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8. Slutrapport: (maks. 4-6 sider)

A. Sammendrag af projektets formal og af projektets inhold i henhold til den
godkendte projektansggning:

Projektet undersggte de ngdvendige grundvidensgeldaiterier for, at modningskulturer ab.
helveticukan bruges innovativt til udvikling af nye halvfa®g faste ostetyper med forbedrede
smags- og konsistensegenskaber, specielt lavfelifjleabste. Dermed imgdekommes
forbrugernes gnsker om ostetyper med forskelligagsmrofiler, god konsistens og lavt
fedtindhold. Osteproducenterne vil kunne benytseltaterne til at udvikle nye produkter med
stort potentiale bade pa det nationale og intesnate marked.

B. Projektets resultater og konklusion:
Projektet har giver resultater omkring stammevanahosLb. helveticus forhold til genetiske
og fysiologiske egenskaber, samt effekter i ost:

Kulturer og stammer dfb. helveticus

- En kultiverbar_b. helveticustamme blev isoleret fra moden ost lavet med miestafiter og
Lb. helveticuwved at benytte en ny metode. De molekyleere typmiegsder, pulse field gel
electrophoresis (PFGE) og repetitiv polymerasercheaction (rep-PCR) kunne differentiere
Lb. helveticustammer og benyttes til at udveelge seks forsketéda stammer. (3, 17)

Genetisk og fysiologisk undersggelsd bf helveticus

- Fire gener kodende for proteaser blev fundet, egsddistribution var meget
stammeafhaengig. Det passede med en hgj grad ahstariation i den kaseinolytiske
aktivitet og specificitet, hvor det endvidere bigst, at proteaserne kun blev udtrykt under
dyrkning i meelk og ikke MRS. (4, 6, 13)

- Gener kodende for 13 peptidaser blev fundet, agsédimmerne havde de sammer gener og
det samme antal kopier. Ligeledes blev det furatettammerne alle havde den samme
peptidase specificitet selvom aktivitetsniveaueg darierede og var i alle tilfeelde hgjest efter
opdyrkning i meelk. (5, 16, 18, 12)

- Stammerne havde alle gener kodende for aromati$rggenede aminosyre
aminotransferase og aktivitet mod de to slags asyieo (hgjest for de aromatiske) blev ogsa
pavist for stammerne med varierende aktivitetsnivagvarierende indflydelse af
dyrkningsmedie. En af stammerne havde ikke geeetkalder for Asp aminotransferase, og
denne stamme kunne heller ikke transaminere As@d.6)6

- I sammenhang med den hgje aminotransferase akthoie de aromatiske aminosyrer blev
der fundet en meget hajketosyredehydrogenase aktivitet mod phenylpur¢be) for alle
stammer imens aktiviteten modketoisocaproat (Leu) var lav. Endvidere havde stanme
gener, som kodede for fosfatase og esterase aktgtdisse enzymaktiviteter blev ogsa
pavist i stammerne. (20)

- Screening for antimikrobiel aktivitet viste, at it 19Lb. helveticustammer havde fem
stammer antimikrobiel aktivitet mod termofile labsilli, syv stammer kunne inhiberes og
de sidste syv stammer var resistente. Endvidera&katammerne inhibere starter kulturer,
men det skyldtes udelukkende produktion af orgasys&. (2)

Effekt afLb. helveticus ost

- Syv oste fra markedet med det tilfeeldes, at déavat med mesofil starter dgp. helveticus
som modningskultur, havde karakteristiske peptglaminosyresammensaetning i forhold til
oste lavet med elbbactococcusom modningskultur, mens aromastofsammensaetninges m
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var afhaengig af ostetype. En metode til at kvargre aromastoffer blev udviklet, som tog
hgjde for fedtindholdet i ostene. GC-olfactomelendbrugt til at identificere lugtaktive
flygtige komponenter i ostene. (1, 7, 8, 9, 11,14,15)

- Et ostningsforsgg med Danbo 45+ blev udfgrt i pkata, hvor tre stammer, udvalgt fordi de
havde meget forskellige enzymaktiviter, blev tilda¢ tre stammer ggede alle kasein
nedbrydningen, peptidhydrolysen og maengden af aaywieg mens aminosyre- og
aromastofsammensaetningen aendredes afheengigt afist&®en stammeafhaengige
indflydelse pa aminosyre- og aromastofsammensagtnikgnne korreleres til de fundne
enzymaktiviterin vitro. (10)

