SLUTRAPPORT
Bakgrund

For att bibehalla god smak och dirmed konsumentens fortroende for mjolkprodukter ér det
viktigt att forhindra oxidation av mjolkfettet. Oxidationsbenzgenheten paverkas av mjolkens
fettsyrasammansittning och innehéll av pro- och antioxidanter. Omattade fettsyror anses ha
positiva hilsoeffekter men dr ocksa mer littoxiderade vilket medverkar till mjolkprodukter
med sdmre lagringsstabilitet. Vitamin E (a-tokoferol) anses vara den frimsta antioxidanten i
mjolk genom sin formaga att bryta den kedjereaktion som kidnnetecknar oxidationsprocessen.
Samtidigt redovisas resultat ddr man inte funnit nagon anti-oxidativ effekt av a-tokoferol i
mjolk (Timmons et al. 2001; Havemose et al. 2006). Men forbittring av mjolksmaken vid
varierande méingder vitamin E-tillskott har rapporterats av flera forskare (Atwal et al. 1991,
Nicholson & St Laurent 1991; Charmley & Nicholson 1994, Al-Mabruk et al. 2004). Man har
dock observerat stora individuella skillnader vad giller 6verforing av tillsatt a-tokoferol i
fodret till mjolken och denna variation har man funnit vara drftligt betingad (Jensen et al.
1999). “Overdosering” av a-tokoferol har i vissa fall anvinds pé grdsniva som behandling
vid oxidationssmak, vilket dock &r kostsamt for lantbrukaren. Det ar diarfor angelidget att
utreda om hog halt av vitamin E i mjolken minskar problemet eller om resurser bor laggas pa
andra atgérder.

For att skapa en mer fullstéindig bild av orsakerna bakom smakfelet vill vi komplettera de
omfattande analyser vi hittills gjort med analyser av innehallet av vitamin E. Vi ville ocksa
skatta inverkan av drftliga faktorer pa oxidationssmak for att utréna om problemet kan
atgirdas med avelsmetoder. Malet 4r en 6kad kvalitet och lagringsstabilitet hos mj6lk och
dirigenom okad lonsamhet inom en alltmer konkurrensutsatt mjolkproduktion.

Material och metoder

Djur

I studien ingick sammanlagt 132 mjolkprover fran 44 kor av SRB-ras vilka tillhérde SLU:s
forsoksbesittning pa Kungsingen, Uppsala. Besittningen ingick i ett langliggande
selektionsforsok for hog respektive lag mjolkfetthalt, men med hog och jamforbar produktion
av mjolkenergi (energi 1 form av fett, protein och laktos). Korna befann sig i laktationsvecka
20-35 och mjolkades tva ganger dagligen. Medelavkastningen under forsoksperioden var 28.9
t 6.6 kg, proteinhalten 3.4 £ 0.3%, fetthalten 4.6 £ 0.7%, logSCC 4.2 + 0.9 (medelvarde +
standardavvikelse, n = 132).

Experimentell design och utfodring

Kor fran bada linjerna fick endera av tva behandlingar pa bete. Studien delades in i tre
tidsperioder med en provtagning/period. Under den forsta perioden (dag 1) var korna
uppbundna pa stall och utfodrades individanpassat. Utfodringen bestod av grisensilage och
koncentrat. Den andra perioden var den sa kallade 6vergangsperioden (dag 3-8). Kor slépptes
ut pa bete pa dag 3 av forsoket och den dagliga tiden pa bete forlingdes gradvis under 5
dagar. Utfodring av koncentrat startade ocksa dag 3, och bestod av koncentrat med lag (L)
eller hog (H) fetthalt (O eller 7% sojaolja). Dessutom erbjods alla djur 1,0 kg hé/dag under
betesperioden. Den tredje perioden var betes perioden (dag 9-29).

