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1. Sammendrag

Calcium findes i naturen iseer som tungtoplgselige salte. Vi behgver lettilgeengeligt calcium. I meelk
er calcium (og phosphat) gjort tilgeengeligt gennem proteinbinding. Calcium bindes i malk ogsa til
mindre molekyler. Med henblik pa at udpege de aminosyresekvenser, der termodynamisk set afger
calciumbinding, er binding af calcium til udvalgte aminosyrer og peptider bestemt elektrokemisk
med en calcium-elektrode. Det er saledes vist, at aspariginsyre-glutaminsyre dipeptidet binder
calcium med dobbelt styrke sammenlignet med glutaminsyre-glutaminsyre dipeptidet og igen langt
steerkere end de frie aminosyrer. Sadan kompleks-binding er med til at kontrollere koncentrationen
af frit calcium i meelk og i mejeriprodukter og har derfor betydning for teknologiske egenskaber
som gel-dannelse og smelteegenskaber. Det frie calcium pavirkes af malkens ionsstyrke, sa
calcium-aktiviteten er endnu mindre. Calcium-aktiviteten har afggrende betydning for melkens
teknologiske egenskaber, og @ndring af pH og temperatur, og dannelse af peptider og carboxylsyrer
ved syrning og modning pavirker koncentration af frit calcium. Hgje hydrostatiske tryk blev
anvendt som en skansom ydre pavirkning, og tryk pa 4000 atm. nasten fordobler koncentrationen af
frit calcium. Efter trykudligning bindes calcium igen, men i en langsom proces. For at male
calcium-koncentrationen under tryk og ikke kun efter trykudligning, er udviklet en optisk metode
med fiber-optik og safir-vindue i selve tryk-kammeret.

Calcium bindes ogsa til hydroxycarboxylater som lactat, gluconat og lactobionat. Gluconat binder
calcium steerkere end lactobionat og iser sterkere end lactat og afhangig af ionstyrken, og udfra
bindingskonstanter for disse komplekser kan ogsa den lave calcium-aktivitet i oplgsninger af salte
til calcium-berigelse forklares. Natriumgluconat anvendes i gvrigt til at forhindre udfeldning af
calciumlactat i cheddaroste, selvom calciumgluconat er tungere oplaseligt (3 g/l) end calciumlactat
(9 g/1). Det blandede salt calciumlactatgluconat™ anvendes til calciumberigelse af drikke pa grund
af langt hgjere oplgselighed end calciumgluconat og calciumlactat separat. En teori om specifik
calcium-binding i blandede lactat/gluconat komplekser kunne ikke bekraeftes eksperimentelt, og der
arbejdes videre med en kinetisk forklaring pa disse ejendommelige fanomener.

Calcium danner sakaldt "sebe” med fedtsyrernes anioner. Calciumpalmitat er tungtoplgseligt og er
interessant for vores calciumudnyttelse. Udfaeldning af calciumpalmitat sker iseer ved
kombinationer af planteolie og calcium. Ogsa udfaldning af calciumpalmitat blev for overskud af
calcium, som det forekommer ved hydrolyse af lipid, fundet overraskende langsom, og meget tyder
pa, at et blandet salt, Ca(OH)palmitat, er det umiddelbare bundfald for pH som i tarmen.
Oplgseligheden af calciumpalmitat, som det udfeeldes fra neutral til svagt basisk oplasning, er nu
karakteriseret ved det termodynamiske oplgselighedsprodukt bestemt for betingelser, hvor palmitat
er i overskud.

Calcium-fordeling i melk er af betydning for melkens forarbejdning og ernaringsveerdi. Under
meelkens forarbejdning a&ndres fordelingen af calcium. Overmeatningsfenomener, kompleksbinding
og langsom ligevaegtsindstilling giver nye teknologiske muligheder. Oplgselighed af sammensatte
calcium-salte er en vigtig parameter for vores optagelse af calcium.



2. Project resume

Calcium in milk. Physicochemical and technological aspects of protein binding.

