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Sammendrag

Melk er et biologisk og neringsrikt produkt spesielt utsatt for mikrobiell forringelse dersom
det ikke handteres pa best mulig mate. En type psykrotrofe bakterier som ofte forbindes med
mikrobiell gdeleggelse og nedsatt kvalitet i melk og andre meieriprodukter, er Pseudomonas
fluorescens. Bakteriearten er allestedsveerende, har evne til a formere seg ved lave
temperaturer og mange av dem kan produsere varmestabile ekstracellulaere enzymer, slik som
proteinaser og lipaser. Disse enzymene angriper og degraderer henholdsvis proteiner og fett,
og kan gi melken ugnskede endringer i blant annet fysiske egenskaper, utseende, smak og
lukt.

Trender i meieriindustrien de siste tiarene, slik som effektivisering og sjeldnere henting, har
blant annet medfart forlenget kjglelagring av ubehandlet melk. Dette bidrar til at disse
bakteriene far gkte muligheter til vekst og enzymproduksjon, der altsa spesielt sistnevnte kan
by pa problemer, til tross for pasteurisering. | tillegg vil ogsa kontaminering av melk etter
pasteurisering veere problematisk. | denne studien var det derfor gnskelig & undersgke vekst,
metabolsk aktivitet og eventuell proteolytisk aktivitet i melk under lagring ved tre ulike
temperaturer, hos to ulike stammer av P. fluorescens. Dette skulle om mulig ses i

sammenheng med hva som er tilfelle i praksis i meieriindustrien.

| denne studien viste begge de to P. fluorescens-stammene ATCC 13525 og ATCC 17400 a gi
god vekst i UHT-melk, bade ved 4, 7 og 22 °C. Sistnevnte stamme viste i tillegg kraftig
proteolyse, hovedsakelig av kaseinprotein ved inkubasjon ved 22 °C. Proteinasene var relativt
varmestabile. I melken med vekst av stamme B ved 22 °C var det ogsa mulig & observere de
stgrste forandringene i innhold av organiske syrer, frie aminosyrer og flyktige stoffer. Det ble
klart at bade temperatur og stamme var av betydning for mgnsteret som utartet seg i melken.
Dette understreket hvordan det hele veien bar etterstrebes a redusere kontamineringsgraden
og holde temperaturen lav, og at god hygiene er avgjgrende i alle trinn der melk produseres og

behandles.



Abstract

Milk is a biological and nutritious product particularly susceptible to microbial degradation if
not handled properly. One type of psychrotrophic bacteria often associated with microbial
spoilage and impaired quality in milk and other dairy products, is Pseudomonas fluorescens.
The specie is omnipresent, has the ability to multiply at low temperatures, and many of them
may produce heat stable extracellular enzymes such as proteinases and lipases. These attack
and degrade proteins and fats respectively, which can lead to undesirable changes in milk, for

example in physical properties, appearance, taste and smell.

Trends in the dairy industry in recent years, such as efficiency and less frequent retrieval,
have resulted in prolonged cold storage of untreated milk. This means that these bacteria have
increased opportunities for growth and enzyme production, where especially the latter can
cause problems, despite pasteurization. In addition, contamination of the milk after
pasteurization can be problematic. In this study, it was desirable to investigate growth,
metabolic activity and proteolytic activity in milk during storage at three different
temperatures, by two different strains of P. fluorescens. If possible, this was supposed to be

seen in relation to the practice in the dairy industry.

In this study both the two P. fluorescens strains ATCC 13525 and ATCC 17400 showed good
growth in UHT milk, both at 4, 7 and 22 °C. The latter strain also showed strong proteolysis,
mainly of casein protein by incubation at 22 °C. The proteinases were fairly heat stable. In
milk with growth of strain B at 22 °C it was also possible to observe the biggest changes in
the content of organic acids, free amino acids and volatiles. It became evident that both
temperature and strain were important for the pattern that evolved in the milk. This points out
the importance to strive to reduce the degree of contamination and keep a low temperature,

and that good hygiene is crucial at every stage where milk is produced and processed.
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1. INTRODUKSJON

1.1 Réastoffet melk

Kumelk, sa vel som melk fra andre pattedyr, er opprinnelig ment som en komplett naering som
skal sgrge for tilstrekkelig vekst i lgpet av det nyfadte avkommets farste levetid. Melk er av

den grunn et komplekst sammensatt og sveert naringsrikt stoff.

Den ngyaktige sammensetningen vil av naturlige arsaker variere noe, men ifglge Walstra et al.
(2014) bestar fersk kumelk (ikke melk fra syke kuer, ramelk eller lignende) omtrentlig og
hovedsakelig av 87,1 % vann, 4,6 % laktose, 4,0 % fett og 3,3 % protein, i tillegg til mindre
mengder salter, organiske syrer, nitrogenholdige komponenter, vitaminer og andre
komponenter. Fettet foreligger i melkeserumet som relativt store fettglobuler med en tynn ytre

membran. Melk er derfor en olje-i-vann-emulsjon (Walstra et al. 2014).

Melkeproteinet bestar hovedsakelig av 80 % kaseinprotein (omtrent 27 g/L) og 20 %
myseprotein (fra 4 til 7 g/L). Kaseinproteinene klassifiseres etter aminosyresammensetningen
som os1-, Os2-, B- og k-kasein, og forholdet mellom dem er henholdsvis 3:1:3:1.
Kaseinproteinene foreligger i melken i en kolloidsuspensjon av proteinkomplekser kalt
miceller. Micellene inneholder i tillegg uorganisk kalsium og fosfat som stabiliserer
strukturen, i tillegg til vann og sveert sma mengder enkelte andre komponenter (delvis
nedbrutt B-kasein, enzym, andre salter). Mens kaseinmicellene feller ut ved pH 4,6 og 20 °C,
forblir myseproteinene Igselige i melken i globuleer molekylform. Myseproteinene, eller
serumproteinet, bestar av hovedsakelig av B-laktoglobulin, a-laktalbumin, serumalbumin og
immunoglobiner (McKellar 1989; Walstra et al. 2014).

Fersk melk er ogsa et biologisk aktivt produkt med en rekke naturlig iboende enzymer.
Melken er i hovedsak steril nar den skilles ut fra kuas melkekijertler (med mindre dyret har en
infeksjon), men vil allerede i juret kontamineres noe med bakterier som har entret
spenekanalene. De vanligste typene av forurensingsbakterier forbundet med jurets indre er
Staphylococcus ssp., Micrococcus og Corynebacterium bovis. Bakterietallet i melken rett etter
hygienisk mekanisk melking vil variere fra ku til ku, og kan ligge pa alt fra nesten ingen ting
til sa mye som 15.000 CFU/mL (der CFU = «colony-forming units»/kolonidannende enheter)
(Bylund 2003; Muir & Banks 2003; Quigley et al. 2013; Walstra et al. 2014).



1.2 Kontaminering og mikrobiell vekst

Etter at melken har forlatt juret og under videre bearbeiding vil graden av kontaminering
vanligvis gke. | fglge Walstra et al. (2014) vil bakterietallet i fersk melk fra friske kuer
vanligvis ligge under 100 CFU/mL gitt aseptisk melking, og i blandet melk etter god
hygienisk melking pa rundt 10.000 CFU/mL eller lavere. Er derimot hygienestandarden
darlig, kan bakterietallet nzerme seg sa mye som en million CFU/mL melk.

Kilder til bakteriene i melk fra friske dyr kan veere mange, slik som for, jord og makk, i
tillegg til spener og jur som nevnt. A sgrge for at jur og andre hudoverflater til enhver tid er sa
rene som mulig er derfor vesentlig, og understreker viktigheten av a vedlikeholde god hygiene
og renslighet i fjgset. Den starste graden av kontaminering stammer gjerne fra melke- og
lagringsutstyr pa garden og fra utstyr under transport til meieriet. Den viktigste arsaken er
utilstrekkelig rengjorte overflater i utstyret, hvor til og med svaert sma gjenvaerende
melkeforekomster kan fungere som grosted, spesielt for psykrotrofe bakterier. Rester av melk
(og vaskevann) vil fort kunne inneholde 10° bakterier per mL, noe som betyr at bakterietallet i
100 L fersk melk vil gke med hele 10.000 CFU/mL dersom den kontamineres med bare 1 mL
melkerester (Hantsis-Zacharov & Halpern 2007; McPhee & Griffiths 2002; Walstra et al.
2014).

Pasteurisering eller annen type varmebehandling pa meieriet skal i hovedsak inaktivere
bakterier som er til stede i melk, men ofte inntreffer rekontaminering av melken i ulik grad.
Biofilm kan vere en slik vedvarende kilde til kontaminering i meieriindustrien og stammer
ofte fra mangelfull rengjering. Begroing av slike «samfunn» av bakterier i utstyret kan veere
vanskelig bade a oppdage og bli kvitt. Pasteurisering vil heller ikke veere tilstrekkelig for a
drepe varmestabile bakteriesporer som kan ha havnet i melken, og kan i motsetning heller fare
til aktivering av sporene. Disse kan ha evnen til & vokse frem i kjglelagret melk etter
varmebehandling dersom de stammer fra psykrotrofe bakterier. Enkelte typer bakterier er
dessuten termotolerante, noe som inneberer at de i sterre grad taler hgye temperaturer og
dermed kan overleve visse typer varmebehandling (Quigley et al. 2013; Samarzija et al. 2012;
Simdes et al. 2010; Walstra et al. 2014).

I tillegg til & veere et naringsrikt medium, har melk ogsa hgy vannaktivitet og relativ ngytral
pH. Dette medfarer gode vekstforhold for mange typer mikroorganismer (Quigley et al.

2013). | fglge Bylund (2003) grupperes gjerne bakterier med evne til  vokse i melk som



melkesyrebakterier, koliforme bakterier, smagrsyrebakterier, propionsyrebakterier og
forratnelsesbakterier. Det er ogsa svaert mange bakterier som kan finnes i melk, men som

forekommer mer tilfeldig. Disse har ofte begrensede vekstmuligheter og vil utkonkurreres.

Neringsstoffene bakteriene har behov for kan vere direkte tilgjengelige for dem, eller ma i
starre eller mindre grad farst brytes ned for a kunne utnyttes som neering. Enkelte bakterier
klarer for eksempel ikke a benytte laktose som energikilde, mens andre krever frie aminosyrer
som nitrogenkilde, noe som dermed kan medfgre helt ulik metabolsk aktivitet fra bakterier til
bakterie (Quigley et al. 2013; Walstra et al. 2014). Dette er ogsa arsaken til at mange
bakterier, spesielt forratnelsesbakterier, produserer forskjellige typer ekstracelluleere enzymer.
Eksempler er proteinaser og lipaser som kan hydrolysere henholdsvis proteiner og fett i flere
ledd til mindre og mindre komponenter. Slik sgrger bakteriene for a gjare de naeringsstoffene

som er ngdvendige for egen vekst tilgjengelige for seg selv (Bylund 2003).

Mikrofloraen i ramelk kan ifglge Quigley et al. (2013) veere sveert kompleks, og
sammensetningen vil kunne variere avhengig av blant annet arstid og fortype, geografisk
opprinnelse, besetningens laktasjonsstadier og praksis for melking og rengjegring som utgves
pa garden, for & nevne noe. Den samme utfyllende artikkelen viser ogsa til en rekke studier
som har blitt gjort for & undersgke bade mikrofloraen til stede i melk og mulige kilder til disse
bakteriene, og samtidig at en stor andel av bakterieartene som har blitt detektert ved hjelp av
nyere DNA-sekvenseringsteknologier i disse studiene enna ikke er isolert og karakterisert.
Dette understreker altsa den bakterielle mangfoldigheten i og rundt melk, og at denne er mye

starre enn tidligere antatt.

1.3 Forandringer i mikroflora

Kort tid etter melking som er gjennomfgart under gode betingelser for hygiene, har studier vist
at den dominerende floraen i ramelken bestar av Gram-positive bakterier av slektene
Micrococcus, Streptococcus, Lactococcus og Corynebacterium. Psykrotrofe bakterier er
opprinnelig ikke en del av jurets mikrobiota og utgjar vanligvis mindre enn 10 % av
overnevnte flora i fersk melk. De psykrotrofe bakteriene stammer fra kontaminering under og
etter melking, og & unnga dette i praksis er vanskelig (McPhee & Griffiths 2002; SamarZija et
al. 2012; Sgrhaug & Stepaniak 1997).



Sammensetningen av melkens mikroflora vil imidlertid ikke vere konstant, men dynamisk og
vil over tid kunne forandre seg. Spesielt endret, og bedret, den bakterielle kvaliteten seg fra og
med 1950-tallet da kjaling og kjalelagring av melk ble implementert som obligatorisk
prosesseringstrinn i forbindelse med behandling av melk i industrialiserte land (Samarzija et
al. 2012; Sgrhaug & Stepaniak 1997). Fremdeles kjglelagres melk, bade under lagring far
behandling, under transport, handtering og prosessering, pa utsalgssted og hjemme hos
konsument, og det fokuseres pa a opprettholde en ubrutt kjglekjede. Trenden som har utviklet
seg i meieriindustrien siden har ogsa innebaret en utvidet lagringstid, bade pa garden, under
transport og pa meieriet. Dette skyldes blant annet sentralisering av meieriene og sjeldnere

henting, som igjen skyldes gkonomiske arsaker (Adams et al. 1976; Humbert et al. 1985).

| Norge ser man de samme trendene, illustrert blant annet i TINE SAs arsrapporter. Her vises
det for eksempel til at selskapet ved inngangen av 2015 hadde 31 meierier, mens at det 10 ar
tidligere hadde over 50 produksjonsanlegg. TINE viser ogsa til ngdvendighetene med
effektivisering og bedre ressursutnyttelse, og knytter ogsa nedgangen i meierier med
nedgangen i antall produsenter. Det bekreftes at det i senere tid har blitt feerre og starre
melkebruk med bade flere kyr per gard og gkt produksjon per ku, og at TINE derfor til
stadighet ma legge om og effektivisere inntransporten av melken. Norsk landbrukspolitikk
etterstreber dessuten a tilrettelegge for bosetting og bevaring av kulturlandskap og landbruk i
distriktene, og pa grunn av Norges geografi ma det dermed paberegnes en del transport for &
frakte ravarer over lengre distanser (fra produksjonssted til bearbeiding), slik som melk fra
gardene til meieriene. | TINE SAs siste arsrapport papeker selskapet selv ogsa hvordan de er
med pa a pavirke det ytre miljget og klimagassutslippet i negativ retning grunnet en gkende
transportvirksomhet, men at de stadig jobber med nye strategier og tiltak for blant annet &
redusere utslipp og gjare distribusjonen mer klimavennlig (TINE SA 2005; TINE SA 2012;
TINE SA 2014).

1.4 Psykrotrofe bakterier

Med innfgring av kjelelagring forbedret melkens holdbarhet seg vesentlig da vekst av
mesofile og termofile bakterier ble begrenset, og dermed ogsa blant annet forekomsten av
ugnsket syrning av melkesyrebakterier (Law 1979). En lagringstemperatur pa rundt 4 °C farer
imidlertid til en seleksjon for en psykrotrof flora. Det skjer en endring i den mikrobielle

sammensetningene da Gram-positive og -negative psykrotrofe bakterier som er til stede i
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melken far muligheten til & vokse frem og dermed erstatter den opprinnelige dominante
Gram-positive mesofile floraen. Uavhengig av graden av psykrotrof kontaminering, kan en
psykrotrof flora likevel bli dominerende i melk innen 24 timer ved 4 °C. | kjglelagret
ubehandlet melk vil denne floraen kunne utgjere rundt 70 til mer enn 90 % av den totale
mikrobiologiske populasjonen (Lafarge et al. 2004; Quigley et al. 2013; SamarZija et al. 2012;
Sgrhaug & Stepaniak 1997).

Betegnelsen psykrotrof betyr kuldetolerant, og benyttes om bakterier som har evne til vekst
og reproduksjon ved 7 °C eller lavere, uavhengig av bakterienes optimumstemperatur (som
gjerne ligger mellom 20 og 30 °C). Denne evnen skyldes at bakteriene har mulighet for a
endre fettsyresammensetningen i cellemembranen, slik at fluiditeten, og dermed ogsa
aktiviteten deres, opprettholdes selv om temperaturen synker. Psykrotrofe bakterier ser
dessuten ut til bedre a tale miljgforandringer, og man tror at deres intracellulzere organisering
gjer dem mer robuste mot kulde. I tillegg vil lav temperatur fare til mer lgselig oksygen, noe
som disse bakteriene utnytter godt (Birkeland 1987; Bylund 2003; Samarzija et al. 2012).

Psykrotrofe bakterier forekommer de fleste steder i naturen, slik som i jord, vann, vegetasjon
og pa dyr, og noen fa kan ogsa finnes i luft. Fordi de fleste i tillegg har evnen til & feste seg til
faste overflater, spesielt rustfritt stal, er det disse bakteriene som ofte danner biofilm, til tross
for vask og desinfeksjon (McPhee & Griffiths 2002; Samarzija et al. 2012; Simdes et al.
2010).

En rekke studier har blitt gjort for & undersgke mikrofloraen i kjglt ubehandlet melk i den
farste tiden etter melking (0-48 timer). Hantsis-Zacharov og Halpern (2007) viste i sin studie
at psykrotrofe bakterier isolert fra kjglelagret melk besto av bade Gram-positive og —negative
bakterier tilhgrende de sju taksonomiske klassene Gammaproteobacteria, Bacilli,
Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Flavobacteria og Sphingobacteria.
De tre farstnevnte klassen utgjorde en dominerende andel av de totale funnene. I samme
studie fant de ogsa at rundt 20 % av isolatene sa ut til & vere nye arter. De mest
forekommende Gram-negative bakterieslektene har vist seg a vaere Pseudomonas,
Aeromonas, Serratia, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Enterobacter og
Flavobacterium (Hantsis-Zacharov & Halpern 2007; Lafarge et al. 2004; Raats et al. 2011).
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1.5 Pseudomonas

Pseudomonas er den bakterieslekten som vanligvis er forbundet med og dominerer nar
gdeleggelse av kjglelagret ubehandlet eller pasteurisert melk inntreffer. For eksempel viste
Adams et al. (1975) at 70-90 % av de isolerte bakteriene fra ubehandlet melk lagret ved 4 °C i
en uke var av denne slekten, mens Craven og Macauley (1992) i sine studier viste at
tilsvarende tall var 87 % i pasteurisert melk (Chen et al. 2003; McPhee & Griffiths 2002;
Sgrhaug & Stepaniak 1997).

Pseudomonader er Gram-negative, stavformede, aerobe bakterier som beveger seg ved hjelp
av polare flageller. Slekten har hgy genetisk diversitet og er metabolsk allsidig, og fordi slike
bakterier ogsa er tilpasningsdyktige og klarer a overleve i mange forskjellige miljger, finnes
de «overalt». De er ikke-fermentative, men katalase- og ofte oksidase-positive. Som de fleste
andre psykrotrofe bakterier har ogsa disse evne til a feste seg til og leve pa faste overflater,
som for eksempel pa redskap og utstyr. Sammenlignet med andre bakterier er i tillegg
generasjonstiden kort, til tross for temperaturer pa 0 til 7 °C (sa kort som under 4 timer). |
studier gjort av Mayerhofer et al. (1973) viste for eksempel generasjonstiden til P. fluorescens
P26 seg ved 4, 10 og 21 °C & vaere henholdsvis 10, 5,5 og 4,5 timer. Ogsa Lebert et al. (1998)
undersgkte gjennomsnittlig generasjonstid hos et utvalg av P. fluorescens og P. fragi under
vekst pa kjgttmedium, og fant at ved 7, 16 og 25 °C (og vannaktivitet aw lik hhv. 0,970, 0,987
og 1) 13 denne pa rundt henholdsvis 9,5, 2 og 0,7 timer. Enkelte av artene i slekten har ogsa
den laveste teoretiske minimumsveksttemperatur (-10 °C). Ved lave temperaturer er
Pseudomonas’ lag-fase kort, mens den stasjonere fasen kan veere svert lang. Dette gjar at
bakteriene kan overleve lenge i melkerester (McPhee & Griffiths 2002; Samarzija et al. 2012;
Scatamburlo et al. 2015; Simdes et al. 2010; Sgrhaug & Stepaniak 1997).

| neeringsmiddelindustrien er Pseudomonas altsa en type bakterier spesielt forbundet med
kontaminering og utilstrekkelig renhold. Yitterligere forverrende er det dessuten dersom
bakteriene som er til stede i melkerester som blandes inn i ny, fersk melk, er i ferd med & ga
inn i eksponentiell vekstfase. Dette vil avhenge av hvor langt bakteriene har kommet i
lagfasen (tilpasningsfase), men kan ofte vere realistisk med tanke pa blant annet intervallene
melk hentes i pa garden. Samtidig skal det ogsa sies at selv om hygienen er svart god, er det
som tidligere nevnt nesten uunngaelig at det i praksis likevel forekommer noe kontaminering

med sma bakteriemengder. Blant annet kan sprekker, overganger, pakninger og darlig
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designet anlegg bidra til vanskeligere vask og mindre effektiv desinfeksjon (McPhee &
Griffiths 2002; Sgrhaug & Stepaniak 1997).

Pasteurisering eller annen type varmebehandling praktiseres nar melken ankommer meieriet
og innebeerer & utsette melken for en gitt temperatur i en gitt tid. En vanlig type behandling er
HTST (high-temperature, short-time) hvor temperatur-tid-kombinasjonen er 72 °C i 15
sekunder. Den viktigste hensikten er som tidligere nevnt a redusere antallet
kvalitetsforringende og/eller sykdomsfremkallende bakterier. Dette medfarer en forlenget

holdbarhet og at melken er trygg for forbruker a konsumere (Quigley et al. 2013).

