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Resumé (dansk)

Projektet har resulteret i ny viden omkring sekundaer metabolitdannelse fra en raekke
skimmelsvampe, der er kontaminanter pd ost. Der er udviklet metoder til oprensning
af rene stoffer fra svampe ekstrakter og ialt er omkring 25 stoffer isoleret. Strukturen
for 20 af stofferne er opklaret og 9 af stofferne har vist sig at vaere ikke tidligere
beskrevne naturstoffer. Det har derimod ikke varet muligt at oprense og karakterisere
farvestoffer dannet af Penicillium caseifulvum pa Danablu. Farvestofdannelsen er
mest udpraeget nar svampen vokser ved lavt pH og ved lave fosfat koncentrationer,
mens veksten er korreleret til salt koncentrationen. Foruden nye stoffer er en reekke
kendte mykotoksiner og andre metabolitter ogsa vist at blive produceret pé oste
baserede substrater. De to arter Penicillium caseifulvum og P. camemberti har vist sig
at veere meget ensartede mht. fysiologi, cytotoksisitet og dannelse af flygtige stoffer.
Projekt arbejdet har vaeret grundlaeggende for genintroduktionen af arten Penicillium
nordicum, der ligesom P. verrucosum producer ochratoxin. Ferstnavnt art isoleres
primert fra ost og ked produkter.

Resumé (engelsk)

The project has provided new knowledge about secondary metabolism of a number of
cheese associated fungal contaminants. Methods for isolation of pure compounds
from fungal extracts have been developed an in total about 25 metabolites have been
isolated. The structure of 20 compounds have been elucidated and 9 compounds
turned out to be novel natural products. It has not been possible to isolate and
characterize pigments produced by Penicillium caseifulvum on Danablu. Pigmentation
1s most pronounced when the fungus is growing at low pH and low phosphate
concentrations, while growth is correlated to salt concentration. Apart from novel
compounds a number of known mycotoxins and other metabolites have been shown to
be produced on cheese based substrates. The two species P. caseifulvum and P.
camemberti have been shown to be very similar with respect to physiology,
cytotoxicity and production of volatile metabolites. Work made in this project has
been the basis for the reintroduction of the species Penicillium nordicum, which
produces ochratoxines like P. verrucosum. The former species is primarily isolated
from cheese and meat products.



1. Formal

Det har varet projektets formal at udvikle metoder til karakterisering af sekundere
metabolitter fra skimmelsvampe. Disse metoder har omhandlet oprensning, pavisning
og strukturopklaring af kendte og ukendte sekundere metabolitter fra
skimmelsvampe, der forekommer pa ost.

Projektet har primeert fokuseret pa Penicillium caseifulvum, men andre vigtige
arter som; P. commune, P. camemberti, P. solitum, P. nalgiovense, P. roqueforti, P.
discolor, P. nordicum, P. verrucosum og Aspergillus versicolor er ogsa blevet
undersogt.

2. Baggrund

Som de fleste andre fedevarer forurenes oste af og til med skimmelsvampe. Disse kan
give anledning til misfarvninger, &ndringer af smag, lugt og konsistens, samt til
dannelse af toksiske komponenter (mykotoksiner). Samtidig er enkelte
skimmelsvampearter dog meget vaerdifulde starterkulturer til fremstilling af
skimmelmodnede oste, idet skimmelsvampenes evne til at @ndre ostens sensoriske og
konsistensmeassige egenskaber her udnyttes til produktion af specielle ostetyper.

I et tidligere samarbejdsprojekt mellem Mejeribrugets ForskningsFond og
Levnedsmiddelcenteret ved Institut for Bioteknologi pd Danmarks Tekniske
Universitet, ved forskningsadjunkt Flemming Lund (FL) og kollegaer, er det blevet
kortlagt hvilke arter, der er dominerende pa forskellige typer af danske oste. Pa faste
og halv faste oste er langt den mest dominerende forurenende skimmelsvamp
Penicillium commune, men arter som P. nalgiovense, P. roqueforti, P. solitum, P.
discolor, P. verrucosum, Aspergillus versicolor m.fl. ses ogsé af og til.