Calcium is found in Nature mainly as salts of low solubility. Milk has a high concentration and
availability of calcium (and phosphate) due to protein binding. Calcium is in milk also associated to
smaller molecules. Binding to amino acids has been determined in order to identify the amino acid-
sequences of thermodynamic importance for calcium-binding. For example, calcium is associated to
the aspariginate-glutaminate dipeptide significantly stronger than to the glutaminate-glutaminate
dipeptide and especially compact to the free amino acids. Such association determines the
concentration of free calcium in milk and in dairy products and is of importance for technological
properties like gelling and melting. Free calcium is further under the influence of the ionic strength,
and the calcium activity is even smaller. Calcium-activity is a key parameter, and change in pH and
temperature and formation of peptides and hydroxycarboxylic acid during fermentation and
maturation has influence on the concentration and activity of calcium. High hydrostatic pressure has
been used to pertubate calcium distribution and a static pressure of 4000 atmosphere almost
increased calcium-concentration by a factor of two after pressure release. After release of pressure,
calcium again associates with the proteins but in a slow process. An optical method was developed
which allowed the free calcium concentration to be monitored during pressurization and not only
following pressure release.

Calcium also binds to hydroxycarboxylate and stronger to gluconate than to lactobionate and
especially lactate. Sodium gluconate finds use ass an additive to cheddar cheese to prevent
precipitation of calcium lactate despite calcium gluconate is less soluble than calcium lactate. The
mixed salt “calcium lactate gluconate” is far more soluble than each of the two components. A
hypothesis of specific calcium-binding in mixed lactate/gluconate complexes could not be
confirmed and an explanation of this unusual phenomenon based on precipitation Kinetics is now
under further investigation.

Calcium forms *“soaps” with the anions of fatty acids. Calcium palmitate is sparingly soluble and
may lower our calcium absorption when formed during digestion. Calcium palmitate seems to
precipitate as a mixed hydroxy salt for conditions like those in our gut. The solubility of calcium
salts of palmitic acid was characterized thermodynamically as the solubility product.

The distribution of calcium in milk is of importance for processing of milk and the nutritive value
of dairy products. Supersaturation phenomena, complex formation and slow equilibrization for
calcium binding are all important both technological and in relation to nutrition.



3. Calcium i maelk

Projektet havde til formal at karakterisere de molekylere mekanismer, der kontrollerer
koncentrationen af frie calcium ioner i melk og calcium-ion aktiviteten udfra en formodning om, at
et mere detaljeret kendskab til iseer de kinetiske aspekter af ligevagtsindstilling mellem bundet og
frit calcium i maelk kan danne baggrund for ny udvikling af mejeriprodukter og en bedre forstaelse
af calcium-optagelse i relation til ernaring.

3.1. Koncentration og aktivitet af calcium

Melk indeholder 1,2 g calcium/ |, det svarer til en calcium-koncentration pa 30 mM.
Koncentrationen af calcium, som den males med en specifik elektrode, er derimod kun 1,5 mM, og
forskellen skyldes binding af calcium og phosphat i casein. Det frie calcium pavirkes af maelkens
ionstyrke, sa selve calcium-aktiviteten er endnu mindre end koncentrationen. Forskel mellem
koncentration og det termodynamiske begreb aktivitet skyldes elektrostatisk skeermning af de
enkelte ioner. Calcium-aktivitet (aw) snarere end koncentrationen af frit calcium har betydning for
mealkens teknologiske egenskaber, og &ndring af pH og temperatur og dannelse af peptider og
carboxylsyrer ved syrning og modning pavirker koncentrationen af det frie calcium og dermed
calcium-aktiviteten. Hgje hydrostatiske tryk er som noget nyt blevet anvendt som en skansom ydre
pavirkning, idet tryk ikke som varme medfarer bruningsreaktioner. Tryk frigiver calcium fra
caseinerne og ved Kkort tids statisk tryk pa 4000 atmosfeare naesten fordobles koncentrationen af det
frie calcium, som det er vist i Figur 1. Efter trykudligning bindes calcium igen, men i en langsom
proces. For at male calcium-aktiviteten under tryk og ikke kun efter tryk-udligning, som det er
muligt med en calcium-elektrode, blev udviklet en optisk metode, hvor fiber-optik og et safir-
vindue giver et direkte "spektrofotometrisk kik” ind i trykkammeret. En velegnet calcium-indikator
er fundet efter nogen sggen, og metoden, der bygger pa tetramethyl(murexid) som calcium-
indikator, er nu klar til anvendelse ved optimering af hgjtryksteknologi til &ndring af meelks proces-
egenskaber. Z£ndring af calcium-aktivitet pavirker geldannelse og smelteegenskaber, og tryk er
”gren teknologi” og ofte nemmere at styre end varme.
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Figur 1. Hajt hydrostatisk tryk, her 4000 atmosfeere, friggr calcium fra casein. Calcium binder sig
efter udligning af tryk igen til casein, men meget langsomt. Den stiplede linje angiver malkens
calcium i ligevaegt. (J.C. Knudsen & L.H. Skibsted: Food Chemistry 119, 2010, 202).
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Figur 2. Tetramethyl(murexid) binder calcium og dissociationen er fglsom for tryk. Disse spektre er
optaget ved hjeelp af fiberoptik og et safir-vindue i trykkammeret. 100 mM og 0 mM angiver
henholdsvis matning af indikator med Ca?* og indikatoren uden bundet calcium. For 10 mM Ca?*
er vist, hvordan gget tryk medfarer dissociation af Ca?".