Selv om pasteuriseringen dreper Pseudomonas ssp. og andre psykrotrofe bakterier, er det
likevel disse bakteriene som vanligvis isoleres fra pasteurisert melk. Dette skyldes
rekontaminering etter pasteurisering, og kan forekomme i forbindelse med blant annet
tapping. | falge McPhee og Griffiths (2002) er Pseudomonas fluorescens en dominerende art i
forbindelse med gdeleggelse av bade ubehandlet og pasteurisert melk. Ogsa denne finnes bade
i jord og vann, og navnet stammer fra artens evne til  produsere det fluoriserende pigmentet
pyoverdin (McPhee & Griffiths 2002; Samarzija et al. 2012).

Ifalge Serhaug og Stepaniak (1997) vil rekontamineringsmengden av psykrotrofe bakterier
korrelere bedre med melkens holdbarhet, enn det totale bakterietallet i nylig pasteurisert melk.
Graden av rekontaminering er derfor en viktig begrensende faktor med tanke pa holdbarhet. |
artikkelen deres illustreres dette med et eksempel pa hvordan rekontaminering med kun 1
CFU/mL Pseudomonas spp. teoretisk sett kan fgre til en kvalitetsadeleggende mengde pa
3-107 CFU/mL i lgpet av bare 10 dager, dersom generasjonstiden ved 4 °C er 9,4 timer.

1.6 Hydrolytiske enzymer

Flere arter av slekten Pseudomonas og de fleste andre psykrotrofe bakterier har evnen til &
produsere og skille ut hydrolytiske enzymer. Ulike typer enzymer kan bryte ned viktige
bestanddeler i melk, og én bakterieart kan ofte produsere flere forskjellige slike enzymer.
Dette er som nevnt for at bakterien skal skaffe seq tilstrekkelig med riktige typer
naeringsstoffer for vekst. | forbindelse med kvalitetsforringelse og skonomiske tap knyttet til
meieriprodukter er spesielt hydrolytiske varmestabile enzymer produsert av Pseudomonas
ssp. og Bacillus ssp, slik som proteinaser, lipaser og fosfolipaser, et hovedproblem (McKellar
1989; Samarzija et al. 2012).
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Om bakterier har evne til & produsere ekstracellulaere enzymer, og i sa fall hvilke(n), vil ogsa
veere stammeavhengig. Samtidig vil ogsa mengdene av enzym som produseres avhenge av en
rekke faktorer som regulerer enzymproduksjon. Blant annet vil bakteriens vekstfase, tilgangen
til nering, pH, temperatur og tilstedevaerelse av oksygen vare av betydning (Juffs et al. 1968;
McPhee & Griffiths 2002). Ulike resultater for nar i vekstfase maksimal enzymproduksjon
inntreffer har blitt rapportert. Enkelte studier har funnet at dette skjer tidlig i log-fase parallelt
med vekst, men flertallet viser heller til at dette skjer i sen logaritmisk fase og/eller tidlig
stasjonzer fase, eller i kulturer som har nddd 108 CFU/mL (Chen et al. 2003). | fglge Sgrhaug
og Stepaniak (1997) vil ekstracellulare enzymer skilles ut hovedsakelig pa slutten av log-fase,
mens Juffs et al. (1968) i sine studier viste hvordan proteolytisk aktivitet ikke ngdvendigvis er
proporsjonal med vekst hos flere arter av Pseudomonas. Dette ser ut til & vaere avhengig av
blant annet stamme og vekstmedium (McKellar 1989). Mange studier har blitt gjort, og for
ulike stammer av P. fluorescens har det flere ganger blitt vist at hgyest proteinaseproduksjon
inntreffer ved temperaturer (15-20 °C) lavere enn temperaturene som gir den hgyeste
bakterieveksten (25-30 °C). Blant annet viste Glgi et al. (1991) etter undersgkelser av en
stamme av P. fluorescens, at maksimal proteinaseproduksjon for denne bakterien inntraff ved
17,5 °C, og at denne aktiviteten da var dobbelt sa hgy som ved bade 8 °C og 30 °C (Giigi et
al. 1991; Juffs et al. 1968; McKellar 1982).

I motsetning til melkens iboende enzymer og Pseudomonas-bakteriene selv, er de bakterielle
enzymene som oftest sveert varmestabile. Dette innebarer at de bakterieproduserte enzymene
i stor grad forblir aktive, til tross for varmebehandling. Akkurat som hos bakteriene som
produserer dem, kan ogsa enzymene fungere ved lave temperaturer (Cempirkova & Mikulova
2009; Law 1979; McPhee & Griffiths 2002; Samarzija et al. 2012).

Etter pasteurisering (72 °C i 15 sekunder) vil gjerne rundt 60-70 % av aktiviteten bevares hos
enzymer produsert av Pseudomonas ssp.. Ogsa til tross for sterilisering av melk, der

temperaturen melken utsettes for er vesentlig hgyere (f.eks. 138 °C i 2 sekunder eller 149 °C i
10 sekunder), er det pavist hvordan et stort antall av enzymene er i stand til & forbli aktive. Sa

mye som 30-40 % av aktiviteten kan besta etter slik sterilisering (Samarzija et al. 2012).

De fleste artene av Pseudomonas produserer én type proteinaser. Disse er typiske sink-
metalloenzymer med ngytral eller basisk optimums-pH (~7 eller 8-9), og vanligvis med
molekylmasse rundt 40-50 kDa. McKellar (1989) viser i tillegg til flere studier som papeker at

enzymene ogsa er aktive ved pH 6 og ved temperaturer pa 4 °C, at pl kan variere mye (5,1 til
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8,8) og at de er monomerer bestaende av én enkelt polypeptidkjede. De har et hgyt innhold av
hydrofobe aminosyrer og mangler sulfhydrylgrupper, som vil si at de derfor ikke danner
interne svovelbroer. Optimumstemperaturen ligger gjerne ved 30 til 45 °C, mens ved
temperaturer som overskrider 50-60 °C vil de ikke lenger veere aktive. Proteinaser fra P.
fluorescens er den mest tallrike gruppen av proteinaser fra psykrotrofe bakterier, men
samtidig inkluderer den likevel de enzymene med starst homologi (Chen et al. 2003; Sgrhaug
& Stepaniak 1991).

Christen og Marshall (1984) undersgkte i sin studie utvalgte egenskaper hos P. fluorescens
P27 isolert fra melk, og fant lignende resultater. De rapporterte at proteinaseaktiviteten var
hay ved pH 6 til 8, men hgyest ved pH 6, og at optimumstemperaturen for samme proteinase
var nar 37 °C. Aktiviteten var fortsatt relativt hgy ved 5 °C, og ble svakt redusert ved
temperatur like over 45 °C. De undersgkte ogsa effekten av ulike medier, og observerte at
typene av medier som ble benyttet her ikke hadde effekt pa proteinasens aktiveringsenergi.
Det de imidlertid sa var at bakteriestammen ga endring i medienes pH mens den vokste, og at
pHen i alle de tre mediene gkte til omtrent samme verdi, selv om start-pH var ulik for de tre.
Forfatterne foreslar at arsaken kan veere at bakterien produserte dekarboksylaseenzym, som
har evnen til & hydrolysere den hgye konsentrasjonen av aminosyrer som var til stede i
mediene til aminer (Christen & Marshall 1984).

En annen P. fluorescens-stamme, AR-11, ble undersgkt av Alichanidis og Andrews (1977),
som fant at aktiviteten hos bakteriestammens ekstracellulare proteinase var optimal rundt 35-
37 °C og at den fortsatt var relativt aktiv ved lav temperatur. | denne studien ble det rapportert
at 33 % av den maksimale aktiviteten fremdeles ble uttrykt ved 4 °C, og 72 % ved 20 °C.
Ogsa Mayerhofer et al. (1973) har karakterisert egenskaper hos en stamme av P. fluorescens
kalt P26, og fant at optimale forhold for enzymproduksjon ved bakterievekst i dette forsgket
var i BHI-buljong ved pH 7,5 og temperatur pa 21 °C. For denne stammen og ved disse
forholdene var proteinaseproduksjon ved 21 °C klart overlegen produksjon ved bade 10, 32
og 37 °C.

De aller fleste proteinaser produsert av Pseudomonas ssp. er ekstremt varmestabile, og
enkelte kan til og med vere stabile selv etter at melk har veert varmet opp til og holdt ved 100
°C i 30 minutter. Haye temperaturer over tid vil kunne eliminere en del av de aktive
enzymene, men sa kraftige og/eller vedvarende varmebehandlinger av melk vil uansett mest
sannsynlig fare til uakseptabelt og edelagt produkt. Dette bekreftes blant annet av Alichanidis
og Andrews (1977), som gjorde studier pa varmeinaktivering av isolert proteinase fra P.
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fluorescens, og fant at varmebehandling med hgy temperatur (130 °C i 25 sekunder, 140 °C i
17 sekunder eller ved 150 °C i 8,5 sekunder) for inkubering ved 35 °C med substrat, ga 50 %
inaktivering. Mayerhofer et al. (1973) rapporterte at proteinase produsert av P. fluorescens
P26 krevde hele 9 minutter ved 120 °C for 90 % reduksjon i aktivitet.

En medvirkende drsak til at mye av aktiviteten bevares, kan veere at kalsiumioner og
melkeprotein skaper en viss stabiliserende effekt. De store mengdene protein og opplest
kalsiumsalt som finnes i melken vil dermed kunne fare til bedre beskyttelse mot bade
autoproteolyse (selvnedbrytning) og denaturering (utfolding av tredimensjonal struktur) av
proteinasene. At bade myse, kasein og spesielt melk hadde en signifikant beskyttende effekt
sammenlignet med vann, bekreftes blant annet i studier tidligere omtalt gjort av Mayerhofer et
al. (1973). Ett unntak kan ses ved temperaturvinduet 55-60 °C, hvor det har blitt registrert
hvordan mange av proteinasene blir inaktive. Arsaken skyldes imidlertid at det dannes et
enzym-kasein-kompleks i melken, og ikke autoproteolyse (Chen et al. 2003; McKellar 1989;
McPhee & Griffiths 2002; SamarZija et al. 2012; Serhaug & Stepaniak 1997).

En konsekvens av aktive ekstracelluleere proteinaser produsert av psykrotrofe bakterier i ellers
steril melk, er koagulering eller dannelse av gel under lagring. Dette skjer som falge av
proteinasenes evne til & hydrolysere k-kasein, asi-kasein og p-kasein, som farer til fysisk
destabilisering av det kolloidale systemet. Samtidig vil melkens lukt og smak forringes, og
kan oppleves som blant annet uren, bitter og/eller gjeret. Proteinasene har imidlertid lav
aktivitet pa ikke-denaturert myseprotein (McPhee & Griffiths 2002; Samarzija et al. 2012;
Sgrhaug & Stepaniak 1997).

De bakterielle lipasene vil kunne hydrolysere melkefett til frie fettsyrer og fare til nedsatt
fettkulestabilitet. Ogsa disse komponentene resulterer i endret lukt og smak pa melken, og vil
kunne prege spesielt fettrike meieriprodukter. Fosolipaser slik som lecitinase, er en gruppe
hydrolyserende lipaser som er i stand til & gdelegge fettglobulmembranen. Nar fosfolipasene
hydrolyserer melkefett og lecitin, vil fett og frie fettsyrer lekke ut fra fettglobulene til melkens
serum og der veere tilgjengelig for andre lipaser. Destabiliserte fettglobuler vil i tillegg fare til
redusert emulsjon. Meieriprodukter med gkt innhold av frie fettsyrer kan oppleves som
harske, urene, bitre og/eller med smak av sape. Harskheten skyldes kortkjedede frie fettsyrer
med kjedelengde pa 4 til 8 karbonatomer, mens sapet, bitter og uren smak skyldes frie
fettsyrer med medium kjedelengde (10-12 karbonatomer). De lengre fettsyrene med 14-18

karbonatomer vil derimot ikke gi smak. Det har blitt rapportert at forandring i smak blir
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tydelig nar konsentrasjonen av frie fettsyrer i melken overskrider mellom ca. 8,0 g/kg
(medium kjedelengde, C8) til 27,5 mg/kg (kort kjedelengde, C4) (Samarzija et al. 2012).

Bakterietallet og den proteolytiske aktiviteten i melk trenger som tidligere beskrevet
ngdvendigvis ikke & samsvare med hverandre, og det er derfor behov for metoder for & pavise
grad av proteolytisk aktivitet og slik kunne forutsi potensialet for gdeleggelse av
melkeprodukter. Det finnes mange metoder og varianter for deteksjon av proteolytisk aktivitet

fra psykrotrofe bakterier, med forskijellig sensitivitet, hurtighet, palitelighet og anvendelse.

En av de eldre metodene er diffusjonsanalyse, hvor enzymaktivitet resulterer i klaringssoner
pa turbid melkeagar, kaseinagar eller lignende. Klaringssonene oppstar dersom enzymer, som
er i stand til & hydrolysere og lgse opp proteinet i agaren, er til stede i tilsatt preve. Jo hayere
enzymkonsentrasjon i prgvematerialet som testes, jo raskere og/eller starre sone oppstar rundt
kolonien under inkubering (McKellar 1989; Saran et al. 2007).

Det finnes ogsd mange metoder som baserer seg pa deteksjon av proteolytiske produkter fra
proteinsubstrater. Farst behandles prgven som skal undersgkes ved a fjerne eventuelt lgselig
substrat som ikke er degradert ved hjelp av felling med trikloreddiksyre (TCA), far filtrering
eller sentrifugering av prgven for a separere vekk det utfelte substratet fra de lgselige
proteolytiske produktene. Deretter fglger kvantitativ bestemmelse av enzymaktivitet ved a
male mengde nedbrutt substrat i TCA-lgselig fraksjon. De proteolytiske produktene kan for
eksempel detekteres direkte med UV-absorpsjon eller indirekte ved videre reaksjon med for
eksempel ninhydrin (kolorimetrisk metode) eller fluoriserende reagenser (fluorimetrisk
metode). Mengden av proteolytisk produkt gir et mal pA mengden proteinase til stede. Et
eksempel pa en spektrofotometrisk metode som har blitt mye benyttet er Hulls metode, som
baserer seg pa kvantifisering av fritt tyrosin og tryptofan (Hull 1947). Andre metoder baserer
seg pa deteksjon av proteolytiske produkter fra proteinderivater. | disse tilfellene modifiseres
proteinsubstratet for degradering av enzym inntreffer, for eksempel ved kovalent bundet farge
(for eksempel azokasein), radioaktiv merking, protein merket med fluoriserende kjemikal
eller protein merket med enzym (Anson 1938; Christen 1987; McKellar 1989).

Mange av metodene nevnt hittil har blitt forbedret og forandret med tiden og tilpasset etter
behovene i hvert enkelt tilfelle, for eksempel den fluorimetriske metoden beskrevet av

Francoeur et al. (2001). Blant annet papeker McKellar (1981) at & avgjgre proteolysegrad
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basert pa mengde frigjort tyrosin, slik som i Hulls metode, er en lite sensitiv metode da
proteolytiske nedbrytningsprodukter i melk kan mangle tyrosin. Til tross for stadige
forbedringer er flere av metodene fremdeles tidkrevende og mangler hgy sensitivitet. | senere
tid har det derimot blitt utviklet og tatt i bruk immunologiske metoder, slik som RIA
(radioimmunoassay) og ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Disse
analysemetodene er relativt hurtige og sensitive, og skiller seg vesentlig fra de overnevnte da
de maler mengde proteinase til stede og material-antigenisitet relatert til disse proteinasene
(sammenhengen mellom antigen og antistoff). Et eksempel pa en variant av en slik
analysemetode er beskrevet av Matta og Punj (2000), som har vist hvordan det er mulig &
utvikle typer av ELISA som kan benyttes for & detektere blant annet proteinaser produsert av
Pseudomonas i melk.

Grad av og menster i proteinnedbryting relatert til proteinaseaktivitet kan ogsa undersgkes
ved bruk av ulike varianter kapillzerelektroforese (CE) og HPLC, som beskrevet av blant
annet Heck et al. (2008), Glatz (2006) og Recio et al. (1996). Det finnes alltid fordeler og
ulemper tilknyttet de forskjellige metodene, og hvilken som bar velges og er best egnet, ma
vurderes ut ifra hvert enkelt tilfelle. For deteksjon av lipaser og fosfolipaser er det ogsa
utviklet og benyttet en rekke metoder, mange av dem med de samme prinsippene som

beskrevet ovenfor for analyse av proteinaseaktivitet (McKellar 1989).

1.7 Kvalitet, gdeleggelse og kontroll

Vekst av psykrotrofe bakterier eller sporer som germinerer i melk og andre meieriprodukter er
en viktig arsak til at disse produktene far en uakseptabel kvalitet. De psykrotrofe bakteriene
vil som beskrevet hovedsakelig kunne fare til bade redusert protein- og fettkulestabilitet, gkt
svinn i produksjon av meieriprodukter og feil tilknyttet konsistens, tekstur, farge, smak og
lukt (Birkeland 1987).

Ifalge Walstra et al. (2014) kan det veere skadelig for et meieriprodukt dersom antallet
psykrotrofe bakterier kommer opp i 10° per mL melk, mens smaksdefekter kan oppsta farst
nar tallet overstiger 107. Sgrhaug og Stepaniak (1997) rapporterte i sin artikkel at gdeleggelse
av pasteurisert melk inntreffer ved psykrotroftall pa rundt 6-7,5 log CFU/mL, og som nevnt
ogsa hvordan disse grensene vil kunne nas relativt raskt nar slik kontaminering farst har
funnet sted. Ngyaktig hvor store mengder som trengs far endringer i melken kan pavises, vil

variere bade mellom ulike slekter og ulike arter. | den forbindelse kan det kan faktisk se ut il
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at antall bakterier ikke er like viktig som type bakterie. Da varmestabile proteinaser og andre
bakterielle ekstracellulaere enzymers aktivitet i melk kan fare til bade sensorisk og funksjonell
gdeleggelse av melk bade far og etter varmebehandling, betyr kvalitetsforringelse av melk
altsa ngdvendigvis ikke at levende bakterier ma veere til stede nar nedbrytning av melkens
komponenter begynner og gdeleggelse til slutt inntreffer. Dette betyr ogsa at melkens innhold
av psykrotrofe bakterier far varmebehandling og prosessering vil ha betydning for det ferdige
produktets holdbarhet grunnet enzymproduksjon, og at lagringstiden til ubehandlet melk bar
minimeres (McKellar 1989; Samarzija et al. 2012; Serhaug & Stepaniak 1997).

Uansett krever dette at det i meieriindustrien til enhver tid fokuseres pa god hygiene og GMP
(«god tilvirkningspraksis»), og illustrerer hvordan grunnlaget for god kvalitet legges allerede
pa garden. McKellar (1989) papeker dessuten at kunnskapen om de miljgmessige og
ernzringsmessige faktorene som pavirker psykrotrofe bakteriers enzymproduksjon enna er
begrenset, og for a redusere og/eller eliminere disse typene enzym i meieriprodukter kan det

derfor vere nyttig med et sterre fokus pa nettopp a skaffe slik kunnskap.

Neringsmiddelindustrien gnsker a stimulere til produksjon av ravarer med kvalitet i trad med
deres behov, og i dag har derfor meieriindustrien i mange land implementert ordninger der
leverandgrene far betalt avhengig av melkens kvalitet. | Norge blir all melk som mottas pa
meieriene kontrollert og analysert for blant annet celletall, totaltall, innhold av medisinrester
og for unormal lukt eller smak. I tillegg til a sikre trygg melk av god kvalitet, gir slik kontroll
faktiske retningslinjer som leverandgrene kan forholde seg til. TINE SA opererer med
gradering av mottatt rd melk, der klassifiseringen kan resultere i pristillegg eller —trekk til
produsenten ved henholdsvis ekstra god og (svert) darlig kvalitet. En rekke kriterier ma
oppfylles for at melken skal kunne mottas og benyttes til menneskekonsum, og er beskrevet i
TINEs kvalitetsregelverk fra 1.1.15. For at melken skal kunne kalles elitemelk og gi
pristillegg til TINE SAs leverandgrer, ma den blant annet oppfylle krav bade om celletall pa
230.000 celler/mL eller lavere, og bactocount-tall pa 100.000 BC/mL eller lavere. Meieriet vil
ikke ta imot melk dersom et av disse tallene nar eller overskrider 400 000 celler/mL eller
BC/mL (Barbano et al. 2006; TINE SAs kvalitetsregelverk 2015). TINE SA benytter
BactoCount for utregning bakterietall i kumelk, og omregningsfaktoren til CFU/mL som det
opereres med i Norge er 5 (3,3 internasjonalt). Etter norsk omregning betyr dette at
bakterietallene ma vare lik eller lavere 20.000 CFU/mL for elitemelk, og at melken ikke tas
imot dersom tallet nar eller overskrider 80.000 CFU/mL (Haug 2014).
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1.8 Hensikt

Hensikten i denne oppgaven var a undersgke vekst og metabolsk aktivitet i melk over tid ved
tre ulike temperaturer, hos to ulike stammer av P. fluorescens. Proteolytisk aktivitet av
ekstracellulere proteinaser var av serlig interesse. Stammene ATCC 13525 og ATCC 17400
ble benyttet. Bakterieartens generelle mgnstre skulle studeres, men de to stammene skulle
ogsa sammenlignes med hverandre for & se mulige likheter og forskjeller mellom stammer av
samme art. Det var gnskelig a gjere oppgaven tilnermet faktiske forhold, for eksempel med
tanke pa inokulerte bakteriemengder, inkubasjonstemperaturer og —tider, for dermed ogsa a

kunne relatere funnene til meieriindustrien i praksis.
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2. MATERIALER OG METODER

2.1 Bakteriestammer, prgvemateriale og dyrkningsforhold

To stammer av Pseudomonas fluorescens ble benyttet i forsgket: A) P. fluorescens ATCC
13525, og B) P. fluorescens ATCC 17400, der begge var blitt dyrket frem pa Pseudomonas
CFC agar pé skal ved 22 °C i to dggn og levert fra A. L. Holck fra Nofima, As, Norge.