Pé oste af Danablu typen er det for {4 ar siden desuden blevet opdaget, at en
hidtil ukendt art Penicillium caseifulvum, kan vere et stort problem. P. caseifulvum
blev opdaget, da man pa en raekke danske osterier i perioder fik problemer med
gul/orange misfarvninger pa overfladen af Danablu oste. Misfarvninger viser sig som
regel, nér ostene efter ca. 3 ugers lagring vaskes pa overfladen, inden de pakkes til
yderligere lagring. I andre tilfelde ses gulfarvningen forst under den videre lagring.
Ved at pode direkte fra gule pletter isolerede FL renkulturer af P. caseifulvum (billede
1). Ved naermere eftersyn kunne P. caseifulvum ogsa tydeligt ses som en gra/bla
overfladevakst pa Danablu oste 1 modsatning til starterkulturen P. roqueforti, der
som bekendt har merke olivengrenne sporer.

Den seneste udvikling 1 “P. caseifulvum historien” er, at vi her 1 starten af ar
2000, fra et nyligt introduceret tysk skimmeloste produkt, har isoleret en renkultur af
P. caseifulvum, hvilket klart tyder pa, at arten bruges som starterkultur.

Ovennzvnte farvestofproblematik har veret den vasentligste baggrund for
dette projekt. Det primare formal med projektet har sdledes veret at isolere/oprense
og karakterisere de ovenfor beskrevne gul/orange farvestoffer fra P. caseifulvum, og i
mindre grad stoffer fra andre naert beslegtede oste associerede svampe. Nar rene
stoffer er isoleret analyseres de efterfolgende ved spektroskopiske metoder saledes, at
stoffernes nejagtige kemiske strukturer kan fastlegges, ligesom stoffernes evt.
toksiske egenskaber kan underseges. Pa basis af en ngjagtig kemisk struktur kan de
byggesten, som bruges til skimmelsvampens syntese af stoffet (biosyntesevejen) med
stor sandsynlighed fastleegges. Efterfolgende kan det undersoges hvilke



procesfaktorer, der pavirker et givent stofs biosyntesevej. Dette kan i bedste fald lede
til, at der findes betingelser, hvor dannelsen af det ugnskede stof helt kan undgés.

Billede 1. Renkultur af Penicillium caseifulvum pa de fire agar medier CYA, YES, MEA og
CREA. Top (forside af kulturer), bund (bagside).

Nér man taler om kemiske stofskifteprodukter (eller metabolitter) fra
mikroorganismer og planter, taler man som regel om henholdsvis primere og
sekundeare stoffer. De primeere stoffer findes 1 alle levende organismer og er
livsnadvendige for deres overlevelse. Som eksempel kan n@vnes de primare stoffer,
der dannes ved nedbrydning af sukker under energidannelse. Primare stoffer indgar
som regel 1 cykliske stofskifte processer, hvor de hele tiden regenereres. Sekundcere
stoffer betegnes derimod som stoffer, der tjener mere artsspecifikke og ikke
nedvendigvis livsnadvendige funktioner for den producerende organisme. Det nok
mest kendte eksempel pa et sekundeert stof fra skimmelsvampe er penicillin, der
dannes af bl.a. Penicillium nalgiovense. Af andre kendte stoffer kan nevnes
mykotoksinerne aflatoxin B; og ochratoxin A.

Projektet er blevet udfort i samarbejde mellem Mykologigruppen pa Institut
for Bioteknologi, Danmarks Tekniske Universitet og Marin Kemi Gruppen pa Kemisk
Lab. II, H.C. Orsted Instituttet, Kebenhavns Universitet. Den kemifaglige baggrund
for projektet har séledes i1 hgj grad veret; 1) Mykologigruppens mangearige arbejde
med udvikling af analytiske metoder til mikro-ekstraktion og detektion/pavisning af
profiler eller fingeraftryk af kendte og ukendte metabolitter fra skimmelsvampe, og
deraf store know-how omkring forskellige stoftypers spektroskopiske karakteristika,
og 2) Marin Kemi gruppens store erfaring omkring oprensning og strukturopklaring af
forskellige typer af naturstoffer (som alkaloider) fra iser planter og marineorganismer
herunder skimmelsvampe.



