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Professor Rogert Bauer, dr. scient., Fysisk Laboratorium — Institut for Matematik og Fysik, Den
Kgl. Veterinar- og Landbohgjskole, Thorvaldsensvej 40, 1871 Frederiksberg C.

Ovrige medarbejdere:

Folgende personer har 1 kortere eller lengere tid varet involveret 1 projektet:

Stig Lombholt, Lars @gendal, Maria Sperotto, Martin Bagsted Hansen, Steen Hansen, Bjarne
Schmidt, Mats Rudemo, Anne Skriver, Peder Worning og Karsten Qvist.

Formal

1. Hvordan influerer pH, temperatur, evt. varmebehandling, enzymkoncentration,
ionstyrke og kalciumionaktiviteten pd geldannelsesprocessen og pa gelens rumlige
struktur.

2. Hvilke sammenhange er der mellem gelers rumlige opbygning og deres reologiske

egenskaber.



Faser/aktiviteter

A: Opbygning og indkering af maleopstilling og udstyr samt udarbejdelse af modeller for
analyse af data.

B: Udarbejdelse og indkering af metoder til billedanalyse.

C: Indledende reologiske malinger. Start pa lys- og elektronmikroskopi.

D: Maledata fra QELS-mélinger samt korrelering med data fra reologiske malinger.

E: Korrelering af data fra QELS reologi med data fra lys- og elektronmikroskopi.
Supplerende SANS-malinger.

F: Udarbejdelse af matematiske modeller for lebekoaguleringen pé grundlag af data fra

alle de anvendte metoder.

Kontakter opnaet i projektperioden

Gennem deltagelse i en EU Concerted Action vedrarende "Molecular description of aggregation,
denaturation , gelation and surface activity of whey proteins” kaldes MAGDELAS under
koordination af Hannah Research Institute i Skotland er der skabt et aktivt samarbejde med mange
forskellige forskergrupper i Europa. Eksperimentelt samarbejde med professor Otto Glatter,
Universitét Graz, @strig.

Opnaede resultater

A:

Et instrument til simultan statisk og dynamisk lysspredning er konstrueret og programmel til at
optage data for et tidsligt forleb af for eksempel lobekoagulering udviklet. Instrumentet til simultan
statisk og dynamisk lysspredning maler 1 otte vinkler og har veret benyttet til forsog med
lobekoagulering for 1000, 500 og 100 gange fortyndet maelk. Instrumentet er det forste af sin art i
verden. Et spektrometer til simultan multivinkel statisk lysspredning er indkebt og installeret. Det
indeholder en brydningsindexmaler (koncentrationsbestemmelse) og et HPLC-udstyr
(samfinansiering) til kromatografisk analyse af kaseinmiceller (med henblik pé polydispersitet).

Der er nu konstrueret et apparat til turbidimetri (modificeret spektrofotometer) som har en
veldefineret og justérbar optisk geometri. Samtidig er der til apparatet konstrueret en kuvette med
kontinuerligt justérbar lysvej. Dette er afgerende for at fA minimeret sékaldt multipel spredning af
lys pa ufortyndet malk. Vi har foretaget turbidimetriske forseg med apparatet pd ufortyndet maelk
og analyseret data ved inverse transformationsmetoder.



Turbidimetri betyder i forhold til statisk lysspredning tab af vinkelinformation (kun transmission
males).

Vi har derfor som noget helt nyt konstrueret et statisk lysspredningsdokument som kan male pa
steerkt turbide systemer. De forste resultater med instrumentet er opndet. Ud fra disse resultater vil
vi kunne opnéd meget mere sikre resultater om gelstrukturen dannet ud fra ufortyndet maelk. For
eksempel regner vi med at kunne svare pa om gelen kan beskrives som en fraktal struktur eller e;j.

B:

Der er udfert elektronmikroskopi pd malkegeler og udarbejdet programmel til analyse af disse. Det
er vist, at man med billedanalyse kan kende forskel pa gelstruktur i sure maelkegeler, hvor melken
er varmebehandlet forskelligt.

C:

Der er udfert reologiske malinger pa syrnede malkeprodukter. I ufortyndet malk kan udvikling af
G’, G’ og 0 folge uden problemer ved hjelp af et Bohlin Rheometer. Med viskosimetri er det
problematisk at folge udviklingen i ufortyndet melk (og verre i fortyndet) pa grund af problemer
med drift. Der er indkert scanning elektronmikroskopi, thin section transmissions
elektronmikroskopi, samt freeze fracture transmissions elektronmikroskopi i forbindelse med
studiet af sure kaseingeler.

