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Sammanfattning

Enzymer i mejeriindustrin har stor betydelse under tillverkning av mejeriprodukter. Proteaser, en
typ av enzym, hydrolyserar mjdlkproteiner och kan bidra till positiva savil som negativa effekter i
mjolkrévara och slutprodukt.

Proteaser kan ha olika verkan beroende pa om de har ett endogent eller exogent ursprung.
Endogena proteaser som plasmin och cathepsin D finns naturligt i mjolk. Dessa proteaser tas upp
fran blodet till juvret och vidare in i mjolken alternativt via lickage hos somatiska celler. Ett tredje
proteas, kymosin, tillsdtts dédremot aktivt under osttillvekrning men férekommer ursprungligen
naturligt 1 magen hos kalvar. Kymosin é&r alltsé inte endogent i mjolken, ddremot ar det endogent
hos en kalv och kommer i denna litteraturstudie darmed anses som ett endogent proteas. Endogena
proteaser kan ha negativ verkan i mjolk med minskad avkastning, bismak eller simre slutprodukt
som resultat. De kan dven bidra med positiva effekter i form av snabbare ostmognad, béttre textur
och mer intensiva smaker.

Exogena proteaser utsondras av bakterier som kontaminerar mjolk via exempelvis dalig
hygienpraxis under mjélkhanteringsrutiner. Psykotrofa bakterier s& som Pseudomonas spp. samt
Bacillus spp. kan bilda virmetdliga proteaser respektive sporer som bada &verlever
viarmebehandling. Sporer kan i sin tur orsaka éaterkontaminering i mejeriprodukter. Enzymer
utsondrade av dessa bakterier kan orsaka bittra och harskna smaker, missfirgningar och gelbildning.
Trots detta har proteaser med exogent ursprung dven visat sig att ha positiva effekter da
restprodukter fran proteolysen, i form av aminosyror, kan vara gynnsamma for dnskade bakterier
som mjolksyrabakterier.

Okad anvindning och kunskap om proteaser kan bidra till stérre produktutbyte for
mejeriindustrier. Det kan dven leda till 6kad kvalitet och ldngre hallbarhet av slutprodukter. Det
mdjliggdr ett minskat matsvinn vilket vidare resulterar i miljdméssiga och ekonomiska vinster.

Nyckelord: endogena proteaser, exogena proteaser, mjolkkvalité, mjolkproteiner



Abstract

Enzymes in the dairy industry are of great importance during manufacture of dairy products.
Proteases are enzymes that can hydrolyze milk proteins and thereby contribute both to positive and
negative effects in a final product.

Proteases can have different effects, depending on if they are of endogenous or exogenous origin.
Proteases of endogenous origin, such as plasmin and cathepsin D occur naturally in milk and enter
the milk through blood or somatic cells. However, the third protease, chymosin, is added to the milk
during cheese manufacture. This protease does not occour naturally in milk, but is originally located
in the stomach of calves. Hence, chymosin will in this literature research count as an endogenous
protease. Endogenous proteases can have negative effects on milk which results in lower yield, off-
flavors or lower quality of the end product. However, they can also contribute with positive effects,
resulting in faster cheese ripening, better texture and more intense flavors.

Proteases with exogenous origin are secreted from microorganisms that contaminate milk due to
e.g. bad hygiene practice during milk handling. Psychotropic microorganisms such as Pseudomonas
spp. can produce heat resistant proteases while Bacillus spp. can produce heat resistant spores. These
proteases and spores can survive heat treatment during dairy manufacture. Furthermore, spores can
recontaminate both milk and dairy products. Enzymes secreted from these microorganisms can
cause bitter and rancid off-flavors, surface taints and gel formation. However, proteases with
exogenous origin have also shown some positive effects since amino acids obtained from proteolysis
might favor the growth of wanted lactic acid bacteria.

By increasing the knowledge about the use of proteases, the dairy industry can be more efficient
and produce high quality products with prolonged shelf-life. Consequently, this can result in
financial profits as well as contribute to a better environment through reduced food waste.

Keywords: endogenous proteases, exogenous proteases milk quality, milk proteins
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1. Inledning

Mejeriindustrin ar till stor del beroende av enzymer med varierad aktivitet och
verkan. Enzymer kan vara 6nskade for forbattrad textur och smak (Hui et al. 2012).
De kan ocksé bidra till en avsevért simre mejeriprodukt gillande bade avkastning
och sensoriska aspekter. Olika metoder kan darfor tillimpas for att ta bort eller
inaktivera vissa enzymer (Serhaug & Stepaniak 1997). Fokus 1 denna
litteraturstudie kommer ligga hos proteaser, en grupp av enzymer som bryter ned
mjolkens proteiner.

M;jolk ér ett komplext livsmedel bestaende av tre faser; fettfas, kolloidal 16sning
samt vattenfas (Gaucher et al. 2008). Mjolkproteiner kan generellt delas in 1 tva
grupper; kaseinproteiner och vassleproteiner. Dessa tva grupper utgér 80%
respektive 20% av mjolkens totala proteininnehdll (Jakubowicz 2012).
Kaseinproteiner dr organiserade som kaseinmiceller i den kollodiala 16sningen till
skillnad fran wvassleproteiner, som é&r losliga 1 serum, mjolkens vattenfas,
tillsammans med laktos och mineraler (Gaucher et al. 2008).

Proteaser 1 mj6lk kan ha endogent samt exogent ursprung och deras paverkan pa
mjolkens bestdndsdelar kan variera (Nielsen 2002). Endogena proteaser finns
naturligt 1 mj6lk och kan bilda komplexa system (Ismail & Nielsen 2010). Det finns
dessutom naturligt forekommande proteas i magen hos kalvar (Kumar et al. 2010).
Aven den sorters proteas kommer i denna litteraturstudie anses som endogent
proteas. Exogena proteaser didremot, utsondras frdn mjolkkontaminerande
mikroorganismer (Fox 1981).

