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Sammendrag af projektets formal:

Tilvejebringe ny viden om, hvordan den aktuelle variation i proteinindhold og proteinsammen-
satning i rA meelk i bAde Danmark og Sverige udtrykkes i nogle af maelkens teknologiske egen-
skaber for derigennem at opbygge viden, der kan anvendes til fremtidig produktion af maelk med
gnsket proteinindhold og gnsket proteinsammensaetning i relation til optimal udnyttelse af
meelkeravaren.

Delmal:

At undersg@ge den aktuelle variation i indholdet og sammensaetningen af proteinet i den ra meaelk fra
individuelle kger i bAde Danmark og Sverige gennem analyser af proteinfraktionens sammensaet-
ning og egenskaber ved anvendelse af moderne analysemetoder og -teknikker.

At belyse, hvordan denne variation i indhold og sammensaetning af individuelle proteiner i maelken
pavirker dens teknologiske egenskaber for osteproduktion, bl.a. kvalitet og udbytte af lavfedt-
modeloste.

At sgge efter molekylaere markarer for vigtige procestekniske egenskaber af meaelk.

At sammenligne proteinindhold og proteinsammensaetning i ra meelk produceret i Danmark og
Sverige med henblik p& dens teknologiske kvalitet og egnethed til videre forarbejdning.

Projektets resultater og konklusion:

Det er i projektet anvendt proteomics til karakterisering af effekt af variationer i maelkens protein-
sammensaetning for teknologiske egenskaber ved brug af 2-dimensional (2D)- gelelektro-forese-
baserede proteinanalyser. Proteomanalyserne kan anvendes til proteinprofilering af forskellige
typer af valle (publ. 2), samt til karakterisering af forskelle mellem ré og varmebehandlet meelk
(publ. 3). Andre undersggelser af sammensaetningen af de maelkeprgver der blev analyse-ret fra
hhv. Danmark og Sverige i projektet, viste enkelte forskelle mellem racer og mellem
lande/besaetninger, heriblandt et markant hgjere ureaindhold i de svenske prgver sammenlignet
med de danske (publ. 7 og 10). Der blev overraskende observeret problemer med koagulering
efter tilseetning af ostelgbe i op mod en 1/3 af prgverne. Darlige koaguleringsegenskaber var
associerede med bl.a. en lavere koncentration af k-kasein, og havde tendens til at resultere i et
lavere osteudbytte (publ. 7, 8 og 9). Endvidere var koncentrationerne af asq-, B- 0g x-kasein, og af
B-laktoglobulin B-varianten positivt associerede med osteudbyttet, hvorimod p-laktoglobulin A
havde en negativ effekt. Kaseintal og B-laktoglobulin B var positivt associerede med overgangs-
tallet, dvs. med hvor godt meelkens protein blev overfart til ostemassen. Maelkens ostningsegen-
skaber kan forbedres ved at selektere for eller anvende maelk med hgje koncentrationer af ass, B
og k-kasein, med hgj andel af k-kasein i forhold til total kasein, hgjt kaseintal, samt anvende maelk,
der indeholder B-laktoglobulin B-varianten (publ. 10).

Ved 2D-gelbaseret proteomanalyse blev der desuden identificeret en raekke proteiner til stede i
mindre maengder med positive hhv. negative signifikante effekter pa overgangstal og vandbinding i
lav-fedt modeloste (publ. 1). En anvendelse af disse, som markgrer for overgangstal og vand-
binding, vil dog kraeve yderligere dokumentation.



Projektets faglige forlgb:

Projektets design med en teet integration med et svensk sgsterprojekt finansieret af svenske midler
har vist sig at veere en gevinst, da der har veeret synergieffekter mht. udnyttelse af prevemateriale,
integration af resultater og en lang raekke faelles publikationer til felge, bade nationalt og internatio-
nalt.

