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1. Sammendrag

Det har vist sig muligt at fremstille geler, uden termisk behandling, ud fra valleprotein ved hjlp at
en sarlig protease. Denne protease (BLP) er isoleret fra Bacillus licheniformis og er specifik
overfor peptid-bindinger, der indeholder glutaminsyre eller asparaginsyre.

Nervarende projekt har vist at BLP er i stand til at danne geler ved temperaturer fra 40-80°C. Den
maksimale gel-stivhed blev fundet ved 75 °C. Geler fremstillet ved 50 og 60°C havde en meget
aben struktur, mens hgjere temperaturer gav tettere geler med mindre porer.

Forskellen i geleringsmekanisme mellem ikke-varmebehandlet og varmebehandlet (80°C/30 min.)
valleprotein blev belyst ved forseg med forskellig enzymkoncentration, temperatur og pH. For ikke-
varmebehandlet protein giver hydrolysen anledning til, at en blanding af peptider aggregerer til
storre enheder, der til slut danner et netvaerk. Bade proteolysen og aggregeringen har betydning for
geldannelsen. Forsgg med méling af egenviskositeten i oplesninger af -lactoglobulin tyder saledes
ogsd pé at hydrolyse med BLP forer til en hurtig udfoldning af proteinmolekylerne efterfulgt af
yderligere spaltning til peptider, der derefter aggregerer. I det varmebehandlede protein, derimod,
fijerner hydrolysen primart hydrofile enheder pa de termiske aggregater og derved give anledning
til, at der opstar hydrofobe omrader der kan danne hydrofobe interaktioner til tilsvarende omrader
pa andre aggregater. Herved bliver proteolysen (og ikke aggregeringen) styrende for geleringen.
Confocal laser scanning mikroskopi af gelerende valleprotein understotter disse forskelle 1
mekanisme.

pH viste sig at have indflydelse pa den BLP-inducerede geldannelse, sdledes at graden af proteolyse
1 gelpunktet var hejest ved hej pH. Nir pH nermede sig det isoelektriske punkt, indtradte
geldannelsen ved lavere grad af proteolyse, uanset om valleproteinet havde veret varmebehandlet
eller ej. Dette skyldes sandsynligvis den reducerede elektrostatiske frastadning mellem
enkeltmolekyler eller samlinger af molekyler. Gelstivheden faldt med pH. En tilsvarende virkning
blev set ved salttilsetning (NaCl, CaCl,), der ogsa reducerede den elektrostatiske frastodning og
dermed geltiden. De resulterende geler var mere blode og koagelagtige end geler fremstillet uden
salttilseetning

a-lactalbumin dannede geler med BLP meget hurtigere end B-lactoglobulin. De resulterende geler
var nasten gennemsigtige og desuden meget sterkere end tilsvarende B-lactoglobulin geler.
Blandinger af valleproteiner, derimod, viste sig af have ringere geldannelsesevne end de rene
proteiner. Uden tilsetning af Ca*" dannede a-lactalbumin geler med en stivhed pa omkring 2500 Pa
i 10% oplosninger (6-8 gange mere end B-lactoglobulin) Ved tilsatning af Ca®" forsterkedes gel
stivheden, séledes at der blev opndet geler med en gelstivhed i 10% oplesninger pa 20-35.000 Pa
(25 °C), hgjest ved tilsetning af 50-100 mM Calcium. Gelstivheden var maksimal umiddelbart efter
hydrolysen ved 50 °C, og faldt sd noget da gelerne blev afkelet til 25 °C. Dette tyder péa, at
elektrostatiske interaktioner spiller en vasentlig rolle for denne geldannelse, f.eks. ved at Ca*
sammenbinder hydrolyseret a-lactalbumin til tynde strenge, der s& danner transparente geler.
Elektronmikroskopi har saledes vist at mikrostrukturen 1 disse geler er karakteriseret ved lange (1-2
pum) strenge med en konstant diameter pd ca. 20 nm.



