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1 Einleitung und Zielstellung

In der Lebensmittelindustrie steht vor allem die Entwiciduneuer innovativer Produkte
im Vordergrund. Insbesondere die Modi zierung der Lebeitatproteine durch den Ein-
satz des Enzyms mikrobielle Transglutaminase (mTG) bie&tneue Ansatzpunkte. mTG
verknipft die -Carboxamidgruppe proteingebundenen Glutamins mit deminogruppe
von Lysin unter Bildung sogenannter Isopeptidbindungem.cB diese Reaktion erreicht
man eine gezielte Verdnderung funktioneller Eigenschatfier Proteine, wie z.B. Gelbil-
dung, L6slichkeit, Wasserbindevermogen sowie Emulgied §chaumungsverhalten (Faer-
gemand und Qvist, 1997; Faergemand et al., 1998; Motoki.efi884; Nio et al., 1986;
Nonaka et al., 1997b).

Bei der mTG-katalysierten Proteinquervernetzungsreakibnnen zahlreiche Proteine wie
Caseine, 7S- und 11S-Sojaglobuline, Fibrin und Myosin alssBat fur das Enzym dienen.
Die Zuganglichkeit von globuléaren Proteinen wieLactoglobulin, dem Hauptprotein der
Molke, wird dahingegen erst durch eine Veranderung der &gwnétion (Denaturierung) er-
madglicht. Neben konventionellen Methoden wie einer Hitader Kaltebehandlung, kann
eine Denaturierung auch durch Anwendung hoher hydroskegiDriicke erreicht werden.
Der Vorteil der Hochdruckbehandlung liegt hierbei in eifduzierung der thermischen
Belastung des Produktes und dem damit verbundenen ErtmaRarntbe, Aroma und warme-
emp ndlichen Inhaltsstoffen wie Vitaminen.

Anwendung ndet die mikrobielle Transglutaminase z.B. imrBich der Milchverarbeitung.
Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass es durch eineriger mTG-Behandlung der
Milch mdglich ist, einen fettarmen Joghurt herzustellee]alier sich sensorisch nicht von
\ollfettjoghurts unterscheidet (Faergemand et al., 199&itere Vorteile sind eine Erho-
hung der Festigkeit des Joghurtgeles und eine vermindgrnér8&se (Lauber et al., 2000;
Lorenzen et al., 2002).

Um die mit einer Transglutaminasebehandlung erzielteémi@gogischen Veranderungen zu
erklaren und das Enzym gezielt einzusetzen, ist es notigablaufenden Reaktionsmecha-
nismus der mTG-katalysierten Proteinvernetzung aufzahléZiel der vorliegenden Arbeit
ist es in diesem Sinne, die Auswirkung der QuervernetzurigleuStruktur von Casein-

micellen zu analysieren. Hierzu wurden UntersuchungenStabilitdt der Micellstruktur

1



1 Einleitung und Zielstellung

von originaren und mTG-vernetzten Caseinmicellen durfilige Als micelldestabilisie-
rende Ein ussgrofRen dienten ein Zusatz von Ethylendiamtiaéssigsaure (EDTA), Etha-
nol oder Glucono-lacton (GDL), eine Hochdruckbehandlung und eine enzysohé Pro-
teolyse. Zur weiteren Charakterisierung bzw. Beschrajbder intramicellar ablaufenden
mTG-Reaktion wurde UHT-Milch mit unterschiedlichen mTGt#itaten inkubiert und die
erfolgte Caseinquervernetzung mittels verschiedendy@seher Methoden untersucht. Die
Bestimmung des Vernetzungsgrades sowie des Oligomenmgemusters erfolgte hierbei
mittels Gelpermeationschromatographie. Uber eine Amatier vernetzten UHT-Milchen
mittels Polyacrylamidgelelektrophorese gelang es, Agesdiber die an der Vernetzung be-
teiligten Caseine zu erhalten. Ebenso wurde der Effekt @neymatischen Quervernetzung
auf das Verhaltnis von micellarem zu nicht micellarem Qasiger eine Hochdruck Ussig-
keitschromatographie und Gelpermeationschromatogegpinter Verwendung eines hoch-
pordsen Fullmaterials) analysiert. Neben dem besserestdvieinis der enzymatischen Ver-
netzungsreaktion in Milch, kdnnen die erzielten Ergelmesch zur Aufklarung des Micel-
laufbaus dienen. Ziel war es daher, ein Modell der Micelldinr darzustellen. Ein weiterer
Schwerpunkt der Arbeit lag in der Erlangung von Informaginriiber die Substratspezi tat
des Enzyms. Hierzu wurde eine Methode zur Bestimmung mB&tker Glutamin- und
Lysinreste im -Casein und -Lactoglobulin etabliert. Die Untersuchungen erfolgterteu
Normaldruck und Hochdruck, um zusatzlich Aussagen UbeiEdigkt einer druckinduzier-
ten Denaturierung auf die Reaktivitdt der Aminosaureresterhalten. Da die Caseine im
Lebensmittel Milch assoziiert in Form von Caseinmicellenliegen, erfolgte ebenfalls ei-
ne Untersuchung der mTG-zuganglichen Lysin- und Glutaesiervon -Casein innerhalb
der Caseinmicelle. Ziel war es hierbei, den Ein uss der thacen Struktur auf die in der

Micelle ablaufende Quervernetzungsreaktion aufzuzeigen



2 Theoretischer Teill

2.1 Das Enzym mikrobielle Transglutaminase

Das Enzym Transglutaminase (Protein-Glutamin:Amgiutamyltransferase, EC 2.3.2.13)
ist eine Transferase, d.h. ein gruppentbertragendes Enagrgehdrt zu der Subunterklas-
se der Amino-Acyl-Transferasen. Transglutaminasen sinder Natur weit verbreitet. Sie
kommen in vielen tierischen Geweben und Korper Ussigke(teolk, 1980), in Fischen (No-
guchi et al., 2001; Yasueda et al., 1995), in P anzen (Fadcetral., 1993; Lilley et al., 1998;
Siepaio und Meunier, 1995) sowie in Mikroorganismen (Antlale 1989) vor und sind an
verschiedenen biologischen Reaktionen beteiligt. Belspieise ist Faktor XIlI fur die Ver-
netzung von Fibrinmolekulen verantwortlich, was bei dartBérinnung eine wichtige Rolle
spielt (Muszbek et al., 1999). In P anzen sind Transglutaasen unter anderem an der Bil-
dung von Cytoskeletal- und Zellwandstrukturen (Sera na¢assini et al., 1995) sowie an
Prozessen des Zellwachstums, der Zelldifferenzierungdesdprogrammierten Zelltodes
(Della Mea et al., 2004) beteiligt.

Fir die industrielle Anwendung hat sich die Transglutarsenaikrobieller Herkunft durch-
gesetzt. Im Gegensatz zu den Saugetiertransglutaminstsaie imikrobielle Transglutami-
nase (MTG) C& -unabhangig (Ando et al., 1989). Diese Eigenschaft ist &ir Binsatz im
Lebensmittelsektor vorteilhaft, da viele Nahrungsmitteteine wie Caseine, Sojaglobuline
und Myosin durch C# -lonen leicht ausgefallt werden (Kanaiji et al., 1993). \&#itn be-
sitzt mTG eine hdhere Aktivitat (Kanaji et al., 1993) undesgeringere Substratspezi tat als
die Transglutaminase aus der Meerschweinchenleber (G3&s F-aktor Xl und die Ery-
throzyten - Transglutaminase (de Jong et al., 2001; de Jodd<appelman, 2002; Shimba
et al., 2002). Aufgrund dieser Vorteile und der Méglichkabdtr preiswerten und grof3tech-
nischen Gewinnung des Enzyms aus dem Mirkoorganisateptoverticillium sp. S-8112
(Streptoverticillium mobaraensdyurch Fermentation wird mTG in vielen Bereichen der Le-
bensmittelherstellung zur funktionellen Modi zierungv@roteinen eingesetzt. mTG kann
auch aus anderen Streptoverticillium-Arten, wie zZB cinnamoneur(Duran et al., 1998),

S. ladakanungHo et al., 2000) un&. hygroscopicu€Cui et al., 2007) gewonnen werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1.1 Transglutaminase katalysierte Reaktionen

Die von Transglutaminase katalysierten Reaktionen sindhilgemeinen Acyl-Transfer-
Reaktionen zwischen derCarboxamidgruppe eines peptidgebundenen Gin-Rest&dave
als Acyldonor fungiert, und verschiedenen Acylakzeptdpdrb. 2.1). Je nach Substrat kon-
nen drei verschiedene Reaktionen katalysiert werden. Dig-Aransfer-Reaktion fuihrt zur
Anlagerung von primaren Aminen in das Substratprotein (&bb, Reaktion (a)). Dient die
-Aminogruppe eines proteingebundenen Lys-Restes alsakezgptor, so kommt es unter
Ausbildung des Isopeptides N -L-Glutamyl)-L-Lysin zur Quervernetzung von Proteinen
(Abb. 2.1, Reaktion (b)). Diese Vernetzung kann sowohkirdes auch intramolekular erfol-
gen. In Abwesenheit von Aminen im Reaktionssystem kann &aser als Acylakzeptor
fur Transglutaminase fungieren. Hierbei erfolgt eine Daséerung von Gln unter Bildung

von Glu (Abb. 2.1, Reaktion (c)).

j j
GIn C NH, + RNH, ! GIn C NHR + NH3 (@)

Fo] F]
O O
j j i j
GIn C NH, + H;N Lys ! GIn C NH Lys + NH3 (b)
ol j i j
@) O
j j
GIn C NH; + H,O ! GIn C OH + NH3; (c)
b |
@) O

Abb. 2.1: Transglutaminase katalysierte Reaktionen

(a) Acyl-Transfer-Reaktion; (b) Proteinquervernetzufa);Desaminierung

Die mTG katalysierte Acyl-Transfer-Reaktion ist ein gewtes Werkzeug, um Aminosau-
ren sowie Peptide in ein Protein einzubauen (lkura et aBl18lonaka et al., 1996) und
somit dessen biologische Wertigkeit zu erhéhen. Auf diesgs@kann z.B. eine Verknip-
fung von Lysylpeptiden und Lysylmethionin mit Casein dasZden diesen Aminosauren
ausgleichen (Seguro et al., 1996b; Yokoyama et al., 200é)Pibteinquervernetzung kann
zur gezielten Verdnderung der funktionellen Eigenschadter Proteine wie beispielweise
der Ldslichkeit, der Emulgierbarkeit, der Schaumbildweigenschaften, der Wasserbindeka-

pazitat und der Gelbildungseigenschaften eingesetztemgifdaergemand und Qvist, 1997;
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2 Theoretischer Teil

Faergemand et al., 1998; Motoki et al., 1984; Nio et al., 1988naka et al., 1997b). Die
Desaminierung fuhrt ebenfalls zu einer Verdnderung dektfanellen Eigenschaften der
Proteine (Hamada, 1994). Da aber die Proteinquerverng@egeniber der Desaminierung
bevorzugt durch mTG katalysiert wird, muss fir diesen Reakschritt das Protein einen
groRBen Uberschuss an GIn-Resten im Vergleich zu Lys-Resiveisen, wie es fur Gliadin
der Fall ist (Ohtsuka et al., 2001). Eine andere Moglichisedlie Blockierung der Lys-Reste
durch chemische Reagenzien (Motoki et al., 1986). Da akieelern&hrungsphysiologisch
sicheren Blockierungsreagenzien existieren, ndet disddeinierung keinen Einsatz in der

Lebensmittelindustrie (Kuraishi et al., 2001).

2.1.2 Struktur und Eigenschaften

Das Enzym mTG ist ein Einzelstrangpolypeptid, bestehesdB8d Aminosduren und einer
Molmasse von 37863 Da (Ando et al., 1989; Kanaji et al., 1908 Sekundarstruktur wird
aus 8 -Faltblatt-Strangen, welche von 11Helices umgeben sind, gebildet. Transglutami-
nase besitzt eine diskussahnliche Raumstruktur mit eigfent Einbuchtung, in welcher das
aktive Zentrum mit dem einzelnen Cys-Rest (Cys 64) lokatisst (Kashiwagi et al., 2002).

Die dreidimensionale Struktur istin Abb. 2.2 dargesté&lie Ober &che des Enzyms ist vor-

Abb. 2.2: Dreidimensionale Struktur der mikrobiellen Transglutaasie mit -Faltblatt-Strukturen
(blau), -Helix-Strukturen (orange) und Random coil-Bereichera@rsowie Cys 64 im
aktiven Zentrum (rot); 3D-Strukturdaten liu4.pdb (Kasiivet al., 2002) dargestellt mit

dem Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1



2 Theoretischer Teil

wiegend mit positiv geladenen Aminosauren bedeckt, w&hnenaktiven Zentrum haupt-
sachlich Aminosauren mit negativ geladenen Seitenkeattalikiert sind. An der Ober &che
rund um das aktive Zentrum sind dagegen eher aromatischedsdiren zu nden (Kashi-
wagi et al., 2002).

Im Vergleich zu den Saugetiertransglutaminasen zeichaensTG durch eine hohe Druck-
stabilitat aus (Lauber et al., 2001b; Lee und Park, 2002s@rmdglicht die Vernetzung
von Proteinen unter Hochdruck, welche bei Atmospharendnicht durch das Enzym an-
gegriffen werden (Lauber et al., 2001a). Die Stabilitat odiG gegentber hydrostatischen
Drucken ist strukturell bedingt und wird in Kap. 2.4.1.2 e@brlautert. Das Temperaturopti-
mum der mTG liegt bei 50C (bestimmt bei pH = 6,0, Ando et al. (1989)). Nahe dem Gefrier
punkt weist das Enzym noch Aktivitaten auf, wahrend bei Terafuren von 70C innerhalb
weniger Minuten eine Inaktivierung eintritt (Seguro et 4096b; Yokoyama et al., 2004).
Das pH-Optimum des Enzyms be ndet sich bei pH = 6 bis 7 (Andal et1989). Aber auch
bei pH =4 und pH = 9 sind noch Aktivitaten zu beobachten, welahf eine gute Stabilitat
der mTG Uber einen breiten pH-Bereich hinweisen (Ando e8B9; Motoki und Kumaza-
wa, 2000; Seguro et al., 1996b; Yokoyama et al., 2004). eléktrische Punkt des Enzyms
ist 8,9 (Ando et al., 1989). Fur mTG sind zahlreiche Inhitetg wie Cystamin, Monoiodace-
tat, N-Ethylmaleimid, Parachlormercuribenzoesaure wrdchiedene Schwermetall-lonen
(Cw*, Zr?* und PB*) bekannt, welche durch eine Reaktion mit der freien Thigige des
Cys 64 im aktiven Zentrum das Enzym hemmen kdnnen (Ando e1289; Kanaji et al.,
1993). Ebenso gelang es lkura et al. (2002) eine Inhibitdwwig des synthetischen Tyrosin
Melanins fir Tissue-Transglutaminase nachzuweisen. bégirlich vorkommende Hemm-
stoffe fir Transglutaminase ist relativ wenig bekannt. PFiasma-Transglutaminase wurden
einige spezi sche Peptide sowie Cerulin (eine antimikratle Substanz aus Pilzen) als In-
hibitoren identi ziert (Finney et al., 1997; Tymiak et al.993). Ein weiterer Inhibitor wurde
in Milch entdeckt. Es handelt sich nach Untersuchungen eadahg et al. (2003) um eine
hitze-sensitive Substanz mit einem Molgewicht von 200 BB Ra, die nach Boénisch et al.
(2007) im Milchserum lokalisiert ist. Da mTG, Plasma-Trglusaminase sowie GTG durch
diese unbekannte Substanz in ihrer Aktivitat gehemmt werdérd vermutet dass Cys 64

im aktiven Zentrum am Inhibierungsmechanismus bete#igtde Jong et al., 2003).
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2.1.3 Reaktionsmechanismus

Transglutaminasen unterschiedlicher Herkunft unteiigieimesich in der Aminosaurezusam-
mensetzung, dem Molekulargewicht sowie der Struktur. dedeeisen die Sekundarstruk-
turen im Bereich des aktiven Zentrums Ahnlichkeiten aufsiieagi et al., 2002). Der Reak-
tionsmechanismus der Saugetiertransglutaminase Faktorexlauft tber eine katalytische
Triade ahnlich der bei Cystein-Proteasen, an welcher digndsduren Cys 272, His 332
und Asp 355 beteiligt sind. Diesen Aminosauren entspredimemTG-Molekil Cys 64,
Asp 255 und His 274, wobei aber die relativen Positionen vep And His scheinbar ver-
tauscht sind (Kashiwagi et al., 2002). Auf Basis dieser Dagestulierte Kashiwagi et al.
(2002) einen Cystein-Protease dhnlichen Reaktionsméesrhaa fur mTG, in welchem Asp
die Rolle von His Ubernimmt. Der vorgeschlagene Mechanssdan mTG-katalysierten Re-
aktion ist in Abb. 2.3 dargestellt. Zun&chst greift die Tgrappe von Cys 64 nucleophil
die Seitenkette eines Gln-Restes (Acyldonor) an, wobebmiarer Komplex zwischen dem
GIn-Donorprotein und mTG gebildet wird (Abb. 2.3, Schritft. An diesem Schritt bestim-
men die Konformation und die dem GlIn benachbarten Amin@s#iber die Akzeptanz als
Substrat (Armbrust et al., 2003). Anschliel3end wird auf dehildeten Komplex ein Pro-
ton von Asp 255 unter Freisetzung von Ammoniak UbertragsrerEsteht ein intermediarer

Acyl-Enzym-Komplex (Abb. 2.3, Schritt B und C). Im nachfelgden Schritt abstrahiert
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Abb. 2.3: Postulierter katalytischer Mechanismus der mTG nach Kdiiet al. (2002)
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das negativ geladene Asp 255 ein Proton von der Seitenkets kbys-Restes (Acylakzep-
tor), welcher nun mit dem Acyl-Enzym-Komplex reagieren ikgAbb. 2.3, Schritt D). Im
Schritt E und F in Abb. 2.3 erfolgt eine Freisetzung des Pktek) womit die katalytische
Reaktion beendet ist (Kashiwagi et al., 2002).

2.1.4 Anwendungsmoglichkeiten der mTG und ernéhrungsphys iologische

Aspekte

Aus der Literatur ist bekannt, dass durch Quervernetzeaiionen, katalysiert durch das
Enzym Transglutaminase, die funktionellen EigenschaftenProteine verandert werden
(Motoki et al., 1984). Resultierend daraus lassen sich hednétel herstellen, die sich in ih-
rem Erscheinungsbild von konventionell hergestellterdBkten unterscheiden. Da Casein
ein sehr gutes Substrat fir mTG darstellt, ist die Verwegdies Enzyms in der Milchin-
dustrie sehr vielversprechend. In Tab. 2.1 sind einige &mmsoglichkeiten von mTG fur

Milchprodukte aufgefihrt. Anwendung ndet das Enzym abeclain anderen Industrie-

Tab. 2.1: Anwendungsmadglichkeiten von mTG in der Milchindustrie

Literatur/Patent Produkt Effekt im Lebensmittel

Ishii et al. (1994) Joghurt Verminderte Synérese
Verbesserung der Textur
Erhdhung der Viskositat

Lauber et al. (2000) Joghurt Erhohung der Gelfestigkeit

Kuraishi et al. (1996) Quark Erhéhung der Bruchausbeute
Verbesserung der Textur
Verminderte Molkeabtrennung

Kuraishi et al. (1996) Kéase Erhdhung der Bruchausbeute

Han et al. (2002) Huttenk&se Erhohung der Bruchausbeute
Einbindung von Molkenprotein
in den K&sebruch
Verbesserung der Festigkeit des Bruchs
Verminderte Synarese

Tsukasaki et al. (1990) Huttenkdse Verbesserung der hhtzdigit

Myamoto und Kanbara (1994) Eiscreme Feinere und weichetiTe
Verminderte Kristallbildung
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zweigen, wie der Fisch- und Fleischwirtschaft sowie der@ee- und Sojaindustrie (Dube
et al., 2007; Kuraishi et al., 2001). Des Weiteren existiexech Patente fir den Einsatz der
MTG bei der Verarbeitung von Obst und Gemuse (Takagaki,et39.1).

Vor dem Einsatz von Proteinen fir die Herstellung von LebdtisIn, muss deren Allergeni-
tat untersucht werden. Fur mTG adsmobaraenserfolgte dies mit dem ,2001 FAO/WHO
Decision Tree, wobei fur das Enzym kein allergisches Piénachgewiesen werden konn-
te (Pedersen et al., 2004).

Durch eine Transglutaminasebehandlung wird die essknfMehinosaure Lys modi ziert.
Damit wird die Frage aufgeworfen, inwieweit die physiokghe Verwertbarkeit des so ver-
anderten Proteins beein usst wird. Untersuchungen voruiYego und Suzuki (1990) zei-
gen, dass die Isopeptidbindung durch Verdauungsenzym&asisointestinaltraktes nicht
gespalten wird. Da aber 80 bis 100 % des freien Isopeptidesatten verwertet werden,
l&sst sich vermuten, dass das Isopeptid unverandert auDaem aufgenommen und in
vivo hydrolysiert wird (Finot et al., 1978). Der Nachweisrvtsopeptiden im Blutplasma
von mit quervernetzten Proteinen gefitterten Kiken bigstéine Aufnahme des Dipepti-
des durch die Darmwand (Asquith et al., 1974; Waibel und &atgy, 1972). Im Korper
erfolgt anschlie3end eine Freisetzung des gebundenenurgh die Enzyme -Glutamyl-
transpeptidase (EC 2.3.2.2) undslutamylcyclotransferase (EC 2.3.2.4) (Fink et al., 1,980
Seguro et al., 1995). Das EnzymGlutamylcyclotransferase, welches in der Niere lokali-
siert ist, spaltet die Isopeptide in Lys und 5-Oxo-Prolimiet al., 1980), welches durch
das Enzym 5-Oxo-Prolinase weiter zu Glu metabolisiert Widf th und Meister, 1981,
Motoki und Kumazawa, 2000; Seguro et al., 1996b). Das Enzy@iutamyltranspeptidase,
welches ebenfalls in der Niere aber auch in der Darmwandmarilut detektiert wurde (Ta-
te und Meister, 1981), spaltet die Isopeptide direkt in Lyd GIn (Seguro et al., 1995). Das
hierbei freigesetzte Lys kann anschliel3end im Kdrper veetrererden. In vivo Experimente
zeigen, dass bei Kiken bzw. Ratten dag NL-Glutamyl)-L-Lysin im Kérper metabolisiert
wird und die Tiere keine Verdnderung im Wachstum aufwei§sag(ro et al., 1996a; Wai-
bel und Carpenter, 1972). Weiterhin konnte mittels HPLGdsuchungen nachgewiesen
werden, dass ca. 99 % des Isopeptides in den Korper aufgeeorand nur ca. 1 % mit
dem Urin bzw. Faeces ausgeschieden werden (Seguro et@a)l ®ie biologische Wertig-
keit der Proteine wird somit durch eine Transglutaminakahdlung bzw. Isopeptidbildung

nicht vermindert.
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2.1.5 Spezitat der mTG

Durch den Einsatz von mTG lassen sich eine Vielzahl an Lebgtedproteinen modi -
zieren, wobei aber Unterschiede in der Reaktivitat derediven Proteine gegentber dem

Enzym existieren.

2.1.5.1 Substrat Milchproteine

Von den zwei Hauptfraktionen der Milchproteine kdnnen dasélne leicht durch mTG an-
gegriffen werden, wahrend die Molkenproteine nur schweidis Enzym zuganglich sind
(de Jong und Koppelman, 2002; Lorenzen, 2002). So nimmt damAf der enzymatischen
Quervernetzung in der Reihenfolge Natriumcaseinat > Madeinpulver > Molkenprotein
ab (Lorenzen, 2002).

Fir die einzelnen Caseine im Natriumcaseinat konnte folgé&teaktivitat ermittelt werden:
-Casein > g-Casein > -Casein (Tang et al., 2005). Im Lebensmittelsystem Milelyein
die Caseine hingegen nicht frei, sondern aggregiert in RammMicellen vor, wodurch die
enzymatische Quervernetzungsreaktion beein usst wiodv8rde fur die Caseine in Milch

eine andere Reaktivitat festgestellt, wobeCasein das am besten zuganglichste Protein fir
mTG ist, gefolgt von -Casein (Sharma et al., 2001). Unter Verwendung von rekarest
ter Milch aus Volimilchpulver sowie Magermilchpulver kaen Kuraishi et al. (2001) mit-
tels SDS-PAGE ebenfalls feststellen, dass hauptsachiichsein durch mTG vernetzt wird.
FUr s-Casein wurde nur eine geringe Quervernetzung beobaetdérend bei -Casein
und den Molkenproteinen keine sichtbare Abnahme der Monioamele erkennbar war. Des
Weiteren zeigte sich, dass das Ausmal’ der Quervernetzumgtiren Micellen nach Un-
tersuchungen von Bonisch et al. (2004) im Vergleich zu Natdaseinat geringer ist. Die
freien ,ungeordneten“ Caseine weisen demnach eine beZsgénglichkeit fir mTG auf
als micellar assoziierte Caseine (Bonisch et al., 2004).
Molkenproteine sind nur sehr schwer fir mTG zuganglich, evalber die Reaktivitéat durch
eine Denaturierung verbessert werden kann. So spaltabBitkitol (DTT), ein Reduktions-
mittel, die Disul dbriicken, wodurch das Protein aufgedalvird und neue Reaktionsorte fur
MTG zugénglich werden (Coussons et al., 1992; de Jong ungdfim@an, 2002; Lee et al.,
2002). Coussons et al. (1990) zeigten eine verstarkte mT&yk#erte Modi zierung von
-Lactoglobulin durch eine Erh6hung des pH-Wertes auf pHIn Bliesem pH-Bereich liegt

das Protein partiell aufgefaltet vor, wahrend mTG noch Atdt aufweist. Auch bei einer
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Hitzebehandlung (O'Sullivan et al., 2002a) sowie Druckdoadiung (Lauber et al., 2001a)
erfolgt eine Denaturierung der Molkenproteine, wodurahgliganglichkeit fir mTG erhoht
wird. Durch eine Hochdruckbehandlung bei 400 MPa wird belspreise die mTG kataly-
sierte Bildung von Heterooligomeren ausCasein und -Lactoglobulin ermdglicht, welche

bei einer Inkubation unter Normaldruck nicht statt ndet(iber et al., 2001a).

2.1.5.2 Glutamin- und Lysinreste

Neben der Proteinstruktur ist auch die Lage der GIn- undRgste innerhalb des Prote-
inmolekuils entscheidend fur die Angreifbarkeit und soriit die Vernetzbarkeit der Pro-
teine durch mTG. Die Reaktivitat der GIn- bzw. Lys-Reste motBinen wurde von ver-
schiedenen Arbeitsgruppen untersucht, wobei Untersehz@dschen mTG und der Sau-
getiertransglutaminase festgestellt wurden. So konnésplelweise Lee et al. (2002) bei
-Lactalbumin unter Verwendung von GTG Lys 16, Lys 93, Lys 122 bei Einsatz von
mTG Lys 5 als reaktiv identi zieren. Tab. 2.2 zeigt einen Wtk Giber die an der Querver-
netzungsreaktion beteiligten GIn- und Lys-Reste in Milchiginen. Im Folgenden wird nur
auf die Substratspezi tat der mTG gegeniber GIn- und Lyst&eeingegangen.
Im Hinblick auf die Sekundéarstruktur eines Proteins korestgestellt werden, dass modi -
zierbare Lys-Reste entweder in Random-coil-Bereichem adeC-Terminus einer-Helix
lokalisiert sind, wahrend GIn-Reste in Random-coiH-altblatt- sowie -Helix-Bereichen
durch mTG angegriffen werden kénnen (Nieuwenhuizen et2804). Lys-Reste in einer
-Helix- oder -Faltblatt-Struktur sind nicht fir mTG zuganglich (Nieuviizen et al.,
2004). Weiterhin zeigen Untersuchungen von Lee et al. (008 Nieuwenhuizen et al.
(2004), dass die Lys-Reste eines Proteins im Vergleich ruGla-Resten mehr zum L6-
sungsmittel exponiert sein mussen, um fir mTG als Subsiratrgieren.
Kashiwagi et al. (2002) vermuten, dass auch die Aminosaqresnz der mTG einen ent-
scheidenden Ein uss auf die Substratspezi tat des Enzyesitit. So ist der vordere Bereich
des aktiven Zentrums der mTG hauptsachlich von hydrophaeipehnicht sauren hydro-
philen Aminosauren bedeckt. Experimente zur Substrait$fieder mTG gegeniiber dem
Acyldonor zeigen, dass grol3e hydrophobe Aminoséuren uwisgermalien auch Amino-
sauren mit grol3en Seitenketten (z.B. Phe, Tyr, Arg) N-teaintu GIn die Reaktivitat fur
eine mTG-katalysierte Reaktion erhéhen (Ohtsuka et al0&)0 Fir die C-terminale Seite

zu GIn konnte festgestellt werden, dass andere Aminoséalsdgaly dessen Reaktivitat ver-
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Tab. 2.2: TG-reaktive GIn- und Lys-Reste in Milchproteinen

Literaturstelle Protein Enzym GIn- bzw. Lys-Rest

reaktive GIn-Reste

Yan und Wold (1984) -CN GTG  54,56,79, 167, 175, 182, 194
Coussons et al. (1992) -LG GTG 155, 159 (DTT)
Christensen et al. (1996) -CN GTG 29, 45,114,163
s2-CN 79, 169, 185, 187
s1-CN 13, 108, 130, 140
-CN 54,56, 72,79, 182
Sorensen et al. (1999) PP3 GTG 49,59, 61
Lee et al. (2002) -LA GTG 54
mTG 54
Nieuwenhuizen et al. (2003) -LA mTG 30 C: keine Reaktion
(holo-Form) 50 C: keine Reaktion
-LA mTG 30 C: 39,43
(apo-Form) 50C: 39, 43, 54,65, 117
Nieuwenhuizen et al. (2004) -LG mTG 35,59, 68, 155

reaktive Lys-Reste

Lee et al. (2002) -LA GTG 16, 93, 122
mTG 5
Nieuwenhuizen et al. (2003) -LA mTG 30 C: keine Reaktion
(holo-Form) 50 C: 13,16, 108, 114
-LA mTG 30 C: 13,16, 108,114
(apo-Form) 50C: 5, 13, 16, 108,114
Nieuwenhuizen et al. (2004) -LG mTG  8,77,141

ringern (Ohtsuka et al., 2000a). Basierend auf diesen Bigeen vermuten Kashiwagi et al.
(2002), dass innerhalb eines Acyldonors die N-terminaleeS®m GIn-Rest an den vorde-
ren Teil des aktiven Zentrums bindet, wahrend die C-terhaiBaite sehr exibel sein muss,
um eine sterische Hinderung im aktiven Zentrum zu verringken hinteren Teil des aktiven
Zentrums be nden sich vorwiegend Aminoséauren mit negathvadungen, wodurch die Re-
aktivitat von positiv geladenen Acylakzeptoren erhohtiashiwagi et al., 2002). Ohtsuka

et al. (2000b) untersuchten die von mTG katalysierte Reaktwischen primaren Aminen

12
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und Z-GIn-Gly. Hierbei zeigte sich, dass negativ geladenen® nur als Substrat fuir mTG
dienen, wenn ein N-Alkylamin mit mehr als 4 Kohlenstoffaemeingesetzt wurde. Es wird
daher von Ohtsuka et al. (2000b) vermutet, dass in einemaAtston 4 Kohlenstoffatomen
zum Thioester, welcher wahrend der Reaktion gebildet venge Region existiert, welche
negative Ladungen einfangt. Auch wirken sich grof3e Seéttek negativ auf die Substra-
tumsetzung aus, was auf eine sterische Hinderung im akieatrum hinweist (Ohtsuka
et al., 2000b). Untersuchungen von Nieuwenhuizen et aD3p@ur Markierung reaktiver
Lys-Reste von -Lactalbumin zeigen, dass Lys-Reste Substrate der mTG sirabhangig

davon, ob die benachbarten Aminosauren geladen oder hyaloggind. So konnten reaktive
Lys-Reste ermittelt werden, welche in der Sequenz benachbaslu, Asp, His, Lys, Thr,

lle, Gly, Ala sowie Leu lokalisiert sind.

2.1.6 Methoden zur Bestimmung der Reaktionsorte

In der Literatur sind mehrere Methoden beschrieben, wedattemit der Ermittlung der an
der Vernetzungsreaktion beteiligten GIn- und Lys-Resteschéftigen, um Aussagen Uber
die Spezi tat des Enzyms zu erhalten. Die beschriebenemin basieren hauptséchlich
auf einer Transglutaminase-katalysierten Markierungsaktionsorte, einem anschliel3en-
den enzymatischen Verdau und einer Trennung der gebild@ptide mittels HPLC. Als
Markierungsreagenzien kamen im Wesentlichen fur die Besting reaktiver GIn-Reste
[14C]-Putrescin (Christensen et al., 1996; S6rensen et &9)18-Aminocapronsaure (Nieu-
wenhuizen et al., 2003, 2004), Gly-Gly-Gly (GGG) und Glyy@Et (Nieuwenhuizen et al.,
2003) sowie Monodansylcadaverin (MDC) (Coussons et ab21%¥an und Wold, 1984)
und fur die Bestimmung reaktiver Lys-Reste Z-GIn-Gly (Na@mhuizen et al., 2003, 2004)
zum Einsatz. Um die markierten Proteine spezi sch zu spakefolgte eine Inkubation mit
verschiedenen Proteasen, wie z.B. Glu-C Protease (Niduvwzsn et al., 2003, 2004), Pep-
sin, Trypsin und Chymotrypsin (Christensen et al., 1998yp3%in (Coussons et al., 1992),
Lys-C und V8-Protease (Sérensen et al., 1999) sowie TrypsthV8-Protease (Yan und
Wold, 1984). Die Detektion der modi zierten Peptide erfidge nach Markersubstanz mit
unterschiedlichen Methoden. Die mitC]-Putrescin radioaktiv markierten Peptide wurden
uber Scintillationsmessungen detektiert und teilweiserweiteren Untersuchung mittels
einer Sequenzanalyse sowie Massenspektrometrie ungrGiristensen et al., 1996; So-

rensen et al., 1999). MDC-markierte Peptide konnten aunffjder Fluoreszenzeigenschaf-
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ten detektiert werden, wobei sich flir eine genauere Idemiung eine Sequenzanalyse
anschloss (Coussons et al., 1992; Yan und Wold, 1984). Anchér z.B. Z-GIn-Gly und
6-Aminocapronsaure markierte Peptide wurden anhand dehdlen Einbau des Markers
hervorgerufenen Massenanderungen mittels HPLC-MS detekind identi ziert (Nieu-
wenhuizen et al., 2003, 2004). Eine weitere Mdglichkeit lei@nti zierung der Reaktions-
orte wurde von Lee et al. (2002) beschrieben. Hierzu wurd@ctalbumin in Anwesenheit
von DTT mit Transglutaminase inkubiert, anschlielend nmeeLysylendopeptidase ver-
daut und die gebildeten Peptide mittels RP-HPLC getrenberlg@ine Sequenzanalyse der
Peptide erfolgte die Identi kation der reaktiven Lys-R&sivobei das Vorhandensein zwei-
er N-Termini auf vernetzte Peptide hinweist. Durch einerteven Verdau der vernetzten
Peptide mit V8-Protease, Trennung mittels RP-HPLC undidieftender Sequenzanalyse,

konnten die an der Vernetzung beteiligten GIn-Reste idaett werden.

2.2 Eigenschaften und Zusammensetzung der Milch

Gemal Artikel 114 Absatz 1 VO (EG) 1234/2007 lber eine gesasne Organisation der
Agrarmérkte und mit Sondervorschriften fur bestimmte {amtschaftliche Erzeugnisse ist
die Bezeichnung Milch ,ausschliel3lich dem durch ein- odehrmaliges Melken gewonne-
nen Erzeugnis der normalen Eutersekretion, ohne jeglicluisatz oder Entzug,” vorbehal-
ten. Es handelt sich um eine weil3liche Flussigkeit, derebdrdurch die Streuung von Licht
an den Caseinmicellen sowie an den Fettkiigelchen verursaxh (Belitz et al., 2001).

Milch ist ein polydisperses System, bei welchem in der wgesrPhase Mineralsalze, Koh-
lenhydrate und Vitamine geldst, Fette als Fettkiigelchemgiert und Proteine in Form von
Caseinmicellen und globulare Serumproteine kolloidapeligiert vorliegen (Topel, 2004).

Einen Uberblick tiber die Zusammensetzung der Milch liefal. 2.3. Die Lipidfraktion mit

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Kuhmilch (Schlimme und Buchheim, 1995

Bestandteile Durchschnittlicher Gehalt [%]

Wasser 87,4
Fett 3,8
Lactose 4.7
Protein 3,3
Asche 0,7
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einem durchschnittlichen Gehalt von ca. 4 % in der Milch &etzu 95 bis 96 % aus Triacyl-

glyceriden, wobei der hohe Gehalt an niederen FettsaurerBuitersaure charakteristisch
ist. Neben den Triacylglyceriden sind noch freie Fettsafel bis 0,4 %), Phospholipide
(0,8 bis 1,0 %) und Sterine (0,2 bis 0,4 %, vorwiegend Chete$tvorhanden. Aus ernéh-
rungsphysiologischer Sicht ist auch das Vorkommen von C{casjugated linoleic acids)

interessant, welchen eine anticancerogene Wirkung zbgeben wird (Belitz et al., 2001).

Der Kohlenhydratgehalt der Milch liegt bei ca. 4,7 %, wobatctose den Hauptbestandtell
ausmacht, wahrend andere Kohlenhydrate nur in sehr geriigagen vorhanden sind. Der
Proteingehalt der Milch liegt bei ca. 3,3 %. Die in der Milahtlealtenen Proteine besitzen
eine hohe biologische Wertigkeit von 91 und lassen sich iei 24dauptgruppen, die Ca-

seine und die Molkenproteine, unterteilen. Milch enth&iterhin ca. 0,7 % Mineralstoffe

(sogenannter Aschegehalt), wobei hauptséchlich Kaliuatci@m, Chlorid, Phosphat und

Magnesium vorkommen. Milch ist ebenfalls ein wichtigerferant fur Vitamin B2, B12, A

und Niacin (Topel, 2004).

2.2.1 Milchproteine

Die Proteine der Milch sind aufgrund ihrer Eigenschafteevieei Hauptgruppen - die Casei-
ne und die Molkenproteine - unterteilbar. So lassen sictCaigeine durch eine Fallung an
ihrem isoelektrischen Punkt bei pH = 4,6 von den bei dieserWatt |6slichen Molkenpro-

teinen abtrennen.

2.2.1.1 Caseine

Die Caseine stellen mit ca. 80 % (Absolutgehalt ca. 2,8 gfl®ilch) die wichtigste Frak-
tion der Milchproteine dar (Belitz et al., 2001). Unterbait ist diese Fraktion ing;-, s2-,

- und -Casein, wobei diese mit einem durchschnittlichen GemaGew. % von 38, 10,
36 und 13 vorkommen (Schlimme und Buchheim, 1995). In gerey Mengen sind wei-
terhin -und -Caseine zu nden, welche durch einen enzymatischen Abkau-€Caseine
und s-Caseine gebildet werden. Von den Caseinen existieremsahiedliche genetische
Varianten, welche sich in einer Substitution verschiedéminosauren unterscheiden. Der
pl-Wert der verschiedenen Caseingruppen liegt zwischemdd5y womit die Unléslichkeit
dieser Proteine in diesem pH-Bereich erklart werden kann.

Die Priméarstruktur von s;-Casein (Variante B) besteht aus 199 Aminoséauren inklugive
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Phosphoserin-Resten (P-Ser-Resten), woraus sich eirkMatgewicht von 23616 Da er-
gibt (Mercier et al., 1971). Von den 8 P-Ser-Resten dgsCaseins be nden sich 7 in den
Sequenzabschnitten 45-89. Zusatzlich sind in dieser RekfoAminosauren mit Carboxyl-
gruppen lokalisiert, wodurch ein sehr polarer und saureeiBl gebildet wird. Die Sequenz-
abschnitte 1-44, 90-113 und 132-199 sind dagegen apolangVeb al., 1996). s,-Ca-
sein, mit einem Molekulargewicht von 25230 Da und 207 Amé&wsn (Brignon et al.,
1977), besitzt im Vergleich zus;-Casein einen ausgepragten dipolaren Charakter. So be-
nden sich im Bereich des N-Terminus anionische Gruppermredd am C-Terminus kat-
ionische Gruppen zu nden sind.s,-Casein enthélt 11 P-Ser-Reste (Belitz et al., 2001).

-Casein (Variante A zahlt mit einer durchschnittlichen Hydrophobitat von3.k&al pro

Tab. 2.4: Aminosauresequenz (Einbuchstabencode) w@asein

1RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR
26 INKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIH
51PFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIP
76 PLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSKVKE
101 AMAPKHKEMPFPKYPVQPFTESQSL
126 TLTDVENLHLPPLLLQSWMHQPHRQP
151 LPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQ
176 KAVPYPQRDMPIQAFLLYQQPVLGEP
200VRGPFPIIV

Abb. 2.4: Dreidimensionales Strukturmodell von-Casein mit -Faltblatt-Strukturen (blau),
-Helix-Strukturen (orange), Random-coil-Bereichen (grand P-Ser-Resten (rot); 3D-
Strukturdaten B_CN_A.pdb (Kumosinski et al., 1993) dag#ianit dem Programm Ras-

Win Molecular Graphics 2.7.2.1.1.
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Seitenkette, berechnet nach Bigelow (1967), zu den hyaiagikn Proteinen (Mercier et al.,
1972). Die Peptidkette besteht aus 209 Aminosauren mitreimerechneten Molekularge-
wicht von 23982 Da (Mercier et al., 1972; Ribadeau-Dumas et@72). Das Protein besitzt
funf P-Ser-Reste, die in dem Sequenzabschnitt 1-40 lokelsind (Ribadeau-Dumas et al.,
1972). In diesem Bereich be nden sich zudem auch praktiiehanisierbaren Gruppen des
Molekuls, wahrend in dem Sequenzabschnitt 136-209 dagéigenviegend Aminosauren
mit apolaren Seitenketten vorhanden sind (Wong et al., J1988einfacht Iasst sich die sche-
matische -Caseinstruktur als seifenédhnlich mit einem polaren Kapf @inem hydropho-
ben Schwanz darstellen (Belitz et al., 2001; Topel, 20045.Mimarstruktur des-Caseins

ist in Tab. 2.4 dargestellt.-Casein ist ein partiell glycosyliertes PhosphoproteiasRoh-
lenhydratfreie Monomer von-Casein (Variante B) besitzt eine Molmasse von 19023 Da
und besteht aus 169 Aminoséauren. In Milch wirkt da€asein als Micell-stabilisierende
Komponente. Der stabilisierende Effekt vorCasein geht jedoch verloren, wenn durch eine
Inkubation mit Chymosin die Phe 105 - Met 106 - Bindung dert&ptte gespalten wird,
wobei das unlésliche para-Casein und das I6sliche C-terminale Fragment (das Casemno
cropeptid) freigesetzt werden (Mercier et al., 1973).

Bemerkenswert in der Aminoséuresequenz der Caseine isbterAnteil an der Aminosau-
re Pro, insbesondere beimCasein (Tab. 2.5). Pro, welches gleichmalig Uber das gesam
Molekul verteilt ist, verhindert die Ausbildung von geoedan Strukturen wie -Helices.
Dies sowie das Fehlen von Disul dbriicken und die ungleicleet&llung von Ladungen

und hydrophoben Abschnitten lassen eine exible und offétraktur der Caseine vermuten

Tab. 2.5: Pro- und Cys-Gehalte sowie Sekundarstrukturanteile awiégter Milchproteine (Creamer
et al., 1983; Farrell et al., 2001; Hamada und Takeda, 1983gtadnd et al., 2001; Malin
et al., 2005; Ono et al., 1987)

Protein strukturbestimmende Aminoséaure [%] Sekunddsirj%o]
Pro Cys -Helix  -Faltblatt Turns
s1-Casein 8,5 0 13-15 34-43 18-25
so-Casein 4.8 1 24 30 24
-Casein 16,7 0 20 32 28
-Casein 11,8 1,2 7-13 34-40 21-23
-Lactoglobulin 4,3 3,1 15 50 15-20
-Lactalbumin 1,6 6,5 34 12 —
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(Fox, 2003). Die mittels Circulardichroismus (CD) Messwerqittelten Sekundarstruktur-
anteile sind in Tab. 2.5 aufgefuhrt. Die mittels ,MolecuModelling“ berechnete dreidi-
mensionale Struktur von-Casein ist in Abb. 2.4 dargestellt. Aus ramanspektrosaipn
Untersuchungen wurde abgeleitet, dass dleelikale Struktur aus dem Sequenzbereich 97-
103 und die -Faltblatt-Strukturen aus den Sequenzabschnitten 5Z-68,7 und 187-195
gebildet werden (Byler et al., 1988). Aufgrund der Struktgenschaften sind die Caseine
nicht denaturierbar und somit hitze- und druckstabil. Aes$truktur folgen weiterhin eine
leichte proteolytische Abbaubarkeit sowie die Eigensglgaft von Transglutaminase modi-
ziert werden zu kdénnen (Fox, 2003).

Die Caseine sind in unterschiedlichem Mal3e an Ser-Resteteiweise auch an Thr-Resten
phosphoryliert (Cheftel et al., 1992). Die anionischens@#u von P-Ser-Resten sind dabei
die bevorzugten Calciumbindungsstellen im Proteinmdléhdlt und Hukins, 1991; Ho und
Waugh, 1965). Die Loslichkeit der Caseine in Anwesenheait@alcium korreliert daher mit
der Anzahl der P-Ser-Cluster im Proteinmolekul (Marchasss al., 2002). Die Reihenfol-
ge in der Loslichkeit ist 5,-Casein < g;-Casein < -Casein < -Casein, mit drei, zwei,
einem bzw. null Clustern (Swaisgood, 1993). Demnach siled@aseine, bis auf-Casein
sensitiv gegenuber Calcium. Im Lebensmittel Milch liegénb#s 95 % der Caseine daher
aggregiert in Form von Micellen vor. Die verschiedenen Miadder micellaren Struktur

sind in Kap. 2.3 beschrieben.

2.2.1.2 Molkenproteine

Die zweite wichtige Proteinfraktion in Milch sind die Molkproteine, deren Anteil am
Milcheiweil3 ca. 20% (Absolutgehalt ca. 0,6 g/100 g Milchjrbgt (Belitz et al., 2001). Zu
den Molkenproteinen zahlen-Lactoglobulin, -Lactalbumin, Serumalbumin, Immunglo-
buline sowie Lactoferrin, welche in einem Gewichtsvenm&lin % von 56:21:7:14:2 in der
Milch vorkommen (Schlimme und Buchheim, 1995). Molkenpioé sind globulare Pro-
teine und im Vergleich zu den Caseinen thermisch bzw. dumé Bruckbehandlung de-
naturierbar sowie schlecht durch Enzyme angreifbar. DieiSdarstrukturanteile sowie die
Anteile an den Aminosauren Cys und Pro sind in Tab. 2.5 deeties
-Lactoglobulin (Variante B), das Hauptprotein der Molkesteht aus einer einzelnen Pep-

tidkette mit 162 Aminosauren und besitzt ein Molgewicht @277 Da (Braunitzer et al.,

1973). Die Aminosauresequenz ist in Tab. 2.6 dargestelltactoglobulin besitzt im nati-

18



2 Theoretischer Teil

Tab. 2.6: Aminosauresequenz (Einbuchstabencode) wiractoglobulin

I1LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMA
26 ASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTP
SIEGDLEILLQKWENGECAQKKIIAEK
WBTKIPAVFKIDALNENKVYLVLDTDYK
Il K YLLFCMENSAEPEQSLACQCLVRT
126 PEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLS
ISTIFNPTQLEEQCHI

Abb. 2.5: Dreidimensionale Struktur von-Lactoglobulin mit -Faltblatt-Strukturen (blau),-Helix-
Strukturen (orange) und Random-coil-Bereichen (grau) iso@ys 121 (rot); 3D-
Strukturdaten 1B8E.pdb (Oliveira et al., 2001) dargetsteit dem Programm RasWin Mo-
lecular Graphics 2.7.2.1.1

ven Zustand zwei Disul dbriicken (Cys 106 - Cys 119; Cys 66 s@g0) und einen freien
Cys-Rest (Cys 121), welcher in der Proteinstruktur verenorgt (Papiz et al., 1986). Durch
eine Denaturierung z.B. infolge eine Temperatur- oder ldaastkbehandlung sowie durch
pH-Werte groRer 8 (Groves et al., 1951; Larson und Jenn®&8&) wird die SH-Gruppe
freigelegt und neue Disul dbriicken kdnnen ausgebildetdeer Dies kann zur Dimerisie-
rung des Proteins sowie auch zur Verknipfung mit andereohydibteinen wie -Casein
oder -Lactalbumin fuhren (Belitz et al., 2001; Nabhan et al.,£00-Lactoglobulin weist
weiterhin ein pH-abhangiges reversibles Oligomerisigawerhalten auf. Das Monomere ist
hierbei nur bei pH-Werten kleiner 3,5 und grof3er 7,5 stdbié raumliche Struktur des
-Lactoglobulinmolekiils ist aus Rontgenstrukturuntehgungen bekannt und in Abb. 2.5

dargestellt. Die Struktur besteht aus 9 antiparalleldraltblatt-Strangen, von denen 8 die
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Form eines abge achten ,konischen Fasses” oder ,Kelchddg€eb (Monaco et al., 1987,
Papiz et al., 1986). Die 8-Faltblatt-Strdnge werden durch die Sequenzabschnit@715
35-44, 49-56, 65-74, 82-85, 91-97, 102-111 und 116-124ldeb{Monaco et al., 1987).
Das Innere des Fasses ist hydrophob, wahrend die Offnungyatibphilen Aminosauren
gesaumtist (Wong et al., 1996). Auf der Ober ache des Fasseme dreifache -Helix lo-
kalisiert (Monaco et al., 1987; Papiz et al., 1986). Dielelix besteht aus den Aminoséauren
an den Positionen 130-140 (Monaco et al., 1987). Der freeRgst Cys 121 be ndet sich
nahe der Ober &che in einem hydrophoben Tunnel in Angregzum -Helix.
-Lactalbumin, das quantitativ zweitwichtigste Molkentaia, ist ein globulares Ca-bin-
dendes Metalloprotein. Dabei wird das®Céhaltige Protein als holo-Lactalbumin und das
C&* -freie als apo--Lactalbumin bezeichnet. Die Priméarstruktur des Proteiesteht aus
123 Aminosauren mit einer molekularen Masse von 14175 DewEat al., 1970). Die vier
Disul dbriicken be nden sich zwischen Cys 6 - Cys 120, Cys Z8ys 111, Cys 61 - Cys 77

und Cys 73 - Cys 91 und ermdglichen eine kompakte ellipseidabrdnung des Proteins.