Denna litteraturstudie ar indelad i fyra delar déir forsta delen beskriver historik
och allménna fakta om proteaser. Del tva handlar om mjolkens sammansittning for
att generera 0kad forstdelse infor del tre och fyra. De tvéd sistndmnda delarna
presenteras fakta om olika proteaser samt dess paverkan pa mjolkravara och
mejeriprodukt. Slutligen diskuteras for- och nackdelar hos denna litteraturstudiens
valda proteaser samt atgdrder for att forhindra odnskade effekter pé
mejeriprodukter.

Syftet med denna litteraturstudie ar att med hjdlp av kidnda fakta sammanstilla
och belysa proteasers betydelse for mejeriindustrin. Kunskap om proteasers
paverkan kan bidra till ett minskat matsvinn genom hdojd kvalité och forlangd
hallbarhet hos mejeriprodukter.
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2. Proteaser — allmanna fakta

2.1. Historik

Under 1950- och 1960-talet fokuserade forskningen inom proteiner pa sjilva
syntesen, vilket innebar vetenskapliga studier om hur proteiner bildas. Intresset for
proteiners nedbrytbarhet var inte lika stort dé positiva effekter av denna mekanism
annu inte uppmérksammats. Forskare var tillfreds med davarande information om
proteaser vilken visade att den primédra och enda funktion var att fullstdndigt bryta
ned proteiner 1 slutet av cellcykeln. De fa proteaser som da kunnat observerats var
smd och kompakta och det faststilldes darfor att denna form géllde samtliga
proteaser (Bond 2019).

Forst &r 1971, da Dr. Herb Tabor tjanstgjorde som chefredaktor for tidningen
Jounal of Biological Chemistry, accelererade intresset och nya upptéickter inom
omradet proteaser gjordes. Upptéckterna skulle sedan visa sig underlétta forstaelsen
av livscykeln hos en cell (Bond 2019).

Idag vet vi att &mnet dr avsevart mer komplext vilket beskrivs ndrmare under nésta
rubrik.

2.2. Vad ar ett proteas?

Ett proteolytiskt enzym, proteas, dr ett protein uppbyggt av ett stort antal
aminosyror. Aminosyror bestar av en karboxylsyragrupp, en aminogrupp samt
varierande sidokedjor som ldnkas samman via aminogruppen och
karboxylsyragruppen. En peptidbindning bildas och vatten utvecklas som
restprodukt. Sammanlidnkade aminosyror skapar proteiner som befinner sig i primér
struktur. Proteiner i primér form kan sedan utvecklas och bilda sekundira, tertidra
och kvartenira strukturer. Dessa strukturer bildas med hjélp av interaktioner som
till exempel vitebindningar, Van der Waals interaktioner samt disulfidbryggor
(Walstra et al. 2005).

Ett proteolytiskt enzym har som syfte att utfora proteolys av andra proteiner.
Proteolys innebér klyvning av peptidbindningar mellan aminosyror sé att peptider
eller enskilda aminosyror bildas (Keil 2012). Klyvningen kan ske direkt efter
proteinsyntes savil som efter en tid, da det protein som ska klyvas har hittat sin
placering och primidra uppgift. Aminosyror som bildas dteranvénds av antingen
organismen sjélv eller av en predator.
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Det finns ett brett och komplext utbud av vad proteaser kan astadkomma.
Mekanismen de utfor kan vara involverad i patogena forhallanden dar proteolys
leder till allvarliga sjukdomar. Ddremot kan proteaser ocksd vara en viktig
komponent i1 farmaceutiska medel. De dr &ven involverade i mekanismer som
exempelvis syntes av nya proteiner eller metabolism hos ménniskor och djur
(Rawlings 2013). Proteaser dr allmént forekommande 1 naturen. De finns i celler
tillhorande bade véxter och djur men dven i kroppsvétskor s& som blod, saliv och
mjolk (Rawlings 2013) (Helmerhorst et al. 2008) (Shah et al. 2014).

13



3. Mjolkens sammansattning

Mjolk &r ett komplext system bestdende av tre faser; en fettfas innehéllande
mjolkfett, en kolloidal fas innehdllande kaseinmiceller samt en vattenfas
innehéllande vassleproteiner, laktos och mineraler (Gaucher et al. 2008). For att
forsta hur proteaser kan paverka mjo6lkens kvalité kravs en kortfattad forklaring av
mjolkens sammansdttning. Detta avsnitt kommer dock framfor allt att fokusera pa
mjolkproteiner.

3.1. Kolhydrater

Laktos dr mjolkens huvudsakliga kolhydrat och &r unik hos diggdjur. Laktos ar en
disackarid bestaende av D-glukos och D-galaktos sammankopplade med en B-1,4-
glykosidbindning. Den produceras i mjolkkortlar dir proteinet laktalbumin ar
tillgédngligt och stimulerar syntesen (Walstra et al. 2005).

For att ddggdjur ska kunna tillgodogora sig denna kolhydrat krivs enzymet
laktas. Laktas hydrolyserar laktos s& att ovanndmnda monosackarider aterbildas.
Vid brist pa detta enzym uppstér laktosintolerans som kan orsaka symptom frén
mag-tarmkanalen s som illamaende, diarré och uppsvullnad (Wang et al. 2012).

3.2. Fett

Fettet 1 mjolk kan férekomma i olika former. Den frimsta formen dr som
triglycerider som motsvarar 98% av mjdlkens totala fettinnehdll. En triglycerid ar
en molekyl uppbyggd av tre fettsyror och en glycerolmolekyl och kan férekomma
1 stor variation. Fettsyror i mjolk varierar i antal kolatomer. De mest forekommande
fettsyrorna innehéller mellan fyra till 18 kol. De varierar dessutom 1 mittnadsgrad
och skiljer sig mellan méttade, oméattade samt grenade eller ogrenade.

Det finns ungefar elva huvudfettsyror som kan kombineras pé tre olika sitt i
varje glycerolmolekyl. Detta innebir alltsd att endast huvudfettsyrorna bildar 113
olika triglycerider i mjolk. Med 1 berdkningen &r inte mindre fettsyror som anses
ovesitliga, vilket betyder att variationen i fettsyror stricker sig langt dver 11°
(Walstra et al. 2005).

