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SAMMENDRAG

Per i dag finnes det et voksende utvalg melkeprodukter i dagligvarebutikken, som
langtidsholdbar- og laktoseredusert melk, i tillegg til de mer tradisjonsrike
melkeproduktene. Til tross for dette har det veert en nedgang i melkekonsumet, samtidig
som det har veert en jevn gkning i omsetning av plantebaserte drikker. Disse plantebaserte
drikkene er ikke like neeringsrike som melk, og blir derfor beriket med ulike nzeringsstoffer
for & overkomme de ernaeringsmessige begrensningene. En annen ulempe er
tilstedevaerelsen av antinaeringsstoffer som potensielt sett kan redusere biotilgjengelighet
av kalsium. For & kunne etterkomme ernzeringsanbefalingene utviklet av Nordisk
Ministerrdd, er det avgjgrende a forsta og utvikle kunnskap om hvordan mat pavirkes og
endres under fordgyelsen. Simulert fordgyelse basert pa in vitro fordgyelsesmodeller er
nyttige verktgy i denne sammenheng. Denne studien omhandler hvordan biotilgjengelighet
av kalsium og jod, og proteinfordgyelighet blir pavirket av produktets egenskaper og ulike
prosesser som er inkludert i fremstillingen pa in vitro fordgyelse. Totalt ble tre ulike
melkeprodukter og én havrebasert plantedrikk undersgkt. Produktene hadde ulik
produksjonshistorikk, i form av varmebehandling og enzymatisk hydrolyse av laktose.
Produktene ble analysert for fytinsyreinnhold, pH og totalt innhold av kalsium og jod. Etter
in vitro fordgyelse ble prgvene sentrifugert, etterfulgt av analyser for innhold av ionisk
kalsium, totalt kalsium, jod og hydrolysegrad av proteiner. Lavmolekylaer prgvefraksjon ble
undersgkt ved bruk av sentrifugering med sentrifugergr, som sa ble veid og analysert for
innhold av totalt kalsium og hydrolysegrad av proteiner. Hgymolekylzer prgvefraksjon ble

analyser for innhold av jod.

Resultatene viste at Havredrikk hadde signifikant lavere kalsiuminnhold sammenlignet med
melkeproduktene (p<0.01), og havredrikk var eneste prgve med innhold av fytinsyre. Det
ble benyttet to ulike metoder for totalt kalsiuminnhold i produktene fgr in vitro fordgyelse,
og resultatene fra disse var signifikant forskjellige fra hverandre (p<0.05), men den relative
forskjellen mellom innhold av kalsium og de to metodene var derimot lik. F- og LM-
Havredrikk hadde ogsa signifikant lavere kalsiuminnhold etter in vitro sammenlignet med

melkeprgvene (p<0.01), foruten LM-UHT. De lavmolekylere prgvene hadde et signifikant



lavere kalsiuminnhold, sammenlignet med fordgyde prgvene (p<0.01). Det var ingen
signifikante forskjeller i innhold av jod i produktene, heller ikke mellom de hgymolekylaere
prgvefraksjonene (p>0.05). Ved analyse for ionisk kalsium ble det observert et hgyere
innhold i prgvene med uttak D120, sammenlignet med D60 og kontrollprgver (K60 og K120).
F-Havredrikk var signifikant forskjellig fra F-HTST (p<0.05) og F-Laktoseredusert (p<0.01),
og F-UHT var signifikant forskjellig fra F-Laktoseredusert (p<0.05). Resultatene viste ingen
signifikante forskjeller (p>0.05) for proteinfordgyelighet av proteiner. Det var likevel en
synlig gkning i hydrolysegrad for prgver med uttak D120 i duodenal fasen, med unntak av
havredrikk.

Denne oppgaven har vist at proteinfordgyeligheten gker desto lenger maten fordgyes. Det
er ogsa tydelig at fordgyelsen bidrar til a gjgre kalsium mer tilgjengelig ved gkt tid under in
vitro fordgyelse. 1 tillegg hadde alle melkeprgvene hgyere innhold av totalt kalsium
sammenlignet med havredrikk. Det var for gvrig ingen store forskjeller i mengden lgselig
kalsium mellom alle prgvene. Det var heller ingen forskjeller i innhold av jod, som tyder pa
at mineralet er av god biotilgjengelighet, men lavmolekyleer prgvefraksjon bgr undersgkes
naermere. Resultatene antydet ingen effekt av produksjonshistorikk, og viste relativt sma
forskjeller mellom melkeprgvene med ulik produksjonshistorikk. Til tross for lavt innhold
av totalt kalsium i havredrikk, bgr det utfgres ytterligere undersgkelser for d konkludere om

havredrikken kan utgjgre et fullverdig alternativ til melk- og meieriprodukter.
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ABSTRACT

Most contemporary grocery stores offer a large variety of milk products, including long-life
and lactose-reduced alternatives. Meanwhile, milk consumption is declining, alongside a
steady increase in sales of plant-based drinks. These plant-based drinks are not as nutritious
as milk and are therefore enriched with various nutrients to overcome the nutritional
limitations. The presence of antinutrients, which may potentially reduce the bioavailability
of calcium, presents another challenge with regards to these plant-based alternatives. In
order to comply with the nutritional recommendations developed by the Nordic Council of
Ministers, it is essential to understand and develop knowledge about how digestion is
affected and changed. Simulated digestion based on in vitro digestion models are useful tools
in this context. This thesis deals with how bioavailability of calcium and iodine, and
digestibility of proteins are affected by the product's properties and various processes
included in the production of in vitro digestion. In total, three different milk products and
one oat-based plant drink were investigated. The products had variations in production
histories, in terms of heat treatment and enzymatic hydrolysis of lactose. The products were
analyzed for phytic acid content, pH and total content of calcium and iodine. After in vitro
digestion, the samples were centrifuged, followed by analyses for ionic calcium, total calcium
and iodine content and degree of hydrolysis of proteins. Low molecular weight sample
fraction was weighed and examined using centrifuge tube centrifugation, which was then
analyzed for total calcium content and degree of hydrolysis of proteins. The high molecular

weight sample fraction was analyzed for iodine content.

The results indicated that oat drink had a significantly lower calcium content compared to
that of milk products (p<0.01), and oat drink was the only sample with a phytic acid content.
Different methods were used for total calcium content in the products before in vitro
digestion, and the results from these were significantly different from each other (p=0.0166),
but the relative difference between the content of calcium and the two methods was similar.
F- and LM-Oat drinks also had significantly lower calcium content compared to the milk
samples (p<0.01), apart from LM-UHT. The low molecular weight samples had a significantly

lower calcium content compared to the digested samples (p<0.01). There were no significant



differences in the content of iodine in the products, nor between the high molecular weight
sample fractions (p>0.05). In analyzes for ionic calcium, a higher content was observed in
the samples with outlet D120, compared to D60 and control samples (K60 and K120). F-Oat
drink was significantly different from F-HTST (p=0.01444), and F-Lactose reduced (p<0.01),
and F-UHT was significantly different from F-Lactose reduced (p=0.02636). The results
showed no significant differences (p>0.05) for protein digestibility of proteins. There was
nevertheless an increase in the degree of hydrolysis for samples with extraction D120 in the

duodenal phase, apart from oat drink.

This thesis demonstrated that protein digestibility increases the longer the food is digested.
[t is also clear that digestion aids calcium availability by increasing the time during in vitro
digestion. In addition, all three milk samples displayed a higher content of total calcium
compared to the oat drink. No major differences in the amount of soluble calcium could be
observed across the samples. There were also no differences in the content of iodine, which
suggests that the mineral is of good bioavailability, however the low molecular weight
sample fraction should be examined. The results indicated no effect of process history due
to relatively small differences between the milk samples with different process histories.

Despite the low total calcium content in oat drink, further research should be conducted in
order to draw further conclusions on whether oat drink may constitute a full-fledged

alternative to milk and dairy products.
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Vedlegg sendt til veiledere:

Samlet resultater: radata

OPA: standardkurver og utregninger

lonisk kalsium: standardkurver og utregninger

Jodinnhold: radata og utregninger
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1. BAKGRUNN FOR OPPGAVEN

Matindustrien star i dag ovenfor mange utfordringer og utvikling i spisevaner hos forbruker
er stadig i endring. Til tross for dette har melk over lengre tid hatt en sentral rolle i det
daglige kostholdet for befolkningen i Norden. Det er derimot en tydelig nedgang i
melkekonsumet, og ifglge tall publisert av melk.no inntok nordmenn 79.81 liter (L) per
person i 2021 sammenlignet med 93.55 L i 2011 (Melk.no, 2022). De Nordiske
ernzringsanbefalingene (NNR) fra 2012, utarbeidet av Nordisk Ministerrad, er det
vitenskapelige grunnlaget for Helsedirektoratets kostrad (Helsedirektoratet, 2016; Nordisk
Ministerrad, 2012a). Nordisk Ministerrad (2012b) og (2012c) anbefaler et daglig inntak av
800 mg kalsium og 150 pg jod for voksne. P4 bakgrunn av at 60% av kalsium og jod i det
norske kostholdet kommer fra melk- og meieriprodukter, anbefaler kostradene inntak av
magre melk- og meieriprodukter, som ogsa rader til 3 porsjoner daglig (Helsedirektoratet,
2016). Tre porsjoner magre meieriprodukter, hvor minst 2 av 3 bestar av melk, syrnet melk
eller yoghurt, kan bidra til & sikre det daglige inntaket av bade kalsium og jod (Melk.no,
2020a). Nordisk Ministerrad har derimot nylig oppdatert de nordiske
ernaringsanbefalingene, som na er til hgring. Utkastet for NNR 2023 -rapporten rader til et
daglig inntak av 250-500 g melk- og meieriprodukter for a sikre anbefalt inntak av kalsium
og jod, men i tilfeller ved lavere inntak enn 250 g/d, anbefales inntak av berikede
matekvivalenter (Nordisk Ministerrad, 2023). Samtidig understreker rapporten at melk- og

meieriprodukter er viktige kilder til kalsium og jod.

1.1 Melkeprodukter

Kumelk er et velkjent rastoff og neeringsmiddelet konsumeres ofte alene eller benyttes som
hovedrastoffi produkter som yoghurt, ost og smgr. Av total melkeproduksjon internasjonalt,
utgjer produksjon av kumelk 81% (IDF, 2021). I Europa, spesielt i de skandinaviske landene
(som Norge), er forbruket av konsummelk produkter hgyt (Damodaran et al., 2017d). Bade
Norge, Finland, Sverige og Danmark la pa topp 10 over land med hgyest melkekonsum per

innbygger i 2014 (IDF, 2014). Det er ikke uten grunn, da melk har en nsermest komplett



neringsprofil bestdende av viktige energigivende nzeringsstoffer som fett, proteiner og
karbohydrater, i tillegg til vitaminer og mineraler som vitamin B2 (riboflavin), vitamin B12

(kobalamin), kalium, kalsium, jod og fosfor (Melk.no, 2020b; Vanga & Raghavan, 2018).

Det eksisterer et bredt spekter av ulike melkeprodukter som konkurrerer om plass i
kjglehyllene i dagligvarebutikkene. Dette kan forklares ved at det nd, i det tjuefgrste
arhundre, er en stor gkning i operasjonsskalaen med mer hgyautomatiserte, kontinuerlige
og energibesparende prosesser (Tamime, 2009). Som fglge av dette gker
produkttilgjengeligheten og det er en merkbar gkning i meieribedrifters produktportefglje
med ulike melkevarianter, for eksempel bade langtidsholdbar- og laktoseredusert melk.
Dessuten har til og med meieriindustrien begitt seg inn pa marked for plantebaserte
alternativer. Pa bakgrunn av gkningen i produkter, vil nye produkter inkluderes og andre
utelukkes, noe som er av bekymring grunnet produkters ulikheter i sammensetning og
biotilgjengelighet av naeringsstoffer. Spesielt protein- og mineralinnholdet i plantebaserte

drikker (PBD) (Chalupa-Krebzdak et al., 2018).

1.2 Utvikling av plantebaserte matvarer

Diskusjoner rundt baerekraft og animalske produkter, samt produktenes karbonfotavtrykk
har blitt mer aktuelt i nyere tid, og oppmuntrer befolkningen til et mer plantebasert kosthold
(Walther et al., 2022). I lgpet av det siste tidret har utviklingen av plantebaserte matvarer
gkt betraktelig, bade basert pa trender og gnsker fra forbrukere. Mulige arsaker til denne
utviklingen er blant annet publikasjoner som De forente nasjoners (FN) baerekraftsmal og
Eat-Lancet rapporten. FNs berekraftsmal tradte i kraft i 2016, og utgjer en felles
handlingsplan for hele verden med mal om a stoppe klimaendringene, utrydde fattigdom og
bekjempe ulikheter innen 2030 (De forente nasjoner, 2022). Av de totalt 17 malene, er
spesielt «2. Utrydde sult», «3. God helse og livskvalitet», «12. Ansvarlig forbruk og
produksjon», samt «13. Stoppe klimaendringene» sentrale for fokus pa utvikling av
plantebaserte matvarer. Eat-Lancet ble publisert i 2019, hvor malet er et sunt kosthold og
baerekraftig matproduksjon (Willett et al., 2019). Rapporten fremmer et kosthold bestaende

av plantebasert mat, med fokus pa a oppna et baerekraftig matsystem. Baerekraft er definert



som «en utvikling som imgtekommer dagens behov uten d gdelegge mulighetene for at
kommende generasjoner skal fG dekket sine behov» (Brundtland, 1987). Et bezerekraftig
matsystem handler i all hovedsak om a sikre matsikkerhet og ernzering for alle, slik at bade
miljgmessige og gkonomiske faktorer ivaretas for kommende generasjoner (FAO, 2018).
Dette gjelder hele verdikjeden for mat: produksjon, bearbeiding, utnyttelse av restrastoff,

distribusjon, handel og konsum, samt klima og miljg.

Salgsutvikling for nye plantebaserte produkter, publisert av Grimsby et al. (2021), viser at
det har vert en jevn gkning i omsetning av plantedrikker i Norge, med stgrst gkning fra 2016
til 2020. Disse markedsfgres ofte som alternativer til ikke-plantebaserte matvarer som
allerede finnes pa markedet. Spesielt PBD laget pa ulike ravarer som havre, ngtter, soya og
kokos har blitt mer attraktive (Smith et al., 2022). Dette er produkter som markedsfgres som
alternativer og erstatninger til melk, og PBD blir ofte valgt fremfor melk av noen grupper i
befolkningen. Den gkende etterspgrselen for slike produkter er drevet av diverse faktorer,
blant annet helserelaterte utfordringer som melkeallergier og laktoseintoleranse, etiske
forhold angdende dyrevelferd, livsstil og valg av dietter som vegansk og vegetarisk,
miljgspgrsmal, samt markedsfgringen til disse produktene (Craig, 2010; Crittenden &
Bennett, 2005; Hughes, 1995; Rotz et al., 2010).

Sett ut fra et helseperspektiv er dette produkter som egner seg godt for mennesker med
laktoseintoleranse og melkeallergier, basert pa ulike kostholdsmessige darsaker og
dyrevelferd. Til tross for dette er ingrediensene i PBD langt fra like naeringsrike som melk
(Chalupa-Krebzdak et al., 2018; Sethi et al., 2016). I tillegg er ravaren benyttet av betydning,
da dette gir PBD med sveert ulik sammensetning og smak (Tangyu et al., 2019). For a
overkomme de ernzringsmessige og sensoriske begrensningene, blir PBD tilsatt ulike
neaeringsstoffer som finnes i melk, hovedsakelig mineraler (kalsium, magnesium, sink og
jern) og vitaminer (D, E, B12 og B2), samt stabilisatorer for konsistens (Sethi et al., 2016;
Zhang et al,, 2007). I tillegg kan PBD tilsettes sgtningsmidler og kunstige smaksstoffer for a

oppna lignende smaksprofil som melk.



1.3 Kosthold

Sett ut fra et ernaeringsperspektiv, er det ngdvendig med et kosthold som inneholder
tilstrekkelig med ulike naeringsstoffer, bade proteiner og mineraler (for eksempel kalsium
ogjod), grunnet deres viktige funksjoner i menneskekroppen (Pedersen, 2012). Det er derfor
av stor betydning a sikre optimal utnyttelse av verdifulle naeringsstoffer fra maten. For a
tilfredsstille kroppens behov er kunnskap om biotilgjengelighet verdifull. Biotilgjengelighet
kan defineres som «andelen av et inntatt nzeringsstoff som er tilgjengelig for utnyttelse i en
metabolsk prosess eller for avsetning i ulike organer i kroppen», og bestemmes av mengden
som absorberes i tarmkanalen (Damodaran et al., 2017c; Tulbek et al, 2017). Bade
fysiologiske og kostholdsmessige faktorer, samt prosessering pavirker biotilgjengelighet
(Alegria-Toran et al, 2015). Nar det gjelder de kostholdsmessige faktorene er
neeringsstoffets kjemiske form, lgselighet og interaksjon med andre forbindelser, som for
eksempel fytinsyre, av betydning. Fysiologiske faktorer kan veere alder, helsetilstand,
graviditet og amming, samt pH i magen og tarmmikroflora, for & nevne noen. Prosessering
av mat kan pavirke matmatriksen ved a inaktivere inhibitorer og dermed ha en positiv
innvirkning, men ogsa deaktivere enzymer som bryter ned inhibitorer. En matmatriks
omhandler sammensetningen til mat og innholdets kjemiske bindinger til hverandre
(Aguilera, 2019). Andre negative effekter er for eksempel protein denaturering og maillard-
reaksjon forarsaket av varmebehandling, som fgrer til redusert naeringsverdi (Fox et al,

2015f).

Det har blitt et stgrre fokus pa de helsemessige fordelene av neeringsstoffer som er naturlig
til stede i melk- og meieriprodukter. Dette er nyttige neeringsstoffer som proteiner, jod,
kalsium, vitamin B2 og vitamin B12, og forlgpere til bioaktive proteiner som laktoferrin og
laktoperoksidase (Geiselhart et al., 2021; Thorning et al., 2016; Verduci et al., 2019). Pa den
andre siden har PBD likevel blitt sveert populeaere og er foretrukket av flere forbrukere, til
tross for at det lenge har veert allment akseptert at animalsk- og plantemat har
neeringsmessige forskjeller (Walther et al, 2022). Spesielt proteiner av vegetabilsk
opprinnelse er ofte av lavere kvalitet pd grunn av et begrenset innhold av essensielle

aminosyrer og darligere fordgyelighet (Millward, 1999). For & forsta innvirkningen av



plantebaserte produkter pd forbrukernes kosthold, bgr det brede utvalget av PBD
sammenlignes for ernaeringssammensetning og med tilsvarende melkeprodukter. Som
nevnt, favoriseres PBD av personer som blant annet fglger et strengt vegetarisk eller vegansk
kosthold. Dette kan, ved fraveer av animalske produkter, forarsake vitamin- og
mineralmangel grunnet lave nivaer av vitamin D, vitamin B12, vitamin B2, jod, selen, sink og
kalsium (Helsedirektoratet, 2021b; Pawlak et al.,, 2014). Ulike typer kosthold (vegansk og
vegetarisk) Klassifiseres basert pa hvilke matvarer som inkluderes eller ekskluderes fra
kosten (Helsedirektoratet, 2021a). Se Tabell 1 for oversikt over vegetarisk og vegansk
kosthold, hvor grgnn er matvarer som inkluderes, gul er matvarer som kan inkluderes og

varierer fra person til person, og rgd er matvarer som ekskluderes.

Tabell 1. Klassifisering av vegetarisk og vegansk kosthold, basert pa Helsedirektoratet (2021a).

Kosthold Definisjon Kjott Fjeerkre  Fisk Egg Meieriprodukter

Ikke- Spiser kjgtt, fjeerkre,
vegetarianer fisk, egg og meieri-

produkter oftere enn 1

/omnivor gang i uken.

Vegetarianer Bestar hovedsakelig av
plantebaserte kilder og
ekskluderer kjatt, fisk
og fjeerkre, men kan
inkludere egg og
meieriprodukter.

Veganer Inkluderer kun
plantebaserte matvarer
og ekskluderer
matvarer fra animalske
kilder, som kjgtt,
fjeerkre, fisk, egg og

meieri-produkter.

1.4 Oppgavens formal

Neeringsstoffer som proteiner og mineraler er til stede i matvarer i varierende

konsentrasjoner, samt i ulike kjemiske former (Damodaran et al, 2017a). Under ulike



forhold som prosessering, lagring og fordgyelse av mat vil disse gd gjennom komplekse
endringer. For at kroppen skal kunne dra nytte av naeringsstoffene, ma makronaeringsstoffer
som proteiner brytes ned og mikronaeringsstoffer som kalsium og jod ma vaere i lgselig form
for d tas opp i tarmen (Pedersen, 2012). P4 bakgrunn av dette er det ngdvendig a utvikle
kunnskap om hvordan maten pavirkes og endres under fordgyelse, samt gke forstaelse for
hvordan prosessering pavirker biotilgjengelighet av neeringsstoffer. Dette vil videre vaere
avgjgrende for a kunne produsere fremtidens mat basert pa helsepastander med

vitenskapelig holdepunkt.

Til tross for nedgang i melkekonsum og betydelig stigning i produksjon og forbruk av PBD
av varierende formulering, er forskningen pa ulike varianter av PBD mangelfull. Det er derfor
verdifullt & forstd viktigheten av disse produktene, samt besvare spgrsmal relatert til
neeringsinnhold og biotilgjengelighet, og undersgke om PBD er fullverdige alternativer til
den tradisjonelle melken. Denne oppgaven tar for seg spesifikt kumelk og havrebasert

plantedrikk, og vil videre bli omtalt som ‘melk’ og ‘havredrikk’, med mindre annet er oppgitt.

Denne masteroppgaven er gjennomfgrt i samarbeid med TINE SA. Oppgavens formal var a
studere hvordan biotilgjengeligheten av naeringsstoffer, henholdsvis proteiner, kalsium og
jod i ulike produkter, blir pavirket av produktets egenskaper og ulike prosesser som er
inkludert i fremstillingen pa in vitro fordgyelse. Dette ble gjort ved a undersgke tre ulike
melkeprodukter og én havredrikk: lettmelk HTST-pasteurisert (HTST), lettmelk UHT-
behandlet (UHT), lettmelk UHT-behandlet og laktoseredusert (Laktoseredusert), og
havrebasert plantedrikk UHT-behandlet (Havredrikk). For & undersgke om ulik
prosessering og ulik ravare hadde effekt pa proteinfordgyelighet og mineral
biotilgjengelighet ble det benyttet en statisk in vitro fordgyelsesmodell med prgveuttak ved
to ulike tider (D60 og D120). D60 og D120 var uttak i tarmfasen (duodenal fasen) etter 60
min og 120 min. De utvalgte produktene er kommersielt tilgjengelige og ble kjgpt ved samme

tidspunkt.

De utvalgte produktene ble fgrst analysert for innhold av totalt kalsium ved

kompleksiometrisk titrering med etylen-diamin-tetra-eddiksyre (EDTA) og induktiv koblet



plasma optisk emisjonsspektroskopi (ICP-OES). Produktene ble ogsa analysert for innhold
av jod ved induktiv koblet plasma massespektrometri (ICP-MS), samt analyse av
fytinsyreinnhold ved K-PHYT og maling av pH med pH-meter. In vitro fordgyelse ble utfgrt
med en statisk fordgyelsesmodell etter protokoll utviklet av nettverket COST INFOGEST
(Brodkorb etal., 2019). I etterkant av fordgyelsesmodellen ble prgvene analysert for innhold
av totalt kalsium (kompleksiometrisk titrering) og ionisk kalsium med kalsiumsensitiv
elektrode. I tillegg ble hydrolysegrad av proteiner undersgkt med OPA-metoden. Videre ble
de fordgyde prgvene separert i en hgy- (HM, > 3 kDa) og en lavmolekylzer fraksjon (LM, < 3
kDa). LM fraksjonen ble analysert for totalt kalsiuminnhold og hydrolysegrad av protein.
HM-fraksjonen ble benyttet til analyse av kalsium og jod ved ICP-OES og ICP-MS.



2. TEORI

2.1 Sammensetning av melk

Melk fra kyr (videre omtalt som melk) er en kolloidal dispersjon og inneholder en komplett
neeringsprofil. Bestdende av hovedsakelig fettkuler, ulike melkeproteiner som kaseiner og
myseproteiner, karbohydrater, og essensielle vitaminer og mineraler (Walstra et al., 2006a).

Generell sammensetning for melk er presentert som prosentvis vekt per vekt i Tabell 2.

Tabell 2. Melkens sammensetning med prosentvis gjennomsnittlig innhold og gjennomsnittlig innhold av tgrrstoff for
hver komponent (Walstra et al., 2006a).

Komponent Gjennomsnittlig innhold (% v/v) Gjennomsnittlig innhold TS (% v/v)
Vann 87.1 -

Laktose 4.6 36

Fett 4.0 31

Proteiner 3.3 25

Mineraler 0.7 5.4

Hovedkomponentene i melk er organisert i fglgende tre faser; fettkuler, kaseinmiceller og
serum (Walstra et al., 2006a). Sistnevnte bestar av vann og flere vannlgselige stoffer, og de
komponentene med hgyest konsentrasjon er myseproteinene o-laktalbumin og f-
laktoglobulin, enzymene lactoperoksidase og fosfatase, immunoglobuliner (Ig), laktose og
lgselige og kolloidale mineraler. De ikke-vannlgselige komponentene bestar av fettkuler som
inneholder hovedsakelig fettlgselige vitaminer. Se Figur 1 for oversikt over melkens

sammensetning og organisering av komponenter.
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Figur 1. Organisering av melkens sammensetning. Innholdet er oppgitt for 1 kg melk (Walstra et al., 2006a).

2.1.1 Melkeproteiner

Melkeproteiner utgjgr omtrent 3.3% av innholdet i melk, hovedsakelig kaseiner og
myseproteiner. De kan for eksempel bade danne interaksjoner med seg selv,
makrokomponenter som karbohydrater og fett, eller mikrokomponenter som mineraler og
vitaminer (Corredig et al., 2011; Forrest et al., 2005; Havea, 2006). Interaksjon med kalsium
kan videre pavirke de fysisk-kjemiske egenskapene til proteinet, som videre kan ha
betydning for prosessering, kvalitet og lagringsstabilitet (Philippe et al.,, 2003). Mesteparten
av melkeproteinene bestadr av kaseiner (om lag 2.6%), som har fire ulike primaerstrukturer,
henholdsvis as1-, as2-, B- og k-kasein (Walstra et al, 2006b). Disse kan forekomme i
forskjellige varianter og danne komplekser med kalsium og fosfat som utgjgr store og stabile
aggregater, sdkalte kaseinmiceller (95% av kaseiner i melk). Myseproteinene, o-

laktalbumin, B-laktoglobulin, blod serum albumin (BSA) og Ig utgjgr en mindre mengde



(0.7%) og finnes i lgselig form i serumfasen. Se Tabell 3 for oversikt over fordeling av de

ulike proteinene i melk, oppgitt som g/100 g.

Tabell 3. Proteinene med hgyest konsentrasjon i melk, kaseinere og myseproteiner, samt deres ulike varianter.
Presentert som g/100 g protein (Walstra et al., 2006b).

Protein g/100 g protein

Kaseiner 78,3
as1-kasein 32
aso-kasein 8,4
B-kasein 26
K-kasein 9,3

Myseproteiner 19
B-laktoglobulin 9,8
a-laktalbumin 3,7
Blod serum albumin 1,2
Immunoglobuliner 2,4

Omtrent 80% av proteinene i melk bestdr av fire typer kasein, som er en gruppe
fosfoproteiner, hvor 95% av kaseinet finnes som kaseinmiceller (Walstra et al., 2006b).
Kaseiner har en lgs og fleksibel struktur og kjennetegnes ved at de er stabile mot hgye
temperaturer (140°C i opptil 20 min), og vil ikke denaturere ved ngytral pH (~ 7) (Dupont &
Tome, 2014; Walstra et al., 2006b). De vil derimot felle ut ved pH 4.6 som er det isoelektriske
punktet (pl) til kaseinmicellen (Pérez et al., 2008). Nar pH naermer seg pl vil netto negativ
ladning reduseres og molekylene far en ngytral elektrisk ladning (like mange positive og
negative aminosyresidekjeder) (Damodaran et al., 2017d). Kaseiner har en fordeling av
hydrofobe og polare aminosyrer, i tillegg til at o- og B-kaseiner er i stand til & binde store
mengder kalsiumioner grunnet fosforylering av noen av deres serin aminosyrer (Dalgleish
& Corredig, 2012). P4 grunn av ulikheter i fosforylering og antall estergrupper, avtar
bindingskapasiteten for kationer i fglgende rekkefglge: as2 > as1 > > k-kasein (Gaucheron,
2005; O’Mahony & Fox, 2013). Til tross for dette er de sensitive for hgyere

kalsiumkonsentrasjoner enn 6 mM (Dalgleish & Corredig, 2012). P4 den andre siden
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inneholder k-kasein kun én fosfatgruppe og er mindre sensitiv mot kalsium. Det betyr at x-

kasein har en stabiliserende effekt pa o- og B-kasein for utfelling av kalsium.