3. Resultater

3.1 Udvikling af metoder til oprensning af skimmelsvampe metabolitter

Indledende i projektet blev der indkebt et semipreparativt HPLC system (flow
omrade 1-40 mL/min) af market Waters. I modsetning til typiske traditionelle
praeparative systemer hvor detektion baseres pd maling ved en belgelengde, har
detektoren veret en photodiode array detektor. Det har derfor i1 projektet vaeret muligt
at optage fulde UV spektre af de stoffer, som er blevet adskilt, svarende til hvad der er
muligt pa analytiske HPLC systemer. Dette sammenholdt med at det har varet muligt
at indkebe forskellige kolonnetyper til projektet har betydet, at det har veeret muligt at
arbejde pa et state-of-the-art system.

For hurtigt og nemt at 4 oprenset nogle ukendte svampe stoffer blev det
indledende i projektet valgt at arbejde med en modelsvamp (Penicillium verrucosum
isolat, IBT 5891), hvis 4 hovedkomponenter tilsyneladende var nye stoffer. Strategien
lykkedes og efter indkering af metoder blev store mangder af stofferne oprenset.
Strukturen af de rene stoffer (figur 1) blev efterfolgende fastlagt ved tolkning af
spektroskopiske data fra kernemagnetiske resonans malinger og
massespektrometriske data og er beskrevet i artiklerne (1, 2 og 5).

Igennem projektforlebet har flere studerende kunne drage nytte af udstyret og
de udviklede metoder. Is@r har speciale studerende Dan Serensen (DS) fra
Kebenhavns Universitet veret knyttet til projektet. DS har arbejdet med ukendt kemi
fra Penicillium solitum og P. nalgiovense, hvilket udmentede sig i to artikler (6, 7) og
bl.a. fundet af den nye compactin analog solistatin (figur 1).

(0]
AcO
o)
(0]
A
OAc OAc
daldinin D

5
i
o
=)

verrucolone ‘O

penigequinolone solistatin

Figur 1. Metabolitter karakteriseret indlende i projektet fra Penicillium verrucosum og P.
solitum (solistatin).



3.2 Kemisk karakterisering af Penicillium caseifulvum, P. camemberti og P.
commune

Helt fra da de forste kulturer af P. caseifulvum blev isoleret, har det varet klart, at
arten er nert beslegtet med bade P. camemberti og dens vildtype P. commune.
Sidstnavnte to arter kan producere mykotoksinet cyclopiazonsyre, som P.
caseifulvum ikke producerer. P. caseifulvum danner derimod stofferne rugulovasine A
og B samt cyclopeptine, alle stoffer som P. commune ogsé er kendt for at kunne
danne (figur 2).
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Figur 2. Sekundare metabolitter fra Penicillium caseifulvum, P. camemberti og P. commune
(cyclopiazonsyre, rugulovasine A, cyclopeptine og sclerotigenin).

Strategien i arbejdet med at karakterisere de uenskede farvestoffer fra P.
caseifulvum har veret at starte med at analysere for indholdet af svampestoffer 1
“rigtige” misfarvede osteskorper fra de fire forskellige danske mejerier, hvor
P.caseifulvum er pavist som kontaminant, samt at undersege renkulturer fra
mejerierne dyrket pa syntetiske medier. Disse analyser viste, at osteekstrakterne
indholdt en lang reekke stoffer inklusivt farvestoffer, der ligeledes dannes af
renkulturer af P. caseifulvum, nér disse dyrkes pa syntetiske medier (figur 3).
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Figur 3. HPLC kromatogram der viser profilen af svampe metabolitter ekstraheret fra en
Danablu med kraftig overflade kontamination af Penicillium caseifulvum. Kromatogramet
viser absorptionen ved 340 nm. Figur 4 viser UV spektra af de to sterste toppe, der ses ved
hhv. 23.0 og 34.6 min.

Stoffer med UV absorption i det synlige omrade (ca. 380-600 nm) blev valgt
som “targets” for praeparativ oprensning fra store syntetisk fremstillede farvede
ekstrakter. Specielt har projektet fokuseret pa de to hovedkomponenter navngivet “lys



gul” og “metabolit I’ (figur 4). For begge stoffers vedkommende var der mange
analoge stoffer i det farvede ekstrakt.

