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Kort sammendrag af projektet:

Formalet med projektet er at opna en grundleeggende viden om ugnskede eendringer af ost under
lagring og modning samt beskrive flere kvalitetsparametre ved brug af spektroskopi (primaert
fluorescens) og kemometri. Denne viden kan benyttes til at karakterisere et antal kemiske og
fysiske eendringer og karakteristika og dermed veere med til at forbedre kvalitetsstyring og
produktudvikling.

Det primeaere fokus har veeret pa lysinduceret oxidation, som kan fare til kvalitetsforringelse af
produktet. Projektet har sggt at bestemme, hvornar sddanne eendringer forekommer, samt hvordan
de kan undgas. Fx er det vist, at riboflavin ikke er det eneste molekyle, der er i stand til at
absorbere lys og initiere oxidationsprocessen, men at forbindelser som porphyrin og chlorophyll
kan have endnu starre betydning (Andersen et al. 2005; 2008; Wold et al. 2006). Der er endvidere
vist en god sammenhaeng mellem nedbrydningen af porphyrin/chlorophyll og den sensorisk
udviklede oxidation (Wold et al. 2006). Projektet har vist, at andre forbindelser, der er involveret i
lysinduceret oxidation, kan males med fluorescensspektroskopi. Det drejer sig om protein, vitamin
A og fluorescerende oxidationsprodukter (Andersen et al. 2005), men projektet har ikke givet
mulighed for at undersgge sendringer af disse forbindelser i detaljer. Dannelsen af fluorescerende
oxidationsprodukter kan anvendes som et mal for, hvor fremskreden oxidationen er samt give
information om sammenhaengen mellem initiering og den videre oxidation.

Projektets anden del har drejet sig om at undersgge, hvordan fire former for spektroskopi kan
beskrive sammensaetningen af lavfedt-holdige flodeoste samt effekten af procesforhold pa maelk
og syrnet meelk. Generelt blev der opnaet god beskrivelse af fedtindhold og pH, men kun fa
metoder var i stand til at beskrive variation i salt (Andersen et al. under udarbejdning). | forbindelse
med meelk og syrnet meelk var det muligt at beskrive produktionsforhold som homogeniseringsgrad
og varmebehandling men ikke podemangde (ikke publiceret). Med undtagelse af fedt, som kan
males direkte med flere spektroskopiske metoder, skyldes resultaterne muligheden for at male
mindre gendringer i protein- og lipidstrukturer.

English Summary:

The aim of this project is to obtain fundamental knowledge about unwanted changes in dairy
products during storage as well as explaining and describing several quality parameters using
spectroscopy, primarily fluorescence, and chemometrics.This knowledge can be used to
characterize a number of chemical and physical changes, thus improving quality monitoring,
production management and product development.

Light-induced oxidation has been the main focus area. It is important since dairy products are often
exposed to light during production, packaging, and retail storage. This leads to flavor, aroma and
color changes, decreased nutritional value, etc. The participants have strived to determine when
these changes take place and how they can be hindered.

For light-induced oxidation to take place, light has to be absorbed by molecules in the sample. Until
now, riboflavin has been considered as the main initiator of light-induced oxidation. However, this
project has shown that compounds such as porphyrins and chlorophylls may be even more active
as photosensitizers than riboflavin. For example, riboflavin does not absorb yellow light, which can
be absorbed by the other molecules, leading to light-induced oxidation.

The project has shown that other compounds involved in light-induced oxidation can be measured
by fluorescence spectroscopy. For example, the formation of fluorescent oxidation products can be



used as a measure of oxidation progression and for establishing the relationship between initiation
and further oxidation.

It is shown that a fluorescent compound with emission properties similar to vitamin A decreases
with the extent of storage in light. However, the fluorescence properties vary somewhat from that
obtained in solution and no verification of the possibility of measuring vitamin A in dairy products
has been per-formed yet. It has been attempted to do this in the present project. However, even
though a relationship between the vitamin A content and the fluorescence data was achieved, the
project did not give a full description of vitamin A fluorescence in dairy products.