Overordnet kan det pa baggrund af dette projekklkoleres, at specifikkeb. helveticus

stammer kan udveelges som modningskultur afheengigrabnskede effekt i ost som for
eksempel: acceleration af modning; mindre bitterlsethgsforsteerkning og nye smage/aromaer.
(22)

C. Projektets faglige forlgb:

Projektet blev gennemfart efter den oprinderliggnphed seks faser, a-f (se neden). Indholdet
blev tilpasset resultater undervejs pa en maderdeeskrevet i afsnit "J. Uddybende beskrivelse
af projektets forlgb og opnaede resultater”.

a. Valg af kulturer og stammer lah. helveticus

Lb. helveticusstammer veelges fortrinsvis fra de mange tilgeeggelulturer, der findes pa
markedet. Herved bruges resultater fra tidligeredg med.b. helveticusstammer samt
information i litteraturen specifikt om de pageelderstammer og generelt drh. helveticusVi
regner med at udvaelge omkring syv til ti kulturexdiorskellige profiler og egenskaber.

b. Nggleenzymerlib. helveticudag forskellige effekter i ost

Enzymer af interesse for ostemodning og iseer aramaglse skal identificeres og karakteriseres
for forskellige stammer og kulturer. Resultatertiddigere forsgg samt nye ostningsforsgg og
osteanalyser skal bruges til at identificere hvidkeymsystemer, der er mest hensigtsmaessige at
undersgge. Screeningsmetoder for enzymaktivitdéteskellige stammer og kulturer skal
udvikles. Enzymer med egenskaber der ggr, at delegnede til udveelgelse lab. helveticus
stammer, vil blive naermere undersggt.

c. Kriterier for udvalg at b. helveticusstammer til specifikke effekter i ost

Metoder til at analysere specifikke enzymer ogesystr af enzymer skal undersgges og udvikles
for at kunne afggre hvilke stammer eller kulturela helveticusder bedst egner sig til at
bidrage til udvikling af forskellige karakteristikast. Af interesse er metoder for aktivitets- og
kinetikanalyser samt brug af genprober, fluoresckaser scanning mikroskopi, immunologi,
affinitets- og anden kromatografi, sekventeringsagimenligning metb. helveticus-
genomdatabase.

d. Effekter aflLb. helveticus faste og halvfaste oste.

Aromakomponenter skal analyseres i oste produosedtlb. helveticusResultaterne herfra vil
benyttes til at identificere mulige metaboliskeeveg enzymerlib. helveticusaansvarlige for
produktionen af aromakomponenter i ost. Forskelligehelveticustammer undersgges med
hensyn til primaer proteolyse af kaseinnetvaerkgiroguktionen af bitre peptider. Herudover
undersgges de peptidolytiske aktiviteter for nedbiyg af de bitre peptider og frigarelse af
aminosyrer. Ugnskede bivirkninger sasom afvigesrdag, misfarvning og luftdannelse skal
ogsa undersgges. Bade laboratorieforsag og ostoiagg vil blive udfart.

e. Stimulering af smagsdannende bakterieaktiviteist vedLb. helveticus
Laboratorieundersggelser planleegges for at stwiidar@ngen af den accelererede
aminosyrefriggrelse induceretld. helveticupa andre ostekulturer med betydning for




smagsdannelse som f.ekactococcus lactisubsplactis og cremoris Leuconostoc cremaor,is
Propionibacterium shermanistreptococcus thermophilag) heterofermentative lactobaciller.
f. Rapportskrivning, publicering, formidling

D. For samarbejdsprojekter med flere projektparter redeggres yderligere for:

Projektets blev udfart i teet samarbejde mellemghtdeltagerne fra tre universiteter, to
virkdomheder og mejeriforeningen. Det lgbende adéjev koordineret af professor Ylva Ard6
ved projektmgder med hele den danske projektgrapp8 gange arligt, med de amerikanske
samarbejdspartner 1 — 2 gange arlig og med diettagende faggrupper pa LIFE, KU ca. hver
6:e uge. Styregruppemgader blev organiseret af if@jeingens to gange arlig, ved hvilke
projektets forlgb og resultater blev diskuteret megateesentanter fra industrien,
Mejeriforeningen og forskere fra andre instituf KU, DTU og Arhus universitet. Alle parter i
projektet har opfyldt deres gkonomiske tilsagn.fatskningsarbejde som blev udfart pa
universiteterne i USA er betalt af deDer er ikke kommet noget kommercielt ud af projekte