Analyser av mjolken

Mjolkavkastning méttes dagligen med FloMaster ™ (Alfa Laval Agri, Sverige). Mjolkprover
fran morgon och kvills mjolkning dag 1, 8 och 29 analyserades for innehall av fett, proteiner
och laktos. Fett och protein halter bestaimdes genom infrardd spektroskopi (Dairy-Lab2, A7S



Foss Electric, Danmark). Ett prov av morgon mjolken forvarades vid 4°C for analys av
fettsyrornas sammanséttning enligt Agends et al. (2002).

Alfa-tokoferol mittes i fettfraktionen genom att mjolkfett injicerades (10 ml) i HPLC enligt
en metod av Dutta et al. (1994). Isokratisk eluering sker med en blandning av heptan: tert-
butylmethylether: tetrahydrofuran: metanol (79: 20: 0, 98: 0, 02 v/ v/ v/ v) vid ett flode pa
1,2 ml / minut. En HPLC-kolonn (LiChroCART 250-4), packad med LiChrospher 100 NH2,
partikelstorlek 5 im och kopplad till en kolumn LiChroCART 4-4 (Merck KGaA, Darmstadt,
Tyskland) anvidndes for analysen. Tokoferoler detekterades via en L-4250 fluorescens
detektor Varian LC 9070 (Walnut Creek, CA, USA) vid vaglingderna 294 nm och 320 nm.
Integrering av topparna skedde genom en HP 3396A Integrator (Hewlett-Packard, Avondale,
USA). Kvantifiering av tokoferoler gjordes med hjélp av extern tokoferolstandard (Merck,
Darmstadt, Tyskland).

For analys av koppar i mjolk anvindes ett standardprotokoll didr 5 g mjolk analyserades enligt
ett standardprogram. En blandning av 65% salpetersyra, 70% perklorsyra och 95% svavelsyra
anviandes. Reaktionen fortgick i kvarts-glasror 6ver natt med hjélp av ett automatiskt system
for kontroll av tid och temperatur (Foss Tecator Uppslutning System, Model 40, Foss Tecator,
Hoganis, Sverige). Behallningen i provroret spaddes med 1 M-salpetersyra till 10 ml. Analys
av koppar utférdes med hjélp av en plasma atomic emission spektrometer, ICP-AES, (modell
JY 238, JY Horiba, division Jobin Yvon, Longgjumeau, Frankrike). Fyra olika
koncentrationer av koppar anvindes for framstillning av kalibreringskurvan, dvs. blank, 0,05,
0,10 och 0,20 mg/ml. Detektionsgransen (3S) i 5 g prov for koppar var 0,002 mg/kg.
Kvalitetskontroll utfordes regelbundet ddar man anvinde ’Community Bureau of Reference
Certified Reference Material 063R skim milk powder’. Medelvirdet + SD for n = 28 var 0,58
+ 0,02 mg/kg torrvikt. Det certifierade virdet var 0,602 + 0,032 mg/kg torrvikt. Utvérdering
av osikerhet utfordes enligt EURACHEM / CITAC Guide, 2000.

Mjolkproverna testades for sensorisk kvalitet med utbildade domare, en testmetod som &r en
del av de kontrollmetoder som anvinds av svenska mejeriforetag. I detta test bedomdes varje
prov enligt ett protokoll som noggrant beskriver de sensoriska parametrar som ska beaktas,
hur man hanterar proverna och @ven hur domare bor utbildas. Tva domare testar varje
mjolkprov, oberoende av varandra. Lukt och smak vérderas enligt en standard beskrivning av
de forviantade egenskaperna hos normal svensk mjolk och avvikelser fran denna standard
beskrivs i protokollet (personlig kommunikation Gerd Virdeskog, Eurofins Steins
Laboratorium AB). Mjolkproverna klassades som antingen "normal", "mattligt smakfel"
(klass 1B), eller "uttalat smakfel" (klass 2). For att klassificera ett mjolkprov tillhérande klass
1B maste en av de tva domare kiinna en onormal lukt / smak i mjolken, medan om bade
personer karaktiriserar smakfelet sa tilldelas mjolken klass 2. Domarna &r vil utbildade i att
kédnna igen de smaker som beaktas i1 det svenska testsystemet. Statistik 6ver de bedomningar
som gjorts under aret analyseras for att utvirdera domarnas prestanda och kénslighet for
diverse smakfel. Testlaboratoriet arrangerar regelbundna moten med alla domare vid vilka
man med hjilp av kdnda prover med olika grader av smakfel kan ’kalibrera’ domarna for att
sikerstilla kvaliteten pa de sensoriska testerna.

