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Resumé

Projektet er bygget om omkring mikrobielle interaktioner i Danablu. I projektet er det valgt
primart at koncentrere sig om positive interaktioner og om disse interaktioners effekt pa
Penicillium roqueforti.

Der blev indsamlet mere end 80 stammer af P. roqueforti som alle er rendyrket og deres
sekundare metabolitprofil er bestemt ved hjaelp atf HPLC og TLC.

For fire udvalgte stammer af P. roqueforti blev NaCl og vandaktivitetnes indvirkning pé
spiring, mycelievaekst og sporulering af P. roqueforti undersogt. Undersogelserne viste at
spiringen forleb hurtigst nér vandaktiviteten i mediet var 0.99, og at mikromiljeet som
konidierne dannes i har indflydelse pa de dannede konidiers spiringsforlab, idet konidier
dannet ved lavere vandaktivitet (0.96-0.92) spirer hurtigst. For de undersegte stammer af P.
roqueforti var geldende, at vaeksthastigheden ved ay, 0.92 1 mediet blev reduceret med mere
end 75% 1 forhold til vaeksthastigheden ved ay, 0.98. Endvidere blev det observeret at der

opstar et optimum for dannelsen af konidier ved ay, 0.96.



Der er screenet 20 stammer af P. roqueforti mod 15 stammer fra den primere starterkulture
pa laboratoriemedie og osteagar. De fundne interaktioner var tydligvis substrat afthengige.
Der blev observeret 183 positive interaktioner pa osteagar mod 22 pé laboratoriesubstrat. De
fundne interaktioner var stamme specifikke for sével P. roqueforti som for stammer fra den

primare starterkultur.

Undersogelser af miljofaktorernes indflydelse pd interaktionerne viste at effekten af

interaktionerne var tiltagende ved stigende koncentrationer af NaCl.

Der blev observeret en synergistisk effekt ved nedbrydningen af kasein mellem flere stammer
fra den primere starterkultur og P. roqueforti. Denne effekt kom mest til udtryk for ved de
kombinationer af melkesyrebakteriene og P. roqueforti, hvor P. roqueforti havde lav

proteolytisk aktivitet.

Der blev udfert aminosyreanalyser pd osteagar, hvor P. roqueforti og stammer fra den
primare starterkultur var podet enkeltvis og 1 kombination. Analyserne indikerer at specielt
arginin og leucin spiller en rolle i inteaktionerne mellem den primere starterkultur og P.

roqueforti.

Der er observeret posive interaktioner mellem en stamme af Sacch. cerevisiae og 10 stammer
af P. roqueforti. Endvidere blev der fundet negative interaktioner mellem hele celler af

Yarrowia lipolytica og hele samt knuste celler af Klyveromyces lactis.

Kun Y. lipolytica og Sacch. cerevisiae kunne nedbryde kasein. Y. lipolytica har hgj
proteolytisk aktivitet og er istand til at nedbryde alle kaseinkomponenter mens Sacch.
cerevisiae primert nedbryder -kaseinet og en smule af og;- kasein. Den synergistiske effekt
mellem de to gaer stammer og P. roqueforti ved nedbrydningen af kasein sis tydligst for

stammer af P. roqueforti med lav proteolytisk aktivitet.

P& baggrund af de fundne resultater vil der blive udarbejdet et katalog indeholdende en
beskrivelse af de indsamlede P. roqueforti stammer samt oplysninger om interaktioner med
stammer fra den primare starterkultur og geer, P. roqueforti’s teknologiske egenskaber
herunder proteolytisk samt lipolytisk aktivitet, aromadannelse, effekt af miljefaktorer pa
disse, produktion af sekundere metabolitter, vaekst ved forskellige pH, ay, salt og

temperaturer.



Abstract

The project is based on microbial interactions in Danablu. The aim of the project is to study
positive interactions between strains from the lactic starter culture and Penicillium roqueforti,
and how these interactions influence on the development of P. roqueforti. More than 80
strains of P. roqueforti has been collected and purified. The secondary metabolites of the

strains were determinated by HPLC and TLC.

Four strains of P. roqueforti were chosen and the effect of NaCl and water activity on
germination, mycelia growth and sporulation of P. roqueforti was examined in laboratory
media. The investigations showed that the germination rate was fastest when the water
activity was 0.99. The microenvironment where the conidia were produced affected the
germination, as the most rapid germination was observed for conidia produced at the lowest
water activity (0.96-0.92). The growth rate of the four strains of P. roqueforti examined was
reduced by more than 75% when the water activity in the media was 0.92 compared to ay

0.98. An optimum for sporulation was seen when the water activity was 0.96.

Twenty strains of P. roqueforti and 15 strains from the lactic acid starter culture were
screened in a laboratory medium and in cheese agar. The interactions were highly affected by
the media used. Positive interactions were found 183 times in cheese agar and 22 times in
laboratory medium. The observed interactions were strain specific for P. roqueforti as well as
the lactic acid starter culture. The interactions increased with increasing NaCl concentrations

in the media.