E. Vurdering af projektets erhvervs- og samfundsmaessegbetydning:

Da projektet ma anses for at vaere grundlagsskalferslaning, er der ikke forventninger
om specifikt udviklede produkter i forbindelse m@djektet. Imidlertid forventes det, at
resultater fra projektet skal kunne bruges vedkiohg af nye faste ostesorter, herunder
lavfedtholdige oste. Disse oste ma have et polerttide nationelt og internationalt.
Videnskabeligt er der ny viden af stor betydning stammevariation for forskellige
enzymsystemerlib. helveticusder kan bruges til styring af smagsdannelsesikigtige
retninger. Fysiologiske og genetiske analysemetedadviklet og evalueret til brug for
karakterisering af andre stammer end de i projektehold til de gnskede effekter i ost.
Nye undersggelser er meget relevante for hvordgrédesldende kulturer skal behandles i hvert
trin fra opformering af kulturen, tilseetning tiltesnaelken, den videre ostningsproces og
modningsforhold for optimal udvikling af de gnskestgenskaber i de nye ostesorter.

F. For forskningsprojekter suppleres med:

Projektet er gennemfgrt i frugtbart samarbejde enelire universiteter, af hvilke et i Danmark
(KU) og to i USA (UVM, UU) samt to mejerivirksomter (Arla Foods og Thise mejeri) og
Mejeriforeningen (MFF). P& KU deltog forskere fra faggrupper (Mejeriteknologi,
Fadevaremikrobiologi og Kvalitet og Teknologi) medskelliger kompetencer. Derudover er
MSc studerende tilknyttet af hvilke to fra Danmarkfra Spanien og en fra Tyskland.

Projektet har uddannet en PhD studerende, Maridé?Pep Jensen, der var udstationeret pa
University of Visconsin i 3 manader i 2006 og estpdoc, Camilla Varming. Projektets
medarbejdere har blevet en del af NordForsk-négidtordOst, “Biochemistry during
maturation of cheese varieties of the Nordic caestrelated to health, flavour and texture” og
deltaget i 5 workshops, 2 PhD-kurser og 2 sympidsialand, Estland, Letland, Littauen, Norge
og Danmark.



Engelsk resumé:
Use ofLactobacillus helveticus the development of new semi-hard cheese vesieti

The project investigated the basic scientific cidtéor innovative use dfactobacillus
helveticuswhich are known from hard cheeses like Emmentalipasing cultures in new semi-
hard cheese varieties with enhanced flavour andtsitte, with special emphasis on low-fat
cheeses. The purpose was to study the criteriathamportant for usinggb. helveticusas
adjunct in the development of new cheeses.

Lb. helveticuss a thermophilic lactic acid bacterium that hds@ad collection of enzymes
that in concert hydrolyse casein and casein deppegtides into free amino acids and catabolise
these into aroma compounds further into aroma comg® and thus have the potential for
introducing specific characteristics in cheese.LBixhelveticustrains out of a total of 19 strains
were selected mainly based on repetitive PCR @06f the strains for further studies.

A large degree of strain variation in the caseitiolgctivity and specificity was found, which
was complemented by the large heterogeneity inligtebution of genes encoding proteases
among the strains. Aminopeptidase activities réhggamino acids form the casein derived
peptides had only quantitative variation betweeairss, which all contained the same vast
selection of genes encoding peptidases. The sistall contained genes encoding aromatic
amino acid and branched chain amino acid aminde&eases to further breakdown the amino
acids into aroma compounds, while specific actioityother amino acids was strain dependent.

The use obLb. helveticush commercialy available cheeses could be demdesitiay
characteristic peptide profiles, and specific éfem amino acid composition were also found.
The commercially available cheeses made the baséeleloping a GC method to quantify
aroma compounds in cheese as well as identifyinghwdre relevant for the flavour of the
cheeses.

ThreeLb. helveticustrains with different levels in their enzymatidiaities were tested in
cheese making experiments, and their effect omimgewere consistent with the specificities
and levels of enzymatic activities of the straimgrfdin vitro. In these experiments, the strain
that improved flavour quality most during ripeningd an overall low level in its enzymatic
activities, while the strain with the overall high@nzymatic activity level produced off-flavours.

