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Forord:

Projektets medarbejdere vil gerne takke Mejeriforeningen (Mejeribrugets ForskningsFond),
Strukturdirektoratet, Erhvervsfremme Styrelsen og Undervisningsministeriet for ekonomisk
stotte til projektet. Vi vil ogséd takke Mejeriforeningen for at have vist stor interesse for og
opbakning af projektet. De gode diskussioner og den konstruktive kritik, vi fik gennem
samarbejdet 1 styregruppen, er vi ogsa meget taknemmelige for.






Resumé (dansk)

Projektet har vist, at nogle forhold har afgerende betydning for skimmelsvampes overlevelse,
vaekst, metabolisme og interaktion pa oste. Det drejer sig isaer om substratets vandaktivitet/
saltindhold, dets indhold af visse spormetaller (kobber, zink og magnesium) og aminosyrer
(glutamin, cystein og alanin) og, specielt for farveudviklingen hos Penicillium caseifulvum,
dets pH. De vigtigste opbevaringsforhold var kuldioxidniveauet og temperaturen, mens ilt ni-
veauet ned til ca. 3% var uden indflydelse.

Interaktionen mellem de osteassocierede skimmelsvampe var speciel ved, at de gjensynligt
voksede fint mellem hinanden (kun konkurrence om plads). Dog kunne Geotrichum candidum
vokse hen over kontaminanter eller 1 nogle tilfaelde holde dem vak fra ost. Skimmelsvampe-
sporers resistens over for desinfektionsmidler varierede noget mellem arter og viser betydnin-
gen af anvendelsen af flere midler for at undga, at de opformeres 1 produktionen og kontami-
nerer ostene.

Profilen af flygtige stoffer fra skimmelsvampe er sa specifik for de enkelte arter, at den kan
udnyttes til en hurtig identifikation af skimmelsvampe associeret til ost.

De opndede resultater har medvirket til opbygning af en unik videnplatform inden for omré-
det, og sikret fundamentet for fortsat samarbejde mellem mykologigruppen og Mejeribruget.



Abstract (English):

This project has shown that some factors are crucial for fungal survival, growth, metabolism
and interaction on cheese. In respect to substrate composition mainly water activity/salt con-
tent, content of some trace metals (copper, zinc and magnesium), and some amino acids
(glutamin, cystein and alanin) and, especially for colour development for Penicillium caseiful-
vum, its pH. The most important storage conditions were the level of carbon dioxide and the
temperature, whereas oxygen levels down to 3% were ineffective.

A special kind of interaction exists between the funga associated to cheese, as they apparently
only grow well together and only compete for space. However, Geotrichum candidum could
grow over and in some cases prevent the other fungi from growing on the cheese. The resis-
tance of fungal spores towards disinfecting agents varies between species and demonstrates
the importance of using more disinfectants to avoid growth in production facilities and sub-
sequent contamination of cheese.

The profile of volatiles from fungi are species specific and can be utilised for rapid identifica-
tion of fungi associated to cheese.

The results obtained in this project has been of great importance for developing unique know-
ledge and skills that can serve as the foundation for future collaboration between the Myco-
logy Group and the Danish Dairy Board.



Formal:

At studere skimmelsvampes overlevelse, vaekst og metabolisme pa ost athengig af ostens
sammensztning, forarbejdning og opbevaringsforhold, specielt med henblik pa effektiv
kontrol af skimmelsvampes vakst og metabolisme.

Projektet bestar af fire delprojekter, som skal afklare betydningen af ostens sammensetning,
opbevaringsforhold (ilt, kultveilte, fugt og temperatur), interaktion mellem skimmelsvampe
pa ost og flygtige stoffer fra skimmelsvampe. Resultaterne fra disse dele skal sluttelig
sammenkedes 1 modeller til forudsigelse af skimmelsvampes overlevelse, vaekst og
metabolisme pé ost.

Baggrund:

En af de vigtigste kvalitetsforringende faktorer for oste er vaekst af uenskede skimmelsvampe.
Det vides, at skimmelsvampe kan forirsage misfarvninger, &ndringer i smag, lugt og konsis-
tens, samt danne toksiske komponenter (mykotoksiner). Samtidig er enkelte skimmelsvampe-
arter meget vaerdifulde starterkulturer til fremstilling af skimmelmodnede oste, idet skimmel-
svampenes evne til at @ndre ostens sensoriske og konsistensmaessige egenskaber her udnyttes
til produktion af specielle ostetyper.

Kun en meget begranset gruppe skimmelsvampe er fundet voksende pa ost, enten som onsk-
vaerdige kultursvampe eller som uenskede fordervere. Flere af disse skimmelsvampe er kun

fundet pa ost, mens andre er fundet voksende pa flere levnedsmiddeltyper (se afslutningsrap-
port for “Moderne levnedsmiddelmykologiske metoder i relation til hygiejne” af Filtenborg,

O. og Lund, F. 1997). At kun et begranset antal arter er associeret til oste, gor det muligt sy-
stematisk at studere og sammenligne disse arter.

For at kunne styre veekst og metabolisme af skimmelsvampe pa levnedsmidler er det vigtigt at
forsta deres fysiologi, okologi og resistensforhold; altsd hvorledes germination, vakst og me-
tabolisme afhenger af det omgivende miljo (kemisk sammens&tning af levnedsmidlet, pH,
vandaktivitet, tilsetningsstoffer, temperatur, ilt og kultveilte niveauer i og omkring levneds-
midlet), samspillet og konkurrencen mellem de enkelte arter (interaktion) og deres evne til at
overleve konserverings- og pakkeforhold.

