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Resumé

Debaryomyces hansenii (Candida famata) anses for at veere den gaerart, der har sterst betydning i
relation til produktion af overflademodnende oste, dels grundet artens evne til at nedbryde laktat og
dels hgje salttolerance. I dette projekt blev vaeksten af D. hansenii (typestammen CBS 767 og
mejeriisolatet D 18335) undersogt 1 vaekstmedie tilsat 0, 4, 8 og 12% (w/v) NaCl. Stigende
nelefaser og faldende veeksthastigheder blev observeret med stigende NaCl-koncentrationer.
Produktion og akkumulering af glycerol under NaCl-stress blev malt. For de to D. hansenii
stammer blev stigende intracellulere koncentrationer af glycerol observeret. DAGPD1 kodende for
glycerol-3-phophat dehydrogenase involveret i forste trin 1 glyceroldannelsen i D. hansenii er
tidligere rapporteret, mens DhAGPP2 kodende for glycerol-3-phophatase involveret i andet trin i
glyceroldannelsen i D. hansenii blev identificeret i dette projekt. Udfra resultaterne opnaet i
indevaerende projekt kan det konkluderes at den hgje NaCl-tolerance for D. hansenii dels skyldes
induktion af generne DAGPDI og DhGPP2 men 1 lige sd hoj grad evnen til at tilbageholde glycerol
inde 1 cellen.

Proteomet for D. hansenii blev undersegt med 2-D PAGE og 47 proteiner blev identificeret med
MALDI-TOF MS resulterende 1 det forste 2-D kort for D. hansenii. Indflydelsen af NaCl pa D.
hansenii proteomet blev undersogt. Proteinsyntesen blev kraftig pavirket ved tilsetning af NaCl, da
den gennemsnitlige inkorporeringshastighed af L-[*°S]methionin indenfor de ferst 30 min efter
tilseetning af 8 and 12% (w/v) NaCl kun var 7 og 4% af den gennemsnitlige
inkorporeringshastighed af L-[*>S]methionin i celler ikke tilsat NaCl. Flere nysyntetiserede
proteiner blev observeret pa 2-D gelerne heriblandt glycerol-3-phosphatase (Gpp2p), som er
involveret i glycerol produktion. Endvidere blev adskillige proteiner induceret/represseret efter
tilseetning af NaCl. Inducerede proteiner var enzymer involveret i gverste del af glykolysen og
glycerol dissimilering, mens represserede proteiner var enzymer i nederste del af glykolysen,
reaktionerne hen mod Krebs cyklus og syntesen af aminosyrer. Endvidere var nogle varmechok
proteiner induceret, mens andre blev represserede ved tilsatning af NaCl.

Endvidere blev ammoniak produktionen for en reekke mejerirelevante gaer undersegt. Ammoniak
produktionen varierede blandt de undersogte gaer og var afthengig af den tilgengelige kulstofkilde.
Det tyder pa, at D. hansenii anvender ammoniak som signalmolekyle, som rapporteret for flere gaer
arter.

Der er blevet indkert et forsegsdesign anvendeligt til bestemmelse af adhasion af D. hansenii.

Designet gav reproducerbare resultater og viste store stammeforskelle i adhasionen af D. hansenii



til faste modelsubstrater. D. hansenii stammen D 18335 havde hgjeste adhasionshastighed og dette
kan vere en medvirkende forklaring pa denne stammes dominerende egenskaber observeret under
industriel fremstilling af overflademodnede oste. Adhasionen kunne korreleres til forskelle i
stammernes overfladeegenskaber. Vores undersegelser indikerer, at optimal adhasion finder sted
nar gaerstammens overflade er moderat hydrofob og besidder en hgj affinitet for at donere
elektroner til en anden overflade. De adhesive D. hansenii stammers adhasion kan ogsa korreleres
mod deres cellestorrelse, da denne er bestemmende for cellernes sedimentationshastighed og
dermed ogséd bestemmende for hvor mange celler der kommer i kontakt med den faste overflade.
Andringer i cellearealer og intracelluler pH (pH;) af D. hansenii stammerne CBS 767 og D 18335
blev undersogt vha. mikroskopi teknikker. Resultaterne viste at begge stammerne skrumpede 30-35
% pga. cellulert vandtab efter 8 % (w/v) NaCl-stress. D 18335 var i modsetning til CBS 767 1
stand til at opretholde pH; homeostase efter vandtabet. Denne evne kunne vaere med til at forklare
stammens efterfelgende meget hurtige initiering af vaekst i forhold til CBS 767. D 18335's evne til
at opretholde pH; homeostase formodes at skyldes tilstedeverelsen af intracellulere bufferstoffer
med en gennemsnitlig pK, verdi meget teet pd stammens optimale pH;.

Resultaterne opndet i dette projekt har eget forstaelsen for overflademodnede ostes mikrobiologi og
herunder anvist nye veje for udvelgelse af starterkulturer og propagering. Endvidere har projektet
vist, at der 1 mejeribruget foregar en meget vigtig naturlig selektion af de tilstedeveerende

mikroorganismer og at de bedst egnede starterkulturer derfor kan findes i produktionsmiljeet.



Summary

Debaryomyces hansenii (Candida famata) is the most important yeast species related to production
of surface ripened cheeses due to its ability to assimilate lactate as well as its high NaCl-tolerance.
The growth of Debaryomyces hansenii (the type strain CBS 767 and the dairy isolate D 18335) was
determined in growth media with 0, 4, 8 and 12% (w/v) NaCl. Increasing lag phases and decreasing
maximum specific growth rates was observed with increasing concentrations of NaCl. The
production and accumulation of glycerol during NaCl-stress was determined. For the two D.
hansenii strains increasing intracellular concentrations of glycerol were observed with increasing
concentrations of NaCl. DAGPD] encoding glycerol-3-phophat dehydrogenase involved in the first
step of glycerol production in D. hansenii has earlier been reported, while DAGPP2 encoding
glycerol-3-phophatase involved in the second step of glycerol production was identified in this
project. High intracellular concentrations of glycerol were due to induction of the genes DAGPD1
and DhGPP2 in combination with the ability to retain glycerol, intracellularly.

The proteome of D. hansenii was investigated by 2-D PAGE and 47 proteins were identified by
MALDI-TOF MS resulting in the first 2-D map of D. hansenii. The influence of NaCl on the D.
hansenii proteome was investigated. The protein synthesis was strongly influenced by addition of
NaCl as the average incorporation rate of L-[**S]methionin within the first 30 min after addition of
8 and 12% (w/v) NaCl was only 7 and 4% of the average incorporation rate of L-[**S]methionin in
cells not added NaCl. Several proteins were only synthesised in the presence of NaCl e.g. glycerol-
3-phosphatase (Gpp2p), which is involved in glycerol production. Furthermore, several proteins
were induced/repressed in the presence of NaCl. Induced proteins were enzymes involved the upper
part of glycolysis and glycerol dissimilation, whereas repressed proteins were enzymes involved in
the lower part of glycolysis, routes towards Krebs cycle and biosynthesis of amino acids. Some heat
proteins were induced, while others were repressed.

Furthermore, the ammonia production of several yeast species of interest for the dairy industry was
investigated. The ammonia production varied between the investigated yeast species and was
dependent of the carbon source. In addition, strains of D. hansenii seem to use ammonia as signal
molecule as reported for several other yeast species.

An experimental set-up to estimation of the adhesion of D. hansenii was introduced. The set-up
generated results that were reproducibly and showed large differences in adhesion within different
strains of D. hansenii to a solid model substrate. The fact that the D. hansenii strain D 18335 had

the highest adhesion velocity could explain the observed dominating properties, this strain



possessed in industrial production of surface ripened cheese. It was possible to correlate the
observed adhesion with the different strains surface physicochemical properties. Our results indicate
that optimal adhesion was observed when the cell surface was moderate hydrophobic and possessed
a high affinity to donate electrons in interactions with another surface. The adhesion of three
adhesive D. hansenii strains could also be correlated with their average cell size. The latter
determines the sedimentation velocity of cells and thereby the number of cells reaching the solid
surface.

Changes in cell areas and intracellular pH (pH;) of the D. hansenii strains CBS 767 and D18335
was examined by microscopy techniques. The results showed that both strains shrink about 30-35 %
after 8 % (w/v) NaCl-stress due to loss of cellular water. D 18335 was able to maintain pH;
homeostasis after the water loss whereas CBS 767 was not. The ability to retain pH; homeostasis
could be a part of the explanation of D 18335 subsequently fast initiation of growth. We suggest
that D 18335 are able to retain homeostasis due to intracellular buffering compounds that have an
average pK, value very close to the strains optimal pH;.

The results obtained in this project have added new knowledge to the microbiology of surface
ripened cheeses i.e. primarily in the selection of starter cultures and propagation. In addition, the
results have shown that an important selection of micro organisms takes place at the cheese

production facilities, and thus the most suitable starter cultures are present in these environments.



