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Sammendrag

Meieriprodukter er avhengige av en god kontroll pa mange hygieniske og teknologiske
aspekter, fra jord til bord. Et omrade som er relativt nytt med tanke pa produktkvalitet er de
iboende genetiske forskjellene mellom dyrene. Det har blitt funnet at B-laktoglobulin (B-
LGB) genetisk variant homolog for allele B (B-LGB BB) har vart forbundet med okt
viskositet, gel-styrke og lagringsmodul (G’) i syrefelte produkter. Effekt av genetiske
varianter av k-kasein (k-CN) pa de reologiske kvalitetene til disse produktene har vart

vanskeligere a fastsla.

Malet med denne oppgaven har vart a undersgke effekten av forskjellige genetiske varianter
av B-LGB og k-CN i skummet kulturmelk, i fersk og lagret tilstand. Det har ogsa blitt forakt
a teste om forsgksdag (antall dager mellom melking og produksjon) har hatt innvirkning pa

det syrnede produktets kvalitet.

Det har i dette forsgket blitt produsert skummet kulturmelk av melk med ulike genetiske
varianter av k-CN og B-LGB. Analysene gjort i dette forsgket viste at B-LGB hadde en
signifikant effekt pd alle de tre mélte reologiske faktorene, elastisitetsmodul G’, viskositet og
gel-styrke i skummet kulturmelk. Det ble videre funnet at den genetiske varianten BB av -
LGB gav en signifikant gkt viskositet, gel-styrke og G’ 1 kulturmelk, sammenlignet med -
LGB AB. Sammenlignet med genetisk variant av 3-LGB AA, gav B-LGB BB en gkt

viskositet i skummet kulturmelk.

Pa kort sikt vil det veere mest gkonomisk fordelaktig a avle pa kyr med hgyest mulig
melkeytelse, innhold av fett og protein, men det kan tenkes at meieriindustrien i det lange lgp
vil ende opp med enkelte bestander, spesialisert etter type produkt. Dette er en av grunnen til
at det er interessant i dag a finne om det noen genetiske proteinvarianter er mer egnet til f.eks.
syre-geler som yoghurt, mens andre kanskje er mer gunstig i osteproduksjon. Selv om det i
dette forsgket var vanskelig a tilegne effekten pa de reologiske egenskapene til den genetiske
faktoren alene, og ikke proteinkonsentrasjonen, vil det fortsatt veere interessant bade fra et
forsknings-standpunkt men ogsa i et langsiktig produksjonsgkonomisk synspunkt a fortsette

forskningen pa omradet.



Abstract

Dairy products rely on a good control of many hygienic and technological aspects, from farm
to fork. One area that is relatively new in terms of product quality is the inherent genetic
differences between animals. It has previously been found that B-lactoglobulin (B-LGB)
genetic variant BB (B-LGB BB) has been associated with an increased viscosity, gel strength
and storage modulus (G ") in acid precipitated products. The effect of different genetic
variants of k-casein (k-CN) on the rheological properties of these products has been more

difficult to determine.

The aim of this study was to investigate the effect of different genetic variants of p-LGB and
k-CN in buttermilk, in fresh and stored condition. It has also been enhanced to test if the
experiment (number of days between milking and production) has had impact on the

fermented product quality.

It has in this experiment been produced buttermilk from milk with different genetic variants
of k-CN and B-LGB. The analysis made in this experiment showed that p-LGB had a
significant effect on all three measured rheological factors, elasticity modulus G ', viscosity
and gel strength in the buttermilk. It was further found that the genetic variant B of B-LGB
gave a significantly increased viscosity, gel strength and G 'in buttermilk, compared with -
LGB AB. Compared with the genetic variant of B-LGB AA, gave B-LGB BB an increased

viscosity in the buttermilk.

In the short term it might be most economically advantageous to breed cows with the highest
yield, content of fat and protein, but it is conceivable that the dairy industry in the long run
will end up certain stocks, specialized by type of product. This is one of the reason why it is
interesting today to find if there any genetic protein variants are more suitable for acid gel
products such as yogurt, while others may be more suitable for cheese production. The
variation in total protein concentration made it difficult to claim the genetic protein variants
as the main cause for variation in the rheological properties of the products. It would,
however, still be interesting both from a research point of view but also in a long term
production economical point to continue research in this area, in order to better understand

the effects of the genetic protein variants on the different milk products.
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1. Innledning

Genetiske proteinvarianter har de siste arene blitt undersgkt som mulige variabler en kan
utnytte i produksjonssammenheng av meieriprodukter. Det var Aschaffenburg og Drewry
(1955) som ferst oppdaget at det kunne skilles mellom to ulike varianter av B-laktoglobulin
(Aschaffenburg & Drewry 1955; Aschaffenburg & Drewry 1957). Dette utgjorde starten pa
en rekke studier blant annet innen fordeling av genetisk varianter innen ulike ku-raser
(Aschaffenburg 1968; Baker & Manwell 1980), innvirkning pa ernaring (Caroli et al. 2009),
men mest arbeid er gjort (av gkonomiske arsaker) pa genetiske proteinvarianters innvirkning
pa melkens sammensetning, utbytte og teknologiske aspekter (Martin et al. 2013). | en studie
pa syrefelt gel ble det funnet at melk inneholdende B-laktoglobulin (B-LGB) homozygot for
genetisk variant B gav en signifikant fastere gel sammenlignet med melk inneholdende LGB
variant AB og AA. Derimot kunne ingen signifikante effekter pa viskositet pavises i noen av

de genetiske proteinvariantene i dette forsgket (Allmere et al. 1998).

| denne oppgaven har det blitt produsert skummet kulturmelk av melk med genetiske
varianter av k-kasein (BB, AB og AA) og B-laktoglobulin (AB og BB) som variabler. Det har
ogsa blitt sett pa kjelelagringsfaktor, hvor ra melk har statt pa kjgl i henholdsvis ett og to
degn far produksjon, samt lagring av ferdig syrnede produkter (1 og 14 dager). Forsgket er
gjort i to blokker. Alle prosess-variabler, lagring og handtering generelt har vert forsgkt
holde sa like som mulig. Melken ble skummet, homogenisert og pasteurisert, fer den ble
podet med en mesofil DL-kultur (CHN-19). Melken ble satt til syrning i et temperert vannbad
til pH < 4,5, og deretter kjolelagret ved 4°C. Melkens kjemiske sammensetning ble fastslatt
far syrning. Reologiske analyser (G’, viskositet og gel-styrke) ble utfgrt pa ferske og lagrede
praver. Sensorikk ble utfart etter ca 14 dagers lagring, sammen med en pH-maling. Det ble
ogsa utfgrt analyser av organiske syrer og flyktige komponenter pa lagrede melkepraver i
forsgkets andre sett.

| denne oppgave er det forsgkt & oppna et sammenligningsgrunnlag for de reologiske
kvalitetene til de ulike pravene ved a utfare analyser pa prgvenes viskositet, gelens elastisitet
og gelens hardhet. Sensoriske egenskaper har ogsa blitt vurdert, og metabolske produkter ble

analysert i forsgkets andre blokk.



2. Teori

2.1 Melkens sammensetning

Melk er definert som den vaesken som skilles ut fra melkekjertlene hos pattedyr, og er den
primere naturlige kilden til neering til deres avkom. Dens nearingsmessige verdi ligger i den
totale sammensetning av proteiner, fett, vitaminer, karbohydrater og mineraler. Melk fra kyr
har et gjennomsnittlig innhold pa 4,0% fett, 8,9% fettfritt tarrstoff (SNF), 4,6% laktose, 3,3%
protein, hvorav 2,6% er kasein. Resterende er mineraler/sporstoffer, organiske syrer og

gvrige komponenter (Walstra et al. 2006c).

Melkens totale sammensetning varierer etter en rekke faktorer, deriblant laktasjon, arstid, for,
helse (Auldist & Hubble 1998; Palmquist et al. 1993; Walker et al. 2004). Kunnskap om
hvordan ulike faktorer innvirker pa sammensetningen av melken gjer at en kan sette inn tiltak

for & optimalisere de teknologiske, erneringsmessige og sensoriske kvalitetene til produktet.

2.1.1 Melkeproteiner

Primaerstrukturen til proteinene er definert som rekkefglgen av aminosyrer i peptidkjeden,
denne rekkefalgen er individuell for hvert enkelt protein. De spesifikke egenskapene til et
protein defineres derfor av de aminosyrenes R-sidegrupper (Walstra et al. 2006d). De
dominerende melkeproteinene opptrer i forskjellige genetiske varianter, og viderefares
gjennom Mendelsk arv uten dominans (Allmere et al. 1997a; Aschaffenburg 1968).
Forskjellen mellom de genetiske variantene ligger i substitusjon eller sletting av aminosyrer i
polypeptidkjeden, hvilket resulterer i en endring i molekylets nettoladning, og dermed ogsa
pavirke de fysiokjemiske egenskapene til proteinet (Allmere et al. 1997b; Walstra et al.
2006Q).

De fleste proteiner opptrer i to eller flere genetiske varianter av en primeerstruktur, disse
variantene skilles fra hverandre i litteraturen ved a tilfgre benevningen A, B, C, osv., til
proteinets navn. Hvis et individ er homozygot for variant A, vil dens genotype bli AA, og den
produserer dermed proteiner av variant AA. Et heterozygot individ (genotype AB) vil
derimot gi proteiner av bade variant A og B, i et noenlunde jevnbyrdig forhold. To varianter
skilles ofte kun ved én enkelt aminosyre, dette vil i utgangspunktet ikke gi noen teknologiske
endringer, med mindre det farer til en endring i proteinets ladning. En gkning eller reduksjon
i et proteins totale ladning vil resultere i endringer i dets lgselighet, strukturelle konformasjon
og/eller stabilitet. (Walstra et al. 2006g).



Melkeproteinene kan deles inn i de to gruppene kasein og myseprotein. Kasein utgjgr om lag
80% av den totale proteinfraksjonen, mens myseprotein utgjer cirka 20%. Kasein deles
videre inn i hovedtypene as1, as2, B- og k-kasein. Myseproteinene bestar hovedsakelig av B-
laktoglobulin (B-LGB) og a-laktalbumin (ALA). Melken inneholder ellers mindre andeler av
serum albumin, immunoglobulin og proteosepter, peptoner, laktoferrin, og laktoperoksidase
(Farrell et al. 2004; Martin et al. 2013; Walstra et al. 2006d).

Kaseinene ble tidligere differensiert pa bakgrunn av deres elektroforetiske mobilitet i alkalisk
polyakrylamid eller stivelsesbasert gelé, men i dag skilles etter deres primeerstruktur; altsa
sammensetningen av aminosyrer. Med bakgrunn i denne metoden kunne det da identifiseres
fire genprodukter; asi-kasein, as2-kasein, B-kasein og k-kasein, med typiske konsentrasjoner
pé& henholdsvis 12-15, 3-4, 9-11 og 2-4gL* (Eigel et al. 1984; Farrell et al. 2004; Huppertz
2013). a-s og B-kaseinene er kalsiumsensitive, de felles ut i lasninger med opp til <0,1 mM
Ca?*, mens k-kasein er Ca-stabil, og kan i enkelte forhold bidra til & gke stabiliteten til a-s og
B-kaseinene (De Kruif & Holt 2003).

o-s1-kasein:

a-s1 kasein deles inn i ulike genetiske varianter (noteres A-G, hvor A og B er vanligst), samt
antall fosforyleringer (8-13). Proteiner av familien a-s1 utgjer ca 40% av den totale
kaseinfraksjonen i kumelk, hvor a-s1 B-8P er den hyppigst forekomne i raser av arten Bos
Taurus, slik som Norsk Ragdt Fe (NRF) (Huppertz 2013). Denne varianten av proteinet bestar
av 199 aminosyrer med 8 av 16 fosforylerte Serin-aminosyrer (Ser), mens a-s1 B-9P falgelig
har én ekstra fosforylert Ser. Plasseringen av disse fosforylerte aminosyrene har stor
betydning for proteinets egenskaper, a-s1 B-9P har to «klynger» med fosforylerte Ser, hvilket
gjer at proteinet lettere kan stabilisere (Huppertz 2013).

o-so-kasein:

a-s>-kasein utgjer opp til 10% av den totale proteinkonsentrasjonen, opptrer i tre genetiske
varianter (A, B og C), hvor variant A er mest vanlig i vestlige raser, og har en svert
varierende grad av fosforylering. Den store variasjonen i fosforylering gjar at molekylvekten
varierer mellom ca 24-25 kDa. a-s2-kasein regnes som det mest hydrofile kaseinet grunnet
sine mange og sterkt ladde aminosyrer (Huppertz 2013).



B-kasein:

Den nest storste kaseinfraksjonen utgjer B-kasein, med 30-35% av total kaseinmengde. Dette
er enkle polypeptidkjeder bestaende av 209 aminosyrer, og med en molekylvekt pa 2400 Da.
Proteinenes fem fosfoseryl-rester er samlet i klynger naer det N-terminale segmentet
(aminosyrer 1-43), mens det C-terminale omradet (136-209) er svaert hydrofobt. Denne
oppsamlingen av hydrofile og hydrofobe omrader i de terminale endene gjor at f-CN er mer
overflateaktive enn a-CN. B-CN assosierer med lavere hastighet enn a-CN, og de skilles ikke

like raskt ut ved tilstedeverelse av kalsium sammenlignet med a-CN. (Wong 1989)

k-kasein:

k-kasein er det minste av kaseinene, det har en liten grad av fosforylering, har en lav kalsium-
sensitivitet, og er det eneste proteinet som opptrer i glykosylert form. Det er funnet at «-
kasein er ~40% ikke-glykosylert, og resten er glykosylert med 1-6 polysakkarider, som
konsekvent bindes til Thr. k-kasein B har som regel en hgyere grad, og mer kompleks og
variabel glykosylerings-struktur (Huppertz 2013). Den tredje storste kaseinfraksjonen, k-CN,
er den eneste av de stgrste fragmentene som inneholder aminosyren cystein. Molekylvekten
til k-CN er ~1900, og de danner polymere, via disulfid-bindinger, med en molekylvekt pa
60.000-600.000 Dalton. Monomeret av k-CN har kun en fosfatrest, men har 0-5
karbohydratkjeder (tri-sakkarider). Monomeret inneholder 169 aminosyrerester med
hydrofobt N-terminal omrade (1-105) og hydrofilt C-terminalt omrade (106-169), bedre kjent
som para-k-CN og makropeptid. Alle karbohydrater i monomer og den ene fosfatgruppen er
lokalisert i makropeptidet. Denne ujevne fordelingen i kombinasjon med et hgyt innhold av
asparaginsyre og glutaminsyre gir en sur og lettlgselig C-terminal ende hos monomeret av k-
CN. x-CN er derfor minst sensitiv overfor utfelling pa grunn av kalsium-ioner i

kaseinmicellen. (Wong 1989)

| vestlige ku-raser, som bos taurus (Norsk Ragdt Fe) er det den genetiske varianten A av -
kasein som er dominant, ellers er B ogsa vanlig forekommende. k-kasein B skilles fra variant
A ved substitusjon i posisjon 136, hvor lle er byttet ut med Thr, og i posisjon148, hvor Ala er
byttet ut med Asp (Huppertz 2013).



Myse-/serumprotein:

Mesteparten av serumproteinene er globulere proteiner med en relativt hgy hydrofobisitet. |
hovedsak utgjer disse B-laktoglobulin og a-laktaloumin, men ogsa serum albumin,

immunoglobulin og proteose-peptoner (Sawyer 2003; Walstra et al. 2006d).

B-laktoglobulin (B-LGB) utgjer den stgrste andelen av serumproteiner (~3g/l) og er et relativt
lite protein med 162 aminosyrer og en molekylvekt pa 18-20 kDa (Creamer & Sawyer 2003;
Sawyer 2003). B-laktoglobulin er et protein av lipocalin-familien, som er en familie med stor

sekvensiell variasjon, med <25% sekvens-identitet.

Closed end
Figur 2-1 Lipocalin struktur. A1 og A2 utgjgr N- og C-terminale
ender, L=loops (Oftedal 2013a)

Familien har en sa&regen tertieerstruktur, vist i figur 2-1, den er kompakt brettet og inkluderer en
atte-tradet antiparallell «B-tanne»-fasong (B-barrel). Strukturen er sammenkoblet med lgkker (loops)
og en a-heliks i bade N-terminal og C-terminal ende (Oftedal 2013c; Sawyer 2003). «B-tanne»-
fasongen er apen i den ene enden, og har en innelukket bindings-lomme «binding pocket» (Oftedal
2013c).
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Figur 2-2 Primcerstruktur til f-laktoglobulin, variant B. Rade sirkler indikerer hvilke aminosyrer
som skiller den fra variant A (variant A har Asp 64 & Val 118) (Farrell et al. 2004)

Det er funnet flere genetiske varianter av B-LGB, hvor A og B er de to vanligste, variant A

skiller seg fra B ved to single nukleotide-substitusjoner hvor Gly(64) er byttet ut med Asp, og
Ala(118) er byttet ut med Val (Aschaffenburg & Drewry 1957; Farrell et al. 2004; Sawyer
2003), som illustrert i figur 2-2. Proteinet B-LGB opptrer predominant som dimere i

fysiologisk tilstand, men kan danne oligomerer, fra dimerer til oktamerer. (Oftedal 2013c).

Ved pH <3,5 og pH >7 disasosierer B-LGB til monomere, ved pH-intervall [5,5, 7,5] opptrer

de som dimerer, mens mellom [3,5, 5,2], og spesielt rundt pH ~4,6 danner de oktamerer med
en molkeylvekt pa ~144kDa (Oftedal 2013b).

Varmestabiliteten til B-LGB A er funnet a veere noe lavere (72°C for komplett

denaturering) sammenlignet med variant B (77°C) (Keppler et al. 2014), mens 3-LGB B

har blitt funnet & utvise en hgyere aggregerings-rate mot CSN-3 ved varmebehandling,

sammenlignet med variant A.

En del forskning har allerede blitt gjort pa effekt av B-LGB-varianter, men resultatene er
tidvis tvetydige (Allmere et al. 1997b; Hallén et al. 2008) Det har blitt funnet at kyr med

genotype B-LGB AA gav melk med kortere koaguleringstid, og gkt gel-styrke i syrefelt

melkegel. Det ble ogsa funnet at B-LGB AA var korrelert med hgyere konsentrasjon av totalt



B-LGB-innhold. Ved like konsentrasjoner av B-LGB gav genotype BB den fasteste gelen
(Bobe et al. 1999; Hallén et al. 2008; Ng-Kwai-Hang et al. 1984).



Kaseinmicellene

Flere forskjellige modeller har tidligere blitt postulert til kaseinmicellenes struktur (De Kruif
& Holt 2003; Holt & Horne 1996; Horne 2006; Walstra 1999; Walstra et al. 2006b), men den
radende teorien i dag ble forslatt av Dalgleish (2011) stort sett enighet i dag om modellen
hvilke komponenter den bestar av, og at micellene er fundamentale elementer i melkens gel-
danning. Micellene er beskrevet som sferiske makromolekyler pa 40-300nm i diameter,
sammensatt av askasein og k-kasein, stabilisert av f-kasein (CSN-2) og et kalsiumfosfat- og

sitrat-kompleks.

Figur 2-3 Skjematisk fremstilling av kaseinmicellen, CaP
nanoklynger (gra) er innkorporert i micellen, med kasein
] _ (red) og CSN-3. Mobilt CSN-2 (bl&) befinner seg i “vann-
Micellene opptrer som separate elementer i kanalene” pé innsiden av micellen (Dalgleish 2011)
melken, mer volumingse, og holder mer
vann enn tarrstoff, og de er negativ ladd. (Dalgleish 2011; Heertje et al. 1985; Walstra et al.
2006a). Den negative ladningen kommer av det héarete k-kasein-laget, som har en utadvent C-
terminal ende. De negativt ladde k-kasein-harene er micellenes eneste kilde til bevegelse,
som da utgjares av Brownske krefter (Walstra et al. 2006a). Innholdet av kalsium er kritisk
for stabiliteten av micellen, fjerning av kalsiumet forer til opplgsning av kaseinmicellen

(Heertje et al. 1985)



Strukturen beskrevet av Dalgleish (2011) er illustrert i figur 2-3. Her vises kaseinmicellen
med innkorporerte kalsiumfosfat nanoklynger innkorporert i micellen, med tilkoblede kasein
(red) og CSN-3 (grann) plassert pa overflaten. | denne modellen er vann en viktigere del av
den interne strukturen enn i forhold til tidligere modeller, her er micellen vist med en porgs
struktur med kanaler fylt med vann. "Hydrofobisk bundet” mobilt B-kasein (bld) befinner seg
i disse "kanalene™ hvor deres amfifilske natur gjer dem overflateaktive, og de kan derfor
interagere med vannet og bidra til & stabilisere micellen. En porgs struktur med kanaler skal
veere forklaringene pa hvordan bl.a. CSN-2 kan bevege seg inn og ut av micellen ved

temperaturendringer (Dalgleish 2011).



2.1.2 Fett

Fettinnhold kan i mange produkter ofte veere forbundet med sensoriske egenskaper, som
viskositet. Lucey et al. (1998a) viste at ved produksjon av syrefelte gel var fettkulene
inkorporerte i gel-matriksen, noe som tyder pa at de har en positiv interaksjon med gel-
nettverket. Det ble videre funnet en ekning i lagringsmodul. G’, samt en tydelig
teksturforandring i prever med fettinnhold pa henholdsvis 3,5%, 1,5% samt skummet melk,
analysert med konfokal mikroskopi. Cho (1997) postulerte to muligheter for fettkulenes
opptreden i en syrefetl gel; enten kan de opptre som interagerende partikler og integreres i
matriksen, og dermed bidra til rigiditet i den kasein-baserte matriksen, eller de kan opptre
som ikke-interagerende partikler, hvor de lukkes inn i nettverkets porer, uten a danne

bindinger.

2.1.3 Tarrstoff

Et lavt innhold av tarrstoff er ofte forbundet med myseutskillelse, myse vil da presses ut av
gelen under lagring og legge seg pa overflaten. (Robinson & Tamime 1993) For
yoghurtproduksjon anbefales det & ha et tgrrstoffinnhold (SNF) pa ~12% for a sikre en
tilstrekkelig fast gel, med minimal synerese (Robinson & Tamime 1993), derfor blir yoghurt
ofte tilsatt ekstra tgrrstoff. For kulturmelk, som skal vare et lettdrikkelig produkt, vil det
naturligvis ikke veere ngdvendig med en sa hgy andel SNF, men naturlige variasjoner i SNF

vil kunne forventes a skape forskjeller i gel-styrke og/eller viskositet i det endelige produktet.
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2.2 Kulturmelk

Kulturmelk, tradisjonelt omtalt som «surmelk» (Tamime 2006), er et begrep som kan

benyttes pa to forskjellige produkter.

Den opprinnelige, «tradisjonelle» kulturmelken, er kjernemelk, og er det som pa engelsk
kalles buttermilk, og er som navnet antyder et biprodukt av smgrproduksjon. Kjernemelken
har lenge veert brukt til drikke og som ingrediens i matlaging og bakst. Kjerningen av flgte
eller ramme til smar farer til at fettkulemembranen brytes, og fosfolipider lekker ut av
fettfasen. Dette gjer at kjernemelka far en relativt hgy andel fri fosfolipider, disse er spesielt
utsatt for autooksidasjon, grunnet den hgye andelen flerumettede fettsyrerester. Kjernemelken
har derfor en sveert kort holdbarhet, (ca 2 dager) og egner seg derfor ikke i salg som et ferskt
produkt. (Tine u.&.; Walstra et al. 2006d)

Moderne kulturmelk, tradisjonelt kalt «<surmelk», (pa engelsk; cultured buttermilk) selges i
Norge som hel- (3,5% fett) eller skummet melk (0,4% fett) (Tine u.d.). Produksjonen foregar
ved at melka standardiseres til ansket fettprosent, fgr den blir homogenisert ved 20MPa,
pasteurisert ved ca. 95°C i 5 min, og sa avkjglt til ca. 18-22°C. Melka syrnes deretter ved
tilsats av en mesofil syrekultur, som i lgpet av 16-20 timer produserer nok syre til at pH
synker til 4,5. Melka rgres da opp, avkjeles til 4-9°C og pakkes (Fernandes 2009; Fondén et
al. 2008; Robinson 2005). I resten av oppgaven vil begrepet «kulturmelk» referere til denne

varianten av produktet.

