Fehling | enthalt die Schwermetall-lonen Cu?*, Entsorgung im Schwermetallabfall.

Durchfihrung

1. Ca. 5 ml Molke werden in einem Reagenzglas mit je 1 ml Fehling Lésung | und I
versetzt.

2. Ein Spatelldffel Joghurt wird in einem Reagenzglas mit ca. 5 ml Wasser aufge-
schlammt. AnschlieBend werden je 1 ml Fehling | und 1l zugegeben.

3. Molke aus lactosefreier Milch wird in einem Reagenzglas mit je 1ml Fehling | und
Il versetzt.

4. Alle drei Reagenzglaser werden vorsichtig im Wasserbad erhitzt.

Beobachtung und Ergebnis

Molke Joghurt Molke aus lactosefreier Milch

Fehlingsche Probe

Ergebnis
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3.4.2 Nachweis von Lactose durch Dunnschichtchromatografie

Grundlagen
Lactose kann spezifisch mit Hilfe der Dunnschichtchromatografie nachgewiesen

werden.

Materialien

2 ml Molkey in 10 ml Propan-2-ol

2 ml Molke aus lactosefreier Milch in 10 ml Propan-2-ol
0,2 g Joghurt in 10 ml Propan-2-ol

0,1 g Lactose in 10 ml Propan-2-ol (Vergleichsldsung)
0,1 g Glucose in 10 ml Propan-2-ol (Vergleichslosung)

Mobile Phase: Ethylacetat/Propan-2-ol/Natriumacetat-Losung (v/v/v = 6,5 /2,4/1,2)

Spruhreagenz: 5 ml Anisaldehyd, 5 ml Schwefelsdure konz., 1 ml Eisessig, 90 ml
Ethanol (96 %)

Stationare Phase: Kieselgel Sil/Guv 256
6 Becherglaser (50 ml)

Messpipette (10 ml)

Heizplatte

Messpipetten (5 ml, 1 ml)

Zerstauber

Kapillaren

Chromatografiegefald

Trockenschrank

Sicherheit
Schwefelsaure ist atzend, Schutzbrille tragen.

Durchfiihrung

1. Chromatografiegefald mit der mobilen Phase beftillen und verschliel3en.

2. Oben aufgefiihrte Lésungen (Proben) herstellen. Eventuell muss auf der Heiz-
platte erwarmt werden.

3. Dunnschichtplatte vorbereiten. Startlinie ca. 1,5 cm vom unteren Rand vorsichtig
mit Bleistift und die Auftragungspunkte 1, 2, 3 und 4 im Abstand von ca. 1 cm
markieren. Die Beschichtung darf nicht verletzt werden.

4. Zweimaliges Auftragen der einzelnen Losungen (Proben) mit Hilfe einer Kapillare
(1 pl). Dazwischen mit dem Fon trocknen.

5. Das Chromatogramm wird in das mit mobiler Phase gefillte Chromatografiegefafd
gestellt.

6. Wenn die FlieBmittelfront den oberen Rand fast erreicht hat, wird die Platte
entnommen, die FlieBmittelfront markiert und im Abzug getrocknet.

7. Nach dem Trocknen wird die Platte gleichmé&l3ig mit dem Sprihreagenz im Abzug
bespruht und 10 Minuten im Trockenschrank bei 110 °C entwickelt.

Beobachtung

Ergebnis
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Séauerung der Milch

Versuch 1: Messung des pH-Werts

Grundlagen
Der pH-Wert der Milch ist abhéngig von dem Anteil der Milchsaure in der Milch.

Materialien
- pH-Messelektrode
- Probengefal3e mit

e Rohmilch
frische Milch
Sauermilch
Buttermilch
Joghurt

e ansaure Milch
- destilliertes Wasser

Sicherheit
Vorsichtiger Umgang mit sensibler pH-Elektrode.