A synergistic effect was found between strains from the primary starter culture and P.
roqueforti in the degradation of casein. The proteolytic interaction was most pronounced for
the combinations of lactic acid bacteria and P. roqueforti, where the strain of P. roqueforti

had of low proteolytic activity.

Studies on the amino acid composition of the cheese agar inoculated with lactic acid starter
cultures, P. roqueforti and the two together were carried out. The amino analysis indicated

that the lactic acid bacteria stimulated P. roqueforti by releasing aginine and leucine.

Positive interactions were found between one strain of Sacch. cerevisiae and ten strains and
P. roqueforti. Negative interactions were observed between P. roqueforti and whole cells of

Yarrowia lipolytica and P. roqueforti whole and disrupt cells of Klyveromyces lactis.

Of the yeasts examined only Y. lipolytica and Sacch. cerevisae were able to break down



casein. Y. lipolytica has a high proteolytic activity and is capable of degrading all the casein
components. Sacch. Cerevisiae primary break down [B-casein but are also able to degrade
some of the og-casein. The synergistic effect was most pronounced for strains of P.

roqueforti with low proteolytic activity.

On the basis of the results achieved a catalogue of P. roqueforti strains will be made
describing morphological characteristics, important interactions with the lactic acid starter
culture and yeast, technological characteristics including proteolytic and lipolytic activity,
aroma formation, the influence of the micro environment on these, the production of

secondary metabolites, growth at different pH, a,, NaCl concentrations and temperatures.



1. Formal

Det har varet projektets formdl at undersege de positive interaktioner mellem en rakke
stammer fra den mesofile og termofile starterkultur og et storre antal stammer af P.
roqueforti, under forhold, der imiterer miljoet i Danablu, samt at undersege effekten af disse
interaktioner pd P. roqueforti’s enzymatiske aktivitet under relevante miljofaktorer

Desuden har det varet formédlet, at undersege interaktioner mellem de mest almindeligt

forekomne gar 1 blaskimmelost og P. roqueforti.

I projektet er det valgt primert at koncentrere sig om positive interaktioner og om disse

interaktioners effekt pa P. roqueforti.

2. Baggrund

Danablu, har en lang tradition bag sig i dansk mejeribrug, Danablu har igennem mange ar
fastholdt sin position som et levnedsmiddel med stor eksportandel og indtjening. Forskningen
omkring den sekundere starterkultur, P. roqueforti, har ikke staet mal med produktets
betydning. Procesforlebet i Danablu er styret af et komplekst samspil af mange faktorer, men
kendskabet til disse faktorer og deres virkningsmekanismer er mangelfuldt. Derfor hviler
produktionen ofte pé et erfaringsgrundlag fremfor eksakt viden, hvilket kan ege risikoen for
ukontrollerede modningsforlgb, varierende kvalitet og kvalitetsfejl. P4 grund af manglende
karakterisering af stammerne er det ogsa begraenset, hvor mange forskellige stammer der
anvendes kommercielt.

Det er den almindelige antagelse at interaktioner mellem den primere starterkultur og P.
roqueforti har betydning 1 praksis. Savel negative som positive interaktioner mellem bakterier
og svampe er kendt fra spontan fermenterede produkter. De negative interaktioner skyldes
konkurrence om naringsstoffer, dannelse af forbindelser med antimikrobiel effekt, &ndring af
pH, iltkoncentration og redokspotentiale mens de positive interaktioner formodes at stamme
fra de miljeendringer som melkesyrebakterierne gennem deres biokemiske aktivitet
forudsager saledes at udviklingen af P. roqueforti stimuleres.

Under projektets forlob er det blevet kendt, at ger forekommer 1 hegje koncentrationer 1
blaskimmeloste inklusive Danablu, pd trods af at gaer ikke tilsettes ostemalken som
sekunder starterkultur i Danmark. Fra overflademodnede oste er det kendt, at spontan

fremvakst af geer med enzymatisk aktivitet kan fremme modningsforlgbet. Den samme effekt



af gaeren forventes det at kunne udnytte i Danablu. De mest almindelige gaer arter som kunne
have betydning for modningen af bldskimmelost, er derfor inddraget i projektet for at
undersoge, hvordan disse ger pdvirker vaekst og sporulering af P. roqueforti samt P.
roqueforti’s enzymatiske aktivitet.