Nar fermentert melk skal produseres er det kritisk at melken blir behandlet pa en slik mate at
syrekulturen far optimale vekstforhold. Dette oppnas hovedsakelig ved a varmebehandle
melken tilstrekkelig slik at konkurrerende mikroorganismer blir eliminert/nemmet i stgrst
mulig grad. | tillegg ma melken tempereres til syrekulturens optimale vekstomrade til

podingen, slik at kulturen vokser seg i gnsket hastighet og sammensetning. (Bylund 2015)

Den kraftige varmebehandlingen har ogsa stor betydning for det syrnede produktets
viskositet. Mens kasein er svaert varmestabile, vil varmebehandlingen «brette ut» de
globulzre myseproteinene, hvor de reaktive thiol-gruppene eksponeres, med pafglgende
irreversibel denaturering og aggregering. De eksponerte sulfidgruppene til myseproteinene er
da fri, og kan binde seg til x-kasein pa kasein-micellene, enten via disulfid-bindinger med
k-kaseinets cysteinyl-grupper, eller via hydrofobe interaksjoner. Denatureringen farer til at
myseproteinene far et gkt volum og vannbindingsevne, og samtidig en redusert lgselighet.

(Fuquay et al. 2011b; Tamime & Robinson 1999). Cysteinyl-grupper finnes 0gsa pa as-
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kasein, men ettersom asz-kaseinene hovedsakelig finnes pa innsiden av kasein-micellen, er de
lite reaktive (Fuquay et al. 2011b).
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2.3 Melkebehandling i fremstilling av skummet kulturmelk

2.3.1 Separering

Sentrifugal-separering er den prosessen som vanligvis benyttes for a separere ut enten fysiske
partikler, eller melkens fettkuler, da i form av flgte, fra den resulterende skummede melken.
Prinsippet gar ut pa at melk fares inn i toppen («Feed») av separatoren langs den midtre
aksen, som illustrert i figur 2-4, hvorpa melken flyter inn i den roterende skalen og fordeles i

de separate diskene («Conical disk»).

Feed
r’/// Cream discharge
-

’r‘_’f’_» Skim milk discharge

Skim milk centripetal pump

Cream centripetal pump

ream disc
/ \ C
% Bowl
Z \ Sludge holding space
/ \ Conical disc
S —
Shaft

Figur 2-4 Forenklet illustrasjon av en topp-matet "semi-
apen" flgteseparator, med roterende skal (bowl), drevet
av en motorisert aksel (shaft), som sender melken
gjennom perforerte disker (flere enn illustrert i figuren)
(Walstra et al. 2006h)

Sentrifugalkraften maskinen utgver pa melka presser fettkulene ned mot ytterkantene av
diskene, hvorpa fettkulene, i form av flgte, flyter opp og inn mot midtpartiet. Den
gjenveerende skummede melken, «melkeplasmaen», som fortsatt inneholder en mindre andel
sma fettkuler, blir fart ut mot sidene, og fares opp og ut i et separat utlgp. (Walstra et al.
2006d)

Ved a temperere melka til 55-60°C gis det en gkt forskijell i tetthet mellom skummetmelka og
flaten, og dermed en gkt separeringseffekt, fettkrystallene vil smelte, starrelsen pa fettkulene
vil gke, og viskositeten til den skummede melken vil synke, noe som kan gi en skummet

melk med en fettprosent fra 0,01% (Partridge 2015).
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2.3.2 Homogenisering

Fettinnholdet i melkeprodukter tilfgrer en kremete konsistens, og gir en forbedret
munnfglelse (Tamime & Robinson 1999). Homogenisering av melkeprodukter blir utfart for
a hindre at fett skilles ut fra produktet under lagring, gi gkt stabilitet mot sammenvoksing av
fettkuler, gi en forbedret konsistens (jevnere og mer viskgs), gke hvitheten og hindre
myseutskillelse (Tamime & Robinson 1999; Walstra et al. 2006d).

Homogenisering av fettet vil gi en gkt total overflate av fettkulene, som farer til at en sterre
andel myseproteiner kan assosiere med fettkulemembranen, og dermed gi en bedre
finfordeling i produktet. Resultatet av homogenisering pavirkes av faktorer som
homogeniseringstemperatur, forvarming og kaseinmicelle-starrelse (Walstra et al. 2006d).

2.3.3 Varmebehandling

Pasteurisering av melk til syrnede produkter er viktig for a tilrettelegge for gode teknologiske
og mikrobiologiske forhold, (Bylund 2015), det har blitt vist av blant andre Tamime og
Robinson (1999) og Lucey et al. (1998a) at varmebehandling av melken har en mye stgrre
effekt pa gkning i viskositet enn det homogenisering og fettinnhold. Ved tilstrekkelig
varmebehandling vil myseproteinet BLG (B-laktoglobulin) denatureres, og, grunnet endring i
den strukturelle konformasjonen, eksponere den reaktive thiol-gruppen. Denne gruppen kan
interagere med andre molekyler ved bl.a. & danne disulfidbindinger med andre molekyler med
en reaktiv thiol-gruppe (Vasbinder & de Kruif 2003).

Denne gkningen i viskositet skyldes at myseproteiner denatureres ved varmebehandlingen,
graden av denaturering avhenger av temperatur og holdetid. «Vanlig» pasteurisering gir sveert
liten denaturering av myseproteinene, i syrnede produkter gnskes en hgy grad av denaturering
derfor benyttes haypasteurisering; en behandling med hgyere «varmebelastning». Syrefelt
melke-gel behandlet med temperatur pa >80°C i 15 minutter er vist a gi en gkt lagringsmodul
(G”), en gkt pH for gel-dannelse, en fremskyndet gel-danning (kortere tid), samt en mer
forgreinet gel-struktur sammenlignet med mildere eller ingen varmebehandling (Lucey et al.
1997; Lucey et al. 1998c; Lucey et al. 1999). Optimal varmebehandling er videre funnet &
veere ved en temperatur pa 90-95°C og en holdetid rundt 5 minutter, som denaturerer 70-80%
av den totale myseproteinfraksjonen, og 99% av den spesifikke p-laktoglobulin-fraksjonen
(Bylund 2015).
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En hgyere denatureringsgrad er gunstig i syrnede produkter som yoghurt og kulturmelk, da
det gjer at proteinene eksponerer de ladde gruppene, og dermed kan interagere i stgrre grad
med veeskefasen; m.a.o. binde vannet bedre og gi en fastere og mer stabil gel, med redusert
synerese (myseutskillelse). k-kaseinet vil ogsa denaturere og feste seg til kasein-micellene
(Bylund 2015). Myseutskillelse er korrelert med et ustabilt gel-nettverk, hvor
sammentrekninger av nettverket presser ut vaeskefasen, som ender opp pa overflaten av gelen.
Denne ustabiliteten kan skyldes en gkt grad av rearrangement av gel-matriksen eller det kan
skyldes en pafart «skade» pa nettverket, i form av f.eks. vibrasjoner eller andre fysiske
pakjenninger. Spontan myseutskillelse skjer ved «naturlige» sammentrekninger av gel-

nettverket, hvor da ingen ekstern kraft er skyld i denne. (Lucey et al. 1998b).

Varmebehandlet melk inneholder en blanding av kaseinmiceller dekket av myseproteiner og
lzselige myseproteinaggregater. Forskjellen i gelering mellom varmebehandlet og ikke-
varmebehandlet melk ligger i skift i gelerings-pH, sterkere gel, og en endret gel-
mikrostruktur. En gel med hgy gel-styrke oppnas mest effektivt nar alle denaturerte
myseproteinene opptrer er tilstede som myseprotein-aggregater (Vasbinder et al. 2004).

Corredig og Dalgleish (1999) fant at ved varmebehandling interagerer f-LGB med kasein-
micellen, ved & binde seg til k-kasein, hvor graden av interaksjonene til - LGB var begrenset
i forhold til antallet tilgjengelige bindingssteder. Videre fant de at ogsé a-la indirekte
interagerte med kaseinmicellen, hvor a-la sammen med B- LGB dannet mellomliggende
produkt mens de fortsatt var i lgsning, fer interaksjon med kaseinmicellen. Grad av
interaksjon for a-la var derfor begrenset etter mengde tilgjengelig B-lg, men ogsa etter
konsentrasjon av a-la i melken. Polymerene som - LGB danner ved oppvarming (> 60°C)
bindes grunnet de nativt skjulte thiol-gruppene som blir eksponert nar proteinet denatureres
(Panick et al. 1999).

| tillegg til assosiasjon via disulfid-bindinger har Galani (1999) foreslatt en hypotese hvor
ogsa temperaturavhengige, ikke-kovalente assosiasjoner opptrer mellom aggregatene (Galani
1999).

2.3.4 Poding og syrning av en DL-kultur
Kvalitetene til den ferdige melka er i stor grad avhengig av sammensetningen av
syrekulturen, da det er disse som produserer melkesyre, aromastoffer, CO- osv.

Melkesyrebakteriene er mesofile, og faller under familiene Lactococcus, Leuconostoc og
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Pediococcus, disse har et optimalt vekstomrade mellom 25-30°C. Tradisjonell

kulturmelk/syrnet kjernemelk ble syrnet av de bakteriene som naturlig forekom i melka, ofte

var dette en blanding av Lactococcus spp. (melkesyre-produsentene Lactococcus lactis

subsp. lactis, og Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis biovar diacetylactis,

kjent for produksjon av diacetyl-smak) og Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

(ansvarlig for produksjon av aromakomponenter) (Robinson 2005).

Den moderne kulturmelken benytter seg av en mesofil DL-kultur, ogséa bestaende av

laktokokker og leuconostoc. Bokstavene D og L indikerer at kulturen inneholder bade L.

lactis ssp. lactis biovar diacetylactis (D) og Leuconostoc (L). Dette er en udefinert kultur,

som er sammensatt med utgangspunkt i den tradisjonelle kulturen, men som inneholder et

bredere utvalg nert beslektede stammer (Abrahamsen et al. 2003). Sammensetningen i en slik

udefinert kultur er basert pa det dynamiske samarbeidet mellom de ulike bakteriene, og

sammensetningen kan variere med bruk (Walstra et al. 2006d).

Tabell 2-1 Karakteristika av melkesyrebakterier i en DL-kulter (Abrahamsen et al. 2003; Walstra et

al. 2006f)
Optimal Laktose Sitrat- Diacetyl- EPS-
Slekt Art ) ] ) )
veksttemperatur | fermentasjon | metabolisme | produksjon | produksjon
L. lactis ssp.
Lactococcus . P 8-32°C Homoferm. - - +/-
lactis
L. lactis ssp.
Lactococcus | lactis biovar. 8-32°C Homoferm. + + -
diacetylactis
L. lactis ssp.
Lactococcus ) 8-32°C Homoferm. - = +/ =
cremoris
Leu.
Leuconostoc | mesenteroides 8-32°C Heteroferm. + + +/ -

Ssp. cremoris

Av tabell 2-1 er det indikert at det er Leu. mesenteroides og L. diacetylactis som er ansvarlige

for produksjonen av aromakomponenter, mens L. lactis og L. cremoris hovedsakelig

produserer syre i form av melkesyre i sitrat-metabolismen. Balansen mellom

aromaprodusenter og syreprodusenter i syrekulturen er sveert viktig for & oppna et godt
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resultat. Fermenteringen av kulturmelk skjer som regel ved 20-22°C, dette er for a sikre en

jevn vekst av bade aroma- og syre-produserende bakterier (Walstra et al. 2006d).

citrate

! &V acetate

oxaloacetate

. s i\.coﬂ
NAD NADH ) CcCO,

TPP
lactate <L-L pyruvate ;Z; acetaldehyde-TPP
3 4
%
a-acetolactate

o \<A

| acetoin diacetyl

NAD(P)H NADP) NADPH
9 10

NAD(P)"

2.3-butanediol

Figur 2-5 Produksjon av 4-karbon-forbindelser gjennom ulike metabolismer hos
melkesyrebakterier av slektene Lactococcus og Leuconostoc (Quintans et al. 2008)

Melkesyrebakteriene fermenterer farst og fremst laktose, som er lettest tilgjengelig, men ogsa
deres sitrat-metabolisme, vist i figur 2-5, er vel sa viktig for & oppna et godt sensorisk resultat
i syrnede melkeprodukter (Hutkins 2001). Sitrat finnes naturlig i melken, og kan nedbrrytes
av melkesyrebakteriene gjennom sitrat-metabolismen til 4-karbon-komponenter,
hovedsakelig de aromatiske komponentene diacetyl, acetoin og butandiol, hvor spesielt
diacetyl utgjar en viktig smakskomponent i fermenterte melkeprodukter (Hutkins 2001,
Quintans et al. 2008; Walstra et al. 2006f).

Defekter i kulturmelk er ofte knyttet opp mot syrekulturen og handtering av denne.
Aromaprodusentene har en optimal vekst og produksjon rundt pH~5, og avhenger derfor av
aktiviteten til de melkesyre-produserende bakteriene. Aromaprodusentene er ogsa
temperatursensitive, og vil ikke produsere tilstrekkelig diacetyl hvis temperaturen er for hgy,
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noe som resulterer i et produkt med en «flat smak». Ved endt syrning er det viktig a avkjgle
produktet raskt etter oppraring for & unnga tap av flyktige komponenter, som diacetyl. Et
produkt med en generelt lav aktivitet, eller som avkjgles far syrning er fullendt vil gi et for
lite viskest resultat (Mistry 2001).

Startkulturens syreproduksjon, som fglge av dens metabolisme, vil gi en reduksjon i pH som
vil gi signifikante endringer i melkens strukturelle kvaliteter. Kaseinmicellenes overflate er i
en viss grad dekket av k-kasein, som gir micellen en krakebolle-lignende overflate, hvor -
kasein er de utstikkende protein-kjedene. De utadvendte endene pa k-kaseinkjedene er
hydrofile, disse negativt ladde endene har en viktig funksjon i at de i en viss grad bidrar med
sterisk stabilitet til micellene, og dermed hindrer assosiasjon av micellene under fysiologiske
forhold. Fallet i pH ved fermentering vil fare til en ngytralisering av disse ladde gruppene, og
micellene vil assosiere og danne et nettverk (Dalgleish 2007; De Kruif & Holt 2003; Hyslop
2013). Etter hvert som pH faller, vil det kolloidale kalsium-fosfatet i gkende grad lgses opp i
vaeskefasen, helt til, ved pH ~4,6, sa a si all kalsium og uorganisk fosfat er funnet i den
lzselige fasen (Dalgleish & Law 1989). Forsgk med bl.a. lgpebehandlet melk har vist at
kaseinmicellene pa et vis er «over-stabiliserte» i den forstand at det er mulig a fjerne en
betydelig andel av micellenes k-kasein uten at melken koagulerer (Dalgleish 2007). Dette kan
tyde pa at det ogsa er andre komponenter, som f.eks. B-laktoglobulin, som bidrar til sterisk
stabilitet av micellene. Lucey et al. (1997) har blant annet funnet at varmebehandlet melk
starter gel-danning ved pH~5,3 og dermed foreslatt at det foreligger en direkte sammenheng
mellom gelering og B-laktoglobulins (pl~5,3) dannelse av varme-indusert myseprotein/x-
kasein kompleks samt deres egenskaper, ettersom kaseinmicellen selv har en pl pa ~4,8.
Denne antagelsen har blitt stettet av Alting et al. (2002) som viste at endring i pl til B-LGB

pavirket tidspunkt for gelering i syrefelt gel av myse-isolat.
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Figur 2-6 Syrningen av melk fgrer til at de intra-micellaere interaksjonene lgsner opp grunnet opplgsning av

CCP. Fargekoder, Rod:k-Kasein, Bld:Myseproteiner; Grd:os- og [-kasein; Gul:CCP (Ercili-Cura 2012)

Melkesyren produsert av bakteriekulturen ferer til en reduksjon i pH som lgser opp
kalsiumfosfat-gruppene, markert med gult i Figur 2-6, i kasein-micellene. Dette gjor at
protein-micellene far en apnere struktur, og dermed evner gel-danning ved & binde

vaeskefasen i melken.
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Figur 2-7 Elektronmikroskop-foto av protein-nettverk i yoghurt (Kalab 2010)

Figur 2-7 viser proteinstrukturen i en syrefelt gel, fotografert med et elektron-mikroskop.
Kaseinmiceller sammenkoblet med k-kasein-3-laktoglobulin komplekser vises her, hvor de
danner et tredimensjonalt gel-nettverket som fanger veaeskefasen i porer. Oppe til hgyre i
figuren sees to kokker av syrekulturen. «Malebandet» nede til hgyre representerer 2 um.
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2.4 Reologi

Reologi er vitenskapen som benyttes for & forklare hvordan vasker flyter, og solide stoffer
deformeres, ved pafart stress/kraft. Til dette benyttes reometrisk maleteknologi for &
analysere og vurdere et produkts reologiske kvaliteter (Ibarz & Barbosa-Canovas 2002a;
Mezger 2006b). | denne oppgave er det forsgkt a oppna et sammenligningsgrunnlag for de
reologiske kvalitetene til de ulike pravene ved a utfgre reometriske analyser pa prgvenes

viskositet, gelens elastisitet og gelens hardhet.

Stress (o) pafart et objekt er definert som en kraft (F) utevd over et areal (A). Denne kraften
kan veere normal eller tangential. | figur 2-8 er disse angitt ved sub-indekser pa . Det forste
symbolet indikerer posisjon pa objektet hvor kraften starter, mens den andre indikerer
kraftens retning. Stress kan da pafares pa tre forskjellige steder, i, som igjen kan fglge tre

ulike retninger, j.

Gyy
A
/ Oyx
Ouz 0y Op Oy
__>Gxx
0;=10y Oy Oy
631 032 033
Figur 2-8 Stress-vektorer, lik sub-
indeks (oii) indikerer normalkraft.
- Vektorene er symmetriske, hvilket gir
yy

at oij = oji (Ibarz & Barbosa-Canovas

_ 2002b)
Figur 2-8 Stresspdkjenninger (o) i

forhold til materiale. Sub-indeks
indikere retning. aii og ojj indikerer
normal stress, oij indikerer
tangentialt stress (Ibarz &
Barbosa-Canovas 2002b).
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En normalkraft vil veere pafart direkte i horisontal eller vertikal retning (90° vinkel), indikert
i figur 2-8 ved oxx og oyy (Ibarz & Barbosa-Canovas 2002b). En slik kraft benyttes ved
kompresjons-tester, slik som ved test av gel-styrke.

En tangential kraft har i figur 2-8 notasjon ved ulike sub-indekser, ij (Ibarz & Barbosa-
Canovas 2002b). En slik oppstar nar produktet utsettes for en skjaerkraft, hvor et skjeer, i
direkte kontakt med produktets overflate, «drar» produktet via overflaten i en gitt retning. En
slik skjaerkraft utgves nar en vaske i en kopp utsettes for kraft fra en spindel som roterer
rundt. Materialet kan inneha elastiske og viskase egenskaper, hvor de fleste naeringsmidler

har en kombinasjon av disse.

Figur 2-9 Illustrasjon av en elastisk model (Hooke's lov) til venstre, og en viskgs model
(Newtons lov) til hgyre

Fullstendig elastiske materialer folger Hooke’s lov, som illustrert i springfjeer-modellen i
figur 2-9. Prinsippet til Hooke’s lov gér ut pa at den kraften (F) en trenger for & strekke
fjeeren (produktet) i en avstand (X) er direkte proporsjonal med avstanden [F = kX], hvor k er

en konstant tilhgrende fjeeren (Vincent 2012).

Fullstendig viskase materialer kalles Newtonske vasker, og er illustrert i figur 2-9 som et
stempel i en beholder med en vaeske. Materialet (vaesken) flyter, og vil ikke «skades» av
kraften pafgrt fra stempelet. Mesteparten av neringsmidler, kulturmelk inkludert, utviser
bade elastiske og viskase kvaliteter, og modellene som benyttes for a beskrive dem tar derfor
i bruk en kombinasjon av disse prinsippene (Ibarz & Barbosa-Canovas 2002c; Vincent 2012).
Materialets mikrostruktur kan ha stor innflytelse pa de reologiske kvalitetene, i en syrefelt
melke-gel vil spesielt gel-nettverkets grovhet veere avgjgrende. (Ibarz & Barbosa-Canovas

2002c; Walstra et al. 2006b). Den fysiske strukturen til en syrefelte gel utgjgres som nevnt av
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at kaseinmiceller aggregerer som fglge av tapte ladning ved pH-reduksjon. Ved aggregering
av kaseinmiceller oppnas et tredimensjonalt nettverk, hvor fett og melkeserum er fordelt i

«lommene» til nettverket (Walstra et al. 2006b).

Gel-styrke

Mange proteiner har gel-dannende egenskaper, hvor gelen kan binde vann og andre
komponenter, som fett. Ved & male styrken pa uforstyrret gel er det mulig a fa et bedre bilde
av i hvor stor grad proteinene har aggregert i melken. Som nevnt tidligere er
varmebehandlingen en viktig bidragsyter til myseproteinenes evne til & aggregere med seg
selv, og kaseinet, via disulfid-broer resulterende i en gel-struktur. Ved 4 teste gel-styrke i en
uforstyrret gel vil en fa et bredere bilde av de reologiske egenskapene til pravene ved at ingen
av bindingene dannet er brutt ved oppraring av gel. Om yoghurt skriver Walstra et al. (2006i)
at et kontinuerlig nettverk som dannes i slike syrnede produkter er en indikasjon pa en
viskoelastisk gel, som regel med en forholdsvis lav flyt-grense (yield stress) pa rundt 100
Pa*s. Ved oppraring av gelen vil en oppna en noe viskgs, ikke-newtonsk veaeske, som er sterkt
skjeeretynnende. Lignende egenskaper man kan forvente i kulturmelk ogsa. Ved opprgring av
gelen brytes mange av bindingene mellom micellene, men disse kan i noen grad re-assosieres
ved henstand (Walstra et al. 2006b). Gelstyrken er definert som den maksimale
motstandskraften ytt mot proben, ved farste kompresjon. Et Texture Profile Analysis (TPA)-
system opererer med to kompresjoner, simulerende en tyggende deformasjon, hvor den
resulterende motstandskraften gis i gram. Et eksempel pa utskrift av TPA-plot er illustrert i
figur 2-10.
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Figur 2-10 TPA plot, toppen av farste kompresjon indikere maksimal gel-styrke, hvor
méalepunktene benyttet er hentet (Stable Micro Systems)



Toppen av farste kompresjon (punkt 2 i figur 2-10) markerer maksimal gel-styrke («peak
hardness») ved denne fagrste kompresjonen, og er den verdien benyttet i dette forsgket. Det
negative arealet som i denne grafen vises etter 10 sekunder illustrer de klebrige egenskapene
(adhesiveness) til produktet. Disse verdiene har ikke blitt vurdert i dette forsgket. (Steffe
1996a; Tunick 2000; Walstra et al. 2006b; Walstra et al. 2006i).
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Sma-amplitude svingnings-skjeer (Small-Amplitude Oscillatory Shear — SAOR)

Komplekse vasker, suspensjoner og geler kan analyseres med stor ngyaktighet ved & benytte
rotasjonstester (Ibarz & Barbosa-Canovas 2002c; Mezger 2006a). En gel kan karakteriseres
ved forskjellige strukturelle egenskaper, som «grovhet», hvor porestgrrelsen avgjer hvor fin
eller grov strukturen er. En av de vanligste metodene benyttet for & analysere de strukturelle
egenskapene til en melke-gel er ved SAOR. Her males forholdet mellom grad av skjeerekraft
pafert over den resulterende belastningen pa gel-strukturen. Denne analysen benytter svart
lav skjeerekraft, og kan benyttes til & male kvaliteter som elastisitets-modul og tilsynelatende
viskositet (Mezger 2006a; Walstra et al. 2006b).

