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Sammendrag:

Projektets formal var at udvikle og udnytte elektroniske naese-sensorteknologien (e-naeser) til
hurtig og tidlig detektion af mikrobiel kvalitet, herunder indholdet af bakterier, geer, skimmel-
svampe og aromastoffer i levnedsmidler - og mere specifikt i ost.

Levnedsmiddelkvalitet er altafggrende for bade levnedsmiddelproducenter og forbrugere. Men
ligesa vigtig den er, ligesa sveert kan det vaere at bestemme, endsige forudsige kvaliteten.
Kvaliteten af et levnedsmiddel som fx en skimmelost er nemlig en sammensat starrelse. Ud
over den kemiske sammensaetning og indholdet af gnskede og ugnskede mikroorganismer er
der ogsa de mere subjektive parametre som smag, lugt, og hvordan den feles i munden.

Men netop kompleksiteten gar det interessant at udvikle en objektiv og hurtig metode til
kvalitetsvurdering, der helst ogséa skal kunne forudsige kvalitetsudviklingen af oste ud fra
forholdsvis simple malinger. Oste er levende og aendrer sig meget under modning og lagring,
sa der er et stort gnske om at kunne forudsige og helst ogsa styre deres udvikling.

| dette projekt er to e-naeser med forskellige malesensorteknologier afprgvet pa alt fra
laboratoriesubstrater, der var designet til at simulere centrum eller overfladen af en eller flere
ostetyper, over til forsggsoste og oste udtaget fra produktionslinien i en kommerciel
produktion. Parallelt med e-naeseanalyserne er der udfgrt traditionelle mikrobiologiske og
kemiske analyser (9) og avancerede kromatografiske analyser. Endelig har treenede
smagsdommere vurderet udvalgte oste (3). Ved at sammenkaede data med avancerede
multivariate dataanalysetekniker (mgnstergenkendelsesteknikker eller kemometri) har det
vaeret muligt at udvikle modeller, der kan forudsige den kemiske sammensaetning og den
mikrobiologiske kvalitet af oste ud fra simple e-naesemalinger (1-10).

Pa det mere grundforskningsmeessige plan har projektet resulteret i en dybere forstaelse af,
hvorledes forskellige miljgforhold indvirker pa skimmelsvampes fremspiring, vaekst og meta-
bolitdannelse. En erkendelse der kan hjaelpe med at forsta de interaktioner, der er mellem
forskellige mikroorganismer i skimmeloste (ph.d.-rapport).

Men det vigtigste, umiddelbart anvendelige resultat for mejeriindustrien er, at det pa baggrund
af tre til fire e-naeseprgver udtaget gennem de farste uger af modningsforlgbet med ny prove-
udtagningsteknik og anvendelse af multivariate kalibreringsmetoder er muligt at forudsige
kvaliteten af skimmeloste flere uger ud i fremtiden. Dette kan udnyttes af mejeriindustrien til
bedre kvalitetsstyring samt bedre styring af lagre og distribution. Der er udarbejdet en plan for
implementering af denne teknik i den danske mejeriindustri, der dog afventer finansiering.

English Summary:

The aim of the project was to develop and utilize the electronic nose sensor technology (e-
nose) for rapid and early detection of microbial quality, to include bacteria, yeast, mold and
aroma components in foods - in particular cheese.

The project was financed by the Danish Dairy Research Foundation. It was associated to the
EU-Cost project QLK1-2000-01763: Rapid detection of microbial contaminants in food
products using electronic nose technology (ENOSE FOOD MICRO DETECT) and linked to the
FATEK-collaborative project: Effect of environmental conditions on taste and aroma formation
in Danish mould ripened cheeses.
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High food quality is essential both for food producers and consumers. But just as important
quality is, just as difficult it is to determine and even predict. This is due to the fact that quality
of food products like for example blue mould cheese is a very complex mix of a wide range of
quality parameters. Besides the chemical composition and content of wanted and unwanted
micro-organisms, more subjective parameters like taste, smell, mouth feel and appearance are
important.

