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SAMMENDRAG

Malet med projektet var at klarleegge betydningen af tilstedeverelse af og balance mellem pro- og
antioxidanter 1 den rd malk pd holdbarheden af forarbejdede mejeriprodukter, specielt med henblik
pa okologisk malkeproduktion. Den opnéede viden om tidlig oxidation i melk skulle give
grundlaget for anvisninger om, hvorledes rdmalk kan produceres og lagres, specielt okologisk
melk, for at mindske folsomheden over for oxidation, og ad den vej minimere oxidative @ndringer i
forarbejdede produkter med smagsfejl og naringstab til folge.

Urinsyre blev fundet at vare vigtigere end ascorbinsyre som antioxidant i malks serumfase, og det
synes at vere 1 denne fase, lipidoxidationen bliver initieret. Urinsyre blev sdledes fundet at vere
effektiv som antioxidant i forbindelsen med lysinduceret oxidation i mealk. Den mikrobiologiske
aktivitet i vommen pévirkede indholdet af urinsyre i malken og dermed den antioxidative kapacitet
af malken. Mangden af urinsyre kan derfor ligesom malkens fedtsyrefordeling @ndres gennem
koens fodring.

Tab af ascorbinsyre blev vist at vaere marker for tidlig oxidation i melk, da ascorbinsyre nedbrydes
ved en rekke oxidative reaktionsmekanismer, og nedbrydningen giver derfor et samlet udtryk for
den generelle oxidative belastning af malk. Enzymet xanthin oxidase initierer oxidation i malk ved
dannelse af superoxid-radikalet under omdannelsen af xanthin til urinsyre, hvilket blandt andet blev
pavist ved nedbrydning af ascorbinsyre i forbindelse med denne oxygenaktivering.

Anvendelse af ESR-spektroskopi (elektron spin resonans) gjorde det muligt at pédvise og
kvantificere dannelsen af radikaler i malk og mejeriprodukter. Med en nyudviklet metode kunne
der registreres @ndringer pa et meget tidligere stadium af oxidationsforlgbet, end det tidligere har
varet muligt. Den udviklede metode til méling pd mejeriprodukter anvender spinfangning med N-t-
butyl-a-phenylnitrone (PBN), hvorved de reaktive radikaler stabiliseres forud for méling. Metoden
gjorde det muligt at skelne mellem den oxidative stabilitet af malk pasteuriseret ved forskellige
temperaturer, hvorimod der ikke kunne skelnes mellem homogeniseret og uhomogeniseret malks
oxidationsfelsomhed.

I forbindelse med projektet blev en ny og felsom HPLC-metode til kvantificering af
lipidhydroperoxider i melk udviklet. Metoden kraver kun en lille provemangde, og der kan males
meget smé forskelle 1 udviklingen af lipidhydroperoxider. Metoden har hej reproducérbarhed, og
m4i 1 dag betragtes som varende den mest folsomme analytiske metode til at beskrive lipidoxidation
i meelk.

Et storre indhold af umettede fedtsyrer i malk blev vist at medfere, at melken er mere oxidativ
ustabil. Ved fremstilling af ”“gammeldags” karnemalk af en malkerdvare med flere umattede
fedtsyrer blev karnemalken sdledes oxidativ ustabil. Lipidoxidation blev vist at blive initieret i
serumfasen gennem dannelse af radikaler, hvorefter effekten af radikaldannelsen efterfolgende



kunne pavirkes i fedtfasen, hvor fedtsyresammensatningen var vigtig for omfanget af dannelse af
bade primare og sekundere oxidationsprodukter.

Det vil vare af storste vigtighed for ekologisk malkeproduktion at kunne forudsige malkens
oxidative stabilitet. Det bedste bud pé sddan forudsigelse synes i dag at vere malkens tendens til at
danne radikaler og malkens indhold af urinsyre. Det er derfor muligt at @ndre malkens oxidative
stabilitet ved at @ndre sammensatningen af foderet.

RESUME

Early events in oxidation of milk: Improvement of storage stability of dairy products with focus on
organic milk production.

Final report from a collaborative project between the Danish Dairy Board, The Royal Veterinary
and Agricultural University and Danish Institute of Agricultural Sciences, Research Center Foulum
(1.4.1999 to 31.8.2002).

Uric acid was found to be more important than ascorbic acid as a serum phase antioxidant in milk
for both thermal and light induced oxidation. The level of uric acid depends on the feeding regime
used for the cow and may thus be controlled. As part of the project, an ESR-based method using
spin trapping for quantification of the tendency of radical formation in milk was developed. This
method was together with measurements of the level of uric acid concluded to provide an early
indication of the oxidative stability of the milk and may be used for prediction of oxidative stability.
For the detection of oxidation in milk, a new sensitive method for quantification of lipid
hydroperoxides was developed. This method was concluded to be the most sensitive method
available for detection of lipid oxidation in milk. The effect of the feeding regime on the oxidative
stability of a processed dairy product was studied in traditionally produced buttermilk. Oxidation
was initiated in the serum phase as shown by ESR-spectroscopy, but the product with a more
unsaturated lipid profile was more vulnerable to oxidation.
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BAGGRUND

Mejeri- og Levnedsmiddelinstituttet pA KVL og Afdeling for Ravarekvalitet pA DJF har i perioden
fra april 1999 til august 2002 gennemfort et projekt finansieret af det statslige FOTEK-
forskningsprogram og Mejeribrugets ForskningsFond med det formél at undersege, hvorledes tidlig
oxidation i melk pavirker den oxidative stabilitet af mejeriprodukter.