1. Baggrund

Geer har en vasentlig betydning ved fremstilling af en raekke forskellige ostetyper. Specielt for
overflademodnede oste er etablering og vaekst af geer af overordnet betydning for det efterfolgende
modningsforleb. En raekke forskellige gaerarter er rapporteret til at vere involveret i
overflademodning af ost, men generelt anses Debaryomyces hansenii (Candida famata) for at have
storst betydning grundet artens hgje salttolerance samt evne til at nedbryde laktat. Traditionelt
foregér overflademodning af ost ved en spontan fermentering, hvor gaeren er naturligt
forekommende 1 produktionsmiljeet. Der er imidlertid en stigende interesse for at anvende stammer
af D. hansenii og andre gerarter som starterkulturer med det formél at opna et mere ensartet og
kontrolleret ostemodningsforleb. Forelabige resultater udfert i samarbejde med Arla Foods som led
i et tidligere samarbejdsprojekt under Mejeribrugets ForskningsFond ("Fysiologisk og
molekylerbiologisk karakterisering af gaer i1 ost™) har vist, at der under ostemodningen forekommer
en mikrobiel succession mellem flere forskellige stammer af D. hansenii, og at den tilforte

starterkultur ikke altid er i stand til at etablere sig i produktionsmiljeet.

Ved produktion af overflademodnede oste forekommer en reekke mikrobielle stressfaktorer sa som
hej saltkoncentration, lav vandaktivitet, lavt pH, begraenset tilgang af fermenterbare kulstofkilder
etc. Garens evne til at etablere sig og vokse pa overfladen af ost vil derfor 1 hej grad athange af,
hvorledes gaeren er i stand til at overleve og tilpasse sig de enkelte stressfaktorer. En raekke
undersoggelser er udfert for at atklare betydningen af forskellige stressfaktorer pa ger. Generelt
mangler der dog for D. hansenii basale undersogelser, der beskriver mekanismerne bag tilpasningen
til disse stressfaktorer. Sekventering af genomet for en rekke gararter samt udviklingen af
teknikker til adskillelse og identifikation af cellulere proteiner (2-dimensional polyakrylamid gel
elektroforese; 2-D PAGE) har imidlertid givet en ny mulighed for at studere gaers samlede
proteinekspression og dermed sammenligne proteinmenstre for gaer dyrket under forskellige

vaekstbetingelser.

Pé trods af at stersteparten af vore fermenterede levnedsmidler, herunder overflademodnede oste, er
faste levnedsmidler, er der kun yderst begranset viden tilgengelig vedrerende samspillet mellem
faste overflader og mikroorganismer. I hvilket omfang geer adhererer til faste overflader, og hvilken
betydning det har for geerens vakst, er ukendt, og egentlige studier over adhe@sion af D. hansenii

synes ikke at veere udfert.



Efter at adhasionen af den enkelte gaercelle til den faste overflade er foregaet skal cellen tilpasse sig
det nye vaekstmiljo, for aktiv fermentering, og hermed vakst og kolonidannelse, kan starte. For
overflademodnede ostes vedkommende bestar dette nye vaekstmiljo af lavt pH samt hgj
saltkoncentration med tilsvarende lav vandaktivitet til folge. Den enkelte gaercelle skal tilpasse sig
sine nye omgivelser tilpas hurtigt for at den efterfolgende fermentering kan forega tilpas effektivt.
Efter adhesion til en fast overflade gennemgér gaercellen en raekke intracellulere, fysiologiske
@ndringer ("early events"), der formodes at forberede gaeren til en efterfolgende hurtig og effektiv
fermentering. En bedre forstaelse af ssmmenhangen imellem disse "early events" og den
efterfolgende vakst pé faste overflader vil vere af stor betydning for at kunne forudsige

fermenteringsegenskaberne af gar 1 produktionen af overflademodnede oste.

2. Formaél

Overordnet er projektets formél at afdekke de vasentligste miljofaktorer af betydning for adhasion
og veakst af gaer pa overfladen af ost samt at beskrive mekanismerne bag. Specifikt vil der blive
serlig lagt vaegt pa indflydelsen af NaCl pé gaers adhasion og vaekst pa faste overflader samt geers

samspil med evrige mikroorganismer. Projektet vil tage udgangspunkt i anvendelsen af D. hansenii.

Specifikt kan projektets formdl sammenfattes i felgende hovedpunkter:
e Undersagelse af ekspressionen af gener relateret til vaekst under NaCl-stress
e Undersagelse af proteinekspressionen samt identifikation af NaCl-falsomme proteiner
e Undersogelse af adhasionen til faste overflader
e Undersogelse af betydningen af NaCl for intracellulaere events i D. hansenii i flydende
medie og pé faste overflader
e Undersogelse af vaekst pa faste overflader og sammenholdning med vaekst i flydende medie
e Undersogelser af signalstoffer til koordination af vaksten ved tilstedevaerelsen af andre

mikroorganismer



3. Resultater

3.1. Glycerol som ”compatible solute” i D. hansenii

3.1.1. Detektion af intra- og ekstracellulzert glycerol

Béde for D. hansenii og S. cerevisiae er glycerol rapporteret til at vaere den vigtigste “compatible
solute” under NaCl-stress. Nar en gaercelle udsettes for NaCl-stress, skrumper den pa grund af tab
af vand til de ekstracelluleere omgivelser. Ved at danne ”compatible solutes” nedsattes
vandaktiviteten inde 1 cellen, hvorved en del af det tabte vand optages og volumen genvindes.
Koncentrationen af intra- og ekstracellulert glycerol blev bestemt i to D. hansenii stammer
(mejeriisolatet D 18335 og typestammen CBS 767) og S. cerevisiae stammen (S288C) ved hjlp af
high performance liquid chromatography (HPLC). Vakst samt produktion og akkumulering af
glycerol blev undersogt i lobet af et fermenteringsforlab pa 96 timer 1 veekstmedie tilsat henholdsvis

0,4, 8 og 12% (w/v) NaCl.

Veakst blev observeret i alle eksperimenter med de to D. hansenii stammer, selvom nelefasen steg
og vaeksthastigheden faldt med stigende koncentrationer af NaCl (Fig.1A-B). D 18335 udviste
hgjere NaCl-tolerance sammenlignet med CBS 767, is&r 1 vekstmedie med 12% (w/v) NaCl.
Nolefasen for D 18335 steg fra 1 til 5 timer, ndr koncentrationen af NaCl steg fra 0 til 12% (w/v)
NaCl, mens nelefasen for CBS 767 steg fra 1 til 10 timer. S. cerevisiae (S288C) voksede ikke i
vaekstmedie med 12% (w/v) NaCl, og nelefasen i vaekstmedie 8% (w/v) NaCl var 23 timer (Fig.
1C).

For de to D. hansenii stammer blev glycerol produktion og akkumulering observeret, ndr NaCl var
til stede i veekstmediet. Fig. 1C-D viser, at D 18335 akkumulerede hejere koncentrationer af
glycerol i forhold til CBS 767, hvilket kan forklare stammeforskelle med hensyn til NaCl-tolerance.
S. cerevisiae (S288C) akkumulerede mindre mangder af glycerol sammenlignet med de to D.

hansenii stammer (Fig. 1E).



Fig. 1G-H viser, at for bade D 18335 og CBS 767 blev der observeret faldende koncentrationer af
ekstracellulert glycerol, nar NaCl var tilstede, mens S. cerevisiae (S288C) producerede stigende

ekstracellulere koncentrationer af glycerol, nar NaCl var tilstede.
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Figur 1. Vakst (A+B+C), @ndringer i intracellulert (D+E+F) og ekstracellulert (G+H+I) glycerol for Debaryomyces
hansenii stammerne (D 18335 and CBS 767) og Saccharomyces cerevisiae stammen (S288C) i medie med 0-12% (w/v)
NaCl. m 0% (w/v) ® 4% (w/v) A 8% (w/v) $12% (w/v) NaCl.

3.1.2. Detektion af DhGPDI og DhGPP2 under NaCl-stress

I S. cerevisiae koder generne GPDI og GPP?2 for henholdsvis glycerol-3-phosphat dehydrogenase
og glycerol-3-phosphatase, som begge er centrale enzymer i syntesen af glycerol, der er af
vasentlig betydning for evnen til modstd NaCl-stress. DAGPD1 er sekventeret i D. hansenii og er
tidligere vist at blive induceret, nir NaCl er tilstede. Med undtagelse af en open reading frame
(ORF), der koder for en sekvens bestdende af 95 aminosyrer med 48% identitet til S. cerevisiae
Gpp2p, er der ikke rapporteret nogle putative glycerol-3-phosphataser i D. hansenii. 1 dette projekt
blev det vist, at den ORF, der koder for 95 aminosyrer, bliver induceret, nar NaCl er tilstede, hvilket
sammen med den hgje identitet til S. cerevisiae Gpp2p, viser, at den undersggte ORF koder for D.
hansenii DhGPP2. Specifikke prober rettet mod bdde DAGPDI og DhGPP?2 blev fremstillet og
anvendt til at studere genekspressionen af de to gener ved Northern blotting. Ekspressionen blev

undersogt 1 vaekstmedie tilsat henholdsvis 0, 4, 8 og 12% (w/v) NaCl. Prgver blev udtaget i lobet af
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et fermenteringsforleb pa 48 timer samt af inokulum, og RNA blev ekstraheret. Ekspressionen af
bade DhGPDI og DhGPP2 blev opreguleret i begge D. hansenii stammer, nar NaCl var til stede 1
vakstmediet, mens ingen opregulering af de to gener blev observeret 1 vekstmedie med 0% (w/v)
NaCl (Fig. 2A-D). Opregulering af de to gener 1 D 18335 var 2-4 gange, mens opreguleringen af de
to gener i CBS 767 var 6-10. Til sammenligning blev ekspressionen af GPDI og GPP2 i S.
cerevisiae undersagt, hvilket viste, at de to gener blev opreguleret 7-10 gange 1 4 og 8% (w/v) NaCl
(Fig. 2E-F). Opreguleringsperioden og tiden til maksimal opregulering steg med stigende NaCl-
koncentrationer. For de to D. hansenii stammer blev maksimal ekspression observeret efter 15 min.
14% (w/v) NaCl, 1 timer i 8% (w/v) NaCl og 3 timer i 12% (w/v) NaCl. Maksimal ekspression af
GPDI og GPP2 1 S. cerevisiae blev observeret efter 1 time 1 4% (w/v) NaCl og 3 timer 1 8% (W/v)
NaCl. Sammenholdt med glycerolmalingerne synes evnen til at akkumulere glycerol vigtigere end

evnen til at opregulere DAGPD1 og DhGPP2 med hensyn til hgj NaCl-tolerance i gar.