Kaseinmiceller og dens struktur har vert sveert omdiskutert i lang tid, hvor det fgrst var
enighet om at den bestod av submiceller. Senere har derimot andre strukturer og modeller
blitt foreslatt, og det er stgrst enighet om modellen foresldtt av Holt (1998). Denne har blitt
videre utviklet i nyere tid hvor kaseinmiceller er ‘svamplignende’ strukturer som bestar av
kalsiumfosfat og sakalte kaseinclusters (Dalgleish & Corredig, 2012; de Kruif et al., 2012;
Horne, 2006). Overflaten til kaseinmicellen bestdr hovedsakelig av k-kasein, med dens
hydrofile del som ogsa inneholder negative ladning, er orientert mot serumfasen.
Glykomakropeptidet, en del av k-kaseinet som vist i Figur 2, danner et beskyttende lag rundt
partiklene som er negativtladet, som bidrar til aggregering av miceller (Dalgleish & Corredig,
2012). Kaseinmicellene bestar av titusenvis av kaseinmolekyler med en gjennomsnittlig
diameter pa 150-200 nanometer (nm). De tdler bade moderat oppvarming og nedkjgling,

men vil kunne destabiliseres av blant annet proteolytiske enzymer.

a- og fB-kaseiner
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Figur 2. Kaseinmicellens struktur basert pd modellen utviklet av Dalgleish og Corredig (2012).
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De resterende 20% av proteinene i melk bestir av myseproteiner som er globulaere
proteiner med kompakt, tredimensjonal struktur (Fox et al.,, 2015c). Myseproteinene finnes
i lgselig form i serum og de fire hovedproteinene, 3-lactoglobulin, a-lactalbumin, BSA og Ig.
[ motsetning til kaseiner vil de ikke felle ut ved pH 4.6, men er varmelabile og denaturerer
ved varmebehandling (fullstendig denaturert ved oppvarming i 10 min ved 90°C).
Myseproteinene er heller ikke fosforylerte og er ikke sensitive for kalsiumioner pa samme
mate som kasein, i den forstand at de ikke feller ut ved kalsiumkonsentrasjoner over 6 mM.
a-laktalbumin kan ogsa binde kalsium og danne kalsium-proteinkompleks (Hendrix et al.,

2000). Melkeproteinenes ulike egenskaper er kort oppsummert i Tabell 4.

Tabell 4. Egenskaper til melkeproteinene (Walstra et al., 2006b).

Egenskap Kasein Myseproteiner
Til stede i Kaseinmiceller* Serum
Lgselig ved pH 4.6** Nei Ja
Varmedenaturering Nei Ja

*| serum ved lave temperaturer.

** | nativ tilstand.

De strukturelle forskjellene mellom kaseiner og myseproteiner pavirker fglsomheten for
hydrolyse av enzymer under fordgyelsen (Dupont & Tome, 2014). Kaseiner anses d vere
sakalte ‘langsomme proteiner’ fordi det sure miljget i magesekken bidrar til dannelse av et
koagulum (Wang et al., 2018). Koagulumet har lenger oppholdstid i magesekken fgr gastrisk
tgmming, sammenlignet med myseproteinene (Lacroix et al., 2006). P4 den andre siden er
kaseiner mer fglsomme for hydrolyse grunnet deres lgse struktur, i motsetning til
myseproteiner som er kjent for a veere motstandsdyktige mot proteolyse (Boirie et al., 1997).

[ tillegg blir kaseiner brutt ned av pepsin i magefasen (Dupont & Tome, 2014).

2.1.2 Laktose

Karbohydratet laktose er bygget opp av monomerene D-galaktose og D-glukose som er

bundet via en (3-1-4-glykosidbinding (Fox et al., 2015a). Laktose er klassifisert som 0- (3- D-
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Galaktopyranosyl- (1->4) - glukopyranose. Laktose finnes i to ulike former (o og (3), hvor
orienteringen av hydroksylgruppen (OH) pa C1 pa glukosedelen er avgjgrende for hvilken
form strukturen har. Ved a-laktose vil OH-gruppen peke nedover i forhold til C1 og for -
laktose vil den peke oppover. Se Figur 3 for oversikt over strukturen til laktose, samt dens to

ulike former.

b -
6 CH,0H (1-4) 6 CH,OH Anomeric carbon
=0
OH
o 1
H p
2 H
OH
Lactose o o
O-fi-D-Galactopyranosyl-(1—4)-a-D-Glucopyranose : a-Lactose < j ') k ﬂ o
OH
Bii—s4)
Galactose "—— Glucose

o oOH
O-fi-D-Galactopyranosyl-(1-»4)-f-D-Glucopyranose : f-Lactose < j O\k x B

Figur 3. Kiemisk struktur til laktose (0- 8- D- Galaktopyranosyl- (1 24) — glukopyranose) (Fox et al., 2015a).

Laktose forekommer hovedsakelig i melk fra pattedyr (Damodaran et al., 2017d). Melk
inneholder ca. 46 g/L laktose, men ngyaktig konsentrasjon varierer i henhold til rase,
laktasjonsstadium, helsetilstand og genetiske faktorer (Fox et al., 2015a). Normal fordgyelse
av laktose hos mennesker krever tilstedeveerelse av enzymet laktase i tarmen, som spalter
laktose til galaktose og glukose (Helland-Kiegen, 2013; Lomer et al., 2008). Pa den maten

Klarer tarmen a ta opp endeproduktene.

2.1.3 Mineraler

Det er utarbeidet daglige anbefalinger for inntak av ulike neeringsstoffer (Nordisk
Ministerrad, 2012a). Hovedfokuset er pa kalsium og jod fordi melk- og meieriprodukter er

viktige kilder til disse mineralene. For voksne er anbefalingen 800 mg/d for kalsium og 150
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ug/d for jod (Nordisk Ministerrad, 2012b; Nordisk Ministerrdd, 2012c). Ett glass melk (type
lettmelk) 4 200 mL bidrar med henholdsvis 260/800 mg kalsium og 32/150 pg jod
(Helsedirektoratet & Mattilsynet, 2022).

2.1.3.1 Kalsium

Kalsium fra kosten er avgjgrende for a opprettholde en rekke funksjoner i kroppen, bade
vekst og vedlikehold av skjelett, nervesignalisering, muskelfunksjon og hormonsekresjon
(Chalupa-Krebzdak et al.,, 2018; Miller et al., 2001). Hovedmengden (99%) av kalsium i
kroppen er lagret i skjelettet som en viktig byggestein (Blomhoff et al., 2007c). Mangel pa
kalsium kan fgre til beinskjgrhet fordi det vil ga pa bekostning av kalsium lagret i skjelettet,
som fgrer til nedbrytning av beinvevet. Derimot kan et tilstrekkelig inntak av mineralet
redusere risikoen for en rekke lidelser som hgyt blodtrykk og kreftsykdommer som bryst-,

tykktarms- og eggstokkreft (Chung et al., 2009; Nicklas, 2003).

Absorpsjon av kalsium er avgjgrende for at kroppen skal kunne dra nytte av mineralet, og
det er om lag 20-30% av kalsium fra kosten som absorberes under fordgyelse (Theobald,
2005). Resterende kalsium skilles ut i feces. [ mat basert pa plantemateriale er mesteparten
av kalsiumet i komplekser med andre komponenter, som fytinsyre, og ma veere i lgselig form
for & bli tatt opp av tarmslimhinnecellene. Lgseligheten av disse kalsiumkompleksene i mage
og tarm er derfor av betydning. P4 den andre siden vil ulike komponenter i melk fremme
kalsiumbiotilgjengelighet, ved a holde mineralet i sin lgselige form i tarmen (Alegria-Toran
et al., 2015). Bade fosfopeptider og laktose beskytter kalsium mot anioner og hemmere i
tarmen, som fosfater. Fosfopeptider binder seg til kalsium og laktose konkurrerer mot
fosfater (Alegria-Toran et al., 2015; Theobald, 2005). I tillegg har proteiner vist & fremme
kalsiumabsorpsjonen, fordi aminosyrer forlenger det sure miljget ndr maten gar over i
tarmen. Det fgrer til at kalsium forblir i Igselig form over en lengre periode, noe som kan gke

absorpsjonen.

[ melk finnes kalsium i to faser, henholdsvis kolloidal fase og serumfase (Gaucheron, 2005).

[ serumfasen vil kalsium befinne seg kjemisk bundet til andre komponenter i matriksen, eller
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som frittionisk kalsium (Ca2*). I den kolloidale fasen vil kalsium hovedsakelig vaere assosiert
med fosfat, sakalt kalsiumfosfat, som danner interaksjoner med fosforylert serin. Det er
fosfatgruppen pa disse fosfoserinrestene som utgjgr de viktigste bindingsstedene til
kationer (Gaucheron, 2005). Kalsium er et kation og dermed positivt ladd (Damodaran et al,,
2017c). Om lag 66% av kalsiumet er bundet til kaseinmicellene og mindre enn 10% som
ionisk kalsium (Gaucheron, 2005; Holt et al.,, 1981). Resterende er bundet til komplekser
med sitrat i serum (Gaucheron, 2005). Forhold som pavirker kalsium i melk, er blant annet
pH og varmebehandling. Melk har en pH ~6.7 som fgrer til at kalsium danner kompleks med
hovedsakelig sitrat, og mindre mengder fosfat og klorid. En nedgang i pH gker mengden
lgselig kalsium fordi kalsiumfosfat opplgses ved lavere pH (5.25) og kaseiner feller ut ved

proteinets pl (pH 4.6) (Walstra et al., 2006b).

2.1.3.2 Jod

Jod (I?) er et mineral og absorpsjon av jod er ngdvendig for skjoldbruskkjertelens funksjon.
Der dannes tyroksin (T4) og trijodotyronin (T3), som er en del av tyroidhormonet (Pedersen,
2012). Disse hormonene inneholder henholdsvis 4 og 3 jodatomer og er viktige for normal
energiomsetning, metabolisme og vekst i alle kroppens celler. I matvarer som melk finnes
jod i uorganisk form, henholdsvis som jodid (van der Reijden et al.,, 2019). [ tarmkanalen
reduseres dette til frie jodidioner, som absorberes nesten fullstendig (95%) i hele
tynntarmen (Blomhoff et al.,, 2007d). Jodid oksideres til jod som implementeres i T4 og T3, og
ved behov vil hormonene skilles ut bundet til tyroksinbindende globulin (Pedersen, 2012).
Utskillelsen reguleres av to hormoner, tyrotropinfrigjgrende hormon (TRH) og
tyroideastimulerende hormon (TSH), som dannes i henholdsvis hypotalamus og hypofysen.
Det selenavhengige enzymet dejodinase ma aktivere T4 til T3 ved & spalte en jodgruppe.
Mengden jod som skilles uti feces vil veere minimal grunnet evnen til  utnyttes pa ny, i tillegg
til at mesteparten av hormoner som omdannes i leveren og videre skilles ut med gallen, vil
reabsorberes. Derimot vil overskudd av mineralet utskilles med urin, eller via morsmelk og

svette.
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Jod finnes hovedsakelig i uorganisk form i planter (Blomhoff et al, 2007d; Nordisk
Ministerrdd, 2012c). Innholdet er derimot hgyere i planter fra havet, som tang,
sammenlignet med planter pa land. De viktigste kildene til jod i kosten er saltvannsfisk og
skalldyr, bordsalt, melk- og meieriprodukter og egg. Dette forklares ved at bordsalt og
dyrefor er jodberiket. Mangel pa jod er assosiert med forstgrrelse av skjoldbruskkjertelen,
og videre utvikling av struma som fremdeles er et stort helseproblem i utviklingsland.
Mangelsykdommen er imidlertid sjelden i Norge den dag i dag grunnet jodberiket fér og salt,

samt bedre distribusjon av fisk over hele landet.

2.2 Laktoseredusert melk

Laktoseredusert melk er et produkt rettet mot den delen av befolkningen som lider av
laktoseintoleranse. P4 den maten far de fremdeles full nytte av de viktigste naeringsstoffene
i melk(Damodaran et al., 2017d). I laktoseredusert melk vil innholdet av laktose reduseres
ved ulike metoder som hydrolyse av laktose, bakteriell fermentering eller membranfiltrering
(Jansson et al,, 2014 ). Hydrolyse fgrer til at laktose spaltes til monosakkaridene galaktose og
glukose, og kan utfgres ved bruk av et enzym eller en kjemisk prosess. Enzymatisk hydrolyse
foregar ved a tilsette enzymet [(-galactosidase (laktase), som bryter bindingen mellom
galaktose og glukose (Harju et al., 2012). Disse komponentene er sgtere enn laktose og vil
derfor gi slike produkter noe sgtere smak sammenlignet med vanlig melk. Det finnes to ulike
prosesser for tilsetning av enzymet under produksjon av laktoseredusert melk som
gjennomgar ultra-hgy temperatur (UHT), henholdsvis fgr eller etter varmebehandlingen
(Jansson et al., 2014; Troise et al.,, 2016). Ved a tilsette laktase etter varmebehandling vil
produktet fremdeles inneholde aktiv laktase, men ved tilsetning fgr varmebehandling vil
laktase inaktiveres av UHT-behandlingen. Laktase kan inneholde proteaser som videre
pavirker kvaliteten ved a utvikle bitter smak (Mittal et al., 1991). Proteaser er i tillegg

varmebestandige.
For a kunne hevde at produkter er laktoseredusert, har myndighetene i de nordiske landene

satt grenser for innhold av laktose (EFSA & NDA, 2010; Nordisk Ministerrad, 1993). Disse

produktene vil naturlig inneholde laktose, men ma vaere redusert til mindre enn 1 g laktose
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per 100 g. Dette er som oftest tilstrekkelig fordi laktoseintolerante har noe
laktaseproduksjon. Laktosefri melk ma derimot reduseres til mindre enn 0.01 g laktose per

100 g.

2.2.1 Laktoseintoleranse

Ved laktoseintoleranse har kroppen nedsatt evne til 3 produsere enzymet laktase som bryter
ned laktose, og er lokalisert i bgrstesgmmen i tarmen (Lomer et al,, 2008). Det fgrer til en
redusert evne til & fordgye laktose (Melk.no). Inntak av stgrre mengder laktose, som
ufordgyd passerer tarmen, vil fermenteres av bakterier i tykktarmen (Lomer et al,, 2008).
Fermenteringen (omsetning av laktose) vil gi symptomer som oppblasthet og diaré
forarsaket av  gassproduksjon (hydrogen, metan og karbondioksid), samt

konsentrasjonsforskjeller (osmose) i tykktarmen hvor vaske vil trekke inn.

Laktoseintoleranse kan deles inn i tre hovedtyper, basert pa ulike grunner til redusert
laktaseaktivitet, da primeer-, sekundeer- og genetisk laktoseintoleranse (Lomer et al., 2008).
Sistnevnte er en sjelden, medfgdt lidelse som varer livet ut og gir symptomer ved fgrste
eksponering. Hovedtypen med hyppigst forekomst er primeer laktoseintoleranse, som
skyldes gradvis reduksjon i laktaseaktivitet de fgrste levedrene. Sekundeer
laktoseintoleranse er vanligvis en midlertidig tilstand og oppstdr som fglge av andre

faktorer, som sykdom eller skade i tarmen.

Det er kun ngdvendig med 50% laktaseaktivitet for effektiv utnyttelse av neeringsstoffet
(Lomer et al., 2008). P4 den andre siden vil laktoseintolerante kunne tdle sma mengder
laktose, 5-10 g daglig, som tilsvarer ett glass melk (ca. 200 mL). Hvor mye laktose personer
med laktoseintoleranse taler vil trolig variere mye fra person til person (Blomhoff et al.,
2007a). Derimot kan en streng melkefri kost fgre til mangel pa bade kalsium og fosfat, samt
vitaminer. P4 bakgrunn av den unike genetiske tilpasningen hos befolkningen i deler av
verden, spesielt Nord-Europa (Norge), som gjgr at laktaseaktiviteten ikke avtar etter fgdsel,
er det kun 2-3% i den norske befolkningen som lider av tilstanden laktoseintoleranse

(Melk.no).
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2.3 Prosessering av melk

Produksjon av melkeprodukter involverer forskjellige prosesser avhengig av hva som
produseres. Ulike trinn som benyttes er Kkjgling og Kkjglelagring, homogenisering,
varmebehandling, pakking og lagring (Michalski & Januel, 2006). Hvert av disse trinnene kan

indusere endringer i melkeproduktet som pavirker kvaliteten.

2.3.1 Varmebehandling

Varmebehandling er et viktig steg i prosessen som er avgjgrende for sluttproduktet. Dette
steget innebarer konservering for a utsette forringelse og gke holdbarheten pa produktet,
samt gjgre produktet trygt for konsum (Walstra et al., 2006c¢). Varmebehandlingens funksjon
er hovedsakelig & drepe og inaktivere enzymer, samt gdelegge skadelige mikroorganismer.
Melk er lett bedervelig, og det krever streng kontroll under produksjon fra ra melk og frem
til sluttproduktet. Ra melk kan potensielt sett inneholde sykdomsfremkallende bakterier,
som Campylobacter, Escherichia coli og Listeria. Grad av intensitet pa varmebehandlingen, da
forskjeller i tid og temperatur, er avgjgrende under varmebehandling. En oversikt over de

ulike hovedkategoriene innenfor varmebehandling er presentert i Tabell 5.

Tabell 5. Ulike varmebehandlinger utfgrt pa melkeprodukter og deres grad av intensitet (Walstra et al., 2006c).

Varmebehandling Grad av intensitet
Termisering 65°C i 15 sekunder
Pasteurisering LTLT (low temperature, long time) 63°C i 30 minutter

HTST (high temperature, short time) 72°Ci 15 sekunder

Sterilisering UHT (ultra-high temperature) 130-140°Ci 3-5 sekunder

‘In-container’ 110-115°C i 10-20 minutter
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2.3.1.1 Lavpasteurisering

HTST (high temperature, short time) og LTLT (low temperature, long time) er to metoder
for lavpasteurisering som foregar ved henholdsvis 72°Ci 15 sek eller 63°C i 30 min (Walstra
et al., 2006a). Denne formen for varmebehandling blir hyppig brukt og har som formal a
inaktivere enzymet alkalisk fosfatase i melken, hvor mesteparten finnes i
fettkulemembranen. Fosfataseaktivitetstesten benyttes som indikasjon pa om
varmebehandlingen har veert tilstrekkelig for a sikre at alle ikke-sporedannende patogene
mikroorganismer er blitt drept. Metoden pavirker produkter i svert liten grad, ivaretar

naeringsverdien og gir ingen merkbar endring i smak.

2.3.1.2 Ultra-hgy temperatur

Varmebehandlingsprosessen UHT (ultra-high temperature) foregar ved enten 130°Ci 30 sek
eller ved 145°C i 1 sek og forlenger holdbarheten av melk ved a drepe alle mikroorganismer
og bakteriesporer (Walstra et al, 2006a). En slik type varmebehandling, etterfulgt av
aseptisk pakking, resulterer i et lagringsstabilt produkt med minimal kjemisk skade
(Tamime, 2009). Melk behandlet pa denne maten kan ha en holdbarhet pa opptil 12
maneder. | motsetning til metodene for lavpasteurisering som kan gi proteindenaturering
og kjemisk modifikasjon av produktet (maillard-reaksjon), vil derimot UHT gi lavere nivaer
av dette (Geiselhart et al, 2021). UHT kan foregd ved enten direkte eller indirekte
oppvarming. Direkte oppvarming er nar overopphetet damp blandes direkte med melken.
Indirekte er nar melken varmes via en varmeveksler, hvor en pasteur bestdende av en

skillevegg, overfgrer varme fra oppvarmingsmediet (damp eller varmt vann) og til melken.

2.3.2 Homogenisering

Etter varmebehandling gjennomgar melken ofte homogenisering som foregar i en
homogenisator som forstyrrer melkefettkulene ved bruk av trykk (Walstra et al., 2006d).
Dette gir flere og mindre fettkuler som bidrar til & forbedre stabiliteten til produktet mot
koalesens, motvirke kremdannelse, og for & oppnad gnskelige reologiske egenskaper
(Geiselhart et al., 2021; Walstra et al., 2006d). Koalesens forekommer nar fettet smelter

sammen og skiller seg fra lgsningen pa grunn av grensesnittspenningen mellom olje- og

19



vannfasen (Fox et al,, 2015b). I tillegg far melkefettkulene et stgrre overflateareal, som gir
gkt plass til melkeproteiner, hovedsakelig kaseiner og noe myseprotein (Walstra et al,,
2006d). Homogenisering kan utfgres fgr og etter varmebehandling, men er avhengig av

aseptisk prosess dersom melken homogeniseres etter.

2.3.3 Effekt av prosessering

De ulike trinnene under produksjon av melkeprodukter kan potensielt sett pavirke det
endelige produktet. Under varmebehandling kan det forekomme endringer, som reduksjon
i pH, denaturering av myseproteiner og interaksjoner med kaseiner, utfelling av
kalsiumfosfat og Maillard-reaksjon (Walstra et al., 2006c). Teixeira et al. (2022) undersgkte
effekten av prosessering pa bade geite- og kumelk og biotilgjengeligheten av blant annet
kalsium, etterfulgt av statisk in vitro fordgyelse. Resultatene viste at prosessering av melk
pavirket biotilgjengeligheten av mineralene som ble undersgkt (Teixeira et al., 2022). Til
tross for dette var det ingen signifikant forskjell i kalsiuminnhold fgr og etter pasteurisering
(85/65°Ci30 min). Videre vil en kraftig varmebehandling gi produkter kokt smak, samt fare
for maillard-reaksjoner. Sistnevnte fgrer til kvalitetsforringelser som bruning av produktet,
redusert nezeringsverdi (hovedsakelig vitaminer) og bismak. Kort UHT-behandling med
direkte oppvarming begrenser dette. Pa den andre siden kan denne typen varmebehandling
fare til dannelse av aggregater av kaseinmiceller, og dermed sedimentering under lagring.

Myseproteiner vil derimot denaturere, men forblir i lgsning og feller ut pa kaseinmicellene.

Det er stgrre fare for maillard-reaksjon i laktosereduserte produkter pa grunn av tilsetning
av laktase. Som nevnt, kan enzympreparater som laktase, inneholde ugnsket proteolytisk
aktivitet (Harju et al., 2012; Jansson et al., 2014; Troise et al., 2016). De proteolytiske
enzymene vil denaturere under UHT-behandling. P4 den andre siden vil de derimot ikke
inaktiveres ved tilsetning av laktase etter varmebehandlingen, da produktet lagres ved
romtemperatur i flere maneder. Dette kan fgre til ugnskede effekter som dannelse av
peptider og aminosyrer som fremmer maillard-reaksjonen og gir bismak til melken. Til tross
for dette har Enright et al. (1999) observert at proteolytisk aktivitet kan forringe selv melk

som har veert utsatt for UHT-behandling under langtidslagring. Flere studier har
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sammenlignet laktosehydrolysert melk med UHT-behandlet melk, hvor bade Jansson et al.
(2014) og Tossavainen og Kallioinen (2007) viser til gkt proteolytisk aktivitet i
laktosehydrolysert melk.

Michalski og Januel (2006) viser til forskjeller mellom melkeproteiner pa overflaten til
melkefettkulene, avhengig av ndr homogenisering utfgres. Dersom melken fgrst varmes opp
og deretter homogeniseres, vil komplekser av kaseiner adsorbere med varmedenaturerte
myseproteiner pa det gkte overflatearealet pa melkefettkulene (Michalski & Januel, 2006).
Dersom melk homogeniseres og deretter varmebehandles, vil de varmedenaturerte
myseproteinene bindes til proteinene som allerede finnes pa det gkte overflatearealet pa
melkefettkulene. De har ogsa undersgkt effekten av homogenisering pa helse, og melkens

fordgyelighet ser ut til & forbedres av homogenisering.

Prosessering av melk og meieriprodukter har innvirkning pa fordgyelse og absorpsjon av
melkeproteiner (Dupont & Tome, 2014). Varmebehandling pavirker strukturen til
myseproteinene, som gar fra a vaere en kompakt struktur, til en mer apen struktur. Pa den
maten blir disse mer fglsomme for fordgyelsesenzymer (Barbé et al., 2013; Inglingstad et al.,
2010). Kaseiner blir derimot ikke pavirket i like stor grad, men de kan fa gkt motstand mot
fordgyelse, i form av termisk induserte aggregater. Homogenisering av melk har vist seg a
tilgjengeliggjgre proteinene for pepsin i stgrre grad, forarsaket av utfoldelsen av proteinene
ved drapeoverflaten (Maclerzanka et al., 2009; Sarkar et al., 2009). Spesielt B-kasein og -
laktoglobulin er mer utsatt for pepsin adsorbert til et olje-i-vann-grensesnitt, sammenlignet

med nar de er i lgsning.

2.4 Sammensetning av havrebasert plantedrikk

Som nevnt, gker produksjonen av PBD med ulike ravarer, hvor havre (Avena sativa) er en av
dem. Denne typen har fatt mye oppmerksomhet pa grunn av dens naeringsverdi og mulige
helsemessige fordeler, som blant annet evne til  senke innhold av kolesterol i blodet grunnet
innholdet av det lgselige fiberet B-glukan (Paul et al, 2020; Truswell, 2002). B-glukan,
(1->3), (1>4)- B-D-glukan er kjent for a ha en kolesterolsenkende effekt, bade total- og LDL-
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kolesterol (low- density lipoprotein) (Truswell, 2002). Kolesterol er et steroid som
syntetiseres i alle kroppens celler (Mahan et al.,, 2012). Steroidet bidrar til & forsterke
cellemembranen, da det holder fosfolipidene sammen og er derfor av betydning for
membranfunksjonen (Blomhoff et al., 2007b). Havre inneholder 6-8% [3-glukan, avhengig av
den spesifikke sorten (Hughes & Grafenauer, 2021).

Tangyu et al. (2019) rapporterte at omtrent halvparten av kommersielt tilgjengelige PBD
inneholder lite eller ingen proteiner (<0.5%). P4 den andre siden er det vist at havredrikk
inneholder protein med god ernzeringsmessig kvalitet pa grunn av en god aminosyrebalanse,
i tillegg til kostfiber og fytokjemikalier (Sethi et al, 2016). Til tross for en god
aminosyrebalanse, viser naeringsinnholdet i havredrikken til et sveert lavt proteininnhold.

Se Tabell 6 for oversikt over naeringsinnhold i havre.

Tabell 6. Gjennomsnittlig naeringsinnhold i havre basert pad Rasane et al. (2015) presentert som %. | tillegg til
naeringsinnhold i havredrikk brukt i eksperimentet, presentert som g/100 g.

Komponent Gjennomsnittlig innhold (%) Gjennomsnittlig innhold
havredrikk g/100 g

Stivelse 60

Totalt protein 11-15 0.8

Lipider 5-9 1.5

Kostfiber 2.3-85 0.8

Kalsium 0.54 0.12

Stivelsesinnholdet i havre utgjgr en stor utfordring nar det gjelder fremstilling av havredrikk
som en stabil emulsjon under varmebehandling (Sethi et al., 2016). Arsaken er at stivelse
kan danne gel, som er tap av granuleer og molekyleer orden, og er omtalt senere i oppgaven

(se kapittel 2.6.1 Effekt av prosessering) (Damodaran et al., 2017b). En annen begrensning

ved havredrikk er innhold av antineeringsstoffer (ANF) som kan redusere
biotilgjengeligheten til ulike neeringsstoffer, se kapittel 2.5 Antineeringsstoffer (Sethi et al.,
2016).
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Til tross for neeringsverdien og de helsemessige, miljgmessige og etiske fordelene ved PBD,
er det fremdeles stor bekymring rundt det ernzeringsmessige perspektivet (Zhou et al,,
2021). PBD mangler flere viktige mikroneringsstoffer og ved a ikke inkludere melk og
melkeprodukter i kosten, er for eksempel personer som fglger et vegansk kosthold i fare for
a fa mangel pa bade vitamin A, B2, B12, jern og jod (Scholz-Ahrens et al., 2020). Derfor er
flere kommersielle PBD beriket med vitaminer, aminosyrer og mineraler (Sethi etal., 2016).
Et annet omdiskutert aspekt ved PBD er bearbeidingsgraden til produktene. Prosessert mat
(bearbeidet mat) er mat som kan ha hgyt innhold av sukker, usunt fett og salt, og lavt innhold
av kostfiber, proteiner, vitaminer og mineraler (Monteiro etal., 2019). NOVA klassifiseringen
er et klassifiseringssystem utviklet av forskere ved Universitetet i Sao Paulo (Brasil)
(Monteiro et al., 2010). Den viser til bearbeidingsgraden av PBD, som er tilhgrer gruppe 3
(bearbeidet mat) eller 4 (ultrabearbeidet mat). Pasteurisert melk tilhgrer derimot gruppe 1

fordi produktet er bade naturlig og minimalt prosessert.