Podemateriale fra hver av stammene ble inokulert i rer med steril naringsbuljong (tillaget
etter oppskrift for Nutrient Broth fra Oxoid, Hampshire, England, med ingrediensene Lab-
Lemco-pulver, gjeerekstrakt, Pepton og natriumklorid fra samme leverandgr, autoklavert ved
121 °C i 15 minutter i Getinge autoklav, Oslo, Norge) og inkubert aerobt ved 22 °C i 24
timer. Deretter ble stammene igjen podet om til neringsbuljong i mengde tilsvarende 1 %

(vol:vol, 0,05 mL:5 mL) og pa ny inkubert aerobt ved 22 °C i 24 timer.

Bakteriekonsentrasjonen i hver kultur ble bestemt ved hjelp av platespredning. Det ble tillaget
10-ganger fortynningsrekke i rar med 9 mL steril Ringers lgsning (tillaget fra Ringer tablett,
Merck, Darmstadt, Tyskland) for hver stamme. Fra egnede fortynninger (-4, -5, -6 og -7) ble
0,1 mL spredt ut i parallell pa skaler med steril, ferdigstept PCA (Plate Count Agar, Oxoid).
Skalene ble inkubert ved 30 °C i 24 timer far registrering av antall fremvokste kolonier ble
gjort pa tellbare skaler. For a finne de to kulturenes bakteriekonsentrasjon, ble et vektet
gjennomsnitt regnet ut basert pa de skalene fra hver kultur som hadde et antall kolonier pa
mellom 30 og 300 stykk. Videre ble igjen prosessen for ompoding og inkubering repetert, slik
at stammene var podet om totalt tre ganger med 24 timers intervaller.

For & sikre at det samme podematerialet ville bli benyttet i forsgkets tre deler, ble alt
podematerialet som skulle benyttes til inokulering av melk opparbeidet pa forhand, fordelt i
mange mindre enheter i passende mengde og konsentrasjon, og fryst ned. Pa grunnlag av
platespredningene ble bakteriekonsentrasjonene for stamme ATCC 13525 og ATCC 17400
beregnet til & vaere henholdsvis ~107 og ~102 bakterier i 24-timers kultur. Stamme ATCC
17400 ble fortynnet i Ringers lgsning (Merck) én gang (vol:vol, 1 mL:9 mL). Begge kulturene
skulle dermed inneholde 107 bakterier per mL, og hver av kuturene ble videre fortynnet 100
ganger ved at 1 mL kultur ble overfort til en flaske inneholdende 100 mL steril 15 % glyserol-
naeringsbuljong-blanding (forhold 50 mL:50 mL 30 % glyserol tillaget fra 85 % glyserol,
Merck og sterilt vann, og neringsbuljong fra Nutrienth Broth, Oxoid, tillaget som tidligere
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beskrevet) (vol:vol, 1 mL:100 mL). De to glycerol-buljong-blandingene podet med hver sin
bakteriestamme ble deretter overfart til sterile eppendorfrar i mengder pa 1,2 mL (totalt ca. 45
rer per stamme). Eppendorfrarene skulle etter denne prosedyren inneholde en
bakteriekonsentrasjon pa 10° bakterier, slik at senere prosedyre for inokulasjon av melk ville

gi en gnsket startmengde av bakterier pa ~3 log CFU/mL.

Fra et ror fra hver stamme ble det umiddelbart tillaget fortynningsrekke (-1, -2 og -3-
fortynning) og gjort platespredning i parallell pA PCA (-2, -3 og -4-fortynning) med
pafelgende inkubering ved 30 °C i 24 timer. Dette ble utfart for a kunne bekrefte vellykket
fortynning og at eppendorfrarenes endelige bakteriekonsentrasjon virkelig var pa 10°
bakterier per mL, som planlagt. De resterende eppendorfrgrene ble fryst ned og oppbevart ved
-80 °C frem til bruk. 24 timer etter nedfrysing ble i tillegg ett ragr fra hver stamme tint opp og
igjen kontrollert for faktisk bakteriekonsentrasjon, ved a utfgre fortynning, platespredning og

inkubasjon som utfart som beskrevet ovenfor ved test av ufryste rar.

For hver av de to stammene ble det tillaget og fryst ned tre Stock-kulturer, hvert rgr bestaende
av 625 pL kultur og 625 pL 85 % glyserol (Merck). Stock-lgsningene ble fryst ned og lagret
ved -80 °C.

2.2 For-tester av stammene

Fer hovedforsgket ble de to stammene undersgkt med konfirmerende tester. Det ble utfart
Gram-farging etter Grams metode og mikroskopering av Gram-preparat (Leica DM750,
Tyskland), og mikroskopering av vatpreparat (Leica). Vat- og Gram-preparatene viste for
begge stammene henholdsvis stavformede bakterier i bevegelse, og rosafargede, stavformede
bakterier som fglge av Gram-negativitet.

Videre ga testing med 3 % kaliumhydroksid (Merck) et seigt prevemateriale, som bekrefter
Gram-negative bakteriestammer. Boblende/brusende prevemateriale som fglge av kontakt
med 3 % hydrogenperoksid (Merck) bekreftet at bakteriene i de to kulturene ogsa er
katalasepositive. Ved testing med oksidasestrips (Microbiology Bactident Oxidase, Merck)
som ga blatt resultat, ble det vist at bakteriene fra begge stammene ogsa er oksidasepositive.
Avslutningsvis viste stammene seg i tillegg som fluoriserende pa Pseudomonas CFC agar

under UV-lys.
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Det ble ogsa undersgkt om de to 24-timer gamle bakteriekulturene viste evne til &
proteolysere melk. Hver stamme ble fortynnet og overflatespredt pa melkeagar (-6, -7 og -8-
fortynning), som var tillaget ved a blande steril, temperert Nutrient agar fra Oxoid, med
temperert steril UHT-melk (Tine Langtidsholdbar Lettmelk) i forhold 1:10. Skalene ble
inkubert ved 30 °C i 3 degn. Klaringssoner rundt fremvokste kolonier av stamme ATCC
17400 bekreftet proteolyse av melkeprotein grunnet bakterieproduserte, ekstracellulere

proteinaser.

2.3 Inokulering og inkubasjon av melk, vekst og uttak

UHT-melk, Langtidsholdbar Lettmelk (1,2 % fett) produsert av Tine Meierier @stlandet, ble
mottatt direkte fra leverander i 1-liter Elopak Pure-Pak-kartonger. All melken benyttet var fra
samme batch (best far 29.04.15), og ble lagret ved 4 °C frem til bruk.

Vekstforsgket ble utfert i triplikat, og hver del av triplikatet innebar poding av melk med de to
stammene ATCC 13525 («A») og ATCC 17400 («B»), aerob inkubasjon ved tre gitte
temperaturer og regelmessig preveuttak i totalt 120 timer. UHT-melk som skulle podes med
én av bakteriestammene og benyttes som vekstmedium, ble tatt ut fra den samme 1-liter-
kartongen og overfert i mengder pa 300 mL til tre sterile 1-L-glassflasker. Videre ble melken
i de tre flaskene for den enkelte stammen direkte inokulert med bakteriekultur fra nylig
opptinte eppendorfrar, i mengde tilsvarende 1 % (vol:vol, 3 mL:300 mL) for & oppna en
bakteriekonsentrasjon pa ~10° bakterier i melken i hver flaske. De seks flaskene med melk
podet med en av de to stammene ble deretter raskt fordelt pa og overfart til de tre
temperaturene 4, 7 og 22 °C for inkubasjon (én flaske per stamme til hver sin temperatur: A +
Bved4°C,A+Bved7°CogA +Bved 22 °C). To ganger daglig og ved pragveuttak, ble
flaskene ristet grundig for hand for a forsikre aerobt miljg. Under inkubering var korker noe
lasnet opp slik at luft kunne slippe ut og inn av flakene.

O-prover ble tatt ut fra bade én A- og én B-flaske umiddelbart etter poding. Videre proveuttak
ble gjort 5 ganger med 24-timers tidsintervall etter poding, det vil si 24, 48, 72, 96 og 120
timer etter poding, fra samtlige 6 flasker. Det ble ogsa tatt ut blindprgve av upodet melk. Se

Figur 2.3.1 for skisse av forsgkets oppsett.
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Uttak
4°C 0, 24, 48, 72, 96, 120 timer

ﬁﬁﬁ 1% (3 mL)
10°

1LUHT

22°C

Figur 2.3.1: Oversikt over oppsett av forsgk for stamme A. Tilsvarende prosedyre ble gjort for
stamme B, og for hver av forsgkets tre deler.

Ved uttak ble eventuell forandring i melkas utseende og lukt registrert. Alle praver ble tatt ut
sterilt, og hver av disse besto av ca. 30 mL og 5 mL prgvemateriale overfert til henholdsvis
50- og 15-mL-Nunc rer. Totalt ble det tatt ut 33 ulike prever i hver del av forsgket: én
blindprave, én nullprgve for hver av de to stammene farste dag, og deretter 3 uttak hver dag
(grunnet tre ulike temperaturer) over 5 dager for hver av de to stammene (totalt 16 uttak per
stamme). For mikrobiell undersgkelse ble 1 mL prgvemateriale tatt direkte ut fra hver 30-mL-
preve og umiddelbart benyttet til fortynning og platespredning, far Nunc-rarene raskest mulig
ble fryst ned og lagret ved -20 °C for senere prgveopparbeiding og analyser.

Andre og tredje del av triplikatet ble utfgrt pa ngyaktig samme mate som ferste del, med
eneste forskjell at enkelte av de kjemiske analysene i del 2 og 3 ble gjort av et mindre, men

representativt utvalg av alle prevene tatt ut (se utdypende beskrivelser av analyser under 2.4).

24



2.4 Mikrobielle og kjemiske analyser

2.4.1 Vekst av Pseudomonas i melk

De mikrobielle undersgkelsene av bakteriemengder i alle prover tatt ut i forsgket ble
umiddelbart utfert etter uttak. Dette for & sikre at prevenes sammensetning ikke rakk a endre
seg vesentlig etter uttak, far mikrobiologiske og kjemiske analyser.

Fra hver 30-mL-prgve ble det tillaget fortynningsrekker ved at 1 mL prave ble overfart til 9
mL steril Ringers lgsning (Merck) (vol:vol, 10-ganger fortynning til -1. fortynning), innholdet
i fortynningsraret blandet godt, og deretter videre fortynninger. Fra utvalgte, passende
fortynninger ble 0,1 mL spredt ut i duplikat pa skaler med steril naeringsagar (Nutrient Agar,
Oxoid). Dette medfarte ytterligere 10 ganger fortynning pa skal.

Skalene ble inkubert ved 30 °C i 24 timer, for antall kolonier pa hver skal ble talt.
Beregninger ble gjort ut i fra skaler med antall kolonier mellom 30 og 300, for & gi et mest
mulig sikkert estimat pa bakteriekonsentrasjon i den gitte praven. Utregnet konsentrasjon av
bakterier i hver pragve ble utrykt som kolonidannende enheter per milliliter preve (CFU/mL),
og omgjort til logio CFU/mL. Resterende pravemateriale i Nunc-rgrene ble raskest mulig etter
uttak fryst ned ved - 20 °C for oppbevaring frem til utferelse av kjemiske analyser.

Ulike kjemiske analyser ble utfert etter fullfgring av hvert delforsgk. Prgvene tatt ut ble derfor
som nevnt i mellomtiden fryst ned og holdt ved - 20 °C. Prgvene ble tint ved 4 °C over natt (~

16-20 timer) far prgveopparbeiding og kjering av analyser.

2.4.2 Analyse av flyktige forbindelser (HSGC)

Kvantifisering av flyktige forbindelser ble gjennomfart i alle preveuttakene av melk fra del 1
av forsgket. Prgvene ble analysert ved bruk av headspace gas chromatography (HSGC), en

metode tidligere beskrevet av Narvhus et al. (1998).

Pravene ble godt blandet far innveiing (ved bruk av en Mettler PM480 Delta Range Balance,
Mettler Toledo, Norge) 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). Prgvene ble plassert i en Teledyne Tekmar
HT3 automatisk headspace sampler med et 6890 GC system (Agilent Technologies) og en
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flammeioniseringsdetektor. Programvaren som ble benyttet var Open LAB EZChrom (Agilent

Technologies).

Som baeregass 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, og deretter
miksing i 5 minutter ved setting fem. Headspaceflaskene var trykksatt til 10 PSIG i 1.50

minutter for injeksjon, der 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 m, med indre diameter pa 0,53 mm og

filmtykkelse pa 5,0 um. Temperaturprogrammet benyttet under analysen er fremstilt i Figur
2.4.1.

130 °C 1 3 minutter

>

70 °C 1 2 minutter 22 °C/ minutt
53 °C i1 minutt » 15° C/ minutt

Figur 2.4.1: Analysens temperaturprogram viser hvilke temperaturer og tider som ble anvendt.

De flyktige komponentene ble separert basert pa komponentenes ulike flyktighetsgrad og
affinitet til kolonnens stasjonare fase. Identifisering og kvantifisering av de ulike
forbindelsene ble gjennomfart ved kalibrering med standardlgsninger 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-1-butanol, 2-metyl-
1-propanol (Sigma-Aldrich), acetoin, aceton, etanol, 1-butanol, 1-propanol, 2- butanol og 2,3-
pentadion (Merck) (Narvhus et al. 1998).

2.4.3 Analyse av organiske syrer og karbohydrater (HPLC)

Innhold av organiske syrer og karbohydrater ble analysert i alle pravene tatt ut fra forsgkets
tre deler. Analysen ble gjennomfart 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.
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Pragvene ble godt blandet far 1,00 g ble veid (Mettler Toledo) ut i syrevaskede 10 mL
Belcorgr. Prgvene ble tilsatt 2,5 mL ionebyttet vann, 200 pL 0,5 M H2SO4 (Merck) og 8 mL
acetonitril (Merck). Etter tilsetning av acetonitril ble prgvene umiddelbart ristet for hand,
deretter ble de satt i en MultiRS-60 BIOSAN vendemaskin (Montebello Diagnostics A/S,
Oslo, Norge) i 30 minutter. Pravene ble sentrifugert i romtemperatur i 10 minutter ved 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.) og deretter filtrert med 0,2 pm PTFE Membran
(Acrodisc CR 13 mm Syringe Filter, PALL, Storbritannia) over i et HPLC-rar (Agilent
Technologies, USA). Prgven ble forseglet med Chromacol 8-SV plastkork med Chromacol 8-
ST101 septa. 25 uL av preven ble injisert i HPLC-instrumentet.

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
pravene forst kjart 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 H2S04 (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 prgvene 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, 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-detektor (Perkin
Elmer), mens organiske syrer ble detektert ved hjelp av en Perkin Elmer Serie 200 UV/VIS-
detektor (Perkin Elmer) (Marsili et al. 1981).
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2.4.4 Analyse av frie aminosyrer (HPLC)

Identifisering og kvantifisering av frie aminosyrer ble gjennomfart i alle prgvene som ble tatt
ut fra forsgkets tre deler. Analysene ble gjennomfart ved bruk av High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC), en metode beskrevet av Bitikofer og Ardé (1999) og Moe et al.

(2013) med noen modifikasjoner.

Ved opparbeidelse av pravene ble 5,00 g veid inn i et 15 mL sterilt Nunc-rar og tilsatt 5,00
mL indre standardlgsning (0,4 umol/mL L-norvalin (Sigma-Aldrich) i 0,1 M HCI (Merck)).
Pravene ble mikset i omlag 1 minutt pa MS1 Minishaker (Ika, Staufen, Tyskland) og satt i en
vendemaskin MultiRS-60 BIOSAN (Montebello Diagnostics A/S, Oslo, Norge) i 15 minutter.
De ble deretter sentrifugert (Thermo Scientific, Heraeus Multifuge X3R, Tyskland) i 40
minutter ved 3400 rpm og en temperatur pa 4 °C. Det ble tilsatt 0,6 mL 4 % trikloreddiksyre
(Merck) til 0,6 mL av supernatanten i et 1,5 mL eppendorfrgr og blandingen ble mikset i en
minishaker (Gene 2, Scientific Industries, New Tork, NY) far de ble satt pa is i 30 minutter.
Pravene ble sentrifugert i en Eppendorf 5415D Microsentrifuge (Eppendorf, Hamburg,
Tyskland) ved 15600 x g i 5 minutter ved 4 °C. Hver prave ble overfart til en 10 mL steril
sprayte (Becton Dickinson S.A.) med en engangskanyle pa 0,8x40mm (Becton Dickinson
S.A.) og deretter filtrert med 0,2 um cellulose acetat-filter (VWR, USA) over i nye sterile
eppendorfrer. 50 pL av dette ble overfert til et HPLC-rar og lagt pa fryser far analysering (-
20 °C). Resten av prgven i eppendorfraret ble lagret pa fryser som backup.

For separering ble prgvene tilsatt 350 pL boratbuffer (0,4 M med pH 10,2, Agilent
Technologies, Tyskland). Separeringen ble gjennomfart ved bruk av et HPLC-instrument
bestaende av utstyret Agilent 1200 serie pumpe (Agilent Technologies, Singapore), Agilent
1200 serie autoinjektor (Agilent Technologies), Agilent 1200 serie kolonneovn (Agilent
Technologies), Agilent 1200 serie termostat (Agilent Technologies) og en Agilent 1200 serie
fluorescensdetektor. Programvaren som ble benyttet var Open LAB EZChrom (Agilent
Technologies). Far injisering ble prgvene derivatisert, 5 pL prgve ble mikset med 5 uL OPA-
lasning (Agilent Technologies), reaksjonstiden var 0,15 minutter far injisering. 10 pL av hver
preve ble injisert i instrumentet og analysert med en XTera RP 18 kolonne (150 x 4.6 mm;
Waters, Milford, MA) ved hjelp av to mobile faser, A (30 mmol/L natrium-acetat-trihydrat
(Merck), 0,1 mmol/L titriplex 111 (Merck), pH 7,2 og 0,25 % tetrahydrofuran (Merck) og B
(100 mol/L natrium-acetat-trinydrat (Merck) og 0,53 mol/L titriplex 111 (Merck) pH 7,2, tilsatt
80 % acetonitril (Merck)). Kolonnen holdt en temperatur pa 42 °C og hastigheten pa
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mobilfasen var 0,7 mL/min. Gradienten pa mobilfasen var fra 3,3-20,7 % B i 13 minutter,
20,7-30 % B i 12 minutter og 30-100% B i 4 minutter.

Standardlgsninger for kalibrering ble preparert pa samme mate som prgvene som ble
analysert, og komponentene i prgvene ble identifisert og kvantifisert pa bakgrunn av
retensjonstid sammenlignet med standardlgsningene. De kjente aminosyrene var L-
asparaginsyre, L-glutaminsyre, L-asparagin, L-serin, L-glutamin, L-histidin, glycin, L-treonin,
L-citrullin, L-arginin, L-alanin, GABA, L-tyrosin, L-valin, L-metionin, L-norvalin, L-
isoleucin, L-fenylalanin, L-tryptofan, L-leucin, L-ornitin og L-lysin lgst i 0,1 M HCI (Merck)
(Butikofer & Ardd 1999; Moe et al. 2013).

2.4.5 Analyse av flyktige stoffer (TDGCMS)

Tilstedevaerelse av flyktige stoffer ble undersgkt i utvalgte progver tatt ut fra forsgkets tre
deler. De flyktige forbindelsene ble analysert ved bruk av Thermal Desorber Gas
Chromatography Mass Spectrometry (TDGCMS).

Prgvene ble godt blandet fgr innveiing av 10,00 g i al-skaler (volum 106 ml, Plus Pack As,
Odense DK). Skalene ble plassert i et mikroemmisjonskammer (Micro-Chamber/Thermal
Extractor M-CTE250, Markers International Ltd. Llantrisant, UK). De flyktige forbindelsene
ble oppkonsentrert over pa adsorbentrgr, Tenax TA/Carbograph 1TD (Markers International).
Adsorbentrgrene ble videre plassert i et automatisk termisk desorpsjonsinstrument (Thermal
Desorber, TD-100, Markers International), med et 7890B GC system (Agilent Technologies
Inc. Wilmington, De, USA) og koblet til MS Systems, 5975 inert XL Mass Selective Detector
(Agilent Technologies). Som beregass ble det benyttet helium grad 6.0 (Aga) med en flow pa
1 mL/min. Programvaren som ble benyttet var Masshunter GC/MS Acquisition B.07.00.1413
(Agilent Technologies).

Oppkonsentrering av de flyktige komponentene i praven over pa adsorbentrgr, ble gjort i
mikroemmisjonskammeret ved 50 °C i 20 minutter, og med en Nz-flow pa 50 mL/min. Videre
ble adsorbentrgret overfart til et automatisk termisk desorpsjonsinstrument. Her ble prgven
desorbert fra rgret ved 280 °C, 10 minutter og N>-flow 30 mL/min over pa en elektrisk
kjalefelle (Peltier cell) som holdt minus 10 °C. Prgven ble videre desorbert fra kjglefella, hvor
temperaturgkningen var 100 °C/s til 280 °C, holdetid 3 min. og split 10 mL/min., til kolonnen.
De flyktige komponentene ble separert pa en DB-WAXETR GC kolonne (Agilent

29



Technologies). Kolonnen hadde en lengde pa 30 m, med indre diameter pa 0,25 mm og
filmtykkelse pa 0,5 um. GC-temperaturprogrammet var som fglger: 35 °C, 3 min; gkning med
5 °C min til 40 °C, 2 min; gkning med 15 °C min™ til 70 °C, 2 min; gkning med 10 °C min?
til 130 °C; gkning med 10 °C min* til 160 °C, 3 min; gkning med 30 °C min* til 200 °C, 15
min. Komponentene ble detektert med en 5975 inert XL Mass Selective Detector (Agilent
Technologies). Massespektrometerets parametere var elektronisk ioniserings mode (70eV),
ionekildetemperatur pa 230 °C og kontinuerlig skanning i masseomradet m/z 33-400.
Software programmet som ble benyttet var MassHunter GC/MS Acquisition B.07.00.1413.
Identifikasjon av de flyktige komponentene ble gjort ved hjelp av NIST 11-database (Agilent
Technologies).