Udfra spektrene i Figur 2 kan binding af calcium til indikator ved forskellige tryk karakteriseres ved
reaktions-rumfanget, AV:



In K(P):% P+ C

AV = 8,9 ml/mol for den valgte indikator sammenlignet med AV = 6,7, ml/mol for murexid, som
normalt anvendes til calcium-bestemmelse.

Ca®t+ Mur — Ca(Mur)* AV =0

1nK(P):%-P +C
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Figur 3. Bestemmelse af reaktionsrumfang for calcium-indikatoren til anvendelse ved
karakterisering af calcium-binding under hgje tryk.

3.2 Binding af calcium til peptider

Melks calcium-aktivitet og dermed koncentration af frit calcium i mealk er fastholdt af binding af
calcium i forskellige typer af komplekser. For at forsta binding af calcium til proteiner og mindre
molekyler i malk er bindingskonstanter for en reekke aminosyrer, peptider og hydroxycarboxylater
blevet bestemt ved maling af calcium-aktivitet elektrokemisk og ved oplgselighedsbestemmelse af
det tungtoplgselige calciumiodat i nerveer af kompleksdannere. Det er vist, at aspariginsyre-
glutaminsyre dipeptidet binder calcium med dobbelt styrke sammenlignet med glutaminsyre-
glutaminsyre dipeptidet og igen langt steerkere end kombinationer af de frie aminosyrer. @nsket er
at udpege de aminosyresekvenser i malkeproteinerne, der termodynamisk set afgar calcium-
binding. | Tabel 1 er vist eksempler pa bestemmelse af bindingskonstanter.



Tabel 1. Komplekskonstanter udfra maling med calcium-elektrode.

Cazr+ L= Cal~ Kass=[CaL*]1/[Ca?*1[L]
Ligand lonstyrke[M] Ligand [M] Kass [M-1]

Glutamat 0.2 101 3.6+0.4

1.0 101 2.0+x0.4
Aspartat” 0.2 101 6.24 + 0.04

1.0 101 3.7+x0.1
Asp-Glu 0.08 102 233

0.2 101 33
Glu-Glu 0.08 102 107

0.2 101 13

[Ca2*], = 1.10° mol/Il, pH= 6.9+0.1, 25 °C

3.3 Binding af calcium til hydroxylcarboxylater

Ligeveegt for kompleksdannelse er ogsa undersggt for hydroxycarboxylater som lactat, gluconat og
lactobionat (carboxylat -) af relevans for mejeriprodukter:

Ca?" + carboxylat- — Ca(carboxylat)*

Gluconat binder calcium steerkere end lactobionat og iser steerkere end lactat og afhaengig af
ionstyrken, som det fremgar af Tabel 2. Udfra disse bindingskonstanter kan ogsa den lave calcium-
aktivitet i oplgsninger af salte til calcium-berigelse forklares. Natriumgluconat anvendes til at
forhindre udfaeldning af calciumlactat i cheddaroste, selvom calciumgluconat er tungere oplgseligt
(3 g/l) end calciumlactat (9 g/l). Det blandede salt ”calciumlactatgluconat” anvendes til
calciumberigelse af drikke pa grund af hgj oplgselighed i vand (50 g/l), langt hgjere end
calciumgluconat og calciumlactat separat. En teori om specifik calcium-binding i blandede
lactat/gluconat komplekser kunne ikke bekraeftes eksperimentelt (se Tabel 2). Der arbejdes nu
videre med en kinetisk forklaring pa dette ejendommelige faenomen. Disse calcium-salte virker som
calcium-buffere, som det fremgar af Figur 4, der er baseret pa iterative beregninger indenfor Debye-
Huckel formalismen, hvor calcium-koncentration korrigeres til calcium-aktivitet under hensyntagen
til kompleksdannelse sammenlignet med ukorrigeret. Calcium-aktiviteten bliver naesten uafhaengig
af den totale koncentration af calciumgluconat, og gradienten for udfeeldning forsvinder og gar
udfaeldningen yderst langsom. Vi narmer os her tilsyneladende forklaringen pa de langsomme
ligevaegtsindstillinger, der mere generelt involverer calcium i malk. En mere detaljeret forstaelse af
disse “overmatnings-faeenomener” vil formodentlig kunne hjelpe med til at udpege alternativer til
smeltesalte i osteindustrien og til at anvise metoder at kontrollere udfeeldning af calciumsalte i oste
og andre mejeriprodukter. Den langsomme ligevaegtsindstilling for binding af frigjort calcium efter
trykbehandling (Figur 1) kan ligeledes udnyttes teknologisk, idet malken kan fa et tidsvindue med
hgjere calciumaktivitet.



Tabel 2. Kompleks-konstanter udfra maling med calcium-elektrode.

Ca** + L° === Cal* Kass=[CaL*]/[Caz*][L"]
Ligand lonstyrke[M] Ligand [M] Kass [M-1]
L-Lactat 0.2 101 15+ 2
1.0 10 10.3+0.1
1.0 101 8.0+ 0.7
D-Gluconat 0.2 101 34+3
1.0 102 14 +5
1.0 101 14 +1
L-Lac.+ D-Gluc. 0.08 2.102 12.6 + 0.2*
0.2 2.101 43 +2
1.0 2.102 12+ 2
1.0 2.101 18+1
Lactobionat 0.08 10-2 21.1+0.2
0.2 10? 52+1
1.0 102 10.2+0.1
1.0 101 11+3

[Ca?*], = 1.10- mol/l, pH= 6.9+0.1, 25 °C

*Oplgselighedsbestemmelse af Ca(103), gav vaerdien 13 +1 M,
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Figur 4. Overmetning af calcium salte af hydroxycarboxylsyre som mealkesyre, lactobionsyre og
gluconsyre (fra GDL) skyldes binding af calcium til syrernes anion som calcium komplekser.
Forventet calcium-aktivitet i vandig oplasning af calciumgluconat (m) bliver meget mindre (o), nar
der korrigeres for denne effekt, og forklarer de holdbare overmattede oplgsninger. Maling med
calcium-selektiv elektrode har bekraeftet denne hypotese.



3.4 Calcium oqg lipid

Calcium danner sakaldt ”sabe” med fedtsyrernes anioner. Calciumpalmitat er tungtoplgseligt og er
interessant for vores calciumudnyttelse. | tarmen hydrolyseres triglycerider enzymatisk til 2-
monoacylglycerol og to frie fedtsyrer fra position sn-1 og sn-3 i triglyceriderne (sn= stereospecifik
nummerering). Animalsk fedt er forskelligt fra planteolie, idet de mattede fedtsyrer som malkens
palmitinsyre er mere jeevnt fordelt mellem de tre positioner i glycerol, mens de i planteolie isaer
sidder i position sn-1 og sn-3. Udfaldning af calciumpalmitat sker saledes iszer ved kombinationer
af planteolie og calcium. Ogsa udfzldning af calciumpalmitat blev for overskud af calcium, som det
forekommer ved hydrolyse af lipid, fundet overraskende langsom, og meget tyder pa, at et blandet
salt er det umiddelbare bundfald (karakteriseret ved Réntgen-pulverdiffraktometri) for pH som i
tarmen

Ca?* + palmitat~ + OH" — Ca(OH)palmitat

Dette hydroxypalmitat omdannes langsomt til Ca(palmitat). under frigivelse af hydroxid.
Oplgseligheden af disse salte er bestemt udfra maling af calcium-aktivitet i oplgsninger, mens
saltene faelder ud. En sadan kinetisk beskrivelse af udfaeldning af calcium er ny, og resultaterne bar
kunne udnyttes til at udvikle mejeriprodukter, hvor calcium nedsatter fedtabsorptioner fra
blandingsprodukter, men ogsa til at udvikle fadevarer med optimal calcium-tilgengelighed.
Oplgseligheden af calciumpalmitat, som det udfeeldes fra neutral til svagt basisk oplasning, er nu
karakteriseret ved det termodynamiske oplgselighedsprodukt bestemt for betingelser, hvor palmitat
er i overskud. Det fremgar af beregninger i Tabel 3, at Ksp bliver konstant for forskellige
koncentrationer og pH, hvilket understatter den foreslaede sammensatning af bundfaldet dannet
udfra calcium og palmitat. Udfeeldning af calciumpalmitat er en overraskende langsom proces som
det fremgar af Figur 4, hvor calcium ion koncentration er fulgt elektrokemisk under udfeaeldning for
overskud af calcium.