This project has increased our knowledge abounstaxiation in the capacity dfb.
helveticuso degrade casein, casein derived peptides antbaaids as well as contribution to
flavour formation. It has clarified the importanaiea well balanced enzyme system for flavour
development during cheese ripening. Strainstothelveticusvith specific properties were
identified, which may be used, independently taiceldifferent characteristics to cheese, such
as removal of bitter flavour, introduction of nelavour notes or enhance structure of low-fat
cheese.

G. Redeggrelse for projektets perspektiver:
Se E, Vurdering af projektets erhvervs- og samfaradssige betydning

H. Projektets gkonomiske forlgb:
Projektet blev forleenget indenfor oprinderligt batigellers ingen afvigelse. Alle parter har
opfyldt deres gkonomiske forpligtigelser.
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J. Uddybende beskrivelse af projektets forlgb og opreile resultater (maks. 5 A4-sider):

Alle projektets fem faser (a — e) blev udfart i smmarbejde mellem flere af projektdeltagerne og
arbejdet blevkoordineret ved projektmgder med Hetedanske projektgruppe 2 — 3 gange arligt,
med de amerikanske samarbejdspartner 1 — 2 gaigegmed de tre faggrupper pa LIFE, KU ca.
hver 6. uge. Resultat af projektets fem fasee &r beskrevet nedenfor.

a. Valg af kulturer og stammer &b. helveticus

Omkring 30Lb. helveticusstammer blev samlet fra forskellige kultur-levetarer og
bakteriebanker samt isoleret fra ostekulturer agft. Forskellige versioner af to stammellaf
helveticusstammer, seks af CNRZ 32 og tre af CNRZ303, dmr bpbevaret op til 33 ar pa
forskellige laboratorier i Frankrig, USA, Sverigg Danmark blev undersggt for stammestabilitet.
En metode til at isolere thermofile bakterier faate oste, der indeholder hovedsageligt mesofile
bakterier (ca. 100 000 gange flere eller mere); bdviklet og brugt til isolering dfb. helveticudil

de videre forsgg. Rep-PCR (repetitive polymerasencteaction) og PFGE (pulse field gel
elctrophoresis) blev brugt til at klassificere, maytiel sekventering af 16S rRNA til at artsbesteanm
stammerne. Af de der var isoleret fra faste ost&kua enLb. helveticusmedens de andre \viab.
delbrueckij Lb. fermentunog Enterococcus faeciumi\f alle de undersggte kulturer blev kun 60 %
vist at veere enkeltstammerlds. helveticusFra disse blev seks forskelligb. helveticustammer
udvalgt til studier af fysiologiske og genetiskeeegkaber samt deres rolle i ost. Til undersggelser
antimikrobiel effekt blev yderligere 13 stammer dpru

b. Nggleenzymerlib. helveticudag forskellige effekter i ost
Enzymer af interesse for ostemodning og iseer aranralse (Tabel 1) blev identificeret og
karakteriseret for de seks udvalgte forskelligensteer afLb. helveticugse ovenfor).
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Tabel 1. Enzymer der blev undersggt i projektet.gemer, der ikke var tilstede i genometiftx
helveticusCNRZ 32, er det ikke muligt at afggre om de etdde | de andre stammer, eftersom alle
stammernes DNA blev sammenlignet med genomet faRZBR

Enzymer Forventet rolle

1. Proteinnedbrydning og aminosyrefriggrelse

a. Proteaser (4 forskellige) a. Accelereret modning, dannelse af bittef
smag, konsistensforandringer

b. Aminopeptidaser, (PepN, PepX, etc.) b. Fjernelse af bitter smag, accelereret
aromadannelse, konsistensforandringer

c. Fosfataser c. Accelereret peptidnedbrydning,
konsistensforandringer, energi

2. Aroma fra aminosyrenedbrydning

a. ArATase, BcATase, MetAT, AspAT a-d. Metabolisk dannelse af

b. a-ketosyredehydrogenaser aromakomponenter

c. a-ketosyredekarboxylaser
d. asparginase
e. GDH - ikke i CNRZ32 genomet e-f. Regenerering af co-substrat til