Skjeerspenning, z (shear stress)

Ved roterende malinger uteves en skjarspenning, T, (motstand mot flyt/deformasjon) utevd

Force [N]

fra prgvematerialet mot veggen til koppen, definert som t [Pa] = Area [ema]

Skjeerhastighet, y (shear rate) defineres som den gkende graden av pafert skjeer-deformasjon

pa et prevemateriale plassert mellom en stasjonzr og en bevegende plate, og kan uttrykkes med

formelen: 'y = %
| formelen er v (gitt ved %) hastigheten p& den bevegende platen/spindelen, mens h (gitt ved

m) er avstanden mellom platene, eller kopp og spindel. Formelen'y = % kan dermed uttrykkes:

fl&

N ]

Figur 2-11 Hastighetsgradient, hvor hastighet til malespindel er
illustrert med dens endring i lengde pr tid relativt til koppen.
Modifisert versjon fra ohi.edu (Urieli u.d.)

Pravematerialet (her; kulturmelk) er analysert i et spindel- og kopp (bob&cup) -system med
en roterende «malespindel», hvor vaesken da er avgrenset i det sirkelformede tomrommet
mellom malespindel og kopp. Siden avstanden mellom malespindel og kopp er svert liten, er

vaeskens flyt tilnaeermet en skjeer-drevet stramning, eller en «Couette-stramning». Nar en
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2.4.2

vaeske er avgrenset mellom veggene i malespindel &kopp-systemet, vil rotasjon av
malespindel skape en hastighets-gradient, som illustrert i figur 2-11, mellom malespindel og
veggen til koppen. Denne gradienten er skjeerhastighet, og blir definert som endring i lineeer
hastighet (cm/sekund) mellom to flytende elementer dividert pa deres avstand i cm.
Skjaerhastighet blir derfor uttrykt i resiproke sekunder (s') (Mezger 2006b; Steffe 1996d;
Triantafillopoulos 1988).

Tilsynelatende viskositet, n (apparent viscosity)
«Tilsynelatende viskositet» er forholdet mellom skjarstress og skjerhastighet, og gis dermed

ved formelen 1 = yi I en ren Newtonsk veske (tilsvarende den for rent vann) er dette

forholdstallet likt, uavhengig av skjaerhastighet, mens for de aller fleste vasker er ikke dette
tilfellet. I disse veaeskene vil forholdstallet (viskositeten) veere avhengig av hvilken skjeerkraft
som benyttes. En tilsynelatende viskositet indikerer denne avhengigheten, og krever derfor at

forholdene malingen er gjort ved oppgis for & kunne evaluere viskositets-verdien oppgitt.

I IJ || II| || |I

Amplitude

(1 ! Y | 1 I| I | |
II\_ _ .f"ll. kY v I'-u A II'\-,_ -'|I I'-..A'II L ul

Time
Figur 2-12 Illustrasjon av sinusoidale svingninger i en «frekvens-sveip» ved
viskositetsmaling. Figuren viser en fullstendig og kontinuerlig rotasjon av malespindel, med
jevn amplitude og en gkende hastighet (frekvens) (Steffe 1996c)
| en Newtonsk vaske (tilnermet egenskapene til vann) er den malte viskositeten direkte
proporsjonal med den pafarte skjeerkraften, mens i en ikke-Newtonsk vaske, som kulturmelk,
vil viskositeten vare avhengig av den aktuelle skjerhastigheten benyttet i det punktet

malingen er hentet fra.

Figur 2-12 illustrerer en gkende frekvens og konstant amplitude i svingninger til malespindel

under maling av viskositet.
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2.4.3 Lagringsmodul, G’

Modulus

Lineeert viskoelastisk omrade (LVE)

Den elastiske skjeeringsmodulen (shear modulus, stiffness) er forholdstallet mellom
skjaerespenningen utgvd over den resulterende tgyning (strain), ogsa kalt relativ deformasjon.
Dette parameteret males med sveart sma, ikke-destruktive, tayninger (oscillasjoner), ettersom
ved starre tayninger vil proporsjonaliteten mellom tgyning og spenning mistes (Walstra et al.
2006b). Malespindelen vil dermed rotere i en stadig gkende grad, og dermed ogsa taye gel-

strukturen i gkende grad.

—=—® | inear Viscoelastic Region

——__ Storage Modulus

T /
~
e

1
I
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1 ~—

i ~ '
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i

Critical Value —

' Strain or Stress
Figur 2-13 Lineart viskoelastisk omrade i taynings- eller spennings- sweep.
Lagringsmodul (G) er illustrert som den gverste grafen (Steffe 1996b)

Ved de minste amplitudene vil produktet oppfare seg som en gel, ettersom de sma
bevegelsene til malespindelen ikke pafarer nok kraft til at det flyter, og produktet utviser kun
elastiske egenskaper. Pa dette stadiet befinner produktet seg innenfor det lineare
viskoelastiske omradet, LVE (Linear viscoelastic range), illustrert i figur 2-13. Sa lenge
produktet befinner deg i dette stadiet vil ikke pakjenning veere destruktiv ovenfor gel-
strukturen. En sterk gel befinner seg som regel lengre i LVE enn en svakere gel (Mezger
20064a; Steffe 1996d).
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Den elastiske proporsjonen av gelen gis ved lagringsmodulen G’. Nar prgven utsettes for
stress av sma-amplitude svingninger (small amplitude oscillatory stress) vil en pafare stress i
sa sma mengder at strukturen ikke brytes, men forsiktig dras fra side til side, i skende grad.

Figur 2-14 illustrerer svingningene til malespindel ved maling av elastisitetsmodulen.

Amplitude

Time

Figur 2-14 Illustrasjon av sinusoidale svingninger, benyttet ved testing av

elastisitetsmodul (G’)Svingningene har en okende amplitude, men jevn

frekvens. (Steffe 1996¢)
| starten beveger malespindelen seg med svert sma svingninger, som gradvis gker i
amplitude, mens frekvensen er jevn gjennom hele malingen. Den malte G’ -verdien blir da et
mal pa den deformasjonsenergien prgven lagrer (energi som ikke gar tapt i form av varme
el.l.) under pafert skjaerestress. Nar man fjerner skjarestresset pa materialet vil denne
energien vere tilgjengelig for prgven til & gjendanne sin opprinnelige form (Mezger 2006a).
Dette malet for elastisitet representerer et uttrykk for de solide egenskapene til produktet.



3. Materialer og metoder

3.1 Forsgksoppsett

3.1.1 Utvelgelse av kyr

Tabell 3-10versikt ku-1D, kalving, melking og genetisk variant. Skraverte ruter indikerer individer utelatt fra deler av

forsgket grunnet at kyrne ble tatt inn i andre forsgk.

Blokk 1 Blokk 2 Genetisk varians
11 1-2 2-1 2-2
Ku-ID | Kalving | (Melkes | (Melkes | (Melkes | (Melkes | CSNL [ csn2 [ CSN3 B-LGB
29.2) 7.3) 4.4) 11.4)
A
151015| X BB |A2A2 BB AB
(5862)
B l121015| x BB | A2A2 BB BB
(5979)
€ loooris| x X BB | A2A2 AA AB
(6186)
D lag1115| x X BB | A2A2 BB AB
(5989)
B la01015| x X BB | A2A2 AB AB
(5857)
F
011015 X X BB | A2A2 AA BB
(5925)
G li111s| x X BB | A2A2 BB BB
(6043)
H
10.11.15 X X BB | A2A2 AA AB
(6114)
: 16.12.15 X X BB | A2A2 BB AB
(5704)
I EPRTRT: X X BB | A2A2 AA AB
(6169)
K
12.10.15 X X BB | A2A2 AA AA
(6170)
L
17.11.15 X X BB | A2A2 BB AB
(5616)
M
05.12.15 X BB | A2A2 AA AB
(6156)
N
19.09.15 X X BB | A2A2 BB BB
(6025)




Det ble benyttet melk fra 14 kyr fra fjgset ved NMBU (Norges miljg- og biovitenskapelige
universitet), som vist i Tabell 3-1 produserte alle kyrne melk med genetisk variant BB av os1-
kasein (CSN1) og variant A2A2 av B-kasein (CSN2). Kyrne var derimot differensiert pa
bakgrunn av forskjell i de genetiske variantene av k-kasein (CSN3) med variantene AA, AB
og BB, samt pB-laktoglobulin (B LGB) med variantene AA, AB og BB. Kyrne hadde alle
kalvet i lgpet av en tre maneders periode, med minst én maneds mellomrom mellom kalving

og preveuttak. Alle kyrne var vurdert til a veere friske og ellers veere i god helsemessig stand.

De strukturelle kvalitetene til syrekoagulerte melkegeler, som den til kulturmelk, styres
hovedsakelig av innhold og sammensetning av protein, fett og tarrstoff. Flere andre faktorer,
deriblant temperatur, innhold, saltsammensetning og fordeling (micelleert og opplast) av

salter, pH og bakteriekultur har ogsa stor betydning for gel-strukturen (Heertje et al. 1985).

3.1.2 Innsamling av prgver

Forsgket kan deles opp i to runder, eller blokker. Det ble innhentet melk til produksjon fra
alle 14 kyrne, én gang, i hver blokk. Melk fra hvert individ ble lagret i henholdsvis ett og to
dagn far produksjon. P& denne maten ble det oppnadd to gjentak fra hvert individ, i hver av

de to rundene.

| forsgkets andre runde var tre av kyrne («A», «B» og «M», merket ragdt i tabell 3-1) tatt ut
for & delta i et annet forsgk og kunne derfor ikke melkes individuelt, det mangler derfor

resultater fra disse individene.

All melk ble behandlet sa likt som mulig for & minimere innvirkning av andre faktorer,
spesielt med tanke pa tid og temperatur i hvert ledd. Melken ble oppbevart pa kjglerom som

holdt ~4°C fra melking, og ble kun tatt ut ved preveopparbeidelse.

Ved a produsere syrnet melk fra samme batch, ved to forskjellige dager, kunne en vurdere om
lagringsfaktoren var forbundet med ugnskede effekter pa tekstur og/eller aroma.
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Gr. Uke 1 Uke 2 Uke 3 Uke 4

18(19(20|21|22(23(24|25

Blokk 1

P|K|R S|R

PIK|R R[S

Figur 3-1 Forsgksoppsett: Gruppe 1 og 2 (indikert til venstre) utgjar hver sin halvdel (7 individ) av kyrne i dette forsgket,

M=Melking av kyr, P=Produksjon, K= syrning avsluttet R=Reologiske analyser, S=Sensorisk analyse

Figur 3-1 viser oppsett for farste halvdel/blokk av det praktiske arbeidet.

Dag 1 og dag 8, merket M, indikerer dagene hvor de to gruppene ble melket, P viser
produksjonsdag melken ble behandlet og satt til syrning, K indikerer endt syrning, og prever
satt til kjglelagring, R indikerer dag hvor reologiske analyser ble utfart, mens S viser dag

sensorisk panel ble benyttet.

Av hver ku ble det innhentet i underkant av 10 liter fersk melk, av denne mengden ble det
produsert kulturmelk i lgpet av to dager, halve mengden etter 1 dags kjelelagring og den
resterende halvpart etter to dagers kjglelagring. Pa hver av disse to dagene ble det da benyttet
4,5 liter fra hvert individ til produksjon av kulturmelk. Den podede melken ble fylt pa 7
syltetgyglass, med et volum pa ~7 dl, hvor hvert glass ble fylt opp til glassets skulder, ca 6 dl.
Av disse ble 1 glass benyttet til pH-maling, to glass til reologiske analyser i uke 1 (reologi +
gel-styrke), to glass til reologiske analyser i uke 3, ett glass til sensorisk analyse, og ett glass

til vurdering av myseutskillelse.

31



3.1.3 Brukssyre

Brukskultur var fremdyrket i langtidsholdbar (UHT) lettmelk (TINE ASA), dagen fer hver
produksjon. En kartong UHT-melk (a 1 liter) ble inokulert med 0,019 frysetarket kultur, og
sa inkubert i et varmeskap ved 22°C i ca 22 timer. Det ble benyttet en frysetgrket, mesofil og
aromatisk DL-kultur, «<CHN-19 Redi-Set» (Chr.Hansen A/S).

3.1.4 Melkebehandling

Fra hvert individ som ble melket ble det innhentet et representativt uttak pa i underkant av 10
liter. Ved farste produksjonsdag ble denne melken rart opp med rolig men bestemt omrgring i
ca 1 minutt med en rarepinne for melkespann. Dette ble gjort for & sikre en jevn fordeling av
tarrstoff i begge produksjoner. Halvparten av melken (ca 4,5 liter) ble sa malt opp til

produksjon.

Melken ble temperert i et vannbad, under omrgring, til oppnadd 55°C. Den ble sa separert i en
«Milky FJ 125 EAR Cream Separator, 230V» (Franz Janschitz Ges.), til en fettprosent pa ca
0,1%. Det ble pa dette tidspunkt tatt ut prave til FTIR fra hver produksjon for & kontrollere
kjemisk sammensetning samt effekt av separering. Den skummede melken ble videre
homogenisert ved 200 bar, med en «<RANNIE APV» homogenisator, og deretter pasteurisert
ved 95°C i 5 minutter. Melken ble pasteurisert i en 5-liters tank med steam-kappe. Melken ble
holdt i sirkulasjon med en «Hitachi Concrete» 230V drill, pAmontert rgrepinne med
skjaereblad. Etter fem minutters holdetid ble melken kjglt ned til 22°C, ved a fare kaldt vann

igjennom kappen, med fortsatt omrgring, og overfort til sterile 5-liters melkespann.

3.1.5 Syrning

En «bulk-starter» brukssyre ble produsert dagen i forveien av den mesofile, aromatiske DL-
kulturen CHN-19. Den inneholder ifglge produsenten (Chr. Hansen, Hoersholm, Danmark)
en DL blandingskultur («multiple mixed strain culture») bestdende av bl.a. Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
og Lactococcus lactis subsp. diacetylactis. Brukssyren ble fremstilt ved & pode en kartong
med 1 liter ultrahomogenisert, langtidsholdbar lettmelk (Tine ASA) med 0,010%. Etter tilsats
ble melken blandet ved a forsiktig vende kartongen flere ganger i lgpet av et par timer (ved ca

22°C), far den ble satt til inkubering i ca 22 timer i et varmeskap som holdt 22°C.

Etter melkebehandling ble melken podet med brukssyren til 1% (45 ml brukssyre tilsatt) av
melkemengden i hvert spann & 4,5 liter. Melken ble sa fordelt i sterile syltetgyglass (600 ml)

med ca 500 ml av podet melk i hvert glass, og lukket med tilhgrende metall-lokk for & unnga
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utterking og kontaminasjon; glass og lokk var sterilisert i forkant. Glassene ble etter fylling
satt til syrning i et vannbad som holdt 22°C. Syrningen ble avbrutt etter ca. 20 timer, nar
prgvene hadde oppnadd en pH pa 4,5. Glassene ble deretter forsiktig plassert pa et kjglerom

som holdt 4°C, hvor de ble oppbevart frem til hver analyse.
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3.1.6 Koding av praver
Det ble opprettet et kodesystem for & skille alle prgvene fra hverandre. Kode-oppsettet

baserer seg pa fem parametere, representert med et tall eller en bokstav illustrert under;
[AlaR1, BlaR1, ... ,N1aR1] [AlaV]l, BlaVvi,... ,NlaV1]

A: Individ. Hver ku er identifisert med en bokstav, fra A-N, kommersiell referanseprgve: T.
1: Indikerer hvilken av de to rundene prgven tilhgrer.

a: Produksjonsdag a eller b, hvor melk har blitt kjglelagret i henholdsvis ett og to dagn far
produksjon

R: Indikerer analyse pa reometer (viskositet og G”)
V: Indikerer analyse av gel-styrke med probe pa Texture analyser

1: Lagringsfaktor, 1=fersk pragve, en dags kjglelagring etter produksjon, 2=lagret pragve, 14
dager kjolelagring etter produksjonsdag.

3.1.7 Analyser

Det ble utfart analyser ved to forskjellige tidspunkt etter produksjon; farste analyse ble utfart
etter 1 dags lagring etter endt syrning, og den andre etter ca. 14 dagers lagring. Pa disse to
dagene, ble det utfart reologiske analyser (gel-styrke, elastisitet og viskositet) og maling av
pH. Sensoriske analyser med sensorisk panel, samt maling av myse-utskillelse ble utfart etter
14 dagers lagring. 1 tillegg ble det utfgrt analyse av fett- og protein-innhold, flyktige
komponenter (HSGC) og organiske syrer (HPLC) for det siste settet, disse ble utfart etter ca 2
ukers lagring. En butikk-kjegpt variant av skummet kulturmelk (Tine ASA) ble benyttet for
referanse i reologisk analyse (elastisitet og viskositet), sensorisk analyse, pH samt kjemiske
(HPLC og HSGC) analyser.
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3.2 Analyser

3.21 FTIR
Melkens innhold av fett, proteiner, tarrstoff osv. ble analyser ved FTIR i et Milkoscan™
(FOSS, Hillerad, Danmark) analysesystem. FTIR-analyse ble utfgrt etter skumming og

varmebehandling av melken, men fgr podingen av melken.

3.2.2 Reologi
Maling av viskositet og gel-styrke ble utfgrt pa bade ferske og lagrede produkter, analysene
ble utfert henholdsvis én dag, og to uker etter endt syrning. Prgvene ble oppbevart ved 4°C

frem til utfarelse av analysene.
Rheometer

Viskositet ble malt ved hjelp av et Physica MCR 301 reometer (Anton Paar, @sterrike). Det
ble benyttet et malespindel -kopp system (bob-cup) bestaende av en konsentrisk sylinder
(CC27, nr 78234, 26.660 mm dia) og en prave-kopp i titan. Apparatets kopp-holder var
utstyrt med en vannbaren temperatur-regulering, denne var innstilt pa & opprettholde en
konstant analysetemperatur pa 4,00°C. Denne temperaturen ble valgt for  tilstrebe
kjeleskaps-temperatur, tilsvarende temperatur har ogsa blitt benyttet av andre (Butler &
McNulty 1995; Fuquay et al. 2011a). Prgvene ble rart opp i glasset med en *handmikser
(Bosch 350W, Gerlingen, Tyskland) pa trinn 2 (av 5) i 30 sekunder, til en homogen masse
var oppnadd. En standardisert mengde (~15ml) ble malt opp i prevekoppen, fer proben ble
senket ned i koppen. Prgven ble stdende i apparatet med nedsenket probe til prgven var
kalibrert i «koppen» til 4,00°C.

*| fgrste blokk ble prgvene rart opp for hand med en spiseskje (lett rgring i ca 5 sekunder).
For & standardisere metodikken ble det i andre blokk valgt & benytte en elektrisk mikser. Det
ble da fgrst undersgkt om det gav forskjell i malt resultat, ved & analysere melk fra to
forskjellige glass fra samme produksjon (samme individ og dag), hvor et glass var rgrt opp
med spiseskije, og det andre med handmikser, slik beskrevet ovenfor. Det ble ikke funnet noen
signifikante forskjeller, og det ble derfor valgt & benytte elektrisk handmikser i det resterende

arbeidet, og behandle tidligere resultater som sammenlignbare.
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Den farste analysen som ble utfart etter kalibrering av prevemateriale var viskositetsmaling.
Reometer ble programmert til & analysere 21 malepunkter ved rotasjon i 5 sekunder pa hvert
puknt, med en skjer-rate (dy/dt) som trinnvis gkte fra 0,077 omdreininger/min til oppnadd

155 omdreininger/min og en skjar-rate, y = 2005. Det ble hentet ut verdier fra malepunkt 18,

pa dette nivaet var alle prgvene tilstrekkelig bearbeidd til at motstandskraften utevd pa

proben kunne regnes for & vaere tilsynelatende viskositet (apparent viscosity, n). |

maélepunktet valgt her hadde malespindelen en skjer-rate, y, = 64 i

Ved endt viskositetsméaling ble det s malt elastisitetsmodul (G’) av preven. Denne ble malt i
samme prgve som viskositetsmaling, med det samme viskositetsmaling var fullfart. Ettersom
den roterende analysen for viskositet er i mye starre grad destruktiv ovenfor gelens struktur,
ville en da kunne «nullstille» strukturen i lik grad for alle malinger av G’. Det ble her benyttet
oscillerende malinger med en logaritmisk ekende amplitude (strain, y) fra 0,01 til 100%, med

en frekvens, o, pa 6 malepunkter pr desimal gkning i amplitude

. Det ble utfgrt tre gjentak av hver analyse pa alle pravene. Mellom hver prgve ble prave-

koppen og malespindelen vasket og tarket med papir.

Alle data fra reometer ble behandlet med tilhgrende programvare, Rheoplus 32 v.3.40.
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Texture Profile Analyzer

Gelstyrke ble vurdert ved maling med en sylinderformet, flatbunnet, probe med en diameter
pa 10 mm og 40 mm lang, samt en vektmodul kalibrert for 5 kg. Analysen ble utfgrt pa
uforstyrret melke-gel i prgveglass, prgvene var oppbevart ved 4°C frem til analysen, analysen

ble utfart i et temperert rom, pa ca 22°C.

Figur 3-2 Illustrasjon av valgte
malepunkter (sett ovenfra)
benyttet for maling av gel-styrke
Figur 3-3 Maling av gelstyrke med Texture Profile Analyser.
med Texture Profile Analyser

(Foto: privat)

Proben, vist i figur 3-3, ble senket 10,0 mm ned i gelen, med en
hastighet pa 5,0 mm/s. hvor den malte gel-styrke utvist fra gelen mot proben. Det ble gjort
fem gjentak pa forskjellige punkter av produktets overflate, som illustrert i figur 3-2, for hver
prgve; én maling ble gjort i sentrum av glasset og fire malinger rundt denne, ca en cm fra

glassets ytterkant.

Malepunktene benyttet i dette forsgket ble tatt fra toppen av farste kompresjon (peak
hardness), som illustrert i figur 2-10. Malingene ble utfgrt i paralleller pa punktene i
ytterkantene (f.eks. topp — bunn, hgyre - venstre), og malingen i sentrum til sist.

Det ble utfgrt statistiske analyser pa resultatene fra de reologiske malingene. Disse ble utfart i
SAS (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA), hvor det ble benyttet en «mixed
model». Kovarianter benyttet var k-CN (tre nivéer; AA, AB og BB), B-LGB (tre nivaer; AA,
AB og BB), lagringsfaktor (to nivaer 1 dag (fersk kulturnelk) og 14 dager (lagret
kulturmelk)) og blokkfaktor (to nivaer, blokk 1 og blokk 2), hvor REML (Restricted
Maximum Likelihood) ble benyttet for & beregne korrelasjon mellom kovariantene. Det ble
ogsa gjort en analyse hvor produksjonsdag (behandlet statistisk som gjentak) ble inkludert

som kovariant, hvor produksjonsdag gav signifikant effekt kun pa gel-styrke (p = 0,0067,
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estimat = -0,7). Ettersom man kun fikk effekt pa gel-styrke men ikke pa viskositet, som antas
a veere av starst verdi for forbruker, ble denne kovarianten utelatt fra videre analyser, og er

derfor ikke inkludert i de videre statistiske beregningene.

For & se pa sammenhengen mellom pravenes sammensetning (fett og proteiner) og de
reologiske resultatene ble en Principle Component Analysis (PCA) gjennomfart i
Unscrambler® X 10.3 (CAMO Software A/S, Oslo, Norge). Alle verdier ble vektet (1/SD)
far beregning av PCA ble utfart.

3.23 pH
Det ble benyttet et pH-meter av modellen Thermo Scientific Orion Star A211 (USA). Det ble
utfert kalibrering av pH-meter med standardiserte bufferlgsninger pa pH 4 og pH 7.

Det ble utfgrt kontrolimalinger av pH i slutten av syrningsforlgpet (fra ca 20 timer etter
pabegynt syrning) til pH var <4,5. Mélinger av pH under syrningsforlepet ble utfort 1 et
separat praveglass (tilberedt likt som alle andre) forbeholdt kun pH-maling.

Ved senere analyser ble pH malt i den resterende pravemengden fra glassene benyttet til

reologiske og sensoriske analyser.

