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1. Sammendrag

Mzalkeproteinet [-lactoglobulin, der er allergent, er fundet at vare det maske mest
trykfolsomme  levnedsmiddelprotein  overhovedet. Da  B-lactoglobulin  samtidig
mangdemaessigt er det vigtigste valleprotein — og 1 evrigt har gode ern@ringsmassige
egenskaber — ligger der store udfordringer i at udnytte den nye skdnsomme hejtryksteknologi
til at modificere [-lactoglobulins funktionelle egenskaber gennem trykpavirkning.
Trykdenaturering af P-lactoglobulin blev fundet at forlebe gennem tre stadier: (i) dannelse af
en reversibel initiel “tryksmeltet” tilstand op til 50 MPa, hvor thiolgrupper bliver mere
reaktive bl.a. som antioxidanter, og hvor bindingen af hydrophobe molekyler i proteinets
indre haemmes; (ii) en reversibel “trykudfoldning” svarende til en mindskelse af proteinets
volumen pa 73 mL/mol og halvdenaturering ved 123 MPa, efterfulgt af (iii) en irreversibel
denaturering og aggregering ved hgjere tryk, hvor ogsa intermolekylare disulfidbindinger far
betydning. Vandbindingen eges tilsyneladende ved den reversible trykdenaturering, idet -
lactoglobulins partielle molare volumen eges, men det bundne vand ”fylder” mindre end det

frie vand, og den samlede volumenendring er derfor negativ.

Ved den reversible denaturering er hydrophobe dele af B-lactoglobulin ved fluorescens-
spektroskopi fundet at blive eksponeret til overfladen, hvilket giver anledning til aggregering
og efterfolgende geldannelse bl.a. ved opvarmning. Disse termisk inducerede geler af
trykdenatureret -lactoglobulin er ved sterrelseskromatografi fundet at have en storrelses-
fordeling af aggregater, der @ndrer sig ved henstand mod en sterre diversitet i

partikelstorrelse.

Trykdenaturering eger P-lactoglobulins enzymatiske hydrolysérbarhed. Hydrolyse af [3-
lactoglobulin, hvorved proteinets allergene egenskaber forsvinder, er for trypsin fundet at
kunne beskrives inden for Michaelis-Menten formalismen. Aktiveringsbarrieren for
hydrolysen mindskes vasentligt (omkring 60 kJ'mol™") ved P-lactoglobulins binding til
enzymet, hvorved hydrolysehastigheden oges. Nar trypsin (og andre proteolytiske enzymer)
alligevel ikke er effektive over for B-lactoglobulin, skyldes det en yderst svag binding til

enzymet. Tryk pavirker imidlertid denne binding af B-lactoglobulin til trypsin, og den egede



hydrolysehastighed har kunnet beskrives som en mindskelse af volumen ved binding af

substrat til enzym.

Disse resultater opnaet gennem en kombination af metoder vil kunne danne grundlag for
design af processer, hvorved valleproteiners funktionelle egenskaber og allergenicitet kan

@&ndres.

2. Abstract

The milk protein B-lactoglobulin which is allergenic was found to be probably the most
pressure sensitive among food proteins. As [-lactoglobulin quantitatively is the most
important whey protein, and also from a nutritional point of view is a very valuable protein, it
is a challenge to explore the new high pressure technology to modify B-lactoglobulins
functional properties. Pressure denaturation of [-lactoglobulin was found to proceed through
three steps: (i) formation of an initial and reversible ”pressure melted” state form up to 50
MPa, during which the thiol groups are becoming more and more reactive, also as
antioxidants, and during which hydrophobic molecules are bound less efficient in the interior
of the protein; (ii) a reversible pressure “unfolding” corresponding to a reduction in protein
volume of 73 mL/mol and a half-denaturation around 123 MPa, followed by (iii) an
irreversible denaturation and aggregation at higher pressure, where also intermolecular
disulfide bonds seem to be of importance. Water binding increases apparently during the
reversible pressure denaturation, since the partial molar volume of [-lactoglobulin is
increased. However, the bound water occupies less volume compared to the non-bound water,

and the overall change in volume is accordingly negative.