Mikrobielle interaktioner i Danablu er et omrade som ikke har vearet genstand for systematisk
udforskning. Mere viden pa omradet kan bidrage til yderligere optimering af modningsforlab

og ostekvalitet samt eliminering af kvalitetsfejl.

3. Resultater

3.1 Indledende wundersogelser af Penicillium roqueforti’s teknologiske

egenskaber

Under projektet blev der indsamlet mere end 80 stammer af P. roqueforti. Stammerne blev
modtaget fra kommercielle kultursamlinger og mejerier. Endvidere indgik egne isolater fra fransk
og dansk blaskimmelost. Alle isolaterne blev rendyrkede. 1 samarbejde med Projektet
"Lipolytisk og proteolytisk aktivitet af Penicillium roqueforti samt forudsigelse af
modningsforlebet 1 Danablu" er den sekundaere metabolit profil bestemt for 70 stammer ved
hjeelp af HPLC og/eller TLC. Disse analyser er foretaget pA DTU af henholdsvis lektor Jens
Friisvad og forskningslektor Flemming Lund.

Tredive stammer blev udvalgt og mikro- samt makromorfologisk beskrevet. Disse stammer
blev screenet for deres tolerance overfor stigende salt koncentrationer og deres enzymatiske
aktivitet blev bestemt. Under indsamlingen blev metoden til produktion, hest og terring samt
opbevaringen af konidier fra P. roqueforti optimeret. I begyndelsen af projektet blev der udviklet
og optimeret metoder til analyse af P. roqueforti stammernes aromaprofiler i samarbejde med
projektet "Lipolytisk og proteolytisk aktivitet af Penicillium roqueforti samt forudsigelse af

modningsforlebet i Danablu". For udvalgte stammer blev aromaprofilen bestemt.



3.2 Miljeforhold i Danablu

For at oge kendskabet til miljofaktorerne i Danablu blev to typer af Danablu 50+ og 60+ fulgt
gennem modningen fra for ostene kom 1 saltlage til de var fem uger gamle. Der blev taget
prover ud seks steder i hver ost. Vandindholdet (kun fire bestemmelser), pH, vandaktiviteten
samt koncetrationen af salt blev malt, siledes der foreligger resultater fra bade en horisontal og
vertikal gradient.

Resultaterne fra osteanalyserne viser, at der 1 de forste uger er meget stor forskel pa pH, NaCl%
og a, 1 ostenes yderkant og centrum, men der blev observeret en langsomt udligning. Denne
udligning ndede dog ikke, at blive total i lobet af de fem uger analyserne varede. Resultaterne fra

pH, a,, og NaCl-malingerne er vist i Figur .

3.3 Spiring, vaekst og sporulering Penicillium roqueforti.
Veakstforlebet for P. roqueforti kan deles op 1 tre faser: En spiringsfase, en vaekstfase og en

sporuleringsfase. Alle tre faser har betydning for den feerdige osts kvalitet.

Spiringsfasen.

Spiringsfasen forleber i tre stadier. Forst en opsvulmning af konidien, derngst udvikling af en
”germ tube” og sidst udvikles germ tuben til en hyfe (del af mycelium).

Spiringen af konidier har betydning for P. roqueforti’s fortsatte udvikling i osten. De spirende

konidier menes at have lavere enzymatisk aktivitet end veestmyceliet og de hvilende konidier.

Vakstfasen.

Veakstfasen og myceliedannelsen bidrager til kulturens udbredelse i osten og betragtet som
biomasse udger myceliet den sterste del af P. roqueforti i osten. Vaekstmyceliet har bade
proteolytisk og lipolytisk aktivitet. Proteolysen har betydning for ostens konsistens,
vandbindingsevne og aromadannelse. Lipolysen har iser betydning for aromadannelsen i

osten.



Sporuleringsfasen.

Dannelsen af konidier giver osten den karakteristike bldgrenne farve og det mosaikagtige

menster. Dannelsen af konidier er yderligere vigtig, da der derved sker en spredning af nye

konidier i ostemassen, hvilket har betydning for udviklingen af P. roqueforti i osten.

Konidierne menes at have bdde proteolytisk og lipolytisk aktivitet.
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Forskellige miljefaktorers indflydelse pa spring, vaekst og sporulering af Penicillium
roqueforti.