2.4.1 Berikning

Berikning av matvarer med mineraler og vitaminer i Norge skal gjgres i henhold til Forskrift
om tilsetning av vitaminer, mineraler og visse andre stoffer til neeringsmidler (Lovdata,
2010). Escobar-Saez et al. (2022) analyserte neeringssammensetningen til ulike PBD
sammenlignet med melk, og viste at kun 48% merket produktet med pdstanden om
berikning. Neeringsstoffene som ble hyppigst tilsatt var vitamin A, D og B12, kalsium og
proteiner. | tillegg var det hovedsakelig soya- og havredrikker som oftest ble beriket. Samme
studie rapporterte at ingen av de totalt 179 kommersielle PBD (hvorav 48 stk. var basert pa
havre) var tilsatt jod, til tross for at melk- og meieriprodukter er en god kilde til dette

mineralet (Escobar-Saez et al.,, 2022; Melk.no, 2020b; Vanga & Raghavan, 2018).

Ulike former for kalsium som benyttes til berikning er kalsiumkarbonat (CaCOs), tri-
kalsiumfosfat ~ (Ca3(PO4)2),  kalsiumlaktat (CéH10Ca0l¢),  kalsium  bisglycinat
(Ca(COOCH2NH2)2) og kalsium sitrat malat (Cas(CéH407)2(C4H40s)3) (Lorieau et al., 2018;
Silva et al,, 2020; Silva et al., 2022). En av de mest brukte er kalsiumkarbonat, da den er en

av de minst kostbare (Lorieau et al., 2018). Kalsiumets kjemiske form og matmatriksen
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pavirker grad av biotilgjengelighet (Rafferty et al., 2007). En annen faktor som blir ansett
som viktig for biotilgjengeligheten, er det sure miljget i magesekken (Preedy, 2015). Lorieau
et al. (2018) observerte at kalsiumet ble mer lgselig under pH 3 i magefasen sammenlignet

med ngytral pH i tarmfasen.

Silva et al. (2020) studerte in vitro fordgyelseseffekten pa mineralbiotilgjengelighet, hvor
kalsiumberiket havredrikk hadde et tilsvarende innhold som melk (1531.0 g/L). Til tross for
dette er det observert store forskjeller ved ulike former for kalsium, ramaterialet brukt og
prgvematriksen (sammensetningen av prgvene) (Heaney et al., 2005; Lorieau et al., 2018;
Silva et al.,, 2022). Flere studier har ikke observert forskjeller i kalsiumabsorpsjon mellom
melk og soyamelk beriket med kalsiumkarbonat (Heaney et al., 2000; Shkembi & Huppertz,
2022; Zhao et al., 2005). Pa den andre siden har kalsiumkarbonat vist ugnskede effekter som
sapesmak i matvarer, i tillegg til at det har en lavere lgselighet i vann og kan fgre til utfelling
ved tilsetning i drikker (Alegria-Toran et al.,, 2015; Lorieau et al., 2018). En annen studie av
Heaney et al. (2005) sda pa den fysiske tilstanden til ulike former for kalsium i
kalsiumberikede drikker, hvor store deler av kalsiumet tilsatt i soyadrikk befant seg i

bunnfallet.

2.5 Antinzeringsstoffer

ANF er naturlig til stede i ulike matkilder som korn og belgfrukter, samtidig som det kan ha
toksisk eller antierneeringsmessig virkning. ANF er en viktig faktor som reduserer
biotilgjengeligheten til ulike naeringsstoffer, og kan omtales som bioaktive stoffer fordi de
ved inntak kan ha metabolske effekter i menneskekroppen (Samtiya et al., 2020; Singh et al,,
2017). De anses som ANF, til tross for at noen kan gi positive helseeffekter som reduksjon i
blodsukker og insulinrespons, samt plasmakolesterol og triglyserider (Singh et al., 2017;
Udomkun et al., 2019). Havre inneholder blant annet fytinsyre (Dendougui & Schwedyt,
2004).
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2.5.1 Fytinsyre

Fytinsyre, myo-inositol-(1,2,3,4,5,6)- heksafosforsyre, er en viktig lagringsform for fosfor i
form av fytat i planter (Sotelo et al., 2010). Fytater (myo-inositol-(1,2,3,4,5,6)-heksafosfat)
er betegnelsen for salter av fytinsyre, ogsa kalt inositolheksafosfat (InsPs) (Kumar et al.,
2010). Forbindelsen fungerer som en inhibitor og et ANF fordi det har evne til & binde
mineraler (kalsium, kobber, sink og jern), stivelse og protein (Dendougui & Schwedt, 2004).
Dette fgrer til endringer i lgselighet, funksjonalitet, fordgyelighet og absorpsjon av
neeringsstoffene (Muzquiz et al., 2012; Popova & Mihaylova, 2019; Sandberg et al., 1989). 1
forhold til kalsium vil det danne ulgselig kalsium-fytatkompleks som gjgr mineralet
utilgjengelig for absorpsjon, og dermed reduseres biotilgjengeligheten og lgseligheten til
mineralet. Fytat kan ogsa pavirke enzymaktiviteten og redusere fordgyeligheten av
neeringsstoffer ved & hemme fordgyelsesenzymene pepsin, trypsin, og chymotrypsin
(Deshpande & Damodaran, 1989; Inagawa et al., 1987) Tidligere studier har ogsa rapportert
at fytat danner komplekser med proteiner, som fgrer til komplekse endringer av
proteinstrukturen (O'Dell & De Boland, 1976; Ravindran, 1995). Dette kan vider gi redusert
proteinlgselighet, enzymatisk aktivitet og proteolytisk fordgyelighet. Kilder til fytinsyre er
korn og belgvekster, som havre, og kan analyseres ved a male mengden fosfor frigjort av

fytase og alkalisk fosfatase (Damodaran et al., 2017 c; McKie & McCleary, 2016).

2.6 Prosessering av havrebasert plantedrikk

For at plantebaserte drikker kan etterligne melk i stgrst mulig grad, ma de forvandles til
kolloidale suspensjoner (Makinen et al., 2016). P4 bakgrunn av at eksakt prosessering og
behandling for produktet brukt i denne oppgaven ikke er tilgjengelig, fremvises en generell,

men representativ beskrivelse for produksjon av havredrikk i Figur 4.
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Figur 4. Generell fremgangsmdte for prosessering av havredrikk, basert pd informasjon fra TINE og Mdkinen et al.
(2016).

Havredrikk gjennomgadr homogenisering for a fa et mer stabilt produkt som etterligner melk
(Makinen et al., 2016). PBD inneholder ulgselige partikler som er tettere enn vann, blant
annet store partikler som protein, stivelsesgranulat og faste partikler fra ravarer (Durand et
al,, 2003; Sethi et al.,, 2016). Disse partiklene kan derfor sedimentere og danne bunnfall, som
er en parameter relatert til produktets stabilitet. Bunnfall gir et ustabilt produkt og er en
utfordring for produkter som skal lagres (Friithauf et al., 2022). Avhengig av hvilket produkt
som produseres, tilsettes ingredienser som sukker, smaksstoffer og olje under trinnet som

omhandler formulering (Makinen et al., 2016).

P4 den andre siden gjennomgar plantebaserte produkter, som havre, ulike
enhetsoperasjoner for a forbedre kvaliteten. Spesielt spiring, fermentering, eller bruk av
chelateringsmidler og eksogen fytase kan forbedre spesielt biotilgjengeligheten av

mineraler. Enzymet eksogen fytase, i kombinasjon med sitronsyre, har vist en god effekt pa
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jernbiotilgjengelighet i beriket havredrikk (Zhang et al., 2007). Dessuten er fytater sveert
motstandsdyktige mot gkt temperatur, og gdelegges ikke helt selv ved varmebehandling opp
til 100°C.

2.6.1 Effekt av prosessering

PBD som havredrikk inneholder stivelse som lett kan gelatinisere under prosessering (Sethi
et al.,, 2016). Dette fgrer til at produktet far en gel-lignende konsistens med hgy viskositet,
og dermed lavere aksepterbarhet. Det er derfor ngdvendig med enzymatisk hydrolyse av
stivelse under prosessering. Videre kan varmebehandling av PBD redusere
proteinlgseligheten (Rustom et al.,, 1991; Hinds et al., 1997). Proteinene utfolder seg ved gkt
temperatur, noe som fgrer til at de ikke-polare aminosyrerestene utsettes for vann og
overflatehydrofobisiteten gker. Dette gker protein-protein-interaksjoner, som videre kan
fgre til aggregering og sedimentering av proteiner (Philips et al, 1994). I tillegg kan
blgtlegging, ‘wet-milling’ og varmebehandling i form av sterilisering, pavirke mineralets
biotilgjengelighet ved a forarsake tap av mineraler ved utvasking, kliseseparasjon eller
maillard reaksjon. Homogenisering vil bidra til gkt stabilitet for PBD, da det forstyrrer
aggregater og reduserer partikkelstgrrelsene (Malaki Nik et al., 2008). Bade avskalling og
blgtlegging er to prosesseringstrinn som bidrar til & redusere innholdet av ANF, som
fytinsyre, samt forbedrer kvaliteten. Bruk av enzymet eksogen fytase reduserer innholdet av

fytinsyre, da varmebehandling alene ofte ikke er tilstrekkelig.

2.7 Human fordgyelse

Human fordgyelse innebaerer prosesser i fordgyelsessystemet hvor nzeringsstoffer, ofte i
form av fast fgde, blir brutt ned som fglge av interaksjoner mellom kjemiske og mekaniske
prosesser (Barrett, 2014; Pedersen, 2012). P4 den maten blir naeringsstoffene kjemisk
endret, noe som resulterer i molekyler som er i stand til & bli absorbert i tarmen. Molekyler
bygget opp av mange identiske molekyler (monomerer) som karbohydrater (stivelse,
sukrose og maltodekstriner) spaltes til monosakkarider (glukose og fruktose), proteiner til
aminosyrer eller korte peptidkjeder og fett (triglycerider) til fettsyrer og monoglycerider

(Pedersen, 2012; Sjaastad et al, 2010). Mineraler ma veere i lgselig form for a vere
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tilgjengelig for opptak (Pedersen, 2012). Det er fgrst nar maten fordgyes og naeringsstoffene
absorberes i tynntarmen og tas opp i blodstrgmmen, at cellene og organene i kroppen far

nyttiggjort seg av naeringsstoffene.

Fordgyelsessystemet inkluderer fordgyelseskanalen bestaende av ulike organer og kjertler,
som lever, spyttkjertel, bukspyttkjertel og kjertler i magesekk og tynntarm (Pedersen, 2012).
Disse spiller en viktig rolle for bade fordgyelse og absorpsjon av mat fordi de skiller ut
gallesalter og fordgyelsessekret (vaeske) som inneholder syre eller enzymer for nedbrytning
av neeringsstoffer, ogsa kalt kjemisk prosessering. I tillegg foregdr mekanisk prosessering
ved tygging og svelging i munnhulen, og blanding av materiale i magesekken.
Fordgyelseskanalen gar helt fra munnhulen, via magesekken, tynntarmen (duodenum,
jejenum og ileum), tykktarmen (kolon), til endetarmsapningen (anus). Se Figur 5 for

skjematisk oversikt over fordgyelsessystemet.

Munnhule Spyttkjertel

Spiserar

Lever Magesekk

Galleblaere

Duodenum Bukspyttkjertel

«~———— Endetarm

Figur 5. Fordgyelsessystemet, fra munnhulen til endetarmsdpningen. Basert pa (Brodkorb et al., 2019). Figuren er laget

i Biorender.com.
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2.7.1 Munn

Munnhulen bearbeider fast fégde mekanisk i form av tygging, samt tilfgrsel av spytt fra
spyttkjertlene som gir en jevn masse, slik at inntatt materiale kan passere gjennom
spisergret (gsofagus) (Barrett, 2014). Det er kun stivelse som spaltes av enzymet amylase
fra spytt (Pedersen, 2012). I tillegg har spyttet en bakteriedrepende virkning og bidrar til
regulering av pH, som fgrer til gunstige forhold for enzymene. Virkningen av
fordgyelsesenzymene gker nar den mekaniske bearbeidingen bryter ned strukturen til
maten. Maten befinner seg i munnen i en relativt kort periode og det er begrenset hvor mye

av nedbrytningen som skjer i denne fasen fgr det gar gjennom spisergret til magen.

2.7.2 Mage

Magesekken (ventrikkelen) vil primaert bearbeide og blande maten mekanisk ved kraftig
elting og bestar av sekretoriske celler i magesekkens slimhinne (mucosa), som produserer
magesaft bestdende av saltsyre (HCI) og pepsinogen (Pedersen, 2012; Sjaastad et al., 2010).
Utskillelse av HCI gjgr mageinnholdet svaert surt med pH 1.5-3.0 som bidrar til aktivering av
pepsinogen til pepsin, samt gdeleggelse av syregmfintlige mikroorganismer i maten.
Enzymet pepsin starter hydrolyse av proteiner, og spalter protein til korte peptidkjeder og
aminosyrer (Guerra et al., 2012). Det kan ta opptil 3-4 timer fgr magesekken tgmmes, og

maten fgres videre til duodenum via den pyloriske lukkemuskelen (Boland, 2016).

2.7.3 Tarm

Tynntarmen bestar av tre deler; duodenum, ileum og jejenum (Pedersen, 2012). Duodenum
er den fgrste delen av tynntarmen, hvor absorpsjon av de fleste naeringsstoffene finner sted.
Mageinnholdet blandes med basiske fordgyelsessekret fra bukspyttkjertelen (pankreas),
galleblaeren og sma Kkjertler i tynntarmen. Dette bidrar til en gkning i pH (til ~7) fordi sekretet
ngytraliserer det sure innholdet som kommer fra magesekken. Bikarbonat skilles ut fra
pankreas og bidrar i pH-gkningen (Boland, 2016). Videre vil enzymer fra bukspyttet:
trypsinogen, kymotrypsinogen og prokarboksypeptidaser skilles ut fra slimhinnen i

tarmepitelet, aktiveres og spalte peptidbindinger og korte peptidkjeder til frie aminosyrer
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og sma peptider (di- og tripeptider). Pepsin inaktiveres pa grunn av gkningen i pH fordi

enzymet hovedsakelig er aktivt mellom pH 2 og 4 (Minekus et al., 2014).

Videre vil tykktarmen (kolon) tjene som et reservoar for lagring av avfall og ufordgyelige
materialer, samt fermentering av det som ikke ble absorbert i tynntarmen (Pedersen, 2012).

Tarminnholdet vil sa fjernes med feces.

2.8 Maling og stimulering av fordgyelighet

Fordgyelighet er definert som mengde nedbrytbart materiale og bestemmes av hvor mye
som faktisk blir tatt opp under fordgyelsen (Sjaastad et al., 2010). Et nezeringsmiddel kan ha
gkt fordgyelighet dersom en stgrre andel av neeringsstoffene blir brutt ned til mindre
komponenter, som forenkler opptaket i tarmen for videre utnyttelse i ulike deler av kroppen.
Videre vil fordgyelighet og absorpsjon av neeringsstoffene avgjgre neeringsmiddelets
naeringsverdi. Ulike faktorer som prosessering, type naeringsstoff, maltidssammensetning og
mengde ANF og konsumentens helse kan pdvirke fordgyeligheten (Tulbek et al., 2017).
Mdling og stimulering av fordgyelsessystemet er viktige modeller og blir ofte benyttet

innenfor forskning rettet mot mat og ernzering (Minekus et al., 2014).

Det finnes ulike metoder for a undersgke grad av fordgyelighet, som in vivo og in vitro
metoder (Minekus et al., 2014). In vivo er metoder hvor fordgyelsesprosessen males i dyr
eller mennesker og betraktes som gullstandarden (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al.,
2014). Pa den andre siden kommer denne analysen med etiske restriksjoner og blir derfor
mindre brukt. I tillegg er den bade ressurskrevende, kostbar og teknisk vanskelig. In vitro
modeller er derimot metoder som maler grad av fordgyelighet i laboratorium for kunstig
simulering av fordgyelsesprosessen (Alegria-Toran et al., 2015; Brodkorb et al., 2019;
Minekus et al., 2014). In vitro modeller etterligner de fysiologiske forholdene i tre ulike faser;
munn (oral prosessering), mage (gastrisk prosessering), tynntarm (intestinal prosessering)
og tykktarm (fermentering), med hensyn til parametere som fordgyelsesenzymer,

fordgyelsessekret, tid, saltkonsentrasjoner og pH.
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Det er to ulike hovedtyper in vitro metoder for & undersgke fordgyeligheten av mat,
henholdsvis statiske og dynamiske metoder (Brodkorb et al., 2019). Sistnevnte er egnet for
a stimulere fordgyelsen av ulike matvarer, men metoden er ikke like tilgjengelig og kan veere
sveert kompleks, i tillegg til & medfgre hgye kostnader. Statiske metoder benytter bade
konstant pH og konstant mat til enzymer og elektrolytter under hver fordgyelsesfase. Slike
analyser har flere fordeler da det er raske og rimelige analyser, enklere a kontrollere, gkt
reproduserbarhet og mindre arbeidskrevende, samt nyttige for a forutsi utfall av in vivo
fordgyelse (Bohn et al., 2018; Brodkorb et al., 2019; Sousa et al., 2020). P4 den andre siden
finnes det et bredt spekter av slike modeller, hvor det kan benyttes ulike enzymkilder fra
blant annet gris og kanin (Switzar et al, 2013). Disse har ulik sammensetning og
enzymaktivitet, og dermed forskjellig spesifisitet og aktivitet (Minekus et al., 2014). Pa
bakgrunn av dette vil grunnlaget for sammenligning av slike metoder veere vanskelig. Det
har derimot i senere tid blitt laget en standardisert protokoll for statisk in vitro metode som
et samarbeid mellom eksperter pa fordgyelse i nettverket COST INFOGEST, da det finnes
utallige slike statiske metoder med variasjoner i parameterne (Brodkorb et al., 2019). Det vil
derfori stgrre grad veere mulig 8 sammenligne slike forsgk i fremtiden ved a benytte én felles
metode. Sluttproduktet fra in vitro fordgyelse ma deretter analyseres for ulike komponenter,

avhengig av formalet.
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3. MATERIALER OG METODER

Hensikten med oppgaven var a bidra med kunnskap om hvordan biotilgjengeligheten av
kalsium og jod, samt hydrolysegrad av proteiner, blir pavirket av produktets egenskaper og
ulike prosesser som er inkludert i fremstillingen pa in vitro fordgyelse. I forbindelse med
denne masteroppgaven ble det utfgrt statisk in vitro fordgyelse av ulike melkeprodukter og
én havrebasert plantedrikk. Det ble gjennomfgrt maling av pH, samt analysemetoder relatert
til fytinsyreinnhold, totalt kalsium- og jodinnhold, ionisk kalsium og hydrolysegrad av

proteiner. Statistisk analyse ble utfgrt for & avdekke eventuelle signifikans i datasettet.

3.1 Forspksoppsett

Prgvene inkludert i denne masteroppgaven gjennomgikk statisk in vitro fordgyelse. I forkant
av in vitro fordgyelse ble produktene analysert for pH (pH- meter), fytinsyreinnhold (K-
PHYT) og totalt kalsiuminnhold (kompleksiometrisk titrering og ICP-OES). Forsgksoppsettet

for analyser fgr in vitro fordgyelse er illustrert i Figur 6.
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Figur 6. Analyser utfgrt pG de ulike produktene fgr in vitro fordgyelse. Hvor pH ble registrert, etterfulgt av
kompleksiometrisk titrering og ICP-OES for innhold av totalt kalsium, ICP-MS for innhold av jod, og K-PHYT for innhold
av fytinsyre. Figuren er laget i Biorender.com.

Etter in vitro fordgyelse ble de simulerte tarmprgvene, kontrollprgver (fordgyde prgver uten
fordgyelsesenzymer) og blank- prgver (kun fordgyelsesvaesker og enzymer), alle med uttak
etter 60 og 120 min i duodenal fase (henholdsvis D60 og D120), sentrifugert for a fjerne
bunnfall. Videre ble prgvene analysert med kompleksiometrisk titrering og kalsiumsensitiv
elektrode for & bestemme mengde totalt kalsium og ionisk kalsium, og hydrolysegrad av
proteiner ved OPA-metoden. Resterende prgvemengder ble separert i hgy- og
lavmolekyleere fraksjoner og overfgrt til sentrifugergr (lav- og hgymolekylaere prgver), hvor
lavmolekyleer fraksjon ble analysert for totalt kalsium og hydrolysegrad av proteiner.

Hgymolekyler fraksjon ble analysert for kalsium- og jodinnhold med ICP-OES og ICP-MS.
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Forsgksoppsettet for analyser etter in vitro fordgyelse er illustrert i
Figur 7.
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Figur 7. Forsgksoppsettet etter in vitro fordgyelse med de ulike prgvefraksjonene og analysene. Prgver ble sentrifugert,
etterfulgt av kompleksiometrisk titrering, kalsiumsensitiv elektrode og OPA. Resterende prgvemengder ble sentrifugert
i sentrifugergr. Dette ga lav- og hgymolekyleere prgver, hvor lavmolekyleere ble analysert med OPA og
kompleksiometrisk titrering. Hgymolekylaere ble analysert med ICP-OES og ICP-MS. Figuren er laget i Biorender.com.
RPM - revolutions per minute; OPA - o-phthaldialdehyde; ICP-OES - induktiv koblet plasma optisk emisjonsspektroskopi;
ICP-MS - induktiv koblet plasma massespektrometri.

3.2 Om prgvematerialet

Prgver benyttet til de ulike analysene er produkter kommersielt tilgjengelig i butikk, og ble
kjgpt i As vinteren 2023. De fire ulike prgvene som ble undersgkt hadde ulik
produksjonshistorikk, inkludert ulik varmebehandling (HTST og UHT-behandling). En av

prgvene (Laktoseredusert) er laktoseredusert og har gjennomgatt enzymatisk hydrolyse av
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laktose (Harju etal., 2012). Variasjoner i kalsium og proteiner mellom de ulike variantene av

melkematriks og prosesser i fremstillingen pa in vitro fordgyelse ble undersgkt. Prgvene og

de ulike prgvefraksjonene benyttet i forsgket er presentert i Tabell 7.

Tabell 7. Prgver benyttet i forsgket. F - fordgyd prgve; LM - lavmolekylzer prgve; HM — hgymolekylaer prgve; K -
kontrollprgve; BLANK - vann fremfor prgve under in vitro fordgyelse.

Progve Forklaring
HTST Melkeprodukt, HTST-pasteurisert.
UHT Melkeprodukt, UHT-behandlet.
Laktoseredusert Melkeprodukt, UHT-behandlet og laktoseredusert.
Havredrikk Havrebasert plantedrikk, UHT-behandlet.
F In vitro fordgyelse av progve.
LM Lavmolekylzer prgvefraksjon etter sentrifugering, fordgyd.
HM Hagymolekylaer prgvefraksjon etter sentrifugering, fordgyd.
K Kontrollprgve, bestaende av produkt og fordgyelsesvaesker
(SSF, SGF og SIF), men uten fordgyelsesenzymer.
Blank In vitro fordgyelsesenzymer og fordgyelsesvaesker, vann

istedenfor produkt.

Videre er naeringsinnholdet per 100 g oppgitt pa varedeklarasjonen til produktene som ble

inkludert i forsgket presentert i Tabell 8.

Tabell 8. Neeringsinnhold per 100 g i produktene som ble inkludert i oppgaven (TINE).

HTST UHT Laktoseredusert Havredrikk
Fett 1.0g 12¢g 10g 15g
Karbohydrat 45¢g 45¢g 45g 75¢g
Protein 35¢g 35¢g 35¢g 0.8g
Kalsium 130 mg 130 mg 130 mg 120 mg
Jod 16 pg 16 pg 16 ug 16 pg
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3.3 pH

pH er et mal pad hvor sur en vaske er, og bestemmes av kosentrasjonen av hydrogenioner
(H*) (Addy et al,, 2004). For & madle pH i prgvene fgr og etter in vitro fordgyelse, ble det
benyttet et pH- meter (Mettler Toledo InLab® Power Pro-ISM, Australia). Det ble fgrst
kalibrert med ulike bufferlgsninger (Merck, Tyskland) ved pH 2, 4 og 7. Mellom hver maling
stod pH-elektroden i en KCI- lgsning (kaliumklorid) (Merck, Tyskland). Fgr in vitro
fordgyelse ble pH malti alle prgvene ved at en prgvemengde (10 mL) ble overfgrt til et beger
med en pipette, hvor hver prgve hadde tre paralleller. Etter in vitro fordgyelse ble pH malt
direkte i prgvene, derav to paralleller. Alle malingene ble utfgrt ved romtemperatur, men

pH- meter ble ikke kalibrert med hensyn til temperatur.

3.4 Analyse for fytinsyre

Analyse for fytinsyre, i form av fosfor, har som hensikt 8 male mengden fosfor frigjort av
fytase og alkalisk fosfatase (McKie & McCleary, 2016). Megazyme har utviklet en enkel,
kvantitativ metode (K-PHYT) som gir et mal pa total mengde fosfor som er frigjort fra
prgvene. Prinsippet for metoden involverer syreekstraksjon av inositolfosfater. Deretter
behandling med en fytase som er spesifikk for fytinsyre (InsPs) og de lavere myo-
inositolfosfatformene: InsPz, InsP3, InsPs4 og InsPs. Videre, for & sikre frigjgring av det
endelige fosfatet fra myoinositolmonofosfat (InsP1) ma prgvene behandles med alkalisk
fosfatase. Til slutt males totalt frigjort fosfat med en kolorimetrisk metode og resultatet
beregnes som totalt fosfor- eller fytinsyreinnhold i prgvene. Analysen ble utfgrt av ved

fakultetet for kjemi, bioteknologi og matvitenskap (KBM) ved NMBU.

[ forkant av in vitro fordgyelse ble prgvene (HTST, UHT, Laktose og Havre) analysert for
fytinsyre i form av fosfor. Det ble benyttet et fosfor og fytinsyre assay (kat.nr. K-PHYT,
Megazyme International, Bray, County Wicklow, Irland). Metoden ble utfgrt i henhold til
McKie og McCleary (2016) og hver prgve hadde fire replikater. Standard havremel fra
Megazyme kit ble kjgrt som kontroll (se radata K-PHYT). Standarden oppnadde P=0.4113%
(innenfor akseptabelt omrade som var 0.391-0.478%).
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3.5 In vitro fordgyelse av ulike melke- og plantedrikker

In vitro fordgyelsesforsgk har som hensikt & stimulere de fysiologiske forholdene i gvre
mage-tarmkanal, da munn-, mage- og tynntarmsfasen (Brodkorb et al., 2019). Metoden for
in vitro fordgyelse ble utfgrt i henhold til Brodkorb et al. (2019) med modifikasjoner. Det er
en standardisert protokoll for statisk in vitro fordgyelse utarbeidet av COST INFOGEST
nettverket. Modellen bruker konstant pH for hver fordgyelsesfase, samt konstant forhold
mellom mat, enzymer og elektrolytter. Det henvises til protokollen for ytterligere

beskrivelse av fremgangsmaten.

[ forkant av selve in vitro fordgyelsesforsgket, ble det gjennomfgrt et pilot fordgyelsesforsgk
som inkluderte alle produktene. Hensikten var a finne ngyaktige mengder 1 M HCI (saltsyre,
VWR Chemicals, Frankrike) og 1 M NaOH (Merck, Tyskland) som matte tilsettes under
fordgyelsesforsgkene for a oppna gnsket pH i den stimulerte mage- og tarmfasen (pH 3 og
7), som et tidsbesparende tiltak. Prgvene ble, om ngdvendig, justert med 1 M HCl/NaOH fgr
inkubering under de senere in vitro fordgyelsesforsgkene. Videre ble det gjort
enzymaktivitetstester (varen 2023) pa ngdvendige enzymer benyttet: pepsin (Pepsin from
porcine gastric mucosa, P7012, Sigma-Aldrich Chemie CmbH, USA) og blandingsprodukt av
fordgyelsesenzymer i form av pancreatin (Pancreatin from porcine pancreas, P7545-25G,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, USA). Dette ble gjort for a vite hvilke mengder som matte
tilsettes av hvert enzym for a oppna gnsket konsentrasjon (enzym:substrat forhold) under
fordgyelsen, som er oppgitt i protokollen (Brodkorb et al., 2019). Enzymaktivitet for pepsin
ble malt til 1670 U/mg og trypsinaktivtet i pancreatin ble malt til 3.6 U/mg. For a stimulere
de fysiologiske forholdene i gvre mage-tarmkanal ble ogsa galleekstrakt (Bile bovine, B3883,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, USA) tilsatt i tarmfasen. Det ble ikke tilsatt amylase i
munnfasen eller lipase i magefasen, da prgvematerialet hadde lavt innhold av bade stivelse

og fett.
In vitro fordgyelse ble utfgrt med 4 g prgve i 50 mL Falconrgr med to paralleller. Det ble

inkludert blank- prgver som kun bestod av vann istedenfor produkt, fordgyelsesenzymer,

fordgyelsesveeskene SSF (simulated salivary fluid), SGF (simulated gastric fluid) og SIF
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(simulated intestinal fluid). I tillegg ble det inkludert stabilitetsprgver, ogsa Kkalt
kontrollprgver, som bestod av produkt, fordgyelsesveeskene og vann istedenfor
fordgyelsesenzymer. Basert pa protokollen og mengde prgve ble pepsin tilsatt til en
konsentrasjon pa 2000 U/mL i magefasen og pancreatin tilsatt til en konsentrasjon pa 100
U/mL trypsinaktivitet i tarmfasen, i tillegg til galle som ble tilsatt til en konsentrasjon pa 10
mmol/mL (Brodkorb et al., 2019). For & fjerne ulgselig materiale i pancreatinlgsningen, ble
enzymblandingen tilsatt ngdvendig mengde SIF (simulated intestinal fluid) ut fra oppveid
mengde av enzymblandingen, etterfulgt av vortexing i 20 s og sonikering (Bransonic™
Ultrasonic Cleaner B200, Branson Ultrasonics™, USA) i 5 min. Lgsningen ble deretter
sentrifugert ved 2000 x g i 5 min (VWR Mega Star 3.0R, Tyskland). Supernatanten fra
enzymblandingen ble videre benyttet og pelleten ble kastet. Se Figur 8 for oversikt over

bearbeidelsen av pancreatinlgsningen.

