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Sammanfattning

I den hér rapporten har lagring av mjolk med lang héllbarhet analyserats for att ta
reda pa om det sker proteinnedbrytning under lagring och om nedbrytningen ar
beroende av lagringstid, lagringstemperatur (4, 20, 30 respektive 37°C), eller en
kombination av dessa parametrar. Den analyserade mjolken producerades i novem-
ber 2014 och lagrades ett ar. Prover togs ut var fjarde vecka. Analys och kvantifie-
ring av proteiner har gjorts med hjélp av kapillarelektrofores. Studien visar att ned-
brytning av proteiner skedde i mjélken under lagring och att nedbrytningen var
beroende av lagringstemperatur. Studien visar ocksa att en metodutveckling ar
nodvandigt for att anpassa analysen till Ianghéllbarhetsmjolk.

Nyckelord: UHT-mjolk, kapillarelektrofores, mjolkprotein, proteinprofil, lagrings-
tid, lagringstemperatur.



Abstract

In this report ultra-high temperature treated milk has been analyzed in order to
investigate if protein degradation occurs during storage and if the degradation is
correlated to storage time, storage temperature (4, 20, 30 and 37°C), or a combina-
tion of both parameters. The milk used for analysis was produced in November
2014 and has been stored for one year. Samples were taken out for analysis every
fourth week. Analysis and quantification of proteins was made by capillary electro-
phoresis. The study shows that degradation of protein occured in milk during stor-
age and that it was temperature dependent. The study also shows that a method
development is required to adapt the analysis on ultra-high temperature milk.

Keywords: UHT milk, capillary electrophoresis, milk protein, protein profile, stor-
age time, storage temperature.
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1 Inledning

1.1 Mjolk med lang hallbarhet

Att forlanga hallbarheten pa mjolk har varit av stor betydelse genom histo-
rien. Fran att ha farsk komjolk med bara nagra dagars hallbarhet har vi idag
mj6lkprodukter som haller i upp till ett halvar i rumstemperatur efter produktions-
dag, sd kallad ultrahdg temperaturbehandlad mjolk (UHT-mjolk) aven kallad
langhallbarhetsmjolk (Chavan et al., 2011). En mjolkprodukt som kan lagras i
rumstemperatur ar fordelaktig da tillgangen till kylférvaring ar begransad.

Enligt Lantbrukarnas Riksforbund producerades det 810 034 ton mjolk i Sverige
under ar 2014. Drygt halften, 419 452 ton, anvandes till konsumtionsmjolk, det
vill séga farsk mjolk som forvaras kyld och har en hallbarhet pa ca en vecka. Cirka
9,4 % anvandas till produkter som UHT-mj6lk. Av den resterande méngden mjolk
producerades ost, gradde, syrade produkter och pulvermjélk (Holmstrém et al.,
2016). Europa &r en varldsledande producent av UHT-mjolk och star for 65 % av
den globala produktionen. Kina vaxer som den storsta importéren av UHT-mjélk
(Holmstrém et al., 2016).

UHT processen innebér att mjolken hettas upp till dver 135 °C under en Kort tid,
2-4 sekunder. Detta ar att jamféra med konsumtionsmjolk som upphettas till 72 °C
under 15 sekunder. I konsumtionsmjélken &r det ofta férekomst av bakterier som
gor att mjolken surnar och blir odrickbar. Detta undviks i UHT-mjolk, dar den
hogre upphettningstemperaturen gor att majoriteten mikroorganismerna avdodas
samt att sporer fran sporbildande bakterier forstors. Dartill forpackas UHT-mjélk
aseptiskt, ytterligare ett steg for att undvika bakteriell kontamination (Varnam et
al., 1994). Risken att varmestabila enzym, naturligt forekommande i mj6lken eller
fran bakterier, Gverlever kan dock inte bortses ifran. Dessa kan ha negativ inver-
kan pa mjolken under lagring (Topcu et al., 2005).



Det finns olika typer av UHT-processer, som grovt kan delas in i indirekta och
direkta system. Den vanligaste forekommande ar indirekt varmeprocessning, vil-
ket innebar att mj6lken och varmekaéllan ar separerade under hela processen. Vid
direkt varmeprocess, hettas mjolken upp med hjélp av dnga som fors in i mjolken
vilket leder till att saval upphettning som nedkylning av mj6lken gar snabbare,
vilket ar fordelaktigt for produktkvaliteten. Direkt UHT-process kan i vissa fall
innebdra att mjolken uppvarms lite mer &n vid indirekt system (Clausen et al.,
2015).

Vid uppvarmning av mjolk &r en av de storsta forandringarna att vassleproteinet -
laktoglobulin denaturerar (Datta et al., 2002). Vid jamférelser, med hjalp av high
performance liquid chromatography (HPLC), av de tva UHT-varmeprocesserna
(direkt och indirekt) visar flera kallor att mj6lk behandlad i direkt varmesystem
har storre andel icke denaturerat B-laktoglobulin (Datta et al., 2002). Mjdlken i
detta projekt har behandlats med indirekta plattvarmevéxlare.

En defekt som kan uppstd i UHT-mjolk ar gelering, bildning av ett tredimension-
ellt nitverk av proteiner. Vassleproteinet B-laktoglobulin tenderar att binda till «-
kasein pa kaseinmicellens yta och bilda komplex, vilket far viskositeten att 6ka
och mjolken blir mer eller mindre geléaktig (Datta et al., 2001). En annan anled-
ning till att mjolken gelerar tros vara kontaminering av plasmin i ravaran. For att
undvika gelering ar det vanligt att mjolkravara forvarms innan UHT-process. Den
hettas da upp till 80-90 °C under 30-60 sekunder. Detta leder till att B-
laktoglobulin stabiliseras (Newstead et al., 2005).

Andra problem som kan uppsta i UHT-mjélk under lagring ar fargférandring som
beror pa Maillard reaktioner dar fria aminosyror och peptider fran nedbrutet pro-
tein reagerar med laktos (van Boekel, 1998; Dalsgaard et al., 2007). Fria aminosy-
ror ar framst lysin som harror fran nedbrytning av k-kasein (van Boekel, 1998).