En veesentlig del af de danske aktiviteter i samarbejdsprojektet har omhandlet implementering af
proteomanalyse som veerktgj baseret pa 2-dimensionale geler til karakterisering af proteinsam-
mensaetningen i maelk. Proteomanalysen har omfattet metodeudyvikling i forhold til kersel og
farvning af de 2-dimensionale geler, billedbehandling til kvantificering af proteinspots, masse-
spektrometri til identifikation af proteiner, samt anvendelse af multivariat dataanalyse. Derudover
har der veeret inkluderet en raekke andre parametre og registreringer til karakterisering af sam-
menhaenge mellem meelkeproduktion (ydelse, avisindex for ydelse, race, laktationsstadie, lak-
tationsnummer) og meelkens sammensaetning (protein, fedt, kasein, laktose, celletal, urea, kasein-
micelstarrelsesfordeling, antallet af frie aminoterminaler/proteolyse, plasminogen og plasminaktivi-
teter). Et af malene med projektet var at sammenligne resultater for maelkens proteinsammen-
saetning bestemt ved proteomanalyse med tilsvarende resultater fra HPLC-bestemmelse af
protein-sammensaetningen af skummetmaelk. Overordnet har resultatet vaeret, at HPLC-metoden
er velegnet til bestemmelse af de proteiner, der er mest af i maelken (kaseinerne samt o-
laktalbumin og B-laktoglobulin), samt de fremherskende genetiske varianter af p-laktoglobulin og «-
kasein, mens proteomanalysen er velegnet til bestemmelse af iseer "minor” proteiner, men ogsa
kan kvantificere "major” proteiner, afhaengig af valg af farvningsmetoden. En ulempe ved HPLC-
metoden er, at den ikke har kunnet adskille ass- 0g asz-kasein, hvorimod den gelbaserede
proteomanalyse kan adskille mange forskellige former af proteinerne baseret pa ladnings- og
masseforskelle (forskellige glykosylerings- og fosforyleringsformer samt genetiske varianter, der
giver ophav til ladningsforskelle).

Vurdering af projektets erhvervs- og samfundsmaessige betydning:
Projektets erhvervsmaessige betydning ligger for det fgrste i udvikling af en metode, der kan an-
vendes til karakterisering af en lang raekke mejeriprodukters proteinsammensaetning. Hertil kan de
masterkort over maelkens forskellige proteiner, der er vist i figur 2 og 3 pa side 10, bl.a. anvendes.
Der er derfor sket en stor kompetenceopbygning via projektet, samt skabt basis for videre frugtbart
samarbejde med svenske forskere inden for maelkekvalitetsomradet.

Der er etableret en unik viden om koblinger mellem maelkeravarens proteinprofil og forarbejdnings-
egenskaber gennem anvendelse af samme maelkepraver til karakterisering af proteinprofilen og til
fremstilling af modeloste af maelk udtaget pa "ko-niveau”. Herved er der sket en kobling mellem
individuelle proteiner i individuelle meelkeprgver og teknologiske egenskaber. Den opnaede viden
kan anvendes som et af grundlagene for en eventuel fremtidig beslutning om at avle efter -
laktoglobulin B-varianten for derigennem at opna forbedret osteudbytte og overgangstal pa
ostemeaelk.

Projektet har afdaekket nye problemstillinger, herunder at en overraskende stor andel af de
meelkeprgver, der var udtaget i projektet, viste darlige koaguleringsegenskaber. Grunden hertil kan
vaere en a&ndret ravare eller lagringen. En reduceret koaguleringsevne og dannelse af svagt
koagel farer til agede ostningstider samt reduceret osteudbytte, hvilket har en stor betydning for
mejeriernes gkonomi og dermed ogsa for maelkeproducenterne. | Danmark produceres 355 mio.
kg ost arligt, og muligheden for at optimere ravaren enten via den fremtidige avisstrategi, eller via
produktionstilpasninger hos landmeaendene og pa mejerierne har saledes stor betydning for meje-
riernes konkurrenceevne. Denne problemstilling har medfart et nyt projekt med det fokus at under-
s@ge mulige arsager til forringelser i koaguleringsegenskaber.



