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Sammendrag

Projektet har undersegt heemning af klostridier i ost og ensilage ved brug af antimikrobielle
kulturer med bakterier som forekommer naturligt i danske oste. Formalet var at finde ekologisk
holdbare veje til at minimere risikoen for senpustning af ost. Lactobacillus stammer var isoleret
fra danske oste af hoj kvalitet og det har vist sig at mange af dem har en evne til at heamme
klostridier og andre skadelige bakterier. Enkelte stammer og blandinger af dem blev evalueret
for deres anvendelse i ost og ensilage.

Lactobacillus isolater med forskellige PFGE-profiler (Puls-Felt GelElektroforese, dvs. de er
forskellige stammer) blev testet for he#mmende aktivitet overfor 15 udvalgte Clostridium isolater
ved brendtest og krydsstregpodning. Cirka en tredjedel af de 147 testede stammer haemmede
klostridier i nogen grad, og ni blev udvalgt for specielt bred aktivitet. Disse ni blev senere 1
projektet kompletteret med yderliggere fem isolater.

Indledende studier blev udfert af mekanismer bag de antimikrobielle aktiviteter. En del af de
antimikrobielle stammer af Lb. paracasei producerede bakteriociner med forskellige egenskaber
og heemningsmenstre. Isar to forskellige stammer blev vist at have en tydelig og bred
antiklostridial effekt og desuden en god konkurrenceevne i ost. Disse to stammer er meget
interessante at udvikle videre til brug ved osteproduktion.

I projektet har vi ogsa vist at de antimikrobielle laktobaciller bliver inaktiveret ved
pasteurisering, men at de fleste af dem vokser op igen i naringssubstrat (30°C) efter et par degn.
Folsomheden varierede mellem stammerne, men kun én stamme af de ni vi testede voksede
aldrig op igen efter pasteurisering i melk. Denne stamme er det muligt at bruge i ensilage, hvis
det er vigtigt at den ikke skal overleve pasteurisering af ostemelk.

Det er i projektet udviklet og tilpasset en reekke molekylerbiologiske metoder til at
identificere og klassificere klostridier og de pagaldende laktobaciller, herunder ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) og Rep-PCR for klassificering og
identificering af klostridier, og Rep-PCR og artspecifikke genprober for laktobaciller.

Graes-ensilering blev undersggt i modelforseg, og helsaeds-ensilering i rundballer. Ved begge
tilfeelde var der tale om en meget tor sommer og ensilagen blev ter og af hej kvalitet. Der var
ikke ret stor veekst af klostridier - ogsé dem vi tilsatte forsvandt ret hurtigt. Det blev dog vist at
ved tilsetning af ensileringskultur faldt pH hurtigere og blev lavere end ved naturlig ensilering,
Lactobacillus stammerne overlever ved det lave pH og havde evne til at holde det lavt, hvilket
ogsd haemmer veakst af klostridier. Effekt af bakteriocin var ikke muligt at studere 1 den torre
ensilage, men de antimikrobielle laktobaciller overlevede hgjst sandsynligt, da der kun blev
identificeret Lb. paracasei 1 ensilage, hvor de var tilsat.

Ved ostningsforseg blev det demonstreret at tilsetning af antimikrobielle Lactobacillus
paracasei ikke alene kan stoppe klostridieaktivitet, hvis der er et hejt antal af sporer i melken.
Ved lave sporetal hemmedes dog aktiviteterne under modningen af ost, ogsé i ost der blev lavet
uden brug af mikrofiltrering og tilsetninger som f.eks. nitrat og lysozym.



Abstract

Inhibition of clostridia activities in cheese and silage using antimicrobial bacteria naturally
occurring in Danish cheese

The project has investigated inhibition of clostridia in cheese and silage by the use of
anticlostridial cultures of bacteria originating from Danish cheeses. The aim was to find
sustainable ways to minimize the risk for blowing defects in cheese manufacture. Lactobacillus
strains were previously isolated from Danish cheeses of high quality, and it was shown that
many of these isolates had the ability to inhibit clostridia and other harmful bacteria. Individual
strains and mixtures were evaluated for their application in cheese and silage.

