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Teil I - Kurzbericht 

I.1 Ursprüngliche Aufgabenstellung und wiss. techn. Stand 

Als Gesamtziel des Projekts stand die Entwicklung innovativer Technologien zur nachhaltigen 

Herstellung veganer Käsealternativen im Fokus. Als Industrievertreter waren hierbei die 

Projektpartner Formo Bio GmbH und Time-Travelling Milkman B.V. (TTM) involviert. Formo 

Bio übernahm die Projektkoordination sowie die fermentative Herstellung und Aufreinigung 

von rekombinanten Milchproteinen und Produktentwicklung von verschiedenen veganen 

Käsealternativen, während TTM sich der Herstellung von pflanzlichen Oleosomen widmete. 

Zudem arbeitete auf universitärer Seite die Universität Wageningen an der Bildung 

rekombinanter Caseinmicellen sowie an der Optimierung von Aufreinigungsmethoden von 

Molkenproteinen. Auf der Produktentwicklungsseite führte die Universität Hohenheim Arbeiten 

zur Funktionalisierung von Caseinen sowie deren Einsatz in gereiften Käsealternativen durch. 

Die TU Berlin forschte an der Bildung von Hybridaggregaten aus Pflanzen- und 

Molkenproteinen und am Zusammenhang der Aggregateigenschaften und der Gelbildung in 

hybriden Frischkäse-Alternativen am Beispiel von Ricotta, sowie am Austausch der 

Fettphase durch pflanzliche Ölkörper (Oleosomen). Das Teilprojekt der TU Berlin umfasste 

vier Arbeitspakete, die zur Übersicht nachstehend in Tabelle 1 dargestellt sind.  

 

Tabelle 1 Arbeitspakete laut Antrag 

AP Aufgabenstellung 

2.5 Bildung funktioneller Aggregate aus Molkenproteinen und Pflanzenproteinen 

Verschiedene Methoden zur Bildung von hybriden Aggregaten bestehend aus 
Molkenproteinen und Pflanzenproteinen sollen getestet und die physiko-chemischen 
Eigenschaften der gebildeten Aggregate ermittelt werden. 

3.6 
Bildung und Charakterisierung von hybriden Aggregaten aus rekombinanten 
Molkenproteinen und Pflanzenproteinen 

Bildung von hybriden Aggregaten bestehend aus rekombinanten Molkenproteinen und 
Pflanzenproteinen. Der Einfluss verschiedener Prozessparameter auf die Aggregation wird 
untersucht. Die physiko-chemischen Eigenschaften der gebildeten Aggregate sollen 
ermittelt werden. 
Funktionelle hybride Molkenprotein-Pflanzenprotein-Aggregate, die sich für die 
Käseherstellung eignen, können aus rekombinanten Molkenproteinen gebildet werden 

4.2 Produktentwicklung von veganen Ricotta-ähnlichen Käsealternativen 

Entwicklung von Ricotta ähnlichen Käsealternativen basierend auf pflanzlichen Fetten und 
verschiedenen Proteinquellen: a) bovine Molkenproteine, b) rekombinante Molkenproteine, 
c) hybride Aggregate aus rekombinanten Molkenproteinen und Pflanzenproteinen. 
Ricotta ähnlicher Prototyp auf Basis von rekombinanten Molkenproteinen und pflanzlichen 
Fetten ist hergestellt. 
Rezepturen und Prozesse zur Herstellung von veganen Ricotta-ähnlichen Käsealternativen 

5.3 Untersuchung der Interaktionen zwischen pflanzlichen Ölkörpern und Milchproteinen 

Bestimmung der physiko-chemischen Eigenschaften ausgewählter pflanzlicher Ölkörper. 
Integration der Ölkörper in kombinierte Milch und Dicklegung dieser. Analyse der Textur und 
funktionellen Eigenschaften des entstandenen Käsebruchs. 
Käsebruch aus pflanzlichen Ölkörpern und Milchproteinen hergestellt 

 

 

 

 



I.2 Ablauf des Vorhabens 

Die Bearbeitung der Arbeitspakete erfolgte abweichend vom Arbeitsplan aus praktischen 

Gründen teilweise parallel. So wurden die Bildung von hybriden Proteinaggregation als erster 

Schritt der Käseherstellung (AP2.5) und die Produktentwicklung (AP4.2) zunächst unter 

Verwendung von bovinen Molkenproteinen in Kombination mit Pflanzenproteinen zeitgleich 

bearbeitet (Langfassung, Kapitel II.3.1). Auf den Erkenntnissen aufbauend wurde 

anschließend der Einsatz von rekombinanten Molkenproteinen in Kombination mit 

Pflanzenproteinen (AP3.6 & AP4.2) bearbeitet (Langfassung, Kapitel II.3.2). Anschließend 

wurden die Grenzflächeneigenschaften von rekombinantem β-Lactoglobulin (AP3.6) als 

relevante Größe für die Emulgierung der Fettphase untersucht (Langfassung, Kapitel II.3.3). 

Die Integration von pflanzlichen Ölkörpern als Fettbestandteil der Formulierung erfolgte in 

AP5.3 (Langfassung, Kapitel II.3.4). 

I.3 Wesentlichen Ergebnisse 

In Rahmen des Projekts wurden Formulierungen und Verfahren zur Herstellung von veganen 

Ricotta- Alternativen unter Verwendung verschiedener pflanzlicher Proteinquellen in 

Kombination mit bovinen und schließlich auch mit rekombinanten Molkenproteinen entwickelt.  

Zunächst wurden die Analysen an bovinen Milchproteinen in Kombination mit 

Pflanzenproteinen (Langfassung Kapitel II.3.1) durchgeführt. Die Bildung von 

Hybridaggregaten sollte besser verstanden werden, da die thermische Aggregation in der 

anschließenden Gelbildung von entscheidender Bedeutung für die Gelstruktur ist. Eine hohe 

Proteinlöslichkeit ist relevant für die Aggregat- und Gelbildung, weshalb eine thermisch-

mechanische Vorbehandlung für Pflanzenproteine, die eine reduzierte Löslichkeit im Vergleich 

zu Molkenproteinen aufweisen, etabliert wurde. Weiterhin zeigte sich, dass eine thermische 

Präaggregation zur Kontrolle der Aggregatbildung vorteilhaft für die späteren 

Produkteigenschaften der Ricotta-Alternativen ist. Hierbei wurde der Einfluss von Temperatur, 

Haltezeit und pH-Wert auf die Aggregatbildung untersucht. Es zeigte sich, dass insbesondere 

der pH-Wert die Aggregatgröße beeinflusste. 

Für die Entwicklung von Ricotta-Alternativen wurde eine Prozesslinie im Labormaßstab 

etabliert, die sowohl die Vorbehandlung der Pflanzenproteine als auch die Präaggregation der 

Pflanzen-Molkenproteinmischungen umfasst. Die Auswirkungen der Aggregatmerkmale auf 

die Ricottagelbildung wurden analysiert, wobei Textur und Synäreseneigung der Prototypen 

untersucht wurden. Geeignete Präaggregationsbedingungen mit 50% Pflanzenproteinanteil 

wurden für Soja und Erbse identifiziert. Lupinen- und Kartoffelproteine hatten ein geringeres 

Potenzial als funktionelle Proteine im Ricotta-Prozess. 

Ein proof of concept unter Verwendung von rekombinantem β-Lactoglobulin-Soja- und -

Erbsenprotein-Mischung für die Herstellung einer veganen Ricotta-Alternative wurde 

durchgeführt. Hierbei zeigten sich bei der Verwendung von Sojaprotein insgesamt 

vergleichbare strukturelle Eigenschaften mit einer leicht verringerte Gelstärke bei gleichzeitig 

stärkerem Wasserbindevermögen. Hierfür ist der angesprochene hohe Anteil Polysaccharid 

im Rohstoff verantwortlich. Bei Verwendung von Erbsenprotein konnten keine zum bovinen 

Lactoglobulin vergleichbaren Ergebnisse erzielt werden. Die deutlich größeren 

Aggregatstrukturen, die während der Prä-aggregation gebildet wurden, sedimentierten stark 

so dass sich kein kontinuierliches Proteinnetzwerk ausbildete. 

Um die verwendete Fettquelle in der Formulierung der Ricotta-Alternative möglichst nachhaltig 

und regional zu gestalten, wurde das bisher verwendeten Kokosfett durch pflanzliche 



Sonnenblumenoleosomen ausgetauscht. Aufgrund der Rohstoffeigenschaften der Oleosomen 

musste der Prozess erneut angepasst werden, was mit einer Erhöhung der 

Proteinkonzentration während der Präaggregation einherging. Dies hatte eine 

Aggregatvergrößerung sowie eine Verfestigung der Ricotta-Textur bei Verwendung von 

Kokosöl zur Folge. Es zeigte sich darüber hinaus, dass die Sonnenblumenoleosomen nur 

begrenzt stabil gegenüber mechanischem und thermischem Stress sind und daher nach der 

Präaggregation in den Prozess eingebracht werden müssen. In dem Fall war eine Substitution 

des Kokosöls möglich und führte zu einer cremigeren Textur. 

Zusammengefasst ergibt sich, dass je nach Art der verwendeten Pflanzen-Molkenprotein-

kombination sowie beim Austausch der Fettphase Prozessanpassungen nötig sein können, 

um ein bestimmtes Zielprodukt zu erhalten. Es ist im Rahmend des Projekts so gelungen, 

Ricotta-Alternativen zu produzieren, deren Eigenschaften den milchbasierten konventionellen 

Produkten glichen. 