Tabel 3. Oplgselighedbestemmelse: Calciumhydroxypalmitat, 25 °C ved forskellige ionstyrke. Ksp
beregnet for det "blandede salt”. Palmitatkoncentrationen er 0,0010M.

lonic [CaZ* ], [Ca** ],

strenght [M] [M] pH Ksp [M] M] pH Ksp [M]
0.08 5.104 8.5 3. 10-16 1.10*4 9.0 3. 1016
0.16 5.10*% 8.4 1. 10-16 1.10*4 8.7 9. 1017
0.5 5.104 8.0 2. 10-15 1.10*4 8.0 2.10-15
1.0 5.10*“ 7.8 2 1015 1.10*4 7.8 1.1015




Model ExpDecl

- = Alrexp(-x/t1)
0.7 Equation "0 expixitL)

Reduced 3.55093E-4
Chi-Sar

Ad. R-Square 088778
0.6 Value  Standard Error
ca ¥o 040577 001025
EN | ca Al 0.15398 0.0183
0 ca u 3.1118 085081

.5

0.4 n

0.3+

[Ca®, M]

0.2

0.1+

00 T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Time, days

Figur 4. Udfeldning af calciumpalmitat er en langsom proces. Oprindelig koncentration: [Ca?*) = 6
-10* M, (Palm’) =4 - 10* M. Kurven er en eksponentialfunktion svarende til en “halveringstid” pa
ca. 3 dage. 25 °C, maling med calcium-elektrode, ionstyrke 0,16 (fysiologisk ionstyrke).
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4.4 Forskeruddannelse

Projektet begyndte i 2006 og har af forskellige personalemassige arsager faet en leengere
projektperiode end oprindeligt planlagt, idet projektet farst sluttede med udgangen af 2010.
Medarbejdere ved projekter har i forskellige perioder veeret lektor Vibeke Orlien (oprindeligt som
post doc., forskningsassistent Merete B. Munk, lektor Jes Knudsen, forskningsassistent Riikka
Raitio, laborant Bente Danielsen og forskningsassistent Martina VVavrusova, der sidst i
projektperioden blev indskrevet som ph.d. studerende. Martina Vavrusova er nu supplerende tildelt
et KU-LIFE stipendium for at afslutte arbejdet og ph.d.studiet igangsat under det oprindelige
projekt. Merete B. Munk er erhvervsforsker i samarbejde med Palsgaard A/S, Juelsminde.

5. Konklusion

Projektet var i sit opleeg meget ambitigst, idet udgangspunktet var, at et bedre kendskab til
termodynamikken bag binding af calcium til proteiner og mindre molekyler i malk og
mejeriprodukter, og som noget nyt ogsa til kinetikken bag ligevaegtsindstilling, kunne danne
grundlag for bedre forarbejdningsprocesser. De anfarte eksempler vedrgrende den langsomme
ligeveegtsindstillinger efter hgjtryksbeholdning og udfaldning af calcium-salte i ost og erstatning af
smeltesalte viser, at en bedre forstaelse af calcium-bindingens kinetik i malk lader sig udnytte i
praksis. Calciums udfeldning med mattede fedtsyrer er nu beskrevet mere kvantitativ og er af
betydning for udvikling af erngeringsmaessigt optimerede mejeriprodukter. Disse resultater kan med
fordel falges op i nye projekter. Calcium-fordeling i melk er af betydning for meelkens
forarbejdning og ernzaringsveerdi. Under malkens forarbejdning e&ndres fordelingen af calcium.
Overmatningsfeenomener, kompleksbinding og langsom ligevaegtsindstilling giver nye
teknologiske muligheder. Oplgselighed af sammensatte calcium-salte er et vigtigt parameter for
vores optagelse af calcium.
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