I en reekke mejeriprodukter foregar oxidation under forarbejdningsprocessen og lagringen, som
medferer forringet aroma og naringsvardi. Oxidationsprocesserne starter allerede i den rd malk,
hvor de kan vare mere eller mindre fremtreedende. Det er ikke klarlagt, hvordan oxidationen
initieres, eller hvorfor den varierer mellem forskellige besatninger, og den betegnes som “’spontan
oxidation”. Spontan oxidation er et voksende problem med en stigende produktion af ekologiske
mejeriprodukter. I gkologisk mejeribrug homogeniseres malken ikke, og dette synes at fremme den
spontane oxidation. En eget malkeproduktivitet hos koen bidrager ogsé til spontan oxidation i
melk, da melken fra hejt ydende keer generelt er mindre oxidativt stabil.

Oxidation 1 konsummelk har tidligere veret et problem relateret til lysgennemtrangelig emballage,
der medferte forringet smag i form af en karakteristiske ’brandte fjer” off-flavour, og som skyldes
lysinduceret oxidation af svovlholdige aminosyrer. Oxidation af maelkens lipid medferer en sakaldt
“pap-agtig” smag af sekundzre lipidoxidationsprodukter sdsom hexanal. Homogenisering af
malken og anvendelse af lystaet emballage har sidenhen nedbragt disse oxidative andringer.
Problematikken er dog blevet aktuel igen med ensket om at mindske emballageforbruget og en
tendens til at oge lysintensiteten i detailhandlen i visse lande. En stadig stigende produktion af
okologisk melk, der ikke homogeniseres, og gkologiske melkeprodukter, der pasteuriseres ved en
lidt lavere temperatur end konventionelle melkeprodukter, bidrager ligeledes til eget oxidation i
disse mejeriprodukter.

En beskrivelse af oxidative mekanismer i specifikke lipidfraktioner og proteiner i malken kan
bidrage til forstaelse af, hvilke faktorer der influerer pa tidlige oxidationsprocesser, og vaere med til
at belyse, hvordan oxidationen initieres. Mange faktorer skennes at indvirke pa maelks tendens til at
oxidere, herunder malkens indhold af umettede fedtsyrer, som iser findes i phospholipiderne. Hoj
grad af umettethed fremmer den termiske oxidation af lipidfraktionen, den sékaldte autooxidation.
Redox-aktive metal-ioner katalyserer dannelse af radikaler fra lipidhydroperoxider, mens singlet
oxygen, der is@r dannes fotokemisk, menes at vare involveret i dannelsen af de forste
hydroperoxider. Derudover er enzymatiske processer ogsd medvirkende 1 initieringen af
oxidationsprocesserne. En bedre forstielse af, hvordan oxidationsprocesserne initieres og af deres
videre forleb, kan opnds ved at kvantisere dannelsen af radikaler, samt folge omsatningen af
antioxidanter. Radikaler dannes ved hydroperoxidernes spaltning, men er ogséd mellemprodukter 1
visse enzymatiske processer, hvor hydroperoxiderne dannes. 1 det tidlige stadium af
oxidationsforlgbet er malkens antioxidanter i stand til at forhindre akkumulering af primaere og
sekundaere oxidationsprodukter. Denne fase kaldes nelefasen (se Figur 1). I takt med at
antioxidanterne forbruges ved radikalprocesser, forekommer der en akkumulering af de primere



oxidationsprodukter, hydroperoxiderne. Lipidhydroperoxiderne kan spaltes under dannelse af
sekundere oxidationsprodukter, som er carbonyler, der giver smagsfejl. “Early events”, de tidlige
begivenheder, er i oxidationsgjemed en samlet betegnelse for de processer, der i malk betinger
initiering af oxidationsprocesserne, og derved et forbrug af antioxidanter samt akkumulering af
primare oxidationsprodukter og herunder dannelsen af radikaler. Denne tidlige del af
oxidationsforlebet er yderst kritisk, idet en forlengelse af nelefasen giver produktet en bedre
holdbarhed.
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Figur 1. Oversigt over dannelsen af stoffer ved oxidation (Modificeret efter Stapelfeldt ez al., 1998).