3.1.3. Delkonklusion

DhGPP2, der koder for D. hansenii glycerol-3-phosphatase under NaCl-stress, er identificeret. D.
hansenii producerer og akkumulerer glycerol som “compatible solute”, nir NaCl er tilstede. Hoje
intracellulaere koncentrationer af glycerol skyldes dels opregulering af generne DAGPD1 og
DhGPP2, som er involveret i glycerol produktion, og is@r en god evne til at tilbageholde glycerol

inde 1 cellen.
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Figur 2. Northern blotting analyse af DAGPDI og DhGPP2 for to stammer af Debaryomyces hansenii (D 18335 og
CBS 767) og GPD1 og GPP2 for Saccharomyces cerevisiae stammen (S288C) i veekstmedie med forskellige
koncentrationer af NaCl. A-B: CBS 767; C-D: CBS 767; E-F: S288C. Koncentrationer af NaCl: m 0% (w/v), ® 4%
(W/v), A 8% (w/v) og ¢ 12% (w/v).
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3.2. Proteom analyse af D. hansenii

3.2.1. Karakterisering af proteomet for D. hansenii

Proteomet for typestammen af Debaryomyces hansenii var. hansenii (CBS 767) blev underseogt med
2-dimensional polyakrylamid gel elektroforese (2-D PAGE). CBS 767 blev opformeret til
eksponentiel vaekstfase (ODgoonm = 0,60), hvorefter proteiner blev merket med L-[3 5S]methionin og
ekstraheret. Efter elektroforese blev gelerne selvfarvet og derefter lagt pa fosforscreens. Efter 4-6
dage blev spots detekteret ved hjelp af en phosphorlmager (STORM 840), og det digitaliserede
billede efter scanning blev analyseret med programmet ImageMaster™ 2D Platinum. Det var
muligt at detektere et gennemsnit pa 738 radioaktive proteiner pa gelerne. Proteomet for D. hansenii
var karakteriseret med proteiner med en molveaegt mellem 6 og 100 kDa, men de fleste proteiner
havde en molvagt mellem 30 og 80 kDa. Sterstedelen af D. hansenii proteinerne havde en pl
mellem 5.0 og 6.5 (undersogte interval: 4-7). Et 2-D PAGE menster for radioaktive proteiner fra D.
hansenii (CBS 767) er vist i Fig. 3.

Flere metoder blev forsegt til identifikation af proteiner fra 2-D geler. Forst blev der foretaget en
sammenligning med kendte protein menstre herunder 2-D kortet for Saccharomyces cerevisiae,
hvorpa mere end 400 proteiner er identificeret. Dog var det ikke muligt at detektere identiske
menstre for de to geer. Endvidere blev proteinekspressionen af D. hansenii og S. cerevisiae
sammenlignet ved hjelp af kombinerede geler. Prover blev udtaget efter 16 timer svarende til
eksponentiel vaekstfase. Proteiner fra S. cerevisiae blev merket med 3 gange normal mangde L-
[**S]methionin, mens proteiner fra D. hansenii forblev umarkede. Ved kersel af gelen blev 25%
market S. cerevisiae protein og 75% ikke-merket D. hansenii protein pésat, hvilket resulterede i en
solvfarvet gel med primert D. hansenii proteiner og en scannet gel med udelukkende S. cerevisiae
proteiner. Ved sammenligning af selvfarvet og scannet gel blev proteiner felles for de to gaer samt
proteiner syntetiseret udelukkende i den ene af de to gaer identificeret (Fig. 4). Et antal proteiner fra
D. hansenii blev fundet til at co-migrere med proteiner for S. cerevisiae. Da en reekke proteiner fra
S. cerevisiae er navngivet var det muligt udfra disse navne at navngive en raekke af de co-
migrerende proteiner fra D. hansenii, herunder enkelte heat shock proteiner. Endvidere blev et antal

proteiner fundet til at vaere specifikke for de to gaer.
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Figur 3. 2-D kort for D. hansenii (typestammen CBS 767). Proteiner fra eksponentielle celler i YNB medie uden NaCl
blev meerket med L-[**S]methionin og ekstraheret. Protein spots blev identificeret med MALDI-TOF MS. *: Protein

fragmenter);

(ND), men er sterkt induceret i adaptationsperioden til 8% (w/v) NaCl.

¥: Proteiner kun induceret i adaptationsperioden til 8% (w/v) NaCl og *: Proteiner, der ikke er identificeret
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Derudover blev matrix assisted laser desorption/ionisation-time of flight spectrometry (MALDI-

TOF) efterfulgt af masse spektroskopi (MS) anvendt til protein identifikation, hvilket dog kreever et

fuldt sekventeret genom for at fi en succesfuld identifikation. Da projektet begyndte, var genomet

for D. hansenii kun sekventeret i begreenset omfang (20%), hvilket vanskeliggjorde identifikationen

af D. hansenii proteiner. I juli 2004 blev genomet for D. hansenii frigivet og er nu tilgengelige pa

http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php. Dette medferte, at 47 protein spots blev navngivet (Fig.

3). Identifikation af protein spots blev udfert i samarbejde med Michel Hébraud, Plate-forme

Protéomique, INRA, Frankrig.
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Figur 4. Co-2-D gel elektroforese menster af proteiner fra Debaryomyces hansenii (CBS 767) og L-[*>S]methionin
markede proteiner fra Saccharomyces cerevisiae (S288C). A, Selvfarvet co-elektroforese gel med D. hansenii
proteiner. B, Radioaktive proteiner fra S. cerevisiae. Pink cirkel: co-migrerende proteiner. Gron cirkel: karakteristiske

D. hansenii proteiner. Rod cirkel: karakteristiske S. cerevisiae proteiner.

3.2.2. Inkorporeringen af L-[**S]methionin

Proteinsyntesen blev bestemt ved at undersege inkorporeringen af L-[*>S]methionin i lebet af 90

min efter tilsetning af 0, 8 og 12% (w/v) NacCl til eksponentielle celler (ODgoonm = 0,6) (Fig. 5).

Inkorporeringen af L-[>>S]methionin blev malt ved hjalp af scintillationstzlling. Inkorporeringen

blev beregnet som dpm pr. mg terstof. I medie uden NaCl blev L-[>*S]methionin inkorporeret med

en gennemsnitlig inkorporeringshastighed pé 2,4 x 10° dpm mg™ min™ i lebet af de ferste 30 min.
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efter tilsetning af L-[>>S]methionin, mens den gennemsnitlige inkorporeringshastighed mellem 30
og 60 min. var 1,1 x 10° dpm mg™" min™". Inkorporingen af L-[**S]methionin stoppede efter 84 min.
med et niveau pa 1,1 x 10* dpm mg™'. Bade 8 og 12% (w/v) NaCl pavirkede inkorporeringen af L-
[*3S]methionin. I medie med 8% (w/v) NaCl blev L-[>>S]methionin inkorporeret med en
gennemsnitlig inkorporeringshastighed pa 1,6 x 10° dpm mg™' min™ i lebet af de forste 30 min
svarende til 7% af inkorporeringshastigheden 1 medie ikke tilsat NaCl. Derefter steg
inkorporeringshastigheden til 4,1 x 10> dpm mg™' min™ efter 180 min. I medie med 12% (w/v) NaCl
blev L-[**S]methionin inkorporeret med en gennemsnitlig inkorporeringshastighed p4 8,8 x 10*
dpm mg™' min™' i lobet af de forste 30 min svarende til 4% af inkorporeringshastigheden i medie
ikke tilsat NaCl. Derefter steg inkorporeringshastigheden til inkorporeringshastighed 1,8 x 10° dpm

mg"' min™ efter 180 min.

1.25

1.00 A

e
~
(3]

(108 dpm mg'1)
o
o
o

0.25 -

Inkorporering af L-[“S]methonin

0.00 %

Tid (min.)

Figur 5. Inkorporering af L-[**Smethionin i proteiner fra Debaryomyces hansenii (typestammen CBS 767).