3.2.4 Organiske syrer og flyktige aromakomponenter

Organiske syrer

Det ble her benyttet High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for a analysere
melkens sammensetning av organiske syrer, etter en modifisert versjon av Marsili et al.
(1981), beskrevet av Jargensen et al. (2016). Analysen var kalibrert for DL-

pyroglutaminsyre, urinsyre, melkesyre, pyrodruesyre, melkesyre, ravsyre, orotinsyre, o-

ketoglutarsyre, sitronsyre og orotinsyre; konsentrasjonene ble utregnet i parts per million
(ppm).

Metoden er ytterligere beskrevet i Vedlegg I.
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Flyktige aromakomponenter

Flyktige aromakomponenter ble analysert ved Head Space Gas Chromatography, etter en
modifisert metode tidligere beskrevet av Narvhus et al. (1998). Analysen var kalibrert for

acetaldehyd, acetoin, aceton, diacetyl og etanol, metoden er ytterligere beskrevet i Vedlegg J.

3.2.5 Sensorikk
Produktene ble analysert av et sensorisk panel pa 4-6 dommere. Panelet bestod av studenter
0g ansatte ved NMBU, noen hadde tidligere opplering og erfaring innen sensorisk

bedgmming, mens andre ikke hadde det.

Det ble valgt a teste farst og fremst for viskositet, ettersom det er her det ble forventet a se

forskjellene tydeligst. Dommerne vurderte ogsa prevene etter fnokker og friskhet.

Det ble i farste sensoriske runde (blokk 1, produksjonsdag 1) ikke testet for fnokker. | farste
runde mangler ogsa et av settene (Vedlegg D), dette skyldes at en av dommerne ikke fikk
vurdert en av prgvene, noe som resulterte i et dommerantall for lavt til at pravene i det settet

kunne vurderes statistisk Prgvene «E», «F» og «G» er av samme grunn ikke med her.

| en rangeringstest er det ikke anbefalt & servere mer enn 3-6 praver i gangen (Lawless &
Heymann 2010; Meilgaard et al. 2006) Ettersom det ble produsert syv (av totalt 14) prover i
gangen ble prgvene delt opp og servert i to sett & 5 prgver. Hvert sett bestod av 4 av de
produserte prevene og en referanseprgve (skummet kulturmelk, TINE). En av prgvene (fra
forsgket) ble servert i begge settene, dette ble gjort for a fa et likt antall praver i begge

settene, men ogsa for a fa et starre sammenligningsgrunnlag.

Kulturmelken var oppbevart pa kjglerom ved 4°C frem til prgvetidspunkt, hvor den ble
porsjonert og servert i to sett. Prgvene ble vurdert i gjennomsiktige plastbeger, med engangs-
teskje i hvit plast.

Grunnet vanskeligheter med & bedgmme fnokker ble det i deler av blokk 2 gjort forsgk med a
benytte sglv-fargede plastskjeer til & teste fnokker med, i motsetning til de standard hvite. Det
ble funnet av flere av dommerne a gjare identifisering og kvantifisering av fnokker mye
lettere. Dette ble ikke gjort konsekvent gjennom hele blokk 2, for alle dommerne, resultatet
kan derfor bare ansees som veiledende. Det bgr nevnes at det kun ble funnet signifikante

forskjeller i forekomst av fnokker i blokk 2, hvor fargede teskjeer ble benyttet.
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Det ble benyttet en ikke-parametrisk rangeringstest, med tvunget valg. Hovedfordelen med en
slik type test er at modellen gjer feerre/mindre antagelser pa bakgrunn av de kvantitative
malingene, ettersom den ikke tar utgangspunkt i f.eks. en normalfordeling. Ettersom det
muligens kan tenkes at det vil veere liten forskjell mellom pragvene, er det i farste runde
tilstrekkelig a fa et bredt innblikk i hvordan melk med de ulike proteinene opptrer. Siden det
ikke sa kritisk & vite om en prave er to eller fem ganger sa viskas som en annen prgve kan en
da benytte en ren rangeringstest og, hvilket innebarer at dommerne bare trenger rangere
pravene fra mest til minst i hver kvalitet. En star da ogsa friere til & velge panel-deltagere,

ettersom et trent panel ikke kreves.

Pa samme mate blir ulempen med denne type test at man ikke far noe informasjon om hvor
stor forskjellen er mellom pravene, vi far bare vite rekkefglgen pravene er rangert i. Denne

oppnas i stedet ved de reologiske analysene med reometer og Texture Analyser.

Statistiske analyser av resultatene ble utfert med en Kruskal-Wallis ikke-parametrisk test med

Steel-Dwass-Critchlow-Fligner Multiple Comparison, i programmet XLstat (Coakley 2000).

n(m+n, +1) f nn. i(ri—l)z&(z;ﬁ +1)

W, - L+ +1- 2L =g .. forl=i=< i<k
g 2 7T e ra— Gui- S 7

Figur 3-4 Multiple comparison test formel ved Steel-Dwass-Critchlow-Fligner (Coakley 2000)

Formelen benyttet (figur 3-4) forsgker a skille pravene fra hverandre med statistisk
sannsynlighet, med bakgrunn i antall observasjoner (her; antall dommer-svar) og sterrelsen

pa gruppen. Formelen sammenligner to og to praver.

Wij representerer her rangsum for gruppe/prave nr. i, hvor observasjoner fra begge prgvene

har blitt rangert likt.

ni er starrelsen pa gruppe nr. i, njer starrelsen pa gruppe nr. j og ty er antall band ved rang b
(Coakley 2000).
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3.2.6 Myseutskillelse

Mengde utskilt myse ble malt ved a fylle 500g podet melk i et 700ml syltetgyglass, og sette
det til syrning. Etter tre ukers kjglelagring ble mengde spontan myseutskillelse pipetert opp
fra gelens overflate med en engangspipette og malt i en malesylinder. Mengde utskilt myse

ble definert som antall ml myse/praveglass (500g melk).
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4. Resultater

4.1 Kjemisk sammensetning

Kjemisk sammensetning av prever ble bestemt ved FTIR (Milkoscan), HSGC og HPLC.

Innhold av karbohydrater og organiske syrer i enkeltpraver er listet i Vedlegg C, Vedlegg 1.1
og Vedlegg J.1.

411 pH
Figur 4-1 viser gjennomsnittlige pH-verdier i lagrede praver, malt i forbindelse med sensorisk

analyse og reologi, etter 14 dagers kjglelagring.

SRR

4,35

4,3

4,25
AA_AA AA_AB AA_BB AB_AB BB_AB BB_BB Tine

Figur 4-1 Gjennomsnittlige pH-verdier i syrnet kulturmelk, etter genetisk varians av x-kasein (de to

forste bokstavene) og ff-laktoglobulin (de to siste bokstavene), malt etter14 dagers lagring.

Etter to ukers kjglelagring hadde de fleste pragvene en pH mellom 4,35 — 4,45. Skummet
kulturmelk laget pa melk med genetisk variant av k-kasein og B-laktoglobulin AA_AA
(individ K) hadde en lavere pH i farste blokk, i tillegg var det bare et eneste individ i denne
gruppen, hvilket forklarer det store standardavviket. Figur 4-1 viser at pH-nivaet ellers har
veert forholdsvis stabilt, men er lavere sammenlignet med referansen, som var skummet
kulturmelk fra TINE.

I skummet kulturmelk laget med genetisk variant BB_AB er det utelatt én enkeltmaling (pH

3,42), som kan betraktes som et avvik, fullstendig liste over pH-resultater finnes i Vedlegg B.
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4.1.2 Karbohydratmetabolisme
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Figur 4-2 Gjennomsnittlige konsentrasjoner (ppm) av laktose (malt i rd melk og i syrnet melk, etter 2 ukers
lagring) og melkesyre (hgyre akse) produsert i syrnet produkt etter 2 ukers lagring. Laktoseverdier fra fersk melk
av referanseprgven var ikke tilgjengelig, men kan antas & veere ca 4600ppm(Walstra et al. 2006c).
Laktosekonsentrasjon i ra melk var malt med Milkoscan FTIR (originalt oppgitt i prosentverdier), mens laktose-
og melkesyreverdier i lagret prave var malt med HPLC. (oppgitt i ppm)

Figur 4-2 viser forbruk av laktose samt produksjon av melkesyre i kulturmelk, lagret i 2 uker.

Det var bare blokk 2 som ble analysert for laktose og organiske syrer, derfor er resultatene i

figuren kun basert pa analyser av lagrede praver fra blokk 2 (produksjonsdag 1 og 2. Mengde

melkesyre produsert stemmer derfor ikke overens med pH-verdiene i Figur 4-1, hvor verdier

er gjennomsnitt malt av begge blokkene. Konsentrasjoner av melkesukker i ra melk ble malt

pa Milkoscan FTIR, mens i syrnet melk ble det benyttet HPLC. Verdier fra analyser med

Milkoscan FTIR oppgis i prosentandel, og kan derfor vaere noe mindre ngyaktige enn verdier

fra HPLC. Mengden syre produsert i et slikt produkt skal veere mellom 0,8-0,85% (8000-

8500 ppm) og skal gjenspeile mengde laktose metabolisert. Laktosekonsentrasjon i melk

43



benyttet til referansepregven (skummet kulutrmelk fra TINE) er ukjent, men teoretisk innhold
av laktose i rd melk er 46000 ppm (Walstra et al. 2006c).

De malte konsentrasjonene av melkesyre, illustrert i figur 4-2, var stabile i alle lagrede
produkter pa ca 8500 ppm. Et stort standardavvik i melk med genetisk variant BB_BB ble
observert, dette var grunnet ulik mengde melkesyre produsert i melk fra de to individene som

utgjer denne gruppen.

Det kan videre i figur 4-2 observeres en starre reduksjon av melkesukker i gruppene med de
genetiske variantene (k-CSN_-LGB) AA_BB og BB_BB, hvor ca 10.000ppm har blitt
forbrukt, mens de resterende har hatt et gjennomsnittlig forbruk pa 4.000 - 7.000ppm.

Videre kan det ogsa observeres et forholdsvis lavt standardavvik pa laktose-verdier. Dette
gjelder bade for analyser av ra melk (FTIR) og i lagret kulturmelk-praver (HPLC), tross

variasjoner mellom gruppene.
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413

Eddiksyre (ppm)

Sitratmetabolisme
Walstra et al. (2006f) trekker frem de homofermentative Lactococcus lactis ssp. lactis biovar.

diacetylactis og de heterofermentative variantene av Leuconostoc, da spesielt Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris, som eksempler pa sitrat-fermenterende bakterier. Disse benytter
ikke sitrat som energikilde, men sitrat metaboliseres i naerver av fermenterbare sukker som
laktose, og danner pyruvat i overskudd. Pyruvat kan sa videre omdannes til produkter som

eddiksyre, diacetyl og CO,.
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Figur 4-3 Gjennomsnittlige konsentrasjoner av eddiksyre malt i syrnet melk etter 2 ukers lagring

Innhold av eddiksyre 1a pa ca. 800-1000ppm for de fleste gruppene, melk med de genetiske
variantene (x-CN_ B-LGB) AB_AB og BB_AB hadde de hgyeste verdiene, mens TINE
skummet kulturmelk hadde et tydelig hayere innhold av eddiksyre, noe som fremhever
forskjellen i syrekultur benyttet. Gjennomsnittsverdier for sitronsyre var mellom 90-100 ppm

for alle pravene, bortsett fra i melk med genetisk variant av k-CN_ 3-LGB BB_BB, hvor den

var rundt 150 ppm.
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Figur 4-4 viser gjennomsnittlige konsentrasjoner av diacetyl og acetoin, hvor det i prgvene
ble funnet stabile nivaer av diacetyl pa ca 2-3 ppm, mens TINE skummet kulturmelk hadde

ca 0,5 ppm. Innholdet av acetoin i den skummede kulturmelken hadde noe varierende verdier,

fra ca 200-500ppm. Skummet kulturmelk fra TINE hadde et tydelig lavere innhold med ~59

ppm acetoin.
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@ Diacetyl M Acetoin

Figur 4-4 Konsentrasjoner (i ppm) av diacetyl (venstre akse) og acetoin (hgyre akse) i syrnet, lagret
(14d.), kulturmelk fra blokk 2, gjennomsnittlige verdier etter gruppe genetisk variant.

I Vedlegg J.1 vises den totale oversikten av resultater fra analyse av karbohydrater og

organiske syrer.
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Innholdet av aceton i de produserte prgvene var forholdsvis stabilt (ca 2 ppm), bortsett fra et

par lavere verdier (~0,6ppm), mens innholdet av aceton var tydelig hayere i TINE skummet

kulturmelk (4ppm).

Innholdet av acetaldehyd og etanol ble ogsa malt i lagrede praver (2 uker), resultatene er

presentert i figur 4-5.
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Figur 4-5Gjennomsnittlige konsentrasjoner av etanol og acetaldehyd (ppm)i lagrede kulturmelk-

prover, gruppert etter genetisk variant (k-CSN_f3-LGB)

Etanol (ppm)

Acetaldehyd ble her funnet i konsentrasjoner pa 0,1-0,3ppm. Det ble malt verdier av etanol

mellom ca 12-16 ppm i de produserte prgvene, mens i referanseprgven fra TINE ble det malt

etanolkonsentrasjoner pa ca 35 ppm.
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4.2 Reologi

Det ble gjort reologiske malinger pa ferske (1 dag) og lagrede (14 dager) produkter, ved en
temperatur pa 4°C. Malinger av produktenes viskase og elastiske egenskaper ble gjort i tre
gjentak pa hvert produkt, et gjennomsnitt av resultatene fra de individuelle produktene ble
benyttet videre i analysene. Maling av tekstur ble utfert med fem gjentak av malinger, hvor et

gjennomsnitt av de fem malingene ble benyttet videre.

Det ble malt tydelige variasjoner mellom produktene i de reologiske analysene. Gelstyrken,
analysert med Texture Analyser, ble malt mellom 4 og 22 gram, mens viskositeten, malt med
et Physica MCR 301 reometer, ble malt fra 0,15 til 0,52 Pa*s. Elastisitetsmodul G, ble malt
til verdier fra ca 15-128 Pa.

48



4.2.1 Elastisitetsmodul, G’

Tabellene under viser statistisk analyse for effekt av forsgksfaktorene (genetisk variant av k-

CN og B-LGB, lagring og blokk) pa elastisitetsmodul. | tabell 4-1 ble det ikke funnet noen

signifikant effekt av faktorene pa G’, men i tabell 4-2 har derimot Tukey-test funnet at B-LGB

variant BB gav en signifikant ekning i G’ i forhold til variant AB. Dette er ikke vanlig, da
Tukey er en strengere statistisk test enn ANOVA.

Type 3 Tests of Fixed Effects
Effect Hum DF | Den DF | F Value | Pr>F

CSN3 2 g4 041 06669
BLG 2 g4 265 | 0.0745
LAGRING 1 g4 047 | 04932
BLOCK 1 a4 183 | 01792

Tabell 4-1 Variansanalyse for effekt av
forsgksfaktorene (genetisk variant av x-CN og -
LGB, lagring og blokk) pa elastisitetsmodulen. En
p-verdi < 0,05 angir signifikant effekt pa G’. Ingen
av parameterne ble her funnet signifikante.

Differences of Least Squares Means

Efiect | CSN3 | BLG | LAGRING | BLOCK | csn3 | BLG | LAGRING | BLOCK | Estimate| 1
CSN3 | AA AB £.4901  0.5069
CSN3 | AA BB 13.0914 | 0.3694
CSH3 | 4B BB 66013 | 0.5036
BLG A AB -16.2080 | 0.5419
BLG AA BB _45.7865 | 0.0956
BLG 2B BB 325785
LAGRING 1 14 -1.6462 | 0.4952
BLOCK 1 2 34591 | 0.1792

Tabell 4-2 Parvis sammenligning (LS means)av signifikans for effekt av faktor-niva pa
elastisitetsmodulen, beregnet med Tukey’s test i SAS. En p-verdi < 0,05 angir signifikant
forskjell

Tabell 4-2 viser resultat av Tukey’s test, hvor det ble funnet signifikante forskjeller mellom

de genetiske variantene 3-LGB AB og BB. Det ble ikke funnet signifikante forskjeller

mellom de genetiske variantene B-LGB AA og B-LGB AB, og heller ikke mellom 3-LGB AA

og B-LGB BB. Forskjell innen genetiske varianter av k-CN, lagringstid og blokk, ble heller

ikke funnet a ha en signifikant effekt pa elastisitetsmodulen.
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Figur 4-6 Gjennomsnittlig verdier av G', total proteinkonsentrasjon og kasein, i grupper med forskjellige

genetiske proteinvarianter. Resultater er et gjennomsnitt av fersk og lagret melk, fra begge blokker og
begge produksjonsdager.

Figur 4-6 viser at praver av skummet kulturmelk med genetisk variant av k-CN_ f-LGB
BB_BB hadde en hgyere verdi av G’ i forhold til tilsvarende verdi hos prever av melk med
genetisk variant av k-CN_ B-LGB AA_AA, med tilsvarende proteininnhold.

Denne effekten er derimot ikke synlig mellom de genetiske variantene av xk-CN_ f-LGB
BB_AB og AA_AB. Figur 4-6 viser at de genetiske variantene av k-CN_ B-LGB AA_AA og
AB_AB hadde de laveste verdiene her.

| figur 4-6 vises og videre en tilsvarende G’ for skummet kulturmelk med genetiske varianter

x-CN_B-LGB BB_AB, AA_AB 0g AB_AB.

Melk med genetisk variant av k-CN_p-LGB BB_BB hadde et veldig stort standardavvik, noe
som skyldes variasjoner mellom de tre individene fra denne gruppen, verdiene i melk fra

denne «gruppen» l& pa henholdsvis ca 30, 80 og 115 Pa.

G’-verdier for TINE skummet kulturmelk er et gjennomsnitt av malinger av skummetmelk-
praver fra fire separate melkekartonger, analysert parallelt med sensorisk analyse.
Proteinkonsentrasjonen indikert er referanseverdier fra produsenten, kaseinkonsentrasjonen er

her antatt & utgjare 80% av totalt protein-innhold.
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4.2.2 Viskositet
For & oppna et sammenligningsgrunnlag ble det hentet ut verdier for viskositet (n) fra et
fastsatt punkt i hver maling, hvilket ble satt til & veere malepunkt nummer 18. Pa dette

malepunktet roterte malespindelen med en hastighet p& 49,4 o/min og en skjarerate y = 64s!

ETA, TAU
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—— —h—
—— —h—
—— 10 +10 —h—
—— —h—
—— —h—
—— —h—
—— 1 —h—

1
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Shear Rate y

Anton Paar GmoH

Figur 4-7 lllustrasjon av flytkurver fra viskositetsmalinger utfert pa reometer, Physica MCR 301.
Malepunkt hvor verdier er hentet fra (punkt 18) er markert med en ellipse.

Figur 4-7viser et representativt utvalg av flytkurvene oppnadd ved maling av viskositet med
malespindel-kopp-systemet. Malepunktene (punkt 18, merket med sirkel) ble benyttet til

analysene, hvor et gjennomsnitt av tre gjentak ble benyttet.

Pravene utviser alle skjeretynnende egenskaper, noe som er konsistent med denne type

produkter (Fuquay et al. 2011a).
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Som vist i Tabell 4-3 ble bade lagringsfaktoren og B-LGB funnet a ha signifikant effekt pa
viskositeten til produktet. Det ble ikke funnet noen signifikant effekt mellom B-LGB AA og
BB, eller av blokk i dette forsgket.

Tabell 4-3 Variansanalyse for effekt av
forsoksfaktorene (genetisk variant av K-CN og BLG,
lagring og blokk) pa viskositeten. En p-verdi < 0,05
angir signifikant effekt pa viskositet.

Type 3 Tests of Fixed Effects

Effect Hum DF | Den DF | F Value | Pr>F
CSM3 2 54 0.65 | 0.5264
BLG 2 54 405100210
LAGRING 1 54 G.09 | 0.0136
BLOCK 1 54 2.30 | 01334

Tabell 4-4 Parvis sammenligning (LS means) av signifikans for effekt av faktor-niva pa
viskositet, beregnet med Tukey’s test i SAS. En p-verdi < 0,05 angir signifikant forskjell.

Differences of Least Squares Means

Effect C5N3 | BLG | LAGRING | BLOCK | CSN3 | BLG | LAGRING | BLOCK | Estimate Prh‘j
CSHN3 Al AB 002039 | 0.8289
CSN3 Al BB 0.05835 | 0.2604
CSH3 AB BB 003796 | 0.657T5
BLG AA AB -0.09631 | 0.3085
BLG AA BB -0.2320 § 0.0267
BLG AB BB -0.13357 | 0.0138
LAGRING 1 14 -0.01333 | 0.0136

BLOCK 1

[ B

-0.00872 | 0.1334
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Figur 4-8 Gjennomsnittlige verdier for total protein, kasein og viskositet, for praver med ulik genetisk
protein-variant

Figur 4-8 viser gjennomsnittlig viskositet i alle pravene, fra henholdsvis runde én og to, satt i
forhold til de gjennomsnittlige konsentrasjonene av protein og kasein. Figuren viser at de
genetiske variantene (CSN-3_p-LGB) AA_AA, AB_AB og BB_AB i snitt gav melk med
lavest viskositet, mens AA_BB og BB_BB gav melk med hgyest viskositet. Som Tabell 4-4
viser, er B-LGB variant BB forbundet med en gkt viskositet sammenlignet med f-LGB AB.
Det ble ogsa funnet signifikant forskjell mellom B-LGB BB og B-LGB AA, dette kommer
ogsa tydelig frem i figur 4-8, hvor melk med de genetiske variantene av B-LGB BB er funnet

a vere de prgvene med hgyest viskositet.

Figur 4-8 viser videre at de genetiske variantene AA_BB og BB_BB er de pravene med

gjennomsnittlig hgyest total proteinkonsentrasjon.

Viskositets-verdier for TINE skummet kulturmelk er et gjennomsnitt av malinger av praver
fra fire separate kartonger, analysert parallelt med sensorisk analyse. Proteinkonsentrasjonen
indikert er referanseverdier fra produsenten, kaseinkonsentrasjonen er her antatt  utgjare
80% av totalt protein-innhold.
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4.2.3 Gel-styrke

For & male forskijeller i gel-styrke pa en syrnet melke-gel ble det benyttet en penetrasjonstest,
resultatene fra malingene er oppsummert i figur 4-9. Gelens maksimale motstandskraft ved
farste kompresjon ble notert, og benyttet som sammenligningsgrunnlag. Det ble gjort fem
gjentak pa hver prave, som vist i figur 3-3, hvorpa en gjennomsnittlig verdi ble beregnet.

Statistiske analyser (Tabell 4-5 og Tabell 4-6) viser at B-LGB, lagring og blokk-faktor har hatt
signifikant innvirkning pa gelstyrken. Det er blitt vist at lav-fett yoghurt oppnar en gkning i
gel-styrke ved lagring (Salvador & Fiszman 2004), selv om denne melken ikke er tarrstoff-

beriket, er det rimelig & forvente en tilsvarende effekt i skummet kulturmelk-gel.

Tabell 4-5 Type 3 test: Test av signifikans
for «fastsatte faktore». En p-verdi <0,05
angir signifikant effekt pa gelstyrke

Type 3 Tests of Fixed Effects
Effect Num DF | Den DF | FValue | Pr=F

CSMN3 2 g4 064 | 0.5291
BLG 2 a4 440300152
LAGRING 1 g4 994 ) 0.0022
BLOCK 1 34 13.03 ] 0.0003

Tabell 4-6 Parvis sammenligning (LS means) av signifikans for effekt av faktor-niva pa
viskositet, beregnet med Tukey’s test i SAS. En p-verdi < 0,05 angir signifikant forskjell

Differences of Least Squares Means

Effect CSN3 | BLG | LAGRING | BLOCK | CS5M3 | BLG | LAGRING | BLOCK | Estimate Prl;
CSH3 AL AB 06573 | 0.8710
CSN3 AL BE 25929 | D.2645
CSN3 AB BB 1.9056 | D.6526
BLG A4 AB -2.2358 | 0.5975
BLG A4 BB -8.0935 | 0.0520
BLG AB BB -6.8576 | 0.0057
LAGRING 1 14 -0.8326 | 0.0022
BLOCK 1 2 -1.014% | 0.0005
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Figur 4-9 Gjennomsnittlige verdier av total proteinkonsentrasjon, kasein og maksimal gel-styrke (g)
malt i farste kompresjon ved penetrasjonstest pa texture analyzer.