But it is the complexity that makes it interesting to develop an objective and rapid method for
quality evaluation and preferably also quality prediction of cheeses based on quick and simple
analysis. Cheeses are respiring and may undergo radical changes during maturation and
storage, thus there is a great interest in prediction and controlling this development.

In this project two different e-noses with different sensing systems are used to analyze
laboratory substrates, designed to simulate different part of a cheese (center or surface) at
different stages of maturation, different types of experimental cheese, and finally “real”
cheeses taken directly from the production line of a commercial cheese production. In parallel
with the e-nose readings, a large number of traditional microbiological and chemical analyses
(9) and advanced chromatographic analyses were carried out. On top of that, the cheeses
were analyzed by a trained sensory panel (3). By combining all these data and treat them with
advanced multivariate data analysis techniques (chemometrics), it was possible to develop
models, which predict the chemical composition and the microbiological quality of cheese
based on simple e-nose readings (1-10).

More fundamental research findings have provided a deeper understanding of how environ-
mental conditions affect fungal germination, growth, and metabolism. These relationships will
assist in gaining a better understanding of the interactions between the different micro-
organisms that co-exist in mould cheeses (PhD report).

The most important finding for the dairy industry was that it is possible to predict the quality of
cheese early in the maturation process. The technique is based on tree to four subsequent e-
nose readings taken during the first weeks of maturation with our new sampling technique and
the use of multivariate calibration (chemometrics). This method can be used by the dairy
industry for better quality control, better management of storage rooms and lead to more
optimal distribution. A plan for the implementation of the technique in the Danish dairy industry
has been proposed but awaits financing.

Projektets faglige forlgb:

Projektet var inddelt i 8 faser, svarende til faserne i EU-Cost projektet. | en af faserne (D) har
vi ikke deltaget aktivt i arbejdet. Resultaterne fra denne fase er derfor ikke afrapporteret her.

A: Laboratoriestudier af tidlig detektion og differentiering mellem vigtige bakterier, gaer
og skimmelsvampe i ost

Denne fase blev gennemfgrt dels via et studie af semisyntetiske modeloste dels ved analyser
pa Danablu-oste fra en normal produktion pa to mejerier i forbindelse med samarbejdet med
FATEK-projektet: "Effekt af miljgfaktorer pa smag og aromastofdannelse i danske skimmel-
oste”.
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Danablu-ostene blev analyseret 5, 8, 12, 20 og 33 uger efter saltning. Data fra de to mejerier
viste, at der er mulighed for at skelne mellem mejerier, ostetype og modningstrin. Som det ses
i Figur 1, er det tydeligt, at der kan kendes forskel pa prgverne, seerligt i forhold til type af
varmebehandling og modningstrin (udvikling af aroma i oste over tid) (1-3,5). Det var ogsa
muligt tidligt at bestemme indholdet af kontaminanten G. candidum i ostene (5, 8). Disse data
har i kombination med GC-MS resultater gjort det muligt at optimere brugen af den
elektroniske naese til analyse af blaskimmelost.
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Fig 1. Grafisk fremstilling af udviklingen i Danablu-ostene fra mejeri 1. De termiserede oste
(lila) og de lavpasteuriserede oste (bla og gren) er markant forskellige i starten, men efter
8-12 uger neermer profilerne sig hinanden og kan ikke lzengere skelnes.

Der blev udviklet modeller baseret pa multivariat dataanalyse (kemometri) og i et enkelt
tilfeelde (4) pa neurale netvaerksmetoder, sakaldte support vektor-maskiner.

Studiet af semisyntetiske oste blev af praktiske arsager farst udfgrt i projektets andet ar pga.
omfanget af arbejde i den ovenstaende del. Studiet blev planlagt som et Box-Behnken design
med 5 faktorer (temperatur, pH, Aw, O, og CO,) for 4 vigtige osterelaterede svampe
(Penicillium roqueforti, P. verrucosum, Geotrichum candidum og Debaromyces hansenii) og
udvalgte blandinger af disse. Mediet blev fremstillet ud fra usaltet Danablu-ost, som blev
frosset og smuldret, hvorefter det blev frysetarret, vakuumpakket og opbevaret ved -30°C indtil
det skulle anvendes. Efter rekonstituering blev Aw justeret med NaCl og pH med NaOH og
mediet fyldt i 20 ml headspaceglas med 5 ml i hver. Ligeledes blev der fremstillet normale
petriskale med mediet. De flygtige stoffer blev malt med e-naese, mens germination og vaekst
blev registreret ved mikroskopi og visuel bedgmmelse.