2.5 Protein- og peptidanalyse (CE)

Identifisering av proteiner og peptider ble gjennomfart i utvalgte A-prever og alle B-praver
fra del 3 av forsgket. Uttak ble gjort fra pravene som var tatt ut til 15 mL Nunc-rgr og lagret
ved - 20 °C, og som hadde blitt tint i kaldt vann like far praveopparbeidelse fant sted.
Analysene ble gjennomfart ved bruk av kapillerelektroforese (Capillary electrophoresis (CE)
Liquid Chromatography), en metode beskrevet av Heck et al. (2008) og Mestawet et al.
(2014) med noen modifikasjoner.

Sample buffer og run buffer ble tillaget som beskrevet av Ribeiro et al. (2000) og Heck et al.
(2008). 1 volumer pa 5 mL av disse bufferne ble det tilsatt henholdsvis 13,1 og 7,5 mg DTT
(DL-Dithiolthreitol, Sigma-Aldrich).

Praveopparbeidelse ble gjort ved a blande 600 pL tint prgvemateriale med 900 pL sample
buffer i eppendorfrar. Pravene ble deretter mikset og satt pa orbitalrister (PSU-20i, Biosan,
Latvia) i romtemperatur i 1 time, far sentrifugering ved romtemperatur i en Eppendorf 5415D
Sentrifuge (Eppendorf) ved 5000 x g i 5 minutter. Hver prgve ble overfert til en 1 mL steril
sproyte (Becton Dickinson S.A.) med en engangskanyle pa 0,8x40mm (Becton Dickinson
S.A.) og deretter filtrert med 0,45 um PVDF-filter (Millex, Carrigtwohill, Irland) over i CE
Sample vials-flasker (Agilent Technologies) i mengde pa ~ 100 pL.

Kapillerelektroforesen ble kjart i en Agilent GI600AX (Agilent Technologies), og
programvaren benyttet var 3D CE Chemstation (Agilent Technologies). Separasjon ble utfert

ved bruk av en HPCE standard kapilleer (Agilent Technologies) med dimensjon 56 cm x 50

30



pum i.d.. Separasjon skjedde ved 45 °C og linear spenningsgradient fra 0 til 25 kV i 3
minutter. Ved start og far kjgring av hver prgve ble det utfert for-kondisjonering av
kapilleren som innbar «flushing» (vasking) av kapilleeren i 5 minutter med 0,1 M NaOH
(Agilent Technologies), 5 minutters venting og «flushing» i 5 minutter med run buffer.
Injisering av prgvene skjedde ved anoden ved et trykk pa 34,5 mbar i 20 sekunder, og UV-
deteksjon av proteiner og peptider foregikk ved 214 nm (Heck et al. 2008; Mestawet et al.
2014).

2.6 Kjeldahl-analyse av nitrogen- og proteininnhold i to utvalgte melkeprgver

Undersgkelse av nitrogeninnhold ble gjort i to utvalgte B-praver (0-prgve og 120 timer ved 22
°C, hver av dem en blanding av prgvemateriale bade fra del 2 og 3) for & kvantifisere og
sammenligne innholdet av nitrogen og protein. Prgvene ble analysert ved bruk Kjeldahl-
analyse, en metode beskrevet av i IDF 20 (IDF 2001).

Totalnitrogen (TN):

Praveopparbeidelse ble gjort ved a veie ut ca. 0,50 g prevemateriale i Kjeldahl-rar, i triplikat
for hver av de to prgvene (totalt 6 rar). Negyaktig innveide mengder ble notert.

Ikke-protein-nitrogen (IPN):

Prgveopparbeidelse av hver prgve ble gjort ved a veie ut ca. 5,00 g pravemateriale i en 100
mL Erlenmeyerkolbe, og ngyaktige mengder notert. Det ble videre tilsatt 10 %
trikloreddiksyre (TCA) (Merck), helt til det totale innholdet i kolben naddde en mengde pa ca.
25,00 g. Ngyaktig innveid mengde ble notert. Hver lgsning ble deretter filtrert gjennom et
filterpapir (White ribbon filter, Whatman/GE Healthcare, Tyskland) over i en flaske. Ca. 5,00
g av filtratet ble veid inn i et Kjeldahl-rer, i triplikat for hver prave (totalt 6 rar), og ngyaktig

innveide mengder notert.

Ikke-kasein-nitrogen (IKN):

Praveopparbeidelse av hver prave ble gjort ved a veie ut ca. 10,00 g prevemateriale i en 100
mL Erlenmeyerkolbe, og ngyaktige mengder notert. Hver prgve ble sa tilsatt 10 mL destillert
vann og varmet opp til 35 °C i vannbad. Det ble sa tilsatt av 1 mL 10 % (vekt:vol) eddiksyre
(Merck), og etter ytterligere 5 minutter ble det tilsatt 1 mL 1 N Natriumacetat (Merk).
Kolbene ble deretter overfart til is for avkjegling. pH i hver pravelgsning ble malt ved hjelp av
et kalibrert pH-meter (PHM210 Standard pH Meter, Radiometer Analytical, Frankrike) og
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justert ned til 4,6 ved gradvis tilsetning av 10 % eddiksyre (Merck) under omrgring med
magnet pa magnetrarer (VMS Advanced C4,VWR, England). Videre ble hver prgvelgsning
(ca. 25,00 g) overfort til hver sin nye 100 mL Erlenmeyerkolbe, og eventuelle prgverester i
kolbene ogsa overfart ved hjelp av litt destillert vann. Ngyaktig vekt av hver prgvelgsning ble
notert. Hver lgsning ble deretter filtrert gjennom et filterpapir (White ribbon filter,
Whatman/GE Healthcare, Tyskland) over i flaske. Ca. 2,00 g av filtratet ble veid inn i et
Kjeldahl-rar, i triplikat for hver prgve (totalt 6 rer), og ngyaktig innveide mengder notert.

Hvert av Kjeldahl-rgrene, inkludert to blank-rer uten prgve (totalt 20 rer i alt), ble
avslutningsvis tilsatt en tablett Kjeltab (Kjeltabs Auto, Thompson & Capper, Cheshire,
England) og 3 mL 96 % svovelsyre (Merck).

Oppslutning og analysering:

Blokken med Kjeldahl-rgrene ble overfort til en Digestor 2520 (Tecator, Foss, Danmark) hvor
rarene ble kokt ved 420 °C i 1 time og 15 minutter. Etter endt oppslutning ble rgrene kjglt ned
i 15 minutter.

Videre ble hvert rgr analysert i en Kjeltec 8400 destilleringsenhet (Tecator, Foss). Titer for
hver prgve ble notert og benyttet for & regne ut gjennomsnittlig prosent TN, IPN og IKN for
hver prgve. Disse verdiene og Kjeldahl-faktor for melk (bestemt til veere 6,38 (Walstra et al.
2014)) ble videre brukt for utregning av innhold av totalt protein ((TN-IPN) - 6,38),
myseprotein ((IKN-IPN) - 6,38) og kasein (totalt protein - myseprotein) (IDF 2001).

2.7 Proteinaseaktivitet og peptidanalyse (CE)

For & undersgke tilstedevarelse av ekstracellulare proteinaser og deres aktivitet og
varmefglsomhet, ble én utvalgt preve undersgkt nermere. Dette var prgven tatt ut av melk
som var podet med stamme B (ATCC 17400) og inkubert ved 22 °C i 120 timer, fra del 2 av

forsgket.

Et 15 mL Nunc-rgr med 5 mL opptint pravemateriale ble sentrifugert (Thermo Scientific,
Heraeus Multifuge X3R, Tyskland) i 15 minutter ved 10000 rpm og en temperatur pa 4 °C for
a spinne ned kasein og bakterier til pellet. Supernatanten ble tatt ut med en 10 mL steril
sprayte (Becton Dickinson S.A., Madrid, Spania) med en steril metallkanyle (Acufirm V2A,
Tyskland) og deretter sterilfiltrert med 0,2 um Filtropur S 0,2 spreytefilter (Sarstedt,
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Numbrecht, Tyskland) over i et sterilt 15 mL Nunc-rgr. 1 mL av den sterilfiltrerte

supernatanten ble overfart til 9 mL steril Ringers lgsning (Merck) for 10-ganger fortynning.

Seks 50-mL Nunc-rgr ble tilsatt 50 mL steril UHT-melk (Tine Meierier @stlandet). Tre av
rarene ble podet med 0,01 % supernatant (vol:vol, 50 pL 10-ganger fortynnet supernatant til
50 pL melk), og de resterende tre med 1 % (vol:vol, 500 pL ufortynnet supernatant i 50 mL
melk).

To av rgrene podet med ulik podemengde ble videre lav-pasteurisert i vannbad (Grant
Instruments, Cambridge, England) ved 65 °C i 30 minutter, mens to andre rgr ble hay-
pasteurisert i vannbad (GFL, Burgwedel, Tyskland) ved 95 °C i 5 minutter. De to resterende

rerene ble ikke varmebehandlet. Se Figur 2.7.1 for oversikt over forsgkets oppsett.

Ingen varmebehandling

/ / (upasteurisert, UP)

Inkubasjon 22 °C

1% 50 mL 50 mL
(500 ut) Uttak 0, 1, 24, 96 og 168 timer
0,01 %

(50 ) H
5 mL

1% Lav varmebehandlig

Supernatant 0,01%| (lavpasteurisering, LP)

\J 30 mL 50 mL

Sentrifugert 1 mL:9 mL
prave (10x-fortynning)

| Heyvarmebehandling
1% 77| (heypasteurisering, HP)

50 mL 50 mL

Figur 2.7.1: Oversikt over oppsett av proteinaseforsgk.
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Umiddelbart etter poding ble 0-prave tatt ut av de to rgrene som ikke ble varmebehandlet
(UP). Like etter poding, 0-preveuttak og eventuell varmebehandling med péafalgende rask
nedkjgling ble alle ragrene inkubert ved 22 °C. Prgveuttak ble igjen gjort fra de to rgrene som
ikke ble varmebehandlet 1, 24, 96 og 128 timer etter poding, mens uttak fra de resterende fire
rarene (LP og HP) ble gjort 1, 24, 96 og 128 timer etter endt varmebehandling. Alle praver
ble etter uttak umiddelbart fryst ned og lagret ved - 20 °C frem til analysering.

Alle prgveuttakene, totalt 19 stykk, ble analysert ved bruk av kapilleer elektroforese (CE),

med ngyaktig samme fremgangsmate og metode benyttet som beskrevet i avsnitt 2.5.
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3. RESULTATER

Hovedforsgket i denne oppgaven startet med et vekstforsgk med de to stammene av P.
fluorescens som skulle gi bade vekstkurver og prevemateriale til videre analyser. Deretter
fulgte henholdsvis analyser av organiske syrer og karbohydrater, frie aminosyrer og flyktige
stoffer. For neermere undersgkelse av proteolyse i melk ble det deretter utfort
kapillzrelektroforese (CE), med pafglgende Kjeldahl-analyse for & understatte enkelte funn
fra CE. Avslutningsvis ble det utfgrt proteinaseforsgk i melk med enzym fra stamme B og

igjen benyttet kapillaerelektroforese.

3.1 Vekst av Pseudomonas i melk

Veksten av to ulike bakteriestammer i UHT-melk under lagring ved tre ulike temperaturer ble

undersgkt ved at prgver ble tatt ut av melken ved gitte tidsintervall etter inokulering, fortynnet

og spredt ut pa skaler. Etter inkubasjon ble antall fremvokste kolonier pa ulike fortynninger

registrert og benyttet for a estimere bakteriekonsentrasjonen (gitt i CFU/mL) i melken ved de

gitte tidspunktene prgvene ble tatt ut.

Vekstforsgket ble utfart i triplikat og gjennomsnittlige bakteriekonsentrasjoner ble beregnet

ut

fra de tre forsgkene (Vedlegg 1). Resultatene fra bakterieveksten er fremstilt grafisk i form av

logaritmiske vekstkurver i Figur 3.1.1.
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Log CFU/mL

0 20 40 60 80 100 120
Tid (timer)

-@®-A4°C - -A7°C ——A,22°C ---®--B,4°C —@® -B,7°C ——B,22°C

Figur 3.1.1: Utviklingen av bakterievekst (gitt i log CFU/mL) av stamme A = ATCC 13525 (radt) og
B = ATCC 17400 (blatt) i UHT-melk lagret ved 4, 7 og 22 °C (hhv. prikkete, stiplede og heltrukne
linjer) i lgpet av 120 timer (5 dggn). Gjennomsnitt av tre gjentak.

Grafene bekrefter hvordan melk ser ut til & ha veert et svert godt vekstmedium for disse
bakteriene da bakterietallene gkte fra opprinnelig podemengde pd ~10° CFU/mL (log 3) til
opp til mellom log 7 og log 9 etter kun 5 dagn. Hvor hgy hastighet bakteriene vokste ved ble i
stor grad pavirket av inkubasjonstemperaturen. Det vises tydelig at 22 °C i dette tilfellet var
en mer optimal temperatur enn bade 7 og 4 °C, da bakteriekonsentrasjonen ved fagrstnevnte
temperatur gkte raskere for begge stammene. Ved 22 °C ser det ogsa ut til at begge stammer
hadde rukket & na stasjoneer fase allerede etter 48 timer. Samtidig illustrerer grafene hvordan
stamme B under disse forholdene hadde en noe kraftigere vekst enn stamme A, da denne
stammen ved temperaturene 22 og 7 °C over tid nadde hgyere konsentrasjoner av bakterier.
Ved 4 °C var vekstforlgpet hos de to stammene relativt likt, og steg etter 24 timer jevnt videre

med ca. 1 log per dagn.
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| lgpet av inkubasjonstiden skjedde enkelte merkbare forandringer i noen av melkepravene.
Etter 72 timer hadde melk som innehold B-stamme ved 22 °C tydelig skilt seg i to faser; et
gvre vannaktig, svakt gult sjikt og et nedre hvitere sjikt. Her hadde det skjedd destabilisering
av kasein, og det kunne ses sma, hvite klumper i melken. Lukten var ogsa forandret til mer
uren og fremmed. Endret lukt ble ogsa mer og mer merkbart i de andre melkeprgvene mot

inkubasjonens slutt.

3.2 Flyktige forbindelser (HSGC)

Innholdet av flyktige forbindelser i alle praver tatt ut fra del 1 av forsgket ble kvantifisert ved
bruk av HSGC. Resultatene viste generelt ingen eller sveert lave mengder detektert av de ulike
stoffene det ble analysert for og heller ingen store forandringer i disse mengdene over tid,
hverken for stamme A eller B ved noen av de tre temperaturene (se Vedlegg 2). Analysen ble

dermed ikke utfgrt pa prever tatt ut i del 2 og 3.

3.3 Organiske syrer og karbohydrater (HPLC)

Ved bruk av HPLC ble det utfgrt analyse av innholdet av organiske syrer og karbohydrater i
samtlige prover fra alle tre delene av forsgket. Gjennomsnittlige verdier (gitt i ppm) av de
ulike stoffenes mengder ved de gitte tidene ble beregnet (Vedlegg 3). Resultatene er
presentert grafisk i Figur 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3, 3.3.4 0g 3.3.5 og viser utviklingen av hvert stoff i
de ulike melkeprgvene over tid. Stoffer som ikke ble detektert eller der det ikke skjedde

vesentlige forandringer over tid, er ikke presentert.

37



Sitronsyre
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Figur 3.3.1. Utvikling av sitronsyre (gitt i ppm) i hver av de seks melkepravene beskrevet i Figur

3.1.1 over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC etter metode av Marsili et al. (1981).

Orotinsyre

100

ppm

30
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10
0
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Tid (timer)
e @ A 4°C -@® =-A7°C —— A, 22°C
coe@- B,4°C - @® -B,7°C —— B, 22 °C

Figur 3.3.2. Utvikling av orotinsyre (gitt i ppm) i hver av de seks melkeprgvene beskrevet i Figur

3.1.1 over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC etter metode av Marsili et al. (1981).
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Urinsyre
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Figur 3.3.3. Utvikling av urinsyre (gitt i ppm) i hver av de seks melkepravene beskrevet i Figur 3.1.1

over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC etter metode av Marsili et al. (1981).

Ravsyre
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Figur 3.3.4. Utvikling av ravsyre (gitt i ppm) i hver av de seks melkeprgvene beskrevet i Figur 3.1.1

over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC etter metode av Marsili et al. (1981).
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Pyrodruesyre
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Figur 3.3.5. Utvikling av pyrodruesyre (gitt i ppm) i hver av de seks melkeprgvene beskrevet i Figur
3.1.1 over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC etter metode av Marsili et al. (1981).

Ukjent komponent
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Figur 3.3.6. Utvikling av en ukjent organisk komponent (areal) i hver av de seks melkeprgvene

beskrevet i Figur 3.1.1 over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC etter metode av
Marsili et al. (1981).
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De ulike grafene viser at det har skjedd visse forandringer i innholdet av organiske syrer i de
ulike prevene over tid. Trenden var at mest endring inntraff i melken inkubert ved 22 °C, og i

disse pravene at forandringer gjerne var noe starre hos stamme B enn A.

Felles for stoffene sitronsyre, orotinsyre og urinsyre (Figur 3.3.1-3.3.3.) var at de alle var
tilstede i melken ved start, men at de ved 22 °C for begge stammene begynte a avta i mengde
etter rundt 24 timer. Det ser ut til at mengde urinsyre begynte a avta etter 72 timer ogsa i A og
B ved 7 °C, og muligens ogsa sa vidt etter 96 timer i A og B ved 4 °C. En svak nedgang i
sitronsyre kan ogsa ha skjedd etter 96 timer i B ved 7 °C. I alle de resterende prevene av disse
tre stoffene ser det ut til at mengdene forble de samme over tid. Selv om grafene og magnsteret
i utvikling s noksa likt ut for disse tre stoffene, er det verdt a legge merke til at mengdene av

de ulike stoffene var sveert forskjellige (y-akse).

Ravsyre (Figur 3.3.4) var ogsa til stede i melken ved start, men mengdene avtok raskt i A og
B ved 22 °C. | A har stoffet avtatt s& mye etter 48 timer at det ikke lenger kan detekteres.
Ogsa i B har mengden avtatt sveert mye etter 72 timer, men her kan det i motsetning
observeres at mengden av stoffet begynte a gke igjen. Gradvis reduksjon i mengde av ravsyre

kan ogsa ses ved 7 og 4 °C, men inntraff senere jo lavere temperatur og saktere i B enn A.

Pyrodruesyre (Figur 3.3.5) kunne opprinnelig ikke detekteres i melken ved start, men trenden
var at mengdene gkte i bade A og B ved alle tre temperaturer. Ved 22 °C skjedde gkningen
raskt de farste 24 timene, far mengdene deretter avtok, noe raskere i B enn A. @kning i
mengder skjedde saktere ved 7 °C, og enda saktere ved 4 °C, men for begge temperaturene
steg mengden noe raskere i A enn B. Det ser ut til at mengdene i prever ved 4 og 7 °C rakk a

n& et maksimum ved 96 timer.

Flere av stoffene analysert for ble ikke detektert i noen av prevene, slik som melkesyre,
maursyre, propionsyre, DL-pyroglutaminsyre, eddiksyre, glukose og galaktose, mens

innholdet av laktose var relativt likt i alle prevene og forandret seg ikke vesentlig over tid.

Ut fra analyseresultatene ble det oppdaget tilstedeveerelse av en ukjent komponent (Figur
3.3.6). Ut ifra grafen kan det se ut som at stoffet opprinnelig var til stede i melken ved start. |
melk med A ved 22 °C begynte forekomsten etter 24 timer gradvis a gke. Ogsa i melk med A

ved 7 °C etter 120 timer skjedde det en gkning av dette stoffet. Den gkende trenden kunne
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ikke observeres i de andre prgvene. Da stoffet var ukjent var det ikke mulig & beregne hvilke

mengder arealene tilsvarte.

3.4 Frie aminosyrer (HPLC)

Tilstedevaerelse av frie aminosyrer og eventuelle mengder i alle prgver tatt ut fra hver av de
tre delene av forsgket ble undersgkt ved hjelp av HPLC. Gjennomsnittlige verdier (gitt i
pmol/g) av de ulike stoffenes mengder ved de gitte tidene ble beregnet (Vedlegg 4).
Resultatene er presenter grafisk i Figur 3.4.1-3.4.21 og viser mengdeendring av hver
aminosyre i de ulike melkepravene over tid. Det gjeres oppmerksom pa at konsentrasjoner av
de ulike aminosyrer ble funnet til & veaere svart forskjellige. Derfor er y-aksen tilpasset

mengde for hvert syre.
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Figur 3.4.1 til 3.4.21. Utvikling av mengder av hver enkelte frie aminosyre (gitt i umol/g) i hver av de
seks melkeprgvene beskrevet i Figur 3.1.1 over tid. Gjennomsnitt av tre gjentak. Analyse med HPLC
etter metode av Bitikofer og Ardd (1999) og Moe et al. (2013) med noen modifikasjoner.

Enkelte trender kan observeres i grafene over innholdet av forskjellige aminosyrer i de ulike
prgvene over tid. Figur 3.4.1 til 3.4.14 presenterer resultatene for aminosyrene L-serin L-
histidin, L-treonin, L-tryptofan, L-isoleucin, L-leucin, L-asparginsyre, L-glutaminsyre, L-
metionin, L-tyrosin, L-valin, L-fenylalanin, L-lysin og L-alanin, og viser at synlige endringer
spesielt skjedde i melk med B-stamme ved 22 °C. | denne melken skjedde det en gradvis
gkning i mengder av alle de overnevnte aminosyrene etter rundt 48 timer. | de resterende
melkepravene holdt derimot disse mengdene seg tilnzrmet konstant. Ogsa grafen over GABA
(Figur 3.4.15) viser tilsvarende gkning for B 22 °C, men her forekom det i tillegg ogsa en

svak gkning for A-stamme ved 22 °C.