During the reversible pressure denaturation, hydrophobic areas of B-lactoglobulin was found
using fluorescence spectroscopy to be more exposed to the protein surface, in effect leading to
aggregation followed by gel-formation upon mild heating. B-lactoglobulin was found by size
exclusion chromatography to have a size distribution of particles in such gels, which changed

with time towards a larger diversity.



Pressure denaturation increases the susceptibility of B-lactoglobulin to hydrolysis. Hydrolysis
of B-lactoglobulin, by which process the allergenicity of the protein disappears has for trypsin
found to fit into the Michaelis-Menten formalism. The energy barrier for hydrolysis of -
lactoglobulin was found to be reduced significantly (estimate of 60 kJ'mol™") through the
binding of -lactoglobulin to the enzyme, in effect increasing the rate of hydrolysis.
However, trypsin (and other proteolytic enzymes) are still ineffective in hydrolyzing [3-
lactoglobulin, due to a weak binding of B-lactoglobulin to the enzyme. Pressure increases this
binding of B-lactoglobulin to trypsin and the increased rate of hydrolysis was described to
result from a reduced volume through binding of the substrate to the enzyme.

Together these results, which were obtained through a combination of experimental methods,
should at least partly provide the background for design of processes by the use of which, the

functional properties and the allergenecity of B-lactoglobulin should be modified.



3. Formal

Projektets formal har veret at udvikle metoder til undersogelse af hoje tryks indflydelse pa
melkeproteiner, og at anvende disse til en kvantitativ karakterisering af valleproteiners
konformations@ndring ved trykpavirkning og de heraf @ndrede egenskaber med hensyn til
geldannelse, tilgengelighed for proteolytiske enzymer, vandbindingsevne og andre
funktionelle egenskaber. Hensigten har yderligere varet at opnd en detaljeret indsigt i
mekanismen for P-lactoglobulins trykdenaturering for at forstd samspillet mellem det
udfoldede proteins struktur og dets felsomhed overfor enzymatisk hydrolyse. Viden af denne
type vil vare en forudsetning for en fremtidig rationel udnyttelse af hejtryksteknologien i

dansk mejeribrug.

4. Baggrund

Valleproteiner har en hegj naringsverdi og gode funktionelle egenskaber, hvilket danner
grundlag for en omfattende industriel produktion af valleproteinisolater og -koncentrater. [3-
lactoglobulin er det vigtigste valleprotein 1 komalk, omend dets fysiologiske og
ernzringsmessige funktion stadig nappe er fuldt forstaet. Proteinet er meget stabilt overfor
enzymatisk hydrolyse ved atmosferisk tryk, men selektiv fjernelse af B-lactoglobulin kan
opnés ved at udnytte proteinets trykfolsomhed, da proteinet under forholdsvis moderate tryk
@ndrer konformation og udfoldes, og dermed bliver mere tilgengelig for hydrolyse med
proteolytiske enzymer. Trykdenatureringen af B-lactoglobulin giver saledes mulighed for at
formindske proteinets allergenicitet ved enzymatisk hydrolyse under milde betingelser ved

fremstilling af for eksempel modermelkserstatninger eller distetiske specialprodukter.

Trykfelsomheden af B-lactoglobulin kan underseges ved en reekke metoder, der pa forskellig
vis giver information om de strukturelle @ndringer af proteinet under trykbehandlingen og

indsigt 1 mekanismen bag trykudfoldningen.

Tidligere udferte in situ undersogelser af proteinets egenfluorescens viste, at 3-lactoglobulin
ved trykpdvirkning @ndrer konformation, idet tryptophansidekaderne eksponeres mod

vandfasen, som indikeret af en redforskydning af belgeleengden for dets emissionsmaksimum.
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Ud fra en simpel et-trinsmodel for denatureringen har der siledes kunne beregnes et
reaktionsvolumen, AV’= 98 mL-mol ™" for trykudfoldningen svarende til halvdenaturering ved
110 MPa. Yderligere blev det pévist, at renatureringen af proteinet er forholdsvis langsom,
hvilket tillod enzymatisk hydrolyse (med trypsin) efter trykbehandling og muligger specifik

hydrolyse med enzymer, der métte veere mindre trykfelsomme end B—lactoglobulin.