Figur 4-9 viser gjennomsnittlig gel-styrke til de ulike genetiske variantene av CSN-3 3-LGB
i lgpet av de to blokkene. Figur 4-9 viser at prgver av genetisk variant (CSN-3_-LGB)
BB_BB og AA_BB hadde en gjennomsnittlig hgyere gel-styrke, pa henholdsvis ca 17 g. og
15 g, i forhold til de gvrige, som hadde verdier i omradet ca 8-11 g, dette gjenspeiles i parvis
gjennomsnittlig sammenligning av LS means, vist i tabell 4-6, hvor B-LGB variant BB ble
funnet a gi signifikant hgyere gel-styrke, sammenlignet med B-LGB AB. Resultatet illustrert i
Figur 4-9 gjenspeiler malinger ogsa gjort av viskositet

Praver med genetisk variant (CSN-3_B-LGB) AA_AB hadde ogsa en hgyere gel-styrke, pa
rundt 15g har tilsvarende innhold av protein og kasein som BB_BB, men BB_BB er noe mer
viskgs.
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Figur 4-10 Gel-styrke i skummet kulturmelk av forskjellig genetisk variant, og lagringstid
(fersk prgve = 1 dags kjglelagring etter endt syrning, lagret prove = 14 dagers
kjelelagring etter endt syrning)

Figur 4-10 viser forskjell i gjennomsnittlig gel-styrke i prever av ulik genetisk variant, hvor
lagringsfaktor er inkludert. Figur 4-10 viser her forholdsvis jevne resultater, med tanke pa
gjennomsnittlig verdi for den enkelte genetiske variant, samt tilhgrende standardavvik. Alle
de genetiske variantene har her en noe hgyere gjennomsnittlig gel-styrke i de lagrede prgvene

i forhold til de tilsvarende ferske prgvene.
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Figur 4-11 Gel-styrke i skummet kulturmelk av forskjellig genetisk variant, og blokk/rundenummer

Figur 4-11 viser forskjell i gjennomsnittlig gel-styrke i prever av ulik genetisk variant, hvor
blokk-faktor er inkludert. Prgver av alle de genetiske variantene viser her en noe hgyere gel-
styrke i blokk 2 i forhold til blokk 1. Melk med genetisk variant BB_BB har i blokk 2 et
minimalt standardavvik, mens i blokk 1 er det sveert stort. Dette kommer av at et av
individene (individ «B») med genetisk variant BB_BB ikke var deltakende i andre blokk.
Dette individet skilte seg sterkt ut fra de to andre i denne gruppen, noe som gav overnevnte
resultat.
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424 PCA
Et PCA (Principle Component Analysis) -plott, viser hvordan ulike faktorer er korrelert med
kulturmelkens reologiske (viskositet, gel-styrke og elastisitet) egenskaper. Dataene benyttet i

plottet var fett, protein, kasein, gel-styrke, viskositet og G’.

PCA-plottene presentert her er fremstilt med et stgtte-bilde i form av et loadings-plott, i gvre
hayre hjgrne. Her vises de aktuelle komponentene langs X- og Y-aksen. Komponentene

plassert lengre ut pa aksene, har starre innvirkning i den aktuelle retningen.

Score-plottet i figur 4-12 viser kun pravene, fargekodet etter genetisk variant. Loadings-figur
er presentert i et eget plot i score-plottets gvre hayre hjgrne, hvor de ulike komponentene
benyttet er plassert. Komponentene (fett, protein, gel-styrke osv.) er korrelert til hverandre og

de individuelle prevene i hgyere grad dess nermere hverandre de er plassert.
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Figur 4-12 PCA-plot av elastisitetsmodul G', viskositet, gel-styrke, protein og kasein mot hgyre langs X-aksen, samt fett
oppover langs Y-aksen. Prgver fargekodet etter genetisk variant (CSN-3_BLG) Bla: AA_AA; Rgd: AA_AB; Grgnn: AA BB;

Orange: BB_AB; Rosa: BB_BB.

Loadings-plott er plassert i gvre hgyre hjarne, og indikerer hvilke komponenter som pavirker prgvene langs X- og Y-aksene.
Loadingsplottet er ikke skaler, og er her bare ment for & illustrere relasjonen mellom de reologiske komponentene og prevene.

Langs X-aksen, PC1, er 68% av variasjonen forklart, mens Y-aksen, PC2 forklarer 19% av variasjonen.
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Figur 4-12 viser at totalt kan 87% av variasjonen i plottet kan forklares ved hjelp av de valgte
variablene, hvor komponentene langs Y-aksen forklarer 19% av prgvenes variasjon, mens
komponentene langs X-aksen forklarer 68%. Dette stemmer godt med prgvenes fordeling
langs aksene, hvor de hovedsakelig er fordelt langs X-aksen, med noe variasjon i Y-retning.

Det kan her sees at komponenten «Fett» er plassert hgyt oppe ved Y-aksen. Dette indikerer
variasjon i fettprosenten i prgvene, og prgver med gkende fettinnhold «dras» oppover langs
Y-asken. Siden fett er plassert nesten rett pa Y-aksen, indikerer det at endring i fett-innhold
vil kun gi utslag i Y-retning pa PCA-plottet. Siden proteinene er plassert ytterst til hgyre
langs X-aksen drar de prgvene lengre mot hgyre dess hgyere protein-innholdet er.
Elastisitetsmodul G’, viskositet og gel-styrke er ogsa plassert ytterst til hgyre i loadings-
plottet, men de er i tillegg lgftet noe opp fra X-aksen. Dette indikerer at fett-innholdet, i
tillegg til protein-innholdet pavirker disse verdiene. Praver hvor punktet er merket med en

sirkel rundt, indikerer pragver hvis varians ikke kan forklares med gjeldende «oppsett».

@verst til venstre er det posisjonert tre paralleller av ferske og lagrede pragver, henholdsvis
KlaR1 og —R2, M1aR1 og —R2 og H1bR1 0g-R2. Disse er merket som utliggere, men er
ogsé utenfor Hotelling’s T2 ellipse, som angir 95% konfidensomrade for dette oppsettet. Det
betyr samlet at disse prgvene har unormale verdier, og faller utenfor den forklarende
modellen. J1aR1 og -R2 og N1aR1 og —R2 (ytterkant i gvre hgyre kvadrant), har ogsa en
tydelig lengre avstand fra X-aksen (grunnet nevnt fettinnhold), men er ikke merket som
utliggere. Alle disse prgvene hadde avvik i (gkt) fettinnhold. Det ble gjort forsgk pa a kutte ut

prgvene fra denne analysen, men det resulterte i nye utliggere i motsatt ende (under X-aksen).

Genetiske varianter

De genetiske variantene har i figur 4-12 tydelige tegn til grupperinger. Praver med genetisk
variant av k-kasein B-LGB BB_BB (rosa) og AA_BB (grenn) i figur 4 12 ser ut til & stort sett
dras mot heyre, mot gkt innhold av protein og kasein, og ekt G’. Provene N1aR1 og -R2
(BB_BB) kan sees oppe i hgyre hjgrne av sirkelen, men plassert like langt horisontalt som
tilsvarende praver. Prgvene av individ B er plassert til venstre for origo, i motsetning til
resten av prgvene av genetisk variant BB_BB. Prgvene fra dag 1 (B1aR1 og —R2) ligger her

langs X-aksene, mens prgvene fra dag to (B1bR1 og —R2) er plassert under X-aksen.

Provene fra variant av k-kasein_f3-LGB AA_AB var spredt ut over mesteparten av lengden til
X-aksen. Kulturmelk av genetisk variant BB_AB (oransje) er stort sett plassert langs venstre

halvdel av x-aksen, med en hovedvekt neermere origo. Genetisk variant AA_AB er spredt fra
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midtre del av x-aksen pa venstre side av origo, og tilsvarende langt ut i hayre retning.
Genetisk variant AB_AB er sentrert rundt (nedenfor) origo. Prever med genetisk varianter
AA_BB og BB_BB har de tydeligste grupperingene, hvor de er plassert pa midten av hgyre
x-akse. Prgver av melk med genetisk variant BB_BB har de mest ekstreme prgvene i hgyre
retning, men har ogsa et sett avvikende praver, alle fra samme individ («B»), som er plassert

midt pa venstre x-akse.

Pa innsiden av ellipsen sees pravene K2bR1 og —R2 samt N2bR1 og —R2, markert som

utliggere i dette oppsettet, hvor variasjonen ikke passer med dette oppsettet.

Fersk/lagret kulturmelk

| figur 4-12 finnes alle reologiske resultater av de produserte kulturmelk-prgvene, altsa er det
«paralleller» i produksjonsdag (a og b) og fersk/lagret prave (R1 og R2). Ferske og lagrede
praver er produsert pa samme melk, og har derfor samme sammensetning av fett og protein.
Eventuell variasjon mellom disse vil derfor komme som resultat av endring i de reologiske

kvalitetene som fglge av lagringen.

Figur 4-12 viser at parallellene R1/R2 (fersk/lagret prgve) generelt dras mot hgyre ved lagring,
noe som indikerer at de reologiske parameterne gker under lagring. Ettersom parameterne er
plassert sa neerme hverandre i plottet, indikerer det en sterk korrelasjon, det er derfor rimelig
a anta at effekten er tilsvarende for alle disse. En slik gkning vil videre kunne peke mot at
proteinene fortsetter a danne bindinger, og dermed styrker strukturen, ogsa etter 24 timer. |
noen av prgvene var motsatt tilfelle, dette kan dreie seg om en overbelastning som farer til

sammentrekning av gelen. Dette gjar at bindinger brytes, og strukturen svekkes.

De fleste prevene med genetisk variant BB_BB (bortsett fra «G2b» og «N2b»), dras mot
hgyre under lagring. Dette kan vere et eksempel pa at strukturen i enkelte praver har begynt
a falle sammen. Siden det kun er gjort to «gyeblikks-malinger» av de reologiske parameterne,
og ikke kontinuerlige malinger (f.eks. daglige malinger) kan man ikke si noe ngyaktig om
hvordan prevene har oppfart seg under lagring, men bare vurdere de faktiske endringene i

plassering i plottet.

| tilfellet med A1bR1 og A1bR2 (plassert i sentrum nederst) dreier det seg nok om en
feilmaling i A1bR1, som har en dobbelt si hoy G’ (~73 Pa.) som ovrige mélinger (~30 Pa.)
av samme melk. Dette kan muligens ogsa stemme for praven 12bR1 (gvre hgyre kvadrant).
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Den vises i figur 4-12 unormalt langt til hgyre i plottet i forhold til lagret prave, 12bR2, som
er plassert rett til hgyre for origo. Lagringseffekten har ikke hatt sa stor innvirkning pa de
andre prgvene, denne plasseringen kan derfor sannsynligvis skyldes en feilmaling. 12bR1 har
blitt malt (Vedlegg G) til 4 ha en dobbelt si hoy G, samt ogs& en noe okt viskositet
sammenlignet med de gvrige malingene av denne melken, heller ikke i tilsvarende lagret

prave (I12bR2) ble det sett tilsvarende verdier.

Blokk-faktor

| et slikt forsgk hvor det er gjort gjentak av uttak, og av forsgksoppsett, er det gnskelig med
mest mulig entydige resultater, slik at variasjonen blir tydeligst mulig og en kan knytte disse
opp imot de aktuelle faktorene en undersgker. En blokk-faktor burde da i utgangspunktet ha

lite & si, men det er ventet & se noen variasjoner i melkens sammensetning.

Genetisk variant av k-CN_B-LGB AB_AB (fra individ «E») virker & veaere noe mer sentrert
naerme origo, med en dragning mot hgyre i blokk/runde to. | blokk nummer to hadde denne
prgven et hgyere innhold av proteiner, og det ble malt hgyere verdier av alle reologiske

parametere.

Melk med genetisk variant av k-CN_p-LGB AA_BB kan sees fordelt i to klynger, hvor de er
fordelt blokk-vis. Prgver i blokk 2 har lagt seg lengst mot hgyre, og da spesielt melk fra andre
produksjonsdag. Dette tyder pd en kombinasjon av varierende innhold i melk mellom
melkingene, og for lite omrgring av melk far farste uttak, slik at innholdet pa dag 1 og dag 2
ble ulikt.
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4.3 Sensorikk

Pa grunn det store antallet praver ble det kun utfgrt sensorisk analyse av prgvene i lagret (14
dager kjglelagring etter endt syrning) tilstand. For a kunne fa et best mulig sammenlignings-
grunnlag ble de sensoriske prgvene korrespondert med de reologiske analysene, hvor de ulike

analysene ble utfert med én dags forskjell.

Figurene fra hver blokk, 14 praver fra ferste produksjonsdag (én dag gammel melk) og 14
prever fra andre produksjonsdag (to dager gammel melk), presenteres farst, med beskrivende

tekst for den enkelte etterpa.

Resultatene er illustrert pa graf av reologiske malinger, gjort pa samme tidspunkt. Praver
funnet signifikant mer viskas enn de de resterende fire fra hvert prgvesettet er markert med en
stjerne over pravens sgyle, mens prever funnet signifikant mindre viskas er merket med en

sirkel.
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Figur 4-14 Resultat fra viskositetsmalinger av kulturmelk pa reometer og ved sensorisk rangering
(Blokk 1 prod.dag 1). Prgvene er fargekodet etter genetisk variant; BIa=AA_AA; Rgd=AA AB;
Grenn=AA_BB; Sort=AB_AB; Orange=BB_AB; Rosa=BB_BB. Prgver funnet signifikant mer viskas
ved sensorisk rangering er markert med en stjerne over sgylen, prever funnet signifikant mindre viskas
ved sensorisk rangering er merket med en sirkel over sgylen. Prgvene E, F og G ble i denne runden ikke
vurdert statistisk, og er derfor utelatt.
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Figur 4-135 Resultat fra viskositetsmalinger av kulturmelk pa reometer og ved sensorisk rangering (Blokk 1 prod.dag 2).
Pravene er fargekodet etter genetisk variant; BIa=AA_AA; Rgd=AA_AB; Grgnn=AA_BB; Sort=AB_AB;
Orange=BB_AB; Rosa=BB_BB. Prgver funnet signifikant mer viskas ved sensorisk rangering er markert med en stjerne
over sgylen, praver funnet signifikant mindre viskgs ved sensorisk rangering er merket med en sirkel over sgylen.
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Resultater av sensorisk testing fra blokk 1, produksjonsdag 1 er illustrert i figur 4-14. Farste
pravesett bestod av prevene A, B, C, D og T. Her har dommerne klart & plassere
referanseprgven (Tine) som den minst viskgse, og tilsvarende C (genetisk variant av CSN-
3 B-LGB AA_AB) som den med hgyest viskositet.

| de to andre settene til figur 4-14 var det kun én pragve i hvert enkelt sett som kunne skilles
signifikant fra resten, henholdsvis J (AA_AB) og N (BB_BB).

Sett 1: T2, BP, Abc DPc c¢

Sett 2: Rangering mangler (radata i Vedlegg D)

Sett 3: L3, T2 H2, I3, J°
Sett 4: L2, T2, M2, K2 NP

Det kunne ikke skilles pa friskhetsgrad eller forekomst av fnokker mellom pravene i disse

settene.

Resultater fra blokk 1 produksjonsdag 2 er illustrert i Figur 4-1. Det var her totalt fire praver
som lot seg statistisk skille fra de resterende pragvene.

| de to farste settene ble kun prgve G (BB_BB) funnet signifikant forskjellig, mens i de to
andre ble henholdsvis N (BB_BB), J (AA_AB) og N (BB_BB) funnet signifikant mer viskas.
| siste sett ble det ogsa funnet signifikant forskjell mellom J og N. | sett fire ble referansen

funnet & veaere mest frisk pa smak.
Sett 1: T4 E?, C? F3, GP

Sett 2: B?, D?, T2, A?, GP

Sett 3: M3, H2, T2, 12, NP

Sett 4: L3 T8, K& Jb, N°
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Dommer-kommentarer

| sett 1 (blokk 1 produksjonsdag 1) kommenterte tre av dommerne at mengde fnokker i
prgvene var vanskelig a skille.

| sett 2 ble det ogsa kommentert pa vansker med a skille mengde fnokker. To av dommerne
noterte at det var vanskelig a skille pa viskositet, men spesifikke praver ble ikke nevnt

| sett 3 fikk pravene M, H og N kommentar pa «bismak», av én dommer hver.

| sett 4 fikk prevene L og K kommentar pa bismak av henholdsvis én og to dommere.
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Figur 4-16 Resultat fra viskositetsmalinger av kulturmelk pa reometer og ved sensorisk rangering (Blokk 2
produksjonsdag 1). Pravene er fargekodet etter genetisk variant; BIa=AA_AA; Rgd=AA_AB; Grgnn=AA_BB;
Sort=AB_AB; Orange=BB_AB; Rosa=BB_BB. Prgver funnet signifikant mer viskas ved sensorisk rangering er
markert med en stjerne over sgylen, prever funnet signifikant mindre viskas ved sensorisk rangering er merket
med en sirkel over sgylen.
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Figur 4-157 Resultat fra viskositetsmalinger av kulturmelk pa reometer og ved sensorisk rangering (Blokk 2
produksjonsdag 2). Pravene er fargekodet etter genetisk variant; BIa=AA_AA; Rad=AA_AB; Grgnn=AA_BB;
Sort=AB_AB; Orange=BB_AB; Rosa=BB_BB. Praver funnet signifikant mer viskas ved sensorisk rangering er
markert med en stjerne over sgylen, praver funnet signifikant mindre viskas ved sensorisk rangering er merket
med en sirkel over sgylen.
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| forsgkets siste halvdel var tre av kyrne (A, B og M) ikke tilgjengelig, og mangler derfor her

| det farste settet av blokk 2, produksjonsdag 1, ble referanseprgven igjen funnet signifikant
minst viskas, hvor «E», «I», «C» og «J» 0gsa ble gruppert sammen med denne. | sett to ble
«L», «T» 0g «H» funnet signifikant minst viskags, mens «J» ble funnet signifikant mer viskas

enn disse. «F» havnet alene i gruppe «C», som aller mest viskgs i dette settet.

Ingen av pragvene ble funnet signifikant forskjellig i det tredje settet, til tross for at praver

rangert tidligere i forskjellig ende av skalaen var representert.

| det siste settet ble det derimot funnet at «N» og «G» var signifikant mer viskas enn de

resterende, «T» og «D» var signifikant mindre viskas, mens «N» falt under begge gruppene.
Sett 1: T4, E”, I°, C¢, J°

Sett 2: L4 T?, H2, J°, F°

Sett 3: T?, K&, D? N?, G?

Sett 4: T2, D? K®, NP, GP

| andre blokk, produksjonsdag «D», «L» og T» funnet & veere signifikant mindre viskas enn

de resterende.

| tredje sett ble referansen funnet signifikant mindre viskas enn «E», «I», «H» 0g «C», mens i

siste sett ble det ikke funnet noen signifikante forskjeller.
Sett 1: T3 EP, I°, HP, CP

Sett 2: L4 T®, C¢, J¢, F°

Sett 3: T% D?, K?, NP, GP

Sett 4: T8, D, K®, N¢, G°©

| sett tre ble prave «N» ble funnet & ha signifikant mer fnokker enn prgvene «D», «T» og

«K», mens prgve «G» hadde signifikant mer fnokker enn «N».

| sett fire var fnokker signifikant mer forekommende i pravene «N» og «G», prave «D»

hadde signifikant minst fnokker, mens «T» og «K» havnet i en gruppe midt i mellom.
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Dommer-kommentarer

| praver fra blokk 2, produksjonsdag 1 (utrent panel) ble det ikke notert noen kommentarer.

Av prgvene i sett 1 (blokk2 produksjonsdag 2) fikk prgvene E og C kommentar pa «bismak»,
av én dommer hver. To dommere noterte vanskeligheter med a skille fnokker.

| sett 2 fikk prevene L, J og C kommentar pa bismak av henholdsvis én og to dommere.

| sett 3 fikk preve T (referanseprave, TINE skummet kulturmelk) kommentar pa
«sitronsmak», mens K N og G alle fikk kommentar pa bismak.

Fra sett 4 ble det gitt kommentar av tre dommere pa generelt vanskeligheter med a skille
prevene, med tanke fnokker og syrlighet.
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4.4 Myseutskillelse

Det ble gjort forsgk pa a male myseutskillelse ved a sette melk til syrning i malesylindre og
malekolber (100ml), for sa & avlese utskilt myse etter syrning. Da det ble sett at
malesylindrene ikke gav noe lesbart resultat, grunnet sveert lite/ingen synerese, ble det valgt a

heller male den mysemengden som forekom pa overflaten av praveglassene.

Lucey et al. (1998c) fant ogsa at sprekker i gel forekom i stagrre grad i produkt fermentert i
starre beholdere, noe som igjen vil fare til en gkt myseutskillelse. Det ble her antatt at vekten
av gelen kan ha pafart stress pa det nydannede gel-nettverket. Dette virker som en plausibel
forklaring, med tanke pa den gkte omkretsen og volum pa preve-glass i forhold til

malesylindere.

Uttak av utskilt myse fra prave-glassene ble gjort ved a pipettere ut mest mulig av den
utskilte vaesken, uten a fa med noe av gelen, for sa & male mengden utskilt myse i en

malesylinder.

Det ble i gjennomsnitt malt ca 3 ml utskilt myse i prevene, mengden ble ansett som
uvesentlig, og det har ikke blitt gatt videre med analyser eller vurderinger av disse verdiene.
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5. Diskusjon

Variansanalyse (ANOVA) av de reologiske resultatene viste i dette forsgket at de genetiske
variantene av B-LGB hadde en signifikant effekt pa de reologiske faktorene viskositet og gel-
styrke i skummet kulturmelk, det kunne derimot ikke fastslas en signifikant effekt av B-LGB

pa elastisitetsmodulen G’.

Det ble videre funnet at den genetiske varianten BB av B-LGB gav en signifikant gkt
viskositet, gel-styrke og G’ i kulturmelk, sammenlignet med B-LGB AB. Sammenlignet med

genetisk variant av f-LGB AA, gav -LGB BB en gkt viskositet i skummet kulturmelk.

Viskositeten i prgvene med genetisk variant av k-CN_B-LGB, BB_BB og AA_BB var tydelig
hayere enn praver med tilsvarende proteinkonsentrasjoner, dette indikerer at det er andre
faktorer som spiller inn enn bare proteinkonsentrasjonen. Ettersom variant av k-CN var AA i
den ene proven og BB i den andre virker det lite trolig at det er denne som har spilt inn.
Genet som kodet for B-LGB var homologt for B i begge prevene, og indikerer derfor at dette

kan ha veert en faktor av betydning.

Gruppen med kombinasjon av genetisk variant k-CN_[-LGB BB_BB bestod i dette forsgket
av tre ulike individer («B», «G» 0g «N»), hvor melk fra to av de tre individene («G» 0g «N»)
fra denne gruppen ble funnet  vare signifikant mer viskgs ut i fra de sensoriske testene. Det
tredje individet (individ «B») hadde motsatte reologiske egenskaper, men denne hadde ogsa
en lavere protein-konsentrasjon. Ettersom styrken pa gel-strukturen avhenger av i hvilken
grad B-LGB binder seg til x-kasein pa kaseinmicellen er det naturlig & vurdere dens evne til &
reagere ved varmebehandling. Forskning av Allmere et al. (1997b); Allmere et al. (1998) har
vist at reaksjonshastigeten (mellom k-CN og B-LGB) ved varmebehandling er starre for -
LGB AA i forhold til BB, mens variant AB har vert funnet a ha lavest reaksjonshastighet.
Denne forskjellen er derimot ikke ventet & ha noen stgrre innvirkning i dette forsgket,
ettersom det er blitt benyttet en kraftig varmebehandling (95°C i 5 min), noe som vil ha
denaturert >90% av tilgjengelig B-LGB (Dannenberg & Kessler 1988).