In a previous MFF project non-starter Lactic Acid Bacteria (NSLAB) were isolated. 147
isolates of Lactobacillus with different PFGE-profile (i.e. they are different strains) were
analysed for their inhibitory activity against 15 selected Clostridium isolates using agar-well
diffusion and cross-streaking assays. Approximately one third of the isolates inhibited one or
more of the clostridia, and nine of the isolates with a broad inhibition spectrum were first
selected for further analysis. These nine isolates were later complemented with additional 5
isolates.

Preliminary analysis has been conducted to elucidate the mechanism behind the inhibition.
Strains of Lb. paracasei produced bacteriocins with different activities and inhibition spectrum.
Particularly 2 strains were shown to have a clear and broad anticlostridial effect and in addition
good competition ability in cheeses. It will be of interest to develop these strains for further use
in cheese production.

We also observed that the many of the nine antimicrobial lactobacilli tested were inactivated
immediately after pasteurization, but that they recovered when left in milk or media after a few
days. The sensitivity between strains to pasteurization varied, and only one out of the 9 strains
did not recover at all after pasteurization. This strain may be useful for silage fermentation if it is
important that the strain used should not survive pasteurization of cheese milk.

In the project a number of molecular biology methods for identification and classification of
clostridia and NSLAB has been developed or adapted. These include ARDRA and rep-PCR
methods for identification of clostridia at species and strain level, and Rep-PCR and species
specific primer set for lactobacilli were developed and tested.

Silage was made from grass in pilot scale and from whole crop in round bales of straw. In
both cases it was very dry summers and the silage was of very good quality. In both trials we did
not see growth of clostridia in any of the samples including the controls and also the clostridia
we added disappeared rapidly. It was shown that when silage cultures were added the pH fell
rapidly and to a lower pH than if a spontaneous fermentation took place. The added
Lactobacillus strains survived at the low pH and kept the pH low, which also inhibit outgrowth
of clostridial spores. It was not possible to demonstrate the direct effect of bacteriocin production
in the dry silage, but the added antimicrobial lactobacilli probably survived, as Lb. paracasei
only were detected in samples were they were added.

In cheese trails it was demonstrated that the addition of anticlostrial Lactobacillus paracasei
alone cannot control clostria development if spore counts are high. With low spore counts the
development of clostridia was inhibited during ripening, even in cheeses made from milk
without microfiltration or additions like nitrate or lysozyme.



1. Baggrund og formal

Senpustning af ost fordrsages fortrinsvis af Clostridium tyrobutyricum sporer, selv nar disse
forekommer 1 smé mangder i ostemaelken. Det er et stort problem i mejeriindustrien og
bekempes i dag mest ved kemiske og teknologiske metoder eller i nogle tilfelde ved frasortering
af maelk med hejt sporeindhold, der sa kan anvendes til andet end ostefremstilling. Fodring med
ensilage af darlig kvalitet er den hyppigste arsag til at den rd maelk kontamineres med
klostridiesporer. Det er i dag muligt at reducere den skadelige virkning i ost ved brug af
tilsetningsstoffer (nitrat og lysozym), men der er problemer med anvendelsen af disse og de er
forbudt ved ekologisk osteproduktion. Mikrofiltrering og bactofugering er tekniske méder til
effektivt at fjerne sporerne fra maelken, men de er dyre i anskaffelsespris og drift og de giver nye
problemer. Begge teknikker kraever at floden steriliseres sammen med en del af maelken for at sla
sporerne ihjel med kraftige ostningstekniske forandringer til folge. En skdnsommere handtering
af maelken pa mejeriet forudsatter en meget mere kontrolleret fermentering og handtering af
ensilagen samt kontrol og sortering af malken til osteproduktion.

Formalet med projektet var at finde ekologisk holdbare veje til at minimere risikoen for
senpustning af ost. Naturligt tilstedevaerende Lactobacillus som er isoleret (i et tidligere FOTEK-
projekt under Mejeribrugets ForskningsFond) fra danske oste af hej kvalitet og som producerer
bakteriociner med evne til at hemme smorsyre- og andre skadelige bakterier, er blevet evalueret
for deres anvendelse i1 ost og ensilage. Projektet har undersegt muligheder for at tilsatte
forskellige bakterier til ensilage og ost pd en made som tager hele den ekologiske kade fra
ensilage til feerdig ost 1 betragtning. Ensileringskulturer, der tilsettes ensilage til foder til
malkekeoer, skal kun indeholde bakteriearter og -stammer der ikke er skadelige, hvis de kommer 1
ostemalken.

