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Nye og innovative ingredienser
indeholdende beta-kaseinfragmenter

Sekventielle, plasmininducerede nedbrydning af 3-kasein er evalueret i forskningsprojekt,

som viser markant mere kompleksitet end forventet.

Store beta-kaseinfragmenter

-kasein (B-CN, 209 aa) er godt tilpasset til den tid-
lige ernaering. Under ostemodningsprocessen er
nedbrydning af kasein hovedarsagen til endrin-
gerne i tekstur og smag. Ansvarlig er de proteined-
brydende enzymer fra lobe og meelken selv. Plas-
min er den mest betydningsfulde protease, der ty-
pisk klever 3-CN i to omrader. Figur 1 viser de frem-
herskende B-CN-fragmenter beskrevet i meaelk og
den varme- og syrestabile fraktion kaldet proteose
peptone (PP). Gamma-fragmenterne findes mest i
koaglet, imens PP-fragmenterne ofte gar med val-
len. Studier viser, at PP-fragmenter udger op mod
10% af det totale protein i “sed” valle.

Projektindhold

Projektet sigtede imod at erhverve god generel og
grundlagsskabende viden om dannelse og konse-
kvens af B-CN-fragment-forekomst i mzelk, idet de
kan have bade tilsigtede og/eller ugnskede effekter
pa smag, konsistens, bioaktivitet og maske osteud-
bytte. Et andet eksempel er, at der ved mave/tarm-
fordgjelse dannes en del interessante bioaktive
3-CN-fragmenter (med fx gunstig indflydelse pa
blodtryk samt immun- og nervesystemet).

Maling af B-kaseinfragmentdannelse
For at identificere og spore B-kaseinfragmenter
i en blanding har vi faet lavet peptidantistoffer

Val116 og Val173-Pro186 (se figur 1). Dertil indker-
tes en RP-HPLC-metode til at monitorere fragment-
menstre i diverse blandinger understgttet af ana-
lysemetoden Maldi-tof MS og LC-MS - sidstnaevnte
hjalp Arla Foods Innovation Center med at kore.

Kronologien i den plasmininducerede nedbryd-
ning blev undersggt. Klgvning imellem Lys105-
His106/Lys107-Glu109 sker lettest, efterfulgt af de-
ling ved Lys28-Lys29. Lys28-Lys29 foretraekkes sam-
menlignet med Lys29-1le30. Lys113-Tyr114 er det
tredje mest labile klgvnings-site. | kommeciel valle
er PP5 mest forekommende efterfulgt af PP8 slow
og PP8 fast, hvor sidstnaevnte kun findes i lille ud-
straekning. Det er en vaesentlig observation, idet
antallet af fragmenter i industrielle fraktioner for-
modentlig er begraenset.

Separation

Til gavn for individuelle studier af de store $-CN-
fragmenter blev en separationsmetode sat op. In-
grediensen Alfa-20 viste sig som et godt udgangs-
materiale, men det er ngdvendigt at reducere an-
tallet af komponenter ved en forbehandling, hvor
proteose-pepton-fraktionen isoleres (100°C i 20
min, pH| 4,6, centrifugering, dialyse og frysetor-
ring). Separation af store 3-CN-fragmenter kan kun
forega under delvist denaturerende betingelser,
hvilket vil komplicere indfersel af hensigtsmaessig

mejeriindustriel teknologi til isolering eller fiernelse

imod Asp40-GIn54, og derpa Glu21-Ser35, Met102-  af sddanne fragmenter.
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Figur 1: Mest forekommende store
(3-CN-fragmenter og deres nomenklatur.
PP8 fast (res 1-28), PP5 (aa 1-105/7), PP8
slow (aa 29-105/7), gamma-1 (aa 29-209),
gamma-2 (aa 106-209) og gamma-3 (aa
108-209, ikke vist). Genkendelsesomrader
for anvendte antistoffer er angivet.