Analyserne viste samtidig, at isolater fra de forskellige fire danske mejerier
havde en meget ensartet produktion (eller profil) af sekundere stoffer bade ved
ekstraktion af oste og syntetiske medier.

DADT, 22.975 (84.5 mAU, - ) of 031-3101.0 DAD1, 34.555 (95.9 mAU, - ) of 031-3101.D

Figur 4. UV spektre af ukendte formodede farvestoffer (“lys gul” og “metabolit I”’) dannet af
Penicillium caseifulvum bade pa Danablu oste og pa syntetiske medier.

I mere end to ar har projektet vha. diverse tilgeengelige oprensningsmetoder
forsegt at oprense en rakke af de ovenfor naevnte farvestoffer. Indtil videre har det
dog vist sig, at farvestofferne er meget ustabile eller har en saidan kemisk natur, at de
adsorberes (bliver hengende) pa de typer af kolonner, som har veret brugt i projektet.

I de f4 tilfeelde, hvor der tilsyneladende har vearet en tilstreekkelig mangde stof
oprenset til spektroskopiske undersegelser, har stofferne alligevel varet nedbrudt for
det har vaeret muligt at gennemfore de nedvendige undersogelser, der skulle danne
grundlag for bestemmelse af farvestoffernes kemiske struktur.

Vores resultater stemmer overens med virkeligheden i den forstand, at
misfarvninger pa osteoverflader ofte tilsyneladende forsvinder, hvilket siledes
indikerer, at farvestofferne ogsé er ustabile 1 ostemiljoet. Det kan dog ogsé veare at
farvestofferne virker som pH indikatorer, saledes at de @ndrer farve 1 takt med at
ostens pH @ndres.

Det er dog lykkedes at opklare strukturen af den ufarvede benzodiazepin
sclerotigenin (10) fra et isolat af P. commune. Sclerotigenin blev ogsa detekteret i et
ekstrakt fremstillet fra en kraftigt kontamineret Danablu ost, hvilke indikerer at stoffet
dannes af P. caseifulvum, selv om renkulturer aldrig er pavist at kunne danne
sclerotigenin pa syntetiske substrater.

Der vil i resten af ar 2000 fortsat blive arbejdet med at isolere og karakterisere
ukendete stoffer fra P. caseifulvum, idet speciale studerende Bo Jergensen (i
samarbejde med KU) arbejder med P. caseifulvum i sit speciale projekt.

3.3 Aromastofdannelse

Flere af de Danablu osterier, hvor Penicillium caseifulvum er fundet som
kontaminant, har vundet priser for deres ostes gode kvalitet. Fra Mykologigruppens
side har det derfor vaeret foresléet at P. caseifulvum maske ligefrem kan bidrage til en
positiv aromaudvikling. Den nertbeslaegtede P. camemberti bruges til bade hvid og til



bla hvid (sammen med P. roqueforti) oste fermentering. For at undersege dette har vi
dyrket isolater af P. caseifulvum og P. camemberti under realistiske vaekst betingelser,
dvs. ved ca. 12 °C, pa et flade medium.

Indenfor de forste 10 dage, dvs. i det tidsrum hvor myceliet voksede frem og
blev synligt, viste de to arter sig at have praktisk talt ens aromaprofiler (3). Begge
arter dannede store mengder af is@r methyl-ketoner (2-pentanone, 2-heptanone og 2-
nonanone), smé alkoholer som isobutanol, organiske syrer samt en lang reekke andre
kendte oste aromastoffer (figur 5).

Aldre og kraftigt sporulerende kulturer dannede kun smé& maengder af
ovennavnte stoffer. Istedet sds en vaesentlig oget produktion af terpener som 3,7-
dimethyl-1,3,7-octatriene, B-caryophyllene samt en lang raekke ukendte stoffer.
Aromaprofilerne for de &ldre kulterer var mere forskellige end for de unge kulturer,
men samlet sas et meget ensartet billede for de to arter. Ingen af kulturerne dannede
under de givne betingelser den kendte off-flavor 2-methyl-isoborneol, dog dannede P.
caseifulvum relativt store mangder af off-flavoren styren (figur 5).
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Figur 5. Flygtige stoffer fra P. caseifulvum (isobutanol, 2-heptanone, styrene, 2-methyl-
isoborneol og -caryophyllene).