2.3 Caseinmicellen

In Milch liegen die Caseine zu ca. 95 % assoziiert in Form voltokdal dispergierten Par-
tikeln vor, welche als Micellen bezeichnet werden (Fox, 20@ie Caseinmicellen besit-
zen einen Durchmesser von ca. 50 bis 300 nm (Durchschnith@§Qund bestehen aus ca.
250000 Caseinmolekuilen pro Micelle (Belitz et al., 2001ig Blicellen sind stark hydrati-
siert (ca. 2 g Wasser/g Protein), wobei die Trockensubsaaszca. 94 % Protein und 6 %
Mineralstoffen, dem sogenannten kolloidalen Calciumphas (CCP) zusammengesetzt ist
(Horne, 2006). Die Verteilung der Caseine bzw. Minerafstaf der Micelle ist in Tab. 2.7
aufgefuhrt. Die Aggregation der Caseinmonomere innertlattMicelle erfolgt hauptséach-
lich Uber elektrostatische Wechselwirkungen (vorwieg€attiumphosphatbindungen), hy-
drophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrickenbigeiur{Belitz et al., 2001). Der
genaue Aufbau der Micelle ist jedoch weitgehend unbekdnntien letzten Jahrzehnten
wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen, um die StralduCaseinmicelle der Kuh-
milch zu beschreiben. Allgemein lassen sich diese Modeltlréi Kategorien - Coat-Core-
Modelle, Submicell-Modelle und Internal-Structure-Mdéee einteilen. Die ersten Modelle
dieser drei Kategorien wurden in den 60iger Jahren von WaughNoble (1965), Morr
(1967) und Rose (1969) aufgestellt.
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Tab. 2.7: Zusammensetzung der Trockenmasse der CaseinmicellemiBcth982)

Caseine [g/100g Trockensubstanz]

s1-Casein 35,6
so-Casein 9,9
-Casein 33,6
-Casein 11,9
Minorkomponenten 2,3

anorganische Substanzen [g/100g Trockensubstanz]

Calcium 2,9
Phosphat 2,9
Magnesium 0,1
Natrium 0,1
Kalium 0,3
Citrate 0,4

2.3.1 Coat-Core-Modell

Das Coat-Core-Modell beschreibt den Aufbau der Micelleausi unterschiedlich zusam-
mengesetzten Schichten - dem Mantel und dem Kern.
Das erste Modell dieser Kategorie von Waugh und Noble (1885¢hreibt die Micelle be-
stehend aus einem Kern von Calciurg-Casein-Polymeren, welcher von einem einheit-
lichen Mantel aus Calciums- -Casein-Komplexen (geringes Gewichtsverhéltnis) umge-
ben ist. Die Anwesenheit von-Casein in der Micelle ist ebenfalls moéglich. Grundlage fur
dieses Modell waren Untersuchungen zur Loslichkeit dee®asn Anwesenheit von Calci-
um. Weitere Studien von Waugh et al. (1970) sowie Waugh uittbT1971) lassen vermu-
ten, dass die Polymere im Kern eine kugelférmige Struktgitben und die stabilisierende
-Casein-Schicht monomolekular ist und das Wachstum deelMi@imitiert.
Basierend auf den Forschungen zur Caseinassoziation 9@t von Payens (1966) das
zweite Modell dieser Gruppe vorgeschlagen (Abb. 2.6). Stdabe der Kern aus dicht gefal-
teten s-Caseinmolekilen, welche mit einem lockeren Netzwerk vw@aseinen verbunden
sind. Die Micellober &che (Mantel) ist mit-Caseinen bedeckt. CCP ist an der Ober ache
sowie im Inneren der Micelle lokalisiert und besitzt einemtige Rolle fur den Zusammen-

halt der Micellstruktur.
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Abb. 2.6: Coat-Core-Modell (Payens, 1966)

Parry Jr. und Carroll (1969), welchen es nicht gelar@asein durch mit Eisen markierte An-
tikorper auf der Micellober ache zu detektieren, nehmendass sich -Casein im Inneren
der Micelle be ndet. -Casein fungiert hierbei als Keimbildungszentrum figr, -Caseine
und Calciumphosphate, welche sich demnach an der Micelkdee be nden.

Das Modell von Paquin et al. (1987) beschreibt den Micelikds ein Netzwerk vons-Ca-

sein und CCP, in welches-Casein Uber hydrophobe Wechselwirkungen eingebunden ist
Der Kern ist von einer Schicht aug-, -Casein und einem relativ hohen Anteil aiCasein
umgeben. Der Ansatzpunkt dieses Modells waren Untersgsernu EDTA dissoziierten

Caseinmicellen.

2.3.2 Submicell-Modell

Bei dem Submicell-Modell ist die Caseinmicelle allgemeis &ugelférmigen Untereinhei-
ten bzw. kleinen Aggregaten, den Submicellen, aufgebaut.

Das erste Submicell-Modell wurde 1967 anhand der Forsadmbgziglich des Ein usses
von Harnstoff und Oxalat auf das SedimentationsverhaleanGhseinmicellen von Morr
(1967) aufgestellt. Demnach bestehen Caseinmicellen abseren locker gepackten Cal-
cium-Caseinat-Komplexen, welche Gber CCP miteinandevziisst sind. Jede dieser Un-
tereinheit besteht vermutlich aus einerg-, -Casein-Kern umgeben von eineg- und

-caseinreichen Schicht.
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Basierend auf Experimenten zum SedimentationsverhatteimvCaseinmischungen gebil-
deten Partikeln bei Calciumzusatz, wurde von Slattery uvatdE(1973) ein weiteres Mi-
cellmodell vorgeschlagen, welches aus zwei verschiedeimtereinheiten besteht. Einige
Submicellen bestehen aug- und -Casein, wahrend andere zusatzlicRasein enthalten.
Die Anwesenheit von s- und -Casein fiihrt zur Bildung von hydrophoben Bereichen an
der Ober &che der Untereinheiten, welche flr die gegermggeBindung der Untereinheiten
in der Micelle verantwortlich sind. Calcium, gebunden as&lae, verbessert die hydropho-
be Bindung indem die negative Ladung der Phosphatgruppépratein vermindert wird.
-Casein ist hingegen in hydrophilen Regionen der Unteriah angereichert, welche dem
Losungsmittel zugewandt sind. Das Wachstum der Micelldasier beendet, wenn die ge-
samte Micellober &che mit den hydrophilenCasein-Regionen bedeckt ist. Die verflighbare
Menge an -Casein ist der limitierende Faktor fur die MicellgroR3e.
Schmidt und Payens (1976) prasentierten ein Modell, in lnegtt die Untereinheiten aus-
schlief3lich durch Calciumphosphat miteinander verburgied. Die Untereinheiten besit-
zen hierflr einen hydrophoben Kern, der von den polarendRegi der Proteinbestandteile
umgeben ist. 1980 wurde von Schmidt (1980) die untersdblesllCaseinzusammensetzung
der Untereinheiten aus dem Modell von Slattery und Evard3)l8bernommen. Erweitert
wurde das Modell von Schmidt (1982) im Hinblick auf die aremigche Phase der Micellbe-
standteile. Es wurde angenommen, dass Calciumionen nahegdile Phosphatestergruppen
binden und dass einige dieser Gruppen paarweise UR€PQOgs-Cluster verknipft sind.
Das am meisten akzeptierte Modell dieser Gruppe ist das Bebsviodell von Walstra
(1990), welches in Abb. 2.7 a dargestellt ist. Demnach istMicelle aus anndhrend run-
den Caseinaggregaten aufgebaut, wobei die Caseine dudcbpinobe Wechselwirkungen
und Salzbrticken (elektrostatische Wechselwirkungergransengehalten werden. Die Ver-
knipfung von Submicellen untereinander erfolgt Uber C@Ryelchem die Phosphatester-
gruppen der Caseine beteiligt sind. Wie in den vorhergetredodellen wird auch hier
das Vorkommen von zwei Typen von Submicellen beschriebee - -@¢aseinreichen und
-caseinarmen Untereinheiten. Diese sind innerhalb deelMicso angeordnet, dass das
-Casein hauptséachlich an der Micellober ache lokalisistf wobei die C-terminalen Se-
guenzabschnitte des Proteins aus der Micellober ache s uwtagebende Losungsmittel
hineinragen. Die C-terminalen Sequenzabschnitte v@asein werden dabei als exible

.Haare" angesehen, welche Aggregationen zwischen denllglicdurch eine sterische Ab-
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Abb. 2.7: Submicell-Modell (a) Walstra (1990) und (b) Dalgleish et(aD04)

stol3ung verhindern.

Als Grundlage fur ein weiteres Modell von Ono und Obata (3@B8nten kinstliche Micel-
len, hergestellt aus Proteinfraktionen, die mittels GPE€ @alcium-armen Micellen isoliert
wurden. Diese Proteinfraktionen fungierten in den Untelnsugen als Bausteine fir die Mi-
cellen. In diesem Modell besteht das Micellinnere agls  -Caseinaggregaten, wahrend der
Mantel aus Aggregaten aufgebaut ist, die aus equimolargeildn an s- und -Caseinen
zusammengesetzt sind-Casein ist hierbei nach aul3en gerichtet und djeCaseine sind
fur die Verkniipfung mit den inneren Untereinheiten veramtiich. Verbunden sind die Un-
tereinheiten Gber Calciumphosphat.

Ein relativ neues Modell von Dalgleish et al. (2004) basseft elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von Micellen (Abb. 2.7 b). Demnach besteht dieéUigcnicht aus kugelférmi-

gen Untereinheiten, sondern aus réhrenartigen Gebildercfihesser ca. 20 nm) mit ab-
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gerundeten Enden, welche aus der Hauptstruktur der MibeHausragen. Diese hervorste-
henden Réhren kdnnen eine Annaherung von grof3en Gebilderz,B: anderen Micellen,
verhindern. Ebenfalls kbnnte an den abgerundeten Endeasein lokalisiert sein und da-
durch eine weitere Micellstabilisierung bewirken. Die ©®&ehe der Micelle erscheint nicht
glatt sondern besitzt Spalten zwischen den einzelnen &integiten. Durch diese Poren wird

das Micellinnere z.B. fur Enzyme zuganglich.

2.3.3 Internal-Structure-Modell

Die Internal-Structure-Modelle basieren hauptsachlighden Eigenschaften der isolierten
Proteine, durch welche die Bildung einer inneren Micalilktur verursacht und gelenkt wird.
Rose (1969) nahm an, dass zuerst di€aseine aufgrund der endothermen Polymerisa-
tionsreaktion miteinander zu kettenférmigen Aggregatsoaiieren. Anschliel3end werden
s-Caseine an die-Casein-Polymere angelagert, wéhrend diéaseine mit den s-Case-
inen wechselwirken und Aggregate mit limitierter GroRelen. Calciumphosphat fungiert
als Vernetzer zwischen den einzelnen Aggregaten zu eineglMj wobei die Aggregate so
angeordnet werden, dassCasein nach aul3en zeigt (Rollema, 1992).
Eine andere Moglichkeit der Assoziation von Caseinen weohdvodell nach Garnier und
Ribadeau-Dumas (1970) zu Grunde gelegt. Die Caseinmiagtte als dreidimensionales
poréses Netzwerk von Caseinaggregaten angesehen. Imdiedewerk wirken jeweils drei
-Caseinmolekule als Knotenpunkte, wobei das Gerlst gusnd -Caseinen besteht.
Holt (1992) beschreibt die Micelle als ein exibles Casestawerk mit einer gelartigen
Struktur und Microgranulaten von CCP als Bindeglied zwestlden Phosphatgruppen der
Proteine (Abb. 2.8). Die C-terminale Region vorCasein ragt aus der Micelle heraus und
bildet eine ,hairy layer”. Die Micelle wird hierbei hauptddlich durch zwei Faktoren stabi-
lisiert: durch die Ober &chenladung der Micelle von -20 mve{ pH = 6,7) und durch die
sterische AbstoRung aufgrund der ,hairy layer” (Holt undiy 1996).
Das ,Dual bonding model“ wurde nach diesem Modell von Horb@98) vorgeschlagen.
Die Aggregation der Caseine zu einer Micelle erfolgt UbeeizBindungstypen (hydrophobe
Wechselwirkungen und CCP) und es herrscht ein Gleichgewgischen den anziehenden
hydrophoben Wechselwirkungen und der elektrostatiscHesioBung. s- bzw. -Caseine
aggregieren demnach tber hydrophobe Wechselwirkungennaitder. CCP fungiert zum

Einen als Verbindungspunkt zwischen den Caseinen. Zum éndeird durch die Anlage-
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Abb. 2.8: Internal-Structure-Modell (Holt, 1992)

rung von CCP an die P-Ser-Reste der Caseine die elektsz$tatAbstol3ung vermindert,
wodurch sich grof3ere Aggregate bilden kdnnei€asein lagert sich ebenfalls Gber hydro-
phobe Wechselwirkungen an das Caseinnetzwerk an. Anderg-dbzw. -Casein wirkt es
aber als Endpunkt der Polymerisation, d&€asein keine P-Ser-Cluster zur Anbindung von

Calcium und keine weitere hydrophobe Region zur Verlangger Caseinkette besitzt.

2.3.4 Micellstabilitat

Da die Micellstruktur durch eine Vielzahl von Wechselwingen (hydrophobe, elektrosta-
tische Wechselwirkungen, CCP) stabilisiert wird und diedlien mit ihrer Umgebung im
Gleichgewicht stehen, kann eine Anderung der umgebenddm@engen eine Destabili-
sierung der Micellstruktur hervorrufen. So wurde eine Dmation von Micellen durch Zu-
satz von Harnstoff (Smiddy et al., 2006; Holt, 1998), SDSf¢bgre-Cases et al., 1998)
sowie durch eine Erh6hung des pH-Wertes auf pH = 10 (Hupet¢rk, 2008) beobachtet.
Ursache hierfir ist die Verminderung hydrophober Wechgkimgen. Die Menge an CCP
in der Micellldsung kann durch Zusatz von Komplexbildnera @D TA (Grif n et al., 1988)
sowie durch eine Dialyse gegen einen phosphatfreien Riftadt, 1998) verringert werden,
wodurch auch hier die Integritat der Micellstruktur vedorgeht. Ebenfalls fiihrt eine pH-
Erniedrigung zu einer Zerstérung der Micellstruktur (lket al., 1999). Bei pH = 4,6 ist

der isoelektrische Punkt der Caseine erreicht, wodurch emitere Aggregation und Pra-
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zipitation erfolgt. Eine weitere Moglichkeit zur Destabiérung der Caseinmicellstruktur
stellt ein Zusatz von Ethanol oder anderen organischenrigssuitteln dar (Horne, 1984).
Der Mechanismus beruht hierbei auf dem konformativen Ksllder ,hairy layer* (Horne,
1986; Huppertz und de Kruif, 2007a) sowie auf einer veraeadrdslichkeit von Calcium-
phosphat (Horne, 1987).

Durch Zusatz des Enzyms mTG, welches innerhalb der Micelidddung von Isopeptid-
bindungen katalysiert, konnte eine Verbesserung der tareel Stabilitat beobachtet werden
(Mounsey et al., 2005; O'Sullivan et al., 2002b, 2001; Sryiédl al., 2006). Eine erh6h-
te Hitzestabilitat bzw. Stabilitat gegentiber hohen hyttischen Dricken wurde durch die
Ermittlung der ,Heat coagulation time“ bzw. des durchsttinphen Micellradius gezeigt.
Weiterhin wurde eine Dissoziation der Micellen durch Zasabn Harnstoff bzw. SDS,
durch ein Erhitzen in Anwesenheit von Ethanol sowie durchwvésenheit des Calcium-
bindenden Citrats vermindert. Zur Untersuchung der Mstebilitat wurde hierzu der so-

genannte L-Value, welcher ein Mal3 fir das zurtick gestreiatd ist, ermittelt.

2.3.5 Untersuchungsmethoden zur Micellstabilitat
2.3.5.1 Tribungsmessung

Die micellare Anordnung der Caseine ist fir das weil3e Eiadngsbild des Lebensmittels
Milch verantwortlich (Belitz et al., 2001). Licht wird an délicellen gebrochen, wobei gilt:
je grol3er eine Micelle ist, desto mehr Licht wird an ihr gestrund desto geringer ist der
Lichtdurchgang und umgekehrt. Dieses Verhalten wird inM#ichanalytik ausgenutzt, um
die Stabilitdt einer Micelle durch Messung der Tribung ztetsuchen. Hierzu wird die
Absorption einer Milchlésung bei 633 nm gemessen und dadauslribungsindex nach
Regnault et al. (2004) ermittelt (Kap. 3.9). Eine Vermindey der Tribung und somit des
Tribungsindex ist mit einer Diffusion von Caseinen aus dérelle und daher mit einer
Abnahme der Micellgrof3e verbunden (Regnault et al., 2084p&ch et al., 2000b). Eine

Zunahme der Trtibung kann mit den Prozessen Quellung odeegagtion korreliert werden.

2.3.5.2 Dynamische Lichtstreuung

Die Eigenschaft der Micellen Licht zu streuen, ndet auch Bestimmung des hydrody-
namischen Radius mittels Dynamischer Lichtstreuung (DA®)endung. Grundlage fur

die DLS ist die Brown'sche Molekularbewegung, welche bésdass sich die Teilchen ei-
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ner Losung in alle drei Raumrichtungen mit unterschiediiceschwindigkeiten bewegen.
Wird koharentes Licht in eine L6sung gestrahlt, so andehtgufgrund dieser Teilchenbewe-
gungen die Anzahl der Streuzentren (Teilchen) im Streuxely, was zu Fluktuationen der
Intensitat des gestreuten Lichtes fuhrt (Abb. 2.9 a). Diktation der Streuintensitét ent-
halt somit Informationen Gber die Bewegung der Streuzertimv. Uber das Makromolekul
selbst. Die Streuintensitaten einer Probe werden in Aldstéint gemessen. Ist das Zeitin-
tervall t klein gegentber der Zeit, welche das Makromolekil (Seatrmm) braucht, um
das Streuvolumen zu verlassen, stehen die Anderungen eesitatswerte in Korrelation
zueinander. Sie schwanken um einen Mittelwert (Abb. 2.D&.Auswertung erfolgt tber
eine Korrelationsfunktion, mit welcher der zeitliche \farf der Fluktuationen um den Mit-
telwert der Streuintensitat erfasst wird. Da die BeweguangeStreuvolumen immer zuféllig
ablaufen, fallt die Korrelationsfunktion im Laufe der Zaiif eine Basislinie ab (Abb. 2.9 b).
Dieses Absinken resultiert daraus, dass Richtung und @&sdigkeit eines Molekils mit
zunehmender Zeit so verandert sind, dass sie nicht mehrzie®Beng mit der Anfangsitua-
tion stehen. Die Korrelationszeit beschreibt die Zeitaklds Absinkens der Korrelation. Die
gemessenen Fluktuationen der Streuintensitaten sindddinaten Polymerlésungen auf die
Anderung der Losungsmitteldichte und die Konzentrationssnkung der Makromolekiile
zurtick zufuhren. Der Ein uss des Losungsmittels kann ducibtraktion der Messwerte
von reinem Ldsungsmittel eliminiert werden. Die verblgile Konzentrations uktuation

steht in Beziehung zum translatorischen Diffusionskoiefzen des Makromolekiils, wo-

'\

A

| Hasislmes

(a) (b)

Abb. 2.9: (a) Schwankung der Streuintensitaten um einen zeitlich@teMert A und (b) Korrela-

tionsfunktion (Arndt und Mdiller, 1996)
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bei der Kehrwert der Korrelationszeit ein Mal} fur den Tratishsdiffusionskoef zienten
ist. Durch mathematische Umformungen des Translatiohsiltinskoef zienten mittels der
Stokes-Einstein-Beziehung (Gleichung 2.1) lasst sicldauGrol3enverteilung oder den hy-

drodynamischen Radius der vorliegenden Teilchen schii@®endt und Muller, 1996).

D: translat. Diffusionskoef zient

k: Boltzmann-Konstante

S T: Temperatur

6 Rh (2.1)
. Viskositat

Rn: hydrodynamischer Radius

Der hydrodynamische Radius eines Teilchens beschreibtatei.6sungsmittel nicht durch-
spulten Teil des Partikelvolumens, der einer dquivaleKiagel mit gleichem Diffusionsko-

ef zienten entspricht (Arndt und Muller, 1996; Dor er, 2Q0.

2.4 Hochdruckbehandlung in der Lebensmittelindustrie

Die Hochdruckbehandlung bei Lebensmitteln ist ein nicktitisches Konservierungsver-
fahren, bei dem Drucke bis zu 1000 MPa auf das zu behandeleldensmittel einwirken.

Wichtige Verderbniserreger oder gesundheitsschadliepetative Bakterien wie z.B. Esche-
richia coli- oder Salmonella-Arten, Hefen und Schimmelgjlkénnen durch Driicke im
Bereich von 200 bis 600 MPa in wenigen Minuten bei niedrigemperaturen (meist um
20 C) inaktiviert bzw. stark in ihrem Wachstum gehemmt werd&an(Martin et al., 2002).

Der Vorteil der Druckbehandlung im Gegensatz zu den komveellen Verfahren wie z.B.

Sterilisieren, Gefrieren oder Trocknen ist, dass Farbey#s, Erscheinungsbild und war-
meemp ndliche Inhaltsstoffe (essentielle Aminosaureitaiviine) des Lebensmittels kaum
beeintrachtigt werden (Datta und Deeth, 1999; Johnstoh,&Q02). In den letzten Jahren
hat sich daher die Behandlung von Lebensmitteln mit hohéickam als Alternative zu einer
thermischen Behandlung erfolgreich etabliert. Die erstéage zur Hochdruckbehandlung
von Lebensmitteln wurde bereits im Jahre 1889 von Hite (1&®8struiert. Schon damals
erkannte man die keimabtétende Wirkung hoher hydrostarsPriicke, aber erst knapp
100 Jahre spater wurde 1990 das erste hochdruckbehandekadmittel, eine Fruchtkon-

ture, auf dem japanischen Markt eingefuhrt. Weitere Prktéun anderen Landern folgten,
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wie Guacamole (USA), geschnittener Schinken (Spanien)es@sangen- und Grapefruit-

saft (Frankreich) (San Martin et al., 2002).

Neben der Haltbarkeitsverlangerung von Lebensmittegt B& weiterer Einsatzbereich der
Hochdruckbehandlung in der Entwicklung von Produkten reitinderter Textur und ver-
anderten Eigenschaften (Datta und Deeth, 1999). Grundiegbei ist, dass hohe Driicke
zu Konformationsdnderungen von Biopolymeren fuhren, woddwsich deren funktionelle

Eigenschaften verandern lassen.

2.4.1 Wirkung hydrostatischer Dricke auf Proteine

Nach dem Prinzip von Le Chatelier und Braun laufen Reaktipmeslche mit einer Volu-
menreduzierung verbunden sind, unter Druck bevorzugt lzeBse, bei denen das Volu-
men zunimmt, werden dagegen unter erhéhtem Druck gehenomit @irkt sich der Druck
auch auf die strukturstabilisierenden Bindungen und Waehskungen im Protein aus. In
Tab. 2.8 sind die Volumenanderungen bei der Ausbildung \emschiedenen, fur Proteine
relevanten Wechselwirkungen dargestellt.

Die Primarstruktur eines Proteins ist dessen Aminosaquese, d.h. die kovalente Ver-
kntpfung der einzelnen Aminoséuren. Kovalente Bindungegchnen sich durch hohe Bin-
dungsenergien und eine Volumenabnahme bei Bindungslglaus, wodurch die hohe Druck-
stabilitat der Primarstruktur von Proteinen erklart werdlann. Diese wird selbst bei Dricken
von 1000 bis 1500 MPa nicht beein usst (Mozhaev et al., 1996)

Die Sekundarstruktur beschreibt die raumliche Anordnuegachbarter Aminosaurereste

Tab. 2.8: Volumenanderung und Bindungsenergien bei der Ausbildwrg Bindungen im Protein

(Messens et al., 1997; Mozhaev et al., 1996)

Bindungstyp Volumenanderung V Bindungsenergie H
[mI/mol] [kJ/mol]
kovalente Bindungen -10 330 - 400 (Peptidbindung)
200 (Disul dbindung)
Elektrostatische Wechselwirkungen +10 bis +12 42 - 84
Hydrophobe Wechselwirkungen +10 bis +20 4-12
Wasserstoffbriickenbindungen Werte um O 8 -40
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zueinander. Dabei treten hauptsachlich die Strukturaiene-Helix und -Faltblatt auf,
welche durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisierten. Eine irreversible Verande-
rung erfolgt erst ab Driicken oberhalb 700 MPa (Carrier e18B0; Datta und Deeth, 1999).
Menéndez et al. (2006) konnten jedoch Veranderungen dem8ékstruktur schon bei nied-
rigeren Driicken von 400 MPa bzw. 600 MPa feststellen. Megsuizur Anderung des Vo-
lumens infolge einer Druckbehandlung haben ergeben, dddslices gegentber den als
inkompressibel geltenden-Faltblatt-Strukturen wesentlich emp ndlicher auf hoheibke
reagieren (Tauscher, 1995).

Bei der Quartarstruktur handelt es sich um eine Zusammeniag von Peptidketten (Sub-
einheiten), welche groftenteils tber hydrophobe und mstdtische Wechselwirkungen
miteinander verbunden sind. Schon bei geringen Driickezingt 150 MPa) erfolgt eine
Dissoziation in die Proteinuntereinheiten (Datta und Be&999; Mozhaev et al., 1996;
Schade et al., 1980), welches mit einer grof3en Volumenabaaerbunden ist.

Nach Balny und Masson (1993) unterliegen Proteine bei Bxiclon 100 bis 200 MPa meist

reversiblen und bei Driicken hoher als 300 MPa meist irrévers Strukturénderungen.

2.4.1.1 -Lactoglobulin

-Lactoglobulin ist aufgrund seiner Struktur (17 %Helix- und 45 % -Faltblatt-Strukturen
nach Coussons et al. (1992)) sehr druckemp ndlich. Bestumgen des Denaturierungsgra-
des von -Lactoglobulin, d.h. den bei pH = 4,6 unléslichen Anteil ti@is RP-HPLC zei-
gen, dass bei einer Behandlung mit 100 MPa noch keine Deeatng des Proteins erfolgt
(Huppertz et al., 2004; Lopez-Fandino et al., 1996; Lopazeino und Olano, 1998). Bei
400 MPa wird ein Denaturierungsgrad von 70 bis 80 % errelabyp¢z-Fandino et al., 1996;
Scollard et al., 2000) und bei 600 MPa liegt das Protein nakeltstandig im denaturierten
Zustand vor (Huppertz et al., 2004). Es zeigt sich weitedimsynergistischer Effekt von
Temperatur und angewandtem Druck (Garcia-Risco et alQ;200ppertz et al., 2004). So ist
bei 300 MPa und 50 bis 6@ bzw. bei 400 MPa und 4CC der gleiche Denaturierungseffekt
nachweisbar (Lopez-Fandino und Olano, 1998). Eine Sen#angemperatur auf 4C hin-
gegen fuhrt zu einem verminderten Anteil an denaturiertetractoglobulin (Gaucheron
et al., 1997). Die durch Hochdruck induzierte Denaturigrbéngt ebenfalls vom pH-Wert
ab. Im Vergleich zum pH-Wert der Milch (pH = 6,7) fihrt eine {8¢nkung auf pH = 5,5

bis 6,0 zu einer Reduzierung und eine pH-Erh6éhung auf pH =zd,8iner Steigerung des
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Denaturierungsgrades. Als Ursache wird die erhohte Retdttder freien SH-Gruppe mit
steigendem pH-Wert angegeben (Arias et al., 2000).

!H-NMR-Untersuchungen von Belloque und Smith (1998) zumu&s von Hochdruck auf
die Struktur von -Lactoglobulin zeigen, dass schon bei relativ geringencke von 100
bis 200 MPa eine Veranderung der Konformation erfolgt, wblke300 bis 400 MPa die ge-
samte Struktur von-Lactoglobulin eine sehr hohe konformative Flexibilitatweist. Nach
der Druckbehandlung ndet eine Rickfaltung des Proteia#t,stvobei besonders die Kon-
formation des Kernbereiches ded actoglobulinmolekuls identisch zur nativen Struktur is
Nach Belloque et al. (2000) weist dieLactoglobulinstruktur wahrend der Druckbehand-
lung eine hohe Flexibilitat auf, wobei aber der Kernbereiobh partiell strukturiert vorliegt.
Yang et al. (2001) bezeichnen dies als ,molten globule ‘stBéer ,molten globule state” ist
de niert als eine Proteinstruktur, welche zwischen demrgeeten und dem vollstandig auf-
gefalteten Zustand liegt (Kuwajima, 1989) und eine von deiven Struktur verschiedene
Sekundarstruktur mit gering erhaltener Tertiarstruktuneist (Aouzelleg et al., 2004). CD-
Messungen zeigen eine druckinduzierte Umwandlung vonerati-Faltblatt-Strukturen zu
nicht nativen -Helix-Elementen (Aouzelleg et al., 2004; Yang et al., 208dwie eine Zu-
nahme der Random-coil-Strukturen (Ikeuchi et al., 2001¢. Tertiarstruktur des Proteins
ist nach einer Hochdruckbehandlung im Wesentlichen \@ildig verschwunden (Aouzelleg
et al., 2004; Yang et al., 2001). Untersuchungen der exécthen Fluoreszenz (mit ANS
bzw. CPA) deuten des Weiteren auf eine Erhéhung der aromatischeroplydbitat und ei-
ne Reduzierung der aliphatischer Hydrophobitat hin (Yareg.e2001). Durch eine Druck-
behandlung erfolgt ebenfalls auch eine Freilegung der 8k des Cys 121, wodurch
infolge eines Thiol-Disul d-Austausches neue Disul dlmken ausgebildet werden, welche
zur Bildung von Dimeren und Trimeren vonLactoglobulin fihren (Yang et al., 2001).
Belloque et al. (2000) vermuten, dass hauptsachlich diel@isriicke Cys 66 - Cys 160 an
dem Thiol-Disul d-Austausch beteiligt ist. Bei pH = 7 istelDenaturierung durch die Aus-
bildung neuer Disul dbriicken irreversibel, wahrend bei pi2 die Denaturierung aufgrund

fehlender Aggregation der Proteine Uber Disul dbriickerersibel ist (Ikeuchi et al., 2001).

LANS: 8-Anilino-1-naphthalinsulfonséure; CPA: cis-Panisiure
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2.4.1.2 Mikrobielle Transglutaminase

Das Enzym mTG zeichnet sich durch eine hohe Druckstalalitéf weshalb es zur Querver-
netzung von Proteinen unter Druck gut geeignet ist (Laubalr,€2001b). Durch den Einsatz
von mTG in der Hochdrucktechnologie ist es moglich funkélbe Eigenschaften von Pro-
teinen, wie -Lactoglobulin, zu verandern, die unter Atmosphé&rendmnickt beein ussbar
sind (Lauber et al., 2001a).

Menéndez et al. (2006) untersuchten das Inaktivierunpaiten von mTG bei verschie-
denen Dricken und einer konstanten Temperatur voic4®ie stellten fest, dass die Inakti-
vierungsrate des Enzyms mit Erh6hung des Druckes ansgsigst mTG bei 200 MPa sehr
stabil. Selbst nach 60 min Druckbehandlung weist das Enzych mehr als 50 % seiner
Aktivitat auf. Bei einem Druck von 400 MPa ist eine 50 %igeHltrgerung nach ca. 40 min
nachweisbar, wahrend bei 600 MPa hierflr schon eine 15 igmiitkubation ausreicht. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch Lee und Park (2002), &veinkn Aktivitatsverlust von
40 % bei einer Druckbehandlung bei 3Z fur 60 min bei 600 MPa beobachteten. Lauber
et al. (2001b) zeigten, dass die Inaktivierungsgeschgkedi der mTG unter Druck zuséatz-
lich stark von der Temperatur abhéngt. Das Enzym weist Imgréfemperatur von 20C
eine wesentlich héhere Druckstabilitat im Vergleich zu @auf. So sind bei 20C mehr
als 100 min ndétig, um die Enzymaktivitat bei einem Druck v@® &1Pa um 50 % zu redu-
Zieren.

Wie CD-Messungen beweisen, lasst sich die DruckstabiigitmTG durch die Lokali-
sierung des Aktivitdtszentrums innerhalb des als inkosgbel geltenden-Faltblatt-Berei-
ches des Enzyms (Kap. 2.1.2) erklaren. Die beobachtetéiviealking durch eine Druckbe-
handlung beruht daher auf dem Abbau deHelices im Ober &chenbereich des Enzyms,
wodurch die Tertidrstruktur verandert wird, welche siclh die Substratbindung auswirkt

(Menéndez et al., 2006).

2.4.2 Ein uss hoher Driicke auf Caseinmicellen

In Milch werden neben den Molkenproteinen auch die Caseaalein durch eine Hoch-
druckbehandlung in ihrer Struktur beein usst. Verschigelédrbeiten wurden hierzu durch-
geflhrt, in welchen die Micellradien, die Triibung der Milaid die Verteilung von Calcium
bzw. Casein zwischen der kolloidalen Phase (Micelle) undddichen Phase (Serum) in

Abhangigkeit einer Druckbehandlung analysiert wurderesBiErgebnisse sind im Folgen-
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den zusammengefasst dargestellt.

Eine Druckbehandlung bis 200 MPa besitzt keinen ausgegnmétftekt auf die Micellgrolie
(Gaucheron et al., 1997; Huppertz et al., 2004; Needs €2@00). Eine deutliche Abnahme
der MicellgroRe um 40 bis 50 % ist hingegen bei Driicken gr@BérmMPa beobachtbar (Gau-
cheron et al., 1997; Huppertz et al., 2004; Needs et al., 200i@els Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) und Raster-Kraft-Mikroskopie (AFMOnnte eine druckinduzierte
Zerstorung grolRer Micellen unter Bildung von kleineren Aggaten nachgewiesen werden
(Needs et al., 2000; Regnault et al., 2004; Schrader et%87)1Der Ein uss von Hochdruck
auf die Micelle ist nach Untersuchungen von Gaucheron €1897); Huppertz et al. (2004)
und Anema et al. (2005) temperaturabhangig. So ist bei 258 i@ 20 C kein Effekt auf
die Micellgréf3e beobachtbar, wahrend beiCleine Abnahme und bei 4@ eine Zunahme
erfolgt. Bei relativ hohen Driicken von mehr als 450 MPa idbjgh keine deutliche Tem-
peraturabhéngigkeit mehr nachweisbar (Gaucheron e87)1Die Zunahme des Micellra-
dius bei 40 C und 250 MPa ist auf eine druckinduzierte DenaturierungW@kenproteine
zurlickzufuihren. Dieser Denaturierungsprozess ist mitderfall von Caseinmicellen tber-
lagert, wodurch es infolge von Wechselwirkungen zwischenatluriertem Molkenprotein
und Caseinmicellfragmenten zur Bildung von gro3en Aggegkommt (Gaucheron et al.,
1997; Schrader et al., 1997). Nach Anema et al. (2005) simglgien an dem Aggregations-
prozess keine Molkenproteine beteiligt, da eine molketginfreie Magermilch ebenfalls
eine Zunahme im Micellradius aufweist. Ebenfalls zeigt @@®Renanderung infolge einer
Druckbehandlung eine Zeitabhangigkeit. So sinkt beispielse der Radius bei 4@ von
ca. 220 nm auf ca. 180 nm nach 5 min bei 200 MPa und steigt naeln 60 minltigen
Inkubation auf Gber 325 nm an. Diese beobachtete ZunahmerirckbBereich von 200 bis
300 MPa basiert auf der Starkung der hydrophoben Bindunggeardiber der hydrophoben
Solvatation bei verlangerter Druckhaltezeit, wodurcheginer Reassoziation der dissozi-
ierten Caseinpartikel kommt (Huppertz et al., 2006). Bdidken grof3er 300 MPa ist diese
Micellgrél3enzunahme nicht mehr zu beobachten, da diegfladitssoziierten Nanocluster
als Kerne fir die Reassoziation aufgrund der gesteigedenwwllstandigen Au dsung von
CCP nicht mehr vorhanden sind (Huppertz et al., 2006).

Bei der Messung der Tribung von Magermilch konnte bei 100 k#aEffekt des Druckes
festgestellt werden. 200 MPa und 300 MPa fiihren zu einer Wimeader Tribung, welche
mit einer Erhéhung der Druckbehandlung auf 400 MPa und 506 M&rker ausgepragt ist
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(Needs et al., 2000; Regnault et al., 2004). Eine Abnahm@&mdgrung kann auf eine Redu-
zierung der Micellgrof3e hindeuten (Altuner et al., 2006).

Die Abnahme der Triibung bzw. des Micellradius basiert aut dslichkeit von CCP (Gau-

cheron etal., 1997; Needs et al., 2000; Schrader et al. ) 18@/auf einer Verminderung von
hydrophoben Wechselwirkungen (Huppertz et al., 2004)cbOruck wird das Mineralsalz-

gleichgewicht zwischen CCP und I6slichem Calcium auf digeSges I6slichen Calciums
verschoben. Schrader et al. (1997) konnten eine um 5 % exl@ditiumkonzentration im

Milchserum von pasteurisierter Magermilch nachweiser® (a, 5 min). Verbunden mit
der teilweisen Au dsung von ,innerem“ CCP erfolgt ein ZdHaon Caseinmicellen (Schra-
der und Buchheim, 1998). Es ndet ein Transfer von Caseindarskolloidalen Phase in
die l6sliche Phase in der ReihenfolgeCasein > -Casein > g;-Casein > g,-Casein statt

(Lopez-Fandino et al., 1998). Huppertz et al. (2004) zeigieenfalls eine erhdhte Loslich-

keit von s;-und -Casein in der Serumphase.
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3.1 Chemikalien, Materialien und Geréate

3.1.1 Chemikalien

Verwendete Chemikalien unter Angabe von Reinheitsgrad Hieidteller soweit im Text

nicht anders vermerkt:

Acetonitril Chromasolv, HPLC gradient grade, Riedel-d&RAG, Seelze
Acrylamid, 2x research grade, Serva Electrophoresis Gritgitielberg
Ammoniumacetat, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
Ammoniumperoxoidsulfat, p.a., Serva Electrophoresis Gntbeidelberg
Borséure, reinst, VEB Jenapharm Laborchemie, Apolda
Bromthymolblau, Merck KGaA, Darmstadt
Calciumchlorid-Dihydrat, fur analytische Zwecke, GrigsGmbH Analytika, Filsum
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-proparfeunlat (CHAPS), >98 %, Biomol
GmbH, Hamburg

-Chymotrypsin aus der Bauchspeicheldrise vom Rind, TLEKandelt 90 U/mg, Fluka
Chemie AG, Buchs, Schweiz
Coomassie Brillant Blau G 250, Serva Electrophoresis Gniiiigelberg
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, p.A., Merck KGd¥grmstadt
1,4-Dithiothreitol (DTT), 99 %, Biomol GmbH, Hamburg
Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat, p.a., Merck KGaA, Darmagt
Essigsaure, zur Analyse, VWR International GmbH (BDH Fyo)a Darmstadt
Ethanol, rein 96 % vergallt, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), zur Analyse, Sénextrophoresis GmbH, Heidel-
berg
Glucono- -lacton (GDL), 99 %, Merck KGaA (Calbiochem), Darmstadt
Glutathion (reduziert), fur biochemische Zwecke, Merckd®; Darmstadt
Glycerol, 87 %, Ferak Berlin GmbH, Berlin
Harnstoff p.A., Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
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Hydroxylammoniumchlorid, zur Analyse, Merck KGaA, Dariadt

lodacetamid, research grade, Serva Electrophoresis GhbiHelberg

Kaliumcarbonat, 99,0 %, Sigma, Steinheim

Kaliumchlorid, fur analytische Zwecke, Grissing GmbH Anida, Filsum
Kaliumdihydrogenphosphat, fir analytische Zwecke, Grigs&mbH Analytika, Filsum
Kaliumsulfat, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt

L-Glutaminséure--hydroxamat, Sigma, Steinheim

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, fir analytische Zweckaj$smg GmbH Analytika, Filsum
Methanol, zur Analyse, Riedel-de Haén AG, Seelze

Methylenbisacrylamid, 2x analytical grade, Serva Elqutaresis GmbH, Heidelberg
Methylenblau (C.I. 52015), Merck KGaA, Darmstadt

Methylrot (C.1. 13020), Merck KGaA, Darmstadt

Natriumcaseinat, p.A., Rovita GmbH, Engelsberg/Wiesmuhl

Natriumchlorid, zur Analyse, VWR International GmbH (BDHadRbo), Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS), research grade, Serva Elgbtresis GmbH, Heidelberg
Natriumhydroxid (Platzchen), zur Analyse, VWR InternagabGmbH (BDH Prolabo), Darm-
stadt

Natronlauge 32 %, reinst, Griissing GmbH Analytika, Filsum
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED), for elecphoresis, Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

N-Tris(hydroxymethyl)methylglycine (Tricin), analyatgrade, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Orange G (C.I. 16230), Merck KGaA, Darmstadt

Pepsin aus der Magenschleimhaut vom Schwein, 10 FIP-U/negsiVKGaA, Darmstadt
Protein-Testmixture 4, for electrophoresis, Serva Etgdtoresis GmbH, Heidelberg
Protein-Testmixture 5, for electrophoresis, Serva Etgdtoresis GmbH, Heidelberg
Salzsaure 37 %, zur Analyse, VWR International GmbH (BDH&bho), Darmstadt
Schwefelsaure 98 %, zur Stickstoffoestimmung, Fluka Ckeeh@, Buchs, Schweiz
Selenreaktionsgemisch nach Wieninger, zur Analyse, MEf@RA, Darmstadt
Transglutaminase Activa MP, 78-126 U/g, Ajinomoto EuropéeS GmbH, Hamburg
Trichloressigséaure, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt

Tri uoressigsaure, extra pure, Acros Organics, Geel (Bl
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Triglycin, > 99 %, Sigma, Steinheim

Trikaliumcitrat-Monohydrat, rein, Riedel-de Haén AG, &ee

Trinatriumcitrat-Dihydrat, zur Analyse, Merck KGaA, Dastadt
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), analytical dgea Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Trypsin aus der Bauchspeicheldrise vom Rind,0,000 BAEE U/mg, Sigma, Steinheim
Z-Glutamyl-Glycin, > 99 %, Bachem Holding AG, Bubendorf B¢chweiz

Alle zu chromatographischen Bestimmungen eingesetztefiittel wurden mit Reinst-

wasser hergestellt, membran Itriert und 15 min im Ultraaithad entgast.

3.2 Materialien und Gerate

Liste der verwendeten Materialien und Gerate sofern niotgrasprechender Stelle detail-

liert beschrieben:

Analysenwaage BP 121S und BP 3100S, Sartorius, Gottingen
Dialyseschlauch Cellulosemembran, AusschluR3grof3e 12Rigaa, Steinheim
DLS ALV Laservertriebsgesellschaft, Langen

bestehend aus: Spektrometer AVL DLS/SLS-5000, Digitalem
Zeitkorrelator ALV-5000/EPP und Laser-Goniometersystem
ALV/CGS-8F S/N 025 mit He-Ne-Laser Uniphase 1145P,
22 mW, 632,8 nm (JDSU, Deutschland, Eningen)
Einmalspritzen 2 und 5 ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Elektrophorese
Gradientenmischer SG 50, Hoefer Inc., Holliston MA, USA
Elektrophoresekammer SE 600, Hoefer Inc., Holliston MAAUS
Stromversorgung 1000/500 Power Supply, Bio-Rad Labaeg@@mbH, Minchen
Auswertung TotalLab TL120 v2006, Nonlinear Dynamics, Nasite upon
Tyne, England
Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-2 und BETA 1-8K, Martinr@h Gefriertrocknungs-

anlagen GmbH, Osterode am Harz
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GPC-Anlagen

fur Proteine

fur Micellen

Hochdruckanlage

HPLC-Anlage

Kjeldahl-Anlage
Aufschlu3einheit

Destillationseinheit

Titrationseinheit

Kolbenhubpipetten

Klvetten

Kivetten fur DLS

Massenspektrometer
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Knauer WellChrom HPLC-System, Knauer, Berlin
bestehend aus: Pumpe K-1001 und UV-Detektor K-2501
Rechnergestitzte Datenaufnahme mittels ECW 2000 Integrat
Package Version 1.2, Knauer, Berlin
Knauer Smartline HPLC-System, Knauer, Berlin
bestehend aus: Pumpe S 1000 und UV-Detektor S 2500
Rechnergestitzte Datenaufnahme mittels ECW 2000 Integrat
Package Version 1.2, Knauer, Berlin

High Pressure laboratory Unit, Diecker$8 & Co.KG,
Willich-Neersen, Germany

Agilent 1100 series, Agilent TechnologiesbBdgen,
bestehend aus: Autosampler G1329A, binarer Hochdruck-
pumpe G1312A, Degasser G1379A, Saulenofen G1316A und
UV-Detektor G1315B
Rechnergestitzte Datenaufnahme mittels ChemStation for

LC 3D, Agilent Technologies, Béblingen

Digestion Unit K-435 und Scrubber B-4Bdchi Labortechnik,
Flawil, Schweiz

Destillation Unit B-324, Blichi Latbechnik, Flawil, Schweiz
Dosimat 775 und Stirrer 728, Metrohm Ad&risau, Schweiz

Eppendorf Reference und Researchrsghiedliche Volumina,
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg

PLASTIBRANDR Makro-Kuvetten (2,5 ml) und Halbmikro-
Klvetten (1,5 ml), PMMA, Brand GmbH & CO. KG, Wertheim
Probenrdéhrchen (16 x 100 mm), PS, mit Gofiéen PE-LD,
Brand GmbH & CO. KG, Wertheim

Mariner Biospectrometry Worksta&®i-TOF-MS

(electrospray ionization - time of ight - mass spectronygtr

PerSeptive Biosystems, Framingham, USA
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Membran lter

pH-Mel3gerat

Photometer
Reagenzglasschuttler

Reaktionsgefalle

Ruhr- und Heizwerk
Temperierbad
Schiittelwasserbad

Spritzenvorsatz lter

Trockenschrank
Inkubationsschrank

Ultraschallbad

Zentrifuge

RC-L-55, regenerierte Cellulose, Durchrmesé7 mm, Porengrol3e
0,45 mund ST 69, Celluloseacetat, Durchmesser 50 mm, Poren-
groRe 1,2 m, Schleicher und Schuell, Dassel
inoLab level 2, WTW Wissenschatftlich-TecbhesWerkstatten
GmbH, Weilheim
Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech, Freiburg
Vortex-Genie 2, Scienti ¢ Indestinc., New York, USA
Safe-lock 1,5 ml und 2,0 ml, Eppendorf A&nblrg
Cryo-Tubes (12,5 x 70 mm), Innengewinde, Thermo Fisher
Scienti ¢ (Nunc), Roskilde, Danemark
Zentrifugen-Tubes 50 ml, VWR International, Darmstadt
Rollrandschnappdeckelglaser 10 ml, VWR Internationaknisadt
RH basic, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Badthermostat C10-W15/B, Gebrider Haakdsiiae
GFL 1083, GFL Gesellschatft fur Labbrig&anbH, Burgwedel
SPARTAN 13/0,45 RC und 13/0,2 RC,aegrierte Cellulose,
Durchmesser 13 mm, Porengrof3e 0,45 und 0,2 m, Schleicher
und Schuell, Dassel
Modell 200, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
ICP 400, Memmert GmbH & Co. KG, Schwhbac
Sonorex Super RK 52 H, Bandelin electromith@ & Co. KG,
Berlin

Centrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg
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3.3 Untersuchungsmaterialien

Fur eine Untersuchung der enzymatischen Quervernetzeeiggyn kamen im Rahmen der
Arbeit die in Tab. 3.1 aufgefuhrten Untersuchungsmatenatum Einsatz. Das-Casein-
praparat wurde am Institut fir Lebensmittelchemie der Tedden von Frau Dr. Koch iso-
liert. Das -Lactoglobulinpraparat wurde vom Institut fir Lebenswaliterfahrenstechnik der
TU Munchen zur Verfigung gestellt. Bei der UHT- und pastaarten Milch handelt es sich
um kommerziell erhaltliche Milchprodukte. Die Isolierudgr Caseinmicellen aus pasteuri-

sierter Milch (Milsani, 1,5 % Fett) sowie die Herstellung déicellldsung sind in Kap. 3.3.1

erlautert.
Tab. 3.1: Verwendete Untersuchungsmaterialien
Probe Firma Proteingehalt [%] Untersuchungsmethoden
-Lactoglobulin — 83,54 Reaktionsorte
-Casein — 91,5 Reaktionsorte
UHT-Magermilch  Erlenhof 3,# Stabilitatsmessung
( 0,3 % Fett) (EDTA, Ethanol, GDL, Hochdruck)
REWE 3,41 Stabilitatsmessung
( 0,3 % Fett) (EDTA, Ethanol)
pasteurisierte Milch  Milsani 3,8 Micellisolierung
(1,5 % Fett)
Micelllésung — 2,83 Reaktionsorte

Stabilitdtsmessung
(enzymatische Proteolyse)

[ Proteinbestimmung nach Kjeldahl (Kap. 3.3.2)
2l proteingehalt laut Herstellerangabe
BBl Proteinbestimmung mittels UV-Absorption (Kap. 3.3.3)
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3.3.1 Herstellung der Micellldsung

Chemikalien und L6ésungen

Synthetisches Milchultra Itrat (SMUF): pH = 6,8, nach J&ss und Koops (1962)
Losung A: 15,8 g Kaliumdihydrogenphosphat; 12,0 g Trikadaitrat-Monohydrat;
17,9 g Trinatriumcitrat-Dihydrat; 1,8 g Kaliumsulfat ungdd@) Kalium-

chlorid mit einem Endvolumen von 200 ml in Reinstwasserndse
Losung B: 13,2 g Calciumchlorid-Dihydrat und 6,5 g Magnesthlorid-Hexa-

hydrat mit einem Endvolumen von 200 ml in Reinstwasser losen
Zur Herstellung der SMUF-L6sung 20 ml Lésung A in 800 ml Rewvesser vorlegen

und 20 ml Lésung B sowie 0,3 g Kaliumcarbonat zugeben. DenNatt-mit 0,1 N
Kaliumhydroxid-Lésung auf pH = 6,8 einstellen und die Logumit Reinstwasser auf

1L im MaRkolben auffiillen.

Micellisolierung

Je 25 ml der pasteurisierten Milch werden in 50 ml Zentrifugeibes gegeben und 60 min
bei 20 C und 11000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird abdeker. Das Prazipitat,
welches die Micellen enthalt, wird zweimal mit jeweils 25 8VMIUF gewaschen, wobei hier
30 min unter den obigen Bedingungen zentrifugiert wird. [peeinigte” Prazipitat wird
mit einem Spatel zerkleinert, in einen Mal3kolben tberfiimd unter Rihren in SMUF-
Ldsung suspendiert. Das aus insgesamt 150 ml pastelerdiditth gewonnene Micellpra-
zipitat wird hierzu in 50 ml SMUF im Mal3kolben geldst. Der Biogehalt der erhaltenen
Micellldsung wird anhand der UV-Absorption be= 280 nm ermittelt (Kap. 3.3.3).

3.3.2 Proteinbestimmung nach Kjeldahl

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgt in AnlehnundiarMethode L 02.09-5 ,Un-
tersuchung von Lebensmitteln - Bestimmung des Proteiriggetian Caseinen und Case-
inaten (Referenzverfahren)* der Amtlichen Sammlung vortedBuchungsverfahren nach
X 64 LFBG und den Empfehlungen der Firma Buichi LabortechrigwH, Schweiz. Fir die
Berechnung des Proteingehaltes wird fur MilchprodukteFaiktor von 6,38 herangezogen.
Zum Aufschluss werden hierzu ca. 70 mg deg&actoglobulin- bzw. -Caseinpulvers in
einen Aufschlusskolben eingewogen, mit einer Spatels{atalysatorgemisch nach Wie-

ninger und 10 ml konzentrierter Schwefelsdure versetztinraner Aufschlusseinheit so-
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lange erhitzt bis die Ansatze klar und farblos sind. Die &ligéen aufgeschlossenen Pro-

belosungen werden einer Wasserdampfdestillation nageriolen Parametern unterzogen.

Wasser: 30 mi
Natronlauge (32 %ig, m/v): 50 ml
Borséaure (2 %ig, m/v)): 50 ml
Delay: 3s

Destillationsdauer: 4 min
Dampf: 100 %

Das Destillat wird anschliel3end mit 0,1 N Schwefelsdureegd@shiro-Indikator zum Farb-
umschlag von griin nach violett titriert. Fir den Blindweitdvanalog verfahren, jedoch
ohne Probeneinwaage.