  



Teil II – Ausführliche Darstellung der wissenschaftlichen Ergebnisse  

Das Projekt umfasste vier Arbeitspakete. Die Bearbeitung der Arbeitspakete erfolgte aus 

praktischen Gründen teilweise parallel. So wurde AP2.5 (Bildung funktioneller Aggregate aus 

Molkenproteinen und Pflanzenproteinen) und AP4.2 (Produktentwicklung von veganen 

Ricotta-ähnlichen Käsealternativen), zunächst unter Verwendung von bovinen 

Molkenproteinen in Kombination mit Pflanzenproteinen zeitgleich bearbeitet (Kapitel II.3.1). 

Auf den Erkenntnissen aufbauend wurde anschließend der Einsatz von rekombinanten 

Molkenproteinen in Kombination mit Pflanzenproteinen (AP3.6 & AP4.2) bearbeitet (Kapitel 

II.3.2). Anschließend wurden die Grenzflächeneigenschaften des rekombinanten mit denen 

des bovinen Molkenproteins verglichen (AP3.6), um ggf. Unterschiede bei der späteren 

Verwendung in Emulsionen einzuschätzen (Kapitel II.3.3). Die Integration von pflanzlichen 

Ölkörpern (Oleosomen) erfolgte in AP5.3 (Untersuchung der Interaktionen zwischen 

pflanzlichen Ölkörpern und Milchproteinen; Kapitel II.3.4). 

II.1 Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

Insgesamt wurden der TU Berlin eine Zuwendung von 97.666,49 € (81.388,74 € zzgl. 

16.277,75 € Projektpauschale) bewilligt. Die Verwendung erfolgte, wie nachstehend 

aufgeführt. Der Gesamtbetrag der Zuwendung wurde damit nicht überschritten. 

 Gesamtfinanzierungs-

plan 

Entstandene 

Ausgaben 

Verwendung 

Personalausgaben 76.388,74 € 74.859,73 € wissenschaftliche 

Projektbearbeitung 

Sachausgaben 5.000,00 € 5.151,71 € projektspezifische 

Laborverbrauchsmaterialien 

Summe 81.388,74 € 80.011,44 €  

 

II.2 Notwendigkeit und Angemessenheit der Ausgaben 

Ziel des Teilprojekts, das durch die TU Berlin abgedeckt wurde, war es, rekombinante 

Milchproteine (Molkenproteine) und deren Einsatz zur Herstellung von Frischkäse am Beispiel 

von Ricotta systematisch zu untersuchen. Die Planung, Durchführung und Interpretation der 

Laborexperimente ebenso wie das Projektmanagement, die Vor- und Nachbereitung von 

Projektmeetings und die wissenschaftliche Kommunikation mit den anderen 

Forschungsstellen erforderte eine studierte wissenschaftliche Fachkraft.  

Bei den Aufwendungen für Sachausgeben handelte es sich um projektspezifische 

Laborverbrauchsmaterialien, die für die Umsetzung der Projektinhalte unumgänglich waren. 

Insgesamt waren sowohl das eingeplante Personal als auch die eingeplanten Sachausgaben 

angemessen kalkuliert. Durch die geleisteten Arbeiten wurde das Projektziel seitens der TU 

Berlin erreicht und alle Aufgaben erfüllt. 

  



II.3 Ergebnisse des Vorhabens 

II.3.1 Verhalten von bovinen Molken- und Pflanzenproteinmischungen in hybriden 

Ricotta-Alternativen 

Vegane Milchproduktalternativen, einschließlich Käsealternativen, sind auf dem weltweiten 

Lebensmittelmarkt gut etabliert. Im Segment der Frischkäse ist Ricotta ein weit verbreitetes 

Produkt und wurde im vorliegenden Projekt als Modell gewählt. Ricotta wird traditionell durch 

säureinduzierte Aggregation und anschließende hitzeinduzierte Gelierung von 

Molkenproteinen hergestellt. Dabei entsteht ein cremig weicher Frischkäse.  

Milchproduktalternativen, die entweder ausschließlich aus pflanzlichen Proteinen oder aus 

Mischungen von Pflanzen und Milchproteinen hergestellt werden können, unterscheiden sich 

in ihren physikalisch-chemischen und sensorischen Eigenschaften deutlich von ihren bovinen 

Referenzprodukten, da Pflanzenproteine im traditionellen Herstellungsprozess nicht 

ausreichend aggregieren. Eine Strategie zur Verbesserung der strukturellen Eigenschaften 

von Ricotta-Alternativen ist die Bildung von hybriden Aggregaten aus Pflanzen- und 

Molkenproteinen. In diesem Projekt wurden Formulierungen und Verfahren zur Herstellung 

von veganen Ricotta-ähnlichen Käsealternativen unter Verwendung verschiedener 

pflanzlicher Proteinquellen in Kombination mit bovinen und schließlich auch mit rekombinanten 

Molkenproteinen entwickelt.  

Für die verwendeten Proteinisolate erfolgte eine Basischarakterisierung der für die 

Aggregatbildung relevanten Parameter. Verwendet wurden Erbsen-, Soja-, Lupinen- und 

Kartoffelproteinisolate. Analysiert wurde der Proteingehalt, der Trockensubstanzgehalt sowie 

die pH-abhängige Löslichkeit. Anschließend wurden Versuche zur Charakterisierung und 

Funktionalisierung der Proteinstrukturen durchgeführt (AP2.5). Um eine optimale Aggregat- 

und Gelbildung zu erreichen, ist eine hohe Proteinlöslichkeit notwendig. Da Pflanzenproteine 

zum Teil eine reduzierte Löslichkeit im Vergleich zu Molkenproteinen aufweisen, wurde eine 

thermisch-mechanische Vorbehandlung etabliert. Darüber hinaus wurde anschließend zur 

Förderung der kontrollierten Aggregation ein Verfahren zur Voraggregation hybrider 

Proteinsysteme (Präaggregation) entwickelt. Unter Variation von Temperatur, Haltezeit und 

pH-Wert wurde der Einfluss auf die Bildung funktioneller Aggregate analysiert. 

Untersucht wurden die Aggregatgröße (Partikelgrößenmessung und optische Beurteilung), die 

Viskositätsänderung von erhitzten Proteinlösungen sowie die Molekulargewichtsverteilung zur 

Beurteilung der kovalenten Bindungen innerhalb der Aggregatstrukturen. Vor allem der pH-

Wert während der Präaggregation wurde als einflussreicher Faktor, speziell für die 

Aggregatgröße, identifiziert. Eine Nähe zum isoelektrischen Punkt des Proteins in leicht saurer 

Umgebung führt zu unkontrollierter Aggregation sowie stark vergrößerten Aggregaten, 

wohingegen die Aggregatbildung im basischen Milieu aufgrund elektrostatischer Abstoßung 

stark gehemmt wird.  

Für die Produktentwicklung (AP4.2) erfolgte abschließend die Etablierung einer Prozesslinie 

für hybride Ricotta-alternativen im Labormaßstab, die die Vorbehandlung der Pflanzenproteine 

sowie die Präaggregation der Pflanzen-Molkenproteinmischungen miteinschließt.  Dabei 

konnte der Einfluss der Aggregatcharakteristik auf die spätere Ricottagelbildung gezeigt 

werden. Hierfür wurden die Textur und die Synärese-Neigung der Ricotta-Prototypen 

untersucht. Für Soja (SPI) und Erbse (EPI) als Pflanzenproteinquellen für die Herstellung der 

Ricotta-alternativen konnten geeignete Präaggregationsbedingungen definiert werden. Das 

Lupinenprotein (LPI) zeigte, im Vergleich zu den anderen Leguminosenproteinen, das 



geringste Potenzial als funktionelles Pflanzenprotein im Ricotta-Prozess, ebenso das 

Kartoffelprotein (PoPI). 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass je nach Art des verwendeten Pflanzenproteins 

Prozessanpassungen nötig sind, um eine bestimmte Zielqualität zu erhalten. Es ist in diesem 

Rahmen auch gelungen, Ricotta-Alternativen zu produzieren, deren Textur der der 

Referenzprobe ähnlich waren.  

Die relevantesten Ergebnisse zu Kapitel 1 sind in einer Veröffentlichung zusammengefasst, 

die open source zur Verfügung steht: 

(Brühan et al. 2024) „Impact of process conditions and type of plant protein on aggregate 

formation with whey protein and resulting ricotta-like gel texture”, LWT, 2014. Band 214, Artikel 

117144 (https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643824014270) 

II.3.1.1 Basischarakterisierung der Rohstoffe 

Die für die Versuche eingesetzten Rohstoffe verschiedener Hersteller sind in Anlage 1 (Tabelle 

1) aufgelistet. Zur Grundcharakterisierung der Rohstoffe (Anlage 1, Tabelle 2) wurde der 

Proteingehalt mittels Stickstoffbestimmung nach Dumas (NF x 6,25) ermittelt. Die Bestimmung 

der Trockenmasse erfolgte mit einem Feuchtebestimmer (Mettler Toledo, Schweiz).  