Enhver oxidativ belastning af ravaren, hvorved antioxidanter bliver forbrugt, vil vaere med til at
reducere holdbarheden og kvaliteten af forarbejdede produkter. Det er tidligere vist, at man gennem
fodring kan manipulere malkens fedtsyresammensatning samt balancen mellem naturligt
forekommende pro- og antioxidanter i den rd meelk. Ved at producere ra melk, der pé grund af
sammens&tningen er mindre felsom overfor oxidativ stress, mé forarbejdede mejeriprodukter
forventes at fi forbedret oxidativ stabilitet.

En begraensende faktor i forbindelse med oxidationsstudier af melk har varet manglende
folsomhed og specificitet af de anvendte analytiske metoder. I dette projekt anvendes der en rekke
af de klassiske metoder til at analysere den oxidative status i forbindelse med melk og
mejeriprodukter. Resultaterne fra de traditionelle malemetoder sammenlignes med ESR-
spektroskopi, der gor det muligt at mdle andringer pd et meget tidligere stadium af
oxidationsforlgbet. Som en del af projektet blev disse mélemetoder tilpasset analyse af



mejeriprodukter. Der blev ligeledes udviklet forbedrede metoder til maling af antioxidanter og deres
nedbrydningsprodukter samt af de primare oxidationsprodukter i melk og mejeriprodukter.

FORMAL

Det overordnede formal med projektet var at klarlegge, hvilken betydning tidlig oxidation, pro- og
antioxidanter i den ra melk har pa holdbarheden af det forarbejdede produkt, iser med henblik pa
okologisk melkeproduktion. @kologisk melk skennes generelt mest udsat for savel spontan
oxidation som oxidation under lagring af produktet.

Et andet mél med projektet var at finde nye markerer for oxidation 1 malk, der kan anvendes til at
udvikle metoder, som kan belyse en given ravares egnethed til videre forarbejdning og benyttes til
forudsigelse af produktholdbarheden. Derudover var det et mdl at komme med anvisninger pa,
hvorledes man kan producere og lagre rdmalk, specielt gkologisk malk, s& den er mindre folsom
overfor oxidation, og ad den vej minimere oxidative a&ndringer i det forarbejdede produkt.

METODEUDVIKLING

Anvendelse af ESR-spektroskopi i forbindelse med mejeriprodukter

I lobet af projektet blev der udviklet forskellige metoder baseret pd elektron spin resonans-
spektroskopi (ESR), der kunne anvendes til maling af radikaler i malk og mejeriprodukter, og
derved medvirke til at belyse de tidlige oxidationsprocesser i malk. Radikaler blev kvantiseret ved
hjelp af spinfangning (se Figur 2). En metode, hvor ustabile radikaler reagerer med en spinfanger
sasom N-tert-butyl-a-phenylnitrone (PBN) og danner et stabilt radikal, der efterfolgende kan
detekteres ved ESR-spektroskopi. Der blev i projektet udviklet metoder til anvendelse af
spinfangning i forbindelse med mejeriprodukter.

H O H O-
/ /
>: N\+ + R - Ph+ N\
Ph CMe, R CMe

Ustabilt radikal Stabilt radikal
PBN
(Spinfanger)

Figur 2. Reaktion mellem spinfangeren PBN og et ustabilt radikal.

I forbindelse med udviklingen af ESR-metoder, blev der malt direkte pa radikaler 1 frysetorret
melk. Derudover blev der malt pa induktionstiden for dannelse af spin-addukter med spinfangeren
PBN i melk under accelererede betingelser, og i den forbindelse blev to metoder afpravet, som
tidligere er blevet anvendt pd ol og spiseolier. Disse metoder var udgangspunkter i frembringelsen



af en metode, hvor spinfangere anvendes under moderat accelererede betingelser i mejeriprodukter.
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Figur 3. Relativ signal intensitet af PBN spin-addukter i fedt isoleret fra smor ved 80°C. Induktionstiden og tophejden

er markeret.

Intensiteten af signalet af spinfangeren males over en given tid, hvorefter en graf fremkommer og
induktionstiden samt tophgjden ved en bestemt tid aflases (se Figur 3).

Desuden blev der udviklet en ESR-metode til méling af ascorbyl radikalet, som er et mellemprodukt
ved oxidation af ascorbinsyre (findes som ascorbat i melk) til dehydroascorbinsyre. De udviklede
ESR-assays blev anvendt til at méle pa forskellige mejeriprodukter og melk, og et udvalg heraf
prasenteres 1 det folgende.

Spinfangeren PBN blev tilsat direkte til fedt isoleret fra smer, der var opvarmet til 80°C, og derefter
blev dannelsen af radikaler fulgt, som funktion af tiden (se Figur 3). Resultatet viste en
induktionstid for dannelsen af radikaler 1 fedtet fra smorret (indtil omtrent 100 minutter), hvorefter
dannelsen af radikaler foregik med en sterre linear hastighed efter omtrent 00 minutter. Resultatet
stemmer overens med, hvad der tidligere er observeret fra accelererede oxidationstests som metoder
baseret pé til Rancimat- og Oxidograph-instrumenter. ESR-spektroskpi har dog den fordel, at der
analyseres under mildere betingelser og i kortere tid (Kristensen et al., 2002).