Statistisk analys

a-tokoferol: Variationen i a-tokoferol i mjolk analyserades. De fixa effekterna av
selektionslinje, period, foder, mjolkparametrar som beskriver mjélkens sammanséttning och
deras samspel testades. Endast de parametrar som var statistiskt signifikanta (P<0,05) beholls
i modellen. Analysen utférdes i PROC MIXED (SAS Inst. Inc., Cary, NC) med foljande
modeller:

Y =M+ period — feed, +b, -fat+a; +e;



Vi =M+ period — feed, +b, -fat+a; + e, Tocopherol
Yy = M+ period — feed, +b, - fatyield + b, - milkyield +a; + e, Tocopherolyield

dir: y;ix. = observation; u = medelvirdet; period = effekten av period, (inomhus,
overgangsperiod eller bete); period-feed = effekten av period och foder (hogt eller lagt
tillskott av fett) inom 6vergangs- och betesperioden av forsoket; by, by,=
regressionskoeffficienter; fat = effekten av fetthalt; fat yield = effekten av fettméngd; milk
yield = effekten av den dagliga mjolkméngden; a; = slumpmaéssig additiv genetisk effekt; ejjx
= den slumpmaissiga residualeffekten.

Spontan Oxidationssmak (SOF): SOF analyserades med hjidlp av PROC GLIMMIX (SAS
Inst. Inc., Cary, NC) dir SOF beaktades som en multinomial variabel med tre nivaer (1, 2 och
3, vilket motsvarar "normal”, klass 1B och klass 2).

Liksom Timmons et al. (2001), inkluderades bara en fettparameter at gangen i modellen,
analysen upprepades saledes for de olika fettvariablerna (PUFA, fleromittade index (PI),
C18: 2 n-6, C18: 3 n -3 och CLA). Eftersom vi hade forvintat oss en effekt av a-tokoferol
ingick den ocksa i den ursprungliga modellen. Endast effekter med en signifikansniva 6ver 5
9% beholls i modellen:

T
log {%] = i, +b, -logcopper + b, -fat + a; + pe,
ijk

dir: m;jx = sannolikheten att observationen av SOF hamnar inom respektive kategori av r (r =
1, 2, 3); u = medelvirdet; a; = slumpmadssig additiv genetisk effekt; pex = slumpmissig
miljoeffekt. Korrelationer mellan fettsyror, grupperingar av fettsyror, koppar och a-tokoferol
undersoktes med PROC CORR (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Den hoga korrelationen mellan
enskilda fettsyror och index av fettsyror komplicerade uppbyggnaden av en tillfredsstédllande
modell for att beskriva SOF. *Forward selection” och ’Stepwise elimination’ testades i PROC
GLIMMIX men darefter atergick vi till *principal component regression’ for att hantera
samverkan mellan de oberoende variablerna.