For glycin (Figur 3.4.16), som var til stede i sma mengder ved start, skjedde det tilsvarende
svak gkning for B 22 °C, mens det for B 7 °C og A 22 °C i motsetning ser ut til & ha skjedd en
reduksjon etter henholdsvis 72 og 48 timer. Resultatene for glycin har imidlertid ogsa store
standardavvik, som betyr at det er knyttet en viss usikkerhet til disse, og at det ber utgves

forsiktighet i forbindelse med a si noe bestemt om mulig mgnster.
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L-ornitin og L-citrullin (Figur 3.4.17 og 3.4.18) er ogsa aminosyrer som gkte i mengde for B
22 °C, men hvor disse mengdene flatet ut og etter ca. 96 og 72 timer deretter avtok noe. For
disse kan det mot slutten av inkubasjonstiden observeres gkning i standardavvik, som igjen

betyr en gkt usikkerhet rundt akkurat disse resultatene.

For aminosyrene det ble analysert for i denne studien var det svart fa av dem som opprinnelig
hadde tilstedeverelse i melken. Det stgrste unntaket som ble pavist ved tiden O var L-
glutaminsyre. L-aspargin, L-arginin og L-glutamin (Figur 3.4.19-3.4.21) viste alle ogsa &
veere i melken ved start, men i svaert sma mengder. For disse stoffene var trenden derimot at
mengdene avtok, helt til de ikke lenger kunne detekteres. Her kan det ogsa observeres at

temperatur hadde en effekt, da nedgangen skjedde hurtigst i 22 °C og senest i 4 °C.

Som ved tilfellet for organiske syrer og karbohydrater, bagr det ogsa her nok en gang papekes
at mengdene detektert varierte mye mellom de forskjellige aminosyrene (ulike
maksimalverdier pa y-akser). For enkelte aminosyrer var de starste detekterte mengdene
likevel veldig lave sammenlignet med andre aminosyrer. Til tross for ulike mengder, sa

likevel flere av dem ut til & ha fulgt de samme trendene som beskrevet.

3.5 Flyktige stoffer (TDGCMS)

Analyser av flyktige stoffer ble utfert i prgver fra utvalgte tider fra del 1, 2 og 3 ved bruk av
TDGCMS. Ut i fra den semikvantitative bestemmelsen basert pa arealet av toppene registrert,
er det valgt & presentere tilstedevaerelsen av de stoffene som hadde en matchfaktor pa mer enn
70 % og/eller hvor det s ut til & ha skjedd en forandring over tid (Vedlegg 5). For mer
oversiktlige resultater ble tallene dividert med en faktor pa 1000. Resultatene er fremstilt i
Tabell 3.5.1.
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Tabell 3.5.1. Relativt innhold (areal) av flyktige stoffer i 0-prgve og i melk, podet med stamme A eller
B, etter 120 timer ved 4, 7 eller 120 °C. Alle tall er dividert med en faktor pa 1000 for & gi mer
oversiktlige resultater med mindre tall. Forsgk i triplikat (D1, D2, D3), og der n.d. = «not
detected»/ikke detektert. Analyse med TDGCMS-metode.

@ 4°C, 7 °C, 22 °C,
£ 0-prove . . :
S Stoff 120 timer 120 timer 120 timer
o
DI | D2 (D3 DL | D2 | D3| D1|D2|D3 DL| D2 | D3
Ketoner:
A Acet 3095 | 4132 | 1898 | 2000 | 1403 | 1054 | 1387 | 1589 | 1406 393 820 795
ceton
B 1773 | 3438 | 2727 | 2243 | 3937 | 2469 | 5289 | 1453 | 2222 | 3755 | 1965 | 2278
A 776 383 782 607 | 1014 798 583 834 838 992 2013 1104
2-pentanon
B 920 617 279 27 497 431 596 268 118 | 1396 2202 1203
A 349 n.d. 429 139 349 283 316 203 475 136 387 181
2-heptanon
B 419 2 216 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 60 330 123
A 2-but 3762 | 2979 | 3440 | 2638 | 2186 | 2473 | 1310 | 1418 | 1875 n.d. n.d. n.d.
-butanon
B 3106 | 3448 | 2134 | 1785 | 3217 | 2505 | 3423 | 2196 | n.d. | 2104 | 2628 | 1834
A Metyl- 74 10 81 51 44 46 49 | n.d. 43 15 97 56
isobutyl
B keton 27 57 6 36 n.d. 47 36 n.d. n.d. 83 72 165
Aldehyder:
A 149 | 798| 175 | nd.| 465| nd.| 302 | 238 | 311 79 471 158
Nonanal
B 158 | 488 | 164 | 104 | 108 20 | nd. 79| nd. | nd. 219 101
A n.d. 76 9 n.d. 73 n.d. n.d. 116 9 n.d. 133 n.d.
Oktanal
B n.d. 96 21 | nd. 60 13| nd. | nd. | nd | nd n.d. n.d.
Alkoholer:
A 3-metyl-1- nd. | nd | 127 | 128 | 207 | 109 | 102 93 | 128 92 226 109
B butanol n.d. 12| nd.| nd.| 8| nd | nd | nd | nd | 1449 | 7039 | 5381
A | 4-penten-2- nd.| nd. | nd | nd| nd| nd | nd| nd| nd | nd n.d. n.d.
B ol nd.| nd| nd | nd| nd| 33| nd| nd | nd | 642 | 1668 | 784
A | 3-metyl-3- 210 | nd.| 248 388 | 430 | 294 | 171 | 140 | 122 194 | 312 | 189
B buten-1-ol 167 | 121 93 80| 398 | 148 | 372 | 329 | 179 | 215 525 | 211
A | 1sopropyl- 124 | nd. | 450 | 2426 | 7786 | 4024 = 2826 | 3613 | 1873 | 6907 | 13375 | 15339
B alkohol 361 | 286 | 197 220 | nd.| 336 683 | 388 | nd | 642 | 1668 | 784
A Trans-3- nd.| nd | nd. | nd| nd | nd| nd | nd | nd | nd n.d. n.d.
B caren-2-ol nd.| nd.| nd.| nd| nd| nd | nd| nd | nd | nd. 291 284
Hydrokarboner:
A Pent 445 | nd. | 429 | 535| nd.| 583 | 330 | nd. | 236| 138 151 102
entan
B 580 212 92 13 96 174 533 208 162 364 154 272
A — 308 | 108 | nd.| 138 | 254 | 302 | 368 | 283 | 303 | n.d. 271 120
an
B 421 | 283 | 309 96 | 439 | 141 | nd.| 168 43 | 123 221 53
A 536 325 456 n.d. 61 n.d. 356 8 347 218 19 98
Dekan
B 433 n.d. 203 n.d. 42 n.d. n.d. 91 n.d. n.d. n.d. 123

al
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A i 9 14 26 a7 15 4 7 6 33 n.d. 82 n.d.
Tridekan
B 10 21 5 2 12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
A 4-metyl- 158 | nd.| 177 | nd.| 193 68 | 187 | 204 | nd. | n.d. n.d. n.d.
B heptan 267 231 114 117 225 78 n.d. n.d. 24 n.d. 77 n.d.
A 2-et0:()1-2— 515 330 315 348 492 324 428 501 389 426 489 452
metyl-
B propan 514 406 118 230 292 228 452 453 n.d. 233 735 417
A 2'met0><|y-2- 78 | nd. 68 | n.d. 38 93 | n.d. 92 50 56 121 70
metyl-
B propan 73| 63| nd | 45| 67| nd | 102| 64| nd | 79| 164 59
A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 65 173 60
2-hepten
B nd.| nd. | nd | nd | nd | nd | 122 | 104 20 | 298 | 1151 520
A | 24-dimetyl- 148 | 163 | 184  nd.| 18| 77| nd. | nd. | nd | 20| 150| nd.
B 1-hepten 215 | 275 | 102| 58| 246 | nd. | 38| 121 | nd. | nd. | nd 70
A nd.| nd | nd.| nd| nd | nd| nd | nd | nd. 29 n.d. 24
4-nonen
B n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 170 n.d.
A . nd | nd | nd. nd.| nd.| nd | nd | nd | nd | nd. n.d. n.d.
Cis-3-nonen
B nd.| nd. | nd.| nd | nd | 224| nd. | nd | nd. 69 n.d. 218
A 2-metyl-1- nd.| nd | nd | nd| nd | nd| nd | nd | nd | nd. nd. | 3995
B propen nd.| nd. | nd.| nd | nd |39%8]| nd. | nd. 18 | 732 222 137
A | 2-metyl-1- 390 | 278 | 522 268 | 565 | 488 | 291 | 371 | 475 206 | 339 | 266
B penten 399 471 128 200 395 349 163 174 103 117 465 183
A n.d. n.d. n.d. 128 n.d. 116 n.d. n.d. n.d. 247 122 330
(E)-2-buten
B nd. | 304 | n.d. 139 | 321 | 322 | nd. | nd | nd | nd. n.d. n.d.
A n.d. 952 n.d. n.d. 138 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(2)-2-buten
B n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 451 | 263 n.d. n.d. n.d. n.d.
2-metyl-4-
A [(3-metyl-2- nd.| 320 nd.| nd.| nd. | nd | nd | 140 | 122 | n.d. 312 n.d.
g | butenyDoxyl | il na | o3 80| nd. | nd.| 372| 329| nd. | nd | 55| nd.
-1-buten
Svovelforbindelse:
A Dimetyl- 18| 107 | 14| 15| 30| 25| 33| 44| 27 10 98 | 148
B sulfon 15| nd. | 40 25| 215| 26| 102| 44| 75, 65 36 50
Karboksylsyre:
A a7 n.d. 39 8 n.d. 9 28 n.d. 19 34 n.d. 26
Oktansyre
B 36 n.d. 43 45 54 42 34 165 91 33 n.d. n.d.
Lakton:
Dihydro-3,5-
A dimetyl- nd.| nd | nd | nd | nd| nd | nd | nd | nd | nd. n.d. n.d.
2(3H)-
B T an nd.| nd. | nd| nd | nd | nd | nd. 28| nd. | 266 n.d. 343
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Resultatene viser at en rekke flyktige stoffer ble detektert ved hjelp av denne analysen. Mange
av disse ser ut til at naturlig var til stede i melken, mens andre ser ut til & ha blitt dannet
og/eller ha gkt i mengde over tid. Det kan ogsa se ut til at temperaturen har hatt betydning for
om et stoff avtok eller gkte i mengde. Det antydes at de stgrste forandringene hadde skjedd
ved 22 °C. Det er i tillegg mulig & se enkelte forskjeller mellom de to stammene i utviklingen

som har skjedd.

Av de 31 utvalgte stoffene presentert i resultatene, viste i hvert fall 13 av disse seg a vaere til
stede i melken ved start, mens andre sa ut til & vaere mer variabelt til stede. Dette er bade ulike
typer ketoner (blant annet aceton, pentanon, butanon), aldehyder (oktanal, nonanal), en
alkohol (isopropylalkohol), hydrokarboner (propan, pentan, heptan, oktan, dekan, buten,
hepten, penten) og en karboksylsyre (oktansyre). Mange av disse sa ikke ut til & forandre seg
seerlig over tid, men heller at de forble til stede i melken over tid. En nedgang sa imidlertid ut
til & ha skjedd i mengdene av bade 2-butanon og dekan i melk med vekst av stamme A ved 22
°C, og i mengden av tridekan i melk med vekst av stamme B ved 22 °C. Mengden av 2-

pentanon i melk med A ved 22 °C kan se ut til at gkte.

Flere nye stoffer som ikke kunne pavises i nullpravene, ble detektert i noen av melkepravene
etter inkubasjon. Disse ser ut til & ha blitt dannet spesielt ved 22 °C, og serlig ved vekst av
stamme B, slik som nye varianter av propen og nonen, furanon, pentenol og carenol.

Varianter av nonen og hepten ble i tillegg ogsa dannet ved vekst av stamme A ved 22 °C.

Resultatene viser en del variasjon i detekterte relative mengder, og det er dermed usikkert
hvor palitelige resultatene virkelig er. For eksempel kan det av og til observeres stor forskijell i
mengdene av et stoff mellom triplikatene for samme type melk. Det er usikkert om enkelte av
variasjonene skyldes analysemetoden eller om det er de faktiske forholdene i hver enkelt

melkeprgve som gjenspeiles i resultatene.

3.6 Protein og peptidanalyse (CE)

Av alle B-pragver og utvalgte A-praver tatt ut under forsgkets tredje del ble det utfart
kapillerelektroforese (CE) for undersgkelse av protein- og peptidinnhold. Resultatene er
presentert som kapillerelektroferogrammer i Figur 3.6.1-3.6.5.

52



™ A, 120 timer

700 — ‘

|
I\
22 °C
600~ ——
‘ |
|
| |
\
500 H |
|
| ;
1|
|
| 1 |
7°C o
YNV e a
400- T - | B
\
f |
\
| |
| |
300 — |
\ |
N
| | |
) |l
40C ‘\l It ‘ “ ‘H.‘ ‘\ :I ‘
00- 1 B
| |
‘ \
100 — h |
I
] ‘\ ‘I
1 | |
0-prove T
‘ | | “.\‘\ I “ |‘ _ —_—
Juv‘ TV VA Inee—
ol
10 15 0 2 s 3 40 a5 50 min

Figur 3.6.1. Kapillerelektroferogram av 0-prgve og pregver av A-120 timer for 4, 7 og 22 °C jf. Figur
3.1.1. X-akse viser retensjonstid (minutter), mens y-akse viser absorbans (mAU). Analyse etter
metode av Heck et al. (2008) og Mestawet et al. (2014) med noen modifikasjoner.
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Figur 3.6.2. Kapillerelektroferogram av ytterpunktene 0-prgve og B-22-120 jf. Figur 3.1.1. Hvilke

proteiner de ulike toppene i 0-praven tilsvarer, i henhold til Heck et al. (2008), er markert. Forklaring

til forkortelser: a-LA: a-laktalbumin, B-LG: B-laktoglobulin, as,-CN: asz-kasein, as1-CN: asi-kasein,

aso-CN: aso-kasein, k-CN: k-kasein, B-CN Al: B-kasein Al og -CN A2: B-kasein A2.
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Figur 3.6.3. Kapillerelektroferogram av 0-prgve og utviklingen av protein- og peptidmgnster i B 22

°C over ti

d jf. Figur 3.1.1.
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Figur 3.6.4. Kapillerelektroferogram av 0-prgve og utviklingen av proteinmgnster i B 4 °C over tid jf.
Figur 3.1.1.
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Figur 3.6.5. Kapillerelektroferogram av 0-prgve og utviklingen av proteinmgnster i B 7 °C over tid jf.

Figur 3.1.1.
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Figur 3.6.1 presenterer resultatene fra CE av ytterpunktene 0-prgve og melkeprgver med
stamme A ved 4, 7 og 22 °C etter 120 timer. Ved sammenligning av 0-prgvens graf med de
tre andre grafene i elektroferogrammet kan det ikke observeres synlig forskjell. De ulike
toppene i grafen for O-praven representerer proteinfraksjoner i den aktuelle melken, og alle
disse toppene var bevart helt intakte og med tilnzermet samme retensjonstid etter 120 timer
ved alle de tre temperaturene. Dette betyr at det ser ut til at det ikke har skjedd noen
forandring i proteininnhold ved forsgkets slutt for denne stammen, og det er derfor er rimelig

a anta at det heller ikke har skjedd forandringer underveis.

Hvilke melkeproteiner de ulike toppene i 0-prgven ble antatt a vere, i henhold til Heck et al.
(2008), er presentert i Figur 3.6.2. Her er ogsa resultatet for melk med B ved 22 °C etter 120
timer presentert, for tydelig a illustrere at store endringer hadde skjedd. Mgnsteret i 0-praven
som proteinsammensetningen i denne melken ga, kan ikke gjenkjennes ved B, 22 °C og 120
timer. Forandringene i proteinmgnster som har skjedd over tid i B-stamme ved 22 °C vises i
Figur 3.6.3 som gradvis forandring i kurvens topper. Her kommer det frem hvordan de
enkelte toppene som var til stede ved start, over tid stadig ble mindre og mindre, samtidig som

nye topper dukket opp.

Denne kraftige proteinnedbrytningen som fant sted for B ved 22 °C kunne derimot ikke
observeres ved 4 eller 7 °C (Figur 3.6.4 og 3.6.5). Her forble kurvene ved begge temperaturer
tilnsermet uendret over tid. Kun en svak reduksjon av toppen som tilsvarer B-kasein A2 sa ut
til & ha skjedd ved 7 °C etter 120 timer. Ved 4 °C var det vanskelig a kunne se noen

forandring i det hele tatt.

Som det gar frem i figurene presentert for kapilleerelektroforesen, er aksene for hver kurve i
hvert enkelt elektroferogram slatt sammen til én sammenhengende akse som viser absorbans
(milliabsorbansenhet, mAU) fra 0 til maks. Maksverdi varierer fra figur til figur. Det papekes
imidlertid at kurvene innenfor samme figur har samme skala, den eneste forskjellen mellom
dem er at startpunktet p& Y-aksen er forskjovet oppover. Arsaken til dette er & unngé
uoversiktlig overlapp av kurvene i det samme elektroferogrammet. X-aksene viser toppenes
retensjonstid (minutter), og i enkelte av figurene er ikke hele tiden far kurvene dukker opp
inkludert (det vil si x-akse starter ikke alltid ved 0), men det er i stedet zoomet inn pa det
tidsomradet som faktisk viser proteinmgnsteret og er av interesse. Alle kurvene innenfor
samme figur har imidlertid helt samme x-akse og er ikke forskjgvet i forhold til hverandre. |

enkelte av figurene kan det i tillegg observeres kurver med ujevne baselinjer eller som
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inneholder enkelte forstyrrelser, men dette ses det bort i fra at det har hatt en betydning for

trendene disse resultatene viser.

3.7 Kjeldahl-analyser av nitrogen- og proteininnhold

For & understgtte funnene fra kapillaerelektroforesen ble det utfart Kjeldahl-analyser pa to
utvalgte praver; én nullprgve og én B-prgve ved 22 °C og 120-timer. Totalnitrogen (TN),
Ikke-protein-nitrogen (IPN) og Ikke-kasein-nitrogen (IKN) ble analysert og beregnet, og
basert pa disse funnene ble innholdet av totalt protein, myseprotein og kaseinprotein estimert
(Vedlegg 6). De ulike typene nitrogen- og proteininnhold i de to prgvene er presentert som

sgylediagram i Figur 3.7.1.

Nitrogen- og proteininnhold

3,5

2,5

Mengde (%)

0’5 I .

0-prgve B B-22-120

ETN ®EIPN HEIKN True Protein (TP) Myseprotein Kasein

Figur 3.7.1. Kjeldahl-analyse for nitrogeninnhold og beregnede proteininnhold (gitt i %) i 0-prave og
B-22-120 jf. Figur 3.1.1. TN: totalnitrogen, IPN: ikke-protein-nitrogen, IKN: ikke-kasein-nitrogen,
TP: true protein/totalprotein, Myseprotein, Kasein. Separering av fraksjoner etter metode fra IDF
(2001).
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Resultatene for 0-pragven viser at melken opprinnelig inneholdt ca. 3,27 % protein etter
utregning med Kjeldahl-faktor. Dette stemmer godt overens bade med melkens
innholdsfortegnelse og med teorien, som begge sier at proteininnhold per 100 g skal veere 3,3
g. Resultatene viser imidlertid noe hgyt innhold av kasein (3,04 %), i forhold til teorien som
oppgir at dette omtrentlig er 2,6 % (Walstra et al. 2014).

Sammenligning av resultatene for 0-preve og B-22-120 bekrefter nedgang i andel totalprotein
og kasein, som det ogsa gikk frem av resultatene fra CE. Mengdene har etter 120 timer ved 22
°C blitt redusert til hhv. 1,26 og 0,86 %. Samtidig er innholdet av totalnitrogen tilneermet det
samme. Resultatene viser i tillegg at andelen IPN og IKN har gkt.

3.8 Proteinaseaktivitet og peptidanalyse (CE)

Aktiviteten til proteinase, isolert fra en utvalgt B-preve fra del 3 av forsgket (22 °C, 120 t),
ble undersgkt i melk. To ulike podemengder og tre typer behandling av podet melk ble
benyttet, og uttak ble gjort ved gitte tider etter poding eller etter varmebehandling. P4 samme
mate som ved peptidanalyse ble det gjort kapilleerelektroforese (CE) av praveuttakene, og
resultatene er fremstilt som kapilleerelektroferogrammer i Figur 3.8.1-3.8.6.
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Figur 3.8.1. Kapillarelektroferogram av 0-pragve og prever tatt ut fra melk podet med 1 %
proteinaselgsning og inkubert ved 22 °C (UP: uten pasteurisering).
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Figur 3.8.2. Kapillerelektroferogram av 0-pragve og prever tatt ut fra melk podet med 0,01 %

proteinaselgsning og inkubert ved 22 °C (uten pasteurisering, UP).
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Figur 3.8.3. Kapillerelektroferogram av 0-pragve og prever tatt ut fra melk podet med 1 %
proteinaselgsning, lavpasteurisert (LP) og inkubert ved 22 °C.
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Figur 3.8.4. Kapillerelektroferogram av 0-prgve og praver tatt ut fra melk podet med 0,01 %
proteinaselgsning, lavpasteurisert (LP) og inkubert ved 22 °C.
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Figur 3.8.5. Kapillarelektroferogram av 0-pragve og prever tatt ut fra melk podet med 1 %
proteinasel@sning, hgypasteurisert (HP) og inkubert ved 22 °C.
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Figur 3.8.6. Kapillerelektroferogram av 0-pragve og prever tatt ut fra melk podet med 0,01 %
proteinaselgsning, hgypasteurisert (HP) og inkubert ved 22 °C.
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I melken som ble tilsatt proteinaselgsning og deretter ikke varmebehandlet (UP), men satt
direkte til inkubasjon (Figur 3.8.1 og 3.8.2), kunne det observeres tydelig nedbrytning av
protein. Mange av toppene som var opprinnelig til stede i melken, som hver indikerte de ulike
melkeproteinene som tidligere beskrevet, ble redusert i stgrrelse, mens mange nye topper
dukket opp. Ogsa nedbrytningsmensteret over tid lignet mgnsteret som tidligere observert, der
toppene som indikert B-kasein A1 og A2 og k-kasein ble redusert farst. Samtidig dukket det
opp seerlig en ny topp med lav retensjonstid (~14 minutter), i tillegg til en rekke andre nye og
ukjente topper (peptider). Heller ikke her sa myseproteinene a-laktalbumin og B-laktoglobulin
ut til & ha blitt degradert sa mye, som indikert av de to toppene med retensjonstid pa mellom
20 og 24 minutter. Det vises ogsé reduksjon i as1- og aso-Kasein, men ikke like mye og like
fort som for B- og x-kasein, da toppene for de farstnevnte proteinene fremdeles sa ut til 4 til
en viss grad vaere synlige ogsa etter 168 timer (7 dagn).