The second part consisted of an investigation of the composition of low-fat cream cheese and the
effect of different process conditions by fluorescence, Fourier-Transform infrared (FT-IR) and near-
infrared (NIR) spectroscopy as well as low-field nuclear magnetic resonance (LF-NMR). Generally,
reasonable description of fat content and pH level was achieved by all methods but only LF-NMR
and FT-IR were able to describe any effect of salt content. All methods could give information
about the process conditions with NIR being the best to describe homogenization level and
fluorescence being somewhat better to describe heat treatment. The measured effects of pH, salt
and processing conditions were ascribed to structural changes of proteins and lipids.

Overall, the results obtained have applicabilities both in product development and process
monitoring but more experiments are required to fully exploit the potential of the methods. The fast
and non-destructive measurements as well as the possibility to obtain information about several
parameters in a single measurement illustrate the advantage of the used spectroscopic methods.

Baggrund:

Utilsigtede kemiske og fysiske aendringer af ost kan forekomme under lagring og modning. F.eks.
kan aendringer i starterkulturens egenskaber medfare andringer i den proteolytiske aktivitet og
dermed give et @endret modningsmanster. Dette vil medfgre sendringer i konsistens og smag.
Emballering i klar plast vides f.eks. at kunne resultere i lysinitierede oxidationsprocesser, der kan
forarsage farveaendringer og smagsfejl i osten (Kristensen et al. 2000, Mortensen et al. 2002).
Andre faktorer af betydning for de ugnskede eendringer er fx ilttilgeengelighed og temperatur, der
ligeledes har stor betydning bade for ostens holdbarhed og sensoriske kvalitet. Tidligere forsgg
giver indikationer pd, at aendringer i riboflavin, vitamin A, aminosyrer, proteiner og
oxidationsprodukter rummer en del af forstaelsen for mange af de ugnskede processer (Wold. et al
2002). De underliggende kemiske faktorer af betydning for de ugnskede aendringer er endnu ikke
forstaet i detaljer. Et mere grundlaeggende kendskab til sddanne faktorer vil give mulighed for en
bedre styring af lagrings- og modningsbetingelserne og derved medvirke til sikring af optimal
produktkvalitet/akonomi.

Projektets faglige forloeb og resultater:

Projektet har inkluderet starre og mindre forseg, hvor potentialet af fluorescensspektroskopi til at
beskrive eendringer under lagring samt forskellige kvalitetsparametre og procesforhold i
mejeriprodukter, er blevet undersggt. Andre spektroskopiske metoder er inkluderet i begraenset
omfang. | flere af forsggene er de opnaede malinger understattet ved sammenligning med
traditionelle kemiske analyser. Data er analyseret med kemometriske teknikker - isser multivejs-



teknikker har vist sig egnede til at analysere de komplekse datastrukturer, der opnas ved
fluorescensspektroskopi. Emnemaessigt har projektet fokuseret pa tre omrader: lysinduceret

oxidation, maling af vitamin A med fluorescensspektroskopi og beskrivelse af produktkomposition
0g procesparametre.

Lysinduceret oxidation

Lysinduceret oxidation er vigtig i forbindelse med emballering af iseer ost i klar plast og opbevaring
i kelemontre i butikkerne, idet produktkvaliteten gdeleegges ved udsaettelse for lys. For at
undersgge dette naermere er der i dette projekt fokuseret pa to omrader 1) Initiering af lysinduceret
oxidation og 2) Effekt af emballering og atmosfeere pa udviklingen af oxidation. Endvidere er der
udfart et mindre studium, hvor effekten af antioxidanter som rosmarinekstrakt og tocopherol blev

undersggt. Det viste sig, at antioxidanterne ikke havde nogen indflydelse pa oxidationsgraden,
hvorfor der ikke blev arbejdet videre med dette.