Elva beroende variabler (a-tokoferolkoncentration, mg / kg, mingd a-tokoferol, mg, a-
tokoferol / PUFA, kopparkoncentration, mg / kg, méngd koppar, mg, koppar / PUFA, C18: 2
n-6; CLA ; C18: 3 n-3; PUFA, PI, (alla fettsyror anges i g/100g fettsyror) testades i en
“principal component analysis’ med PROC PRINCOMP (SAS Inst. Inc., Cary, NC). De sex
viktigaste komponenterna, dvs de som erholl de storsta eigenvirdena (som forklarar mer dn
95% av variationen), fran denna analys kunde sedan anvindas som forklarande variabler i en
analys av SOF 1 PROC GLIMMIX, dir bara de signifikanta komponenterna beholls 1
modellen:

Tk . .
—— |= M, + prin3+ prind+ a; + pe,
1-7y ‘

Den variation som aterstod efter korrigering for fixa effekter fordelades mellan “mellan ko™-
och ”inom ko”-variation i de PROC MIXED och PROC GLIMMIX analyser som
genomfordes. For att skatta variationen mellan kor, den s.k. genetiska effekten, inkluderades
en sliktskapsmatris med information fran tva generationer. For att ta hdnsyn till



korrelationerna mellan upprepade observationer inom ko anvindes UN (1)-strukturen for
upprepade observationer. Varianskomponenterna for dessa slumpmassiga effekter

2 2
(O-E och %6 ) skattades i PROC MIXED och PROC GLIMMIX och anvindes for att ridkna ut
arvbarheten, dvs. den del av den totala variationen som beror pa genetisk variation mellan
individer:

Resultat och diskussion

Miingd och koncentration a-tokoferol: Medelvirdet for a-tokoferol-koncentration i denna
studie var 1,1 £0,3 ug/ g (Tabell 1), vilket 6verensstaimde med resultat av Jensen et al.
(1999) och Shingfield et al. (2005). Den genetiska variationen i a-tokoferol-koncentration var
2,40 och residualvariansen for varje period var 1,93, 1,36 och 3,77, vilket resulterade i
arvbarheter pa 0,56, 0,64 och 0,39 for de tre perioderna. Medelvirdet for miangden a-tokoferol
var 37,7 mg/d (Tabell 1) och den genetiska variationen var 0,003, med residualvarians for
varje period pa 0,003, 0,002 och 0,002, vilket resulterade i arvbarheter pa 0,48, 0,62 och 0,54
for de tre perioderna. Detta tyder pa att den genetiska variationen bidrar till en betydande del
av variationen i mingd a-tokoferol i mjolk, vilket dverensstimmer med resultaten av Jensen
et al. (1999) som rapporterade en effekt av far (sire) pa variationen i mjolkens innehall av o-
tokoferol hos kor av Holsteinras.

Tabell 1. Sammansittning hos morgonmjolk fran 44 kor av SRB-ras utfodrade med
koncentrat innehallande lag (L) eller hog (H) fetthalt. Proverna samlades in under
stallperioden (Dag 1), 6vergang till bete (Dag 8) och pa bete (Dag 29). (Medelvirden + SD)

Koncentrat H L

Variabel# Dag 1 Dag 8 Dag 29 Dag 1 Dag 8 Dag 29
cis 18:1 n-9 16.6£1.7 202+2.1 205+22 165+15 18.1+£2.0 17.3+£2.6
18:2 n-6 1.6+£0.3 1.9+£03 15402 1.5£02 18%+0.2 1.4+£0.2
CLA 0.3+0.1 0.8+02 12+03 03+0.1 0501 0.7%0.2
18:3n-3 0.6 £0.1 08+£02 05%0.1 0.6£0.1 09+0.2 0.6+0.1
PUFA 24+0.3 3505 33+£05 24+03 3.1+£04 27£03
PI 3004 43+0.6 38%05 3004 40+£05 32+04
Tokoferol, ug/g 1.0+£0.2 1.0+£02 12+03 1.0+02 10+02 12+03