Dette mgnsteret var tydeligst i melken tilsatt 1 % lgsning, hvor toppene ble redusert raskere
enn i melken tilsatt 0,01 %. Etter 24 timer hadde det for eksempel skjedd sterre synlige
forandringer i 1 % enn 0,01 %-melk. Likevel sa det ut til at det samme skjedde i 0,01 %-melk

som i 1 %-melk, bare at dette forlgpet skjedde saktere.

Tilsvarende trend som i UP-melk kunne observeres i melken som ble lavpasteurisert (LP)
(Figur 3.8.3 0g 3.8.4) etter at proteinaselgsning ble tilsatt, men denne var lavere. Her ga
imidlertid tilsats i 1 % mengde tydeligere mye mer utsalg enn 0,01 %-tilsetning. Ved den lave

tilsetningen kunne alle de opprinnelige proteintoppene fremdeles ses etter 168 timer.

For resultatene presentert her gjelder som for tidligere nevnt for CE, at forekomsten av
forstyrrelser og skeive baselinjer blir sett bort i fra. For melken som ble tilsatt
proteinaselasning og deretter haypasteurisert (HP) (Figur 3.8.5 og 3.8.6) er imidlertid disse
forstyrrelsene store. Det er derfor vanskelig a si noe sikkert verken om eventuelt mgnster i
nedbrytning og enzymaktivitet eller varmebehandlingens effekt. Det kan muligens se ut til at
det ogsa her har skjedd enn viss reduksjon ferst og fremst i mengde B-kasein A2 og kanskje
ogsa i mengde k-kasein, ved 1 %-tilsetning. I resultatene for HP 0,01 %-melk var det ikke

mulig a sammenligne kurvene og trekke ut hvilke eventuelle forandringer som har skjedd.

Under inkubasjon av melkeprgvene var det mulig & observere enkelte fysiske forandringer.
Etter 96 timer hadde det blitt dannet en tydelig gel i begge UP-praver, i tillegg til skarp, uren
lukt. Et slags slim, eller en mindre fast gel, var ved samme tid dannet i LP 1 %- og HP 1 %-

pregve. Ingen forandringer var synlige i HP og LP med 0,01 % tilsetning. De samme
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observasjonene kunne ses etter 168 timer, og muligens var gelene i LP og HP 1 % blitt noe
fastere. | prever med gel var ogsa lukten skarp, uren og fjgslignende, men skarpest i UP 1 %
09 0,01 % og i LP 1 %.
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4. DISKUSJON

4.1 Vekst av Pseudomonas i melk

| denne oppgaven ble det forsgkt & simulere forholdene slik melk utsettes for i tank pa garden
og gjennom transport fram til meieri. Fokuset var pa vekst og bakteriell belastning
representert ved de to bakteriestammene ATCC 13525 («A») og ATCC 17400 («B») av

Pseudomonas fluorescens.

Melken benyttet i forsgket ble inokulert med bakteriemengder som ga en startkonsentrasjon i
melken pa like over log 3 ved tiden 0. Dette er mengder som det er mulig & oppna i
ubehandlet melk pa gardstanken ved gode hygieniske forhold ifglge Walstra et al. (2014).
Haug og Hettasch (2014) viser for eksempel til at hele 50 % og 10 % av melkebrukene som
benytter henholdsvis konvensjonell melkestall og melkerobot, leverer melk til TINE SA med
gjennomsnittlige bakterietall under log 3,26 CFU/mL (1800 CFU/mL tilsvarende 9000
BC/mL).

Tidsaspektet som ble benyttet (lagring i O til 5 dggn) er ogsa mye likt som i praksis, i tillegg
til det aerobe miljget. Pa denne maten er det derfor mulig a relatere funnene i vekstforsgket
med faktiske forhold i forbindelse med psykrotrofe bakteriers vekstforlgp i melk under
lagring pa garden, transport og lagring pa meieri. Samtidig ber det tas i betraktning at
podematerialet i dette forsgket besto av renkulturer av psykrotrofe bakterier, som ikke var like
komplekst sammensatt som den mikrofloraen man vanligvis finner i ubehandlet melk. Som
nevnt er det likevel psykrotrofe bakterier, og da serlig Pseudomonas ssp., som oftest blir den
dominerende bakterien i bade upasteurisert og pasteurisert kjglelagret melk, og som er en av
de starste problemene tilknyttet bakteriell vekst og kvalitetsforringelse av melk. Forsgket kan
imidlertid ogsa ses i ssmmenheng med hvordan bakterievekst kan utarte seg ved
postpasteurisering-kontaminering med Pseudomonas ssp. (McPhee & Griffiths 2002; Sgrhaug
& Stepaniak 1997).

Resultatene viser hvordan vekstforlgpet til bakteriestammene podet i melk er relatert til bade
lagringstid og -temperatur. Stammenes vekst var dessuten relativt kraftig og bakterietallet
nadde over tid hgye verdier, noe som bekrefter at melk er et godt egnet vekstmedium for disse
bakteriene. At god vekst og haye bakterietall av psykrotrofe bakterier og av P. fluorescens

kan oppnas i melk, er tidligere bekreftet blant annet i studier av henholdsvis Adams et al.
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(1975) og Eie (1994). Farstnevnte paviste etter 7 dager ved 4 °C et bakterietall pa 10 log
CFU/mL, etter poding av steril melk med en utvalgt psykrotrof bakterie isolert fra melk i
mengder som ga like under 3 log CFU/mL.

Raskest vekst fant sted ved inkubering ved 22 °C. Fra et bakterietall pa ~ 3,15 log CFU/mL
ved tiden 0, steg antallet opp til hele ~ 7,67 log CFU/mL etter kun 24 timer ved denne
temperaturen, bade for stamme A og B. Etter ytterligere 24 timer (totalt 2 degn) flatet veksten
ut og begge stammene nadde stasjoner fase. Her illustreres det samtidig at de to stammene
skiller seg fra hverandre da maksimal bakteriekonsentrasjon oppnadd var noe ulik, nemlig ~
9,8 0g 8,7 log CFU/mL for henholdsvis stamme B og A (1 log hayere i B). Tilsvarende
mgnster, at stamme B hadde noe kraftigere vekst enn stamme A, kan ogsa ses etter 2 dggn ved
7 °C og sa vidt etter 4 dggn ved 4 °C. Etter 5 degn kan det observeres at bakterietallet i all
melken har overskredet 7 log CFU/mL. Akkurat som ved 22 °C, er tallene ved bade 7 og 4 °C
da hgyere for B-stamme enn for A-stamme. Trendene i vekstforsgket er tydelige, men det bar
tas i betraktning at platespredning, som denne undersgkelsen baserer seg pa, kan veere en noe
ungyaktig og variabel metode. Blant annet kan det ses noe variasjon i bakteriemengde i de tre

gjentakene nettopp for B ved 22 °C, noe som gir utslag i standardavvik.

Ved de to lave temperaturene, 4 og 7 °C, formerte begge de to bakteriestammene seg mye
saktere enn ved 22 °C, men det kan ogsa observeres en viss forskjell mellom veksten ved
disse to temperaturene, til tross for at temperaturforskjellen mellom dem bare er 3 °C.
Tilsvarende ble observert av Fajardo-Lira et al. (2000) som ogsa undersgkte vekst av
Pseudmonas ssp. inokulert i fersk melk, og som fant at bakterieveksten var synlig raskere ved
7 °Cennved 4 °C. Det tok likevel en del lengre tid far bakterietallet ved disse to lavere
temperaturene observert i denne studien overskred TINE SAs grenseverdi for stopp i mottak,
som altsa ligger pa ~ 4,9 log CFU/mL (80 000 CFU/mL tilsvarende 400 000 BC/mL). Ved 7
°C tok det i underkant av 36 timer, mens ved 4 °C tok det rundt 56 timer. Ved 22 °C tok det
derimot ikke mer enn ca. 10 timer. Disse funnene bekrefter hvordan lav temperatur reduserer
bakterievekst som fglge av at generasjonstiden blir lengre. Likevel viste det seg altsa at
Pseudomonas ssp. har relativt god evne til a fortsette veksten selv ved lave temperaturer, bare

saktere.

Som beskrevet var bakterieveksten rask ved 22 °C, men til og med i melken der lavest vekst
skjedde, B ved 4 °C og A ved 7 °C og 4 °C, viste bakterietallet seg a na hele log 7 CFU/mL
etter 5 dagn. Dette psykrotroftallet (~ 6-7,5 log CFU/mL) skal, ifglge blant annet Sgrhaug og
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Stepaniak (1997) og Champagne et al. (1994), vere nok til at smaksdefekter oppstar og at
kvaliteten i pasteurisert melk blir gdelagt. Under forsgket var det ogsa mulig a merke at det
over tid i varierende grad oppsto en uren, fjgslignende og skarp lukt, og at det kunne
observeres tydelig endring i fysisk tilstand i melk med stamme B ved 22 °C. Dette illustrerer
hvordan gdeleggelse kan inntreffe til tross for relativt lave lagringstemperaturer og korte

lagringstider (faktorer ner praksis), avhengig av mengden av bakteriene som havner i melken.

Lagringstemperatur var i fokus i studier gjort av De Jonghe et al. (2011), som inkuberte fersk
melk ved optimal og ikke-optimal lagringstemperatur for a se pavirkningen kjglelagring har
pa de psykrotrofe bakterienes vekst. Forsgket skulle simulere faktiske forhold frem til
varmebehandling pa meieriet. For optimal og ikke-optimal lagringstemperatur ble det benyttet
henholdsvis 3,5 og 6 °C de fire farste dagene (gardstank), deretter 6 og 10 °C i 8 timer
(transport) og avslutningsvis 6 og 10 °C i 24 timer (meieritank). Her viste det seg at vekst av
Pseudomonas begynte i gardstanken bade ved optimal og ikke-optimal lagringstemperatur, og
ogsa at mengdeforskjellen mellom dem allerede pé gardstanken rakk & bli statistisk
signifikant. Det ble ogsa bekreftet at den videre gkningen nedstrems i meierikjeden var stor,
og dessuten at forskjellen mellom bakterietallet ved de to lagringstemperaturene stadig ble
starre. Funnene gjort i dette forsgket stemmer godt overens med De Jonghes observasjoner,
men i det aktuelle forsgket i denne oppgaven ble derimot de forskjellige melkeprgvenes
temperaturer holdt konstante gjennom hele inkubasjonen. En annen forskjell er hvordan den
psykrotrofe veksten i ramelken i De Jonghes forsgk viste seg a vaere relativt stabil rundt 4 log
CFU/mL de farste tre dagene gitt optimal temperatur, mens bakterietallet i dette forsgket
begynte & stige allerede fra start. Her kan muligens forskjellen mellom ramelk og steril melk
podet med kun én bestemt bakteriestamme ha hatt en effekt, i tillegg til de aktuelle
bakterienes vekstfase og variasjon i vekstforlgp mellom ulike arter og stammer av
Pseudomonas (Chen et al. 2003). | vekstkurvene i dette forsgket er det ikke mulig & se noen
tilpasningsfase (lag-fase), og det kan tenkes at denne heller ikke inntraff. Selv om nylig
opptint podemateriale ble benyttet, kan det tenkes at disse bakteriene allerede var tilstrekkelig
tilpasset vekst i melk da de ble fryst ned og/eller at frysingen hadde stanset veksten i en
tilstand som kunne fore til god vekst ved opptining igjen (McPhee & Griffiths 2002).
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4.2 Metabolisme av Pseudomonas i melk

Pseudomonas-arter har et enormt metabolsk potensial, og mange metabolske veier har derfor
opp gjennom tidene blitt studert nettopp ved hjelp av disse artene. Det finnes derfor mye data
tilgjengelig som dekker et bredt spekter av bakteriens katabolske og biosyntetiske aktiviteter,
men denne dekningen er ujevn. Enkelte metabolske veier («pathways») er studert og
beskrevet i detalj av mange forskere over mange ar, mens andre har bare blitt studert nok til &
demonstrere at de finnes. Generelt er biosyntetiske veier studert mindre en katabolske veier
(Clarke & Richmond 1974).

Pseudomonas er aerobe organismer som benytter respirasjon som energigivende metabolisme.
De benytter oksidative reaksjoner der molekylert oksygen er siste elektronakseptor, men
enkelte av artene kan ogsa alternativt fungere anaerobt ved hjelp av nitrat. De er verken
fermentative eller fotosyntetiske, men er likevel sveert allsidige da de kan benytte et stort
antall av organiske forbindelser for a vokse, slik som karbohydrater, alkoholer, mettede og
umettede fettsyrer, aminosyrer, aminer og amider. Pseudomonas er med andre ord en ikke-
krevende bakterie, og kan derfor for eksempel leve i enkle saltmedier dersom ammoniumsalt
er til stede som nitrogenkilde, i tillegg til en av mange mulige organiske forbindelser som
karbonkilde. Bakterien kan selv syntetisere blant annet aminosyrer, purin og pyrimidin,

nukleotider og alle sma essensielle cellekomponenter ved behov (Clarke & Richmond 1974).

| mange tilfeller hvor studier har blitt gjort pa Pseudomonas’ katabolske veier og reguleringen
av disse, har et enda stgrre metabolsk potensial hos den studerte arten blitt funnet, enn hva
som var forventet. | fglge Sgrhaug og Stepaniak (1991) kan Pseudomonas degradere mer enn
100 organiske forbindelser. Selv innen en enkelt stamme kan det finnes ulike metabolske
veier for nedbrytning av en enkelt forbindelse. At det finnes flere alternative veier for den
samme metabolitten gjar det vanskeligere & studere Pseudomonas’ katabolisme. En mulig
arsak til at forskere i ulike studier har meldt om ulike resultater for den samme Pseudomonas-
arten, kan skyldes bade disse alternative veiene og bruk av ulike stammer av samme art
(Clarke & Richmond 1974).
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4.3 Organiske syrer

Resultatene fra undersgkelse av innhold bade av organiske syrer og frie aminosyrer viste
enkelte forandringer. VVed siden av den gode veksten som ble observert, indikerer dette at
pagaende metabolsk aktivitet har skjedd.

Sitronsyre, ravsyre og pyrodruesyre er noen av intermediatene som inngar i sitronsyresyklus.
Denne syklusen utgjar et essensielt metabolsk nettverk av bade katabolske og anabolske
reaksjoner i alle oksidative organismer. VVekstsubstrater slik som ulike karbohydrater,
proteiner og fett brytes ned via mange trinn til CO2 og H20, og ved hjelp av oksygen dannes
energibarende komponenter som trengs til syntese og vekst. Det dannes i tillegg mange
forlgpere til nye stoffer som cellene har behov for i biosyntetiske prosesser, for eksempel
aminosyrer (Mailloux et al. 2007). Sitronsyresyklus er sentral i metabolismen ogsa hos P.
fluorescens, og biosyntese av veldig mange viktige cellemetabolitter starter altsa her. Ofte
rekker ikke intermediatene i syklusen & hopes opp, da disse kontinuerlig fjernes etter hvert
som de dannes, for & benyttes i videre biosyntese (Clarke & Richmond 1974). Orotinsyre og
urinsyre inngar hovedsakelig i metabolisme forbundet med nukleotidsyntese og —degradering
og nedbrytning av blant annet protein. Alle katabolske og biosyntiske veier henger imidlertid i
starre eller mindre grad sammen og pavirker hverandre (Clarke & Richmond 1974; Reynolds
et al. 1955).

At enkelte stoffer ikke ble detektert eller at mengder ikke forandret seg over tid, ma derfor
ngdvendigvis ikke bety at stoffene ikke var til stede, ikke ble produsert eller ikke ble benyttet
i videre metabolisme. Pseudomonas er som kjent en effektiv og allsidig bakterie med stort
metabolsk potensiale, og det kan altsa tenkes at enkelte stoffer ble benyttet videre umiddelbart
etter at de ble dannet. Dette kan for eksempel veere tilfelle for de organiske syrene undersgkt
ved 4 og 7 °C, hvor forandringene tilsynelatende var minimale, men hvor veksten ifglge
vekstkurvene var god, og siden forandringer faktisk kunne observeres ved 22 °C. Ingen
deteksjon og/eller konstante mengder av noen av stoffene kan ogsa tyde pa at enkelte
metabolske prosesser faktisk ikke inntraff. Det er sannsynlig at det for eksempel ikke skjedde

produksjon av melkesyre fra nedbrytning av laktose eller dannelse av propionsyre.
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Sitronsyre, orotinsyre, urinsyre og ravsyre viste seg a vare til stede i melken ved start, men
mengdene avtok tydelig i melk ved 22 °C hvor veksten var kraftigst og behovet for
naringsstoffer var stgrst. Pyrodruesyre ble ikke detektert i 0-prgve, men sa derimot ut til a
dukke opp over tid under bakterienes vekst, for deretter & avta igjen. At organiske syrer kunne
bekreftes i melken ved start, var som forventet. Disse stammer ofte fra kuas blod eller er
intermediater i metabolske prosesser i melkekjertelcellene, slik som urinsyre som inngar i

proteinmetabolismen (Walstra et al. 2014).

Temperatur var av stor betydning for disse bakterienes vekst og metabolisme. De metabolske
prosessene involvert i vekst skjedde raskere og/eller mer optimalt ved 22 °C, enn ved lavere
temperaturer, slik som ved 7 og 4 °C. Ogsa her ser det ut til at prosessene foregar raskere for

stamme B enn A, som ogsa ble observert i forbindelse med vekstkurvene.

En stammeforskjell i metabolisme viste seg spesielt, da det ble funnet at mengden av en
ukjent komponent til stede i melken gkte ved vekst av stamme A. Det kunne ikke observeres
at dette stoffet hopet seg tilsvarende opp i melk med stamme B. Analysen var imidlertid ikke i
stand til & si noe om hvilket stoff dette var, og dermed heller ikke de bestemte mengdene.

4.4 Flyktige forbindelser (HSGC og TDGCMS)

Produksjon av flyktige forbindelser er ifglge Sgrhaug og Stepaniak (1991) typisk for
Pseudomonas. Ved undersgkelse av flyktige stoffer i samtlige melkeprever fra del 1 ved hjelp
av HSGC ble derimot ingen eller sveert sma mengder detektert, og ingen vesentlige
forandringer observert. Metoden er ikke en veldig fglsom analyse og kan ha vanskelig for a
registrere sveert sma mengder og sma forandringer, og vil nok derfor vaere bedre egnet for
analyse av stoffer der starre forandringer forekommer. Ut ifra HSGC-resultatene i denne
studien kan det dermed ikke trekkes noen slutninger, annet enn at eventuelle mengder som
forekom var meget sma. Det kan derfor se ut til at omsetninger som kan gi flyktige
forbindelser ikke var serlig aktive.

Tilstedevarelse og mengder av flyktige stoffer ble imidlertid ogsa analysert med TDGCMS,
en semikvantitativ metode som er mye mer fglsom enn fgrstnevnte metode. Resultatene fra
TDGCMS-analysen var i stand til & pavise at en rekke stoffer kunne detekteres i de

forskjellige melkeprgvene, og at mange av dem var til stede i melken i utgangspunktet. Hvor
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store mengder det var av de ulike stoffene er ikke mulig a si ut fra denne type analyse, men

det er mulig a se hvordan tilstedeverelsen av stoffene utartet seg og eventuelle trender.

Som papekt i resultatene sa tilstedeveerelsen av flere stoffer ut til  ha gkt over tid, bade av de
stoffene detektert i nullprgve og de som ikke opprinnelig var til stede. Dette gjaldt spesielt i
melk med vekst av stamme B ved 22 °C, men ogsa for noen stoffer i melk med vekst av
stamme A ved 22 °C. | begge disse pravene med melk sa det i tillegg ut til at tilstedeverelsen
av noen fa stoffer hadde gatt ned og/eller forsvunnet. Andre stoffer sa i motsetning ut til 3 i

starre eller mindre grad uforandret vaere til stede i alle pravene.

| falge Labows et al. (1980) har aerobe organismer potensiale til & danne en rekke unike
flyktige metabolitter, i motsetning til de mer begrensede anaerobe organismene. Flyktige
komponenter kan som beskrevet dannes i forbindelse med vekst av Pseudomonas, som har en
bred metabolsk aktivitet, selv om produksjonen av slike stoffer i dette tilfellet ikke sa ut til
veere veldig stor. Samtidig er melk et biologisk produkt som av naturlige arsaker kan variere i
komposisjon avhengig av blant annet faktorer som lagringstid og opprinnelse. Resultatene fra
denne analysen viste seg dessuten av ukjente arsaker a vare svart variable for enkelte stoffer,
som gjer usikkerheten starre. Det er derfor noe uklart akkurat hva som skyldes de ulike
funnene i forbindelse med flyktige stoffer i denne studien, men enkelte lignende studier har

noen foreslatte forklaringer.

| fglge Magan et al. (2001) har GCMS ogsa tidligere blitt benyttet for kvantitativ deteksjon av
flyktige markarer som har blitt karakterisert som viktige edeleggende mikrobielle
metabolitter. Dette er blant annet stoffer som 3-metyl-1-butanol, acetaldehyd, eddiksyre,

aceton, etanol, propan-2-ol og andre alkoholer.