2. Resultat

2.1. Lactobacillus paracasei stammer med antimikrobiel aktivitet overfor Clostridium isolater
Det blev vist at 1/3 af de testede Lactobacillus isolater inhiberede klostridier. Af disse blev ni i
forste omgang valgt, fordi de havde en bredspektret og tydelig effekt. De blev alle vist at vaere af
arten Lactobacillus paracasei, og de blev klassificeret som forskellige stammer eftersom de alle
havde specifikke monstre ved analyse ved PFGE og Rep-PCR. Disse ni blev opdelt i tre
blandinger der blev testet i pilotostningsforseg og i ensilage (se nedenfor). Stammerne blev ogsa
underseggt for inhiberende aktiviteter overfor andre Lactobacillus arter samt mod hinanden
sammen med fem andre af Lactobacillus stammer der blev valgt ud senere. Alle de totalt 14
udvalgte stammer havde forskellige Rep-PCR profiler (Fig. 1).
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Fig. 1. Rep-PCR profiler af 14 Lactobacillus isolater (13 Lb. paracasei og 1 Lb. plantarum stamme) fra dansk ost
der viser heemning af Clostridium stammer.

Lactobacillus stammerne havde mange forskellige inhiberingsmenstre. Det blev specielt
undersggt, om den inhiberende faktor var af bakteriocin-type ved inkubering med og uden
proteinase K, der effektivt bryder ned proteiner og peptider. En del inhibering blev vist
formodentligt at vaere en folge af lavt pH, men ogsa katalase blev brugt for at eliminere
inhibering fra H,O,. Fire Lb. paracasei stammer, der dannede bakteriocin, blev videre undersogt.
Bakteriocinerne blev ikke inhiberet ved 55 °C i 30 min, men inaktiverede ved 100 °C, og de var
endnu aktive efter 30 min fra pH 2 til pH 8 (Fig. 2). Variationen mellem stammerne var stor,
hvilket indikerer at det er tale om forskellige bakteriociner. Inhiberingsmenstret mod 15
forskellige Clostridium stammer varierede ogsa, og resultatet indikerer at der er mindst tre
forskellige slags bakteriociner. Indledende forseg pé at isolere bakteriocinerne gav en del viden
om deres egenskaber, men der var ikke mulighed for at oprense og karakterisere dem indenfor
projektets tidsperiode.

Af de fire udvalgte bakteriocindannende Lb. paracasei stammer var to ogsa gode til at
overleve og dominere andre Lactobacillus i ost (se nedenfor). Disse to, 7R1 og 8R2, var ogsa
nemme at opformere. En anden Lb. paracasei stamme, 4R4, voksede meget hurtigt og inhiberede
andre bakterier, herunder Clostridium, men der blev ikke vist at den dannede bakteriocin.
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Fig. 2. Inhiberende aktivitet mod Clostridium efter opbevarelse ved forskelige pH i intervallet 2 - 8 i 30 min. Ved
hvert pH er den inhiberende aktivitet overfor 5 eller 6 stammer af Clostridium tyrobutyricum testet.

2.2. Teknologisk vigtige egenskaber

Lb. paracasei stammerne havde forskellig evne til at overleve neutralisering med NaOH, nér
de blev opformeret i MRS-substrat til hgje celletal. En del stammer var ikke mulige at opformere
til tilstreekkelige mangder for ensilageforseg med rundballer.