2. English summary

It is possible, without thermal treatment, to induce gelation in whey protein by using a specific
protease isolated from Bacillus licheniformis specific towards cleaving of peptide-bonds containing
glutamic or aspartic acid.

The present project has shown that BLP is able to induce gelation at temperatures ranging from 40
to 80°C. The maximal gel strength was found at 75 °C. Gels made at 50 or 60 °C exhibited a very
open structure, whereas higher temperatures resulted in denser gels with smaller pores.

Differences in the mechanism of gelation between unheated and thermally treated (80 °C/30 min.)
whey protein were investigated by experiments at different enzyme concentration, temperature and
pH. Hydrolysis of unheated whey protein results in a mixture of peptides that aggregate to larger
units and finally comprises a gel network. Proteolysis as well as aggregation has influence on the
gelation. Measurements of intrinsic viscosity in solutions of B-lactoglobulin indicate that hydrolysis
using BLP results in a fast unfolding of the protein molecules followed by degradation to peptides
and aggregation. I the heat-treated protein, however, hydrolysis using BLP progressively shaves off
hydrophilic peptide segments from the soluble aggregates present in this substrate, resulting in an
increased attraction between individual aggregates, leading to gelation. Proteolysis (and not
aggregation) thus controls gelation. Confocal laser scanning microscopy of gelling whey protein
supports these implied differences in mechanism.

pH was show to exert influence on the BLP-induced gelation. The degree of hydrolysis increased
with pH and when pH approached the isoelectric point, gelation took place at lower levels of
proteolysis, irrespective of whether the whey protein had been thermally treated or not. This is
probably caused by the reduced electrostatic repulsion between individual molecules or assemblies
of molecules. The gel strength was reduced when the pH decreased. A similar effect was seen when
salts (NaCl, CaCl,) were added, which also reduced the den electrostatic repulsion and hence the
time of gelation. The resulting gels were softer and more like coagula than gels made without
addition of salts.

BLP induced gelation in a-lactalbumin much faster than in B-lactoglobulin. The resulting gels were
almost transparent and much stronger than equivalent B-lactoglobulin gels. Mixtures of whey
protein, however, exhibited reduced gelation ability compared with the pure proteins. When no Ca*"
was added, hydrolysis of a-lactalbumin resulted in gels with a stiffness of about 2500 Pa in 10%
solutions (6-8 times more than B-lactoglobulin). When Ca®" was added, the gel stiffness was
increased, resulting in gels with a stiffness in 10% solutions of 20-35.000 Pa (25 °C), with a
maximum at a level of 50-100 mM calcium added. The gel stiffness was maximal immediately after
hydrolysis at 50 °C, and then it decreased somewhat when the gels were cooled down to 25 °C,
indicating that electrostatic interactions could play an important role, i.e. hydrolysed o-lactalbumin
could possibly be bonded together by Ca*" in a fine-stranded network. Electronmicroscopy of these
gels have thus shown that the microstructure is dominated by long (1-2 mm) strands with a diameter
of approx. 20 nm.



3. Formal

Formalet med projektet har veret at belyse, hvorledes proteolyse af valleprotein med et enzym med
en sarlig specifitet, i samspil med andre faktorer pavirker valleproteins geldannelse, samt
strukturen af de opnaede geler. Hensigten har varet at opna en oget forstielse for samspillet
mellem struktur og funktionalitet 1 geler, samt at skabe mulighed for en bedre udnyttelse af
valleproteinernes evne til geldannelse.

4. Baggrund

Valleprotein har en hgj naringsverdi og gode funktionelle egenskaber, hvilket danner grundlaget
for en omfattende industriel produktion af valleprotein koncentrater og isolater. Valleproteins evne
til at danne gel ved opvarmning udnyttes bl.a. i ked- og bageriindustrien.