Die pH-Wert abhängige Löslichkeit der Proteinisolate in wässriger Lösung wurde vor und nach 

der Vorbehandlung vergleichend untersucht.  Hierfür wurde eine 5 %ige Lösung des jeweiligen 

Proteins in destilliertem Wasser hergestellt und 60 Minuten gerührt. Der pH-Wert wurde 

anschließend mit 1 M NaOH bzw. HCl auf pH 8, 7, 6, 5 und 4 ± 0,05 eingestellt. An jedem der 

pH-Werte wurden jeweils 1,5 ml der Probe in zwei Eppendorf Gefäße abgefüllt. Jeweils eines 

dieser Gefäße wurde mit 10.000 x g für 10 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Proteingehalt des Überstandes dieser Proben und der nicht-zentrifugierten Proben nach 

Dumas bestimmt. Die Löslichkeit der Proteine ergibt sich aus dem Quotienten der 

Proteinkonzentration im Überstand und der nichtzentrifugierten Probe.  

Die Erhöhung der Löslichkeit soll den Pflanzenproteinisolaten eine vereinfachte Interaktion mit 

dem Molkenprotein während der Aggregation und Koagulation ermöglichen. Das 

Molkenprotein (WPI) besitzt mit nahezu 100 % bei allen pH-Werten die höchste Löslichkeit 

(Anlage 1, Abbildung 1). Durch die Vorbehandlung konnte eine Verbesserung der Löslichkeit 

des EPI, LPI und SPI, insbesondere zwischen pH 6 und 8, erzielt werden. Daher wurde bei 

den nachfolgenden Produktentwicklungsversuchen der eigentlichen Ricotta-Herstellung eine 

Vorbehandlung der Leguminosenproteinisolate vorgeschaltet. Da das PoPI bereits ohne 

Vorbehandlung eine hohe Löslichkeit aufwies, wurde für die Versuche keine Vorbehandlung 

der Kartoffelproteinlösung vorgenommen. 

 

II.3.1.2 Prozess zur Probenherstellung 

Der durchgeführte Prozess der Ricotta-Herstellung ist in einem Fließschema in Anlage 1, 

Abbildung 2 dargestellt.  Die Leguminosenproteine (SPI, EPI, LPI) wurden nach einem 

festgelegtem Prozessablauf vorbehandelt. Hierfür wurden die Proteine (6,85 % wt) zunächst 

15 Minuten bei 95 °C im Wasserbad gerührt, anschließend auf 35 °C runtergekühlt und mit 

dem Ultraturrax für 5 Minuten bei 16000 rpm homogenisiert. Es folgte eine 

Hochdruckhomogenisation bei ca. 30 °C und 250 bar mit einem Durchlauf. Abschließend 



wurde die Lösung für 15 Minuten bei 3000 g zentrifugiert, um unlösliche Bestanteile 

abzutrennen. Zur Weiterverwendung lagerte die Lösung über Nacht bei 4°C im Kühlschrank. 

Für den eigentlichen Herstellungsprozess von Ricotta wurde zunächst die Molkenprotein-

Lösung (6,85 %wt) hergestellt. Bevor die Mischung mit der vorbehandelten 

Pflanzenproteinlösung erfolgte, wurden beide Lösungen für 30 Minuten bei 30 °C auf einer 

beheizbaren Rührplatte gerührt. Die Proteinlösungen wurden im Verhältnis 50/50 gemischt 

und der pH-Wert eingestellt. Im Anschluss erfolgte die Präaggregation unter mechanischer 

Scherung in einem vorgeheizten Wasserbad. Die hitzeinduzierte Präaggregation wurde durch 

Kühlung im Eisbad gestoppt und der Lösung das verdampfte Wasser wieder zugegeben. Für 

die Weiterverarbeitung der Lösung zu Ricotta wurde aufgeschmolzenes Kokosfett (12 %) 

zugegeben. Die Herstellung einer homogenen Emulsion erfolgte mittels Ultraturrax für 3 

Minuten bei 16000 rpm. Die Emulsion wurde nach dem Abkühlen auf 15 °C mit 25 %iger 

Zitronensäure auf pH 5,7 angesäuert. Die Koagulation im Wasserbad erfolgte für 30 Minuten 

bei 75 °C. Zur Abkühlung und weiteren Netzwerkausbildung lagerten die Proben für 2 Stunden 

bei 4 °C. 

 

II.3.1.3 Aggregatcharakterisierung  

Partikelgröße der hybriden Aggregate 

Zur Bestimmung der Partikelgröße der bei der Präaggregation entstandenen Partikel wurde 

ein Laser-Particle-Sizer Horiba LA-950 der Firma Retsch (Deutschland) genutzt, welcher nach 

dem Prinzip der statischen Laserlichtstreuung (SLS) arbeitet. Für die Messung wurde ein 

Brechungsindex von 1,7 (Protein) in 1,333 (Wasser) verwendet und eine technische 

Dreifachbestimmung durchgeführt. Die Ausgabe der Partikelgröße erfolgte über die 

Volumenverteilung der Partikel über deren Größe. Die Messung sowie die Auswertung der 

Peakverteilung erfolgte über die Software LA-590 (Retsch, Deutschland). 

Bei den Mischungen aus Pflanzenprotein und Molkenproteinisolat wurden zum Teil bi- oder 

trimodale Kurvenverläufe verzeichnet. Es wurde jeweils ein Boxplot pro verwendetem 

Pflanzenprotein erstellt (Anlage 1, Abbildung 3 a-d) und eine Datentabelle zur Übersicht der 

Anlage 1 beigefügt (Anlage 1, Tabelle 3). In allen vier Diagrammen ist zum Vergleich die als 

Referenz festgelegte WPI-Probe ohne Präaggregation dargestellt. Verzichtet wurde auf Plots 

der Proben mit 20 Minuten Haltezeit, da sich diese kaum von den Proben mit 10 min 

Heißhaltezeit unterschieden. Pro verwendetem pH-Wert sind sowohl die be 80°C erhitzten als 

auch die bei 90°C erhitzten Proben abgebildet. Allgemein zeichnete sich deutlich ab, dass bei 

der Aggregation bei pH 5 immer die höchste Partikelgröße auftrat. Dies ist auf die Nähe zum 

isoelektrischen Punkt sowohl der Molken- als auch der Pflanzenproteine zurückzuführen, an 

dem die Aggregationsneigung am Größten ist. 

Für die SPI-WPI-Mischung (Anlage 1, Abbildung 3a) lässt sich ein abnehmender Trend der 

Partikelgröße mit steigendem pH-Wert erkennen. Die Proben bei pH 6,5, die im späteren 

Verlauf des Projekts als Ricotta-Alternative identifiziert wurden, wiesen mit ~5 μm einen 

ähnlichen Median wie die Molkenprotein-Referenzprobe auf.  

Bei der Verwendung von EPI als Pflanzenproteinkomponente (Anlage 1, Abbildung 3b) wurden 

bi- und trimodale Kurvenverläufe gemessen. Die Erhöhung des pH-Wertes von 6,5 auf 8 hatte 

dagegen weniger Einfluss auf die Partikelgröße der entstandenen Aggregate. Dennoch ist zu 

erkennen, dass die Partikel bei pH 6,5 über einen relativ breiten Bereich von 0,15 µm (D10; 

80°C, 10 min) bis 14,65 µm (D90; 90°C, 20 min) verteilt sind (Werte in Anlage 1, Tabelle 3). 



Die PoPI-WPI-Mischungen (Anlage 1, Abbildung 3c) zeigten keine klare Abhängigkeit der 

Partikelgröße von pH-Wert und Temperatur. Jedoch sind die Aggregate unter allen 

verwendeten Aggregationsbedingungen mit D50- Werten von ~14 bis ~216 µm deutlich 

größer, als die verwendete WPI-Referenzprobe.  

Die Erhöhung der Aggregationstemperatur von 80°C auf 90 °C zeigt kaum Unterschiede bei 

der Aggregatgröße der LPI-WPI-Mischungen (Anlage 1, Abbildung 3d). Bei der Erhöhung des 

pH-Werts von 6,5 auf 8 verringerte sich lediglich die Breite der Größenverteilung der Partikel 

bei einer leichten Medianverschiebung von ~ 0,5 µm auf ~1,3 µm. 

Es zeigt sich, dass die Partikelgröße der Aggregate ein wesentlicher Faktor im Hinblick auf die 

sich ergebende Netzwerkstabilität des Ricottas ist. Während sehr große Partikel zu schneller 

Sedimentation und Phasentrennung führen, kann ein kleiner, kompakter Partikeldurchmesser 

auf unzureichende Auffaltung der Proteinstruktur schließen lassen. Allgemein hat eine 

Partikelgröße von deutlich größer als 10 µm im untersuchten System einen negativen Einfluss 

auf die nachfolgende Koagulation und die Netzwerkstärke.  