Tokoferol yield, mg/d  42.5+42.6 427+71.434.4+£125 30.2+10.2455+754 29.5+10.1

Koppar, pg/kg 103.4 £63.8 65.7+50.6 77.5+27.3 88.3+39.562.9+37.0 76.7 +38.6

+ Kor utfodrades med lag (L) eller hog (H) mingd sojaolja under 6vergangen till bete och pa bete
#PUFA = fleromittade fettsyror (C18:2 n-6 + C18:3 n-3 + CLA)
PI = index som matt pa mjolkfettets flerométtnad (C18:2 + (C18:3 n-3 x 2)

Hogre intag av a-tokoferol anses resultera i en storre utsondring av a-tokoferol 1 mjolk
(Thompson et al. 1964, Schingoethe et al. 1978; Focant et al. 1998). Farskt gras &r rikt pa
vitamin A, E, och B-karoten och var studie visar att a-tokoferol i mjolk 6kade nér korna var pa
bete (Tabell 2). De hogsta halterna patriffades pa bete i den grupp som fick fettillskott. I
andra studier har man dven funnit en 6kning av a-tokoferol 1 mjolk vid utfodring av oljevixter
(Focant et al. 1998, Sol Morales et al. 2000).



Tabell 2. Variation i koncentration och méingd a-tokoferol i mjolk fran 44 kor av SRB-ras
utfodrade med koncentrat innehallande 1ag (L) eller hog (H) fetthalt. (LS means + SE)

o-tokoferol, o-tokoferol,
Provtagningstillfélle Foder pug/g ug
Inhysta inomhus 9.97+0.40ac 300.6£19.0ad
Overgangsperiod H 9.52+0.42a 274.6+19.2a
L 10.44+0.45bc 292.9+20.2a
Bete H 12.02+0.53d 372.2421.1c
L 11.77+0.53d 239.6+21.4d

a-d Virden inom samma kolumn med olika bokstav skiljer sig (P < 0.05)

Spontan oxidationssmak (SOF): Mjolkens halt av pro-oxidanten koppar och tillgangen pa
dess substrat, de fleromittade fettsyrorna, visar ett tydligt samband med SOF dar 6kade halter
av fleromittade fettsyror och koppar ger 6kad risk for SOF. Mjo6lkens innehall av o-
tocopherol var inte signifikant ndr den inkluderades som effekt i PROC GLIMMIX.

Den fjirde principal-komponenten som erholls fran analysen med PROC PRINCOMP bestar
av en kombination av méngd a-tokoferol a ena sidan och kopparhalt och koppar/PUFA a
andra sidan, med motsatt vikter (vikter: -0,48, 0,58 respektive 0,51; Tabell 3). Vikterna pa de
fettkomponenter som inkluderades var sma och positiva, mellan 0,07 och 0,17 (Tabell 3).
Tolkningen av dessa vikter antyder att substrat och kopparhalter har ett medverkar till
uppkomsten av SOF medan a-tokoferol motverkar SOF, resultat som bekriftar vara
forviantningar. Tolkningen av den tredje principal komponenten var mer komplicerad, detta
eftersom bade pro-och antioxidanter fatt positiva vikter. En slutsats dr att tolkningen av
resultaten fran denna typ av analyser bor goras med stor forsiktighet nar man har att géra med
en komplex egenskap som SOF, 1 synnerhet som vi hir hanterar ett stort antal korrelerade
komponenter som alla pa nagot sitt forvintas bidra till SOF.

Vi fann att mjolk med hoga halter av koppar och flerométtade fettsyror var kopplat till hog
risk for oxidationssmak medan vi inte fann nagot samband med mjolkens halt av vitamin E. I
likhet med tidigare studier fann vi att forekomsten av oxidationssmak delvis beror pa érftliga
faktorer. Det innebdr att man bor kunna minska smakfelet genom avelsarbete men ocksa att
mjolkkvaliteten dventyras om tjurar som bér gener som predisponerar for smakfelet
oavsiktligt skulle séttas in 1 aveln. Andelen mjolkprover med oxidationssmak var 11,4 %,
vilket kan jamforas med den betydligt ldgre rapporterade forekomsten i tankmjolk (0,67 %).
Den stora skillnaden i forekomst beror pa att enskilda kors mjolk spads ut i tanken; enligt
tidigare forskning krévs att mer dn 30 % av korna ger mjolk med oxidationssmak for att ge
smakfel i tankmjolken.