3.2.3. Indflydelsen af NaCl pa proteomet for D. hansenii

Gearen blev opformeret til eksponentiel vaekstfase (ODgoonm = 0,6), hvorefter en mangde NaCl
svarende 8 og 12% (w/v) NaCl blev tilsat. Praver blev udtaget for tilseetning af NaCl samt efter 30,
60 og 90 min. efter tilstning af NaCl. Proteiner blev merket med L-[>>S]methionin i 30 min. og
analyseret med 2-D PAGE. For identificerede proteiner blev fold induktioner/repressioner udregnet.
Proteiner, der udviste en fold induktion/repression pd 2, blev defineret som NaCl-folsomme
proteiner. NaCl-folsomme proteiner er angivet i Tabel 1. Adskillige proteiner blev defineret til at
vaere NaCl-felsomme. De glykolystiske enzymer aldolase (Fbalp) og triosophposphate isomerase
(Tpilp) tilherende den averste del af glykolysen blev induceret, nr NaCl var tilstede, mens de
glykolytiske enzymer enolase (Enolp) og phosphoglycerate mutase (Gmp1p) tilherende den
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nederste del af glykolysen blev represseret. Endvidere blev pyruvate dehydrogenase beta subunit
(Pdblp) involveret i reaktionerne mod Krebs cyklus represseret. Dette indikerer, at glycerol er
vigtig, nar NaCl er tilstede, da en hgjere synteserate af enzymerne i den everste del af glykolysen
kombineret med lavere synteserate af enzymerne i den nederste del af glykolysen og ruten mod
Krebs cyklus vil resultere i et hgjere niveau af dihydroxyacetone phosphat, hvilket vil vare nyttigt
for glycerol produktionen og dermed resulterer i hgjere intracellulere koncentrationer af glycerol.
Gceylp (glycerol dehydrogenase), som er involveret i omdannelsen af glycerol til dihydroxyacetone
blev induceret, nar NaCl var tilstede. Dette indikerer, at det ikke kun er enzymerne involveret i
dannelsen af glycerol, men ogsd enzymerne involveret i omdannelsen af glycerol, der har
betydning, nar NaCl er tilstede. Induktion af Geylp kan forklares med en “fintuning” af

glyceroldannelsen.

Et fragment af Ssalp, som tilherer heat shock 70 family og koder for en chaperone 1 cytosolen, som
er nodvendig i1 forbindelse med varmestress, blev induceret, nar NaCl var tilstede. Dette indikerer et
overlap mellem NaCl og varme stress. Et andet medlem af heat shock 70 family Ssb1p associeret
med ribosomerne og primart involveret i translation blev represseret, nar NaCl er tilstede.

Endvidere er Hsp60p lokaliseret i mitokondriaerne represseret, nar NaCl er tilstede.

Derudover blev en raekke proteiner kun detekteret til at blive syntetiseret, nar NaCl var tilstede. Et
af disse nysyntetiserede proteiner var glycerol-3-fosfatase (Gpp2p) (Fig. 6), som tidligere beskrevet
er involveret 1 produktionen af glycerol. Dette understreger betydning af glycerol 1 forbindelse med

adaptation til NaCl.

Before addition of NaCl

Figur 6. Detektion af glycerol-3-phosphatase i Debaryomyces hansenii (typestammen CBS 767).
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Tabel 1. NaCl-folsomme proteiner i Debaryomyces hansenii (typestammen CBS 767).

Gene/ORF Gen produkt/beskrivelse Tid efter tilsaetning 8% (w/v) NaCl (h)

0.5 1.5 2.5

Fold induktion/repression

Energy metabolism

Glycolysis

ENOI Enolase -1.5 -2.1 -3.0
FBAI Aldolase 2.6 6.9 6.1
GPM1 Phosphoglycerate mutase -2.0 -1.3 -1.1
TPI1 Triosephosphate isomerase 2.4 5.0 8.1

Routes towards Krebs cycle
PDB1 Pyryvate dehydrogenase beta subunit -4.5 -2.5 -3.2
Biosynthesis of small molecules

Amino acids

ILVS5 Acetohydroxyacid reductoisomerase 1.6 -2.2 1.9
LEU2 Beta-isopropylmalate dehydrogenase -2.8 -1.8 -2.3
MET6 S-methyltetrahydropteroyltriglutamate homocysteine methyltransferase 2.6 -5.7 -3.9
GHDI NADP-dependent glutamate dehydrogenase nd* nd* nd*
Macromolecules

Proteins (chaperones)

HSP60 Heat shock protein 60 -1.4 -4.4 -2.5
SSA1 Heat shock protein of HSP70 family 6.8 2.2 3.6
SSB1 Heat shock protein of HSP70 family -1.7 -4.3 2.2

Cellular processes

Osmotic adaptation

GPP2 Glycerol-3-phosphatase - 2.5° 4.1°
GCY1 Glycerol dehydrogenase 4.0 4.0 42

Other functions

ADOI1 Adenosine kinase 2.2 -1.3 1.1
PRX1 Peroxiredoxin -1.3 3.1 5.5
YHBI Flavohemoglobin =13 -8.7 -7.1

*Proteiner ikke detekteret i lobet af de farste 3 timer efter tilseetning af NaCl
®Til beregning af fold induktion er geler efter 0,5 timer anvendt som reference gel.
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Det faktum at peroxiredoxin (Prx1p) er induceret, nar NaCl er tilstede indikerer at Prx1p ligeledes
spiller en rolle 1 forbindelse med bade NaCl-stress og oxidativ stress. Peroxiredoxiner reducerer

hydroperoxider under oxidativ stress.

Adskillige biosyntetiske enzymer involveret i syntesen af aminosyrer (Ilv5p, Leu2p and Met6p) var
represseret, nar NaCl var tilstede. Dette indikerer, at disse processer er nedregulerede nar NaCl er
tilstede. Endvidere blev NADP-dependent glutamate dehydrogenase (Gdh1p) ikke syntetiseret
under adaptation til NaCl. Gdhlp er involveret i omdannelsen af a-ketoglucerate og ammonium til
glutamate, som er en vigtig “compatible solute” i mange bakterie arter. Dette synes ikke at vare

tilfeldet 1 ger.

3.2.4. Yderligere pavisning af NaCl-felsomme proteiner

NaCl-felsomme proteiner blev ligeledes detekteret med Western blotting. Antistoffer rettet mod
Hoglp og Hsp70p blev anvendet til pavisning af de to centrale proteiner pa 2-D geler ved hjelp af
Western blotting. Hogl1p er slutproduktet i ”high-osmolarity glycerol (HOG) response pathway” og
medvirker til en eget produktion af glycerol. Hsp70p er et heat shock protein, der bliver represseret

under NaCl-stress. Resultaterne viste, at Hsp70p blev represseret under NaCl-stress (Fig. 7).

-NaCl +NaCl

- -- — -*-TSkD

Figur 7. Detektion af cytosolisk Hsp70p. Der blev pésat henholdsvis 2, 5, 10 ug protein.

Som hos S. cerevisiae er lektinlignende overfladeproteiner rapporteret til at vaere involveret i
flokkuleringen af D. hansenii. De FLO-gener som koder for disse overfladeproteiner 1 S. cerevisiae
er forsegt identificeret 1 D. hansenii ved hjelp af pulse field gel electrophoresis (PFGE) og
Southern blotting. Til fremstilling af prober til identifikation af disse FLO-gener er sekvenserne for

FLOI, FLOS, FLOS og FLO11 downloaded fra http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, og prober blev

fremstillet for de nevnte FLO-gener. Som beskrevet 1 litteraturen viste Southern blotting, at for S.
cerevisiae FLOS er lokaliseret pd kromosom VII, FLOS pé kromosom V og FLO11 pa kromosom
IX. For D. hansenii hybridiserede ingen af de fremstillede prober til de adskilte kromosomer. Det
ma enten betyde at den formodede homologi mellem FLO-generne i S. cerevisiae og D. hansenii

ikke er tilstede eller at de underseogte F'LO-gener ikke findes i D. hansenii.
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3.2.5. Delkonklusion

Proteomet for D. hansenii er blevet analyseret ved hjelp af 2-D PAGE, og 47 spots blev
identificeret med MALDI-TOF MS resulterende i det forste publiceret 2-D kort for D. hansenii.
Indflydelsen af NaCl pé proteomet blev undersegt. Proteinsyntesen var kraftig pavirket af tilsaetning
af NaCl, da den gennemsnitlige inkorporeringshastighed af L-[>>S]methionin indenfor de forst 30
min efter tilsaetning af NaCl kun var 7 og 4% af den gennemsnitlige inkorporeringshastighed af L-
[**S]methionin i celler ikke tilsat NaCl. Flere nysyntetiserede proteiner blev observeret pa 2-D
gelerne heriblandt glycerol-3-phosphatase (Gpp2p), som er involveret i glycerol produktion.
Endvidere blev adskillige proteiner induceret/represseret efter tilsetning af NaCl. Inducerede
proteiner var enzymer involveret i gverste del af glykolysen og glycerol assimilering, mens
represserede proteiner var enzymer i nederste del af glykolysen, vejen til Krebs cyklus og syntesen
af aminosyrer. Endvidere var nogle heat shock proteiner induceret, mens andre blev represseret ved

tilsetning at NaCl.

3.3. Ammoniak produktion i D. hansenii og andre mejerirelevante geer

3.3.1. Ammoniak produktion

D. hansenii er ansvarlig for en pH-stigning pé osteoverfladen dels pd grund af assimilering af laktat
samt produktion af ammoniak. pH-stigningen pa osteoverfladen er vigtig for veeksten af bakterier
som Brevibacterium linens. Ammoniak er ogsa vigtig for aromadannelsen 1 ost. Endvidere er
ammoniak rapporteret til at vaere et generelt signalmolekyle medvirkende til koordinationen af

vaeksten af geer.