Toso et al. (2002) kunne ved hjelp av GCMS headspace-analyse isolere og identifisere 42
flyktige komponenter fra fersk melk fra kuer som var féret med enten hgy, maissilo eller
gressilo. Fra analysene viste det seg at den kjemiske klassen som var mest representativ var
ketoner, etterfulgt av aldehyder, alkoholer og mindre mengder av hydrokarboner,
svovelforbindelser, estere og terpentener. Det sa ogsa ut til at foret hadde en viss innvirkning
pa forholdet mellom de ulike stoffene i den ra melken. Enkelte av stoffene pavist av Toso et
al. (2002) ble ogsa detektert i melkepraver i denne studien, slik som bade aceton, 2-pentanon,
2-heptanon og 2-butanon. De to farstnevnte stoffene viste seg a vare til stede i alle pravene,
mens 2-heptanon derimot ikke kunne pavises i melkeprgvene med B ved 4 og 7 °C etter 120
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timer. 2-butanon sa ut til & ha forsvunnet i melk med A ved 22 °C etter 120 timer. Aceton har
i noen fa tidligere studier ogsa blitt funnet & vaere en komponent til stede i fersk melk fra start,
men har som nevnt ogsa blitt ansett som et tegn pa mikrobiell gdeleggelse (Toso et al. 2002).

Toso et al. (2002) forklarer at tilstedeveerelse av aldehyder i melk kan skyldes hydrolyse av
bade lipider og aminosyrer, som gjerne gir henholdsvis rettkjedede og forgreinede aldehyder
(for eksempel isobutanal, pentanal, heksanal, nonanal og 2-metyl-butanal, 3-metylbutanal).
Nonanal var et aldehyd som ogsa ble funnet i denne studien, og som sa ut til  veere i alle
melkeprgvene. Det sies dessuten at produksjon av primeere alkoholer sannsynligvis skyldes
mikrobiell reduksjon av respektive aldehyder, men det papekes at disse mest sannsynlig ikke
bidrar til lukt- og smaksdefekter i fersk melk. Toso et al. (2002) isolerte blant annet alkoholen
3-metyl-1-butanol, som ogsa ble detektert i denne studien. I melk med B ved 22 °C etter 120
timer sa spesielt tilstedevarelsen av denne ut til  ha gkt i mengde. Dette er som beskrevet en
markar for mikrobiell gdeleggelse.

Toso et al. (2002) isolerte i tillegg svovelforbindelsen dimetylsulfon, og tilsvarende stoff ble
detektert i alle praver ogsa i denne studien. Dette stoffet har blitt assosiert med den
karakteristiske lukten til fersk melk, men kan ved hgye konsentrasjoner fare til smaksdefekter.
| den samme studien papekes det at funnene deres ikke stemte overens med tidligere funn
gjort av Moio et al. (1993), som i motsetning fant at den starste gruppen av stoffer detektert i
fersk melk var estere, etterfulgt av aldehyder og sveaert sma mengder ketoner. Dette antar

forfatterne at skyldes ulike metoder for analyse av flyktige komponenter (Toso et al. 2002).

En annen metode for deteksjon av flyktige stoffer i skummet melk ble benyttet i studiene gjort
av Magan et al. (2001), som benyttet en elektronisk nese for & undersgke vanlig skummet
melk og melk inokulert med ulike arter av bakterier (blant annet P. fluorescens) eller gjeer.
Disse studiene viste at det kan vaere mulig a skille melk med god kvalitet fra melk som
inneholder kvalitetsforringende bakterier eller gjeer, ved hjelp av deres metode og de

pafalgende analyser som ble benyttet.

Ogsa Urbach (1990) undersgkte produksjon av flyktige stoffer av bakterier i fersk melk
kjolelagret ved 2 og 7 °C. I disse studiene ble det vist at flyktige karbonyler ble redusert til
korresponderende alkoholer. Enkelte av disse karbonylene slik som aceton, var til stede i fersk
melk i utgangspunktet, mens andre ble dannet fra de korresponderende aminosyrene (for
eksempel 3-metylbutanal fra leucin). Under videre lagring ble alkoholene delvis esterifisert
med flyktige syrer. Ogsa her ble enkelte svovelforbindelser dannet, slik som dimetylsulfid og
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2 4-ditiapentan. Studiene viste ogsa at smaksdefekt og mengden av produserte flyktige stoffer
var mye starre ved 7 °C enn ved 2 °C ved samme bakterietall. PA samme mate som hos Toso
et al. (2002) ble det bekreftet at andelen av flyktige stoffer dannet, varierte med melkens
opphav. Studien rapporterer en mulig sammenheng mellom flyktige stoffer fra kjglelagret

melk og bakteriepopulasjon.

Ifelge Ansorena et al. (2001) og Labows et al. (1980) kan mange flyktige stoffer ogsa dannes
fra lipidoksidasjon. Dette kan vaere mulig at har skjedd ogsa i dette forsgket, da melken
benyttet inneholdt en liten andel fett (1,2 %). Som nevnt har ofte Pseudomonas og andre typer
psykrotrofe bakterier evne til & produsere lipaser, men dette ble det ikke testet for hos
stammene benyttet i denne studien. Dersom en eller begge stammer produserte lipaser, er det
dermed mulig at enkelte av de flyktige komponentene som ble detektert og noe av lukten som

kunne registreres, kunne skyldes lipidoksidasjon.

4.5 Protein- og peptidanalyse (CE)

Kapillzrelektroforese (CE) har ifalge Veledo et al. (2005) og Heck et al. (2008) vist seg a
veere en rask og effektiv metode for analyse av proteiner i melk, og stadig forbedring av
metoden har skjedd. Resultatene fra melkepravene der bakterievekst hadde foregatt, viste
tydelig at B-stamme var en proteinaseproduserende bakterie. Ved 22 °C forarsaket denne
stammen en kraftig, men gradvis nedbrytning av melkeproteiner over tid. Dette kommer frem
i hvordan mgnsteret i kurvene forandrer seg med tiden, der enkelte av de opprinnelige toppene
som representerer de ulike proteinene blir stadig mindre og mindre, samtidig som nye topper
dukker opp. De farste 24 timene ser ikke ut til & ha gitt vesentlig utslag i
proteinsammensetning, men derimot har mange forandringer i mgnsteret skjedd etter 48 timer,
og ytterligere etter 72 timer. Den starste synlige forskjellen som har skjedd etter 48 timer er at
toppene som indikerer k-kasein og B-kasein Al og A2 har blitt redusert i starrelse, mens en
ny, ukjent topp med lav retensjonstid har dukket opp. Videre har disse toppene blitt ytterligere
redusert, inkludert blant annet toppen som indikerer asi-kasein, mens mange flere nye sma
topper med et bredt spekter av retensjonstider har dukket opp. Etter 120 timer var det kun
toppene for myseproteinene a-laktalbumin og [3-laktoglobulin av de opprinnelige toppene som

fremdeles sa ut til & veere godt synlige, og dermed ogsa i en viss andel fremdeles til stede.
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De nye toppene som har dukket opp representerer de ulike peptidene som proteinene har blitt
brutt ned til. Mange topper indikerer mange forskjellige peptider (Miralles et al. 2003). | fglge
Sgrhaug og Stepaniak (1991) kan mange stammer av Pseudomonas spp. som vokser i melk
ved 4 °C faktisk vere i stand til & produsere nok proteinase til  hydrolysere all tilgjengelig
kasein til lgselige peptider. Til tross for det ugjenkjennelige mgnsteret i denne studien, kan det
veere mulig at sma mengder av enkelte av kaseinproteinene som var til stede ved start,
fremdeles fantes i melken ved forsgkets slutt. Dette var det imidlertid ikke mulig a se ut fra
siste kurve pa grunn av alle toppene. Det ble dannet en helt ny protein- og
peptidsammensetning pa grunn av hydrolysen som fant sted, men det er umulig ut i fra
resultatene fra denne analysen a si noe om akkurat hvilke peptider som har blitt dannet og
hvilke av de ulike toppene disse representerer. Videre analyser trengs dersom det er gnskelig a
finne ut mer om det bestemte peptidinnholdet. Dette illustreres ogsa i studier gjort av Low et
al. (2006), som ved hjelp av blant annet CE undersgkte proteolyse i melk forarsaket av ulike
tilsatte enzymer. | nevnte studier fant man for eksempel at papain, en proteinase fra frukten
papaya, ga et omfattende nedbrytningsmgnster der det var umulig & skjelne noen av de

opprinnelige kaseintoppene, altsa sveert lignende funnene i denne studien.

Proteiner inneholder mange forskjellige aminosyrer, og dette tillater de fleste proteinaser a
kunne finne seter som passer med deres bindingsspesifisitet. Ofte vil de ngytrale proteinasene
fra Pseudomonas ssp. angripe omrader med stor andel av hydrofobe aminosyrer, mens de
alkaliske proteinasene fra samme slekt ofte har bred spesifisitet. | falge teorien har de fleste
ekstracellulzere proteinaser fra psykrotrofe bakterier en melkekoagulerende egenskap, og de
angriper fortrinnsvis kasein fremfor myseprotein. Det er spesielt proteinene -, asi-, og -
kasein som er mest utsatt for proteolyse, bade av iboende proteinaser i melk og av mikrobielle
proteinaser, grunnet deres apne og tilfeldige ikke-helix-struktur (McKellar 1989; Sgrhaug &
Stepaniak 1991).

| fglge Chen et al. (2003) har flere ulike studier funnet at - og k-kasein er mer utsatt for
proteolyse enn asi-kasein. For eksempel undersgkte Miralles et al. (2003) effekten av
proteolyse under lagring av ubehandlet melk med samme metode som i denne studien (CE),
0g kunne observere at toppene som representerte disse to kaseinene minket i starrelse farst,
samtidig som nye produkter ble dannet. Dette stemmer overens med observasjonene gjort i
dette studiet for melk med stamme B ved 22 °C, der det tilsvarende mgnsteret kunne ses.
Ogsa Mitchell og Marshall (1989) undersgkte den hydrolyserende evnen hos ekstracelluleer
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proteinase hos fire forskjellige stammer av P. fluorescens, og det kunne da nok en gang
bekreftes stammevariasjon, fordi det kunne ses ulikheter i disse proteinasenes evne til &
hydrolysere a-, B- og k-kasein. Dette understreker at nedbrytningsmgnsteret som ble observert
i denne studien nagdvendigvis ikke ma arte seg pa denne maten for alle proteinaser. Lignende
studier har faktisk vist at forskjellige substrater, og til og med det samme substratet, har vist
forskjellige spaltingssteder avhengig av det aktuelle enzymet og de bestemte forholdene. Det
finnes derfor ingen absolutte, generelle regler for bestemte nedbrytingsmanster (McKellar
1989).

Bade miceller og lgselige kaseiner i melk kan angripes, men de enkelte proteinasenes
preferanse for spesielle kaseiner kan pavirkes av blant annet kaseinenes micellestatus. os1- 0g
B-kasein kan ikke degraderes inni micellen, med mindre kolloidalt kalsiumfosfat (CCP)
dissosierer, mens kappa-kasein derimot vil vaere mer tilgjengelig nar det er i miceller form. |
tillegg vil mengdene kasein som er i lgst form pavirkes av melkens temperatur. Ved lavere
temperaturer vil mer kasein veere dissosiert fra micellene, noe som gjer disse kaseinene mer
utsatt for proteolyse (McKellar 1989; Sgrhaug & Stepaniak 1991).

| forbindelse med micellestruktur ligger ogsa forklaringen pa hvorfor proteolyse kan fare til at
melken koagulerer, som observert i melk med B-stamme ved 22 °C. Kaseinmicellene er
kolloidale partikler der x-kaseinet har negativ ladning og er orientert pa overflaten.
Proteinasene har chymosin-lignende aktivitet og degraderer dette proteinet til to peptider, der
det ene peptidet med ladning (glukomakropeptid) dissosierer, mens det andre peptidet (para-
k-kasein) forblir knyttet til micellen. Micellene destabiliseres ved at de mister ladningen som
holder dem lgst og frastett fra hverandre, og begynner i stedet & aggregere (McKellar 1989;
Serhaug & Stepaniak 1991; Walstra et al. 2014).

Myseproteinene a-laktalbumin og B-laktoglobulin brytes generelt ikke ned av psykrotrofe
bakteriers ekstracellulaere proteinaser, i hvert fall ikke i samme grad som kaseinene. Sa lenge
myseproteinene ikke er denaturerte, er proteinasenes aktivitet p& disse lav. Arsaken skyldes
myseproteinenes sekundere og tertigere struktur, som blant annet gjer proteinene globulere.
Som nevnt kunne det i melken med stamme B ved 22 °C i denne studien observeres at mye av
toppene antatt 4 vaere myseproteinene forble ubergrte av proteinase, til tross for ellers kraftig
degradering av kasein. Over lengre tid kan det likevel skje at ogsa myseproteinene begynner a
degraderes, og da vil som oftest B-laktoglobulin veere mer utsatt enn a-laktaloumin (McKellar
1989; Sgrhaug & Stepaniak 1991).
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At forandringer i proteinmgnster begynte a bli synlig farst etter 48 timer og ikke ved 24 timer,
kan indikere at ogsa bakterienes proteinaseproduksjon begynte like far 48 timer, men etter 24
timer. Da forandringene var enda stgrre etter 72 timer kan det veere tilfelle at
proteinaseproduksjon og/eller tilstedevarelsen av proteinase var ytterligere gkt. Samtidig kan
det ogsa vaere tilfelle at proteinaseproduksjon faktisk begynte tidlig, men at mengden enzym
produsert var lav som faglge av at bakterietallet ogsa enna var relativt lavt. Dette ville dermed
gitt lite synlig utslag i proteinmgnster.

Ved & sammenligne disse observasjonene med vekstkurven kan det ses at bakterienes
produksjon av proteinaser, som ser ut til & ha begynt like far 48 timer ved 22 °C, tilsvarer sen
logaritmisk eller tidlig stasjonaer fase (ved haye bakterietall, ca. 9 log CFU/mL). Forskjellige
studier har vist noe ulike resultater relatert til nar i P. fluorescens vekstfase stgrsteparten av de
ekstracellulzere enzymene produseres og skilles ut. Noen av de som har kunnet observere
enzymproduksjon tidlig i logaritmisk fase parallelt med bakterievekst, er blant annet Juffs et
al. (1968) og Adams et al. (1975).

Slik som resultatene i dette forsgket derimot indikerer, observerte ogsa blant annet McKellar
(1982) proteinaseproduksjon hos en stamme av P. fluorescens i sen logaritmisk og tidlig
stasjoneer fase, bade ved 20 og 5 °C. Det papekes av forfatteren at en mulig arsak il
forskyving i enzymproduksjon til senere stadier i vekstfase kan veere bruk av en lett
metaboliserbar karbonkilde, altsa et optimalt vekstmedium der behovet for enzym dermed
ikke er akutt. Som tidligere beskrevet kan dessuten variasjoner mellom bakteriestammer veere
en annen mulig arsak til ulike resultater, og da bade forskijeller i total enzymproduksjon og i
spesifikk produksjon per celle under tidlig vekstfase (Serhaug & Stepaniak 1991).

Ekstracellulzere varmeresistente proteinaser og lipaser produsert av psykrotrofe bakterier har
opp gjennom tidene blitt mye studert, og det finnes derfor mye litteratur om blant annet
isolering av og egenskaper hos disse. Antall bakterier bade i fersk melk og i renkulturer
korrelerer ofte darlig med faktisk utskillelse av enzym, og kunnskapen om hvordan miljget og
de erneringsmessige faktorene pavirker bakterienes enzymproduksjonen er, til tross for mye
forskning, ikke komplett. | falge McKellar (1989) kan det & gke denne kunnskapen og ta i
bruk egnede metoder for & begrense bakterienes enzymproduksjon vere en mate a redusere og

eliminere enzymenes skadeomfang i meieriprodukter (Sgrhaug & Stepaniak 1991).
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Juffs et al. (1968) understreker hvordan proteolytisk aktivitet hos Pseudomonas spp. er sveert
avhengig av mediet den vokser i, etter a ha undersgkt effekt av temperatur og naering pa
mengde og mgnster i produksjon av proteolytiske enzymer. | nevnte studie viser forfatterne
ogsa til at syntese ikke ngdvendigvis er assosiert med god bakterievekst. Bade Sgrhaug og
Stepaniak (1991) og McKellar (1989) papeker hvordan det ser ut til at energinivaet i
bakteriecellene er primarfaktoren som regulerer syntese og utskillelse av ekstracellulaere
enzymer. Reduserte energinivaer som fglge av begrenset tilgang til naring, gkt celletetthet og
jern- eller oksygenbegrensninger kan fare til uttrykking og forsterking av slik syntese hos
bakteriene. Proteinaseproduksjon i melk pleier ikke & fremmes pa grunn av at tilgangen pa
karbon, nitrogen og fosfat er lav, men heller som fglge av at det er essensielle faktorer for
bakterievekst som er begrenset, og altsa ikke faktorer som begrenser selve syntesen (McKellar
& Cholette 1984).

Mange faktorer kan pavirke bade bakterievekst og enzymproduksjon, og hvor stor effekten er
pa regulering- og utskillelsesmekanismer for enzymproduksjon kan variere. Det kan dessuten
vaere interaksjoner mellom disse faktorene, noe som gjar det vanskeligere a si akkurat hvilke
faktorer som bidrar i hvilken grad.

En miljgfaktor av betydning er blant annet temperatur. Syntese har vist seg a kunne forega i et
bredt temperaturomrade, men maksimal proteinaseproduksjon av P. fluorescens ser vanligvis
ut til & inntreffe i sjiktet rund 20 °C, det vil si godt over kjglelagringstemperatur for melk,
men under optimal veksttemperatur. Dette var ogsa tilfelle i denne studien, der proteolyse var
kraftig hos stamme B ved 22 °C. Det har ogsa blitt papekt at psykrotrofe bakteriekulturer med
lavt antall celler og ved lav temperatur ofte kompenserer med hgyere enzymaktivitet per celle.
McKellar og Cholette (1984) mener samtidig at funnene i deres studie statter observasjonen
av at selve mekanismen for proteinaseproduksjon hos P. fluorescens var lik ved 5 og 20 °C.
En annen observasjon som er gjort er at proteolyse har vist seg a bli forarsaket av en mindre
populasjon av psykrotrof mikroflora i melk, enn populasjoner av renkultur av P. fluorescens
(stasjoner fase ndd ved hhv. 107 og 10° CFU/mL). Ubehandlet melk inneholder dessuten
varierende mengder av vekstfremmere, enzyminhibitorer og —indusere. McKellar (1982) fant
blant annet at komponenter med lav molekylvekt (<5.000) fra skummet melk fremkalte

proteinasesyntese i P. fluorescens (McKellar 1989; Sgrhaug & Stepaniak 1991).

En annen faktor med betydning for regulering av ekstracellulaere enzymer er ifglge McPhee

og Griffiths (2002) bakterienes vekstfase og graden av celle-til-celle-kommunikasjon
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(«quorum sensing»). Pseudomonas og andre gramnegative bakterier kan nemlig produsere en
autoinducer som, nar den er til stede i stor nok konsentrasjon, kan regulere uttrykk av flere
gener pa en gang. Dette inkluderer blant annet kontroll av de genene som er ansvarlig for
syntese av ekstracellulzere enzymer. Vekstfase er av betydning nettopp fordi slike
terskelverdier av produsert autoinducer gjerne ikke nas far ved slutten av logaritmisk fase og

begynnelsen av stasjonar fase (McPhee & Griffiths 2002).

Et annet tilfelle som papekes av Clarke og Richmond (1974) er mulighetene for at ogsa aktive
intracelluleere enzymer vil kunne frigjeres ved lysering av celler. Dette kan muligens gke
graden av og endre mgnsteret i degraderingen, og ber tas i betraktning at kan inntreffe over
tid, spesielt under bakterienes dedsfase. | dette forsgket var nok derimot ikke
inkubasjonstiden lang nok til at bakteriene nadde dgdsfase, og ved 4 og 7 °C sa det ikke ut til
at bakteriene en gang hadde rukket a na stasjoner fase ved forsgkets slutt (5 degn). Som kjent
vil nemlig P. fluorescens, etter & har nadd maksimal celletetthet (stasjoneer fase), kunne

overleve tilneermet uendret i melkekultur i veldig lang tid (Serhaug & Stepaniak 1991).