Durchfiihrung

Die pH-Elektrode wird in ein mit einem Milchprodukt gefillten Probengefald gehalten
und der pH-Wert, sobald er langer als 5 Sekunden konstant ist, notiert. Bevor die
nachste Probe gemessen wird, wird die Elektrode mit destilliertem Wasser gut
abgespult.

Beobachtung
. frische . ) ansaure
Rohmilch Milch Sauermilch | Buttermilch | Joghurt Milch
pH-Wert
Ergebnis
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Versuch 2: Bestimmung des Sauregrads von Milch nach Soxhlet-Henkel

Grundlagen
Milch wird sauer, weil Milchzucker (Lactose) mikrobiell zu Milchsaure umgesetzt wird.

Zur Beurteilung des Frischegrades wird deshalb mit Natronlauge titriert. Da auch
frische Milch einen pH-Wert <7 aufgrund gel6ster Salze (v. a. Hydrogenphosphate)
aufweist, wird auf die Angabe einer Milchsaurekonzentration verzichtet. Dafir wird
eine Gesamtsaurekonzentration nach Soxhlet und Henkel bestimmt und mit Hilfe der
SHZ (Soxhlet-Henkel-Zahl) beurteilt.

Die SHZ gibt an, wie viele Milliliter Natronlauge (c = 0,25 mol/l) zur Titration von

100 ml Milch unter Verwendung von Phenolphthaleinlésung bis zum Erreichen einer
bleibenden Rosafarbung verbraucht werden.

Materialien
- Stativ
- Probengefal3e mit
e frischer Milch
e Sauermilch
e Joghurt
e ansaurer Milch
- Burette
- 2 Weithalserlenmeyerkolben
- Magnetrihrer und Ruhrfisch
- Vollpipette (100 ml)
- Pelleusball
- Pasteurpipette
- Phenolphthaleinlésung
- Natronlauge ¢ = 0,25 mol/l

Sicherheit
Schutzbrillenpflicht! Stark alkalische und atzende Lauge!

Durchfiihrung

Je 100 ml Milch, Sauermilch, Joghurt und ansaure Milch werden mit funf Tropfen
Phenolphthaleinlésung versetzt und mit Natronlauge titriert. Diese wird dazu in eine
Birette gefillt und die Startmenge notiert. Die Titration erfolgt langsam unter Rihren,
bis sich eine schwache Rotfarbung einstellt.

Beobachtung

frische ansaure

Milch Milch | Sauermilch

Joghurt

SHZ
Verbrauch in ml 0,25 mol/l NaOH
auf 100 ml Probel6sung

Ergebnis
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Versuch 3: Gerinnung der Milch durch Milchs&aure — Herstellung von Joghurt

Grundlagen
Durch den fermentativen Abbau des Milchzuckers durch Milchsaurebakterien gerinnt

das Eiweil3 der Milch, und die Flissigkeit wird fest.

Materialien

- Topf

- Ruhrbesen

- Heizplatte

- Thermometer

- Milchsaurebakterien

- Milch

- Marmelade-, Joghurtglaser

Durchfliihrung

1. 1 |1 Milch auf 43 — 45 °C erhitzen.

2. Bakterien einrthren.

3. In Glaser abfullen und verschlief3en.

4. Bei 43 — 45 °C 6 bis 8 Stunden fermentieren.
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Versuch 4: Mikroskopie von Milchsaurebakterien

Die Beobachtung der Bakterien wird — von Spezialfallen abgesehen — stets an
fixierten Objekten vorgenommen, da die Scharfeinstellung lebender Bakterien, die
sich in Suspensionen befinden, schwierig ist. Ferner lassen sich fixierte Bakterien
leicht farben.

Methylenblau wird in der Biologie und in der Medizin sehr haufig verwendet und zwar
zur Anfarbung von Zellkernen oder zur Anfarbung von Bakterien. Robert Koch und
dessen Schuler Paul Ehrlich haben die Anfarbbarkeit von Krankheitserregern mit
Methylenblau als erste erkannt und angewendet.