Tabell 3. Vikter for variabler som ingar i principal-komponenter som signifikant (P <0.01)
bidrar till variationen i forekomst av spontan oxidationssmak.

Princ. komp. 3 Princ. komp. 4

Variabel

a-tokoferol, mg/kg 0.07 -0.14
a-tokoferol, mg 0.56 -0.48
a-tokoferol/PUFA 0.04 -0.15
Koppar, mg/kg 0.34 0.58
Koppar, mg 0.65 -0.19
Koppar/PUFA 0.28 0.51
C18:2 n-6 0.14 0.14
CLA 0.03 0.12
C18:3 n-3 0.09 0.07
PUFA 0.11 0.17
PI 0.12 0.16

fFettsyror samt grupper av fettsyror uttrycks i g/100g fettsyror;
PUFA = fleroméittade fettsyror (C18:2 n-6 + C18:3 n-3 + CLA);
PI = index som matt pa mjolkfettets flerométtnad (C18:2 + (C18:3 n-3 x 2)
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Ovrig resultatférmedling till niringen

Mjolkens innehall av vitamin E visade sig inte ha nagon storre betydelse for forekomsten av
oxidationssmak medan hoga halter av koppar och fleromittat fett gav markant okad risk for
smakfelet. Det innebdr att givor av vitamin E inte dr en sérskilt kostnadseffektiv metod att
atgdrda problemet. Vara tidigare studier har visat att oxidationssmak &r vanligast under den
forsta laktationsmanaden da kopparhalten i mjolken dr som hogst. Ett sitt att minska risken
for smakfel i mjolken fran den individuella kon vore dérfor att undvika fodermedel som 6kar
halten fleromiittat fett i mjolken och vélja mineralfoder med lagt innehall av koppar. For att
undvika att smaktroskeln dverskrids i mjolktanken bor man undvika alltfor koncentrerad
sdsongskalvning, dvs att inte ha for manga kor i tidig laktation samtidigt.

Att drftliga faktorer paverkar forekomsten av oxidationssmak innebir att man bor kunna
minska smakfelet genom avelsarbete men ocksa att mjolkkvaliteten dventyras om tjurar som
bir gener som predisponerar for smakfelet oavsiktligt skulle séttas in i aveln. Problemet dr



emellertid att man dnnu saknar storskaliga metoder att testa mjolk fran individuella kor skala
for savil smak som koppar och fettsyrasammansittning, vilket forsvarar att vélja ut
avelstjurar som nedérver vilsmakande mjolk. Avel baserat pa genetiska markorer vore darfor
ett intressant alternativ. Vi har funnit att den genvariant av DGATI som medfor hogre
mjolkfetthalt dven var associerad med ldgre andel fleromiéttade fettsyror, nagot som vore
gynnsamt for mjolkens smak och lagringsstabilitet. Ett mer méttat mjolkfett ar dock mojligen
mindre gynnsamt ur hilsosynpunkt.

Flera mejeriforeningar smaktestar regelbundet mj6lken fran gardstanken medan andra enbart
testar mjolken pa mejeriet. Vi menar att det dr viktigt att bevaka forekomsten av
oxidationssmak i mjolken annars kan problemet undga upptickt tills smakfelet i mejeriernas
silo-tankar plotsligt Overskrider smaktroskeln. Om oxidationssmaken far en sa stor utbredning
bland svenska besittningar blir det sannolikt bade dyrt och tidskrivande att atgidrda. Samtidigt
dventyrar man konsumentens fortroende for mjolkprodukter vilket vore allvarligt for
lonsamheten inom mjolkproduktionen.