Ammoniak produktionen blev undersegt for D. hansenii og en rekke mejerirelevante gaer pa
henholdsvis laboratorie- og ostemodelsubstrat. Kolonier blev podet pd henholdsvis laboratorie- og
ostemodelsubstrat tilsat pH indikatoren bromkresolbla, der gul ved pH under 5,2 og blé ved pH over
6.8. Ammoniak produktion blev observeret som farveomslag fra gul til bld omkring kolonierne. Fig.
8 viser ammoniak produktionen for D 18335 og CBS 767 pa henholdsvis laboratoriesubstrat (GM
agar) og ostemodelsubstrat. Ammoniak produktionen varierende for de stammer af D. hansenii. D
18335 synes at have den sterste ammoniak produktion pé laboratoriesubstrat, mens CBS 767 synes

at have den sterste ammoniak produktion pa ostemodelsubstrat.
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Figur 8. Ammoniak produktion for kolonier af Debaryomyces hansenii (typestammen CBS 767 og mejeriisolatet D
18335) pa model- og ostesubstrat.

En metode til kvantitativ bestemmelse af ammoniak blev ligeledes udviklet. En lille skdl med HCI,
hvori ammoniak blev absorberet, blev placeret under kolonierne. Mangden af absorberet ammoniak
blev bestemt med Nesslers reagens og spektrometri. Resultaterne underbyggede de kvalitative
observationer (Fig. 8). Ammoniak produktionen varierede blandt de undersogte ger og var
athaengig af den tilgengelige kulstofkilde. Fig. 9 viser ammoniak produktionen for enkelt kolonier

af D 18335 og CBS 767 pé henholdsvis laboratoriesubstrat (GM agar) og ostemodelsubstrat.
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Figur 9. Ammoniak produktion i Debaryomyces hansenii (CBS 767 og D 18335) mélt med Nesslers reagens.
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3.3.2. Ammoniak som signalstof i D. hansenii

I ovenstdende forsegg var koloniernes produktion af ammoniak retningsbestemt mod nabokolonier
(Fig. 8), hvilket tyder p4, at D. hansenii som andre ger arter producerer og udsender ammoniak som
signalmolekyle til at koordinere vaekst. Endvidere blev ekspressionen af gener med betydning for

ammoniak produktionen afprevet med Northern blotting uden et egentligt resultat.

3.3.3. Delkonklusion

Ammoniak produktionen blev undersegt for en reekke mejerirelevante geer. Ammoniak
produktionen varierede blandt de undersogte gaer og var afthengig af den tilgengelige kulstofkilde.
Det tyder pa at D. hansenii anvender ammoniak som signalmolekyle, som rapporteret for andre geer

arter.
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3.5. Adhaesion af Debaryomyces hansenii til faste overflader

3.5.1. Udvikling af forsegsdesign til adhasionsbestemmelse

Da D. hansenii forst skal etablere sig pa en osteoverflade for den kan vokse, er en na&ermere
undersogelse af denne gararts adhasion pa faste overflader meget relevant. Man anvender, i dagens
osteproduktion, opslemmet kit fra allerede modnede oste samt evt. starterkultur til at kitte
(inokulere) og derved starte overflademodningen af friske Danbo oste. Selve kitningen pa
mejerierne kan foregd i tunnelsystemer, hvor de friske oste berstes og overskylles med kitkulturen.

For at ligne virkeligheden mest muligt skulle forsegsdesignet altsd bestd af et flowsystem og ikke et

lettere handterbart statisk system.
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Figur 10. Forsegsdesign til bestemmelse af adhesion af D. hansenii pa fast overflade

Forsaggsdesignet til bestemmelse af adhaesion er skitseret i Fig. 10. Vha. af dette design var det
muligt at bestemme adhaesionen af D. hansenii pa faste modelsubstrater under flow. Der pumpes en
standardiseret mangde ger hen over den overflade man ensker at bestemme adhasionen til. Med
faste tidsintervaller tages der billeder af overfladen, gennem flowkammeret, og vha. en udviklet

software procedure er det efterfelgende muligt automatisk at teelle antallet af adhererede celler til

23



hvert tidspunkt. Adhasionen er vist som antal adharerede garceller per overfladeenhed (cm?)

plottet mod tiden (min) (Fig. 11).
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Figur 11. Adhasion af forskellige cellekoncentrationer (antal celler/ml) af D. hansenii (CBS 767) pa fast 3 %
agarose overflade. Data er vist som gennemsnit af dobbeltbestemmelser med tilherende standardafvigelser.

Ud fra de sma standardafvigelser i Fig. 11 kan man se at det er muligt at reproducere
adhasionsresultater 1 det beskrevne forsggsdesign. Derudover kan man se at antallet af celler, der
adharerer pa overfladen er lineaer over tiden, og at mengden af celler der flushes igennem

kammeret er proportional med antallet af adharerede celler.

3.5.2. Adhaesion af forskellige D. hansenii stammer pa fast modelsubstrat
Ved hjelp af det ovennavnte forsegsdesign blev adhasionen af fire forskellige udvalgte D.

hansenii stammer undersegt pa fast agaroseoverflade (Tabel 2).

Tabel 2. Baggrundsbeskrivelse af fire udvalgte D. hansenii stammer.

D. hansenii

stammer Stammebaggrund

D 18335 Isolat fra Durup Mejeri (K.M. Petersen)
FB 8 Starterkultur (Danisco Cultor Innovation)
CBS 767 Typestamme

MD 02 Starterkultur (Arla Foods Innovation)

Tidligere undersogelser (Petersen & Jespersen, 2004) udfert pa Durup Mejeri har vist at stammen D
18335 fuldstendigt udkonkurrerede en anvendt starterkultur (MDO02) og var dominerende pé ostene
efter fa dage.

24



—A—D 18335 FB8 - CBS 767 —e— MD 02

“g 175000
5 150000 -|
S
2 125000
3
© 100000
K
§ 75000 - :
L
8 50000 | L
-c v
5 25000 .
s -
c
< 0 T T T T
0 5 10 15 20
Tid (min)

Figur 12. Adhesion af 4 forskellige D. hansenii stammer pa 3 % agarose. Data er vist som gennemsnit af
dobbeltbestemmelser med tilherende standardafvigelser

I Fig. 12 ses der meget store forskelle pa adhaesionen af de forskellige D. hansenii stammer. D
18335 meget hoje adhasionshastighed kunne vare med til at forklare dens dominerende
egenskaber. Den tidligere anvendte starterkultur MDO02 adharerer ca. 10 gange darligere end D
18335.

3.5.3. MATS (Microbial Adhesion To Solvents) bestemmelser

For at prove at forklare de store forskelle i adhasion blev de 4 stammers overfladeegenskaber
undersogt vha. MATS (Microbial Adhesion To Solvents). MATS bestar af fire forskellige solventer
og nar disse blandes med en vandfase kan cellernes opleselighed i de to faser fortelle noget om
celleoverfladens hydrofobicitet. Jo sterre opleselighed cellerne har i de apolare solventer
(hexadecan og decan) jo mere hydrofob er deres overflade. Derudover kan man bestemme i hvor
hej grad celleoverfladen helst vil donere eller acceptere elektroner under interaktion med en anden
overflade. Dette bestemmes ud fra at solventerne bestar af to par med ens van der Waals krefter; 1
par (chloroform-hexadecan) og 2 par (ethylacetat-decan). Differencen mellem opleseligheder i det
forste par beskriver cellernes affinitet for at donere elektroner fra deres overflade i en interaktion.
Modsat beskriver en evt. difference mellem det andet par cellernes affinitet til at acceptere

elektroner 1 en interaktion.

25



mCBS 767 mD 18335 D FB 8 m MD 02

120 - Samme van der Samme van der
Waals bidrag Waals bidrag
100 - J & J &
g 80 —
g 60 -
%_ 40 -
X
20 -
O _
Chloroform Hexadecan Ethylacetat Decan
Elektron-acceptor Apolar Elektron-donator Apolar

Figur 13. MATS bestemmelser af 4 D. hansenii stammer. Data er vist som gennemsnit af trippelbestemmelser med
tilherende standardafvigelser.

Man kan se ud fra Fig. 13 at typestammen (CBS 767) er den mest hydrofobe stamme af de 4, da ca.
80 % af cellemangden fra vandfasen opleses 1 de apolare stoffer (hexadecan og decan) efter
blanding og efterfolgende separation af faserne. MD 02 er derimod meget hydrofil og kan nasten
ikke detekteres i de apolare solventer. De to resterende stammer (D 18335 og FB 8) er moderat
hydrofobe. Da det er de sidstnaevnte to stammer der adharerer bedst ser adhasionen ikke kun ud til
at vaere korreleret med cellernes hydrofobicitet.

Derfor kunne cellernes evne til at donere eller acceptere elektroner i interaktioner indga i
forklaringen af stammernes forskellige adhasion. Differencerne af de to solvent par er angivet i

Tabel 3 og behandlet i det efterfolgende afsnit.