3.4 Fysiologiske underseogelser af Penicillium caseifulvum

I projektet er det ogsé blevet undersogt hvilke fysisk-kemiske faktorer, der har
betydning for vakst og farvestofdannelse for P. caseifulvum (11). I to faktor forseg er
folgende faktorer valgt pé to niveauer blevet undersegt: pH, salt koncentration
(NaCl), P, K, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, S og N. Det viste sig, at lavt pH (< 5) og lavt fosfat
indhold 1 mediet gav aget farvestofdannelse, mens hgj salt koncentration var
korreleret til vaekst. Dette stemmer godt overens med, at det netop er om sommeren,
hvor der er lavest fosfat indhold i malk, at der ses de sterste problemer med
misfarvning. Farvestof dannelse var ikke korreleret med vakst.

Nar forskellige isolater af P. caseifulvum og P. camemberti dyrkes ved 12 °C
pa et Danablu agar medium (DBA) (fremstillet ved at blande smeltet blendet Danablu
ost med agar), ser de to arter bade morfologisk og fysiologisk meget ens ud. Begge
arter bliver meget vatagtige og indtil P. caseifulvum begynder at sporulere er det
praktisk talt umuligt at kende forskel pa de to arter (13). Nar P. caseifulvum podes
som 3-stik bliver den gra/bla, mens den ved podning med en kraftig sporesuspension
far gré sporer.

3.5 Kemisk karakterisering af evrige skimmelsvampe associeret til ost



Som navnt pa side 3 har FL m.fl. karakteriseret den associerede funga pé ost og
beskrevet de relativt fa arter, der er dominerende. I dette projekt er et antal isolater fra
tolv af de vigtigste blevet dyrket pA DBA medium. Efter vaekst i 2 uger ved 12 °C er
der blevet fremstillet ekstrakter fra overflade kulturer. Ekstrakterne blev analyseret
ved HPLC og efterfolgende testet vha. MTT-testen (se afsnit 3.6 og tabel 3 herunder).
En lang raekke kendte stoffer (som f.eks. cyclopiazonsyre, rugulovasiner, penitrem A
og sterigmatocystin m.fl.) kunne pavises i de enkelte ekstrakter (tabel 1 og figur 6).

Skimmelsvamp Sekundzre metabolitter pavist fra ostebaseret
medium

Penicillium roqueforti | Roquefortine A og analoger

P. commune Rugulovasine A & B, viridicatin, cyclopiazonsyre m.fl., metabolit I

P. camemberti Cyclopiazonsyre,metabolit 1

P. caseifulvum Rugulovasine A & B, metabolit I

P. nalgiovense Diaportinol, diaportin syre, dichlorodiaportine og analoger

P. atramentosum Rugulovasine A & B, meleagrin, oxaline

P. solitum Cyclopenol, viridicatol, cyclopeptine, dehydrocyclopeptine,
solistatin, viridicatin, compactin

P. discolor Cyclopenol, viridicatol, cyclopeptine, dehydrocyclopeptine,
chaetoglobosiner,

P. crustosum Cyclopenol, cyclopeptin, penitrem A

P. nordicum Sclerotigenin, anaciner, viridic syre og analoger, metabolit I

P. verrucosum Verruciner

Aspergillus versicolor | Sterigmatocystin, versicoloriner

Tabel 1. Liste over hvilke skimmelsvampe arter, der er blevet dyrket pa et oste baseret
medium (DBA) og angivelse af hvilke stoffer, der er pavist i ekstrakter (se ogsa figur 6).
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Figur 6. Sekundare metabolitter dannet af oste associerede Penicillium arter pd DBA.

Flere af de n@vnte stoffer (som sclerotigenin, anaciner, verruciner,
compactiner, solistatin, diaportiner, chaetoglobosiner) er os bekendt aldrig tidligere
pavist fra oste eller oste baserede substrater. En litteratur segning vil klarlaegge dette
og en endelig afrapportering vil fremgé af den planlagte artikel (13).