Fluorescensspektroskopi har vist sig egnet til at beskrive aendringer i mejeriprodukter, der sker
som falge af lysinduceret oxidation. Dette er vist skematisk i Figur 1. Hidtil har man ment, at
initieringen sker via reaktion mellem riboflavin, lys, oxygen og substrat. Imidlertid er det blandt
andet i dette projekt vist, at andre forbindelser som chlorophyll og porphyrin kan vaere med til at
starte oxidationen. Initieringen efterfglges af en raekke komplekse reaktioner, der ikke giver
anledning til fluorescens. Til slut dannes bl.a. stabile fluorescerende oxidationsprodukter. Figuren
indikerer ogsa, at nedbrydning af vitamin A kan males med fluorescensspektroskopi. Muligheden

for at méale vitamin A i mejeriprodukter med fluorescensspektroskopi er endnu ikke eftervist, hvilket
det er sggt at gare i neervaerende projeki.
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Figur 1: Skematisk repraesentation af lysinduceret oxidationsmekanisme. Linjerne illustrerer: riboflavin (solid),

porphyrin/chlorophyl (punkteret), fluorescerende oxidationsprodukter (stiplet), vitamin A (stiplet-punkteret) og
intermedizere oxidationsprodukter (tynde linjer).

Et specialeprojekt undersggte effekten af tre specifikke balgelaengder pa nedbrydningen af
fotosensibilisatorerne, riboflavin, chlorophyll og porphyrin. Nedbrydning indikerede lysabsorption
og dermed initiering af oxidation. De anvendte bglgeleengder var udvalgt pa baggrund af
absorptionsmaxima for de tre forbindelser. Overraskende viste det sig, at lys ved 366 nm ikke var i
stand til at nedbryde fotosensibilisatorerne. Derimod blev riboflavin nedbrudt ved 436 nm, men ikke
ved 546 nm. Riboflavin absorberer lys ved 366 nm og 436 nm, men ikke ved 546 nm. De andre
fotosensibilisatorer blev nedbrudt bade af lys ved 436 nm og ved 546 nm men i varierende grad.
De opnaede resultater fra de fluorescensspektroskopiske malinger blev sammenholdt med
dannelsen af flygtige forbindelser. Det var muligt at opna en rimelig praediktion af visse flygtige
forbindelser ud fra de malte fluorescensspektre, hvilket indikerer nogen sammenhaeng mellem de
to mal for oxidation. Derimod var det ikke muligt at beskrive udviklingen af flygtige forbindelser som



funktion af det eksperimentelle design formentlig pga. stor usikkerhed pa bestemmelserne af de
flygtige forbindelser.

Et andet studium udfert i samarbejde med MATFORSK identificerede seks fotosensibilisatorer,
hvoraf nedbrydningen af tre af disse, protoporphyrin, hematoporphyrin og chlorophyll a,
korrelerede med sensorisk malt oxidation.

Begge forsgg giver indikation af, at porphyriner og chlorophyll kan have starre betydning for
udvikling af lysinduceret oxidation end riboflavin, som hidtil har vaeret anset som den primaere
fotosensibilisator i mejeriprodukter. Dette understattes af et mindre forsag, hvor riboflavin i to
koncentrationer blev tilsat maelk, som blev belyst i op til fire dage. Det viste sig, at meengden af
riboflavin ikke havde betydning for graden af oxidation malt ved udvikling af hexanal og
dimethyldisulfid. Det betyder enten, at initiering af lysinduceret oxidation med riboflavin sker
uafhaengigt af koncentrationen af riboflavin eller som beskrevet, at initieringen foregér via andre
mekanismer.