Materialien

- Mikroskop

- Objekttrager und Deckglaser

- Zentrifuge mit Zentrifugenglasern
- Tropfpipetten

- Methylenblau

- Bunsenbrenner

- Tiegelzange

- Petrischale

- Joghurt

Durchfiihrung

Teil A: Herstellung der Bakteriensuspension

1. Verdinnen Sie eine Spatelspitze Joghurt mit Wasser und verwenden Sie davon
einen Tropfen.

2. Geben Sie einen Loffel Joghurt in ein Becherglas mit 40 ml Wasser, stellen Sie
eine Suspension her, zentrifugieren Sie diese. Verwenden Sie den Uberstand.

Teil B: Hitzefixierung

1. Ein sauberer Objekttrager wird sehr sorgféltig durch Abreiben mit einem
ethanolgetrankten, fusselfreien Tuch entfettet. Wenn sich Spuren von Fett auf
dem Objekttrager befinden, lauft die Suspension nach dem Auftragen wieder
zusammen.

2. Mit der Tropfpipette oder dem Glasstab wird ein Tropfen einer Bakterien-
suspension (Joghurt) auf den Objekttrager gegeben. Diese muss zerflie3en. Von
jeder der hergestellten Suspensionen ein Praparat herstellen.

3. Ein Deckglas wird im Winkel von 45° so auf den Objekttrager gestellt, dass sich
die Flussigkeit durch Anziehungskréfte in der Ecke zwischen Deckglas und
Objekttrager sammelt.

4. Nun wird die Unterkante des Deckglases gleichmaRig Uber den gesamten
Objekttrager geschoben. Die Suspension wird dabei Gber die gesamte Oberflache
verteilt, wobei die Dicke des Flussigkeitsfilms abnimmt.

5. Den so entstandenen Ausstrich lasst man bei Zimmertemperatur an der Luft
trocknen, er darf dabei nicht erhitzt werden.

6. Die Bakterien werden durch kurzzeitiges Erhitzen Gber einer Flamme fixiert. Dabel
wird der Objekttrager dreimal durch die Flamme gezogen (bei rauschender
Flamme des Bunsenbrenners), wobei die Geschwindigkeit etwa 30 cm/sec.
betragen soll.

Die Schichtseite ist oben.
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Teil C: Farbung

1. Der Ausstrich wird auf zwei Holzstédbchen tber eine Petrischale gelegt (oder Uber
ein Farbebad) und mit Methylenblau tGberschichtet.

2. Die Farbe etwa 8 Minuten einwirken lassen.

3. Der Farbstoff wird anschiel3end vorsichtig unter tropfendem Wasser solange
abgesplilt, bis keine Farbstoffwolken mehr ablaufen.

4. Nun lasst man das Praparat an der Luft trocknen.

Beobachtung/Zeichnung

Versuch 5: Qualitativer Nachweis von Lactat

Materialien

- Reagenzglaser, Reagenzglasstander
- Eisen(lll)-chlorid-Lésung, w = 10 %

- Milchsaure w =90 %

- destilliertes Wasser

- Joghurt

Durchfiihrung

2 Tropfen Eisen(lll)-chlorid-Lésung werden in ein Reagenzglas gegeben und solange
mit destilliertem Wasser verdiinnt, bis kaum noch eine Gelbfarbung zu erkennen ist.
Die Losung wird auf drei Reagenzglaser verteilt. AnschlielBend werden in ein Glas

2 — 3 Tropfen Milchsaure, in das zweite Glas etwas Joghurt (gelost in Wasser und
filtriert) gegeben. Das dritte Glas dient zum Farbvergleich.

Beobachtung

Zeisiggrune Farbung durch einen Eisen(lll)-Lactat-Komplex

Ergebnis
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Beispiele zur Kaseherstellung

Versuch 1: Herstellung von Mozarella

Chemikalien

— 41 Vollmilch (gut kiihlen)

— 7 g Zitronensaure in 70 g Wasser gelost (Apotheke oder per Internet bestellen)
— 1,5 ml Lab (Apotheke oder per Internet bestellen)

— 170 ml Wasser

Gerate

— Heizplatte

— Thermometer
— Messzylinder
— Spritze

4 | Milch und die Zitronensaure-Losung in einen Topf geben, kraftig rihren und auf
etwa 36 °C erhitzen. Jetzt figt man das Labenzym hinzu und zwar indem man das
Lab in 170 ml Wasser gibt, riihrt und diese Lésung dann in die Milch einrthrt.