Der blev malt pa lysinduceret oxidation i ubehandlet malk ved brug af spinfangeren PBN, og
mangden af radikaler i malk opbevaret i lys (1000 lux) var sterre end i malkeprover lagret i merke
(Figur 4). Forseget viste en klar pro-oxidativ effekt af lys, hvilket var forventelig fra tidligere
erfaringer. Der var ingen forskel 1 induktionstiden, hvilket tyder pa, at der ikke var en forskel 1
forbruget af antioxidanter i preverne opbevaret i lys i forhold til preverne i merke ved denne lettere
forhejet temperatur (Kristensen et al., 2002).
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Figur 4. Effekten af lyspavirkning (1000 lux) (o) eller morke (@) for malk lagret 48 timer ved 20°C malt ved det
relative signalhgjde af ESR-spektret. Assay betingelser: Malken blev inkuberet med 30 mM PBN ved 55°C.

Det var muligt at skelne mellem malk pasteuriseret ved forskellige temperaturer ved brug af
spinfangeren N-fert-butyl-a-phenylnitrone (PBN). Melk pasteuriseret ved en hgjere temperatur
indeholdt ferre radikaler (se Figur 5) end malk pasteuriseret ved lavere temperatur, hvilket
stemmer overens med tidligere resultater. Der var ikke var forskel i mangden eller forlgbet i1
dannelse af radikaler mellem homogeniseret og uhomogeniseret malk.
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Figur 5. Relativ intensitet af ESR-spektret af spinfangeren PBN tilsat homogeniseret malk pasteuriseret ved forskellige
temperaturer 69°C (@), 76°C (A), og 82°C (m).

Ny og felsom metode til kvantificering af lipidhydroperoxider

I forbindelse med projektet er der endvidere udviklet en ny og meget folsom metode til
kvantificering af lipidhydroperoxider i maelk. Metoden kraever kun 10-20 mg lipid og forskellen
mellem udviklingen i lipidhydroperoxider kan ses i melk lagret i morke i 24 timer ved 4°C, ligesom
det er muligt at male lysinitieret oxidation i maelk efter kun 2 timers eksponering med kunstigt lys



(3400 lux). Metoden er reproducérbar og ma i dag betragtes som vaerende den mest folsomme
analytiske metode til at beskrive lipidoxidation i meelk (Dstdal ez al., 2001).

Antioxidanter i melkelignende modelsystemer

Som del af projektet blev der udfert en rekke modelforseg med malkelignende emulsioner, hvor
dannelsen af radikaler blev fulgt ved hjaelp af ESR-spektroskopi og spinfangeren a-4(4-pyridyl 1-
oxide)-N-fert-butylnitrone (POBN). De malkelignende emulsioner indeholdt forskellige
antioxidanter i samme koncentration, som de naturligt findes 1 malk. Emulsionerne blev sat i
vandbad ved 30°C i 4 dage med daglig udtagning. Efter udtagning blev POBN tilsat og preven sat i
vandbad ved 55 °C i 15 minutter, hvorefter der blev mélt. Et tidsforleb pa 4 dage blev valgt som en
gennemsnitlig opbevaringstid af maelk, og udviklingen i radikaler blev fulgt.

I dette modelsystem virkede ascorbinsyre som pro-oxidant, hvorimod a-tocopherol og B-caroten
ikke forte til en oget mangde radikaler. Der blev pd de samme emulsioner mélt sekundere
oxidationsprodukter ved GC-MS for at undersege om tilstedevarelsen af forskellige antioxidanter
pavirker fordelingen af sekundare oxidationsprodukter (Kroger-Ohlsen et al.).



RESULTATER

Xanthin oxidase i malk

Enzymatisk aktivitet i melken kan medvirke til en initiering af oxidationsprocesserne. Bade xanthin
oxidase og peroxidase aktivitet medferte en oget oxidation af ascorbinsyre 1 malk (Nielsen et al.,
2000). Xanthin oxidase, som findes 1 relativ hgj koncentration i malkens fedtkuglemembran,
katalyserer omdannelsen af xanthin til urinsyre under forbrug af O, og dannelse af superoxid (0,*")
(se Figur 6). Superoxid virker som svag oxidant i vandige oplesninger og kan derudover abstrahere
svagt bundne hydrogenatomer fra blandt andet tocopheroler, thioler og ascorbinsyre, og derved
mindske den antioxidative kapacitet af malken. Nar hypoxanthin blev tilsat rd malk, sés en oget
oxidation i form af dannelsen af hydroperoxider. Dette kan forklares med, at xanthin oxidase
katalyserer omdannelsen af hypoxanthin til xanthin, under dannelsen af superoxid.

X0 X0
Hypoxanthin __ § Xanthin —— ® Urinsyre

\ \

0, " Oy

Figur 6. Omdannelse af hypoxanthin til xanthin ved enzymet xanthin oxidase (XO) under dannelsen af superoxid.