. smagsdannelse; pH-regulerin
f. GIn syntetase — i alle stammers genomet g P g g

3. Anden smagsudvikling

Esteraser Frugtsmag og skarp smag

4. Enzymatiske ostefejl

Tyrosinase — ikke i CNRZ32 genomet Misfarvning

Aktivitet og specificitet af proteolytiske enzymarstuderet i de seks udvalgte stammer som blev
dyrket i et substrat rigt pa peptider (MRS), ellskummet meelk (SM), der blev mikrofiltreret og
pasteuriseret eftersom sterilisering af meelkenaagdgér kaseinerne. Aktiviteten i nedbrydningen af
as- ogB-kasein var bade stammeafhaengig og aftheengig &ietheilibstrat stammerne havde vokset
i. Kun de to stammadtrb. helveticusCNRZ32 og LHC2, og kun hvis de var dyrket i SM, vatand

til effektiv nedbrydning af kaseinerne. Specifitéte i nedbrydningen afs;-kasein var ens for de to
stammer, men varierede ved nedbrydnin@-&sein. Resultaterne viste, at der er flere psatea

Lb. helveticustammerne, hvilket ogsa blev vist i DNA microaremalyserne.

Fire forskellige gener for proteaser er vist ateédstede | CNRZ 32, og de seks stammer, der er
udvalgt i projektet, har forskellig sammensaetnihdean. Som fglge heraf er proteolytisk aktivitet
overfor kasein stammeafhaengig og meget forskeléiam de seks stammer.

Der blev fundet gener for 13 forskellige aminopegser, af hvilke flere er tilstede mere end en gang
(totalt 27 gener), og det var eksakt det sammie id&d seks stammer. Specificiteten af
enzymaktiviteter i cellefrie ekstrakt fra stammereker at cellerne blev dyrket i SM eller MRS, var
ogséa de samme for alle stammer, og kun i aktivitatsauerne var der stammevariation. For alle
stammer var aktiviteterne hgjere i ekstrakt fréecelyrket i SM end i MRS.

10
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Gener for seks forskellige aminotransferaser blenét i fire af stammerne, medens to af de seks
stammer manglede den ene, og en af stammerne den ahdem. Analyser af enzymaktiviteter i
cellefrie ekstrakter bekreeftede billedet, og dewblist stor variation i evnen til at transaminere
forskellige aminosyrer. Analyser af aminotransferasste at der var aktivitet mod 13 af 20 testede
aminosyrer. Alle de seks stammer kataboliseredaa®atiske aminosyrer (Tyr, Phe, Trp) med
hgjest aktivitet, og aktiviteten var hgjere eftezkst i MRS end i SM. De forgrenede aminosyrer
(Leu, lle, Val) blev ogsa kataboliseret af allenstaerne, og aktiviteten var uafheengig af
veekstmedium. Fem stammer var aktive mod Met, medlktvget mod Asn, Asp, Lys, GIn, His and
Pro var tilstede for fire af stammerne, og det &ttar vaekst i MRS.

Ved indledende forsgg blev det fundet, at alle stame indeholdii-ketosyre-dehydrogenaser, som
benyttede oxaloacetat (fra Asp), phenylpyruvic dfria Phe) ogi-ketomethiolbutyrat (fra Met) men
kun lidt og kun nogle stammer benyttexietoisocaproat (fra Leu) som substrat. Yderligersgg
blev lavet med phenylpyruvic acid ogketoisocaproat, ved brug af bade co-factor NADH0g
faktor NADPH, og alle stammer viste meget hgj ategtvmod phenylpyruvic acid ved brug af
NADH (men ikke NADPH), medens aktivitet modketoisocaproat var meget begreenset uafeengigt
af co-faktoren.

GDH (glutamatdehydrogenase) aktivitet, der regereeieetoglutaric acid til Glu ved brug af NAD
eller NADP" blev ikke vist i nogle af stammerne, og genethaeller ikke tilstede Lb. helveticus
CNRZ 32 (og derfor ikke mulig at analysere i deramstammerne). Aktivitet af laktatedhydrogenase
(LDH) var hgj i alle stammer og bade NADH og NADBIgv brugt. Sur fosfatase aktivitet var
tilstede i alle stammer med tre gange hgjere a&tiviCNRZ 32 (den hgjeste) end i Ml 2275 (den
laveste). Alle stammer havde esteraseaktivitet pradrophenyl (pNA) -butyrat, og kun en stamme
(CNRZ 32) frigjorde caprylate, og ingen af stamneehavde aktivitet mod pNA-palmitate.

c. Kriterier for udvalg at.b. helveticusstammer til specifikke effekter i ost
| det fglgende beskrives de studier, der blev udfed brug af genetiske metoder som kunne bruges
til bl.a. at identificere kriterier til at udveelgealturer.

