Kan makromoleky

lers

funktionalitet tastslas med NIR?

Ved at bruge glutennetvaerket som modelsystem er det undersogt, om NIR kan bruges til at
fastsla makromolekylers funktionalitet. Resultaterne er lovende
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Makromolekylers funktionalitet spiller en vigtig rolle for
funktionen af levende celler og for fadevarers kvalitet. Derfor
er en nem og hurtig metode til bestemmel se af makromole-
kylers funktionalitet anskelig. Nazinfrarad-spektroskopi (NIR)
er hurtig, foregér uden nedbrydning af preven og er derfor
potentielt anvendelig som online-metode [1].

Detektion af konformationer og interaktioner

Som en af f& metoder er vibrationsspektroskopi falsom over for
hydrogenbindinger. Metoden er i stand til at detektere aandrin-
ger i makromolekylers konformationer og interaktioner, der er
essentielle faktorer for makromolekylernes funktionalitet. |
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Figur 1. NIR-spektre af glutenprever med forskellige fugtigheder. Pink: 4-5%
vandindhold. Lysebld: 7-14% vandindhold. Merkebl&: 20-33% vandindhold.
Spektrene er korrigeret for lysspredningseffekter. De brede absor ptionsband
ved 1440 nm og 1940 nm gges med vandindholdet og stammer fra hhv. 1.
overtone af OH-straek og kombinationen af OH-stra&k og HOH-bgjning.

modsagning til infrargd spektroskopi (IR), der benyttes rutine-
maessigt til at bestemme proteiners sekundaae struktur, er
anvendeligheden af NIR til dette formdl ikke blevet videre
undersggt. | |R-spektre ses de fundamental e absorptioner, mens
det er de svagere overtoner og kombinationer af disse, der
forekommer i NIR-spektrene.

Fugtning af hvedegluten og hvedestivelse

Hvedemel og destilleret vand blev rert til en dej, og en gluten-
fraktion blev isoleret ved udvaskning i handen. Ligeledes blev
en stivelsesfraktion isoleret fra en dej. Fraktionerne blev
dernaest frysetarret, malet i en laboratoriemelle og sigtet. Sma
prever blev spredt pa petriskale, placeret i en lukket beholder
med destilleret vand i bunden og derefter opbevaret ved enten
stuetemperatur (25°C) eller ved 5°C. Efter forskellige perioder
med absorption af vand fra luften (t=1, 2, 4, 23, 27, 45 og 53
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timer) blev preverne vejet og NIR-reflektans-spektrene optaget
fra 790 nm til 2500 nm.

Spektrene blev korrigeret ved »multiplicativ scatter correc-
tion« (MSC), og anden afledte-spektre blev beregnet frade
M SC-korrigerede spektre ved brug af Savitzky-Golay-transfor-
mation. Glutenprevernes vandindhold beregnet pa vad basis ud
fra prevernes vegytforagel se gik fraca. 4 til 33%.

Effekten af vand pd glutenets spektrum

I glutenspektrene (figur 1) afspejles det sgede vandindhold i
intensiteten af to brede absorptionsband, som stammer fra OH-
vibrationer.

Ved stigende vandindhold i gluten gges farst gluten-vand-
interaktionerne, og ved hgjere vandindhold ses ogsa aandringer
i glutenets sekundaae struktur, hvilket bringer det til den
funktionelle viskoel astiske tilstand. Det forventes, at denne
udvikling vil ledsages af smaandringer i proteintoppenes form
og placering, idet vibrationsfrekvenserne er f@g somme over for
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Figur 2. Anden afledte-spektre af glutenprever med forskellige fugtigheder.
Pink: 4-5% vandindhold. Lysebld: 7-14% vandindhold. Merkebld: 20-33%
vandindhold. De originale absorptionsband ses som nedadpegende toppe, og
de er skarpere og bedre adskilte end i raspektrene (figur 1). Et interessant
omrade ses i CH-kombinationsbandene.

den aandrede hydrogenbinding. Det undersgges ved brug af
anden afledte-spektre, hvor overlappende toppe er bedre
adskilte (figur 2). | anden afledte-spektrene ses de oprindelige
toppe som nedadpegende toppe, og proportionaliteten mellem
intensiteten og koncentrationen er bevaret.

Amid-kombinationsbandene omkring 1975 nm, 2050 nm og
2180 nm skyldes protein backbone-vibrationer, som er falsom-
me over for proteinets konformation. Ved hydreringen ses dog
kun sma skift i disse absorptionsband. | stedet ses starre
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spektrale aandringer i et omrade med CH-kombinationsband,
som stammer fra aminosyresidekagde-vibrationer (figur 3).
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Figur 3. Zoom-billede af CH-kombinationsband (udpeget i figur 2) fra anden
afledte-spektre af gluten med forskellige fugtigheder. Pink: 4-5% vandind-
hold. Lysebla: 7-14% vandindhold. Markebla: 20-33% vandindhold.