3.3.3 Proteinbestimmung anhand UV-Absorption

Chemikalien und Losungen

Harnstof 6sung 6 M

36,036 g Harnstoff mit einem Endvolumen von 100 ml in ensaTiem Wasser l6sen.

Natriumcaseinatlosung 1 %ig (m/v)
1,129 g Natriumcaseinat (Proteingehalt 88,6 %) mit eineatvBlumen von 100 mlin

6 M Harnstof 6sung losen.

Kalibrierung

Die 1 %ige Natriumcaseinatldsung wird mit 6 M Harnstof dgpentsprechend Tab. 3.2 ver-
dinnt und die UV-Absorption bei einer Wellenlange voa 280 nm ermittelt. Zwischen der
Caseinkonzentration und der zugehdrigen UV-Absorpticstdig ein linearer Zusammen-

hang (Abb. 3.1).
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Tab. 3.2: Kalibrierung zur Proteinbestimmung mittels UV-Absorptioei =280 nm

Natriumcaseinatlésung Harnstof sung NatriumcaseinatW-Absorption

[ml] [ml] [mg/ml] =280 nm
0,1 1,0 0,909 0,822
0,1 1,2 0,769 0,664
0,1 1,4 0,666 0,576
0,1 1,6 0,588 0,516
0,1 1,8 0,526 0,456

Abb. 3.1: Kalibriergerade: Abhangigkeit der UV-Absorption bekE 280 nm von der Konzentration

an Natriumcaseinat

Bestimmung und Berechnung des Caseingehaltes der Mgt

Die Micellldsung wird mit 6 M Harnstof 6sung verdinnt undedUV-Absorption bei einer
Wellenlange von = 280 nm gemessen. Anhand der Kalibriergeraden (Abb. 3.4 der
Caseingehalt der Micellldsung nach der Gleichung 3.1 Ineretc

C: Caseingehalt [mg/ml]
C= %%%16 V  A: UV-Absorption der Micellldsung =280 nm (3.1)

V: Verdinnung der Micelllosung
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3.4 Aktivitatsbestimmung der mikrobiellen Transglutamin ase

Die Bestimmung der Aktivitat der mikrobiellen Transglutawse erfolgt nach Menéndez
(2006).

Chemikalien und L6ésungen

46

Tris-Acetat-Puffer 0,2 M, pH = 6,0
1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 40 ml Reiwrastser |6sen, den pH-
Wert mit 5 %iger Essigsaure auf pH = 6,0 einstellen und im Miffdn mit Reinst-

wasser auf 50 ml auffillen.

Tris-LOsung 0,2 M
1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan mit einem Endwodin von 50 mlin Reinst-

wasser losen.

Salzsaure 0,1 N

0,833 ml konz. Salzsaure im Maf3kolben mit Reinstwasser @oifdl verdiinnen.

Salzsaure 12 %ig (v/v)

32,43 ml konz. Salzsaure im Maf3kolben mit Reinstwasser @oifdl verdiinnen.

Trichloressigséaure 12 %ig (m/v)

12 g Trichloressigsaure mit einem Endvolumen von 100 ml im&easser l6sen.

Eisen-(lll)-chlorid-Lésung 5 %ig (m/v)
8,33 g Eisen-(lll)-chlorid-Hexahydrat mit einem Endvolemvon 100 ml in 0,1 N

Salzsaure l6sen.

Substratlésung: 0,1 M Hydroxylamin; 10 mM Glutathion (redut); 30 mM Z-Gluta-

myl-Glycin

69,5 mg Hydroxylammoniumchlorid in 5 ml 0,2 M Tris-Acetatdfer [6sen und den
pH-Wert mit 0,2 M Tris-Losung auf pH = 6,0 einstellen. Danatie L6sung mit

101,1 mg Z-Glutamyl-Glycin und 30,7 mg Glutathion versetztden pH-Wert auf
pH = 6,0 mit 0,2 M Tris-L6sung nachkorrigieren und im MaRlexmit 0,2 M Tris-

Acetat-Puffer auf 10 ml auffillen.



3 Experimenteller Teil

Stoppreagenz
12 %ige Salzsaure, 12 %ige Trichloressigsaure und 5 %ignEid)-chloridldsung

im Verhéltnis 1:1:1 (v/v/v) mischen.

Stammlésung zur Kalibrierung: 2,5 mM L-Glutaminsauré&ydroxamat
2,8 mg L-Glutaminséure-hydroxamat in 7 ml 0,2 M Tris-Acetat-Puffer 16sen und

entsprechend Tab. 3.3 verdinnen.

Enzymldsung ca. 40 U mTG/100 ml
Ca. 50 mg mTG in 10 ml 0,2 M Tris-Acetat-Puffer [6sen.

Kalibrierung

Die Stammldsung zur Kalibrierung wird entsprechend Tedn3t 0,2 M Tris-Acetat-Puffer
verdinnt. 1,0 ml der verdiinnten Losungen werden mit 1,0 op@tagenz versetzt und die

UV-Absorption bei =525 nm gemessen.

Tab. 3.3: Kalibrierung zur Aktivitatsbestimmung der mTG

Stammldsung Tris-Acetat-Puffer L-Gluhydroxamat UV-Absorption

[mlI] [ml] [ mol/ml] =525 nm
1,0 0,0 2,5 0,752
0,8 0,2 2,0 0,613
0,6 0,4 1,5 0,471
0,4 0,6 1,0 0,335
0,2 0,8 0,5 0,189
0,0 1,0 0,0 0,057
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Abb. 3.2: Kalibriergerade: Abhangigkeit der UV-Absorption ber 525 nm von der Konzentration

an L-Glutaminsaure-hydroxamat

Aktivitatsbestimmung

0,5 ml der Enzymlésung werden mit 1,0 ml der auf & vortemperierten Substratlésung
versetzt und 10 min bei 37C im Wasserbad inkubiert. Zum Abbruch der Reaktion wer-
den 1,5 ml Stoppreagenz zugesetzt. Nach dem Abkihlen aumaperatur wird die UV-

Absorption der Losung bei = 525 nm ermittelt.

Berechnung der Aktivitat

Anhand der Kalibriergerade (Abb. 3.2) I&sst sich die durd@i@wvahrend der Inkubation ge-
bildete Menge an L-Glutaminsaurehydroxamat berechnen. Die Entstehung von Iyl
L-Glutaminsaure--hydroxamat pro Minute aus Z-Glutamyl-Glycin und Hydraawylin bei
pH = 6,0 und 37 C wird hierbei als ein Unit de niert (Rodriguez-Nogales, (). Die
Enzymaktivitat wird wie folgt berechnet (Gleichung 3.2 uh8):

C= %2 C: L-Glutaminsaure--hydroxamat [ mol/ml]

(3.2)
E: Extinktion bei =525 nm
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A: Aktivitat [U/g Praparat]

@]
<

A= v: Testvolumen 1,5 ml
m T (3.3)

m: Einwage an mTG-Préaparat [g/0,5 ml Puffer]

t: Inkubationszeit 10 min

3.5 Bestimmung reaktiver Glutaminreste

Chemikalien und Losungen

Tris-Salzsaure-Puffer 50 mM, pH =7,5
0,61 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 80 ml Rewastser 16sen, den pH-
Wert mit 0,3 N Salzsaure auf pH = 7,5 einstellen und im Mal¥wlimit Reinstwasser

auf 100 ml auffullen.

SMUF pH=6,8
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.

-Lactoglobulinlésung 0,4 %ig (m/v)
0,1198 g -Lactoglobulin mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-Sa&uase-Puffer

[6sen.

-Caseinlosung 0,4 %ig (m/v)

0,1093 g -Casein mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-SalzsaurigelPlipsen.

Micellldsung Proteingehalt ca. 2,8 %

Herstellung siehe Kap. 3.3.1.

MTG-L6sung 0,1 U mTG/ml Tris-Salzsaure-Puffer
Die der Aktivitat nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an midpdtat in 10 ml Tris-
Salzsaure-Puffer I6sen. Verwendung zur Bestimmung der meBktiven GIn-Reste

von -Casein und -Lactoglobulin.

mTG-L6sung 4,5; 5,6; 6,7 und 7,8 U mTG/mI SMUF
Die der Aktivitdt nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an midpdtat in 10 ml
SMUF l6sen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reaktivam&ste von -Ca-

sein innerhalb der Caseinmicellen.
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Labelreagenz Triglycin 0,18 M
0,348 g Triglycin in 10 ml Tris-Salzsaure-Puffer [6sen.Wendung zur Bestimmung

der mTG-reaktiven Gln-Reste vonrCasein.

Labelreagenz Triglycin 0,10 M
0,187 g Triglycin in 10 ml Tris-Salzséure-Puffer I6sen.Wendung zur Bestimmung

der mTG-reaktiven GIn-Reste vorLactoglobulin.

Labelreagenz Triglycin 1,14 M
0,216 g Triglycin in 1 ml SMUF |6sen. Verwendung zur Bestimmguer mTG-reak-
tiven GIn-Reste von -Casein innerhalb der Caseinmicellen.

3.5.1 Quervernetzung in Abhangigkeit der Enzymaktivitat

Quervernetzungsexperimente miCasein

Jeweils 0,5 ml der 0,4 %igen-Caseinldsungen werden mit unterschiedlichen Mengen an
MTG-LOsung (0,1 U mTG/ml) versetzt und das Inkubationswvedn mit Tris-Salzsaure-
Puffer auf 2 ml ergénzt (Tab. 3.4). Die Proben werden ans@khd 1 h bei 40C im Sandbad

im Trockenschrank inkubiert. Nach Abbruch der ReaktiorctuErhitzen der Inkubations-
ansatze auf 85C fur 5 min im Wasserbad werden die Proben ltriert (0,4%) und direkt

zur Bestimmung der Quervernetzung mittels GPC eingesesft.(3.12).

Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein

Jeweils 0,6 ml der Micellldsungen mit einem Proteingehat 2,8 % werden mit 0,4 ml
SMUF und 0,03 ml der mTG-Ldsung (4,5; 5,6; 6,7 bzw. 7,8 U mT{p/emtsprechend
Tab. 3.5 versetzt. Die Reaktionsmischungen werden aefgnid bei 40C fir 1 h im Sand-
bad im Trockenschrank inkubiert. Zum Abbruch der Reakti@rden die Losungen bei
85 C fur 5 min im Wasserbad erhitzt. Die Proben kdnnen nachafitin (0,45 m) direkt

zur Untersuchungen mittels GPC (Kap. 3.12) eingesetzteverd
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Tab. 3.4: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-&aszur Bestimmung der Quer-

vernetzung von -Casein in Abhangigkeit der mTG-Aktivitat (Tris-SalzséRuffer)

MTG-Aktivitat  -Caseinldésung Tris-Salzsaure-Puffer mTG-Losung
[U/g -CN] [ml] [ml] [ml]
0 0,50 1,50 0,00
1 0,50 1,48 0,02
2 0,50 1,46 0,04
3 0,50 1,44 0,06
4 0,50 1,42 0,08
5 0,50 1,40 0,10

Tab. 3.5: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-&aszur Bestimmung der Quer-

vernetzung von micellar assoziiertem Casein in Abhangiiglar mTG-Aktivitat (SMUF)

MTG-Aktivitat Micelllosung SMUF  mTG-Ldsung
[U/g CN] [mi] [ml] [ml]
0 0,60 0,43 0,00
8 0,60 0,40 0,03 (4,5 U/ml)
10 0,60 0,40 0,03 (5,6 U/ml)
12 0,60 0,40 0,03 (6,7 U/ml)
14 0,60 0,40 0,03 (7,8 U/ml)
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3.5.2 Quervernetzung in Abhéngigkeit der Zugabe an Triglyc in

Quervernetzungsexperimente miCasein

Jeweils 1,0 ml der 0,4 %igen-Caseinlosungen werden mit 0,14 ml mTG-L6sung (0,1 U
mTG/ml) und verschiedenen Volumina der 0,18 M Triglycinitig versetzt (Tab. 3.6). Die
Inkubationsanséatze werden mit Tris-Salzsaure-Puffeeautsesamtvolumen von 4 ml er-
ganzt und fur 1 h bei 40C im Sandbad im Trockenschrank erhitzt. Die Reaktion wingtdu

ein Erhitzen der Proben auf 8% fir 5 min im Wasserbad gestoppt. Zur Entfernung des
Uberschusses an Labelreagenz werden die inkubierten iPestsehlieRend gegen entioni-
siertes Wasser dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergetretkDer Quervernetzungsgrad der
Proben wird mittels GPC bestimmt (Kap. 3.12).

Der in Tab. 3.6 angegebene Uberschuss an Triglycin bestiien molaren Uberschuss des
Labels in Bezug auf die im-Casein vorhandene Anzahl an GIn-Resten im Inkubationsan-

satz.

Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein

Jeweils 0,6 ml der Micelllésungen werden mit 0,03 ml mTG-wdg (7,8 U/ml) und ver-
schiedenen Volumina der 1,14 M Triglycinlésung versetat(13.7). Die Inkubationsansétze
werden mit SMUF auf 1,03 ml ergénzt und fir 1 h bei @im Sandbad im Trockenschrank
erhitzt. Die Reaktion wird durch ein Erhitzen der Proben&ufC flr 5 min im Wasserbad
gestoppt. Zur Entfernung des Uberschusses an Labelreageden die inkubierten Micell-
l6sungen gegen entionisiertes Wasser dialysiert (Kap) 8uid gefriergetrocknet. Anschlie-
Rend wird der Quervernetzungsgrad mittels GPC bestimnp.(8d.2).

Der in Tab. 3.7 angegebene Uberschuss an Triglycin beziehthserbei auf den molaren
Uberschuss des Labels in Bezug auf die in der Micelllosunpammdene Anzahl an GIn-

Resten des-Caseins im Inkubationsansatz.
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Tab. 3.6: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-&aszur Bestimmung der Quer-

vernetzung von -Casein in Abhangigkeit der Triglycin-Konzentration @$alzsaure-
Puffer)

Uberschuss an -Casein- Tris-Salzsaure- mTG-  Triglycin-

Triglycin l6sung Puffer Losung  l6sung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 1,00 3,00 0,14 0,00
5 1,00 2,76 0,14 0,10
50 1,00 1,86 0,14 1,00
100 1,00 0,86 0,14 2,00

Tab. 3.7: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat#esé&ur Bestimmung der

Quervernetzung von micellar assoziiertemCasein in Abhangigkeit der Triglycin-
Konzentration (SMUF)

Uberschussan Micell- SMUF mTG- Triglycin-

Triglycin l6sung Losung  l6sung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 0,60 0,40 0,03 0,00
25 0,60 0,30 0,03 0,10
50 0,60 0,20 0,03 0,20
75 0,60 0,10 0,03 0,30
100 0,60 0,00 0,03 0,40
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3.5.3 Markierung reaktiver Glutaminreste im Protein

Markierungsexperimente mit-Casein bzw. -Lactoglobulin

Jeweils 2,0 ml der 0,4 %igen-Caseinlésungen bzw. 0,4 %igenLactoglobulinldsungen
werden mit mTG-Ldsung (0,1 U mTG/ml) und 2,0 ml der 0,18 M b@yt.0 M Triglycinlo-
sung entsprechend Tab. 3.8 versetzt. Das Inkubationsweslwird mit Tris-Salzsaure-Puffer
auf 8,0 ml erganzt. Die Inkubationslésungen werden in 7 myjlekbhrchen tberfuhrt, wel-
che luftblasenfrei verschlossen werden. Die enzymati&dektion wird bei 40C fir 1 h
unter Normaldruck sowie Hochdruck (400 MPa) durchgefilbig. Normaldruckinkubation
erfolgt hierbei in einem temperierten Sandbad im Trocklereswk. Fir die Druckbehandlung
werden die Probenréhrchen in den auf Ovortemperierten Autoklav der Hochdruckanla-
ge gegeben und der Druck mit einer Rate von 300 MPa/min aatdeBls Druckiubertra-
gungsmedium wird ein Gemisch aus Wasser und Ethylenglyegésetzt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit erfolgt die Dekompression der ProbenneeZeit von weniger als 15 s. Die
normaldruck- sowie hochdruckbehandelten Proben werdenAbruch der enzymatischen
Reaktion bei 85C fir 5 min im Wasserbad erhitzt. Nach einer Dialyse gegeloeisiertes
Wasser (Kap. 3.10) mit anschlieRender Gefriertrocknungkda die modi zierten Proteine
zum tryptischen Verdau (Kap. 3.7) und anschliel3ender Hung der Reaktionsorte mittels

RP-HPLC-MS (Kap. 3.15) eingesetzt werden.

Tab. 3.8: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-&eszur Bestimmung der mTG-

reaktiven GIn-Reste von-Casein und -Lactoglobulin (Tris-Salzséure-Puffer)

Probenbezeichnung Protein- Tris-Salzsaure- mTG-  Triglyc

l6sung Puffer Losung  ldsung

[mi] [mi]] [ml] [ml]

Blindwert 2,000 4,000 0,000 2,000
ND 3,5 U mTG/g Protein 2,000 3,712 0,288 2,000
HD 3,5 U mTG/g Protein 2,000 3,712 0,288 2,000
ND 12,5 U mTG/g Protein 2,000 3,000 1,000 2,000
HD 12,5 U mTG/g Protein 2,000 3,000 1,000 2,000

ND: Normaldruck 0,1 MPa
HD: Hochdruck 400 MPa
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Markierungsexperimente mit micellar assoziierterasein

Jeweils 0,6 ml der Micellldsungen (Proteingehalt 2,8 %)deermit 0,4 ml der 1,14 M Tri-
glycinlésung und 0,03 ml mTG-L6sung (7,8 U/ml) versetzte Proben werden im Sandbad
fur 1 h bei 40 C im Trockenschrank inkubiert und anschlie3end zum AbbadmhReak-
tion bei 85 C im Wasserbad fur 5 min erhitzt. Um den Uberschuss an Labehternen,
werden die Proben dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergddnet. Die gefriergetrockneten Pro-
ben werden direkt zur tryptischen Hydrolyse (Kap. 3.7) umélikse mittels RP-HPLC-MS
(Kap. 3.15) eingesetzt.

3.6 Bestimmung reaktiver Lysinreste

Chemikalien und Losungen

Tris-Acetat-Puffer 0,2 M, pH=7,5
2,42 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 80 ml Reirastser I6sen, den pH-
Wert mit 3 %iger Essigsaure auf pH = 7,5 einstellen und minR®rasser im Mal3kol-

ben auf 100 ml auffillen.

SMUF pH =6,8
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.

-Lactoglobulinlésung 0,4 %ig (m/v)
0,1198 g -Lactoglobulin mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-AceRuffer

[6sen.

-Caseinlosung 0,4 %ig (m/v)

0,1093 g -Casein mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-Acetat-Puiisen.

Micelllésung Proteingehalt ca. 2,8 %

Herstellung siehe Kap. 3.3.1.

MTG-L6sung 0,1 U mTG/ml Tris-Acetat-Puffer
Die der Aktivitat nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mi&pdtat in 10 ml Tris-
Acetat-Puffer [6sen. Verwendung zur Bestimmung der mTé&kiieen Lys-Reste von

-Casein und -Lactoglobulin.
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mTG-L6sung 4,5; 5,6; 6,7 und 7,8 U mTG/ml SMUF
Die der Aktivitdt nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an midpdtat in 10 ml
SMUF lésen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reaktivestReste von -Ca-

sein innerhalb der Caseinmicellen.

Labelreagenz Z-GIn-Gly 0,04 M bzw. bzw. 0,03 M
0,124 g bzw. 0,093 g Z-GIn-Gly in 10 ml Tris-Acetat-Puffesén. Verwendung zur

fur die Bestimmung der mTG-reaktiven Lys-Reste veasein.

Labelreagenz Z-GIn-Gly 0,05 M
0,166 g Z-GIn-Gly in 10 ml Tris-Acetat-Puffer I6sen. Verwmg zur Bestimmung

der mTG-reaktiven Lys-Reste vorLactoglobulin.

Labelreagenz Z-GIn-Gly 0,28 M
0,093 g Z-GIn-Gly in 1 ml SMUF lésen. Verwendung zur Bestinmguwer mTG-

reaktiven Lys-Reste von-Casein innerhalb der Caseinmicellen.

3.6.1 Quervernetzung in Abhéngigkeit der Enzymaktivitét

Quervernetzungsexperimente miCasein

Jeweils 0,5 ml der 0,4 %igen-Caseinlésungen werden mit unterschiedlichen Mengen an

MTG-L6sung (0,1 U mTG/ml) versetzt und das Inkubationswedn mit Tris-Acetat-Puffer
auf 2,0 ml ergénzt (Tab. 3.9). Die Proben werden anschilgdnbei 40 C im Sandbad im

Trockenschrank inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion dwiohErhitzen der Inkubations-

ansatze auf 85C fur 5 min im Wasserbad werden die Proben nach einer Membration

(0,45 m) direkt zur Bestimmung der Quervernetzung mittels GP@Qesetzt (Kap. 3.12).

Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein

Die Ermittlung der Quervernetzung von micellarem CaseiAbhangigkeit der Enzymakti-

vitat wird in Kap. 3.5.1 beschrieben.
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Tab. 3.9: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-&aszur Bestimmung der Quer-

vernetzung von -Casein in Abhangigkeit der mTG-Aktivitat (Tris-AcetatHier)

MTG-Aktivitat -Caseinlésung Tris-Acetat-Puffer mTG-Losung

[Ulg -CN] [mi] [ml] [ml]
0 0,50 1,50 0,00
2 0,50 1,46 0,04
4 0,50 1,42 0,08
6 0,50 1,38 0,12

3.6.2 Quervernetzung in Abhéngigkeit der Zugabe an Z-GIn-G |y

Quervernetzungsexperimente miCasein

Jeweils 1,0 ml der 0,4 %igen-Caseinldsungen werden mit 0,22 ml mTG-Lésung (0,1 U
mTG/ml) und verschiedenen Volumina der 0,04 M Z-GIn-Glysudg versetzt (Tab. 3.10).
Die Inkubationsansatze werden mit Tris-Acetat-Puffer 40f ml erganzt und fur 1 h bei
40 C im Sandbad im Trockenschrank inkubiert. Die Reaktion wludch ein Erhitzen der
Proben auf 85C fiir 5 min im Wasserbad gestoppt. Zur Entfernung des Ubasses an
Labelreagenz werden die inkubierten Proben anschlieRegehgentionisiertes Wasser dia-
lysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. Der Querveznagsgrad der Proben wird mittels
GPC bestimmt (Kap. 3.12).

Der in Tab. 3.10 angegebene Uberschuss an Z-GIn-Gly bestden molaren Uberschuss
des Labels in Bezug auf die imCasein vorhandene Anzahl an Lys-Resten im Inkubations-

ansatz.

Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein

Jeweils 0,6 ml der Micellldésungen werden mit 0,03 ml mTGwds (7,8 U/ml) und ver-
schiedenen Volumina der 0,28 M Z-GIn-Gly-Lésung verseDdr Inkubationsansatz wird
mit SMUF auf 1,03 ml ergénzt und fur 1 h bei 4C im Sandbad im Trockenschrank er-
hitzt. Die Herstellung der Enzym-Substrat-Ansatze ist ddpettierschema in Tab. 3.11 zu
entnehmen. Die Reaktion wird durch ein Erhitzen der Proéi8a C fir 5 min im Was-
serbad gestoppt. Zur Entfernung des Uberschusses an ¢atyetrz werden die inkubierten

Micelllésungen gegen entionisiertes Wasser dialysieap(K3.10) und gefriergetrocknet. An-
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schlieRend wird der Quervernetzungsgrad mittels GPCrbhett{Kap. 3.12).
Der in Tab. 3.11 angegebene Uberschuss an Z-GIn-Gly besighhierbei auf den molaren

Uberschuss des Labels in Bezug auf die in der Micellldsurmpamdene Anzahl an Lys-

Resten des-Caseins im Inkubationsansatz.

Tab. 3.10: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-#xaszur Bestimmung der Quer-

vernetzung von -Casein in Abhangigkeit der Z-GIn-Gly-Konzentration @FAcetat-
Puffer)

Uberschuss an -Casein- Tris-Acetat- mTG- Z-GIn-Gly-

Z-GIn-Gly l6sung Puffer Losung Lésung
[x-fach] [mi] [mi] [ml] [ml]
0 1,00 3,00 0,22 0,000
25 1,00 2,15 0,22 0,63
50 1,00 1,53 0,22 1,25
100 1,00 0,28 0,22 2,50

Tab. 3.11:Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substratt#aszur Bestimmung der Quer-

vernetzung von micellarem Casein in Abhangigkeit der Z-Glg-Konzentration (SMUF)

Uberschussan Micelll SMUF mTG- Z-GIn-Gly-

Z-GIn-Gly l6sung Ldsung Lésung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 0,60 0,40 0,03 0,00
25 0,60 0,30 0,03 0,10
50 0,60 0,20 0,03 0,20
75 0,60 0,10 0,03 0,30
100 0,60 0,00 0,03 0,40
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3.6.3 Markierung reaktiver Lysinreste im Protein

Markierungsexperimente mit-Casein bzw. -Lactoglobulin

Jeweils 2,0 ml der 0,4 %igen-Caseinlésung bzw. 0,4 %igenlLactoglobulinlésung wer-
den mit mTG-L6sung (0,1 U mTG/ml) und 2,0 ml der 0,03 M bzw.520N Z-GIn-Gly-
Lésung entsprechend Tab. 3.12 versetzt und das Inkubatilbmsen mit Tris-Acetat-Puffer
auf 8,0 ml erganzt. Die Inkubationsansatze werden in 7 mbKilgrchen Uberfuhrt, wel-
che luftblasenfrei verschlossen werden. Die enzymati&eektion wird bei 40C fur 1 h
unter Normaldruck sowie Hochdruck (400 MPa) durchgefluibie Normaldruckinkuba-
tion erfolgt hierbei in einem auf 40C temperierten Sandbad im Trockenschrank. Fir die
Druckbehandlung werden die Probenréhrchen in einen auCArtemperierten Autoklav
der Hochdruckanlage gegeben und der Druck mit einer Rate8006rMPa/min aufgebaut.
Als Druckubertragungsmedium wird ein Gemisch aus WassgEihnylenglycol eingesetzt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgt die Dekompressi@n Proben in einer Zeit von
weniger als 15 s. Die normaldruck- sowie hochdruckbehaedd?roben werden zum Ab-
bruch der enzymatischen Reaktion flir 5 min bei &im Wasserbad erhitzt. Nach einer
Dialyse gegen entionisiertes Wasser zur Entfernung deslitbérschusses (Kap. 3.10) und
anschliel3ender Gefriertrocknung werden die modi zieReoteine zum tryptischen Verdau
(Kap. 3.7) und einer Bestimmung der Reaktionsorte mitt@lsHPLC-MS (Kap. 3.15) ein-

gesetzt.

Markierungsexperimente mit micellar assoziierter@asein

Jeweils 0,6 ml der Micellldsungen (Proteingehalt 2,8 %)deer mit 0,4 ml der 0,28 M

Z-GIn-Gly-L6ésung und 0,03 ml mTG-L6sung (7,8 U/ml) versefzie Proben werden im

Sandbad fur 1 h bei 40C inkubiert und anschliel3end zum Abbruch der Reaktion be(35
im Wasserbad fir 5 min erhitzt. Um den Uberschuss an Labelntfigraen, werden die
Proben gegen entionisiertes Wasser dialysiert (Kap. 3tri@yefriergetrocknet. Die gefrier-
getrockneten Proben werden direkt zur tryptischen Hyd®({Kap. 3.7) und Analyse mittels
RP-HPLC-MS (Kap. 3.15) eingesetzt.
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Tab. 3.12: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-&eszur Bestimmung der mTG-

reaktiven Lys-Reste von-Casein und -Lactoglobulin (Tris-Acetat-Puffer)

Probenbezeichnung Protein- Tris-Acetat- mTG- Z-GIn-Gly-

l6sung Puffer Losung Ldsung
[ml] [ml] [ml] [ml]
Blindwert 2,00 4,00 0,00 2,000
ND 5,5 U/g Protein 2,00 3,56 0,44 2,000
HD 5,5 U/g Protein 2,00 3,56 0,44 2,000
ND 19,5 U/g Protein 2,00 2,44 1,56 2,000
ND 19,5 U/g Protein 2,00 2,44 1,56 2,000

ND: Normaldruck 0,1 MPa
HD: Hochdruck 400 MPa

3.7 Tryptische Hydrolyse

Chemikalien und L6ésungen

Tris-Salzsaure-Puffer 50 mM, pH =7,5
0,61 g Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 80 ml Rewasser I6sen, mit 0,3 M
Salzsaure auf pH = 7,5 einstellen und mit Reinstwasser imkiglaBn auf 100 ml

auffullen.

Trypsinlésung 1 mg/ml (m/v)
5 mg Trypsin ( 10000 BAEE U/mg) in 5 ml Tris-Salzsaure-Puffer I6sen.

Hydrolyse

Jeweils 2 mg gefriergetrocknetesCasein, -Lactoglobulin bzw. Micellpraparat werden
in 2 ml Tris-Salzsaure-Puffer geldst. Die Proben werden2qit | Trypsinldsung versetzt
(Enzym-Substrat-Verhaltnis: ca. 1:100). AnschlieRBendder die -Caseinproben bzw. die
Micellproben fur 5 h und die -Lactoglobulinproben fir 2,5 h bei 3T im Trockenschrank
inkubiert. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch ein Ezbit auf 85 C im Wasserbad fir

5 min.
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3.8 Enzymatische Quervernetzung von Caseinmicellen zur

Charakterisierung der mTG-Reaktion

Chemikalien und Losungen

UHT-Magermilch Proteingehalt 3,4 %

mTG-L6sung 1,1; 2,2; 4,4 bzw. 7,6 U mTG/ml
Die der Aktivitdt nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an midpdtat in 10 ml

Reinstwasser losen.

Enzymatische Reaktion

Zur Herstellung von Milchproben mit unterschiedlichem n&zungsgrad werden jeweils
5 g UHT-Magermilch mit 0,5 ml mTG-Lésung (1,1; 2,2; 4,4 bzw6 U/ml) versetzt und

1 h bei 40 C im Sandbad im Trockenschrank inkubiert. Zum AbstoppenEteaymakii-
vitdt werden die Proben fur 7 min bei 8& im Wasserbad erhitzt und anschliel3end zur
Charakterisierung der erfolgten Quervernetzung mittdkCGKap. 3.12 und Kap. 3.13),
SDS-PAGE (Kap. 3.11) sowie nach einer 1:20 Verdinnung mihsd&asser mittels RP-
HPLC (Kap. 3.14) untersucht.

3.9 Untersuchung zur Stabilitat der micellaren Struktur

Chemikalien und L6ésungen

UHT-Magermilch Proteingehalt 3,4 %

Micelllésung Proteingehalt 2,8 %
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.

mTG-Losung 1,1 bzw. 2,2 U mTG/m
Die der Aktivitat nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mT&pdtat in 10 ml

Reinstwasser losen.

EDTA-LGsung 2,5 mM
7,3 mg Ethylendiamintetraessigséaure mit einem Endvolwoerl0 mlin Reinstwas-

ser lsen.
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Ethanol 96 %ig
Glucono- -lacton

Pepsin-L6ésung 75 U/ml
15 mg Pepsin (10 FIP U/mg) in 2 ml Reinstwasser l6sen.

Chymotrypsin-Losung 0,987 U/ml
1 mg Chymotrypsin (98,7 U/mg) mit einem Endvolumen von 10 mReinstwasser

I6sen.

3.9.1 Enzymatische Modi zierung

Jeweils 5 g UHT-Magermilch bzw. 5 ml der Micellldsungen wamdnit 0,5 ml der mTG-
Losung (1,1 U mTG/ml fur die UHT-Magermilch; 1,1 U mTG/ml u@®R U mTG/ml fir
die Micellldsung) versetzt und fur 1 h bei 4C€ im Sandbad im Trockenschrank inkubiert.
Fur den Blindwert wird anstelle der Enzymlésung 0,5 ml Reuasser zugegeben (Refe-
renzprobe). Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch ein &dn der Proben auf 8%C im

Wasserbad fir 5 min.

3.9.2 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren St ruktur in

Gegenwart von EDTA

Jeweils 50 | der UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie der enzymbetedten UHT-
Magermilch (4 U mTG/g CN) werden nach Tab. 3.13 mit versobinesh Volumina an EDTA-
LAsung versetzt. Der Ansatz wird mit Reinstwasser auf 2,2m#nzt. Nach dem Mischen
werden die Proben 7 h bei Raumtemperatur inkubiert und éeB8emd die Tribung bei
633 nm (Kap. 3.16) sowie der hydrodynamische Micellradiitsets DLS (Kap. 3.17) be-

stimmt. Die Proben werden ebenfalls zur Analyse mittelsHFR-C eingesetzt (Kap. 3.14).
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Tab. 3.13: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierungnadeellaren Struktur durch

EDTA-Zusatz

EDTA-Konzentration UHT-Milch EDTA-L6sung Reinstwasser

[mM] [ 1] [mi] [mi]

0,00 50 0,00 2,45
0,05 50 0,05 2,40
0,10 50 0,10 2,35
0,15 50 0,15 2,30
0,20 50 0,20 2,25
0,25 50 0,25 2,20
0,30 50 0,30 2,15
0,35 50 0,35 2,10
0,40 50 0,40 2,05
0,45 50 0,45 2,00

3.9.3 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren St ruktur durch

Zusatz von Ethanol

Jeweils 100 | der UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie der enzymbeateten UHT-
Magermilch (4 U mTG/g CN) werden nach Tab. 3.14 mit verscohiesh Volumina an Etha-
nol versetzt und der Ansatz mit Reinstwasser auf 2,1 ml etgélach dem Mischen werden
die Proben 7 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschilee@en Triibung bei 633 nm
(Kap. 3.16) sowie der hydrodynamische Micellradius msttBLS (Kap. 3.17) bestimmt.
Die Proben werden ebenfalls zur Analyse mittels RP-HPLQeasetzt (Kap. 3.14).
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Tab. 3.14: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierungnadeellaren Struktur durch

Ethanol-Zusatz

Ethanolkonzentration UHT-Milch Ethanol Reinstwasser

[%vol] [ 1] [ml] [mi]
0 100 0,0 2,0
9 100 0,2 1,8
18 100 0,4 1,6
27 100 0,6 1,4
37 100 0,8 1,2
46 100 1,0 1,0
55 100 1,2 0,8
64 100 1,4 0,6
73 100 1,6 0,4

3.9.4 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren St ruktur durch

Hochdruckbehandlung

Die UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie die enzymbeleltel UHT-Magermilch (4 U
mTG/g CN) werden luftblasenfrei in ein 7 ml Kryoréhrchen tffiart. Fur die Druckbe-
handlung werden die Probenrdéhrchen in den Autoklav der Hiackanlage gegeben und
der Druck mit einer Rate von 300 MPa/min aufgebaut. Die Rralerden zehn Minuten
bei 20 C bei 0, 100, 200, 300 sowie 400 MPa inkubiert. Als Druckiagrangsmedium
wird ein Gemisch aus Wasser und Ethylenglycol eingesetathMblauf der Inkubations-
zeit von zehn Minuten erfolgt die Dekompression der Prolpeginer Zeit von weniger als
15 s. Zur Untersuchung der Proben mittels Tribungsmesseing33 nm (Kap. 3.16) und

DLS (Kap. 3.17) werden diese 1:50 mit Reinstwasser verdinnt

3.9.5 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren St ruktur durch

Zusatz von GDL (pH-Wertsenkung)

Die UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie die enzymbeleltedlUHT-Milch (4 U mTG/g
CN) werden 1:50 mit Reinstwasser verdinnt. Von diesen vertdin Milchlésungen werden

anschlief3end jeweils 5 ml mit 3 mg GDL versetzt und durchhtisille 5 min wird der pH-
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Wert sowie die Triibung bei 633 nm (Kap. 3.16) tUber einen Zeitr von 120 min ermittelt.
Der mittlere hydrodynamische Radius der Caseinmicellesheim Proben wird aller 30 min

entsprechend Kap. 3.17 bestimmt.

3.9.6 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren St ruktur durch

enzymatische Proteolyse

Die ,native” Micellldsung (Referenz) sowie die enzymbetiaiten Micellloésungen (4 und

8 U mTG/g CN) werden mit verschiedenen Mengen an den prdisohen Enzymen Pep-
sin bzw. Chymotrypsin versetzt (Tab. 3.15 und 3.16). Dieubdtion erfolgt im Sandbad
im Trockenschrank bei 40C fir 4 h bei Zusatz von Pepsin bzw. fir 30 min bei Zusatz
von Chymotrypsin. Die Proteolyse wird durch ein Erhitzen @eben auf 85C fir 5 min

im Wasserbad gestoppt. Die Proben werden 1:50 mit Reinsevagrdinnt und direkt zur

Tribungsmessung (Kap. 3.16) und zur DLS (Kap. 3.17) einiged$¢ach einer Gefriertrock-

Tab. 3.15: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierungnitellaren Struktur durch eine

Proteolyse mit Pepsin

Pepsin-Aktivitat Micelllosung Pepsinldsung Reinstwasse

[U/g CN] [mi] [ 1] [ 1]
0 0,5 0 40
107 0,5 20 20
138 0,5 25 15
214 0,5 40 0

Tab. 3.16: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierungnétellaren Struktur durch eine

Proteolyse mit Chymotrypsin

Chymotrypsin-Aktivitdt Micellldsung Chymotrypsinlésgn Reinstwasser

[U/g CN] [mi] [ 1] [ 1]
0 0,5 0 100
0,7 0,5 10 90
3,5 0,5 50 50
7,0 0,5 100 0
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nung der mit Pepsin bzw. Chymotrypsin behandelten Micgliijen werden diese mittels

SDS-PAGE (Kap. 3.11) untersucht.

3.10 Dialyse der Proteinlosungen

Chemikalien und Losungen

Essigsaure 5 %ig (v/v)

5 ml Eisessig im Maf3kolben mit Reinstwasser auf 100 ml vemeéan

Durchfiihrung der Dialyse

Die Celluloseschlauche zur Dialyse (AusschlussgrofRe 12) kikerden fur 24 Stunden in
5 %iger Essigsaure eingeweicht, anschlieRend mit eniestesn Wasser gespult und mit
den zu dialysierenden Proteinlésungen befillt. Die Dialgsfolgt 24 h gegen iel3endes
Leitungswasser und weitere 24 h gegen entionisiertes \Whss€& C. Anschliel3end wird

die dialysierte Proteinlésung quantitativ in einen Ruridka tUberfihrt und gefriergetrock-

net.

3.11 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Untersuchungen erfolgen in Anlehnung an Lauber et &012); Schagger und von

Jagow (1987) und Westermeier (1997).

Chemikalien und Losungen

Lésungen zur Herstellung eines Gradientengels

Acrylamid-Stammlésung: 52,4 % Acrylamid (m/v), 1,6 % Meldrybisacrylamid (m/v)
26,19 g Acrylamid und 0,81 g Methylenbisacrylamid mit ein&mdvolumen von

50 ml in entionisiertem Wasser losen.

Trenngelpuffer: 3,2 M Tris, 11,1 mM SDS, pH = 8,5
19,47 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 0,16 g Natdodecylsulfat (SDS) in
ca. 30 ml entionisiertem Wasser l6sen, mit 6 N Salzsaurelduf B,5 einstellen und

auf 50 ml mit entionisiertem Wasser im Mal3kolben auffullen.
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Per-Losung: 1,5 M Ammoniumperoxodisulfat
430 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1 ml entionisiertem Wadésen. Die L6sung

ist stets frisch herzustellen.

Lésungen zur Probenvorbereitung unter reduzierendenrigeaigen

Probenpuffer: 0,4 M Tris, 1 mM EDTA, 35 mM SDS, 0,01 % Orangen@v), 12 %
Glycerol (v/v), 6 M Harnstoff, pH = 8,0

4,84 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 0,03 g Ethylamdintetraessigsaure (ED-
TA), 1,0 g Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,01 g Orange G un@86) Harnstoff in
ca. 25 ml entionisiertem Wasser l6sen, 13,8 ml Glycerol (83) %inzugeben. Mit
6 N Salzsaure den pH-Wert auf pH = 8,0 einstellen und die Lgswuf 100 ml mit

entionisiertem Wasser im Maf3kolben aufftllen.

lodacetamidlésung: 20 % lodacetamid (m/v)
0,2 g lodacetamid in 1 ml entionisiertem Wasser l6sen. Bisvieawendung die L6-

sung lichtgeschitzt aufbewahren. Die Losung ist stetstrierzustellen.

DTT-L6sung: 75 % 1,4-Dithiothreitol (m/v)
0,15 g 1,4-Dithiothreitol (DTT) in 0,2 ml entionisiertem 8&er I6sen. Die Losung ist

stets frisch herzustellen.

Tetramethylethylendiamin-L6sung (TEMED)

Lésungen zur Durchfihrung der Elektrophorese

Marker 4+5
Jeweils 1 mg Elektrophoresemarker 4 und 5 in je 1 ml doppe&iz&ntriertem Proben-

puffer (ohne Harnstoffzusatz) I6sen. Diese Lésungen diefend 1:1 (v/v) mischen.

Marker 4: Marker 5:

Carbonic anhydrase 29000 Da Trypsin inhibitor bovine 6580 D
Albumin egg 45000 Da Cytochrom C 12500 Da
Albumin bovine 67000 Da Trypsin inhibitor soybean 21000 Da
Phophorylase B 97400 Da Carbonic anhydrase 29000 Da
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Anodenpuffer: 0,2 M Tris, pH = 8,9
121,1 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 2 L entsogitem Wasser [6sen, mit
6 N Salzsaure auf pH = 8,9 einstellen und im Mafl3kolben auf 5 t.emiionisiertem

Wasser auffillen.

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 3,5 mM SDS
12,1 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 17,9 g Tricin Undg Natriumdodecylsul-
fat (SDS) mit einem Endvolumen von 1 L in entionisiertem Veadg&sen. Es erfolgt

keine pH-Wert-Einstellung mit Salzsaure.

Lésungen zur Detektion der Proteinbanden

Fixierlésung: 20 % Trichloressigsaure (m/v)
200 g Trichloressigsaure mit einem Endvolumen von 1 L inamsiertem Wasser

I6sen

Farbelosung: Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/@/04 % Coomassie Brilli-
antblau G 250
Entionisiertes Wasser, Methanol und Eisessig im Verhéibi25:10 (v/v/v) mischen

und pro Liter mit 400 mg Coomassie Brilliantblau G 250 vezsat

Entfarbelésung: Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10\y/v

Entionisiertes Wasser, Eisessig und Methanol im Verr&fbi25:10 (v/v/v) mischen.

Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen

Von den Milch- bzw. Micellldsungen werden jeweils 30mit 470 | Probenpuffer gemischt.
Bei Verwendung fester Proben werden jeweils 1 mg von Prgé&mschen in 500 | und

1 mg von Reinproteinen in 1000 Probenpuffer geldst. Zur Reduktion der Disul dbriicken
werden 20 | DTT-L6sung zu 500 | Probenlésung zugegeben und 4 min im siedenden
Wasserbad erhitzt. Anschliel3end werden die Proben uréBemdem Wasser abgekuihlt, mit
weiteren 10 | DTT-Losung und 53 | lodacetamidlésung versetzt und zur vollstédndigen
Reduktion bzw. Alkylierung der freien Thiolgruppen minterss 30 min stehen gelassen.

Zur Elektrophorese werden jeweils 10der reduzierten Probenlésungen eingesetzt.
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Herstellung eines Gradientengels

Zur Herstellung eines Gradientengeles (4 bis 20 % Acrylamierden je 7 ml der nach
Tab. 3.17 hergestellten leichten und schweren Acrylamsigig in die vorgekihlte Gradien-
tenmischkammer gegeben. Nach Zugabe von jeweild P@r-Losung werden die Lésungen
mittels Gradientenmischer in die Gelkammer gegeben. Fivalistandige Ausbildung des
Gradienten wird das ,Gel* 15 min im Kihlraum bei € und weitere 15 min bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Zur Auspolymerisation dess®@etd die Gelkammer fir 1 h
bei 40 C im Trockenschrank inkubiert, wobei als Verdunstungstschklie Gelober &che
vorsichtig mit entionisiertem Wasser Uberschichtet witdch Abzug des Wassers wird die
Spacergel-Lésung, welche 20Per-Losung enthalt, aufgegeben und der Probenkamm ein-
gesetzt. Zur vollstandigen Polymerisation wird das Gelruolte bedeckt und Giber Nacht bei

4 C gelagert.

Parameter fur die Elektrophorese

Die Elektrophorese wird mit folgenden Parametern duradligef

Kammer vertikale Elektrophoresekammer

Temperatur 10C

Gelstarke 0,75 mm

Gel Trenngel (4 bis 20 % Acrylamid) Lange ca. 12 cm

Spacergel (4 % Acrylamid) Lange ca. 2 cm
Elektrophoreseprogramm Tab. 3.18

Detektion der Proteinbanden

Nach der elektrophoretischen Trennung wird das Gel vatigictus den Glasplatten gelost
und fir 20 min in der Trichloressigsaureldésung xiert. Dahawird das Gel dreimal mit
entionisiertem Wasser fur ca. 30 s gewaschen und anschéidBe30 min mit der Farbelo-
sung inkubiert. Zur Entfarbung des Gelhintergrundes wasl@el zweimal ftr 20 bis 30 min
mit der Entfarbelésung behandelt. Die Detektion und Ausuvey der Proteinbanden erfolgt

densitometrisch.
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Tab. 3.17:Herstellung der Lésungen flir das Giel3en eines Gradierlenfjer die SDS-PAGE

Trenngel schwer  Trenngel leicht Spacergel
(20 % Acrylamid) (4 % Acrylamid) (4 % Acrylamid)

Acrylamid-Stammisg. [ml] 3,705 0,741 0,741
Trenngelpuffer [ml] 3,120 3,120 3,120
Glycerol (87 %) [ml] 3,065 - -

mit entionisiertem Wasser auf 10 ml im Maf3kolben auffiillen

TEMED-LGsung [ 1] 10 10 10

Per-Losung [l] 10 10 20

Tab. 3.18: Elektrophoreseprogramm

Phase Zeit Spannung Stromstéakke
[h]  [mA] [Vl
1 1 400 25
2 3 800 55

[ bei zwei Gelen ist die Stromstéarke jeder Phase zu verdoppeln

3.12 Gelpermeationschromatographie (GPC) - Proteine

Chemikalien und L6ésungen

Elutionspuffer: 6 M Harnstoff, 0,1 M Natriumchlorid, 0,1 MhBsphat, 0,1 % CHAPS
(m/v), pH=6,8

360,36 g Harnstoff, 5,84 g Natriumchlorid, 17,80 g di-Natnhydrogenphosphat-Di-
hydrat, 1,0 g 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammoniufipropansulfonat (CHAPS)
in ca. 800 ml Reinstwasser lI6sen und mit konz. Salzsaure lduf $,80 einstellen.

Die L6sung mit Reinstwasser auf 1 L im Maf3kolben auffiilled amembran Itrieren

(2,2 m). Der Elutionspuffer ist bei 4C eine Woche haltbar.

Probenpuffer: 6 M Harnstoff, 0,1 M Natriumchlorid, 0,1 M Ripbat, 0,1 % CHAPS
(m/v), 1% DTT (m/v), pH=6,8

Die Herstellung erfolgt entsprechend dem Elutionspufigeu Zusatz von 1 g 1,4-
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Dithiothreitol (DTT) je 100 ml Elutionspuffer.

Probenvorbereitung

Jeweils 50 | der Milch- bzw. Micellldsungen werden mit 950 Probenpuffer versetzt. Bei
festen Proben werden 2 mg Proteinpraparat in 2 ml Probespgéiost. Zur vollstédndigen
Reduktion der Disul dbriicken werden die Proben 24 h beiGdinkubiert, anschlie3end

membran ltriert (0,45 m) und mittels GPC analysiert.

Analysenparameter
Saule Superdex 200 10/300 GL
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden)
Fluss 0,5 ml/min
Elution isokratisch
Injektionsvolumen 1501

Probenkonzentration 0,1 %ige Proteinldsung
Detektion Uv =280nm
Datenaufnahme ECW 2000 Integration Package Softwaredreisp.

Berechnung des Oligomerisierungsgrades

Der Oligomerisierungsgrad wird nach Henle et al. (1996)fwigt ermittelt:

DP [%] = Avimer +AAF£:se;mt+ Aoigomer 100 pp: Oligomerisierungsgrad
A: Peak ache (3.4)

3.13 Gelpermeationschromatographie (GPC) - Micellen

Chemikalien und Losungen

Elutionspuffer: SMUF, pH = 6,8
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
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Probenvorbereitung

Die Milchproben (ohne und mit mTG-Behandlung) werden 1\20)(mit Reinstwasser ver-
dinnt, membran ltriert (0,45 m) und mittels GPC analysiert. Vor der Messung der Proben
muss die Saule zweimal mit unverdinnter Milch ,,geséttiggrden, um eine Adsorption der
Micellen an das Saulenmaterial zu unterdriicken und eined@epierbarkeit der Ergebnisse

zu gewahrleisten.

Analysenparameter
Saule 6,6 mm x 1000 mm
(Omni t Ltd. msscienti ¢, Cambridge, England)
Flllmaterial Sephacryl S-500 HR
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden)
Fluss 1 ml/min
Flielmittel SMUF pH =6,8
Elution isokratisch
Injektionsvolumen 1mi
Detektion Uv =215nm
Datenaufnahme ECW 2000 Integration Package Softwareoreisp.

Molmassenkalibrierung

Die fur die Kalibrierung eingesetzten Standardsubstasa®hin Tab. 3.19 zu nden. Zwi-
schen dem Logarithmus der Molmasse der Standardsubstandetiem Elutionsvolumen

besteht ein linearer Zusammenhang.

Kalibriergerade: y= 0;15 x+5,75 R =0,9680
y: log Molmasse [kDa] (3.5)

x: Elutionsvolumen [ml]
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Tab. 3.19: Standardsubstanzen

Substanz Molmasse [kDa] log Molmasse Elutionsvolumen [ml]
Ribonuclease A 13,7 1,14 31,4
-Lactoglobulin (als Dimer) 36,6 1,56 27,8
Ovalbumin 43,0 1,63 27,1
Bovine Serum Albumin 67,0 1,83 26,5
-Galactosidase 165,0 2,22 24,2

3.14 PLRP-S-HPLC - Proteine

Die Wahl der Analysenbedingungen erfolgt in Anlehnung areestandardisierte Metho-
de der International Dairy Federation zur Bestimmung deses@slichen -Lactoglobulin

(IDF-Standard, 1996).

Chemikalien und L6ésungen

FlieBmittel A: 0,1 % TFA in Wasser (v/v)
1 ml Tri uoressigsaure (TFA) in 1 L Reinstwasser |6sen, meandtrieren (0,45 m)

und entgasen.

Flielmittel B: 0,1 % TFA in Acetonitril (v/v)
1 ml Tri uoressigsaure (TFA) in 1 L Acetonitril I6sen, mendr Itrieren (0,45 m)

und entgasen.

Probenvorbereitung

Je 2 ml der mTG-behandelten (Kap. 3.8) bzw. der destabiisieMilchproben (Kap. 3.9.2
und Kap. 3.9.3) werden fiir 10 min bei 11000 U/min zentrifugiBer Uberstand, welcher
die extramicellaren Caseine enthalt, wird abgenommen,bremitriert (0,45 m) und di-

rekt zur Messung mittels RP-HPLC eingesetzt.