DNA fra de sekd.b. helveticustammer blev ekstraheret, og ved brug af DNA miceyateknik

blev tilstedeveerelsen af relevante enzym-generrsadei forhold tilLb. helveticusCNRZ 32, som
blev feerdigsekventieret i Igbet af projektet. Diasalyser blev udfgrt ved Utah State University,
USA og University of Wisconsin, Madison, USA. Mstd! forskellige cellebundne proteaser (PrtH,
PrtH2, PrtH3, PrtH4 eller 5) er blevet identificeréb. helveticusCNRZ 32, og forekomsten af dem
varierede pa en made, som forklarer de forskelpeetificitet der blev vist i undersggelserne af
nedbrydning af kasein beskrevet ovenfor. Mindsgéger (flere med en kopi eller mere) for
aminopeptidaser var tilstede i alle de seks stam@emer, der koder for aminotransferaser med
specificitet mod hhv. aromatiske eller forgrenenermsyrer, blev fundet i alle seks stammer.
Aspartat aminotransferase blev identificeret i atEmmerne pa naeb. helveticusMl 2275, som
sammen medtb. helveticu4 HC2 ogsa manglede gener, der koder for glutaminiel@ransferase.
Lb. helveticuCNRZ 303 og MI 2359 udskilte sig ved ikke at haeagr, som koder for fosfoserin
aminotransferase samt serin dehydratase. Fordkaelet stammerne blev ogsa fundet i deres
kulhydrat metabolisme, som stemte overens medudkydrat-fermenteringsmanster, der blev
fundet for stammerne vha. APl 50CH systemet.

Microarray dataene viste endvidere, at alle stanmraede gener, der koder for phosphoesterase,
esterase, metallo-phosphoesterase, lipaser og pbigsse.

Den store variation i protease- og aminotransfaldsateter hos stammerne, der alle har stort
potentiale til at accelerere friggrelse af aminesyggar det muligt at veelge stammer efter gnsket
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effekt i osten — f. eks. forbedre konsistens, mddvbitter smag eller stimulere starterbakteriezrud
at introducere nye smagskomponenter og alterratipévirke aromadannelsen i forskellige
retninger.

d. Effekter aflLb. helveticus faste og halvfaste oste

Ved analyse af oste pa markedet mbdhelveticusostemodelforsgg, piolotostninger og osting i
kommerciel skala blev effekter Bb. helveticusindersggt. Effekter pa nedbrydning af kasein,
frigarelse af aminosyrer og dannelse af aromakormpian blev analyseret og sensoriske egenskaber
blev undersggt.

ANALYSE AF OSTE FRA MARKEDET

Indledningsvis blev 11 oste fra markedet analysérairaf 7 var lavet meldb. helveticuog 3 med
Lactococcuskultur for at accelerere modningen, og en varm Samsg med reduceret fedtindhold
og uden modningskultur. Karakteristiske peptidpeofog et hgjt indhold af aminosyrer vidnede om
en fremskreden modning i alle ostene undtagen dga 8amsg 30+. Starre peptider blev kun vist i
fem af ostene, og ostene uddn helveticudignede Samsg 30+ osten meget. To peptider, som
tidligere er vist at veere karakteristiske for asedLb. helveticusblev kun identificeret i oste med
Lb. helveticus

Samsg-osten havde et signifikant lavere indholhzihosyrer (op til ti gange sa lavt) end de andre t
oste. Leengere modningstid kan ikke alene forklarend forskel, da det maksimalt ville kunne give
et to til tre gange sa hgijt aminosyre indhold. Semseetningen af de forskellige aminosyrer var ogsa
forskellig i ostene, og ved brug af principal kompat analyse (PCA) af
aminosyresammensaetningen blev ostene inddelgrapper: Samsg 30+, oste mexttococcus
kulturer og oste meldb. helveticukulturer. Ostene meldactococcukulturer lignede Samsg 30+
mest og kunne karakteriseres ved hgjere relatinedwrationer of Asn, Leu og Phe og lavere af Pro
og Lys end oste mddb. helveticuskulturer.