Mikroskopie der hybriden Aggregate 

Zusätzlich wurden die aggregierten Proteine visuell (mikroskopisch) charakterisiert. Genutzt 

wurde ein Mikroskop Axioskop 5 (Zeiss, Deutschland). Zur Darstellung der Präparate wurde 

mit Phasenkontrast und einer 1000-fachen Vergrößerung gearbeitet. Dargestellt sind nur die 

Proben nach 10 minütiger Aggregationszeit, da optisch zu den Proben mit 20-minütiger 

Aggregation kein Unterschied erkennbar war. Aufgrund der starken Aggregatbildung und 

daraus resultierender Präzipitation der Proteine, waren die Aggregate bei pH 5 schlecht 

bewertbar (Anlage 1, Abbildung 4a-d, rechte Spalte). Die tatsächliche Größe der Aggregate 

ließ sich bei pH 5 in der Lichtmikroskopie nicht beurteilen, da sich zwischen Objektträger und 

Deckglas die ohnehin schon großen Partikel zusätzlich aneinander lagerten, während die 

proteinarme wässrige Phase verdrängt wurde. Bei der Mischung mit Kartoffelprotein waren im 

Vergleich zu den Leguminosenproteinen die größten Aggregate sichtbar.  

Für die anderen Proben wurde die zuvor aufgeführte Partikelgröße durch die Mikroskopiebilder 

qualitativ bestätigt. Quantitative Unterschiede in der Aggregatgrößenverteilung, beispielsweise 

zwischen pH 6,5 und pH 8, sind methodenbedingt nicht über die mikroskopischen Aufnahmen 

darstellbar. 

Viskositätsentwicklung während der Präaggregation 

Die Viskosität gemischter Proteinlösungen wurde unter Variation von pH-Wert und 

Aggregationstemperatur untersucht. Dabei wurden der Temperaturverlauf des 

Aggregationsprozesses bei der Viskositätsentwicklung nachgebildet. Bei einer konstanten 

Scherrate von 100 s-1 wurde, nach einer Haltephase von 10 min bei 50°C, in 15 min von 50°C 

auf 80°C (bzw. in 20 min von 50°C auf 90°C) erhitzt. Es folgt eine Haltezeit von 20 min sowie 

die Abkühlphase von 80 bzw. 90°C auf 30°C. Die Fließkurven wurden mit einem Rheometer 

(MCR 102) von Anton Paar unter Verwendung eines CC27 Messsystems (Rührer-Becher-

System) aufgenommen.  

Da das Kartoffelprotein als pflanzliche Proteinquelle aufgrund von Sedimentation der 

Aggregate keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferte, sind nur die Messungen der 

Leguminosen-WPI-Mischungen im Bericht dargestellt (Anlage 1, Abbildung 5a-d). Gleiches gilt 

für die Aggregate, die unter sauren Bedingungen (pH 5) gebildet wurden. Die Viskosität der 

gemischten Proteinlösungen nahm in der Heizphase zunächst ab. Der Effekt war vor allem bei 

den bei 90°C erhitzten Proben sichtbar. Über die Haltephase erfolgt nach der Auffaltung der 



Proteine die Aggregatbildung. Dies zeigte sich in Form einer leichten Viskositätserhöhung, da 

sich der Fließwiederstand durch die Vergrößerung der Aggregate erhöht. Auch hier ist der 

Effekt bei den bei 90°C erhitzten Proben stärker zu erkennen. Hier überlagert die 

Vergrößerung der Aggregate den Effekt der Viskositätsabsenkung, der durch die 

Temperaturerhöhung entsteht. Infolge der Abkühlung nahm die Viskosität nochmals leicht zu 

und erreicht auch zum Ende der Messung kein Plateau, sodass anzunehmen ist, dass sich 

der Fließwiderstand bei weiterer Kühlung auch noch weiter erhöhen würde. 

 

Bei den SPI-WPI- und LPI-WPI-Mischungen konnten die Ergebnisse der Viskosimetrie nicht 

vollständig über die der Partikelgrößenmessung erklärt werden. Obwohl die Aggregatgröße 

bei beiden Temperaturführungen ähnlich war, sah man in der Rheologie bei pH 6,5 deutliche 

Viskositätsunterschiede nach der Hitzebehandlung. Dies weist darauf hin, dass neben der 

reinen Größe auch intermolekulare Wechselwirkungen für die Viskosität und folglich auch für 

die spätere Gelbildung relevant sind.  

Ferner war bei allen Pflanzenprotein-Molkenprotein-Mischungen für pH 6,5 und pH 8 zu 

erkennen, dass die Viskosität der Lösungen mit steigendem pH-Wert geringer wird. Bei pH 5 

entstand über die Erhitzung eine sichtbare Ausflockung und Sedimentation, was die 

Messungen nicht reproduzierbar macht.  

Molekulargewichtsverteilung der hybriden Aggregate 

Die Molekulargewichtsverteilung wurde mittels SDS-PAGE mit dem Ziel untersucht, 

Informationen darüber zu erhalten, ob die Proteine innerhalb der Aggregate kovalent 

miteinander interagieren und welche Fraktionen daran beteiligt sind. Hierfür wurden 0,2 %ige 

Proteinlösungen verwendet. Bei SPI, EPI und LPI sind zum Vergleich noch Proben ohne 

Präaggregation sowie reine Molkenproteinlösung aufgetragen. Die Lösungen wurden 1:1 mit 

einem Probenpuffer (BioRad Laemmli) mit und ohne Zugabe von Dithiothreitol (DTT) auf 0,1 

% verdünnt und anschließend für 5 Minuten bei 95 °C erhitzt. Jeweils 10 µL der Proben wurden 

auf ein 12 % Criterion™ TGX™ Precast Midi Protein Gel (Bio-Rad Laboratories GmbH) 

aufgetragen. Als Marker wurde von Thermo Fisher der PageRulerT™ Prestained Protein 

Ladder eingesetzt. SDS-Reagenz wurde verwendet, um nicht-kovalente Wechselwirkungen 

zu lösen, zudem wurden die gleichen Proben mit Zusatz von DTT, das kovalente Bindungen 

spaltet, analysiert.  

Bei den SPI-WPI-Mischungen (Anlage 1, Abbildung 6a) fiel auf, dass die monomere Glycinin-

Fraktion bei ca. 60 kDa fehlte. Da die saure (38-40 kDa) und basische (18-20 kDa) Subfraktion 

kovalent verbunden sind, müsste die Gesamtfraktion erkennbar sein. Gleichzeitig ist unter 

nicht reduzierenden Bedingungen aber die Subfraktionen des Glycinin zu sehen. Die 

Extraktion und Vorbehandlung des SPI kann dazu geführt haben, dass die Glycininfraktion 

bereits aufgefaltet und kovalent vernetzt ist, wobei sich Aggregate >180 kDa gebildet haben. 

Dies bedeutet nicht zwingend einen völligen Funktionalitätsverlust der Proteinfraktion, die sich 

diese bei erneuter thermischer Reaktion auch in ihrer Konformation ändern kann. Bei der SPI-

WPI-Mischung waren vor allem die beiden Molkenprotein-fraktionen β-Lactoglobulin und α-

Lactalbumin sichtbar, wenn die Proben mit DTT behandelt wurden. Dies sind also die 

wichtigsten kovalent interagierenden Fraktionen in dieser Kombination. Nicht auszuschließen 

ist, dass sich auch die Glycininfraktion an der kovalenten Interaktion beteiligt, da sie 

Cysteinanteile hat, die potentiell kovalent interagieren können. Inwieweit das bereits 

denaturierte Protein bei erneuter Hitzeeinwirkung wieder auffaltet, um kovalent an die 

Molkenproteine zu binden, bleibt zu untersuchen. 



Die Molekulargewichtsverteilung der EPI-WPI-Mischung (Anlage 1, Abbildung 6b) zeigte die 

typischen Proteinfraktionen. Eine der Hauptfraktionen der Erbse ist Legumin, ein hexameres 

homo-Oligomer bestehend aus ~60 kDa Untereinheiten (Croy, Gatehouse, Evans, & Boulter, 

1980). Ähnlich wie bei dem verwendeten SPI, fehlte die monomere Legumin-Fraktion bei ~60 

kDa. Dies ist durch die thermische Vorbehandlung des EPI zu erklären, bei der es bereits zu 

Denaturierung und zur Bildung löslicher Aggregate kommt. Unter reduzierenden Bedingungen 

waren die durch eine Disulfidbrücke verbundene saure α-Untereinheit bei ~40 kDa und 

basische β-Untereinheit bei ~20 kDa des Legumins sichtbar (Croy, Gatehouse, Evans, & 

Boulter, 1980). Des Weiteren waren bei ~50 kDa die Bande des Vicilins (Gatehouse, Croy, 

Morton, Tyler, & Boulter, 1981) und bei ~70 kDa auch die Bande des Convicilins zu erkennen. 

Im Bereich von 26 kDa (Higgins et al. 1987) wurde die Albumin-Fraktion identifiziert, die 

ebenfalls schwefelhaltige Aminosäuren enthält. Besonders Legumin zeigte eine Zunahme der 

Bandenstärke unter reduzierenden Bedingungen. Dies spricht für deren Teilnahme an 

Disulfidbindungen, die die Aggregate stabilisieren. 

Die PoPI-WPI-Mischung (Anlage 1, Abbildung 6c) zeigten unter nicht reduzierenden 

Bedingungen ebenfalls Proteinaggregate in den Taschen des Gels, die sich unter 

reduzierenden Bedingungen auflösten. Hierbei handelt es sich zum großen Teil um 

Molkenproteinaggregate, da die zugehörigen Banden unter reduzierenden Bedingungen 

ausgeprägter waren. Die den Kartoffelproteinen zuzuordnenden Fraktionen, Patatin (40 kDa) 

sowie weitere schwächer ausgeprägte höhermolekulare Banden (bei ca. 110 und 130 kDa) 

veränderten sich durch die Reduktion kovalenter Bindungen durch DTT kaum, was für eine 

nicht-kovalente Bindung dieser Proteine spricht.  