Det er i dette forsgket ikke gjort kvantitative malinger av de ulike genetiske variantene, siden
de ngyaktige konsentrasjonen av de ulike genetiske variantene av -laktoglobulin og k-kasein
ikke foreligger, er det derfor vanskelig a si med sikkerhet i hvilken grad effekten observert i

dette forsgket skyldes den genetiske varianten av proteinet i seg selv, eller konsentrasjonen av
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selve proteinet. Hallén et al. (2008) fant at syrefelt melk med B-LGB variant BB gav en
fastere gel sammenlignet med variantene AA og AB, men bare nar B-LGB forekom i
tilsvarende konsentrasjoner i de ulike prgvene. Variantene AA og AB var generelt assosiert
med hoyere konsentrasjoner av -LGB, noe som ble pekt pa som en mulig arsak til hgyere
gel-styrke i AA og AB nér konsentrasjonen av -LGB var gkt i disse, i forhold til BB. Det
kan derfor tenkes at variasjonen sett i gruppen med genetiske varianter av k-CN_ 3-LGB
BB BB skyldes en lavere konsentrasjon av B-LGB i individ «B» i forhold til «G» og «N»,
hvor de to siste ble funnet & produsere melk med hayere verdier av de reologiske kvalitetene
malt i dette forsgket. Det ble observert en forskjell i proteinkonsentrasjoner mellom disse
individene, men det er uvisst om forskjellene var tilstrekkelig til de store forskjellene malt

her.

Kulturmelk produsert av melk med B-LGB variant BB var signifikant forskjellig fra B-LGB
AB i Tukey’s test, noe som er et uventet resultat. Her ville det vart forventet 4 sett
signifikante forskjeller farst i, ettersom det er en mindre «streng» statistisk test enn det Tukey

er.

Guyomarc'h et al. (2003) fant at melk med stgrre mengder myseproteiner i forhold til
tilgjengelig k-kasein (et hgyere forholdstall mellom myseprotein og kasein) gav sterre
protein-aggregater. Dette ble ogsa funnet av Hallén et al. (2009), hvor dette ble sett pa i
sammenheng med gkt elastisitetsmodul (G’). Disse resultatene stemmer dermed overens med
funnene gjort i gjeldende forsgk, hvor det i figur 4-6 kunne observeres at de genetiske
variantene AA_BB og BB_BB i tillegg til a ha hgyest G’-verdi ogsa hadde de laveste
konsentrasjonene av kasein i forhold til totalprotein, noe som indikerer et gkt forholdstall av

myseprotein i forhold til kasein.

Det har tidligere blitt gjort forsgk pa syrefelt gel hvor melken har farst blitt utarmet for
myseproteiner, og deretter tilfort myseproteiner av forskjellige genetiske varianter av $-LGB
(Bikker et al. 2000; Graveland-Bikker & Anema 2003). Det ble her funnet at syrefelt melk
beriket med myseproteiner av -LGB variant A og AB gav en hey ekning i G’ ved tilsats i
sma konsentrasjoner, etter henholdsvis 0,9% og 0,7% (v/v) avtok effekten. Nar myseprotein
med genetisk variant B av B-LGB ble tilsatt ble det derimot funnet en linear stigning i G’
med mengde myseprotein tilsatt. Disse resultatene gjer det interessant a undersgke
konsentrasjonene av 3-LGB i de ulike pravene i fremtidige forsgk. Allmere et al. (1998) fant

tilsvarende resultater, hvor melk med genetisk variant BB av B-LGB hadde en 30% heoyere G’
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i LVE enn tilsvarende melk av variant AA eller AB (x-CN varianter var ogsa her A og B-
varianter).Hallén et al. (2009) kunne ogsa se en positiv effekt pa G’ av gkte
laktosekonsentrasjoner i melk med lave konsentrasjoner av B-LGB. Dette er ogsa et element

det kunne vert interessant & tatt med i videre forsgk.

Det kunne ikke fastslds noen signifikant effekt mellom de ulike genetiske variantene av k-
kasein (AA, BB eller AB) pa noen av de reologiske parameterne, dette stemmer overens med
tidligere resultater av Allmere et al. (1998) Mindre forskning er gjort pa effekt av genetisk
variant E av k-CN Det er funnet at konsentrasjonen av k-CN avhenger av de spesifikke
genetiske varianter av k-CN, mens total proteinkonsentrasjon pavirkes ikke av type genetisk
variant av k-CN, og dermed er det ikke ventet at forskjell i genotype av k-kasein skal ha noen
innvirkning pa syrekoagulering (Allmere et al. 1998; Hallén et al. 2008; Hallén et al. 2009).
Det kunne likevel vare av interesse a ta med x-CN variant E for & undersgke om det faktisk

forela noen forskjell mellom k-CN A/B og E.

Det ble observert noen tydelige avvik i de reologiske malingene. En mulig arsak kan vare
forekomst av klumper, disse vil gi et stort utslag pa en sapass sensitivt metode som reologi
med sma-amplitude svingninger (small amplitude oscillatiory rheometry) er. I industrien vil
det som regel benyttes en deaerator far varmebehandling til a fjerne ugnsket luft i melken,
denne vil ogsa minimere forekomst av klumper og granuler i melkegelen (Tamime &
Robinson 2007), dette er sannsynligvis arsaken til mer stabile resultater i melk fra TINE,

sammen med det faktum at melk fra et stgrre utvalg individer minimerer forskjellene.

| blokk 2 ble det observert en kollaps av gel-strukturen til kulturmelken i preveglasset den ble
syrnet i, i kulturmelk produser av melk fra individ «L» (genetisk variant av k-CN_3-LGB
BB_AB) ved endt syrning. Dette ble observert i bade fersk og lagret prave. Dette skjedde kun
i disse to pravene i denne blokken, noe som peker pa at arsaken ligger i det spesifikke melke-
uttaket eller melkebehandling av disse parallellene. | disse pravene ble det ogsa funnet
signifikant lavere viskositet ved de reologiske analysene. Ettersom en kollaps av gel-struktur
skjer nar bindinger mellom proteinene brytes, er det ogsa naturlig at den malte viskositeten

skulle synke.

Det var synlig at gkt konsentrasjon av protein, kasein og tgrrstoff var forbundet med gkt G’,
viskositet og gel-styrke, hvilket var et forventet resultat. Nar prgvene ble fargekodet i PCA
kunne det se ut som noen av de genetiske variantene grupperte seg i en grad, mens andre var
mer spredt. Melk av BB_AB (CSN-3_B-LGB), farget oransje i PCA, hadde prever vidt spredt
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langs x-aksen, noe som indikerte praver av varierende grad av gel-styrke, samt innhold av

protein, terrstoff, glukose og galaktose.

Praver fra melk med sammensetningen AB_AB, representert av individ «E», var samlet mot
midten. Dette indikerer at de faktorene benyttet i PCA-plottet generelt har hatt liten

innvirkning pa kulturmelken produsert av denne melken.

Kulturmelk produsert av melk med genetisk varians BB_BB sa ut til & ha en gkt gel-styrke og
viskositet, men melken fra individ B er plassert i motsatt ende av skalaen. Denne var funnet a
ha en lavere total proteinkonsentrasjon og kaseinkonsentrasjon. Den lave verdien av G’
stammer sannsynligvis fra den totale proteinkonsentrasjonen, som trolig ogsa trekker ned
konsentrasjon av myse, i form av B-LGB-BB, i forhold til de gvrige kyrne med variant
BB_BB.

Prevene H1b, Mla og K1a kan sees gverst i PCA-plottene, og er fglgelig de pravene med
hgyest malt fettinnhold. Det hgye fettinnholdet i disse enkeltprgvene skyldes en manuell
justering av separator underveis i produksjonen, noe som forarsaket denne ugnskede
variasjonen. Prgvene kan sees tilnermet like langt til hgyre pa x-aksen som sine «motparter»
(Klavs K1b, M1a vs M1b), noe som indikerer at denne variasjonen ikke har hatt sa mye a si
for viskositet eller gel-styrke. Spesielt siden resten av prgvene har et forholdsvis jevnt
fettinnhold.

Pragvene av individ K (genetisk variant AA_AA) var plassert pa tre forskjellige punkter langs
X-aksene i alle score-plottene. Dette kan forklares med en gkende total protein-konsentrasjon
(2,8-3,0%) og kasein (2,2-2,9%).

Melk av individ «F», genetisk variant AA_BB var plassert langt ut mot hgyre, runde 1 hadde
et hayere innhold av protein og kasein i forhold til runde 1, men ogsa hayere G’. Begge deler
har sannsynligvis gitt utslag i plasseringen, hvor der er neermest tre klynger. Den ytterste

grupperingen (F2b) har heyest innhold av totalt protein og k-kasein, i tillegg til hayest G’. k-
kasein AA er funnet a veaere forbundet med gkt gel-styrke, viskositet og G (Heck et al. 2009),

noe som stettes av den store effekten forskjell i proteinkonsentrasjoner har her.

De enkelte individene virker a vaere tilngermet likt plassert langs X-aksen, siden Y-asken
representerer en tilfeldig faktor (ujevn grad av separering) indikerer det at det er individuelle
forskjeller. G’ variert hos «F» fra ca 64,6 - 93,6 Pa, den hgyeste verdien pa linje med de

hayeste malingene til «G» og «N», ogsa plassert ytterst til hgyre.
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Genetisk varians

PCA-plottet i figur 4-12 indikerer at prover med genetisk variant av x-kasein_$-LGB BB_BB
(rosa) og AA_BB (grann) er forbundet med et gkt innhold av protein og kasein, og okt G’.
Provene fra variant av k-kasein_3-LGB AA_AB var spredt ut over mesteparten av lengden til
X-aksen, og indikerer, som gvrige resultater ogsa viste, en variasjon i proteinkonsentrasjon

og de reologiske kvalitetene (viskositet, gel-styrke og G”).

Det ble observert en dragning mot hgyre i en del av prgvene mellom runde 1 og runde 2.
Denne variasjonen kommer mest sannsynlig av at prgver fra runde 1 (som sett hos prgve C1)
hadde hgyere innhold av protein (~3,6% og 3,9%) og kasein (2,6% og 2,9%) i forhold til
runde 2, hvor det i C2 ble malt jevnt 3,5% protein og 2,6% kasein.

Den store variasjonen som kan sees i Y-retning er hovedsakelig er resultat av variasjon i fett-
innhold. Det ble utfart justeringer pa separatoren underveis i produksjonen, dette forte til et
ugnsket hgyt fett-innhold i noen av prevene (K1la, M1a, J1a og N1a). PCA-plottene viser
disse forskjellene tydelig ved at disse prevene er plassert vertikalt direkte ovenfor sine
motparter fra «dag b»).

Enkelte av pravene viste tegn til gkende elastisitet ved lagring, mens andre viste tegn til

redusert viskositet.

I2bR1 var plassert uvanlig langt unna tilhgrende lagret prave, 12bR2, arsaken til dette er at
elastisitetsmodulen var malt til det dobbelte (~120 Pa) sammenlignet med lagret prave (~56
Pa). Dette er sannsynligvis en feilkilde, da de resterende malingene til denne praven («I») var
konsistent rundt 60 Pa i begge rundene.

Melk fra individ B (genetisk variant av xk-CN_B-LGB BB_BB) havnet pa motsatt side av
PCA-plottet i forhold til pravene av melk fra de to andre individene med samme genetisk
variant. Arsaken til dette skyldes sannsynligvis i hovedsak en forskjell i den totale

proteinkonsentrasjonen.

Praver fra melk av genetisk variant AA_BB (grenn, individ F) var plassert i tre grupperinger,
som skyldes variasjoner i proteinkonsentrasjon, i runde 1 var den pa ~3,7, mens i runde 2 var

den pa 3,9. Det kan sees en forskjell mellom F2a og F2b, hvor F2b er plassert lengre til hgyre
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pa X-aksen, grunnet gkt proteinkonsentrasjon. Siden melken kommer fra samme batch,
skyldes dette trolig for lite blanding av melken fer produksjon, og tarrstoff har ikke blitt jevnt
blandet for uttak. Samme type forskyvning kan observeres mellom prgver som L1la og L1b
(BB_AB) samt J2a og J2b (AA_AB).

Gel-styrke og viskositet ble funnet a veere signifikant pavirket av lagrings-faktor. Viskositet
har ogsa av andre (Martin et al. 1999) blitt funnet 4 gke signifikant ved lagring, hvor

viskositeten i hovedsak gker den fgrste uken av lagringsperioden.

Resultatene fra de sensoriske analysene stemte godt overens med de reologiske malingene,
det ble i de fleste settene funnet signifikante forskjeller i pravene viskositet, som
korresponderte med de reologiske malingene. | sensorisk analyse av praver fra blokk to,
produksjonsdag 1, ble de i sett nr tre ikke funnet signifikante forskjeller, til tross for at settet
inneholdt praver (prave «N») som tidligere var funnet a vaere signifikant mer viskase. Det ble
i denne runden benyttet et utrent panel, grunnet avvikling av paskeferie, et utrent panel kan
ha stgrre utfordringer ved & definere de aktuelle kvalitetene, og dermed gi sprikende svar.

Dette er muligens en arsak til at det ikke kunne fastslas signifikante forskjeller.

| den siste runden ble det funnet signifikante mengder fnokker i alle de produserte prgvene
bortsett fra et av settene, hvor prgvene «G» og «N» ofte ble funnet a ha signifikante mengder
fnokker. Fnokker er beskrevet som utfelte proteinaggregater, i starrelser pa 1-5 mm (Lucey
2004). Det har blitt nevnt at mulige arsaker til forekomst av fnokker i syrnede produkter kan
veere faktorer som hgy inkuberings-temperatur, forhgyet innhold av myseproteiner i forhold
til kasein og enkelte typer startkulturer (Lucey 2004; Weeragul 2008). Inkuberings-
temperatur og syrekultur har i dette forsgket veert likt for alle prgvene, og skal i
utgangspunktet ikke ha noe a si pa dette punktet, ettersom alle pravene er behandlet under
samme forhold. Videre kunne det ikke sees noen umiddelbar forskjell i forholdet mellom
myseprotein og kasein i prevene. Felles for pravene med fnokker var genetisk variant, hgy
proteinkonsentrasjon og hgy viskositet. Det kan derfor se ut til at det er en sammenheng med
proteinkonsentrasjon og fnokker, arsaken til at det ikke ble funnet signifikante forskijeller i
blokk 1 kan veere forskjell i teskjeene benyttet (sglv-fargede teskjeer ble benyttet i settene
hvor signifikant forskjell kunne fastslas, mens hvite teskjeer ble benyttet i gvrige sett).
Leseligheten til de ulike genetiske variantene er funnet av Treece et al. (1964) & veere hgyest
for B-LGB B, sammenlignet med A og AB, dette til tross for B-LGB A har en ekstra ladning,
sammenlignet med B (Aspss byttet med Glyes) (Sawyer 2003).
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| svarskjema benyttet av dommerne under de sensoriske analysene var det satt av et eget felt
for dommerens egne notater. Her ble det innimellom kommentert pa oppfattet smaksdefekt,
og andre ganger pa vanskeligheter med a tyde forskjell. I en runde fikk referansepraven
kommentar pa «sitron-smak». Dette kan ligge i at smaken pa de produserte prevene var
oppfattet som tam/flau i smak, og sammenlignet med disse smakte referansen serlig

friskt/syrlig.

| sensorisk test av produkter fra blokk 2, produksjonsdag 1, fikk prgvene A (genetisk variant
av k-CN_p-LGB BB_AB), B (BB_BB), C(AA_AB), D (BB_AB), F (AA_BB) og T minst én
kommentar hver pa at de hadde en bismak. Pravene C, E og F ble spesielt kommentert & ha
en bismak. | runde 2 kommenterte tre av.dommerne at pravene var vanskelige a skille fra
hverandre pa friskhet. Av disse resultatene var det ingen spesiell genetisk variant som pekte
seg ut i forhold til bismak, flau smak eller lignende, men det er vanskelig & utelukke en
innvirkning. Det finnes flere andre mulige arsaker for bismak i fermenterte produkter,
Walstra (2013) peker farst og fremst pa ettersyrning som et vanlig problem, hvor produktet
fortsetter syrningsprosessen lengre enn gnsket, og dermed gir et for surt produkt. Videre
nevnes proteolyse som en arsak til smaks-defekt, hvor det hovedsakelig resulteres i en bitter
smak. En tredje arsak, som ogsa kan veere aktuell, er kontaminasjon av andre organismer som
gjer og mugg. Deler av produksjonsanlegget har i dette forsgket ogsa veert benyttet til
fremstilling av blant annet gl. Selv om det har veart forsgkt a holde produktet i lukkede
beholdere, er det fortsatt en mulighet for at det har veaert gjeersporer i luften som har forurenset
produktet. Ettersom det ikke har blitt gjort noen mikrobiologiske analyser vil dette naturligvis

bare bli spekulasjoner.

| dette forsgket ble det benyttet et sensorisk panel pa 4-6 dommere, et hgyere dommerantall
kunne generelt sett ha gjort det enda enklere & skille mellom pravene. Ved a benytte en
deskriptiv metode ville det ogsa veert lettere a finne forskjeller mellom pragvene, samt at en da
i tillegg kunne funnet i hvor stor grad pravene var forskjellige. Arsaken til at dette ikke ble
benyttet her var en kombinasjon av et stort antall prgver, og preverunder samt begrenset

tilgang pa trent panel, noe som kreves i en deskriptiv test (Lawless & Heymann 2010).

Det ble i dette forsgket ogsa vurdert synerese i form av myseutskillelse av lagrede syrnede
produkter, bade ved visuelle observasjoner, og ved fysisk oppmaling av spontan synerese.
Fysiske malinger, ved pipettering av utskilt myse, ble kun utfart pa det siste settet i runden

hvor synerese ble malt i sveert sma mengder.
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| forgkets farste blokk ble det forgkt & male synerese av melk syrnet i malekolber og
malesylindre, men det gav ingen synlig synerese etter 14 dagers lagring. Ettersom synerese
kunne observeres, om enn i liten grad, i syltetgyglass er det nerliggende a tenke at omkrets
og overflate-areal til beholder benyttet i et slikt forsgk har betydning for resultatet. Synerese
av melk syrnet i malekolbe har derimot av andre (Lucey et al. 1998b) blitt vurdert til & vere
en tilfredsstillende empirisk metode for et slikt forsgk. Ettersom det i dette forsgket har blitt
benyttet lik behandling pa alle praver, og synerese har veert stort sett fravaerende, er det ikke

grunn til & vurdere noen sammenheng mellom synerese og genetisk proteinvarians.

Resultater av pH-malinger i lagrede praver viste et forholdsvis jevnt pH-niva i syrnet melk
produsert av melk av de ulike genetiske variantene. De genetiske variantene AA_AB,

AA BB og BB_AB hadde et noe lavere gjennomsnittlig pH-niva sammenlignet med de
gvrige (AA_AA, AB_AB og BB_BB), men dette ble ikke vurdert statistisk.

Det var ikke ventet a finne signifikante variasjoner i syrningsforlgp som falge av genetiske
proteinvarianter, det er derfor sannsynlig at forskjeller observert her kommer av variasjoner i

produksjon- og lagringsforhold.

Syrningsforlgpet til syrekulturen i kulturmelk produsert av melk med de ulike genetiske
variantene hadde noen synlige variasjoner, innen bl.a. innhold av eddiksyre, som varierte fra
ca 600-1100 ppm. Laktose var ikke funnet a vare en begrensende faktor i noen av prgvene i
forhold til mikrobiologisk aktivitet. Det ble observert en stgrre reduksjon av laktose i melk
med genetisk variant AA_BB og BB_BB (10.000ppm) i forhold til de resterende variantene
(4-7.000 ppm).

Variasjoner mellom kommersiell referanseprave (TINE skummet kulturmelk) og produsert
kulturmelk var forventet pa bakgrunn av forskjeller innen benyttet syrekultur og
fremstillingsprosess. Melk ble i dette forsgket ble lagret i en intakt gel-tilstand, mens i
kommersiell produksjon rares melka opp etter endt syrning, for tapping og kjglelagring. En
opprering umiddelbart etter endt syrning vil sgrge for at massen blir homogen, og kulturen
fordeles jevnt. Laktose er ikke ventet & veaere en begrensende faktor i et slikt produkt, det ble
ogsa observert betydelige mengder laktose i lagret kulturmelk, bade i pragvene produsert i
forsgket og i referanseprgven, skummet kulturmelk fra TINE.
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Ettersyrning som falge av treig avkjgling er et av momentene man vil unnga, men som kan ha
skjedd i dette tilfellet. Det ble observert en lavere pH i de produserte pravene enn det ble i
referanseprgven. Dette kan skyldes at de kulturmelken produsert i dette forsgket har veert
produsert pa et tidligere tidspunkt enn referansepraven, og dermed har melkesyrebakteriene
produsert noe mer melkesyre under lagringen sammenlignet med skummet kulturmelk fra
TINE. En annen mulig faktor er overnevnte ettersyrning, hvor det antas at avkjglingen av

produkt i industriell produksjon er mye mer effektiv enn det den har vert her.

Den karakteristiske aromatiske smaken til kulturmelk kommer fra blant annet fra diacetyl,
som produserers av aromaprodusentene Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis og L.
mesenteroides subsp. cremoris. For & oppna den karakteristiske kulturmelk-aromaen, er det i
litteraturen oppgitt & skulle vaere en konsentrasjon pa mellom 2-5 ppm diacetyl i den
fermenterte melken, hvor 5 ppm diacetyl er gitt som en gvre grenseverdi (Niamsiri & Batt
2000; Oberman & Libudzisz 1998; Walstra et al. 2006e). Diacetyl ble i den produserte
kulturmelken malt i verdier pa rundt 2-3ppm, hvilket er innenfor den anbefalte gvre grensen
pa ~5 ppm. Refereansepraven, skummet kulturmelk fra TINE, hadde nivaer pa ca 0,5ppm
diacetyl.

En annen viktig komponent som fyller ut smaksbildet i fermentert melk er acetaldehyd.
Produksjonen av acetaldehyd kan skje ved nedbrytning av pyrodruesyre, og acetaldehyd kan
videre reduseres til etanol. Acetaldehyd akkumuleres hovedsakelig av melkesyrebakterier
som ikke har alkohol-dehydrogenase-enzymet, og derfor ikke kan redusere acetaldehyd
(Walstra et al. 2006f).

| kulturmelk er det ikke gnsket like store konsentrasjoner acetaldehyd som det man vil ha i
yoghurt, og relativt sma mengder (under 1 ppm) er tilstrekkelig for en balansert smak
(Walstra et al. 2006e).

Et forhold mellom diacetyl til acetaldehyd pa 4:1 har veert funnet a veere ideelt i syrnede
produkter som kulturmelk, men kommersielle varianter med et forhold pa 8:1 og sterre har
fatt haye (positive) skar i sensoriske tester. Acetaldehyd er, i for store mengder, forbundet
med en ugnsket «grgnn», yoghurt-smak, et innhold pa under 1 ppm er tilstrekkelig. (Lees &
Jago 1978; Libudzisz & Stepaniak 2011; Lindsay et al. 1965). Acetaldehyd ble malt i
konsentrasjoner pa ca 0,1 -0,3 ppm og var dermed godt innenfor den akseptable grensen.
Forhold mellom diacetyl til acetaldehyd var i snitt pa ca 20:1 (spenn fra 8:1 - 51:1), mens den

kommersielle referansen 1a neermere dette optimumet (ca 3:1 og 8:1). Forholdet mellom
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acetaldehyd og diacetyl er ifglge teorien ikke helt optimalt for de ekstreme prgvene, H2a og
N2b (AA_AB og BB_BB). Optimums-forholdet var ikke vurdert med bakgrunn i en nordisk

smaks-preferanse og kan tenkes a vare noe avvikende, men vil trolig ligge i samme omradet.