Aromakomponenter i de 11 oste blev analyseret nasirgmatografi-massspektrometri (GC-MS).
Nogle aromastoffer co-eluerede, men var muligevaluere statistisk med PARAFAC2. Resultater
fra den anvendte metode er givet i normerede iatede arealer, hvilket kun giver muligheder for at
sammenligne indhold af den samme komponent i flirgkeoste, og ikke at gare stgkiometriske
kalkuler fra indholdet i mol per Kg i en ost. Enaktitativ metode blev udviklet ved, at suspensioner
af tre af ostene med forskelligt fedtindhold blgsett 60 aromakomponenter i to blandinger og 4
koncentrationer af hver blandning. Resultaternge\igearitet for de fleste af stofferne, dog med
nogle undtagelser. For nogle af aromastoffernalgasammenhang mellem hydrofobicitet og
ostens fedtindhold (saledes at heeldningen afhatighaflken af de tre oste aromastoffet var ti)sat
Kvantificering af aromastoffer i de 11 kommerciedlgte blev lavet ved hjeelp af referencekurverne. |
tilfeelde med ens haeldninger for de tre oste udiargressioner baseret pa alle tre oste, og idifee
hvor der var forskellige haeldninger anvendtes iaielle haeldninger afhaengig af ostenes
fedtindhold. PCA analyse af indhold af aromastoifige 11 oste viste, at modningen af oste tilsat
Lactococcusespektive_b. helveticukulturer var accelereret i forskellige retninger.

Tre af de elleve oste blev udvalgt til GC-olfaktdrisk analyse (GC-O eller GC-SNIFF), sa det
samlede indhold af aromakomponenter i de elleve list repraesenteret sa godt som. GC-O
analyserne blev udfert vmd 8 dommere. | alt obsedes 36 lugte, hvoraf 16 var til stede i alle 3
oste. Af de 36 lugte kunne 26 identificeres, oghbtalisse var flere aminosyreafledte forbindelser.
Ogsa estere, laktoner og aldehyder var blandteificerede aromastoffer. Det var ikke muligt at
bruge resultaterne til at beskrive alle 11 ostagifat en sa stor del af de lugtaktive stoffer ikke
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kunne identificeres, det vil sige, at de var tilgte koncentrationer under deres detektionsgrasge v
GC-MS.

De sensoriske egenskaber for 6 af de 11 oste hkdyseret af et studenterpanel. Sgd, ngddeagtig,
og karamel-smag var typisk for de aeldste fire osteLb. helveticusog disse smage kunne
relateres til stoffer fra aminosyrenedbrydning (8thyl-1-butanol, benzaldehyde, 2-methyl-1-
propanol, 3-methyl-butanal, 3-(methylthio)-propaoglphenylacetaldehyde.

OSTEMODELFORS@G

De sekd b. helveticustammers indflydelse pa aromaproduktion blev usmigirved en Samsg
ostemodel. Bade levende celler og cellefrie ekstrakf hver stamme blev undersggt i ostemodellen,
som var lavet af henholdsvis en 9 dage og 13 ugantel Samsg. Efter 4 ugers lagring af
ostemodellerne tilsat levende celler afslgredemest® analyser forskellig smagsudvikling
afhaengigt af den tilsatteh. helveticustamme. Aromastofindholdet i ostemodellerne blealyseret
efter henholdsvis 2 og 4 ugers lagring ved 20 Yammaprofilerne varierede for de anvendte
stammer, og der sas en effekt af alder af den Samssgom modellerne blev lavet af.

Modeloste blev ogsa brugt i en undersggelse atkle tammers proteaseaktivitet sammen med de
samme stammer opdyrket i rekonstitueret skummeknidese ostemodeller blev lavet af en 2 uger
gammel Samsg og lagret i 2 og 4 uger ved 20 °C.dlbstene blev analyseret vha. kapillar
elektroforese (CE) og omvendt-fase HPLC. CE viske iseerlig meget proteolytisk aktivitet ved
tilsaetning af stammerne til modelostene pa naeralsen af en ny top i et par af dem.
Peptidprofilerne analyseret ved HPLC viste, atadehde celler dyrket i MRS gav den mest

effektive nedbrydning i modelostene. Dette kandy| at stammerne lyserede nemmere, nar de var
dyrket i MRS i forhold til i maelk. Herudover vardi@ydningen af peptiderne afhaengigt af stamme.