Supernatanten fra
pancreatinigsningen ble benyttet
videre | fordoyelsen.

| LN
LN

SIF ble tilsatt i 20 sek
ancreatinblandingen vortexing

> —

v %5 min sentrifugering
5 min sonikering S 3 ved 2000g

ve

e
i

Pelleten ble kastet.

Figur 8. Fremgangsmetoden for & fjerne ulgselig materiale i pancreatinlgsningen. Pancreatinblanding ble tilsatt en
mengde SIF (basert pd utveid mengde pancreatin), etterfulgt av vortexing i 20 sek, sonikering i 5 min og sentrifugering
i5 min ved 2000 x g. Supernatanten ble tilsatt i pr@vene, men pelleten ble kastet. Figuren er laget i Biorender.com. SIF
- simulated intestinal fluid.

Lgsninger av fordgyelsesenzymene, galleekstrakt, kalsiumklorid (CaClz) (Merck, Tyskland)
og prgvene ble konstant holdt pa is under prgvebearbeidelsen, med unntak av vortexing.
Under de ulike stimulerte fasene (munn, mage og tarm) ble prgvene inkubert i varmeskap

(Ecotron Incubator Shaker, INFORS HT, Sveits) ved 37°C og 160 RPM. Fordgyelsen ble
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avsluttet i tarmfasen (D60 og D120). Etter tarmfasen ble enzymaktiviteten inhibert ved

tilsetning av en protease inhibitor (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X), Thermo

Scientific, USA). Dette var en ferdiglaget konsentrert stokklgsning av proteasehemmere, som

ble tilsatt med 1:100 forhold (1 del inhibitor til 100 deler prgve) (10 uL/mL). Hele in vitro

fordgyelsesprosessen er illustrert i Figur 9.

Munnfase

« Tilsett SSF til melke- og plantepravene (1:1)

» Tilsett CaCl; til konsentrasjon pa 1.5 mM i S5F
* Tilsett dH;0 for & oppna sluttvolum pa 8 mL

« Inkuber i 2 min, 37°C og 160 RFM

Magefase

« Tilsett SGF til munnfase (1:1)

» Tilsett 1M HCI for justering av pH til 3.0

* Tilsett CaCl;til konsentrasjon p& 0.15 mM i SGF
* Tilsett pepsin til konsentrasjon pa 2000 U/mL

* Tilsett dH:0O for & oppna sluttvolum pa 16 mL

* Inkluber i 120 min, 37°C, 160 RPM og pH 3.0

Tarmfase

» Tilsett SIF til magefase (1:1)

* Tilsett 1M MaOH for justering av pH til 7.0

« Tilsett galleekstrakt til konsentrasjon pa 10 mM

* Tilsett CaCl; til konsentrasjon pa 0.6 mM i SIF

+ Tilsett pancreatin til trypsinaktivitet pa 100 U/mL

* Tilsett dH:0 for & oppna sluttvolum pd 32 mL

* Inkuber i 60 og 120 min, 37°C, 160 RFM og pH 7.0)

* Inhiber tarmfase: Halt protease inhibitor 10 pl/mL

Figur 9. Oversikt over in vitro fordgyelse (INFOGEST 2.0) i henhold til Brodkorb et al. (2019) med de ulike fasene, samt
de ulike komponentene og deres @gnskede sluttkonsentrasjoner. Figuren er laget | Biorender.com. SSF - simulated
salivary fluid; SGF - simulated gastric fluid; SIF - simulated intestinal fluid.

Prgvene ble sd sentrifugert ved 3500 RPM og 20°C (VWR Mega Star 3.0R, Tyskland) far

videre analyser av sluttproduktet. Resterende prgvemengder ble deretter fryst ved -20°C
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far ytterligere analyser.

3.6 Analyse av lav- og hgymolekyleer prgvefraksjon ved bruk av

sentrifugergr

En tidligere studie undersgkte totalt innhold av ulike former for jod med hensyn til ulike
tilberedninger av en type snegle (Doh et al, 2019). Metoden benyttet var en in vitro
fordgyelsesmodell, hvor det ble inkludert en dialysemembran med porestgrrelse pa 2 kDa.
Absorpsjonseffektiviteten av jod ble sa beregnet basert pa prgve fra indre og ytre membran,
henholdsvis lav- og hgymolekylaer fraksjon. En forutsetning for at jod skal veere
biotilgjengelig, er at det er i lgselig form (frie jodidioner) (Blomhoff et al, 2007d).
Membraner med en viss porestgrrelse indikerer om komponenten er lgselig eller bundet til
andre komponenter. P4 bakgrunn av metoden til Doh et al. (2019), valgte vi & benytte
sentrifugergr bestdende av membraner med en Kjent porestgrrelse, etterfulgt av

sentrifugering.

Sentrifugalfilterenheter (Amicon® Ultra-15 centrifugal filter devices, Millipore, Irland) er
prgvergr bestdende av en membran med en bestemt porestgrrelse (cut off). Bruk av denne
separeringsmetoden i sentrifugergr er en rask prgvebehandling for separasjon av
prgvematerialet i en hgy- og en lavmolekyleer fraksjon. Disse rgrene tilsettes prgvemateriale
(10-15 mL) og sentrifugeres slik at komponenter mindre enn en viss molekylstgrrelse gar
gjennom filteret, sakalt filtrat, ogsa kalt den lavmolekylaere delen. Resterende komponenter
som har en stgrre molekylstgrrelse utgjgr det konsentratet, og vil bli veerende pa
retentatsiden av membranen. Formalet ved bruk av denne metoden var d undersgke om
kalsium var i kompleks med andre komponenter, samt undersgke grad av hydrolyse ved OPA

metoden i de lavmolekylaere prgvene.

[ dette tilfellet ble det benyttet sentrifugergr med en cut off pa 3 kDa (3000 Da).
Prgvematerialet fra in vitro fordgyelse ble brukt, bade fordgyde prgver (D60 og D120),
kontrollprgver (K60 og K120) og blank- prgver, hvor 10 mL prgve ble overfgrt til
sentrifugergr, veid og sentrifugert ved 4000 RPM i 40 min (VWR Mega Star 3.0R, Tyskland).
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Den lavmolekylaere fraksjonen (LM-HTST, LM-UHT, LM-Laktose og LM-Havre) ble videre
undersgkt for innhold av totalt kalsium, ionisk kalsium og hydrolysegrad av proteiner.
Hgymolekyleer fraksjon ble testet for kalsium- og jodinnhold. Basert pa volum og
konsentrasjon av en gitt komponenti hgy- og lavmolekyler fraksjon kan biotilgjengeligheten
av denne komponenten bestemmes. Det ble derfor registrert vekter fgr og etter

sentrifugeringstrinnet.

3.7 Analyse av kalsiuminnhold ved ICP-OES

Induktiv koblet plasma optisk emisjonsspektroskopi (ICP-OES) er en metode for
kvantifisering av mineraler i ulike matrikser, som kalsium, i melk- og meieriprodukter
(Fernandez-Sanchez, 2019; Manuelian et al,, 2017). Analysene ble utfgrt ved Fakultet for
miljgvitenskap og naturforvaltning (MINA) ved NMBU. Innhold av totalt kalsium ble
analysert i de ulike produktene fgr in vitro fordgyelse og i hgymolekylaere prgvefraksjoner.

Sistnevnte er ikke inkludert.

Prgvene ble dekomponenterti 1.5 mL Ultrapure konsentrert HNO3s (salpetersyre) ved 260°C
i en UltraClave (Milestone, Italia), og deretter fortynnet med 15 mL deionisert H20 (DiH20).
Prgvene ble kvantifisert med Optima 5300 DV ICP-OES fra Perkin Elmer. Sertifisert

referansemateriale av melkepulver (ERM-BD150) ble dekomponert og malt samtidig.

3.8 Analyse av jodinnhold ved ICP-MS

Induktiv koblet plasma massespektrometri (ICP-MS) er en metode for kvantifisering av jod
(Fecher et al, 1998). Analysen ble utfgrt ved Fakultetet for Miljgvitenskap og
Naturforvaltning (MINA) ved NMBU. Innhold av jod ble analysert i de ulike produktene og i

de hgymolekyleere fraksjonene av alle prgvene etter in vitro fordgyelse (3.1 Forsgksoppsett).

Prgvene ble ekstrahert med TMAH (tetrametylammonium hydroksid) over natten ved 60°C
og deretter ristet opp. Etterfulgt av en time ved 90°C fgr fortynning til 10 mL med DiH2O0.
Prgvene ble sentrifugert og jod ble bestemt pa en Agilent 8000 ICP-MS. Sertifisert

referansemateriale av melkeprgver (ERM-BD150) ble ekstrahert og malt samtidig. De
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kvantifiserte verdiene pa referansematerialet viser godt samsvar med de sertifiserte

verdiene.

Innholdet av jod i den hgymolekylare fraksjonen benyttes som et mal pa den andelen av
dette mineralet som ikke er tilgjengelig for absorpsjon under fordgyelse. Dette
sammenlignes med den totale mengden jod i den delen av de fordgyde prgvene (ca. 10 g)

som benyttet til & separere de to fraksjonene (hgy- og lavmolekyleer).

3.9 Analyse av hydrolysegrad med OPA metoden

OPA (o-phthaldialdehyde) er en spektrofotometrisk analysemetode ved bruk av o-
phthaldialdehyde for & madle primeere aminogrupper som frigjgres ved hydrolyse av
peptidbindinger i proteiner (Church et al., 1983). Metoden ble benyttet til & beregne
hydrolysegraden i de simulerte tarmprgvene etter in vitro fordgyelse. OPA er en metode
hvor primare aminogrupper reagerer med OPA og B-mercaptoethanol (BMN) og danner et
farget produkt, 1-alkyltio-2-alkylisoindol, som absorberer sterkt ved 340nm (A340) (Church
etal, 1983). Metoden er bade rask, fglsom og enkel, og samtidig anvendelig pa alle proteiner.
Basert pa dette kan metoden kvantifisere antall peptidbindinger som er brutt og beregne

hydrolysegrad.

Til analysen ble en standardkurve og OPA-reagenset tillaget i henhold til Church etal. (1983)
ved bruk av en serie prgver med en kjent mengde L-Leucin. Det ble forberedt en stokklgsning
av 50 mM L-leucin (Merck, Tyskland) i 1 M HCl (VWR Chemicals, Frankrike). Standarden ble
sa fortynnet til konsentrasjoner mellom 0-3 mM (0, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 mM) med dHz0
(R2=0.9965, 0.9856, 0.9837). Til OPA-lgsningen ble fgrst 40 mg OPA (o-phthaldialdehyde,
Sigma-Aldrich, Tyskland) lgsti 1 mL methanol (VWR Chemicals, USA) i et eppendorfrgr. For
alage OPA-buffer ble fglgende ingredienser blandet sammen: 25 mL 100 mM Na-tetra borate
(Merck, Tyskland) og 5 mL 10% SDS (sodium dudecyl sulfate, Sigma-Aldrich, USA). Deretter
ble 50 mL OPA-buffer malt opp i et beger og tilsatt bdde 1 mL OPA- methanol Igsningen, samt
100 puL BME (2-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich, Tyskland). Dette ga en OPA-reagens med

OPA-konsentrasjon pa 6 mM. Prgvene som skulle undersgkes ble fortynnet 1:100 med OPA
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buffer for a forsikre at absorbansen var innenfor malbart omradet pa standardkurven, hvor
10 pL av hver prgve ble tilsatt 990 pL av OPA buffer (uten OPA og BME). Deretter ble 40 pL
av de fortynnede prgvene applisert i triplikater i 96-brgnns mikroplater (96-well Clear Flat
Bottom UV-Transparent Microplate, Corning®, USA). Videre bearbeiding ble utfgrt i
avtrekkskap, hvor hver brgnn ble tilsatt 200 pL. OPA-reagens med en multipipette med 8
kanaler. Fremgangsmaten ved bruk av mikroplate er illustrert i Figur 10. Bade OPA-blank
(OPA buffer uten OPA og BME), blank- prgver og Leucin-standarder ble inkludert for hver
mikroplate. Prgvene ble stdende i 2 min fgr absorbansen ble malt automatisk ved A340 i et
spektrofotometer (SpectraMax® M2, Molecular Devices, USA). Fgr avlesning ble mikroplaten

risteti 5 min.

40 yl fortynnet prove ble applisert i 200 pl OPA-reagent ble s tilsatt i alle

triplikater i en 96-brenns mikroplate. brennene ved bruk av en multipipette med
8 kanaler. Etter 2 min ble absorbansen
(340nm) malt i et spektrofotometer.

Figur 10. Fremgangsmdte ved bruk av en 96-brgnns mikroplate og multipipette under OPA-analysen. Figuren er laget
i Biorender.com. OPA - o-phthaldialdehyde.

OPA-metoden ble utfgrt pa de simulerte tarmprgvene med uttak D60 og D120 etter in vitro
fordgyelse (F-HTST, F-UHT, F-Laktoseredusert og F-Havredrikk), og de lavmolekyleaere
prgvene (LM-HTST, LM-UHT, LM-Laktoseredusert og LM-Havredrikk) etter sentrifugering i
sentrifugergr. Det gir et mal pd protein-nedbrytning bade i fordgyde- og lavmolekylzere
prgver. Videre utregning av resultatet ble gjort ved bruk av formel fra standardkurvene som
er presentert vedlegg 3 (Figur C). Det ble laget nye standardlgsninger for hver mikroplate.

Blank- og kontrollprgver ble inkludert og utarbeidet pd samme mate som prgvene som ble
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analysert. Disse ble identifisert og kvantifisert, og sammenlignet med resterende prgver.

Resultatet ble oppgitt som leucin ekvivalenter mmol/mL prgve.

3.10 Analyse av kalsium ved kompleksiometrisk titrering med EDTA

Kompleksiometrisk titrering med EDTA (etylen-diamin-tetra-eddiksyre) er en metode for
bestemmelse av totalt kalsiuminnhold i ulike lgsninger, som melk- og meieriprodukter
(Visser, 1976). Metoden benytter en  kompleksiometrisk titrering med
dinatriumhydrogensaltet av EDTA, hvor blanding bestdende av prgvematerialet og
bufferlgsning (pH 10.2) tilsettes Eriochrome Svart T. Dette gir blandingen en lilla farge
dersom kalsium er til stede i prgven. Titrering med EDTA-Igsning vil fgre til at kalsium og
EDTA danner en chelatforbindelse. Denne forbindelsen gir en fargeendring og indikerer at

alt kalsium er bundet nar blandingen far en bla farge.

Til metoden ble bufferlgsning og EDTA-lgsning laget i henhold til Visser (1976).
Bufferlgsningen bestod av 1:6 blanding av 1 M NH4Cl (ammoniumklorid, Emsure, Tyskland)
og 1 M NH4OH (ammoniumhydroksid, Emsure, Tyskland) til pH 10.2. EDTA-lgsningen ble
laget med 4 g di-sodium-dihydrogensalt (Emsure, Tyskland) av EDTA, lgst i vann og blandet
med 0.5 g NaOH (Emsure, Tyskland). Kalsium- standardlgsningen ble laget av en medstudent
ved a lgse opp 1.000 g CaCOs3 (kalsiumkarbonat, Emsure, Tyskland) i minimal mengde med
HCI (VWR Chemicals, Frankrike) til en svak alkalisk reaksjon, med totalt volum pa 1000 mL.
EDTA-Igsningen ble sa tilsatt 0.1 g MgClz (magnesiumklorid, Emsure, Tyskland) blandet med
dH20. Standardlgsningen ble brukt til a sjekke EDTA-lgsningen, hvor 1 mL av den ene

tilsvarer 1 mL av den andre.

Bade prgver fgr in vitro fordgyelse (HTST, UHT, Laktose og Havre), etter (F-HTST, F-UHT, F-
Laktoseredusert og F-Havredrikk) og lavmolekylere prgver (LM-HTST, LM-UHT, LM-
Laktoseredusert og LM-Havredrikk) ble analysert med to paralleller. Hvor 4 mL prgve ble
blandet med 20 mL dH20 og 5 mL bufferlgsning. Unntaket var de lavmolekyleere prgvene,
hvor det ble benyttet 3 mL prgve grunnet lite gjenveerende prgvemengder. Blandingene ble

sa tilsatt en liten mengde Eriochrom Svart T (Emsure, Tyskland), og deretter varmet i
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vannbad til over kroppstemperatur i 3 min og titrert med EDTA titreringslgsningen

(Metrohm, 876 Dosimat plus, Sveits) til fargeendringen fra lilla til bld oppstod.

Et unntak var for prgvene Havredrikk i forkant av in vitro fordgyelse. Disse prgvene reagerte
annerledes pa titrering med EDTA og fargeendringen fra lilla til bla skiftet tilbake ved sma
mengder EDTA. Prgven ble sa justert til pH 3 med 1 M HCI fgr titrering, noe som gjorde

fargeendringen fra lilla til bla endelig.

3.10.1 Beregning av kalsiumkonsentrasjon
Mengde mg kalsium per 100 g ble beregnet med Formel 1:

Formel 1:

mg kalsium per 100g = mL forbruk EDTA X 0.4 X 8 % 100

mL prgve

Hvor mL forbruk EDTA er mengden EDTA tilsatt ved titrering frem til fargeendring. Videre
tilsvarer 1 mL EDTA 0.4 mg Ca?*. Alle prgvene var fortynnet 8 ganger under in vitro
fordgyelse, noe som er tatt hensyn til ved beregning. Ved & multiplisere med 100 blir svaret

oppgitt i mg per 100g.

3.11 Analyse av ionisk kalsium med kalsiumsensitiv elektrode

Bruk av Kkalsiumsensitiv elektrode er en enkel og ngyaktig metode for & male
ionekonsentrasjoner i en vandig lgsning (Geerts et al., 1983). Elektroden (Orion 97-20
ionplus Calcium Electrode, Thermo Electron Corp., Beverly, MA) benyttet i forsgket maler
kun fritt, ubundet kalsiumion og konsentrasjonen bestemmes ved sammenligning med
tillagede standarder i form av en standardkurve. Metoden ble utfgrt i henhold til

brukerhandboken for kalsiumselektiv elektrode (Thermo Fisher Scientific, Nederland).

Til analysen ble en linezer standardkurve utarbeidet ved bruk av en serie prgver som
inneholdt en kjent mengde 0.1 M kalsiumstandard (Orion ionplus® application solution,
Thermo Fisher Scientific Inc., USA) og dH20 i 100 mL malekolber med fortynninger (10-2 M,
10-3 M og 10-4 M). Hvor 22.5 mL av hver konsentrasjon ble overfgrt til 50 mL Falconrgr med
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tre paralleller hver. Disse ble tilsatt 0.45 mL ISA (Orion ionplus® application solution, ionic
strength adjuster, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) og satt i vannbad ved 32°C i 20-30 min.
Samtidig ble prgvene preparert, hvor 4.9 mL prgve ble overfgrt til 50 mL Falconrgr og
deretter tilsatt 100 pL ISA (1:50 forhold) med to paralleller, etterfulgt av vortexing i 10 sek.
Prgvene ble plassert i vannbad ved 20°C i 20-30 minutter. Grunnet fare for at enzymer fra in
vitro fordgyelse skulle pavirke prgveresultatet i de simulerte tarmprgvene, ble det benyttet
en lavere temperatur i vannbadet (20°C £ 1°C fremfor 32°C). Det ble sg@rget for at prgvene

ble behandlet pa en slik mate at prgvemateriale ikke kom til skade av temperaturen.

For d kontrollere at elektroden fungerte ble 100 mL dH20 blandet med 2 mL ISA og tilsatt 1
mL 0.1 M kalsiumstandard, som sa ble malt. Deretter ble blandingen tilsatt ytterligere 10 mL
0.1 M kalsiumstandard fgr ny maling. En differanse pa 25-30 mV ble oppnadd fgr videre
malinger. Standardene ble sa malt fra lavest til hgyest konsentrasjon (R = 0.987, 0.989,
0.9873,0.9899). Nar melke- og planteprgvene hadde oppnddd stabil temperatur, ble ogsa de
malt, etterfulgt av ny maling av standardlgsningene. Videre utregning av resultatet ble gjort
ved bruk av formel fra standardkurvene som er presentert i vedlegg 4 (Figur C).Detble laget
nye standardlgsninger for hver prgvedag. Ved behandling av resultatene ble ikke blank
trukket fra resterende prgver pa grunn av hgyere mengde ionisk kalsium, sammenlignet

med prgvene.

3.12 Resultatbehandling og statistisk analyse

I forkant av in vitro fordgyelse ble pH-maling og kompleksiometrisk titrering med EDTA
utfgrt i triplikater, etterfulgt av in vitro fordgyelse med prgveuttak i duodenalfasen (D60 og
D120) som ble utfgrt i duplikater. Etter in vitro fordgyelse ble bade totalt kalsiuminnhold
ved kompleksiometrisk titrering med EDTA og ICP-OES, og ionisk kalsium med
kalsiumsensitiv elektrode gjennomfgrt i duplikat grunnet begrenset prgvemengder. OPA ble
utfert i triplikater fordi analysen krevde sma prgvemengder. Resultatene ble uttrykt som

gjennomsnitt + standardavvik.
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Microsoft® Excel® versjon 16.72 for Mac (2023) ble benyttet for databehandling og
fremstilling av resultater i figurer, samt beregninger for gjennomsnitt og standardavvik.
Statiske analyser for noen resultater ble utfgrt i statistikkprogrammet RStudio versjon
2022.12.0+353 (2022) for & avdekke eventuelle signifikante forskjeller i totalt
kalsiuminnhold, ionisk kalsium, hydrolysegrad mellom prgvene som fglge av in vitro
fordgyelse. Det ble benyttet enveis variansanalyse (ANOVA) og post hoc parvis test (Tukey).
Analysene ble utfgrt pa de ulike prgvene hver for seg (HTST, UHT, Laktoseredusert og Havre)
med deres prgvefraksjoner (D60, D120, LM-D60, LM-D120, K60 og K120), og prgvene opp
mot hverandre. Tukey test ble utfgrt for a identifisere hvor eventuelle forskjeller eksisterte.
Testen ble gjort med 5% signifikansniva; hvor det med 95% sikkerhet kan avdekke
signifikans dersom p<0.05. Output fra statistiske analyser, hvor resultatet var statistisk

signifikant, er visti vedlegg 5-14.

3.13 Oppsummert oversikt over forsgksoppsettet

Dette forsgket ble gjennomfgrt med kommersielt tilgjengelige melke- og plantedrikker med
bade ulik produksjonshistorikk og matriks (HTST, UHT, Laktoseredusert og Havredrikk).
Alle prgvene gjennomgikk in vitro fordgyelse, etterfulgt av analyser gjort pa fordgyde prgver
(F-HTST, F-UHT, F-Laktoseredusert og F-Havredrikk, uttak D60 og D120), kontrollprgver
(K60 og K120) og blank (D60 og D120). Prgvene ble deretter sentrifugert i sentrifugergr,
etterfulgt av analyser gjort pa lavmolekylere prgver (LM-HTST, LM-UHT, LM-
Laktoseredusert, LM-Havredrikk, uttak LM-D60 og LM-D120). Analysene ble gjennomfgrt
for d eventuelt avdekke forskjeller mellom prgvene under in vitro fordgyelse. Se Figur 11 for

en forenklet oversikt over forsgksoppsettet, de ulike prgvefraksjonene og analysene.
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Figur 11. Forsgksoppsettet med de ulike pravefraksjonene og analysene. Melke- og planteprgver ble analysert ved pH,

kompleksiometrisk titrering, ICP-OES og K-PHYT. De simulerte tarmprg@vene ble sentrifugert og deretter analysert ved

kalsiumsensitiv elektrode, kompleksiometrisk titrering og OPA. Prg

ver ble sentrifugert i sentrifugergr og deretter

analysert ved kompleksiometrisk titrering og OPA. BLA = analysemetoder. D60 - uttak 60 min; D120 - uttak 120 min;

OPA - o-phthaldialdehyde.
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4. RESULTATER

Presentasjon av resultatene er todelt: analyser av produktene og analyser av prgver etter in
vitro fordgyelse. For resultatene av prgver etter in vitro fordgyelse presenteres de ulike
prgvene hver for seg, men prgvefraksjonene innad hver prgve er presentert sammen. Alle
resultatene fra de ulike analysene er korrigert for innhold av mineraler fra enzymer tilsatt

under in vitro fordgyelse (blank- prgver).

4.1 Analyser av produktene

[ forkant av in vitro fordgyelse ble pH registrert, og totalt innhold av kalsium, jod og fytinsyre

ble analysert i alle produktene (HTST, UHT, Laktoseredusert og Havredrikk).

4.1.1 pH

Det ble foretatt pH-malinger i de ulike produktene og resultatet fra malingene er presentert

i Figur 12. Resultatet fra pH-malingene etter in vitro fordgyelse er vist i vedlegg 1.
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Figur 12. pH-verdier i de ulike melketypene (HTST - melkeprodukt, HTST-pasteurisert; UHT - melkeprodukt, UHT-
behandlet; Laktoseredusert - melkeprodukt, UHT-behandlet og laktoseredusert) - og Havredrikk - havrebasert
plantedrikk, UHT-behandlet. Resultatet er presentert som gjennomsnitt (n=3) # standardavvik. Ulike bokstaver
indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom produktene.

Figur 12 viser at Havredrikk hadde signifikant (p<0.05) hgyere pH sammenlignet med
melkeprgvene fgr in vitro fordgyelse. Videre hadde UHT signifikant hgyere pH sammenlignet
med HTST og Laktoseredusert.

4.1.2 Kalsium

Produktene ble analysert for totalt kalsiuminnhold fgr in vitro fordgyelse. Resultatet er
oppgitt som mg/100 g og er beregnet i henhold til Formel 1 for Figur 13 a). Videre ble totalt
kalsiuminnhold undersgkt ved metoden ICP-OES i Figur 13 b).
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Figur 13. Total mengde kalsium (mg/100 g) i melketypene (HTST - melkeprodukt, HTST-pasteurisert; UHT -
melkeprodukt, UHT-behandlet; Laktoseredusert - melkeprodukt, UHT-behandlet og laktoseredusert) og Havredrikk —
havrebasert plantedrikk, UHT-behandlet. a) Kalsiuminnhold ved kompleksiometrisk titrering (n=3), b) kalsiuminnhold

oe]

Mengde kalsium (mg/100 g)
H

ved ICP-OES (n=2). Resultatet er presentert som gjennomsnitt + standardawvik. Ulike bokstaver indikerer signifikante
forskjeller (p<0.05) mellom produktene for hver metode.

Figur 13 a) viser at havredrikken hadde et signifikant (p<0.01) lavere totalt kalsiuminnhold
fgr in vitro, sammenlignet med alle melkedrikkene i dette forsgket. Videre viser Figur 13 b)
til samme trend (p<0.01), hvor havredrikken hadde et signifikant lavere kalsiuminnhold fgr
in vitro fordgyelse. Resultatet fra figur a) var signifikant forskjellig fra resultatene i
kalsiuminnhold ved bruk av ICP-OES i Figur 13 b) (p<0.05). Den relative forskjellen mellom

det totale kalsiuminnholdet malt med de to metodene var derimot ikke signifikant forskjellig.
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Den relative forskjellen var 19.84, 23.15 og 24.09 g/100g for melkeproduktene og 18.49
g/100 g for Havredrikk.

4.1.4 Jod
Innhold av jod fgr in vitro fordgyelse ble beregnet ut fra innhold av jod analysert i
hgymolekyleer prgvefraksjon. Beregninger er gjort i henhold til fremgangsmate i vedlegg 2.

Resultatet er oppgitt som pg/ g og presentert i Figur 14.

0.5
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Laktoseredusert

0.2 A A Hawvredrikk

0,15 I -

0.1

Mengde jod [pg/ g
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Figur 14. Jodinnhold (ug/ g) i melketypene (HTST-melkeprodukt, HTST-pasteurisert; UHT-melkeprodukt, UHT-
behandlet; Laktoseredusert-melkeprodukt, UHT-behandlet og laktoseredusert) - og Havredrikk, havrebasert
plantedrikk, UHT-behandlet. Resultatet er presentert som gjennomsnitt (n=2) #+ standardawvik. Det var ingen
signifikante forskjeller (p>0.05) mellom produktene.

Figur 14 viser at det ikke var noen signifikante forskjeller (p>0.05) i jodinnhold mellom

produktene fgr in vitro fordgyelse.
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4.1.4 Fytinsyre
Prgvene ble analysert for innhold av fosfor som videre ble brukt til & beregne innhold av

fytinsyre. Resultatet er oppgitt som g/100 mL i Tabell 9.