Det fremgér af tabel 1, at P. nordicum danner (store mengder) af stoffet
sclerotigenin pa ost. Dette er helt ny viden, idet vi i vores beskrivelse af hvilke arter
(indenfor Penicillium), der laver stoffet slet ikke navner arten P. nordicum (10). P.
nordicum svarer 1 artiklen til de 4 af de 8 undersegte P. verrucosum isolater der
danner sclerotigenin.

At P. nordicum er en selvstendig art er endeligt blevet klarlagt i FOTEK3
projektet “The role secondary metabolites on fungal activities in foods”, hvor arbejdet
med karakterisering af kemotyper indenfor P. verrucosum er fortsat. I dette projekt
har vi fundet, at der udover stofferne citrinin og sclerotigenin ogsa er to serier af
analoge stoffer kaldet verruciner og anaciner, som aldrig dannes samtidigt.
Sammenholdes alle data fra de ialt 45 isolater, der er undersegt, finder vi nu fire
kemotyper, hvor de to sterste grupper i arbejdet konkluderes at reprasentere arterne
P. verrusosum og P. nordicum, idet eks-type kulturen af sidstnevnte art var indeholdt
1 den ene gruppe. Begge arter producerer ochratoxin A (OTA) og B, verrucoloner og
metabolit I, mens de fleste P. verrucosum isolater desuden producerer verruciner og
citrinin. Sidstnavnte to stoftyper dannes aldrig af P. nordicum isolater, der derimod
nasten alle producerer anaciner og desuden ofte sclerotigenin (tabel 2).

Skimmelsvamp | Forekomst Karakteristiske sekundare metabolitter

P. verrucosum Cerealier Ochratoxiner, verrucoloner, citrinin, verruciner

P. nordicum Ost & ked Ochratoxiner, verrucoloner, sclerotigenin, anaciner

Tabel 2. Karakteristiske metabolitter dannet af Penicillium verrucosum og P. nordicum, som
er ochratoxin producerende skimmelsvampe, der forekommer pa hhv. cerialier og ost/ked.

Isolater af P. verrucosum er nasten altid isoleret fra cerealier og er som regel
orangebrune pa bagsiden af YES agar, mens P. nordicum isolater oftest er isoleret fra
kad eller ost og er svagt creme farvede pé bagsiden af YES agar. Disse klare forskelle
underbygger ligeledes, at der er tale om to forskellige arter (12). Generelt danner P.
nordicum vesentligt storre mangder OTA end P. verrucosum, hvilket kan skyldes, at
aminosyren phenylalanine, der er en vasentlig byggesten i biosyntesen af OTA, ogsa
indgér 1 biosyntesen af verruciner, som er hovedkomponenter for P. verrucosum. Pé
DBA mediet dannede de to undersogte isolater af P. nordicum dog ikke OTA.

Igennem de seneste ar har Mykologigruppen ogsa arbejdet en del med kemisk
karakterisering af P. roqueforti. Hovedkonklusionen har veret, at der er blevet
beskrevet to nart beslegtede arter P. carneum og P. paneum, som bade morfologisk
og iser kemisk afviger meget fra den traditionelle P. roqueforti art, der bruges som
starterkultur. Som navnene indikerer findes de to sidstn@vnte arter ofte pd ked og
brad. Alle tre arter kan danne roquefortine C, mens kun P. carneum og P. paneum kan
danne mykotoksinet patulin, ligesom der er andre kemiske forskellige. I dette projekt
er det blevet vist, at de tre arter danner meget forskellige flygtige stoffer, hvilket giver
en alternativ made at identificere arterne pa (14).