Til belysning af mikromiljeets betydning for udviklingen af P. roqueforti med hensyn til
spiring, mycelie vakst og sporulering blev pavirkningen af a,, og NaCl pa fire stammer af P.
roqueforti undersogt i et laboratoriemedium. De valgte NaCl-koncentrationer og den dermed
folgende a,, svarer til de niveauer, som tidligere er fundet ved ovennavnte analyse af Danablu
i fem uger. Undersggelserne viste at NaCl og a,, har stor indflydelse pa spiringen af konidier,

mycelievaeksten samt dannelsen af konidier.

Spiringsforsegene viste, at spiringshastigheden var hejst pa kontrolpladerne (a,, 0.99), og at
nelefasen og spiringen blev forlenget ved stigende koncentrationer af NaCl og den dermed
faldende ay. Det blev observeret en forskel pa de anvendte stammers spiringshastighed.
Endvidere viste forseget at de miljofaktorene, som er tilstede i det medie som konidierne
dannes pa, har indflydelse pd spiringen af disse konidier. Det sds blandt andet ved at de
konidier som blev dannet pd et medie med en a, pd 0.92 spirede op til otte timer for de
konider som blev dannet ved en a,, pa 0.98. Det skal navnes at der blev observeret anormal
spiring (konidierne dannede mere en een germ tube) af P. roqueforti, nar konidierne blev dannet i

et miljo med en vandaktivitet lavere end 0.94.

Resultaterne fra vaekstforsegene viste, at vaksthastigheden var kraftigt hemmet af stigende
koncentrationer af NaCl. Ved a,, svarende til 0.92 i mediet var vaeksthastigheden reduceret

med mere end 75% 1 forhold til vaeksthastigheden ved ay, 0.98.

Mycelieveksten undertrykkes nar vandaktiviteten er tet pd 0.96. Istedet for at danne
vaekstmycelium danner P. roqueforti konidier (sporer) ved denne og lavere ay-vardier. Dette
var tydligst at observere 1 de medier hvor a,, var justeret med sukre, idet der forekom et
tydeligt optimum for sporuleringen ved a,, 0.96 sammenlignet med a,, 0.98 og 0.94. I det
medium hvor a,, var justeret med NaCl var a,, 0.96 ikke sporulerings optimum for alle
stammer idet de forskellige stammers salttolerance har betydning, séledes at der kun dannes
flere konidier ved a,, 0.96 set i forhold til 0.98 for de stammer af P. roqueforti som har en hgj

salttolerance.

Selv om nogle stammer af P. roqueforti er istand til at vokse ved lavere a,, og hgjere
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koncentrationer af NaCl end andre, blev alle de undersogte stammer stimuleret af 2 % NaCl

og kraftigt hemmet af 10 % NaCl (w/v),

Ingen af de gennemforte undeseogelserne tyder pa at pH verdier mellem 4 og 7 pavirker vaekst

og sporulering i vastentlig grad.

De overordnede resultater for NaCl koncentrationen og den dermed folgende a,, betydning for

spiring, vaekst og sporulering er vist i nedenstaende Tabel 1.

Tabel 1. NaCl effekt pa spiring, vakst og sporulering af P. roqueforti.

ay NaCl % (w/w) Spiring Vakst Sporulering
0.99 0 +++ +++ ++
0.98 4 ++ +++ 4+
0.96 7 +(+) ++ ++H(+)
0.94 10 + + +
0.92 13 (+) (+) (+)

Signaturforklaring til tabel:
+++  god
++ mindre god

+ darlig

4. Mikrobielle interaktioner i Danablu.

Udover de fysiske/kemiske forhold i Danablu bliver P. roqueforti ogsa pévirket af det
mikrobielle miljo, som findes 1 osten. Undersogelser har vist, at der kan ske bade et positivt
og et negativt samspil mellem den primare starterkultur, der udelukkende bestar af
malkesyrebakterier og P. roqueforti og mellem den naturlige gerflora som findes i osten og

P. roqueforti.
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4.1 Interaktioner mellem den termofile og mesofile starterkultur og Penicillium roqueforti.
Pa baggrund af stammernes karakteristika blev 20 stammer af P. roqueforti og 15 stammer fra
den primere starterkultur udvalgt til screening for positive interaktioner.

Flere metoder til sceening af interaktion mellem stammer af P. roqueforti og meso- og termofile
starterkulturer blev afprevet og to metoder ; “spottest”, hvor 0.2 ul malkesyrebakterier blev
dryppet pa plader podet (dybdeudsed) med P. roqueforti og “enkeltlagsmetoden”, hvor P.
roqueforti og malkesyrebakterier blev podet (dybde udsad) sammen 1 20 ml substrat, blev

udvalgt og optimeret.