For at kunne skraddersy valleproteins funktionalitet i relation til en given anvendelse er der en
reekke muligheder for at modificere proteinet:

Kemisk modifikation har vaeret studeret ret intensivt og har potentiale til at endre stort set alle de
funktionelle egenskaber. Anvendelse i levnedsmidler er imidlertid betaenkeligt ud fra en ernarings-
og sikkerhedsmassig vurdering.

Fysisk modifikation kan ske ved hjelp af varme og tryk. Det er velkendt, at valleprotein kan
bringes

til at gelere ved termisk behandling, og at forhold som calciumtilsetning, pH og ionstyrke har
indflydelse pa denne proces. Ved at kontrollere disse faktorer er det bl.a. muligt at fremstille
koldgelerende valleproteinprodukter. Heojt tryk kan ogsd anvendes til at inducere geldannelse i
valleprotein.

Enzymatisk modifikation af valleprotein kan pdvirke de funktionelle egenskaber enten ved
krydsbindingsreaktioner, ved spaltning (proteolyse) eller ved modifikation af aminosyresidekeder.
Krydsbinding ved hjxlp af transglutaminase kan f.eks., anvendes til forbedring af syrnede
malkeprodukters koagelegenskaber. Virkningen af proteolyse pd den termiske geldannelse af
valleprotein har hidtil kun veret meget lidt undersogt, men tidligere underseggelse pé Institut for
Mejeriforskning viste at det er muligt at fremstille geler ved hjelp at en sarlig protease. Denne
protease (BLP) er isoleret fra Bacillus licheniformis og er en serin protease, der er specifik overfor
peptid-bindinger, der indeholder glutaminsyre eller asparaginsyre. BLP inducerede geler var op til
ti gange staerkere end geler fremstillet uden enzym, og der kunne iagttages betydelige @ndringer 1
mikrostrukturen.

Det har derfor varet et vaesentligt mal i det naervarende projekt at afklare, hvorledes proteolysen
med BLP 1 samspil med en rakke andre faktorer (pH, varmebehandlingsintensitet,
calciumtilsatning) regulerer valleproteins geldannelse.



5. Resultater:
5.1 Mekanisme for den enzymatiske geldannelse og varmebehandlingens indflydelse

Forseg med samtidig anvendelse af BLP og varme blev foretaget med [-lactoglobulin og
valleproteinisolat (WPI) ved forskellige proteinkoncentrationer (7-20%) og temperaturer (40-80
°C). BLP er i stand til at danne geler ved 40 °C, og at der blev opndet en maksimal gelstivhed ved
75 °C. Kontrolprever med denatureret BLP tilsat dannede ikke gel ved temperaturer under 60 °C,
men de dannede geler var stivere ved 75 og muligvis 80 °C. Strukturen af de dannede geler blev
undersogt med transmission-elektron-mikroskopi (TEM) og geler fremstillet ved 50 og 60 °C havde
en meget dben struktur, mens hgjere temperaturer gav tattere geler med mindre porer [6,9,12].

Ovenstdende resultater blev sammenholdt med mélinger af hydrolysen og resultaterne pegede pa, at
mekanismen for den enzym-inducerede gelering var den samme ved 40-60 °C, hvor B-lactoglobulin
primert er pa nativ form. Her er det sandsynligvis mangden af dannede peptider med evne til at danne
aggregater, der styrer gelernes struktur og stivhed. Nar temperaturen er 70 °C og derover andres
mekanismen, og geldannelsen folger samme menster, som hvis der tilsettes BLP til varmebehandlet
valleprotein. Dannelsen af gelen sker hurtigt ved disse temperaturer, sandsynligvis fordi der dannes
termiske aggregater og der er foroget aggregeringshastighed ved heje temperaturer. Til gengaeld har
disse geler ikke nedvendigvis den sterste stivhed.