Fettsyror kan dessutom forekomma i mjolk som di- och monoglycerider, fria
fettsyror, fosforlipider, steroler och karotenoider. Fett i mjolk &r till storsta del
samlat i fettkulor med ett omringande membran av fosfolipider som separerar fettet
frdn mjolkens vattenfas. Fettkulor &r létta att separera fran mjolkens vattenfas med

14



hjilp av gravitation eller centrifugering. P4 sa sitt kan ett onskat fettinnehdll i en
slutgiltig mejeriprodukt uppnés.

Fettsyror kan i mjolken bli angripna av olika enzymer, dir det vanligaste
enzymet dr lipoprotein lipas. Det sker da en lipolys, enzymatisk hydrolys av
triglycerider, vilket leder till att fria fettsyror bildas. Dessa fria fettsyror kan orsaka
hirsken eller tvalig smak bade i mjdlkravara och i slutgiltig produkt (Walstra et al.
2005).

3.3. Proteiner

Mjolkproteiner kan generellt delas in 1 tvd grupper; kaseiner (80%) samt
vassleproteiner (20%) (Jakubowicz 2012).

Kaseinerna ir ett utav de huvudsakliga proteinerna i mjolk och &r organiserade 1
stora aggregat vid namn kaseinmiceller. Kaseinproteiner innehaller aminosyran
serin som i sin tur r fosforylerad. De fosforylerade seringrupperna binds samman
pa ett okédnt vis via kolloidalt kalciumfosfat. Forskare har dnnu inte kommit fram
till hur bindingen mellan fosforylerade seringrupper och kolloidalt kalciumfosfat
ser ut och vet dirmed inte exakt hur en kaseinmicell &r organisead (Vaclavik &
Christian 2014). Det &r pa grund av detta kalciumfosfat som kaseiner bidrar till en
hog halt kalcium och fosfat 1 mjolk. Kaseiner kan vidare delas in 1 undergrupper;
as- B- och k- kasein som utgdr 55%, 30% respektive 15% av mjolkens totala
kaseininnehéall (Morr 1975). as- och B-kaseiner kan delas in ytterligare 1; o1 och o
respektive B-kasein A1, A2 eller B (Walstra et al. 2005).

Kaseinmicellen dr uppbyggd av hydrofoba os- och B- kaseiner pa insidan samt
k- kasein pé utsidan (Walstra et al. 2005). D4 k-kasein ar hydrofil och negativt
laddad repellerar kaseinmiceller varandra samt forblir 16sliga 1 mjolk fram tills att
dess egenskaper dndras (Hui et al. 2012) . Fordndring kan ske om micellerna
kommer 1 kontakt med syra eller 16pe (Lucey 2002). Denna reaktion kan vara
onskad vid tillverkning av sdrskilda mejeriprodukter och forklaras narmre framover
1 denna studie. En schematisk bild av en kaseinmicell visas i figur 1.

Colloidal calcium phosphate Ca,(PO,);

Micelles (20-300 nm)
Figur 1: Uppbyggnad av en kaseinmicell

Forkortningar: Cn: kasein
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Kidlla: (Rebouillat & Ortega-Requena 2015)

Vassleproteiner dr till storsta del globuldra proteiner som finns i mjdlkens
vattenfas. Vassleproteiner &r till skillnad fran kaseiner viarmekiansliga och kan
denaturera under uppvarmning. De proteiner som ingér i denna grupp dr bland annat
a-lactatbumin, B-lactoglobulin, serumalbumin och laktoferrin.

a-lactatbumin dr ett kompakt protein och litet till storlek. Proteinet har som
biologisk funktion att agera som ett coenzym under laktossyntes.

3-lactoglobulin dr det protein som utgdr storst andel av vassleproteiner. Detta
protein syntetiseras i mjolk som en dimer dér molekylerna dr sammanlédnkade med
hydrofobiska interaktioner. P& grund av dess hdga hydrofobicitet kan B-
lactoglobulin binda till sig det fettlosliga vitaminet retinol (Walstra et al. 2005). 3-
lactoglobulin samt a-lactatbumin utgér 50% respektive 20% utav den totala
mingden serumprotein i mjolk (Biitikofer et al. 2006).

Serumalbumin &r ett protein som féorekommer i mindre kvantitet i mjolk och
Overgér fran blodet hos didggdjur. Diaremot ar de ett av de storre proteinerna i mjolk
(Walstra et al. 2005). Serumalbumin har som funktion att transportera hydrofoba
molekyler i bade blod och mjolk.

Laktoferrin tillhor gruppen glykoprotein med metallbindande egenskaper varav
jarn utgdr den huvudsakliga metallen som binds (Takayama 2012). Proteinet finns
1 sekret med antibiotisk aktivitet som mjolk, saliv och mag-tarmvétskor. Pa grund
av dess jarnbindande egenskaper har laktoferrin som biologisk funktion att avlagsna
jarn fran blod men dven att forhindra bakterietillvdxt. Dessa egenskaper é&r
fordelaktiga i lakningsprocessen vid skorpbildning. Dessutom anvénds laktoferrin
som antioxidationsmedel och anti-cancerframkallande medel i kommersiella
sammanhang (Sheehy et al. 2008). Skillnader mellan vassleproteiner respektive
kaseinproteiner visas i tabell 1.

Immunoglobuliner dr en tredje proteingrupp som kan delas in i manga
undergrupper varav IgG, IgA samt [gM forekommer 1 mjolk. Koncentrationen av
immunoglobuliner kan vara 30-100 génger hogre i rdmjdlk i jamforelse med mjolk
senare i laktationen. Syntes av immunoglobuliner stimuleras nér specifika antigener
finns ndrvarande 1 mjolk och fungerar dirmed som ett forsvar mot fraimmande
amnen som bakterier och virus (Walstra et al. 2005).
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Tabell 1: Egenskaper hos kaseiner respektive vassleproteiner

Proteingrupp Kaseiner Vassleproteiner
Undergrupp er 0s1-KN  0o-KN  B-KN  «-KN | o-LA  B-LG SA LF
Molmassa (kDa) 23,6 25,2 240 19,0 | 183 142 66,3 86,0
Aminosyror! 199 207 209 169 162 123 582 689
Fosforserin' 8 11 5 1 0 0 0 -
-S-S-? 0 1 0 0 2 4 17 -
Hydrofobicitet® 25 23 29 22 29 28 24 -
Isoeletrisk pH 4,5 5,0 4,8 5,6 5,2 ~43 438 8,7
Prolin! 17 10 35 20 2 8 - -

!'Sidokedjor/molekyl

2 Bryggor/molekyl

3% hydrofobiska aminosyror (Val, Leu, Ile, Phe, Trp)

Forkortningar

KN: kasein; LA: laktalbumin LG: laktoglobulin SA: serumalbumin LF:

laktoferrin

Kdllor: (Walstra et al. 2005) (Takayama 2012) (Pierce et al. 1991) (Hui et al.