1.2 Mjolkprotein
Obehandlad mjélk bestar av ca 3,3 % protein. Proteinerna kan delas upp i
tva grupper, kaseiner och vassleproteiner.

1.2.1 Kaseiner

Kasein bestar av og-, as;-, B- och k-kasein och utgor ca 80 % av det totala
proteininnehallet i mjolk. Kaseinerna bildar aggregat som kallas kaseinmiceller
(Walstra et al., 2006). Det ar l&tt att urskilja de vanligast forekommande kaseiner-



na men de kan ocksa forkomma i olika genetiska former, vilka ar svarare att iden-
tifiera.
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Figur 1. Schematisk bild 6ver en micell med hydrofila k-kaseiner pa utsidan, som haller ihop det inre
klustret av a- och B-kaseiner. Bilden &r fritt avritad av Holt 1994.

Som Figur 1 visar forekommer o-kasein i s gott som hela micellstrukturen, «-
kasein dr i huvudsak mest férekommande pa micellens yta och p-Kasein i dess
inre (Oldfield et al., 2000). Samtliga kaseiner ar mer eller mindre hydrofoba och
innehaller hog andel av aminosyrorna prolin och cystein. k-Kasein ar negativt
laddat och mer hydrofil. Detta leder till att micellen kan halla en intakt struktur i
I6sning (Walstra et al., 2006). Kaseinerna ar varmetaliga och stabila i temperaturer
upp till 140°C (Varnam et al., 1994).

1.2.2 Vassleprotein

Vassleproteinerna p-laktoglobulin, a-laktaloumin och serumalbumin utgor
tillsammans ca 20 % av alla mjolkproteiner (Vaclavik et al., 2013). Vassleprotei-
nerna &r hydrofila och varmekansliga (Jonsson et al., 2007). Denaturering av f3-
laktoglobulin ger konsekvenser da det 6ver 100°C interagerar med k-kasein. Detta
gor att ytan pa micellen forandras, dess stabilitet och struktur rubbas. For att
minska effekten av denna interaktion férvarms mjolk till ca 90 °C innan den UHT-
processas (Varnam et al., 1994). Detta steg gor att B-laktoglobulin sa gott som
denaturerar och att proteinet inte langre ar lika reaktionsbendget. De binder inte till
kasein eller kalcium lika l1att och risken att UHT-mjdlken under lagring ska gelera
minskar (Anema et al., 2002).

Enligt Oldfield (2000), som jamfort mjolk uppvéarmd till 70-90 °C respektive 100-
130 °C, andras koncentrationerna av B-laktoglobulin och a-laktalbumin vid tempe-
raturhdjning. En proteinprofil, som visar vilka protein som férekommer i ett livs-



medel, ser annorlunda ut i mjolk uppvarmd till olika temperaturer. Det &r rimligt
att det forekommer lagre kvantitet av vassleprotein i mj6lk som hettats upp mer
(Rauh et al., 2015).

Protein i mjolk med lang hallbarhet forandras fysiokemiskt vid upphettning och
lagring. Men det finns andra faktorer &n temperatur som leder till att UHT-mj6lk
far andrade egenskaper vid langvarig lagring.

1.3 Proteaser i langhallbarhetsmjclk

Mjdlkindustrin har utmaningar med psykrotrofa bakterier. De psykrotrofa
bakterierna klarar av att tillvaxa i temperaturer sa laga som -10°C (Sgrhaug et al.,
1997). Enzymer fran dessa bakterier kan éverleva bade pastérisering och UHT-
behandling. Proteolys av enzymerna fran psykrotrofa bakterier tros ha ett samband
med att UHT-mjolk gelerar (Walstra et al., 2006). UHT-mjolk producerad av ra-
vara som innehaller 5,9 colony forming units per milliliter (CFU/ml) psykrotrofa
bakterier kan forvaras upp till 20 veckor utan antydan till gelering. Okas antalet
CFuU till runt 7 CFU/mI minskar héllbarheten pd UHT-produkten till 2-10 veckor,
da den anses ha gelerat (Sgrhaug et al., 1997). UHT-mjolk producerad pa ravara
som innehaller psykrotrofa bakterier tenderar dven att smaka bittert efter en tids
lagring.

Ett annat vanligt enzym som inverkar pa kvaliteten under lagring av UHT-mjolk &r
plasmin. Ett varmetaligt proteas som ségs bidra till saval gelering som att mjolken
flockar sig (Kelly et al., 1997). Plasmin utsondras i mjolk som plasminogen och
aktiveras under lagring, ibland redan i juvret innan mjélkning. Hos aldre kor med
juverinflammation (mastit) uppmats hégre halt plasmin i mjélken. Dessutom skil-
jer det sig plasmin-nivaerna mellan olika raser och var i laktationsfasen kon befin-
ner sig, ju senare i laktationsfasen desto mer férekomst av plasmin (Bastian et al.,
1995).

1.4 Kapillarelektrofores

Olika metoder for separation och detektion av protein utvecklas standigt. |
dag ar kapillar elektrofores mass-spekrofotometri (CE-MS) och kapilléar véts-
kekromatografi mass-spektrofotometri (CapLC-MS) de tva vanligaste metoderna
(Grossman et al., 1992).

Kapillarelektrofores grundar sig pa teorin att protein kan migrera genom en kapil-
lar som influeras av ett elektriskt falt. Beroende av proteinernas storlek, form och



laddning kommer migrationen att ta olika lang tid. P& sa satt fas en fullstandig
separering av protein (Harrison et al., 1992). Kapillaren kan vara tackt med olika
material, vanligtvis kisel. Kisel haller kvar molekyler med negativa laddningar
ldngre medan positiva katjoner eluerar snabbare (Lauer et al., 1985).