Huvis starterkulturen er for sterkt reduserende, vil dette fore til et ugnsket tap av diacetyl som
reduseres til acetoin og 2,3-butandiol (Keenan & Bills 1968; Tamime 2006; Walstra et al.
2006d). Disse komponentene fungerer derfor som en indikator pa kulturens reduserende
egenskaper. Det ble her observert varierende verdier av acetoin i de produserte prgven (ca
200-500 ppm), men det kunne ikke sees en apenbar sammenheng med reduksjon av diacetyl,
ettersom disse verdiene sa ut til a variere mellom 2-3 ppm, uavhengig innholdet av acetoin.
2,3-butandiol ble ikke malt i dette forsgket, og det kan med bakgrunn av de eksisterende
tallene tenkes at det diacetyl har blitt redusert videre til dette. Det kan nevnes at prgvene fra
dette forsgket sannsynligvis var produsert tidligere enn referanseprgven «T», det er derfor
naturlig at denne ligger naermere det optimale forholdet, men mengden diacetyl i de
produserte pravene kunne vert forventet & vaere noe mer reduserte etter lagringen. Mengde
aceton la pa ca 2ppm, med K2a og K2b (AA_AA) (~0,6 ppm) og referanseprgven, T, (~4
ppm) i ytterendene av skalaen. Forskjellene er nok her ogsa stort sett grunnet forskjellig
syrekultur mellom prevene fra kulturmelk-produksjonen i dette forsgket og referansepreven
fra TINE. Mengden melkesyre sa ikke ut til & veere pavirket av forskijell i
proteinkonsentrasjonene, i den grad det kan oppleves i tarrmelks-berikede produkter, med

hensyn til gkt bufferkapasitet.

Mengden sitronsyre i de ulike prgvene var forholdsvis like, med nivaer mellom ca 50-
150ppm. Det er ogsa her vanskelig & skulle peke pa en arsak til at variasjonene. Det kan
tenkes at aktiviteten til Leuconostoc har veert hgyere i de pravene med minst sitronsyre,
ettersom denne er serlig kjent for & metabolisere sitronsyre (Walstra et al. 2006f) og anta at
forholdene har vaert noe mer gunstig i en type melk enn en annen. En eventuell arsak til dette
er derimot ukjent, og vil bare resultere i spekulasjoner.

Proteolytisk aktivitet er en forutsetning for vekst av melkesyrebakterier i syrnede
melkeprodukter, ettersom de er avhengige av en nitrogenkilde for & vokse optimalt.
Melkesyrebakteriene kan ved hjelp av proteolytiske enzymer benytte kaseinet som
nitrogenkilde (Walstra et al. 2006f). Det er ikke gjort analyser for proteolytisk aktivitet i dette

forsgket, det kunne veert interessant a ha gjort.
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Det kunne i de fleste verdiene i de kjemiske analysene observeres et noe stgrre standardavvik
innad i gruppen BB_BB. Dette skyldtes et enkelt-individ (B) som skilte seg ut, fra de andre
to. Ettersom denne gruppen var forholdsvis liten, med bare tre individer, vil ogsa denne

forskjellen gi et starre utslag.

Det ble malt noen avvikende fettprosenter (opp mot 0,3%), noe som skyltes en justering pa
separator under en produksjon. Dette avviket ser ikke ut til & ha pavirket prgvene i noen
starre grad, og det er derfor ikke gjort noen statistiske beregninger eller forsgk pa a korrigere

for dette avviket.

Det ma til slutt nevnes at resultatene i dette forsgket er basert pa tester utfart i pilot-anlegg, en
industriell produksjon vil bidra med andre betingelser og faktorer som vil kunne pavirke de

kvaliteter vurdert her.
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6. Oppsummering

Det har i dette forsgket blitt produsert skummet kulturmelk av melk av 14 kyr med varierende
genetiske varianter av k-CN og f-LGB. 14 prever med skummet kulturmelk ble produsert av
melk med totalt 6 ulike kombinasjoner av de genetiske variantene av k-kasein og 3-
laktoglobulin. Kyrne har blitt utvalgt pa bakgrunn av disse genetiske variasjonene for a
vurdere deres effekt pa kulturmelkens reologiske og sensoriske kvaliteter. Felles for alle
kyrne var deres genetiske varianter av os-kasein (BB) og -kasein (A2A2). Alle prgver ble
behandlet sa likt som mulig, og ble separert, homogenisert og pasteurisert fgr syrning.
Reologiske malinger ble utfart etter henholdsvis én og 14 dagers lagring pa kjel. Det ble ogsa
utfart sensoriske analyse, samt pH-malinger, etter 14 dagers lagring. Kort vei mellom fjgs og
pilot-anlegg gjorde det mulig & produsere kulturmelk pa en relativt fersk (én dag gammel)
melk. For & undersgke om det forekom noen observerbare endringer i kulturmelkens kvalitet,
ble det derfor produsert melk i to gjentak, hvor halvparten ble produsert etter én dags

kjglelagring, og andre halvpart etter to dagers kjglelagring.

Melk med B-LGB variant BB ga i dette forsgket melk med signifikant gkt gel-styrke og
viskositet. Ettersom tidligere forsgk har funnet at B-LGB variant B er assosiert med en hgyere
gel-styrke og viskositet enn B-LGB variant A kun nar konsentrasjonen av B-LGB har vert lik
i begge, er det plausibelt & anta at det har veert tilfellet her. I gruppen av genetisk variant (-
CN_ B-LGB) BB_BB (totalt tre individer) ble det observert et «avvikende» individ, hvor gel-
styrke, viskositet og G’ var tydelig lavere enn de to andre. Det kan i dette tilfellet dreie seg

om en forskjell i B-LGB-konsentrasjon, hvor den har veert lavere i denne en i de to andre.

Det kunne ikke fastslds noen signifikant effekt av k-kasein-variantene x-CN A og x-CN B, pa
de reologiske kvalitetene til skummet kulturmelk. Det kan i fremtidige forsgk veere relevant a

undersoke effekt av genetisk variant E av «-CN.

Lagrede praver gav en svak gkning i gel-styrke, og viskositet men ingen signifikant forskjell

ble funnet pa G’.

| fremtidige forsgk kan det ogsa veare fordelaktig a standardisere proteinkonsentrasjonene i
alle pravene, slik at en eventuell effekt kan tydeliggjeres. Det ma da tas i betraktning om

forskjellen i proteinkonsentrasjon er konstant for den enkelte genetiske varianten.
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Vedlegg A Datablad - Startkultur

FROMAGEX Technical sheet

FD-DVS CHN-19
Product Information

Description Mesophilic Ammatic Culture, type LD.
Multiple mixed strain culture containing Lactooscows [actls subsp. cremaors,
Loctococows loctis subsp. lrctls, Lewconostoc mesenterofdes subsp. cremorks and
Loctococows loctis subsp digcetylactis . The cultune prodeces flavor and OOy,

CHH-19 & packed in a convenient freeze-dried form.

Application The culture & primanly used in the manufacture of Continental cheese types (Gouda,
Edam, Leendam, Samsoe).

Packing Packing size Item number
10 = 50U 100100
25 x 200U 100427
20 = 500U 100161

Availability In addition to CHH-19, other cultures in this serles include CHH-11, CHN-120, FLORA-
DANICA and B-11.

Storage and Freeze-dried cultures should be stored at -18°C (0°F) or below. If the cultures ane

shelf life stored at -18°C (0° F) or below, the shelf life & at least 24 months. At +5°C (41°F) the
shelf life 15 at least & weeks.

Instruct fons Remove the cultures fram the freezer just prior to use. DO NOT THAW THESE

for use CULTURES. %anitize the top of the pouch with dhlorine. Open the pouch and pour the

freeze-dried granules directly into the pastewrized product using slow agitation.
Agitate the mixture for 10-15 minutes to distribute the culture evenly.

Dosage Recommended dosage of freeze-dried VS culturesin undts to [fers:
[ OWs noculation
percentage Amount of milk to be inosoulated

1,000 1 =000 1 10, 000 | 15,0001 |
[ 000075000 1 | 2000 | 10000 | Z0000 | s0000 |
BEE L T T T
[ Zsouvs000 L | so0 1250 5000 =TT

A O 19-F0-P1 fokt 2001/1:2
Chwr. Harmen ASS, 1012 Bege 4l lé, [K-2570 Harshol m. Tel: «45 & T4T4R. Fax «45 45 748511, Web: chr -fanen. con

FAOMAGEX = 1 BEE.437.EG24 s '“WWW.FROMAGEX.COM = INFOSFROMAGEX.COM



Vedlegg B pH-verdier ved sensorisk analyse, radata

Tabell 7-1 pH-verdier i kulturmelk-praver, lagret i 14 dager. Skraverte ruter indikerer manglende malinger. Rute med
ramme rundt indikerer verdi betraktet som awvik, og er utelatt fra forsgket.

Blokk 1 Blokk 2
Prgve
(k-CSN_B_LGB) Prod.dag1l Prod.dag2 Prod.dagl Prod.dag?2
A (BB_AB) 4,38 4,41 I
B (BB_BB) 4,42 4,37 |
C (AA_AB) 4,43 4,39 4,43 4,41
D (BB_AB) 4,35 3,42 4,43 4,35
E (AB_AB) 4,43 4,41 4,43 4,39
F (AA_BB) 4,42 4,40 4,35 4,36
G (BB_BB) 4,43 4,42 4,47 4,43
H (AA_AB) 4,39 4,37 4,31 4,44
| (BB_AB) 4,36 4,37 4,39 4,42
J (AA_AB) 4,35 4,32 4,36 4,37
K (AA_AA) 4,37 4,34 4,47 4,44
L (BB_AB) 4,42 4,36 4,37 4,44
M (AA_AB) 4,38 4,35 [
N (BB_BB) 4,43 4,34 4,46 4,41
TINE 4,48 4,46 4,50 4,51

TINE 4,46 4,40 4,48 4,46



Vedlegg C

Kjemiske analyser - radata

Tabell 7-2 Kjemisk sammensetning av ra melk, fra blokk 1, produksjonsdag 1

Prgve-Id Fett Protein Laktose SNF Kasein Galaktose Glukose
Ala 0,1 3,79 43 9 2,65 0,11 0,1
Bla 0,06 3,2 4,75 8,71 2,51 0,14 0,2
Cla 0,08 3,65 4,34 9,15 2,64 0,08 0,04
Dla 0,9 3,31 4,51 8,63 2,55 0,12 0,1
Ela 0,11 3,5 4,54 9,12 2,7 0,12 0,11
Fla 0,08 3,65 4,5 9 2,71 0,12 0,12
Gla 0,06 3,75 4,51 9,21 2,82 0,09 0,11
Hla 0,09 3,25 4,89 9,03 2,51 0,11 0,22
11a 0,09 3,36 4,83 9,11 2,57 0,15 0,18
J1la 0,22 3,64 4,67 9,21 2,74 0,09 -0,02
Kla 0,25 2,81 4,8 8,56 2,24 0,11 0,2
Lla 0,07 3,05 4,43 8,4 2,4 0,18 0,25
Mila 0,25 3,01 4,82 8,73 2,34 0,11 0,12
Nla 0,2 3,76 4,66 9,33 2,82 0,08 0,01

Tabell 7-3 Kjemisk sammensetning av ra melk, fra blokk 1, produksjonsdag 2

Prgve-1D Fett Protein Laktose SNF Kasein Galaktose Glukose
Alb 0,08 3,82 4,31 9,05 2,89 0,12 0,12
Blb 0,1 3,15 4,76 8,77 2,46 0,16 0,26
Clb 0,08 3,94 4,28 9,15 2,96 0,11 0,09
Di1b 0,08 3,2 4,45 8,5 2,46 0,12 0,17
Elb 0,06 3,52 4,45 8,98 2,67 0,14 0,13
Flb 0,13 3,68 4,51 9,12 2,76 0,11 0,1
G1lb 0,06 3,69 4,7 9,37 2,77 0,09 -0,03
Hlb 0,33 3,25 4,87 8,99 2,5 0,12 0,23
11b 0,13 3,42 4,9 9,28 2,59 0,14 0,17
J1b 0,14 3,61 4,55 9,01 2,73 0,08 -0,01
K1b 0,06 2,85 4,85 8,65 2,27 0,13 0,2
L1b 0,05 3,11 4,48 8,55 2,45 0,18 0,24
M1b 0,09 3,02 4,82 8,74 2,34 0,11 0,12
N1b 0,12 3,79 4,69 9,41 2,85 0,08 0




Sample Id Fett Protein Laktose SNF Kasein Galaktose Glukose
C2a 0,1 3,5 4,68 9,13 2,59 0,07 0,06
D2a 0,08 3,48 4,55 8,99 2,66 0,12 0,16
E2a 0,08 3,6 4,55 9,09 2,73 0,1 0,13
F2a 0,1 3,85 4,37 9,1 2,88 0,11 0,12
G2a 0,06 3,85 4,59 9,37 2,85 0,08 -0,03
H2a 0,11 3,35 4,66 8,81 2,58 0,12 0,21
12a 0,1 3,44 4,8 9,15 2,66 0,14 0,18
J2a 0,1 3,66 4,59 9,14 2,75 0,08 0
K2a 0,07 3,08 4,83 8,69 2,41 0,1 0,14
L2a 0,05 3,01 4,36 8,37 2,38 0,2 0,3
N2a 0,12 3,82 4,58 9,28 2,88 0,1 0,08

Sample Id Fett Protein Laktose SNF Kasein Galaktose Glukose
C2b 0,11 3,5 4,69 9,19 2,59 0,05 0,01
D2b 0,1 3,64 4,77 9,35 2,66 0,13 0,17
E2b 0,09 3,65 4,59 9,23 2,75 0,1 0,12
F2b 0,1 3,99 4,5 9,43 2,96 0,09 0,09
G2b 0,09 3,49 4,55 9 2,86 0,07 -0,03
H2b 0,11 3,39 4,72 8,93 2,61 0,11 0,2
12b 0,11 3,5 4,88 9,33 2,69 0,13 0,16
12b 0,11 3,76 4,68 9,37 2,82 0,07 -0,03
K2b 0,08 3,08 4,82 8,68 2,91 0,09 0,07
L2b 0,07 3,05 4,41 8,47 2,41 0,19 0,3
N2b 0,07 3,85 4,58 9,35 2,4 0,1 0,13




Vedlegg D Svarskjema - sensorikk

Skummet kulturmelk - Rangeringstest 26.03.16

Cultured buttermilk — Ranking test

Navn/name: ......c.o.eenunneeeeeeeeeaaaann..

5 varianter av kulturmelk skal rangeres etter intensitet, fra 1 til 5, hvor 1 er lavest/minst og 5

er hgyest/mest.

Ingen to praver (i samme sett) kan gis samme score. Prgvene rangeres med tvunget valg, det

betyr hvis det ikke er noen merkbar forskjell, skal pravene rangeres tilfeldig.

Vennligst benytt pravens tresifrede kode til & indikere rangering i tabellen.

5 variants of cultured buttermilk are to be ranked according to intensity, from 1 to 5, where 1

is least/lowest amount and 5 is most/highest amount.

Two samples within the same set may not be given the same score. The samples are ranked
using forced choice, i.e. if there is no noticeable difference, the samples are to be ranked

randomly.

Please use the samples three-digit code to indicate the ranking in the table.



Sett A: 873 -304 — 152 — 427 - 936

Lavest intensitet

Lowest intensity

Hayest intensitet

Highest intensity

1 5
Minst Mest tyktflytende
Viskositet tyktflytende
Viscosity
Minst fnokker Mest fnokker
Fnokkete
Graininess
Friskhet Minst frisk Mest frisk
Emmen.....Frisk
Freshness
«Bland/ranky ....Fresh

Evnt kommentarer/Comments:

Vi




Sett B: 642 - 703 - 375 - 297 — 581

Lavest intensitet Hayest intensitet
Lowest intensity Highest intensity
1 2 3 4 5
Minst Mest tyktflytende
. . tyktflytende
Viskositet
Viscosity
Minst fnokker Mest fnokker
Fnokkete
Graininess
Friskhet Minst frisk Mest frisk
Emmen.....Frisk
Freshness
«Bland/ranky....Fresh

Evnt kommentarer/Comments:

Vil



Vedlegg E Dommerskar - Sensorisk analyse

Viskositet Viskositet
Blokk 1, produksjonsdag 1, sett A Blokk 1, produksjonsdag 1, sett B
Prgve Prgve
Dommer A B T C D Dommer E F G C
1 2 3 1 5 4 1 3 5 4 2
2 4 2 1 5 3 2 4 5 2 3
3 4 3 1 5 2 3 5 3 1 4
4 3 2 1 4 5 s 3 2 4+ 1R
5 4 2 1 5 3 5 4 2 5 3
Fnokker Fnokker
Blokk 1, produksjonsdag 1, sett A Blokk 1, produksjonsdag 1, sett B
Prgve Prgve
Dommer A B T C D Dommer E F G C
1 2 3 1 4 5 1 4 5 3 2
2 1 3 2 4 5 2 4 5 2 3
3 2 1 5 4 3 3 2 3 1 4
4 2 3 1 5 4 4 1 3 2 R
5 3 5 3 1 4 5 3 1 2 4

*Prove «C» ble ikke vurdert av.dommer nummer 4, og er derfor skravert i tabellene ovenfor.

Parameter «Friskhet» ble ikke vurdert i dette settet.

viii

R RN R Rk

(O B S, B N |



Viskositet Viskositet

Blokk 1, produksjonsdag 1, sett A Blokk 1, produksjonsdag 1, sett B

‘ Prove ‘ Prgve
1 2 4 5 3 1 1 4 3 1 2 5
2 4 3 5 1 2 2 4 1 2 3 5
3 4 3 5 1 2 3 3 1 2 4 5
4 3 4 5 1 2 4 2 3 4 1 5
5 3 4 5 2 1 5 4 1 2 3 5

Fnokker Fnokker
Blokk 1, produksjonsdag 1, sett A Blokk 1, produksjonsdag 1, sett B
Prove ‘ Prgve
1 3 4 2 5 1 1 4 3 1 2 5

2 2 1 3 5 4 2 4 1 2 3 5

3 2 5 4 3 1 3 3 1 2 4 5

4 3 4 5 2 1 4 2 3 4 1 5

5 3 5 2 4 1 5 4 1 2 3 5

Friskhet Friskhet
Blokk 1, produksjonsdag 1, sett A Blokk 1, produksjonsdag 1, sett B
Prove Prove

1 3 5 1 2 4 1 1 5 4 2 3
2 2 1 3 4 5 2 3 4 2 1 5
3 3 5 1 4 2 3 2 4 5 3 1
4 5 2 1 4 3 4 1 4 3 5 2
5 4 2 1 5 3 5 2 4 5 3 1




Blokk 1, produksjonsdag 2, sett A

‘ Prgve

Viskositet Viskositet
Blokk 1, produksjonsdag 2, sett A Blokk 1, produksjonsdag 2, sett B
‘ Prgve Prgve
1 3 2 4 5 1 1 1 5 4 2 3
2 1 2 3 5 4 2 2 5 3 1 4
3 1 2 3 5 4 3 1 5 2 3 4
4 3 2 4 5 1 4 4 5 1 2 3
5 4 2 3 5 1 5 3 5 4 2 1
6 2 3 4 5 1 6 3 5 1 2 4
Fnokker Fnokker
Blokk 1, produksjonsdag 2, sett A Blokk 1, produksjonsdag 2, sett B
Prgve ‘ Prgve
1 4 5 1 2 3 1 4 3 5 2 1
2 5 3 4 2 1 2 4 2 1 3 5
3 4 5 3 2 1 3 3 1 4 5 2
4 2 1 3 5 4 4 4 5 3 1 2
5 4 5 2 3 1 5 5 2 3 1 4
6 2 1 5 4 3 6 2 3 4 1 5
Friskhet Friskhet

Blokk 1, produksjonsdag 2, sett B

‘ Prgve

A U1 A W N =
N W W W AN
I TN T N R SRR
(S INT, B ST, I
w N R Ww R
B, A NN P W




Viskositet

Blokk 1, produksjonsdag 2, sett A

Prgve

v A W N

Viskositet
Blokk 1, produksjonsdag 2, sett B

Prove

gu H W N =

1
3
3
3
2

A A BB~ Db

2
2
2
1
3

m, N R R Ww

5
5
5
5
5

Fnokker

Blokk 1, produksjonsdag 2, sett A

Fnokker
Blokk 1, produksjonsdag 2, sett B

Blokk 1, produksjonsdag 2, sett A

‘ Prgve ‘ Prgve
Dommer H T M N I Dommer K J T L N
1 5 4 1 2 3 1 1 2 5 4 3
2 4 3 1 5 2 2 1 3 5 2 4
3 5 2 4 3 1 3 1 4 5 2 3
4 5 4 3 1 2 4 2 3 5 4 1
5 3 5 2 1 4 5 3 5 1 4 2
Friskhet Friskhet

Blokk 1, produksjonsdag 2, sett B

Prove

gu H W N =
w b AN W

A R w AN

5
5
5
5
5

1
3
2
3
1

NN R R, N

Xi



Viskositet Viskositet
Blokk 2, produksjonsdag 1, sett A Blokk 2, produksjonsdag 1, sett B

Prgve Prgve

1 1 2

2 5 3 1 4 2 2 3 2 1 5 4
3 5 2 1 4 3 3 3 2 1 5 4
4 5 3 1 4 2 4 1 3 2 5 4
5 4 2 1 5 3 5 3 1 2 5 4

Fnokker Fnokker
Blokk 2, produksjonsdag 1, sett A Blokk 2, produksjonsdag 1, sett B
Prgve Prove

1 5 2 1 3 4 1 3

2 5 4 1 2 3 2 1 2 3 4 5
3 5 3 1 4 2 3 3 2 1 5 4
4 5 3 1 4 2 4 1 3 2 4 5
5 4 2 1 5 3 5 3 1 2 4 5

Friskhet Friskhet

Blokk 2, produksjonsdag 1, sett A Blokk 2, produksjonsdag 1, sett B

1 1 3 2 1 3 5 2 1
2 2 1 3 4 5 2 1 4 3 2 5
3 3 1 5 2 4 3 3 4 5 1 2
4 1 4 5 2 3 4 1 5 4 2 3
5 1 2 5 4 3 5 4 5 1 3 2
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Viskositet Viskositet

Blokk 2, produksjonsdag, 1 del 1 sett A Blokk 2, produksjonsdag, 1 sett B
Prgve Prgve
1 1 3 5 2 4 1 1 4 2 5 3
2 3 2 5 1 4 2 2 4 3 5 1
3 2 1 4 3 5 3 2 4 3 5 1
4 3 1 4 2 5 4 3 4 2 5 1
5 2 1 5 3 4 5 2 5 1 4 3
Fnokker Fnokker
Blokk 2, produksjonsdag 1, sett A Blokk 2, produksjonsdag 1, sett B
Prgve Prgve
1 2 4 3 1 5 1 4 2 5 3

A W N B

2 2 4 5 1 3 3 5 2 4 1
| N I N S N B
4 2 3 5 1 4 2 3 1 4 5
5 1 3 4 2 5 5 1 4 2 5 3

*Dommer 3 merket alle prgvene med «ikke synlige fnokker i noen av prgvene» og unnlot &
rangere disse. Gjeldende praver er derfor her skravert.