Proteolyse af B-lactoglobulin under hgje tryk har indledningsvis kunnet karakteriseres ved
bestemmelse af et tilsyneladende aktiveringsvolumen, AV”, for pepsins hydrolyse af proteinet
ved pH 2,5 - betingelser, der under normale forhold ikke er tilstraeekkelige til at nedbryde
proteinet. For praktisk anvendelse og eventuel design af reaktorer er det dog vigtigt at kende
trykvirkningen pd de enkelte enzymkinetiske parametre for at derved bestemme
aktiveringsvolumen og reaktionsvolumen for substratomdannelsen og ikke mindst

trykathangigheden af substratbinding til enzymet.

Trykbehandling af B-lactoglobulin 1 oplesning med hgje koncentrationer giver anledning til
dannelse af proteingeler, der har bevaret deres aroma og farve, samtidig med at de er mere
glatte og blade og har sterre elasticitet end varmeinducerede geler. En praktisk anvendelse af
denne type gel, eventuelt fremstillet ved en kombination af tryk- og varmebehandling,

afventer dog en bedre forstaelse af mekanismen for den trykinducerede geldannelse.

5. Resultater

Gennemforelse af de forskelligartede undersegelser 1 projektet forudsatte at der blev
fremstillet en rigelig mangde ensartet og velkarakteriseret, nativt B-lactoglobulin (B-1g) af de
genetiske varianter A og B af tilfredsstillende renhed som enzymsubstrat og forsegsmateriale
til de evrige underseggelser. Der blev indsamlet malk fra keer, homozygote i hhv. B-Ig A og
B, og ved ionbytningschromatografi af UF-koncentreret syrevalle fremstilledes to portioner
pa hhv. 460 g rent B-1g-A og 600 g rent -lg-B. Karakteriseringen af de to portioner viste, at
der var opnéet praparater uden paviselige proteinforureringer og uden vasentlig denaturering

af B-1g. (Kristiansen et al., 1998).



5.1 Mekanisme for trykdenaturering af B-lactoglobulin

Mekanismen bag trykudfoldningen og geldannelse blev undersegt ved en rekke avancerede
in situ fluorescensspektroskopiske teknikker. Ved underseggelse af anisotropien af proteinets
egenfluorescens var det muligt at bestemme trykfolsomheden med en metode, der ikke som
det tidligere anvendte kvanteudbytte er folsom overfor diverse quenchingsmekanimer. Ved
stigende tryk foregedes depolariseringen af proteinets tryptophanfluorescens, svarende til, at
den molekylere mobilitet af disse sidekeeder foregedes vasentligt. Reaktionsvolumenet
bestemt ved denne teknik var —73 mL-mol™', svarende til halv-denaturering ved 123 MPa.
Ved anvendelse af fluorescensproberne ANS, der associereres til hydrofobe steder pa
proteinet, og cis-parinarsyre, der bindes i proteinets indre kavitet, blev det konstateret, at
trykpévirkning foregede proteinets hydrofobiciet (i god overensstemmelse med blotleegningen
af tryptophansidekader) og fordrsagede en udfoldning, sa den anvendte probe ikke lengere
blev bundet i proteinets indre.

Pé basis af litteraturen og resultaterne af undersegelserne i projektet har vi til erstatning for
den tidligere anvendte et-trinsmodel derfor foresldet folgende mekanisme for J3-
lactoglobulin’s trykdenaturering (Stapelfeldt & Skibsted, 1999):

1. Moderat tryk (op til 50 MPa) inducerer @ndringer i -lactoglobulin, karakteriseret
som en ’smeltning”, der foreger reaktiviteten af den “frie” thiolgruppe (Cys-121) og
inducerer kollaps af kaviteten 1 proteinets indre uden dog at forage proteinets
volumen.

2. Ved hgjere tryk (op til 200 MPa) sker der en udfoldning (reaktionsvolumen —

73 mL-mol"), der efter opher af trykpavirkningen i hvertfald er delvis reversibel med
langsom renaturering.

3. Ved hgjere tryk far irreversible @ndringer stigende betydning, og aggregering og

geldannelse indtraeder. Her bidrager intermolekylare svovlbindinger vasentligt.