2012)

3.4. Vitaminer och mineraler

Mjolk innehéller 14 av kroppens 18 essentiella vitaminer och mineraler
(Mjolkframjandet 2004) exempelvis; natrium, kalium, kalcium och magnesium.
Dessa dr fordelade mellan kaseinmiceller och mjolkens vattenfas (Walstra et al.
2005). Vitamin B12 och riboflavin &r tva av de vitaminer som &ar naturligt
forekommande i mjolk. Aven vitamin D finns tillgéinglig, dock berikas denna
vitamin 1 mj6lk eftersom den forekommer i otillrdckliga nivéer (Livsmedelsverket

2019).
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4. Proteolytisk aktivitet i mjolk

Proteolytisk aktivitet kan ge savél positiv som negativ verkan i mjolkrévara eller 1
slutgiltig mejeriprodukt. Effekten kan bero pa var proteaset i frdga harstammar fran
(Nielsen 2002). Naturligt forekommande proteaser, endogena proteaser, bildar 1
mjolk komplexa system och kan ge upphov till varierad textur i slutgiltlig
mejeriprodukt (Ismail & Nielsen 2010). Proteaser med exogent ursprung &r
enzymer som utsondras fran mikroorganismer (Fox 1981). Mikroorganismer kan
vara en del av mjolkens naturliga mikroflora (Serhaug & Stepaniak 1997) men de
kan ocksd kontaminera mjolk vid forsdmrad hygienpraxis i mjolkningsutrustning
och under mjolkhantering (Murugan & Villi 2014).

4.1. Endogena proteaser

4.1.1. Plasmin

Plasmin &r dominerande i antal studier utav proteaser med endogent ursprung i
mjolk (Ismail & Nielsen 2010). Jamforelser har gjorts mellan plasmin isolerat fran
mjolk samt plasmin isolerat frén blod hos notkreatur. Tydliga likheter upptécktes i
pH- och virmestabilitet, specificitet for hydrolys av kasein (Reimerdes 1983) och
till viss del identisk aminosyrasekvens (Bastian & Brown 1996). Faktum att
plasmin hiarstammar fran blodserum kunde ddrmed faststédllas (Reimerdes 1983).

I mjolken hydrolyserar plasmin B-, asi- och as2-kasein men klyver primirt -
kasein till y-1, y-2, och y-3 kaseiner samt proteospeptoner (Bastian & Brown 1996).
Plasmin hydrolyserar endast proteiner vid peptidbindningar innehallande
aminosyran lysin eller arginin (Fox & Kelly 2006). «-kasein dr ett protein med
inbundna kolhydratgrupper vilket innebdr att proteinet har glykosylerats.
Glykosyleringen hindrar plasmin att hydrolysera k-kasein och gor kaseinet dérfor
resistent (Doi et al. 1979).

Plasminer ingar i ett komplext system vid namn plasminsystemet (PL-systemet).
I PL-systemet ingdr dess inaktiva proenzym, plasminogen, savdl som
plasminogenaktivatorer (PA). Plasmin forekommer 1 mjélk frimst  som
plasminogen och konverteras till plasmin via minst tva typer av aktivatorer; vdvnad
plasminogenaktivator (t-PA) eller wurokinas plasminogenaktivator (u-PA)
Konvertering sker da plasminogen klyvs vid Arg>*’-Ile**® (Ismail & Nielsen 2010).
I PL-systemet ingar dessutom plasminogen aktivator inhibitor (PAI) samt
plasminogen inhibitor (PI). PAI och PI har effekt pa PA respektive PL (Ismail &
Nielsen 2010). En schematisk beskrivning 6ver PL-systemet visas i figur 2.
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Plasminogen
Activators (PA)

Plasminogen Plasmin

Activator Inhibitor Inhibitor (PI)

Plasminogen Plasmin ; Proteolysis
(PG) » (PL) > of Casein

Figur 2: Schematisk beskrivning av PL-systemet.

Kidlla: (Ismail & Nielsen 2010)

4.1.2. Kymosin

Lope anvdnds 1 stor omfattning inom mejeriindustrin framforallt under
osttillverkning. Omvandlingen fran mjolk till ostmassa katalyseras av bland annat
tvd enzymer, kymosin och pepsin, som bada ingar i 16pe (Moschopoulou 2011).
Hur dessa paverkar ostens kvalité och struktur diskuteras senare 1 denna studie.

Kymosin och pepsin ingér i gruppen aspartylproteaser (Moschopoulou 2011).
Dessa proteaser syntetiseras intracellulért i magsackens funduskortlar (Kumar ef al.
2010) som dess proenzym; pepsinogen och prokymosin som utsondras i I6pmagen.
Beroende péd djurets alder och diet produceras dessa proenzym 1 varierande
koncentrationer. Ju yngre djuret dr och ju storre del av dess diet som bestir av
mjolk, desto hogre blir koncentrationen av prokymosin och slutligen kymosin
(Moschopoulou 2011). Biologisk funktion hos kymosin dr dess formaga att
koagulera mj6lk 1 magen hos nyfédda kalvar. Genom att mjolken koaguleras gor
det dven att hastigheten genom kalvens mage minskar. Vidare ger detta storre
mojlighet for enzymer att hydrolysera proteiner viktiga for kalvens utveckling
(Vaclavik & Christian 2014). D4 kymosin ger liknande effekt pd mjolk i kalvars
mage som under osttillverkning, anses kymosin i1 denna litteraturstudie som ett
endogent proteas.