Faktorernes betydning athenger dog af, hvilken vekstfase organismen befinder sig i samt
sporens eller myceliets fysiologiske tilstand. Undersogelserne er derfor udfertes saledes, at
alle vigtige begivenheder i skimmelsvampenes livscyklus er blevet inddraget.

Spiring af sporerne er en noglebegivenhed i skimmelsvampes livscyklus. Denne begivenhed
giver ophav til dannelse af det voksende mycelium. Information om de faktorer, der kontrolle-
rer spiring, er af central betydning for at hindre infektion af levnedsmidler. Dannelse af sporer



(sporulation) ved afslutning af den aktive vaekstfase er en anden vigtig begivenhed i1 skimmel-
svampenes livscyklus. Sporene sikrer overlevelse og spredes let til omgivelserne, hvor nye
kolonier kan opsta. Effekten af miljefaktorer pd sporedannelsen er derfor endnu et vigtigt om-
rade at undersoge.

Udover svampens fysiske tilstedeverelse 1 produktet er dannelse af sekundare metabolitter
(herunder mykotoksiner og flygtige stoffer) en anden vigtig folge af svampevakst. Produktion
af disse forbindelser er ofte underlagt en anden regulering end spiring og vakst. Vi fandt der-
for sdvel et behov for generelle undersogelser af skimmelsvampe vakst, som for mere indivi-
duelle undersogelser af spiring og dannelse af sekundare metabolitter. For at fa det storste ud-
bytte af disse undersogelser, er disse forseg udfert som multifaktor forseg for ogsé at kort-
leegge om nogle faktorer pavirker effekten af andre (synergieffekter).

Resultater:

1. Ostens sammensztning

Med henblik pa at klarleegge betydningen af ostens sammensetning for skimmelsvampes
vaekst og metabolisme blev indflydelsen af spormetaller, N-kilder og aminosyrer i substratet
samt tilsetning af krydderier, krydderiekstrakter og -olier undersegt.

1.1. Spormetaller og aminosyrer

I studiet af ssmmenhangen mellem substratets kemiske sammensatning og skimmelsvampes
vaekst og metabolisme er det fundet, at der kraves et vist indhold af kobber og zink, for skim-
melsvampene kan danne sporer samt de stoffer, som dannes sidelobende med sporulationen.
Et for lavt indhold af magnesium kan resultere i darlig skimmelvakst, mens indholdet af zink,
magnesium og i nogle tilfzelde ogsa mangan har stor betydning for skimmelsvampes meta-
bolisme. Det totale indhold af aminosyrer, is@r indholdet af aminosyrerne glutamin, cystein
og alanin er afgerende for skimmelsvampenes metabolisme.

1.2. Udvikling af semisyntetisk ostesubstrat

Videnskabelige studier af skimmelsvampes vakst og metabolisme pa oste er ofte vanskelig-
gjort af forskelle mellem ostetyper, indflydelsen af modenhedsgrad og arstidsvariationer. Vi
har derfor sggt at udvikle en robust og reproducerbar ostesubstrat, som kan fremstilles ud fra
kommercielle ravarer {17}.

Semisyntetiske oste (19 forskellige) sammensat pa baggrund af et statistisk design blev sam-
menlignet med 9 forskellige kommercielle oste og 2 ostesubstrater fremstillet udfra Danbo og
roquefortoste. P4 alle oste blev indholdet af spormetaller og aminosyrer bestemt, hvorpa
vaekstkarakteristika (kolonivaekst, farve og produktion af udvalgte mykotoksiner) for de vig-
tigste osteassocierede skimmelsvampe blev malt.



Ved hjelp af multivariat dataanalyse (PLS og PCA) fandt vi et substrat, som for de vigtigste
osteassocierede skimmelsvampe giver de samme vakstkarakteristika som oste af Danbotypen.

Det anvendte forsegsdesign gor det muligt at teste indflydelsen af forskellige spormetaller,
sukre og aminosyrer pa skimmelsvampenes vakst. Her blev det fundet, at kulhydratets form
(laktose / laktat) ingen indflydelse har pd skimmelsvampenes vekst og metabolisme, hvilket
star 1 modsatning til billedet for bakterier og ger.

Farvedannelsen af Penicillium roqueforti har stor betydning for dens anvendelse som starter-
kultur. Her viste forsegene, at iser indholdet af protein (kasein), K, P, Zn, Fe og Cu havde
betydning for farveudviklingen. Et vildtype isolat fra de Canadiske skove var generelt mere
folsom over for niveauet af faktorerne end isolaterne fra ost. Specielt bemarkedes, at Cu ikke
indvirkede pa farvedannelsen hos osteisolaterne, mens effekten var udtalt for vildtypen. Hojt
jernindhold (over 3,5 mg/kg (w/w)) eller kaseinindhold pa mere end 5,5% resulterede i brun-
farvning af sporerne hos P. roqueforti, men ogséd samspillet mellem faktorerne havde stor be-
tydning.

1.3. Misfarvninger pa roquefortoste

I samarbejde med projektet “Moderne levnedsmiddelmykologiske metoder i relation til hygi-
ejne” har vi forsegt at finde drsagssammenhangen for, at den nye skimmelsvampeart Penicil-
lium caseifulvum, som er isoleret fra roqueforti oste, danner gulplettede misfarvninger pa oste.
Svampen blev podet pa laboratoriesubstrat med variation af pH (4.2-5.6) og koncentration af
NacCl (0-10%). Pladerne blev inkuberet ved 10 °C og 90%RH 1 3 uger. Vekst og farveudvik-
ling blev fulgt.