Interessante forskelle mellem stammernes evne til at overleve varmebehandling 1 5 min ved
60 °C blev vist i modelsystem udfert med buffer ved pH 6.8 (Fig. 3). Syv stammer overlevede
termiseringen, men det var tydeligt at hvilende celler var mere tolerante over for termisering end
frisk opvoksede celler. To af stammerne var mere folsomme overfor varmebehandlingen end de
andre og voksede ikke op umiddelbart efter termiseringen. For den ene, stamme 4R4, voksede
celler der var hvilende under varmebehandlingen op igen efter 3 dogn, mens de friske ikke
voksede op igen. For stamme 162M6 voksede bade de hvilende og de friske celler op efter 5
dogn. Ingen af stammerne overlevede pasteurisering i buffer, og ingen af disse pasteruiserede
celler blev revitaliserede 1 MRS eller geermelk 1 lobet af 6 uger. Stammerne blev ogsi testet 1
malk som beskytter cellerne under varmebehandlingen. Ikke mange levende celler var tilbage
efter pasteurisering, men de fleste voksede op igen efter 3 degn, og det blev vist ved brug af
Rep-PCR, at det var de oprindelige stammer der voksede op og ikke kontaminanter. Kun stamme
4R4 voksede ikke op igen efter pasteuriseringen i meelk.
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Fig. 3. Overlevelsesprocent direkte efter termisering (5 min ved 60°C) for friske og hvilende celler i buffer.
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2.3. Metoder til at identificere og klassificere Clostridium, Lactobacillus og bakteriearter i
ensilage-starter

En ARDRA metode blev udviklet til hurtig identifikation af Clostridium arter fundet 1
mejeriprodukter og ensilage. Metoden er baseret pa PCR amplifikation af 16S ribosomale gener
efterfulgt af skeering med restriktionsenzymet Hhal. Ved gelelektroforese opnds bandmenstre der
er karakteristisk for hhv. Clostridium tyrobutyricum, C. butyricum, C. beijerinckii og C.
sporogenes (Fig. 4). Metoden anvender simpel DNA fremstilling ud fra en cellepellet ved
rystning med glaskugler.

Real-time PCR detektion og kvantificering af Lactobacillus paracasei i ensilage blev
udviklet. Metoden er udviklet i samarbejde med Bjorn Rosén, Applied Biosystems i Stockholm
og er baseret pd TagMan PCR-princippet. Primere og probers specificitet er testet over for 10
Lactobacillus arter fundet i ensilage og i1 ost. Metoden er brugt til dyrkningsfri kvantificering af
L. paracasei 1 ensilage forsag i storballer. Det forventes at metoden kan videreudvikles til
dyrkningsfti detektion og kvantificering af L. paracasei i ost.
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Figur 4. Teoretisk forventet gelmenster (billede A) og faktisk opnaet gelmenster for PCR amplificerede 16S
ribosomale gener skaret med Hhal (billede B). Forkortelser: (be): C. beijerinckii, (sp): C. sporogenes, (bu): C.
butyricum, (ty): C. tyrobutyricum. Rad pil viser et ikke forventet band i gelmenstret fra C. beijerinckii.

Rep-PCR blev brugt til genkendelse af bakteriestammer i ost og ensilage. Rep-PCR metoden
blev oprindelig beskrevet for ca. 10 ar siden som en alternativ typningsmetode pa
underartsniveau (dvs. til ”stamme” eller ’gruppe af stamme” niveau). Der er flere forskellige
primersat der har varet brugt til typning bl.a. de oprindelige Rep-primere, ERIC-primere, BOX-
primere og GTGs-primeren. Flere forskere har fundet at Rep-PCR med de rette primere er lige sa
god til stammetypning, som Puls-Felt GelElektroforese, der i mange ar har varet standardmetode
til stammetypning. Vi har afprevet Rep-primerne og GTGs primerne. Vi fandt at Lb. paracasei
stammer bedst kunne types med Rep-primerene. Vi fandt ogsé at de oprindelige PCR betingelser
ikke var optimale, idet fragmenter over ca. 3-4 kbp. ikke blev amplificeret. Vi modificerede
derfor metoden sa band op til ca. 7-8 kbp. blev amplificeret. Herved opnaede vi at vi var 1 stand
til at adskille stammer der i forvejen var typet med PFGE. Vi har anvendt metoden til at
genkende stammer vi har tilsat til ost og ensilage, samt til at kontrollere at de isolater der
overlever i pasteriseringsforsegg ogsd var dem der blev tilsat. I kontroloste uden tilsetning finder
vi typisk 5-8 forskellige monstre blandt 24 isolater, hvilket svarer til hvad vi tidligere har fundet
ndr vi har analyseret med PFGE. I figur 1 er vist profiler for 14 Lactobacillus isolater der udviser
antimikrobiel aktivitet over for Clostridium. Vi har ogsa anvendt metoden til at type de
Clostridium stammer der indgik 1 heemningsassay forsegene for at sikre at der var tale om
forskellige stammer.



