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PROTEIN CHANGES OF VARIOUS TYPES OF MILK AS AFFECTED BY
HIGH HYDROSTATIC PRESSURE PROCESSING

Summary

Introduction of minimal processing concept was made possible by the development and
application of novel non-thermal and thermal food processing technologies which are often less
invasive than the conventional methods used in the food industry. One of these novel non-thermal
techniques is preserving food by high hydrostatic pressure.

The goal of my work was to learn more about the effect of high hydrostatic pressure (HHP)
on different types of milk, especially on milk proteins. I used both modern methods of proteomics
and spectrofluorometry in the investigations to find out whether the more rapid fluorescence
spectroscopy can provide sufficient information about the changes in milk components compared to
the information obtained using the methods of proteomics. A further objective of my research was
to detect the effect of HHP on the immunoreactivity of milk proteins in different milk types.

Following materials were included in the research project: human milk, whole and skimmed
bovine milk, whole ewe’s milk, whole goat milk, whole mare’s milk, and bovine whey.

Samples were treated at different pressure levels and for different holding times. The
pressure progressed from 100 MPa to 800 MPa increased by 100 MPa increments, and holding
times were 5, 10, 20, 30 and 40 mins. The methods applied in the investigations: polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE), immunoblotting and spectrofluorometry. In the spectrofluorometric
measurements, half of the samples were pressurized and the rest of them underwent heat treatment
(from 70°C to 100 °C in 10 °C increments, and from 5 to 30 mins in 5 mins increments). The effect
of the two preservation methods were compared. Tryptophan emission and retinol emission and
excitation intensities were measured.

Intensities of protein fractions in the electrophoretic pattern of HHP treated milk samples
decreased with increasing pressure and holding time. The extent of the decrease varied depending
on the milk types, and the milk protein fractions reacted to pressure in different ways, too. In each
case, however, B-Lg proved to be the most barosensitive protein fraction. The two isoforms of B-Lg
reacted in different ways to pressure, -Lg B denatured first.

In the higher pressure ranges, decrease in the intensity of the protein fractions, first of all of
B-Lg, was smaller in the whole milk samples (4.37% fat content), than in skim milk (0.21% fat
content). This indicated a baroprotective effect of fat on milk proteins.

HHP seemed to decrease the immunoreactivity of certain protein fractions in the different
milk types. According to the separation and immunoblotting methods used, the extent of the
decrease was not significant, except for mare’s milk. Thus HHP treatment alone did not prove to be
useful to produce hypoallergenic milk or milk products, but in combination with other methods,
HHP treatment could be effective in decreasing or even cancelling the immunochemical reactivity
of milk proteins.

Irrespective of the material investigated (tryptophan or retinol) and the type of spectra
(emission or excitation), the overall tendency was in each case that the fluorescence intensity
increased with higher temperature of the treatment and decreased with increasing pressure.
Differences in intensities caused by heat and pressure, respectively, were significant (99%
probability level) in each case except bovine whey.

Based on the results we can state that the differences in the degree of intensity changes, and
in the measure of red shift, indicate that applying high pressure affected milk, primarily milk
proteins and milk fat, to a lesser extent than applying heat. Thus HHP treatment of milk,
considering its effect on the main components, seems to be a milder processing method, than heat
treatment. The results obtained by the two different techniques, gel electrophoresis and
spectrofluorometry, were in good agreement with each other.
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NAGY HIDROSZTATIKUS NYOMAS HATASA KULONBOZO TiPUSU
TEJEK FEHERJEIRE

Osszefoglalas

A kiméletes tartdsitasi modok bevezetését 1), nem-termikus valamint termikus (hdkezelésen
alapuld) ¢élelmiszer feldolgozasi technologidk kifejlesztése és alkalmazasa tette lehetové. Ezek a
technologidk altaldban kevésbé invazivak, mint az élelmiszeriparban hasznalt hagyomanyos
modszerek. Az 11j, nem-termikus eljarasok egyike az élelmiszerek nagy hidrosztatikus nyomassal
valo tartositasa.

Munkém célja az volt, hogy minél jobban megismerjem a nagy nyomas kiilonbozo allatfajok
tejére gyakorolt hatasat, kiilonds tekintettel a tejfehérjékre. A vizsgalatok sordn mind modern
proteomikai modszereket alkalmaztam, mind pedig spektrofluorometrids vizsgalatokat végeztem
annak érdekében, hogy megéllapitsam, a spektrofluorometria, megfelelé informéciot nyujt-e a
fehérje 0sszetevok valtozasardl a proteomikai modszerekkel Gsszehasonlitva. Tovabba célom volt,
hogy megvizsgdljam, hogy a nagy hidrosztatikus nyomds hatassal van-e a tejfehérjék
immunreaktivitasara a kiilonb6zo tipusu tejekben.