Resultaterne af forseget med P. caseifulvum viser, at koncentrationen af salt har stor betyd-
ning for veeksten af skimmelsvampen. Lav salt (<6%) resulterer i vasentlig storre kolonier
end hgjere salt koncentration. Derimod har pH ringe indflydelse pé veksten, men stor indfly-
delse pé farveudvikling, séledes resulterede lav pH (<5) i en kraftig gulfarvning. Effekten af
saltkoncentration var ens under alle pH veardier og viste, at en saltkoncentration pa 5% resul-
terede i den svageste gulfarvning.

1.4. Krydderier og olier

Det er kendt fra litteraturen, at krydderier indeholder antimikrobielle stoffer. Det var derfor
oplagt at undersoge, om bestemte krydderier kan hemme skimmelvakst pé oste, specielt pd
dekorerede flodeoste, hvor der allerede anvendes krydderier.

Pé laboratoriesubstrater kan en tils@tning af 1% hvidlegsgranulat, 4% purleg eller fordrslog
hamme ostesvampe fuldstendig 1 over 11 degn ved 25°C (forsegsperioden). Sort og hvid
peber giver ved 10% tilsetning nasten fuldstendig hemning. Krydderioleoresiner (ekstrakt-
er) har meget kraftigere effekt end selve krydderierne, séledes giver oregano- og timianoleo-
resin nesten fuldstendig hemning ved tilsetning af 500 ppm (0,05%). Af de testede citrus-



olier havde lemonolie og orangeolie samt stofferne octanal og decanal kun begrenset haem-
mende virkning ved 0,2% tils@tning, som var den sterste, der blev undersogt.

I forsegsoste opndedes kun en tydelig hemning med purleg, ved 1% tils@tning. Det var ikke
muligt at opnd tydelig hemning af skimmelsvampevakst uden markante a@ndringer i produkt-
ernes udseende og lugt.

1.5. Desinfektionsmidler

14 desinfektionsmidler blev testet pa 18 skimmelsvampe og 6 gar. Resultaterne viste, at hver-
ken 0,5% Dodecyldiethylentiamineddikesyre, 2,0% formaldehyd, 3,0% hydrogenperoxid,
0,3% pereddikesyre eller 10 g/l chloramin-T (de anbefalede koncentrationer) havde nogen
fungicid virkning. Den fungicide effekt af kvaternaere ammoniumforbindelser og klorforbin-
delser varierer meget mellem de undersogte arter og mellem isolater af samme art. Dog var
klordioxid og hypoklorit generelt gode midler. Der kan sdledes vaere en stor risiko for selek-
tion af resistente isolater ved gennem lang tid udelukkende at anvende et af disse midler i en
produktion. Alkoholer var effektive over for geer og de fleste skimmelsvampes konidiesporer;
men ikke over for ascosporedannende skimmelsvampe. De er dog generelt ikke er noget pro-
blem pa ost {7}.

Konklusionen pa studiet er, at det er vigtigt at kende resistensen af de skimmelsvampe og gaer
der findes i1 produktionen (den associerede funga) og vaelge desinfektionsmiddel derudfra.
Desuden er det vigtigt at skifte mellem flere desinfektionsmidler for at udgé selektion af resi-
stente isolater.

2. Atmosferesammensztningens betydning for vaekst og metabolitdannelse

Ved emballering af oste forekommer skimmelfordaerv isar i to fundamentalt forskellige situ-
ationer nemlig under modning, lagring, transport og salg af den emballerede ost eller efter &b-
ning af emballagen. I det forste tilfeelde drejer det sig om at sikre en atmosferesammensat-
ning i pakken, som effektivt kan ha&emme skimmelsvampene uden at pavirke ostens sensoriske
kvalitet. @nskes en god holdbarhed efter abning skal atmosfaeresammensatningen i pakken
ikke blot h#amme men ogsa inaktivere svampesporerne.

2.1. Emballeringsforholds betydning for vaekst efter pakkens dbning

Den hyppigst foreckommende skimmelsvamp pa pakket ost er Penicillium commune. Dens
sporer vil derfor ofte resultere i fordaerv efter bning af pakken. Denne skimmelsvamp blev
derfor valgt som modelorganisme for studier af atmosfaereforholdenes indflydelse pa hvor
lang tid der gar inden svampen begynder at spire frem (lagtiden), og hvor hurtig den efterfol-
gende vaekst er (vaekstraten). Disse parametre blev bestemt pracist ved impedimetri (Bacto-
meter). For at simulere pakning blev sporer opbevaret i forseglede beholdere 1 14 til 56 dage.
Luftfugtigheden blev styret ved at fylde maettede saltoplesninger i bunden af beholderne.
Herefter blev beholderne flosset med de enskede gasblandinger (15 forskellige kombination-
er). Efterfolgende vaekstforseg viste, at sporerne havde overlevet under alle forsegsbeting-
elser. Ved overforsel til vekstmedium kunne sporer opbevaret under samtlige forsegsbeting-



elser bringes til at vokse {1, 13}.
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Figur 1. Vekstrate som funktion af relativ luftfugtighed og CO,-indhold.