3.5.4. Adhaesionsbestemmelserne korreleret mod overfladeegenskaber og cellestorrelse
I Tabel 3 kan man se de 4 forskellige stammers adhasionshastigheder samt differencer fra de
foromtalte 2 MATS-par. Derudover er der angivet teoretiske sedimentationshastigheder bestemt ud

fra gennemsnitlige cellediametre af de 4 stammer.
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Tabel 3. Adhasionshastighed, MATS og sedimentation af 4 forskellige D. hansenii stammer.

Adhzesion MATS Sedimentation

D. hansenii Adhzesionshastighed Chloroform — Ethylacetat— Gnm. Celle- Sed.

stammer [celler-cm'z-min'll Hexadecan [%] Decan diameter hastighed
[Yo] [nm] [pm-s1]

D 18335 7325 (£ 750) 53,9 -7,8 4,4 (0,5 1,19

FB 8 5725 (+ 680) 32,3 4,9 3,9 (=0,6) 0,91

CBS 767 2540 (= 360) 13,5 2,1 3,2(=0,8) 0,62

MD 02 790 (£ 460) 33,0 3,7 3,4 (£0,6) 0,70

Man kan se 1 Tabel 3 at differencen mellem det forste MATS-par (chloroform-hexadecan) er
vasentligt storre end det andet par (ethylacetat-decan). Det vil sige at cellerne i langt hgjere grad vil
donere end acceptere elektroner i interaktioner. Der er korrelation mellem de tre adhaesive stammer
evne til at donere elektroner og deres adhasion. Vi mener at grunden til at MD 02 adhererer meget
dérligt selv om den har en ret stor evne til at donere elektroner er dens meget hydrofile (polare)
overflade. Dette gor at MD 02 er fuldsteendigt hydreret af vandmolekyler og derfor ikke kan
interagere med en anden overflade.

Tyngdekraften kan pdvirke adhasionsresultaterne fra det anvendte forsagsdesign. Nér en stor celle
flushes igennem kammeret vil den sedimentere hurtigere end en lille celle. Det betyder at hvis der
er forskel i den gennemsnitlige storrelse af to geerstammer vil der ogsd vaere forskel i hvor mange
celler der rammer overfladen og derved har muligheden for at adherere. I Tabel 3 kan man se at
den mest adhasive stamme (D 18335) ogsa er den storste og derved ogsé den stamme med den
hurtigste sedimentationshastighed. Man kan ligeledes se at der en korrelation mellem de tre mest
adhaesive stammer og deres tilhorende sedimentationshastighed.

Béde stammernes evne til at donere elektroner fra deres overflade og deres sedimentations-
hastigheder kan altsa korreleres mod adhasionen, og vi kan ikke med sikkerhed sige hvilken af
disse der er vigtigst. Dette ville kraeve at man kunne udelukke tyngdekraften hvilket ikke kan lade
sig gore 1 det anvendte forsggsdesign. Dette kunne dog lade sig gere ved anvendelse af en sakaldt
”optisk pincet”. Da en sadan pincet er ved at blive indkert pa vores afdeling vil et sddant forseg

vaere muligt 1 fremtiden.
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3.5.5. Indflydelsen af Brevibacterium linens pa adhaesionen af D. hansenii

Nar de friske oste kittes vil der ogsa vere store mangder bakterier tilstede 1 den anvendte
viskeveske. Bakterierne indgdr i modningen af ostene og en af de vigtigste af disse er
Brevibacterium linens. Derfor er det interessant at undersoge hvorledes tilstedevarelsen af bakterier

pavirker adhesionen af D. hansenii til en fast overflade.

Tabel 4. Adhzsion af D. hansenii (CBS 767) under flush med forskellige cellekoncentrationer af B. /inens (B1) pa 3
% agaroseoverflade.

Adhasionshastighed
[celler-cm2'min-1]
109 D. hansenii/ml (kontrol) 2540
109 D.hansenii/ml + 10 B. linens/ml 2375
100 D.hansenii/ml + 107 B. linens/ml 2205
109 D.hansenii/ml + 108 B. linens/ml 1530

Dette er meget preeliminart og ber underseges yderligere men ud fra resultaterne i Tabel 4 ser det
ud til at adheesion af D. hansenii mindskes ved stigende cellekoncentration af B. linens. Dog ser det
ud til at det forst er nar der er 100 gange flere bakterier end gaer, at adhasionen af D. hansenii
inhiberes vasentligt. Bakterierne var for sma til at kunne ses direkte i forsggsdesignet men
efterfolgende mikroskopi med heojere forsterrelse viste at bakterierne adharerede til overfladen
ligesom gearene. Der blev ikke observeret nogen adhasion af bakterier pa gerene. Inhiberingen af
adhasion af CBS 767 skyldes formodentligt konkurrence med bakterierne om adhasionspladserne

pa overfladen.

3.5.6. Adhzesion af D. hansenii pa osteoverflade

Forseagsdesignet blev forsegt anvendt pd rigtige osteoverflader bestaende af frisk usaltet 50+ Danbo
ost. Dette viste sig dog ikke uventet at afstedkomme en del vanskeligheder. Det var ikke muligt at
anvende lysmikroskopi ved forseg med ost, pga. meget store lysintensitetsforskelle gennem den
komplekse ostemasse uathangigt af tykkelsen af osteskiverne. Ved anvendelse af en fluorescerende
probe (CFDA-SE) og fluorescensmikroskopi var det muligt at detektere gaercellerne. Det viste sig
dog at ikke alle garceller blev farvet i en grad si de kunne detekteres pa en osteoverflade der
udsender meget autofluorescens (stej). Derudover var osteoverfladen meget ujevn sé det var
nedvendigt at tage billeder i flere fokusplaner hvilket besverliggjorde detektionen og egede
usikkerheden betragteligt. Samlet set er det, som minimum, nedvendigt med en optimering af brug

af fluorescerende prober hvis forsegsdesignet skal anvendes pd rigtig ost.
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3.5.7. Delkonklusion

Det lykkedes at indkere et forsegsdesign der reproducerbart kunne bestemme adhasionen af D.
hansenii pé en fast overflade under flow. Resultaterne viste store stammeforskelle i adhasionen af
D. hansenii pa modelsubstrater. Yderligere undersegelser tyder pa at optimal adhasion finder sted
nar gaerstammen har en stor gennemsnitlig cellesterrelse, en moderat hydrofob overflade og en hgj
affinitet for at donere elektroner til en anden overflade. Dette blev kun korreleret mod adhasion pa
modelsubstrater, men kunne sagtens ogsd vaere geldende pa en mere kompleks overflade sdsom en
ost. Samlet fremhaver resultaterne vigtigheden i1 at medtage adhasionsbestemmelser som parameter

ved fremtidig udveaelgelse af starterkulturer til faste levnedsmidler, herunder overflademodnede oste.

3.6. Undersogelse af NaCl-betydning for intracelluleere events i D. hansenii

3.6.1. Effekten af momentant NaCl-stress pa cellestorrelsen og efterfelgende vaekst af D.
hansenii

Det er selvsagt ikke nok at geeren kan adharere pa ostens overflade. Den skal ogsé vare i stand til at
vokse hurtigt i et miljo kendetegnet ved relativ lav pH og hej NaCl-koncentration. En sterre
forstaelse af D. hansenii’s NaCl-tolerance ville kunne hjzlpe 1 fremtidig udvalgelse af gaerstammer
til starterkulturer. Det blev valgt at fokusere pa de 2 D. hansenii stammer; D 18335 (osteisolat) og
CBS 767 (typestamme). Da D 18335 er isoleret fra en osteproduktion og var dominerende i denne
er det forventeligt at denne stamme besidder en hgj NaCl-tolerance gennem evolutionsmaessig
adaptering.

Naér en garcelle pludselig udsattes for en hej ionkoncentration (i dette tilfeelde NaCl) vil geren
skrumpe pga. tab af cellulaert vand til omgivelserne indtil ionkoncentrationerne er ens ekstra- og
intracelluleert.

I Fig. 14A kan man se at begge D. hansenii stammerne skrumper 30-35 % af deres celleareal,
hvilket svarer til ca. 45-50 % af cellernes volumen, inden for et minut nér de udsettes for 8 % (w/v)
NaCl. D 18335 skrumper lidt mere end CBS 767 men som man kan se i Fig. 14B begynder D 18335
at vokse vesentligt hurtigere end CBS 767 i 8 % (w/v) NaCl.
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Figur 14. Gennemsnitlige cellearealer af D. hansenii CBS 767 og D 18335 udsat for momentant 8 % NaCl (A
og B) og 0 % NaCl (B). Data er vist som gennemsnit af minimum 40 celler med tilhgrende standard error mean
vaerdier

3.6.2 Effekten af momentant NaCl-stress pa intracellulzer pH (pH;) i D. hansenii

I Fig. 15A og B kan man se udviklingen i intracellular pH (pH;) pa de samme celler som er
praesenteret 1 Fig. 14. I Fig. 15A kan man se at pH; falder fra ca. 7,50 til 7,15 1 CBS 767 efter det
cellulare tab af vand. I Fig. 15B kan man derimod se at D 18335 er i stand til at opretholde pH;
homeostase selv om den skrumper i samme grad som CBS 767 (Fig. 14A).