De 20 industrielle stammer af P. roqueforti blev indledningsvis screenet for positive
interaktioner med P. roqueforti og 15 enkelt stammer af Leuconostoc ssp., Lactococcus ssp.,
Streptococcus thermophilus og Lactobacillus ssp. fra de indsamlede starterkulturer. Screeningen
blev udfert som spot-test og enkeltlagsmetoden pd henholdsvis laboratoriesubstrater og
osteagar. Der blev observeret positive og negative interaktioner. De positive interaktioner
viste sig som gget vaeksthastighed, kraftigere sporulering, tykkere mycelievakst og en mere
intens blagren farve. De negative interaktioner blev set som hamning af P. roqueforti.

Resultaterne er vist 1 Tabel 2.

Tabel 2 Interaktioner mellem 20 stammer af P. roqueforti og 15 stammer fra den primere

staterkultur.
Positiv interaktion | Negativ interaktion | Ingen interaktion
Laboratoriesubstrat 22 195 83
Osteagar 136 49 115

Der blev observeret store forskelle stammerne imellem idet interaktionerne var stamme
specifikke for sével P. roqueforti som stammerne fra den primare starterkultur. P4 baggrund
af disse resultater blev et lille antal stammer valgt ud til mere detaljerede undersogelser.

Indvirkningen af NaCl, svarende til a,, 0.98, 0.96 og 0.94, pH 5.5 og 6.0 samt temperaturerne
10 °C og 25°C pa interaktionerne blev undersogt pd osteagar. Resultaterne vidste at for savel
vaekst som interaktionerne starkere

sporulering blev virkningen af ved oget

saltkoncentrationer. Der var kun en svag effekt af pH. De fundne interaktioner var lige sa
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sterke ved 10 som ved 25°C.

Proteolytisk interaktion mellem den primeare starterkultur og Penicillium roqueforti
Under screeningsforsggene var det meget tydelig at osteagaren blev mere nedbrudt pa
pladerne med positive interaktioner sammenlignet med plader uden eller med negativ
interaktion. Det blev derfor underseogt, om der var et samspil mellem den primaere
starterkultur og P. roqueforti i nedbrydningen af kasein. Nedbrydningen af kasein blev
undersogt ved hjelp af Kapillar Electroforese (CE) samt spektrofotometriske malinger.
Melkesyrebakterier har begranset og for nogen stammer ingen mélbar proteolytisk aktivitet
sammenlignet med de fleste stammer af P. roqueforti. Alligevel kunne der ved hjelp af CE-
profilerne observeres en effekt af interaktionerne pa nedbrydningen af kasein. Den
synergistiske effekt kunne ses ved at kaseinet blev hurtigere nedbrudt og at der blev dannet en
reekke ekstra peptider. Endringerne 1 nedbrydningsprofilen kan have direkte indflydelse pé
ostens kvalitet, idet kasein komponenterne og nedbrydningen af disse har indflydelse pd
ostens tekstur, konsistens, vandbindingsevne og aroma.

Effekten af interaktionerne pd nedbrydningen af kasein var tydligst for stammerne af P.
roqueforti med lav proteolytisk aktivitet. For nogle kombinationer af melkesyrebakterier og

P. roqueforti stammer var der ingen effekt pa kasein nedbrydningen at se overhovedet.

Aminosyreanalyse

Der blev udfert aminosyreanalyser pd osteagar, hvor P. roqueforti og stammer fra den
primere starterkultur var podet enkeltvis og i kombination pa osteagar. Amniosyreranalyser
af osteagaren indikerede at den positive effekt pd vaekst og sporulering stammer fra
aminsyrer, der frigives af melkesyrebakterierne under nedbrydningen af kaseinet og derefter

forbruges af P. roqueforti. Is@r leucin og arginin synes at have betydning.

Lipolyse

Der er udfert indledende screeningsforseg, for at undersege melkesyrebakteriernes
indflydelse pa P. roqueforti’s esterase aktivitet. Screeningen blev udfert ved hjelp af agar
diffusions metoden.Fra den primare starterkultur indgik Lactococcus spp. Lactobacillus spp
Leuconostoc spp og Streptococcus thermophilus. Der blev ikke pavist esterase aktivitet pa
tributyrinagar for nogle af de undersogte stammer fra den primare starterkultur. P4 trods af at

mealkesyrebakterierne ikke viste esterase aktivitet, indikerede interaktionsforseg hvor P.
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roqueforti blev testet sammen med malkesyrebakterierne, at tilstedvarelsen af

mealkesyrebakterierne fremmede de undersegte stammer af P. roqueforti’s esterase aktivitet.