PILOTOSTNINGER

Ostningsforsgg er lavet i pilotskala hos Arla Fobm®vation i Brabrand med tre udvalgte stammer.
| et farste forsgg blev ostene lagret ved to fdliglestemperaturprofiler, den ene af disse bade med
og uden overflademodningskultur. Der var en tydeffgkt af overflademodningen i form af hgjere
indhold af visse svovlforbindelser, alkoholer, ketosamt total meengde af frie aminosyrer.
Desveerre var aktiviteten hfictobacillus helveticukulturerne, der blev tilsat, ikke hgj nok, sa inde
for lagringsprofilerne sas kun mindre forskelle i@l stammerne i indholdet af de enkelte
aromastoffer og aminosyrer. Inden for lagringspeofie gav stammerne CNRZ32 og MI 2359 dog et
signifikant hgjere indhold i ostene af 2-heptangr2enonanon end oste med ATCC15099 og
kontroloste. Mht. aromastoffer sas flere forskellellem stammerne for oste med overflademodning
end uden, hvilket tyder pa at indflydelserLbf helveticuszges ved det hgjere pH eller andre
faktorer forarsaget af overflademodning.

Nye pilotostninger blev udfgrt ved Arla Foods Inaten i Brabrand med de tre udvalgte stammer
(CNRZ 32, ATCC 15009 og MI 2359), hvilket overortineste at stammernes effekter pa
nedbrydning af kasein var begraenset, og at effekgenvar at finde i omfattende nedbrydning af
mindre peptider og friggrelse af aminosyrer. Titgegg afLb. helveticussgede hastigheden af
peptidnedbrydningen kraftigt. Samtidig eendredeideptinstrene sig i forhold til kontrolosten. Dette
tyder pd, atb. helveticubade har mere aktive peptidaser og peptidaser negiete specificitet end
starterkulturen. Indholdet af aminosyrer i osteteg sned modningstid, og til alle tider var indhdlde
stgrre i ostene med de trb. helveticustammer. Alle tré_b. helveticustammer ggede indholdet af
aminosyren prolin proportionalt og mindskede indledlaf leucin og methionin, og evnen til at gare
dette var stammeafhaengig. De tydeligste effektr bhlle sammenhaeng opnéet ved tilsaetning af
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stammen CNRZ 32. Efter 21 ugers lagring var deeltgd forskelle i smagen, afhaengig af hvilken
Lb. helveticustamme der var tilsat. Oste med tilssetningkafhelveticusidviklede mere af
forgrenede aldehyder, forgrenede alkoholer og skomiponenter samt mindre af estre end
kontroloste uden tilseetning. Oste med CNRZ32 &lleR359 fik signifikant hgjere indhold af
dimethylsulfid og forgrenede aldehyder og alkoheled de andre, mens de med ATCC150009 fik et
hgjere indhold af acetoin, 2-butanone og 2-butanol.

OSTNINGSFORS@G | KOMMERCIEL SKALA

Ostningsforsgg i fuld skala médb. helveticusATCC 15009 i Danbo 45+ oste med
overflademodning blev udfart pa Thise mejeri. Tokad gkologisk og to med konventionel maelk
blev ostet respektive med og uden tilsaetninigoathelveticuskultur. Peptidprofiler og totalindhold
af aminosyrer og smag pavirkedes i den forventetténg, men lugt og smag fra
overfladesmodningen dominerede helt i de modne oste

e. Stimulering af smagsdannende bakterieaktiviteist med_b. helveticus

Antimikrobiel aktivitet af 19 forskelliggéactobacillus helveticustammer er blevet undersggt. Ud af
disse udviste isaer tre stammer stor antimikroligViget imod de resterende 1. helveticus
stammer samitb. delbrueckiisubspbulgaricusstammer. Yderligere undersggelse af dé.kre
helveticusstammer viste, at deres antimikrobielle aktivitatidtes et proteinagtigt stof med aktivitet
i pH omradet 3 — 8, og som blev inaktiveret vedgenaturer hgjere end 55 °C. EnLét helveticus
stammerne udviste endvidere tegn pa at indeholde emel et aktivt antimikrobielt stof.

Der var ingen antimikrobiel aktivitet imddb. casei, Lactococcusy Leuconostodivis man ser bort
fra indflydelsen af lav pH.

Der blev ikke tid til at som planlagt lave spedidg&undersggelser af hvordan kraftigt foraget indhol
af aminosyrer i osten stimulerer aktiviteter afstallige mikroorganismer.

9. Underskrifter og dato (suppleret med navn, titel og institution/virksagdh blokbogstaver):

den

den

den

den
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