Figur 2: A) Forskel pd et stabilt og beskyttende cellelag pga.
af gode "tight junctions’, og en utaet barriere, som bl.a. ses
under sygdom. B) P4 stilistisk vis illustreres effekten af udvalg-
te fraktioner hen over en periode pé 24 dage. C) Mdling

af elektriske modstand hen over er cellelag angiver @get
teethed ved stigende vaerdier.

Funktion og bioaktivitet
Mulige biologiske effekter af B-CN-fragmenter,
primaert mave/tarm-relaterede, er blevet under-
segt i de to nedenfor beskrevne modelsystemer.
Modning af beskyttende tarmcellelag: Nar den
elektriske modstand (TEER) hen over cellelaget
males kan man felge celler fra tarmen - de sa-
kaldte CaCo-2 cellers modning og etablering af
et teet beskyttende cellelag (figur 2, panel A). Jo
sterre modstand, desto teettere et cellelag. Ekspe-
rimenterne viser, at PP5- og PP8 slow pools, og PP
fra Alfa 20 tilsyneladende stimulerer dannelse af
et stabilt og teet cellelag, sammenlignet med an-
dre undersggte proteiner (figur 2, panel B).
Binding og transport af mineralet jern: Vi har
etableret en test, hvorved et cellulzert optag af
mineralet jern kan bestemmes, hvilket bedst go-
res med FHs 74 Int celler. | en raeekke meget om-
fattende eksperimenter har vi forsegt at vurdere
store B-kasein-fragmenters indflydelse pa jernop-
tag. Det er vanskeligt at give en summarisk eva-
luering af de opnaede resultater. Dog ser det ud
som om, at fragmenterne PP8 fast, PP8 slow og
PP5 muligvis kan virke fremmende pa optag af
jern, specielt efter hydrolyse med mave-tarm
associerede peptidaser.

Implementering af resultater i praksis:
Vores erfaringer er blevet videregivet til bran-
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chen. Den ma nu afgere, om den vil videreud-
vikle metoder til enten isolation eller fiernelse af
de store B-CN-fragmenter. Som antydet, sa er det
sandsynligvis foroundet med uforudsete tekniske
vanskeligheder, idet fragmenterne udviser meget
stabile interaktioner. Man er sdledes nu i det store
hele klar over, hvordan det forholder sig med
store 3-CN-fragmenter, hvilket ogsa kan have be-
tydning for fremtidig produktion af 3-CN. Den for-
retningsmaessige afgerelse vedr. rentabiliteten og
indfersel af ny teknik ligger imidlertid hos mejeri-
branchen, som ma evaluere implementerings-
potentialet. ®

Under lagring og ostning af maelk klgves 3-kasein i fortrinsvis 5-6 fragmenter. Nedbrydningen
foregdr mest med protease plasmin. Under vellykket ostning giver nedbrydning den tilstraebte
smag og konsistens, mens ukontrolleret nedbrydning er ugnsket. Hensigtsmaessige metoder

til monitorering af 3-kasein-fragmenter blev afprevet og etableret. Starre maengder af store
B-kaseinfragmenter blev isoleret til gennemfarsel af detaljerede undersggelser af bl.a. mulige bio-
aktiviteter. Den sekventielle, plasmininducerede nedbrydning af B-kasein blev evalueret, og viste

sig at veere markant mere kompleks, end litteraturen antyder. | mejeritekniske fraktioner ses frag-
menter af B-kasein meget tidligt i procestrinene, maske allerede inden maelken mgder mejeriet.

I valle vil tilstedevzerelse af B-kasein-fragmentet PP5, og i mindre grad PP8 slow, veere fremher-
skende. Separation af store -kasein-fragmenter kan kun forega under delvist denaturerende bet-
ingelser, hvilket er vigtig viden for indfersel af formalstjenlig teknologi. Store 3-kasein-fragmenter
stimulerer tilsyneladende tarmcellers evne til at danne et stabilt og tzet cellelag, og angiveligt
fremmer de ogsa et celluleert optag af jern, iseer efter simuleret mave/tarm-fordgjelse.
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