Analysenparameter

Saule PLRP-S 300 A, 8m, 150 mm x 4,6 mm

(Polymer Laboratories, Darmstadt)
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Saulentemperatur 4@
Fluss 0,5 ml/min
FlieRmittel A: 0,1 % TFA in Wasser (v/v)
B: 0,1 % TFA in Acetonitril (v/v)
Elution Gradient (Tab. 3.20)
Injektionsvolumen 50 | der mit mTG-behandelten Proben

50 |der mit Ethanol destabilisierten Proben
100 |der mit EDTA destabilisierten Proben
Detektion Uv =220nm
Datenaufnahme ChemStation for LC 3D
(Agilent Technologies, Waldbronn)

Tab. 3.20: Elutionsgradient fur die PLRP-S-HPLC

Zeit FlieRmittel A FlieRmittel B

[min] [%] [%]

0,00 65 35
1,50 65 35
12,00 62 38
24,00 58 42
33,00 54 46
33,75 0 100
34,50 0 100
35,25 65 35
50,25 65 35

3.15 RP-HPLC-MS - Peptide

Chemikalien und Losungen

FlieBmittel A: 10 mM Ammoniumacetat, pH = 5,5
0,77 g Ammoniumacetat in ca. 800 ml Reinstwasser |dsen umgidéNert mit 3 %iger
Essigsaure auf pH = 5,5 einstellen. Die Losung anschlieardalikolben auf 1 L

mit Reinstwasser auffillen, membran Itrieren (0,481) und entgasen.
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Fliel3mittel B: 84 % Acetonitril, 10 mM Ammoniumacetat
840 ml Acetonitril mit 160 ml Reinstwasser, welches 0,77 griAomiumacetat und die
gleiche Menge an Essigséure wie FlieRmittel A enthélt,eteten, membran ltrieren

(0,45 m)und entgasen.

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Probenvorbereitung

Die tryptisch hydrolysierten -Caseinproben werden nach Membran Itration (0,48) di-
rekt zur Messung mittels RP-HPLC-MS eingesetzt. Die tsgitihydrolysierten -Lacto-
globulinproben sowie Micellldsungen werden zur Spaltueg Bisul dbriicken mit DTT
(0,1 % (m/v) im Ansatz) versetzt und zur vollstandigen Reudukftr 24 h bei 4 C gelagert.

Nach einer Membran ltration (0,45 m) werden diese zur Analyse mittels RP-HPLC-MS

eingesetzt.

Analysenparameter

Saule Zorbax 300 Extend-C18, 2,1 mm x 150 mm, 3,5 Micron
(Agilent Technologies, Waldbronn)

Saulentemperatur 4%

Fluss 0,25 ml/min

Fliel3mittel A: 10 mM Ammoniumacetat in Wasser, pH =5,5
B: 10 mM Ammoniumacetat in 84 % Acetonitril

Elution Gradient (Tab. 3.21)

Probenkonzentration 0,1 %ige Peptidlosung (m/v)

Injektionsvolumen 1001

Detektion UV =220 nm und 280 nm

MS Massebereich 100 bis 2500 Da (ESI, positive lonisierung)
Datenaufnahme Biospectrometry Data Explorer

(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA)
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Tab. 3.21: Elutionsgradient fur die RP-HPLC-MS nach Henle (1991)

Zeit FlieBRmittel A FlieRmittel B

[min] [%] [%0]
0 100 0
2 100 0
11 75 25
25 50 50
40 25 75
41 0 100
49 0 100
53 100 0
71 100 0

3.16 Trubungsmessung

Probenvorbereitung

Die destabilisierten Milch- bzw. Micelllésungen (Kap. Bverden in Einmalkivetten tber-
fuhrt und die Absorption photometrisch bei einer Wellegiéwvon 633 nm gegen Luft be-
stimmt. Die Absorption der nicht destabilisierten Milctei Micellldsung dient hierbei als

Referenzwert fUr die Messung.

Auswertung

Fur eine Vergleichbarkeit der Proben untereinander wirddiswertung der Trilbungsmes-

sung der Trubungsindex (TI) nach Regnault et al. (2004 )dberet (Gleichung 3.6):

TI: TrGbungsindex

Tl = Ap“’ze “Areferenz . Absorption bei =633 nm
Referenz (3_6)

Referenz: nicht destabilisierte Probe

Probe: destabilisierte Probe
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3.17 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Probenvorbereitung

Die destabilisierten Milch- bzw. Micellldésungen (Kap. BWerden in Glasréhrchen tber-
fuhrt und die Veranderung des hydrodynamischen Radius deelln im Vergleich zur

nicht destabilisierten Probe bestimmt.

Analysenparameter

Temperatur 25C

Winkel 90

Viskositat EDTA-Konzentration

0 bis 0,45 mM : 0,9531 mPsa.
Ethanol-Konzentration

0,0 %vol : 0,9531 mPa
18,3 %vol : 1,7433 mPa
36,4 %vol : 2,5454 mPa
54,9 %vol : 2,6786 mPa
73,1 %vol : 2,2965 mPa

Die Viskositaten der Ethanol-Wasser-Mischungen wurden
anhand der Daten von D'Ans und Lax (1992) ermittelt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der Einsatz mikrobieller Transglutaminase (mTG) steltt effektives Werkzeug zur funk-
tionellen Veranderung von Lebensmittelproteinen dar.ghumd dessen wird das Enzym in
einem breiten Feld der Lebensmittelindustrie, insbes@nbei der Herstellung von Milch-
produkten angewandt (Jaros et al., 2006). Jedoch sind dérude liegenden chemischen
Prozesse der Proteinmodi kation noch grof3tenteils unbeka

Um die Kenntnisse uber den Reaktionsmechanismus der mT&rbassern, wurde im Rah-
men der Arbeit die Vernetzungsreaktion im Hinblick auf didd¥iproteine bzw. das Lebens-
mittel Milch anhand verschiedener Methoden analysiert cimarakterisiert. Eine Analyse
der intramicellar erfolgten Quervernetzung via SDS-PAGIPC und PLRP-S-HPLC so-
wie die Untersuchung der Auswirkung der mTG-katalysieemetzung auf die Stabilitat
der micellaren Struktur sollten fur eine Charakterisigragier enzymatischen Reaktion im
Lebensmittel Milch dienen und eine Grundlage zur Klarungwganderten funktionellen
Eigenschaften liefern. Ein weiterer Untersuchungsscpwtt war die Identi zierung der
an der Proteinquervernetzung beteiligten Glutamin- bzwirreste im Milchprotein mittels
RP-HPLC-MS mit dem Ziel, genauere Informationen tber diesBatspezi tat des Enzyms
zu erlangen. Abschliel3end war es ebenfalls von groRenebgey die in der Arbeit erlangten
Ergebnisse im Fokus auf einen Vorschlag fur den bislang madit vollstandig geklarten

Aufbau der Caseinmicelle zusammenfassend zu betrachten.

4.1 Untersuchungen zur Stabilitdt der micellaren Struktur

Da es sich bei Caseinmicellen um ein dynamisches Systenehakdhnen veranderte Um-
gebungsbedingungen die micellare Struktur bzw. Stablig&in ussen. So fuhren beispiels-
weise Zusatze von Harnstoff, Natriumdodecylsulfat (SCEJyylendiamintetraessigsaure
(EDTA) oder Ethanol sowie eine Veranderung des pH-Wertesrzem Verlust der Micellin-
tegritat (Grif n et al., 1988; Holt, 1998; Horne, 1984; Hugpz et al., 2008; Lefebvre-Cases
et al., 1998; Lieske et al., 1999; Smiddy et al., 2006).

Nach Lauber et al. (2000) und Mounsey et al. (2005) fuhrt &akandlung mit mTG zu

einer intramicellaren Quervernetzung der Caseinmicellemieweit diese strukturelle Ver-
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anderung in der Micelle einen Ein uss auf deren Stabiliggitzt, wird im folgenden Kapitel
untersucht. Neben einem Zusatz von EDTA bzw. Ethanol, ¢te@hdruckbehandlung und
einer pH-Wertabsenkung, welche die hydrophoben und elstiettischen Wechselwirkungen
innerhalb der Caseinmicelle beein ussen, wurden auchepigtische Enzyme zur Desta-
bilisierung eingesetzt. Als Untersuchungsprobe dientdWtgermilch mit einem Fettge-
halt 0,3 %. Einerseits ist der Inhibitor fir die mTG durch die UB&handlung in seiner
Aktivitat gehemmt und andererseits entfallt eine zuséhaiEntfettung der Milch fur die
angewandten Analysenmethoden. Abweichend davon kamestebé&irmittlung der Stabi-
litat der Micellstruktur gegenuber einer enzymatischeotétlyse isolierte Caseinmicellen
aus pasteurisierter Milch zum Einsatz. Der Grundgedankehveabei, die Assoziation von
Molkenproteinen mit den Micellen infolge einer Warmebetlang und den daraus resul-
tierenden Ein uss auf die Angreifbarkeit der Caseinmierlurch proteolytische Enzyme
zu minimieren. Die UHT-Magermilch bzw. die Micellldsung wden zur Quervernetzung
mit 4 U mTG/g CN bei 40 C fur 1 h inkubiert, wobei eine ca. 20 %ige Oligomerisierung
erreicht wurde, welche im technologischen Anwendungstieteegt. Die Destabilisierung
der micellaren Struktur wurde mittels Tribungsmessunds Dhd PLRP-S-HPLC verfolgt.
Mithilfe der Tribungsmessung bei 633 nm, welche in Kap.2213ausfuhrlich erklart ist,
lassen sich Prozesse wie Zerfall (Abnahme der Tribung bdikuhgsindex TI) sowie Quel-
lung und Aggregation (Zunahme der Tribung bzw. des Trukindgs Tl) als Parameter der
Micellstabilitat ermitteln. Bei der DLS ist die Bestimmugr Veranderung des mittleren
hydrodynamischen MicellradiusqRmaoglich (Kap. 2.3.5.2) und bei der hier eingesetzten
PLRP-S-HPLC-Messung lassen sich Aussagen Uber den egtitanen Caseinanteil tati-
gen (Kap. 4.2.4).

Das Wissen uber Faktoren, welche die micellare Strukturdamdit deren Stabilitat beein-
ussen, ist vor allem in der Milchindustrie bei der Herstalh von gelierten oder ausge ock-

ten Produkten wie Joghurt, Kase oder Eiscreme von Interesse

4.1.1 Untersuchung der Stabilitat der micellaren Struktur gegenuber einem

EDTA-Zusatz

Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA) gehdrt zu der GruggyeKomplexbildner. Wird das
Calcium der Milch durch EDTA gebunden, verursacht diesreiiebau des kolloidalen Cal-

ciumphosphates (CCP) verbunden mit einer Freisetzung asei@ aus der Micelle (Grif n
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etal., 1988; Udabage et al., 2001; Zhang und Goff, 2004 s®ueranderung in der micella-
ren Struktur infolge einer Ga-Komplexierung durch Zusatz von EDTA in Konzentrationen
von 0 bis 45 mM wurde im Rahmen der Arbeit an ,nativen” und geemnetzten Caseinmi-
cellen mittels Tribungsmessung, DLS sowie PLRP-S-HPLGbigir In Abb. 4.1 sind die
Veranderung des Tl und deg;Rind in Abb. 4.2 die Ergebnisse der PLRP-S-HPLC-Analyse

aufgezeigt.

Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung

Mit zunehmender EDTA-Konzentration bis 0,3 mM ist eine Abmee des Tl der unbehan-
delten Magermilchprobe von 0 auf -0,640 und des Wn 107 auf 70 nm zu verzeichnen
(Abb. 4.1). Dieses deutet auf eine Verminderung der Micéltg infolge einer Destabilisie-
rung der micellaren Struktur durch EDTA hin. Eine weiteréd@&rung des EDTA-Zusatzes
auf eine Konzentration von 0,45 mM flhrt zu einem Zerfall Gaseinmicellen verbunden
mit Aggregationsprozessen, welche sich in einem starkestiédgndes TI auf 0,613 sowie in
einer Zunahme desRauf 99 nm widerspiegeln. Wird die EDTA-Menge noch weiter ge-
steigert, resultiert eine Niederschlagsbildung. Zur genen Charakterisierung des Destabi-
lisierungsmechanismus wurden die Milchproben vor und ieahA-Zusatz (0,15 mM) zur
Abtrennung der Caseinmicellen bei 11000 U/min fur 10 mintitmiert und die im Uber-
stand be ndlichen extramicellaren Caseine mittels PLRAFE.C analysiert. Zur Auswer-
tung wurde die prozentuale Veréanderung der Peak achen deaseins sowie dess;-Ca-
seins infolge eines EDTA-Zusatzes ermittelt (Abb. 4.2).zEgyte sich hierbei, dass durch
eine EDTA-Zugabe von 0,15 mM der extramicellare&Caseinanteil um ca. 23 % und der

extramicellare g;-Caseinanteil um ca. 67 % zunimmt.

Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung

Die Ergebnisse der Tribungsmessung sowie der DLS der mit 4TG/qnCN behandel-
ten und damit quervernetzten UHT-Magermilch in Abb. 4.1geei im Vergleich zur un-
behandelten UHT-Magermilch (Referenzmilch) eine verrantel Abnahme des Tl und des
Ry im Bereich geringer EDTA-Konzentrationen bis 0,3 mM. Soksibeispielsweise der
Tl bei 0,15 mM EDTA fur die mTG-behandelte Probe nur auf -@4®ahrend der TI
der nicht quervernetzten UHT-Magermilch auf -0,542 reddaivurde. Der R bleibt bei

dieser EDTA-Konzentration konstant. Dies deutet auf eiag@sserte Stabilitat der mi-
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Abb. 4.1: (a) Trubungsindex Tl und (b) hydrodynamischer Radiys ¥on Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 49 1 h) in Ab-
hangigkeit der EDTA-Konzentration; blau: 0 U mTG/g CN, grdrlJ mTG/g CN

@) (b)

Abb. 4.2: Anteil an extramicellarem (a)-Casein und (b) s;-Casein von UHT-Magermilch ohne
und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 4@, 1 h) in Abhangigkeit der EDTA-
Konzentration, ermittelt mittels PLRP-S-HPLC; dunkle Bail: 0 mM EDTA, helle Bal-
ken: 0,15 mM EDTA
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cellaren Struktur infolge der enzymatischen Proteingeseretzung hin. Wird die ETDA-

Konzentration auf > 0,3 mM erh6ht, nehmen der Tl und dgenfReder zu. Dies ist wie bei

der Referenzmilch auf Aggregationsprozesse infolge efieefalls der micellaren Struktur
zurtckzufuhren. Die Ergebnisse der PLRP-S-HPLC-Analypsg&hb. 4.2 zeigen, dass auch
fur die quervernetzte UHT-Magermilch eine durch EDTA inguie Zunahme des extrami-
cellaren Caseinanteils erfolgt. Jedoch bleibt die hieektegrte Menge an nicht micellarem
Casein deutlich unterhalb der der Referenzprobe. Es tdeibit mehr Casein innerhalb der

Caseinmicelle gebunden.

Hypothetischen Mechanismus der Destabilisierung der Nicaktur durch EDTA

Diese Ergebnisse erlauben es nun, einen hypothetischenaviscus der Destabilisierung
der Micellstruktur durch EDTA aufzustellen (Abb. 4.3 A). izt einen Zusatz von EDTA zu
Milch werden die Calciumionen komplexiert. Die vermin@ekonzentration an Calcium-
ionen wird durch einen Ubergang des micellaren Calciumseitigliche Phase kompensiert
(Lin et al., 2006). Diese stehen somit nicht mehr dem Migstism zur Verfligung, wo-
durch weniger Calciumphosphatbriicken, welche fur diei#tbund den Zusammenhalt
der Micellstruktur verantwortlich sind, ausgebildet wemnd Ebenfalls werden durch einen
Verlust der Calciumphosphatbriicken die negativ geladéh&er-Reste der Caseine frei-
gelegt und dadurch die elektrostatische Absto3ung zwisdea Caseinen erhght. Infolge-
dessen kommt es zur Dissoziation von Casein aus der Mid&ted et al., 1997; Udabage
et al.,, 2001). Die MicellgroRe wird vermindert. Dieser Vang spiegelt sich in der beo-
bachteten Zunahme des extramicellaren CaseinanteileeSowder Verminderung des TI
und des R bei EDTA-Konzentrationen in Bereich von 0 bis 0,3 mM widebA 4.3 A,
Schritt 1 und 2). Da bei der Destabilisierung mekg-Casein im Vergleich zu-Casein aus
dem Micellverband freigesetzt wird, kann vermutet werddass s;,-Casein vorwiegend
Uber Calciumphosphatbriicken in der Micelle gebunden ighrend -Casein zusatzlich
noch Uber starke hydrophobe Wechselwirkungen in der Miggthalten wird. Werden sehr
hohe EDTA-Mengen (> 0,3 mM) der Milchprobe zugegeben, saziett dies einen Zerfall
der Micellstruktur verbunden mit Aggregationsprozessexiche zu einer Zunahme des TI
und zu einem groRerenyRftihren (Abb. 4.3 A, Schritt 3). Basierend auf der Annahmesdas
1:1-Komplexe zwischen EDTA und Calcium gebildet werdessti&ich erkennen, dass bei

einem beginnenden Zerfall der Micellstruktur bei 0,3 mM EDGereits ca. 70 % des ge-
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Abb. 4.3: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der naoefi Struktur durch EDTA;
A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung

samten Calciums der Milch komplexiert wurden.

Fur die durch mTG quervernetzten Caseinmicellen lassfsigbndes erkennen (Abb. 4.3 B).
Der Prozess der Calciumkomplexierung durch EDTA lauft tmgeert ab, wodurch auch
bei den vernetzten Micellen die Ausbildung der Calciumpptnasbriicken vermindert wird.
Jedoch zeigen die Untersuchungen, dass die micellaret@trula. bei geringen EDTA-
Konzentrationen erhalten bleibt. Grundlage hierfir sirdogobachtete verminderte Abnah-
me des TI, der konstante;Rund die reduzierte Freisetzung von Casein aus der Micelte. U
diese Stabilitdt der Caseinmicellstruktur zu gewahrsistvird vermutet, dass die Isopepti-
de durch eine mTG-Behandlung netzartig vorwiegend in d8eén Micellschicht ausge-
bildet werden. Werden nun infolge einer Calciumkomplaxngyweniger Calciumphosphat-
briicken ausgebildet, kann dieses Isopeptidnetzwerk alidlisierende Rolle dieser Briicken
ubernehmen. Eine Dissoziation von Caseinen aus der Mie#llievermindert und die grund-
legende Micellstruktur stabilisiert (Abb. 4.3 B, Schrijt Bei hohen EDTA-Konzentrationen
(> 0,3 mM) erfolgt jedoch auch bei den vernetzten MicellanZerfall, verbunden mit Ag-
gregationen, welche sich in einer Zunahme des Tl und dezdfyen (Abb. 4.3 B, Schritt 2
und 3).

Eine erh6hte Stabilitdt mTG-vernetzter Caseinmicellayegéber einer Calciumkomplexie-
rung wurde ebenfalls von Huppertz et al. (2007) und Smiddy. €2006) berichtet. Huppertz
et al. (2007) untersuchten den Effekt von Tricalciumcitnat vollstandig quervernetzte Ca-
seinmicellen einer Caseinmicell-Suspension und konngeranhand der Tribung und durch
eine Bestimmung des Reine Stabilitat der Micellstruktur gegentiber einem Zéfedtstel-
len. Smiddy et al. (2006) zeigten anhand rekonstituiertag&tmilch, dass durch eine vorhe-
rige Inkubation mit mTG die Abnahme des L-Values, d.h. dienykedes zuriickgestreuten

Lichtes als Mal3 fur die Zerstdérung der Micellstruktur, bigiean Zusatz des Komplexbild-

84



4 Ergebnisse und Diskussion

ners Trinatriumcitrat verringert ist. Diese Ergebnissarkén nun durch die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen authias komplexe System Milch
ausgeweitet werden. Des Weiteren wurde in dieser ArbeitEdfiekt einer ca. 20 %igen
Oligomerisierung, welche im technologischen Anwenduegsich liegt, untersucht, wobei
eine Kombination verschiedener Analysemethoden (Besting'Tl, Ry und Anteil an ex-
tramicellarem Casein) einen Ruckschluss auf den Mechamsistar Destabilisierung bzw.

Stabilisierung erlaubte.

4.1.2 Untersuchung der Stabilitat der micellaren Struktur gegenuber einem

Ethanolzusatz

Durch Ethanol werden die elektrostatischen sowie die fgltmben Wechselwirkungen zwi-
schen den Proteinen beein usst (Jukes und Schmidt, 1933p@1ell et al., 2001; Pierre,
1985; O'Connell et al., 2001). Daher war die Charakterigigrdes Effektes von Ethanol auf
die micellare Struktur in dieser Arbeit von Interesse. Biewurden die ohne bzw. mit mTG
behandelten Magermilchproben mit unterschiedlichenigimengen (0 bis 73 vol%) ver-
setzt und die micellare Struktur anhand der Tribungsmes$inS sowie PLRP-S-HPLC
entsprechend der Stabilitdtsuntersuchung bei EDTA-Zugatp. 4.1.1) analysiert. Der Ver-
lauf des TI sowie die Anderung des;Rn Abhangigkeit der Ethanolkonzentration sind in
Abb. 4.4 und Abb. 4.5 und die Veranderung des extramicell@aseinanteils ist in Abb. 4.6

aufgezeigt.

Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung

Ein Ethanolzusatz zur UHT-Magermilch ohne mTG-Vorbehandlverursacht bis zu einer
Konzentration von 18 vol% eine Erhdhung des Tl von 0 auf 0,6&hrend durch eine weli-
tere Steigerung der Ethanolmenge auf 55 vol% eine Vermumdgdes T1 auf 0,037 resultiert
(Abb. 4.4 a). Die beobachtete Zunahme bzw. die Abnahme dé&sri¢lieren hierbei nach
Schorsch et al. (2000b) und Regnault et al. (2004) mit ein@afme bzw. Abnahme der Mi-
cellgréf3e. Die in Abb. 4.4 a erkennbare anschlielRendesstatkdohung des Tl auf 2,119 bei
73 vol% Ethanol ist auf einen Zerfall der micellaren Struktarbunden mit Aggregations-
prozessen zuruckzufuhren, welche letztendlich zu einesotien der Milchldsung fuhrt.

Entgegengesetzt der Erwartungen aus den Tribungsurtiersgen zeigt der mittels DLS

bestimmte R einen anderen Kurvenverlauf (Abb. 4.4 b). So ist bis zu eiteanolkonzen-
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Abb. 4.4: (a) Tribungsindex Tl und (b) hydrodynamischer Radiys ¥on Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 4Q) 1 h) in Ab-
hangigkeit der Ethanolkonzentration; blau: 0 U mTG/g CNiygi4 U mTG/g CN
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Abb. 4.5: Minimaler und maximaler hydrodynamischer Radiys ®on Caseinmicellen einer UHT-
Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 1 h) in Abhangigkeit
der Ethanolkonzentration; blau: 0 U mTG/g CN, grin: 4 U mTGHK
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(@) (b)

Abb. 4.6: Anteil an extramicellarem (a)-Casein und (b) s1-Casein von UHT-Magermilch ohne
und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 4@, 1 h) in Abhangigkeit der Ethanol-
konzentration, ermittelt mittels PLRP-S-HPLC; dunkle Igad: 0 vol% Ethanol, mittlere
Balken: 18 vol% Ethanol, helle Balken: 45 vol% Ethanol

tration von 37 vol% eine Abnahme deg Ron 95 auf 70 nm zu verzeichnen. Mit Erhéhung
der Ethanolmenge auf 73 vol% steigt der Ruf 147 nm an. Ahnliche Ergebnisse zeigte Hor-
ne (1984, 1986), welcher eine Abnahme dgshi ca. 20 vol% Ethanol von 93 auf 83 nm,
gefolgt von einer starken Zunahme bei hoheren Ethanolkdretéonen beobachtete. Wird
jedoch nicht nur der R betrachtet, sondern die MicellgréRenverteilung v.a. daximale

Ry , lassen sich Ubereinstimmungen mit dem Kurvenverlauf déndngsmessung erkennen
(Abb. 4.5). So weist der maximalg;Reine Zunahme von 375 auf 759 nm in Gegenwart von
18 vol% Ethanol auf. Eine Erhdhung auf 55 vol% Ethanol fulwrtemer Reduzierung auf
422 nm, gefolgt von einem starken Anstieg auf 2707 nm bei dehsten getesteten Ethanol-
konzentration von 73 vol%. Des Weiteren wurde die Auswirkemes Ethanolzusatzes auf
den Anteil an extramicellarem Casein in der Milch untersuklirerzu wurden entsprechend
der EDTA-Experimente die Zentrifugationstberstadnde déTilagermilchen bei 0, 18 und
45 vol% EtOH nach Abtrennung der Caseinmicellen mittels PLIRHPLC analysiert. Die
erhaltenen Ergebnisse in Abb. 4.6 sollten zur bessererphetation der beobachteten Veran-

derungen der Micellgré3e bzw. der Tribung infolge einesibizusatzes dienen. Bei einer
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geringen Ethanolkonzentration von 18 vol% ist eine Abnalee, freien” Caseinanteils zu
verzeichnen, wobei der Gehalt an extramicellare@asein um 63 % und der Gehalt an ex-
tramicellarem s;-Caseins um 44 % im Vergleich zur Probe ohne Ethanolzusatzindert
werden. Wird die Ethanolkonzentration auf 45 vol% erhdbtpsnmt der Anteil an nicht
micellarem Casein zu, d.h. die Caseine diffundieren ausMearellverband aus. Der Anteil
an -Casein bzw. s;-Casein steigt hierbei auf 79 bzw. 97 % des Ausgangsgehaiddsher
fur die UHT-Magermilch bei 0 vol% Ethanol ermittelt wurden.a

Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung

Fir die mit 4 U mTG/g CN inkubierte UHT-Magermilch zeigt siem signi kant vermin-
derter Ein uss von Ethanol auf den Tl bzw. den maximalgn R Vergleich zur Refe-
renzmilch (Abb. 4.4 a und Abb. 4.5). So ist beispielweiseeéinnahme des Tl von 0 auf
0,253 bei 18 vol% Ethanol bzw. auf 0,502 bei 73 vol% Ethankéenbar, was nur ca. 37 %
bzw. 24 % der fir die Referenzmilch beobachteten Tribungdame entspricht. Die bei
mittleren Ethanolkonzentrationen von 18 bis 55 vol% de¢ete Abnahme des TI, welche
mit einer Verminderung der Micellgrol3e korreliert, ist loer vernetzten UHT-Magermilch
ebenfalls nicht so stark ausgepragt. Des Weiteren bleitemhaittelte maximale R im Be-
reich von 440 bis 570 nm tGber den gesamten untersuchtenddgjedualt von 18 bis 73 vol%
relativ konstant. Bei den Ergebnissen der PLRP-S-HPLCh/seain Abb. 4.6 ist ebenfalls
der verminderte Effekt eines Ethanolzusatzes auf queeteter Caseinmicellen ersichtlich.
Zwar weist die UHT-Magermilch mit mTG-Vorbehandlung emtsghend der Referenzmilch
eine Abnahme des extramicellaren Caseinanteils bei 18 &il8anol und eine Zunahme
bei 45 vol% Ethanol auf, jedoch sind diese Veranderungemmtbsh geringer. Ferner zeigt
sich, dass die ermittelten Mengen an nicht micellarem @aseaterhalb der Mengen fur die
Referenzmilch liegen. Somit bleibt infolge der Querverneg mehr Casein in den Micellen
gebunden. Die Verdnderungen des étsprechen hingegen bis zu einer Ethanolkonzentra-
tion von 37 vol% denen der Referenzmilch (Abb. 4.4 b). Dgrditkt hier ebenfalls von ca.
100 auf 69 nm. Wird die Ethanolmenge auf 73 vol% gesteigentesultiert dies aber nur in

einer geringen Zunahme deg Ruf 80 nm.
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Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der @esieellen durch Ethanol

Ethanol besitzt im Vergleich zu Wasser eine kleinere Digiekatskonstante. Dadurch steigt
der pK-Wert der sauren Aminosaureseitenketten bei Zugabd=thanol zu wassrigen Pro-
teinlésungen an und die Dissoziation der Aminosauredestéen wird zurtickgedrangt (Ju-
kes und Schmidt, 1934). Diese Wirkung von Ethanol wird in AblY veranschaulicht, in
welcher der pH-Wert einer P-Ser-L6sung in AbhangigkeitEgranolkonzentration darge-
stelltist. Ab ca. 20 vol% Ethanol steigt der pH-Wert der Lidgibasierend auf einer vermin-
derten Dissoziation der Phosphatgruppe des P-Ser stakfalge dieser reduzierten Disso-
ziation des P-Ser (O'Connell et al., 2001) sowie der Segérk der Asp und Glu (Jukes und
Schmidt, 1934) wird die Stabilitat der Calciumphosphatididuster und damit die struktu-
relle Stabilitat der Caseinmicelle vermindert. Zusatzheird durch die Anwesenheit von
Ethanol die Léslichkeit der mineralischen KomponentenMach (z.B. der Calciumphos-
phate) gesenkt (Pierre, 1985), wodurch eine Entfernungdalaium aus der Micelle erfolgt
(Horne, 1987). Neben diesen genannten Effekten wirkt sicEthanolzusatz weiterhin auf
die die Micellstruktur stabilisierenden hydrophoben kKe&us (O'Connell et al., 2001).
Diese Effekte und die mittels der verschiedenen Untersugsmethoden erhaltenen Ergeb-
nisse lassen den in Abb. 4.8 A dargestellten Destabilisggmechanismus der micellaren
Struktur bei Zusatz von Ethanol vermuten. Geringe Ethammadkntrationen bis ca. 18 vol%

vermindern die hydrophoben Wechselwirkungen zwischenGiseinen, wodurch ein Auf-

Abb. 4.7: pH-Wert einer P-Ser-Lésung in Abhangigkeit der Ethano#iriration
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quellen der Micellen ermdglicht wird. Es werden freie Casédin / an die micellare Struktur
Uber die ,gestarkten ionischen Wechselwirkungen gebaonder Tl sowie der maximale
Ru nehmen zu und der freie Caseinanteil ab. Ein Zusammenhrdifidelle ist hierbei Uber
die vorhandenen elektrostatischen Wechselwirkungenlgeg@bb. 4.8 A, Schritt 1). Mit
einer weiteren Erh6hung der Ethanolkonzentration > 20 wi?%d die Dielektrizitatskon-
stante vermindert und der pK-Wert der AminosaureseitéekRetrhoht. Hierdurch nimmt
die Protonierung der P-Ser-Reste sowie der sauren Aminesgitenketten zu, wodurch die
Ausbildung der Calciumphosphat-Nanocluster (Calciungphatbriicken) vermindert wird.
Zusatzlich fuhrt Ethanol zur Reduzierung der Loslichkeh\Calciumphosphat, was in ei-
ner Entfernung von Calcium aus der Micelle resultiert (Ried985; Horne, 1987). Die
micellare Struktur wird destabilisiert und es erfolgt eDissoziation von Casein aus dem
Micellverband, wodurch die MicellgréR3e vermindert wirdeDTl und der maximale R
nehmen ab und der extramicellare Caseinanteil zu (Abb. 4.8cAritt 2). Da im Gegen-
satz zur EDTA-Destabilisierung durch einen Ethanolzu€atiziumphosphatbriicken sowie
hydrophobe Wechselwirkungen beein usst werden, diffenein hierbei -Casein als auch
s1-Casein gleichermal3en aus dem Micellverband aus. Bei boteen Ethanolkonzentra-
tion von 73 vol% ist letztendlich ein Zerfall der Micellsktur verbunden mit einer Aggre-
gation und beginnender Niederschlagsbildung zu beoba¢hteb. 4.8 A, Schritt 3). Ferner
wurde mit Erh6hung der Ethanolkonzentration von 0 auf 3%weine Abnahme des.Rvon
95 auf 70 nm beobachtet, welche sich wie folgt erklaren I&sth Horne (1984) und John-
ston et al. (2002) fuhrt eine Verminderung der Dielektéiskonstante durch Zugabe von
Ethanol zu einem Zerfall der aus der Caseinmicellober debmusragenden C-terminalen
Region des -Caseins. Diese-Caseinschicht weist nach Dwyer et al. (2005) eine Dicke von

ca. 20 nm auf, was in etwa der beobachteten Verminderunggesn&®pricht.
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Abb. 4.8: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der ndaoefi Struktur durch Ethanol,
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Der aus den Untersuchungsergebnissen abgeleitete Einines mTG-katalysierten Quer-
vernetzung auf den hypothetischen Mechanismus der Déstahing von Caseinmicellen
durch Ethanol istin Abb. 4.8 B dargestellt. Bei geringendtibikonzentrationen bis 18 vol%
werden ebenfalls die hydrophoben Wechselwirkungen zwiscken Caseinen innerhalb der
Micelle geschwacht. Ein dadurch induziertes Aufquellen Mecelle wird aber durch das
Isopeptidnetzwerk, welches vermutlich vorwiegend in dédeien Micellschicht durch mTG
ausgebildet wird und die grundlegende micellare Strukestift, vermindert. Der Tl und
der maximale R weisen nur eine geringe Zunahme auf (Abb. 4.8 B, Schritt lijd\die
Ethanolkonzentration auf 55 vol% erho6ht, induziert diesétzlich eine verminderte Aus-
bildung von Calciumphosphatbriicken. Der Wegfall der $itsibrenden Briicken wird aller-
dings ebenfalls durch das Isopeptidnetzwerk kompensveturch weniger Caseine aus der
Micelle austreten und die Micellgréf3e relativ konstanititi®zw. nur gering abnimmt. Die
Abnahme des Tl und des maximalep Rowie die Zunahme des extramicellaren Caseinan-
teils sind im Vergleich zur Referenzmilch verringert (Alb8 B, Schritt 2). Des Weiteren
tritt auch bei sehr hohen Ethanolkonzentrationen von 73ovkein Zerfall der micellaren
Struktur ein. Der Kurvenverlauf des Tl bzw. deg Rhd maximalen R weisen keinen fir
einen Zerfall / Aggregation typischen Anstieg auf. Die gkte* Micelle verbleibt daher
auch bei 73 vol% Ethanol in Losung (Abb. 4.8 B, Schritt 3). Barch Ethanol verursachte
Zerfall der -Caseinschicht wird dagegen durch eine vorherige Inkabatiit mTG nicht
verhindert. So wurde entsprechend der Referenzmilch aecleime Abnahme desRum
ca. 30 nm bei einer Steigerung der EthanolkonzentratiorOvaurf 37 vol% detektiert.

Die beobachtete erhdhte Stabilitét der vernetzten Casegtisngegeniber einer durch Etha-
nol induzierten Koagulation stimmt mit den Ergebnissen Moppertz und de Kruif (2007a)
Uberein. Anhand von Magermilch zeigten Huppertz und def@i07a), dass infolge einer
mTG-Behandlung erst bei einer hdheren Konzentration aartetteine visuelle Koagulation

zu beobachten ist.
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4.1.3 Untersuchung der Stabilitat der micellaren Struktur gegenuber einer

Hochdruckbehandlung

Neben chemischen Reagenzien kann auch eine Hochdrucldiehgrdie Wechselwirkun-
gen innerhalb der Caseinmicelle beein ussen. So werdeahdDruck einerseits die hydro-
phoben Wechselwirkungen vermindert (Huppertz et al., 2004 andererseits das Mine-
ralsalzgleichgewicht zwischen kolloidalem Calcium unslichem Calcium verandert (Gau-
cheronetal., 1997). In der Arbeit wurde daher die Auswikuon Hochdruck auf die Struk-
tur von quervernetzten und nicht quervernetzten Casegllaiceiner UHT-Magermilch ana-
lysiert. Die Druckbehandlung erfolgte hierzu fir 10 min B&i C Uber einen Bereich von
0 bis 400 MPa, da nach Huppertz und de Kruif (2007b) bei 400 bHraits alles micellare
Calciumphosphat geldst vorliegt. Als Parameter der macet Stabilitat dienten die Micell-
groRenveranderung sowie die Veranderung der Tribungssigaften in Abhangigkeit des

angewandten Druckes (Abb. 4.9).

Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung

Far die nicht mit mTG-behandelte UHT-Magermilch zeigt s&ghe kontinuierliche Abnah-
me des Tl und desiRmit Zunahme des Druckes (Abb. 4.9). Fur den Tl ist eine Ved®in
rung von 0 auf -0,757 mit Erhdhung des Druckes von 0 auf 400 MRarkennen. Eine Ab-
nahme des Tl einer Magermilch infolge einer Druckbehanglkonnte ebenfalls von Needs
et al. (2000) und Regnault et al. (2004) beobachtet werdefgch& diese Tribungsveran-
derung auf eine Veranderung in der Micellgré3e zurick&mrEdr den R zeigt sich eine
Verminderung von 110 auf 64 nm mit Steigerung des DruckesOvaanf 400 MPa. Druck-
behandlungen bis 300 MPa verursachen hierbei eine Abnabsm&dum 24 %, wahrend
eine Inkubation bei 400 MPa in einer Verminderung der Mgréllie um 42 % resultiert.
Untersuchungen von Anema et al. (2005) und Needs et al. [2¥¥atigen die Abnahme
der MicellgréRe durch eine Druckbehandlung bei 20im Bereich von 100 bis 400 MPa.
Eine von Anema et al. (2005) und Huppertz et al. (2006) beaieée Zunahme desRbei
geringen Driicken von 200 bis 250 MPa infolge einer Reassoaider dissoziierten Casein-
partikel, konnte hier aufgrund der geringeren Druckhalitezon 10 min nicht beobachtet

werden (vgl. Kap. 2.4.2).
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Abb. 4.9: (a) Trubungsindex Tl und (b) hydrodynamischer Radiys ¥®n Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 49 1 h) in Ab-
hangigkeit einer Druckbehandlung; blau: 0 U mTG/g CN, gdikt mTG/g CN

Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung

Die Ergebnisse der Stabilitatsmessungen fur die zuvor MG muervernetzten Caseinmicel-
len einer UHT-Magermilch in Abb. 4.9 lassen Unterschied&/ergleich zur Referenzmilch
v.a. im Bereich ,geringer* Driicke erkennen. Die Abnahme @kmfolge einer Druckbe-
handlung bei 100 und 200 MPa ist im Vergleich zur Referenazgneermindert. Eine Erh6-
hung des Druckes auf 300 MPa induziert eine mit der Referdolavergleichbare Abnah-
me des Tl auf -0,633, wahrend bei 400 MPa aufgrund der sigiti@elbildung der Tl nicht
mehr messbar war. Fir derny Rbestimmt mittels DLS, zeigt sich, dass eine Inkubation bei
100 bzw. 200 MPa keinen deutlich ausgepragten Effekt aufidiellgro3e besitzt. So bleibt
der ermittelte R relativ konstant bei ca. 106 nm bzw. weist nur eine geringeaime von
ca. 7 % auf 113 nm auf. Hingegen fuhren DruckbehandlungerB@dnsowie 400 MPa zu
einer Zunahme der Micellgréi3e, welche auf einen Zerfallndieellaren Struktur verbunden
mit Aggregationsprozessen hindeutet. Die bei 300 und 408 &Rennbaren relativ groRen
Fehlerbereiche der Messergebnisse basieren auf diededeat Druckabbau eintretenden
Gelbildung.
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Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der @esieellen durch Anwendung

von Hochdruck

Der Effekt einer Druckbehandlung auf die micellare Strukéisst sich nun wie folgt be-
schreiben (Abb. 4.10 A). Unter Druck werden Prozesse begbravelche zu einer Verklei-
nerung des Volumens des Systems flhren. Da bei geringerk@®rigas Molvolumen des an
hydrophoben Bereichen angelagerten Wassers kleinesigaaldes freien Wassers, kommt
es zur Au 6sung der hydrophoben Wechselwirkungen zwisatiem Caseinen (Huppertz
et al., 2006). Ferner werden bei einer Druckerh6hung didrelstatischen Bindungen zwi-
schen den Caseinen und den anorganischen Bestandteilsticgdle geschwacht, da durch
die Elektrostriktion der Wassermolekile um die geladenemp@en ebenfalls eine Volu-
menverkleinerung erreicht wird (Regnault et al., 2004jolopedessen wird das kolloidale
Calciumphosphat gelost und die Ausbildung der Calciumphatbriicken vermindert. So
zeigten Untersuchungen an einer Suspension von Caseitenjagass bei 100 MPa 25 %,
bei 200 MPa 50 %, bei 300 MPa 75 % und bei 400 MPa 100 % des nreel@alciumphos-
phats bereits in geléster Form vorliegen (Huppertz und defK2007b). Die Micelle wird
destabilisiert und die Caseine diffundieren aus dem Mieeliand aus. Dies resultiert in ei-
ner Verminderung der Micellgré3e sowie der Tribung der W#Agermilch (Abb. 4.10 A,
Schritt 1 und 2). Bei einem Druck vom 400 MPa ist die micell&teuktur vermutlich fast
vollstandig ,zerstort”, da hier eine verstarkte Abnahme Bg beobachtet wurde. Im Hin-
blick auf die unterschiedlichen Caseinarten zeigen Ldpazdino et al. (1998) in ihren Un-
tersuchungen, dass die Dissoziation aus dem Micellveripaihdler Anzahl an Phospha-
testergruppen im Caseinmolekul in der Reihenfolg€asein > -Casein > g;-Casein >

so-Casein zunimmt.
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Abb. 4.10: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der naogf Struktur durch Anwendung

von Hochdruck; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlu
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Ausgehend von den Ergebnissen der Stabilititsmessunges ieiterhin moglich, den
Ein uss einer intramicellaren Caseinquervernetzung aaf@ruckstabilitat der micellaren
Struktur zu beschreiben (Abb. 4.10 B). Durch Anwendung varchdlruck werden eben-
falls die hydrophoben und elektrostatischen (Calciumphatbriicken) Wechselwirkungen
zwischen den Caseinen vermindert. Der Verlust dieser istebllisierenden Wechselwir-
kungen kann aber durch die hochdruckstabilen kovalentsptglbindungen kompensiert
werden. So ist bei Driicken von 100 bis 200 MPa der Verlust vagefh aus der Micelle
aufgrund des Isopeptidnetzwerkes reduziert und die maibtruktur bleibt erhalten. Dies
zeigt sich in der verminderten Abnahme des Tl im VergleichReferenzprobe und in dem
konstanten R bei diesen Driicken (Abb. 4.10 B, Schritt 1). Driicke800 MPa fiihren aber
auch bei den mTG-behandelten Caseinmicellen zu einemleefamicellaren Struktur. Es
wurde eine Aggregation bzw. Gelbildung der durch den Zegitbildeten Micellfragmente
nach dem Druckabbau beobachtet, welche sich in einer Zuaales R widerspiegelten
(Abb. 4.10 B, Schritt 2).

Die hier beobachtete Erh6hung der Stabilitat der Micellgtrr durch eine vorherige en-
zymatische Behandlung mit mTG wird durch die Forschungenitappertz und Smiddy
(2008) sowie Smiddy et al. (2006) bestatigt. So zeigten Hynet al. (2006) an rekonstitu-
ierter Serumprotein-freier Magermilch, durch Messungldehttransmission, dass infolge
der Quervernetzung die Zerstérung der Caseinmicelle biéckan von 250 und 300 MPa
vermindert ist. Huppertz und Smiddy (2008) untersuchtem Em uss von Driicken von
300 bis 600 MPa auf rekonstituierte Magermilch. Sie konmterch eine Bestimmung des
L-Value, als Mal fir die Zerstérung der Caseinmicellstngkeébenfalls eine Stabilisierung

der Micellstruktur infolge einer mTG-Behandlung nachweais

4.1.4 Untersuchung der Stabilitat der micellaren Struktur gegenuber einer

pH-Wertanderung

Der Gelbildungsprozess von Milch infolge einer pH-Wertallb)me wird z.B. in der Indus-
trie zur Herstellung von Joghurt- oder Quarkprodukten am@gelt. Zur Verbesserung der
Gelstruktur, welche ein wichtiges Qualitditsmerkmal dgghiotprodukte darstellt und somit
von besonderer Bedeutung ist, kann eine Behandlung derafgsgnilch mit Transglutami-
nase erfolgen. Die positiven Effekte einer TransglutasgrBehandlung liegen in der ver-

minderten Synéarese, der erhdhten Gelfestigkeit und déregserten Textur des Produktes
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Abb. 4.11: pH-Wert einer UHT-Magermilch bei Zusatz von GDL; blaue Marking: zur Auswertung

der Untersuchungsproben verwendeter pH-Bereich

(Ishii et al., 1994). So ist es moglich, aus Transglutanedashandelter Milch fettarme Jo-
ghurtprodukte herzustellen, welche sich sensorisch nmhivollfettjoghurts unterscheiden
(Faergemand et al., 1999). Diese ,makroskopischen” Egwaften sind weitgehend unter-
sucht. Jedoch ist der Effekt einer Transglutaminase-B#ihag auf dem molekularen Ge-
biet noch teilweise ungeklart. Daher war es ein weiteret dde Arbeit, die Veranderung
der Micellstruktur von UHT-Magermilch und mTG-behandeltiHT-Magermilch bei einer
pH-Wertsenkung zu analysieren. Da die Sauerung mit HilfeMdkroorganismen stark von
verschiedenen Faktoren wie Temperatur und Konzentrabbéragig ist, wird im Rahmen
dieser Arbeit als Sauerungsmittel Glucontacton (GDL) eingesetzt, um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. GDL ist ein cyclischer Ester dec@lsdure. Durch die Zugabe von
Wasser kommt es zu einer hydrolysebedingten Ring6ffnunigrildung der freien S&u-
re. Aufgrund dieses Zwischenschrittes verlauft die pH{éémkung langsam, ahnlich der
Sauerung durch Mikroorganismen, ab (Belitz et al., 2004ly. Untersuchung wurde eine
Menge an GDL ausgewahlt, bei welcher der pH-Wert von 4,6 wardidder isoelektrische
Punkt der Caseine innerhalb von 2 h erreicht wird (Abb. 4.Za) Charakterisierung der Mi-
cellstrukturverdnderung wahrend der Sauerung wurde dibufigsmessung sowie die DLS
eingesetzt, deren Ergebnisse in Abb. 4.12 dargestellt ZmdAuswertung wurden hierbei

nur die Ergebnisse bis zu einem pH-Wert = 5,0 herangezogareigpH < 5,0 ein sehr starker
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nicht reproduzierbarer Anstieg des Tl und kfolge der beginnenden Gelierung erfolgte.
Es wurde somit nur die Initialphase der Gelierung der Milateusucht (blaue Markierung

in Abb. 4.11)

Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung

Fir die UHT-Magermilch ohnne mTG-Behandlung sinkt der Tl @aauf -0,272 mit Abnahme
des pH-Wertes von pH = 6,8 auf pH = 5,7 und steigt bei weitereMyertsenkung anschlie-
Rend infolge einer beginnenden Aggregation der Caseine Mavellen an (Abb. 4.12 a).
Diese Veranderung der Tribung durch eine pH-Wertsenkundevebenfalls von Schorsch
et al. (2000b) unter Verwendung einer micellaren Casepaigon in SMUF beschrieben.
Betrachtet man die Ergebnisse der DLS in Abb. 4.12 b, so iseme geringe Abnahme
des Ry von 105 auf 98 nm bis zu pH = 5,0 zu verzeichnen. Ab pH < 5,0 lgegesteigt
der R; stark an. In Ubereinstimmung damit stehen die Ergebnissd.igske et al. (1999),
welche ebenfalls nur eine geringe Reduzierung desiR ca. 15 nm bei Verminderung des

pH-Wertes von pH = 6,7 auf 5,67 nachwiesen.

(@) (b)

Abb. 4.12:(a) Tribungsindex Tl und (b) hydrodynamischer Radiys Wn Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 41 1 h) in Ab-
hangigkeit des pH-Wertes; blau: 0 U mTG/g CN, griin: 4 U mTGliy C
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Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung

Im Vergleich zur Referenzmilch zeigt sich bei der mTG-beatedten UHT-Magermilch zwar
ein ahnlicher Kurvenverlauf des Tl in Abhéngigkeit des pleéflds, jedoch ist die Abnahme
vermindert (Abb. 4.12 a). So liegt das Minimum des Tl bei pH,# bei -0,211, was einer
Verringerung um ca. 22 % entspricht. Wird der pH-Wert weigztuziert, verlauft auch der
hier eintretende Anstieg des Tl geringer, wobei aber bei p&l2=der TI wieder &hnlich
der unbehandelten Referenzmilch ist. Die Ergebnisse derdischen Lichtstreuung zeigen
entsprechend der Referenzmilch keine VeranderungdnmniRpH-Bereich von pH = 6,8 bis
5,2 (Abb. 4.12 b). Bei pH-Werten < 5,2 ist auch hier ein Angiigfolge einer beginnenden

Gelierung beobachtbar.

Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der @asieellen durch eine Senkung

des pH-Wertes

Ausgehend von diesen Ergebnissen lasst sich folgenderaviesshus der Micellstrukturver-
anderung bei einer pH-Wertabnahme deuten (Abb. 4.13 Ae Benkung des pH-Wertes
fuhrt zur Gleichgewichtsverschiebung der Hydrogenphasplauf die Seite der Dihydro-
genphosphate. Da Calciumdihydrogenphosphat im Vergleich Calciumhydrogenphos-
phat besser Ioslich ist, verschiebt sich dadurch eberdalisGleichgewicht der kolloidalen
Phase zur echt gelosten Phase. Bis pH = 5,0 bzw. 4,8 liegétiguta alles Calcium und
anorganisch gebundenes Phosphor in geléster Form vor (1896; Singh et al., 1996).
Dies bewirkt eine Destabilisierung der Caseinmicelle, @daseine aus der Micellstruktur
freigesetzt werden (Dalgleish und Law, 1988). Da aber dieelMyrol3e laut der Untersu-
chungen mittels DLS wéhrend dieser Prozesse relativ konbtaibt, ist der Austritt von
Casein aus der Micelle mit der Einlagerung von Wasser veldurDiese ,,gequollenen” Mi-
cellen sind lockerer gepackt, wodurch sich die beobachtgtieungsabnahme erklaren lasst
(Abb. 4.13 A, Schritt 1 und 2). Wie auch bei einer Calciumkdemperung durch EDTA,
werden bei einer pH-Wertsenkung durch eine vermindertebi#disng von Calciumphos-
phatbricken die P-Ser-Reste der Caseine freigelegt. Inei@adz zu einem EDTA-Zusatz,
besitzen allerdings die hier freigelegten P-Ser-Restgrantl des niedrigen pH-Wertes kei-
ne negative Ladung mehr. Die elektrostatische AbstoRungchen den Caseinen wird da-
durch nicht erhdht und somit die Starke der vorhandenendpyuhben Wechselwirkungen

zwischen den Caseinen in der Micelle nicht beein usst (HQ2008). Diese hydrophoben
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Abb. 4.13: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der rmdoeti Struktur durch eine Sen-

kung des pH-Wertes; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Belhang

Wechselwirkungen kdnnen fir den Zusammenhalt der Casegtimiwahrend des ,Quel-
lungsprozesses* verantwortlich sein. Horne und David4d®@8¢) beschreiben in Uberein-
stimmung mit diesen Ergebnissen eine Verdnderung im migeku Gewicht der Caseinmi-
cellen infolge einer Verminderung des pH-Wertes von pH = f/6éaohne jedoch eine Ver-
anderung im R zu beobachten. Wird der pH-Wert unter einen Wert von pH = &segkt,
kommt es zur starken Aggregation der Caseine infolge demMeterung der elektrostati-
schen Abstof3ung in der Nahe des isoelektrischen Punkteg.IBewie der R, zeigen hier
eine deutliche Zunahme (Abb. 4.13 A, Schritt 2).