Resultaterne viste, at lagfasen, og efter lengere tids opbevaring (56 dage) ogsa vakstraten,
blev pavirket af den relative fugtighed og kuldioxidniveauet (se figur 1). Ved opbevaring af
sporer 1 atmosfarer med lavt kuldioxid indhold (6%) blev sporerne beskadiget og lagfasen
forlenget og vaekstraten senket. Effekten pd vakstraten var mest udtalt ved hej fugtighed. I
atmosferer med over 20% kuldioxid bevarede sporerne gjensynligt fuldstendig deres
vitalitet. Der kan altsé forventes en tydelig forlengelse af holdbarheden efter abning, hvis lev-
nedsmidlet opbevares ved under 20% kuldioxid. Dette vil dog kraeve en god styring af pakke-
forholdene, da et lavt kuldioxidniveau stiller storre krav til et meget lavt iltniveau for effektivt
at hindre skimmelsvampevakst 1 pakken under lagring.

2.2. Atmosfareforholds betydning for skimmelsvampevaekst

Effekten af pH, vandaktivitet, ilt og kuldioxid pd vakst og sporuleringsevne af P. commune
og 9 skimmelsvampe associeret til andre levnedsmidler blev undersegt i et responsflade for-
sog. Data blev analyseret ved hjelp af kemometriske metoder. Vandaktiviteten 1 mediet og
niveauet af kuldioxid i atmosfaeren over mediet udviste signifikant indflydelse pa vaksten,
mens ilt og pH kun havde ringe indflydelse péd vaeksten af de undersogte organismer {20}.
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Skimmelsvampene kan inddeles 1 tre grupper pad baggrund af deres folsomhed over for de tes-
tede faktorer. Grupperingen svarer til de undersogte svampes forekomst pé levnedsmidler, og
1 de okologiske nicher med samme fysiologiske betingelser, der forekommer 1 og omkring
forskellige levnedsmidler. De testede faktorers indflydelse pd de enkelte skimmelsvampe kan
bedre ses pa et tredimensional plot som i nedenstdende figur. P. roqueforti, der er karakteri-
seret ved at kunne vokse under lave ilt- og forhgjede kuldioxidforhold f.eks. inde i blaskim-
meloste eller 1 gastat lagret korn er nermest upavirket af ilt- og kuldioxidniveauet. P. verru-
cosum, der er en hyppig kontaminant i forholdsvise terre miljoer som pa overfladen af saltede

oste, spegepolser og korn, er derimod tydeligt pavirket af kuldioxidniveauet, men 1 mindre
grad end P. roqueforti pavirket af vandaktiviteten.

P. verrucosum P. verrucosum

Colony diameter (mm)
Colony diameter (mm)

<o,

Constants: pH: 6; aw: 0.97 Constants: O2: 10%; CO2: 15%

P. roqueforti P. roqueforti

8

3

,540 540 ;:
= o Y -
¥ %
5 g =
32 =3
< 5 A
55 8
8 L

Constants: pH: 6; aw: 0.97

Constants: O2: 10%; CO2: 15%
Figur 2. Kolonisterrelse som funktion af CO»- og Oz-indhold, pH og vandaktivitet

Effekten af de udvalgte parametre pa sporulation hos de enkelte skimmelsvampe (iagttaget
som farvedannelse) var mere folsom over for de testede parametre end vaksten, bl.a. ham-

mede/forsinkede lave iltniveauer sporulation. Opbevaring af levnedsmidler under lave ilt- og
forhejede kuldioxidforhold vil evt. vaekst saledes ikke nedvendigvis give ophav til

11



sporulering og dermed mulighed for spredning af forderv.

De opnéaede resultater viser, at det er muligt at forudsige, hvilke faktorer der vil have storst
effekt 1 kontrol af en given skimmelsvamp. Der er desuden opnéet en storre viden om de en-
kelte organismers fysiologiske karakteristika og derigennem ogsa en storre viden om de for-
skellige livsstrategier skimmelsvampene benytter til overlevelse og udbredelse.

Veaksten af de skimmelsvampe, der er de mest almindelige fordervere pa ost samt to af de
vigtige starterkulturer, blev undersegt pd det tidligere omtalte semisyntetiske ostemedium ved
10 og 20 °C. Effekten af pH, temperatur, ilt, kuldioxid- og saltkoncentration pa vaksten af
skimmelsvampe blev undersogt. Resultaterne viste, at temperatur, saltkoncentration og kuldi-
oxidniveau havde signifikant indflydelse pa vaeksten af skimmelsvampene, og at skimmel-
svampenes foelsomhed over for de testede faktorer var mere udtalt 1 den tidlige vaekstfase end
senere 1 vaekstforlebet. Dette var specielt udtalt for Penicillium roqueforti, som slet ikke var
vokset frem efter 7 dage ved 10 °C og 25% kuldioxid. Den hyppige kontaminant pa roquefort
oste, P. caseifulvum, blev derimod kun heemmet med 57% under de samme forhold. Efter 14
dage skiftede billedet, P. roqueforti blev hammet med 32% og P. caseifulvum med 42% i for-
hold til en kontrol dyrket uden kuldioxid. Dette viser tydeligt betydningen af en tidlig stikning
af blaskimmeloste. Onsker man yderligere at favorisere P. roqueforti over for kontaminanten
kan temperaturen i starten af produktionen heves, da hemning af vakst ved et eget kuldi-
oxidniveau ved 20 °C kun var 13%, mod 43% for kontaminanten {21}.