1.5 Proteinprofil

Proteinsammansattningen i UHT-mjélk skiljer sig fran konsumtionsmjolk.
Det beror pa att proteinerna denaturerar mer vid hogre upphettning. Dessutom
bidrar Maillardreaktion i UHT-mjolk till att proteinkvaliteten férsamras. Reaktion-
en startar vid upphettning och fortsatter under lagring och gar snabbare vid hogre
lagringstemperatur (Alkanhal et al., 2001).

For att mata proteinnedbrytning och skillnader mellan mjélk som varmebehandlats
med olika metoder och temperaturer &r det vanligt att analysera méngden f-
laktoglobulin, som utgdr den storsta andelen av vassleprotein. p-Laktoglobulin
denaturerar vid temperaturer 6ver 60 °C eller vid ett lagre pH &n 6.2 (Langton et
al., 1992; Boitz et al., 2015). For att sakerstélla den nutritionella kvaliteten pa
mjolkproteinerna efter UHT-behandling har International Diary Federation (IDF)
foreslagit att UHT-mjolk maste innehélla minst 50 mg/1 B-laktoglobulin, jamfort
med konsumtionsmjolk ddr mangden B-laktoglobulin bor vara minst 2600 mg/I
efter pastorisering (Boitz et al.,2015).

| en bra proteinprofil fran en mjolk som inte upphettats framgar vilka proteiner
som forekommer i mjolken. Vanligtvis uppréttas en proteinprofil med kromatogra-
fiska eller elektroforetiska metoder, men for att géra de mer exakta kravs dven
statistiska analyser (Bordin et al., 2001).

1.6 Lagringstemperatur och lagringstid

Lagringstiden i kombination med lagringstemperatur har stor betydelse for
hallbarheten av UHT-mjolk (Datta et al., 2001). Holland et al. (2011) visade att
mjolk som lagrats vid 4 °C i upp till tvd manader har mindre tendens till gelering
an UHT-mjolk som lagrats i 28 respektive 37°C. Den proteolytiska aktiviteten i
mjolk ar temperaturberoende upp till 30°C (Garcia-Risco et al., 1999), vilket inne-
bér att proteaser verkar langsammare i temperaturer under detta.

| en studie dar olika kaseinhalter analyserats i forhallande till lagringstemperatur i
UHT-mjolk, och prov togd efter 6 manader vid 4, 20 respektive 40 °C, noterades



ingen markbar skillnad pa de prov som lagrats i 4 eller 20 grader. Daremot mark-
tes tydlig skillnad pa mjélken som lagrats i 40 °C, dar tydlig gelering visades.
(Gaucher et al., 2008).

1.7 Syfte

Syftet med denna studie var att med hjélp av kapillarelektrofores studera
hur lagringstid och lagringstemperatur paverkar denaturering av mjolkproteiner i
langhallbarhetsmjolk. Vidare syftar studien till att undersoka om proteinprofilen
kan anvandas som prediktiv metod for att forutse hallbarheten pa UHT-mjolk.
Genom att studera forandringar i proteinprofil under lagring kan ocksa eventuella
kvalitetsforandringar tidigt upptackas.



2 Metod

UHT-mj6lken som analyserades i denna studie producerades i november
2014 och forvarades under ett ar i fyra temperaturer, 4, 20, 30 respektive 37 °C.
Var fjarde vecka togs ett prov om 15 ml fran varje temperatur ut och frystes in i -
20 °C fram till upparbetning.

2.1 Loésningar och buffertar
Enligt Tabell 1 forberedes 0,35 liter 6 M ureabuffert. Den blandas Gver natt
till dess att ledningsférmagan ar mindre an 2 puS/cm.

Urea-bufferten tillsattes sedan i "kornings-buffer” (Tabell 2) till en volym av 100
ml. Sedan filtrerades I6sningen genom ett filter (Filter Millipore no 83.1826 non-
pyrogenic sterile-R pore size 0.45 um). Filtratet férvarades i Eppendorfrér om 2
ml i -20 °C fram till analys.

Provbufferten forbereddes med ingredienser enligt Tabell 3 och urea-buffert till-
sattes till en slutlig volym om 200 ml. Lésningen filtreras (Filter Millipore no
83.1826 non-pyrogenic sterile-R pore size 0.45 pm) och forvaras i falconrér om 15
ml i -20 °C.

DTT (0,039 g/15 ml) tillsatts i provbufferten precis innan analys. Detta for att den
latt sonderfaller och forlorar sin effekt och funktion, att klippa upp svavelbryggor
mellan proteiner, vilket bidrar till att proteinerna vecklar upp sig.

Tabell 1. Ureabuffert

c
Urea (M) 6,00
MHEC (Hydroxipropylmetylcellulosa) (%) 0,05
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Tabell 2. Ingredienser i kérnings- buffert,

c (M)
Trinatriumcitratdihydrat 0,02
Citronsyra 0,19
Tabell 3. Provbuffert.

c (M)
Tris 0,167
EDTA (Etylendiamintetraattikssyra) 0,067
MOPS (3-(N-morfolino) propansulfonsyra) 0,042
DTT (Ditiotreitol) 0,017

2.2 Upparbetning av prov

For att uppna konsistens som ar sa lik mjolk som mojligt bor upptiningen
ske langsamt. Mjolkproverna tinades i +4°C Gver natt. Darefter i vattenbad, 45°C
15 minuter, for att sedan vortexas. Visade proverna tecken pa att vara flockade
upprepades proceduren. Detta bor dock inte ske fler &n tva ganger eftersom hog
temperatur gynnar enzymatisk aktivitet och bakterietillvaxt, vilket kan paverka
resultaten.

Prov av mjolk om150 pl éverfordes till ett 1,5 ml Eppendorfror i duplikat. Prov-
buffert, 350 ml, tillsattes till varje prov. Detta mojliggor for proteinerna att vecklas
ut. Proverna vortexades och inkuberades en timme i rumstemperatur.

