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Syrnede mejeriprodukter, som ikke opbevares pa keal, kraever mikrobiologisk kontrol af syreresistente

sporedannere for at sikre holdbarheden.

Syrnede mejeriprodukter, det vil sige produkter med
pH<4,6, er fx yoghurt, drikkeyoghurt og smoothies.
Markedet for syrnede, ikke-kalede produkter er i
vaekst, og produkterne eksporteres blandt andet til
tempererede og tropiske omrader i Mellemgsten og
Sydgstasien. Samtidig enskes en lang holdbarhed pa
op til et ar, hvilket kan give problemer med mikrobi-
elt fordaerv fordrsaget af syreresistente mikroorga-
nismer. Det er uvist, hvor stor risikoen er for vaekst
uden for kelekaeden i langtidsholdbare mejeripro-
dukter, idet der ikke er en lang historik for disse.
Varmebehandling af fadevarer er en velkendt og ef-
fektiv proces til at kontrollere mikroorganismer ved
at opna en bestemt procentvis reduktion af levende
celler. For ikke-syrnede produkter med pH>4,6, som
opbevares uden for kglekaeden, er der klare varme-
behandlingskrav for bade patogene (fx Clostridium
botulinum) og for fordeervende mikroorganismer

(fx Clostridium sporogenes).

Der har hidtil ikke veeret defineret guidelines for
varmebehandling af syrnede produkter, idet det
lave pH i sig selv er en effektiv hurdle mod vaekst
af patogene mikroorganismer, sa i praksis har for-
skellige varmebehandlinger vaeret anvendt. Det
kan medfgre risiko for enten ikke at opna den ngd-
vendige drabseffekt ved for mild behandling eller
modsat at ‘overbehandle] hvilket kan ga ud over
produktkvaliteten.

Sporedannere er mikroorganismer, der danner
sporer, enten som overlevelsesstrategi hos visse
bakterier eller som led i formeringen hos skimmel-
svampe. Sporerne er meget modstandsdygtige
over for miljgpavirkninger som varme, syre, mm.,
og sporedannere har derfor starre chance for at
overleve varmebehandling og samtidig vokse i syr-
nede produkter, hvor vaekstbetingelserne i ikke-kg-
lede produkter er endnu mere favorable.
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Projektet SYSPOR skulle skabe viden om, hvilke
mikrobielle sporedannende fordaervere, der kan
vokse i syrnede produkter, hvordan disse kan kon-
trolleres ved varmedrab, hvordan vaekst bliver pa-
virket af produktformuleringer med organiske sy-
rer og samspillet mellem varmebehandling og pro-
duktformulering. Endelig skulle resultaterne valide-
res under mejeri-relevante forhold.

Hvilke sporedannende mikroorganismer
vokser i syrnede produkter

Der blev i begyndelsen af projektet ud fra litteratu-
ren identificeret og skabt en kultursamling med 56
arter af bakterier og skimmelsvampe, som poten-
tielt kan vokse i surt miljo. Heraf blev en liste pa 16
forskellige arter af sporedannere udvalgt, og der
blev produceret sporer herfra.

Over en 12-ugers periode blev sporernes ger-
minering og efterfalgende vaekst fulgt under op-
bevaringsforhold uden for kelekeeden - henholds-
vis 25°C og 40°C. Forsggene blev udfert ved pH 6,8
(kontrol), pH 4,6, samt ved to niveauer af maelke-
syre - 0,4% og 0,8%.

Det viste sig, at alle sporerne germinerede ved
pH 6,8, undtagen Alicyclobacillus acidoterrestris-
sporer ved begge temperaturer, og B. smithii ved
25°C. Der var syv arter, hvis sporer germinerede og
voksede ved pH 4.6; A. acidoterrestris, B. megatarium
(kun ved 25°C), B. subtilis, B. coagulans (kun ved at
40°C), C. beijerrinckii, C. butyricum, og C. tyrobutyri-
cum. C. tyrobutyricum-sporerne havde en nglefase
pa seks uger ved 25°C og 2 uger ved 40°C.

Tilstedeveerelsen af maelkesyre i begge koncen-
trationer i vaekstmediet inhiberede sporernes vaekst
af alle de testede bakterier, undtagen for A. acido-
terrestris hvis sporer geminerede og voksede ved
40°C, selvom meelkesyrekoncentrationen var hgj. Pa
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baggrund heraf blev fire stammer af A. acidoterre-
stris udvalgt til videre varmebehandlingsstudier.

Drab af sporer ved varmebehandling

For at inaktivere sporer skal der typisk hgjere var-
mebelastning til end for vegetative celler, hvorfor
der blev udfgrt varmebehandlingsforsag for at be-
stemme decimeringstider (D-vaerdier) for sporene
fra de fire stammer af A. acidoterrestris ved tempe-
raturer fra 85-108°C. Der blev fremstillet et yoghurt-
baseret medium til forsagene for at skabe produkt-
relevante forhold. Resultaterne viste, at der var rela-
tivt store forskelle pa drabskurverne mellem stam-
merne, se figur 1. De resulterende D-vaerdier viste
et bredt spaend, iseer ved den lavere temperatur,
hvilket er vigtigt at veere opmaerksom pa for at sikre
sig den gnskede decimering, da forskellige stam-
mer kan veere til stede i produktet.