Kymosin bestér av totalt 365 aminosyror och syntetiseras som preprokymosin
med en hydrofob signalsekvens pd 16 aminosyror. Denna sekvens ger mdjlighet till
passage genom cellmembran (Mohanty et al. 1999). Vid hydrolys av denna
signalsekvens bildas prokymosin (Kumar et al. 2010). Till skillnad fran
plasminogen genomgar prokymosin en autokatalytisk aktivering via sidnkt pH-
varde 1 sin omgivning istillet for aktivering via proteolytisk aktivitet (Pedersen et
al. 1979). Slutprodukten utgérs av kymosin vid pH-virde 5,0 eller pseudokymosin
vid pH-virde 2,0 dédr pseudokymosin dr 15 aminosyor lingre &n kymosin. Vid
exponering for pH 5,5 konverteras dven pseudokymosin till kymosin.

Det finns tvé olika naturligt forekommande kymosiner; kymosin A respektive
kymison B. Skillnaden &r endast en aminosyra, déir asparaginsyra byts ut mot
glycin. Trots denna minimala skillnad kommer det resulterande kymosinet att ha
olika pH optimum, pH 4,2 hos kymosin A respektive pH 3,7 hos kymosin B
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(Mohanty et al. 1999). Uppkomsten av ovanstaende beskrivna former av kymosin
visas 1 figur 3.

Pseudochymosin

A
Y

P e Pro > <€ Chymosin >
-16 1 28 43 Amino acid 244 365
Asp (A form)
Gly (B form)

Figur 3: Kymosin i dess olika former.

Kidlla: (Mohanty et al. 1999)

Reaktionen for kymosinets destabilisering av en kaseinmicell sker 1 en primér
enzyminducerad fas samt sekundér icke-enzyminducerad fas. I den enzyméra fasen
hydrolyseras en specifik bindning mellan Phe!'® och Met!% i k-kasein, resulterande
1 para-k-kasein och glykomakropeptider (GMP) som restprodukt (Hui ef al. 2012).
Den negativa laddningen hos k-kasein elimineras och ddrmed kaseinmicellernas
formaga att repellera varandra (Walstra et al. 2005). Kaseinmicellerna mister den
repellerande GMP med sin stabiliserande negativa nettoladdning och micellens
hydrofoba interior med kalciumkénsligt as- och B-kasein exponeras. Da
kaseinmicellens hydrofila exteridr inte ldngre ar intakt, aggrererar as- och B-kasein
pa grund av deras hydrofoba karaktdr. Destabiliseringsprocessen gér ddrmed in 1
sekundér fas och en ostmassa bildas som resultat. Para-x-kasein ér fortsatt bundet
till kaseinmicellen och forldggs i ostmassan och GMP forloras till vassle (Hui et
al. 2012). En schematisk bild pa hur kymosin paverkar k-kasein visas i figur 4.

kymosin
kappa-kasein ~———J»  para -kappa-kasein + glykomakropeptid (16slig i vassle)

Figur 4. Paverkan pd k-kasein av kymosin.

Kdlla: (Hui et al. 2012)

4.1.3. Cathepsin D

Cathepsin D dr, likt kymosin, ett aspartylproteas som finns i lysosomer hos
somatiska celler (Hurley et al. 2000b) och som tréder in i mjolken fran dessa via
lackage (Li ef al. 2014). Cathepsin D syntetiseras som proprecathepsin av mRNA 1
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det korniga endoplasmatiska retikulum (rough endoplasmatic reticulum).
Proprecathepsin hydrolyseras och trdder vidare in i endoplasmatiska retikulum
(ER) som dess inaktiva form, procathepsin D. Slutligen transporteras proteinet till
lysosomen dir det omvandlas till dess aktiva form, cathepsin D (Minarowska et al.
2008). Cathepsin D &r uppbyggd av tvd proteinkedjor, en litt kedja med
aminoterminal samt en tung kedja med karboxyterminal. Dessa kedjor hélls
samman via hydrofobisk interaktion (Zaidi et al. 2008).

Fysiologiskt syfte hos cathepsin D 1 mj6lk har &nnu inte identifierats. Dock har
cathepsin D visat sig ha effekt pd mejeriprodukter genom hydrolys av
kaseinproteiner. Dess proteolytiska aktivitet riktas huvudsakligen mot osi-kasein,
men angriper dven B-kasein, k-kasein, as2-kasein samt a-lactalbumin. Hydrolysen
av k-kasein sker pa samma klyvningsplats som den for kymosin; peptidbindningen
mellan Phe'®-Met106 (McSweeney et al. 1995). Cathepsin D klyver osi-kasein
mellan Phe?3-Phe?* resulterande i polypeptiden asi-I-kasein. Denna polypeptid kan
ha paverkan i osttillverkning framfor allt under mognadsprocessen (Hayes et al.
2001). as1-kasein och asi-I-kasein ér till stora delar lika, dér den enda skillnad som
identifierats dr att os1-I-kasein dr mindre kénsligt mot kalciumjoner i férhéllande till
as1-kasein (Kaminogawa et al. 1980).

4.2. Exogena proteaser

I lander med vél utvecklad mj6lkindustri finns bra strategier for att forvara mjolk
nedkyld under 7°C frdn mjdlkning till processning. En lag forvaringstemperatur
minskar risken for kontaminering av mesofila mikroorganismer, men gynnar istéllet
mikroorganismer med psykotrofa egenskaper (Adams 2016).

4.2.1. Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. utgér ungefir 10% av den totala mikrofloran i mj6lkravara
(Serhaug & Stepaniak 1997). Trots dess laga kvantitet kan bakterien ge stora
problem da den kan fordka sig vid 1dga temperaturer. Vidare kan mikroorganismen
utsondra proteaser som i sin tur hydrolyserar kaseiner till 16sliga peptider (Serhaug
& Stepaniak 1997). Proteaserna som utsondras ér varmestabila och péverkas inte
av varmebehandlingar. Pseudomonas spp. utsOndrar proteaser 1 dess sena
exponentiella eller tidigt stationdra fas under tillvixt i1 kylskdpstemperatur
(Stoeckel et al. 2016). Framst hydrolyserar Pseudomonas spp. k-kasein foljt av B-
kasein. Vassleproteiner dr mer taliga mot hydrolys. Losliga peptider orsakade av
extracelluldra proteaser har varierande paverkan pad mjolkkvalitét, dar den frimsta
defekten resulterar i bitter smak (Techer ez al. 2014).