Dette er sket i form at et nyt inno-vationslovprojekt "Ostningsegenskaber — effekt af ydelsesforhold
og temperaturforhold inden ost-ning”, der er et samarbejde mellem DJF/Aarhus Universitet, Dansk
Kveeg, Arla Foods og Kvaeg-brugets Forsggscenter.

Et andet spin-off af projektet er et nyt forskningsprojekt under programpakken Fgdevarer og
Sundhed (Wound-healing effects of bioactive components in milk in relation to gastro-intestinal
diseases), hvor de 2D-gelbaserede proteomteknikker, massespektrometri og multivariat data-
analyse implementeret i naervaerende projekt var en vigtig forudseetning for at kunne ansgge om et
sadant projekt.

Der har veeret samarbejde med professor Anders H. Karlsson, Institut for Fgdevarevidenskab, Det
Biovidenskabelige Fakultet for Fadevarer, Veterinaermedicin og Naturressourcer Kgbenhavns
Universitet, omkring statistisk bearbejdning af data. Der er desuden etableret samarbejde med
adjunkt Allan Stensballe, Institut for Kemi, Miljg og Bioteknologi Aalborg Universitet omkring
massespektrometriske analyser.

Der har veeret samarbejde med Arla Foods Innovationscenter i Brabrand, idet der i projektet er
blevet analyseret fire forskellige maelkepraver for proteinprofil med proteom analyse udviklet i
projektet. Formalet var at undersgge regionale forskelle i to tankmeelkspraver fra Sverige, samt at
undersgge forskelle i maelk fra to individuelle keer med forskellige racer (nutidig SDM og "gammel”
RDM).

Projektet har vaeret kart som et fuldt integreret dansk-svensk samarbejde. Det danske projekt er
kart sidelgbende med det svenske sgsterprojekt, der er finansieret af Stiftelsen Lantbruks-
Forskning (Mjolkravarans proteinsammansattning och dess betydelse for mjolkens anvandning).
Det svenske projekt blev ansggt af Sveriges Lantbruksuniversitet i Uppsala, og har desuden
deltagelse af Svensk Mjolk i Lund. De to projekter har haft samme formal, og har hver deekket
deres del af forskningsaktiviteterne. Det har bl.a. betydet, at prgvetagningen har vaeret koordineret,
at der har veeret faellesskab omkring data og resultater, at der har veeret udstationering, samt at
der er udarbejdet en lang reekke feelles publikationer. Der er derved opnaet en stor grad af synergi,
som ogsa var tanken i ansggningen. Projekterne har vaeret organiseret saledes, at den danske
forskningsstatte har stettet de danske aktiviteter, mens svenske forskningspenge har stattet de
svenske aktiviteter.

Der er i den svenske del af projektet tilknyttet et ph.d.-forleb ved uddannelse af ph.d.-studerende
Anna Wedholm, SLU. Anna Wedholm var pa forskningsophold ved Institut for Ravarekvalitet i en
4-ugers periode i oktober 2005, samt i en 6-ugers periode i januar-februar 2006. Projektleder Lotte
Bach Larsen er pr. 1. januar 2006 tiltradt som medvejleder for Anna Wedholm.



Et resume pa engelsk

The protein profile of raw and pasteurized milk samples at individual cow level was related to the
cheese-making properties. This was carried out by characterization of the protein composition of
the milk samples by proteomics and by HPLC based techniques, and manufacture of low-fat model
cheeses from the same individual samples in parallel. The milk samples were obtained from two
different herds, one in Denmark comprising SDM cows, and one in Sweden consisting of the two
Swedish races, SRB and SLB. For proteomic profiling of the milk samples, a 2-dimensional gel
electrophoresis based method was implemented, and used in connection with mass spectrometry
and multivariate statistics.