Med henblik pad bedre at kunne undersege proteinudfoldningen in situ, er B-lactoglobulin
blevet market med fluorescensproben MIANS, der skulle vare folsom for @ndringer i
solventpolaritet og kan anvendes til studier af stralingsles energioverforsel fra sdvel proteinets
tryptophansidekader som andre fluorescensprober (Stapelfeldt ez al. 1999). Marknings- og

oprensningsproceduren for [-lactoglobulin er publiceret, ligesom fluorophoren er
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karakteriseret m.h.t. fluorescenskvanteudbytte og -levetid. Maleimid-baserede prober som
MIANS regnes for nasten specifikke overfor thiolgrupper, og MALDI-TOF
massespektroskopi viste da ogsa, at kun ét MIANS-molekyle blev kovalent bundet per
proteinmonomer. Forelobige undersogelser har ligeledes vist, at kvanteudbyttet mélt in situ
har minimum ved 50 MPa, svarende til den “tryksmeltede” tilstand, for hvilken

thiolreaktiviten stiger og hvor B-lactoglobulin far vaesentlig antioxidativ effekt.

Mens tidligere undersggelser af renatureringen bestemt ved thiolgruppens reaktivitet viste, at
renatureringen efter tryk ikke udviste nogen vesentlig temperaturathaengighed, har endnu
ikke-publicerede resultater vist, at selve trykudfoldningen malt in situ viser forskellig
trykprofil ved forskellig temperatur. Disse resultater er under bearbejdelse, men signalerer
trykdenatureringens kompleksitet og indikerer, at en mere fyldestgerende (pH, temp, tryk)-
profil for trykdenatureringen vil give mulighed for at designe mejeriteknologiske processer
ved at kombinere forskellige tryk- og temperaturbetingelser for at opné specifikke egenskaber

af valleproteiner.

Trykdenaturering af B-lactoglobulin (og andre proteiner) forudsetter, at det denaturerede
protein fylder mindre end det native. For globulere proteiner som [-lactoglobulin synes det
umiddelbart overraskende, at det udfoldede protein fylder mindre end det ”sammenrullede”
ikke-denaturerede protein. Dette tilsyneladende paradoks er relateret til proteinets
vandbinding, idet volumenendring i forbindelse med a@ndret vandbinding af proteinet indgér 1
den overordnede ligevagtsbetragtning. Da vandbinding yderligere er af central betydning for
proteingelers egenskaber, blev volumenforholdene ved trykdenaturering undersegt ved en
direkte metode baseret pa nejagtig bestemmelse af proteinoplesningers massefylde. Det
lykkedes at fi4 etableret den sékaldte densitometriske metode til bestemmelse af
valleproteiners partielle molare voluminer. Begge genetiske varianter gger voluminet ved
trykbehandling, idet dog [-variantens voluminen midlertidigt mindskes forud for
volumeneggningen. Det er bemarkelsesvardigt, at denne volumenegning kunne bestemmes
direkte, og det vil efterfolgende give mulighed for, ud fra forskellen til det negative
reaktionsvolumen, at beregne @ndringen i vandbinding under trykdenaturering. Blokering af
thiolgrupperne, der indgér i trin tre i trykdenatureringen, medferte ikke kvalitative endringer i

volumen@ndringerne under trykdenaturering ved 1500 atm., hvilket yderligere bekrefter
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betydningen af hydrofob interaktion fremfor irreversibel aggregering ved dette moderate hoje

tryk. (Olsen & Skibsted, to be published)

5.2 Enzymkinetik for hydrolyse af B-lactoglobulin under tryk

Hydrolyse af [B-lactoglobulin med trypsin blev indledningsvis udfert for en kommerciel
blanding af A og B-varianterne, reprasentativ for et normalt valleproteinpraparat, ved
atmosferisk tryk og under steady-state betingelser. Det bemarkes, at analysen af [3-
lactoglobulins hydrolyse med trypsin indenfor den formelle Michaelis-Menten kinetik er den
forste egentlige beskrivelse af dette vigtige valleproteins enzymatiske hydrolyse, hvor ogsé
temperatureffekter kvantiseres. Bestemmelse af ikke-hydrolyseret [(-lactoglobulin blev
foretaget vha. kapillarelektroforese og dannede grundlag for beregning af initialhastighederne
for hydrolysen. De enzymkinetiske parametre blev udledt fra en Michaelis-Menten analyse af
hastigheder ved forskellig temperatur, hvorefter de termodynamiske parametre,
aktiveringsenergi og bindingsenthalpi, for trypsinkatalyseret hydrolyse af [-lactoglobulin
kunne bestemmes til henholdsvis E,= 51+£18 kJ mol ! 0g AHping = -28+4 kJ ‘mol~'. Samlet ses
det, at trypsinhydrolyse af B-lactoglobulin foreges ved at sanke energibarrieren med
60 kJ-mol™' sammenlignet med syrekatalyseret hydrolyse. Den fulde effekt af stabiliseringen