Die Molekulargewichtsverteilungen der LPI-WPI-Mischung (Anlage 1, Abbildung 6d) sind bei 

allen 3 pH-Werten sowie die nicht aggregierte Probe zum Vergleich dargestellt. Tabelle 7 

(Anlage 1) zeigt die zugehörigen Molekulargewichte der involvierten Lupinenproteinfraktionen. 

Unter nicht reduzierenden Bedingungen sammelten sich auch hier bei pH 6,5 und pH 8 

Aggregate in den Taschen (bei 80°C stärker als bei 90°C). Die größte Menge an kovalent 

gebundenen Aggregaten wurde bei pH 6,5 und 80°C gebildet. Insgesamt war die 

Bandenausprägung der Lupinenfraktionen eher schwach, was auf ihre Teilnahme an der 

kovalenten Aggregatvernetzung hinweist. Die schwefelhaltige Hauptfraktion Conglutin α 

besitzt durch ihre kompakte globuläre Struktur eine vergleichsweise hohe 

Denaturierungstemperatur ~96°C (Bader et al. 2011). Es ist daher anzunehmen, dass sich die 

Proteinfraktion sowohl während der Vorbehandlung (95°C) als auch während des 

Präaggregationsschritts nicht vollständig auffaltete. Folglich wurde die kovalente Vernetzung 

mit WPI weniger begünstigt. Veränderungen waren aber auch unter reduzierenden 

Bedingungen erkennbar, zudem befanden sich bei pH 6,5 und 8 keine Rückstände in den 

Taschen des Gels. Unterschiede zwischen pH 6,5 und pH 8 waren kaum ausgeprägt.  

 

II.3.1.4 Hybride Ricotta-Alternativen (bovines WPI + Pflanzenproteine) 

Gelfestigkeit der hybriden Ricotta-Alternativen 

Die Festigkeit der Ricotta-Gele wurde mit dem Texture Analyzer der Firma Zwick & Roell (TA 

Zwicki 0.5) bestimmt. Die Lösungen wurden bei 75°C für 30 min in Kunststoffgefäßen mit 

Schraubverschluss (Ø 28 mm, Füllhöhe 20 mm) koaguliert, um die Messungen in 5-fach 

Bestimmung ohne zusätzliche mechanische Scherung durchzuführen.  



Die Textur der Ricottastruktur unter Variation der Präaggregationsbedingungen und 

Pflanzenproteine ist vergleichend in Anlage 1, Abbildungen 7a-d dargestellt. Die jeweils 5 

Proben für die Messung der Festigkeit wurden, jeweils mit reinem WPI ohne Präaggregation 

als Referenz verglichen. Die Netzwerkstärke wird ausgedrückt als lineare Steigung zwischen 

0 - 1 mm Eindringtiefe. Verglichen werden innerhalb eines Diagramms die Proben mit 10-

minütiger Präaggregation unter Variation von Pflanzenprotein, pH-Wert und 

Aggregationstemperatur. 

Die höchste Gelstärke der SPI-WPI-Mischungen wurde bei pH 6,5 und 80 °C erreicht (Anlage 

1, Abbildung 7a). Die Messwerte liegen sogar über denen der WPI-Referenz. 

Die EPI-WPI-Mischungen (Anlage 1, Abbildung 7b) zeigte die höchste Netzwerkstärke bei pH 

6,5 und 90 °C, die ebenfalls höher als die der Referenz lag. Als weitere Beobachtung lässt 

sich feststellen, dass bei 90°C tendenziell stärkere Gele gebildet wurden, als bei 80°C. Grund 

hierfür könnte sein, dass die pH-abhängige Denaturierungstemperatur vor allem von Legumin 

und Albumin überschritten werden muss, um eine kovalente Vernetzung der hybriden 

Aggregate zu erhalten. Die Verlängerung der Haltezeit während der Präaggregation führte zu 

Strukturschwächung (Daten nicht dargestellt). 

In den Texturmessungen der PoPI-WPI-Mischungen (Anlage 1, Abbildung 7c) wurde die 

höchste Gelstärke bei den Proben gemessen, die bei pH 6,5 und 80°C präaggregiert wurden. 

Die Proben bei pH 5 wiesen eine grießige und damit schlecht vernetzte und sehr weiche Textur 

auf, die auf die Aggregatgröße und die resultierende ausbleibende Netzwerkbildung 

zurückzuführen ist. Im Vergleich ergab die Präaggregation bei 80°C eine stabilere 

Netzwerkstruktur, die dennoch deutlich unterhalb der WPI-Referenz lag. Eine Verlängerung 

der Haltezeit trug nicht maßgeblich zur Verstärkung des Netzwerks bei. Insgesamt sind hohe 

Standardabweichungen innerhalb der technischen 5ach-Bestimmung zu verzeichnen (Daten 

nicht abgebildet). 

Die LPI-WPI-Mischungen wiesen anders als alle anderen untersuchten Kombinationen eine 

steigende Gelstärke mit steigendem pH-Wert auf (Anlage 1, Abbildung 7d). Es ist 

anzunehmen, dass die kompakten globulären Strukturen der Lupinenproteine bei den 

angewandten Temperaturen nicht vollständig denaturiert wurden. Es besteht damit auch die 

Vermutung, dass die LPI-WPI-Ricotta-Strukturen vor allem durch nicht-kovalente 

Wechselwirkungen stabilisiert werden. 

Aussehen der hybriden Ricotta-Alternativen 

Die Ricottastruktur unter Variation der Präaggregationsbedingungen und Pflanzenproteine ist 

im Folgenden abgebildet. Es erfolgte eine einfache Beschreibung des Aussehens sowie 

fotografische Dokumentation (Anlage 1, Abbildung 8a-d) der Proben nach erfolgter 

Koagulation bei 75 °C in einem Wasserbad für 30 Minuten und anschließendem Abkühlen für 

2 Stunden bei 4 °C.  

Bei den SPI-WPI-Mischungen (Anlage 1, Abbildung 8a) konnte durch die Präaggregation 

insbesondere bei pH 6,5 eine anschließende stabile Gelstruktur mit geringer Synäreseneigung 

erreicht werden. Bei pH 5 wiesen die Proben temperatur- und zeitunabhängig keine 

Formstabilität auf. Bei pH 8 ist die Form zwar noch erkennbar, jedoch wies das Innere des 

Käses zahlreiche mit Flüssigkeit gefüllte Hohlräume sowie eine grießige Textur auf.  

Der Einsatz von EPI (Anlage 1, Abbildung 8b) als Pflanzenproteinquelle in Kombination mit 

Molkenprotein ließ wiederum bei pH 6,5 und 90°C die größte Formstabilität bei geringer 

Synäreseneigung erkennen. Generell scheinen die 80 °C-Proben unter relativ hoher Synärese 



eine eher grießige Textur zu bilden, während die bei 90 °C aggregierten Proben eine 

homogenere Struktur aufwiesen. Auch farblich waren zwischen 80 °C und 90 °C Unterschiede 

zu erkennen. Hier ist ein Zusammenhang mit der Denaturierungstemperatur der 

Erbsenproteinfraktionen wahrscheinlich. 

Bereits während des Herstellungsprozess insbesondere beim Ansäuern mit Zitronensäure 

erwies sich das Probenhandling der PoPI-WPI-Mischung als schwierig (Anlage 1, Abbildung 

8c). Die starke Aggregation mit teilweise auftretender Sedimentation führte dazu, dass die 

Gelbildung erschwert wird. Anzunehmen ist, dass die gebildeten Strukturen vor allem durch 

nicht-kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Zudem verhinderte auch hier 

die große Aggregatstruktur die Ausbildung eines homogenen Gelnetzwerks. 

Die gebildeten Gele der LPI-WPI-Mischung (Anlage 1, Abbildung 8d) bei pH 6,5 und 8 waren 

von geringer Festigkeit und wiesen zudem eine geringe Wasserhaltekapazität auf. 

 

II.3.2 Verhalten von rekombinanten β-Lactoglobulin-Pflanzenproteinmischungen in 

hybriden Ricotta-Alternativen  

Die Inhalte dieses Kapitel wurden von der Projektleitung von der Veröffentlichung 

ausgenommen. 

II.3.3 Grenzflächenverhalten von bovinem und rekombinantem β-Lactoglobulin 

Die Inhalte dieses Kapitel wurden von der Projektleitung von der Veröffentlichung 

ausgenommen. 

 

II.3.4 Einsatz von Sonnenblumenoleosomen in hybriden Ricotta-Alternativen 

Um die verwendete Fettquelle in der Formulierung der Ricotta-Alternative möglichst nachhaltig 

und regional zu gestalten, wurde das bisher verwendeten Kokosfett durch pflanzliche 

Sonnenblumenoleosomen ausgetauscht. Diese versprechen eine hohe Funktionalität in 

Lebensmittelsystemen, sowie eine hohe Prozessstabilität. Da die Oleosomen, im Gegensatz 

zum Kokosfett, einen hohen Wasseranteil aufweisen, musste der Wassergehalt im Prozess 

der bereits etablierten Herstellungsmethode reduziert werden, um eine unveränderte 

Produktzusammensetzung zu gewährleisten. Des Weiteren wurde untersucht, an welchem 

Prozessschritt die Oleosomenzugabe erfolgen muss. Zudem wurden die 

Sonnenblumenoleosomen hinsichtlich ihrer Stabilität gegenüber mechanischer Belastung 

sowie Hitze während des Herstellungsprozesses charakterisiert und die Effekte des 

Austausches der Fettphase auf die Textur der Käse-Alternative untersucht. Zur Aufklärung der 

funktionellen Merkmale der Gelstrukturen wurden optische Methoden, wie REM und 

Texturanalyse verwendet sowie die Wasserhaltekapazität der Ricotta-Alternativen untersucht.  