Data viste, at den elektroniske naese kan detektere mikroorganismer i substratet efter 4 dage
ved 10°C (i nogle tilfeelde allerede efter 2 dage), hvilket i alle tilfeelde var fer mikrobiel vaekst er
synligt. Figur 2 viser adskillelsen efter 3 dage ved 11% ilt, 25% kuldioxid, pH 5,25 og 4,9% salt
i vandfasen.
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Fig. 2. Detektion af vaekst pa ostesubstrat med pH 5,25 og 4,9% salt i vandfasen opbevaret
ved 11% ilt, 25% kuldioxid og 10°C i 3 dggn. Det ses, at renkulturerne (Pure cultures) adskiller
sig tydeligt fra blandinger af svampene (Mix) og den upodede kontrol (Control).
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Fig. 3. Den elektroniske naese kunne skelne mellem de testede svampe pa ostesubstrat med
pH 5,25 og 4,9% salt i vandfasen efter 7 dggn ved 11% ilt, 25% kuldioxid og 10°C.

Differentiering mellem de forskellige arter var farst fuldstaendig efter 7 dagn som vist pa Figur
3 (ph.d.-afhandling, kapitel 5).
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B: Differentiering mellem fysiologiske, ikke-mikrobielle og mikrobielle
kvalitetsaendringer

AEndringer pa sterilt ostesubstrat (ikke-podet) viste, at aromaprofilen af substratet zendrede sig
med tiden. Forskellen var malelig efter 2 uger og steg med tiden. Det var séledes muligt at
skelne mellem mikrobielle og ikke-mikrobielle aendringer i osten (ph.d.-athandling, kapitel 6).

| et starre studie af Danablu blev der vist fin sammenhaeng mellem e-naese malinger og en
reekke kemiske malinger, som ikke nadvendigvis kan relateres til mikrobiel veekst, men
naermere er et udtryk for kemiske aendringer i osten over tid. Det drejer sig isaer om indholdet
af specifikke fedtsyrer og visse aromakomponenter (9).

| et andet studie blev det vist, at den elektroniske naese er velegnet til at detektere emballage
med afsmag eksemplificeret med fetaostbaegre, hvor tryksveerten gav afsmag (ph.d.-
afhandling, kapitel 7).

C: Undersogelse af muligheden for at differentiere mellem toksiske og ikke-toksiske
mikroorganismer i levnedsmiddelmatricer og sammenligning med andre bioassays
Ostesubstrater (med to forskellige saltniveauer) og laboratoriesubstrater (CYA og PDA agar)
blev podet med toksinproducerende skimmelsvampe og analyseret for toksindannelse ved
HPLC og i et bioassay af partnere i EU-projektet. Sammenligning med e-naesedata viste, at
det er muligt at skelne mellem toksinogene og ikke-toksinogene isolater af Penicillium
verrucosum (citrinin-niveau), mens der for andre svampe ikke blev fundet nogen tydelig
sammenhaeng mellem elektronisk naese-responset og mykotoksindannelsen.

D: Undersogelse af muligheden for anvendelse af e-nzeser til screening og evaluering af
konserveringsmiddelniveauer
Fasen blev udfgrt at andre partnere i projektet og er derfor ikke rapporteret her.

E: Pa levnedsmiddelanaloger undersgges folsomhed for og genkendelse af
mikroorganismer set i forhold til acceptable niveauer i forbindelse med traditionelle
metoder

E-naese data blev sammenlignet med analyser af, hvornar germination og vaekst kan
detekteres i mikroskop og visuelt. Det blev vist, at der allerede efter 3 dage ved 7-15°C kan
kendes forskel pa praver hvor svampene germinerer, og prgver hvor der ikke er konstateret
germination. Der kan ogsa ses forskel pa e-naese profilen af kontaminanter 3-7 dage efter
podning, hvilket er fgr vaeksten er synligt.