Kvalitativ &ndring i aminosyresidekede-absorptioner

I omréadet med CH-kombinationsbandene ses ikke blot en
kvantitativ andring, idet det observeres, at en top ved 2265 nm
gradvis skifter mod 2260 nm og bliver smallere ved gget
fugtighed, mens en anden top ved 2283 nm skifter mod 2278
nm og bliver bredere (figur 3). Denne spektral e aandring finder
sted for ale fugtede glutenprever uafhaangig af deres forskel-
lige opbevaringstemperatur (5°C eller 25°C) og er observeret
gentagne gange i lignende forsgg. Skiftene i disse band er ikke
direkte forérsaget af en aandring i hydrogenbindingerne, men
kan skyldes andringer i glutenets struktur, som pavirker C-H-
bindingslaengden. At resterende stivelse i glutenet er arsag til
de spektrale amdringer er blevet udelukket ved sammenligning
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Figur 4. Zoom-billede af CH-kombinationsband (udpeget i figur 2) fra anden
afledte-spektre af gluten og stivelse ved hgj og lav fugtighed.

med spektrene for stivelse ved forskellige vandindhold (figur
4).

Stivelse har ligesom gluten et CH-kombinationsband ved
2283 nm, men i modsagning til hvad der sesi glutenspektret,
bliver dette band ikke bredere eller skifter placering ved
hydreringen. Pa denne baggrund og ud fra den betragtning at
stivelse, lipider og andre ikke-glutenproteiner kun udger en
meget lille del af glutenfraktionen, tilskrives de spektrale
andringer ved 22502290 nm aandringer i glutenproteinerne.

Specifik ndring i glutenproteinerne

| spektre for B-lactoglobulin ved forskellige fugtigheder ses
sméaskift i proteintoppene ved hydreringen, men ingen aandrin-
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ger i toppenes bredde. Faanomenet i glutenspektrene er altsa
ikke generelt for alle proteiner, og det kan i stedet afspejle
specifikke aandringer, der finder sted under udvikling af
glutennetvaaket. Dette er sandsynligvisikke strukturelle
andringer, da det benyttede vandindhold formodentlig er for
lavt til at medfare signifikante eendringer i den sekundaare
struktur. | en IR-analyse af hydrerede glutenproteiner er et skift
i et af de fundamentale CH-band blevet tilskrevet aggregering
af prolin helicer [2].

Perspektiver

Undersggel sens resultater tyder pd, at NIR kan detektere de
andringer, der finder sted i glutenproteiner ved ggning i
vandindholdet. NIR kan derved blive et vigtigt redskab til at
bestemme glutenets funktionalitet. De eksakte sandringer i
glutenproteinerne, der er arsag til de observerede spektrale
aandringer, kan i fremtidige eksperimenter fastslas ved brug af
andre malemetoder sdsom IR, der giver mere detaljeret infor-
mation om strukturen.

E-mail-adresse:
Susanne W. Bruun: swbh@biocentrum.dtu.dk

Referencer

1. Blanco M., and Villarroya, |. 2002. TrAC-Trends. Anal. Chem. 21, 240-
250.

2. Wellner, N., Belton, PS., and Tatham, A.S. 1996. Biochem. J. 319, 741-
747.

Nyt om...

(_
aber — og myggehalsam

\

Kapucineraber knuser tropiske tusindben og smarer sigind i
de knuste insekter. Tusindbenene indeholder starre maangder
af 1,4-benzoquinoner —for visse arter op til 350 mg pr.
tusindben. Undersggel ser viser, at det for starstedelen drejer
sig om 2-methyl-1,4-benzoquinon MB og 2-methoxy-
MMB. Aberne tog

3-methylbenzoquinon
MMB.
Begge disse forbin- Q Q
delser virker frastaden- CH3 CHs;
de pa myg. Man har
givet aber servietter,

der var impraggneret OCHs
med den ene eller en 0 O

straks servietterne og

begyndte at terre sig over hele kroppen med dem. Man sa
endog aber, som lante servietterne ud til artsfadler efter endt
brug. Der er ud fraforsggene ingen tvivl om, at abernei
naturen pa denne made forsgger at undga at blive stukket af
myg.

Desvaare er der ingen hjadp at hente her for mennesker,
idet begge stoffer er cancerogene. Om aberne har problemer
med dette vides ikke.

Carl Th.

Benzoquinones from milipedes deter mosquitoes and elicit self-
anoiting in capuchin monkeys, Naturwissenschaften 90, 2003, side
301.
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