Die Erhöhung der Proteinkonzentration während der Präaggregation hatte eine 

Aggregatvergrößerung sowie eine Verfestigung der Ricotta-Textur zur Folge. Bei der 

Verwendung der Oleosomen als Fettphase, ließ sich eine cremigere Textur im Vergleich zur 

Verwendung von Kokosöl feststellen. Als „best performer“ wurde die Oleosomen-haltige 

Alternative, die nach dem Präaggregieren und Homogenisieren der Proteinlösung in den 

Prozess eingebracht wurde, identifiziert. 

 



Alle Daten zu diesem Kapitel entstammen der Abschlussarbeit von Mats Erik Karius mit dem 

Titel „Einsatz von Sonnenblumenoleosomen in pflanzenproteinhaltiger Ricotta-Alternative“, 

vor. 

 
II.3.4.1 Charakterisierung der Oleosomen 

Die Verwendung der Oleosomen wurde bei verschiedenen pH-Werten untersucht und mit 

einer Modellemulsion aus Kokosöl verglichen. Für die Modellemulsion wurden zur 

Stabilisierung der Öltropfengrenzfläche Hybridaggregate aus bovinem Molken- und 

Sojaprotein verwendet. Dabei wurde der Einfluss der pH-Wertänderung auf die Verteilung der 

Öltropfengröße und das ζ-Potential untersucht.  

Hierbei war zu beobachten, dass das Absenken des pH-Wertes keinen Einfluss auf die 

Öltropfengröße der Kokos-Emulsion hat und diese stabil bleibt. Man kann daher annehmen 

lässt, dass keine Destabilisierung der Grenzfläche stattgefunden hat. Demgegenüber 

verschob sich die Öltropfengröße der Oleosomen-Emulsion bei sinkendem pH-Wert deutlich 

in höhere Bereiche. Hier liegt die Vermutung nahe, dass das Absenken des pH-Wertes in die 

Nähe des isoelektrischen Punktes des Oleosins, einem Proteinbestandteil der Oleosomen, 

und die Protonierung der inhärenten Phospholipide eine Destabilisierung der Grenzflächen 

bewirkt. In Folge dessen kommt es zur Aggregation und Koaleszenz der Öltropfen, was sich 

auch negativ auf die Stabilität des Gelnetzwerkes der Ricotta-Alternative auswirken kann.  

Die pH-Wertänderung hatte auch einen Einfluss auf das ζ-Potential. Das Absenken des pH-

Wertes führte zu einem Anstieg des ζ-Potentials bei beiden Emulsionen vom Negativen 

(oberhalb des IEP) hin zum Positiven (unterhalb des IEP). Das negative ζ-Potential der Kokos-

Emulsion reicht von pH 5 bis pH 7. In diesem Bereich findet auch der Herstellungsprozess der 

Ricotta-Alternative statt. Das negative ζ-Potential der Oleosomen ist weniger stark ausgeprägt, 

als die der Modell-Kokosölemulsion. Daraus folgt, dass die interpartikulären elektrostatischen 

Wechselwirkungen in diesem pH-Bereich bei den Oleosomen geringer sind, als bei der 

Modellemulsion, was einen Hinweis darauf liefert, dass sich die Oleosomen im Vergleich 

stärker räumlich annähern und aggregieren können.  

 
II.3.4.2 Probenherstellung 

Die Herstellung der hybriden Ricotta-Alternative aus einer SPI-WPI-Mischung (6,5 % w/w) als 

Referenzprobe für diese Versuchsreihe erfolgte äquivalent zu vorherigen Versuchsreihen.  

Da getestet wurde, wie sich eine erhöhte Proteinkonzentration während der Präaggregation 

auf die Aggregatbildung und die Textur der Ricotta-Alternative auswirkt, wurde hierfür mit 8,6 

% w/w in der SPI/WPI-Mischung gearbeitet. Das Hauptaugenmerk lag jedoch auf der 

Ermittlung der optimalen Prozessbedingungen zum Einbringen der Oleosomen in das Produkt. 

Herfür wurde der Einfluss des Homogenisierens auf die Beschaffenheit der Ricotta-Alternative 

untersucht, sowie die Empfindlichkeit der Oleosomen in Hinblick auf die Temperaturerhöhung 

während der Präaggregation betrachtet.  

 

II.3.4.3 Aggregatcharakterisierung – Abhängigkeit der Proteinkonzentration 

Um von den Gelnetzwerkeigenschaften Rückschlüsse auf den Präaggregationsschritt ziehen 

zu können, wurde die entstandene Aggregatgröße mittels SLS analysiert und mikroskopisch 



untersucht. Die Messung der Partikelgröße, wie auch die mikroskopische Untersuchung 

wurden äquivalent zu vorherigen Versuchsreihen durchgeführt. 

In Anlage 1, Abbildung 20 ist der Aggregatdurchmesser nach der Präaggregation mit hoher 

(PChigh) sowie geringer (PClow) Proteinkonzentration aufgetragen. Hierbei bildeten sich bei der 

höheren Konzentration größere Proteinaggregate. Naheliegend ist, dass durch eine 

Verringerung der Lösungsmittelmenge die Abstände zwischen den Molekülen innerhalb des 

betrachteten Systems reduziert waren. Damit steigt die Wahrscheinlichkeit der 

intermolekularen Interaktion der Proteine während der Aggregation und die Bildung von 

größeren Aggregaten wird begünstigt. 

 
II.3.4.4 Charakterisierung der Ricotta-Alternativen  

Die Netzwerkstärke (Texturmessung) sowie die Wasserhaltekapzität (water holding capacity; 

WHC) wurden äquivalent zu vorherigen Untersuchungen bestimmt. Zudem wurde über 

optische Methoden (Rasterelektronenmikroskopie und fotografische Aufnahmen) die mikro- 

und makroskopische Struktur der Ricotta-Alternativen beurteilt. 

Einfluss der Proteinkonzentration während der Präaggregation 

Den Einfluss der größeren Proteinaggregate und die breitere Verteilung der Öltropfengröße in 

der Probe PChigh auf die Textur zeigt Anlage 1, Abbildung 21. Die größeren Proteinaggregate 

bei der Konzentration PChigh führten zu einer stärker vernetzten Gelstruktur innerhalb der 

Ricotta-Alternative. Obwohl bei der Ricotta-Alternative PChigh eine festere Gelstruktur entstand, 

führte dies nicht zu einer höheren WHC, d.h. geringeren Synäreseneigung. Die WHC 

unterschied sich bei den beiden Proben kaum. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 

das Wasser trotz einem Anstieg der Gelfestigkeit nicht weiter immobilisiert wird. 

Austausch der Fettphase und Einfluss der Prozessgestaltung  

Die Verwendung der Oleosomen anstatt des Kokosöls als Fettphase in den Ricotta-

Alternativen sowie die Prozessgestaltung im Hinblick auf eine möglichst schonende 

Inkorporation der Oleosomen in die Ricotta-Matrix wurde untersucht. Die Empfindlichkeit der 

Oleosomen gegenüber mechanischer Scherung und Hitze kann dabei Auswirkungen auf die 

resultierende Struktur der Ricotta-Alternative haben. Daher wurde der Einfluss der 

Homogenisierung sowie die Zugabe der Oleosomen vor der Präaggregation getestet Anlage 

1, Abbildung 22. 

Während der Prozessschritt der Homogenisierung in Anwesenheit der Oleosomen zu 

Lufteintrag und so zu einer schaumartigen Makrostruktur führte, zeigte das Einbringen der 

Oleosomen nach dem Homogenisieren eine ebenmäßige und feinporige Struktur. Das 

Einbringen der Oleosomen vor der Präaggregation hingegen hatte eine Abnahme der 

Gelstärke, sowie eine deutlich erhöhter Synäreseneigung der Ricotta-Alternative zur Folge. 
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II.5 Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse 

- Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte:  

Formo Bio hat eine Schutzrechtsanmeldung der Forschungsergebnisse geprüft und 

diese als Grundlagenwissen eingestuft. Die Ergebnisse wurden daher im Rahmen des 

vierten Ergebnisses des Verwertungsplans (Grundlagenwissen schaffen) im 

Fachjournal LWT - Food Science and Technology unter dem Titel „Impact of process 

conditions and type of plant protein on aggregate formation with whey protein and 

resulting ricotta-like gel texture“ (Brühan et al. 2024) veröffentlicht. 

 

- Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende:  

Die erlangten wissenschaftlichen Erkenntnisse sind technisch unmittelbar umsetzbar. 

Bei der Markteinführung hybrider Produkte ist eine deutlich höhere 

Konsumentenakzeptanz zu erwarten, da sie in ihren Eigenschaften den bekannten 

Produkten ähnlicher sind, als reine pflanzenbasierte Produkte.  