bliver dog delvist modvirket af en relativ svag binding af proteinet til enzymet (Olsen et al.

1999b)

Trykinduceret in-situ hydrolyse af B-lactoglobulin udfert under steady-state kinetiske
betingelser og med trypsin som enzym blev ligeledes analyseret vha. kapillarelektrofose.
Kvantiseringen af ikke-hydrolyseret B-lactoglobulin i de trykbehandlede prever var dog
vaesentlig vanskeligere end 1 ovennavnte forsog pga. udpreget grad af proteinaggregering
efter trykbehandlingen. Saledes blev der udviklet en ny analysemetode baseret pa en
proveforbehandling 1 8 M urinstof og 20 mM dithiothreitol samt elektroforese med en 6 M
urinstof-phosphat runbuffer, hvilket gav acceptable resultater. Hydrolysen af -lactoglobulin
blev bestemt som funktion af tryk, tid og proteinkoncentration og analyseret ifolge Michaelis-
Menten kinetik for hvert tryk. De sidste resultater er under endelig bearbejdelse, men

forstdelsen af den trykinducerede foregelse af hydrolysen er dog tydelig set ud fra



enzymkinetiske parametres trykafthangighed. I forhold til atmosfaerisk tryk eges hydrolysen
af B-lactoglobulin med trypsin med trykket op til 100 MPa, hvorefter substratomdannelsen
ikke oges yderligere ved hgjere tryk. Dette kan enten skyldes trykinduceret aggregering af
proteinet, der gor det vanskeligere for trypsin at hydrolysere [-lactoglobulin, eller at
substratet ved trykdenatureringen bindes mere effektivt til enzymet. Faktisk viser
trykathengigheden af substratbindingen, at B-lactoglobulin bindes signifikant bedre jo hejere
trykket er. Det betyder, at det fuldt denaturerede protein (P>150 MPa) har flere effektive
kontakter med trypsin, men til gengaeld har enzym-substrat komplekset formodentlig en

begrenset fleksibilitet nar katalysen skal forega.

5.3 Geldannelse af trykbehandlet -lactoglobulin

Termisk geldannelse af trykbehandlet B-lactoglobulin er undersegt mhp. at @ndre de
funktionelle egenskaber af valleproteiner. Resultaterne viser, at henstandstiden efter
trykbehandlingen har stor indflydelse pa bade geltiden og styrken af de opnaede geler.
Saledes forringes geldannelsesevnen, nar B-lactoglobulin udsettes for tryk op til 300 MPa,
hvilket yderligere forsterkes ved henstand i 24 timer ved 5 °C. Sterrelseskromatografi af
trykbehandlede prover efter 24 timers henstand udviste en rimelig god invers korrelation
mellem trykintensiteten, fordelingen af polymerer og de reologiske egenskaber. Med stigende

tryk oges geltiden og gelstyrken nedsettes. (Olsen ef al. 1999a)

En egentlig trykinduceret geldannelse er underseogt for et kommercielt valleproteinisolat og
ren B-lactoglobulin. Lavmolekylare proteinbestanddele synes at have stor indvirkning pa de

dannede gelers styrke.

5.4 Samlet konklusion

Trykfolsomheden af det kvantitativt vigtigste valleprotein, P-lactoglobulin, er beskrevet
kvantitativt og den trykinducerede denaturering er vist at bestd af tre trin. Efterfulgt af en
indledende “tryksmeltning” sker en reversibel trykdenaturering, hvor den enzymatiske

hydrolyse af det allergene protein @ges pa grund af en mere effektiv binding af substratet til
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enzymet. Ved tredje trin sker en ikke reversibel associering som indledning til trykinduceret

geldannelse.
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