A vizsgalt anyagok a kovetkezOk voltak: ndi tej, teljes és sovany tehéntej, teljes juhte;j, teljes
kecsketej, teljes kancatej és tehéntej savo.

A mintékat kiilonb6z6 nyomasokon kiilonb6z6 nyomason tartasi idovel kezeltiik. A nyomas
értéekek 100 és 800 MPa kozott valtoztak, 100 MPa-onként ndvelve a nyomadst, a tartasi id6 5, 10,
20, 30 és 40 perc volt. A kovetkezd vizsgalati modszereket alkalmaztam: poliakrilamid gél
elektroforézis (PAGE), immunblottolas, spektrofluorometria. A spektrofluorometrids méréseknél a
mintak felét nyomaskezeltiik, a masik részét hokezelésnek vetettiik ala (70°C-tol 100 °C-ig 10 °C-
onként novelve a hdmérsékletet, a hontartasi 1d6 5 és 30 perc kozott valtozott 5 perccel novelve a
tartdsi 1dot). A két tartdsitasi mod hatasat hasonlitottuk Ossze. A triptofan emissziot, retinol
emissziot valamint a retinol gerjesztési intenzitasat mértik.

Az elektroforetikus fehérjemintazat alapjan a nagy hidrosztatikus nyomassal kezelt fehérje
frakciok intenzitasa csokkent a nyomas ¢€s a tartdsi id0 novelésével. A csokkenés mértéke a tej
tipusatol fliggéen valtozott és a kiillonbozd fehérje frakciok is kiilonbozoképpen reagaltak a
nyomasra. Azonban minden esetben a P-laktoglobulin (B-Lg) bizonyult legérzékenyebbnek a
nyomassal szemben. A B-Lg két izoformja koziil a B-Lg B denaturalddott hamarabb.

A nagyobb nyomds tartomanyban a fehérje frakciok, elsdsorban a B-Lg intenzitasa kevésbé
csokkent teljes tejben (4.37% zsirtartalom), mint sovanytejben (0.21% zsirtartalom). Ez a zsir
nyomassal szembeni védé hatasara utalt.

A vizsgalatba vont tej tipusok bizonyos fehérje frakcidinak immunreaktivitdsa csokkent a
nagy nyomas hatasara, mas frakcioké nem valtozott. Az alkalmazott elvalasztasi és immunblottolasi
modszer alapjan a csokkenés mértéke nem volt szignifikans, a kancatejet kivéve. Ezek szerint a
nagy hidrosztatikus nyomds oOnmagaban nem elegendd hipoallergén tej vagy tejtermékek
eléallitdsdhoz, de mas modszerekkel kombinalva hatékony lehet a tejfehérjék immunreaktivitdsanak
csokkentésében vagy megsziintetésében.

Fliggetleniil a vizsgalt anyagtol (triptofan vagy retinol) és a spektrum jellegétdl (emisszios
vagy gerjesztési), az az altalanos tendencia volt megfigyelhetd, hogy a fluoreszcencia intenzitasa a
kezelési hémérséklet novelésével nétt, a nyomas novelésével pedig csokkent. A nyomas ill. a ho
altal okozott intenzitds valtozas egymashoz képest szignifikans volt (99% valdsziniliségi szinten)
minden esetben, kivéve a tehéntej savot.

A fent emlitett eredmények alapjan azt allapithatjuk meg, hogy a kiilonbségek az intenzitas
valtozas mértékében, valamint az, hogy a nyomaskezelt mintdk spektrumainak csucsanak helye
kevésbé tolodott el a hosszabb hullamhossz irdnyaba, azt mutatja, hogy a nagy nyomas kevésbé
hatott a tejre, elsdsorban a tejfehérjékre és a tejzsirra, mint a hdkezelés. Azaz a tej nagy
hidrosztatikus nyomassal valo kezelése a f& OsszetevOkre gyakorolt hatdsanak tekintetében
kiméletesebb feldolgozasi technikdnak bizonyult, mit a hdkezelés. A két kiilonbozd technikaval,
azaz a gél elektroforézissel és spektrofluorometridval kapott eredmények alatdmasztottak egymast.
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