- Hinsichtlich der hybriden Produkte mit rekombinanten Proteinen besteht die rechtliche 

Herausforderung, eine Anerkennung der rekombinanten Milchproteine als Novel Food 

zu bekommen, was die zeitnahe Markteinführung beeinträchtigt. Formo Bio hat jedoch 

jüngst auf Basis von bereits zugelassenem Protein vegane Frischkäsealternativen auf 

den Markt gebracht.  Weitere Verwertungsmöglichkeiten der rekombinanten 

Milchproteine ergeben sich nach deren Zulassung durch die Ausweitung des 

Produktportfolios auf Alternativen zu anderen Produkten (z.B. Joghurt, Desserts,  

Fleischprodukte) sowie deren Einsatz in Backwaren, Getränken sowie Sportler- oder 

medizinische Nahrung. Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten:  

Die Ergebnisse sind übertragbar auf andere Proteine und gelartige Lebensmittel, die 

thermisch oder fermentativ induziert gelieren. Damit geht eine Wettbewerbsstärkung 

der Lebensmittelindustrie einher, da insbesondere für KMU eine gezieltere und 

schnellere Produktentwicklung ermöglicht wird.  

 

- Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfähigkeit:  

Die Ergebnisse des Projekts sind unmittelbar relevant für ein BMWK-Projekt zur 

„Strukturbildung in Pflanzenproteingelen“, das ebenfalls von der TU Berlin bearbeitet 

wird. Das Projekt wird von 20 Industriepartnern aus der Milchindustrie sowie 

Herstellern von veganen Alternativprodukten aktiv unterstützt und begleitet.  Weiterhin 

haben sich aus dem vorliegenden Projekt neue Kooperationen mit der Universität 

Wageningen und der Firma Formo Bio zu Produkten auf Basis von alternativen 

Proteinen ergeben.  

  



Teil II - Anlage 1 

Tabelle 1: Verwendete Rohstoffe 

Rohstoff Hersteller  Batch 

Molkenproteinisolat 895 nzmp™, Product of New Zealand 21/01/2020 19/01/2022 

Kartoffelprotein Solanic 200 Biesterfeld Spezialchemie GmbH 200P7120 

Erbsenprotein Nutralys S85 XF Roquette W260N 

Sojaproteinisolat Pro Fam 891 DISP. ADM 066891, Lot Nr.: 20010971 

Lupinenproteinisolat 
Item Code: 10600 

ProLupin GmbH 210510 

Kokosfett Chemiekontor.de 00156302 

Natriumchlorid ≥ 99,5 %, p.a. Roth, 3957.1 227258380 

 

Tabelle 2: Proteingehalte (NF x 6,25) und Trockenmassen der verwendeten Rohstoffe 

Protein Proteingehalt [%] Trockenmasse [%] 

Molkenproteinisolat 92,15 95,59 

Kartoffelprotein 85,48 91,86 

Sojaprotein 89,13 96,34 

Erbsenprotein 79,26 92,82 

Lupinenprotein 92,44 97,21 

 

 

 
Abbildung 1: Löslichkeit 5 %iger Proteinlösungen vor und nach Vorbehandlung (VB) 
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Abbildung 2: Prozessschritte der Ricotta-Herstellung inkl. Vorbehandlung des Soja-, Erbsen- und 
Lupinenproteins 

 

 

a) SPI-WPI-Mischaggregate von re. nach li.: 80°C/90°C; 10 min bei pH5, pH6,5 und pH8 

 

Abbildung 3a-d: Partikelgrößenverteilung der aggregierten Proteinlösungen unter Variation von pH-

Wert und Temperatur 
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b) EPI-WPI-Mischaggregate von re. nach li.: 80°C/90°C; 10 min bei pH5, pH6,5 und pH8 

 
c) PoPI-WPI-Mischaggregate von re. nach li.: 80°C/90°C; 10 min bei pH5, pH6,5 und pH8 
 

d) LPI-WPI-Mischaggregate von re. nach li.: 80°C/90°C; 10 min bei pH5, pH6,5 und pH8 

Abbildung 3a-d (Fortsetzung): Partikelgrößenverteilung der aggregierten Proteinlösungen unter 

Variation von pH-Wert und Temperatur 
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a)  SPI-WPI-Mischaggregate bei 1000-facher Vergrößerung und Phasenkontrast (von re. nach li.: 80°C 10 min pH5, pH6,5, 

pH8) 

   
b)  EPI-WPI-Mischaggregate bei 1000-facher Vergrößerung und Phasenkontrast (von re. nach li.: 80°C 10 min pH5, pH6,5, 

pH8) 

   
c)  PoPI-WPI-Mischaggregate bei 1000-facher Vergrößerung und Phasenkontrast (von re. nach li.: 80°C 10 min pH5, pH6,5, 

pH8) 

   
d) LPI-WPI-Mischaggregate bei 1000-facher Vergrößerung und Phasenkontrast (von re. nach li.: 80°C 10 min pH5, pH6,5, pH8) 

 

Abbildung 4a-d: Mikroskopische Aufnahmen der gemischten Proteinlösungen nach Präaggregation 

 

 



 
a) SPI-WPI-Mischaggregate: 80°C/90°C; 20 min bei pH6,5 und pH8 

 

 
b) EPI-WPI-Mischaggregate: 80°C/90°C; 20 min bei pH6,5 und pH8 
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c) LPI-WPI-Mischaggregate: 80°C/90°C; 20 min bei pH6,5 und pH8 

Abbildung 5: Rheologische Bestimmung der Viskosität bei der Präaggregation 

 

 

Tabelle 3: Zusammenfassung Aggregatcharakteristika (Partikelgrößenverteilung und Viskosität) 

Probe 
 

pH Temp. Haltezeit D10 [μm] D50 [μm] D90 [μm] Partikelgröße
nverteilung 

End-
Viskosität 
[mPa·s] 

WPI - - - 2,9 ± 0,1 4,8 ± 0,3 7,2 ± 0,8 monomodal - 

WPI-SPI 5 80 10 8,6 ± 0,0 
22,9 ± 0,7 

13,4 ± 0,1 
60,4 ± 0,5 

21,0 ± 0,2 
159,5 ± 2,3 

bimodal 28,8 ± 
2,06881 

20 9,0 ± 0,1 
2117 ± 0,5 

13,9 ± 0,1 
63,6 ± 0,4 

21,7 ± 0,1 
191,8 ± 6,3 

bimodal 
 

 

90 10 8,9 ± 0,1 
25,0 ± 0,1 

14,8 ± 0,2 
78,5 ± 2,0 

24,6 ± 0,6 
245,8 ± 12,4 

bimodal 49,5 ± 6,1 

20 9,2 ± 0,1 
25,6 ± 1,5 

16,7 ± 0,7 
84,7 ± 3,4 

30,2 ± 2,4 
280,5 ± 6,6 

bimodal  

6,5 80 10 5,4 ± 0,1 7,0 ± 0,2 9,3 ± 0,5 monomodal 12,9 ± 0,2 

20 5,6 ± 0,1 7,36 ± 0,2 9,9 ± 0,3 monomodal  

90 10 5,7 ± 0,1 7,4 ± 0,0 9,9 ± 0,1 monomodal 15,5 ± 0,3 

20 5,8 ± 0,2 7,5 ± 0,3 10,1 ± 0,6 monomodal  

8 80 10 0,1 ± 0,0 
1,1 ± 0,1 

0,2 ± 0,0 
2,4 ± 0,1 

0,2 ± 0,0 
5,0 ± 0,7 

bimodal 12,5 ± 0,2 

20 0,1 ± 0,0 
1,1 ± 0,0 

0,16 ± 0,0 
2,28 ± 0,3 

0,2 ± 0,0 
4,6 ± 1,0 

bimodal  

90 10 0,19 ± 0,0 
1,53 ± 0,1 

0,27 ± 0,0 
3,33 ± 0,1 

0,38 ± 0,0 
7,28 ± 0,2 

bimodal 12,6 ± 0,2 

20 0,1 ± 0,0 
1,2 ± 0,0 

0,1 ± 0,0 
2,4 ± 0,0 

0,2 ± 0,0 
4,8 ± 0,1 

bimodal  
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Tabelle 3 (Fortsetzung) : Zusammenfassung Aggregatcharakteristika (Partikelgrößenverteilung und Viskosität) 