Sammenhaengen mellem initiering og det videre oxidationsforlgb blev undersggt i to
lagringsforseg, hvor gul ost blev udsat for lys under forskellige lagringsbetingelser som lyskilde,
temperatur og oxygenniveau. Fluorescensmalinger blev udfgrt som emissionsspekire og
analyseret med principal komponent analyse (PCA). De viste, at kun lyskilde
(bolgeleengdeomrade) havde indflydelse pa riboflavinfluorescens, idet den ene lyskilde ikke
udsendte lys, der kunne absorberes af riboflavin. Begge lyskilder var i stand til at nedbryde
porphyrin og chlorophyll. Det eksperimentelle design havde ingen effekt pa udviklingen af
fluorescerende oxidationsprodukter, hvilket kan skyldes, at andre forbindelser, der er til stede i
osten, pavirker de malte fluorescensspektre, og derved gar det umuligt at se at oxidationen ikke
var helt s& fremskreden eller effekten af det eksperimentelle design.

Effekten af opbevaringsforholdene blev endvidere undersggt som led i et storre forsgg af
anvendeligheden af bioemballage. Den valgte bioemballage blev sammenlignet med en traditionel
emballage og havde starre gennemtraengelighed for bade vand og oxygen. Dette havde ugunstige
effekter pa produktet, nar det blev opbevaret i lys, som bl.a. gav sig udslag i dannelse af stabile
oxidationsprodukter og nedbrydning af en fluorescerende forbindelse, der kunne veere A-vitamin.
Endvidere viste de to emballagetyper sig at have forskellig indflydelse pa proteinfluorescensen,
men malingerne gav ikke information om de specifikke proteinaendringer, der giver anledning til
forskellene. Resultaterne opnaet ud fra de fluorescensspektroskopiske malinger blev
sammenlignet med fysisk/kemiske malinger foretaget pa de samme produkter. Det viste en
gruppering af maleparametrene i tre grupper. Den ene bestod af parametre relateret til proteiner,
den anden parametre involveret i initieringen og den tredje af oxidationsparametre. Denne gruppe
korrelerede med praver pakket i bioemballagen og udsat for belysning. De to gvrige grupper
korrelerede med praver, der henholdsvis havde veeret opbevaret i meget kort tid eller opbevaret i
marke.

Vitamin A fluorescens

Fluorescens af vitamin A blev bl.a. undersagt ved at male fluorescens excitations/emissions-
matricer pa gul ost. Multivejs kemometriske modeller viste en komponent med maksimal
fluorescens i det balgelaengde-omrade, hvor andre referencer har indikeret fluorescens af vitamin
A, men dette balgeleengdeomrade stemmer ikke overens med fluorescens af vitamin A malt i ren
oplgsning. Derfor blev vitamin A’s fluorescensegenskaber i mejeriprodukter undersogt neermere.
Indledningsvis blev det forsggt at udvikle en HPLC-metode til detektion af vitamin A, som kunne
korreleres med de fluorescensspektroskopiske malinger. Dette gav ikke gode resultater.
Spredningen pa HPLC-bestemmelserne var for stor, hvilket kunne skyldes en lav vitamin A
koncentration i de valgte praver. Yderligere optimering af ekstraktionsmetode og valg af praver
med hgjere fedtindhold gav ikke bedre resultater. | stedet blev det valgt at lave forseg med



standardaddition, hvor forskellige koncentrationer af vitamin A blev tilsat piskeflade og smer.
Malingerne viste overraskende en faldende fluorescensintensitet for stigende meengde tilsat
vitamin A. Det er endnu uklart, hvorfor dette ses, men det kan skyldes forskellige former for
specifikke fluorescensfaeenomener som absorption og reabsorption. De relative koncentrationer af
vitamin A, der blev opnaet fra de kemometriske modeller, viste en god sammenhaeng med
maengden af tilsat vitamin A. Det var ligeledes muligt at preediktere vitamin A ud fra
fluorescensmalingerne.

Maling af produktkomposition og procesforhold med spektroskopi

Projektet har anvendt og sammenlignet fire former for spektroskopi til at beskrive produktsammen-
seetning af fladeost og procesforhold i forbindelse med syrning af maelk. De opnaede spektre blev
endvidere korreleret til sensoriske og reologiske malinger.