4.2 Interaktioner mellem Penicillium roqueforti og ger

Geer er isoleret 1 hejt antal fra udenlandske sdvel som danske bldskimmeloste. I Danablu er
det Debaromyces hansenii/Candida famata som dominerer garfloraen, men ogsa
Kluveromyces maxianus var. lactis., Yarrowia lipolytica og Saccharomyces spp. forekommer.
I projektet blev fire forskellige geer arter screenet for interaktion med 10 stammer af P.
roqueforti. Screeningen blev udfert i laboratoriesubstrat savel som i modelsystemer der
imitere miljeforholdene 1 Danablu. Screeningerne blev foretaget ved hjelp af
enkeltlagsmetoden samt spottesten. Garstammerne blev inoculeret som levende celler,
supernatant og celle frit ekstrakt. Der var forskel pa de forskellige gaerarters pavirkning af P.
rogeuforti’s vakst og sporulering mens alle de undersogte stammer af P. roqueforti reagerede

ens overfor de enkelte gar arter. Resultaterne fra screeningsforseget er samlet i Tabel 3.

Tabel 3. Oversigt over interaktioner mellem fire ger arter og P. roqueforti.

Hele celler Supernatant Cellefrit ekstrakt
D. hansenii (DK og F) - - -
Sacch. cerevisiae + - -
K. lactis =+ R N
Y.lipolytica + - -
+) positiv interaktion +) negativ interaktion -) Ingen interaktion

Der var ikke forskel pa screenings resultaterne med hensyn til de anvendte medier.

Der var ingen effekt af de to stammer af D. hansenii pa vaekst og sporulering af P. roqueforti.

Hele celler af Sacch. cerevisiae fremmede vast og sporulering af de 10 undersogte P.
roqueforti stammer mens der ingen effekt var af supernatant eller de knuste celler (celle frit
ekstrakt). K. lactis og Y. lipolytica var begge istand til at hemme vakst og sporulering af P.
roqueforti. Hemning af P. roqueforti sker bade for hele celler og cellefrit ekstakt for K. lactis,
hvilket indiker at den negative effekt skyldes andet end konkurrence om neringsstoffer.
Virkningen af K. /actis var ens for alle de undersogte stammer af P. roqueforti og den var

aftagende med stigende koncentratione af NaCl i mediet. Hele celler af Y. lipolytica
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haemmede P. roqueforti. For Y. lipolytica var dens hemmende effekt sterkest overfor de
langsomt voksende stammer at P. roqueforti og den negative interaktion skyldes ifelge de

viste resultater konkurrence om naringsstoffer.

Geers betydning for lipolytisk og proteolytisk aktivitet

Gerenes lipolytiske aktivitet blev mélt pa tributyrin ved hjelp af agar diffusion metoden.

Alle de ovennavnte gaer var istand til at hydolysere tributyrin ved 10 °C og 30 °C

Yarrowia lipolytica havde den hgjeste esterase aktivitet, fulgt af D. hansenii, K. lactis og
Sacch. cerevisiae. Den enkelte gaers esterase aktivitet, var uvathengig af om nar den var

opformet pa PDA eller pa osteagar.

Den proteolytiske aktivitet af gaerene blev undersegt ved hjelp af agar diffusion pa kasein
agar og ved hjzlp af kapillar eletroforese og HPLC, hvor gzrenes nedbrydning af de
forskellige kasein varianter kan ses direkte.

Det var kun den undesogte stamme af Y. lipolytica som viste proteolytisk aktivitet ved brug af
agar diffusion pa kasein agar, mens kasein nedbrydningen undersegt ved hjzlp af CE og
HPLC viste, at Sacch. cerevisiae ligeledes havde proteolytisk aktivitet. Folsomheden pa de to
metoder er meget forskellig, idet alle kasein komponenterne skal vare nedbrudt fer at en
proteolytisk aktivitet kan afleeses ved agar diffusion, mens det pa kasein profilerne fra CE og
HPLC er muligt at se nedbrydningen af de enkelte kasein komponenter.

CE og HPLC profilerne viste at Y. lipolytica er istand til at nedbryde alle kasein komponenter
og har en hgj proteolytisk aktivitet, mens Sacch. cerevisiae primert nedbryder -kasein

komponenterne samt lidt af o;-kasein og dermed samlet har en lavere proteolytisk aktivitet.

Protelytisk interaktion mellem gzer og Penicillium roqueforti

Den proteolytiske interaktion mellem gar og P. roqueforti blev undersogt ved at lade Y.
lipolytica og Sacch. cerevisiae vokse sammen med stammer af P. roqueforti med forskellig
proteolytisk aktivitet.