WPI-EPI 5 80 10 9,1 ± 0,0 
35,6 ± 0,1 
135,9 ± 2,4 

16,7 ± 0,1 
74,2 ± 0,8 
215,9 ± 5,0 

30,33 ± 0,3 
154,28 ± 2,8 
342,72 ± 8,3 

trimodal 36,1 ± 1,2 

20 9,9 ± 0,1 
38,9 ± 1,2 
124,1 ± 6,6 

20,1 ± 0,9 
72,9 ± 0,4 
217,3 ± 6,3 

40,9 ± 3,2 
137,0 ± 5,5 
381,3 ± 1,7 

trimodal  

90 10 8,8 ± 0,0 
37,2 ± 0,3 
134,8 ± 0,2 

17,9 ± 0,0 
65,4 ± 0,7 
194,5 ± 0,3 

36,6 ± 0,2 
114,6 ± 1,4 
282,8 ± 0,3 

trimodal 71,6 ± 7,6 

20 9,0 ± 0,0 
40,2 ± 0,1 
132,2 ± 0,5 

20,3 ± 0,0 
69,5 ± 0,3 
193,8 ± 0,5 

45,5 ± 0,1 
120,4 ± 0,8 
286,6 ± 0,8 

trimodal  

6,5 80 10 0,2 ± 0,0 
3,0 ± 0,0 

0,9 ± 0,0 
4,7 ± 0,1 

0,4 ± 0,0 
7,5 ± 0,2 

bimodal 12,4 ± 0,1 

20 0,2 ± 0,0 
3,2 ± 0,2 

0,2 ± 0,0 
5,1 ± 0,1 

0,3 ± 0,0 
6,6 ± 2,7 

bimodal  

90 10 0,2 ± 0,0 
0,4 ± 0,0 

0,4 ± 0,0 
1,6 ± 0,1 

0,5 ± 0,0 
6,5 ± 0,5 

bimodal 14,1 ± 0,2 

20 0,2 ± 0,0 
0,8 ± 0,5 

0,4 ± 0,0 
3,4 ± 2,4 

0,5 ± 0,0 
14,7 ± 11,3 

bimodal  

8 80 10 0,2 ± 0,0 
2,2 ± 0,9 

0,3 ± 0,1 
3,9 ± 0,9 

0,4 ± 0,1 
7,2 ± 0,5 

bimodal 12,3 ± 0,4 

20 0,2 ± 0,0 
1,8 ± 0,6 

0,2 ± 0,1 
3,9 ± 0,3 

0,3 ± 0,1 
8,8 ± 2,1 

bimodal  

90 10 0,1 ± 0,0 
1,1 ± 0,1 
5,4 ± 2,3 

0,2 ± 0,0 
3,8 ± 0,1 
10,5 ± 2,6 

0,2 ± 0,0 
12,7 ± 2,0 
21,0 ± 1,2 

trimodal 12,1 ± 0,1 

20 0,1 ± 0,0 
3,8 ± 0,5 

0,2 ± 0,0 
8,5 ± 1,4 

0,2 ± 0,0 
19,1 ± 4,8 

bimodal  

WPI-
PoPI 

5 80 10 8,7 ± 0,0 
23,1 ± 0,3 
141,4 ± 7,3 

14,3 ± 0,1 
42,9 ± 0,3 
216,7 ± 14,2 

23,4 ± 0,3 
78,9 ± 1,3 
330,7 ± 25,2 

trimodal  

20 8,9 ± 0,0 
25,7 ± 0,3 
126,4 ± 3,1 

15,1 ± 0,1 
44,9 ± 0,3 
192,9 ± 5,3 

25,8 ± 0,2 
78,4 ± 0,6 
293,9 ± 8,8 

trimodal  

90 10 15,6 ± 0,2 38,4 ± 0,3 100,7 ± 11,5 monomodal  

20 18,9 ± 0,9 49,1 ± 1,8 115,5 ± 6,8 monomodal  

6,5 80 10 11,4 ± 0,1 
106,3 ± 4,7 

18,2 ± 0,2 
213,9 ± 9,5 

26,2 ± 0,4 
348,1 ± 15,5 

bimodal  

20 9,1 ± 0,1 
47,0 ± 5,7 

13,9 ± 0,2 
103,6 ± 6,0 

21,5 ± 0,4 
229,5 ± 11,5 

bimodal  

90 10 9,8 ± 0,3 
39,1 ± 2,1 
97,4 ± 55,9 

19,3 ± 0,8 
70,3 ± 4,9 
188,8 ± 46,2 

38,2 ± 2,3 
127,0 ± 24,1 
421,8 ± 109,3 

trimodal  

20 9,7 ± 0,3 
36,8 ± 1,2 
134,9 ± 8,9 

19,0 ± 0,9 
72,0 ± 0,7 
224,5 ± 9,1 

37,3 ± 2,6 
140,8 ± 7,3 
373,8 ± 21,2 

trimodal  

8 80 10 33,7 ± 1,5 86,8 ± 7,1 206,3 ± 21,3 monomodal  

20 33,7 ± 0,8 
137,7 ± 1,0 

88,6 ± 0,9 
193,6 ± 2,5 

232,9 ± 1,7 
272,1 ± 7,9 

bimodal  

90 10 22,6 ± 0,8 59,9 ± 5,9 174,1 ± 27,6 monomodal  

20 20,9 ± 0,7 49,7 ± 3,4 131,0 ± 14,1 monomodal  

WPI-LPI 5 80 10 26,3 ± 0,2 51,5 ± 0,2 87,4 ± 0,4 monomodal 21,3 ± 3,3 

20 31,6 ± 0,3 64,4 ± 0,4 113,9 ± 1,3 monomodal  

90 10 35,8 ± 0,1 
105,5 ± 4,6 

58,2 ± 0,5 
169,4 ± 5,6 

94,9 ± 1,4 
272,1 ± 5,9 

bimodal 34,6 ± 3,1 

20 36,2 ± 0,5 
110,5 ± 6,2 

59,7 ± 0,1 
174,7 ± 7,9 

98,3 ± 1,5 
276,2 ± 11,7 

bimodal  

6,5 80 10 0,3 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,6 ± 0,3 monomodal 12,2 ± 0,1 

20 0,3 ± 0,0 0,5 ± 0,0 1,8 ± 0,2 monomodal  

90 10 0,3 ± 0,0 0,6 ± 0,0 2,3 ± 0,1 monomodal 13,5 ± 0,9 

20 0,3 ± 0,0 0,6 ± 0,0 2,5 ± 0,2 monomodal  

8 80 10 0,7 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,5 ± 0,1 monomodal 12,0 ± 0,2 

20 0,7 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,5 ± 0,1 monomodal  

90 10 0,8 ± 0,0 1,3 ± 0,1 2,2 ± 0,4 monomodal 11,9 ± 0,0 

20 0,8 ± 0,0 1,3 ± 0,0 2,3 ± 0,2 monomodal  

 

 



 

 

 

Abbildung 6a: Molekulargewichtsprofile der SPI-WPI-Mischaggregate unter Variation von pH-Wert, Temperatur 
und Haltezeit (red. = reduziert mit DTT) 

 

 

Abbildung 6b: Molekulargewichtsprofile der EPI-WPI-Mischaggregate unter Variation von pH-Wert, Temperatur 
und Haltezeit (red. = reduziert mit DTT) 

 



 

Abbildung 6c: Molekulargewichtsprofile der PoPI-WPI-Mischaggregate unter Variation von pH-Wert, 
Temperatur und Haltezeit (red. = reduziert mit DTT) 

 

 

Abbildung 6d: Molekulargewichtsprofile der LPI-WPI-Mischaggregate unter Variation von pH-Wert, Temperatur 
und Haltezeit (red. = reduziert mit DTT) 

 

 

 

 

 

 



  
 

7a) 50/50 Soja-/Molkenproteinisolat  7b) 50/50 Erbse-/Molkenproteinisolat  

  
7c) 50/50 Kartoffel-/Molkenproteinisolat 7d) 50/50 Lupine-/Molkenproteinisolat 
 
Abbildung 7a-d: Gelfestigkeit der Ricotta-Alternativen gemessen mittels Texture Analyzer, dargestellt sind die 
Mittelwerte der technischen 5fach-Bestimmung 
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Abbildung 8a: Ricotta-Proben SPI-WPI-Mischungen 
(50/50) bei 10 min Haltezeit 

Abbildung 8b: Ricotta-Proben EPI-WPI-Mischungen 
(50/50) bei 10 min Haltezeit 

  

Abbildung 8c: Ricotta-Proben PoPI-WPI-Mischungen 
(50/50) bei 10 min Haltezeit 

Abbildung 8d: Ricotta-Proben LPI-WPI-Mischungen 
(50/50) bei 10 min Haltezeit 



 

Abbildung 20: Volumetrische Verteilung der Proteinaggregatgröße bei einer niedrigen oder hohen 

Gesamtproteinkonzentration; PC_low (6,53 %) und PC_high (8,61 %) 

 

 

 

 
 

  

 
  
Abbildung 21: Darstellung des Texturprofils (li.) und der Macro- and Microstruktur (REM 50x 
Vergrößerung) 
(re.); WHC (unten): 
PClow – original hybride Ricotta-Alternative (SPI/WPI + Kokosöl); geringere Proteinkonzentration (6,5 
%) bei Präaggregation 
PChigh – original hybride Ricotta-Alternative (SPI/WPI + Kokosöl); höhere Proteinkonzentration (8,6 
%) bei Präaggregation 
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Abbildung 22: Darstellung des Texturprofils (li.) und der Macro- and Microstruktur (REM 50x 
Vergrößerung) 
(re.); WHC (unten): Einfluss von mechanischem Stress und Hitze bei der Prozessierung 
A – (SP-WPI + Oleosomen); höhere Proteinkonzentration (8,6 %) bei Prä-aggregation: Zugabe der 
Oleosomen vor der Präaggregation 
B – (SPI-WPI + Oleosomen); höhere Proteinkonzentration (8,6 %) bei Prä-aggregation: Zugabe der 
Oleosomen nach der Präaggregation und vor der Homogenisierung 
C – (SPI-WPI + Oleosomen); höhere Proteinkonzentration (8,6 %) bei Prä-aggregation: Zugabe der 
Oleosomen nach der Präaggregation und Homogenisierung 
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