D:

Et storre arbejde vedrerende lobekoagulering studeret med bade statisk og dynamisk lysspredning
er udfert. Arbejdet er udfert 1 samarbejde med Dr. David Horne, Hannah Research Institute 1
Skotland, som har mange érs erfaring og en lang publikationsliste vedrerende forskning i kasein og
dets evne til geldannelse. Princippet om indirekte inverse transformationer anvendt pa statisk
lysspredning (indirekte Fourier transformation) er i arbejdet anvendt til at foretage sékaldte
indirekte Laplace-transformationer af dynamisk lyssprednings data.

Konklusionen fra dette arbejde er at der forst dannes meget abne aggregater at ligne med grenene pa
et trd som sa ved yderligere vaekst bliver meget kompakte (omrddet mellem grenene bliver fyldt ud).

Det sidste betyder at aggregeringshastigheden bliver sat dramatisk ned specielt med hensyn til at
danne storre aggregater. Vi er af den opfattelse at aggregeringsprovessen for ufortyndet melk og
100-1000 gange fortyndet meaelk foregar pa samme made i hovedprincippet med forst at danne &dbne
aggregater som senere danner et forgrenet og kompakt netverk.

Forskelle er, at for ufortyndet mealk er afstanden mellem aggregaterne, nar de begynder at blive
kompakte og tunge, sé store at de sedimenterer hvorimod de for ufortyndet melk nir hinanden og
danner en gel. Dette arbejde har veret prasenteret ved et [ICODRL-mede ved Hannah Research
Institute.

Selvom de opnédede data er meget informationsrige kan de kun udsige noget om lebekoagulering for
fortyndet meelk (op til 100 gange fortyndet malk).

Dette er et problem da geldannelse ikke foregar ved 100 ganges fortynding men forst under ca. 10
ganges fortynding. Vi har nu udviklet et ny analysemetode som har gjort det muligt at foretage
indirekte Fourier transformationer af turbidimetriske data.



En serie turbidimetriske malinger pa ufortyndet og henholdsvis to og fire gange fortyndet maelk er
gennemfort. Der er foretaget tidsstudier efter tilsatning af labeenzym. Ved Monte Carlo
simuleringer af multipel lyssppredning har vi vist, at det er muligt at korrigere for denne uenskede
effekt for steerkt spredende systemer som melk. Resultatet antyder kraftigt at vi har ret:

Ufortyndet melk aggregerer i store traek som 1000 gange fortyndet. Dette er ny viden. Det har
varet presenteret ved en konference for spredningsmetoder pd Stromboli. Tilsvarende malinger pé
det nye instrument til smévinkel lysspredning forventes gennemfort i den naermeste fremtid. Et
sddant instrument er det andet af sin art i verden, idet professor Otto Glatter ved Universitetet i Graz
for nylig ogsa har konstrueret et. Vi har den i den anledning startet et samarbejde med Otto Glatter.

Monte Carlo simuleringer af lysspredning hat vist, at multipel spredning @ndrer sig med sterrelsen
af aggregaterne under lobekoagulering. Dette har vanskelliggjort en teoretisk tilpasning til de
turbidimetriske datafor koagulering af ufortyndet maelk. Dette problem har vi lost ved at méle ved
forskellige lysveje, som har gjort det muligt at ekstrapolere til greensen, hvor multipel spredning
ikke pavirker data. I forbindelse med vores statiske lysspredningsmélinger (samtidig méling i
mange vinkler) pa ufortyndet mealk, som er mere informative end turbiditetsmalinger (kun méling i
én retning) har Peder Worning og Lars @gendal vaeret hos professor Otto Glatter ved Universitetet i
Graz og gennemfort labekoaguleringsstudier ved hans nye instrument.

Kontakten til Otto Glatter har givet os mange gode ideer til forbedring af vores eget instrument til
statiske lysspredningsmélinger pa melk.

Der er foretaget en rekke samtidige malinger af turbiditet, viskositet og gelstyrke under
lobekoagulering i maelk ved 0.5, 1 og 2 gange normal koncentration af kasein. For der kan foretages
nogen sikker korrelering af disse mélinger er det dog nedvendigt at sikre at de forskellige
mélegeometrier ikke ogsa pavirker koaguleringsforlebet forskelligt.