Nedbrydningsprofilen for proteolytisk interaktion mellem Sacch. cerevisiae og P. roqueforti
er domineret af P. roqueforti, men nedbrydningsprofilen adskiller sig fra P. roqueforti’s
nedbrydningsprofil ved at grupperingen af peptiderne er @ndret og antallet af dem er hgjere.
For den proteolytiske interaktion mellem Y./ipolytica og P. roqueforti er Y. lipolytica

nedbrydning af kasein dominerende i CE-profilen ved interaktion med en lav eller middel
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proteolytisk stamme af P. roqueforti. Kun stammer af P. roqueforti med hej proteolytisk
aktivitet vil dominere i samspillet med Y. lipolytica. Alle kasein komponenter nedbrydes
meget hurtigt nar bdde P. roqueforti og Y. lipolytica er tilstede i mediet. Hvor Sacch.
cerevisiae kan bidrage til modningen med sin moderate proteolytiske aktivitet kan Y.
lipolytica meget hurtigt komme til at dominere nedbrydningen af kasein og dermed 1 hej grad
praege den faerdige osts aroma, vandbindingsevne, konsistens og tekstur. Det er derfor vigtigt
at kende de teknologiske egenskaber af den anvendte stamme af P. roqueforti og den enskede
ger stamme, sdledes at de to mikroorganismer supplere hinanden bedst muligt under

modningen af osten, sdledes at modningsforlebet kan kontrolleres.

Sammenligning af flere stammer af Saccharomyces cerevisiae

Der blev inddraget yderligere fire stammer af Sacch. cerevisiae i projektet. De fire geer
isolater stammer fra spontant fermenterede majs fra Ghana, en underger fra KVL’s
gersamling og to isolater fra bldskimmelost. Ingen af de fire stammer fremmede vakst eller
sporulering af P. roqueforti. De fire stammers proteolytiske aktivitet blev undersegt ved hjelp
af CE. Ingen af de fire stammer kunne nedbryde kasein.

Taxonomien indenfor Sacch. cerevisiae er endret meget gennem de seneste ar. Taxonomien
er nu domineret af genotypiske bestemmelser. For at kende det korrekte slegtsforhold af
osteisolaterne blev de fem Sacch. cerevisiae som er anvendt til forseg i projektet, grundigt
feeno- og genotypisk bestemt. Bade de faeno- og genotypiske bestemmelser viste, at
osteisolaterne tilhorte Sacch. cerevisiae. Det samme gelder for isolatet fra Ghana, mens

undergeren tilharer arten Sacch. pastorianus.

5. Mejeriforseg

Der blev udfert mejeriforseg med udvalgte starterkulturer pa Grend Mejeri. Forsegene blev
udfert 1 fuld skala, hvilket vil sige 1 16.000 tons tanke. Der blev ialt lavet 12 tanke. Der blev
anvendt 2 stammer af P. roqueforti; en stamme med hej proteolytisk aktivitet og en stamme
med lav proteolytisk aktivitet. For hver stamme af P. roqueforti blev der produceret 2
kontroltanke med mejeriet egen starterkultur og P. roqueforti, 2 tanke med 50% af mejeriets
starterkultur og 50% KVL starter (en starterkultur sammensat af stammer fra
interaktionsforsegene), og 2 tanke med 100% KVL starter og P. roqueforti. For hver tank
blev der udtaget 4 oste til mikrobiologiske, kemiske, fysiske og enzymatiske analyser. Der

blev udtaget prover fra osten indre og fra ostens ydre.
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De fleste resulater er under udarbejdelse. da resultatbehandlingen er forsinket pad grund af

orlov, men nedenstdende tendenser er fundet.

Reologiske mélinger

Der er mélt reologiske forskelle pa forsegs og kontrol ostene efter 8 ugers modning.
Forskellene kan observeres for begge stammer af P. roqueforti og kan bedst korreleres med
ostens hardhed. Der er yderligere méalt tydelige forskelle, som kun kan tilskrives de to

forskellige stammer af P. roqueforti.

Sensoriske malinger

Der er lavet profiler af ostene efter 8§ uger modning. De anvendte dommere har ikke fundet
storre forskelle pa ostenes kvalitet. Bedemmelses kriterierne har ikke veret optimalt opstillet
og den sensoriske analyse vil derfor ikke blive vegtet s@rligt hojt, nar der skal laves en

samlet vudering af starterkultuyrens indflydelse pd modningen og kvaliteten af Danablu.