2.3. Metabolitproduktion

Penicillium expansum er en hyppig kontaminant pa lagret frugt, (ebler, kirsebaer mm.) og
frugtsaft. Denne skimmelsvamp er kendt for produktionen af mykotoksiner, der ofte er fundet
1 frugtsaft. I et forseg blev effekten af pH og vandaktivitet pa vaekst og produktionen af myko-
toksiner og andre sekundare metabolitter fra Penicillium expansum undersegt. Resultatet fra
dette forseg viste, at produktionen af 10 udvalgte metabolitter kunne opdeles i tre grupper af-
hangig af deres folsomhed over for pH og vandaktivitet (se figur 3) {26}.
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Figur 3. Principal component analyse (klassificering) af 10 forskellige metabolitter fra
Penicillium expansum produceret under forhold med forskellig pH og vandaktivitet.
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Det blev ydermere vist, at optimal produktion af metabolitter, ikke altid var relateret til opti-
mal vakst. Et eksempel er stoffet roquefortin C, der er et kendt mykotoksin. Maksimal pro-
duktion af dette stof blev fundet under betingelser, der resulterede i minimal vaekst (figur 4).

RoquefO rtine C Maximal production
0.99
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Figur 4. Kontrast mellem forhold (vandaktivitet og pH) for optimal metabolitdannelse og
vakst for Penicillium expansum.

Det blev ydermere vist, at optimal produktion af metabolitter, ikke altid var relateret til opti-
mal vakst. Et eksempel er stoffet roquefortin C, der er et kendt mykotoksin. Maksimal pro-
duktion af dette stof blev fundet under betingelser, der resulterede i minimal vaekst (se
nederste figur pa naste side).

Disse resultater demonstrerer vigtigheden af at anvende et multivariat design til studier af sa-
vel vekst som metabolitdannelse. Desuden viser resultatet, at det er vigtig at bestemme den
totale metabolitprofil 1 kontrol af levnedsmidler. Ofte testes der kun for en enkelt metabolit,
selvom det er kendt, at de fleste skimmelsvampe er 1 stand til at producere mange forskellige
sekundere metabolitter, hvoraf flere og flere bliver fundet toksiske.

3. Mikrobiel interaktion

Mikrobiel interaktion betyder, at to organismer pavirker hinandens vakst og metabolisme.
Fremveksten af skimmelsvampe er bl.a. bestemt af deres evne til effektiv udnyttelse af nee-
ringsstoffer samt af deres veeksthastighed (optagelse af plads) 1 forhold til andre mikroorga-
nismer, altsd de forhold, der er omtalt i de foregdende afsnit. Konkurrence kan ogsa vere be-
tinget af udskillelse af kemiske signalstoffer. Det kan f.eks. vaere toksiske metabolitter (myko-
toksiner), som skimmelsvampen danner under de givne vakstbetingelser, eller som induceres
ved kontakt med andre mikroorganismer. Omvendt kan der ske en h&mning af metabolitpro-
duktion ved tilstedeverelse af andre mikroorganismer.

Sammen med de tidligere omtalte forhold (de abiotiske faktorer) er de mikrobielle

interaktioner afgerende for udviklingen i det relative niveau af de forskellige organismer 1
osten og dermed for ostens samlede gkosystem.
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3.1. Indledende interaktionsforseg mellem skimmelsvampe

I de indledende undersogelser af interaktion mellem osteassocierede skimmelsvampe blev
isolater af Penicillium camemberti, P. roqueforti og P. nalgiovense, som er typiske skimmel-
startere, podet sammen med isolater af osterelaterede skimmelkontaminanter (P. verrucosum,
P. commune, P. caseifulvum, Aspergillus versicolor) samt P. brevicompactum. Derudover
blev Geotrichum candidum podet sammen med forskellige Penicillium-arter, hvoraf hoved-
parten er associeret med ost (P. roqueforti, P. camemberti, P. commune, P. caseifulvum, P.
discolor, P. verrucosum, P. solitum) samt P. brevicompactum og P. expansum. Disse scree-
ningsforseg blev foretaget pa laboratoriemedierne CY A og Semisyntetisk ostesubstrat {23}.

Efter 7 dages inkubation ved 25 °C sés, at de benyttede isolater vokser uathengigt af hin-
anden (gensidig inhibering p.g.a. af plads). Dog er der en tendens til, at Penicillium camem-
berti voksede mere upavirket end P. roqueforti ved tilstedevarelse af andre skimmelsvampe.

Interaktionen mellem G. candidum podet med Penicillium-arter pa laboratoriemediet CYA
inkuberet ved 25 °C viste, at G. candidum overvokser de fleste benyttede isolater af Penicil-
lium. Dog sas gensidig inhibering ved podning sammen med P. discolor og P. expansum.

Metabolitprofilen fra renkulturer og blandingskulturer pa laboratoriemediet CY A af de oven-
navnte skimmelsvampeisolater blev undersegt v.h.a. HPLC. Generelt sas, at metabolitbilledet
fra blandingskulturerne er en kombination af renkulturernes metabolitbillede. I nogle tilfelde
sds en markant gget produktion af en bestemt metabolit 1 blandingskultur i forhold til enkelt-
kultur. P. roqueforti podet ssmmen med Aspergillus versicolor gav en produktion af roque-
fortin C 1 op til 10 gange storre mangde 1 blandingskultur 1 forhold til renkultur tidligt i
vakstfasen (efter 3 dage). Dette sés dog ikke ved yderligere forseg med andre isolater af P.
roqueforti og A. versicolor.
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Dobbeltkultur

Enkeltkultur

G. candidum

F. rougefori
F. camemberti
F_expansum
P. discolar
P. commune
P. brevicompactum
P. verrucasum
P. saolitum

P. caseifulvum

Figur 5. Produktion af metabolitter fra udvalgte skimmelkulturer — renkulturer eller
dobbeltkulturer.