Mijolken avfettades genom centrifugering 10 min i 4 °C 10 000 rpm. Fettet lade sig
som en hinna éverst i Eppendorfroret och kunde 1att tas bort med en bomullspinne.
En milliliter av vart duplikat togs upp med en spruta och filtrerades genom filter
(Dalco Chrotech, MS Nylon syringe filter, SFNY013045N, diameter 13 mm, pore
size 0,45mm) till ett nytt Eppendorfror. De prover som inte analyserades direkt
frystes in (-20 °C).

2.3 Kapillarelektrofores

Av det upparbetade provet dverfordes 30 pl till en konformad vial anpassad
for kapillarelektrofores och eventuella luftbubblor eliminerades. Proverna matades
in i Agilent Capillary Electrophoresis med system G1600ACE med kisel i kolon-
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nen. Kérnings-buffert med urea-16sning tillsattes och proteinerna detekterades med
UV-ljus.

2.4 Analys

For att anvanda kapillarelektrofores i kvantitativa matningar kan arean i
elektroferogrammet anvéandas (Verzola et al.,1999). Genom att integrera topparna
i elektroferogrammet med hjalp av mjukvaran, 3D-CE Chemstation (Agilent tech-
nology ©), berdknas varje topps area. Eftersom den totala arean ar 100 % kan an-
delen av ett visst protein beréknas, Bilaga 1 (Tabell1-3). Figur 2 illustrerar elektro-
ferogram, av olika kvalitet. Detta visar pa svaranlayserade elektroferogram med
icke fullstandig separerade toppar och baslinjer som inte holls vagrata.

Figur 2. Exempel pa elektroferogram fran kapillarelektrofores. Till vanster ett elektroferogtam fran
UHT-mjélk lagrad 4 veckor vid 4 °C . Till hoger ett ofullstandigt elektroferogram fran UHT-mjolk
lagrad 48 veckor vid 30 °C.
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3 Resultat och diskussion

Resultatet presenteras uppdelade pa olika lagringstemperatur. Inga protei-
ner har identifierats i de prover som lagrades i 37 °C, ddrav saknas resultat for
denna lagringstemperatur.

Mjolken som anvénts i detta projekt testades for forekomst av plasmin och resulta-
ten visade att UHT-processen helt inaktiverat plasmin. Mjolken testades &ven for
bakterier och det totala antalet var 59000 CFU/ml. Inga psykrotrofa bakterier hit-
tades i mjolkravaran.

3.1 Lagringstemperatur 4°C

| obehandlad mjolk bestéar proteinerna till 80 % av kasein och 20 % vassle-
protein. Andras detta efter UHT-processen och under lagring? | Tabell 4 visas en
Oversikt av proteinerna, grupperade i vassle och kasein samt nedbrutet och oidenti-
fierbara protein for prov lagrade i 4 °C. Resultaten visar att en mycket stor andel
av proteinerna ar nedbrutna (breakdown) eller inte gar att identifiera (unidentified).
Proteinsammansattningen bestar av 15-47 % kasein och 0,5-12 % vassleprotein.

Vid lagring i 4 °C bor inte proteinprofilen forandrats namnvart, da ingen Maillard
reaktion sker och fa bakterier klarar av att tillvaxa. Resultaten dverensstammer bra
med det forvantade. Som visat i Figur 3 halls samtliga protein pa en relativt jamn
niva under hela lagringstiden. De avvikande siffrorna i Figur 3 visar som ovan
namt problem med separation av toppar och svaranalyserade baslinjer i elektro-
ferogrammen.
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Figur 3. Proteinforandring over tid dd UHT-mjélk lagrats i 4 °C. CN=Kkasein och fyra olika genetiska
kasein har identifierats. Den nedre grafen visar resultatet enbart upp till 20 %, urklippt ur grafen 6ver
for en tydligare bild.

Tabell 4. Férdelning av protein i procent vid lagring i 4 °C under ett lagringsar. Samtliga kasein ar
adderade i samma kategori, likasd vassleprotein. Nedbrutet och oidetntifierbara protein ar
sammanslagna till en kategori.

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Vassle 7 6 9 6 6 12 7 10 11 05 7 8 10
Kasein 36 31 37 38 41 48 39 28 28 22 15 47 14

Nedbrutet och oidentifierbart 58 63 54 56 53 40 52 62 61 78 78 44 76
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3.2 Lagringstemperatur 20 °C

Vid lagring i 20 °C ses liksom vid 4 °C att storsta forandringen skett i ka-
sein. Proteinprofilen haller sig relativt jamn under ett ar, ingen nedbrytning kan ses
(Tabell 5). Genom att se pa hur val kurvorna for de olika proteinerna i Figur 4
foljer varandra ser det ut att vara ett metodfel snarare &n nedbrytning av proteiner
som gor att kurvorna inte riktigt foljer nagon tydlig trend (tydligast i den nedre
bilden i Figur 4). Detta hénger ihop med otydliga proteinprofiler, dar integrering
av toppar varit otillracklig, se exempel i Figur 2. Elektroferogrammen har inte
integrerats fullstandigt eller proteinerna har inte separerats ordentligt under uppar-
betning. UHT-mjdlken tenderar alltsd med denna metod att bli svaranalyserad. Det
gar att jamfora med Figur 3, mjolk lagrad i 4 °C, dar kurvorna ar mer foljsamma.

3.3 Lagringstemperatur 30 °C

Figur 5 visar forandring av protein i UHT-mjolk som lagrats totalt 52 veck-
or i 30 °C. Resultaten visar att det formodligen varit "daliga” elektroferogram som
integrerats, markbart sémre &n de i Figur 4. Nedbrytningen av proteinerna foljer
inte den trend som de borde gjort om metoden kunde detektera alla protein.

Tillaggas till resultaten for proteinnedbrytning vid 30 °C &r att det fattas resultat
for lagringsvecka 4, 20 samt 44. Vilket gor att det ser ut som om de veckorna end-
ast presenterar icke-identifierat protein, vilket inte stimmer.