Alles unter Ruhren auf etwa 36 °C erhitzen. Nach circa 15 Minuten den Topf mit der
jetzt schon eingedickten Masse von der Platte nehmen und diese in kleine Wirfel
schneiden, damit sie sich von der Molke absetzen kann. Jetzt alles in ein Sieb (grob)
geben, anschliel3end die Masse noch in ein Sieb, welches mit einem sauberen Tuch
ausgelegt ist. Diese Prozedur dauert ungefahr 30 Minuten. Der Kasebruch wird nun
auf eine Abtropfplatte (Platte mit Lochern oder Sieb) gegeben und tber Nacht
aufbewahrt. Brettchen und Gewichte auf den Kése legen und 3 Stunden lang gut
pressen. Salz in %2 Liter Wasser aufkochen, abkihlen lassen.

Nach dem Pressen Kase fiur 4 Stunden in das Salzbad legen, im Kuhlschrank auf-
bewahren, anschlieBend abspulen. Dieser Kase ist im Kihlschrank 3 — 5 Tage
haltbar, um Austrocknen zu vermeiden, in einer verschlossenen Schissel in der
Molke.

Am besten eignet sich Mozzarella in Scheiben geschnitten zusammen mit Tomaten,
Olivendl, Pfeffer, Salz und nach Belieben mit frischem Basilikum und/oder Aceto
Balsamico.
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Versuch 2: Herstellung von Frischkése

1 | Vollmilch und 1 Becher saure Sahne (Séauerungskultur) werden vermischt und in
einem Topf auf 32 °C erhitzt. Dann gibt man eine Labtablette zu, die man in wenig
kaltem Wasser geldst hat. Man rihrt vorsichtig um und lasst den geschlossenen Topf
bei konstanter Temperatur (vor der Heizung) 40 Minuten stehen. Durch Druck mit
einem Finger kann man udberpriufen, ob die Masse fest geworden ist. Man
zerschneidet den Kasebruch in 3 x 3 cm grol3e Stlicke und lasst den Topf weitere 10
Minuten abgedeckt stehen. Die Molke beginnt auszutreten. Je kleiner die Stiicke
sind, desto harter wird der spatere Kase. Nun filtriert man den Kéasebruch Uber ein
grol3es Sieb von der Molke ab. Nach etwa 4 Stunden wendet man den Kase ein
erstes Mal (mit Hilfe zweier Teller). Am nachsten Tag wiederholt man das Wenden
zweimal (morgens und abends). Am zweiten Tag wird der Kase gesalzen (einige
Prisen), nach 6 Stunden gewendet und auch von der anderen Seite grof3zigig
gesalzen. Nach weiteren 6 Stunden kann der streichfahige Kése verzehrt werden. Er
kann im Kuhlschrank einige Tage gelagert werden.

Bei der Kaseherstellung ist auf Sauberkeit zu achten. Alle Gerate sind vor Ver-
wendung mit heilBem Wasser abzuspiilen.

Schritte der Kaseherstellung

Werkzeug fur die Kaseherstellung: Topf, Kelle, Sieb, Schissel, Messer,
Thermometer

Milch, saure Sahne, Lab

Eine Labtablette wird in etwas kaltem Wasser zerkleinert und dann der 32 °C
warmen Milch zugegeben.

Nach 50 Minuten wird der zerkleinerte Kasebruch mit einer Kelle abgeschdopft.

Nach einigen Tagen Reifung und Salzen erhélt man einen streichfesten Frischkase,
den man mit Zwiebeln, Pfeffer oder anderen Gewirzen verfeinern kann.

Die Molke wird abfiltriert.
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