Artsspecifikke primere blev evalueret og udviklet til hurtig identifikation af malkesyrebakterie
arter. For hurtigere at kunne identificere hvilke Lactobacillus arter der blev isoleret fra oste og
fra ensilage afprevede vi i litteraturen beskrevne artsspecifikke primerseaet for Lb. paracasei, Lb.
plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. curvatus og Lb. zeae. Vi fandt at et enkelt af de publicerede
primerset var specifikt for Lb. paracasei, et andet var specifikt for Lb. zeae, mens to primersaet
reagerede bade med Lb. plantarum, Lb. pentosus og Lb. paraplantarum. Forelobige resultater
tyder pé at ogsé de to primersat der er publiceret for henholdsvis Lb. rhamnosus og Lb. curvatus
er artsspecifikke, men yderligere forseg er nedvendige for at sikre dette. Vi har udviklet de
artsspecifikke PCR bestemmelser s& de virker direkte pa kolonimateriale behandlet med
mutanolysin (et celleveegs nedbrydende enzym). Vi har brugt de artsspecifikke primersat til at
pavise at Lb. paracasei overlever i greesensilage nar den er tilsat men ikke findes i detekterbare
mangder nar den ikke er tilsat. Desuden har vi vist at Lb. plantarum (og/eller Lb. pentosus,
og/eller Lb. paraplantarum) altid er til stede i graesensilage uanset om de er tilsat eller ej. Vi har
ogsd arbejdet pé at udvikle primere der er specifikke for hhv. Pediococcus acidilactici og
Enterococcus faecium idet der 1 litteraturen ikke var beskrevet sddanne. Dette er dog ikke
lykkedes, idet der primerne ikke har kunnet laves tilstraekkelig specifikke til kun at pévise de to
arter. Af tidsmaessige arsager blev arbejdet derfor indstillet.

2.4. Ensileringsforsog

I sommeren 2002 blev der udfert modelforseg med graesensilering 1 Sverige. De tidligere
beskrevne ni udvalgte antiklostridiale Lb. paracasei stammer blev opdelt ind i tre blandinger
med tre stammer 1 hver. Sammens@tningen af stammer blev optimeret ud fra forskelle 1
hamningsmenster sa de komplementerede hinanden i hver blanding og ikke inhiberede
hinanden. Gresensilage blev fremstillet i modelskala ved brug af en kommerciel ensilage
starterkultur med to Pediococcus acidilactici stammer, en Enterococcus faecium stamme og to
Lactobacillus plantarum stammer. Disse blev komplementeret med de forskellige blandinger af
antiklostridielle Lb. paracasei stammer. De tilsatte Lb. paracasei stammers evne for til at vokse
og overleve 1 graesensilage blev undersegt ved artsspecifik PCR analyse Grasset var ekstremt
tort den sommer eksperimenterne blev udfert og ensilagen blev meget god uden nogen vakst af
klostridier selv i de spontant fermenterede kontrolensilager. Ogsa de Clostridium tyrobutyricum
vi satte til i eksperimenterne forsvandt hurtigt, hvilket gjorde det umuligt at undersege hvor
effektiv den antiklostridiale aktivitet var i ensilage. Det blev vist at de tilsatte antiklostridiale Lb.
paracasei voksede i grasensilagen og overlevede i hvert tilfaelde 60 degn. Ved tilsetning af
kultur til ensilage accelereres syrningsprocessen og et lavt pH dannes hurtigere (Fig. 5), og
derved opnas der er en effektiv beskyttelse mod klostridievackst.
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Figur 5. pH i ensilage under during ensiling for uden kulturer (BC), med starter (C) samt med de antiklostridiale Lb.
paracasei stammer i de tre blandninger (E1, E2, E3).