E-naesen kunne detektere disse forskelle helt ned til koncentrationer pa kun 100 sporer per
prove (5 ml ostesubstrat), mod de 10° sporer per 10 ml prave, der kreeves til traditionelle
metoder som mikroskopi og visuel inspektion. Der kunne ligeledes registreres indflydelse af
substratets saltindhold samt miljgforhold (ilt og kuldioxid) og temperatur pa detektionsniveauet
med e-naesen.

| kommercielt fremstillede skimmeloste kunne den elektroniske neese detektere indholdet af
kontaminanten G. candidum i ostene og dermed male den mikrobielle kvalitet, som det
fremgar af Figur 4. (8-10).
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Fig. 4. Pa baggrund af elektronisk naese-malinger kunne indholdet af den ugnskede svamp
Geotrichum candidum forudsiges. Skalaen giver et mal for kontaminationen i logaritmen til
kolonidannende enheder pr. gram.

F: Kollaborative undersggelser mellem laboratorier (samarbejdspartnere) til optimering
og validering af metodologi

| samarbejde med partnerne i EU-projektet gennemfarte vi et stort inter-laboratorieforsgg med
henblik pa at undersage, hvorvidt e-naeseteknologi kan anvendes til detektion af mikrobiel
kontamination pa brgd (disse resultater er medtaget, da de viser noget om generelle
tendenser). Vores EU-samarbejdspartnere benyttede forskellige metoder til analyserne
(forskellige e-naese systemer, GC-MS samt mikrobiologiske analyser). Data fra de forskellige
systemer, metoder og laboratorier blev koblet sammen i en database og blev undersggt for
korrelationer mellem de forskellige e-naeseinstrumenter, sensorer og andre metoder. Endelig
blev korrelationer mellem laboratorierne foretaget.

Metal Oxide Semiconductor (MOS)-sensorer som anvendes pa udstyret pa DTU (aFOX 3000
e-naese) var de bedste til at felge sendringerne i brgdet over tid. MOS-sensorerne kunne
skelne og identificere de forskellige kulturer allerede efter 24 timer. Metoden kunne ligeledes
detektere antallet af svampe, geer og bakterier, der blev anvendt i forsaget (ph.d.-afhandling,
kapitel 7).

Det blev desuden vist, hvordan man ved hjaelp af en e-naese og multivariat dataanalyse kan
kalibrere komplicerede metoder og fa styr pa store datamaengder.

G: Test af e-naeser i levhedsmiddelfremstillingsvirksomheder til kvalitetskontrol og
skelnen mellem god (accepteret) og darlig (kasseret) kvalitet i sammenligning med
traditionelle metoder

Samarbejdet med FATEK-projektet: "Effekt af miljgfaktorer pa smag og aromastofdannelse i
danske skimmeloste” gjorde det muligt at gennemfgare flere test pa kommercielle produkter.
Det resulterede i en raekke modeller for Danablu-oste (1-3, 5, 7-10).

En innovativ metode til klassificering af unge oste (0-4 uger) blev opbygget i samarbejde med
lektor Hans Heinrich Bothe, @rsted-DTU. Den omfattede anvendelse af en type neurale
netveerk (Support Vektor Maskine) til kortleegning kvaliteten af blaskimmelost malt med
e-naese (4).

Et egentligt proof-of-concept forsag blev gennemfart sammen med Arla Foods og Tholstrup
Cheese. E-naeseteknologien blev brugt pa oste fremstillet i de overnaevnte virksomheder.
Formalet var at kortlaegge ostens udvikling tidligt (farste to uger) over for en lzengere periode
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(5-6 maneder) til kvalitetskontrol og skelnen mellem god (accepteret) og darlig (kasseret)
kvalitet i sammenligning med andre traditionelle metoder (mikrobiologiske undersagelser af
kontaminanter).