Forskellen 1 mekanisme mellem ikke-varmebehandlet og varmebehandlet (80 °C/30 min.)
valleprotein er yderligere blevet belyst ved forseg med varmebehandlet og ikke-varmebehandlet
valleprotein isolat [3]. Forseg ved forskellig enzymkoncentration (Figur I), temperatur og pH har
illustreret, at for ikke-varmebehandlet WPI er det ikke kun proteolysen, der er af betydning for
geldannelsen, men der er en hastighedsbegraensende aggregeringsfase, der ikke er tilstede nér der
anvendes varmebehandlet (denatureret) valleprotein. En foregelse af temperaturen for hydrolyse fra
40 to 60 °C havde ingen signifikant indflydelse pa graden af proteolyse ved geldannelse for ikke-
varmebehandlet WPI (30-31% malt som frigivne peptider [3], Figur 2). Dette er i
overensstemmelse med, at aggregeringen er det hastighedsbegraensende trin i dette tilfeelde. I
varmebehandlet WPI, derimod, forte en eget temperatur under hydrolysen til en mindre proteolyse
ved geldannelse (fra ca. 24% frigivne peptider ved 40 °C til 16% ved 60 °C). Dette skyldes
sandsynligvis at der eksponeres hydrofobe omrader ved denatureringen, og at hydrofobe
interaktioner spiller en vesentlig rolle ved den enzym inducerede geldannelse af valleprotein.

Der er desuden lavet en rakke billeder af geldannelsen ved hjelp af confocal laser scanning
mikroskopi (CSLM), og disse billeder viser (Figur 3) at det varmebehandlede protein danner en taet
aggregeret struktur umiddelbart efter gelpunktet, hvorimod det ikke-varmebehandlede preeparat
udviser en vis aggregeringstid inden gelstrukturen er feerdigdannet.

Disse resultater kan sammenfattes i en teori om, hvorledes BLP indvirker pd valleprotein med
geldannelse til folge :

For ikke-varmebehandlet protein giver hydrolysen anledning til, at en blanding af peptider
aggregerer til storre enheder der til slut danner et netvaerk. Bade proteolysen og aggregeringen har
betydning for geldannelsen. Forseg med mdling af egenviskositeten (intrinsic viscosity)[2,10] 1
oplesninger af B-lactoglobulin tyder sdledes ogsd pa at hydrolyse med BLP forer til en hurtig
udfoldning af proteinmolekylerne efterfulgt af yderligere spaltning til peptider, der derefter
aggregerer.



I det varmebehandlede protein, derimod, sker der sandsynligvis det, at hydrolysen primert fjerner
hydrofile enheder pd de termiske aggregater og derved give anledning til at der opstar hydrofobe
omrader der kan danne hydrofobe interaktioner til tilsvarende omrader pa andre aggregater. Herved
bliver proteolysen (og ikke aggregeringen) styrende for geleringen.

5.2 pH og salttilsetningens betydning for geldannelsen med BLP

pH havde indflydelse pa den BLP-inducerede geldannelse af WPI saledes at graden af proteolyse i
gelpunktet var hgjest ved hej pH [3]. Nar pH narmede sig det isoelektriske punkt, indtradte
geldannelsen ved lavere grad af proteolyse, uanset om WPI havde vearet varmebehandlet eller e;j.
Dette skyldes sandsynligvis den reducerede elektrostatiske frastodning mellem enkeltmolekyler
eller samlinger af molekyler. Denatureret, uhydrolyseret WPI dannede en gel nar pH blev justeret til
under 6.2, og geleringstiden steg med pH for disse oplesninger, hvilket tyder pa at proteinernes
ladning har en afgerende rolle [7]. Gelstivheden faldt med pH.

Tilsetning af NaCl forte til gelering ved lavere grader af proteolyse end i WPI oplesninger uden
salt. T oplesninger med 10 mM NaCl tilsat var der ca. 14% frigivne peptider tilstede ved
geldannelsen, mod ca. 30% 1 en oplesning uden salt [3,4], idet tilsetning af salt forirsager en
reduktion af den elektrostatiske frastedning. En reduktion i geltiden blev ogsa set ved tils@tning af
CaCl,, séledes faldt den fra 84 min. til 9 min ved 15mM CacCl, [4]. CaCl, havde ingen indflydelse
pa hydrolysen med BLP og virkningen ma derfor henferes til reduktion af den elektrostatiske
frastodning, som ved tils®tning af NaCl. Geler fremstillet med salttilsetning var bledere og mere
koagelagtige end geler fremstillet uden salttilsetning.