Concentrations of the major milk proteins in approximately 140 individual milk samples were
determined by HPLC, and furthermore, concentrations of minor milk proteins were determined by
2D-gel based proteomics, in addition to a range of other parameters measured in the milk samples.
Concentration of total protein, total casein, - and k-casein were significantly higher in SRB milk
compared with SLB milk. Concentrations of a-lactalbumin and calcium were significantly higher in
SDM milk than in SLB milk. The concentration of urea was higher in SLB than in SDM milk, and
was suggested to reflect differences in feeding regimes between the investigated Swedish and
Danish herds.

A surprisingly high fraction, more than 30 %, of the milk samples had poor coagulation properties.
Poorly and non-coagulating samples were associated with a low concentration of k-casein and a
low proportion of k-casein in relation to total casein. The concentrations of ass-, B-, and k-casein,
and of B-laktoglobulin B-variant were found to be significant for the cheese yield, while the casein
number and B-laktoglobulin B concentrations positively affected the transition number. The cheese
making properties could be improved by selecting milk with high concentrations of ass-, -, and x-
casein, a high casein number and a fraction of k-casein in relation to total casein, and milk that
contains B-laktoglobulin B.

Two-dimensional gel electrophoresis and mass spectrometry in combination with multivariate data
analysis was used to study the effect of variations in milk protein composition on the protein
trantsition number and water holding capacity of low fat model cheeses. Mass spectrometry
identified a range of proteins with significant effects on these traits. Of the identified caseins,
several minor variants of asy-casein had positive impacts on the transition number, and a fragment
of B-casein had a positive impact on the water holding capacity. Several whey proteins with
significant influence on the water holding capacity were identified. However, the individual effect of
each identified protein on the analyzed cheese quality variables was relatively low. Therefore,
further studies of the contributions of different proteins are needed for further understanding and
prediction of cheese yield and quality.
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Uddybende beskrivelse af projektets forlab og opnaede resultater:

Udveelgelse af forsggsmateriale, indsamling, fraktionering og distribuering af meelkeprgver.

Der blev gennemfart i alt 5 planlagte preveudtagninger. Resultater fra farste prgveudtagning er
ikke medtaget pga. problemer med kgletransporten mellem landene. Ved hver prgveudtagning
blev der udvalgt, efter en screening af et starre dyremateriale, 15 SDM kger med et sa stort som
muligt spaend i det totale proteinindhold fra forsggsbesaetningen i Foulum. Sidelgbende blev der i
det svenske samarbejdsprojekt udtaget maelkepraver med varierende proteinindhold fra 15 SRB
og 15 SLB fra forsggsbesaetningen i Ultuna. Efter lavpasteurisering blev der i Sverige fremstillet
modeloste af typen lavfedt Praest-ost, i alt 45 oste, og der blev bestemt osteudbytte og vandindhold
i ostene. For videre analyse af meelkens proteinsammensaetning blev maelkepreoverne separeret i
valle og kaseinfraktion ved at tilsaette chymosin. Begge landes prgver blev analyseret i begge
lande med de analysemetoder, der var henlagt til Danmark, respektivt Sverige.

Karakterisering af proteinfraktionen i ra maelk

De beskrevne udtagne maelkepraver har dannet basis for undersggelserne i projektet. Den
overordnede sammenseetning af den ra maelk blev undersggt i relation til race og besaetning (publ.
10), og desuden blev proteinsammensaetningen bestemt ved HPLC-analyse (publ. 10), og ved
proteomanalyse af ra maelk (publ. 1, 2, 3 og 5).