I prover som lagrats i 30 °C kan ses att nedbrytning av vassleprotein varit pataglig,
mer &n de som lagrats i de l&gre temperaturerna (Tabell 6). VVassleprotein &r vér-
mekénsliga och de borde denaturera under UHT-processen. Resultaten av denna
studie pekar pa att nedbrytningen av vassleprotein 6kar om lagringstemperaturen
hojs. Detta kan ocksa ses i Figur 5. Proteinprofilen & markbart forandrad jamfort
med de lagre lagringstemperaturerna.

Det ar alltsa rimligt att pasta att elektroferogrammen blev mer och mer svarinte-
grerade, och resultaten mer svartolkade, desto hogre lagringstemperatur och langre
tid som mjolkproverna lagrades.

3.4 Kaseiner och vassleproteiner

Da vassleproteinerna ar mer varmekansliga kan en teori vara att de borde
brytas ner mer &n kaseinerna. Detta har dock inte kunnat visas med denna metod.
Samtliga proteiner I6per langs med x-axeln ganska jamt i figurerna fran alla tem-
peraturlagringar (Figur 3-5). Totalt satt & andelen kasein storre &n vassleprotein i
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mjolk, vilket fortfarande Gverensstimmer med resultatet efter lagring. Enligt Mi-
ralles et al., (2000) bor inte nedbrytning av vassleprotein skilja sig mellan
lagringstemperaturerna sa lange forekomst av bakterier ar 1agt. Men vid eventuell
forekomst av bakterier géller; ju fler bakteriekolonier i mjolken fran borjan desto
mer nedbrytning av protein. Eftersom bakterier har tillvaxtoptimum vid olika tem-
peraturer kan proteinnedbrytning orsakad av bakteriella proteas skilja sig mellan
lagringstemperaturerna (Sgrhaug et al., 1997).

3.5 Oidentifierade och nedbrutna proteiner

Det framgar av resultaten att andelen oidentifierade proteiner & hdg men
relativt konstant under hela lagringstiden, bortsett fran vecka 4, 20 och 44 i Figur
5. De oidentifierade proteinerna kan vara rester av protein, det kan ocksa vara
proteiner som har bildat aggregat med varandra. Vid hdga temperaturer kan prote-
iner bli helt fullstandigt utvecklade vilket gor att de kan flytta om sin konformation
och reagera med andra proteinrester (Raikos, 2009). Det gar inte att utesluta att
nagra av de oidentifierbara proteinerna &r rester av nedbrytningsprotein. Metoden
som anvants i denna studie ar inte annu anpassad for UHT-mjolk. Detta har lett till
svartolkade resultat.

Mjolk innehaller forutom proteiner kollodialt kalciumfosfat. Detta kan interagera
med proteiner vid forandringar i mjolken, exempel vid minskat pH (Kruif et al.,
2012). Det leder till att kaseinstrukturen foréndras, kasein bryts ned. N&r kasein
denaturerats kan rester av proteinet bilda aggregat med andra proteinrester (Holt
1998). Anledningen till att andelen nedbrutet och oidentifierbart protein Gkade
med stigande lagringstemperatur skulle kunna vara att pH sjunker i snabbare takt i
de proverna jamfort med de som lagrats i 4 °C, vilka haller relativt konstant pH,
kring 6,7.
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Figur 4. Proteinforandringen 6ver tid dd mjélk lagrats i olika temperaturer 20 °C. CN =kasein och

fyra olika genetiska kaseiner har identifierats. Den undre grafen ar ett utklipp ur den dvre for att

tydliggdra bilden av nedbrytning av de olika proteinerna.

Tabell 5. Férdelning av kaseiner och vassleprotein i procent vid lagring i 20 °C under ett lagringsar.

Nedbrutet och oidetntifierbara protein d&r sammanslagna till en kategori.

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Vassle 7 9 14 5 7 12 10 10 11 3 7 7 2

Kasein 40 20 54 32 20 48 27 29 34 16 25 10 40
Nedbrutet och oidentifierbart 52 72 32 63 73 41 64 61 55 81 67 83 58
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Figur 5. Proteinforandringen 6ver tid da mjolk lagrats i olika temperaturer 30 °C. CN =kasein och
fyra olika genetiska kaseiner har identifierats. Den undre grafen &r ett utklipp ur den 6vre for att
tydliggdra bilden av nedbrytning av de olika proteinerna.

Tabell 6. Fordelning av kaseiner och vassleprotein i procent vid lagring i 30 °C under ett lagringsar.
Nedbrutet och oidetntifierbara protein & sammanslagna till en kategori. Inga proteiner kunde identi-

fieras for vecka 4, 28 och 44.

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Vassle 0 8 13 14 1 5 0 8 1 9 0 10 0,2
Kasein 0 9 40 55 10 23 O 19 18 17 O 9 19
Nedbrutet och oidentifierbart 100 83 48 30 89 72 100 73 81 74 100 82 81
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3.6 Maillardreaktion

Av de 52 prover som analyserats i det har projektet hade inget gelerat. Viss
problematik med sedimenterad mjélk och framforallt pataglig fargférandring som
en foljd av Maillardreaktion uppmarksammades dock (Figur 6). Maillardreaktion i
mjolk sker da ett reducerande socker som laktos och aminosyror reagerar under
upphettning. Det ar framst prover som lagrats i 40-52 veckor i 30 och 37 °C som
visar tydlig fargférandring. Elektroferogrammen av dessa prov var ocksa svar-
tydda. Detta visar att mjolken genomgar flera fysio-kemiska forandringar under
lagring som ger forandrade egenskaper. Dessutom, mot slutet pa lagringstiden
kunde endast sma mangder k-kasein detekteras.

Figur 6. Till vanster, frusen mjolk forvarad 52 veckor, 37 °C. Till

hoger fryst mjolk férvarad 4 veckor i 4 °C.