Tabell 9. Innhold av fytinsyre (g/100 mL) i prgvene. HTST - melkeprodukt, HTST-pasteurisert; UHT - melkeprodukt,
UHT-behandlet; Laktoseredusert - melkeprodukt, UHT-behandlet og laktoseredusert; Havredrikk - havrebasert
plantedrikk, UHT-behandlet. Resultatet er presentert som gjennomsnitt (n=4) + standardavvik. Ulike bokstaver
indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom produktene.

Prgver Fytinsyre (g/100 mL)
HTST 0

UHT 0
Laktoseredusert 0A
Havredrikk 0.0646 + 0.0042°

Som vist i Tabell 9 var det kun Havredrikk som hadde et malbart innhold av fytinsyre.

4.2 Analyser av fordgyde prever

De fordgyde prgvene (F-HTST, F-UHT, F-Laktoseredusert og F-Havredrikk) med uttak i
tarmfase (duodenal fase) etter 60 og 120 min (D60 og D120) ble analysert for innhold av
totalt kalsium, ionisk kalsium og hydrolysegrad av proteiner. Hensikten var a undersgke om
type ravare (melk vs havredrikk) og type prosess (vanlig pasteurisering vs UHT-behandling
vs UHT-behandling og laktosehydrolyse) pavirket grad av kalsiuminnhold og
proteinhydrolyse (proteinfordgyelighet) under in vitro fordgyelse. Deretter ble resterende
prgvemengder (10 mL) separert i en lav- (LM, < 3 kDa) og hgymolekyleer (HM, > 3 kDa)
fraksjon ved hjelp av sentrifugering ved bruk av sentrifugergr. Prgvene fra den
lavmolekyleere fraksjonen (LM-HTST, LM-UHT, LM-Laktoseredusert og LM-Havredrikk) ble
analysert for innhold av totalt kalsium og hydrolysegrad av proteiner. Prgvene fra den
hgymolekyleere fraksjonen (HM-HTST, HM-UHT, HM-Laktoseredusert og HM-Havredrikk)
ble analysert for innhold av totalt kalsium og jod. Resultatene for kalsium er ikke inkludert.
De gvrige resultatene fra de to fraksjonene (LM og HM), er presentert i separate avsnitt. Alle

resultatene fra de ulike analysene er korrigert for innhold av mineraler fra selve
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fordgyelsesvaeskene og enzymer tilsatt under in vitro fordgyelse ved bruk av blank- prgver

og kontrollprgvene (K60 og K120). Prgvene er ogsa sammenlignet med K60 og K120.

4.2.1 Hydrolysegrad av proteiner

Proteinenes hydrolysegrad ble analysert i de fordgyde prgvene med uttak 60 og 120 min
(D60 og D120) og i lavmolekylaere fraksjoner av disse prgvene (LM-D60 og LM-D120).
Radata fra den spektrofotometriske analysen og standardkurve er vist i vedlegg 3. Resultatet
er presentert i Figur 15 og oppgitt som leucin ekvivalenter mmol/mL prgve. F-HTST, F-UHT,
F-Laktoseredusert og F-Havredrikk er presentert i henholdsvis a), b), c) og d).
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Figur 15. Leucin ekvivalenter mmol/mL prgve mdlt i fordgyde og lavmolekyleere prgver etter in vitro fordgyelse. a) F-
HTST, b) F-UHT, c) F-Laktoseredusert, d) F-Havredrikk. F-in vitro ford@dyd prave,; K- kontrollprgve; LM-lavmolekylzer
prave; D-fordgyd prave,; 60- prgveuttak 60 min; 120- prgveuttak 120 min. Resultatet er presentert som gjennomsnitt
(n=3) #standardavvik. Det var ingen signifikante forskjeller (p>0.05) mellom prgvefraksjoner innad samme prgve.
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Figur 15 viser ingen signifikante (p>0.05) forskjeller mellom de ulike prgvefraksjonene
innad for hver prgve. Resultatene er ikke signifikant forskjellige, men viser en trend med
hgyere hydrolysegrad av proteiner i D120 fremfor D60 for bade HTST, UHT og
Laktoseredusert. I tillegg viser de lavmolekyleere fraksjonene (LM-D60 og LM-D120) fra
meieriproduktene til noe hgyere hydrolysegrad, sasmmenlignet med de fordgyde prgvene for
de samme produktene. Kontrollprgvene inkludert i forsgket var ikke tilsatt
fordgyelsesenzymer og ble derfor ikke tatt hensyn til, fordi proteinet i prgvene ikke ble
hydrolysert.

4.2.2 Kalsiuminnhold i fordgyde prgver

Totalt kalsiuminnhold ble analysert i de fordgyde prgvene med uttak 60 og 120 min (D60 og
D120), lavmolekylaere fraksjoner av disse (LM-D60 og LM-D120) og kontrollprgver (K60 og
K120). Kalsiuminnholdet ble sammenlignet med K60 og K120 som var tilsvarende fordgyde
prgver uten tilsatte fordgyelsesenzymer. Resultatet for fordgyde prgver er presentert i
Figur 16, oppgitt i mg per 100 g og beregnet i henhold til Formel 1. I figuren er F-HTST, F-
UHT, F-Laktoseredusert og F-Havredrikk presentert i henholdsvis a), b), c) og d).
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Figur 16. Total mengde kalsium (mg/100 g) i de fordgyde melke- og plantedrikkpravene, samt kontrollprgver, beregnet
etter formel 1. a) F-HTST, b) F-UHT, c) F-Laktoseredusert, d) F-Havredrikk. F - in vitro ford@yd prave; K - kontrollprgve;
D - fordgyd prave; 60 - prgveuttak 60 min; 120 - prgveuttak 120 min. Resultatet er presentert som gjennomsnitt (n=2)
# standardavvik. Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom ulike prgvefraksjoner innad for
samme prgve.

Figur 16 b) og c) viser et hgyere totalt kalsiuminnhold i fordgyde prgver av henholdsvis F-
UHT og F-Laktoseredusert, D60 og D120, sammenlignet med kontrollprgvene (K60 og
K120). Resultatet var kun signifikant (p<0.01) for Laktoseredusert. For F-HTST viser
resultatene derimot et signifikant hgyere totalt kalsiuminnhold i K60 og K120,
sammenlignet med D60 og D120 (p<0.01). Havredrikk var prgven med lavest innhold av
kalsium, og dette var signifikant forskjellig fra alle melkeprgvene omfattet av dette
eksperimentet (p<0.01). Resultatene viser ogsa at innhold av kalsium i F-HTST var

signifikant forskjellig fra F-Laktoseredusert (p<0.05).
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Totalt kalsiuminnhold i lavmolekylaere prgver, bade kontrollprgver (K60 og K120) og
fordgyde prgver (D60 og D120), med uttak 60 og 120 min, er vist i Figur 17. Resultatene er
oppgitt i mg per 100 g og ble beregnet i henhold til Formel 1. LM-HTST, LM-UHT, LM-
Laktoseredusert og LM-Havredrikk er presentert i henholdsvis a), b), c) og d).
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Figur 17. Total mengde kalsium (mg/100 g) i de lavmolekylaere melke- og plantedrikkprgvene etter in vitro fordgyelse,
beregnet etter formel 1. a) LM-HTST, b) LM-UHT, c) LM-Laktoseredusert, d) LM-Havre. LM - lavmolekylaer
pravefraksjon; D - fordgyd prave; 60 - prgveuttak 60 min; 120 - prgveuttak 120 min. Resultatet er presentert som
gjennomsnitt (n=2) # standardavvik. Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom ulike
pravefraksjoner innad samme prgve.

Figur 17 viser at de lavmolekylere prgvene (LM-D60 og LM-D120) LM-HTST, LM-UHT og
LM-Laktoseredusert hadde signifikant (p<0.05) hgyere innhold av totalt kalsium,
sammenlignet med kontrollprgvene (K60 og K120). For disse prgvene var det LM-D120 som
hadde et noe hgyere kalsiuminnhold, sammenlignet med LM-D60. Denne forskjellen var kun

signifikant for LM-HTST (p<0.01). Prgve LM-Havredrikk var derimot statistisk signifikant fra
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alle melkeprgvene (p<0.01), foruten LM-UHT som for gvrig ikke var signifikant forskjellig

fra noen andre prgver (p>0.05).

4.2.3 Jodinnhold i fordgyde prgver

Innhold av jod ble analysert med ICP-MS i de fordgyde prgvene med uttak etter 60 og 120
min (D60 og D120) i hgymolekylaere prgver (HM-HTST, HM-UHT, HM-Laktoseredusert og
HM-Havredrikk). Resultatene representerer den fraksjonen av jod som ikke passerte
gijennom membranen med porestgrrelse pa 3 kDa under sentrifugering slik som beskrevet i
delkapittel 3.6. Resultatet er oppgitt som pg/ g og presentert i Figur 18 og fremgangsmate
for utregning er vist i vedlegg 2 (Formel A). HM-HTST, HM-UHT, HM-Laktoseredusert og
HM-Havredrikk er presentert i henholdsvis a), b), c) og d).
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Figur 18. Innhold av jod (ug/ g) i de haymolekyleere prgvefraksjonene etter in vitro fordgyelse. a) HM-HTST, b) HM-
UHT, c) HM-Laktoseredusert, d) HM-Havredrikk. HM- hgymolekyleer pravefraksjon,; D- fordgyd prave; 60- prgveuttak
60 min; 120- prgveuttak 120 min. Resultatet er presentert som gjennomsnitt (n=2) + standardavvik. Ulike bokstaver
indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom ulike pravefraksjoner innad i samme prgve.
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Figur 18 viser til en trend i de fordgyde prgvene, hovedsakelig D60, for HM-UHT, HM-
Laktoseredusert og HM-Havredrikk, med gkt innhold av jod. Resultatet var derimot ikke
statistisk signifikant (p>0.05). For HM-HTST hadde K60 signifikant hgyere innhold av jod,
sammenlignet med K120, D60 og D120 (p<0.05). Det var ingen signifikante forskjeller i
innhold av jod mellom verken HM-HTST, HM-UHT, HM-Laktoseredusert eller HM-
Havredrikk (p>0.05).

Deretter ble innhold avjod ilavmolekylzere prgver (LM-HTST, LM-UHT, LM-Laktoseredusert
og LM-Havredrikk) etter in vitro fordgyelse med uttak 60 og 120 min (D60 og D120),
beregnet basert pd innhold av jod i de hgymolekylaere prgvene og den totale mengden jod i
de ulike produktene. Fremgangsmaten for utregning er vist i vedlegg 2 (Formel A).
Resultatene er oppgitt som ug/ g og presentert i
Figur 19. LM-HTST, LM-UHT, LM-Laktoseredusert og LM-Havredrikk er presentert i
henholdsvis a), b), c) og d).

59



a) os0 b) oso0

0,45 0,45
0,40 = 040
E o
w 035 m K60 g 035 mK60
= 030 D60 \E:E 030 D60
° 0,25 o 0,25 A
© C K120 2, A A A K120
S 0,20 ac ; - @ 020 T
=
8 o015 ) B D120 %n 0.15 D120
0,10 = 0,10
0,05 I 0,05
0,00 0,00
c) oso0 d) oso
0,45 0,45
0,40 0,40
= =
& 235 K60 - 935 m K60
=030 D50 2030 B DEO
- -
.8, 0,25 8 0,25
w K120 w K120
9 0,20 AB 2 0,20
- D120 5 015 A D120

o o
o =
[ -1

, AB A A A
B i A
@ 0,15 A
=
0,10
0,05 A
0,00 0,00

Figur 19. Innhold av jod (ug/ g) i de lavmolekylzere prgvefraksjonene etter in vitro fordgyelse. a) LM-HTST, b) LM-UHT,
c) LM-Laktoseredusert, d) LM-Havredrikk. LM - lavmolekyleer prgvefraksjon; D - fordgyd prgve; 60 - prgveuttak 60
min; 120 - prgveuttak 120 min. Resultater er presentert som gjennomsnitt (n=2) + standardavvik. Ulike bokstaver
indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom ulike pr@vefraksjoner innad i samme prave.

Figur 19 viser til sma forskjeller i innhold av jod i lavmolekyleer fraksjon for de ulike prgvene.
For LM-HTST viser resultatene et signifikant hgyere innhold av jod i D120, sammenlignet
med D60, samt K60 og K120 (p<0.05). Derimot LM-Laktoseredusert viste til signifikant
lavere innhold av jod i D60, sammenlignet med K120 (p<0.05). Videre var LM-UHT
signifikant forskjellig fra innhold av jod i de andre prgvene (p<0.01).

Basert pa resultatene fra hgy- og lavmolekylaere prgver, ble totalt innhold av jod i fordgyde

prgver beregnet. Fremgangsmate for utregninger er vist i vedlegg 2 (Formel A). Resultatet

er presentert i Figur 20 og oppgitt som pg/g.
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Figur 20. Innhold av jod (ug/ g) i de fordsyde melke- og plantedrikkprgvene etter in vitro fordgyelse, basert pa lav- og
hgymolekyleere fraksjoner. a) F-HTST, b) F-UHT, c) F-Laktoseredusert, d) F-Havredrikk. F - in vitro fordgyde praver; K -
kontrollprgve; D - fordgyd prave; 60 - prgveuttak 60 min; 120 - prgveuttak 120 min. Resultatet er presentert som
gjennomsnitt (n=2) * standardavvik. Ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom ulike
pravefraksjoner innad i samme prgve.

Figur 20 viser at det ikke var noen signifikante forskjeller mellom prgvefraksjoner innad de
ulike prgvene. Det var heller ingen signifikante forskjeller mellom verken F-HTST, F-UHT, F-

Laktoseredusert eller F-Havredrikk.

4.2.4 lonisk kalsium

Prgvene ble analysert for ionisk kalsium med kalsiumsensitiv elektrode i fordgyde prgver
etter in vitro fordgyelse med prgveuttak 60 og 120 min (D60 og D120). Ionisk kalsium ble
sammenlignet med kontrollprgver (K60 og K120) som var tilsvarende fordgyde prgver uten

tilsatte fordgyelsesenzymer. Resultatet for ionisk kalsium er presentert i Figur 21, oppgitt
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som mM og beregnet ut fra standardkurvene fra vedlegg 4 (Figur C). F-HTST, F-UHT, F-
Laktoseredusert og F-Havredrikk er presentert i henholdsvis a), b), c¢) og d).
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Figur 21. Mengde ionisk kalsium (mM) i fordgyde prgver og kontrollprgver etter in vitro fordgyelse. a) F-HTST, b) F-
UHT, c) F-Laktoseredusert, d) F-Havre. F - in vitro fordgyd pragve; K - kontrollprgve; D - fordgyd prave; 60 - prgveuttak

[y
[y

[Ca++] millimol per liter
[Ca++] millimol per liter

60 min; 120 - prgveuttak 120 min. Resultater er presentert som gjennomsnitt (n=2) + standardavvik. Ulike bokstaver
indikerer signifikante forskjeller (p<0.05) mellom ulike pravefraksjoner innad samme prgve.

Resultatene illustrert i Figur 21 viser en trend for F-HTST, F-Laktoseredusert og F-
Havredrikk, hvor de fordgyde prgvene (D60 og D120) hadde hgyere mengde ionisk kalsium,
sammenlignet med kontrollprgvene (K60 og K120). Til felles for alle prgvene var det D120
som hadde hgyest ionisk kalsium. Til tross for dette var ikke resultatet signifikant forskjellig.
Videre var F-Havredrikk signifikant forskjellig fra F-HTST (p<0.05) og F-Laktoseredusert
(p<0.01), og F-UHT var signifikante forskjellig fra F-Laktoseredusert (p<0.05). Det var ingen
forskjeller mellom F-Havredrikk og F-UHT, eller F-HTST og F-Laktoseredusert. (p>0.05)
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5. DISKUSJON

Denne masteroppgaven tok for seg effekten av in vitro fordgyelse pa biotilgjengelighet av
kalsium og jod i melke- og plantedrikkprgver, som fglge av variasjon i matmatriks og
produksjonshistorikk. Studien har ogsd kartlagt hydrolysegrad av proteiner.
Prosesstrinnene som inngikk i studien er fra industriell produksjon, og omfatter ulik
varmebehandling og hydrolyse av laktose. In vitro fordgyelse ble gjennomfgrt med 2 min i
oral fase (munnfase) og 60 min i gastrisk fase (magefase). Dette ble etterfulgt av duodenal
fase (tarmfase) med to ulike prgveuttak, 60 og 120 min (D60 og D120), for a vise utviklingen
etter henholdsvis 60 og 120 min. Hensikten med oppgaven var dermed todelt: 1) a
undersgke om biotilgjengeligheten av viktige mineraler var like hgy i PBD som i melk, og 2)
utrede om melkens produksjonshistorikk er av betydning for grad av proteinhydrolyse og

biotilgjengelighet av viktige mineraler under in vitro fordgyelse.

Det observeres i nyere tid en utvidelse i meieribedrifters produktportefglje, med blant annet
laktoseredusert melk og ulike varianter for langtidsholdbar melk. Meieriindustrien har ogsa
begitt seg inn pa marked for plantebaserte alternativer. Disse produktene berikes med ulike
neeringsstoffer, som for eksempel kalsium og jod, for a etterkomme kvalitetsprofilen til melk
(Sethi et al., 2016). For at kroppen skal ha nytte av naeringsstoffer fra mat, som kalsium, jod
og proteiner, ma mineralene veere i lgselig form for a bli absorbert i tarmen og proteiner ma
brytes ned til mindre peptider og aminosyrer (Pedersen, 2012; Sjaastad et al., 2010;
Theobald, 2005). Mineralenes og proteinenes kjemiske form, deres lgselighet og interaksjon
med andre Kkomponenter i neeringsmiddelet, er faktorer som kan pavirke
biotilgjengeligheten (Alegria-Toran et al., 2015). Pa bakgrunn av stigningen i produksjon av
bade melke- og plantebaserte produkter, er det ngdvendig 4 undersgke hvordan
biotilgjengeligheten av disse nzeringsstoffene pavirkes under fordgyelse (Alegria-Toran et
al.,, 2015). In vitro fordgyelse er et nyttig verktgy for a fa en forstdelse av hvordan produkter
med ulik sammensetning vil oppfgre seg under fordgyelsen. Denne problemstillingen har
fatt gkt aktualitet i forbindelse med publiseringen av utkastet for de nye nordiske
ernaringsanbefalingene (Nordisk Ministerrdad, 2023). NNR 2023-rapporten anbefaler

inntak av berikede matekvivalenter dersom inntak av melk- og meieriprodukter er lavere
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enn 250g/d. Dette vil videre gi en pekepinn om plantebaserte produkter kan utgjgre

fullverdige alternativer til melkeprodukter.

5.1 Neeringsinnhold i produktene

Neringsinnholdet i produktene inkludert i denne oppgaven ble undersgkt for a kunne
sammenligne innhold av kalsium og jod fgr og etter in vitro fordgyelse, samt sammenligne
innholdet med det som star pa varedeklarasjonen. Melk- og meieriprodukter er gode kilder
til bade kalsium og jod. Derimot PBD som havredrikk ma berikes med naringsstoffer, blant
annet kalsium og jod, for @ overkomme de ernaeringsmessige begrensningene (Melk.no,
2020b; Vanga & Raghavan, 2018). Ut fra varedeklarasjonene hadde alle melkeproduktene et
likt jod-, kalsium- og proteininnhold pa henholdsvis 16 pg/100g, 130 mg/100 g og 3.5 g/100
g (TINE). Havredrikken var oppfert med et likt innhold av jod pa 16 nug/100 g, men kalsium-
og proteininnholdet var derimot 120 mg/ 100 g og 0.8 g/ 100 g.

Produktene ble analysert for innhold av kalsium, jod og fytinsyre. For analyse av totalt
kalsiuminnhold i produktene ble det benyttet to ulike metoder, kompleksiometrisk titrering
med EDTA og ICP-OES. Resultatene ved bruk av titreringsmetoden viste et hgyere
kalsiuminnhold for HTST, UHT og Laktoseredusert pa henholdsvis 144.84 + 0.5, 143.15 £ 0.7
0g 144.09 £ 0.9 mg/100 g. Havredrikk ble derimot estimert til 103.99 = 0.8 mg/100 g. Dette
viser at Kkalsiuminnholdet i Havredrikk var lavere, sammenlignet med bade
varedeklarasjonen og de andre melkeprgvene. Videre viste resultatene fra ICP-OES metoden
a stemme overens med varedeklarasjonen for melkeproduktene, sammenlignet med
titreringsmetoden. I motsetning til resultatet for Havredrikk, som ble ytterligere redusert til
85.5 £ 2.1 mg/100 g. Dette tyder pa at titreringsmetoden muligens overestimerte
kalsiuminnholdet, sammenlignet med ICP-OES som viste et mer ngyaktig resultat for alle
melkeproduktene. Det betyr at totalt kalsiuminnhold i Havredrikk var mye lavere enn fgrst
antatt. Havredrikk hadde signifikant lavere kalsiuminnhold ved begge metodene,
sammenlignet med melkeproduktene. Dette resultatet var lavere enn forventet, uavhengig

av hvilken metode som ble brukt.
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Kalsiuminnholdet i produktene ble analysert med ICP-OES pad et mye senere tidspunkt
sammenlignet med titreringsmetoden, som kan ha pavirket resultatet for spesielt
Havredrikk. Flere studier har vist dannelse av bunnfall i PBD laget pa havre (Durand et al,,
2003; Makinen et al., 2015; Zhou et al., 2023). Bunnfall gir et ustabilt produkt og er en
utfordring for produkter som skal lagres (Frithauf et al., 2022). En studie observerte at store
deler av kalsium i ulike berikede drikker, som appelsinjuice og soyadrikk, befant seg i
bunnfallet (Heaney et al., 2005). Teorien om tilstedeveerelse av bunnfall kan vaere en mulig
forklaring, da det ogsa er vist at kalsiumkarbonat kan felle ut ved tilsetning i drikker pa grunn
av lav lgselighet (Lorieau et al.,, 2018). Imidlertid ble alle gjentakene tatt ut fra samme
kartong, som ble godt ristet og blandet fgr hver analyse. P4 den andre siden viste ogsa
studien til Heaney et al. (2005) at bunnfallet til stede i kartongen, ikke ble tilstrekkelig
opplgst ved risting og krevde kraftig og langvarig omrgring for d fa bunnfallet i lgsning. En
annen studie undersgkte de fysisk-kjemiske egenskapene til ulike UHT-behandlede PBD,
hvor havredrikken sedimenterte etter kort tid (24 timer) og inneholdt stgrre partikler,
sammenlignet med melk (Makinen et al., 2015). Det er derfor tvilsomt om ristingen fgr
prgveuttakene var tilstrekkelig for a fa alt kalsiumet i lgsning, og dermed grunn til a tro at
dette kan ha pavirket resultatet for ICP-OES metoden. Mengde bunnfall ble ikke analysert i
var studie fordi resterende prgver ble tatt ut av produktet like etter innkjgp, og det var antatt
at produktet var homogent. Det ville derimot na veert interessant a analysere eventuelt
bunnfall for kalsiuminnhold. Pa den andre siden var den relative forskjellen mellom totalt
kalsiuminnhold og de to metodene tilnaermet lik, hvor avviket var pa 15-18% mellom de to

metodene.

Dessuten er det flere fordeler og ulemper knyttet til de to ulike analysene. Fgrst og fremst er
resultatene fra kompleksiometrisk titrering subjektivt fordi det er en manuell avlesning av
operatgr, i forhold til fargeendring fra lilla til bla som oppstar nar alt kalsium er bundet
(Barone et al, 2021). Det kan derfor oppstda ulikheter, og i verste fall over- eller
underestimering av reelt kalsiuminnhold. P4 den andre siden er titreringsmetoder enkle og
rimelige analyser & gjennomfgre. Kompleksiometrisk titrering er en av de eldste metodene
for bestemmelse av kalsiuminnhold i melk. Metoden krever minimalt med utstyr og er bade

enkel og rimelig (Masotti etal., 2020). Andre ulemper ved metoden er at det benyttes relativt

66



store prgvevolumer. I dette tilfellet var det begrenset med prgvemengder etter in vitro
fordgyelse, og det ble derfor benyttet sma prgvevolum med to gjentak. I tillegg kan metoden
veere mindre egnet til produkter som inneholder stoffer som danner chelatforbindelser med
kalsium, slik som fytinsyre i havredrikken i dette tilfellet. ICP-OES er derimot en allsidig og
analytisk metode, som er godt etablert for analyser av mineraler i melk og meieriprodukter
(Fernandez-Sanchez, 2019; Manuelian et al,, 2017). Denne metoden har hgy presisjon,

selektivitet og felsomhet, men er mer kostbar og det tar lenger tid for a fa resultater.

For a méle innhold av jod i produktene, ble de hgymolekylaere fraksjonene analysert ved ICP-
MS. Deretter ble resultatet for produktene beregnet ut fra innhold av jod analysert i de
hgymolekyleere fraksjonene. Relativt fa PBD er beriket med jod, til tross for at melk- og
meieriprodukter er en viktig kilde til dette mineralet (Melk.no, 2020b; Vanga & Raghavan,
2018). Studien til Clegg et al. (2021) samlet inn 136 PBD i England, hvor kun 6 av disse var
beriket med jod. Videre evaluerte Escobar-Saez et al. (2022) totalt 179 kommersielle PBD
(48 stk. basert pa havre), og uttrykte bekymring da ingen av produktene var beriket med jod.
Videre var det ingen signifikante forskjeller mellom produktene. Dette resultatet var
forventet fordi melkeproduktene og havredrikken hadde et likt innhold av jod oppfert pa
varedeklarasjonen (TINE). Resultatene viste heller ingen store avvik. En annen studie
analyserte innhold av jod i utvalgte PBD ved bruk av samme metode, ICP-MS (Bath et al,,
2017). Studien inkluderte totalt 6 havredrikker, hvor kun 1 var beriket med jod i form av
kaliumjodid. Produktene var pa den andre siden beriket med andre mengder, men innhold
av jod ble malt til 287 ug/kg. Til tross for dette samsvarte resultatet med varedeklarasjonen

(289 pg/L), som erilikhet med vare resultater.

Produktene ble analysert for innhold av fytinsyre som potensielt sett kan ha en innvirkning
pa biotilgjengelighet av kalsium, spesielt mengde ionisk kalsium og totalt kalsiuminnhold i
lavmolekyleer prgvefraksjon. Arsaken er at fytinsyre pavirker biotilgjengeligheten av
neaeringsstoffer, da det binder blant annet mineraler og proteiner (Damodaran et al., 2017c;
Dendougui & Schwedt, 2004). Mekanismen er fremdeles ikke helt forstatt, men flere studier

tyder pa at dannelsen av ulgselige kalsium-fytatkompleks hindrer kalsiumabsorpsjon i
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tarmkanalen for mennesker og dyr som ikke produserer enzymet fytase i
fordgyelsessystemet (Dendougui & Schwedt, 2004; Muzquiz et al, 2012; Popova &
Mihaylova, 2019; Sandberg et al., 1989). Resultatene viste som forventet at kun Havredrikk
ble detektert for fytinsyre, bade fordi havre er en kilde til fytinsyre og fordi melk ikke
inneholder noen kjente ANF (Walstra et al.,, 2006a). Chan et al. (2017) rapporterte et
fytinsyreinnhold pa 0.03 til 0.10 g/100 g i havredrikk. Dette funnet stemmer overens med
resultatet fra var studie. Det er lite litteratur som har undersgkt hvilken mengde fytinsyre
som pavirker kalsium i PBD, og det er derfor usikkert om denne mengden pavirker

biotilgjengeligheten til kalsium.

Det var ngdvendig 4 pH-justere Havredrikk for tilpassing av metoden kompleksiometrisk
titrering med EDTA. Prinsippet er a titrere med EDTA-lgsning til kalsium danner en
chelatforbindelse, som videre gir fargeendring fra lilla til bld nar alt kalsium i prgven er
bundet (Visser, 1976). Havreprgvene ble justert til pH 3, som er lik den pH-verdien som ble
benyttet under gastrisk fase (Brodkorb et al, 2019). Uten pH-justering var ikke
fargeendringen fra lilla til bla stabil, noe som tyder pa at kalsiumet var sterkt bundet til andre
komplekser i prgven. Havredrikk var den eneste prgven som inneholdt fytinsyre (0.0646
g/100 mL). Som nevnt, kan komponenten pavirke kalsiumets Igselighet og biotilgjengelighet
ved kompleksdannelse (Muzquiz et al., 2012; Popova & Mihaylova, 2019; Sandberg et al,,
1989). Det er derfor grunn til a tro at disse komponentene pavirket kalsium i Havredrikk fgr
in vitro fordgyelse ved at kalsium ble bundet opp og gjort utilgjengelig. Grynspan og Cheryan
(1983) undersgkte lgselighetsegenskapene til kalsium-fytatkompleks og observerte en hgy
grad av lgselighet under pH 4, uavhengig av kalsium: fytat molforhold. Dette kan forklare
hvorfor Havredrikk matte pH-justeres i forkant av in vitro fordgyelse. Lgseligheten ved lav
pH antyder at det sure miljget i magesekken er ngdvendig for a tilgjengeliggjgre kalsium i
havredrikk, og gke biotilgjengeligheten (Grynspan & Cheryan, 1983; Lorieau et al., 2018;
Pedersen, 2012).