Det blev 1 projektet vist, at aldehyder, der dannes som sekundaere oxidationsprodukter, kunne oge
oxidationsprocesserne, sandsynligvis fordi de virker som substrat for xanthin oxidase. Dette blev set

som en akkumulering af lipidhydroperoxider i rd malk, nar der var tilsat hexanal (Steffensen et al.,
2001).

Peroxidaseaktivitet 1 maelk medferte oxidativ nedbrydning af ascorbinsyre. Dette blev pavist ved
tilsetning af hydrogenperoxid (der kan virke som substrat for peroxidase) til malk, hvorefter
koncentrationen af ascorbinsyre faldt. Tilsetning af samme mangde hydrogenperoxid til UHT
mealk, der ikke har peroxidaseaktivitet, medferte ikke et tilsvarende fald i koncentrationen af
ascorbinsyre (Nielsen et al., 2000).

Markerer for oxidativt stress i maelk

Urinsyre i forbindelse med oxidativt stress i meelk

Urinsyre er en kendt antioxidant i biologiske systemer og findes naturligt i malk med en
koncentration pa 16-22 mg/L. Indholdet pavirkes af forskellige faktorer, blandt andet af den
mikrobiologiske aktivitet i vommen, af malkeydelsen og af fodring. Det blev pavist i projektet, at
det var muligt at oge koncentrationen af urinsyre gennem fodring. Et fodringseksperiment med hgj
og lav mikrobiologisk aktivitet i vommen gav malk med samme koncentration af poly- og
monoumattede fedtsyrer, men med en forskellig koncentration af urinsyre. Malk fra keer med en
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hej mikrobiologisk aktivitet i vommen havde en sterre antioxidativ kapacitet. Der var et hgjere
niveau af lipidhydroperoxider i malk fra keer med en lav mikrobiologisk aktivitet i vommen
sammenlignet med malk fra keer med hej mikrobiologisk aktivitet i vommen, nidr malken blev
udsat for lyspavirkning. Den lavere oxidative stabilitet i malk fra keer med lav mikrobiologisk
aktivitet i vommen kan forklares ved, at malken indeholdt mindre urinsyre (17,4 mg/L) i forhold til
mealk fra keer med en hej mikrobiologisk aktivitet i vommen, hvor koncentration af urinsyre var
storre (22,4 mg/L) (se Figur 7).
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Figur 7. Relativ koncentration af lipidhydroperoxider i to typer malk med hejt og lavt indhold af urinsyre athengig af
mikrobiologisk aktivitet i vommen. Malk udsat for lys (gul) sammenlignet med meelk opbevaret i merke (blé).

Det blev pavist i projektet, at urinsyre virkede som en antioxidant, og det var muligt af reducere
lysinduceret oxidation 1 maelk ved tilsetning af urinsyre. Dette sds ved at dannelse af
lipidhydroperoxider ved lyspavirkning var hejere i malk med et lav indhold af urinsyre (se Figur 8).

025t A T - B T p <0.05
p < 0.001 T
0.15}
0.05} I
s I . A .
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Figur 8. Relativ effekt af urat (A) eller ascorbat (B) pé dannelsen af lipidhydroperoider i pasteuriseret maelk under
lyspavirkning ved 5 + 0,5°C. Veardierne er gennemsnittet af tre individuelle mélinger. Kontrolmelken var indpakket i
folie og ikke tilsat urat eller ascorbat.
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Urinsyre blev nedbrudt under lyspéavirkning, og beskytter mod oxidation ved selv at blive oxideret.
Urinsyre viste sig at vaere en effektiv antioxidant i malk og mere effektiv end ascorbinsyre (se

Figur 8). Urinsyre findes normalt i hgjere koncentration i melk i forhold til ascorbinsyre (Ostdal et
al., 2000).

Ascorbinsyre i forbindelse med oxidativt stress i meelk

Et af formdlene med projektet var at finde en marker for oxidativt stress i malk, og derfor blev
nedbrydning af ascorbinsyre til dehydroascorbinsyre (med ascorbylradikalet som mellemprodukt)
fulgt ved forskellige betingelser. Det er velkendt, at overgangs-metal-ionerne Fe(IIl) og Cu(Il) kan
initiere oxidation, og den oxidative nedbrydning af ascorbinsyre blev undersogt i melk tilsat
forskellige koncentrationer disse metal-ioner. Resultatet viste, at tilsetning af Cu(Il) forte til en
betydelig oxidativ nedbrydning af ascorbinsyre, hvorimod tilsetning af Fe(Ill) ikke medvirkede til
en vaesentlig reduktion af ascorbinsyre (Nielsen et al., 2000).
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Figur 9. Koncentrationen af ascorbinsyre som funktion af tiden, i rd meelk (0) og ra meelk tilsat 735 uM hypoxanthin
(@) eller 735 uM hypoxanthin + katalase (m).