3.7 Psykrotrofa bakterier

For att producera UHT-mjolk av hog kvalitet ar det viktigt att mjélkravaran
innehaller sa fa bakterier som mojligt (Griffiths et al., 1988). Matningar pa den
oprocessad silomjolken visade att den inte innehdll nagra psykrotrofa bakterier
men totalantalet bakterier uppmiattes till 59000 CFU/ml. Det gar inte att bortse fran
att psykrotrofa bakterier ar en utmaning i mjolkindustrin. Manga psykrotrofa bak-
terier har ett tillvaxtoptimum vid 20-30 °C (Donalt Muir, 1996) men kan forsamra
kvaliteten hos UHT- mjolk i sa laga temperaturer som 4 °C. Psykrotrofa bakterier
kan producera proteaser stabila nog att éverleva UHT-behandling (Vithanage et
al., 2016). I en rapport av Zhang (2015) diskuteras Pseudomonas flourescens, en
av de vanligaste psykrotrofa bakterierna, som bryter ner kasein i foljande ordning;
k-kasein, B-kasein, a-kasein, men som har liten paverkan pa vassleproteinerna.
Dessutom ar P. flourescens mycket varmetalig och kan dverleva UHT-behandling.
Ju langre proverna lagras desto mer bakterier kan tillvaxa och déarmed bryta ner
mer protein.
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Genom att vélja UHT-system (indirekt eller direkt) &r det mojligt att reducera
mangden proteaser. D& det vid indirekt UHT-process inaktiveras fler proteaser an
vid direkt varmning (Kelly et al., 1997) kan den metoden vara férdelaktig vid till-
verkning av en UHT-mjolk dar en lang hallbarhet efterstravas. Av samma anled-
ning havdar ocksa Newstead (2005) att UHT-mjolk fran direkta system ger 6kad
risk for gelering. Eftersom det &r ett indirekt-system som anvants for mjolken i
projektet bor alla proteaser ha inaktiverats, och dessutom visade inget prov tecken
pa gelering.

3.8 Temperatur eller lagringstid?

Resultaten visar att mjolkproteinerna forandrades over tid och de bréts ned
I storre utstrackning om lagringstemperaturen 0kades. Den mesta nedbrytningen
och férandringen i proteinprofil skedde i samband med UHT-processen eller direkt
efter.

| prover lagrade vid 4 °C hade proteinnedbrytningen skett i samband med UHT-
processen eller inom de ndrmaste 4 veckorna efter process. Dérefter holl protein-
profilen relativt konstant och endast sma forandringar skerdde under lagringen. De
skillnader som uppstod i dessa prover tycks bero pa analysmetoden snarare &n
fysiska eller kemiska forandringar.

Likasa forandrades proteinprofilen for mjélken lagrad i 20 °C lite under lagrings-
perioden. Mot slutet av perioden var dock elektroferogramen vara mer svaranaly-
serade, da proteinsammanséttningen inte foljer nagot monster. Detta indikerar pa
en okad nedbrytning eller biokemisk aktivitet. Det gar inte att utesluta att detta
beror pa metodfel under upparbetningen av proverna. Proteiner separerades inte
tillrackligt innan detektion.

For prover lagrade i 30 °C féljer proteinprofilen inte nagot tydligt ménster. Ned-
brytningen som bdrjar direkt efter UHT-processen foljer ingen tydlig trend. Vid
jamforelser av fordelningarna mellan kasein och vassleprotein i Tabell 6 gar det
inte att se nagot tydlig monster. Inte heller i Figur 5 kan nagon tydlig trend ses.
Det gar dock inte att bortse fran att andelen oidentifierade protein 6kade markant
efter lagringsvecka 16, vilket syns tydligt i Figur 5.

3.9 Utvardering av metoden
Detektion och separation av proteiner d&r mojlig med kapill&relektrofores
(Recio et al., 1997). | denna rapport pavisas att aven analys av mjolkprotein fran
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UHT-processad mjolk fungerar med samma metod. Den mall som &r framtagen for
att identifiera proteiner ar anpassad efter vilken retentionstid proteinet har i opro-
cessad mjolk. Det innebar att proteinseparation sker med avseende pa olika egen-
skaper, varav vissa gor att proteinerna stannar langre i kapillaren. Resultaten av
manga av de detekterade proteinernas elektroferogram matchade inte mallen. Dar-
for skapades kategorin oidentifierade proteiner. Dessa protein utgor troligen ned-
brytningsproteiner. Ju hogre lagringstemperaturer desto fler nedbrutna protein da
de &r varmekansliga och denaturerar (Grappin et al., 1997).

For att utveckla metoden ytterligare kan kombinationen kapillarelektrofores/mass-
spektrofotometri (CE/MS) anvandas. Fordelen med denna metod ar att separering
med kapillérelektrofores ar valdigt effektiv. Identifieringen av topparna ar dock
mer specificerad med kombinerad CE/MS (Thompson et al., (1993).

Ett vanligt forekommande problem med att anvanda smaélt kisel i kapillaren nar
proteiner separeras ar absorption. Proteinerna som innehaller manga vatebindning-
ar har formaga att binda till den negativt laddade kiselvaggen i kolonnen (Zhao et
al., 1993). Att bestdmma kvantiteten av proteiner med denna metod ar med andra
ord inte helt tillforlitligt, men metoden kan ge rattvisa resultat da en proteinprofil
ska uppréttas.

3.10 Slutsatser

Bade lagringstemperatur och lagringstid paverkar proteinprofilen. Elektro-
ferogrammen blir mer svarintegrerade i prov lagrade i hdga temperaturer och med
langre lagringstid.

Det ar med den valda metoden svart att hitta en specifik tidpunkt i lagringen da
forandringen av proteinprofil ar pataglig. Daremot verkar det som om de storsta
forandringarna sker under de forsta fyra lagringsveckorna, under eller direkt efter
UHT-processen.