Det ble foretatt pH-malinger i produktene fgr in vitro fordgyelse for a se etter forskjeller
mellom dem. To av melkeprgvene, HTST og Laktoseredusert, hadde i utgangspunktet relativ

lik pH. UHT og Havre hadde derimot signifikant hgyere pH enn de andre prgvene, hvor Havre
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hadde hgyest pH av de to. Ngytral pH er 7 og vanligvis har melk en tilnaermet ngytral pH.
Den reelle pH-verdien i melk er 6.7-6.9, pd grunn av melkesyrebakterier som omdanner
laktose til laktat (melkesyre) (Fox et al., 2015e; Walstra et al., 2006a). Havredrikk hadde en
hgyere pH enn melkeprgvene, noe som kan forklares ved at Havredrikk har en annen
sammensetning. Det var forventet at denne prgven var mer basisk, sammenlignet med
melkeprgvene. Likevel viste melkeprgvene til noe hgyere verdier enn forventet, noe som
trolig kan forklares av variasjoner innad prgvene. Pa den andre siden er forskjellene mellom
melkeprgvene relativt liten og det er ikke forventet at dette har noen nevneverdig betydning.

Prgvene ble tatt fra samme melkekartong.

5.2 Fordgyde prgver

De fordgyde prgvene etter in vitro fordgyelse ble videre analysert for innhold av totalt
kalsium, ionisk kalsium og hydrolysegrad av proteiner. Hensikten var a undersgke om
produktets egenskaper og ulike prosesser som er inkludert i fremstillingen pa in vitro
fordgyelse, pavirker proteinfordgyelighet og biotilgjengeligheten av kalsium og jod. Prgvene
ble deretter separert i en hgy- og lavmolekyler fraksjon ved sentrifugering i sentrifugergr
med cut off pd 3 kDa. De lavmolekyleere prgvene (LM, < 3 kDa) ble analysert for innhold av
kalsium og jod, samt hydrolysegrad av proteiner. Hgymolekylaer prgver (HM, > 3 kDa) ble
analysert for innhold av jod. Kalsium- og jodinnhold ble malt for @ undersgke om de nevnte

mineralene var bundet til andre komplekser i prgvene, som kan pavirke biotilgjengeligheten.

For & avgjgre totalt kalsiuminnhold i fordgyde prgver, ble det kun benyttet
kompleksiometrisk titrering. Det ble observert en gkning i totalt kalsiuminnhold etter in
vitro fordgyelse for bade F-UHT og F-Laktoseredusert, sammenlignet med fgr in vitro
fordgyelse. I tillegg gkte kalsiuminnholdet for F-Laktoseredusert fra D60 til D120, som ogsa
hadde et signifikant hgyere kalsiuminnhold sammenlignet med F-HTST. De samme
prgveuttakene for F-HTST viste motsatt trend, med en nedgang i kalsiuminnhold fra D60 til
D120. Det er ingen god forklaring pa hvorfor kalsiuminnholdet gkte under in vitro
fordgyelse. Det finnes heller ingen stgtte til disse funnene i litteraturen. Teixeira et al. (2022)

observerte ingen forskjell i kalsiuminnhold fgr og etter pasteurisering ved to ulike
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temperaturer (85/65°C i 30 min). Tre av produktene inkludert i var studie er derimot UHT-
behandlet, men en kort UHT-behandling og indirekte oppvarming vil gi minimalt kjemisk
skade (Geiselhart et al, 2021). Basert pa dette er det heller ingen grunn til a tro at

produksjonshistorikken forarsaket disse endringene.

Det var ikke behov for pH-justering av F-Havredrikk etter in vitro fordgyelse ved analyse for
totalt kalsiuminnhold. Dette styrker teorien om at det sure miljget i gastrisk fase var
tilstrekkelig for a gke lgseligheten til kalsium i Havredrikk, og at kompleksdannelse med
fytinsyre ikke skjer pa samme mate i duodenal fase (Grynspan & Cheryan, 1983). Teorien
stgttes av funnene til Lorieau et al. (2018), som viste at kalsium ble mer lgselig under sure
forhold (pH 3) i gastrisk fase. I denne sammenhengen tyder det pa at det sure miljget i den
stimulerte magefasen under in vitro fordgyelse gjorde kalsium malbart. P4 den andre siden
har andre studier ogsa rapportert gkt mengde biotilgjengelig kalsium ved tilstedevaerelse av
fytinsyre omkring pH 2, sammenlignet med pH 8 (Dendougui & Schwedt, 2004). Allerede ved
pH under 4-5 har kalsium vist gkt lgselighet (Nolan et al., 1987). Det kan forklares ved at
kolloidalt kalsiumfosfat opplgses ved lavere pH og kaseiner feller ut ved proteinets pl (pH
4.6) (Walstra et al., 2006b). Torre et al. (1991) har ogsa observert at fytinsyre, i form av
fytater, var mer lgselig ved lavere pH-verdier. P4 den andre siden viser disse studiene til
redusert mengde biotilgjengelig kalsium ved gkte pH-verdier tilsvarende pH 7 i duodenal
fase. Innhold av totalt kalsium etter in vitro fordgyelse var omtrent lik mengden f@r in vitro
fordgyelse, og det var heller ingen forskjell mellom kontroll og fordgyde prgver. Basert pa
disse resultatene er det vanskelig a si noe om i hvilken grad fytinsyre pavirket innhold av
totalt kalsium etter in vitro fordgyelse. Kompleksiometrisk titrering viser total mengde
kalsium (Barone et al., 2021; Masotti et al., 2020). Derfor bgr kalsium veaere malbart,

uavhengig om det er bundet til fytatkompleks eller ikke.

For lavmolekyleer prgvefraksjon av Havredrikk (LM-Havredrikk) styrkes teorien om
pavirkning av fytinsyreinnhold ved dannelse av kalsium-fytatkompleks, som dermed
reduserte mengden kalsium ved a hindre at kalsium gikk gjennom membranen. Andre

studier har derimot vist at komplekset har en gjennomsnittlig stgrrelse pa 1.3 til 1.4 nm, noe
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som indikerer at komplekset burde gatt gijennom membranen pa 3 kDa (Campbell & Reaney,
2004; Wedekind, 1989). P4 den andre siden avhenger det av ladning og eventuelle
interaksjoner. Det er uvisst om fytinsyre dannet kompleks med kalsium, men resultatet tyder
pa at dette pavirket totalt kalsiuminnhold i de lavmolekylaere prgvene. Innholdet var lavere
enn antatt fordi det var forventet at kalsium skulle ga giennom membranen, da et kalsiumion
tilsvarer 40.1 Da og en cut off pd 3 kDa tilsvarer 3000 Da (Walstra et al.,, 2006b). En annen
mulig forklaring er at kalsiumet felte ut av lgsning under sentrifugering med sentrifugergr.
Heaney et al. (2005) viste at opptil 82-89% av kalsium til stede i soya- og risdrikk ble

separert under sentrifugering ved 3740 x g, sammenlignet med 11% for melk.

De lavmolekyleere melkeprgvene viste ogsa til et lavere innhold av totalt kalsium,
sammenlignet med de fordgyde prgvene. Dette tyder igjen pa at noe kalsium ikke gikk
giennom membranens cut off, som muligens kan forklares ved at kalsium var bundet til
andre komplekser. Dette stemmer overens med Lorieau et al. (2018) som gjennomfgrte in
vitro fordgyelse etterfulgt av ultrafiltrering med samme cut off pa 3 kDa pa ulike former av
kalsium for & undersgke biotilgjengeligheten. Generelt sett ble andelen kalsium i tarmen
kraftig redusert sammenlignet med malingene gjort i magefasen. Resultatet ble sett pd som
forventet og begrunnet med utfelling av kalsium forarsaket av gkningen i pH fra 3 i den
stimulerte magefasen til pH 7 i den stimulerte tarmfasen (Lorieau et al., 2018). Utfelling av
kalsium fgrte til dannelse av komplekser, stgrre enn 3 kDa, som videre reduserte
kalsiuminnholdet. Dette kan bade forklare hvorfor LM-Havredrikk var signifikant forskjellig
fra alle melkeprgvene (foruten LM-UHT), og den generelle reduksjonen i kalsiuminnhold for
lavmolekyleere prgver. P4 en andre siden viser resultatene et signifikant hgyere innhold av
totalt kalsium i de lavmolekyleere prgvene sammenlignet med kontrollprgvene (K60 og
K120). Et hgyere innhold av totalt kalsium i lavmolekyleaere prgver etter in vitro fordgyelse

indikerer at fordgyelsen gjgr mineralet mer tilgjengelig for absorpsjon.

Prgvene ble sa analysert for ionisk kalsium, hvor formalet var 8 male mengden frie, ubundet
kalsiumioner i fordgyde prgver og kontrollprgver etter in vitro fordgyelse. Hensikten var a
undersgke mengden kalsium som var tilgjengelig for absorpsjon i duodenal fasen, da kalsium

ma veere i ionisk form for & bli absorbert. Det er vist at gastrisk fase bidrar til gkt mengde
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ionisk kalsium (Kopic & Geibel, 2013; Lorieau et al., 2018). En gkning i H*-ioner gir lavere
pH, som videre vil gke lgseligheten til bade kalsium (i form av Ca%*) og kolloidalt
kalsiumfosfat (Gaucheron, 2005; Walstra et al., 2006b). I dette eksperimentet ble det kun tatt
ut prgver fra duodenal fase (D60 og D120), hvor pH-gkningen fra 3 i gastrisk fase til pH 7 i
duodenal fase derimot kan fgre til utfelling av kalsium. Det fgrer som nevnt til dannelse av
stgrre komplekser, noe som reduserer mengden fritt kalsium. Det ble ikke inkludert pH-
malinger etter in vitro, da disse ble manuelt justert til pH 7 (£ 0.09) i forkant av duodenal
fase. Pa den andre siden viser resultatene en tydelig trend med gkt ionisk kalsium i D60 og
D120, sammenlignet med K60 og K120. Det kan bety at in vitro fordgyelse bidrar til gkt
mengde frie kalsiumioner, og dermed gkt biotilgjengelighet. Disse resultatene var derimot
ikke signifikante. Arsaken til gkningen i ionisk kalsium for de fordgyde prgvene kan vaere
tilstedeveerelsen av ulike komponenter som fosfopeptider og laktose. Disse vil beskytte
kalsium mot anioner og andre hemmere i tarmen, som fosfater (Alegria-Toran et al., 2015)
(Theobald, 2005). Anioner og kationer har motsatt ladning og vil tiltrekke hverandre
(Damodaran et al., 2017c). Laktose og fosfopeptider virker beskyttende ved a forhindre eller
forsinke kalsiumutfelling i tarmen, som fgrer til at kalsium holdes i lgsning og dermed gke
biotilgjengeligheten. F-Laktoseredusert, som inneholder mindre laktose enn de andre
melkeprgvene, var signifikant forskjellig fra F-UHT, men ikke F-HTST. Imidlertid er det
fremdeles uenighet rundt effekten av laktose og gkt biotilgjengelighet av kalsium hos

mennesker (Kwak et al., 2012).

Kontrollprgvene manglet fordgyelsesenzymene (pepsin og pancreatin), men ble derimot
tilsatt galle, SSF, SGF og SIF. Fordgyelsesvaskene som benyttes i protokollen til Brodkorb et
al. (2019) for in vitro fordgyelse, inneholder fosfat og karbonat. Dette kan bidra til & redusere
mengden ionisk kalsium fordi de reassosieres med fosfat eller karbonat og feller ut i tarmen
ved ngytral pH (Kopic & Geibel, 2013). Dette kan forklare hvorfor K60 og K120 hadde et
lavere innhold av ionisk kalsium, sammenlignet med fordgyde prgver D60 og D120. Som
nevnt tidligere, ble verken fordgyde prgver eller kontrollprgver Kkorrigert for
fordgyelsesvaeskene, noe som kan forklare hvorfor kontrollprgvene hadde et lavere innhold

av ionisk kalsium.
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I motsetning til resultatene ved bade kompleksiometrisk titrering og ICP-OES, som viser
hgyere totalt kalsiuminnhold for melkeprgvene sammenlignet med havredrikk, hadde
sistnevnte et mer likt innhold av ionisk kalsium. Det betyr at kalsium tilgjengelig for
absorpsjon i havredrikk er i ionisk form, uavhengig av mengde totalt kalsium i prgven. F-
Havredrikk var signifikant forskjellig fra F-HTST og F-Laktoseredusert. Biotilgjengeligheten

til kalsium i havredrikk er derfor like god eller bedre sammenlignet med melkeprgvene.

Det ble ogsa nevnt at prgver fra in vitro fordgyelse bestar av et komplekst miljg med hgy
ionestyrke pa grunn av tilstedevaerelse av mange mineraler. Dette kan potensielt sett
forstyrre malingene. Pa den andre siden stemmer resultatet i var studie overens med Demott
(1968), som viste til resultater fra 1.4 til 2.5 mM/L ved bruk av kalsiumsensitiv elektrode til
a male ionisk kalsium i melk. Resultatet var forventet fordi 2 til 3 mM av totalt kalsium
eksisterer som ionisk kalsium (Fox et al, 2015d). Resultatet for blank var derimot ikke
forventet, men en mulig arsak kan veaere at prgvematriksen til blank ikke inneholdt noe annet
som kalsium kunne danne komplekser med, eller binde seg til. Dette var i motsetning ikke
tilfellet ved de andre prgvene, hvor kalsium kan binde seg til komponenter i melke- og

plantedrikkmatriksen, samt kontrollprgvene (Kopic & Geibel, 2013).

Videre ble bade fordgyde prgver og lav- og hgymolekylaere prgver undersgkt for innhold av
jod. Som nevnt, ble hgymolekyleer fraksjon analysert ved ICP-MS og deretter ble resultater
for fordgyde og lavmolekyleer prgver beregnet ut fra innhold jod analysert i de
hgymolekyleere fraksjonene (se vedlegg 2, Formel A). Resultatene viser at hovedmengden
av jod antageligvis befant seg i lavmolekyleer prgvefraksjon for alle prgvene inkludert i
eksperimentet. Det er derfor grunn til & tro at jod har god biotilgjengelighet under in vitro
fordgyelse, bade for melkeprodukter og beriket havredrikk. Derimot viste resultatet fra de
fordgyde prgvene en tydelig trend, hvor fordgyde prgver muligens hadde lavere innhold av
jod. Til tross for dette var ingen av resultatene statistisk signifikant (p>0.05). Det var heller
ingen signifikante forskjeller for innhold av jod mellom HM-HTST, HM-UHT, HM-
Laktoseredusert og HM-Havredrikk i hgymolekyler prgvefraksjon. Det er derfor ikke

grunnlag til & konkludere at produksjonshistorikk pavirker biotilgjengelighet av jod, verken
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i ulike melkevarianter eller havredrikk. Det var heller ingen store signifikante forskjeller
innad hver prgve, som gjgr det vanskelig & konkludere om in vitro fordgyelse hadde noen
effekt pa Dbiotilgjengeligheten. En randomisert crossover-studie undersgkte
biotilgjengeligheten av jod fra melk i friske mennesker (van der Reijden et al., 2019).
Resultatene tydet pa at biotilgjengeligheten fra melk er hgy fordi store deler av jod til stede
var i form av uorganisk jodid. [ tarmkanalen reduseres uorganisk jodid til frie jodidioner som

har hgy biotilgjengelighet (absorberes nesten fullstendig, 95%) (Blombhoff et al., 20074d).

De fordgyde prgvene ble ogsa analysert for hydrolysegrad av proteiner. Metoden gir et mal
pa innhold av frie, primaere aminogrupper under in vitro fordgyelse (Church et al., 1983). Et
hgyt utslag av hydrolysegrad indikerer at flere primeere aminogrupper er frigjort fra
proteinstrukturen, og at proteinene i prgven er nedbrutt fra sin opprinnelige struktur. Dette
kan videre si noe om proteinfordgyeligheten. Resultatene viser ingen signifikante forskjeller
mellom de ulike prgvefraksjonene. Det kan forklares ved de store forskjellene mellom
triplikatene og dermed relativt stort standardavvik for prgvene, spesielt F-Havredrikk, til
tross for bruk av konstanter for utregning. Det var likevel en synlig gkning i hydrolysegrad i
prgver med uttak D120, sammenlignet med D60, som tyder pa at proteinene ble ytterligere
nedbrutt ved forlenget oppholdstid i den stimulerte tarmfasen. Dette var forventet fordi det
ble tilsatt en protease inhibitor for a stoppe fordgyelsen ved de to ulike uttakene. Enzymene
vil naturligvis hydrolysere proteinene frem til inhibitoren er tilsatt (Brodkorb et al., 2019;
Minekus et al.,, 2014). Det betyr at in vitro fordgyelse gker proteinfordgyeligheten ved a bidra
til kjemisk endring av proteinene. Pepsin spalter proteiner til korte peptidkjeder eller
aminosyrer i den stimulerte magefasen (Brodkorb et al., 2019; Pedersen, 2012). Etterfulgt
av pancreatin som spalter peptidbindinger og korte peptidkjeder til sma peptider (di- og
tripeptider) og frie aminosyrer i den stimulerte tarmfasen. Dette resulterer i molekyler som

er i stand til & bli absorbert i tarmen.

Resultatene viste ingen signifikante forskjeller mellom verken ulike prgver, prgveuttak eller
prgvefraksjoner innad samme prgve for hydrolysegrad av proteiner. Dette indikerer at
produksjonshistorikken ikke pavirker proteinfordgyelighet under in vitro fordgyelse. Pa den

andre siden kan bade homogenisering og varmebehandling pavirke fordgyelse av
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proteinene. Varmebehandling gir myseproteinene en mer dpen struktur som gjgr de mer
fglsomme for fordgyelsesenzymer (Barbé et al.,, 2013; Inglingstad et al,, 2010). P4 grunn av
utfoldelsen av proteinene pa det gkte overflatearealet til melkefettkulene, blir proteinene
mer tilgjengelig for pepsin (Maclerzanka et al., 2009; Sarkar et al., 2009). Dette fgrte derimot

ikke til forskjeller mellom prgvene.

De lavmolekyleere prgvene viser en hgyere hydrolysegrad, sammenlignet med fordgyde
prover. Ved & analysere lavmolekyleer prgvefraksjon med OPA, ble antall spaltede
peptidbindinger kvantifisert pa de frigjorte peptidene, mindre enn 3 kDa. Det var forventet
et gkt innhold av frie, primare aminogrupper i lavmolekyleer prgvefraksjon, da peptidene
ellers ikke ville gatt giennom membranen. Dette bekrefter at proteinene ble hydrolysert
under fordgyelsen. Resultatene var gjentagende for alle prgvene inkludert i eksperimentet,
foruten F- og LM-Havredrikk. Resultatene for Havredrikk viste en mye hgyere grad av
nedbrytning for D60, sammenlignet med D120. Det var heller ingen nedbrytning i de
lavmolekyleere Havredrikkprgvene, uavhengig prgveuttak. Det kan undres pa om
planteproteinene felte ut under sentrifugeringstrinnet ved bruk av sentrifugergr, og at dette

er arsaken til manglende resultat for lavmolekylaere prgver.

Dessuten var standardavviket hgyt for flere av prgvene. Siden resultatet for melkeprgvene
viser til samme forventet trend, er det grunn til a tro at OPA-metoden ikke er like egnet for
planteproteiner. P4 den andre siden skal OPA-metoden veere anvendelig for alle type
proteiner (Church et al.,, 1983). Kontrollprgvene ga negative verdier, som viste at ingen
primare aminogrupper ble frigjort, og ble derfor ikke inkludert i resultatene. Dette var
forventet fordi kontrollprgvene ble tilsatt dH20 fremfor pepsin i magefasen og pancreatin i
tarmfasen under in vitro fordgyelse. Det betyr at det ikke var tilstedeveerelse av
fordgyelsesenzymer som kunne hydrolysert proteiner og brutt de ned til korte peptidkjeder

og aminosyrer (Guerra et al., 2012).
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5.3 Konklusjon

Formdlet med denne oppgaven var a studere effekten av in vitro fordgyelse, produkters
egenskaper og produksjonshistorikk pa biotilgjengelighet av kalsium, jod og
proteinfordgyelighet, ved a undersgke tre melkeprodukter og én havrebasert plantedrikk.
Funnene i denne studien viser at innholdet oppfgrt pa varedeklarasjonen for havredrikk ikke
ngdvendigvis gjenspeiler produktets reelle innhold, som tyder pa at havredrikk ikke er et
fullverdig alternativ til den tradisjonelle melken. P4 den andre siden viste kalsiumkarbonat
til likt innhold av ionisk kalsium, som kan bety at kalsium tilgjengelig i havredrikk er av god
biotilgjengelighet i likhet med kalsium i melk. Melkeproduktene hadde et tilneermet likt

innhold av totalt kalsium sammenlignet med varedeklarasjonen.

Etter in vitro fordgyelse viste F-UHT og F-Laktoseredusert et gkt kalsiuminnhold i fordgyde
prgver, D60 og D120. I tillegg viste alle melkeprgvene et signifikant hgyere kalsiuminnhold
ilavmolekyleere fraksjoner sammenlignet med kontrollprgvene, som tyder pa at kalsium blir
mer tilgjengelig under in vitro fordgyelse. @kte verdier for ionisk kalsium i de fordgyde
prgvene styrker denne teorien. Pa den andre siden var innholdet av totalt kalsium noe lavere
enn de fordgyde prgvene, som kan bety at kalsium binder seg til andre komponenter som
hindrer mineralet 4 gd gjennom porestgrrelsen pa 3 kDa. Ut fra annen litteratur er det mulig
kalsium felte ut ved pH gkning fra 3 til 7 i duodenal fase, som kan gi dannelse av stgrre
komplekser. Til tross for et mye lavere innhold av totalt kalsium, hadde derimot F-
Havredrikk et tilnezermet likt innhold av ionisk kalsium, som betyr at biotilgjengeligheten til
kalsium fra de ulike prgvene er like gode. Videre viste resultatene at proteinfordgyeligheten
gker desto lenger melkeprgvene fordgyes. Det var gkt hydrolysegrad for lavmolekylaere
fraksjoner pa grunn av antall spaltede peptidbindinger som gar gjennom porestgrrelsen pa

3 kDa.

Videre legger resultatene grunnlag for a konkludere at verken produksjonshistorikk eller in
vitro fordgyelse pavirker innholdet eller biotilgjengeligheten av jod i de ulike
melkevariantene og havredrikk. Det ble antatt at mesteparten av jodinnholdet var i

lavmolekyleer fraksjon, som tyder pa at biotilgjengeligheten er god. Det var heller ingen
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tydelige forskjeller i innhold av totalt kalsium og jod mellom de ulike melkeprgvene som gjagr

det mulig d dra konklusjoner basert pa forskjell i produksjonshistorikk.
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6. TILETTERTANKE OG VIDERE FORSKNING

Oppsettet som ble benyttet i denne oppgaven inkluderte farst og fremst ikke analyse for
ionisk kalsium i produktene fgr in vitro fordgyelse. Det ville gitt et bedre grunnlag for
sammenligning fgr og etter in vitro fordgyelse, og fa et mer sammenhengende bilde av
hvordan fordgyelsen pavirker biotilgjengeligheten til kalsium. Til ettertanke burde det blitt
benyttet stgrre prgvemengder under in vitro fordgyelse for a fa gkt prgvevolum. Pa den
maten kunne begrensninger knyttet til analysene av prgvematerialet blitt unngatt. Etter in
vitro fordgyelse ble prgvene sentrifugert fgr videre analyser og nytt sentrifugeringstrinn.
Pelleten fra fgrste sentrifugeringstrinn ble tatt vare pa, men ikke analysert i denne oppgaven.
Det ville veert interessant & undersgke sammensetningen av denne pelleten for a se hvilke

komponenter som felte ut og ble fjernet med pelleten.

Innhold av jod i lavmolekyleere prgver ble beregnet, men ikke undersgkt. Det ville gitt et mer
ngyaktig og reelt resultat for hva som gikk gjennom membranen, for a kunne fastsld om
biotilgjengeligheten til jod er god. Videre ble metoden ICP-OES ikke benyttet til 4 analysere
de lavmolekyleere fraksjonene. Resultatene for de hgymolekylaere prgvene ble heller ikke
inkludert i oppgaven. Mengden ionisk kalsium kan ha blitt overestimert fordi blank-prgvene
ikke ble trukket fra. Siden OPA-metoden viser til hydrolysegrad av proteiner, var det
vanskelig d si noe konkret om proteinene. Til videre forskning bgr det inkluderes andre
analyser, som gelelektroforese, for & kunne si noe mer spesifikt om de ulike proteinene.
Spesielt i dette tilfellet hvor det ble utfgrt analyser pa produkter med ulike typer proteiner.

Det bgr vurderes pa bakgrunn av det uforstaelige resultatet for havredrikken.

Til videre forskning ville det veert gnskelig &8 undersgke PBD generelt, da de berikes med
ulike kjemiske former for mineraler. Ogsa aktuelt & undersgke havredrikken ytterligere,
spesielt i forhold til dannelsen av bunnfall i havredrikk og teorien om utfelling av
kalsiumkarbonat. I tillegg undersgke fytinsyre neermere og se pa hvilke mengder fytinsyre

som faktisk pavirker biotilgjengeligheten av naeringsstoffer.
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Vedlegg 1. pH malinger etter in vitro fordgyelse.
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Figur A. pH-mdlinger etter in vitro fordgyelse.



Vedlegg 2. Beregning av hgy- og lavmolekylaer fraksjon og fordgyde prgver for innhold av jod
Formel A:
Jodinnhold i hgymolekyleer prgve = Resultat fra [CP — MS X vekt av konsentratet (g)
HTST D60 = 0.05 x 1.55 = 0.0760 pg/g

Jodinnhold i lavmolekylar prgve
= mengde prgve innveid til sentrifugering X jodiug/gifordgyd pragve

jod i ugper gifordgyd preve — jod i konsentratet (ug/g)
HTST D60 =9.70 g x 0.024375 = 0.2365 ug/g
0.2365ug/g — 0.0760pg/g = 0.161 pg/g

Totalt jodinnhold etter fordgyelse = hgymolekyleer + lavmolekylaer
0.0760pg/g + 0.161pg/g = 0.237pg/g



Vedlegg 3. Standardkurver for hydrolysegrad av proteiner
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Figur B. Standardkurve med formel for beregning av hydrolysegrad som mM leucin ekvivalenter/mL prgve.
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Vedlegg 4.
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Figur C. Standardkurve med formel for beregning av mengde ionisk kalsium som mM.



Vedlegg 5. Enveis ANOVA: Fytinsyre ~ PrgvelD

» AnovaModel.@1 <- aow(Fytinsyre ~ PravelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
= surmary(AnovaModel.@1)
Df  Sum S5q Mean Sq F value Pr(=F)
PravelD 3 D.010028 ©.903343 3745 3.27e-@7 *=¢
Residuals & ©.000054 @.000089

Signif. codes: @ “***' @.@B1 ‘**’ @.81 ‘*°* B.85 ' B.1 * * 1
> numSummary(Samlet_resultater_MVIT$Fytinsyre, groups = Samlet_resultater_MVIT$PravelD,

* statistics = c("mean”,
+ "sd"})
mean sd data:n

Havre  ©@.0646407 0.084224943 4
HTST 3. 0000000 A. 9EA30RGEE Fd
Laktose ©.0000000 0.000000000 Fd
UHT 30000000 O.000000008 2
» print(simple.glht{AnovaModel .81, 'PrevelD’', level = @.95))

Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Compariscns of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Fytinsyre ~ PrpvelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 3.4617
Minimum significant difference = @.0097
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper  Std.Err t value PC=t)
Hawre-HTST 0.954967 ©.864641 0.874315 9.982795 23.13 1.88e-0Qb **+
Havre-Loktose @.@54967 @.064641 @.874315 ©.082795 23.13 1.8Be-0b ***

Havre-UHT 0.054967 0.064641 0.074315 9.082795 23,13 1.88e-06 %+
HTST-Laktose -©.009674 0.000000 0.089674 ©.082795 0.89 1
HTST-UHT -0.809674 0.000000 0.009674 0.0082795 @.89 1
Loktose-UHT  -8.809674 0.000000 0.089674 ©.082795 @.89 1

Signif. codes: @ “***’ @ @B1 ‘*** @.@1 ‘** B.65 ‘.’ 8.1 ' ' 1
(Adiusted b values reported -- sinale-sten method?
» TukeyHSD{AnovaModel .81)

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence lewvel

Fit: aov(formula = Fytinsyre ~ ProvelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

SPrevelD

diff Twr upr  p adj
HTST-Havre -6.4640870e-02 -0.073I59697 -0.05568443 1.4e-06
Laktose-Hovre -6.464078e-02 -0.07359697 -0.05568443 1.4e-06
UHT-Havre -6.4640870e-02 -0.07359697 -0.05568443 1.4e-06
Loktose-HTST  6.938894e-18 -0.01034181 0.01034181 1. 0e+20
UHT-HTST 1.561251e-17 -0.01034181 ©.0103418]1 1. 0e+20
UHT-Laktose 8.673617e-18 -0.016034181 @.01834181 1.0e+00

» cld(simple.glht(AnovaModel .81, 'PravelD', level = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean Gl G2
Havre  @.0646487 B
UHT @.0R0RERe A
Laktose 0.0008008 A
HTST #0002 A

Figur D. Output fra enveis ANOVA i RStudio, Fytinsyre ~ PrgvelD, samt fra pdfalgende Tukey test.