Observerede forskelle mellem SLB og SRB vil isaer kunne tilskrives forskelle i fodring og manage-
ment pa de to forsegsgarde, da de to Holstein-racer fra hhv. Sverige og Danmark genetisk set er
meget ens. Forskelle mellem SRB og SLB vil derimod kunne tilskrives forskelle mellem svensk
Holstein og den rgde, svenske race, da de var fodret og opstaldet samme sted. Sammenligning af
meelk fra SDM og SLB viste, at koncentrationen af a-laktalbumin og af calcium var hgjere i SDM-
maelk end i SLB-maelk. Der var derimod ikke signifikant forskel pa indholdet af de andre proteiner
mellem de to undersagte besaetninger. Forskellen i calcium-indholdet er interessant, bade ud fra et
ernaeringsmaessigt og fra et mejerimaessigt synspunkt, da calcium er et af maelkens vigtigste mine-
raler og desuden pavirker ostningsprocessen. Desuden var koncentrationen af urea generelt
hgjere i prgverne af svensk maelk sammenlignet med de danske prgver, og var for SLB 5,56 mM
mod 3,62 mM i SDM-praverne. Dette menes at afspejle forskelle i fodringen mellem den danske og
svenske besaetning (publ. 10). Ureaindholdet har ligeledes betydning for meelkens forarbejdnings-
egenskaber.

Analyserne viste videre, at koncentrationen af total protein og total kasein, samt af -kasein og «-
kasein var signifikant hgjere i SRB-meelk end i SLB-meelk. Yderligere undersggelser viste, at k-
kasein-koncentrationen var hgjere i maelk fra kger med «-kasein AB genotypen end med AA-
genotypen. Da frekvensen af k-kasein AB-genotypen var hgjere i SRB end i SLB menes dette at
veere arsagen til den hgjere k-kasein-koncentration i SRB. Fedtprocenten var hgjere i SRB end i
SLB, mens koncentrationen af laktose var hgjere i SLB sammenlignet med SRB (publ. 9 og 10).
Disse undersggelser dannede derefter basis for yderligere karakteriseringer af sammenhange
mellem maelkens proteinsammensaetning og forarbejdningsparametre som osteudbytte og
vandindhold.



Implementeringen af proteomanalyse pa maelk omfattede fgrst en undersggelse af, om det var
muligt at analysere bade valle og kasein i en og samme 2-dimensionelle gel, dvs. pa "skummet-
maelksniveau”. Da kaseinerne er meget dominerende maengdemaessigt set, og har meget ens pl
og molekylmasse ville de skygge for kvantificeringen af valleproteinerne, og derfor blev det, efter
indledende unders@agelser, vurderet bedre at separere valle- og kaseinfraktion, og analysere disse
hver for sig pa separate geler. Forskellige fraktioneringsmetoder blev derefter undersggt:
ultracentrifugering (U), lgbefeeldning (L) og syrefeeldning (S). Resultatet i form af en PCA-analyse
pa valleproteinerne er vist i figur 1 (publ. 2). Prgverne er alle fra samme prgve (tankmaelk), men
feeldet separat (gentagelser) (figur 1).

Figur 1 viser, at den ultracentrifugerede valle er mere forskellig fra hhv. valle fra Igbefaeldet eller
syrefeeldet meelk, der indbyrdes ligner hinanden mere. Baseret pa disse indledende undersagelser
blev det besluttet at basere separationen pa lgbefeeldning. Dermed ville separationerne af maelken
til proteomanalyserne ogsa vaere med samme princip, som blev anvendt til fremstillingen af
modeloste.

Figur 1. PCA analyse af proteinprofilen af forskellige typer af valle. U, ultracentrifugeret; L, valle fra
Igbefaeldet maelk; S, valle fra syrefaeldet meaelk. Tallene angiver gentagelser af samme prgve (publ.
2).

De videre proteomstudier omfattede fremstilling af et sdkaldt masterkort over proteinerne i lobefeel-
det valle. Der blev implementeret nogle nye typer af 2D-geler, der deekkede et bredt spektrum af
de aktuelle molekylmasser, som valleproteinerne repraesenterer. Det blev desuden valgt at foku-
sere pa et pl pa 4-7, der deekker en stor del af valleproteinerne. Masterkortet vist i figur 2 er et re-
sultat af de samlede undersggelser i projektet i relation til massespektrometrisk identificering af
proteiner i sad valle efter sglvfarvning, og er baseret pa MALDI-TOF MS eller MS/MS identifika-
tioner via "peptide mass fingerprinting” (PMF) (publ. 1 og 2).



jehydrogenase

pl 4 7

Figur 2. Masterkort over proteinprofilen i sad valle pa en 8-16 % 2-dimensionel gel, og med pl 4-7
(publ. 2).