5.3 Hydrolyse af blandinger af valleprotein (a-lactalbumin -lactoglobulin)

For at undersege, hvorledes de enkelte valleproteiner reagerede pa hydrolyse med BLP blev blandinger
af a-lactalbumin (a-La) og B-lactoglobulin (b-Lg) fremstillet med forskelligt blandingsforhold (0%,
33%, 66% og 100% a-La) og undersegt med hensyn til hydrolyse (dannelse af peptider og
polymerer ud fra de oprindelige proteiner) og geldannelse. a-La har kun ringe indflydelse pd BLP’s
hydrolyse af b-Lg, mens der er en tydelig inhibering af a-La’s hydrolyse nar der er tilsat b-Lg,
muligvis pd grund af kompetetiv inhibering [11].

Det anvendte a-La var et praeparat, der er blevet fremstillet pA KVL ved en proces hvor pH bringes
ned under 4,6 og temperaturen holdes under 50 °C. Dette preparat indeholder kun meget lidt Ca, og
a-La befinder sig pd en mere fleksibel form (apo-form) end hvis der er Ca tilstede, der fastholder
proteinet i en mere ordnet form (holo-form). Denne a-La viste sig at vere i stand til at danne geler
med BLP meget hurtigere end ved anvendelse af ren b-Lg (Figur 4). De resulterende geler var
desuden meget sterkere end tilsvarende b-Lg geler [11]. Blandingerne af valleproteiner, derimod,
viste sig af have ringere geldannelsesevne end de rene proteiner. Faktisk kunne oplesningen med
66% a-La slet ikke danne en mélbar gel, muligvis fordi der her dannes aggregater tidligt under
hydrolysen, hvilket nedsetter geldannelsesevnen.

Tilsatninger af Ca®" til det Ca-fri praparat inden hydrolysen foreger gelstivheden markant, med en
ovre grense pa 50-100 mM Ca®" tilsat. Uden tilsaetning af Ca** danner a-La ved 50 °C geler med en
stivhed pa omkring 2500 Pa i 10% oplesninger, hvilket er 6-8 gange mere end b-Lg fremstillet pa
samme méade. Ved tilsetning af Ca®" forsteerkes gel stivheden, siledes at der opnés transparente



geler med en gelstivhed i 10% oplesninger pa 20-35.000 Pa (25 °C), hgjest ved tilsetning af 50-100
mM calcium (Figur 5). Gelstivheden er maksimal lige efter hydrolysen ved 50 °C og falder sa
noget nar gelerne atkeles til 25 °C, hvilket kunne tyde p4, at elektrostatiske interaktioner spiller en
vaesentlig rolle, dvs. at hydrolyseret a-lactalbumin kan tankes bindes sammen af Ca®" og siledes
danner finstrengede geler. Transmissions elektronmikroskopi har siledes vist at mikrostrukturen i
disse geler er karakteriseret ved lange (1-2 um) strenge med en konstant diameter pa ca. 20 nm
(Figur 6). En specialestuderende vil snart pabegynde undersegelser af peptidmenstret fra
hydrolyseret a-lactalbumin.

5.4 Anvendelse 1 levnedsmidler

Direkte tilsetning af enzym til yoghurtmalken, enten for eller efter malkens varmebehandling har
vist sig ikke at vaere nogen god ide. Nedbrydning af kasein forarsagede udfaeldning ved syrning, og
der blev dannes et slimet bundfald. Valleproteinisolat, hydrolyseret i forskellig grad med BLP, blev
tilsat til yoghurt. Resultaterne viste en foreget viskositet ved tils@tning af hydrolyseret vallepulver,
hvis tilsetningen sker efter varmebehandlingen. Tilsettes valleproteinet inden varmebehandlingen
er der ingen effekt, og hydrolyse i 3 timer formindsker faktisk yoghurtens viskositet. Der er siledes
ikke noget der tyder pé, at BLP kan forbedre konsistens og stabilitet i yoghurt, og den enzymatisk
inducerede geldannelse skal snarere finde anvendelse i neutrale levnedsmidler, jf. ovenstiende
resultater om pH’s indflydelse (afsnit 3.2).