Formulering af produkter

Syrnede mejeriprodukter kan, udover meelkesyre,
ogsa indeholde eller tilsaettes andre fedevaregod-
kendte syrer. Da ogsa visse skimmelsvampe kan
vokse ved lavt pH, blev det ud fra litteraturen og
erfaring fra Arla Foods besluttet at fokusere pa
studier af ascosporernes vaekst fra skimmelsvam-
pen Byssochlamys. Effekten af fire organiske syrer
pa vaeksten af endosporer af A. acidoterrestris og

af ascosporer fra Byssochlamys fulva og Byssochal-
mys nivea blev testet for deres Minimum Inhibitori-
ske Koncentration (MIC) og Mimimum Bacteriocide
Koncentration (MBC), se tabel 1.

Maelkesyre viste konsistens i sin antimikrobielle
effekt over for de fire stammer af A. acidoterrestris.
MIC af kaliumsorbat var inden for det maksimale
niveau i EU for fermenterede maelkeprodukter pa

1 mg/mL, undtagen for stammen DSM 3923, hvor
MIC var 1,6 mg/mL. Mod skimmelsvampesporerne
var maelkesyre og citronsyre meget lidt effektive,
mens kaliumsorbat var mest effektiv over for de to
arter af Byssochlamys.

Anbefalinger og validering: varmebehandling
og/eller produktformulering?

De kombinerede hurdle-effekter af varmebehand-
ling og produktformulering blev undersggt. To var-
mebehandlinger kombineret med kaliumsorbat
blev valideret pa en drikkeyoghurt fremstillet med
en spore-cocktail af de fire tidligere naevnte stam-

mer af A. acidoterrestris samt skimmelsvampesporer

af Byssochlamys fulva. Veeksten fulgtes ved 'normal’
(25°C) og hgj opbevaringstemperatur (40°C) over
12 uger. Resultaterne viste, at varmebehandling
ved 75°C i 20 minutter med 0,8 mg/mL Kaliumsor-

bat kunne kontrollere vaeksten af B. fulva i op til fire

og tolv uger ved henholdsvis 25°C og 40°C.

Figur 1. Eksempler pa drabskurver af fire
stammer af Alicyclobacillus acidoterrestris
ved tre temperaturer i to gentagelser og
de resulterende D-vaerdier (Pahalage-
dara, Gkogka, Ravn & Hammershgj, Food
Control, 152, 2023, 109841).
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A.acidoterrestris Mazelkesyre Citronsyre Kaliumsorbat Kaliumbenzoat
stamme MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
DSM 2498 8 12 44 68 0,8 1,6 04 1,6
DSM 3922 8 10 26 32 038 1,6 04 0,38
DSM 3923 8 48 22 32 1,6 32 038 038
DSM3924 8 16 24 34 08 1,6 04 038
Byssochlamys MiC
SPp- Mzelkesyre Citronsyre Kaliumsorbat Kaliumbenzoat
B. fulva DSM 1808 140 >140 038 1,6
B. nivea DSM 1824 120 >140 08 32
Tabel 1. Minimum Inhibitoriske Koncentration (MIC) og Mini-
mum Bacteriocide Koncentration (MBC) af fire organiske syrer 25°C 40°C
(mg/mL) over for fire stammer af A. acidoterrestris og MIC over
for to arter af skimmelsvampen Byssochlamys (Pahalagedara, e
Gkogka, Ravn & Hammershagj, 2024, In preparation).
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Resultaterne af de bakterielle endosporers vaekst = >
ervist i figur 2, hvor A. acidoterrestris ikke voksede g 1,00E+04 = T—
ved 25°C og kun ved 40°C uden kaliumsorbat tilsat, % 1.00E+03
hvor CFU steg med tre log-enheder inden for to til =
B 1008402
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Konklusionen af valideringsstudiet er, at for at B 1 ooesor
kontrollere vaekst af syreresistente sporer af bakte- 1,00E+00
riearten A. acidoterrestris er det ngdvendigt at kom- o z & 6 8o HE s 4 b B
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binere varmebehandling med tilseetning af kali-
umsorbat, ndr produkterne udsaettes for hgje op-
bevaringstemperaturer.

Hvad kan det bruges til?

Projektet giver danske mejerier mulighed for at
producere syrnede mejeriprodukter med lang hold-
barhed uden for kglekaeden, og dermed styrkes
mejeriernes position pa markedet for ikke-kglede
produkter, iseer eksportmarkeder i tempererede og
tropiske klimaomrader. Hgjkvalitetsprodukter, som
ikke kraever keling, betyder mindre energiforbrug
og giver mejerierne et lavere klimaaftryk. Resulta-
terne af projektet kan anvendes i praksis pa meje-
rierne pa baggrund af valideringen af de kombine-
rede hurdle-effekter af varmebehandling og pro-
duktformulering. e
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Yoghurt+No PS+No heat —— Yoghurt+No PS+75 oC for 20 min heat

~——Yoghurt+No PS+85 oC for 10 min heat Yoghurt+0.8 PS+No heat

—— Yoghurt+0.8 PS+75 oC for 20 min heat

Yoghurt+0.5 PS+No heat

Yoghurt+0.5 PS+85 oC for 10 min heat

Figur 2. Bakteriel vaekst over 12 uger af A. acidoterrestris-sporer i drikkeyoghurt som funktion af varmebehand-
ling kombineret med kaliumsorbat (PS) koncentrationer pa 0; 0,5; eller 0,8 mg/ml og opbevaring ved 25°C
(venstre) og 40°C (hgjre) (Pahalagedara, Gkogka, Ravn & Hammershaj, 2024, In preparation).
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