4.2.2. Bacillus spp.

Ytterligare en mikroorganism med psykotrofa egenskaper ar Bacillus spp. Bacillus
spp. har formagan att bilda sporer, som kan Overleva pastorisering (72°C 15s).
Sporerna bildas som en forsvarsmekanism och bakterien kan dérfor
aterkontaminera mjolk efter pastorisering (Serhaug & Stepaniak 1997). Bacillus
cereus ar vanligt forekommande 1 mjolkningsutrustning, strobdddsmaterial samt i
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torra produkter sd som ho och halm. Genom en délig hygienpraxis kan organismen
folja med fran ladugarden via mjolkuppsamling, transporter och lagerhantering.
Organismen kan via dessa hanteringsprocesser kontaminera mjolkravaran och
slutligen 1 avsedd mejeriprodukt. (Murugan & Villi 2014). Produktion av
extracelluldra proteaser har varierande paverkan pa mjolkkvalitét, dér den framsta
defekten resulterar 1 soOtkoagulering som forklaras ldngre fram 1 denna
litteraturstudie.
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5. Positiva och negativa effekter av
proteaser i mjolkravara och
mejeriprodukter

5.1. Effekter fran endogena proteaser i mjolkravara och
mejeriprodukter

5.1.1. Plasmin

Beroende pa nér plasmin &r aktivt kan det ge olika konsekvenser for mjolkravara
savidl som mejeriprodukt. Vid en hog plasminaktivitet innan separation och
pressning av ostmassa kan leda till minskat ostutbyte. Plasmin hydrolyserar, som
beskrivet ovan, B-kasein och bildar y-kaseiner samt proteospeptoner som
restprodukt. Detta orsakar en minskning pa 1-4% 1 ostutbyte, da
nedbrytningsprodukter av kaseinet istdllet gar forlorade med vasslen. Denna
minskning beror pa plasminaktivitet, men d@ven hur ldng tid mj6lkravaran forvaras
under laga temperaturer vid osttillverkning (Walstra et al. 2005).

Plasminer kan dock ockséd bidra med positiva effekter i mejeriprodukter. I en
studie frdn (Bastian et al. 1997) tillverkades tre olika schweizerostar, varvid det
tillsattes olika koncentrationer urokinas i tva av ostmassorna. I den tredje
ostmassan, som anviandes som referens, tillsattes inget urokinas. Syftet var att 6ka
plasminaktiviteten och ddrmed proteolysen for att se skillnader i kemiska sévél som
sensoriska parametrar Kontrollmétningar gjordes pa samtliga ostar efter 6, 12 och
24 veckor. Det visade sig att ostar med hogre koncentration urokinas resulterade i
hogre koncentration av plasmin som initierade hydrolys av B-kasein. Som effekt
gav det en hogre andel propansyra, notigare smak och en generellt mer intensiv
smakbild. Skillnader i ostarna sdgs endast vid granskning efter 12 veckor och efter
24 veckor mirktes inte ldngre ndgon skillnad. Slutsats dr att plasmin Okar
mognadshastigheten hos ostar, men bidrar inte med nagon skillnad i1 sensoriska
egenskaper efter en viss tid.

5.1.2. Kymosin

Som tidigare beskrivet utfor kymosin en koaguleringseffekt pd mjolk i magen hos
kalvar. Kymosin kan extraheras och sedan tillséttas aktivt vid osttillverkning i syfte
att astadkomma liknande effekt vid osttillverkning som i1 magen hos kalvar
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(Vaclavik & Christian 2014). Trots att detta proteas tillsdtts aktivt under
osttillverkning finns det naturligt hos nyfodda idisslare och beskrivs dérfor i denna
litteraturstudie som ett endogent proteas.

Kymosin har paverkan bade 1 mjolk samt under mognadsfasen vid
osttillverkning. Med dess hydrolyserande egenskaper pa k-kasein ansvarar enzymet
for koagulering av mjolk. I osttillverkning har kymosin betydelse for textur samt
ger 0kad smakintensitet (Kumar et al. 2010).

Koaguleringsprocessen av mjolk &ar beroende av olika faktorer sa som
kymosinkoncentration, temperatur, pH, kalciumkoncentration samt specifika
interaktioner mellan kymosin och kasein. Som resultat bildas en gel vilket utgér en
bas till ost under osttillverkning. Risken for negativa effekter av kymosin under
koaguleringsprocessen ér lag, till skillnad fran pepsin som ocksd koagulerar
mjolkproteiner (Hui ef al. 2012) men som kan ge en betydligt ldgre ostutbyte pa
grund av dess mer generella proteolytiska aktivitet (Kumar ef al. 2010).

Under ostens mognadsfas hydrolyserar resterande kymosin parakasein till
peptider. Peptider bidrar i sin tur till 6kade samt forstirkta smaker i ost. En
forbéttrad smakbild i ost av kymosin dr dock beroende av ostens saltkoncentration.
Vid minskad salthalt kan kymosin istdllet utféra en extrem proteolys vilket
resulterar i peptider med bitter smak (Ardo et al. 2017).

5.1.3. Cathepsin D

Cathepsin D klyver som tidigare beskrivet k-kasein pad samma sitt som kymosin;
peptidbindningen mellan Phe!®-Met!®. Denna hydrolys gir dock avsevirt
langsammare @n hydrolys med hjdlp av kymosin (McSweeney et al. 1995).
Cathepsin D fungerar som naturligt forekommande proteolytiskt enzym.
Koncentrationen ar dock inte tillrdckligt hog vilket innebér att risken for att en
ostmassa ska bildas ar lag. Det dr dock svért att bestimma 1 vilken grad cathepsin
D gor verkan, da dess aktivitet maskeras av kymosin (Hurley et a/. 2000b).