Der blev udfert rundballe-ensilageforseg med helsaed pa Danmarks JordbrugsForskning i Foulum i
sommeren 2003. Der blev anvendt 6 Lactobacillus stammer i to blandinger til forseg. Fra erfaringen
fra aret for beregnede vi at der skulle anvendes 10 x koncentreret kultur fra mindst 30 liter til
forsegene hvis de blev opformeret pd samme méde som til greesforsegene. Medipharm var ikke 1
stand til at producere fra s& sma mangder og vores egen kapacitet sluttede ved ca. 5 liter. Vi
forsegte derfor at producere stammerne med NaOH neutralisering og oget kulhydrat tilstedevarelse
sa at tilstreekkeligt mange celler var levende fra 4 liter kultur. Det lykkedes uden problemer med de
3 af de seks kulturer, mens der var problemer med de 3 resterende kulturer, der enten dede under
opkoncentrering/frysning, eller direkte lyserede. Disse faenomener sa vi kun, nér vi neutraliserede
for at opnd en hgjere koncentration af celler 1 kulturen men ikke hvis vi hestede celler, der var i
tidlig stationzr fase uden neutralisering. P.g.a. tidspres (en meget varm sommer fremskyndede
ensileringen 172-2 uger) var vi nedt til at fremstille blandinger med i alt 5 stammer 1 2
kombinationer af 3 stammer. Desverre var mangderne af levende celler heller ikke optimal i
blandingerne idet 1-2 af stammerne kom til at dominere 10 fold over de 1-2 andre.

Ensilagen var af god kvalitet og terstof var overraskende heojt; ensilageprover blev analyseret for
torstof, protein, aske, nitrat, stivelse, sukker (vandopleselige kulhydrater), fiberindhold, energiverdi
og ammonium. Sukkerindholdet var lavest for ensilage med tilsetning af de antimikrobielle
Lactobacillus stammer og generelt lavere i ensilage med bakteriekulturer end i ensilage uden
tilsetning. Fermenteringen blev studeret ved analyse af pH, ethanol, 2,3-butanediol og organiske
syrer (ma&lkesyre, eddikesyre, smoarsyre, ravsyre) i ensilage efter 50 dage. Der var signifikante
effekter af de tilsatte bakteriekulturer, f.eks. var pH lavere 1 ensilage med tilsatte bakteriekulturer og
lavest 1 de to der kun var tilsat en af de to Lb. paracasei blandinger, medens ensilage med
enterokokker, pediokokker og Lb. plantarum havde hgjst indhold af eddikesyre. Desverre var der
ingen signifikant aktivitet af klostridier i nogen af ensilagerne, sandsynligvis som folge den gode
kvalitet og det lave vandindhold. Lb. paracasei blev genfundet efter 12 dage i alle prover (250 mg
ensilage) hvor den var tilsat, og Lb. plantarum blev genfundet i alle prover efter 12 og 52 dage
uathengigt af om de var tilsat eller ikke.
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2.5. Ostningsforsog

Der blev lavet flere serier af ostningsforseg 1 pilotmejeriet pA KVL med forskellige
blandinger af de antiklotridiale Lactobacillus stammer. Hemmende effekter blev fundet.
Imidlertid var der lidt for mange sporer i ostemalken, og alle oste blev mere eller mindre pustede
med tiden. Ost med tilsetning af Lactobacillus stammerne blev generelt anset som bedre i
smagen end de andre.

Det blev vist i et forseg at tre af fire tilsatte Lactobacillus stammer voksede efter hinanden 1
succession, medens den fjerde ikke blev genisoleret. En af stammerne dominerede i starten og
dens andel mindskedes under modningen, medens en andens andel ggedes og en tredje forst blev
genisoleret i lave antal efter et par ugers modning. Ostene blev analyseret kemisk og sensorisk.
Der blev ikke udviklet darlig smag i nogen af ostene, men de oste med de tilsatte antimikrobielle
Lactobacillus stammer blev bedemt til at have en mere moden lugt og smag. Bakterier fra
syrningskulturen udvikledes anderledes i oste med tilsetning af de antimikrobielle Lactobacillus
stammer. De tilsatte Lactobacillus stammer pavirkede ikke nedbrydningen af kasein til peptider
og aminosyrer i ostene ret meget. Der var kun sma forskelle i aminosyreindholdet.