3.6 Screening af svampeekstrakter for cytotoksisitet

Som navnt ovenfor blev ekstrakterne fremstillet fra kulturer dyrket pA DBA medium

afsluttende i projektet screenet for deres evt. cytotoksisitet ved brug af den sakaldte
MTT-test (13). Testen er tidligere brugt til undersegelse af svampestoffer og
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ekstrakter. Kort beskrevet gér testen ud pa, at en fortyndingsraekke af ekstraktet
(sammen med vakstmedium) tilsettes en velkarakteriseret cellelinie af opdyrkede
svinenyre celler, der sidder som et monolag 1 mikrotiterbrende. Cellerne vil herefter
overleve, tage delvis skade eller do athengigt af ekstrakternes indhold af cytotoksiske
stoffer. Princippet i testen baseres pa at levende celler er i stand til at omdanne det
gule farvestof 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) til
lilla formozaner, mens cellesuspensioner der indeholder dede celler forbliver gule,
hvilket kan méles spektrofotometrisk.

Pé trods af at testen kun skal betragtes som en hurtig diagnostisk screenings
metode, giver den dog et udtryk for et givent antal ekstrakters relative cytotoksisitet.
Metoden er séledes fundet relevant i dette projekt specielt til det formal at
sammenligne de to neert beslegtede arter P. caseifulvum og P. camemberti. Ekstrakter
af 5-7 isolater af disse to arter er blevet dyrket pa henholdsvis et syntetisk agar
medium (YES) og DBA medium med kontrol prever og ekstrakter af to isolater af P.
roqueforti.

Skimmelsvamp Antal isolater/proever | Toksisk indtil fortynding #

Kontrol 4 R

Penicillium roqueforti

P. commune

P. camemberti

P. caseifulvum

P. nalgiovense

P. atramentosum

P. solitum

P. discolor

P. crustosum

P. nordicum

P. verrucosum

N[ — [N W [W NN I |||

Aspergillus versicolor

Tabel 3. Oversigt over de undersogte ekstrakters (fra DBA medium) cytotoksisitet, angivet
som antal fortyndinger et givent ekstrakt skal gennemga for mere end 80% af det tilsatte gule
farvestof MTT omdannes til lilla formazaner).

Resultater fra det syntetiske medium viste (ikke illustreret her), at hverken
ekstrakter fra P. caseifulvum eller P. camemberti var toksiske. Samtidig sds de to
undersogte P. roqueforti ekstrakter at veere 3-4 fortyndingstrin mere toksiske, hvilket
stemmer godt overens med, at arten er kendt for at producere mykotoxiner som
roquefortiner og PR-toxin pa syntetiske medier. Disse stoffer produceres under
normale omstaendigheder ikke pa Danablu eller bld hvide oste. Ekstrakter fra Danablu
agar mediet gav helt andre resultater, idet ekstrakter af P. roqueforti nu var non-
toksiske ligesom kontrol ekstrakter, mens P. caseifulvum og P. camemberti ekstrakter
derimod var toksiske fra forste til tredie fortyndingstrin (tabel 3). I gennemsnit var der
saledes meget lille forskel pa de to arters cytotoksisitet og resultaterne stemmer
saledes med de kemiske data, der har vist, at de to arter er meget ens.
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Nér man ser pa cytotoksisiteten af ekstrakter fra de evrige 9 arter dyrket pa
DBA ses alle at vaere cytotoksiske (tabel 3). Ekstrakterne fra P. nalgiovense ses at
vare de mest cytotoksiske. Hovedkomponenterne i1 P. nalgiovense ekstrakterne var
diaportiner, en gruppe af isocoumariner pa flere end de fem, som er blevet beskrevet i
dette projekt (figur 6) (7). Vi har dog ikke testet de rene stoffers cytotosisitet.

MeO

Figur 6. Nye diaportiner fra P. nalgiovense (dichlorodiaportine, diaportinol og diaportinsyre)
(.

Desuden ses ét P. discolor og ét A. versicolor isolat at vaere betydeligt mere
toksiske end andre isolater af samme art. Nar man ser pd& HPLC profilerne for de to
isolater af sidstnavnte art sds meget store kemisk forskelle, hvilket forklarer MTT-
test resultatet. Arsagen til at ekstraktet af de ene P. discolor isolat er s relativt mere
toksisk end de to @vrige er derimod sverere at forklare idet kromatogrammerne for de
tre ekstrakter ser meget ens ud. Dette tyder pa at toksisiteten skyldes forskelle i
mangder pa nogle af de mindre komponenter.