Der Effekt der Caseinquervernetzung auf den Mechanismubaelldestabilisierung bei
einer Verminderung des pH-Wertes ist in Abb. 4.13 B dardiésBei einer Au 6sung der
Calciumphosphatbriicken infolge einer Verminderung ded/#tites von pH = 6,8 auf 5,7
verbleiben die Caseinmolekiile aufgrund der kovalentemekixg Uber Isopeptidbindun-
gen innerhalb der micellaren Struktur. Weniger Caseiruddiert aus der Micelle aus und
die Abnahme des Tl ist vermindert. Da sich hierbei dagr icht verandert, ist dies auch
mit einer Quellung der Micelle, d.h. Wassereinlagerungbweden (Abb. 4.13 B, Schritt
1 und 2). Der beginnende Aggregationsprozess zwischen fdeien* Caseinen bzw. den
Caseinmicellen im pH-Bereich von pH = 5,7 bis 5,2 lauft imgdleich zur Referenzmilch
leicht verzégert ab, da die hier beobachtete Zunahme deerfihgert ist. Wird der pH-
Wert unterhalb von pH = 5,2 gesenkt, so kommt es auch hierrer starken Aggregation
und damit zur Gelbildung, was sich in einer plotzlichenlstarZunahme des Tl sowie des
Ry zeigt. Das zuvor in der intakten Micelle ausgebildete Iptipd@etzwerk kénnte bei dem
Gelbildungsprozess eine Art Vorstrukturierung des Gelnetkes bewirken, welche fur die

erhohte Gelfestigkeit verantwortlich ist (Abb. 4.13 B, 8ttl8).
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4.1.5 Auswirkung einer mTG-Behandlung auf die enzymatisch e Proteolyse

der Caseinmicellen

Infolge einer mTG-Behandlung von Milch wurde bei der K&asstedlung eine verzdgerte
Labgerinnung beobachtet (Bonisch et al., 2008; HuppertzdenKruif, 2007c; O'Sullivan
et al., 2002c). Eine Analyse des Milchserums durch O'Satliet al. (2002c) zeigte, dass
hier die Menge des Glykomakropeptides, welches wahreret éikubation mit Labenzym
freigesetzt wird, vermindertist. Vermutlich wird durcledgtnzymatische Quervernetzung der
Caseine die Spaltung der Phe 105 - Met 106 - Bindung déaseins inhibiert und dadurch
eine Koagulation verzdgert bzw. unterbunden (O'Sullivarale 2002c). Es ist aber auch
maoglich, dass die Spaltung desCaseins durch das Labenzym ungehindert ablaufen kann.
Die Freisetzung des hierbei gebildeten Glykomakropeptiolgt aber aufgrund einer vor-
herigen mTG-katalysierten Vernetzung an die in der Midedlendlichen Caseine nicht, wo-
durch auch hier die sterische Stabilisierung der Micelleahtnverloren geht (O'Sullivan
et al., 2002c; Huppertz und de Kruif, 2007c). Fur Plasmin,Enzym, welches bevorzugt
-Casein zu -Caseinen spaltet, wurde ebenfalls eine verminderte &lyste infolge einer
Proteinquervernetzung von Milch festgestellt (O'Sulhivet al., 2002c). Diese Literaturda-
ten deuten darauf hin, dass die Proteine in den querveeme@aseinmicellen schlechter
fur Enzyme zugénglich sind. Auswirkungen kdnnte dies, aakrologischer Sicht, auf den
Ablauf der Kasereifung haben. Ebenso kénnten vernetztelMit einen Einsatz als Na-
nopartikel erfahren, welche gegeniiber einem proteolyiscdAbbau stabil sind und daher
als Transporter flr verschiedene Substanzen in den méctsahlKorper dienen kdnnten.
Im Rahmen der Arbeit wurde daher der Effekt einer mTG-kaialyen Quervernetzung
auf die Proteolyse der Caseinmicellen durch die zwei Enzipeyesin und Chymotrypsin
analysiert. Um einen zusatzlichen Ein uss einer Hitzelmethang der Milch (Anlagerung
der Molkenproteine an die Micellober &che) auf die Protesal zu minimieren, wurden die
Untersuchungen mit pasteurisierter Milch durchgefuhe.diese Milch einen Inhibitor fur
MTG enthalt, wurden die Caseinmicellen durch Zentrifugaisoliert und in SMUF sus-
pendiert. Die erhaltene Micellldsung wurde anschlie3emtdnmi G-Aktivitaten von 4 und
8 U mTG/g CN bei 40 C fur 1 h inkubiert, wobei ein Vernetzungsgrad von 20 und 43 %
erreicht wurde. Nach der Hitzeinaktivierung der mTG wurdervernetzten Micellldsungen
sowie eine nicht mit mTG behandelte Micelllésung als Refemait verschiedenen Mengen

an Chymotrypsin bzw. Pepsin versetzt und die erfolgte Bipge mittels SDS-PAGE sowie
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die Veranderung der micellaren Struktur mittels DLS undblimigsmessung charakterisiert.

4.1.5.1 Proteolyse mittels Chymotrypsin

Das Elektropherogramm der SDS-PAGE ist in Abb. 4.14 und dielnisse der Stabilitats-

untersuchungen mittels Tribungsmessung und DLS sind in Akb dargestellt.

Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung

Wird die ,native” Micellldsung mit Chymotrypsin inkubierso zeigt die SDS-PAGE einen
Abbau der Caseinmonomere unter Bildung von Peptiden. Smhdie Intensitat der Banden
der Monomere von s;-Casein, s;-Casein und -Casein durch eine Inkubation mit Chy-
motrypsin ab, wahrend Banden mit einem Molgewicht von < 2& kDnehmen (Abb. 4.14).
Die Intensitat der Proteolyse steigt hierbei mit zunehneerfktivitat des Chymotrypsins
an, wobei bei 7 U/g CN kaum noch Caseinmonomere zu detektsnel. Inwieweit sich
der beobachtete Proteinabbau durch Chymotrypsin auf diellaie Struktur auswirkt, wur-
de anhand der fur die Micellstabilitat charakteristisciirarameter Tl und R analysiert
(Abb. 4.15). Eine Inkubation mit einer geringen Chymotippktivitéat von 0,7 U/g CN be-
sitzt keinen Ein uss auf den Tl und{R Vermutlich wird aufgrund der geringeren Proteolyse,
bei welcher laut SDS-PAGE noch ein grol3er Anteil an Casemoneeren vorhanden ist, die
Micellstruktur nicht wesentlich beein usst. Wird die Chytnypsinaktivitat auf 3,5 U/g CN
erhoht, so resultiert eine starke Zunahme des Tl von 0 adblyhd des R von 111 auf
145 nm. Bei Einsatz der hochsten Chymotrypsinmenge von 7g0GM, bei welcher die
Caseinmonomere laut SDS-PAGE fast vollstandig proteefysiurden, ist eine weitere Zu-

nahme des Tl auf 1,844 und deg Rogar auf 500 nm zu verzeichnen.

Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung

Durch eine Inkubation der Micelllésung mit mTG werden dieceatiaren Caseine querver-
netzt. Diese Vernetzungsprodukte (Polymere) sind neberCdseinmonomeren und Pepti-
den ebenfalls mittels SDS-PAGE detektierbar. Wird nun Chiyypsin zur mTG-behandelten
Micelllésung zugegeben, so zeigt das erhaltene Elektrogin@mm in Abb. 4.14 eine Ab-
nahme der Polymerbanden und der Monomerbanden unter Bildom Peptidbanden mit
einer Molmasse < 21 kDa. Im Vergleich zur nicht querverregt®Referenzprobe sind aber

diese Peptidbanden mengenmalfiig geringer vorhanden. Bameaden bei den vernetzten
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> Polymere
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J

Abb. 4.14: SDS-PAGE einer Micellldsung (ohne und mit vorheriger mT&hBndlung bei 40C fir

1 h) nach Inkubation mit unterschiedlichen Mengen an Chyypsin; M: Molmassen-
marker, 1: 0 U Chymotrypsin/g CN, 2: 0,7 U Chymotrypsin/g GN3,5 U Chymotryp-
sin/g CN, 4: 7,0 U Chymotrypsin/g CN

@) (b)

Abb. 4.15: (a) Tribungsindex Tl und (b) hydrodynamischer Radiys Yn Caseinmicellen einer
Micelllosung ohne und mit mTG-Behandlung (4 bzw. 8 U mTG/g,@8 C, 1 h) in
Abhéangigkeit des Zusatzes an Chymotrypsin; blau: 0 U mT®dgdein: 4 U mTG/g CN,
orange: 8 U mTG/g CN
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Caseinmicellen weniger Peptide gebildet. Dies deutet ang Stabilitat der durch mTG-
vernetzten Caseinmicelle gegenuber einer ProteolysehdDihymotrypsin hin. Dieses ist
vor allem bei der mit 8 U mTG/g CN inkubierten Micelllosungutlech ausgepréagt. Eben-
falls zeigt sich im Elektropherogramm der SDS-PAGE, dask aach einer Inkubation mit
der hochsten Chymotrypsinaktivitat noch Caseinpolymadhweisbar sind. Anhand der Er-
gebnisse der Tribungsmessung und DLS (Abb. 4.15) ist ebegndass der Tl undRder
mit 4 U mTG/g CN quervernetzten Micellldsung mit denen defelRenzprobe vergleichbar
sind. Der Tl steigt bei einer Chymotrypsinaktivitat von QWN auf 1,030 und der Rauf
450 nm an. Bei einer Vorbehandlung der Micelllosung mit 8 U®/J CN hingegen konnte
Uber den gesamten getesteten Konzentrationsbereich wyandtypsin keine Veranderung

des Tl bzw. R, detektiert werden.

Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der @asieellen durch eine Behand-

lung mit Chymotrypsin

Anhand der dargestellten Ergebnisse lassen sich die wédilaieer Inkubation mit Chy-
motrypsin ablaufenden Prozesse in der Micelle wie folgthesben (Abb. 4.16 A). Chy-
motrypsin ist eine Serinendoprotease und spaltet bevonagi grof3en hydrophoben Ami-
nosauren (Belitz et al., 2001). Wird eine Micellldsung mity@hotrypsin versetzt, so werden
die intramicellaren Caseine in Peptide gespalten. Ab eibestimmten Proteolysegrad der
Caseine verlieren die hydrophoben Wechselwirkungen sdigi€alciumphosphatbricken
ihre stabilisierende Funktion fur die micellare Struktadudie micellare Integritéat geht ver-
loren. Es werden Quellungs- bzw. Aggregationsprozességioht, wodurch der Tl und der
Ry zunehmen (Abb. 4.16 A, Schritt 1). Bei hohen Chymotrypsinékten von 7 U/g CN
sind mittels SDS-PAGE nahezu keine Caseinmonomere mehktggbar. Die micellare
Struktur wird hierbei vermutlich vollkommen zerstért unsl kommt zu starken Aggrega-
tionsreaktionen zwischen den Micellresten bzw. den geteld Peptiden, welche die be-
obachtete starke Zunahme dgs Ruf 500 nm bei dieser Chymotrypsinmenge verursachen
(Abb. 4.16 A, Schritt 2).

Fiur die mTG-behandelte Micellldsung deuten die Ergebrasgeine erhhte Stabilitat der
quervernetzten Micelle gegenlber einem enzymatischyisagaten Proteinabbau hin. Es
l&sst sich folgendes vermuten (Abb. 4.16 B). Durch eine nBeBandlung werden die Ca-

seine vermutlich netzartig in der auf3eren Micellschictgribopeptidbindungen verknipft.
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Abb. 4.16: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der ndcetl Struktur durch eine Be-
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handlung mit Chymotrypsin; A: ohne mTG-Behandlung, B: mi@&Behandlung

Die an den Isopeptidbindungen beteiligten GIn-Reste H@asein be nden sich entspre-
chend der Ergebnisse aus Kap. 4.5.2 im hydrophoben Caseée Chymotrypsin be-
vorzugt nach grof3en hydrophoben Aminoséauren spaltet,tkddurch die Isopeptide die
Zugéanglichkeit der hydrophoben Aminosauren fir das Enzignissh behindert sein. Die
chymotryptische Spaltung der Caseinpolymere erfolgt nugeringeren Umfang und das
Isopeptidnetzwerk bleibt dadurch zum Teil erhalten undnkdie micellare Grundstruktur
stabilisieren. Ebenfalls kann durch das IsopeptidnetzwerMantel der Caseinmicelle die
Proteolyse der Caseinmonomere im Micellinneren vermingerden. Die Caseinmicelle
zerfallt nicht und es nden keine Quellungs- und Aggregasiprozesse statt. Der Tl und
der Ry bleiben konstant (Abb. 4.16 B, Schritt 1 und 2). Vorraussetgfur die beobachtete
Stabilitdtserhdhung ist eine ausreichende intramicel@uervernetzung, welche bei einer

Inkubation der Micellldsung mit 8 U mTG/g CN gegeben ist.

4.1.5.2 Proteolyse mittels Pepsin

Neben Chymotrypsin wurde auch der Effekt des Enzyms Pepsidi@a Caseinmicellstruk-

tur untersucht. Da aufgrund der Stabilitat der Caseinri@nddei pH = 6,8 gearbeitet werden
sollte, war es notwendig eine relativ hohe KonzentratiorPapsin, dessen pH-Optimum
nach Piper und Fenton (1965) bei pH = 2 liegt, zur Hydrolyse@setzen. Die durchge-
fuhrten Untersuchungen besitzen demnach nur einen Mddedkter und sind nicht auf im
Magen ablaufende Prozesse Ubertragbar. Die nach eindodh&n mit 0, 107, 138 sowie
214 U Pepsin/g CN erhaltenen Micelllésungen (ohne und miGavbrbehandlung) wur-

den zur Analyse der micellaren Veranderungen mittels SBSHund Triibbungsmessung
untersucht (Abb. 4.17 und Abb. 4.18).
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Abb. 4.17: SDS-PAGE einer Micellldsung (ohne und mit vorheriger mT&hBndlung bei 40C flr
1 h) nach Inkubation mit unterschiedlichen Mengen an Pep&itMolmassenmarker,

1: 0 U Pepsin/g CN, 2: 107 U Pepsin/g CN, 3: 138 U Pepsin/g CR14:U Pepsin/g CN
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Abb. 4.18: Triibungsindex T1 von Caseinmicellen einer Micelllésungekind mit mTG-Behandlung
(4 bzw. 8 U mTG/g CN, 40 C, 1 h) in Abhéngigkeit des Zusatzes an Pepsin; blau:
0 U mTG/g CN, grin: 4 U mTG/g CN, orange: 8 U mTG/g CN
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Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung

Das erhaltene Elektropherogramm in Abb. 4.17 zeigt eineldBepsin verursachte Abnah-
me der Monomerbanden der Caseine und eine Zunahme von Bamellehe anhand ihrer
Lage kleineren Molmassen zuzuordnen sind. Demnach weldébegeinmonomere infolge
einer Inkubation mit Pepsin unter Bildung de nierter Peptproteolytisch abgebaut, wobei
mit zunehmender Pepsinkonzentration die Hydrolyse wddisééblauft. Die Ergebnisse der
zugehdrigen Tribungsmessung zeigen, dass schon der desajeringsten Pepsinaktivi-
tat von 107 U/g CN in einem starken Abfall des Tl von 0 auf -@,8@sultiert (Abb. 4.18).
Diese Verminderung der Tribung ist auf eine Prazipitatiea ohicellaren Caseins infolge
der Proteinhydrolyse durch Pepsin zurtickzuftihren. Diesl@asverbleiben hierbei nicht in
Losung und kdnnen daher nicht mehr zur Tribung beitragefgrAnd dieser starken Nie-
derschlagsbildung, welche fur den Betrachter sichtbar(&hb. 4.17), war keine weitere

Analyse der Proben mittels DLS mdglich.

Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung

Bei der durch mTG vernetzten Micellldsung lassen sich Watgede in der Proteolyse im
Vergleich zur nicht mit mTG-inkubierten Probe feststell8o ist keine deutliche Abnahme
der Caseinmonomerbanden durch eine Inkubation mit Pepisemigbar und die Intensitat
und die Anzahl der Peptidbanden sind im Vergleich zur Refgyeobe deutlich reduziert
(Abb. 4.17). Infolge der intramicellaren Quervernetzungivdie Wirkung von Pepsin ver-
mindert. Dieser beobachtete Effekt der Quervernetzunglenfproteolytischen Abbau der
micellaren Caseine ist bei der mit 8 U mTG/g CN behandelteoeMosung starker aus-
gepragt als bei der mit 4 U mTG/g CN inkubierten Probe. Whiterst festzustellen, dass
die durch mTG vernetzten Caseine stabil gegeniber eineraldthbrch Pepsin sind, da die
Polymerbanden, welche ebenfalls in der SDS-PAGE det¢kterden, keine deutliche Ab-
nahme in ihrer Intensitat infolge einer Pepsinbehandlwigeaisen. Bei den Ergebnissen der
Tribungsmessung in Abb. 4.18, welche zur Charakterisgedan micellaren Struktur die-
nen, ist flr die gering quervernetzte Micelllosung (4 U mgGN) eine starke Abnahme des
Tlvon 0 auf -0,767 infolge einer durch Pepsin verursachtasethprazipitation detektierbar.
Der Tl der starker vernetzten Micellldsung (8 U mTG/g CN)bi&ingegen Uber den gesam-
ten Konzentrationsbereich an Pepsin annahernd konstiawet Ntlederschlagsbildung durch

die Einwirkung von Pepsin konnte fur diese Probe nicht bebtes werden (Abb. 4.17).
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Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der @asieellen durch eine Behand-

lung mit Pepsin

Der aus den Ergebnissen abgeleitete Mechanismus der Disgtaling der micellaren Struk-
tur infolge einer Inkubation mit Pepsin ist in Abb. 4.19 A gGh dargestellt. Bei Pepsin
handelt es sich um ein Enzym, welches bevorzugt an hydragrhobd aromatischen Ami-
nosauren sowie auch an Leu angreift (Work und Burdon, 133dnch diesen Angriff wer-
den die micellaren Caseine gespalten und es werden vomddgealrophobe Peptide gebil-
det. Im Hinblick auf die Reaktivitat der Caseinarten s&gllKrause et al. (1997) fest, dass
durch Pepsin bei pH = 6,5 und 3C die isolierten Caseinkomponenten in der Reihenfol-
ge -Casein > -Casein > g-Casein proteolysiert werden. Infolge des Caseinabbargs wi
die micellare Struktur destabilisiert, die Caseinmicekefallt und es nden Aggregations-
prozesse statt, welche aufgrund der Hydrophobitat dezasgen Peptide zur Prézipitation
fuhren. Die Tribung der Micellldsung nimmt hierbei starkAbb. 4.19 A, Schritt 1). Schon
eine geringe Hydrolyse der micellaren Caseine mit 107 UiR&pEN fuhrt zu einem Ver-
lust der micellaren Integritat.

Fir die Destabilisierung der quervernetzten Caseinngi@iirch Pepsin ergibt sich folgen-
der Mechanismus (Abb. 4.19 B). Durch eine Quervernetzumg der proteolytische An-
griff von Pepsin auf die micellaren Caseine vermindert. EEsden weniger Caseinmono-
mere zu Peptiden abgebaut. Des Weiteren sind auch die @aggmrere, welche durch eine
mTG-katalysierte Vernetzung entstanden sind, stabil gigger einer Proteolyse. Awad et al.
(1998) vermuten, dass eine geringere Hydrolyse wiPasein durch Pepsin in Anwesenheit
von NaCl auf eine Proteinaggregation bei erhohter lonekestzuriickzufihren ist, wodurch
die Spaltstellen im hydrophoben Teil desCaseins fur das Enzym nicht mehr zuganglich

sind. Betrachtet man die in Kap. 4.5.2 identi zierten Reéaksorte fir -Casein in der Mi-

Abb. 4.19: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der ndcetl Struktur durch eine Be-

handlung mit Pepsin; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-&elung
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celle, so ist erkennbar, dass die reaktiven Gln-Reste imdpywbben Teil des Proteins loka-
lisiert sind. So be ndet sich beispielsweise der mTG-reakGIn-Rest an Position 175 in
der N&he zur bevorzugten Pepsinspaltstelle zwischen L2uT@ 193 im -Caseinmolekdl

(Guillou et al., 1991). Demnach kénnten durch die Isopdgidungen und die dadurch er-
reichte kovalente Aggregation der Caseine die Spaltstetiehydrophoben Proteinabschnitt
des -Caseins fur Pepsin nur noch schwer zuganglich sein. Egyedaher keine oder nur

noch eine geringe Spaltung der vernetzten CaseinpolyrBésse ,Schutzschicht* des Iso-
peptidnetzwerkes schiitzt demnach das micellare CaseginerHydrolyse und stabilisiert
zusatzlich die grundlegende Micellstruktur. Die micedl&truktur bleibt erhalten, was sich
in der unveradnderten Trubung der Micelllésung widerspig@db. 4.19 B, Schritt 1). Fur

eine ausreichende Stabilisierung gegenuber einer Pyste@t jedoch, wie bei einer Chy-
motrypsinbehandlung, eine vorherige ausreichende intedlare Quervernetzung erforder-

lich. Diese wird durch eine Behandlung der Micellldsung & mTG/g CN erreicht.

4.1.6 Zusammenfassung

Die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigea eihdhte Stabilitat der durch
MTG vernetzten Caseinmicellen im Vergleich zu den nichhe&ten Micellen. Ein ver-
besserter Erhalt der micellaren Struktur infolge einelyamtischen Quervernetzung konn-
te sowohl gegeniber destabilisierenden Reagenzien (EBif¥anol, GDL), mechanischen
Parametern (Hochdruck) sowie einer enzymatischen Pysie@Chymotrypsin, Pepsin) be-
obachtet werden. Vermutlich sind hierflr die netzartiggalsldeten Isopeptide in der &u-
Reren Micellschicht verantwortlich. Diese Ubernehmene®er Destabilisierung die Rolle
der Calciumphosphatbriicken bzw. der hydrophoben Wech&elgen und vermindern den
Angriff durch proteolytische Enzyme. Die grundlegende eflare Struktur bleibt erhalten.
Die micellare Struktur und die damit verbundenen funktlitameEigenschaften der Micellen

werden demnach entscheidend durch die mTG-Behandlung bssi.

108



4 Ergebnisse und Diskussion

4.2 Charakterisierung der intramicellaren Quervernetzun g

Gemal Literatur lauft die enzymatische Quervernetzungnmtellar, d.h. innerhalb der
Micelle ab (Lauber et al., 2000; Mounsey et al., 2005). Begtavird dies durch eigene
Untersuchungen. So konnte mittels DLS keine starke Zunateady; infolge einer mTG-
Behandlung und somit einer Proteinquervernetzung beobiaeterden, welche aus einer
Vernetzung zwischen den Micellen resultieren wirde. DgeBnisse der DLS decken sich
mit denen von Huppertz und de Kruif (2007a) sowie Mounsey.€2805). Zudem zeigen
die Untersuchungen in Kap. 4.1, dass diese intramicellaer@rnetzung die Struktur und
damit die funktionellen Eigenschaften der Caseinmiceieith usst. Der zugrunde liegende
Mechanismus dieser intramicellaren Vernetzungsreaksigedoch noch weitgehend unge-
klart. Demnach ergibt sich die Aufgabe zur CharakterisigruBeschreibung der innerhalb
der Micelle ablaufenden Reaktionen. Fir die Untersuchumgles UHT-Magermilch mit 4,
8,12, 16 und 28 U mTG/g CN versetzt und bei 4Dfur 1 h inkubiert. Die unterschiedlich
stark vernetzten Milchldsungen wurden anschlief3end Imigrschiedener analytischer Me-
thoden untersucht. Der erreichte Oligomerisierungsgratidas Oligomerisierungsmuster
wurden hierbei mittels Superdex-GPC, die an der Vernetbatejligten Caseinarten mittels
SDS-PAGE und das durch die Quervernetzung veranderte Madwon freiem zu micellar

gebundenem Casein via RP-HPLC und Sephacryl-GPC bestimmt.

4.2.1 Untersuchung mittels GPC

Mit Hilfe der Superdex-GPC lassen sich die vernetzten @asanhand ihrer Molmasse
auftrennen, wodurch eine Aussage lber den Grad der Vemg(igomerisierungsgrad)
sowie Uber die Verteilung der Vernetzungsprodukte (Peakenumaoglich ist (Kap. 3.12).
Da die Analyse unter denaturierenden und reduzierendem@auen erfolgt (Zusatz von
Harnstoff, CHAPS, DTT), werden nur kovalente nicht reduzaee Bindungen wie die en-
zymatisch ausgebildete Isopeptidbindung erfasst.

In Abb. 4.20 sind die erhalten GPC-Chromatogramme der UHiG@&milchen, welche mit
unterschiedlichen Enzymaktivitaten inkubiert wurderfigaaeigt. Die Caseinmonomere elu-
ieren bei ca. 20,8 min, die Dimere bei ca. 17,6 min, die Trartsei ca. 15,8 min, die Oli-
gomere bei ca. 12,7 min und die Polymere bei ca. 11,4 min (A2 a). Eine Analyse des

Peakmusters zeigt, dass bei 4 U mTG/g CN die Caseine zu umgg&ichen Anteilen zu
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(a) (b)

Abb. 4.20: (a) GPC von UHT-Magermilch inkubiert mit mTG (0-28 U/g CN)ild® C fur 1 h und

(b) die daraus ermittelten Oligomerisierungsgrade

Dimeren, Trimeren und Oligomeren vernetzt werden. Der@iigrisierungsgrad, berechnet
aus dem Flachenverhaltnis der Vernetzungsprodukte (Diimener, Oligomer, Polymer)
zur Gesamt &che des Proteins, betragt hierbei 20 % (Abld) B)2Wird die Enzymmenge
auf 8 U mTG/g CN erhoht, so werden zusatzlich zu den Dimeraméren und Oligomeren
auch Polymere ausgebildet, wobei hier die Anteile an Oligound Polymer relativ gleich
verteilt sind. Der Oligomerisierungsgrad erhéht sich a8if92. Mit einer weiteren Steige-
rung der mTG-Aktivitat auf 16 bzw. 28 U mTG/g CN wird ein Oligerisierungsgrad von
42 bzw. 49 % erreicht und es kommt hier vermehrt zur Verngjzier Caseine zu Polyme-
ren. Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass bei eilekat@lysierten intramicellaren
Quervernetzung mit steigender mTG-Aktivitat und damiiggedem Oligomerisierungsgrad
die Caseinmonomere zuerst zu Dimeren, Trimeren sowie @lkgen und letztendlich zu Po-
lymeren vernetzt werden.

Um den Effekt einer micellaren Assoziation auf die Queree&znngsreaktion besser zu
beurteilen, wurde die Quervernetzung von UHT-Magermilah aer von Natriumcasein-
at, welches als nicht micellare Vergleichsprobe dientdietsi Superdex-GPC untersucht
(Abb. 4.21). Hierbei zeigt sich, dass die Caseine im micetie&&ystem schlechter fir mTG
zuganglich sind. So fihrt eine mTG-Behandlung mit 4 U mTGHg l&i Natriumcaseinat
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(a) (b)

Abb. 4.21: GPC von (a) UHT-Magermilch und (b) Natriumcaseinat inkub@hne und mit mTG
(4U/gCN)bei40 Cflrlh

zu einem Vernetzungsgrad von 37 %, wahrend UHT-Magermiklsabstrat einen Oligo-
merisierungsgrad von nur 20 % aufweist. Weiterhin ist in ABI21 auffallig, dass trotz
der hoheren Quervernetzung bei Natriumcaseinat vorwee@eémere und Trimere gebildet
werden, wahrend bei der UHT-Magermilch eine Querverngiais hin zu Oligomeren zu
verzeichnen ist.

Es kann daher vermutet werden, dass innerhalb der MiceltBdiCaseine eine Art Vorstruk-
turierung existiert. Infolgedessen wird zwar einerseés @ligomerisierungsgrad aufgrund
der weniger zuganglichen GIn- und Lys-Reste verminderp(Kias) aber andererseits wird
die Formation von gro3eren Aggregaten erleichtert, wdddie Ausbildung eines Isopep-
tidnetzwerkes innerhalb der Micelle ermdglicht wird, weds fur die in Kap. 4.1 beobachtete

erhdhte Stabilitat der micellaren Struktur verantwohtlist.

4.2.2 Untersuchung mittels SDS-PAGE

Da anhand der Superdex-GPC nur eine Aussage uber den gagaligtiemerisierungsgrad
aller Caseine ermdglicht wird, erfolgte zusétzlich eineayse der mTG-behandelten UHT-
Magermilchen mittels SDS-PAGE. Da die SDS-PAGE eine Aanftreng in die einzelnen

Caseinarten aufgrund der unterschiedlichen Molmasse blokekilgréf3e erlaubt, ist es
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hierbei méglich, Informationen Uber die Angreifbarkeit @nzelnen Caseinarten §- und
-Caseine) durch mTG zu erhalten.
Abb. 4.22 zeigt das Elektropherogramm sowie die zugehdteesitometrische Auswer-
tung, bei welcher die prozentuale Abnahme der MonomerbaddeCaseine in Abhangig-
keit der mTG-Behandlung ermittelt wurde. Auffallig ist,s$ain der UHT-Magermilch bei
einer Proteinquervernetzung durch mTG vorwiegen@asein angegriffen wird. So redu-
ziert sich die Monomerbande vorrCasein um 74 % mit Erh6hung der Enzymaktivitat auf
28 U mTG/g CN. Bei s;-Casein wird eine geringere Abnahme des Monomers um 24 %
beobachtet, wahrend der Anteil ar,-Casein Uber den gesamten Konzentrationsbereich
der mTG relativ unverandert bleibt. Die mittels Superddx&eobachtete Quervernetzung
basiert demnach hauptsachlich auf einer Vernetzung e@aseins. Eine bessere Zugang-
lichkeit der -Caseine in Milch wurde ebenfalls von Sharma et al. (200i)id8y et al.
(2006), Hinz et al. (2007) sowie von Huppertz und de Kruifq28) beschrieben.
Zur Bestimmung des Ein usses der micellaren Aggregatidndae Angreifbarkeit der Ca-
seine wurde des Weiteren UHT-Magermilch sowie Natriumicasgals nicht micellare Ver-
gleichsprobe, mit 4 U mTG/g CN fur 0 bis 60 min inkubiert une @irfolgte Vernetzung
anschliel3end mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.23).akth des Elektropherogramms
der SDS-PAGE sowie der zugehdrigen densitometrischen éuigng in Abb. 4.23 ist zu er-
kennen, dass bei den ,freien” Caseinen im Vergleich zu desei@enicellen sowohl-Casein
als auch die s-Caseine an der Vernetzungsreaktion beteiligt sind. Inrélastimmung da-
mit beschrieb bereits Tang et al. (2005) eine VernetzungGadeseine im Natriumcaseinat
durch mTG in der Reihenfolge-Casein > g-Casein > -Casein.
Die Ergebnisse zeigen demnach, dass die Reaktivitat deir@asialRgeblich durch die As-
soziation in der Caseinmicelle beein usst wird. Die mTGgamglichkeit der s-Caseine ist
im Vergleich zu den -Caseinen aufgrund der micellaren Aggregation vermindees lasst
die Vermutung zu, dass sichCasein im Vergleich zu dens-Caseine in einem fiur mTG
leicht zuganglichen Teil der Micellen be ndet. Aus den Higessen der Stabilitdtsuntersu-
chungen in Kap. 4.1 geht hervor, dass die Isopeptide durc& mdtzartig in der &uf3eren
Micellschicht ausgebildet werden. Demnach sind di€aseine vorwiegend in dieser aul3e-
ren fur mTG leicht zugénglichen Micellschicht positiotjevéahrend die Angreifbarkeit der

s-Caseine vermutlich durch deren Lokalisation im InnerenMigelle vermindert ist.
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Abb. 4.22: (a) SDS-PAGE von UHT-Magermilch inkubiert mit mTG (0-28 UTiN) bei 40 C fur

1 h; M: Molmassenmarker und (b) densitometrische Auswertbtau: -Casein, grin:

s1-Casein, orange: s>-Casein
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Abb. 4.23:(a) SDS-PAGE von UHT-Magermilch und Natriumcaseinat irkub mit mTG
(4 U/g CN) bei 40 C fir 0, 20, 40 und 60 min; M: Molmassenmarker und (b) densi-

tometrische Auswertung; blau-Casein, griin: s1-Casein, orange: s>-Casein
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4.2.3 Untersuchung mittels Sephacryl-GPC

Die Verwendung einer GPC-Séaule mit einem hochporésem $egheaterial erlaubt im
Gegensatz zur bereits eingesetzten Superdex-GPC einedufing der UHT-Magermilch
in Micellen und Serumproteine (Holt, 1998). Somit ermdiglidiese Sephacryl-GPC eine
simultane Analyse von micellarem und nicht micellarem GaseMilch, wodurch sich eine
Veranderung im Verhaltnis der freien und micellar geburte@aseine, induziert durch eine
mTG-katalysierte Quervernetzung, nachweisen lasst.

In Abb. 4.24 sind die erhaltenen GPC-Chromatogramme deuntédrschiedlichen mTG-
Aktivitaten behandelten UHT-Magermilchen dargestelie Micellen eluieren bei ca. 8 bis
15 min und das nicht micellare Casein bei ca. 25 bis 40 min.ZDierdnung der Peaks zu
bestimmten Molmassenbereichen bzw. Caseinfraktionexgeef hierbei auf Grundlage ei-
ner externen Molmassenkalibrierung (Kap. 3.13). Aus dexkp® len der GPC-Chromato-
gramme in Abb. 4.24 geht hervor, dass mit steigender Enzlgarisung die Peak &che der
Micellen zunimmt, wahrend die Peak ache der nicht micalaCaseinfraktion abnimmt.
Dies deutet auf eine durch mTG-katalysierte kovalenteigifung” der Caseinmolekile in

der Micelle hin, wodurch der Anteil an freiem extramicelarCasein reduziert wird.

— Elutions- Molmassen-

] — Fraktion bereich berei¢h
T [min] [kDa]
] Micellen 8,6-15,3 >2851
T grolRere 15,3-24,8 2851-107
| Aggregate

nicht micell. 24,8-38,7 107-1
| Casein
. niedermol.  38,7-60,0 <1
] Substanzen

(11 Molmassenbereich berechnet anhand der

Elutionsbereiche mittels der Molmassen-
kalibrierung aus Kap. 3.13

Abb. 4.24: GPC an einem hochpordsen Sephacryl Medium S-500 HR von UHGeknilch inku-
biert mit mTG (0-16 U/g CN) bei 40C fur 1 h
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4.2.4 Untersuchung mittels PLRP-S-HPLC

Zur Bestatigung der mittels Sephacryl-GPC gemachten Bdabagen wurde UHT-Mager-
milch ohne bzw. mit vorheriger mTG-Behandlung zur Abtremgpuer Caseinmicellen bei
11000 U/min fur 10 min zentrifugiert und im erhaltenen Ulensl der Anteil an extramicel-
larem Casein via PLRP-S-HPLC analysiert.

Das PLRP-S-HPLC-Chromatogramm des Zentrifugationsidneies weist zwei Peaks bei
einer Retentionszeit von 23,5 und 27,5 min auf, welche danecén Vergleich mit Standard-
substanzen dems;-Casein und -Casein zugeordnet werden konnten (Abb. 4.2%8)-Ca-
sein sowie -Casein konnten im Uberstand nicht detektiert werden. Getimierfir konn-

te der geringe Anteil dieser Caseinarten in Milch sowie daspitsé&chliche Vorkommen
infan der Micelle sein, wodurch diese Caseine vorrangigPirézipitat mit tbergegangen
sind. Da aber mittels SDS-PAGE in Kap. 4.2.2 bereits gezeigtle, dass bei einer mTG-
Behandlung vorrangig s;- und -Casein vernetzt werden, sollte eine Analyse dieser Pro-
teine zur Charakterisierung der Quervernetzungsreakitisneichend sein. Betrachtet man
die Peaks fur s;- und -Casein im PLRP-S-HPLC-Chromatogramm der mTG-behandelte

Milchen in Abb. 4.26 a, so ist eine Verminderung beider Pé&ken mit zunehmender mTG-

Abb. 4.25: PLRP-S-HPLC des Zentrifugationsiberstandes von UHT-Muaideh sowie des

s1-Casein- und -Casein-Standard
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@)

(b)

Abb. 4.26: (a) PLRP-S-HPLC des Zentrifugationsiiberstandes von UH§d/imilch inkubiert mit
mTG (0-28 U/g CN) bei 40C fir 1 h und (b) der daraus ermittelte Anteil an extramicel-

larem Casein
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Konzentration zu verzeichnen. Diese beobachtete Abnalemeliert mit einer Senkung des
extmicellaren Caseinanteils im Zentrifugationsibemdtar Auswertung wurde die prozen-
tuale Veranderung der Peak &chen der UHT-MagermilchermnTiG-Behandlung in Bezug
auf die UHT-Magermilch ohne mTG-Behandlung ermittelt (ABIR26 b). Hierbei ist eine
Verminderung der nicht micellaren Caseinfraktion mit Hraog der mTG-Aktivitat ersicht-
lich, wobei nicht micellares -Casein eine starkere Abnahme im Vergleich zy-Casein
aufweist. So ist bei einer Enzymaktivitat von 4 U mTG/g CN deCaseingehalt im Uber-
stand um 75 % reduziert, wahrend bei-Casein nur eine Abnahme um 35 % erkennbar ist.
Bei hoheren Enzymkonzentrationen von 16 bzw. 28 U mTG/g €N-Gasein kaum noch
im Uberstand nachweisbar. Bei;-Casein sind dagegen noch ca. 30 % des Ausgangsgehal-
tes detektierbar.

Durch die Untersuchungen mittels PLRP-S-HPLC werden dgelmisse der Sephacryl-
GPC in Kap. 4.2.3 bekraftigt. So wird belegt, dass wahrendreanzymatischen Quervernet-
zung von micellarem Casein in Milch, die Caseinmolekilevfwegend -Casein) innerhalb

der micellaren Struktur xiert werden.

4.2.5 Zusammenfassung

Werden alle Ergebnisse im Zusammenhang betrachtet, se msbtglich, die in der Casein-
micelle ablaufende Vernetzungsreaktion wie folgt zu besblen. Wahrend einer mTG-
Behandlung von UHT-Magermilch werden die Caseine innérlgr micellaren Struktur
durch Ausbildung von Isopeptidbindungen xiert. Der extrigellare Caseinanteil nimmt
ab. So verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen freiednnoicellar gebundenem Casein
durch eine mTG-Behandlung auf die Seite des gebunden Gaddierbei wird -Casein
im Vergleich zu s-Casein starker durch das Enzym angegriffen. Es wird vestndass
-Casein vorwiegend in der fir mTG gut zuganglichen aul3ereelidchicht lokalisiert ist,
wahrend sich s-Casein vermutlich eher im Micellinneren be ndet. Foldlisind die Iso-
peptidbindungen hauptséchlich im aul3erecaseinreichen ,Mantel* der Micelle zu nden.
Des Weiteren zeigte sich, dass innerhalb der Micelle eind&/@ustrukturierung der Caseine
existiert, welche die Ausbildung von groReren Vernetzpnggdukten (Oligomere und Po-
lymere) férdert. Es kommt daher zur Bildung eines Isopetidwerkes in dieser aul3eren
Micellschicht, welches fir die veranderten funktionelleigenschaften und die erhéhte Sta-

bilitat der micellaren Struktur verantwortlich sein kéarfKap. 4.1).
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B-caseinreich

< a-caseinreich

— |IP-Netzwerk bzw. IP-Bindung

Abb. 4.27: Intramicellare Caseinquervernetzung

4.3 Bestimmung der Reaktionsorte enzymatischer

Proteinquervernetzungsreaktionen - Glutaminreste

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die Gelfestigkag®Joghurts durch eine vorherige
Inkubation der Milch mit mTG steigern lasst (Lauber et abDP@; Lorenzen et al., 2002;
Schey, 2003). Untersuchungen von Lauber et al. (2000) aeidgss die beobachtete Zu-
nahme der Gelstarke mit der Bildung von Proteinquerveumgien korreliert, wobei eine
Erhéhung nur bis zu einem gewissen Grad maoglich ist. Erigdéd dieses Phanomen damit,
dass nur bestimmte Gin- oder Lys-Reste im Protein durch migggriffen werden kon-
nen und dadurch das Ausmal der Vernetzung begrenzt wirdv€raat al., 2000; Schorsch
et al., 2000a). Diese Annahme wird durch mehrere Autoreaegbelvelche die durch Trans-
glutaminase modi zierbaren GIn- bzw. Lys-Reste im Milcbf#in ermittelten (Kap. 2.1.5).
Die Untersuchungen erfolgten jedoch vorwiegend mit eiman3¥glutaminase, welche aus
Saugetieren isoliert wurde. Daher war es von InteresseRéaktionsorte der mTG in den
Milchproteinen zu lokalisieren, um Aussagen Uber die Sfigzlieses in der Lebensmit-
telindustrie eingesetzten Enzyms zu erhalten. Als Unténsngsmaterial dienten hierbei
-Casein, das Hauptprotein der Caseine, urdactoglobulin, das Hauptprotein der Molke.
-Casein stellt aufgrund seiner exiblen Struktur ein sebteg Substrat fiur mTG dar. Im
Vergleich dazu ist -Lactoglobulin, ein globuléres Protein mit de nierter Sklarstruktur,
erst nach einer vorherigen Denaturierung modi zierbaneBi16glichkeit zur Strukturande-
rung ist nach Lauber et al. (2001a) eine HochdruckbehagdMoruntersuchungen mittels

SDS-PAGE im Hinblick auf die Angreifbarkeit beider Milchgdeine durch mTG bestati-
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B-Casein M B-Lactoglobulin

mTG - + + [kDa] - + +
Druck [MPa] 0,1 400 0,1 400
97.4
Trimer <
67,0
Dimer =
45,0
— Dimer

29,0
Monomer <

21,0 — Monomer

12,5

Abb. 4.28: SDS-PAGE von -Casein und -Lactoglobulin inkubiert ohne und mitmTG (4 U/gCN;
20 U/g -LG) bei 0,1 MPa sowie 400 MPa fur 1 h bei 4Q; M: Molmassenmarker

gen die Literaturdaten. So zeigt das Elektropherogrammbh. A4.28, dass fur -Casein
in dem unter Normaldruck sowie Hochdruck inkubierten Pratmsatz Vernetzungsproduk-
te (Dimere, Trimere) detektiert werden kénnen, wahreng dig -Lactoglobulin nur bei
der hochdruckinkubierten Probe der Fall ist. Um diesen &#s des Druckes auf die Pro-
teinstruktur und daher auch auf die mTG-zugéanglichen Gha- lys-Reste zu analysieren,
wurden die Untersuchungen zu den Reaktionsorten sowohlIn&abation bei Atmosphé-
rendruck als auch nach Inkubation bei Hochdruck durchgeftiir die Druckinkubation
wurden 400 MPa gewahlt, da nach Belloque und Smith (19983ctoglobulin hier im voll-

kommenen , exiblen" Zustand vorliegt.

4.3.1 Methodenetablierung

Die Methode zur Ermittlung der mTG-zugénglichen GIn-ResteProtein basiert im We-
sentlichen auf drei Schritten. Schritt eins stellt die mR&alysierte Markierung der zu-
ganglichen GIn-Reste eines Proteins mit einer sogenarmtieelsubstanz dar. Im zweiten
Schritt wird das mit dem Label modi zierte Protein durch eienzymatische Hydrolyse in
kleinere Bruchstlicke gespalten und die dabei gebildetptideeim dritten Schritt Gber ei-
ne RP-HPLC-MS getrennt und identi ziert. Da es sich beCasein um ein gutes Substrat
der mTG unter nativen Bedingungen handelt, erfolgte diblielaing der Analysenmethode

anhand dieses Proteins und wurde anschlie3end-aattoglobulin Ubertragen.
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4.3.1.1 Ermittlung der optimalen Enzymaktivitat

Bei einer Behandlung von-Casein mit mTG kommt es je nach eingesetzter Enzymakti-
vitat, Temperatur und Inkubationszeit zu einer unterstifdke stark ausgepragten Querver-
netzung. Fur die folgenden Optimierungsversuche wurdenPdrameter Temperatur und
Inkubationszeit konstant gehalten, wobei eine Temperainr40 C und eine Zeitvon 1 h
gewahlt wurden. Diese Festlegung basiert auf den Eigefischder mTG, da hierbei einer-
seits im Temperaturoptimum der mTG gearbeitet wird und emdeits eine gentigend hohe
Stabilitat des Enzyms bei den spater folgenden Hochdryekéxenten bei 400 MPa gege-
benist (Kap. 2.4.1.2). Die Enzymaktivitaten wurden von®3U mTG/g -CN variiert. Die
unter den angegebenen Inkubationsbedingungen erhaltestaatzten -Caseinlésungen
wurden anschlie3end zur Bestimmung des Oligomerisiegrages mittels Superdex-GPC
analysiert. Diese Methode ermdglicht eine Auftrennung Rieteine nach ihrer Molekul-
grof3e, wobei die Monomere bei ca. 20 min, die Dimere bei canib/ die Trimere bei ca.
15 min und die Oligomere (Tetramere und hoher vernetzteePr®) bei ca. 13 min eluieren
(Abb. 4.29 a). Da die Analyse unter denaturierenden undzietenden Bedingungen erfolgt

(Zusatz von Harnstoff, CHAPS, DTT), werden nur kovalentehbreduzierbare Bindungen

T T T T ™

DV VT

(a) (b)

Abb. 4.29: (a) GPC von -Casein (0,1 % m/v) inkubiert mit mTG (0-5 U/gCN) bei 40 Cfir1h

im Tris-Salzsaure-Puffer und (b) die daraus ermittelteig@herisierungsgrade
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wie die enzymatisch ausgebildete Isopeptidbindung drfass Auswertung der erhaltenen
GPC-Chromatogramme wurde der prozentuale Anteil der Redile des quervernetzten Ca-
seins (Dimere, Trimere, Oligomere) an der Gesamtpeak dehne€aseinlosung als Grad der
Caseinoligomerisierung de niert (Kap. 3.12).

Die Auswertung der GPC-Analyse in Abb. 4.29 b zeigt, dassStatgerung der Enzymak-
tivitat auf 5 U/g -CN eine Zunahme des Oligomerisierungsgrades auf ca. 6Gotieet.
Auffallig ist hierbei, dass der Anstieg der Quervernetzumg zunehmender mTG-Menge
(von 0 bis 5 U/g -CN) verringert ist. Dies deutet auf die bereits erwahntegrénzt vor-
handenen Reaktionsorte imCasein hin. Fur die Bestimmung der fir mTG zuganglichen
GIn-Reste wird ein Oligomerisierungsgrad von ca. 50 % aslidngesehen. Es wird hier-
bei angenommen, dass die reaktiven Stellen spezi sch diasiEnzym angegriffen werden
und die enzymatische Markierung in ausreichendem AusmiaBifié Analyse erfolgt ist.
Die ermittelten Oligomerisierungsgrade in Abb. 4.29 b eeigdass eine ca. 50 %ige Oligo-

merisierung bei einer Enzymaktivitat von 3,5 U mTG/ALN gegeben ist.

4.3.1.2 Auswahl der Markersubstanz

Wie in Kap. 2.1.6 aufgezeigt, sind in der Literatur mehremesanzen beschrieben (im Fol-
genden allgemein als Label bzw. Marker bezeichnet), wetcindJntersuchung der reakti-
ven GIn-Reste der Transglutaminase-katalysierten Veungteingesetzt werden konnen. Im
Rahmen der Arbeit wurden Monodansylcadaverin (MDC), despezi sche uoreszenz-
spektrometrische Detektion von Vorteil ware, und Trigly¢GGG) als moégliche Marker-
substanzen ausgewahlt und auf ihre Eignung hin unters@itshindikator hierfir diente die
Hemmwirkung des Labels auf die enzymatische Querverngsreaktion. Dabei gilt, je star-
ker die Quervernetzung unterdriickt wird, desto besseigsbdbstanz fir eine Markierung
der GIn-Reste geeignet. Hintergrund dieser Annahme iss dame kompetitive Hemmung
der Quervernetzung durch das Label induziert wird, indenmégsdem Enzym wechsel-
wirkt und dabei in Konkurrenz zu den proteingebundenenRgsten tritt. Wird das Label
in ausreichendem molaren Uberschuss bezogen auf die Glie-Re -Caseinmolekul ein-
gesetzt, kommt es zu einem Einbau des Labels in das Protdisamit zur Markierung der
GIn-Reste anstatt zur Ausbildung von intermolekularempégaidbindungen. Nieuwenhui-
zen et al. (2003) verwendeten in ihren Untersuchungen zaktasortbestimmung einen

ca. 106-fachen molaren Uberschuss an GGG bezogen auf dieésbe im -Lactalbumin.
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Fur die Prufung der Label sollte daher ein ca. 100-facherameolUberschuss eingesetzt
werden. Es stellte sich dabei jedoch heraus, dass fiir MD@inuB-facher molarer Uber-
schuss moglich ist, da eine weitere Erhéhung der MDC-Koinagan zu einer Prazipitation
des -Caseins fuhrte. Aufgrund dessen wurdeCasein mit 3,5 U mTG/g -CN und ei-
nem 5-fachen molaren Uberschuss an MDC bzw. einem 100+fauioéaren Uberschuss an
GGG bei 40 C fur 1 h inkubiert und die erfolgte Inhibierung der Caseigiyernetzung via
Superdex-GPC ermittelt. Durch Zusatz von MDC wurde der @digrisierungsgrad um ca.
88 % reduziert, wahrend in Anwesenheit von GGG die Querveang nur um ca. 27 %
vermindert wurde (Richter, 2004). Demnach ware MDC zur Matkng und damit zur Er-
mittlung reaktiver GIn-Reste besser geeignet.
Weiterhin ist zu beachten, dass die Methode zur Bestimmendrdaktionsorte fir das na-
tive sowie hochdruckdenaturierte Protein Anwendung ndelite. Eine Konformationsén-
derung (Denaturierung) der Proteine, welche schon allanctddas Labelreagenz verur-
sacht wird, sollte demnach vermieden werden. Um diesentigam Aspekt zu untersuchen,
wurde -Lactoglobulin als globulares Protein mit 3,5 U mTG/gL.G in Ab- und Anwe-
senheit von MDC bzw. GGG bei 4QC fur 1 h inkubiert und das Oligomerisierungsver-
halten mittels Superdex-GPC analysiert. Als Referenz wurd.actoglobulin mitgefuhrt,
welches nur der Temperaturbehandlung entsprechend debdtiensbedingungen unter-
zogen wurde. Das GPC-Chromatogramm der Referenz in AbB. & ®eist zwei Peaks
auf, welche anhand der Elutionszeiten den Molmassen desiers und des Dimers von
-Lactoglobulin zugeordnet werden konnen. Das Vorhandereees Dimerpeaks ist ver-
mutlich auf einen Thiol-Disul d-Austausch wahrend der Peovorbereitung bzw. auf eine
unvollstdndige Reduzierung durch DTT in Anwesenheit desdtaffhaltigen Puffers zu-
rickzuftihren. Betrachtet man im Vergleich dazu die GPGCe@iatogramme der mit mTG
behandelten Probe in Abb. 4.30 b, so ist kein Unterschiedaakpro | festzustellen. Auch
hier lassen sich die typischen Monomer- und Dimerpeaksteten. Eine Inkubation von
nativem -Lactoglobulin mit mTG in Abwesenheit der Label fuhrt derahau keiner Pro-
teinoligomerisierung. Dieses stimmt mit den Ergebnissen$harma et al. (2001) und Lau-
ber et al. (2001a) Gberein, welche feststellten, dass eneeizung von -Lactoglobulin nur
nach Denaturierung maoglich ist. Wird dem Inkubationsandas Label MDC zugesetzt, so
kommt es wahrend der Inkubation zur Ausbildung von Oliganewie es die GPC-Analyse

in Abb. 4.30 c belegt. Da diese Oligomere reversibel nachukizh mit DTT sind, basiert
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B-LG mTG

(a) (b)

MDC GGG

(c) (d)

Abb. 4.30: GPC von (a) -Lactoglobulin (b) inkubiert mit 4 U mTG/g -LG bei 40 C fir 1 h in
Abwesenheit und (c) Anwesenheit von MDC bzw. (d) GGG; blawben vor GPC nicht
mit DTT inkubiert (nicht reduziert), griin: Proben vor GPQ T inkubiert (reduziert)

die beobachtete Oligomerbildung auf einer MDC-induzieAaffaltung der Proteinstruktur
unter Freilegung der freien Thiolgruppe des Cys 64 verbnmdi einem dadurch ermoég-
lichten Thiol-Disul d-Austausch. Bei Verwendung des Tejtides GGG hingegen sind im
GPC-Chromatogramm keine Oligomere nachweisbar (Abb. d).3Daher bewirkt GGG im

Vergleich zu MDC keine Proteindenaturierung und ist alsdldbir die Bestimmung der

mTG-reaktiven GIn-Reste im nativen Protein geeignet.
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4.3.1.3 Optimierung der Labelkonzentration

Nach Yan und Wold (1984) ist fur eine erfolgreiche Transghihase-katalysierte Markie-
rung der GIn-Reste eines Proteins ein hoher Uberschussatesdd notwendig. Um die op-
timale Menge an GGG fir die Reaktionsortbestimmung zu ésinitwurde -Casein mit
3,5UmTG/g -CN und unterschiedlichen GGG-Konzentrationen (0-, 5-usal 100-facher
molarer Uberschuss bezogen auf die GIn-Reste w@asein) bei 40C fir 1 h inkubiert.
Der durch Zusatz des Labels verursachte Hemmeffekt auhdigneatische Quervernetzung
wurde mittels Superdex-GPC bestimmt. Ziel war es hierbeiMenge an GGG zu ermit-
teln, bei welcher die maximale Reduzierung des Oligomenisigsgrades erreicht wird. Bei
einem 5-fachen Uberschuss war der inhibierende Effekt vBGGehr gering. Der Oligo-
merisierungsgrad wurde nur um ca. 5 % gesenkt. Bei einenad&em Uberschuss redu-
zierte sich der Vernetzungsgrad um ca. 22 % und bei 1004fadhigerschuss um ca. 27 %.
Da zwischen einem 50- und 100-fachem Uberschuss kein wiebentUnterschied in der
Hemmwirkung existiert, wird ein 100-facher Uberschussdiire erfolgreiche Markierung
der GIn-Reste als ausreichend angesehen, um die realdiverfiir mTG leicht zugangli-

chen, GIn-Reste zu ermitteln (Richter, 2004).