A B
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Figur 15. Intracelluler pH (pH;) af D. hansenii CBS 767 (A) og D 18335 (B) i kontrol (8bne symboler) og 8 %
(w/v) NaCl (lukkede symboler) introduceret ved t = 0. Data er vist som gennemsnit af minimum 40 celler med
tilhgrende standard error mean verdier

Observationer tidligere i litteraturen har vist en korrelation mellem en gaerpopulations evne til at

opretholde pH; homeostase og lengden af den efterfolgende nolefase efter syrestress. Noget

tilsvarende ser ud til at vaere gaeldende for D. hansenii efter NaCl-stress. Evnen til at opretholde pH;
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homeostase kunne vere en del af forklaringen pd D 18335 hurtige efterfolgende veekst under NaCl-
stress sammenlignet med CBS 767.

Spergsmélet er s& hvordan D 18335 er 1 stand til at opretholde pH; homeostase efter det kraftige
vandtab som NaCl forarsager, og som tidligere forseg med geer (og bakterier) har vist resulterer i en
forsuring af pH;. Forseg med sorbitol i stedet for NaCl gav samme pH; respons i de to D. hansenii
stammer hvilket udelukker at D 18335 i hojere grad end CBS 767 udtrykte en specifik Na'/H"

transporter der kunne udsende protoner under optag af Na'.

3.6.3. Bestemmelse af intracellulzer bufferkapacitet i D. hansenii
Vi undersogte ogsa cellernes intracellulere bufferkapacitet men de viste sig at vaere meget ens 1 de
to stammer (data ej vist). Der var dog en forskel og det var at de to stammer havde maksimal

bufferkapacitet ved to forskellige pH-niveauer. Dette er illustreret i Fig. 16.

m CBS 767 m D 18335
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Initiel pH

Figur 16. pH-verdier mélt i cellesuspensioner af 15 mg celletorstof af hhv. D. hansenii CBS 767 og D 18335 efter
permeabilisering i 70 % ethanoloplesninger med forskellige start pH-veardier.

Man kan se i Fig. 16 at begge stammer har et omrdde mellem pH 7 og 8 hvor de bufrer bedst, men
at permeabiliserede cellesuspensioner af D 18335 konstant havde lidt hgjere pH-verdier end CBS
767. Ligevegtsomrddet kan betegnes som cellernes intracellulere pK, (pKa,, i) -verdier og ligger for
CBS 767 pa pH 7,1-7,2 mens det for D 18335 er pa 7,4-7,5. Sammenholder man dette med pH;
bestemmelserne kan man se at pK, ; og optimal pH; er ens for D 18335 men ikke for CBS 767 hvor
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pK.. i ligger lavere end pH;. Dette kan sé igen forklare hvorfor pH; falder i CBS 767 men ikke 1 D
18335. pK,, i bestemmes primart af aminosyrer med frie sidekader indeholdende ioniserbare
grupper med forskellige pK, vaerdier. Vores resultater indikerer at de to D. hansenii stammer
syntetiserer bufferstoffer (proteiner) med sa forskellige aminosyresammensatninger at den

gennemsnitlige pK, ; veerdi er forskellig.

3.6.4. Delkonklusion

Béde D. hansenii CBS 767 og D 18335 skrumper 45-50 % af deres startvolumen umiddelbart efter
momentant 8 % (w/v) NaCl-stress, men kun D 18335 er i stand til at opretholde pH; homeostase.
Denne evne kunne veere med til at forklare D 18335 meget hurtigere efterfelgende vaekst ved
saltstress. Vores resultater indikerer at D 18335 evne til at opretholde pH; homeostase skyldes
intracellulere bufferstoffer med en gennemsnitlig pK,vaerdi meget tet pa stammens optimale pH;.
Da D 18335 er et osteisolat kan denne evne formodentligt tilskrives mange ars adaptation til et

miljo med heje NaCl-koncentrationer.

3.7. Sammenligning af NaCl-indflydelse pa intracellulzere events og vaekst af D.

hansenii pa fast og i flydende substrat

3.7.1. Underseogelse af en eventuel korrelation mellem pH; og vaekst pa enkeltcelleniveau
Under afsnit 3.6 blev det beskrevet hvordan et fald i pH; for CBS 767 populationen kunne
korreleres med stammens efterfolgende langsomme vakst. I Fig.17 kan man se veeksten (% CAI)

for enkeltceller atf CBS 767 og D 18335 plottet mod cellernes respektive pH; verdier.
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Figur 17. Celleareal indeks (CAI) plottet mod pH; af D. hansenii CBS 767 (A,C) and D 18335 (B,D) celler pa fast
YPG substrat med 0 % (w/v) NaCl (A,B) og 8 % (w/v) NaCl (C,D). CAl-verdierne er bestemt forskellige tider efter
inokulering; A og B efter 510 min, C efter 780 min og D efter 660 min.

Alle pH;-verdierne i Fig. 17 er bestemt 10 min efter inokulering pa de faste overflader. Man kan se
at 1 alle eksperimenterne er der 4-5 celler med meget lav pH; (omkring 5,5). Da forsegene er udfert
pa substrat med pH 5,3 vil det sige at disse celler har mistet deres pH-gradient og ganske sikkert er
dede, hvilket understottes af at ingen af cellerne er i stand til at vokse.

Det er gaeldende for begge ger at de absolutte pH; verdier for celler med intakte pH-gradienter er
meget heterogene og ikke er korreleret mod cellernes efterfolgende vakst. En celle med pH; pa
f.eks. 7,1 kan sagtens vokse hurtigere end en celle med pH; pa 7,6. Det samme gor sig geldende 1
flydende substrater.

Derudover kan man i Fig.17 se hvordan pH; ogsa pa fast substrat falder for hele CBS 767
populationen nér den inokuleres pa fast YPG med 8 % (w/v) NaCl (Fig. 17C) og sammenlignes
med 0 % (w/v) NaCl (Fig. 17A). Ligesom i flydende substrat (Fig. 17B) er D 18335 1 stand til at
opretholde pH; homeostase pa fast substrat indeholdende 8 % NaCl (Fig. 17D). De gennemsnitlige
pH; verdier for alle celler der i stand til at vokse kan samlet ses i Tabel 5. De meget ens

gennemsnitlige pH; vaerdier opnaet fra de samme geerstammer pa fast og i flydende substrat

33



understotter den 1 afsnit 3.5 omtalte hypotese om intracellulere bufferstoffer med forskellige

gennemsnitlige pK, vaerdier i de to D. hansenii stammer.

Tabel 5. Gennemsnitlige pH; verdier (10 min) af alle voksende D. hansenii CBS 767 og D 18335 celler pa fast og i
flydende YPG substrat med 0 og 8 % (w/v) NaCl.

YPG 0 % (w/v) NaCl 8 % (w/v) NaCl

CBS 767 D 18335 CBS 767 D 18335
Fast 7,51 £ 0,03 7,45+ 0,02 7,17 £ 0,03 7,41 £ 0,03
Flydende 7,46 £ 0,02 7,40 £ 0,03 7,18 £ 0,04 7,42 £0,02

3.7.2. Sammenligning af viabilitet og vaekst af D. hansenii pa fast og i flydende substrat

I Tabel 6 kan man se at 6-12 % af cellerne ikke har nogen initiel pH-gradient, og en gercelle der
ikke har nogen pH gradient ma formodes at vaere ded. Dette er altsd bestemt for nogen form for
stress og indikerer at en sen eksponentiel D. hansenii propageringskultur har en viabilitet pa 88-94
% 1 rigt medie under optimale veekstbetingelser. Derudover kan man se i Tabel 6 at under 10 % af
cellerne ikke er i stand til at gro efter 8 % NaCl-stress. Den eneste kombination hvor der er stor
andel celler, med initielle pH-gradienter, der ikke vokser er CBS 767 celler inokuleret pa fast YPG
med 8 % (w/v) NaCl. Sidstnevnte forhold ser med andre ord ud til at veere den eneste kombination

med en udtalt letal effekt, men kun pa CBS 767 stammen.

Tabel 6. Procentvis andel af celler med/uden initielle pH-gradienter og med/uden evnen til efterfolgende at vokse af
D. hansenii CBS 767 og D 18335 pé fast og i flydende YPG substrat med 0 og 8 % (w/v) NaCl.

% (WV) Ingen initiel pH- pH-gradient -

Stamme YPG NaCl gra((ol/ioe)nt"1 Ingel(l (;S]ekstb
CBS Fast g : 3

767 Flydende g 182 ;

D Fast X g ‘
18335 Flydende g 3 §

* pH-gradient < 0,5
® Vaekst < 120 % CAI

Sammenligner man tiderne til et gennemsnitligt CAI pa 200 % i Tabel 7 kan man se at begge D.
hansenii stammerne bade med og uden 8 % (w/v) NaCl vokser langsommere pa fast overflade end 1

flydende medie. Der er en tydelig additiv effekt af fast overflade og NaCl pa vaksten af begge D.
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hansenii stammerne. Det vil sige at kombinationen af fast overflade og NaCl ikke har nogen
synergistisk effekt pa vaeksten af hverken den salt-tolerante (D 18335) eller den ikke salt-tolerante
(CBS 767) gerstamme.

Tabel 7. Tid (min) til et gennemsnitlig celleareal Indeks (CAI) p& 200 % af D. hansenii CBS 767 og D18335 celler pa
fast og i flydende YPG substrat med 0 og 8 % (w/v) NaCl.