5.5 Samlet konklusion

Projektet har afklaret mekanismen for den enzym-inducerede geldannelse af valleprotein og har
kortlagt virkningen af varmebehandling under og inden hydrolysen samt pH og salttilsetning har pd
denne geldannelse. Det er desuden pavist at a-lactalbumin er i stand til at danne meget sterke og
transparente og finstrengede geler ved enzymatisk hydrolyse og tilsetning af calcium. Tilsatning af
hydrolyseret valleprotein til yoghurt har dog ikke vist sig at kunne navnevardigt forbedre
konsistens og stabilitet.
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commercial or semi-commercial whey protein concentrates, isolates and fractions. Int. J. Food Sci.
& Tech., 34:587-601).

MD Foods Ingredients har medvirket ved fremskaffelse af en rekke af de anvendte
valleproteinprodukter. NOVO Nordisk har leveret det anvendte enzym (BLP) og Celilia Elofsson,
Kemicentrum, Lunds Universitet har medvirket i forbindelse med afprevning af udstyr.
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Figur 1. Gelstyrken (Complex modulus) som funktion af den standardiserede reaktionstid
(inkuberingstid x enzym/substrat (E/S) forhold) for ikke-varmebehandlede (A) og varmebehandlede
(B) oplesninger (90 g/L) af valleproteinisolat (WPI) hydrolyseret ved 50 °C ved anvendelse af

forskelligt E/S forhold. Fra reference 3.

Figuren illustrerer, at for varmebehandlet WPI sker geldannelsen ved den samme grad af
proteolyse, mens dette ikke er tilfeldet nar det anvendes ikke-varmebehandlet WPI, idet

aggregeringen af de frigivne peptider her spiller en rolle.
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Figur 2. Gelstyrken (Complex modulus) i oplesninger (90 g/L) af ikke-varmebehandlet (A) og
varmebehandlet (B) valleproteinisolat (WPI) som funktion af den standardiserede reaktionstid
(inkuberingstid x relativ aktivitets faktor), der afspejler graden af proteolyse (peptide peak area).
Fra reference 3.

Figuren illustrerer, at for ikke-varmebehandlet WPI sker geldannelsen ved den samme grad af
proteolyse, uathengigt af den anvendte tmeperatur, hvilket tyder pé at det er aggregeringsfasen, der
er det hastighedsbestemmende trin, mens temperaturathengigheden nar der anvendes
varmebehandlet WPI sandsynligvis hanger sammen med den foregende mangde eksponerede
hydrofobe omréder.
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Figur 3. Billeder taget med confocal laser scanning mikroskopi af geldannelsen 1 ikke-
varmebehandlet (de overste 6 billeder) og varmebehandlet (de nederste 6 billeder) B-lactoglobulin.
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Figur 4: Gelegenskaber for B-lactoglobulin, co-lactalbumin og blandinger med 33 or 66% o-
lactalbumin. Gelering skete ved 50 °C, pH 7,5 under anvendelse af BLP og en koncentration pa
10mL/L.
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Figur 5: Gel stivheden i BLP inducerede geler fremstillet ud fra a-lactalbumin med forskellig
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tilseetning af calcium. Temperatur profilen (25-50-25 °C) er angivet ved den prikkede, tynde linie.
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bNOR-2

Figur 6. Transmission elektronmikroskopi billede af en gel fremstillet ud fra a-lactalbumin med
SmM tilsetning af calcium. De merke partier angiver proteinstrenge.
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