4.3.1.4 Proteinhydrolyse

Fur eine Lokalisierung der mit GGG markierten GIn-Resteemhalb der Aminoséaurese-
quenz ist es notwendig, das Protein in kleinere Bruchstiéokspalten. Hierzu eignet sich
Trypsin (EC-Nummer 3.4.21.4), welches die Proteine anXysewie an Arg-X-Bindungen
hydrolysiert. Um die Spezi tat der Spaltung zu erh6hen, aeuf PCK-behandeltes Tryp-
sin verwendet. Dadurch wird die Chymotrypsinaktivitaté®png nach Tyr, Trp, Phe, Leu)
irreversibel inhibiert, ohne die Trypsinaktivitat zu beeissen. Somit ist es mdglich, bei be-
kannter Aminosauresequenz des Proteins die entstehepgdddbei einer tryptischen Hy-
drolyse vorherzusagen und diese nach einer Trennung arRfEIPLC anhand ihrer Masse
zu identi zieren. Die Etablierung des Hydrolysesystemsbder RP-HPLC-MS-Methode
wurde zun&chst an nicht modi ziertemCasein und -Lactoglobulin durchgefihrt. Hierbei
wurden die beiden Milchproteine mit Trypsin in einem Enz$ubstrat-Verhaltnis von 1:100
versetzt und fur 2,5 h (Lactoglobulin) bzw. 5 h (-Casein) bei 37C inkubiert. Nach ei-
ner Hitzeinaktivierung des Enzyms wurden die tryptischegfmente mittels RP-HPLC-MS

Tosyl-L-Phenylalaninchloromethylketon
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aufgetrennt, wobei ein Flielmittelsystem aus Ammoniurtseand Acetonitril zum Einsatz
kam. Die erhaltenen RP-HPLC-Chromatogramme des trymisbRrdaus von -Casein und
-Lactoglobulin sind in Abb. 4.32 und Abb. 4.34 dargestellt.
Im Hinblick auf die bekannte Aminoséuresequenz ve@asein in Abb. 4.31 ergeben sich
bei einem vollstandigen tryptischen Verdau, d.h. bei egpazi schen Hydrolyse an allen
Lys-X- sowie an Arg-X-Bindungen, theoretisch 14 Peptidel @nAminosauren. Die Mol-
massen dieser theoretisch gebildeten tryptischen Fragmamrden anhand der bekannten
Aminosauresequenz berechnet und mit den massenspekiiswnen Daten fur die Peaks
im RP-HPLC-Chromatogramm verglichen. Die Identi zieruder Peptide bzw. Zuordnung
zu den Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm via MS erfolgte hidiber zwei Varianten.
Zum Einen wurde mit Hilfe des Auswerteprogrammes direkt@m adnassenspektrometri-
schen Daten des RP-HPLC-Chromatogrammes nach den beteciivielmassen der tryp-
tischen Peptide gesucht. Zum Anderen wurden mit Hilfe deswsuteprogrammes fir die
detektierten Molmassen der Peaks des RP-HPLC-Chromatogsalie moglichen Amino-
sauresequenzen ermittelt. Von den 14 theoretisch zu emdeh Peptiden gelang es, 13
im RP-HPLC-Chromatogramm des tryptischen Hydrolysatebnaveisen (Abb. 4.32 und
Tab. 4.1). Das Peptid 2-25 war aufgrund einer fehlendent@mpgiln Arg 1 nicht detektier-
bar. Neben diesen theoretisch gebildeten Peptiden kommt&P-HPLC-Chromatogramm
9 weitere zusatzliche Bruchstiicke detektiert werden, neelbenfalls in Tab. 4.1 aufgelistet
sind. Ursache fur die Bildung dieser sind die bereits geteafghlende Spaltung an Arg 1,
eine unvollsténdige Spaltung an Lys 29 sowie auch unspeze $1ydrolysen durch Trypsin
an den Bindungen zwischen Asn 68 - Ser 69, Phe 52 - Ala 53 sapi&4i3 - Met 142. Die-
se unspezi schen Spaltungen (d.h. nicht an Lys-X- und ArgiKdungen) wurden ebenfalls
schon von Dalgalarrondo et al. (1990); Henle (1991); Leatdyeund Ward (1987); Miralles
et al. (2003) und Ribadeau-Dumas et al. (1972) beobachtet.
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Abb. 4.31: Spezi sche Trypsinspaltstelles#)im
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Abb. 4.32: RP-HPLC des tryptischen Verdaus vorCasein (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.1)
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Tab. 4.1: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte tryptische Peptide vorrCasein (Peak-Nummer vgl.

Abb. 4.32)
tryptisches berechnete detektierte detektierte Retesitio Peak-
Peptid Masse Masse Ladung zeit Nummer
[Da] [Da] [min]

theoretisch zu erwartende Peptide

1 1741 n.d. — — —
2-25 2965,2 n.d. — — —
26-28 373,2 373,3 +1 3,2 3
29 146,1 n.d. — — —
30-32 388,2 388,4 +1 13,8 8
33-48 2060,8 2061,4 +2 11,1 6
49-97 A1 5355,9 5356,5 +3,+4 27,2 22
A2 5315,9 n.d. — — —
98-99 245,2 245,2 +1 2,5 1
100-105 645,3 645,5 +1 10,2
106-107 283,2 283,3 +1 2,5 2
108-113 747,4 747,6 +1 15,1 10
114-169 6357,3 6358,2  +3,+4,+5,+6 28,4 23
170-176 779,5 779,7 +1,+2 14,5 9
177-183 829,5 829,7 +1,+2 12,9 7
184-202 2184,2 2185,2 +1,+2 23,4 18
203-209 741,4 741,6 +1 19,9 14

zusatzlich detektierte Peptide

1-25 3121,3 3121,2 +2,+3 15,1 11
29-32 516,3 516,5 +1 3,6 4
49-68 Al 2242,2 n.d. — — —

A2 2222,2 2222,7 +2 22,8 17
53-68 Al11767,9 1769,0 +2 20,8 16
A21727,9 1728,4 +2 20,1 15
53-97 Al14861,6 4862,6 +3,+4 26,1 21
A2 4821,6 n.d. — — —
69-97 3111,7 3112,5 +2,+3 24,5 19
114-143 3464,8 3465,8 +2,+3 25,5 20
191-202 1381,8 1383,1 +1,+2 17,8 13
184-190 820,4 820,6 +1 15,9 12

n.d.: nicht detektierbar
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FUr das zweite Milchprotein, dem-Lactoglobulin, sind anhand der bekannten Amino-
sauresequenz bei einer vollstandigen tryptischen Hydeohn allen Lys-X- und Arg-X-
Bindungen theoretisch 17 Peptide und 2 Aminosauren zu eawéAbb. 4.33). Diese theo-
retischen Bruchstiicke sowie die dazugehdrigen bereammndt@massen sind in Tab. 4.2
aufgefuhrt. Abb. 4.34 zeigt das zugehorige RP-HPLC-Chtogramm des tryptischen Ver-
daus von -Lactoglobulin. Durch einen Vergleich der berechnetentidegassen mit den

massenspektrometrischen Daten der Peaks im RP-HPLC-@hwgramm gelang es, 14 der

1L IVTQTMEKIGLDIQEK|IVAGTWYSLAMA
20ASDI SLLDAQSAPLRIVYVEETLEKIPTP
51 EGDLEILLOQEKIWENGETCA AQOQIKIKIIIAEK|
7 T KII PAVFEKIIDALNENEK|VLVLDTTDY K]
10l KIYLLFCMENSAEPEOQSLACOQCTLVRIT
126 PEVDDEALEZE KIFDKIALEKIALPMHETIRIL S
15T FNPTQLEEOQCHTI

Abb. 4.33: Spezi sche Trypsinspaltstelles#)(im -Lactoglobulin

WU NLLY Y

Abb. 4.34: RP-HPLC des tryptischen Verdaus voriLactoglobulin (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.2)
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Tab. 4.2: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte tryptische Peptide vorLactoglobulin (Peak-Nummer

130

vgl. Abb. 4.34)
tryptisches berechnete detektierte detektierte Retestio Peak-
Peptid Masse Masse Ladung zeit Nummer
[Da] [Da] [min]
theoretisch zu erwartende Peptide
1-8 932,5 932,7 +1,+2 15,2 11
9-14 672,4 672,5 +1 12,6 9
15-40 2706,4 2706,9 +2,+3 23,1 21
41-47 878,5 n.d. — — —
48-60 1451,8 n.d. — — —
61-69 1063,4 1063,6 +1,+2 10,9 3
70 146,1 n.d. — — —
71-75 572,4 572,5 +1 11,1 4
76-77 247,2 n.d. — — —
78-83 673,4 673,5 +1 16,1 13
84-91 915,5 915,6 +1,42 11,7 7
92-100 1064,6 1064,8 +1 16,2 15
101 146,1 n.d. — — —
102-124 2646,2 2646,6 +2 22,9 20
125-135 1244.6 1244.8 +1,+2 11,4 6
136-138 408,2 408,3 +1 4,4 1
139-141 330,2 330,3 +1 4,4
142-148 836,5 836,6 +1,+2 15,6 12
149-162 1657,8 1658,1 +1,+2 18,4 17
zusatzlich detektierte Peptide
15-20 695,3 695,5 +1 15,0 10
21-40 2029,1 2029,4 +1,+2 18,9 19
41-60 2312,3 2312,7 +2,43 18,4 18
61-70 11915 1191,8 +1,+2 11,1
70-75 700,5 700,6 +1,42 11,7 8
76-83 902,6 902,7 +1,+2 16,4 16
92-101 1192,7 1192,9 +1,+2 16,1 14

n.d.: nicht detektierbar



4 Ergebnisse und Diskussion

17 theoretisch zu erwartenden Peptide im Hydrolysat deactoglobulins wiederzu nden
(Abb. 4.33 und Tab. 4.2). Die Bruchstiicke Val 41 - Lys 47, P8c 4ys 60 sowie Thr 76 -
Lys 77 waren nicht detektierbar. So konnte bereits Turgeah €1992) eine fehlende Spal-
tung der Bindung zwischen Lys 77 - lle 78 zeigen. Aufgrundsdigfehlenden Spaltungen
sowie einer unspezi schen Spaltung (d.h. nicht an Lys-Xd éng-X-Bindungen) zwischen
Tyr 20 - Ser 21 waren auch fur-Lactoglobulin 7 sogenannte zusatzliche tryptische Eepti
im Hydrolysat nachweisbar. Alle zuséatzlich detektiert@apttle sind ebenfalls in Tab. 4.2
aufgefihrt.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die angewaretteotk mittels RP-HPLC-MS
geeignetist, die Fragmente des tryptischen Verdaus deebé&iroteine -Casein und -Lac-
toglobulin zu detektieren. Insgesamt gelang es hierberyptischen Verdau die komplette
Aminosauresequenz der beiden Milchproteine wiederzum@emnach ist die Methode fur
eine Detektion und Identi zierung der mit GGG modi ziertéteptide und damit der mTG-

zugénglichen GIn-Reste einsetzbar.

4.3.1.5 Zusammenfassung

Anhand der Voruntersuchungen ergeben sich fur die zu etablile Methode zur Bestim-

mung mTG-zugénglicher GIn-Reste im Protein folgende Bgulgen:

1. Markierung: mTG-Konzentration: 3,5 U/g Protein
GGG-Konzentration: 100-facher molarer Uberschuss
Inkubation: 1 h bei 40C

2. Hydrolyse: Trypsin: Enzym-Substrat-Verhéaltnis 1:100
Inkubation: 2,5 h bzw. 5 h bei 3T

3. Peptididenti zierung: RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion

Die Detektion und Identi zierung von tryptischen PeptidenRP-HPLC-Chromatogramm,
welche GGG-markierte GIn-Reste aufweisen, erfolgt UbsREakmuster und Gber die mas-
senspektrometrischen Daten. Kriterien fir modi zierteptde sind hierbei das Auftreten
von neuen Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm des Hydrolydatemodi zierten Prote-
ins sowie die Detektion von neuen Fragmenten mit charatiscthen Molmassen im Ver-
gleich zum Verdau der nicht modi zierten Referenzprobee Dharakteristische Molmasse
resultiert hierbei aus einem enzymatischen Einbau von GG&@Gi@im Peptid vorhanden

GIn-Reste. So wird die spezi sche Molmasse des bekannygtischen Peptides durch die
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Modi zierung von beispielsweise einem GIn-Rest um 172,1upa von zwei GIn-Resten
um 344,2 Da erhoht.

4.3.2 ldenti zierung mTG-reaktiver Glutaminreste in -Casein unter Normal-
und Hochdruck

Zur Bestimmung mTG-reaktiver GIn-Reste wurdeCasein unter den in Kap. 4.3.1.5 be-
schriebenen optimierten Reaktionsbedingungen mit GGG nwesenheit von mTG un-
ter Normal- sowie Hochdruck (0,1 bzw. 400 MPa) inkubiertcNalieser enzymatischen
Markierung zugénglicher GIn-Reste schloss sich ein tsgpier Verdau an. Die hierbei ge-
bildeten Peptide wurden anschliel3end mittels RP-HPLGegetrund im Hinblick auf das
Vorhandensein von GGG-markierten Peptiden entsprechapd 4£3.1.5 analysiert. Merk-
male fur markierte Peptide sind hierbei das Auftreten voaugn“ Peaks im RP-HPLC-
Chromatogramm sowie die Detektion von ,neuen* Molmassesteim zugehdrigen massen-
spektrometrischen Daten. Als Referenz wurde ein nicht medies, d.h. nicht mit mTG
und GGG inkubiertes, -Casein mitgefuhrt. Die RP-HPLC-Chromatogramme der trypt
schen Hydrolysate sind in Abb. 4.35 dargestellt.

Fur -Casein, inkubiert mit mTG und GGG unter Normaldruck, simd dinem Vergleich
der Peakmuster mit der Referenzprobe 4 neue Peaks bei etemtRnszeit von 14,1 min,
21,8 min, 23,7 min und 27,7 min erkennbar (Peaks @, 19" und 23" in Abb. 4.35
mit molaren Massen von 951,8 Da, 2394,9 Da, 3284,3 Da und,B334). Weiterhin ge-
lang es durch eine Auswertung der massenspektrometrid<ghtam ein weiteres ,neues”
Peptid anhand der spezi schen Molmasse zu detektierergheelmit anderen tryptischen
Fragmenten bei einer Retentionszeit von 22,2 min coel(Rerak 18 in Abb. 4.35 mit ei-
ner molaren Masse von 2358,0 Da). Da diese ,neuen” Peptide deren Molmassen zu
den jeweiligen Retentionszeiten im tryptischen Verdau Rleferenzprobe nicht detektier-
bar sind (Abb. 4.36), wird belegt, dass hier eine enzymiagiddodi zierung der GIn-Reste
stattgefunden hat. Die gemessenen molaren Massen dem;newagmente sind in Tab. 4.3
zusammengefasst. Anhand dieser Massen, welche aus deauBiab jeweils einem Mo-
lekil GGG (Massenzunahme um 172,1 Da) in die tryptischenid®ea70-176, 49-68-A2,
184-202, 69-97 und 114-169 resultieren, lassen sich Ruatlksse auf die zugehdrige Ami-
nosauresequenz und somit auf die reaktiven Gln-Resterzi&uwekann bei dem Peptid 170-

176, welches nur einen GIn-Rest enthalt, Gln 175 als reahtigestuft werden. In den 4
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weiteren modi zierten Peptiden be nden sich in der Aminasésequenz jedoch mehrere
GIn-Reste, wodurch hier keine eindeutige Zuordnung migét So sind die Reste an den
Positionen 54 oder 56 (Peptid 49-68-A2), 188, 194 oder 18pt{e? 184-202), 72, 79 oder
89 (Peptid 69-97) und 117, 123, 141, 146, 149, 160 oder 16aiPEL4-169) als zugénglich
fur mTG zu betrachten.

Erfolgt die Behandlung von-Casein mit GGG und mTG unter Hochdruck bei 400 MPa,
fuhrt dies zu keiner Veranderung der Zuganglichkeit bzwdMuerbarkeit der GIn-Reste
im Vergleich zur unter Normaldruck inkubierterCaseinprobe. So sind bei der hochdruck-
inkubierten Probe ebenfalls die mit GGG-markierten tigghien Peptide 170-176, 49-68-
A2, 184-202, 69-97 und 114-169 im Hydrolysat nachweisbdn(At.35 und Tab. 4.3). Die

Struktur des -Caseins, welche sehr exibel ist und nur geringe Anteileganrdneten Se-

= F

Abb. 4.35: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich bdgiten -Casein-Proben zur
Bestimmung mTG-reaktiver GIn-Reste (Peak-Nummer vgl. #a8); schwarz: Referenz,
blau: Inkubation mit GGG und 3,5 U mTG/gCN unter Normaldruck, grtin: Inkubation
mit GGG und 3,5 U mTG/g -CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Abb. 4.36: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tripetisterdaus von unterschied-

134

lich behandelten -Casein-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln-RestakP
Nummer vgl. Abb. 4.35 bzw. Tab. 4.3); schwarz: Referenzubllkubation mit
GGG und 3,5 U mTG/g -CN unter Normaldruck, grun: Inkubation mit GGG und
3,5U mTG/g -CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Tab. 4.3: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte mTG-reaktive GIn-Resia -Casein (Peak-Nummer
vgl. Abb. 4.35)

Peak- tryptisches Anzahlan GIn-Rest berechnete Masse ktidete Masse
Nr.1d Peptid GGd3E2 Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]

Inkubation mit 3,5 U mTG/g -CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa

oM 170-176 1 175 951,6 951,8
1™  49-68(A2) 1 54 0. 56 2394,4 2394,9
18V 184-202 1 188,194 0. 195 2357,3 2358,0
19 69-97 1 72,79 0. 89 3283,9 3284,3
23V 114-169 1 117,123,141, 6529,5 6531,3
146,149,160
0. 167

Inkubation mit 12,5 U mTG/g -CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa

- 170-176 1 175 951,6 951,8
- 49-68(A2) 1 54 0. 56 2394,4 2394,4
- 184-202 1 188,194 0. 195 2357,3 2358,0
- 69-97 1 72,79 0. 89 3283,9 3284,7
- 114-169 1 117,123,141, 6529,5 6530,8

146,149,160

0. 167

- 184-190 1 188 992,5 992,7
- 191-202 1 194 0. 195 1554,9 1555,3
- 49-68(A2) 2 54 u. 56 2566,6 2567,0
- 114-169 2 117,123,141, 6701,5 6702,8

146,149,160

0./u. 167

(11 peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Talmddi ziert mit GGG
[l Anzahl der Molekiile an GGG im tryptischen Peptid

kundarstrukturen aufweist, unterliegt demnach keineewtighen druckinduzierten Veran-
derung, welche sich auf die Zuganglichkeit der GIn-RestefliG auswirkt.

Doch welchen Effekt besitzt eine erhdhte mTG-Konzentraaf die Modi zierung der
GIn-Reste? Zur Uberprifung wurde die eingesetzte Enzyrgméir die Markierungsreak-
tion unter Normal- und Hochdruck von 3,5 auf 12,5 U/CN erhoht. Eine anschlieRende

Analyse des tryptischen Verdaus zeigte, dass durch eimgeBiag der mTG-Aktivitat mehr
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GIn-Reste im -Caseinmolekil angegriffen werden kdnnen. So wurden hider821 im
-Casein vorhandenen GIn-Reste modi ziert, wéhrend es bepdringeren Enzymmenge
von 3,5 U/g -CN nur 5 GIn-Reste waren. Die identi zierten mit GGG marken Peptide
sowie die zugehorigen reaktiven GIn-Reste sind in Tab. dr§esbtellt. Dies deutet darauf
hin, dass die Zugéanglichkeit der GIn-Reste im offenkettigeCaseinmolekil vorwiegend

durch die Enzymaktivitat und weniger durch die Konformato@stimmt wird.

Zusammenfassung

Mit Hilfe der in der Arbeit etablierten Methode zur Bestimnguder mTG-reaktiven GIn-
Reste konnten fur-Casein 5 der 21 im Molekul vorhanden GIn-Reste bei Verwagdion
3,5 U mTG/g -CN bzw. 8 der 21 GIn-Reste bei einer Enzymaktivitat von 12,1 TG/g
-CN als zugéanglich fir mTG eingestuft werden. Es handelt kierbei um GIn-Reste an
den Positionen 54 oder 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141, ¥45,160 oder 167; 175 und
188, 194 oder 195 bzw. 54; 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141,148 160 und/oder 167;
175; 188; 194 oder 195. Von Yan und Wold (1984) und Christereteal. (1996) wurden
ebenfalls Untersuchungen zur Reaktivitat der GIn-Reste i@asein durchgefihrt, wobei
aber eine Saugetiertransglutaminase (GTG) zum Einsatz ¥amund Wold (1984) konn-
ten die GIn-Reste an den Positionen 54, 56, 79, 167, 175,18Pund Christensen et al.
(1996) die GIn-Reste an den Positionen 54, 56, 72, 79, 18&&{53-reaktiv identi zieren.
Durch einen Vergleich dieser Befunde mit den ErgebnissesediArbeit ist erkennbar, dass
fur GTG sowie mTG zum Teil die gleichen GIn-Reste inCasein zuganglich sind. Es lasst
sich daher vermuten, dass mTG und GTG ahnliche aber niclikowoinen gleiche Spezi -
taten besitzen. Neben der Herkunft der Transglutaminasggt, gich bei einem Vergleich der
Literaturstellen untereinander, dass auch die angewamgkebationsbedingungen (u.a. La-
bel und Inkubationszeit) einen Ein uss auf die Modi ziem@it der GIn-Reste besitzen. So
wurden trotz Verwendung der gleichen Transglutaminase3)3d3ei Yan und Wold (1984)
und Christensen et al. (1996) teilweise unterschiedlichreR&ste als reaktiv identi ziert.
FUr eine Angabe der mTG-zuganglichen GIn-Reste, sind deimaach immer die Inkuba-

tionsbedingungen mit zu betrachten.
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4.3.3 ldenti zierung mTG-reaktiver Glutaminreste in -Lactoglobulin unter

Normal- und Hochdruck

Das globulare Milchprotein -Lactoglobulin ist im Gegensatz zu-Casein unter nativen
Bedingungen nicht durch mTG vernetzbar. Erst infolge eenaturierung, d.h. Verande-
rung der Sekundarstruktur, wird eine Quervernetzung dent erreicht. Eine Moglichkeit
hierfur stellt die Hochdruckbehandlung dar (Lauber et200Q1a). So vermindern sich bei
einer Inkubation fur 20 min bei 600 MPa defHelix-Anteil von 15 auf 10 %, der Anteil an
-Faltblatt-Strukturen von 54 auf 30 % und die Turn-Bereiebe 25 auf 23 %, wahrend der
Anteil an Random coil-Bereichen von 6 auf 30 % ansteigt (Ngeet al., 2004). Um den Ein-
uss dieser druckinduzierten Strukturdnderung auf die rdu@éanglichkeit der Gin-Reste
des -Lactoglobulins zu ermitteln, wurde das Protein analogZtasein mit GGG und mTG
inkubiert (Kap. 3.5.3 und Kap. 4.3.1.5). Die Modi zierung@gte bei 0,1 MPa sowie bei ei-
nem Druck von 400 MPa, bei welchem das Protein in einem hogiblen Zustand vorliegt
(Bellogue et al., 2000). Anschlie3end wurde das modi aerlactoglobulin tryptisch ver-
daut und die Peptide mittels RP-HPLC-MS analysiert. DerfMaas bzw. die Identi zierung
von Peptiden, welche reaktive GIn-Reste enthalten, edalger einen Vergleich des Peak-
musters sowie der massenspektrometrischen Daten desc¢hgrt Verdaus der modi zierten
Probe mit dem Verdau einer nicht modi zierten Referenzgrentsprechend Kap. 4.3.1.5.
Die erhaltenen RP-HPLC-Chromatogramme sind Abb. 4.37 meémen.
Fur -Lactoglobulin, inkubiert mit GGG und mTG unter Normaldkusind keine Unter-
schiede im Peakpro | und in den massenspektrometrischaarDian Vergleich zur unbe-
handelten Referenzprobe erkennbar. Demnach sind keir@@® modi zierten Peptide im
Hydrolysat enthalten, wodurch belegt wird, dass die GIst®aen -Lactoglobulin unter na-
tiven Bedingungen nicht fir mTG zuganglich sind.
Erfolgt die Inkubation hingegen bei einem hydrostatisddaick von 400 MPa, so weist das
RP-HPLC-Chromatogramm 2 neue Peaks bei einer Retentibuerel 2,2 und 17,8 min auf
(Peaks ¥ und 18" in Abb. 4.37 mit einer Molmasse von 844,6 Da und 2484,9 Da3&aFa+
lich wurden zwei weitere neue Fragmente, welche bei 15,1bmmn 18,2 min mit anderen
tryptischen Peptiden coeluieren, anhand ihrer charakigrhen Molmassen von 1104,8 Da
bzw. 2201,6 Da identi ziert (Peaks ¥1bzw. 19 in Abb. 4.37). Wie es aus Abb. 4.38 her-
vorgeht, sind diese spezi schen Molmassen weder im Hydatlger unbehandeltenrLac-

toglobulinlésung noch im Hydrolysat der unter Normaldruickubierten Probe zu den je-
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weiligen Retentionszeiten detektierbar. Demnach basiéiese ,neuen” Fragmente auf ei-
ner mTG-katalysierten Modi zierung der GIn-Reste mit GGfer Hochdruck. In Tab. 4.4
sind die Molmassen sowie die zugehérigen Peptide zusanefessg. Aus den Aminosau-
resequenzen dieser Peptide, welche entsprechend der Be#rjeveils ein Molekil GGG
enthalten (Zunahme der Peptidmasse nach Modi zierung ui11a), ist ableitbar, dass
es sich bei den reaktiven GIn-Resten um GIn 5, GIn 13, GIn 2bGim 59 handelt. Infol-
ge einer druckinduzierten Strukturanderung vehactoglobulin werden demnach 4 der 9

GIn-Reste fur mTG und damit fur die Proteinquervernetzoeggion zuganglich.

LN

Abb. 4.37:RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich bdditen -Lactoglobulin-
Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver GIn-Reste (Peak-Nemnmygl. Tab. 4.4);
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit GGG und 3,5 U mTG/gG unter Normal-
druck, grun: Inkubation mit GGG und 3,5 U mTG/gLG unter Hochdruck (400 MPa)

138



4 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 4.38: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tripetis¥erdaus von unterschied-
lich behandelten -Lactoglobulin-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver ®este
(Peak-Nummer vgl. Abb. 4.37 bzw. Tab. 4.4); schwarz: Reterdlau: Inkubation mit
GGG und 3,5 U mTG/g -LG unter Normaldruck, grin: Inkubation mit GGG und
3,5U mTG/g -LG unter Hochdruck (400 MPa)
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Tab. 4.4: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte mTG-reaktive GIn-Resim -Lactoglobulin (Peak-
Nummer vgl. Abb. 4.37)

Peak- tryptisches Anzahlan GIn-Rest berechnete Masse ktidete Masse
Nr.1d Peptid GGE Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]

Inkubation mit 3,5 U mTG/g -LG bei 400 MPa

gM 9-14 1 13 844,5 844,6
1M 1-8 1 5 1104,6 1104,8
18V 41-60 1 59 2484.,4 2484,8
1M 21-40 1 35 2201,2 2201,6

Inkubation mit 12,5 U mTG/g -LG bei 400 MPa

- 9-14 1 13 844,5 844,6

- 1-8 1 5 1104,6 1104,8
- 41-60 1 59 2484.,4 24849
- 21-40 1 35 2201,2 2201,6
- 15-40 1 35 2878,5 2878,6

(11 peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Talmdd? ziert mit GGG
21 Anzahl der Molekiile an GGG im tryptischen Peptid

Eine Erhdhung der Enzymaktivitat fur die Markierungsreaktauf 12,5 U mTG/g -LG
wirkte sich im Gegensatz zu-Casein nicht auf die Angreifbarkeit der GIn-Reste irhacto-
globulinmolekil aus (Tab. 4.4). So wurde unter Normaldrkeike enzymatische Modi zie-
rung beobachtet. Unter Hochdruck (400 MPa) waren die segemannten GGG-markierten
Peptide 1-8, 9-14, 21-40, 41-60 nachweisbar. Zusatzlicimteobei einer Retentionszeit von
22,3 min das mit einem Molekil GGG modi zierte Peptid 15-4thand der charakteristi-
schen Molmasse von 2878,6 Da detektiert werden. Allerdmgsle der in diesem Peptid
an Position 35 lokalisierte GIn-Rest bereits schon bei @ggingeren Enzymaktivitat von
3,5U mTG/g -CN als reaktiv eingestuft. Daher ist ersichtlich, dassAthgreifbarkeit der
GIn-Reste im -Lactoglobulin vorwiegend durch die Konformation des Bnas und nicht

durch die Enzymaktivitat bestimmt wird.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die GIn-Restehactoglobulin erst durch
eine Hochdruckbehandlung bei 400 MPa infolge einer drutkazirerten Strukturanderung
des Proteins fur mTG zuganglich werden. Unter den angewara#naturierenden Inkuba-
tionsbedingungen wurden 4 der 9 imL_actoglobulin vorhanden GIn-Reste mit GGG enzy-
matisch modi ziert. Es handelt sich hierbei um die Reste an Bositionen 5, 13, 35 und
59. Unter Normaldruck, d.h. unter nicht denaturierendedifgingen, konnte keine Modi-
zierung der GIn-Reste beobachtet werden. Dieses Ergetipist im Widerspruch zu den
Untersuchungen von Nieuwenhuizen et al. (2004), welcheruirwendung des Labels
6-Aminocapronsaure eine enzymatische Modi zierung von G5, GIn 59, GIn 68 sowie
GIn 155 im nativen -Lactoglobulin nachwiesen. Die Ursache fur diese Diverdggimnte in
den Reaktionsbedingungen liegen. Die Inkubation veractoglobulin mit dem Label und
mTG erfolgte bei Nieuwenhuizen et al. (2004) bei pH = 7,5 #ih2bei 45 C, gefolgt von
einem Abstoppen der Reaktion durch ein Erhitzen der Probe®0a C flr 4 h. Hierbei kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine beginnerffdéung des -Lactoglobulins
entweder wahrend der langen Inkubationszeit oder bei d@tzangsperiode zum Abstop-
pen der Reaktion, bei welcher die mTG nur langsam inaktivierd, fir die beobachtete
Markierung der GIn-Reste verantwortlich ist. In Ubereimshung mit den hier erwahnten
Ergebnissen zeigt sich hingegen die Untersuchung von Gosss al. (1992), in welcher
eine GTG-Zugéanglichkeit der GIn-Reste an den Positionénutis 159 nur nach erfolgter
Reduktion, d.h. Spaltung der Disul dbriicken, und somibige einer Strukturanderung des

-Lactoglobulins erreicht wurde.

4.3.4 Spezitat der mTG gegenlber Glutaminresten

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, konntenCasein 8 der 21 GIn-Reste
(GIn-Reste an den Positionen 54 oder 56; 72, 79 oder 89; 143, 141, 146, 149, 160
oder 167; 175 und 188, 194 oder 195 bzw. 54; 56; 72, 79 oder BB, 123, 141, 146,

149, 160 und/oder 167; 175; 188; 194 oder 195) und #ractoglobulin 4 der 9 GIn-Reste
(GIn-Reste an den Positionen 5, 13, 35 und 59) enzymatistle@®G modi ziert werden.

Demnach weist das Enzym mTG eine Spezi tat gegenliber derRBsten des Proteins auf,
welche hinsichtlich des Ein usses der Konformation und Bemarstruktur der Proteine im

Folgenden diskutiert wird.
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Gln 54 —p
GIn 188/

GIn175—,

Abb. 4.39: Lokalisierung mTG-reaktiver GIn-Reste in der dreidimensilen Struktur von -Casein
(3D-Strukturdaten B.pdb (Kumosinski et al., 1993) dargiitstmit dem Programm
RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blawFaltblatt-Strukturen, orange:-Helix-
Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: reaktive-B&ste, grin: mdgliche reaktive

GIn-Reste

Die dreidimensionale Struktur von-Casein wurde bisher nur Gber Modellierungsversuche
berechnet. Laut dieser energieoptimierten Struktur vomé&sinski et al. (1993), welche in
Abb. 4.39 dargestellt ist, be nden sich die als reaktiv dteien GIn-Reste in Random coil-
Bereichen. Weiterhin zeigt sich, dass die Sekundarstrektaur sehr gering ausgebildet
sind, wodurch die Proteinstruktur eine hohe Flexibilitéfirgeist und sich daher nicht wesent-
lich auf die mTG-Zugénglichkeit der GIn-Reste auswirkehtsoGestarkt wird diese Ver-
mutung durch die Hochdruckexperimente. So fuhrte eine Kirelsandlung, welche die Kon-
formation der Proteine beein usst, zu keiner Veranderunger mTG-Zuganglichkeit. Im
Gegensatz dazu wurde beiLactoglobulin erst nach einer druckinduzierten Denatumg
eine Modi zierung der GIn-Reste ermdglicht. In der nativ@muktur des -Lactoglobulins
sind GIn 5 und GIn 13 in einer -Helix-Struktur, GIn 35 in einem Random coil-Bereich
und GIn 59 in einer -Faltblatt-Struktur lokalisiert (Abb. 4.40). Die Lésungstelzugang-
lichkeiten dieser modi zierbaren GIn-Reste, bestimmtteig Swiss Pdb Viewer V3.7, be-
tragen 24, 35, 33 und 19 %. Diese geringen Losungsmittefmigiikeiten sowie die stark
ausgepragte Sekundarstruktur sind ausschlaggebend dafi# im nativen Protein keine

Modi zierung der GIn-Reste durch mTG statt ndet. Durch d#nwirkung von hohen hy-
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GIn5

GIn35

Gln 59—

/

Gln13

Abb. 4.40: Lokalisierung mTG-reaktiver GIn-Reste in der dreidimensilen Struktur von
-Lactoglobulin (3D-Strukturdaten 1B8E.pdb (Oliveira &t 2001) dargestellt mit dem
Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blatFaltblatt-Strukturen, orange:

-Helix-Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: mdakGIn-Reste

drostatischen Driicken werden jedoch bestimmte Regionentlimctoglobulin aufgefaltet,
wodurch sich deren Losungsmittelzugéanglichkeit erhdltdie in diesen Bereichen be nd-
lichen GIn-Reste fir mTG zugénglich werden. Da modi ziek&In-Reste in allen Struk-
turbereichen (Random coil-Helix, -Faltblatt) nachgewiesen werden konnten, scheint bei
einer Druckdenaturierung desLactoglobulins die Lage der GIn-Reste in bestimmten Se-
kundarstrukturbereichen nicht mehr bestimmend fur dier@ifigarkeit durch mTG zu sein.
Weitere Aspekte flr die Spezitat der mTG sind die Primérktur des Proteins bzw. die
dem reaktiven GIn-Rest benachbarten Aminosauren. Tabzeidi die durchschnittliche
Hydrophobitat der Aminosauresequenz de€aseins und des-Lactoglobulins, berech-
net nach Bigelow (1967). Bei-Casein sowie -Lactoglobulin ist hieraus ersichtlich, dass
alle als reaktiv identi zierten GIn-Reste im hydrophoberofeinabschnitt lokalisiert sind.
Die vier GIn-Reste im hydrophilen Proteinabschnitt 1-48 deCaseins werden nicht durch
MTG angegriffen. Im Hinblick auf die benachbarte Aminogsaquenz ist vor allem bei
-Lactoglobulin, bei welchem eine eindeutige Identi ziaguder reaktiven GIn-Reste ge-
lang, erkennbar, dass grof3e hydrophobe Aminosauren wiedeuVal N-terminal und po-
sitiv geladene Aminosauren wie Lys C-terminal zu Gln dedReaktivitat fur eine Modi -

zierung durch mTG erhdhen (Abb. 4.41 und Abb. 4.42). Un@drangen von Ohtsuka et al.
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Tab. 4.5: Durchschnittliche Hydrophobitat der Aminosauresequeres d-Caseins und des

-Lactoglobulins, berechnet nach Bigelow (1967)

-Casein -Lactoglobulin

AS-Reste Hydrophobitat [kcal/AS-Rest]AS-Reste Hydrophobitét [kcal/AS-Rest]

1-43 0,80 1-40 1,18

44-86 1,53 41-80 1,29

87-129 1,27 81-120 1,18

130-172 1,44 121-162 1,17

173-209 1,68
lIRELEELNVPGEIVESLSSSEESTTRTINEKEKT
31l EKFQSEEQQQTEDELQDXRKIHPFAQTQSLVY
6l PFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQP
99 EVMGVSKVEKEAMAPKHEKEMPFPEKYPVQPEFT
121ESQSLTLTDVENLHLPPLLLQSWMHOQPHOQTP
151 LPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVEPY
181 PQRDMPIQAFLLYQQPVLGPVRGPFPTITIV

Abb. 4.41: Lokalisierung der mTG-reaktiven GIn-Reste in der Aminagegequenz von -Casein;

rot: reaktive GIn-Reste, griin: moégliche reaktive GlIn-Rest

1LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMARASDTIS
31 LLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLETILLOQZXK
6l WENGECAQKEKIIAEKTEKIPAVFKIDALNEN
99 KVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSTLACDOQ
121 CLVRTPEVDDEALEKTFDEKALKALPMHTIRTLS
151 FNPTQLEEQCHTI

Abb. 4.42: Lokalisierung der mTG-reaktiven GIn-Reste in der Amings&aquenz von

-Lactoglobulin; rot: reaktive GIn-Reste

(2000a) zeigen ebenfalls die positive Wirkung von hydrdgrmoAminosauren sowie auch
Aminosauren mit grof3en Seitenketten (z.B. Phe, Tyr, Argy-terminaler Nachbarschaft zu
GIn. Anhand der Struktur des aktiven Zentrums der mTG, weelglder Arbeit von Kashiwa-

gi et al. (2002) untersucht wurde, wird daher vermutet, dasd-terminale Seite zu Gln an
den Vorraum des aktiven Zentrums der mTG bindet, welchewegend mit hydrophoben
und nicht sauren hydrophilen Aminosauren bedeckt ist (Keesi et al., 2002; Sugimura
et al., 2008). Um eine sterische Hinderung wahrend derW&tehen Reaktion im aktiven

Zentrum zu vermeiden, sollte die C-terminale Seite zu Gie Bohe konformative Flexibili-
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tat und Aminosauren mit kleinen Seitenketten aufweisers(i{@agi et al., 2002). Abb. 4.41
sowie Abb. 4.42 zeigen, dass an der C-terminalen Seite zaldemT G-reaktiv nachgewiese-
nen GIn-Resten der beiden Milchproteine kaum Aminosaunéanmmatischen Seitenketten
lokalisiert sind. Des Weiteren vermuten Sugimura et al080dass ein Arg-Rest in direk-
ter C-terminaler Nachbarschaft zu Gln mit der sauren Regmaktiven Zentrum der mTG
wechselwirken konnte. Demnach konnte auch das in direktEr@Ginaler Nachbarschaft
zu GIn 175 ( -Casein), GIn 13 und GIn 59 {(Lactoglobulin) be ndliche Lys ebenfalls mit
dieser Region wechselwirken und dadurch die Reaktivitatjeeeiligen GIn-Restes erho-
hen. Tatsachlich weisen die MS-Spektren der beiden magliten Peptide, welche GIn 175
bzw. GlIn 13 enthalten, die hochsten Intensitaten (lon umif (Abb. 4.36 und 4.38). Je-
doch kann aufgrund der womaoglich unterschiedlichen lenisirkeiten der verschiedenen
tryptischen Fragmente hier keine quantitative Aussageagbirund dies nur als Hinweis be-
trachtet werden. Obwohl die GIn-Reste an den Positionerub®a0L59 im -Lactoglobulin
ebenfalls die genannten positiven Eigenschaften aufwgksmnte hier keine Modi zierung
beobachtet werden. Daher lasst sich vermuten, dass dietdzaréen Disul dbriicken zwi-
schen Cys 106 - Cys 119 und Cys 66 - Cys 160 die AngreifbarkeiGdn-Reste fir mTG
sterisch behindern. Dies wird durch die UntersuchungenGaumssons et al. (1992) belegt.
So konnte eine Modi zierung des GIn 159 imLactoglobulinmolekil nur nach Spaltung

der Disul dbriicke durch DTT ermdglicht werden.

4.4 Bestimmung der Reaktionsorte enzymatischer

Proteinquervernetzungsreaktionen - Lysinreste

Neben den GIn-Resten eines Proteins sind ebenfalls didkegse, welche als Acylakzep-
tor fungieren, an der Quervernetzungsreaktion durch mT@illgt. Im Hinblick auf die
Lys-Reste im -Lactoglobulinmolekil stellten Nieuwenhuizen et al. (2Dih ihren Unter-
suchungen fest, dass Lys 8, Lys 77 sowie Lys 141 durch mTGgaiffge werden konnen.
Jedoch zeigen die Ergebnisse zur Bestimmung reaktiveR8kte im Protein in Kap. 4.3.3,
dass die von Nieuwenhuizen et al. (2004) eingesetzten hatlarisbedingungen nicht opti-
mal zur Ermittlung der Reaktionsorte im nativerLactoglobulin sind. Fir -Casein, dem
Hauptprotein der Milch, sind keine Literaturdaten bekawntf Grund dessen lag der Fo-

kus der Arbeit in der Etablierung und Anwendung einer Methadr Bestimmung mTG-

145
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reaktiver Lys-Reste in den nativen sowie denaturierterchfifoteinen -Casein und -Lac-

toglobulin.

4.4.1 Methodenetablierung

Die Vorgehensweise zur Ermittlung mTG-reaktiver Lys-Restllte entsprechend der Be-
stimmung der GIn-Reste auf den Schritten - enzymatischéigtamg, Proteinspaltung und
RP-HPLC-Analyse - erfolgen. Die fur die GIn-Reste etalidiehnalysenmethode musste
demnach im Hinblick auf die mTG-Konzentration, das Markiegsreagenz, die Labelmen-
ge und den enzymatischen Verdau fir eine Ermittlung der muiginglichen Lys-Reste
angepasst werden. Dies erfolgte anhand vdabasein und wurde anschlie3end atifacto-

globulin tGbertragen. Die Inkubationszeit von 1 h und dieuln&tionstemperatur von 4C

fur die Markierungsreaktion wurden beibehalten. Der Irddidnspuffer Tris-Salzsaure wur-

de durch Tris-Acetat ersetzt, da hier eine bessere Loditbks Labels beobachtet wurde.

4.4.1.1 Ermittlung der optimalen Enzymaktivitat

Fur die Bestimmung der reaktiven Lys-Reste wird Tris-Atatsstatt Tris-Salzsaure als In-

kubationspuffer eingesetzt. Da sich des veranderte RByBerm auf die Aktivitat der mTG

J\

T T ™
|

i

T
T T T T T

(a) (b)

Abb. 4.43: (a) GPC von -Casein (0,1 % wi/v) inkubiert mit mTG (0-6 U/g-CN) bei 40 C fir 1 h

im Tris-Acetat-Puffer und (b) die daraus ermittelten Oliggrisierungsgrade
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auswirkt, war eine erneute Ermittlung der Enzymmenge, eskine 50 %ige Caseinoligo-
merisierung verursacht (Kap. 4.3.1.1) erforderlich. Biewurde -Casein bei 40C fiir 1 h

mit unterschiedlichen mTG-Konzentrationen (0-6 U mTGALN) im Tris-Acetat-Puffer

inkubiert und der erreichte Oligomerisierungsgrad nstt8uperdex-GPC analysiert. Die
GPC-Chromatogramme sowie die daraus berechneten Vengsgrade sind in Abb. 4.43
dargestellt. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass in denvarwendeten Tris-Acetat-
Puffer-System eine mTG-Aktivitat von 5,5 U mTG/gCN fir die Markierungsreaktion

notwendig ist.

4.4.1.2 Auswahl der Markersubstanz

Grundlage der Bestimmungsmethode der reaktiven Lys-ktgtime durch mTG-katalysierte
Markierung mit Hilfe einer Labelsubstanz. Z-GIn-Gly ist der Literatur als geeignetes
Substrat fir mTG beschrieben (Ando et al., 1989) und wurdeitsevon Nieuwenhuizen
et al. (2003) zur Untersuchung der reaktiven Lys-Restdgrdih eingesetzt. Neben Z-GIn-
Gly wurde weiterhin noch das ungeschiitzte GIn-Gly auf sEigaung als Markersubstanz
getestet. Ein geeigneter Marker zeichnet sich durch dierSichaft aus, die enzymatische
Quervernetzung zu inhibieren (Kap. 4.3.1.2). Grundlagelass der Marker als Substrat der
mTG in Konkurrenz zu den im Protein vorhandenen Gin-ResttnWird das Label hierbei
in ausreichender Menge eingesetzt, erfolgt anstatt einsbi#dung der Isopeptidbindung ein
Einbau des Labels an die Lys-Reste durch mTG. Nieuwenhw@zah (2003) verwendeten
in ihren Untersuchungen einen ca. 22-fachen molaren Ubesscan Z-GIn-Gly bezogen
auf die im Protein vorhandenen Lys-Reste. Zum Testen dekéfsmbstanzen Z-GIn-Gly
bzw. GIn-Gly, wurden diese daher jeweils in einem 25-facheslaren Uberschuss einer
-Caseinlosung zugesetzt und mit 5,5 U mTGAEN bei 40 C fur 1 h inkubiert. Die

Bestimmung der durch die Anwesenheit der Label verursadhammung der Caseinquer-
vernetzung wurde via Superdex-GPC durchgefuhrt. WurdeG@nzugesetzt, so konnte
hierbei keine Inhibierung der Quervernetzung beobachézt®n, wahrend ein Zusatz von
Z-GIn-Gly den Oligomerisierungsgrad um ca. 80 % reduzidfeewird vermutet, dass die
hydrophobe N-terminale funktionelle Gruppe essentielldié Substrataktivitat des Labels
ist. So kdénnte diese hydrophobe Gruppe mit den hydrophob@ndsauren im Vorraum des
aktiven Zentrums der mTG wechselwirken, wodurch der im Labehandene GIn-Rest in

das aktive Zentrum hineinreichen kann und eine enzymatisdaktion ermdglicht wird.
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Ein positiver Effekt von hydrophoben Aminosauren in N-terater Nachbarschaft zu GIn
wurde bereits in Kap. 4.3.4 nachgewiesen. Fur die Ermigtider an der Vernetzung betei-
ligten Lys-Reste ist daher Z-GIn-Gly fur die enzymatischedvizierungsreaktion geeignet.
Eine denaturierende Wirkung auf Proteine, wie es bei einasaz von MDC der Fall war
(Kap. 4.3.1.2), konnte fur Z-GIn-Gly nicht beobachtet wesrdSomit ist eine Anwendung

fr das native sowie hochdruckdenaturierte Protein giitialien maglich.

4.4.1.3 Optimierung der Labelkonzentration

Ziel dieser Optimierung ist es, eine Labelkonzentratiorauitteln, bei welcher die mTG-
katalysierte Quervernetzung am starksten inhibiert vidiedse kompetitive Inhibierung der
Oligomerisierung ist mit einem enzymatischen Einbau ddselssan die Lys-Reste des Pro-
teins gleichzusetzen.-Casein wurde mit 5,5 U mTG/g-CN und einem 25-, 50- und 100-
fachen molaren Uberschuss des Labels Z-GIn-Gly, bezodati@im Protein vorhandenen
Lys-Reste, bei 40C fur 1 h inkubiert. Eine anschlieende Untersuchung dem@ueet-
zung mittels Superdex-GPC zeigte, dass ein 25-facher chuass die Oligomerisierung um
ca. 80 % verminderte. Eine Steigerung der Labelmenge aehdf- bzw. 100-fachen Uber-
schuss fiihrte zu einer Senkung der Oligomerisierung um 84 82 %. Da diese relativ
starke Konzentrationserhéhung keinen ausgepragtentiftékdie Hemmung der Vernet-
zung besitzt, wurde ein Labeliberschuss von 30-fach alei@aend fur eine erfolgreiche

Markierung reaktiver Lys-Reste angesehen.