Friskhet Friskhet
Blokk 2, produksjonsdag, 1 sett A Blokk 2, produksjonsdag, 1 sett B
Prgve Prgve
1 2 5 3 1 4 1 1 3 2 4 5
2 1 2 3 5 4 2 5 3 2 4
3 2 5 4 3 1 3 4 5 1 3 2
4 5 1 3 4 2 4 5 3 1 2 4
5 2 5 3 4 1 5 2 1 3 4 5
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Viskositet Viskositet

Blokk 2, produksjonsdag, 2 sett A Blokk 2, produksjonsdag, 2 sett B
Prove Prgve
1 2 1 1 1 4
2 4 3 2 5 1 2 2 5 3 1 4
3 3 5 4 2 1 3 2 4 5 1 3
4 2 5 4 3 1 4 2 5 3 1 4
5 3 4 5 2 1 5 2 4 3 1 5
Fnokker Fnokker
Blokk 2, produksjonsdag 2, sett A Blokk 2, produksjonsdag 2 sett B
Prove Prgve
1 5 3 1 1 1 5 2
2 3 4 2 5 1 2 1 5 4 2 3
3 3 5 2 4 1 3 1 5 2 3 4
4 3 4 5 2 1 4 1 4 3 2 5
5 2 3 4 5 1 5 1 4 3 2 5
Friskhet Friskhet
Blokk 2, produksjonsdag 2, sett A Blokk 2, produksjonsdag 2, sett B
Prgve Prgve

u b W N =
w » O
N WNN
R R RN
AN U W
[ IEN=SRE TV RN
g b W N =
RN R ;G
2 W W N
w H» 1D
N R DR
N W

Xiv



Viskositet
Blokk 2, produksjonsdag 2, Sett A

Viskositet

Blokk 2, produksjonsdag 2, sett B

Blokk 2, produksjonsdag 2 sett A

Blokk 2, produksjonsdag 2, sett B

\ Prgve \ Prove
Dommer D T K N G  Dommer K G D T N
1 1 2 3 4 5 1 3 5 2 1 4
2 1 2 3 5 4 2 3 4 2 1 5
3 3 1 2 4 5 3 2 5 3 1 4
4 3 1 2 4 5 4 3 5 2 1 4
5 2 1 3 4 5 5 3 5 2 1 4
6 2 1 3 4 5 6 3 4 2 1 5
Fnokker Fnokker

Blokk 2, produksjonsdag 2 sett A

1 1 2 3 4 5
2 3 2 5 1 4
3 3 5 1 2 4
4 5 3 2 4 1
5 2 4 3 1 5
6 4 2 1 3 5

Blokk 2 prod 2 sett B

\ Prgve \ Prgve
Dommer D T K N G Dommer K G D T N
1 1 2 3 4 5 1 3 5 1 2 4
2 1 3 2 4 5 2 3 4 1 2 5
3 1 2 3 4 5 3 3 5 1 2 4
4 2 1 3 4 5 4 1 5 2 3 4
5 2 3 1 4 5 5 3 5 1 2 4
6 1 2 3 4 5 6 3 4 1 2 5
Friskhet Friskhet

‘ Prgve
Dommer K 6 D T N
1 5 4 1 2 3
2 1 2 4 5 3
3 1 2 5 4 3
4 1 4 3 5 2
5 1 4 2 5 3
6 2 5 3 4 1
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Vedlegg F Sensorisk analyse - statistiske beregninger;

radata

Tabell F-1 Statistisk analyse av rangeringssum fra sensorisk bedemming av viskositet i kulturmelk, syrnet pa én
dag gammel melk, fra blokk 1 (1aR2). Signifikant forskjellige praver skilles ved forskjellig gruppering. Praver ikke
signifikant forskjellig deler én eller flere grupper

Sample Frequency Sum of ranksviean of rankj Groups
T 5 15,000 3,000 A
B 5 50,000 10,000 B
A 5 75,000 15,000 B C
D 5 75,000 15,000 B C
C 5 110,000 22,000 C
Sample Frequency Sum of ranksVviean of rank: Groups
L 5 30,000 6,000 A
T 5 30,000 6,000 A
H 5 70,000 14,000 A
| 5 80,000 16,000 A
J 5 115,000 23,000 B
Sample Frequency Sum of ranksvlean of ranks Groups
L 5 35,000 7,000 A
T 5 45,000 9,000 A
M 5 55,000 11,000 A
K 5 75,000 15,000 A
N 5 115,000 23,000 B
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Tabell F-2 Statistisk analyse av rangeringssum fra sensorisk bedgmming av viskositet i kulturmelk, syrnet pa to
dager gammel melk, fra blokk 1 (1bR2). Signifikant forskjellige praver skilles ved forskjellig gruppering. Praver ikke

signifikant forskjellig deler én eller flere grupper

Sample

Frequency

Sum of ranksVviean of rank;j

Groups

T 6 57,000 9,500 A

E 6 63,000 10,500 A

C 6 69,000 11,500 A

F 6 111,000 18,500 A

G 6 165,000 27,500 B
Sample Frequency Sum of ranksviean of rankj Groups

B 6 57,000 9,500 A

D 6 69,000 11,500 A

T 6 75,000 12,500 A

A 6 99,000 16,500 A

G 6 165,000 27,500 B
Sample Frequency Sum of ranksviean of rankj Groups

M 5 40,000 8,000 A

H 5 45,000 9,000 A

T 5 50,000 10,000 A

1 5 75,000 15,000 A

N 5 115,000 23,000 B
Sample Frequency Sum of ranksviean of rank: Groups

L [ 30,000 6,000 A

T 5 40,000 8,000 A

K 5 50,000 10,000 A

J 5 90,000 18,000 B

N 5 115,000 23,000 C
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Tabell D-2 Statistisk analyse av rangeringssum fra sensorisk bedgmming av viskositet i kulturmelk, syrnet pa to dager
gammel melk, fra blokk 1 (2aR2). Signifikant forskjellige prever skilles ved forskjellig gruppering. Praver ikke signifikant
forskjellig deler én eller flere grupper

Sample Frequency Sum of ranksvliean of rank Groups

T 5 15,000 3,000 A

E 5 50,000 10,000 B

I 5 55,000 11,000 B

C ] 95,000 19,000 C

1 ] 110,000 22,000 C
Sample Frequency Sum of ranksviean of rank Groups

L 5 25,000 5,000 A

T 5 45,000 9,000 A

H 5 50,000 10,000 A

1 ] 90,000 18,000 B

F 5 115,000 23,000 C
Sample  Frequency Sum of ranksviean of rank] Groups

T 5 30,000 6,000 A

K 5 45,000 9,000 A

D 5 45,000 9,000 A

N 5 100,000 20,000 A

G 5 105,000 21,000 A
Sample Frequency Sum of ranksvliean of rank Groups

T 5 35,000 7,000 A

D 5 40,000 8,000 A

K 5 45,000 9,000 A B

N 5 95,000 15,000 B

G ] 110,000 22,000 B

Tabell D-3 Statistisk analyse av rangeringssum fra sensorisk bedgmming av fnokker i kulturmelk, fra
blokk 2, farste produksjonsdag (2aR2). Signifikant forskjellige prever skilles ved forskjellig gruppering.
Praver ikke signifikant forskjellig deler én eller flere grupper

Sample

Frequency Sum of ranksJvlean of rank

Groups

- n=md

5

5
5
5
5

15,000
50,000
650,000
80,000

110,000

3,000 A
12,000
12,000
16,000
22,000

mmmm

Xviii



Tabell D-4 Statistisk analyse av rangeringssum fra sensorisk bedemming av viskositet i kulturmelk, syrnet pa to
dager gammel melk, fra blokk 1 (2bR2). Signifikant forskjellige praver skilles ved forskjellig gruppering. Praver

ikke signifikant forskjellig deler én eller flere grupper

Sample Frequency Sum of ranksvlean of rank Groups
T 5 15,000 3,000 A
E 5 65,000 13,000 B
I 5 70,000 14,000 B
H 5 75,000 15,000 B
C 5 100,000 20,000 B
Sample  Frequency Sum of ranksviean of rank Groups
L 5 15,000 3,000 A
T 5 40,000 8,000 B
C 5 75,000 15,000 C
| 5 90,000 18,000 C
F 5 105,000 21,000 C
Sample  Frequency Sum of ranksviean of rank Groups
T 6 33,000 5,500 A
D ] 57,000 9,500 A
K 6 81,000 13,500 A
M ] 135,000 22,500 B
G 6 159,000 26,500 B
Sample Frequency Sum of ranksvlean of rank Groups
T 6 21,000 3,500 A
D ] 63,000 10,500 B
K o] 87,000 14,500 B
M ] 141,000 23,500 C
G 6 153,000 25,500 C




Vedlegg G Reologiske malinger
Tabell G-1 Reologiske verdier for ferske og lagrede kulturmelk-praver fra blokk 1 og blokk 2

Gel-styrke  Viskositet

Prove G' (Pa) @ (Pa*s)

AlaR1 25,323 6,862 0,273
AlaR2 36,930 6,955 0,267
AlbR1 72,850 6,556 0,266
AlbR2 34,537 6,699 0,271
BlaR1 31,623 7,889 0,243
BlaR2 34,277 8,474 0,248
B1bR1 33,850 9,076 0,272
B1bR2 44,090 9,789 0,275
ClaR1 44,710 9,469 0,351
ClaR2 53,670 9,935 0,358
C1bR1 41,850 9,296 0,343
C1bR2 54,660 9,745 0,360
C2aR1 83,020 13,029 0,373
C2aR2 75,923 13,835 0,395
C2bR1 92,993 11,481 0,425
C2bR2 84,133 16,107 0,425
DlaR1 32,980 7,706 0,238
D1aR2 42,193 8,355 0,241
D1bR1 26,900 8,216 0,235
D1bR2 39,940 8,138 0,259
D2aR1 38,640 8,476 0,238
D2aR2 36,707 9,163 0,237
D2bR1 36,633 7,732 0,229
D2bR2 35,200 9,227 0,214
ElaR1 40,050 8,896 0,277
ElaR2 48,900 9,672 0,283
E1bR1 36,100 9,065 0,289
E1bR2 54,997 10,200 0,298
E2aR1 43,703 9,713 0,275
E2aR2 53,550 11,316 0,301
E2bR1 59,403 12,132 0,320
E2bR2 62,687 12,342 0,323
FlaR1 64,597 13,819 0,391
FlaR2 73,697 14,737 0,384
F1bR1 54,300 13,812 0,378
F1bR2 77,950 15,417 0,385
F2aR1 74,720 15,353 0,414
F2aR2 80,500 16,607 0,421
F2bR1 92,427 16,899 0,460
F2bR2 93,627 18,909 0,480
GlaR1 83,677 18,205 0,455
GlaR2 113,867 19,495 0,467
G1bR1 85,100 18,970 0,472
G1bR2 100,560 20,313 0,498
G2aR1 98,937 17,781 0,481
G2aR2 92,827 19,843 0,484
G2bR1 90,993 17,979 0,461
G2bR2 77,250 19,139 0,434

XX



Tabell G-2 Reologiske verdier for ferske og lagrede kulturmelk-praver fra blokk 1 og blokk 2, forts.

Prave
HlaR1
HlaR2
H1bR1
H1bR2
H2aR1
H2aR2
H2bR1
H2bR2
11aR1
11aR2
11bR1
11bR2
12aR1
12aR2
12bR1
12bR2
JlaR1
J1laR2
J1bR1
J1bR2
J2aR1
J2aR2
J2bR1
J2bR2
KlaR1
KlaR2
K1bR1
K1bR2
K2aR1
K2aR2
K2bR1
K2bR2
LlaR1
L1aR2
L1bR1
L1bR2
L2aR1
L2aR2
L2bR1
L2bR2
M1laR1
M1laR2
M1bR1
M1bR2
NlaR1
NlaR2
N1bR1
N1bR2
N2aR1
N2aR2
N2bR1
N2bR2

G' (Pa)
46,015
43,340
44,627
43,170
43,617
47,643
55,420
63,183
49,343
51,487
49,860
52,367
48,647
52,137

106,017
55,503
96,685

100,867
80,297
90,160
82,187
83,100
98,240
91,557
45,620
44,367
39,827
43,847
39,053
40,823
38,110
35,100
25,960
30,077
28,560
30,973
14,743
16,693
18,903
18,210
32,347
34,540
35,370
33,643

117,900

121,333

112,233

128,000
99,530
95,417

100,007
91,533

Gel-styrke (g)
8,517
6,841
8,412
8,859
9,768

10,188
11,207
12,675
8,839
9,204
9,878
10,599
10,321
12,463
11,611
13,970
15,908
16,370
15,865
16,584
14,397
15,746
18,804
18,004
8,487
8,841
8,444
9,439
8,757
9,748
7,955
9,277
5,836
6,295
5,973
5,812
4,437
4,571
4,423
4,628
7,718
7,770
7,978
8,761
20,514
22,210
20,553
22,583
17,536
18,806
18,347
19,498

Viskositet

0,259
0,251
0,259
0,265
0,267
0,262
0,296
0,309
0,272
0,275
0,280
0,282
0,287
0,291
0,449
0,328
0,417
0,429
0,408
0,419
0,402
0,392
0,437
0,454
0,226
0,229
0,220
0,219
0,230
0,230
0,211
0,196
0,190
0,198
0,194
0,198
0,156
0,147
0,171
0,158
0,226
0,233
0,228
0,225
0,516
0,517
0,510
0,519
0,453
0,452
0,470
0,440
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Vedlegg H Korrelasjon mellom koeffisienter

Tabell H-1 Korrelasjon mellom signifikante faktorer (p=95%) er skravert

Korrelasjon
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Vedlegg | Karbohydrater og organiske syrer, metodikk

Innhold av organiske syrer og karbohydrater ble analysert gjennomfart pa kulturmelk lagret
kjelig (4°C) i 14 dager fra produksjonsdato. Prgvene ble rart opp med en handmixer (Bosch
350W) pa trinn 2/5 i 10 sekunder, til melken fremstod som en homogen masse. Analysen ble
gjennomfgrt ved bruk av high pressure liquid chromatography (HPLC) etter en metode av
Marsili et al. (1981), som beskrevet av Narvhus et al. (1998) med noen modifikasjoner.

Prgvene ble godt blandet fgr 1,00 g ble veid ut i syrevaskede 10 ml Belcorgr. Prgvene ble
tilsatt 2,5 ml ionebyttet vann, 200 pl 0,5 M H2SO4 (Merck, Tyskland) og 8 ml acetonitril
(Merck). Etter tilsetning av acetonitril ble pravene umiddelbart ristet for hand, deretter ble de
satt i en MultiRS-60 BIOSAN vendemaskin (Montebello Diagnostics A/S, Oslo, Norge) i 30
min. Prgvene ble sentrifugert i romtemperatur i 15 minutter ved 1470 x g (3400 rpm) i en
Kubota 2010 sentrifuge (Kubota Corporation, Tokyo, Japan). Supernatanten ble tatt opp i en
10 ml steril sprgyte (Becton Dickinson S.A., Madrid, Spania) med en engangskanyle pa
0,8x40mm (Becton Dickinson S.A., Madrid, Spania) og deretter filtrert med 0,2 um PTFE
Membran (Acrodisc CR 13 mm Syringe Filter, PALL, Storbritannia) over i et HPLC-rgr
(Agilent Technologies, USA). Prgven ble forseglet med Chromacol 8-SV plastkork med
Chromacol 8-ST101 septa. 25 ul av preven ble injisert i HPLC-intrumentet.

Etter opparbeidelse ble prgvene analysert ved hjelp av en Aminex HPX-87H kolonne (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) oppvarmet til 32 °C. For beskyttelse av kolonnen ble
prgvene farst kjgrt gjennom en for-kolonne av typen Cation-H refill (Bio Rad Laboratories).
Kolonnen var koblet til en Perkin Elmer serie 200 pumpesystem (Perkin Elmer, Waltham,
MA), en Perkin Elmer Series 200 autosampler (Perkin Elmer) og en Perkin Elmer LC 101
kolonneovn (Perkin Elmer). Den mobile fasen som ble benyttet var 5 mM H>SO4 (Merck),

med en hastighet pa 0.4 mL/min.

Standardlgsninger for kalibrering ble preparert pa samme mate som prgvene som ble
analysert, og komponentene i pragvene ble identifisert og kvantifisert pa bakgrunn av
retensjonstid sammenlignet med standardlgsningene. Karbohydrater benyttet til
standardlgsning var laktose, glukose og galaktose (Merck) og av organiske syrer ble
sitronsyre, orotinsyre, pyrodruesyre, eplesyre, ravsyre, melkesyre, maursyre, eddiksyre,
urinsyre, propionsyre og pyro-glutaminsyre (Sigma-Aldrich, Kina) benyttet til
standardlgsninger. Karbohydratene ble detektert ved hjelp av en Perkin Elmer Serie 200 RI-
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detektor (Perkin EImer), mens organiske syrer ble detektert ved hjelp av en Perkin Elmer
Serie 200 UV/VIS-detektor (Perkin Elmer).
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Vedlegg |.1 Karbohydrater og organiske syrer i lagrede

produkter, fra to produksjonsdager (A og B) fra blokk 2,
malt med HPLC.

Tabell 0-1 Innhold av karbohydrater og organiske syrer i syrnet kulturmelk, kjelelgaret i 14 dager.

Bokstav indikerer prgve, tall indikerer produksjonsdag. (X1 = fersk melk av prave X, kjglelagret i ett
dagn far produksjon, X2 = fersk melk av prave X kjglelagret i to degn fer produksjon. Alle verdier er

i parts per million (ppm) Celler merket «n.d.» indikerer ikke malbare mengder (not detectable).

Prave | Sitronsyre gulff;? sOyrrc;tin SP)yrreodrue- Ravsyre xféke' x?:r' ;Jy':: gﬁ)lttapr)rl\m Eddiksyre [ Laktose | Galaktose
syre syre
C1l 45 20,55 98,36 7,78 190,3 8099,52 |24,61 26,29 4,17 865,75 38628,17| 337,37
C2 57,46 22,9 96,5 7,83 235,81 | 8409,22 | 33,41 |27,09 4,83 866,1 38642,54 351,5
D1 77,05 37,33 59,1 6,05 179,05 | 8468,73 | 22,63 | 25,39 4,46 1034,52 |38949,06 | 319,33
D2 77,23 39,8 57,63 7,58 140,53 | 8345,99 | 21,92 | 25,68 4,35 937,17 |38321,78| 341,93
El 74,73 29,78 29,3 10,43 194,72 | 8767,15 | 28,46 | 21,84 7,8 937,16 |39034,67| 415,36
E2 80,1 31,77 28,04 8,4 165,3 8938,58 | 30,31 | 21,8 7,69 926,62 38394,2 420,09
F1 92,08 54,01 54,17 10,2 174,51 8534,7 32,18 | 21,74 3,9 839,06 |36546,65| 313,02
F2 89,86 51,19 52,29 11,27 2179 8643,59 | 29,84 |21,75 4,53 833,34 |35737,33| 332,25
Gl 173,02 23,58 90,14 6,34 173,55 | 8946,14 | 34,76 32 511 897,96 |37730,58| 386,02
G2 175,61 26,52 90,44 7,17 183,17 | 8969,62 | 26,46 | 32,51 5,03 960,63 |37967,63| 354,64
H1 100,18 32,4 48,71 8,52 179,15 | 7750,25 | 22,41 |29,15 2,87 776,26 | 40931,57 270,4
H2 103,6 32,04 48,22 8,25 173,07 | 8118,84 | 21,45 | 29,72 2,16 780,98 |40826,09| 312,11
11 84,11 31,4 54,82 9,27 166,05 | 8559,35 | 25,18 | 26,36 3,95 922,15 |41440,23| 345,41
12 84,36 30,8 54,76 8,47 186,02 | 9068,89 24,2 | 26,53 3,74 931,01 |[41695,59| 399,31
J1 108,17 26,7 74,44 8,18 190,67 | 8441,05 | 21,68 | 26,57 4,03 764,26 | 39177,88| 330,48
J2 108,29 25,97 73,56 8,53 193,66 | 8860,15 | 23,33 | 26,89 3,66 752,2 38648,04 | 369,68
K1 108,02 31,13 37,76 8,6 140,82 | 8377,45 | 21,94 | 21,6 6,04 833,87 |37992,89| 389,18
K2 126,77 23,26 59,09 4,58 1474 7614,75 | 20,63 | 24,98 4,04 757,28 | 4244752 3415
L1 104,22 19,75 36,72 8,28 123,72 | 9367,87 | 25,78 | 15,23 8,5 1051,82 |36416,86| 413,15
L2 107,9 20,49 37,4 7,84 138,39 | 9724,24 | 24,11 |15,21 8,6 1099,33 |36794,14| 462,24
N1 121,13 20,14 58,32 6,37 138,71 7432,8 18,45 | 23,73 4,18 681,16 |41382,63| 305,16
N2 110,61 35,48 37,18 10,09 132,24 | 8414,02 | 23,39 | 22,38 4,92 798,53 |[38213,83| 352,69
T1 108,76 22,03 56,79 12,3 n.d. 8716,36 | 27,02 | 23,6 4,78 1091,67 |39936,14 410,3
T2 108,55 27,98 57,57 11,89 n.d. 8711,22 | 36,14 | 24,01 4,83 1129,69 |[40300,56| 394,17
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Vedlegg J Flyktige forbindelser, metodikk

Kvantifisering av flyktige forbindelser ble analysert gjennomfert pa kulturmelk lagret kjglig
(4°C) i 14 dager fra produksjonsdato. Prgvene ble rgrt opp med en handmixer (Bosch 350W)

pa trinn 2/5 i 10 sekunder, til melken fremstod som en homogen masse.

Provene ble analysert ved bruk av headspace gas chromatography (HSGC), en metode
tidligere beskrevet av Narvhus et al. (1998).

Pravene ble godt blandet far innveiing av 10,00 g i headspace-flasker (Machery Nagel,
Dueren, Tyskland). Headspaceflaskene ble forseglet med teflonbelagt septa med
aluminiumring (PTFA/Si septa, Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA). Pravene ble
plassert i en Agilent Technologies 7679A automatisk headspace sampler med et 6890 GC
system (Agilent Technologies) og en flamme ioniseringsdetetktor. Programvaren som ble
benyttet var Open LAB EZChrom (Agilent Technologies).

Som beaeregass ble det benyttet helium (Aga, Norge) med en total flow pa 11,1 ml/min.
Vilkarene for headspaceflaskene var 60 °C med en forvarmingstid pa 30 minutter, de ble
deretter mikset i 5 minutter ved setting fem. Headspaceflaskene var trykksatt til 10 PSIG i

1.50 minutter fer injeksjon, og injeksjonstiden var pa 1.00 minutt.

En CP-SIL 5CB GC kolonne (Varian, Middelburg, Nederland) ble benyttet for separering av
komponentene. Kolonnen hadde en lengde pa 25 meter, med indre diameter pa 0,53 mm og

filmtykkelse pd 5,0 pm. Det ble benyttet folgende temperaturprogram under analysen:

130 °C i 3 minutter

70 °C i 2 minutter 22 °C/ minutt

53°Cil minut%’ C/ minutt
>

De flyktige komponentene ble separert basert pa komponentenes ulike flyktighetsgrad og

affinitet til kolonnens stasjonere fase. ldentifisering og kvantifisering av de ulike
forbindelsene ble gjennomfart ved kalibrering med standardlasninger med kjent
konsentrasjon av fglgende komponenter: acetaldehyd, diacetyl, etylacetat, 2-butanon, 2-
heksanol, 2-metyl-butanal, 2-metyl-1-butanol, 2-metyl-1-propanal, 3-metyl-butanal, 3-metyl-
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1-butanol, 2-metyl-1-propanol (Sigma-Aldrich), acetoin, aceton, etanol, 1-butanol, 1-

propanol, 2- butanol og 2.3-pentadion (Merck, Tyskland).
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Vedlegg J.1 Flyktige komponenter, malt i lagrede praver
fra blokk 2

Tabell J.1 Flyktige komponenter malt med Head Space Gas-Chromatograph pa syrnet kulturmelk,
kjolelgaret i 14 dager. Bokstav indikerer prgve, tall indikerer produksjonsdag. (X1 = fersk melk av
prave X, Kjglelagret i ett dagn far produksjon, X2 = fersk melk kjglelagret i to degn far produksjon.

Alle verdier er i parts per million (ppm)

Prove Acetaldehyd Etanol Aceton | Diacetyl Acetoin
(ppm) (ppm) (ppm) | (PpPm) (ppm)
C1 0,07 12,13 2,29 2,52 383,32
C2 0,07 14,92 2,36 2,14 402
D1 0,09 13,39 1,68 2,69 369,16
D2 0,09 15,56 1,78 3,04 315,12
El 0,35 13,87 1,46 3,07 382,61
E2 0,35 16,24 1,38 2,23 391,48
F1 0,18 15,57 2,25 2,97 418,78
F2 0,34 17,02 2,43 2,41 439,74
Gl 0,11 15,75 1,73 2,59 239,96
G2 0,12 17,23 1,72 2,64 238,7
H1 0,07 9,61 1,65 3,72 364,42
H2 0,09 11,09 1,54 2,35 368,28
11 0,08 14,51 2,44 2,95 388,91
12 0,07 17,5 2,25 2,34 397,14
J1 0,1 14,06 1,56 3,2 294,86
J2 0,09 16,47 151 1,84 317,31
K1 0,1 16,29 0,65 2,71 253,93
K2 0,07 12,3 1,16 2,83 197,46
L1 0,17 14,51 1,18 2,89 500,26
L2 0,15 19,01 1,27 3,56 499,69
N1 0,09 11,63 1,21 2,9 236,01
N2 0,11 16,98 0,59 2,43 241,68
T1 0,12 35,75 4,08 0,39 45,87
T2 0,09 34,24 4,24 0,68 71,74
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