Cathepsin D ér ddremot mer resistent mot hoga temperaturer sd som vid
pastorisering (72°C) samt har ett bredare pH-spektrum (3,5-7,0) (Li et al. 2014).
gentemot kymosin (4,6-6,4) (Kumar et al. 2010). Effekt fran cathpesin D kunde
pavisas 1 mejeriprodukter sa som fetaost (Wium et al. 1998), kvarg (Hurley et al.
2000a) och schweizerostar (Cooney et al. 2000). I experimentella studier
framstélldes dessa produkter utan tillsats av 16pe, alternativt producerades under
hoga temperaturer dir kymosin inaktiverats. Trots inaktivering av kymosin
hydrolyserades k-kasein och asi-kasein i dessa produkter. Slutsatsen var att
hydrolysen orsakats av cathepsin D och att enzymet saledes kan bidra under
mognadsfasen vid osttillverkning. Ytterligare péverkan av cathepsin D pa
ostkvalitét kriver vidare forskning (Hurley et al. 2000b).

5.2. Effekter fran exogena proteaser i mjolkravara och
mejeriprodukter

Mikroorganismer med psykrotrofa egenskaper innefattar Gram-negativa bakterier
s& som Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes,
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Chromobacterium, Flavobacterium spp. samt gram positiva Bacillus, Clostridum,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Microbacterium spp. Storsta
paverkan i mjdlkravara eller mejeriprodukt har visats vara resultat fraimst fran
Psedumonas spp. samt Bacillus spp. Dessa kan kontaminera en mjélkravara innan
viarmebehandling som sedan ger simre kvalitét i den firdiga mejeriprodukten.
Mikroorganismerna kan dessutom kontaminera en firdig mejeriprodukt. Aven i
detta fall paverkas mejeriproduktskvalitéten negativt, dock inte i lika stor
utstrickning. Effekter frdn psykotrofa mikroorganismer pd mejeriproduktskvalitét
d& mjolkravara kontamineras fore virmebehandling visas i tabell 2. Effekter fran
psykotrofa mikroorganismer dé fardig mejeriprodukt kontamineras visas i tabell 3.
Da produkter idag gors pa mjolk som forvarats en tid innan behandling finns fa
rapporter tillgdngliga pd en produkt gjord pd dagsfiarsk mjolkravara (Serhaug &
Stepaniak 1997).

5.2.1. Pseudomonas spp.

M;jolk forvaras aerobt och i en temperatur pa 4°C. Didrmed kan ménga stammar av
Pseudomonas spp. fordkas och producera proteaser. Dessa proteaser kan
hydrolysera alla kaseinproteiner till 16sliga peptider. Pseudomonas spp. kan
dessutom utfora lipolys dar mjdlkfett bryts ned till fria fettsyror.

En positiv konsekvens av enzymutsondring dr en okad tillvixt hos
mjolksyrabakterier (LAB). Detta beror pa att LAB kan tillgodogdra sig peptider
och aminosyror som bildas vid proteolys. Dock kan @&ven LAB inhiberas pa grund
av den hoga halt fettsyror som bildas (Serhaug & Stepaniak 1997).

Efterfragan pd mejeriprodukter med en lang hallbarhetstid &r en uppétstigande
trend (Stoeckel et al. 2016). En produkt som kan uppfylla dessa dnskemal ar UHT-
mjolk (ultra-high temperature). Hog varmebehandling (140°C, 4-6 s) ska eliminera
alla mikroorganismer i1 mjolkrdvaran och pa sa sitt forlinga produktens
héllbarhetstid (Rauh et al. 2014). P4 grund av mikroorganismens forméga att
utsondra varmetaliga proteaser kan produktens héllbarhetstid dock minska
avsevart.

En studie fran 2016 gjord i Tyskland har visat pdverkan pd UHT-mjo6lk gjord pa
mjolkrévara inkuberad med tre olika stammar av Pseudomonas. Resultatet visade
att defekter 1 mj6lk kunde uppsté fran endast nagra dagar upp till flera manader efter
mjolkrdvaran UHT behandlats. Detta var beroende pd forvaringstemperatur samt
enzymaktivitet. Dessa defekter visade sig att komma 1 f6ljande ordning; bitterhet —
partikelformation — griddansdttning — utféllning — gelbildning. Dessa uppkom 1
samtliga prover som visade innehéll av peptidaser vilka utsondrats av Pseudomonas
spp. (Stoeckel et al. 2016).

5.2.2. Bacillus spp.

Fermenterade mejeriprodukter och ostar paverkas inte av Bacillus spp. Bakterien
inhiberas pa grund av minskat pH efter att starterkulturer tillsdtts. Dock kan
Bacillus spp. Overleva 1 pastoriserade produkter dd den kan bilda sporer
(Christiansson 2011).
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Bacillus spp. har formégan att bilda enterotoxiner som kan orsaka symptom i
mag-tarmkanalen sa som diarré och krdkningar. Bildning av enterotoxiner ar dock
inte vanligt forekommande i mjdlkrdvara eller andra mejeriprodukter. Dagens
ladugardar och mejerier genomgér noga hygienrutiner vilket minskar risken for
spridning av Bacillus spp. Déarfor kommer cellantalet ofta inte upp i det antal som
kravs for toxinpaverkan (Christiansson 2011). En mer vanligt férekommande
defekt skapad av Bacillus cereus ir sdtkoagulering. Sotkoagulering innebér en sot
massa som sjunker ner till botten av exempelvis ett mjolkpaket. Pa sa sitt blir
defekten dessutom svar att uppticka av en konsument. Defekten orsakas av
l6peliknande enzymer som utsondras av den sporbildande bakterien (Overcast &
Atmaram 1974).
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Tabell 2: Kvalitépaverkan hos mejeriprodukter vid tillvixt av psykrotrofa mikroorganismer i

mjélkravara innan virmebehandling.

Produkt Antal psykrotrofa MO
(log cfu/ml)

Kvalitépaverkan

UHT-mjélk 5,9

6,9-7,2

Mjolkpulver, frystorkad 6,3-7

mjslk

Pastoriserad mjolk 5,5

Hardost 6,5-7,5

7,5-8,3

Keso 5-7,8

Smor Ej bestdmd

Yoghurt 7,6-7,8

Gelformation efter 20
veckor

Gelformation efter 2-10
veckor, minskad farskhet.
Négot unken, oren och
bitter smak

Minskad virmestabilitet;
okad kapacitet att bilda
skum vid rekonstituering
av mjolkpulver

Sdmre smak i1 jimforelse
med pastoriserad mjolk
gjord pé icke kontaminerad
mjolkréavara

Harsken smak

Hérsken och tvalig smak;
reducerat ostutbyte.