En ukendt metabolit i blandingskultur med G. candidum ogedes ligeledes i forhold til renkul-
turen (se figur 5). Dette kunne reproduceres med andre isolater af G. candidum.

Fra bade P. expansum og P. discolor detekteres en metabolit (chactoglobosin A), som ikke
sas hos de gvrige Penicillium arter. Denne metabolit kunne tenkes at have indflydelse pa
interaktionen med G. candidum. Dette stof kunne dog ikke pavises at have nogen effekt pa
vaksten af G. candidum ved tilsztning af stoffet pa filterpapir.

Metabolitbilledet pé ostesubstrat var meget svagt, hvorved der ikke kunne konkluderes udfra
resultater opndet pa dette medium.

3.2. Interaktionsforseg pa ost
En undersogelse af traditionelt anvendte skimmelstartere podet sammen med osterelaterede

skimmelkontaminanter blev foretaget pA Camembert ost. Dette blev sammenholdt med resul-
tater pa laboratoriemedierne CY A og det semisyntetiske ostesubstrat. Pladespredning af et
isolat af felgende arter: Geotrichum candidum, P. camemberti, P. nalgiovense, P. roqueforti
blev benyttet som skimmelstartere. Kontaminantisolaterne: P. commune, P. caseifulvum, P.
verrucosum, P. discolor, P. solitum, P. coprophilum og A. versicolor blev derefter dryppet i 3
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punkter ovenpa starterne. Efter inkubation ved h.h.v. 18 og 25 °C 1 7 dage blev foretaget dia-
meterméling af kontaminanterne samt HPLC-analyse af metabolitdannelsen {24}.
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Hvordan skimmelkontaminanterne blev pavirket af tilstedevarelsen af skimmelstarter blev
vurderet ved méiling af kontaminanterne kolonidiameter efter 7 dages vakst. De statistiske
modeller af resultaterne viser, at vaeksten af kontaminanterne bliver reduceret ved tilstedevaer-
else af skimmelstartere. Penicillium skimmelstarterne, specielt P. nalgiovense, viste storst in-
hibering af kontaminanterne pa laboratoriemedierne CY A og ostesubstrat, mens G. candidum
var den eneste starter, som viste en signifikant inhibering p4 Camembert oste.

Veaksten af kontaminanter ved tilstedevarelse af starterne G. candidum og P. nalgiovense i
forhold til renkultur uden starter (blind) blev udregnet (inhibitionsprocenten). I overensstem-
melse med de statistiske modeller viser P. nalgiovense storst inhiberingsprocent pa labora-
toriesubstraterne, mens G. candidum har sterst effekt pa Camembert oste. I gvrigt sds en ten-
dens til sterst hemning af kontaminanterne ved 25 °C i forhold til 18 °C. Dette er interessant,
da ostene bliver lagret ved 18 °C.

Der blev ikke detekteret metabolitter fra skimmelstarterne. Fra kontaminanterne blev detekte-
ret adskillige kendte mykotoksiner pa laboratoriemediet CY A. Det mykotoksin, som blev de-
tekteret 1 storst mangde pa laboratoriemediet, blev ligeledes detekteret i Camembert ostene,
som det eneste mykotoksin i ostene (griseofulvin fra P. coprophilum). Pé laboratoriemediet
ses 1 lighed med vaksten, at P. nalgiovense gav den sterste heemning af metabolitdannelse fra
skimmelkontaminanterne.

3.3. Analyse af skimmelsvampemetabolitter

HPLC har veeret anvendt 1 de ovennavnte interaktionsstudier, da denne metode anvendes
rutinemassigt til detektion af sekundaere metabolitter fra skimmelsvampe pé vores labora-
torium. En forholdsvis ny metode, kapillarelektroforese (HPCE), kan give supplerende
oplysninger til HPLC. Det skulle bl.a. give mulighed for direkte analyse pd skimmelsvampe-
sporer. Denne metode blev derfor undersogt nermere i projektet.

I udviklingen af en metode v.h.a. HPCE til analyse af sekundere metabolitter fra skimmel-
svampe blev buffersammensatningen optimeret ved hjaelp af eksperimentelt design. I et ind-
ledende faktorforseg viste pH, tilsaetning af SDS og acetonitril at have sterst betydning for
adskillelsen af metabolitterne. Ved hjlp af et responsfladeforseg blev den optimale buffer-
sammens&tning fundet til 0.05 M SDS og 10 % acetonitril, pH=10.0 i en buffer bestdende af
0.01 M NaH>PO4 og 0.005 M Na,B4O7 {8}.

Ved analyse af 20 mykotoksiner fra osteassocierede skimmelsvampe med ovennavnte metode
fandt vi, at den relative standardafvigelse ved 10 gentagne injektioner kunne forbedres fra
gennemsnitlig 3,6% til 1,4% ved at bruge en intern standard. Det lykkedes saledes at {2 et
system med god repetérbarhed af retentionstiderne {25}.