Xanthin oxidase og peroxidase accelererede drastisk den oxidative nedbrydning af ascorbinsyre.
Tilsetning af hypoxanthin medferte séledes et fald i1 koncentrationen af ascorbinsyre pd grund af
dannelsen af superoxid ved nedbrydning af hypoxanthin til urinsyre (se Figur 6 og Figur 9).

Pévirkningen af lactoperoxidase blev undgiet ved tilsetning af katalase. Tilsaetning af hexanal

medferte et fald i koncentrationen af ascorbinsyre (se Figur 10) hvilket kan skyldes, at hexanal
virker som substrat for xanthin oxidase, og dermed accelerer oxidationen af ascorbinsyre.
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Figur 10. Koncentrationen af ascorbinsyre som funktion af tiden i melk (®) og i melk tilsat 1 mM Hydrogenperoxid

(©).

Peroxidaseaktivitet 1 malk kan medvirke til oxidativ nedbrydning af ascorbinsyre. Dette blev
indirekte pavist ved tilsaetning af hydrogenperoxid, der kan virke som substrat for peroxidase.
Tilsetning af hydrogenperoxid i rd malk medferte en nedbrydning af ascorbinsyre, hvorimod der
ikke sés en effekt 1 UHT melk, der ikke har peroxidaseaktivitet, hvorfor hydrogenperoxid synes at
virke som substrat for peroxidase (Nielsen et al., 2000).

Nedenfor ses en opsummering af det processer, som der i projektet blev fundet at indvirke pa
oxidation af ascorbinsyre til dehydroascorbinsyre:

O,-* + ascorbinsyre —  dehydroascorbinsyre
OHe + ascorbinsyre —  dehydroascorbinsyre
ROOQe + ascorbinsyre —  dehydroascorbinsyre
a-Toce + ascorbinsyre —  dehydroascorbinsyre
Peroxidasee® + ascorbinsyre —  dehydroascorbinsyre
Cu(II) + ascorbinsyre —  Cu(I) + dehydroascorbinsyre

Ascorbinsyre bliver sdledes oxideret af flere forskellige reaktionsveje, og oxidation kan fordrsages
af bade kobber, enzymatisk aktivitet og a-tocopherol. Disse processer er alle relevant for oxidation i
melk, og tab af ascorbinsyre synes sdledes at vaere en anvendelig marker for oxidativt stress 1 maelk
(Ostdal et al., 2000; Nielsen et al., 2002).

Overgangs-metal-ioner
Cu(I) viste sig at have en pro-oxidativ effekt i maelk, hvilket sés ved oxidation af ascorbinsyre, men
ogsé ved dannelse af hexanal i malk for en kobber koncentration der var relevant for meelk (10 uM
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Cu®™") (Nielsen et al., 2000). Derimod var det ikke muligt at pavise tidligere forsogsresultater
omkring den pro-oxidative effekt af Fe(Ill), nar dette blev malt ved oxidation af ascorbinsyre
(Nielsen et al., 2000). Dette kan skyldes tilstedevearelsen af chelerende stoffer i malk i form af
proteiner og citrat, der ved binding af jernet forhindrer jern-katalyserede reaktioner og efterfelgende
reaktioner med ascorbinsyre.

Fedtsyresammensztningens betydning for oxidation

Det var muligt at fremstille malk med forskellig fedtsyresammensetning ved manipulering af
foderet til keerne. Der blev fremstillet tre forskellige slags malk med forskellig
fedtsyresammensatning (se Tabel 1).

Tabel 1. Gennemsnitlig fedtsyrefordeling af de tre typer malk anvendt i projektet.

Melketype 1 Mezlketype II (meaettet) Melketype 111

(hgj de novo) (umaettet)
Fedtsyre Vagt % Vagt % Vagt %
C4 4.2+0.1 3.4+0.5 4.7£1.2
Cé6 3.4+0.2 2.1+0.4 2.9+0.7
C8 2.1+0.2 1.0+0.2 1.4+0.3
C10 4.6+0.7 2.0+0.4 2.4+0.5
C12 5.3+0.8 2.3+0.4 2.5+0.3
Cl4 14.4+1.0 9.3+1.0 9.8+0.7
Cl6 38.1£2.4 57.8+1.6 25.0£1.0
Clé6:1 1.9+0.1 3.8+0.8 0.1+0.0
C18:0 6.4+0.1 3.1+0.5 13.2+1.3
C18:1 16.7+1.6 13.44+0.5 30.6+3.4
C18:2 2.4+0.2 1.4+0.2 5.6+0.5
C18:3 0.5+0.1 0.4+0.2 1.9+0.3

Ved malketype I indeholdt foderet bade byg og soja, saledes at det medferte en hegjere de novo
syntese (nyopbygning) af fedtsyrer. Derved far melken et hgjere indhold af kortkeedede mettede
fedtsyrer. Malketype II indeholdt flere umattede fedtsyrer, da der var fodret med soja, som
indeholder en storre maengde umattede fedt, samt en malketype I1I, hvor mettet fedt i form af 50
% palmitinsyre og 50 % stearinsyre blev tilsat foderet, resulterende i en storre mangde meettede
fedtsyrer i maelkefedtet.