4.4.1.4 Proteinhydrolyse

FUr eine Lokalisierung der mit Z-GIn-Gly markierten Lyss®einnerhalb der Proteinstruk-
tur ist eine spezi sche enzymatische Spaltung des moditeie Proteins in kleinere Peptide
notwendig, welche anschliel3end mittels RP-HPLC-MS getrend identi ziert werden sol-
len. Als hydrolytisches Enzym kénnte hierfir Chymotrypsingesetzt werden, welches im
Gegensatz zu Trypsin nicht an Lys-X-Bindungen spaltet. Derh sollte die chymotrypti-
sche Hydrolyse nicht durch eine Modi zierung der Lys-Redé&s Proteins mit Z-GIn-Gly
beein usst werden. Chymotrypsin gehért zur Familie denrs@roteasen und spaltet bevor-
zugt C-terminal zu Tyr, Phe und Trp sowie mit einer geringéReaktivitat auch C-terminal
zu Leu, Met und Ala. Zur Charakterisierung des chymotryhtes) Verdaus wurde zunachst

nicht modi ziertes -Casein sowie -Lactoglobulin in einem Enzym-Substrat-Verhaltnis
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von 1:100 fur 5 h bei 37C mit Chymotrypsin inkubiert und die gebildeten Peptidecatis-
Rend mittels RP-HPLC-MS untersucht. Die Identi zierungqwoZuordnung der Peaks zu den
chymotryptischen Fragmenten erfolgte entsprechend dgytigchen Verdau in Kap. 4.3.1.4
Uber einen Vergleich der mittels ESI-TOF-MS detektierteassen mit den aus der Ami-
nosauresequenz der Proteine berechneten erwartetedrRapsien (bei einer spezi schen
Spaltung durch Chymotrypsin) sowie durch die vom Auswedgmmm fir die detektierten
Molmassen der jeweiligen Peaks vorgeschlagenen Amineséguenzen. Es gelang hierbei
jedoch nicht, die komplette Aminosauresequenz d€3aseins sowie des-Lactoglobulins
im Hydrolysat wiederzu nden. So konnten beispielsweiseRf-HPLC-Chromatogramm
des chymotryptischen Verdaus vorCasein Peptide nicht detektiert werden, welche Lys 95,
Lys 97, Lys 105 sowie Lys 107 in ihrer Sequenz enthalten. lymatryptischen Hydrolysat
des -Lactoglobulins war das Peptid, welches Lys 47 enthalhtmeachweisbar. Grund daftr
sind vermutlich unvollstandige Spaltungen sowie weitanspezi sche Hydrolysen durch
Chymotrypsin, welche jedoch nicht bekannt sind. Chymatitypst daher fur eine Lokalisie-
rung reaktiver Lys-Reste nicht geeignet. Infolgedessen ke eine Proteinhydrolyse Tryp-
sin, welches schon erfolgreich zur Bestimmung mTG-reak®in-Reste angewandt wurde,
zum Einsatz. Die RP-HPLC-Chromatogramme des tryptischgirdllysates der nicht mo-
di zierten Proteine sowie die Zuordnung der Peaks zu deptisghen Fragmenten wurden
bereits in Kap. 4.3.1.4 erlautert. Werden allerdings mpidirte Proteine, d.h. Proteine de-
ren Lys-Reste mit Z-GIn-Gly markiert wurden, mit Trypsirkubiert, so wirkt sich dies auf
die Hydrolyse aus. Diese Veranderungen sind bei einer Aealles tryptischen Verdaus zu

beachten und sind im nachfolgenden Kap. 4.4.1.5 erlautert.

4.4.1.5 Zusammenfassung

Anhand der Voruntersuchungen ergeben sich fur die zu etablle Methode zur Bestim-

mung mTG-zugéanglicher Lys-Reste im Protein folgende Bguaingen:

1. Markierung: mTG-Aktivitat: 5,5 U/g Protein
Z-GIn-Gly-Konzentration: 30-facher molarer Uberschuss
Inkubation: 1 h bei 40C

2. Hydrolyse: Trypsin: Enzym-Substrat-Verhéaltnis 1:100
Inkubation: 2,5 h bzw. 5 h bei 3T

3. Peptididenti zierung: RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion
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Eine Identi zierung der mit Z-GIn-Gly modi zierten Peptanach dem tryptischen Verdau
des Proteins erfolgt Gber das Peakpro | und tGber die zuggetmassenspektrometrischen
Daten. Neue Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm sowie die Betelon neuen Fragmen-
ten mit charakteristischen Molmassen im tryptischen Hiysiat der modi zierten Probe im
Vergleich zur nicht modi zierten Probe deuten auf einenli&in von Z-GIn-Gly hin. Die
spezi schen Molmassen von Peptiden mit einem markiertestlRgst setzen sich hierbei
wie folgt zusammen. Bei Trypsin handelt es sich um eine Eapbgase, welche bevorzugt
an Peptidbindungen spaltet, an denen die basischen Amiressdiys oder Arg beteiligt
sind. Eine Spaltung der Peptidbindung an den mit Z-GIn-Gbdinzierten Lys-Resten ist
aber nicht mehr moglich. Bei einem tryptischen Verdau werstlamit aufgrund der fehlen-
den Spaltung an einem mit Z-GIn-Gly modi zierten Lys-Resue Peptide gebildet, deren
charakteristische Molmasse aus den zum markierten Lysii&gmchbarten Peptiden und
der Masse des eingebauten Z-GIn-Gly (320,3 Da) zusammetzgjest. Liegt der fur mTG
zugéngliche Lys-Rest jedoch innerhalb eines Peptidesesvigeispielsweise bei dem Frag-
ment 29-32 aus -Casein der Fall ist, so resultiert die charakteristisch@nésse aus der

Masse des Peptides erhoht um die Masse des eingebauter@hGin

4.4.2 ldenti zierung mTG-reaktiver Lysinreste in -Casein unter Normal- und
Hochdruck

-Casein wurde entsprechend Kap. 3.6.3 bzw. Kap. 4.4.1.5isrAcetat-Puffer bei 40C
far 1 h zur enzymatischen Modi zierung der Lys-Reste mit x&ly und mTG behandelt.
Die Versuche erfolgten unter Normaldruck sowie unter hamgirostatischen Driicken von
400 MPa, um den Ein uss einer druckinduzierten Struktugindg zu erfassen. Nach einem
tryptischen Verdau des modi zierten-Caseins wurden die entstandenen Peptide mittels
RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion aufgetrennt und anhandReskpro Is und der mas-
senspektrometrischen Daten analysiert (Kap. 4.4.1.%.dohaltenen RP-HPLC-Chroma-
togramme der Hydrolysate von nicht modi ziertem sowie mpi@rtem -Casein sind in
Abb. 4.44 dargestellt.

Im Hydrolysat der mit Z-GIn-Gly unter Normaldruck inkubien -Caseinprobe sind im
Chromatogramm keine neuen Peaks detektierbar, welcheidimddi zierte Peptide cha-
rakteristischen Molmassen aufweisen. Durch eine Analyeengsassenspektrometrischen

Daten gelang es jedoch 3 ,neue” Fragmente im Vergleich zwsddiaspur des unbehandel-
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ten -Caseins bei Retentionszeiten von 13,6, 14,7 und 19,7 nuhzouaveisen (Abb. 4.45),
welche mit anderen tryptischen Peptiden des Hydrolysatelsiieren (Peak™, 5+2" und
9+7 in Abb. 4.44). Das Peptid bei einer Retentionszeit von 13r6weist eine Molmasse
von 836,7 Da auf. Dies entspricht der Molmasse des mit eingainZGly markierten Pepti-
des 29-32 (Molmassenzunahme des tryptischen Peptides @@ [32). Ebenso basieren die
bei 14,7 min bzw. bei 20,4 min detektierten charakterisgscMassen von 1230,9 Da bzw.
1911,5 Da auf einem Einbau von einem Molekil Z-GIn-Gly in thgptischen Fragmente
100-107 bzw. 170-183. Anhand der Aminosauresequenz digseneuen” Peptide kann
auf eine Modi zierung der Lys-Reste an den Positionen 2%, 46wie 176 geschlossen wer-
den. Die identi zierten Peptide und die zugehodrigen Mols&ssind in Tab. 4.6 dargestellt.

Erfolgt die enzymatische Markierungsreaktion voi€asein unter Hochdruck bei 400 MPa,

L L
L L

Abb. 4.44: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich baditen -Casein-Proben zur
Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Reste (Peak-Nummer vgl. #a8); schwarz: Referenz,
blau: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,5 U mTG/g-CN unter Normaldruck, grin: Inku-
bation mit Z-GIn-Gly und 5,5 U mTG/g-CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Abb. 4.45: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tripetisterdaus von unterschied-
lich behandelten -Casein-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Restieyarz:
Referenz, blau: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,5 U mTG/¢CN unter Normaldruck,
grun: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,5 U mTG/g-CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Tab. 4.6: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte mTG-reaktive Lys-Resi® -Casein (Peak-Nummer
vgl. Abb. 4.44)

Peak- tryptisches Anzahlan Lys-Rest berechnete Masse ktdete Masse
Nr.[H Peptid  Z-GIn-Gly? Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]

Inkubation mit 5,5 U mTG/g -CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa

4M 29-32 1 29 836,6 836,7
5+ 100-107 1 105 1230,8 1230,9
9+™  170-183 1 176 1911,3 1911,5

Inkubation mit 19,5 U mTG/g -CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa

- 29-32 1 29 836,6 836,7
. 100-107 1 105 1230,8 1230,9
- 170-183 1 176 1911,3 1911,6

(1 peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Talmddi ziert mit Z-GIn-Gly
21 Anzahl der Molekiile an Z-GIn-Gly im tryptischen Peptid

fuhrt dies zu keiner Veréanderung in der Modi zierbarkeitr dg/s-Reste. Es werden unter
Hochdruck ebenfalls Lys 29, Lys 105 und Lys 176 durch mTG gritien (Abb. 4.44 und
Tab. 4.6). Wie fur die GIn-Reste zeigt sich auch fur die Lysst, dass eine Hochdruckbe-
handlung keinen Ein uss auf die Struktur vonCasein besitzt, welche sich auf die mTG-
Zuganglichkeit auswirkt. Die Reaktivitat der Lys-Restedvidaher vorwiegend durch die
Primarstruktur des Proteins bestimmt.

Durch eine Erhéhung der mTG-Konzentration konnte beraits ¥erbesserung des Umsat-
zes der GIn-Reste im-Casein mit dem Label GGG beobachtet werden (Kap. 4.3.2)eDa
wurde auch fir die Bestimmung der mTG-reaktiven Lys-Resgendl G-Aktivitat fur die
Markierungsreaktion um das 2,5-fache von 5,5 auf 19,5 U gTGZN erhéht. Jedoch zeig-
ten sich hier keine Unterschiede in der Angreifbarkeit dgg-Reste (Tab. 4.6). Dies deutet
darauf hin, dass mTG gegentber den Lys-Resten-iGasein spezi scher ist als gegeniuber

den GIn-Resten.

Zusammenfassung

Flur -Casein konnten unter Normal- sowie Hochdruck anhand deshseebenen Methode

3 der 11 im -Caseinmolekil vorhandenen Lys-Reste als reaktiv fur di€&rkatalysierte
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Vernetzungsreaktion eingestuft werden. Es handelt sietb&i um die Lys-Reste an den
Positionen 29, 105 und 176. Da sich eine Erhohung der Enzywitdksowie eine Druckbe-
handlung nicht auf die mTG-Zugénglichkeit auswirkte, wistmutet, dass die Primarstruk-

tur des -Caseins einen sehr grof3en Ein uss auf die Reaktivitat gerReste besitzt.

4.4.3 Identi zierung mTG-reaktiver Lysinreste in -Lactoglobulin unter

Normal- und Hochdruck

Im -Lactoglobulinmolekil konnten die GIn-Reste nur infolgeez druckinduzierten De-
naturierung des Proteins durch mTG modi ziert werden (Kd4g8.3). Zur Uberprifung
der mTG-Zuganglichkeit der Lys-Reste wurde dahdractogobulin unter den optimierten
Reaktionsbedingungen aus Kap. 4.4.1.5 mit mTG sowie denkibtangsreagenz Z-GIn-
Gly versetzt und unter Normal- sowie Hochdruck bei 400 MPailoert, tryptisch verdaut
und die gebildeten Peptide mittels RP-HPLC-MS analysiglsenfalls wurde ein nicht mo-
di ziertes -Lactoglobulin als Referenz mitgeftihrt. Die erhaltenentPLC-Chromato-
gramme der jeweiligen tryptischen Hydrolysate sind in AbB6 dargestellt. Die Detektion
und Identi zierung der mit Z-GIn-Gly markierten Peptidd@gte anhand des Peakmusters
und der massenspektrometrischen Untersuchung entspreklap. 4.4.1.5.

Die RP-HPLC-Chromatogramme in Abb. 4.46 zeigen, dass fsiudéer Normaldruck mo-
di zierte -Lactoglobulin 2 neue Peaks bei Retentionszeiten von 20dl 20,7 min im
Vergleich zum Peakpro | der nicht modi zierten Probe zu ennen sind (Peak Y6bzw.
11+9" und 2+12" in Abb. 4.46). Uber die zugehorige Massenspur lassen sihltirak-
teristischen Molmassen von 1907,6 Da und 1222,7 Da bei dienRenszeit von 20,1 min
und 1468,9 Da bei der Retentionszeit von 20,7 min detektiddéese sind in der Referenz-
probe nicht nachweisbar (Abb. 4.47), wodurch diese Pepticdgschlief3lich auf eine mTG-
katalysierte Reaktion, d.h. auf einer Modi zierung der Lsste, zurtickzufiihren sind. Wei-
tere mit Z-GIn-Gly markierte Peptide, welche mit andergmptischen Fragmenten coeluie-
ren, konnten anhand der massenspektrometrischen Datardetektiert werden. Die Mol-
massen der ,neuen” Fragmente sind in Tab. 4.7 zusammesgdasdem Fragment mit der
charakteristischen Molmasse von 1907,6 Da handelt es siattas mit Z-GIn-Gly markier-
te Peptid 1-14, welches durch eine fehlende tryptischet@pginfolge einer Modi zierung
des Lys 8 aus den benachbarten tryptischen Fragmenten d-8-04 entstanden ist. Ent-

sprechend sind die Peptide mit einer Molmassen von 1222, 20a1468,9 Da auf eine
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fehlende Hydrolyse an den Lys-Resten Lys 77 bzw. Lys 141ckaifiihren, wodurch die
mit jeweils einem Molekil Z-GIn-Gly modi zierten Peptide6783 bzw. 139-148 gebildet
wurden. Demnach werden Lys 8, Lys 77 und Lys 141 durch mTG-UNbemaldruck ange-
griffen.

Nach einer enzymatischer Markierung unter Hochdruck b@iMPa lassen sich bei der RP-
HPLC-Analyse des tryptischen Verdaus ebenfalls die mitZ-Gly modi zierten Fragmen-
te 1-14, 76-83 und 139-148 ermitteln. Somit kann ebenfallslee mTG-reaktiven Lys-Reste
an den Positionen 8, 77 und 141 geschlossen werden. Agfféllhier jedoch eine Steige-
rung der Peakintensitat dieser modi zierten Fragmente PaHPLC-Chromatogramm so-

wie eine Zunahme der lon counts der zugehoérigen Massensjpmré/ergleich zur Nor-

b

Abb. 4.46:RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich bd#iten -Lactoglobulin-

Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Reste (Peak-Nemnryl. Tab. 4.7);
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,5nJG/g -LG unter Nor-
maldruck, grun: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,5 U mTG/gLG unter Hochdruck
(400 MPa)
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Abb. 4.47: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tripetis¥erdaus von unterschied-
lich behandelten -Lactoglobulin-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Bmsste;
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,310G/g -LG unter Nor-
maldruck, grun: Inkubation mit Z-GIn-Gly und 5,5 U mTG/gLG unter Hochdruck
(400 MPa)
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Tab. 4.7: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte mTG-reaktive Lys-Resie -Lactoglobulin (Peak-
Nummer vgl. Abb. 4.46)

Peak- tryptisches Anzahlan Lys-Rest berechnete Masse ktigete Masse
Nr.[H Peptid  Z-GIn-Gly? Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]

Inkubation mit 5,5 U mTG/g -LG bei 0,1 MPa

16V 76-83 1 1 1223,0 1222,7
11+9% 1-14 1 8 1907,5 1907,6
2+12%  139-148 1 141 1469,2 1468,9

Inkubation mit 5,5 U mTG/g -LG bei 400 MPa

g\ 70-75 1 70 1020,9 1020,7
161 76-83 1 7 1223,0 1222,7
11+9¥ 1-14 1 8 1907,5 1907,2
2+12M 139-148 1 141 1469,2 1468,9
13+7M 78-91 1 83 1891,4 1891,1

Inkubation mit 19,5 U mTG/g -LG bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa

. 70-75 1 70 1020,9 1020,7
- 76-83 1 1 1223,0 1222,8
- 1-14 1 8 1907,5 1907,3
- 139-148 1 141 1469,2 1469,0
. 78-91 1 83 1891,4 1891,2

(11 peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Talmdd? ziert mit Z-GIn-Gly
21 Anzahl der Molekiile an Z-GIn-Gly im tryptischen Peptid

maldruckprobe (Abb. 4.46 und Abb. 4.47). So weisen nachrdmieubation bei Hoch-
druck alle Peaks deutlich hohere Signale auf. Durch Hodtdhzw. durch die erreichte
Denaturierung der -Lactoglobulinstruktur wird demnach die Zuganglichkeiéskr Lys-
Reste fur mTG deutlich verbessert. Da unter NormaldruclStimale fur die Peptide 1-14
(Lys 8) und 139-148 (Lys 141) im Vergleich zur hochdruckbetelten Probe kaum zu de-
tektieren sind, kdnnen die Lys-Reste 8 und 141 als reaktiebe8 unter Hochdruck de -
niert werden. Des Weiteren ist infolge einer Druckinkubatein neuer Peak im RP-HPLC-
Chromatogramm bei einer Retentionszeit von 21,4 min (P8ak™ in Abb. 4.46 mit einer
Molmasse 1891,1Da) sowie bei der massenspektrometrigshalyse ein weiteres ,neu-

es" Fragment mit der Molmasse 1020,7 Da, welches bei 16,0mmtianderen tryptischen

157



4 Ergebnisse und Diskussion

Fragmenten coeluiert (PeaK 8n Abb. 4.46), im Hydrolysat nachweisbar. In den Hydroly-
saten der Referenz- und Normaldruckprobe sind diese Malemasicht detektierbar, wie es
Abb. 4.47 belegt. Daher basieren diese auf einer enzyratidelodi zierung der Lys-Reste
wahrend der Hochdruckbehandlung. Anhand der charaksstigin Molmassen dieser zwei
markierten Peptide, welche in Tab. 4.7 aufgefihrt sindnkaur die Peptidsequenz und da-
mit auf die mTG-reaktiven Lys-Reste geschlossen werdes.detektierte ,neue” Fragment
mit der Molmasse von 1020,7 Da resultiert aus einem EinbaeseMolekiils Z-GIn-Gly
in das tryptische Fragment 70-75. Das Peptid enthalt inesghminosauresequenz zwei
potentiell reaktive Lys-Reste an Position 70 und 75. Da aiertryptische Hydrolyse an
Lys 75 ungehindert ablief, kann davon ausgegangen wera@es, lder keine Modi zierung
mit Z-GIn-Gly erfolgte (Kap. 4.4.1.5). Demnach ist der Ligest an Position 70, welcher
nicht an der durch Trypsin katalysierten Proteinspaltuetgitigt ist, als modi ziert zu be-
trachten. Bei dem modi zierten Peptid mit der Molmasse v8081,1 Da handelt es sich um
das Fragment 78-91, welches aufgrund einer fehlenderigcjein Spaltung am markiertem
Lys 83 aus den Peptiden 78-83 und 84-91 gebildet wurde. [Riegeaviesene Modi zierbar-
keit von Lys 70 und Lys 83 belegt, dass durch eine Druckbdoagdzw. Strukturanderung
mehr Lys-Reste durch mTG angegriffen werden kdnnen.

Ob eine erhdhte mTG-Aktivitat von 19,5 U mTG/gLG zu einer Veranderung der Modi-
zierbarkeit der Lys-Reste unter Normaldruck bzw. Hochekdtihrt, wurde ebenfalls un-
tersucht. Entsprechend zuCasein konnte aber kein Effekt auf die Zuganglichkeit des-L
Reste beobachtet werden. Demnach wird die Reaktivitat geiReste auch bei-Lacto-

globulin vorwiegend durch die Konformation und nicht dudte Enzymaktivitat bestimmit.

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bleactoglobulin unter Normaldruck die Lys-
Reste an den Positionen 8, 77 und 141 fur eine Derivatisgenuih Z-GIn-Gly durch mTG
zugénglich sind, wobei deren Reaktivitdten durch eine idoetkbehandlung deutlich er-
hoht werden. Infolge einer Druckdenaturierung und damal@tranderung des Proteins
werden zusétzlich Lys 70 und Lys 83 durch mTG angegriffeesl2eigt, dass unter Normal-
druck die Lys-Reste fiur mTG zwar zugénglich sind, aber enstlieine Druckbehandlung
die Modi zierbarkeit und Angreifbarkeit stark erhoht weal

Zu beachten ist hier allerdings, dass das Label Z-GIn-Glgrand der hydrophoben Grup-
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pe zu einer geringen Denaturierung voiLactoglobulin fihren kann. Hierbei kbnnten die
Lysinreste in geringem Mal3e fir einen Angriff durch mTG augjich werden, wobei aber
die Strukturanderung nicht so stark ist, dass eine sichtQarervernetzung bzw. eine Frei-
setzung der freien Thiolgruppe desLactoglobulin wie bei MDC erfolgt (Kap. 4.4.1.2).
Die Voruntersuchungen in Kap. 4.4.1.2 zeigten allerdinigss die hydrophobe Gruppe im
Label Z-GIn-Gly notwendig ist, um als Substrat fir mTG zudieren. Eine Angreifbarkeit
von Lys 8, Lys 77 und Lys 141 durch mTG im nativer_actoglobulin wurde bereits von
Nieuwenhuizen et al. (2004) beschrieben. Die von Nieuweadnuet al. (2004) angewand-
ten Inkubationsbedingungen flrLactoglobulin lassen jedoch vermuten, dass das Protein
schon teilweise denaturiert vorlag (Kap. 4.3.1.4).
Ebenfalls ist es auch moglich, dass die Lys-Reste an deridiesi 8, 77 und 141 von
-Lactoglobulin unter Normaldruck in geringen Mal3e zugéigsind und das Label nicht
zur Proteindenaturierung fuhrt. Demnach wéren diese Rastativen -Lactoglobulin flr
mMTG angreifbar. Eine Proteinquervernetzung vehactoglobulin ndet unter nativen Be-
dingungen aber dennoch nicht statt, da die an der Reaktienfals beteiligten GIn-Reste
fur mTG nicht zuganglich sind (Kap. 4.3.3).

4.4.4 Spezitat der mTG gegeniber Lysinresten

Bei der Bestimmung der mTG-zuganglichen Lys-Reste miteHdes Labels Z-GIn-Gly
konnten 3 der 11 Lys-Reste imCasein (Lys 29, Lys 105, Lys 176) als reaktiv unter na-
tiven und denaturierenden Bedingungen nachgewiesen wdrde -Lactoglobulin wurden
3 der 15 Lys-Reste (Lys 8, Lys 77, Lys 141) als reaktiv untatiyren” Bedingungen iden-
ti ziert, wobei bis auf den Lys-Rest Lys-77 nur eine sehrigge Reaktion erfolgte. Unter
hohen hydrostatischen Driicken konnten irhactoglobulin zuséatzlich die Lys-Reste an den
Positionen 70 und 83 durch mTG angegriffen werden, woduieh8der 15 vorhanden Lys-
Reste als mTG-reaktiv zu betrachten sind. Da nicht alleRgste der Proteine durch mTG
modi ziert wurden, lasst dies auf eine Spezi tat der mTG gagber den im Protein vorhan-
denen Lys-Resten schliel3en.
Im -Caseinmolekul, dessen dreidimensionale Struktur in Ab#8 dargestellt ist, liegen
Lys 105 und Lys 176 in Random coil-Bereichen und Lys 29 am isiiealen Ende einer
-Helix und besitzen Lésungsmittelzuganglichkeiten vonI2und 27 % (bestimmt mittels

Swiss Pdb Viewer V3.7). Da es sich aber beCasein um ein Protein mit einer sehr offenen
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<+— Lys29
Y Lys176

Lys105

Abb. 4.48: Lokalisierung mTG-reaktiver Lys-Reste in der dreidimensilen Struktur von -Casein
(3D-Strukturdaten B.pdb (Kumosinski et al., 1993) dargiistmit dem Programm
RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blawFaltblatt-Strukturen, orange:-Helix-

Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: reaktive-Reste

und exiblen Struktur handelt, ist der Ein uss der geringsgebildeten Sekundarstruktur auf
die Angreifbarkeit der Lys-Reste vernachlassigbar. Weitebasiert die in Abb. 4.48 darge-
stellte Struktur auf Berechnungen und muss daher nicht gsve@ise der wahren Protein-
struktur entsprechen. Innerhalb der dreidimensionalerk&tr von -Lactoglobulin, welche
unter anderem aus den Untersuchungen von Oliveira et d@ljafekannt ist (Abb. 4.49),
sind die unter nativen Bedingungen schwach modi zierbayeReste Lys 8 und 77 in Ran-
dom coil-Bereichen und Lys 141 in einerHelix lokalisiert und besitzen Losungsmittelzu-
ganglichkeiten von 56, 69 und 49 % (bestimmt mittels Swiss Yiéwer V3.7). Demnach
konnen die Lys-Reste in Random coil-Bereichen sowie irabriiner -Helix durch mTG
modi ziert werden, sofern sie eine hohe Lésungsmittelng@&hkeit besitzen. Die Reakti-
vitat dieser Reste wird allerdings durch eine druckinddei@duffaltung des Proteins stark
erhoht. Lys 70 und Lys 83, welche nur unter hohen hydrostagis Driicken durch mTG
angegriffen werden kénnen, sind in einefaltblatt-Struktur gelegen und zu 46 und 16 %
dem Lo6sungsmittel zugewandt (bestimmt mittels Swiss Pedver V3.7). Vermutlich wirkt
sich entweder die Lage in einerFaltblatt-Struktur und/oder die geringere Lésungsrhitte
zuganglichkeit negativ auf einen Angriff durch mTG aus. $ariten auch Lee et al. (2002)
und Nieuwenhuizen et al. (2004) beobachten, dass die LgteR@ Vergleich zu den GIn-

Resten mehr dem Lésungsmittel zugewandt sein missen, @nMeidi zierung durch mTG
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Abb. 4.49: Lokalisierung mTG-reaktiver Lys-Reste in der dreidimensilen Struktur von
-Lactoglobulin (3D-Strukturdaten 1B8E.pdb (Oliveira & 2001) dargestellt mit dem
Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blatFaltblatt-Strukturen, orange:

-Helix-Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: ndakLys-Reste

zu ermaglichen.

Neben der Sekundarstruktur wird weiterhin der Ein uss dem@rstruktur auf die Angreif-
barkeit der Lys-Reste betrachtet. Die nach Bigelow (19&fethneten durchschnittlichen
Hydrophobitaten der Aminosauresequenz ve@asein und -Lactoglobulin in Tab. 4.5 in
Kap. 4.3.4 zeigen, dass die identi zierten mTG-reaktivgs-Reste im hydrophoben sowie
hydrophilen Proteinabschnitt lokalisiert sind. Ein Eissider hydrophoben Aminoséuren
auf die Angreifbarkeit der Lys-Reste durch mTG kann songhhhachgewiesen werden.
In Abb. 4.50 und Abb. 4.51 sind die modi zierbaren Lys-Ressteerhalb der Aminosaure-
sequenz von -Casein und -Lactoglobulin dargestellt. Bei-Casein sind den durch mTG
modi zierbaren Lys-Resten Lys 29, Lys 105 und Lys 176 Amidaen mit ungeladenen
bzw. positiv geladenen Seitenketten benachbart. LyseResiche nicht durch mTG ange-
griffen werden, be nden sich hingegen in direkter Nachbhest zu negativ geladenen Ami-
nosauren wie Glu oder Asp sowie zu Aminosauren mit ungekx@olaren (hydrophilen)
Seitenketten, wie Ser und Tyr. Diese Beobachtungen fGasein werden durch die Unter-
suchungen an -Lactoglobulin bestétigt. So sind die als mTG-reaktiv itlererten Reste
Lys 8, Lys 70, Lys 77, Lys 83 und Lys 141 weder neben einer megatadenen Aminoséaure
noch neben Aminosauren mit unpolaren hydrophilen Seiteerkgelegen. In Ubereinstim-

mung mit diesen Ergebnissen stehen die Forschungen vomkahés al. (2000b) und Ka-
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l1RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINEKKI
SIERFQSEEQQQTEDELOQQDEKIHPFAQTOQSLVY
6l PF PGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQOQP
99 EVMGVSKVEKEAMAPKHKEMPFEFPERKYPVQPFEFT
1217 ESQSLTLTDVENLHLPPLLLOQSWMHOQPHTOQTP
152 LPPTVMFEFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPY
181 PORDMPIQAFLLYQOQPVLGPVRGPEFPITIV

Abb. 4.50: Lokalisierung der mTG-reaktiven Lys-Reste in der Amingsgequenz von -Casein;

rot: reaktive Lys-Reste

1LIVTQTMKGLDIQEKVAGTWYSLAMAASDTIS
31 LLDAQSAPLRVYVEELEKPTPEGDILETITLTLOQOIK
6l WENGECAQKEKIIAEKTEKIPAVFEKIDALNEN
9 K VLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPE- QSTLACDOQ
121 CLVRTPEVDDEALEEKEFDKALEKALPMHTIRTLS
15T FNPTQLEEOQCHTI

Abb. 4.51: Lokalisierung der mTG-reaktiven Lys-Reste in der Amings&aquenz von

-Lactoglobulin; rot: reaktive Lys-Reste

shiwagi et al. (2002), welche eine positive Wirkung von pegjeladenen Aminosauren und
einen negativen Effekt von negativ geladenen Aminosauwredia Umsetzung der Lys-Reste
beschreiben. So fiihrt eine Substitution von Asn durch Lyg Bzg in direkter N-terminaler
Position zu Lys zu einer erhdhten Reaktivitat (Taguchi et2000), wahrend eine negati-
ve Ladung im Abstand von weniger als vier Aminoséauren zu Lt Angriff durch mTG
vermindert (Ohtsuka et al., 2000b). Abweichend davon kenNieuwenhuizen et al. (2003)
keinen Ein uss der benachbarten Aminosauren auf die Regktider Lys-Reste feststellen.
In seinen Untersuchungen amLactalbumin wurden Lys-Reste durch mTG modi ziert,
egal ob sie neben Glu, Asp, His, Lys, Thr, lle, Gly, Ala odeulpositioniert waren. Die
Struktur des aktiven Zentrums der mTG sowie der von Kashiwggl. (2002) postulierte
Reaktionsmechanismus der Acyl-Transfer-Reaktion (Kap.32 lassen jedoch eine Erkla-
rung fur die beobachteten positiven und negativen Effektegeéladenen Aminosauren auf
die Lys-Reaktivitat zu. Nach Kashiwagi et al. (2002) be ndgch im hinteren Bereich des
aktiven Zentrums, wo die Anbindung des Acylakzeptors gtfdlauptsachlich Aminosauren
mit negativer Ladung. Die Zuganglichkeit von Lys-Restemfil G kann daher durch positiv
geladene Aminoséauren in deren Nachbarschaft erhoht wékdestiwagi et al., 2002). Ne-
gativ geladene Aminosauren kénnten dagegen eher ,abstoeken. Des Weiteren lasst

sich im Hinblick auf den Reaktionsmechanismus folgendksreren. Ein wichtiger Reakti-
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onsschritt der Acyl-Transfer-Reaktion ist die Abstraktiines Protons von der Seitenkette
des Lys-Restes durch das negativ geladene Asp 255 der tisthbn Triade (Kap. 2.1.3,
Abb. 2.3, Schritt D). Be ndet sich nun eine negativ geladémeinosaure in Nachbarschaft
zu dem Lys-Rest, erfolgt eine Abstol3ung zu dem negativ gaka Asp 255, wodurch eine

Anné&herung und damit eine Reaktion verhindert wird.

4.5 ldenti zierung mTG-reaktiver Glutamin- und Lysinrest ein

micellar assoziiertem -Casein

In Milch liegen die Caseine nicht frei, sondern aggregierEorm von Micellen vor, was
sich maf3geblich auf die enzymkatalysierte Quervernetmaadstion auswirkt. Beispielswei-
se fuhrt eine mTG-Behandlung mit 4 U mTG/g CN bei 4Dflr 1 h bei Natriumcaseinat
zu einem mittels Superdex-GPC bestimmten Oligomerisgsgrad von ca. 37 %. Die Ca-
seine der Milch werden dagegen unter den gleichen Bediregungr zu ca. 20 % vernetzt
(Kap. 4.2.1). Demnach bieten die monomeren Caseine imataseinat einen ungehin-
derten Zugang fur das Enzym mTG, wahrend die Zugéangliclokeith die micellare Asso-
ziation erschwert ist (Mautner et al., 1999; Bonisch et2004). Inwieweit sich die micel-
lare Struktur auch auf die mTG-zuganglichen GIn- bzw. Lyste im -Casein auswirkt,
wurde daher in diesem Teil der Arbeit untersucht. Ziel wahiesbei einen Vergleich zu
den Reaktionsorten von ,freiem“Casein zu erstellen und Rickschlisse auf eine mdgliche
Assoziation der Caseine innerhalb der Micelle zu ziehenmavssetzung fur diese Untersu-
chungen ist die Beobachtung, dass innerhalb der Caseitbenvcewiegend -Casein durch
mTG angegriffen wird (Kap. 4.2.2), wodurch eine enzymatesklodi zierung der GIn- bzw.
Lys-Reste und damit eine Ermittlung der Reaktionsorte iroeffaren -Casein ermdglicht

wird.

4.5.1 Methodenetablierung

Die Ermittlung der fir mTG zuganglichen GIn- bzw. Lys-Regt& -Casein innerhalb der
Caseinmicelle basiert auf den bereits fur ,freiesCasein etablierten Methoden zur Reak-
tionsortbestimmung in Kap. 4.3.1 und Kap. 4.4.1. Grundiagdemnach die enzymatische
Markierung der GIn-Reste mit GGG bzw. der Lys-Reste mit A-Gly, ein anschlie3ender
tryptischer Verdau und eine Analyse der gebildeten Peptitiels RP-HPLC-MS. Jedoch
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missen die Reaktionsbedingungen auf das neue SubstratGastlen angepasst werden.

45.1.1 Auswahl des Substrates

Als Quelle fur ,native” Micellen dient pasteurisierte Milcwelche im Vergleich zur UHT-
Magermilch nur eine geringe Hitzebehandlung erfahren Nathteil der pasteurisierten
Milch ist jedoch das Vorhandensein eines Inhibitors fur mT®durch die Aktivitat des
Enzyms und damit die Proteinquervernetzung verminderd@rerBei dem Inhibitor handelt
es sich um eine hitzelabile Substanz mit einem Molekulaigfgwon 200-250 kDA (de Jong
etal., 2003), welche im Milchserum lokalisiert ist (Borhset al., 2004). Ebenfalls wirkt sich
der relativ hohe Fettgehalt von 1,5 % auf die analytischetetsnchungen mittels RP-HPLC
sowie GPC (Adsorption von Fett an die Saule) und auf die Aselyittels DLS (Uberlage-
rung der Grof3enverteilung von Micelle und Fetttropfcheeyativ aus. Aufgrund dessen
wurde die pasteurisierte Milch zur Abtrennung der Casetetten bei 11000 U/min zentri-
fugiert. Der Uberstand, welcher u.a. das Fett und den Itdileinthalt, wurde abdekantiert
und die prazipitierten Micellen in einem synthetischendfilltra Itrat (SMUF) suspendiert.
Die hierbei erhaltene Micellldsung wurde anschlielend@ptimierung der Methodenpa-
rameter beziglich Enzymaktivitdt und Labelmenge und detdlich zur Bestimmung der

Reaktionsorte der enzymatischen intramicellaren Queeteung verwendet.

4.5.1.2 Ermittlung der optimalen Enzymaktivitat

Um die Reaktionsorte in micellaremCasein mit denen im ,freien”-Casein vergleichen
zu konnen, sollte eine Enzymaktivitat eingesetzt werdemwielcher ebenfalls ein Oligome-
risierungsgrad von 50 % erreicht wird. Hierzu wurden die &lidsungen mit unterschied-
lichen Enzymaktivitaten (8-14 U mTG/g CN) fur 1 h bei 40 inkubiert und anschliel3end
Uber eine Analyse mittels Superdex-GPC der erreichte @legsierungsgrad ermittelt. Ei-
ne ca. 50 %ige Vernetzung konnte bei einer EnzymaktivittMU mTG/g CN beobachtet

werden.

4.5.1.3 Ermittlung der optimalen Labelmenge

Um einen effektiven Einbau der Label an die Reaktionsorterbalten, missen GGG so-
wie Z-GIn-Gly in einem hohen molaren Uberschuss bezogerd&uin- und Lys-Reste

im Protein zugesetzt werden. Da es sich aber bei dem Unteragesmaterial Caseinmi-
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cellen um ein dynamisches System handelt, kdnnte eine dferéng in der umgebenden
Matrix z.B. durch den Zusatz der Markerreagenzien, ein@us auf die micellare Struk-
tur besitzen. Fir eine Bestimmung der Reaktionsorte wiasein innerhalb der intakten
Micelle muss daher eine ausreichende Stabilitat der Mitektur bei den angewandten In-
kubationsbedingungen gewahrleistet sein. Zur Uberpuifias Effektes eines Labelzusatzes
auf die Caseinmicelle wurden die Micellldsungen mit urckisdlichen Konzentrationen an
GGG bzw. Z-GIn-Gly versetzt und die Micellstabilitat bzvie d/er&nderung der micellaren
Struktur anhand von Trilbungsmessungen sowie einer AnaigdeL S charakterisiert. Die
Versuche zeigten, dass die micellare Struktur bis zu eingdrfdchen bzw. 30-fachen mo-
laren Uberschuss an GGG bzw. Z-GIn-Gly bezogen auf die48asein vorhandenen GIn-
bzw. Lys-Reste stabil ist.

Die Bestimmung der optimalen Labelkonzentration fir eirielgreiche enzymatische Mar-
kierung der Reaktionsorte erfolgte analog zu dem ,freiesotierten -Casein (Kap. 4.3.1.3
und Kap. 4.4.1.3). Im Hinblick auf das Label GGG wird ein Hf@8her molarer GGG-
Uberschuss zur erfolgreichen Markierung reaktiver GlistRals optimal angesehen, da hier
die Quervernetzung fast vollstandig um ca. 98 % inhibiertdeu Fur Z-GIn-Gly wird ein
30-facher Uberschuss ausgewahlt. Bei dieser Labelkoratent wurde zwar nur eine Ver-
ringerung der Quervernetzung um ca. 57 % beobachtet, jedbodher die Stabilitat der

Caseinmicelle noch gegeben.

4.5.1.4 Proteinhydrolyse

Nach einer Behandlung der Micelllésung mit den Labeln in &wgart von mTG wird ein
Proteingemisch erhalten, welches sich aus den nicht mmuten s-, - und -Caseinen
sowie aus den enzymatisch markierten Caseinen zusamraehbateine anschlielRende Er-
mittlung der Reaktionsorte im-Casein zu erleichtern, sollte eine Abtrennung d€3aseins
aus dem Proteingemisch erfolgen. Da aber eine Isolieruoly Aachaffenburg (1963) bzw.
mittels lonenaustauscher nach Schwarzenbolz (2000) eitdigreich waren, sollte das ge-
samte Proteingemisch einem tryptischen Verdau unteraogedie dabei gebildeten Peptide
Uber eine RP-HPLC-MS aufgetrennt und analysiert werdea Hbablierung der Proteinhy-
drolyse erfolgte zunachst an einer unbehandelten Miceitig. In Abb. 4.52 ist das erhaltene
RP-HPLC-Chromatogramm des tryptischen Hydrolysates esaimten Micellldsung darge-

stellt. Anhand einer Analyse der massenspektrometrisbiagen gelang es, die meisten der
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bekannten tryptischen Fragmente de€aseins aus Kap. 4.3.1.4 im Hydrolysat der Micell-
|6sung wiederzu nden und bestimmten Peaks im RP-HPLC-@latogramm in Abb. 4.52
zuzuordnen. Die identi zierten Fragmente sind in Tab. 4u8ammengefasst. Anhand der
Aminosauresequenz dieser Peptide ist erkennbar, daskirghrdie komplette Sequenz von
-Casein bis auf His 106 - Lys 107 im Hydrolysat detektiert adegr konnten. Da aber in
dem Peptid 106-107 kein mTG-reaktiver Lys- bzw. GIn-Reshalten ist, sollte der trypti-
sche Verdau der gesamten Micellldsung zur Analyse reak@We- und Lys-Reste geeignet
sein. So wurden hier alle tryptischen Fragmente veBasein detektiert, welche bereits fur
isoliertes -Casein in Kap. 4.3.2 bzw. Kap. 4.4.2 als modi ziert nachgm&nen worden

sind.

Abb. 4.52: RP-HPLC des tryptischen Verdaus der Micellldsung (Peakaiier vgl. Tab. 4.8)
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Tab. 4.8: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte Peptide von-Casein im tryptischen Verdau der Mi-
cellldsung (Peak-Nummer vgl. Abb. 4.52)

tryptisches berechnete detektierte detektierte Retestio Peak-

Peptid Masse Masse Ladung zeit Nummer
[Da] [Da] [min]
theoretisch zu erwartende Peptide
1 174,1 n.d. — — —
2-25 2965,2 n.d. — — —
26-28 373,2 373,3 +1 3,1 3
29 146,1 n.d. — — —
30-32 388,2 387,3 +1 14,3 8
33-48 2060,8 2060,7 +2 11,4 6
49-97 A15355,9 5356,5 +3,+4 29,6 22
A2 5315,9 n.d. — — —
98-99 245,2 245,2 +1 2,5 1
100-105 654,3 645,3 +1 10,2 5
106-107 283,2 n.d. — — —
108-113 747.,4 747.,4 +1 15,6 10
114-169 6357,3 6357,9 +3,+4,45 30,7 23
170-176 779,5 779,5 +1,+2 15,0 9
177-183 829,5 829,4 +1,+2 13,4 7
184-202 2184,2 2185,1 +2 25,0 18
203-209 741,4 741,4 +1 21,0 14
zusatzlich detektierte Peptide
1-25 3121,3 3121,0 +2 15,8 11
29-32 516,3 516,4 +1 3,4 4
49-68 Al 2262,2 n.d. — — —
A2 22222  2222,0 +2 24,5 17
53-68 Al11767,9 1768,8 +2 22,1 16
A217279 17279 +2 21,3 15
53-97 A14861,6  4862,2 +3,+4 28,1 21
A2 4821.6 n.d. — — —
69-97 3111,7 31114 +2,43 26,3 19
114-143 3464,8 3465,4 +2,+3 27,4 20
191-202 1381,8 1382,7 +1,+2 18,7 13
184-190 820,4 820,4 +1 16,5 12

n.d.: nicht detektierbar
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4.5.1.5 Zusammenfassung

Zur Identi zierung reaktiver GiIn- bzw. Lys-Reste von mitalaggregiertem -Casein erge-

ben sich folgende optimierte Inkubationsparameter:

1. Markierung: MTG-Konzentration: 14 U/g CN
GGG-Konzentration: 100-facher molarer Uberschuss
Z-GIn-Gly-Konzentration: 30-facher molarer Uberschuss
Inkubation: 1 h bei 40C

2. Hydrolyse: Trypsin: Enzym-Substrat-Verhaltnis 1:100
Inkubation: 5 h bei 37C

3. Peptididenti zierung: RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion

Eine Detektion und Identi zierung der mit GGG bzw. Z-GInyGinarkierten Peptide wird
wie folgt durchgefuihrt. Neben dem-Casein werden bei einem tryptischen Verdau der ge-
samten Micelllésung ebenfalls dig-Caseine und-Caseine hydrolysiert. Die hierbei gebil-
deten Fragmente sind jedoch nicht alle bekannt, wodurah &iralyse des tryptischen Hy-
drolysates im Hinblick auf die Detektion von ,neuen* moderten Peptiden von-Casein,
sei es durch das Auftreten von neuen Peaks im RP-HPLC-Chognanm oder durch das
Vorhandensein neuer Molmassen im Vergleich zum Hydrolgser unbehandelten Micell-
l6sung, erschwert wird. Da aber fir das isoliert€asein die Molmassen und Retentions-
zeiten der mit GGG bzw. Z-GIn-Gly modi zierten tryptisch&eptide bereits in Kap. 4.3.2
und Kap. 4.4.2 identi ziert wurden, kann nun im tryptischihcellhydrolysat spezi sch
nach diesen anhand der bekannten Molmassen und Retegitensgesucht werden. Wer-
den hierbei nicht alle modi zierbaren Peptide im Micellhptysat wiedergefunden, sollte

dies auf den Ein uss der micellaren Struktur zuriickzufimhsein.

4.5.2 Bestimmung der Reaktionsorte (Glutamin- und Lysinre ste) von

-Casein innerhalb der Micelle

Zur Bestimmung der Reaktionsorte der enzymatischen Quezizing von -Casein inner-
halb der Micelle wurden die aus pasteurisierter Milch exén Caseinmicellen in SMUF
suspendiert und mit mTG in Gegenwart der Label GGG bzw. Z@inbei 40 C fir 1 h
inkubiert (Kap. 4.5.1.5). Nach einem tryptischen Verdauggsamten Micellldsung wurden

die hierbei gebildeten Peptide mittels RP-HPLC-MS untestAugenmerk der Analyse lag
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in der Detektion der bereits fur isoliertesCaseins nachgewiesenen modi zierten Peptide
entsprechend Kap. 4.5.1.5. So wurden in den Untersuchundéap. 4.3.2 und Kap. 4.4.2
fur nicht micellares -Casein 5 tryptische Fragmente mit jeweils einem moditaarGIn-
Rest und 3 tryptische Peptide mit jeweils einem modi ziartegys-Rest ermittelt, welche
hier nochmals in Tab. 4.9 aufgefuhrt sind. Die spezi schel®&unach diesen Peptiden im
RP-HPLC-Chromatogramm anhand der bekannten Retentibssgee in den zugehdrigen
massenspektrometrischen Daten des Hydrolysates anhabekBnnten Molmasse ergab,
dass 2 der GlIn-haltigen und 1 der Lys-haltigen Peptide glsfarwurden. Es handelt sich
hierbei um die mit einem GGG-modi zierten Fragmente 17@& 1Lnd 69-97 (Peak und
19" in Abb. 4.53 mit molaren Massen von 951,6 Da und 3284,1 Da)umcdlas Peptid

29-32 mit einem markierten Lys-Rest (Pedk #h Abb. 4.53 mit einer molaren Masse von

Abb. 4.53: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich baddigan Micellldsungen zur
Bestimmung mTG-reaktiver GIn- und Lys-Reste (Peak-NumwgérTab. 4.9); schwarz:
Referenz, blau: Inkubation mit GGG und 14 U mTG/g CN, grukulation mit Z-GIn-
Gly und 14 U mTG/g CN
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Abb. 4.54: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des trigptis¥erdaus von unterschied-
lich behandelten Micellldsungen zur Bestimmung mTG-reaktGIn- und Lys-Reste;
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit GGG und 14 U mTG/g @iin: Inkubation mit
Z-GIn-Gly und 14 U mTG/g CN
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Tab. 4.9: Mittels RP-HPLC-MS identi zierte mTG-reaktive GIn- und kyReste von -Casein der
Micellldsung (Peak-Nummer vgl. Abb. 4.53)

Peak- tryptisches GIn- bzw. berechnete Masse detektiesits®Peptid-
Nr.l  Peptidd Lys-Rest Peptid-Label- Label-Konjugat [Da]
Konjugat [Da] (im Micellhydrolysat)

Identi zierung reaktiver GIn-Reste

oM 170-176 175 951,6 951,6
1™ 49-68(A2) 54 0. 56 23944 n.d.
18" 184-202 188,194 0.195 2357,3 n.d.
19V 69-97 72,79 0. 89 3283,8 3284,1
231 114-169  117,123,141,146, 6529,4 n.d.

149,160 o. 167

Identi zierung reaktiver Lys-Reste

4M 29-32 29 836,6 836,6
5+ 100-107 105 1230,8 n.d.
9+™  170-183 176 1912,2 n.d.

(11 peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Talmddi ziert mit GGG bzw. Z-GIn-Gly
[l in Kap.4.3.2 und 4.4.2 fiir ,freies" -Casein identi zierte Peptide mit reaktiven GIn- bzw. IResten
n.d.: nicht detektierbar

836,6 Da), welche bei 14,4, 25,3 und 14,1 min gemeinsam rdéra&m tryptischen Fragmen-
ten des Micellhydrolysates coeluieren. Im Hydrolysat eimebehandelten, d.h. nicht mit
MTG und den Labeln inkubierten, Micellldsung sind diese maésen nicht nachweisbar
(Abb. 4.54). Somit basieren diese auf einer Modi zierungigeden Peptiden enthalten GIn-
bzw. Lys-Reste durch mTG und werden nicht infolge einedisghen Verdaus der gesamten
Micellldsung gebildet. Da laut Molmasse nur jeweils ein Giaw. Lys-Rest markiert wurde,
kann man anhand der Aminosauresequenz der Fragmente aof Geaeaktiven GIn-Reste
GIn 175 (Peptid 170-176) und GIn 72, GIn 79 oder GIn 89 (PepfieD7) sowie auf den
mTG-reaktiven Lys-Rest Lys 29 (Peptid 29-32) schliel3en.

Zusammenfassung

Im micellaren -Casein wurden 2 der 21 GIn-Reste und 1 der 11 Lys-Reste aB&-radktiv
nachgewiesen, wahrend in isoliertenCasein 5 der 21 GIn-Reste und 3 der 11 Lys-Reste

fur mTG zuganglich waren. Die Angreifbarkeit der GIn- undgstReste durch mTG ist daher
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im micellaren -Casein vermindert, wodurch sich die mittels Superdex-G®BGbachtete

schlechtere Vernetzbarkeit der Caseinmicellen im Veebleu ,freiem” Natriumcaseinat er-
klaren lasst. Es existiert vermutlich eine Art Vorstrulktwoung der -Caseine innerhalb der
Micelle, infolgedessen nur wenige spezi sche GIn- und Resste fiir eine mTG-katalysierte
Quervernetzung zur Verfiigung stehen. Diese spezi schakimsorte konnten die Aus-
bildung eines Isopeptidnetzwerkes ermoglichen, welchieslie in Kap. 4.1 beobachtete

erhdhte Stabilitat der micellaren Struktur verantwortlist.

4.5.3 Spezitat der mTG gegeniber Glutamin- und Lysinreste n in micellarem

-Casein

Die Zugéanglichkeit der GIn- bzw. Lys-Reste ist fiwCasein innerhalb der Micelle im Ver-
gleich zu .freiem” -Casein verringert. Grundlage hierfir kbénnte eine spe&hies Anord-
nung der micellaren -Caseine sein (Morstrukturierung), wodurch einige Rexsidorte fur
MTG schlechter und andere besser zuganglich werden. Undigb&ssoziation der -Case-
ine sowie Uber die mTG-katalysierte Vernetzungsreakmmerhalb der Micelle eine Aussa-
ge treffen zu kénnen, muss die Lage der reaktiven GIn- uneRg&te im -Caseinmolekil
verdeutlicht werden. Nach Wong et al. (1996) ist die Struktan -Casein aus einem stark
negativ geladenen hydrophilen Teil (Position 1-40) unaéerirhydrophoben Teil (Position
136-209) aufgebaut. Vereinfacht lasst sich die schentaiseCaseinstruktur als seifenéahn-
lich mit einem polaren Kopf und einem hydrophoben Schwamgtdben (Belitz et al., 2001;
Topel, 2004). Innerhalb dieser Struktur sind die als reakienti zierten Reste GIn 175 so-
wie GIn 72, 79 oder 89 im hydrophoben Schwanz lokalisierthane&d sich der zugangli-
che Lys 29-Rest im polaren Kopf be ndet. Um nun eine Isop#itidung zwischen die-
sen GIn- und Lys-Resten zu ermdglichen, mussen digaseine innerhalb der Caseinmi-
celle nebeneinander (laminar) angeordnet sein, wobeialagrgn Kopfe zweier benachbar-
ter -Caseinmolekile entgegengesetzt gerichtet sind. Einelld@mliche Anordnung der
-Caseine hingegen, wie sie in Lésung bei hohen Proteinkdratenen statt ndet, wirde
eine Quervernetzung zwischen dem Lys-Rest im polaren Kogfdem GIn-Rest im apola-
ren Schwanz verhindern. Die Vermutung der Assoziation d€aseine und die Ausbildung
der Isopetidbindung innerhalb der Micellen istin Abb. 4gs&phisch dargestellt. Vorteil die-
ser ,laminaren” Anordnung ist, dass die polaren Kdpfe dg3aseins den grol3tmaoglichen

Abstand haben, wobei hydrophobe Wechselwirkungen zwrsdea apolaren Schwéanzen
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moglich sind und die -Caseine in der Micelle zusammenhalten. Des Weiteren wurde
Kap. 4.3.4 vermutet, dass positive Aminosauren in Naclchafszu einem Gln-Rest dessen
Reaktivitdt erhdhen. Da GIn 175 einem Lys-Rest benachbarsollte dieser im Vergleich
zu GIn 72, 79 oder 89 reaktiver sein. Es lasst sich demnacihanen, dass eine Isopep-
tidbindung durch mTG bevorzugt zwischen Lys 29 und GIn 17&gabildet wird, wobei
aber die weiteren als reaktiv identi zierten GIn-Reste dime zusatzliche Vernetzung in die

dreidimensionale Raumrichtung dienen kdénnten.