Lavfedt-holdige fladeoste med variation i fedtindhold (0% - 9%), pH (4,4 — 5,0) og salt (0.4 — 0.9)
blev fremstillet og malt med fluorescens, Fourier-Transform infrared (FT-IR) og naer infrarad (NIR)
spektroskopi samt ved lavfelts-nuklear magnetisk resonans (LF-NMR). Generelt viste de
spektroskopiske malinger god beskrivelse af fedt og pH, mens det var sveerere at se en effekt af
variation i saltindholdet pa de spektroskopiske malinger. Kun LF-NMR og FT-IR viste en effekt af
salt, idet prever med lavt fedtindhold, hejt pH og hgjt saltindhold viste en anderledes fordeling af
vandmobiliteten, malt ved LF-NMR. Ligeledes var FT-IR influeret af interaktionen mellem alle tre
designparametre. Alle metoder gav god praediktion af den sensoriske parameter "cremethed”. NIR
og FT-IR gav de bedste praediktioner, men kraevede ogsa flere komponenter, hvilket betyder, at de
indeholder mere information, der korrelerer med "cremethed”, men den er ogsa mest kompleks.
Der blev opnaet rimelige praediktioner af de reologiske malinger, men ikke sa gode som ved
preediktion af "cremethed”.

Et andet studium sammenlignede fluorescens, NIR og LF-NMR med henblik p& at undersgge
effekten af homogeniseringstryk, varmebehandling og podemaengde pa meelk og syrnet maelk.
Overordnet var metoderne i stand til at beskrive homogeniseringstryk og varmebehandling, men
ikke podemaengde. Isaer var NIR god til at beskrive forskellen mellem hgijt og lavt tryk, mens
fluorescens var bedre til at beskrive effekt af varmebehandling. Praediktion af reologiske parametre
gav ikke gode resultater pga. stor variation i de reologiske malinger.

Overordnet set har projektet opfyldt de oprindelige mal med enkelte afvigelser. Dertil har projektet
ogsa bidraget med en raekke forsgg og resultater, der ikke var planlagt oprindeligt. Fase A i den
oprindelige plan omhandlede fluorescens-bestemmelser af modelsystemer med tilhgrende
sensoriske malinger. Disse er gennemfgrt. Fase B i den oprindelige plan var en udbygning af
resultaterne i Fase A med fortsat fokus pa fluorescens men med sammenligning med alternative
malemetoder. Dette er ligeledes afrapporteret her. Fokus i denne del har dog vaeret mindre pa
billedbehandling end oprindeligt planlagt, fordi det blev valgt, at MATFORSK i hgjere grad skulle
arbejde med at udbygge de succesfulde forsgg omkring oxidation og sensorik. Endelig var fase C
en mere verificerende fase, hvor resultater fra fase A og B skulle bekreeftes. Dette er ligeledes
gennemfart med starre forseg omkring porfyriner og sensorik, og omkring vitamin A-bestemmelse,
som rapporteret ovenfor. En del af projektet har beskeaeftiget sig med grid computing, hvor
muligheden for at sprede beregninger ud over mange computere har vaeret undersggt. Denne del
har lidt kraftigt af, at programmgren, der skulle udfere arbejdet, har vaeret kreeftsyg. Der er dog
udviklet et funktionsdygtigt system og dette anvendes pt. i andre projekter, men det har desvaerre
endnu ikke veeret muligt at fa systemets sikkerhedsprocedurer feerdiggjort i sddan en grad, at
systemet kan afrapporteres videnskabeligt. Dette forventes dog gjort indenfor 1-2 ar. Samlet set er
vi i projektet naet langt videre end oprindeligt planlagt, hvilket er seerdeles tilfredsstillende.