Tre blandinger (Mix 1, Mix 2 og Mix 3) af antimikrobielle Lactobacillus stammer blev testet 1
ostningsforsgg med tre gentagelser over tre uger. P& hver af ni ostningsdage blev to ostekar
fremstillet, en med Mix 1, Mix 2 eller Mix 3 sammen med en kontrolostning uden tils@tning.
Ostningerne gik godt, men sporetalet af Clostridium 1 malken var omkring 1000 sporer/L, og
eftersom nitrat eller lysosym ikke blev brugt blev resultatet desvarre en alt for tidlig og kraftig
pustning. Den forste forsegsrackke blev det registreret at gasdannelsen blev haemmet af alle tre
blandinger af Lactobacillus stammer og at pH egedes langsommere i1 oste med tils@tningerne.
Effekterne var ikke sa tydelige i de andre to forsegsreekker. Antallet af Lactobacillus var hgjere i
alle oste med tilsetning af Lactobacillus stammer sammenlignet med i kontrollerne, ca 10 x
hgjere efter to uger og ca. 5 - 10 x efter 5-6 uger. Dette indikerer, at de tilsatte stammer voksede.
Konklusionen er, at kun hvis sporetallet holdes lavt i ostemaelken med andre tiltag, er det muligt
at bruge antiklostridiale Lactobacillus kulturer som en ekstra sikkerhed i produktionen.

Det blev besluttet at videre ostningsforseg skulle laves pé et ostemejeri hvor der regelmaessigt
kontrolleres for sporetallet i malken. Forsegene blev udfert pa Thise Mejeri medio august.
Forsegene blev udfert tilfredsstillende med malk af god kvalitet (lave sportal), hvilket gav et
godt udgangspunkt for undersegelse af forsegsparametrene — hvorvidt tilstedevarelse af
forsegsstammer (Lb. paracasei) 1 ost kan nedsatte senpustningsdefekter under lagring. Tre
gentagelser af forseg med at fremstille ost med og uden en mix af fem antimikrobielle
Lactobacillus stammer blev udfert. Osten blev fremstillet uden tilseetning af nitrat og
ostemalken blev ikke mikrofiltreret.

Fra hver af de seks ostekar blev oste lagret bade vakuumpakket og med overfladekultur.
Bakteriefloraen i ostene var efter 1 maned domineret af de tilsatte Lactobacillus stammer i
forsegsostene, mens starterbakterier dominerede i kontrolostene (Fig. 6). Forandringer i
vaegtfylde under modningen blev analyseret som mal pé gasdannelse i to serier af de
vakuumpakkede oste. Der var som ventet relativt hgj gasdannelse i alle de tolv oste, men
unormalt kraftig gasdannelse forekom kun i tre af ostene, der alle var kontroller og uden
tilseetning af de antimikrobielle Lactobacillus stammer.
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Overfladesmodnet ost - Forsag Vakuumpakket ost - Forsgg
Log antal Lactobacillus: 8.0 Log antal Lactobacillus: 7.5

172R2 Andre Andre

172R2
7R1
7R1
61H4
411 8R2 41M1
Overfladesmodnet ost - Kontrol Vakuumpakket ost - Kontrol
Log antal Lactobacillus: 5.3 Log antal Lactobacillus: 5.0

7R1 41M1
8R

-

Fig. 6. Sammensatning af Lactobacillus stammer i oste efter 1 maneds lagring. Middelvardier af 3 ostninger.

7R1
41M1 Andre
8R2
Andre 61H4
172R2

172R2 61H4

Sensorisk var der ikke den store forskel mellem kontrol- og forsegsoste. Evaluering af
proteolyseresultater viste ingen storre forskel mellem kontrol- og forsegsoste, medens
modningen var som ventet dybere i de overflademodnende oste end 1 de vakuumpakkede.