De ovrige ekstrakter var alle middel toksiske, hvilket der ikke umiddelbart kan
konkluderes noget udfra. Mange mykotoksiner er ikke cytotoksiske og giver derfor
intet eller kun ringe udslag 1 testen, eksempelvis sds de to ektrakter af P. crustosum at
indeholde store mangder af det tremorgene toksin penitrem A.

4. Konklusioner

Projektet har bidraget med ny viden angdede sekundar metabolitdannelse fra
skimmelsvampe pd ost. Sdledes er der pa basis af de metoder, som er udviklet i
projektet blevet oprenset omkring 25 svampemetabolitter, hvoraf det er lykkedes at
karakterisere de 20, hvoraf 10 har varet nye.

Blandt de fem metabolitter, som det endnu ikke er lykkedes at oprense og
karakterisere er nogle af de tilsyneladende mange farvestoffer, som dannes i smé
maengder af Penicillium caseifulvum bade pa Danablu oste og pé en rackke forskellige
syntetiske medier.

Mange af de nye stoffer er sammen med en rakke allerede kendte stoffer
pavist for forste gang i svampeekstrakter fra kontaminerede Danablu oste eller fra
overflade kulturer dyrket pa et oste baseret medium.

Kemisk karakterisering af P. caseifulvum isolater fra fire danske mejerier og

nogle fa isolater af udenlandsk oprindelse har vist at alle eksisterende isolater har
meget ensartede profiler af sekundare metabolitter.
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Ved sammenligning af P. caseifulvum med P. camemberti mht. aromadannelse
og toksisitet har det vist sig, at de to arter er meget ensartede. P. caseifulvum danner
store mangder af aromastoffer, som er kendte fra P. camemberti. Nér ekstrakter af de
to arter testes vha. den sékaldte MTT-test findes det, at de to arter er stort set lige
toksiske. Alt i alt indikerer resultaterne i projektet sdledes, at P. caseifulvum foruden
at veere kontaminant pa Danablu oste, ligesa godt kan betragtes som en potentiel ny
starterkultur, hvilket den tilsyneladende allerede bruges som 1 Tyskland.

Fysiologiske undersogelser har vist, at farvestofdannelse er mest udtalt ved
lavt pH og ved lave fosfat koncentrationer, mens saltkoncentrationen er korreleret til
vaekst. Dette stemmer godt overens med, at de storste problemer med misfarvning ses
om sommeren, hvor der netop er lavt fosfat indhold 1 malken. Resultaterne peger
derfor pa at mejeriindustrien, ved at styre pH, salt og fosfat indholdet i Danablu oste
under deres fremstilling, herigennem har mulighed for at hemme den uenskede
farvestofdannelse.

Projektet har samarbejdet med en lang reekke eksterne partnere og andre
forskningsprojekter omkring kemisk karakterisering af andre oste associerede arter
end P. caseifulvum. Af vigtige resultater kan navnes, at det alene ved analyse af
flygtige stoffer er muligt at identificere de tre arter P. roqueforti, P. carneum og P.
paneum, hvoraf de to sidstnavnte ofte fejlidentificeres som P. roqueforti (14).
Tilsvarende har det vist sig, at oste (og ked) associerede Penicillium isolater, der
producerer ochratoxin A, desuden producerer en raekke andre unikke stoffer, som ikke
produceres af ceriale associerede OTA producerende arter. Resultaterne tyder klart
pa, at der er tale om to selvstaendige arter, P. nordicum og P. verrucosum (13).

Endeligt har projektet medvirket til opbygning af en ny videnplatform
omkring naturstotkemi i Levnedsmiddelcenteret pa Institut for Bioteknologi,
Danmarks Tekniske Universitet. Projektet har allerede veret grundlagsskabende for
to andre projekter bevilget i Forskningsrdds regi (FOTEK3 projektet: “The role of
secondary metabolites on fungal activities in foods” og STVF rammebevillingen:
“Predictive biotechnology and functional biodiversity: intelligent screening and
phenotypic informatics”, begge projekter der udferes pa Institut for Bioteknologi pé
Danmarks Tekniske Universitet).
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