GIn89
4 /
= Gln
Gln79\
Lys29
\ GIn72 A

GIn175 === GIn = Gln
~a . \

(a) (b)

Abb. 4.55: (a) Lokalisierung mTG-reaktiver GIn- und Lys-Reste in dezidimensionalen Struktur
von -Casein und (b) daraus abgeleitete Vermutung zur Assorigtbwie Quervernet-
zung der -Caseine innerhalb der Micelle; blau:Faltblatt-Strukturen, orange:-Helix-
Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, griin: mTG-reaktys, rot: mTG-reaktive Gin,
lila: Isopeptidbindung (3D-Strukturdaten B.pdb (Kumainet al., 1993) dargestellt mit
dem Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1)

4.6 Aussagen zum Micellaufbau und der intramicellaren

mTG-katalysierten Caseinquervernetzung

Uber den Aufbau der Micelle existieren verschiedene Maglelielche in Kap. 2.3 zusam-
mengefasst sind. Grundlegend lassen sich diese in dreitkiagorien - das Submicell-
Modell, das Internal-Structure-Modell und das Coat-Cidiedell - einteilen. Jedoch ist noch
nicht geklart, welches Modell der realen Struktur der Me@m nachsten kommt. So gibt
es fur jede Kategorie Fur- und Widerspriuche. Ein Ziel dereMrbollte es demnach sein,

anhand der hier durchgeftihrten Untersuchungen zur Questzemgsreaktion innerhalb der
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Micelle sowie den Stabilitdtsuntersuchungen einen geeauginblick in den Micellaufbau
zu erhalten.

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass durch mTG eixierbing der Caseinmolekile
innerhalb der micellaren Struktur erfolgt, wodurch der éihan extramicellarem Casein im
Milchserum abnimmt. Vorraussetzung fir diese intramasellQuervernetzung ist, dass das
Enzym mTG in die micellare Struktur eindringen kann. Alsmgtlegendes Micellmodell
kann daher das Internal-Structure-Modell herangezogedeme Demnach handelt es sich
um eine ,lose* Caseinaggregation, bei welcher ein ZugarsggMieellinneren fur Enzyme
ermdoglicht wird. Eine Destabilisierung bzw. Zerstérung decellaren Struktur konnte im
Rahmen der Arbeit durch verschiedene Methoden (EDTA-, iiilzaisatz, pH-Wertsenkung,
Hochdruck) erreicht werden, welche auf die hydrophobenis@lektrostatischen Wech-
selwirkungen abzielten. Es kann daher geschlussfolgenieme dass ein Zusammenhalt
bzw. eine Aggregation der Caseine in der Micelle auf einersadumenspiel der Calci-
umphosphatbriicken (elektrostatische Wechselwirkung) hydrophoben Wechselwirkun-
gen basiert. Horne (1998) beschreibt in Ubereinstimmurtgdieser Vermutung in seinem
,Dual bonding model“, dasss- bzw. -Caseine tber hydrophobe Wechselwirkung mitein-
ander aggregieren und kolloidales Calciumphosphat (CGR)einen als Verbindungspunkt
zwischen den Caseinen dient und zum anderen die elekisafiatAbstoRung der Casei-
ne durch Anlagerung an deren Phosphoserin-Reste vernifdeterhin konnten bei einer
Destabilisierung bzw. einem Zerfall der Micellstruktuirke Submicellen detektiert werden,
was gegen das Submicell-Modell spricht. Durch die in Ka@.durchgefiuhrte Charakteri-
sierung der intramicellaren Caseinquervernetzung kanreme weitere Strukturierung der
Caseinmicelle erfolgen. So wurde nachgewiesen, daSasein im Vergleich zu s-Casein

in Milch starker durch mTG angegriffen wird. In Natriumcasst hingegen waren beide
Caseinarten in gleicher Weise durch mTG vernetzbar. Deseveei lasst die beobachtete
erhohte Stabilitat der micellaren Struktur nach erfolgtdiG-katalysierten Quervernetzung
vermuten, dass durch mTG eine Art Isopeptidnetzwerk in daffeéen Bereich der Mi-
celle ausgebildet wird. Demzufolge kdnnten sich digCaseine im fir mTG schlechter
zuganglichen inneren Bereich der Micelle be nden, wéahrdrel -Caseine vorwiegend in
der aulReren Micellschicht lokalisiert sind und daher bewgt durch mTG vernetzt wer-
den. Ermoglicht wird die Ausbildung eines Isopeptidnet@s durch die Anordnung der

-Caseine in dieser Micellschicht. So zeigte die Bestimmiergeaktiven, d.h. fir mTG zu-
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ganglichen GIn- und Lys-Reste in micellarerCasein, dass GIn 72, GIn 79 oder GIn 89 und
GIn 175 im hydrophoben sowie Lys 29 im hydrophilen Caselickeich das Enzym modi -
ziert werden kdnnen. Zur Ermdéglichung einer Quervernedzwischen diesen GIn-Resten
und dem Lys-Rest mussen dieCaseine in der Micelle laminar angeordnet sein, wobei die
hydrophilen Képfe den grofitmdglichen Abstand voneinahadben und hydrophobe Wech-
selwirkungen zwischen den hydrophoben Schwanzen stahkénnen. Betrachtet man die
Caseinmicelle nach erfolgter Vernetzung durch mTG, so kaam sich die vorher ,lose” Ca-
seinaggregation durch die Ausbildung von Isopeptidbiggumnin fester strukturierter Weise
vorstellen. Das hier postulierte Modell fur vernetzte Qasecellen besteht demnach aus
einem festen auf3eren ,Mantel* aus vernetztef@asein und einem weichen Kern aus nicht
oder nur gering vernetzten-Casein (,GiOTTCG -Modell“)?. Dieses Isopeptidnetzwerk ist
fur die beobachteten verbesserten funktionellen Eigeafsamund fur eine erhéhte Stabili-
tat der micellaren Struktur verantwortlich. Der Vorschfagden Aufbau der Caseinmicelle
ohne und mit mTG-Vorbehandlung ist zum besseren Verstardilich in Abb. 4.57 dar-
gestellt.

Micellares s;-Casein wurde aufgrund der geringen Zugéanglichkeit fur mm@Rahmen
der Arbeit nicht weiter untersucht, wodurch hier keine mfation tber die in der Micelle
vorherrschende Aggregationsform erhalten werden koBg&gachtet man jedoch die Er-
gebnisse fir -Casein, so entspricht die hier in der Arbeit vorgeschlag&nordnung in-
nerhalb der Micelle der Aggregation aufgrund der speziestihydrophoben Eigenschaften
des Proteins nach Horne (1998). Dementsprechend migstéasein, welches vorwiegend
im Micellinneren lokalisiert ist, kettenférmig angeordrsein (Abb. 4.56). Die Aggrega-
tion erfolgt hierbei Gber Wechselwirkungen zwischen dedrbphoben C-terminalen und
N-terminalen Enden (Horne, 1998). Flug,-Casein wird nach Horne (1998) eine ahnliche
Assoziationsform vermutet. DemCasein obliegt laut Literatur die Funktion als sogenannte
.hairy layer®. Die Lage von -Casein an der Micellober &che wurde bereits fir alle drei i
Kap. 2.3 aufgefihrten Micellmodelle angenommen und wirchdtiir das in dieser Arbeit
vorgeschlagene Micellmodell tbernommenrCasein ist demnach an der Micellober &che
lokalisiert, wobei der hydrophobe Teil dieses Proteins lilyelrophobe Wechselwirkungen

an die anderen Caseinarten der Micelle gebunden ist undydeophile Proteinabschnitt in

2 Eine kleinen Gebackspezialitat, gefullt mit einer feindaselnusscreme, umgeben mit einer knusprigen

Waffel mit Haselnussstiickchen(http://www.giotto.de/)
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die Losung gerichtet ist. Da-Casein keinen weiteren hydrophoben Proteinabschnitt ode
eine Calciumphosphatbindestelle (Phosphoserylclusiesjtzt, konnen sich keine weite-
ren Caseine uUber hydrophobe Wechselwirkungen bzw. Cafitiosphatbriicken anlagern.

-Casein kann hierdurch als Terminator fur das Micellwaatmstlienen und somit die Mi-
cellgrol3e begrenzen (Horne, 1998). Weiterhin wird die Msteuktur aufgrund der Ober &-
chenladung von -20 mV (bei pH = 6,7) und der sterischen AlstgRverursacht durch die
.hairy layer”, vor einer Aggregation geschutzt (Holt undride, 1996).

ag-Casein B-Casein

Abb. 4.56: Polymerstrukturen von s- und -Casein durch eine Wechselwirkung der hydrophoben

Proteinregionen (rechteckige Form) (Horne, 1998)

176



4 Ergebnisse und Diskussion

Caseinmicelle

[-caseinreich

a-casein-
reich

Quervernetzte Caseinmicelle

....

— |P-Netzwerk bzw. IP-Bindung

,GIOTTO ® “ - Modell

Abb. 4.57: Vorgeschlagenes Micellmodell vor und nach mTG-Behandlung
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5 Ausblick

Im Rahmen der Arbeit wurden fortfiihrende Untersuchungentdyefihrt, welche Ansatz-
punkte flr weitere interessante Fragestellungen ligfeidgese sind im Teil Ausblick zu-

sammengefasst.

5.1 Vergleich der enzymatischen Quervernetzung mit nicht

enzymatischen Vernetzungsmethoden

Die Charakterisierung der enzymatischen Quervernetazungahmen der Arbeit zeigte ei-
ne Spezi tat des Enzyms mTG gegeniber den Proteinarteresgegentber den im Protein
vorhandenen GIn- und Lys-Resten. Wird eine Milch mit mTGsegzt, so fuhrt diese spezi-
sche Proteinquervernetzung zu einer Art StrukturieruzgvbStabilisierung der Caseinmi-
celle, welche flr die von Ishii et al. (1994) beobachteteébté Festigkeit bzw. verminderte
Synarese des Joghurtgeles verantwortlich sein kénnte. @uervernetzung von Proteinen
ist weiterhin aber auch auf nicht enzymatischem Wege midgfiam Einen erfolgt eine Pro-
teinquervernetzung im Zuge der Maillard-Reaktion untehléahydratbeteiligung und zum
Anderen im alkalischen Bereich ohne Kohlenhydratbetefigyiiber die Bildung von Dehy-
droalanin (DHA). Die Maillard-Reaktion ist eine Umsetzwan Aminosauren mit reduzie-
renden Zuckern, wobei es in der frihen Phase zur Bildung voadori- (Aldosen) bzw.
Heyns-Produkten (Ketosen) kommt. Diese werden in der ésdbrittenen Phase zu reakti-
ven Carbonylverbindungen {Dicarbonyle) abgebaut, welche in der nalen Phase mit den
-Aminogruppen der Proteine reagieren kdnnen und dadurdBrateinquervernetzung fuh-
ren (Siegl, 2003). Die Vernetzungsreaktion im Alkalischesiert auf der alkali-induzierten
Bildung von DHA durch eine -Eliminierung an Ser-, Cys- bzw. Cystin-Resten. Dieses re-
aktive DHA kann nachfolgend mit den nucleophilen Seitetgtetles Lys, Cys sowie His in
einer 1,4-Additionsreaktion reagieren und so zur intrad umtermolekularen Proteinquer-
vernetzung fihren (Belitz et al., 2001).
Im Folgenden wird der Effekt der enzymatischen Querveurggauf die Gelfestigkeit mit
der nicht enzymatischen Vernetzung verglichen. Als Unigtangsprobe diente eine 5 %ige

Natriumcaseinatlosung in SMUF (m/v), welche enzymatisalckd Zusatz von mTG so-
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Tab. 5.1: Inkubationsbedingungen zur Vernetzung von Natriumcasenittels mTG, im alkalischen
Milieu (Natronlauge-Zusatz) sowie im Zuge der Maillard Riéen (Glucose-Zusatz) und

die zugehdrigen Oligomerisierungsgrade, ermittelt dsit@&PC

Inkubationsbedingung mTG Natronlauge Glucose
Temperatur [C] 40 90 120
Zeit [min] 60 240 65
pH-Wert 6,8 8,9 6,8
Konzentration 2,5UmTG/g CN — 160 mM Glc
DP [%]: Dimere: 8-10 % / Trimere: 5-7 % / Oligomere: 2-3 %

wie nicht enzymatisch durch Zusatz von Glucose bzw. Natnoye vernetzt wurde. Die
Inkubationsparameter wurden dabei so gewahlt, dass flredgehiedenen Vernetzungsre-
aktionen &hnliche Oligomerisierungsgrade, bestimmtatsitbuperdex-GPC, erhalten wur-
den (Tab. 5.1). Der Ein uss der Caseinvernetzung auf diggssgkeit wurde anschliel3end
mittels Penetrationstest analysiert. Hierzu wurden die2igen vernetzten Natriumcasei-
natlosungen mit 1,5 g GDL/g CN versetzt und nach einer Stlned&0 C deren Gelfes-
tigkeit anhand einer Penetrationsmessung mit einer Reiwgtszeit von 0,5 mm/s ermittelt.
Das Maximum der Kraft-Weg-Kurve der Penetrationsmesssingierbei der Punkt, an dem
das Gel aufgrund der mechanischen Belastung zerstort Bieddafir notwendige Kraft in
[N] wird hier als Gelfestigkeit de niert. Je hoher die gemmene Kraftaufwendung zur Zer-
storung des Geles ist, desto hoher ist die Gelfestigked.ddmittelten Gelfestigkeiten der
unterschiedlich vernetzten Natriumcaseinatldsunget simPAbb. 5.1 dargestellt. Fir eine
unbehandelte Natriumcaseinatlosung wurde eine Festigkri0,16 N ermittelt. Wird die
Natriumcaseinatlosung zuvor mit 2,5 U mTG/g CN fir 1 h bei @linkubiert, so wird die
Festigkeit des daraus hergestellten Sauregeles um caladelmeg Betrag auf 0,30 N erhoht
(Abb. 5.1 a). Eine alleinige Temperaturbehandlung ohn@aZusn mTG reduzierte die Fes-
tigkeit nur minimal auf 0,15 N. Demnach basiert die beobatehstarke Erh6hung auf den
enzymatisch ausgebildeten Quervernetzungen zwischefasginen. Fur die Quervernet-
zung im Alkalischen wurde der pH-Wert der Natriumcaseiisthg auf pH = 8,9 erhéht und
die Probe bei 90C fir 4 h inkubiert. Nach dem Abkuhlen der Losung wurde duros&z
von Salzsaure der pH-Wert wieder auf pH = 6,8 gesenkt und G&ah-Gelierung das Gel
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(@) (b)

(©)

Abb. 5.1: Gelfestigkeit von durch GDL-Zusatz gelierten Natriuméaatgdsungen nach Behandlung

mit (a) mTG, (b) Natronlauge und (c) Glucose

untersucht. Als Blindwerte wurden hier Natriumcaseirgiligen mitgefihrt, welche zum
Einen ohne Natronlauge- bzw. Salzséure-Zusatz hitzelbeftanurden und zum Anderen
ohne Hitzebehandlung mit Natronlauge bzw. Salzsaure tztrseirden. Die Messung der
Blindproben mittels Penetrometer ergab, dass eine Inlarbbei 90 C zu einer Reduzie-

rung der Gelfestigkeit von 0,16 N auf 0,14 N und ein Natrogk Salzsaure-Zusatz zu ei-
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ner Erhéhung auf 0,20 N fuhrt (Abb. 5.1 b). Wird die Hitzbetiaimg und der Natronlauge- /
Salzsaure-Zusatz kombiniert, um eine Quervernetzung dsei@e zu erreichen, so weisen
die Sauregele eine Festigkeit von 0,22 N auf. Dies ist abgemj@er dem Blindwert nicht
signi kant erhdht. Es deutet sich hier jedoch eine leichégbésserung der Gelfestigkeit auf-
grund der alkalisch induzierten Caseinquervernetzundg-a@ndie nicht enzymatische Oli-
gomerisierung, die Maillard-Reaktion, wurden die Natraaseinatlosungen in Gegenwart
von 160 mM Glucose bei Temperaturen von 120fiir 65 min inkubiert. Die Untersuchung
der mitgefiihrten Blindwerte zeigt, dass schon alleinealleshe Inkubationstemperatur in
einem starken Abfall der Gelfestigkeit von 0,16 N auf 0,08Nultiert (Abb. 5.1 c¢). Hinge-
gen besitzt ein Glucosezusatz ohne TemperaturbehandéimgrkEin uss. Die quervernetz-
te Probe (Kombination von Temperaturbehandlung und Zuacisaitz) weist eine Festigkeit
von 0,14 N auf. Dies entspricht ungefahr wieder der Festigless Sduregels des unbehan-
delten Natriumcaseinats. Die Caseinvernetzung infolgevtdellard-Reaktion kompensiert
somit die starke Abnahme der Gelfestigkeit durch die intenklitzebehandlung. Jedoch
l&sst sich die Festigkeit durch diese Quervernetzunggdrt erhohen.

Allgemein lassen diese Untersuchungen erkennen, dasslfctirei Vernetzungsarten po-
sitiv auf die Gelfestigkeit auswirken. Die enzymatisch@@merisierung ist jedoch im Ver-
gleich zu den nicht enzymatischen effektiver, da hier eif@Bkung der Festigkeit auf ca.
das Doppelte erreicht werden konnte und die Inkubatiorisgadgen relativ schonend sind.
Eine Erklarung hierfur kbnnte in der Art der Vernetzung &agSo reagiert das Enzym mTG
relativ spezi sch mit bestimmten GIn- bzw. Lys-Resten ims€i. Vermutlich werden die
Caseine perlschnurartig vernetzt. Diese Strukturieruimgnke bei einer Gelierung die Fes-
tigkeit erh6hen. Die chemischen Reaktionen hingegen keinviel unspezi scher ablaufen
und zu intra- bzw. intermolekularer Vernetzung fuhren. Barke hier mdglich sein, dass
kein Netz sondern eher ein Knauel ausgebildet wird, welaieg in dem Ausmalfd wie die
enzymatische Quervernetzung das Gel stabilisiert. ZuklAuing dieser Vermutungen wa-
re eine Bestimmung der erfolgten intra- und intermoleleda@uervernetzung erforderlich.
Ebenfalls wére es sinnvoll, die verschiedenen Vernetzunogiikte zu isolieren und deren
Form (Kette oder Knéuel) zu ermitteln. Eignen kdnnten sien mikroskopische Analyse-
methoden z.B. AFM oder die statische Lichtstreuung. Weiteist es empfehlenswert die
Gelbildung mittels Oszillationsmessungen zu untersucBendiesen wird gegeniber den

Penetrationsmessungen das Gel nicht zerstort und es karmiene Aussagen tUber die Gel-
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eigenschaften wie z.B Uber die Elastizitat erhalten wertdetrtendlich missten die Unter-
suchungen noch auf das komplexe Lebensmittel Milch (Casegllen) Ubertragen werden,

da dies fur die Lebensmittelindustrie technologisch rahvst.

5.2 Ein uss der Quervernetzung auf ausgewahlte funktionel le

Eigenschaften

Der Effekt der enzymatischen Proteinquervernetzung auktfanelle Eigenschaften wur-
de im Hinblick auf Caseinate sowie isolierte Proteine wi€asein und -Lactoglobulin
hinreichend untersucht. Es zeigte sich hier eine Verbesgater Ldslichkeit, der Emulgier-
barkeit, der Schaumbildungseigenschaften, der Wasskkapazitat und der Gelbildungs-
eigenschaften (Faergemand et al., 1998; Faergemand ust Q997; Motoki et al., 1984;
Nio etal., 1986; Nonaka et al., 1997b). FUr micellares Gaalsi Substratquelle fur die mTG-
katalysierte Reaktion ist hingegen wenig bekannt.

Als Parameter fur orientierende Untersuchungen wurde ihmiRa der Arbeit die Schaum-
stabilitdt ausgewahlt. Fur die Messung wurden jeweils 10HiT-Magermilch mittels Ultra-
Turrax entsprechend Tab. 5.2 in einem 50 ml Glasmesszylif&jd cm x 11 cm) aufge-
schaumt. Nach Entnahme des Ruhrwerkes wurde das Schaunmerolm gleichmafigen
Zeitabstanden abgelesen. Die prozentuale Veranderun§atesimvolumens lber die Zeit
diente bei diesen Messungen als Parameter der Schauntgtabd schneller der Schaum
zerfallt, desto geringer ist dessen Stabilitat. Zur Schantersuchung wurden UHT-Mager-
milchen eingesetzt, welche zuvor 1 h bei 4Dmit O, 4, 8, 16 sowie 28 U mTG/g CN be-
handelt wurden und daher verschieden starke Oligomarisisgrade bis zu 49 % aufweisen
(Kap. 4.2.1). Zusétzlich wurde mTG (28 U mTG/g CN) auch walrdes Aufschaumens der
UHT-Magermilch zugegeben. Die erhaltenen Kurven der Stistabilitat sind in Abb. 5.2

Tab. 5.2: Parameter zur Aufschaumung von UHT-Magermilch mittelsaJurrax

Zeit Drehzahl-Stufe

im 5-Sekundentakt von Stufe 1 auf Stufe 6
1 Minute Stufe 6 (24000 U/min)
im 5-Sekundentakt von Stufe 6 auf Stufe 1
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dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich eine intrarareeQQuervernetzung negativ auf die
Schaumstabilitat der Milch auswirkt. Die Zeit fir den Zdirées gebildeten Schaums nimmt
mit zunehmender Enzymbehandlung ab. So ist bei nicht gquegtaer Milch nach 2,4 min
50 % und nach 11,0 min 90 % des gebildeten Schaums zerfalled.di¢ Milch zuvor mit

4 U mTG/g CN inkubiert, reduziert sich die Zeit fur einen 50 bzw. 90 %igen Abbau
des Schaumvolumens auf 1,4 bzw. 7,4 min. Bei der hochstgesatzten mTG-Aktivitat
von 28 U/g CN ist bereits nach 0,8 bzw. 4 min Wartezeit nur ne@tbzw. 10 % des Aus-
gangsvolumens an Schaum detektierbar. Bei den Untersgehumar weiterhin auffallig,
dass mit zunehmender mTG-Menge und damit zunehmendemQasevernetzung das aus
10 ml Milch durch eine Turrax-Behandlung gebildete Schapionwmen vermindert wurde.
So waren aus 10 ml nicht quervernetzter UHT-Magermilch @5 Inl Schaum herstell-
bar, wahrend die mit 28 U mTG/g CN inkubierte Milch nur noch5LEnl Schaum liefer-
te. Diese Phdnomene sind auf die Quervernetzung der Casdaioke die Behandlung der
UHT-Magermilch mit mTG zuriickzufihren. Aus der Literatst bekannt, dass die Caseine
eine wichtige Rolle bei der Schaumbildung und -stabilisigy spielen. Vor allem die frei-
en Caseine wirken aufgrund ihrer hydrophoben und hydreptilereiche im Molekul wie

Emulgatoren (Belitz et al., 2001). Sie be nden sich in dee@schicht zwischen Flissig-

Abb. 5.2: Schaumvolumen von mTG-behandelter UHT-Magermilch (0-28T6/g CN, 40 C, 1 h)
in Abhangigkeit der Zeit
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keit und Gasphase und stabilisieren so den Schaum. WirdieuMilth mit mTG inkubiert,
so werden die Caseine, v.a=Casein, durch das Enzym kovalent innerhalb der micellaren
Struktur xiert, wodurch der Anteil freier (extramicellar) Caseine im Milchserum abnimmt
(Kap. 4.2.3 und Kap. 4.2.4). Dadurch stehen dem System weaigulgierende Substanzen
zur Verfigung und die Stabilisierung der Grenzschicht gines Milch und Luft ist vermin-
dert. Je hoher hierbei die eingesetzte Enzymmenge istp d&stker werden die Caseine
intramicellar verkniipft und desto instabiler ist der gadbie Schaum.

Wird hingegen das Enzym mTG erst wahrend des AufschAumuraegses zugegeben, so
zeigt sich ein anderer Effekt der Quervernetzung. Fur disgersuchung wurde die hdchste
Enzymaktivitat von 28 U mTG/g CN gewéhlt, da das AufschaubariRaumtemperatur und
damit nicht im Temperaturoptimum der mTG durchgefiihrt veuidie Zerfallskurve fur die-
sen Schaum in Abb. 5.2 liegt weit oberhalb der Kurve der muihinTG-behandelten UHT-
Magermilch. Nach 16 min Wartezeit sind hier noch mehr als 5@e% gebildeten Schaums
erhalten und selbst nach einer Zeit von 130 min sind noch3&o 8es Ausgangsvolumens
detektierbar (Verlauf Gber 130 min nicht im Diagramm datgi3. Durch die simultane
Zugabe der mTG wahrend des Aufschdumens werden demnachtliemdie Caseine an
den Grenzschichten zwischen Luft und Wasser vernetztlgafiessen konnte hierbei ein
stabiles ,,Caseingerist” um die Luftblasen ausgebildetierwelches zu der beobachteten
erheblichen Stabilitatserh6hung des Schaums fihrt.

Resultierend zeigen die durchgefiihrten Versuche, dassesimymatische Quervernetzung
der Caseine malf3geblich die micellaren Eigenschaften lssin welche sich auf techno-
funktioneller Ebene auswirken kénnen. Interessant waee &ine fortfihrende Untersu-

chung im Hinblick auf andere funktionelle Eigenschaften.

5.3 Quervernetzung von Lysozym

Lysozyme sind in der Natur weit verbreitet und kommen in @bhen tierischen Gewe-
ben und Sekreten wie Tranen Ussigkeit, Speichel und HigimeaiR vor. Lysozym aus dem
Huhnereiweild (hen egg white lysozyme, HEWL) ist das am rarisintersuchte und das
einzige in der Lebensmittelindustrie genutzte Lysozymwird daher auch in dieser Arbeit
verwendet. HEWL ist ein globulares Protein aus 129 Amincsdund besitzt eine molare
Masse von 14600 Da (Phillips, 1967). Es hat eine ellipsotdgk&ir, welche durch vier Di-

sul dbrticken zwischen den Cys-Resten Cys 6 - Cys 127, Cys@G3s-115, Cys 76 - Cys 94
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und Cys 64 - Cys 80 stabilisiert wird (Smith et al., 1993). dzyme gehdren zur Enzym-
klasse der Hydrolasen (1,4-3-N-Acetylmuramidasen, ECL32) und wirken antimikro-
biell. Allerdings beschrankt sich diese Wirkung auf grasipee Bakterien, wohingegen
gramnegative Bakterien im Allgemeinen resistent sind. @emd hierfur liegt in der unter-
schiedlichen Beschaffenheit der Bakterienzellwandenpsitive Bakterien sind von einer
dicken Zellwand, bestehend aus mehreren Peptidoglycehseh, umgeben, welche durch
Lysozym hydrolysiert werden kdnnen. Gramnegative Ba&teweisen nur eine diinne Pep-
tidoglycanschicht auf, welche allerdings nach auf3en himeioer Lipiddoppelschicht um-
geben ist. Diese kann von Lysozym nicht durchdrungen wetdgwhschuitzt dadurch die
Peptidoglycanschicht vor einer Hydrolyse. Eine Erweigrdes Anwendungsbereiches von
Lysozym auf gramnegative Bakterien ist daher durch eineiMiedung denkbar, welche die
Ober &chenhydrophobitat des Enzyms und damit dessen kéihidie Lipiddoppelschicht
zu durchdringen erhéht. Eine Zunahme der Lipophilitat dE$\H. wurde bereits durch eine
Modi zierung mit Fettsauren (Ibrahim et al., 1991, 1993)i Kaffeesaure oder durch Ver-
knupfen des C-Terminus des HEWL mit hydrophoben Peptidess@dhalck und Michiels,
2003) erreicht. Zwar fuhrten die Modi zierungen zur gewdhten erhohten Aktivitat ge-
genuber den gramnegativen Bakterien (gemessen an E.jedbgh sank hierbei die enzy-
matische Aktivitat gegen grampositive Bakterien (gemesseMicrococcus lysodeicticus)
stark ab. Ein weiterer Ansatzpunkt stellt die Erhitzung #EWL dar, wodurch infolge einer
teilweisen Denaturierung Polymere mit erh6hter Ober &dhalrophobitat gebildet werden,
welche eine antimikrobielle Wirksamkeit gegen grampusitind gramnegative Bakterien
aufweisen (Ibrahim et al., 1996). Eine andere Mdglichkert\Zernetzung von Proteinen ist
die Behandlung mit mTG, welche hier in der Arbeit unterswehtde.

Da bekannt ist, dass das globulare Lysozym unter nativemBedgen nicht durch mTG an-
gegriffen werden kann (Nonaka et al., 1997a), erfolgterM@imetzungsexperimente unter
Anwendung von hohen hydrostatischen Driicken, welche daeegnd auf die Proteinstruk-
tur wirken. Hierzu wurde eine 2 %ige Lysozymlésung in TrezSaure-Puffer (pH 7,5) mit
40 U mTG/g Lysozym bei 40C fur 30 min bei Normaldruck sowie 400, 500, 600 und
700 MPa inkubiert. Die Enzymreaktion wurde anschlieRendtdein Erhitzen der Proben
auf 85 C gestoppt und die erfolgte Polymerisierung mittels SD&PAanalysiert. Die aus
dem Elektropherogramm durch eine densitometrische Auenwgbestimmte Oligomerisie-

rung betragt bei einer Inkubation bei 400, 500, 600 bzw. 70@aN\3, 20, 34 bzw. 36 %.
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Die strukturellen Anderungen des Lysozyms, welche sichdausdurchgefiihrten Modi -
zierung (Quervernetzung und Hochdruckbehandlung) ergetagrden anschlie3end mittels
Circulardichroismus- und Fluoreszenzmessung untersiblenfalls wurde die Aktivitat des
veranderten Lysozyms gegenliber dem grampositiven Bakidvlicrococcus lysodeicticus
ermittelt.
Aus den erhaltenen Circulardichroismus-Spektren wurdeAaeil der einzelnen Sekun-
darstrukturelemente (Helix, -Faltblatt, -Turn und Random coil) in Prozent an der Ge-
samtsekundarstruktur des Lysozyms mit Hilfe des Prograi@®Bro berechnet. Die Er-
gebnisse der Strukturanalyse in Abhangigkeit der Drucéhbdlung sind in Abb. 5.3 a dar-
gestellt. Bei nativem HEWL wurde der Anteil der Sekundansturelemente zu 33,6 %
-Helix, 15,4 % -Faltblatt, 20,8 % -Turn und 30,1 % Random coil bestimmt. Ahnliche
Werte lieferten die Circulardichroismus-Messungen vorulsovets et al. (1999), welche
30 % -Helix, 13 % -Faltblatt, 27 % -Turn und 30 % Random coil ergaben. Infolge ei-
ner Druckbehandlung bei 700 MPa ist eine Abnahme détlixanteils auf 27,6 % und der
-Turn-Bereiche auf 18,5 % bei gleichzeitiger SteigerungAigteile an Random coil auf

33,2 % sowie der -Faltblatter auf 20,7 % zu verzeichnen. Die beobachtetemfd¢mati-

@) (b)

Abb. 5.3: Sekundarstruktur von Lysozym nach (a) Druckbehandlung fzvsimultaner Druck- und
mTG-Behandlung (40 U mTG/g Lysozym) bei 4C fur 30 min; blau: -Helix, grun:

-Faltblatt, orange: -Turn, violett: Random coil
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onsanderungen infolge einer Druckbehandlung sind mit desfihrungen von Menéndez
et al. (2006) konform, welche fir mTG eine durch Druck inéutg Umfaltung der -Helices

in die druckstabileren -Faltblatter nachweisen konnten. Erfolgt eine simultaffégGnund
Druckbehandlung, so sind die Veranderungen in der Sekstrd&tur starker ausgepragt
(Abb. 5.3). Mit Zunahme der Druckbehandlung auf 700 MPa lZamahme des Oligomeri-
sierungsgrades auf 36 % vermindern sich die Anteile-&felices auf 21,7 % und die Anteile
an -Turns auf 16,5 % zu Gunsten der Random coil- bzviraltblattstrukturen (Zunahme
auf 38,1 bzw. 23,7 %). Diese Beobachtung ist auf die Aushidkovalenter Isopeptidbin-
dungen wéhrend der Hochdruckbehandlung zurtckzufihraeterUDruck erfolgt teilweise
eine Auffaltung der Lysozymstruktur, wodurch Gin- bzw. tReste fir mTG zugéanglich
werden und eine Proteinquervernetzung unter Ausbildunglkater Isopeptidbindungen
zwischen den Lysozymmolekilen statt ndet. Durch diesepé&gaidbindungen wird aller-
dings die Ruckfaltung des Proteins nach Druckentlastuigndert und die durch Druck
veranderte Struktur ,stabilisiert".

Eine Quervernetzung kann sich auf die Ober &chenhydropbtles Lysozyms auswirken,
welche daher im Rahmen der Arbeit mittels einer uoreszpekfroskopischen Methode
bestimmt wurde. Dazu wurde 1-Anilino-8-Naphthalinsuéare (ANS) den Proteinproben
zugegeben. ANS ist in der Lage, mit den hydrophoben Aminesésten an der Ober ache
eines Proteins Wechselwirkungen einzugehen, wodurchigim&hung der Fluoreszenz re-
sultiert. Je mehr hydrophobe Seitenketten mit ANS an der @tdge wechselwirken, desto
starker ist die gemessene Fluoreszenzintensitat. Nachkdesa und Nakai (1985) korreliert
diese mittels ANS-Fluoreszenz ermittelte Hydrophobit&taer Unldslichkeit von Protei-
nen und kann damit als Mal3 fur die Ober &chenhydrophobit@teh. Die Ergebnisse der
ANS-Messungen sind in Abb. 5.4 dargestellt. Eine reine Kibebandlung fuhrt zu keiner
wesentlichen Veranderung der Ober &chenhydrophobitatlgsozyms. Zwar erfolgt durch
Druck eine Auffaltung der Lysozymstruktur verbunden mitezi Freilegung der hydropho-
ben Aminoséuren, jedoch sind diese StrukturanderungdnAlalcau des Druckes reversibel.
Es resultiert eine nativ-&hnliche Struktur (Li et al., 198neller et al., 2006), in welcher
die hydrophoben Aminoséauren wieder ins Innere des Prageinshtet sind. Die unter Druck
durch mTG quervernetzten Lysozymproben weisen hingegenstarke Zunahme der Ober-
achenhydrophobitat in Abhangigkeit des Oligomerisiegggrades auf. Die Ober achenhy-
drophobitét steigt durch eine mTG-Behandlung bei 700 MBawelcher ein DP von 36 %
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(a) (b)

Abb. 5.4: (a) Hydrophobitat und (b) Aktivitat von Lysozym nach Druekiandlung bzw. simultaner
Druck- und mTG-Behandlung (40 U mTG/g Lysozym) bei 4D fir 30 min; blau/grin:

Blindwert, blau: Druckbehandlung, griin: simultane Drugkd mTG-Behandlung

erreicht wird, um ca. das 15-fache im Vergleich zum nativgadzym an. Die durch mTG
ausgebildeten Isopepidbindungen verringern damit diekfitang der druckdenaturierten
Lysozymstruktur in den nativ-ahnlichen Zustand nach Daldlau, wodurch die Ergebnisse
der Circulardichroismus-Messung bestatigt werden. Dardyyhoben Aminosauren bleiben
hierbei nach aufRen orientiert und kbnnen mit ANS in Wechiskelmg treten.

Die Ober achenhydrophobitat konnte somit erfolgreichaueine mTG-katalysierte Quer-
vernetzung erhoht werden. Doch wie wirkt sich diese Stmdktderung auf die Aktivitat des
Lysozyms aus? Zur Klarung wurde die antimikrobielle Winkséait gegentiber dem grampo-
sitiven Bakterium Micrococcus lysodeicticus ermittelus®den Ergebnissen in Abb. 5.4 geht
hervor, dass infolge einer Druckbehandlung die Aktivités dysozyms vermindert wird.
Nach der hochsten Druckbehandlung bei 700 MPa sind allgsdinch ca. 77 % Restaktivi-
tat vorhanden. Wird Lysozym unter Druck zusatzlich mit mTé&setzt, so ist eine stérkere
Abnahme zu verzeichnen. So sinkt die Aktivitat des Lysozyarsh einer mTG-Behandlung
bei 700 MPa (Oligomerisierungsgrad 36 %) auf 56 % im Verdieiem nativen Protein. Die
aufgezeigten Struktur&nderungen durch eine Druckbebagdizw. Proteinquervernetzung
wirken sich demnach auch auf die Aktivitat des Lysozyms @obei aber kein vollstandiger

Verlust der antimikrobiellen Wirkung beobachtet wurde.
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Mit diesen durchgeflhrten Versuchen konnte gezeigt wedkess eine simultane mTG- und
Druckbehandlung eine erfolgreiche Methode darstellt, @ Enzym Lysozym zu modi -
zieren. Die hierbei erreichte Proteinquervernetzungtfiabreiner Steigerung der Ober &-
chenhydrophobitat des Lysozyms unter Erhaltung der akitohiellen Wirksamkeit gegen-
Uber grampositiven Bakterien. Folglich ware es interelsgarnuntersuchen, ob die erhéhte
Hydrophobitéat infolge einer Proteinquervernetzung aucher gewiinschten antimikrobiel-
len Wirksamkeit gegeniiber gramnegativen Bakterien fihel. wéare es anschlie3end, dass
Optimum der Quervernetzung zu bestimmen, bei welchem eisiehende antimikrobiel-
le Aktivitat gegentiber grampositiven und -negativen Bag&teerhalten wird. Des Weiteren
sollten zur Absicherung der antimikrobiellen Wirksamlakts modi zierten Lysozyms die
Tests auf mehrere verschiedene Bakterien, sowohl gratiygosis auch gramnegative, aus-
gedehnt werden. Weiterhin ware es denkbar, mit den in dezifetablierten Methoden zur
Reaktionsortbestimmung, die mTG-reaktiven GIn- und Lgste im Lysozym zu ermitteln.
Es kdnnten hierbei wichtige Informationen tber die Spéiziton mTG und Uber die Struk-

turdnderung des Lysozyms unter Hochdruck gewonnen werden.

5.4 Weitere Untersuchungsschwerpunkte

Im Rahmen der Arbeit wurden die Reaktionsorte #€asein und -Lactoglobulin bestimmt.
Jedoch konnte Lauber et al. (2003) in ihren Untersuchungeen, dass bei einer gemein-
samen Inkubation dieser zwei Proteine unter Hochdruckidon€G auch Heterooligomere
gebildet werden. Es ergibt sich hiermit die Frage, inwi¢waih die Reaktionsorte dieser
Mischproteine von den Reinproteinen unterscheiden. ésgamt ware es weiterhin diese
Reaktionsorte im System Milch zu analysieren. Hierzu kérambe Isolierung der Heterooli-
gomere mit anschlieBender enzymatischer Hydrolyse undys@aer enstandenen Peptide
mittels HPLC-MS durchgefiihrt werden. Weiterhin wurde imhReen dieser Arbeit vermu-
tet, dass die enzymatische Vernetzung innerhalb der Miaelier &uReren-caseinreichen
Micellschicht erfolgt. Zur Uberprifung konnte eine mTGtddgtsierte Markierung der in
der Micelle zuganglichen Reaktionsorte erfolgen, welalgchliel3end in der noch intakten
Micelle fur den Betrachter sichtbar gemacht wird. Hier éietich z.B. eine Goldmarkie-
rung an. Zur Bestatigung der intramicellaren Caseingueeteung ware der Nachweis von
Isopeptiden im Micellisolat sinnvoll. Dartiber hinaus kégmdie Untersuchungen zur Quer-

vernetzung auf andere globulare Proteine wie Ovalbumigedeshnt werden.
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Im Rahmen der Arbeit wurden grundlegende Forschungen zékl#&ung des Mechanis-
mus der mTG-katalysierten Proteinquervernetzungsmalkturchgefiihrt. Da das Enzym
ein grolRes Einsatzgebiet in der Milchindustrie erlangb&usgsierten sich die hier durch-
gefuhrten Arbeiten auf die Milchproteine-Casein, dem Hauptprotein der Caseine, und
-Lactoglobulin, dem Hauptprotein der Molkenproteine soauf die in Milch vorkommen-
den Caseinmicellen. Im ersten Teil der Arbeit galt es, diesémuenzen einer intramicella-
ren Caseinvernetzung auf die micellare Struktur und detahil@&t gegentiber einem Zusatz
verschiedener Destabilisierungsreagenzien, einer Hackidehandlung und einer enzyma-
tischen Proteolyse zu analysieren. Dieses und weitererélrtieungen der intramicellaren
Quervernetzung mittels analytischer Methoden wie SDSHAEPC und PLRP-HPLC soll-
ten dazu dienen, einen Einblick in den Ablauf der mTG-kati@isten Reaktion innerhalb
der Caseinmicellen zu erhalten. Des Weiteren war es vonelsge die Reaktionsorte, d.h.
die an der enzymatischen Vernetzung beteiligten GIn- uredRgste, zu identi zieren. Die
Bestimmung der Reaktionsorte erfolgte hierbei zum Einendfé Proteine -Casein und
-Lactoglobulin und zum Anderen fir das komplexe System @gee@micellen. Ziel dieser
Untersuchungen war es, den Ein uss der Proteinstrukturesder Aggragation der Caseine
in Form von Micellen auf die Reaktivitat bzw. Spezi tat defmi@ zu erfassen und darzu-
stellen. Die Ergebnisse der im Rahmen der Arbeit durchgefiinJntersuchungen sollten

abschliel3end zur Diskussion der vorhandenen Micellmedieltangezogen werden.

1. Eine signi kant verbesserte Stabilitat der micellaragrutstur infolge einer intramicella-
ren Caseinquervernetzung konnte sowohl gegeniiber destabnden Reagenzien (EDTA,
Ethanol, GDL), mechanischen Parametern (Hochdruck) seimigr enzymatischen Proteo-
lyse (Chymotrypsin, Pepsin) beobachtet werden. Ursackdiniist vermutlich das durch
MTG ausgebildete Isopepidnetzwerk im aul3eren Micellbkr@&ieses kann bei einer Schwé-
chung der hydrophoben Wechselwirkungen sowie einer vetenian Ausbildung von Calci-
umphosphatbriicken deren stabilisierende Rolle Ubernelkim#die grundlegende micellare
Struktur erhalten. Ebenfalls konnte beobachtet werdess darch eine intramicellare Ver-

netzung der Angriff durch proteolytische Enzyme geschwiatd.
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2. Die Untersuchungen zur intramicellar ablaufenden Qereetzung zeigten, dassCasein

starker durch mTG vernetzt wird als dig-Caseine. Weiterhin konnte nachgewiesen wer-

den, dass durch mTG die Caseine in der micellaren Struktigrtxverden und der ex-

tramicellare Caseinanteil abnimmt. Dies lasst die Scidlgsrung zu, dass sich-Casein

im leicht zuganglich auReren Micellbereich be ndet, walde s-Casein vorwiegend im

Inneren lokalisiert ist. Folglich wird durch mTG ein IsopebNetzwerk in dem auf3eren
-caseinreichen ,Mantel* der Micelle ausgebildet, welclzesverbesserten funktionellen

Eigenschaften fuhrt.

3. Zur Bestimmung der an der Proteinquervernetzung bgtefli GIn- und Lys-Reste im
Protein wurde eine Methode etabliert, welche auf einer eraischen Markierung der Re-
aktionsorte, einem nachfolgenden tryptischen Verdau @ekierten Proteins und einer Ana-
lyse bzw. Identi zierung der entstanden Peptide tiber eiReHPLC-MS basiert. Zur mTG-
katalysierten Markierung der GIn-Reste wurde Gly-Gly-@hd fur die Lys-Reste Z-GIn-
Gly als Markierungssubstanz eingesetzt. Die Enzymaktiiir die Markierungsreaktion

wurde so gewahlt, dass ein Quervernetzungsgrad v8asein von 50 % erreicht wird.

4. Fur -Casein konnten 5 der 21 GIn-Reste und 3 der 11 Lys-Restegisglich fiur mTG
eingestuft werden. Es handelt sich hierbei um GIn an dertiBosen 54 oder 56; 72, 79 oder
89; 117, 123, 141, 146, 149, 160 oder 167; 175 und 188, 194 Ififesowie Lys an den
Positionen 29, 105 und 176 imCaseinmolekul. Erfolgte die Inkubation detCaseinprobe
unter Hochdruck, so wirkte sich dies nicht auf die Angreikedgt der GIn- bzw. Lys-Reste
aus. Hingegen flihrte eine Steigerung der mTG-Aktivitatdad 2,5-fache zu einer verbes-
serten Markierung weiterer GIn-Reste. Es konnten hier 2dgBIn-Reste als reaktiv iden-
ti ziert werden (GIn-Reste an den Positionen 54; 56; 72, @@ro89; 117, 123, 141, 146,
149, 160 und/oder 167; 175; 188; 194 oder 195). Die offene exiddle Proteinstruktur von
Caseinen gewahrt demnach der mTG die hochstmogliche Abgrkeit, wobei die Zugang-
lichkeit einzelner Reste vermutlich starker durch die avagedte Enzymaktivitat als durch
die rdumliche Proteinstruktur gesteuert wird. FUr die Beste konnte kein Effekt der er-
hohten mTG-Aktivitat beobachtet werden. Dies legt die &tung nahe, dass die Lys-Reste

im Vergleich zu den GIn-Resten spezi scher durch mTG aniffegrwerden.

5. Fur -Lactoglobulin, einem globularen Milchprotein, konntemter Normaldruck keine

GIn-Reste durch das Enzym markiert werden. Aufgrund dek stasgebildeten Sekundar-
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und Tertiarstruktur liegen die GIn-Reste in der Proteiridur verborgen und sind daher nicht
fur mTG zuganglich. Unter Hochdruck bei 400 MPa, bei welcldas Protein in einem de-
naturierten Zustand vorliegt, konnten 4 der 9 GIn-Reste @alPosition 5, 13, 35 und 59) als
mTG-reaktiv nachgewiesen werden. Im Hinblick auf die irhactoglobulin vorhanden Lys-
Reste gelang eine Modi zierung von Lys 8, Lys 77 und Lys 144astunter Normaldruck.
Bei einer Inkubation unter Hochdruck war die Angreifbatldieser Lys-Reste aber deut-
lich verbessert. Zusatzlich konnten bei 400 MPa noch zwéenesLys-Reste an Position 70
und 83 durch mTG angegriffen werden. Da eine Erh6hung deyrRaktivitat auf das 2,5-
fache keinen Effekt bezuglich der Angreifbarkeit der GlawbLys-Reste zeigte, lasst sich
vermuten, dass vorwiegend die Struktur vothactoglobulin fur die mTG-Zuganglichkeit

malf3gebend ist.

6. Anhand der Lage der Reaktionsorte im Protein ist es midghassagen Uber die Spezi-
tat der mTG gegentber den GIn- und Lys-Resten zu treffenw8aden solche GIn-Reste
bevorzugt modi ziert, welche in hydrophoben Proteinabstien lokalisiert sind. Ebenfalls
zeigte sich, dass grof3e hydrophobe Aminosauren N-seitigoositiv geladene Aminosau-
ren C-seitig zu GIn dessen Reaktivitat fir eine mTG-katalys Reaktion erh6hen. Die
Lys-Reste konnen im hydrophoben sowie hydrophilen Pratesohnitt liegen, um von mTG
angegriffen zu werden. Jedoch zeigte sich, dass nur LyteeReden Aminosauren mit un-
geladenen bzw. positiv geladenen Seitenketten modi zatden, wéhrend die Nachbar-
schaft zu negativ geladenen Aminoséuren sowie zu Aminesamit ungeladenen polaren
(hydrophilen) Seitenketten die Angreifbarkeit verhirtdd&ine Erklarung fur die Spezi tat

der mTG ist im Aufbau des Enzyms sowie in dem von Kashiwagl.802) postulierten

katalytischen Mechanismus der mTG-Reaktion zu nden.

7. Die Identi zierung der reaktiven GIn- und Lys-Reste voiCasein innerhalb der Micelle
zeigte, dass die Zuganglichkeit fir mTG durch die Miceliktur deutlich vermindert ist.
Im Vergleich zu isoliertem -Casein konnten hier nur noch zwei GIn-Reste (GIn 175 und
GIn 72, GIn 79 oder GIn 89) und ein Lys-Rest (Lys 29) als mT@&ktiy nachgewiesen wer-
den. Es wird vermutet, dass in der Caseinmicelle eine Arstvokturierung der -Caseine
existiert, wodurch nur noch ganz bestimmte GIn- bzw. LystRélir mTG zugéanglich sind.
Im Hinblick auf die Lage der Reaktionsorte imCaseinmolekdl - der Lys-Rest im hydro-
philen Kopf und die GIn-Reste im hydrophoben Schwanz - isitdar, dass die -Caseine

strukturiert in laminaren Schichten assoziiert sein misse eine Vernetzung zu ermogli-
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chen. Vorteil dieser ,Jaminaren* Anordnung ist, dass di¢apen Kdpfe des -Caseins den
gro3tmaoglichen Abstand haben, wobei hydrophobe Wechdelngen zwischen den apola-

ren Schwanzen mdoglich sind und die Caseine in der Micellaransenhalten.

8. Das im Rahmen der Arbeit aufgestellte Micellmodell bérauf dem Internal Structure
Modell, im speziellen auf dem ,dual bonding model” nach Ho(h998). Es handelt sich um
eine lose Caseinaggregation, in welche Enzyme wie mTG ieigein und intramicellar wir-
ken kbnnen. Der Zusammenhalt der Caseine untereinandiduich hydrophobe Wechsel-
wirkungen und Calciumphosphatbricken erméglicht. DutiehEtgebnisse der Arbeit kann
der Aufbau der Caseinmicelle weiter konkretisiert werdemwird vermutet, dass-Casein
hauptséachlich im au3eren Micellbereich lokalisiert isihnend sich die s-Caseine eher im
Micellinneren be nden. -Casein ist hierbei in laminaren Schichten angeordnetewdie
hydrophilen Kopfe den gré3tmdglichen Abstand zueinandéeh und hydrophobe Wech-
selwirkungen zwischen den hydrophoben Schwénzen audgélierden konnen. Im Hin-
blick auf die s-Caseine, welche hier nicht untersucht wurden, kann vomeéi(t998) eine
kettenformige Anordnung, basierend auf den hydrophobeeriSchaften dieser Caseine,
ubernommen werden. FirCasein wird in Anlehnung an alle drei Micellmodelle eineggkea
auf der Micellober &che angenommen, bei welcher die sogete,hairy layer* ausgebildet

wird.

9. Ausgehend von dem in der Arbeit aufgestellten Micellmiddenn die quervernetzte Ca-
seinmicelle als ,GIOTTO -Modell* dargestellt werden, welches aus einem ,festereéeid
Mantel” aus quervernetztenCaseinen (Isopeptidnetzwerk) und einem ,weichen Keris* au

nur gering vernetztens-Caseinen zusammengesetzt ist.
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