Tydligt samband mellan
antal psykrotrofa MO i
mjoOlkrévara och bitter
smak

Hérsknar fortare hos smor
gjord pd mjolk forvarad i
laga temperaturer dn frén
farsk mjolk

Bitter, oren eller fruktig
smak beroende pa den
specifika mikrofloran

Kdlla: (Serhaug & Stepaniak 1997)

Forkortningar
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MO: mikroorganismer, cfu: kolonibildande enheter.

Tabell 3: Kvalitépdverkan vid tillvixt av psykotrofa mikroorganismer i fardiga mejeriprodukter
under ldg forvaringstemperatur.

Produkt Antal psykrotrofa MO vid Kvalitépaverkan
tidpunkten for forstorelse (cfu/ml)

Pastoriserad 6-7,5 Bittra och orena
mjolk och bismaker

gridde

Keso 8 Bittra, orena och

fruktiga smaker
Kérnm;jolk Ej bestamd Hérsken och rutten smak

Smor Ej bestamd Férgbildning pa ytan

Killa: (Serhaug & Stepaniak 1997)

Forkortningar
MO: mikroorganismer, cfu: kolonibildande enheter.
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6. Diskussion

I produktionen av olika mejeriprodukter ar proteaser en viktig komponent under
olika produktionssteg. Framfor allt har positiva egenskaper kopplats till kymosin,
diar en stor andel av artiklarna belyser dess verkan under koagulering samt
ostmognadsfasen. Det verkar dock vara en subtil grins, positiva egenskaper kan létt
omvandlas till negativa beroende pé ostens saltkoncentration.

Plasmin associeras istéllet oftare med negativa konsekvenser i artiklar, dar
forskarna hénvisar till stora forluster av peptider till vasslen (Walstra et al. 2005).
Med dess formaga att snabbt hydrolysera 8 -kasein har plasmin &ven visat sig ha
positiva effekter dd den under ostens mognadsfas kan paskynda peptidbildningen
med forbéttrade sensoriska egenskaper hos osten (Bastian et al. 1997). En
paskyndad ostmognad kan vidare vara positiv utifrdn ekonomiska perspektiv da
tillverkare kan fa ut sina ostar snabbare pa marknaden.

Cathepsin D visar sig ha liknande paverkan pa mejeriprodukter som kymosin,
men verkar pa mjolkproteiner med ligre aktivitet (McSweeney ef al. 1995). Med
tanke pa att detta dr ett naturligt forekommande enzym i1 mjolkravara, kanske det
skulle kunna i koncentrerad form, vara ett komplement till kymosin. Detta for att
tillsatsen av 16pe fran en kalv inte alltid uppskattas av specifika konsumentgrupper.

Angaende exogena proteaser, utsondrade av mikroorganismer, har positiva
effekter inte framhévts i samma utstrickning som for endogena proteaser. Har har
negativ paverkan varit i fokus frimst avseende kvalité pd mejeriprodukter. Aven
symptom hos minniskor i mag-tarmkanalen fran mikrobiell toxinproduktion har
belysts men som i mejeriindustrin inte ldngre dr ett stort problem pa grund av
dagens goda hygienpraxiser. En positiv effekt som ddremot uppmérksammats vid
utsondring av exogena proteaser dr bildningen av en gynnsam miljé for LAB vid
proteolys av mjolkproteiner. Dock kan mikrobiella lipaser motverka denna positiva
paverkan da LAB mister sin aktivitet med Okade halter fettsyror (Serhaug &
Stepaniak 1997).

Metoder som forebygger att mjolken kontamineras av mikrobiella proteaser
inkluderar god hygienpraxis vid mjolkhanteringsprocesser, noga kontroller dver
forvaringstemperaturer, kort forvaringstid for mjolkravara, virmebehandlingar och
vél utforda HACCP-planer. Detta ér sjdlvklara hanteringsatgérder i mejeriindustrin
(Serhaug & Stepaniak 1997) som framfor allt eliminerar det endogena proteaset
plasmin, vilket inaktiveras vid 80°C (Walstra et al. 2005). For att forsdkra minimal
kontaminering av mikroorganismer och darmed exogena proteaser kan ytterligare
atgirder kravas. En effektiv metod for minskad risk av dterkontaminering av sporer
frdn Bacillus spp. dr kombinationen mellan virmebehandling men ocksa forvaring
av produkten i anaerob miljo. P4 sd sdtt kan de védrmestabila sporerna inte
aterkontaminera produkten dé syre inte finns tillgdngligt. Gillande Pseudomonas
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spp. har en effektiv metod visats vara en kombination mellan virmebehandling
(140°C, 5 s) foljt av nedkylning (60°C, 5 min). Detta har visats sig inhibera bade
proteaser samt lipaser utsondrande fran Pesudomonas spp. Ytterligare
behandlingsmetoder i form av koldioxid och kvédve har d&ven férméga att inhibera
tillvixt av mikroorganismer med psykrotrofa egenskaper men dven deras proteaser
(Serhaug & Stepaniak 1997).

6.1. Slutsats

Proteaser har stor betydelse for mejeriindustrin, detta innefattar bade proteaser med
endogent savdl som exogent ursprung. Forstdelsen for hur de péverkar en
mejeriprodukt, avseende o©Okad smakbild och textur men &ven risk for
missfargningar, bismaker, och andra defekter som visas i tabell 2 och 3, kan vara
avgorande vid framstéllningen,.

Okad kunskap kring detta #mne kan bidra till ekonomiska fordelar for
mejeriforetagen, genom 0kad produktion vid snabbare ostmognad, men ocksa via
minskad risk for forluster 1 form produktdefekter och ldgre utbyten. Vidare kan
kunskap om proteaser vara gynnsamt utifran ett miljoperspektiv, da den kan bidra
till nya anpassade processteg 1 mejeriindustrin som 1 sin tur kan leda till forléngd
produkthallbarhet, minskat matsvinn och pé sa sitt minskad milj6forstorelse.
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