3.11 Forslag till fortsatta studier

Metoden som valdes hade fungerat battre med en mall anpassad for UHT-
mjolk. For att 6ka valideringen i forsoken maste ocksa samtliga forsok upprepas.
Den mjolk som lagrats i 30 respektive 37 °C grader maste analyseras om helt.
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Som ett komplement rekommenderas att méta halten proteas i varje prov samtidigt
som proteinprofilen undersoks for att faststalla eventuell korrelation mellan pro-
teinnedbrytning och férekomst av proteas eller psykrotrofa bakterier.
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Bilaga

Nedan presenteras procentandel av vart protein for de olika lagringstemperaturerna. Dessutom &r mallen for elueringstid

bifogad. Av dessa har resultaten i studien beréknats.

Tabell 1. Topparnas area, % av totalarea som anvants for att berakna andel protein vid lagringstemperatur 4 °C

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Alfa-lacto 1,5 1,6 1,9 2,0 1,6 2,8 1,8 2,8 2,2 6,9 1,2 1,8
Beta-lacto 5,0 4,3 6,9 4,2 4,7 8,9 5,5 7,0 8,5 0,5 7,1 8,6
AlfaS1-CN 17,3 16,7 16,7 28,4 19,0 27,9 17,4 10,0 10,3 19,7 9,5 28,0 9,0
AlfaS2-CN 2,8 2,7 3,3 5,9 2,5 4,6 2,9 2,3 3,4 1,9 2,6 2,0
Kappa-CN 3,3 0,4 4,2 2,6 5,6 3,8 5,0 3,5 3,7 1,2 0,9 2,2
Beta-CN 12,2 10,9 12,8 1,0 13,8 12,2 13,9 12,2 10,6 2,2 1,9 15,7 0,5
Breakdown 24,6 19,2 29,0 25,9 25,4 24,5 22,5 22,8 24,6 24,4 42,1 27,7 16,3
Unidentified 33,1 44,0 25,0 29,8 27,3 15,2 30, 39,3 36,7 53,3 36,2 16,6 59,4
Total peak area 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Tabell 2. Topparnas area, % av totalarea som anvants for att berakna andel protein vid lagringstemperatur 20 °C

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Alfa-lacto 1,8 2,2 3,5 1,0 1,1 2,8 2,3 2,1 2,4 7,0

Beta-lacto 5,8 6,1 10,3 39 5,6 8,9 71 8,0 8,8 2,6 7,0 2,2
AlfaS1-CN 20,9 11,9 31,3 26,6 5,3 27,8 10,6 11,4 15,9 10,5 9,5 0,7 6,1
AlfaS2-CN 3,2 2,2 4,3 34 2,0 4,6 0,7 1,7 2,6 3,1 1,9 7,9 13,5
Kappa-CN 2,8 0,9 2,7 0,7 3,1 2,4 2,5 1,0 1,2 1,3 0,3
Beta-CN 13,1 4,9 15,7 1,6 12,7 12,2 13,2 13,3 14,2 2,4 12,7 0,3 19,8
Breakdown 25,6 17,7 30,2 31,7 20,7 25,4 24,5 27,3 29,6 27,8 35,3 35,0 1,8
Unidentified 26,7 54,0 1,7 30,0 52,6 14,3 39,1 33,7 25,3 53,5 32,2 47,6 56,0
Total peak area 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tabell 3. Topparnas area, % av totalarea som anvénts for att berdkna andel protein vid lagringstemperatur
darfor registreras 100 % som nedbrutet protein

30 °C Data for lagringsvecka 4, 28 och 44 saknas och

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Alfa-lacto 0 1,2 3,0 3,3 0,9 4,8 0 1,3 7,4 0 0,2
Beta-lacto 0 7,1 10,4 10,7 0 7,5 0,9 0 9,6

AlfaS1-CN 0 5,0 15,6 3,2 6,0 7,9 0 5,2 14,6 12,5 0 8,2 10,3
AlfaS2-CN 0 2,0 1,9 0 1,8 0 2,3 3,6 0 1,6
Kappa-CN 0 0,7 6,0 5,9 1,3 3,7 0 0,5 0,9 0 1,8
Beta-CN 0 1,3 15,4 46,1 0,8 11,4 0 13,7 0,8 0 0,5 5,0
Breakdown 0 8,8 37,1 3,6 20,8 24,6 0 25,5 44,3 22,8 0 32,4 36,6
Unidentified 100 73,8 10,31 27,0 68,0 47,6 100 47,6 36,6 50,2 100 49,2 44,4
Total peak area 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 100 100 100
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Tabell 4. Lagringstemperatur 4 °C, migrationstiden (min) for topparna matchas in i mallen for att avgora vilket protein som detekterats

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Peak Protein Expected Corr mig time
1 BSA? 0,709469 0,68 0,68 0,67 0,68 0,62
2 a-la 0,789789 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,76 0,76 0,78 0,76 0,76
3 B-lg 0,832448 0,80 0,80 0,80 0,81 0,80 0,81 0,80 0,81 0,81 0,81 0,81 0,88
4 ? 0,866444 0,86
5 as2-10P 0,887298 0,89 0,89 0,89 0,87 0,89
6 as2-11P 0,912381 0,93 0,89 0,90 0,89 0,90 0,90 0,90
7 as2-12P?  0,941486 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,94 0,94 0,94 0,93 0,93
8 as1l-7P (?) 0,965316 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96
9 asl-cn8p 1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
10 ? 1,019481
11 as0-cn 1,037372 1,05 1,05 1,05 1,04 1,03 1,04
12 k-cn 1? 1,067084 1,07 1,08 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05
13 K-cn 2 1,091452 1,08 1,08 1,09 1,10 1,09 1,08 1,11 1,09
14 B-cas B 1,106739 1,11 1,11 1,10 1,08 1,11 1,11 1,11 1,10
15 k-cn 3? 1,121973 1,10 1,12 1,13 1,12 1,12 1,13 1,15
16 k-cn 4? 1,138375 1,13 1,14
17 B-cas Al 1,148827 1,14 1,15 1,14 1,14 1,14 1,14 1,14 1,15
18 B-cas A2 1,195988 1,18 1,18 1,17 1,18 1,18 1,19 1,18 1,18 1,19 1,19 1,18 1,19
19 breakdown 1,229523 1,24 1,22 1,22 1,23 1,23 1,23 1,23 1,23
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20 breakdown 1,25697 1,31 1,25 1,29 1,24 1,24 1,25 1,24 1,24 1,26 1,29
21 breakdown 1,317967 1,32 1,31 1,31 1,31 1,32 1,31 1,30 1,32 1,29 1,30
22 breakdown 1,331208 1,34 1,35 1,36 1,33 1,33 1,34 1,33 1,36 1,32 1,36
23 breakdown 1,381415 1,36 1,38 1,39 1,39 1,37 1,40 1,38 1,40 1,40 1,39
24 breakdown 1,417871 1,42 1,42 1,40 1,41 1,40 1,41 1,48 1,43 1,44
25 breakdown 1,453995 1,51 1,46 1,49 1,49 1,43 1,52 1,49 1,49
26 breakdown 1,623273 1,50 1,57 1,57 1,65 1,63 1,64 1,59
Tabell 5. Lagringstemperatur 20 °C, migrationstiden (min) fér topparna matchas in i mallen for att avgora vilket protein som detekterats