Indholdet af polyumettede fedtsyrer viste sig at influere pd malkens oxidative stabilitet (se Figur
11), mélt ved stigende koncentration af hexanal med et oget indhold af umattede fedtsyrer.
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Figur 11. Den relative koncentration af hexanal i malk som funktion af indholdet af polyumattede fedtsyrer.

Denne observation kan forklares ved, at umettede fedtsyrer autooxiderer med en betydelig
hastighed pa grund af tilstedevaerelsen af dobbeltbindingerne, hvorimod oxidation af mattet fedt
foregér endog serdeles langsomt ved stuetemperatur. Derudover har fedtsyresammensatningen af
maelken ogsd en betydning for, hvor meget xanthin oxidase, der bliver frigivet fra
fedtkuglemembranen ved keling (se Figur 12), idet fedtsyresammensatningen er pavirket af hvilken
temperatur udkrystalliseringen foregér ved.

-','g 60} % “§§
§ §
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4 10 25
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Figur 12. Aktivitet af xanthin oxidase i malk med forskellig fedtsyresammensatning ved temperaturerne 4°C, 10°C og
25°C. Melketype I indeholder en storre maengde korte mattede fedtsyrer, malketype II indeholder en sterre mengde
meattede fedtsyrer, og malketype III indeholder mere flere umattede fedtsyrer.
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Procesteknologisk forseg med kaernemselk

Projektet blev afsluttet med et procesteknologisk forseg med karnemalk. Der blev fremstillet
”gammeldags” kaernemalk pa en UCR 060 smorkarne fra Paasch & Silkeborg ud fra to typer meelk
hos Arla Foods amba i Holstebro. Fedtsyresammensatning af malken blev varieret ved
manipulation af foderet pa grundlag af fodringsforseg udfert tidligere i projektet, hvilket resulterede
1 kernemelkstype I (ud fra malketype I), der indeholdt en storre maengde korte maettede fedtsyrer,
og kernemelkstype II (ud fra malketype III), der indeholdt en storre mangde umattede fedtsyrer.
De to typer kaernemelk blev lagret over 11 dage, og oxidationen blev fulgt ved ESR-spektroskopi
samt ved indholdet af primare oxidationsprodukter i form af peroxider og ved indholdet af det
sekundere oxidationsprodukt hexanal.
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Figur 13. Absorbansen ved 500 nm, som et relativt mal for dannelse af peroxider i type I keernemalk (@), og den mere
umattede type II (pa basis af type III) (0) kernemelk under lagring ved 4 °C (Kristensen et al., 2003).

Derudover blev koncentrationen af de fedtopleselige antioxidanter a-tocopherol og B-caroten fulgt.

Det var muligt at skelne mellem de to typer keernemaelk med hensyn til indholdet af peroxider (se
Figur 13) og det sekundere oxidationsprodukt hexanal (se Figur 14) (Kristensen et al., 2003).
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Figur 14. Arealet af den integrerede top I i GC-kromatogrammet som et relativt mal for hexanal in type I (@) og den

mere umattede type III (pa basis af type II) (0) keernemalk under lagring ved 4 °C (Kristensen et al., 2003).

Den antioxidative kapacitet af keernemalken blev bestemt ved et ESR-assay, der tidligere er blevet
anvendt i forbindelse med maling pd bade whisky og redvin (Gardner et al., 1999). I denne metode
anvendes et vandopleselige stabilt radikal "Fremy’s salt” (se Figur 15), der tilsattes kernemalken,
hvorved et ESR-signal kan males. Ved dannelsen af radikaler i kaernemalken vil disse reagere med
Fremy’s salt og reducere dette, hvilket gor saltet usynligt ved detektion med ESR. Den volumen
kernemalk, det krever at reducere ESR-signalet af Fremy’s salt med 50 % 1 forhold til en
reference, bestemmes. Den antioxidative kapacitet af kaernemelken kan saledes bestemmes ved, at
sammenligne den mangde kernemalk, der skal tilsattes, for at reducere samme mangde Fremy’s
salt (Kristensen et al., 2003).
(Ij.
+
2K -o3s/N\s 0,"

Figur 15. Fremy’s salt (kalium nitrosodisulfonat), et vandopleseligt stabilt radikal.

Resultatet viste, at den antioxidative kapacitet af begge typer kernemelk faldt under lagringen,
sandsynligvis pa grund af en eget oxidation med et forbrug af antioxidanter i serumfasen til folge.
Derimod var der overraskende ikke et tab 1 fedtopleselige antioxidanter (a-tocopherol og -caroten)
(se Figur 16).
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Figur 16. Den antioxidative kapacitet af type I kernemelk (@), og den mere umattede type III (fra type II) (O)
kernemelk efter lagring ved 4°C. A: Koncentration af a-tocopherol, B: -caroten, og C: volumen kernemelk tilsat for
at reducere 50 % af det semi-stabile vandopleselige radikal nitrosodisulfonate (63 pM) (Kristensen et al., 2003).