Opsummering

Projektet har vist, hvordan spektroskopi, iseer fluorescensspektroskopi, kan give vigtig information
om kvaliteten af mejeriprodukter bade i forbindelse med opbevaring og lagring men ogsa ved
forskelle i sammensaetning og produktionsforhold. Fordelen ved de spekiroskopiske malinger i
forhold til traditionelle kemiske malinger er, at malingerne kan foretages hurtigt og non-destruktivt
Derudover kan de spektroskopiske malinger give information om flere parametre pa samme tid.
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Samarbejdsrelationer:

Det primaere arbejde har fundet sted pa Institut for Fedevarevidenskab, KU Life, hvor det
eksperimentelle arbejde er udfart i samarbejde med andre grupper indenfor instituttet, MATFORSK
og Arla Foods. Samarbejdet har drejet sig om udveksling af prevemateriale, resultater og viden. Fx
er der i flere omgange udfart forseg pa bade MATFORSK og hos Arla Foods, hvorefter data er
blevet analyseret pa KU Life. Samarbejdet har resulteret i flere af de artikler, der er skrevet i labet
af projektperioden.

Det videnskabelige arbejde omkring lysinduceret oxidation har baseret sig pa et ph.d.-projekt
udfart i samarbejde mellem Arla Foods og KU Life, (Prevention of Light-Induced Quality Changes
in Havarti Cheese by Optimal Packaging) af Grith Mortensen, hvor den viden der er opnaet i ph.d.-
projektet er benyttet som baggrundsviden i dette projekt. Endvidere er der arbejdet videre med den
kemometriske databehandling pa malinger foretaget under ph.d.-forlgbet.

Samarbejde med projektet: Maling af lysinduceret oxidation i mejeriprodukter udfart hos
MATFORSK er foregaet gennem udveksling af erfaringer med fluorescensmalinger samt
provemateriale.



Vurdering af projektets erhvervs- og samfundsmassige betydning:

De opnéede resultater har vist potentiel anvendelse i industrien i forbindelse med produktudvikling
eller kontrol. Fx kan kombinationen af spektroskopiske og kemometriske metoder give vigtig
information om, hvordan mejeriprodukter pavirkes af lys, samt hvordan man bedst sikrer optimal
kvalitet under opbevaring og lagring. Muligheden for at male og forsta, hvordan sma eendringer i
produktkompositionen pavirker den sensoriske opfattelse af produktet, har potentiale i forbindelse
med produktudvikling. Derudover er der vist indikationer pa, at de hurtige og non-destruktive
spektroskopiske malinger kan benyttes i produktionen i forbindelse med produktionsstyring og
kvalitetskontrol.

Projektet har vist, hvordan flere forskellige kvalitetsparametre i mejeriprodukter kan males med
spektroskopi, isaer fluorescensspektroskopi. Umiddelbart vil resultaterne kunne anvendes
industrielt i forbindelse med produktudvikling og optimering af emballering og opbevaring, selvom
der stadig er ubesvarede spgrgsmal. Fx er det vigtigt at fa klarlagt, hvor vigtig de tre fotosensi-
bilisatorer er for initiering af lysinduceret oxidation, fluorescens af vitamin A skal verificeres, og
sammenhaengen med lysinduceret oxidation undersgges. Endvidere bor effekten af lysinduceret
oxidation pa proteinandringer undersgges naermere.

Projektet har ikke direkte fort til industrielle produktionsaendringer eller markedsfaring, men har
givet viden, der anvendes indenfor mejerierhvervet ved udvikling af specifikke sensorer og i andre
sammenhaenge. Videreudvikling af spektroskopiske sensorer vil kunne benyttes som on-line eller
at-line metoder indenfor kvalitetskontrol. Et lignende projekt vil ogsa veere relevant til at afklare
kvalitetsmaessige problemstillinger indenfor andre industrielle omrader.

Relationer til andre og nye mejerirelaterede samarbejdsprojekter:
Aktiviteterne i det afsluttede projekt fortseettes i nogen grad i regi af projekterne "Synerese i

lobegeler: Forstaelse og kvantificering”, "PAT i mejeriindustrien” og senest i projektet "Meelkens
saesonvariation — betydning for fremstilling af flade- og gul ost”.
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