Der er ligeledes arbejdet med implementering af en proteomics-baseret metode til karakterisering

af maelkens kaseinfraktion. Separation af kaseinerne baseret pa en 2-D gelseparation lignende
den for valleproteiner, men med Coomassie blue farvning, er vist i figur 3.

B-kasein

a-S1Kasein a-S2 Kasein

TE
2 cad
a-S1 Kaseig k-kasein

v A og B varianter
B-LG 1092P
O Glycosyleringsformer

D adA

4 45 5 55 6 65 7

Figur 3. Masterkort over chymosinfeeldede kaseiner pa en 8-16 % 2-dimensionel gel, og med pl 4-
7 (publ. 1 og 3).
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For at undersgge variationer i meelkens proteinsammenseetning i forhold til koens maelkeydelse er
data fra proteom analyse af valle og kasein fra ra maelk blevet analyseret ved multivariat statistisk
analyse gennem kobling med ydelsesdata (publ. 5). Proteomdatamaterialet var fra undersagelser
af proteinfraktionen i ubehandlet meelk, hvor proteinsammensaetningen i valle- og kaseinprover fra
alle SDM-dyrene i projektet blev analyseret pa individniveau ved 2-dimensional gelelektroforese.
Valle og kasein blev fremstillet ved tilsaetning af ostelgbe til skummetmeelkspraver fra de indivi-
duelle kger. Forskelle i proteinsammensaetning pa de forskellige geler blev analyseret ved billed-
behandling af sglvfarvede geler. Veerdierne for spotvolumen blev efterfalgende analyseret ved
multivariat statistisk analyse. Der er udfart regressionsanalyser (PLS-1), hvor der blev undersagt
for variationer i proteinsammenseaetningen i forhold til en kontinuert Y-variabel (ydelse). Der blev
udpeget en reekke proteiner i vallefraktionen, der var signifikant opregulerede ved stigende ydelse
(publ. 5). De signifikante proteiner omfattede FABP (fatty acid binding protein), apolipoprotein A1
(ApoA1), laktoferrin og endopin (se figur 2). Disse resultater viste, at flere valleproteiner var positivt
associeret med meaelkeproduktion, dvs. deres koncentration steg med stigende ydelse, heraf to, der
er involveret i optag og transport af fedtsyrer (FABP og ApoA1). Stigningen i nogle af disse
valleproteiner med stigende ydelse kunne vaere en del af forklaringen bag det observerede fald i
meelkens kaseintal som observeret i undersagelser udfert af svensk maelk gennem en 30-ars
periode; fald som blev tilskrevet en stigning i maelkens valleproteinindhold gennem perioden (en
problemstilling, der var beskrevet i ansggningen).

Der er desuden i projektet arbejdet med udvikling af en LC-baseret proteomics-metode, hvor
udlgbet fra HPLC-separerede peptider spottes direkte pa target til MALDI-TOF MS eller tandem
MS-analyse (publ. 4). Denne metode blev i studiet anvendt til identifikation af peptider til stede i
maelk med forskelligt celletal. Formalet var derigennem at kunne pege, pa hvilke spaltninger og
nedbrydninger der var sket med kaseinet, og derved videre at kunne pege pa de proteaser, der var
ansvarlige for nedbrydningen. Publikationen er et resultat af et studieophold af ph.d.-studerende
Anna Wedhold pa DJF i vinteren 2006.