Lipidoxidationen 1 karnemelken var lav og medferte ikke et fald i fedtopleselige vitaminer.
Dannelsen af radikaler, der initierede oxidationen, synes derfor at starte i serumfasen, hvor enzymer
og metal-ioner kunne katalysere oxygen-aktiveringen. Effekten af radikaldannelsen sés
efterfolgende 1 fedtfasen, og fedtsyresammens@tningen var siledes vigtig for dannelsen af bade
primere og sekundare oxidationsprodukter (Kristensen et al., 2003).Det var muligt at pavirke den
oxidative stabilitet af kernemelk ved at pavirke malkens fedtsyresammensetning ved hjelp af
foderet. Det abner mulighed for at uenskede oxidative @ndringer i andre mejeriprodukter kan
mindskes ved at manipulere fedtsyresammensatningen af melk ved fodring (Kristensen et al.,

2003).

KONKLUSION

Anvendelse af ESR-spektroskopi viste sig at vere et glimrende varktej til at analysere dannelsen af
radikaler i malk og mejeriprodukter. Gennem en videreudvikling af metoder til ESR, kan en dybere
forstéelse af initieringen af oxidationsprocesser i melk muligvis opnds og medvirke til at klarlegge,
hvilke processer der er af betydning for den tidlige oxidation, og dermed den videre

produktholdbarhed.

I forbindelse med projektet er der endvidere udviklet en ny og meget folsom metode til
kvantificering af lipidhydroperoxider i malk. Metoden udmarker sig ved kun at kraeve en lille
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provemangde og vare 1 stand til at detektere smé forskelle 1 udviklingen af lipidhydroperoxider i
malk. Metoden er derfor bade reproducérbar og en yderst folsom analytisk metode til at beskrive
lipidoxidation i melk.

Urinsyre blev vist at veere en glimrende antioxidant i forbindelsen med lysinduceret oxidation i
mealk, og synes at vare en vigtigere antioxidant i malk end ascorbinsyre. Det var muligt at pavirke
indholdet af urinsyre i malken gennem fodring. Derudover havde den mikrobiologiske aktivitet 1
vommen ogsa en pavirkning pa indholdet af urinsyre i malken, og dermed den antioxidative
kapacitet af maelken.

Ascorbinsyre kan anvendes som marker for oxidativt stress, da den nedbrydes via flere forskellige
oxidative reaktionsmekanismer. Derfor kan nedbrydning af ascorbinsyre bruges som et méal for
hvorvidt oxidationsprocesser finder sted i et produkt.

Det blev pévist, at ssmmensatningen af malk kan manipuleres ved hjelp af foderet til keerne. Det
var muligt at pavirke og @ndre fedtsyresammensatningen, som influerede pa folsomheden overfor
oxidation. Et starre indhold af umattede fedtsyrer medferte, at malken var mere oxidativt ustabil.

Fedtsyresammens@tningen af melk havde betydning for den oxidative stabilitet af et
videreforarbejdet produkt i form af “gammeldags” kernemalk. Melk, der indeholder flere
umattede fedtsyrer, gav en mere oxidativt ustabil keernemelk. I ”gammeldags” keernemalk blev det
vist, at lipidoxidation initieres 1 serumfase ved dannelse af radikaler. Effekten af radikaldannelsen
sas efterfolgende 1 fedtfasen, og fedtsyresammensatningen var saledes vigtig for dannelsen af bade
primare og sekundare oxidationsprodukter.

Den oxidative stabilitet af malk kan tilsyneladende skennes ud fra tidlige mélinger af tendensen til
at danne radikaler og ud fra melkens indhold af og urinsyre. Det var muligt at @ndre melkens
oxidative stabilitet ved at &ndre sammensatningen gennem foderet. Metoderne er dog ikke klar til
implementering, men kraver afprevning pa flere typer mejeriprodukter.

Undersogelserne fortsettes nu i to nye projekter delvist finansieret af Mejeribrugets
ForskningsFond: Et projekt om egkologisk maelk under FQJO II-programmet og et dansk-svensk
projekt om oxidationsmekanismer i mejeriprodukter under @FORSK-programmet.
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Samarbejdsrelationer (nationalt og internationalt)
- Fodringsforseg 3 blev gennemfert i samarbejde med Sensorikgruppen pa Mejeri- og
Levnedsmiddelinstituttet pA KVL, der varetog sensoriske analyser.
- Der blev udfert et produktionsforseg af gammeldags kernemelk ved forsegsfaciliteter hos
Arla Foods i Holstebro.
- Der har varet samarbejde med Vegetabilieomradet pd Mejeri- og Levnedsmiddelinstituttet
pa KVL.
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- Der er etableret kontakt mellem DJF og ph.d. I. J. Wilk Stanford Universitet CA, USA vedr.
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