Vi har startet forseg med simultan kromatografisk adskillelse ved HPLC og multivinkel
lysspredningsmalinger i forbindelse med et projekt omkring varmeaggregering af forskellige
genetiske varianter af B-laktoglobulin. Dette sker indenfor et nyt samarbejdsprojekt med Petr
Dejmek og Ulla Elofsson, Institut for Fadevareteknologi Universitetet 1 Lund.

E:
Neutronspredningsforseg pa ufortyndet meelk har vist at den indre struktur af kaseinmicellerne er i
overensstemmelse med forslag fra litteraturen om en opbygning i form af submiceller.

Yderligere er det vist, at den indre struktur af micellerne er bevaret under labekoagulering. Arbejdet
er udfert i samarbejde med seniorforsker Jan Skov Pedersen og forskningsprofessor Kell
Mortensen, Forskningscenter Rise.

F:

Der er foretaget indledende beregninger pa enzymkinetikkens indflydelse pa masse- og
storrelsesforhold under lobekoagulering helt frem til geldannelse og som funktion af fysiske
relevante parametre, sdsom ladning (pH og ionstyrke), temperatur og koncentration.



Der er udviklet vaerktej til numerisk implementation af matematiske modeller for lobekoagulering.
En rekke modeller er analyseret og adskillige har kunnet forkastes. Computersimuleringer af
geldannelsen blev indledt for to modeller:

1. Gittermodel som giver dbne strukturer
2. Kontinuert diffusionsbegranset aggregering, som giver ret kompakte strukturer

Sammen med Douglas Hyslop, University of Wisconsin, er Karsten Qvist i feerd med at udarbejde
manuskripter, der beskriver henholdsvis en modificeret model for lobekoagulering baseret pa
funktionalitet, og en model hvor proteolysen skal have et vist kritisk omfang for aggregering er
mulig.

Vi har sat et system op til at lave mindste kvadraters tilpasning af parametre i de forholdsvis
komplicerede modeller, der er tale om. Beregningsprocessen involverer en iterativ ikke-lineser
estimering, hvor numerisk lgsning af en differentialligning for hvert trin i processen er nedvendig.

G:

Der er udfert mélinger af koaguleringsforlobet med et s@rdeles folsomt automatiseret
kapillarviskosimeter samt med dynamisk reologi, og i tilknytning hertil er fraspaltning af CMP med
lobeenzym fulgt som en funktion af tid. Mélingerne er udfert ved 3 substratkoncentrationer og 2
enzymkoncentrationer.

Den forelgbige analyse af materialet tyder pa, at viskositeten under koaguleringsforlgbet ikke fuldt
ud kan beskrives alene som funktion af omfanget af den proteolytiske reaktion, saledes som det er
foreslaet af Kruif fra NIZO i de seneste ar.

Vore resultater tyder pa, at aggregering i sig selv spiller en vigtig rolle for viskositetsudviklingen,

og den antagelse underseger vi 1 nermeste fremtid ved hjelp af elektronmikroskopi. Det lykkedes
ikke at skabe samtidige mélinger af G” og G’ for perioden lige for geldannelse da reometret er for
ufelsomt her.

Zndringer 1 den elastiske styrke ses forst ifolge de turbidimetriske mélinger efter at meget store
aggregater er dannet.
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Projektet blev i1 forbindelse med Mejeribrugets ForsknignsFond finansielt afsluttet 1. maj 1997.
Arbejdet er dog fortsat siden finansieret af KVL annum og andre fondsmidler.

Det drejer sig primert om lysspredningsmalinger pd ufortyndet maelk og geler produceret deraf.
Peder Worning afleverer en Ph.d.-athandling vedrerende dette i fordret 1998. Selvom der
oprindeligt var sat projekter af ikke-mejerirelateret karakter pa Peder Worning’s har det udviklet sig
saledes at hans projekt omhandler kaseiners geldannelse.

Det skal yderligere tilfojes at den lokale interesse for at fortsette studier omkring kaseiners
geldannelse er stor for undertegnede og Lars Ogendal’s vedkommende. Vi er gennem samarbejde
med NIZO (Holland), Hannah Research Institute (Skotland) og Afdelingen for Food Technology
(Lund) nu kraftigt engageret 1 varmeaggregering af 3-laktoglobulin delvist finansieret af Statens
Naturvidenskabelige Forskningsrad og EU.
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