Lagringsvecka 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Peak Name Expected Corr mig time
1 BSA? 0,709469 0,67 0,62 0,69 0,67 0,64 0,66 0,67 0,75
2 a-la 0,789789 0,74 0,75 0,76 0,76 0,75 0,75 0,75 0,76 0,76 0,78
3 B-lg 0,832448 0,79 0,80 0,808447 0,81 0,81 0,81 0,80 0,81 0,81 0,84 0,82
4 ? 0,866444 0,867526
5 as2-10P 0,887298 0,89 0,89
6 as2-11pP 0,912381 0,92 0,90 0,90 0,92 0,90 0,90 0,93 0,93 0,93
7 as2-12P?  0,941486 0,93 0,936179 0,93 0,93 0,91 0,94 0,94 0,93
8 asl-7P (?) 0,965316 0,96 0,96 0,96122 0,96 0,96 0,97 0,96
9 asl-cn8p 1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1
10 ? 1,019481
11 as0-cn 1,037372 1,05 1,05 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04
12 k-cn 1? 1,067084 1,05 1,05 1,05 1,08
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

K-cn 2
B-cas B
k-cn 3?
k-cn 4?
B-cas Al
B-cas A2
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown

breakdown

1,091452
1,106739
1,121973
1,138375
1,148827
1,195988
1,229523
1,25697

1,317967
1,331208
1,381415
1,417871
1,453995
1,623273

1,08

1,11

1,14

1,16

1,19

1,26

1,35

1,41
1,47

1,09
1,11

1,13

1,18
1,20
1,25

1,34
1,37
1,42
1,52

1,09
1,11

1,16

1,21
1,2

1,34
1,37
1,42
1,48

1,08
1,10

1,14

1,23

1,29
1,31
1,36
1,39
1,43
1,59

1,10

1,18

1,24
1,32

1,41
1,51
1,53

1,08
1,12

1,14
1,18

1,24

1,33
1,37
1,40
1,49
1,57

1,08
1,11

1,14

1,19

1,25

1,32

1,41

1,59

1,08
1,11

1,14

1,18

1,24

1,33
1,39

1,50
1,61

1,11
1,12
1,14

1,18
1,24

1,30

1,38
1,48
1,58
1,66

1,11

1,16
1,20
1,23

1,33
1,36
1,39
1,45
1,62

1,12

1,15
1,21
1,23

1,29
1,32
1,36
1,38
1,45
1,52

1,12
1,14

1,21

1,24

1,28

1,35

1,44

1,62

1,08
1,09
1,13

1,18
1,23

1,31
1,33
1,38
1,45

Tabell 6. Lagringstemperatur 30 °C, migrationstiden (min) for topparna matchas in i mallen for att avgdra vilket protein som detekterats. Resultat for vecka 4, 28 och

44 presenteras inte da de saknas

Lagringsvecka 8 12 16 20 24 32 36 40 48 52
Peak Name Expected Corr mig time
1 BSA? 0,709469 0,59 0,69 0,68 0,67 0,75 0,67 0,75 0,67 0,74
2 a-la 0,789789 0,68 0,76 0,75 0,80 0,81 0,77 0,80 0,78
3 B-lg 0,832448 0,81 0,81 0,81 0,83
4 ? 0,866444
5 as2-10P 0,887298 0,88 0,88
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18
19
20
21
22
23
24
25
26

as2-11P
as2-12P?
as1-7P (?)
asl-cn 8p
?

as0-cn
k-cn 1?
K-cn 2
B-cas B
k-cn 3?
k-cn 4?

B-cas Al

B-cas A2

breakdown
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown
breakdown

breakdown

0,912381
0,941486
0,965316
1

1,019481
1,037372
1,067084
1,091452
1,106739
1,121973
1,138375
1,148827

1,195988
1,229523
1,25697

1,317967
1,331208
1,381415
1,417871
1,453995
1,623273

0,93
0,95

1,00

1,11

1,15

1,20

1,25
1,30
1,31
1,38
1,42
1,49
1,56

0,92
0,94
0,97
1,00

1,04

1,09

1,16

1,21

1,29

1,37

1,48
1,53

0,97
1,00

1,06

1,16

1,21
1,28

1,36

1,53

0,94

1,00

1,13
1,16

1,19

1,24

1,37

1,43
1,59

0,96

1,04

1,08
1,11

1,18

1,24
1,32

1,40
1,44
1,60

0,96
1,00

1,04
1,07

1,11

1,18

1,24

1,32
1,40
1,51
1,52
1,69

0,93

1,00

1,14

1,27

1,36
1,45
1,52
1,61

0,94

1,00

1,14

1,27

1,38

1,45
1,61

1,00

1,18

1,23

1,39

1,45
1,61

0,93

1,00

1,18

1,24

1,28

1,38
1,45
1,52
1,61
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