Vedlegg 6. Enveis ANOVA: Kalsium ~ PrgvelD

= AnovaModel .35 <- aov(Kalsium -~ FravelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
-
-
= numsummary{Samlet_resultater_MVITiKalsium, groups = Samlet_resultater_MVITSPrevelD,
+ statistics = c{"mean",
+ "sd"))
mean sd data:n
Havredrikk 183 .9867 @.7655935 3
HTST 144 2400 0.5381450 3
Laktoseredusert 144.8933 @.8857349 3
UHT 1431506 6.7196527 3

= print{simple.glht(AnovaModel .35, 'PrevelD’, lewel = @.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Compariscns of Meons: Tukey Contrasts

Fit: aow(formula = Kalsium ~ PrgvelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 3, 2024
Minimum significant difference = 1.9295
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower  Center Upper 5td.Err t wvalue P{=t)

Havredrikk-HTST -42 7828 -4@.8533 -38.9239 0.0025 -67.804 4_53e-13 #*+
Havredrikk-Laktoseredusert -42_ 0361 -48.1067 -38.1772 0.60825 -66.565 b©.BGe-13 ***
Havredrikk-UHT -41 8928 -39.1633 -37.2339 0.0025 -04.999 1.17e-12 #**
HTST-Laktoseredusert -1.1828 @.7467 Z2.6761 @.6@825 1.239 0.6216
HTST-UHT -8.2395  1.69@0 3.619% @.0025 2.805 @.0876 .
Laktoseredusert-UHT -B.9861 ©.9433 Z2.8728 @.6@825 1.566 0.4468

Signif. codes: @ “***' @ @@1 “*+** @.@1 ‘** @.85 ‘.7 @.1 ¢ * 1
{Adjusted p values reported -- single-step method)
» TukeyH5D{AnovaModel .85)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov{formula = Kalsium ~ PrgvelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

$PragvelD

diff lwr upr p adj
HTST-Havre 4@, 8533333 38.925528 42.7811386 0.0000000
Laktose-Havre 48.1066667 38.178861 42.0344719 0.0000000
UHT-Havre 39. 1600000 37.232195 41.08780653 0.0000000
Laktose-HTST -0.7466667 -Z.674477 1.1811386 @.6218397
UHT-HTST -1.6933333 -3.621139 ©.2344719 0.8866417
UHT-Laktose  -B.9466667 -2.874472 0.9811386 0.4433898

» cld{simple.glht{AnovoModel .85, 'PrevelD', level = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
HTST 144 B400 A
Laktose 144.@933 A
UHT 143.1467 A
Hawvre  183.9867 B

Figur E. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Kalsium ~ PrgvelD, samt pdfalgende Tukey test.



Vedlegg 7. Enveis ANOVA: Kalsiuminnhold ~ PrgvelD

> AnovaModel .82 <- aov(Kalsiuminnhold ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
> surmary(AnovaModel .82)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
PrevelD 3 1995.4 BB5.1 4B.82 @.00131 **
Residuals 4 54.5 13.6
Signif. codes: @ “¥*%* @ Q@1 ‘**' p.A1 ‘*' P.B5 ‘.7 B.1 1
> numSummary{Samlet_resultater_MVITiKalsiuminnhold, groups = Somlet_resultater_MVIT$PrevelD,
+ statistics = c("mean”,

* "sd"))
mean sd data:n
Havre 85.5 2.121320 2
HTST 125.@ 7.071068 2
Laktoseredusert 120.8 @.000800 2
UHT 1720.9 @.000000 2

> print(simple.glht{AnovaoModel .82, 'PrevelD’', lewvel = §.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Kalsiuminnhold ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.8789
Minimum significant difference = 15.8264
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t wvalue P(>t)

Havre-HTST -54.526 -39.500 -24. 474  3.691 -10.701 9.00151 =*
Hovre-Loktoseredusert -49.526 -34.500 -19.474 3,691 -9_347 @.08254 **
Hawvre-UHT -49.526 -34.500 -19.474  3.091 -9.347 0.00254 **
HTST-Laktoseredusert -19.926 5.800 20.826 3.691 1.355 @.58145
HTST-UHT -18.826 5.800 20.826 3.691 1.355 @.58145
Laktoseredusert-UHT  -15.826 @.008 15.026 3.691 0000 1.00000

= TukeyHSD{AnovaModel . @23
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Kalsiuminnhold ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

$ProvelD

diff Twr upr p adj
HTST-Havre 39.5 24.47364 54.52636 @.8015181
Laktoseredusert-Havre 34.5 19.47364 49.52636 @.0025436
UHT-Havre 34.5 19.47364 49.52636 0.0025436
Laktoseredusert-HTST -5.8 -20.02636 10.82636 @.5814470
UHT-HTST -5.8 -20.92636 10.02636 @.5814470

UHT-Loktoseredusert 3.8 -15.82636 15.02636 1.0000000

> cld(simple.glht(AnovaModel .82, 'PrevelD', level = 6.95))

Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
HTST 125.8 A
UHT 1208 A
Laktoseredusert 1206.8 A
Havre 85.5 B

Figur F. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Kalsiuminnhold ~ PrgvelD, samt pafglgende Tukeys test.



Vedlegg 8. Enveis ANOVA: Jod ~ PrgvelD

» AnovaModel .20 «<- aow(Jod ~ PrevelD, dato = Somlet_resultater_MVIT)
» surmary(AnovaModel . 20)
Df Sum 5g Mean 5g F wvalue Pr{>F)
PrevelD 3 D.00@8917 @.8002972 Z2.277 B.222
Residuals 4 B.0BA5221 @.00013085
» numSummary(Somlet_resultoter_MVIT$3Jod, groups = Samlet_resultater_MVITS$ProvelD,

* statistics = c("mean”,
* "sd"1)

mean sd data:n
Havredrikk 0.14745 B, 0058689863 2
HTST 9.15320 0.0084852814 2
Loktoseredusert @.13080 @.0203646753 2
UHT ©.15918 9.00A9899495 2

» print({simple.glht{AnovaModel .28, 'PrevelD’, level = ©.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Jod ~ PrpvelD, daota = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.8709
Minimum significant difference = @.8465
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower  Center Upper Std.Err t wvalue P(>t)

Havredrikk-HTST -0.85226 -0.90575 0.34076 ©.91142 -8.503 B.954
Havredrikk-Laktoseredusert -8.02986 @.81665 0.06316 ©.81147 1.457 8.533
Hawvredrikk-UHT -0.85816 -0.91165 0.03486 ©.91142 -1.020 B.749
HTST-Laktoseredusert -9.02411 9.92240 ©.06891 ©.01142 1.961 ©.334
HTST-UHT -0.85241 -0.90598 0.34061 ©.81142 -8.516 B.951
Laktoseredusert-UHT -0.B7481 -0.02830 0.01821 ©.01142 -2.477 8.2083

(Adjusted p values reported -- single-step method)
> TukeyHSD{AnovaModel . 280
Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Jod ~ PregvelD, data = Somlet_resultater_MVIT)

$PravelD

diff Lwr upr p adj
HTST-Havredrikk 0.00575 -0.04076052 0.05226052 B.9541086
Laktoseredusert-Havredrikk -@.81665 -8.06316852 0.02986052 @.5326872
UHT-Havredrikk 0.@1165 -0.03486052 0.058160052 B.7488426
Loktoseredusert-HTST -0.82240 -0.06891852 8.02411052 @.3343504
UHT-HTST 0.00590 -0.04061052 0.05241052 B.9508184
UHT-Laktoseredusert @.82830 -0.01821852 B.07481052 @.2032857

> cld(simple.glht{AnovaModel.2@, 'PrevelDl', level = @.95))

Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1
UHT 0.15919 A
HTST @.15320 A
Havredrikk B.14745 A
Laktoseredusert @.13080 A

Figur G. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Jod ~ PrgvelD, samt pdfglgende Tukeys test.



Vedlegg 9. Enveis ANOVA: Kalsiuminnhold ~ Analyse

> AnovoModel .83 <- aov(Kalsiuminnhold ~ Analyse, data = Somlet_resultater_MVIT)
= summary(AnovaModel . @3)
Df Sum Sg Mean S5q F value Pr(=F)
Analyse 1 219 2196.5 ©.978 0.08l66 *
Residuals 18 Se666  314.8

Signif. codes: @ “#**° @ @@L ‘*** @01 ‘** B.B5 ‘.7 8.1 * "1
= numSummary(Samlet_resultater _MVIT$Kalsiuminnhold, groups = Samlet_resultater_MVIT3Analyse,
+ statistics = c("mean",
+ "sd"))
mean sd data:n
Analyse 1 134.0167 18.13852 12
Analyse 2 112.6258 17.11255 &
=
> print{simple.glht{AnovaModel. B3, 'Analyse', lewel = 8.951)

Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Kalsiuminnhold ~ Analyse, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 2.10@9
Minimum significant difference = 17.813
95% confidence lewel

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper Std.Err t wvalue P(>t)
Analyse 1-Analyse 2 4.379 21.392 38.405 8.09&8 2.642 ©.8166 *
Signif. codes: @ “***’ @.9@1 ‘**' 0.01 ‘** .85 ‘.’ B.1 * ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

WARNING: Unbalanced data may lead to poor estimates
> TukeyHSD{AnovaModel .@3)
Tukey multiple comparisaons of means
95% family-wise confidence lewvel

Fit: aov(formula = Kalsiuminnhold ~ Analyse, dato = Somlet_resultater_MVIT)

SAnalyse
diff lwr upr p adj
Analyse 2-Analyse 1 -21.39167 -38.4047 -4.378636 @.0165793

> cld(simple.glht{AnovaModel .83, 'Analyse’, level = ©.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.@5

Mean Gl G2

Analyse 1 134.0167 B
Analyse 2 112.625@ A

Figur H. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Kalsiuminnhold ~Analyse, samt pdfglgende Tukeys test.



Vedlegg 10. Enveis ANOVA: TotaltCa ~ Prgvefraksjon

10.1 HTST

> AnovaModel.Z2 <- gow(TotalCo ~ Prgvefraksjon, dota = Somlet_resultoter_MVIT)
> summary(AnovaModel.2)
Df Sum 5q Mean Sg F walue Pr(>F)
Provefraksjon 3 825.1 275.82 162.7 0.808124 *+=
Residuals 4 6.8 1.69
Signif. codes: @ “¥**' @ @1 ‘*** @.@1 *' @.85 ‘.’ @.1 ¢ "1
4 observations deleted due to missingness
= numsummary(Samlet_resultater_MVIT$TotalCa, groups = Samlet_resultater_MVITSPrevefraksjon,
+ stotistics = c{"mean”,

+ "sd"))

mean sd data:n data:NA
D12e 132 04 1.5839192 2 @
Ded 136.68 1.4707821 2 @
K120 156.56 1.2445879 2 @
Ke@ 15164 ©.7353911 2 @
LM-D128 MNal NA @ 2
LM-DE&@& MNal NA @ 2

> print(simple.glht{AnovaModel .2, 'Provefraksjon’, level = 8.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov{formula = TetalCa ~ Prevefraksjon, doto = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.@789
Minimum significont difference = 5.2927
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper 5td.Err t value P(>t)
D12@-DE@  -9.9327 -4.6400 ©.6527 1.3807 -3.569 ©.075390 .
D12@-K1208 -29.8127 -24.5200 -19.2273 L3BBZ -18.859 0000177 ***
D12@-Ke® -24 8927 -19.6000 -14.3073 L3002 -15.075 0_000394
DEB-K128 -25.1727 -19.8800 -14 5873 L3002 -15.290 0_000373
DEB-Ke@  -20.2527 -14.9600 -9.6673 L3902 -11.586 ©.001139 **
K12@-K6@ -0.3727 4.9200 18.2127 L3982 3.784 0062983 .
Signif. codes: @ “***' @ @@1 ‘**' @.@1 ‘*' @.@5 ‘' @.1 ¢ 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

S

» TukeyHSD{AnovaModel . 2)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = TetalCa ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

$Pravefraksjon

diff Twr upr p adj
De@-0128  4.84 -D.6527378 9.9327378 9.0753899
K128-D128 24.52 19.2272622 29.8127378 9.0801771
KE@-0128 19.60 14.3072622 24.8927378 9.0803930
K128-D6@ 19.88 14.5872622 25.172F378 9.0803726
KE@-06@  14.96  9.6672622 20.2527378 9.0@11387
KEB-K12@ -4.92 -10.2127378 0.3727378 9.0629831

> cld(simple.glht(AnovaModel.2, 'Prevefraksjon', lewvel = 8.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
K128 156.56 A
Ke@ 151.64 A
Ded 136.68 B
Dl?ﬁ 132.04 B

Figur 1. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. TotaltCa ~ Prgvefraksjon, samt pafglgende Tukeys test.



10.2 Laktoseredusert

> AnovaModel .18 <- aov(TotalCa ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)
> surmary(AnovaModel . 18)
Of Sum Sgq Mean 5g F walue Pr(=F)
Prevefraoksjon 3 1577.7 525.9 57.42 0.008958 =+=
Residuals 4  36.6 9.2
Signif. codes: @ “*¥*%* @ Q@1 ‘**' p.B1 ‘*' P.B5 ‘.7 B.1 ¢ ' 1
4 observations deleted due to missingness
> numSummary{Samlet_resultater_MVIT$TotalCa, groups = Somlet_resultater_MVITS$Prevefraksjon,
+ statistics = c("mean”,

* "sd"))
mean sd data:n data:NA
D12@ 186.72 5.9396970 2 @
o] 175_08 @.5656854 2 @
K128 155.52 0.0000000 2 @
Ke@ 152.72 1.8182338 2 @
LM-D12@ NaN NA @ 2
LM-D6a NaN NA 5] 2

> print(simple.glht{AnovoModel .18, 'Prevefraksjon’, level = ©.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = TotalCa ~ Provefraksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)

(Quantile = 4.8789
Minimum significant difference = 12,3281
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)
D12@-De@ -@.6881 11.6408 23.9601 3.0264 3.546 B.05987 .
D12@-K12@ 18.8799 31.2000 43.5201 3.0264 19.309 0.00174 **
D12@-Ke@ 21.6799 34,0000 46.3201 3.0264 11.234 0.00125 *+*
DEB-K128  7.2399 19.5604 31.8801 3.6264 6.463 0.01013 +
DEB-K6@  10.8399 22.3600 34.6801 3.0264 7.388 0.00619 **
K12@-Ke@ -9.5281 2.8000 15.1201 3.0264 ©8.925 @.79487
Signif. codes: @ “***° @.0@1 ‘**’ @.01 ‘*’ B.85 “." B.1 ° " 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

= TukeyHSD{AnovaModel . 1@)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = TotalCa ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

SPrevefraksjon

diff Twr upr p adj
DE@-D120 -11.64 -23.960811 0.0801@5 0.0593636
K120-D126 -31.20 -43.52011 -18.879895 0.0917447
K68-0120 -34.00 -46.32811 -21.679895 0.0012500
K120-D6B -19.56 -31.88811 -7.239895 0.0181311
KE@-DE@  -22.36 -34.680811 -10.039895 0.0861855
KE@-K120  -2.82 -15.12011 9.5201@5 @.7943670

> cld{simple.glhtCAnovaModel.1@, 'Prevefraksjon', level = 8.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
D129 186.72 B
DE@  175.88 B
K120 155.52 A
Ke@ 152.72 A

Figur J. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. TotalCa ~ Prgvefraksjon, samt pdfglgende Tukeys test.



10.3 Havredrikk

= AnovaModel.l1l4 «<- oov(TotalCa ~ Prevefraksjon, dota = Samlet_resultaoter_MVIT)
> summary({AnovaModel . 14)
Df Sum Sq Mean 5g F wvalue Pr(=F)
Prevefraksjon 3 177.37 59.12 55.57 0.08102 **
Residuals 4 4.26 1.06

Signif. codes: @ “**¥' @.@@l ‘**' @.01 ‘%' @.85 *.' @.1 * ' 1

4 observations deleted due to missingness

> numSummary(Samlet_resultater_MVIT$TotalCa, groups = Somlet_resultater_MVIT$Frevefraksjon
+ statistics = c("mean”,

+ "sd"))

mean sd dota:n data:NA
D129 95.04 @.9616652 2 @
0ea 187.52 1.8748823 2 @
K128 104,40 ©.1131371 2 @
K6a 184.72 1.4787821 2 @
LM-D128 NaN NA @ 2
LM-D&8 NaN NA @ 2

> print{simple.glht(AnovaModel .14, "Pregvefraksjon', level = @.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: oov(formula = TotalCa ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultoter_MVIT)

Quantile = 4.87@9
Minimum significant difference = 4.1991
95% confidence lewel

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t walue P(=t)

D128-D6@ -16.679 -12 480 -8.281 1.832 -12.0399 0_000935 +++
D12@-K128 -13.559 -9.36@ -5.161 1.832 -9.074 0.002848 **
D120-K6@ -13.879 -9.680 -5.481 1.832 -9.384 0082585 **
DEB-K120 -1.879 3,120 7.319 1.832 3.825 0.121664
DE@-Ked -1.399 2.88@ 6.999 1.832 2.714 0.1621608
K120-K6@ -4.519 -9.320 3.879 1.832 -0.310 0_988158
Signif. codes: @ “***’ @.0@1 “**' .01 ‘*" .85 ‘.7 6.1 ¢ ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

> TukeyHSDCAnovaModel . 14)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aow(formula = TotalCa ~ Provefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

$Prevefraksjon

diff lwr upr p adj
DEB-D120 12.438 8.280898 16.679102 @.8009354
K120-D128 9.36 5.16@0898 13.559102 @.8028481
Ke@-D120 9.68 5.480898 13.879102 0.0025046
K128-D6@ -3.12 -7.319182 1.079102 ©.1216639
Ke@-De@  -2.80 -6.999182 1.3991@2 ©.1621599
KE@-K120 9.32 -3.879182 4.519102 @.9881581

> cld(simple. glht(AnovaModel.14, 'Prevefraksjon’, level = ©.95))
Tukey's HSD
Alpha: ©.85

Mean G1 GZ
Ded  187.52 A
Kol 184.72 A
K120 104.40 A
0120 95.84 B

Figur K. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. TotalCa~ Prgvefraksjon, samt pdfglgende Tukeys test.



10.4 Forskjell mellom prgver
= AnovaModel .17 <- aov(Kalsium ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
= summary(AnovaModel.17)
Df Sum 5q Mean 5q F value  Pr(=F)
ProvelD 3 18029 6018  24.04 6.67e-BE **=
Residuals 28 6999 250
Signif. codes: @ “#%%* @ @@1 “**' @.@1 ‘*" @.85 ‘.7 8.1 * ' 1
= numsummary(Samlet_resultater_MVIT$Kalsium, groups = Samlet_resultater_MVITSPrevelD,

* statistics = c("mean",

+ "sd"))
mean sd data:n

Howre  1@2.68 5.118974 3

HTST 144,18 10, 813088
Laktose 167.51 15.186@@5
UHT 149.53 25.024475
= print{simple.glht{AnovaModel .17, 'PrevelD', level = ©.95))

Go o o

Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Compariscons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Kalsium ~ PrevelD, data = Somlet_resultater_MVIT)

Quantile = 2.7383
Minimum significant difference = 21.5837
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper 5td.Err t value P>t

Howre-HTST -63.084 -41.420 -19.836 7.905 -5.240 B.12e-05 ***
Howre-Laktose -86.414 -64.830 -43.246 7.905 -8.201 3.69e-Q§ ***
Hawre-UHT -68.434 -46.850 -25.266 7.905 -5.920 1.Z2Be-@5 ***
HTST-Laktose -44.994 -23.410 -1.826 7.995 -2.961 0.0297 *
HTST-UHT -27.014 -5.43@ 16.154 7.905 -0.087 @.9@12
Loktose-UHT -3.684 17.98@ 39.564 7.905 2.274 0.1284

Signif. codes: @ “**%** @ @@E1L “**' @.@1 “*' @.B5 ‘.’ @.1 ° ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

= TukeyH5D(AnovaModel . 17)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Kalsium ~ ProveID, data = Samlet_resultater_MVIT)

SPrevelID

diff wr upr p adj
HT5T-Havre 41.42 19.836262 63.003735 0.0000812
Laktose-Haovre 64.83 43.246262 86.413738 0.0000000

UHT-Havre 46.85 25.266262 68.433738 0.0000128
Loktose-HTST  23.41  1.826262 44.993738 0.0296909
UHT-HTST 5.43 -16.153738 27_013738 8.9012256

UHT-Loktose  -17.98 -39.563738 3.6@3738 @.1284352

> cld(simple.glht(AnovaModel .17, 'PrevelD’, lewvel = @.95))

Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean Gl G2 G3
Laktose 167.51 A
UHT 149.53 A B
HTST 144,18 B
Havre  182.68 C

Figur L. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Kalsium ~ PrgvelD, samt pdfglgende Tukeys test.



Vedlegg 11. Enveis ANOVA: lonisk kalsium ~ Prgvefraksjon

11.1 HTST

» AnovaModel .13 «<- aov(Resultat ~ Prevefroksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)
= summary(AnovaModel.13)
Df Sum Sg Mean Sg F vadlue Pr(=F)
Pravefraksjon 3 @.3779 @.125685 10.97 @.@212 *
Residuals 4 @.B458 9.91145

Signif. codes: @ “***' §.@B1 ‘**' P.B1 ‘** B.@5 ‘.’ @.1 ¢ ' 1
> numSummary(Somlet_resultater_MVIT$Resultat, groups = Samlet_resultater_MVIT3Prevefraksjon,

+ statistics = c{"mean”,

* "sd"})
mean sd data:n

D12@ 2.35 0.02828427 2

DEd  2.25 ©.02828427 2

K12@ 1.96 ©.15556349 2

Ked 1.81 ©.14142136 2

» print{simple.glht(AnovaModel .13, 'Prevefraksjon’, level = 8.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Resultat ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.8789
Minimum significant difference = @.4356
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper  Std.Err t value P{>t)

0120-D6@ -©.335601 6.100080 0.535601 ©.187@25 0.935 0.7904
D120-K12@ -9.845601 ©@.390000 0.825601 ©.107@85 3.645 0.0707 .
0D128-K68  8.184399 @.540080 0.975601 0.167085 5.047 0.0244 *
De@-K128 -8.145681 @.290080 0.725601 ©.167005 2.710 0.1628
DeB-Ko@ ©9.004399 0.440000 0.875601 9.107085 4.112 0.0484 *
K120-K6@ -©.285601 @.156009 @.585601 @.1078a5 1.482 0.5588

Signif. codes: @ **#*' @ @Bl ‘**' P.B1 ‘** B.B5 ‘.’ B.1 ' 1
> TukeyHSD{AnovaModel .13)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence lewel

Fit: sov(formula = Resultat ~ Prevefraksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)

SPrevefraksjon

diff Twr upr p adj
D6@-0120 -0.10 -9.5356005 0.335680512 @.7984037
K120-D120 -0.39 -9.8256005 0.045680512 @.8707165
K6@-0120 -8.54 -8.9756005 -9.104399488 @.0244172
K128-D6@ -08.29 -8.7256005 0.145680512 @.1628207
K6B-D6@  -0.44 -9 B7S6005 -0.004399488 60484009
K6@-K120 -8.15 -9.5856005 @.285680512 @.5587524

= cld(simple.glht({AnovaModel.13, 'Prevefraksjon', lewvel = ©.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
D12@ 2.35
Ded  2.25
K128 1.96
Ked 1.81

= e
|mmm

Figur M. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Resultat ~ Pragvefraksjon, samt pdfalgende Tukeys test.



11.2 UHT

» AnovaModel .14 <- aow(Resultat ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)
» summary(AnovaModel . 14)
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr(=F)
Pravefraksjon 3 ©.3796 ©.12655 30.04 0.80334 **
Residuals 4 B.0168 0.08421
Signif. codes: @ “***’ @.0@1 ‘**’ .81 ‘*’ .85 ‘.’ V.1 * " 1
» summary{ AnovaModel . 14
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr(=F)
Pravefraksjon 3 ©.3796 ©.12655 30.04 0.00334 **
Residuals 4 9.0168 0.98421
Signif. codes: @ “***' @.0@1 ‘**' 9.81 ‘*’ @.85 ‘.’ 0.1 * " 1
» numSummary(Samlet_resultater_MVIT$Resultat, groups = Samlet_resultater_MVIT$Prepvefraksjon,

+ statistics = c("mean”,
+ "sd"))
mean sd data:n
D126 2.360 0.04242641 2
DEG  2.140 8.04242641 2
K120 2.360 @.08485281 2
Ke@ 2.745 D.@7778175 2

» print{simple.glht{AnovaModel .14, 'Prevefroksjon’, level = @.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Resultat ~ Prevefraksjon, dota = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.8709
Minimum significant difference = @.2642
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P{=t)

D120-D6@ -4.421e-02 2.200e-01 4.847e-01 6.498e-02  3.390 0.08792 .
D128-K12@ -2.642e-01 4.44le-16 2.642e-81 6.49Ge-02 0.000 1.00000
0128-K68 -6.492e-01 -3.850e-01 -1.208e-81 6.49%Ge-02 -5.932 @.91382 *
D6@-K128 -4.842e-01 -2.200e-01 4.421e-82 6.49%e-02 -3.399 @.0879Z .
De@-Ke@ -B.692e-01 -6.950e-01 -3.408e-81 6.49%Ge-02 -9.321 @.00257 =+
K120-K6@ -6.492e-01 -3.850e-01 -1.208e-91 6.498e-82 -5.932 9.01382 *
Signif. codes: @ “***' §.081 ‘**' 0.01 ‘*' @.85 ‘.’ @.1 ¢ ' 1

(Adjusted p values reported -- single-step method)

= TukeyHSD{AnovaModel . 14)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Resultat ~ Prevefraksjon, dota = Samlet_resultater_MVIT)

$Provefraksjon

diff Iwr upr p adj
DE@-D120 -2.200000e-01 -0.48421386 0.04421386 @.0879242
K120-D120 -4.440897e-16 -0.26421386 0.26421386 1.0000000
K6@-D120  3.850000e-@81 @.12078614 0.64921386 9.0138180
K120-D6@  2.200000e-@1 -8.@4421386 0.48421386 9.0879242
K6@-DEQ  6.050000e-01 ©.34078614 @.86921386 @.0025699
KEB-K120  3.850000e-01 ©.12078614 0.64921386 0.0138180

> cld(simple.glht(AnovaModel .14, 'Prevefraksjon', level = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: 8.85

Mean Gl G2
Ke@ 2.745 A
D128 2.360 B
K128 2.360 B
D@ 2.149 B

Figur N. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Resultat~ Prgvefraksjon, samt péfglgende Tukeys test.