Mange mykotoksiner har et karakteristisk UV-spektrum, som kan benyttes ved identifikation
af mykotoksinet. Ved anvendelse af ovenstdende metode var det muligt at identificere myko-
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toksiner i ekstrakter fra skimmelsvampe (P. commune, P. roqueforti og P. caseifulvum) ved
hjelp af den relative retentionstid og UV-spektret af det pdgeldende mykotoksin (se figur 6)
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Figur 6. HPLC-kromatogram af metabolitter fra skimmelkulturer, hvor cyclopiazonic acid og

palitantin forekommer (de indsatte spektre gengiver stoffernes UV-absorptionsspektrum i
belgelengdeintervallet ), = 200 — 320 nm).

30

For vigtige mykotoksiner relateret til skimmelsvampe associeret med ost sasom cyclopiazon-
syre og roquefortin C er det svaert at opné en god effektivitet (smal top) pa HPLC, hvilket kan
bevirke interferens af disse mykotoksiner med andre komponenter i ekstraktet. Analyse af
cyclopiazonsyre og roquefortin C pd HPCE gav flere gange bedre effektivitet end pdA HPLC.
De teettest relaterede komponenter, som blev analyseret, var rugulovasin A and B, som er iso-
mere og produceres af de samme skimmelsvampearter. Adskillelse af disse to komponenter er
meget darlig pA HPLC. I HPCE-analysen var der flere minutter imellem disse to metabolitter.
I andre tilfeelde 14 retentionstiden af de undersegte metabolitter dog teet pa hinanden i HPCE.
Det ma derfor pointeres, at hverken HPCE eller HPLC adskiller de undersegte metabolitter

fuldsteendigt, men HPCE som supplement til HPLC giver en god separation af alle de under-
sogte metabolitter.

Indledende forseg viste, at det er muligt at analysere pa skimmelsvampesporer v.h.a. HPCE.
Det lykkedes dog ikke at opna resultater inden for interaktionsstudier af tidsmaessige arsager.
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3.4. Sammenfatning af interaktionsstudierne

Skimmelsvampe, som lever i samme gkosystem (ost), ser generelt ud til at vokse fredeligt
sammen pa et komplekst laboratoriesubstrat som CYA. Laboratoriesubstratet giver optimale
vaekstbetingelser for alle skimmelsvampearterne, hvor det overvejende er konkurrence om
plads/nzring, som skaber en gensidig inhibering. Dog h&emmer G. candidum tydelig veksten
hos mange af de undersegte Penicillier.

Den indbyrdes konkurrence mellem skimmelsvampe er afthengig af neringsmediet. Interakti-
onen som ses pé laboratoriesubstrat eller det semisyntetiske ostesubstrat, kan gjensynligt ikke
overfores til osten. Penicillium skimmelstarterne, specielt P. nalgiovense, viste storst hem-
ning af kontaminanterne pé laboratoriesubstraterne, mens G. candidum var den eneste starter,
som viste en signifikant inhibering af kontaminanterne pd camembert oste. Dette resultat
kunne tyde pd, at G. candidum spiller en vigtig rolle for konkurrencen med uenskede skim-
melsvampe i skimmeloste.

Interaktionen mellem skimmelsvampe ses at vere athengig af indre og ydre miljefaktorer.
Dette undersoges nermere i FOTEK 2 samarbejdsprojektet “Produktions- og lagerforholds
betydning for mikrobielle interaktioner i skimmeloste og deres betydning for ostekvaliteten”.

I lighed med observationerne pa vaksten af skimmelsvampe, ses generelt at skimmelsvam-
pene ikke pavirkes til dannelse af kendte mykotoksiner ved tilstedevaerelse af andre skimmel-
svampe fra samme gkosystem (ost).

G. candidum skiller sig igen ud ved en oget detektion af en ukendt metabolit, nir G.
candidum podes sammen med Penicillier. Denne ukendte metabolit dannet i blandingskultur
med G. candidum vil blive forsegt identificeret i et FOTEK-2 samarbejdsprojekt ledet af
Thomas O. Larsen.

I lighed med vaksten er metabolitproduktionen sterkt substratathaengig. Der blev generelt
detekteret meget feerre metabolitter i ost 1 forhold til standardmediet. Det har ikke vaeret mu-
ligt at pavise nogen sammenhang mellem inhibering af vaekst og induktion af metabolitdan-
nelse fra skimmelsvampene. Men omvendt ses, at en haemning af veeksten giver en tilsvarende
hamning af metabolitdannelsen.

Ved udvikling af en kapillarelektroforesemetode til analyse af sekundare metabolitter fra
skimmelsvampe var det muligt at analyserer direkte pd skimmelsvampesporer. Det lykkedes

dog ikke at opna resultater inden for interaktionsstudier.

En raekke stoffer er artsspecifikke og kan saledes bruges til karakterisering af svampefloraen
(taksonomi).
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4. Flygtige metabolitter fra skimmelsvampe

Skimmelsvampe er kendt for at kunne danne en lang rakke stoffer, herunder flygtige stoffer.
Formélet med dette delprojekt var at udvikle metoder til at opsamle, analysere og identificere
disse stoffer, for forst og fremmest at sammenholde dette med skimmelsvampenes slaegt-
skabsforhold (taksonomiske placering), men ogsd med henblik pa hurtig identifikation af
skimmelsvampene og pd vurdering af miljeforholds betydning for dannelsen af flygtige
stoffer.