Karakterisering af varmebehandlet maelk

Et af projektets mal var at undersage anvendeligheden af proteomanalyse til karakterisering af
varmeinducerede aendringer i meelkens proteinfraktion. Da en del af de aendringer, der introduce-
res efter varmebehandling, inkluderer dannelse af disulfidbroer, blev der arbejdet med at analysere
ureducerede prgver ved proteomanalysen. Dette skete ved at udelade reduktionsmiddel fra analy-
sens forskellige faser. Der blev derefter udvalgt 6 prever af maelk fra SDM, alle med hgijt protein-
indhold og god kvalitet mht. celletal til proteomanalyse af ureducerede prgver af hhv. valle og
kaseinfraktion fra ra og lavpasteuriseret maelk. Alle gelerne blev farvet med Cooomassie brillant
blue, og proteinspots kvantificeret ved billedbehandling. Datamateriale fra denne undersggelse er
blevet videre analyseret ved multivariat statistik (D-PLS) af intensiteterne af de enkelte proteiner i
hhv. valle og kaseinfraktion for at besvare, om lavpasteurisering (72°C, 30 s) inducerede
endringer i hhv. valleprotein eller kaseinfraktionen, der kan males ved proteomteknikken (publ. 3).

Undersggelserne viste, at der var signifikante forskelle i kaseinfraktionen isoleret fra ra eller
varmebehandlet skummetmaelk. Der var derimod ikke signifikante forskelle i valleproteinsammen-
seetningen for og efter lavpasteurisering. Det kan forekomme overraskende, men skyldes sandsyn-
ligvis, at de komplekser, som valleproteinerne indgar i efter varmebehandling, er for store til at
blive analyseret under de valgte betingelser. Det er dog meget muligt, at man vil kunne anvende
metoden til at karakterisere andringer i valleproteinsammensaetningen efter hardere varmebe-
handling, der forventes at give starre forskelle i proteinfordelingen (publ. 3).
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De kaseinspots, der var signifikant forskellige mellem ra og varmebehandlet inkluderede 5 for-
skellige proteinspots. De 3 af dem var positivt associeret med varmebehandling, dvs. deres
intensitet var hgjere i kasein feeldet fra varmebehandlet meelk. Ved MALDI-TOF MS fandtes disse
3 positivt associerede proteinspots at indeholde ass-kasein. Da molekylmassen for de 3 spots la
langt over den for almindelig ass-kasein, indikerede det, at de naevnte spots indeholdt ass-kasein i
kompleks (ikke disulfid-bundet, da asi-kasein ikke indeholder cysteiner) med andre proteiner. Det
kunne vaere en type af laktolerede former eller Maillard produkter. Den fjerde af disse spots var
lavere i varmebehandlet kasein, og la ligeledes pa en position, hvor vi tidligere har identificeret as1-
kasein, men pa en position med et vaesentligt lavere pl end den fremherskende moderform af as:-
kasein molekylet. Det specielle for denne ass-form er ikke identificeret. Det forekommer sandsyn-
ligt, at denne specielle asi-kasein form var lavere i varmebehandlet maelk som resultat af, at den
indgik i dannelsen af nogle af de stgrre varmeinducerede komplekser. Den femte og sidste af de
fundne signifikant forskellige spots var as,-kasein dimeren, hvis indhold faldt i kaseinfraktionen
efter varmebehandling (publ. 3).

Alt i alt konkluderes det, at denne proteommetode kan anvendes til at undersgge varmeinducerede
ndringer proteinsammensaetningen i valle- og kaseinfraktion, men er ikke anvendelig til at under-
s@ge dannelsen og karakteren af starre varmeinducerede komplekser, da disse ikke forventes at
kunne traenge ind i strippen til 1. dimension, og dermed ikke analyseres.