YPG 0 % NaCl 8 % NaCl
CBS 767 D 18335 CBS 767 D 18335

Fast 338 £13 320+ 8 709 + 24 391+ 11
Flyd. 226+10 259+ 12 480 + 22 292 £ 15

De forskellige pH; veerdier (Tabel 5) efter 8 % (w/v) NaCl ser kun ud til at kunne forklare
vaekstforskellene mellem de to stammer og ikke hvorfor begge stammer vokser langsommere pa
fast end i flydende substrat. Der ma vaere en yderligere inhiberende faktor.

Vi mener ud fra vores forsegsopsatning at kunne udellukke forskelle 1 ilttilgaengelighed sa derfor er
den mest oplagte forklaring er at naeringsstofferne diffunderer langsommere i fast substrat end i
flydende og derved optages langsommere af gaercellen. Dette er dog en teoretisk betragtning og ber
undersoges nermere. En anden teoretisk forklaring kunne simpelthen vere at en gaercelle pa en fast
overflade kun kan optage naringsstoffer over den del af celleoverfladen der har direkte kontakt med
den faste overflade, hvorimod en celle i flydende substrat kan optage naringsstoffer over hele
celleoverfladen.

Den meget langsomme vakst af CBS 767 pé fast substrat indeholdende 8 % (w/v) NaCl kunne ogsa
skyldes at geren skifter fra unicellular til psedohyfe cellemorfologi hvilket mé formodes at vere
tidskraevende. Dette er ogsd rapporteret i litteraturen for andre gaer under forskellige former for
stress og en mulig forklaring er at gaeren ved psedohyfe vekst hurtigere prover at bevage sig vaek
fra det omréde hvor der er en stressfaktor tilstede. I Fig. 18 er der to billedraekker der illustrerer det
ovenstdende. Udover at man meget tydeligt kan se forskellene 1 vaeeksthastighed mellem de to
gerstammer kan man ogsa se at CBS 767 begynder at danne pseudohyfer hvorimod D 18335
opretholder unicellular cellemorfologi. Hvilket er endnu en indikation af at D 18335 er mere

tolerant overfor 8 % (w/v) NaCl end CBS 767.
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Figur 18. D. hansenii CBS 767 og D 18335 voksende pa fast YPG overflade med 8 % (w/v)
NaCl.
3.7.3. Delkonklusion

Mellem 5-10 % af cellerne fra de to undersegte D. hansenii stammer formodes at vaere dede under
optimale propageringsforhold. Denne andel var ligesé stor som mangden af celler der dede/ikke
vokser efter 8 % NaCl-stress, med undtagelse af CBS 767 pa fast substrat hvor ca. 30 % af cellerne
dede. Det sidstn@vnte fremhaver at man ikke direkte kan overfore fysiologiske data stammende fra
flydende substrater til ogsa at veere gaeldende pa faste overflader. Der er observeret en additiv effekt

af den faste overflade og 8% (w/v) NaCl for vaksten af begge D. hansenii stammerne.
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4. Konklusion

De vigtigste resultater kan punktvis opsummeres som folgende:

- D. hansenii GPP?2 er indetificeret. D. hansenii producerer og akkumulerer glycerol under NaCl-
stress. Hoje intracellulere koncentrationer af glycerol skyldes induktion af generne DAGPDI og
DhGPP2 samt en god evne til at tilbageholde glycerol.

- Proteomet blev undersggt med 2-D PAGE og 47 proteiner blev identificeret med MALDI-TOF
MS resulterende 1 det forste 2-D kort for D. hansenii. Indflydelsen af NaCl pé D. hansenii
proteomet blev undersogt. Blandt nysyntetiserede proteiner under NaCl-stress blev glycerol-3-
phosphatase (Gpp2p) identificeret. Endvidere blev adskillige proteiner induceret/represseret ved
tilsetning af NaCl. Inducerede proteiner var enzymer involveret i gverste del af glykolysen og
glycerol dissimilering, mens represserede proteiner var enzymer i nederste del af glykolysen,
reaktionerne mod Krebs cyklus og syntesen af aminosyrer. Endvidere blev nogle heat shock
proteiner induceret, mens andre blev represseret ved tilsetning af NaCl.

- Ammoniak produktionen af D. hansenii og andre mejerirelevante ger blev bestemt med Nesslers
reagens. Ammoniak produktionen varierede for de undersegte gaer og var athangig af den
tilgeengelige kulstofkilde. Dette indikerer, at D. hansenii anvender ammoniak som signalmolekyle
som andre gararter.

- Adhasionen af D. hansenii pé faste substratoverflader kan bestemmes reproducerbart ved hjelp af
det udviklede flowsystem. Der blev observeret store stammeforskelle i adhasion og disse kunne
korreleres til forskelle 1 stammernes storrelse samt overfladeegenskaber. Garstammer med en
moderat hydrofob celleoverflade og en hoj evne til at donere elektroner fra celleoverfladen udviste
de sterste adhasionsevner.

- NaCl pévirker ikke veeksten af D. hansenii osteisolat D 18335 i neer sa hej grad som typestammen
CBS 767. Begge stammerne skrumper det samme efter momentant 8 % (w/v) NaCl-stress, men kun
D 18335 er i stand til at opretholde pH; homeostase. Dette kan skyldes, at D 18335 producerer andre
intracellulere bufferstoffer end CBS 767.

- Veekst af D. hansenii pé faste substratoverflader foregar i alle ssmmenhange langsommere end i
flydende substrater. Forskelle 1 specielt veeksthastigheder understreger at fysiologiske data fra

flydende substrater ikke altid kan overfores til faste overflader.
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5. Perspektivering

Det er muligt at undersege proteomet for D. hansenii med 2-D PAGE. Efter at genomet for D.
hansenii er fuldstendig sekventeret, er det ligeledes muligt at identificere protein spots med
MALDI-TOF MS. I dette projekt blev 47 proteiner identificeret med MALDI-TOF MS og dermed
blev det forste 2-D kort for D. hansenii publiceret. En udbygning af 2-D kortet for D. hansenii vil
medfere yderligere viden om proteinsammensatningen i D. hansenii og dbne for nye muligheder
herunder opklaring af hidtil ukendte proteiners funktionalitet. Proteomeanalyser giver viden om den
endelige produktdannelse (proteinet) og kan anvendes til at opna information om forskellige
stressfaktorer f.eks. NaCl-stress. Adskillige NaCl-stressproteiner er identificeret 1 dette projekt, men
med den nye viden om proteomet for D. hansenii vil det ogsa vaere muligt at opnd viden om
hvorledes denne NaCl-tolerante ger reagerer pa andre stressfaktorer som temperatur, pH og

tilgeengeligheden af forskellige kulstofkilder.

Indeverende projekt har vist at adhasion er en vasentlig parameter ved udvelgelse af
starterkulturer til faste levnedsmidler. Det er oplagt at indkere de udferte pa rigtige osteoverflader
efter en optimering af iseer anvendelsen af fluorescerende prober til at detektere gaercellerne med.
Anvendelse af en optisk pincet ville kunne udelukke tyngdekraftens indflydelse pa
adhasionsbestemmelserne og man kunne derved bestemme den egentlige bindingskraft mellem en

gercelle og en fast overflade.

En storre forstielse for hvad der sker med en D. hansenii gercelle nar den kommer fra en flydende
suspension til en fast overflade ville kunne anvendes 1 strategier til eget kontrol af ostemodnings-
processen, da de opnéede resultater viste, at det ikke var muligt direkte at overfore viden opnaet i

flydende veekstmedie til faste overflader

Det har tidligere veret diskuteret hvilken betydning ammoniak produktion har 1 relation til
ostemodning. Det er her vist, at stammer af D. hansenii producerer forskellige koncentrationer af
ammoniak. Betydningen af ammoniak i relation til dets rolle med hensyn til pH stigningen pa
osteoverfladen og som signalmolekyle ber videre undersoges. Ved at karakterisere signalstoffer og
de egenskaber, som de styrer, er det muligt pé sigt muligt at optimere disse og dermed {2

eksempelvis en forbedret modningsproces.
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Projektet har tilfort ny viden til brug for udvelgelse af D. hansenii stammer med henblik pé
anvendelse som starterkultur til produktion til overflademodnede oste. Denne viden bestar bade af
en ny indsigt i forskellige D. hansenii stammers adhasion til faste overflader og ikke mindst det
bade fysiologiske og molekylare respons pa heje NaCl-koncentrationer. Nogle af de relevante
kriterier 1 fremtidig udvelgelse af D. hansenii starterkulturer kunne derfor vaere: Hoj
adhasionsevne (moderat hydrofob til hydrofob celleoverflade), hgj NaCl-tolerance (evne til at
opretholde pH; homeostase, hej produktion og akkumulering af glycerol) og hurtig adaptation til
inokulation pa en fast overflade. Yderligere kunne den opnédede viden anvendes af mejeribruget til
at optimere propagering af starterkulturer. Ved at medtage vigtige forhold som hgj NaCl-
koncentration vil kulturerne vere forberedt pa forholdene pa ostene, hvormed optimal veekst kan
opnds. Projektet viser endvidere, at det ved udvalgelse af starterkulturer er vigtigt at tage
udgangspunkt i det aktuelle produktionsmilje, idet der netop her sker en naturlig selektion, saledes

at de mest optimale starterkulturer findes her.
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