Det blev saledes demonstreret at tilsetning af antimikrobielle Lactobacillus stammer kan
bruges til at age salgstiden for gkologiske oste der er fremstillet med lave antal sporer i malken.
Det blev ogsé vist efter ostningsforsegene, at det er muligt at optimere sammensatningen af
Lactobacillus stammer 1 den antiklostridiale kultur endnu mere, og derved yderligere oge den
haemmende effekt mod klostridier i osten.
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3. Konklusioner

Antimikrobielle egenskaber er almindelige hos Lb. paracasei stammer isoleret fra danske oste
af hej kvalitet. En del stammer har bred og tydelig inhiberende aktivitet samt god evne til at
dominere over andre bakterier 1 ost. Disse blev vist at vaere effektive 1 ost mod klostridier, hvis
antallet sporer ikke var for stort.

Syrning af ostemodningen pavirkes ikke meget af tils@tningen af de antimikrobielle kulturer
af Lb. paracasei, der vokser og danner bakteriocin under modningen, og ikke mest er aktive i
begyndelsen som nisin-producerende starterkulturer er.

Resultaterne indikerer at de muligvis ogsé er aktive i ensilage. En vigtig effekt er at de saenker
pH lidt lavere end de andre ensilagebakterier, og at de er aktive ved det lave pH og holder det
lavt under lagringen af ensilagen.

Rep-PCR er en god metode til at identificere re-isolerede Lactobacillus stammer der er tilsat
oste for at studere deres udvikling under modningen. Ved arts-specifikke prober var det muligt at
analysere Lactobacillus arter 1 ensilage semi-kvantitativt. ARDRA og Rep-PCR blev udviklet for
klassificering og identificering af klostridier.
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7. Samarbejdsrelationer

Nationalt:

Danmarks JordbrugsForskning, Foulum
Thise Mejeri, Thise

Arla Foods Innovation, Brabrand

Internationalt:

Medipharm (Arla Foods), Kégerdd, Sverige

Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Science, Kosice, Slovakia
Institute of Chemical Technology, Prag, Tjekkiet

8. Praktisk og videnskabelig betydning

Det blev vist at antimikrobielle Lactobacillus paracasei stammer, isoleret fra dansk ost af hej
kvalitet, har evne til at inhibere klostridieaktiviteter i fast ost med eller uden overflademodning.
De kan bruges som en ekstra sikkerhed i produktionen, og komplementere andre tiltag for at
holde sporetallet lavt i maelkerdvaren. De antimikrobielle Lb. paracasei stammer bruger
forskellige mekanismer, der kan komplementere hinanden, de kan bruges som enkeltestammer
eller i blandingskulturer, og valget kan optimeres til den pagaeldende situation. Isar blev tre
stammer fundet med god evne til at vokse og dominere mikrofloraen i ostene. De har forskellige
inhiberingsmekanismer, og to af dem danner forskellige slags bakteriociner. Disse stammer kan
videreudvikles for brug i ost.

Resultaterne peger ogsé pa muligheder at bruge stammerne i ensilage, men pga. at der ikke
voksede sporer i de testede ensilager (varmt og tert vejr) md den antimikrobielle effekt i ensilage
undersoges videre. Kulturer der tilsettes ensilage til foder til malkekeer skal gerne kun
indeholde bakterier der er gavnlige for osten, eller ikke overlever pasteurisering.

Det blev vist at de fleste Lb. paracasei stammer fra ost lavet af pasteuriseret maelk havde evne
til at overleve pasteurisering, hvilket viser at medfelgefloraen i ost godt kan komme ind gennem
pasteuren.

Projektet har ogsé evalueret og udviklet molekylarbiologiske analysemetoder for
klassificering og identificering pa art- og stammeniveau for Clostridium tyrobutyricum, CI.
butyricum, Cl. bejerinkii og CI. sporogenes samt Lb. paracase, Lb. /zeae og Lb. plantarum.
Indledende karakteriseringsarbejde har vist tilstedevarelse af flere nye bakteriociner i Lb.
paracasei og en stor variation mellem stammerne.

9. Relationer til andre/nye mejerirelaterede samarbejdsprojekter
”Brug af Lactobacillus helveticus ved udvikling af nye interessante faste og halvfaste ostesorter”
(2005-2008), som er finansieriet af MFF/Innovationsloven. Projektleder er her ogsa Ylva Ardo.
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