Mikrobiologiske analyser

Der er fundet forskelle i antallet af overlevende organismer fra de to primare starterkulturer,
idet maelkesyrebakterierne fra KVL starteren overlevede laengere i ostene end mejeriets egen

starterkultur.
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6. Konklusion

NaCl og vandaktivitetnes indvirkning pa spiring, mycelievaekst og sporulering af P.
roqueforti er blevet underseggt. Spiringen forleber hurtigst ndr vandaktiviteten 1 mediet er
0.99. Mikromiljeet som konidierne dannes i har indflydelse pad de dannede konidiers videre
spiringsforleb. Ved a,, svarende til 0.92 var vaksthastigheden reduceret med mere end 75% 1
forhold til vaeksthastigheden ved ay, 0.98. Ved a,, 0.96 undertrykkes mycelievaeksten og der
opstar et optima for dannelsen af konidier. Ved justering af vandaktiviteten med NaCl ses

dette optimum kun for stammer med hgj salt tolerance.

Der er screenet 300 kombinationer af P. roqueforti stammer og stammer fra den primare
starterkulture pa laboratoriemedie og osteagar. De fundne intraktioner var tydligvis substrat
athengige. Der blev observeret 183 positive interaktioner pa osteagar. De fundne
interaktioner var stamme specifikke for savel P. roqueforti som stammer fra den primare

starterkultur.

Undersogelser af miljefaktoernes indflydelse pd interaktionerne viste, at effekten af
interaktionerne var tiltagende ved stigende koncentrationer af NaCl Dette ses ved 10 savel

som ved 25 °C og ved pH 5.5 og 6.

Der blev observeret en synergistisk effekt ved nedbrydningen af kasein mellem flere stammer
fra den primere starterkultur og P. roqueforti. Denne effekt kom mest til udtryk for ved de
kombinationer af malkesyrebakteriene og P. roqueforti, hvor P. roqueforti havde lav

proteolytisk aktivitet.

Aminosyreanalyserne tyder pa at specielt arginin og leucin spiller en rolle i interaktionerne

mellem den primere starterkultur og P. roqueforti.

De undersogte stammer fra den primere starterkultur viste ingen lipolytisk aktivitet, men der
var en tendens til at tilstedevarelsen af malkesyrebakterier i mediet fremmede P. roqueforti’s

lipolytiske aktivitet.
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Der er observeret posive interaktioner mellem en stamme af Sacch. cerevisiae og 10 stammer
af P. roqueforti. Endvidere blev der fundet negative interaktioner mellem hele celler af Y.

lipolytica og hele samt knuste celler af K. lactis.

Alle de undersogte gaer kunne hydrolysere tributyrin.

Y. lipolytica og Sacch. cerevisiae kunne nedbryde kasein. Med hensyn til nedbrydningen af
kasein viste CE-profilerne, at der bade er kvantitative og kvalitative forskelle mellem Sacch.
cerevisiae og Y. lipolytica. Y. lipolytica er meget proteolytisk og istand til at nedbryde alle
kaseinkomponenter. Sacch. cerevisiae nedbred ferst og fremmst B-kaseinet og en smule af

o.s1-kasein.

Den synergistiske effekt mellem de to gaer stammer og P. roqueforti ved nedbrydningen af

kasein sas tydligst for stammer af P. roqueforti med lav proteolytisk aktivitet.

Der blev undersogt yderligere 4 stammer af Sacch. cerevisiae. Ingen af de 4 stammer havde
synligt positivt samspil med P. roqueforti og CE-profiler for nedbrydning af kasein viste
heller intet tegn pa proteolytisk aktivitet. Alle Sacch. cerevisiae stammer (5 ialt) blev fano-
og genotypiske bestemt og isolaterne fra ost blev alle klasseficeret som Saccharomyces

cerevisiae.

De reologiske og mikrobiologiske analyser viser, at der er malbare forskel pa forsegsostene
og kontrolostene fra mejeriforseget. Alle resultater er endnu ikke faerdigbehandlet, og der er

derfor ingen samlet konklusion pa forseget.

Den nye viden, der er opndet i projektet, vil blive beskrevet i et katalog indeholdende
oplysninger om Interaktioner med stammer fra den primaere starterkultur og ger, teknologiske
egenskaber herunder proteolytisk samt lipolytisk aktivitet, aromadannelse, effekt af

miljefaktorer pa disse, produktion af sekundare metabolitter, veekst ved forskellige pH, ay,
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salt og temperaturer samt beskrivelser af stammerne. Dette vil kunne give en eget mulighed
for kvalitetsoptimering af produktionen, da der er en bedre baggrund for valg af kulturer.
Desuden vil oplysningerne kunne danne basis for en mere ensartet kvalitet ved forudsigelse af

de enkeltes stammers bidrag til modningen.
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