4.1. Flygtige metabolitter er artsspecifikke

Grundlaeggende har arbejdet med flygtige stoffer fra Penicillier vist, at de kan bruges pa
samme made som de ikke flygtige sekundere metabolitter til at skelne mellem forskellige ar-
ter inden for sleegten. Nogle flygtige stoffer som f.eks. isobutanol og isopentanol er meget ud-
bredte (over 50% af de underseogte arter danner dem pa laboratoriesubstrater), og de kan ma-
ske betragtes som taet pd at vaere primare metabolitter. Det er dog den langt overvejende del
af de flygtige stoffer, der kan betragtes som sekundere metabolitter, og specielt de mange ter-
pener (i disse studier har vi set omkring 26 monoterperner og 77 sesquiterperner, dvs. over
100 forskellige). Adskillige arter er desuden i stand til at producere de kendte mug off-flavors
2-methyl-isoborneol og geosmin {3, 10, 11, 15, 22}.

@\OH

geosmin 2-methyl-isoborneol

Figur 7. Kemisk struktur af to karakteristiske off-flavours for mug.

Hvad der ogsé er vigtigt at fremhave er, at der er fin (ne@rmest perfekt) overensstemmelse
imellem den artsinddeling, der kan laves baseret pa henholdsvis de ikke flygtige og de
flygtige sekundare metabolitter.

Ligeledes er det sddan, at neert beslegtede arter ofte har mere (f.eks. flere terpener) til felles
med hinanden end de har med helt andre arter. Saledes har P. camemberti, P. commune og P.
caseifulvum alle en reekke unikke metabolitter til felles, som for de flestes vedkomne ogsa er
ukendte. Dvs. alene ved at sammenligne profiler af de flygtige stoffer er det helt tydeligt, at
de tre arter er meget naert beslaegtede.

Dette grundleeggende arbejde pa laboratoriesubstrater indikerer at P. caseifulvum og evt. P.
commune vil kunne anvendes som startere pd ost og lave de samme aromadannelser som P.
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camemberti gor. Begge danner dog bl.a. 2-methyl-isoborneol, som maske vil bevirke, at de
resulterende oste vil smage for muggent eller for jordagtigt, hvis deres aktivitet er for kraftigt.

Arbejdet med flygtige stoffer har ogsé vist, at selv om de fleste isolater af samme art laver/
danner de samme stoffer, sé er der ofte store kvalitative forskelle i produktionen. Dette er ikke
studeret 1 detaljer, men det er gjensynligt muligt at skelne imellem isolater ved hjelp af ana-
lyser af flygtige stoffer.

En vigtig konklusion pa studierne af flygtige stoffer er sdledes, at skimmelsvampenes evne til
aromadannelse ber vare et vigtigt kriterium ved udvalgelse af nye starterkulturer.

4.2. Hurtig identifikation af skimmelsvampe

Da de flygtige stoffer dannes tidligt i vaekstforlabet, er det muligt at identificere en rekke
osteassocierede skimmelsvampe inden for de forste 2 degn efter, at der er podet ud som streg-
kultur pa et laboratoriesubstrat. De kan altsé identificeres, inden de begynder at sporulere, vel
at merke, hvis man har en idé om hvilke arter, der kan vere tale om. Dvs. nar man arbejder
med en associeret funga og pa forhand har “styr pd” hvilke arter, der kan dukke op, og
dermed ogsé hvilke flygtige stoffer man skal kigge efter eller analysere for. Det gores i
praksis ved at man kun analyserer for de sterste af de ioner, der dannes ved
massespektroskopien af de enkelte flygtige stoffer. Herved opnas en betydelig storre
folsomhed {18}.

5. Samlet konklusion

De udferte forseg har bidraget vesentligt til forstéelsen af drsagssammenhangen for speci-
fikke skimmelsvampes affinitet for sarlige typer levnedsmidler. Det har saledes vist sig at
pH, vandaktivitet (eller salt indhold) sammen med atmosfareforhold har afgerende betydning
for hvilke skimmelsvampe der vokser bedst pa et substrat. Desuden har flere spormetaller
indflydelse pa skimmelsvampenes evne til at danne konidiesporer og dermed formere sig i
miljoet (f.eks. produktionslokale eller lagerrum). Derudover har disse sporers resistens over
for desinfektionsmidler stor betydning. Ogsa den mikrobielle interaktion athaenger af
substratet, sdledes vil Penicillium nalgiovense effektivt hindre andre skimmelsvampe i at
vokse frem péa laboratoriesubstrater, mens Geotrichum candidum udkonkurrerer alle andre
svampe pa forsegsoste (brier).

Profilen af flygtige stoffer fra skimmelsvampe er sé specifik for de enkelte arter, at den kan
udnyttes til en hurtig identifikation af skimmelsvampe. Den biologiske aktivitet af de flygtige
stoffer er for de fleste stoffer ikke kendt, men stofferne kan meget vel tenkes at have en funk-
tion 1 interaktionen mellem skimmelsvampe.

Det lykkedes ikke at f4 opbygget samlende matematiske modeller til styring af kvalitet af oste

og heller ikke at frembringe pilot/storskala modeller over procesparametres betydning for
mikrobiel konkurrence og produktkvalitet. Det skyldes dels den sene afslutning af
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delprojekterne “Atmosfereforhold” (Ph.D. rapport 1/10 1996) og “Interaktion” (Ph.D. rapport
afleveret 31/8 1997), dels at opgaven viste sig betydeligt svaerere end oprindeligt forudsat. Vi
vurderer at det vil veere af stor betydning for levnedsmiddelindustrien, at dette arbejde
fortsaettes og udbygges sadan, at der med tiden vil kunne opstilles modeller til forudsigelse af
skimmelvakst og metabolitdannelse under givne forhold. Vi arbejder videre med
opbygningen af modellerne, selv om projektet er afsluttet.
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