Undersogelse af meelkens teknologiske egenskaber

Der blev under udfgrelsen af projektet observeret en overraskende stor andel af prgverne, der ikke
kunne koagulere (publ. 8 og 9). Disse koaguleringsproblemer blev observeret bade i forbindelse
med fremstilling af sad valle og lgbefeeldet kaseinfraktion fra ra og fra pasteuriseret maelk mhp.
fraktionering inden proteomanalyse, men blev ogsa observeret under fremstillingen af model-
ostene, hvor der tillige var tilsat maelkesyrebakterier. Mere end 30 % af alle udtagne prgver (SDM,
SRB, SLB) havde enten darlige koaguleringsegenskaber eller koagulerede slet ikke. Pragver blev
kategoriseret som darligt koagulerende, hvis de ikke var koaguleret inden 15 min. efter Igbetil-
saetning (G’45<15 Pa), men dog inden 30 min., og samtidig havde et Igst koagel. Disse meelke-
prgver var associerede med et lavt k-kasein indhold og var desuden mere hyppig blandt fgrste-
gangslaktationskaer (publ. 9). Der blev observeret en tendens til et lavere osteudbytte (g ost per
100 g ostemaelk) for den darligt koagulerende maelk sammenlignet med den godt koagulerende.
Med hensyn til betydningen af proteinsammensaetningen for osteudbyttet viste undersggelserne, at
as1-, B- 0g k-kasein og B-laktoglobulin B-koncentrationerne i udgangsmeelken var positivt associe-
rede med osteudbyttet, udtrykt bade som g ost per 100 g ostemeelk og som g tarstof i osten per
100 g ostemeelk. Med hensyn til effekt pa overgangstal (her beregnet som g tarstof i ost per 100 g
protein i udgangsmaelken) fandtes kaseintallet og B-laktoglobulin B at have en signifikant, positiv
effekt, mens meelk fra keer med B-laktoglobulin A genotypen havde en negativ effekt (publ. 9).

For yderligere at karakterisere sammenhaenge mellem variationer i maelkens proteinsammen-
seetning og teknologiske egenskaber ved brug af proteomanalyse er der blevet kart 2D-geler af
s@d valle hhv. lgbefaeldet kasein fra skummetmaelk fra 43 SDM kger, i alt 2 x 43 2D-geler. Da der i
projektet blev fremstillet modeloste af de samme meelkeprgver, kan relationer mellem protein-
sammensaetning og teknologiske egenskaber som osteudbytte, overgangstal og vandindhold
undersgges. De 2-dimensionale geler blev sglvfarvet, og proteinspots blev kvantificeret ved
billedanalyse. Resultaterne fra billedbehandlingen blev anvendt til at undersgge effekten af protein-
sammensaetning (X-data) pa overgangstal og vandindhold (Y-data) ved PLS1 regressionsanalyser.
Derved kunne udpeges proteinspots, der var hhv. signifikant positivt eller negativt associerede
med de anvendte regressionsparametre.
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Via disse undersggelser er en raekke spots i hhv. sgd valle og kaseinkoagel, der var signifikante i
relation til overgangstal og vandbinding af lavfedt-oste, peget ud ved proteomanalyse og identificeret
ved massespektrometri, herunder bl.a. i samarbejde med Allan Stensballe, Aalborg Universitet (publ.
1). Af de identificerede kaseiner var der flere varianter af as,-kasein med positiv effekt pa overgangs-
tallet, og et fragment fra B-kasein med positiv effekt pa ostenes vandindhold. Der var desuden flere
valleproteiner med effekt pa vandindhold i ost. Effekterne af hver enkelt proteinspot pa de malte ost-
ningsparametre var imidlertid relativt sma, og en anvendelse af en eller flere af de naevnte signifi-
kante proteiner som markgrer for egenskaber vil kreeve yderligere undersggelser.

Der blev desuden i efteraret 2005 analyseret 4 maelkeprover fra Arla i forbindelse med under-
s@gelse af proteinsammensaetningen af maelk i relation til regionale forskelle (Jland/svensk
tankmaelk) og i relation til race (gammel dansk RDM race/dansk tankmaelk) ved brug af proteom-
teknikken, der er implementeret i dette projekt.

Statistisk databehandling og publicering

Der er udfgrt statistisk databehandling med bade univariate og multivariate metoder. Disse
resultater er beskrevet under de enkelte faser. De publikationer, der er et resultat af projektet (14),
samt de tre publikationer, der er under udarbejdelse, fremgar af publikationslisten.
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