11.3 Havredrikk

= AnoveModel .16 <- aov(Ionisk ~ Prevefroksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)
= summary(AnovaModel . 16)
Df Sum Sq Mean Sg F wvalue Pr{=F)

Provefraksjon 3 1.5082 @.5027 22.7
Residuals 4 B.0885 ©.8221
Signif. codes: @ “***’ 9.9@1 ‘**' 0.0

1 0.89566 **

1 e

4 observations deleted due to missingness
> numSummary(Samlet_resultoter_MVIT$Ionisk, groups = Samlet_resultater_MVIT$Prevefroksjon,
statistics = c("mean”,

+

+ "sd"))
mean sd data:n data:NA
Dlz2e 2.985 ©.2192031 2 @
Ded 2.465 @.8212132 2z @
K12@ 2.008 @.1697956 2 @
K6@ 1.885 0.1860660 2 @
LM-D12@ NaN MA a 2
LM-D68 NaM NA a 2

= print(simple.glht{AnovaModel .16,

B.85 *." 8.1 " "1

"Prevefraksjon’, level = 8.95))

Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: sov(formula = Ionisk ~ Pregvefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.87@9

Minimum significant difference
95% confidence level

Linear Hypotheses:

D12@-D6a
D129-K128
D12@-Ke6a
DEB-K128
DEG-Ke@
K12@-KE6@

Signif. codes: @ “***' 9.9@1 ‘**' @.01

Lower
-8.88569
8.37931
B.49431
-8.14869
-8.82569
-8.49869

Center
9. 52000
0.98560
1. 10060
8. 46500
9.58000
@.11588

= 0.605

Upper
.12569
59069
. 7B569
@786
.18569
72069

N

7

Std.Err t wvalue

@.14879  3.495
©.14879  6.620
@.14879 7.393
@.14879  3.125
@.14879  3.898
@.14879 @.773

(Adjusted p values reported -- single-step method)

> TukeyHSD{AnovaModel . 16)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

P(>t)
@.08029 |
0.0@928 *+
@.0BE17 **
8.11108
@.85739 .
0.86327

‘' p.es ‘7@l T

Fit: aov(formula = Ionisk ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

§Provefrak

De@-0120
K128-D120
K6@-0128
K128-Ded
K6@-06a
KE@-K120

» cld(simple.glht(AnovaModel. 16,

Tukey's HSI
Alpha: @.@

Mean
D128 2.985
DE® 2.4B5
K129 2.00@
KE® 1.885

Figur O. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. lonisk ~ Prgvefraksjon, samt pdfalgende Tukeys test.

sjon
diff
-0.520
-8.985
-1.100
-@8.465
-0.580
-8.115

D
5

61 G2
B
A B
A
A

lwr

-1.1256893
-1.5996893
-1.7856893
-1.0706893
-1.1856893
-0.7206893

upr
@._08568933
-0.37931067
-0.49431067
0.14068933
0.02568933
@._49068933

p adj
@.0802883
@.8092795
8. 0061704
@.1110803
®.8573913
@.8632682

'"Prevefraksjon’, level = 0.95))



11.4 Forskjell mellom prgver

= AnovaModel .19 <- aov{Ionisk ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
= summary(AnovaModel.19)
Df Sum 5g Mean 5q F wvalue Pr{=F)
PrevelD 3 1.258 ©.4192 6.854 0.80132 **
Residuals 28 1.712 0.0612
Signif. codes: @ “***' @ @@L ‘**' @.O1 *** @.85 ‘.7 8.1 * ' 1
> numSummary(Somlet_resultater_MVIT$Ionisk, groups = Somlet_resultater_MVIT$PrewvelD,
+ statistics = c("mean",

+ "sd"))
mean sd data:n
Havre  2.49625 @.3425925 1
HTST 2.09250 0.2457496 8
Laktose 2.82875 0.1018569 8
UHT 2.4@125 @.2379938 8

= print{simple.glht{AnovaModel .19, 'PrevelD’', level = ©.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Meons: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Ionisk ~ PrevelID, dota = Somlet_resultoter_MVIT)

Quantile = 2.7383
Minimum significant difference = 8.3376
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower  Center Upper Std.Err t value P>t}
Hawre-HTST @.86616 9.40375 ©.74134 @.12365 3.265 0.91444 *
Hovre-Loktose @.12991 ©.46750 ©.80589 0.12365 3.781 0.08397 **

Havre-UHT -8.24259 9.09500 ©.43259 @.12365 0.7c8 0.3ci00
HTST-Laktose -@.27384 ©.86375 0.40134 @.12365 0.516 0.95467
HTST-UHT -8.64634 -0.30875 0.02884 @.12365 -2.497 0.08239

Laktose-UHT  -@.71809 -0.37250 -0.03491 @.12365 -3.013 0.02636 *

Signif. codes: @ “#%%' @ @@L “*+*' @.@1 ‘*' @.@5 *." 8.1 ¢ " 1
» TukeyHSD({AnovaModel . 19)

Tukey multiple comparisons of means
95% fomily-wise confidence level

Fit: aov(formula = Ionisk ~ PrgvelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

$PravelD

diff lwr upr p adj
HTST-Havre -0.40375 -0.74134399 -0.06615601 @.0144380
Loktose-Havre -@.46750 -@.28509399 -@.129908681 @.0039654

UHT-Havre -9.99500 -9.43259399 ©.24259399 @.8679987
Laktose-HTST -@.06375 -8.40134399 0.27384399 @.9546688
UHT-HTST @.30875 -9.02884399 0.64634399 0.0822966

UHT-Laktaose ®.37258 9.93490001 ©.71889399 0.0263594

» cld({simple.glht{AnovaModel.19, 'PravelD", lewvel = @.85))
Tukey's HSD
Alpha: 9.85

Mean Gl G2 G3
Howvre  2.49625 C
UHT 2.48125 C
HTST 2.99250
Loktose 2.82875

A
A B
B

Figur P. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. loinisk ~ PrgvelD, samt pdfglgende Tukeys test.



Vedlegg 12. Enveis ANOVA: Totalt kalsium, lavmolekylaer ~ Prgvefraksjon
12.1 HTST

> AnovaModel.3 <- aov(Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)
> surmary(AnovaModel . 3)
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr(>F)
Prevefraksjon 3 2838.2 966.1 163 @.00@123 =*=
Residuals 4 237 5.9
Signif. codes: @ “***° §.p@l ‘**' @.01 ‘*' @.@5 ‘.’ 9.1 * ' 1
4 observations deleted due to missingness
> numSummary(Samlet_resultater_MVIT$Lawmolekyler, groups = Samlet_resultoter_MVIT$Prevefraksjon,
+ statistics = c("mean",

+ "sd" )

mean sd data:n data:NA
D128 125.9200 @.3775950 2 <]
Ded 110.0800 @.7537758 2 a
K128 85.865@ 4.3769910 2 a
K6@ 78.1865 1.9608071 2 4]
LM-D12¢ MNaN NA 5] 2
LM-DE® MNaN NA 0] 2

> print(simple.glht{AnovoModel.3, 'Provefraksjon', level = $.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov{formula = Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, dato = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.87@9
Minimum significant difference = 9.9118
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper Std.Err t wvalue P(=t)
D129-De®  5.928 15.84@ 25.752 .435  B.506 ©.009892 **
D129-K120 3@.143 40.955 49.967 .435 16.451 ©.00@283 et
D12@-Ke® 37.822 47.734 57.645 .435  19.684 9.80@157 =+
DE@-K120 14.303 24.215 34.127 .435  9.945 0.002084 **
DE@-KB@  21.982 31.894 41.805 L435 13,099 0.00@684 et
K120-Ke® -2.233 7.678 17.590 .435  3.154 9.108290
Signif. codes: @ “***° §.pal ‘*+*' @.01 ‘*' @.85 ‘.’ 0.1 * ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

PP PP P P

» TukeyHSD{AnovaModel . 30
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: oov(formula = Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, dota = Samlet_resultater_MVIT)

$Provefraksjon

diff Twr upr p adj
D6@-D128 -15_8400 -25.75184 -5.928164 @.0098916
K120-D12@ -40_0550 -49.96684 -30.143164 0.0002826
K6B-D12@ -47_7335 -57.64534 -37 821664 0.0001571
K120-D6@ -24.2150 -34.12684 -14.303164 0.0020042
K6@-D6@  -31_8935 -41.80534 -21.981664 0.0006842
K6@-K120  -7_6785 -17.59@834  2.233336 0.1082904

» cld(simple.glht(AnovoModel.3, ‘Provefraksjon', level = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.@5

Mean G1 G2 G3
D129 125.9200 C
DE@  119.9500 B
K120 85.8650 A
Ke@  7E.1865 A

Figur Q. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Lavmolekyleer ~ Prgvefraksjon, samt pdfalgende Tukeys test.



12.2 UHT

> AnovaModel.? <- aov{Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)
> summary(AnovaModel . 73
Df Sum Sq Mean Sg F wvalue Pri>F)
Pravefraksjon 3 2284.4  7el.5 53.1 9.89112 **
Residuals 4 57.4 14.3

Signif. codes: @ “***’ §.@@1 ‘**’ 9.01 ‘** .85 ‘.7 ©.1 ‘' 1

4 observations deleted due to missingness

> numsummary({Samlet_resultater_MVITiLawvmolekyler, groups = Samlet_resultater_MVIT}Prevefraksjon,
+ statistics = c("mean”,

+ "sd"}))

mean sd data:n data:NA
D1z2@ 104.053@ 7.0144993 2 1]
De@ 101.280@ @.5275017 2 1]
K12@ 76.270@ 2.2627417 2 1]
Ke@ 63.8935 1.6595796 2 1]
LM-D120 MNaN NA ] 2
LM-De8 NaN NA ] 2

> print(simple.glht(AnovaModel .7, "Provefraksjon', level = $.95))
Simultaneous Confidence Intervals ond Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Meons: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.@8709
Minimum significant difference = 15.415
95% confidence level

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t value P(>t)

D120-De® -12.642 2.773 18,188 3.787 @.732 0.87979
D128-K12@ 12.368 27.783 43,198 3.787 7.337 D.00635 **
D120-K6d  24.744 49.160 55.575 3.787 10.605 0.00156 **
De@-K128 9.595 25.919 48.425 3.787 6.685 0.00936 **
Ded-Ked 21.971 37.387 52.802 3.787 9.873 0.00206 **
K120-Ke® -3.839 12.377 27.792 3.787 3.268 0.09777 .

Signif. codes: @ “***’ §.@@1 ‘**’ 9.01 ‘** .85 ‘.7 ©.1 ‘' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

= TukeyHSD(AnovaModel . 7)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

$Pravefraksjon

diff Twr upr p adj
De@-D120  -Z2.7730 -18.18881 12.642009 @.8797867
K12@0-D12@ -27_7830 -43.19801 -12.367991 @.0063478
Ke@-D120 -4@.1595 -55.57451 -24.744491 @.0015636
K12@8-Ded -25.0100 -48.42581 -9.594991 @.8093594
Ke@-D6@  -37.3865 -52.80151 -21.971491 @.0020611
KeB-K128 -12.3765 -27.79151 3.038509 0.8977737

> cld(simple.glht(AnovaModel.?, 'Provefraksjon', level = 8.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean Gl G2
D120 184.8536 B
DB 181.2880 B
K120 7eo.27@@ A
KeB  63.8935 A

Figur R. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Lavmolekyleer ~ Prgvefraksjon, samt péfglgende Tukeys test.



12.3 Laktoseredusert

» AnovaModel .11 <- aov{Lavmolekyler ~ Pravefraoksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)
= summary({AnovaModel.11)
Df Sum 5q Mean Sg F value Pr{=F)
Prepvefraksjon 3 1676.7 558.9 18.66 @.@0815 **
Residuals 4 119.8 29.9
Signif. codes: @ “*** @.QB1 “**' @.01 ‘*’ B.B5 ‘.' @.1 ¢ ' 1
4 observations deleted due to missingness
» numsummary(Samlet_resultater_MVITiLawmolekyler, groups = Somlet_resultater_MVIT$Prevefraksjon,
+ statistics = c("Mean",

+ “=d" )}
sd n NA

D120 4_.449823 2 @

Ded 5.883128 2 @

K120 1.202082 2 @

Kel 7.995256 2 @

LM-D120 NA @ 2

LM-D68 NA @ 2

» print(simple.glht{AnovaModel .11, 'Prevefraksjon’, level = ©.95))
Simultaneous Confidence Interwvals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 4.@789
Minimum significant difference = 22.2767
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lowar  Center Upper 5Std.Err t value P(et)
0120-D6@ -21.69082 @.5865 22.8632 5.4722  0.107 0.9995
D0120-K12@  2.9498 25.2265 47.5032 5.4722 4.010 0.0332
D120-Ke@  10.9963 32.3730 54,6497 5.4722 5.916 0.0148
DEB-K128 2.3633 24,6480 46,9167 5.4722 4,583 9.0359
DEB-KER 9.5@98 31.7865 54.8632 5.4722 5.8@9 0.0149
K120-K6@ -15.1302 7.1465 29.4232 5.4722 1.306 0.6@52
Signif. codes: @ “*** @.QB1 “**' @.01 ‘*’ B.B5 ‘.' @.1 ¢ ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

* ® ® %

> TukeyHSD{AnovaModel . 11)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence lewvel

Fit: aov(formula = Lavmolekyler ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

$Provefraksjon

diff Lwr upr p adj
DE@-D128  -@.5865 -22.86316 21.698159 B.9994843
K12@8-D128 -25.2265 -47.50316 -2.949841 B.08332288
KeB-D128 -32.3730 -54.64966 -10.096341 B.0139524
K128-D68 -24.6400 -46.91666 -2.363341 6.08359490
Ke@-De@  -31.7865 -54.86316 -9.509841 6.08148959
Ke@-K128  -7.1465 -29.42316 15.130159 0.6052207

» cld(simple.glht(AnovaModel .11, 'Prevefraksjon’, level = 8.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
D12@ 127 .5065 B
DB 121.9200 B
K128 97.2800 A
Ke@  98.1335 A

Figur S. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Lavmolekyleer ~ Prgvefraksjon, samt pdfalgende Tukeys test.



12.4 Forskjell mellom prgvene

= AnovaModel .18 <- aov(Kalsium ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
= summary({AnovaModel . 18)
Df Sum Sg Mean 5q F value Pr{=F)
PravelD 3 TE3Z 261@.8  9.797 0.0DO198 ***
Residuals 28 7ée3l Z80.8
Signif. codes: @ “***’ @.0@1 ‘**' @.81 ‘*' @.685 ‘.’ @.1 ' ' 1
= numSummary(Somlet_resultater_MVIT$Kalsium, groups = Samlet_resultater_MVITSPrevelD,

* statistics = c("mean",
+ "sd"))

mean sd data:n
Havre 66.38712 8.665481 8
HTST 99.26250 21.376985 8
Laktose 187.95913 16.@20564 8
UHT 86.37325 18.291501 8

= print(simple.glht(AnovaModel .18, 'PrevelD', lewel = @.95))
Simultoneous Confidence Intervals ond Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Compariscns of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Kalsium ~ PrevelD, data = Samlet_resultaoter_MVIT)

Quantile = 2.7383
Minimum significant difference = 22.877
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper Std.Err t walue P(=t)

Hawre-HTST -55.752 -32.875 -9.998 B.379 -3.924 0.002741 **
Havre-Loktose -64.449 -41.572 -18.695 8.379 -4.962 0.000172 ***
Havre-UHT -42.863 -19.986 2.891 B.379 -2.385 @.183312
HTST-Laktose -31.574 -B.697 14,180 8.379 -1.038 @.728943
HTST-UHT -9.988 12.889 35.766 8.379 1.53% 0.429086

8

Laktose-UHT -1.291 21.586 44.463 .379 2.576 0.069729 .

Signif. codes: @ “**%' @ BB1 “*+*' p.BL **' B.B5 L' B.1 ¢t 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)
= TukeyH5D({AnovaModel . 18)

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence lewvel

Fit: cov(formula = Kalsium ~ ProveID, data = Samlet_resultater_MVIT)

SPravelD

diff 1wr upr p adj
HTST-Havre 32_875375 9.998334 55.752416 0.0027414
Laktose-Havre 41.572008 18.694959 64.449841 0.0001723

UHT-Havre 19.986125 -2.89@916 42.863166 @.1833119
Laktose-HTST 8.696625 -14.180416 31.573666 @.7289425
UHT-HTST -12.88925@ -35.766291 9.987791 @.4290864

UHT-Loktose  -21.585875 -44.462916 1.291166 @.@697291

= cld(simple.glht{AnovaModel .18, 'PrevelD', lewel = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
Laktose 187.95913 A
HTST 99.26250 A
UHT 86.37325 A B
Havre 6638712 B

Figur T. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Kalsium ~ PrgvelD, samt pdfglgende Tukeys test.



Vedlegg 13. Enveis ANOVA: Jodinnhold, hgymolekylaer ~ Prgvefraksjon

13.1 HTST

= AnovaModel .21 <- aow(Jodl ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)
» surmary{AnovaModel . 21)
Df  Sum Sq Mean 5q F walue Pr(=F)
Pravefroksjon 3 ©.002562 0.000834 49.11 @.92 *
Residuals 2 9.908034 0.000017
Signif. codes: @ “*¥%*' @.0@1 “**' @.01 ‘*" @.85 ‘.7 8.1 ° ' 1
10 observations deleted due to missingness
> numSummary{Somlet_resultater_MVIT$Jodl, groups = Samlet_resultater_MVIT$Prevefraksjon,

+ statistics = c{"mean",
+ "sd"))

mean sd data:n data:NA
D129 9.95708 ©.883394113 2 @
DE@  ©.B7935 0.004737615 2 @
K120 9.87378 NA 1 1
K6@ @.1180@ NA 1 1

» print{simple.glht(AnovaModel .21, 'Prevefroksjon’, level = @.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: mow(formula = Jodl ~ Prevefraksjon, dota = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = £.9289
Minimum significant difference = @.@35
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper  Std.Err t value P({>t)
D120-D6D -@.057321 -0.022350 0.012621 ©.905647 -4.428 0.1153
D120-K120 -@.051671 -0.0167088 0.018271 9.005847 -3.309 0.1915
D120-K60 -©.095971 -0.061000 -0.026029 @.005047 -12.086 0.9170 *
DER-K129 -@.029321 0.005650 0.040621 ©.905647 1.119 0.7168
DEB-KE@  -@.873621 -0.038650 -0.003679 ©.005847 -7.5658 0.0413 *
K120-K60 -0.079271 -0.044300 -0.009329 9.005047 -8.777 0.0317 *

Signif. codes: @ “***' @ @@l ‘**' @.01 ‘** B.@5 ‘' @.1 * ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

> TukeyHSD{AnovaModel . 21)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: oow(formula = Jodl ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

$Provefraksjon

diff Lwr upr p adj
DEG-0129  ©.92235 -0.006204071 0.05000467 0.0794637
K120-0120 ©.01670 -9.018271453 0.85167145 @.1914890
KEB-0120 ©.06100 ©0.926028547 ©.@9597145 0.0169907
K120-D6@ -@.00565 -9.040621453 0.82932145 @.7167598
K6B-068 9.@3865 ©.003678547 ©.07362145 ©.0412583
KEB-K120 ©.04430 @.003918445 0.08468156 @.0418513

> cld(simple.glht(AnovaModel .21, 'Prevefraksjon’', level = ©.95))
Tukey's HSD
Alpha: ©.85

Mean G1 G2
Ko @.11808 A
Ded @.87935 B
K128 @.87378 B
0128 @.85708 B

Figur U. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Jod1 ~ Prgvefraksjon, samt pdfglgende Tukeys test.



13.2 Laktoseredusert

» AnovaModel .23 <- aov(Jodl ~ Prevefraksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)
» summary(AnovaModel . 23)
Df Sum 5q Mean Sg F value Pr(=F)
Pravefraksjon 3 ©.801788 @.0085693 142 ©.987 =+
Residuals 2 0.00000E 9.0000040
Signif. codes: @ ‘***' 9,081 “**' @01 ‘** B.@5 ‘.’ @.1 ' ' 1
& observations deleted due to missingness
> numsummary(Somlet_resultater_MVIT3Jodl, groups = Somlet_resultater_MVIT$Prevefroksjon,

+ statistics = c("mean",
+ "sd"))

mean sd data:n data:NA
D129 @.8388 ©.0001414214 2 -]
Dea@ @.8790 ©.0028284271 2 2]
K129 8.0488 NA 1 1
K68 ©.0604 NA 1 1
LM-D12@ MNaN NA a Fd
LM-D6® HNalN NA 2] Fd

» print(simple.glht{AnovaModel .23, 'Prevefraksjon', level = @.953)
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Controsts

Fit: aov(formula = Jodl ~ Prevefroksjon, data = Samlet_resultoter_MVIT)

Quantile = 6.9289
Minimum significant difference = @.817
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper  Std.Err t wvalue P(>t)
D120-DE@ -@.@57194 -0.048200 -0.023206 ©.002453 -16.391 @.00951 **
D120-K120 -@.826994 -0.010000 0.006994 0.982453 -4.077 0.13361
D120-K&® -@.838594 -0.021600 -0.004606 ©.0082453 -8.807 0.93147
DE@-K120 ©.013206 0.030200 0.047194 0.002453 12314 0.01639
De@-Ked 9.001686 ©.015680 0.835594 0.002453 7.584 0.04204
K120-KE@ -@.828594 -0.011600 0.005394 0.982453 -4.730 0.10230
Signif. codes: @ “***’ @.9@1 ‘**' 4.1 ‘** 9.05 ‘.’ @.1 ¢ ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)
» TukeyHSD{AnovaModel . 23)

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

= % %

Fit: aov(formula = Jodl ~ Prevefraoksjon, dota = Samlet_resultater_MVIT)

$Prevefraksjon

diff Twr upr p adj
DEG-D120 @.8402 ©.826324795 ©.054075205 @.0963659
K120-0126 @.0100 -9.006993586 ©.026993586 @.1336085
KEG-D120 @.0216 ©0.004606414 ©.038593586 0.0314723
K120-D6@ -9.0302 -9.047193586 -9.013206414 @.0163866
KE@-DE@  -@.8186 -©.035593580 -0.001006414 @.8420361
KEB-K120 @.8116 -0.008022503 ©.031222503 @.1325288

» cld(simple.glht(AnovaModel .23, 'Prevefraksjon’', level = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 GZ2 G3
DEd  9.8790 B
KE@ @.9604 A
K120 @.9488 A C
0120 9.9388 C

Figur V. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Jod1 ~ Prgvefraksjon, samt pdfglgende Tukeys test.



Vedlegg 14. Enveis ANOVA: Jodinnhold, lavmolekylaer ~ Prgvefraksjon
14.1 HTST

» AnovaModel .25 <- aow(Jod? ~ Provefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)
» summary{AnovaModel . 25)
Df  Sum 5q Mean Sg F value Pr(>F)
Prevefraoksjon 3 @.@94789 @.0015965 220.2 @.89452 **
Residuals 2 9.020014 9.0000072
Signif. codes: @ “***' @.@01 ‘**' 9.01 “** @.85 ‘. 0.1 * 1
16 observations deleted due to missingness
> numsummary{Samlet_resultoter_MVIT$Jod2, groups = Samlet_resultater_MVITiPrevefraksjon,
+ statistics = c("mean",

+ "sd"))
mean sd data:n data:NA
D129 @.1885 @.0@3535534 2 @
D@ @.1680 @.081414214 2 @
K120 @.1460 NA 1 1
KB@ @.8978 MA 1 1

» print{simple.glhtCAnovaModel .25, 'Prevefraksjon’, level = @,.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Compariscns of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov({formula = Jod? ~ Prevefraoksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 6.9289
Minimum significont difference = 0.08228
95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper  Std.Err t value P(>t)
D120-D6@ -©.802350 ©.020500 0.043350 9.003298 6.216 0.06148 .
D120-K12@ ©.811650 ©.834500 0.05735@0 ©@.903298 10.462 0.82251 *
D120-K6@  ©.062650 ©.083500 0.106350 9.8083298 25.320 0.90342 **
DE@-K120 -0.B08850 0.014000 0.036850 @.903298 4.245 0.12435
DEB-K68 0.B40150 ©.063000 0.055850 @.903298 19.104 0.00706 **
K120-K68  ©.826150 0.0490900 0.0671850 ©.903298 14.859 0.91143 *
Signif. codes: @ “***' @.@@1 ‘**' 9.81 “** B.B5 ‘.7 0.1 * ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

@
@
@
@
@
@

> TukeyH5D{AnovaModel . 25)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = JodZ ~ Prevefraksjon, data = Somlet_resultater_MVIT)

$Provefraksjon

diff lwr upr p adj
DE@-D120 -8.8205 -0.03915676 -0.001843240 0.0417221
K120-D126 -8.8345 -0.05734977 -0.011650228 0.0225054
KE@-D120 -8.B835 -0.10634977 -0.060650228 0.0034215
K120-De@ -0.8140 -0.03684977 O_ 008849772 0.1243453
KE@-DE@  -9.0630 -0.08584977 -0.040150228 0.0070646
KE@-K120 -8.3490 -0.07538464 -0.022615356 0.0150488

= cld(simple.glht{AnovaModel.25, 'Prevefraksjon’', level = 8.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2 G3

0120 9.1805 [
De@  9.1600 B C
K129 9.1460 B
KE@ ©.9970 A

Figur W. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Jod2 ~ Prgvefraksjon, samt pdfglgende Tukeys test.



14.2 Laktoseredusert

> summary{ AnovaModel . 267
of Sum S Mean S5q F value Pr{=F)
Prevefraksjon 3 ©.0007583 0.0002628 308.91 9.9315 *
Residuals 2 0.0000170 @.0000085
Signif. codes: @ “***’ @ @1 ‘**' @.01 ‘*’ 8.@5 ‘.7 @.1 * " 1
& observations deleted due to missingness
> numsummary{Somlet_resultoter_MVIT$Jod2, groups = Somlet_resultater MVIT$Prevefraksjon,

+ statistics = c{"mean”,
+ "sd"))

mean sd data:n data:NA
D120 @.1555 @9.802121328 2 <]
De@ B.1325 @.803535534 2 <]
K128 B.1620 NA 1 1
K68 B.1480 NA 1 1
LM-D128 NaW NA %] 2
LM-D6& Nak NA 5] 2

> print(simple.glht{AnovaModel. 26, 'Prevefraksjon’, level = @.95))
Simultaneous Confidence Intervals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Meaons: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = JodZ ~ Prevefraoksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

Quantile = 6.9289
Minimum significant difference = @.0247
95% confidence lewvel

Linear Hypotheses:
Lower Center Upper  5td.Err t value P(>t)

D120-DEd -9.801741 @.023000 ©.947741 0.983571 6.441 @.9575 .
D120-K120 -0.831241 -0.006500 0.018241 0.083571 -1.820 0.4562
D120-Ke@ -9.017241 0.907500 0.932241 0.003571 2.100 0.3810
DEB-K120 -©.854241 -0.0929500 -0.004759 0.083571 -8.262 0.0356
DEB-KE®  -0.048241 -0.015500 ©.009241 0.083571 -4.341 0.1195
K120-K60 -0.018741 0.014000 ©0.038741 0.083571 3.921 0.1432

=

Signif. codes: @ “***' @.@p@1 ‘**' @.01 **' @8.85 ‘.7 @.1 ¢ 71
(Adjusted p values reported -- single-step method)

» TukeyHSDCAnovaMadel . 26)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aow(formula = JodZ ~ Prevefraksjon, data = Samlet_resultater_MVIT)

$Provefraksjon

diff Twr upr p adj
DE@-0120 -0.8230 -0.943201178 -0.802798822 0.0389568
K120-D12@ @.8065 -0.018241289 ©.831241289 0.4562284
Ke@-D120 -8.8075 -0.032241289 ©.017241289 0.3389755
K128-D6d  9.8295 0.0804758711 ©.854241289 0.0356287
Ke@-06ea ©9.9155 -0.809241289 ©.040241289 @.1194985
Ke@-K120 -8.8140 -0.042568780 ©.014568780 0.1833597

» cld(simple.glht(AnovaModel .26, 'Prevefraksjon', lewel = @.95))
Tukey's HSD
Alpha: @.05

Mean Gl G2
K120 @.1620
D120 @.1555
KEB @.1480
DE@  @.1325

= = =
m m m

Figur X. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Jod2 ~ Prgvefraksjon, samt pdfglgende Tukeys test.



14.3 Forskjell mellom prgvene

> summary(AnovaModel . 28)
Df  Sum Sg Mean 5q F walue  Pr(>F)
PrevelD 3 0.914170 0.004723  10.89 0.000186 *=+
Residuals 2@ ©.@08672 @.000434
Signif. codes: @ ‘***' §.9@1 ***' @.81 **' @.@85 .’ 8.1 ¢ ' 1
= numsummary(Samlet_resultater_MVITiJodZ, groups = Samlet_resultater_MVITiPrevelD,
+ statistics = c{"mean",

+ "sd"))

mean sd data:n
Havredrikk @.1351667 0.01967147 4]
HTST @.1540080 @.03099677 ]
Laktoseredusert @.1476667 @.01269120 ]
UHT ©.1995080 9.01501666 6

> print(simple.glht{AnovaModel .28, 'PrevelD', level = @.95))
Simultaneous Confidence Interwvals and Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Compariscons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = Jod2 ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)
Quantile = 2.7989
Minimum significant difference = @8.0336

95% confidence level

Linear Hypotheses:

Lower Center Upper  Std.Err t value PC=t)
Havredrikk-HTST -9.052482 -©.018833 0.914815 0.012822 -1.567 0.4190836
Havredrikk-Loktoseredusert -@.046149 -0.012500 0.021149 @.012022 -1.040 0.728612
Havredrikk-UHT -9.097982 -0.064333 -0.030685 0.012022 -5.351 D.0016E ***
HTST-Laktoseredusert -9.027315 ©.806333 0.939982 0.012022 B.527 ©.951578
HTST-UHT -9.079149 -@.845500 -0.911851 ©.012822 -3.785 0.0@5886 **
Laktoseredusert-UHT -9.085482 -9.851833 -0.018185 0.012022 -4.312 0.081778 **

Signif. codes: @ “***' @.@@1 ‘**' .81 ‘*' 6.85 ‘.’ @.1 ¢ ' 1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

> TukeyHSD{AnovaModel . 28)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence lewvel

Fit: ocov(formula = Jod2 ~ PrevelD, data = Samlet_resultater_MVIT)

SPravelD

diff lwr upr p adj
HT5T-Havredrikk @.018833333 -0.01481539 0.05248206 0.4190361
Laktoseredusert-Havredrikk @.012500000 -0.02114873 0.04614873 8.7286117
UHT-Havredrikk 2.864333333 0.03068461 0.0979820c 8.0001680
Laktoseredusert-HTST -9.806333333 -0.039982060 0.082731539 B.9515783
UHT-HTST 2.045500000 @.01185127 @.079145873 @.0G@58859
UHT-Laktoseredusert 0.851833333 0.01818461 ©.0B548206 0.8017779

> cld(simple.glht(AnovaModel .28, 'PrevelD', lewvel = 8.95))

Tukey's HSD
Alpha: @.85

Mean G1 G2
UHT @.1995808 A
HTST @.1540800 B
Laktoseredusert @.1476667 B
Havredrikk @.1351667 B

Figur Y. Output fra enveis ANOVA i Rstudio. Jod1 ~ Prgvefraksjon, samt péfglgende Tukeys test.
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