Den store forandringen i proteinmgnster observert for B-stamme ved 22 °C, kunne ikke ses
ved verken 4 °C eller 7 °C. En viss nedbryting av B-kasein A2 ved 7 °C hadde skjedd, men
ellers sa det opprinnelige proteinmgnsteret ut til a forbli intakt over tid. At
proteinaseaktiviteten var hgy ved 22 °C, men ikke ved 7 og 4 °C, betyr med andre ord at
temperatur var av stor betydning. En temperatur pa 22 °C er naermere bade optimal
veksttemperatur og temperaturomrader som ofte har vist a gi den hgyeste
proteinaseproduksjonen, sammenlignet med 4 og 7 °C, selv om bakterieveksten ogsa ved de
lave temperaturene var relativt god. | hvilken grad de store forandringene som inntraff i B-22
skyldes hgy proteinaseproduksjon av bakteriene i melken, eller hgy aktivitet grunnet
proteinasenes optimumstemperatur, kan imidlertid ikke avgjares ut fra disse resultatene alene.
Det er pA samme mate uvisst om arsaken til at ingen og svert lav proteinaseaktivitet kunne
bevises i melk ved henholdsvis 4 og 7 °C skyldes ingen eller lav proteinaseproduksjon fra
bakterienes side, eller om det skyldes at enzymene ikke var s&rlig aktive ved disse lave
temperaturene. | forbindelse med proteinasenes temperaturoptima papeker for eksempel Eie
(1994) at proteolyse er en temperaturavhengig reaksjon som kan gi ulik proteolysegrad ved
ulike temperaturer, selv om enzymmengden er den samme. McKellar (1989) viser til at mange
funn tyder pa at optimumstemperaturen hos en stor andel av proteinaser produsert av

Pseudomonas ligger ved ca. 45 °C, men samtidig at mer enn 15 % av maksimal
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enzymaktivitet ofte blir uttrykt ved sa lav temperatur som 4 °C. Dersom dette ogsa var tilfellet
for proteinasene i denne studien, at de fremdeles innehar noe aktivitet ved lav temperatur,
ville det kanskje ogsa veert forventet noe mer synlig proteinnedbrytning i CE ved 4 og 7 °C.
Da dette ikke kunne ses, kan dette antyde at proteinasene faktisk ikke var blitt produsert i
seerlig grad ved disse lave temperaturene. Dette kan ogsa stemme med observasjoner av at
starst proteinaseproduksjon hos P. fluorescens inntreffer rundt 20 °C, som allerede nevnt.
Imidlertid noe motstridende fant McKellar (1982) at proteinaseproduksjon ved 5 °C fremdeles

14 pa s& mye som 55 % av den maksimal produksjon som kunne ses ved 20 °C.

For stamme A kunne derimot ikke proteinnedbrytningen som inntraff i melk med stamme B
ved 22 °C pavises i det hele tatt, til tross for at vekstforsgket bekreftet god vekst ved alle de
tre temperaturene, og selv om det var mulig a se enkelte forandringer i innhold av organiske
syrer og aminosyrer. Hos stamme A kunne det nemlig ikke observeres forandring i mgnsteret
av melkeprotein ved noen av de tre temperaturene over tid, heller ikke ved 22 °C.

Ved forsgkets begynnelse var det egentlig forventet a finne proteolytisk aktivitet ogsa hos A-
stamme, da denne var en kjent og veletablert stamme benyttet i tidligere forskning, og som
der har vist & inneha denne egenskapen. For eksempel viste studier gjort av Martins et al.
(2005) at denne stammen, P. fluorescens ATCC 13525, viste vekst og proteolyse bade ved
inkubasjon ved 7 °C i 10 dager og ved >26 °C i 48 timer. Ogsa Clarke og Richmond (1974)
viser til hvordan det er klare fordeler med & jobbe med slike godt kjente og veletablerte
laboratoriestammer av bakterier, da det blant annet gjer mer intensivt arbeid mulig. Det
papekes imidlertid her at det for enkelte undersgkelser kan veere nyttig a bruke nylig isolerte
stammer fra naturlige kilder, pa grunn av stammevariasjon og bevis som finnes for at gener

for enkelte katabolske enzymer kan baeres pa plasmider som lett kan mistes.

Det er ikke mulig & si akkurat hvorfor stamme A ikke uttrykte proteolytisk aktivitet i denne
studien. Det er uklart om tilfellet var at genene for produksjon av ekstracellulere proteolytisk
enzymer av en eller annen grunn ikke ble uttrykt, eller om bakterien faktisk ikke bar genene
for denne egenskapen. Innledningsvis i denne studien ble det gjort enkle undersgkelser og for-
tester av de to stammene. Det ble forsgkt a oppdrive flere stammer slik at de mest egnede
kunne velges, men mangel pa funn av levende kulturer og knapphet i tid ferte til at det var

disse to stammene som ble benyttet.
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4.6 Frie aminosyrer

Det viste seg at enkelte av de frie aminosyrene det ble analysert for i melken var til stede
allerede i utgangspunktet. | falge Walstra et al. (2014) er det vanlig a finne slike spormengder
av frie aminosyrer i melk, og i tillegg ogsa sma peptider. Mengdene av de forskjellige syrene
var som papekt svart varierende og som oftest veldig sma. Trenden var at det gjerne etter 1-2
degn skjedde en svak og gradvis gkning i mengdene av mange av disse frie aminosyrene i
melk som var podet med stamme B og inkubert ved 22 °C. For de resterende melkeprgvene

var denne trenden fravaerende. Noen fa stoffer forsvant imidlertid helt, ogsa i B 22 °C.

Det er nzrliggende a anta at den observerte gkningen av mange av de frie aminosyrene i melk
med vekst av B ved 22 °C kan forklares av proteolyse. Proteiner bestar av kjeder av
aminosyrer, og ved bakteriell utskillelse av proteinase vil melkeproteinet kunne angripes og
hydrolyseres til mindre peptidbiter og frie aminosyrer. Aminosyrene kan videre fungere som
byggesteiner i andre metabolske prosesser i bakteriene. | falge McKellar (1989) kan for
eksempel P. fluorescens benytte aminosyrer i minimale vekstmedier som kilde bade til
nitrogen og karbon, og de kan ogsa stimulere til ekstracelluler proteinaseproduksjon. I falge
Chen et al. (2003) er nemlig Pseudomonas ikke-krevende nar det gjelder aminosyrer, og i
motsetning til de biosyntetiske veiene, kan de katabolske veiene for en aminosyre vere ulike i
to forskjellige stammer av Pseudomonas. Dessuten kan mer enn en vei finnes innenfor den

samme stammen.

Tidligere har proteinaseaktivitet i melk og andre meieriprodukter blitt malt som frigjort
tyrosin. For eksempel har tyrosinnivaer blitt brukt som indikator pa organoleptisk kvalitet av
kjalelagret melk (Chen et al. 2003). Som observert i denne studien kunne det ses nettopp at
mengdene av tyrosin gkte med tid i melk med vekst av B ved 22 °C.

Mengden av frie aminosyrer gkte stort sett ikke i noen av de andre melkeprgvene, til tross for
god bakterievekst. Dette papeker nok en gang at bade temperatur og bakteriestamme vil
kunne ha betydning for typer og grad av metabolisme som foregar i bakteriene, og spesielt for
produksjon av og aktivitet hos proteinaser. Samtidig er det viktig a huske, ved sammenligning
av stammenes metabolisme, at bakteriekonsentrasjonene ble malt logaritmisk. Dette betyr at
bare én log forskjell i antall bakterier farer til at man kan forvente en forskjell i metabolisme
pa en tiendedel. Som beskrevet for organiske syrer, kan det ogsa her ha vart tilfelle at enkelte

frie aminosyrer hadde blitt dannet ogsa der det tilsynelatende ikke skjedde noe, men at disse
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ble benyttet direkte i videre metabolisme og derfor ikke rakk a samles opp til mengder som ga
utslag. Resultater fra CE tydet derimot pa at proteolyse i disse melkepravene faktisk ikke var
tilfelle, og at peptider og frie aminosyrer altsa ikke ble dannet, eller i hvert fall i sveert sma

mengder.

4.7 Kjeldahl-analyser av nitrogen- og proteininnhold

Undersgkelsene av nitrogen- og proteininnhold i 0-prgve og i melk med vekst av B-stamme
ved 22 °C etter 120 timer som ble gjort ved hjelp av Kjeldahls metode, styrket funnene fra

kapillaerelektroforesen. Resultatene viste nedgang i totalprotein og kasein, og gkning i ikke-
protein- og ikke-kasein-nitrogen. Dette indikerer at ekstracelluleere proteinaser produsert av
B-stamme har brutt ned store deler av proteinet i melken, og da spesielt kasein, slik at ikke-

protein-nitrogen i form av nitrogenforbindelser og peptider har blitt frigjort.

Dette er i henhold til teorien, ifglge Chen et al. (2003), som viser til tidligere studier av blant
annet Adams et al. (1975), Fairbairn og Law (1986) og Renner (1988), der proteolysegrad i
lagret prosessert melk har blitt malt nettopp ved a undersgke nedgangen i kasein-nitrogen eller
gkningen i ikke-protein- og ikke-kasein-nitrogen. Disse endringene har dessuten ogsa i
studiene som nevnt, blitt knyttet til endringer i funksjonalitet, slik som mikrostruktur (for
eksempel kaseinflokkulering) og ekt viskositet i UHT-melk. Generelt fgrer bakterielle
proteinaser til gkning i ikke-protein-nitrogen og dannelse av para-k-kasein, som forbindes
med destabilisering av kaseinmicellene og koagulering av melk (Chen et al. 2003).
Mikrokjeldahl-metoden som tidligere har blitt benyttet for slik undersgkelse av gkning i ikke-
protein-nitrogen i melk, har ifalge McKellar (1989) ogsa blitt brukt for a finne mal pa

psykrotrof proteinaseaktivitet.

Resultatene viste ogsa hvordan forholdet mellom myseprotein og kasein sa ut til & veere noe
forskjgvet mot en starre andel kasein enn hva som er forventet i melk. Som beskrevet
innledningsvis i oppgaven er normalt dette forholdet henholdsvis 20:80, mens det ut fra denne
analysen gikk frem a vaere omtrent 7:93. Tilsvarende forskyving ble observert av Bitikofer et
al. (2006), men forfatternes forklaring er at arsaken til at andelen kasein tilsynelatende har
gkt, skyldes UHT-behandlingen melken har veert utsatt for. Deres studie viste at jo kraftigere

varmebehandling av melk, jo starre andel av myseproteinene denaturerer og binder til
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kaseinmicellene, og vil dermed ogsa felle ut ssmmen med kaseinfraksjonen. Det betyr at den
virkelige andelen myseprotein var som fgr, men at en del av denne feilaktig har blitt

medregnet som kasein.

McKellar (1981) foreslar dessuten at denaturering som fglge av den hgye
temperaturbehandlingen UHT-melk utsettes for, kan fare til at nye enzymsubstratseter blir
tilgjengelige pa proteinmolekylene. Studier tyder nemlig pa at pasteurisert melk er mer
motstandsdyktig mot proteolyse enn UHT-melk. | McKellars egne studier viste tre isolater av
P. fluorescens produksjon av enzymer som var dobbelt sa aktive pa UHT-melk, som pa
pasteurisert melk. Dette resulterte i at det blant annet kunne tilsettes starre mengder enzym i
den pasteuriserte melken enn i UHT-melken, far smaken tydelig endret seg. McKellar (1981)
observert ogsa at mengden proteolyse ngdvendig far smaksendring oppsto, varierte for
enzymene fra de ulike stammene. | andre studier har kraftig varmebehandling (95 °C i 10
minutter) vist seg a eke fordeyeligheten av B-laktoglobulin, som i nativ form har globulaer
struktur og i utgangspunktet derfor er et darlig substrat for proteolytiske enzymer (Maier et al.
2006).

Resultatene for melken med B-stamme viste i tillegg en tilsynelatende gkning i myseprotein,
men arsaken til dette er uklar. Andelen opprinnelig myseprotein i melk kan teoretisk sett ikke
gke, som betyr at forklaringen muligens kan veere relatert til egenskapene til modererte

proteiner og peptider som dannes.

4.8 Proteinaseaktivitet og peptidanalyse (CE)

| analysen der bakteriefri melk tatt ut fra melk med vekst av B-stamme ved 22 °C ble tilsatt i
UHT-melk i gitte mengder og deretter inkubert, ble det bekreftet tilsvarende
nedbrytningsmgnster av melkeprotein som ved analyse av melken fra hovedforsgket. Det
kunne imidlertid observeres forskjeller i graden av proteolyse avhengig av podemengde og

eventuell varmebehandling som melken ble utsatt for.

Tydeligst nedbrytning og ogsa mest likt det tidligere mansteret, kunne observeres i melk med
hgyest podemengde og som ikke ble varmebehandlet (UP 1 %). Her skjedde det reduksjon av
toppen som indikerte B-kasein A2 allerede etter 24 timer. Ved podemengde pa 0,01 % sa

degraderingen derimot ut til & ha skjedd saktere. Dette illustrerer nok en gang at mengden
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enzym til stede var av stor betydning for hvor raskt degradering skjedde, men samtidig at til
og med sma mengder enzym kan vere i stand til & degradere melkeprotein, bare over litt
lenger tid. At podemengden vil vaere avgjarende for hvor fort proteolyse inntreffer bekreftes
blant annet av Eie (1994).

Elektroferogrammene av melken som ble varmebehandlet (LP og HP) etter tilsetning av
proteinaselgsning, inneholdt en del uforklarlige forstyrrelser som gjer det vanskeligere 4 si
noe om mensteret. Det kan likevel se ut til at grafene bekreftet hvordan varme reduserte
enzymaktiviteten, da proteinmensteret endret seg enda saktere med tiden etter at
varmebehandling hadde funnet sted. Blant annet viste lavpasteurisert melk tilsatt 1 %
proteinaselgsning en mgnsterutvikling mer lik UP 0,01 % enn UP 1 %. Lavpasteurisert melk
med den minste podemengden (LP 0,01 %) viste at proteinaseaktiviteten pa melkeproteinet
hadde veart sveert lav, selv etter 168 timer. Dette kan ses i sammenheng med tidligere studier
som har vist at proteinase fra P. fluorescens er mindre stabil ved lavpasteurisering ved 55-60
°C, enn ved hgyere temperaturer (Serhaug & Stepaniak 1997).

HP 1 % og 0,01 % inneholdt mange forstyrrelser, men det kan ogsa her se ut til at sveert lite
proteolyse hadde foregatt. Dersom tiden hadde tillatt det burde nok analysene ha blitt utfart
flere ganger for @ om mulig oppna bedre grafer. Dette ble imidlertid ogsa gjort for de to

sistnevnte prgvene (HP), noe som likevel ikke resulterte i mindre forstyrrelser.

Generelt bekreftet disse funnene resultater fra tidligere studier som beskrevet, som viser at
varme i ulik grad vil kunne redusere proteinaseaktivitet. Likevel viste de ogsa at ikke alle
proteinasene vil settes ut av spill av varmebehandling, men at en viss proteolyse vil kunne

fortsette & skje under lagring etter varmebehandling.

Under inkubasjon av melkepravene ble teoriene om geldannelse i UHT-melk grunnet
enzymatisk proteolyse dessuten et faktum. Som beskrevet i resultatdelen kunne det observeres
et koagel eller en gel i flere av melkepravene, blant annet tydelig i UP 1 % og 0,01 % etter 96
timer, men ogsa til en viss grad i LP og HP 1 %. Sgrhaug og Stepaniak (1991) forteller om
studier hvor tilsvarende observasjoner har blitt gjort etter at det har blitt tilsatt proteinase til
UHT-melk, blant annet proteinase fra P. fluorescens NCDO 2085. De nevner ogsa hvordan
det i tillegg ved hjelp av elektronmikroskopering har blitt vist at slike geler bestar av
kaseinmiceller som har klumpet seg til et nettverk pa samme mate som i melk koagulert med

chymosin (lgpe) (Serhaug & Stepaniak 1991).
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4.9 Oppsummering og avslutning

Fordi P. fluorescens har denne evnen til & vokse i melk ved lave temperaturer som illustrert i
dette studiet, vil det vere spesielt viktig a redusere graden av kontaminering i utgangspunktet
mest mulig. Samtidig blir det klart hvor viktig det faktisk er a raskt kjgle ned fersk melk, for
deretter & bevare en ubrutt kjglekjede helt fra gardstank via tankbil til meieri og videre til
forbruker. Fluktuering i temperatur bgr unngas, ogsa etter varmebehandling. Selv om lav
temperatur ikke stopper veksten av psykrotrofe bakterier, vil det likevel bidra til betydelig
redusert vekst, som beskrevet av De Jonghe et al. (2011). Ogsa andre metoder som tillegg til
lav temperatur kan benyttes for a redusere vekst og pafglgende enzymproduksjon, slik som
flushing med karbondioksid- eller nitrogengass og termisering. | Norge og en rekke andre
industrialiserte land er pasteurisering et pabudt prosesstrinn far salg av melk og
meieriprodukter, mens for eksempel syrning av enkelte meieriprodukter med
melkesyrebakterier ogsa vil kunne bidra til & inhibere vekst av eventuelle ugnskede

psykrotrofe og/eller patogene bakterier (Walstra et al. 2014).

Som béde denne og andre studier har vist, vil akkurat hvilke falger man far av psykrotrof
bakterievekst i melk kunne avhenge av bade bakterieart og —stamme. Fordi ulike stammer for
eksempel vil kunne produsere ulike typer enzymer i forskjellige mengder og med ulik
aktivitet og stabilitet, vil dermed heller ikke alle stammer utgjere en like stor trussel. Uansett
har det vist seg at enkelte stammer kan ha sveert negativ effekt, som illustrert med stamme B i
denne studien. Forhandsregelen bgr derfor vaere at kontaminering med psykrotrofe bakterier i
melk ber forhindres sa langt det lar seg gjare.

A unngé psykrotrofe bakterier helt vil i prinsipp vare vanskelig, men & redusere graden av
kontaminering mest mulig vil vaere et sveert viktig tiltak for a redusere forringelse av melkens
kvalitet. God hygieneparaksis pa garden har avgjerende betydning, og omrader som det sarlig
bar fokuseres pa er tilstrekkelig vask og desinfeksjon av melkeutstyr og redskap i forbindelse
med melking. Andre kilder til kontaminering kan vaere skitne jur og spener. A ha hygiene i
fokus ma veere en selvfalge i forbindelse med all handtering av melk, det vil si ogsa under
transport, bearbeiding og lagring.

Mange tiltak kan benyttes, og Sgrhaug og Stepaniak (1997) har for eksempel foreslatt
hvordan gkt bruk av maskiner designet for aseptisk tapping i sterre grad kan tas i bruk pa
meieriene for a redusere graden av rekontaminering etter pasteurisering av melk og

bearbeiding av meieriprodukter. | tillegg kan det vere svart nyttig med metoder for a raskt og
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enkelt kunne kontrollere den melken meieriet mottar, for & vurdere hva melken vil veaere mest
egnet til. Ved hagye psykrotroftall og/eller enzymmengder bar for eksempel kanskje ikke
melken benyttes til langtidsholdbar UHT-melk, da denne ofte lagres bade lenge og ved
romtemperatur (Birkeland 1987).

Det kan antas at trenden i dagens meieriindustri ikke vil ga tilbake til verken mindre
gardsbruk, hyppigere henting eller flere meierier, men sannsynligvis heller ha fokus pa
ytterligere gkende effektivisering. For a imgtekomme dette ma allerede etablert kontroll og
gode rutiner bevares og om mulig ogsa bedres. Det bar jobbes mot & stadig oppna ny,
forbedret kunnskap, men samtidig er det ogsa viktig a bruke den kunnskapen vi allerede har
fullt ut. Kanskje vil det i fremtiden utvikles nye, mer effektive metoder for a fa bukt med

mange av de utfordringene vi i dag star ovenfor i meieriindustrien.
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5. Videre arbeid

| denne oppgaven ble vekst og metabolisme undersgkt hos to stammer av Pseudomonas
fluorescens under lagring i melk ved ulike temperaturer. VVed forsgkets start var det usikkerhet
knyttet til hvilke forventninger man egentlig hadde til disse bakteriene og hva fglgende
resultater dermed ville vise. Kanskje burde flere grundige for-tester derfor vart gjort pa
bakteriestammene benyttet. Dessuten kunne muligens andre, mer passende og relevante
stammer ha veert valgt dersom disse hadde veert tilgjengelige.

Forsgket skulle utfares i triplikat, og for & begrense omfanget ble det bestemt & undersgke to
ulike stammer og tre ulike temperaturer over totalt fem dagn. | tillegg til selve vekstforsgket,
ble det utfart en rekke ulike analyser. Hver og en av disse kunne det med fordel blitt arbeidet
mer omfattende med, dersom tidsaspektet ikke hadde veert en begrensning. For eksempel
kunne det vaert en fordel for min egen del & pa forhand opparbeide starre innsikt og forstaelse
for metoder som TDGCMS og CE. Det var 0gsa noe begrenset hvor dypt det var mulig a sette
seg inn i absolutt alle resultater. For eksempel matte det i forbindelse med den omfattende

analysen TDGCMS gjgres begrensninger pa antall prgver som ble analysert og undersgkt.

For sikrere resultater og bedre presisjon burde flere gjentak for mange av analysene veert
utfort. A utfore statistiske analyser pé enkelte av resultatene kunne veert en fordel. Det kan
ogsa tenkes at ikke alle analysene var like egnet eller godt tilpasset denne typen forsgk, og
derfor burde tilpasses bedre.

Videre kunne det vert interessant a undersgke flere bakteriestammer som hadde proteolytisk
aktivitet, for & kunne se likheter og forskjeller i denne aktiviteten. En idé kunne veert a benytte
stammer isolert fra fersk melk og/eller som man vet sikkert at nylig har blitt forbundet med
forringelse av melk eller andre meieriprodukter. Det kunne ogsa veert mulig a utvide forsgket
pa andre mater, for eksempel i forbindelse med temperatur. Temperaturomradet ved 10-12 °C
kunne blant annet veert av interesse, da 22 °C er ganske usannsynlig i praksis, mens 4 og 7 °C
viste seg a veere noe lavt med tanke pa faktiske observerte forandringer i melken tilknyttet
metabolsk aktivitet. Svert interessant kunne det ogsa ha veert a arbeide tettere med
meieriindustrien for & hgre mer om reelle utfordringer og problemer, og a undersgke
muligheter rundt hvordan slike utfordringer kan lgses. Som nevnt ble heller ikke lipolytiske
egenskaper undersgkt i det hele tatt, noe som ogsa ville veert relevant a undersgke i

forbindelse med kvalitetsforringelse av melk.
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