En metode blev etableret for "Sort Castello” fra Tholstrup Cheese. Analysen farte til et
"kvalitetskort”, som det viste i Figur 5. Det kan anvendes til vurdering af nye, ukendte oste-
prgver. Metoden viste en meget god forudsigelse af den sensoriske bedgmmelse, som osten
ville fa efter 6 uger, altsa 2-3 uger efter den sidste e-neesemaling (ph.d.-afthandling, kapitel 5).
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Fig. 5. Kvalitetskort for Sort Castello. Kortet er fremstillet pa baggrund af e-naese malinger af
100 oste. E-naese malinger af nye oste vil placere dem pa kortet, s& det kan forudsiges
hvordan bedgmmelsen af osten vil falde ud i en efterfelgende sensoriske bedemmelse.

E-naesemalingerne pa Danablu fra Arla Foods viste en klar korrelation til indholdet af G.
candidum og P. roqueforti i osten (ph.d.-afhandling, kapitel 5).

H: Kost/benefit analyser af mulighederne for kommerciel udnyttelse af teknologien i
levhedsmiddelindustrien

Der er udarbejdet en plan for implementering af en e-naese i osteproduktion. Planen indebzerer
bl.a. installation af en elektronisk naese dedikeret til produktionen til en pris af ca. 250.000 kr.

E-naesemalingerne kan komme ind som en del af rutinemalingerne i produktionen og skal
sammenkgres med gvrige data fra produktionen. Det er vist, at der pa baggrund af maling
gennem de farste 3 uger af ostens modningsforlgb kan forudsiges, hvilken bedeammelse osten
far efter 6 uger. En udnyttelse af denne viden vil kunne fare til en bedre udnyttelse af lager-
kapaciteten og en mere optimal planlaegning af anvendelsen af ostene. Vi er dog ikke kommet
frem til nogen endelig vurdering af vaerdien af dette.

Samlet set vurderes alle faser som gennemfart med succes, og der er opnaet proof-of-concept
af, at metoden med fordel kan anvendes i mejeriindustrien.



Elektronisk naese til hurtig detektion af mikrobiel kvalitet af ost

Samarbejdsrelationer nationalt og internationalt:

Projektet udspringer af EU-Cost projektet QLK1-2000-01763: Rapid detection of microbial
contaminants in food products using electronic nose technology (ENOSE FOOD MICRO
DETECT) og blev bevilget af Mejeribrugets ForskningsFond som et supplement til dette
projekt, for dermed at sikre finansieringen af et ph.d.-projekt. Der har saledes veeret et meget
teet samarbejde og feelles koordinering af aktiviteter med de andre samarbejdspartere i EU-
cost projektet. Det har vaeret et meget udbytterigt samarbejde, som ogsa har gjort det muligt
for det danske mejeribrug at fa farstehandsindsigt i EU-projektet.

Projektet har styrket vores samarbejde med andre forskningsmiljger i Europa bade inden for
skimmelmodnede oste og inden for anvendelse af elektronisk naese til kvalitetsvurdering af
fedevarer. Forskerne fra dette projekt har saledes holdt mange foredrag pa internationale
meder og ageret som censor pa ph.d.-studier i England og Sverige.

Projektet her ogsa veeret knyttet teet til FOTEK-samarbejdsprojektet: "Effekt af miljgfaktorer pa
smag og aromastofdannelse i danske skimmeloste”. Herigennem er der skabt adgang til
forskning i anvendelse af e-naese pa kommercielle produkter under produktionsforhold. Dette
samarbejde har saledes veeret afggrende for succesen bade i dette projekt og samtidig
bidraget positivt til succesen i EU-Cost projektet. Der har ogsa veeret samarbejde med
FOTEK-samarbejdsprojektet: "Kvalitet og holdbarhed af hvidskimmelost", hvilket farte til
undersggelser af sammenhaengen mellem NIR og e-neese.

Under projektet har der veeret teet samarbejde med bade Arla Foods og Tholstrup Cheese.
Ligeledes har der vaeret taet samarbejde med Arla Foods Innovation i Brabrand. | alle tilfaelde
har samarbejdet fungeret meget godt. Der har vaeret en god dialog og det har veeret muligt for
os at fa fremskaffet de oste og ostepraver der har vaeret brug for i projektet. Specielt i relation
til den sidste fase og udviklingen af et projekt til implementering af metoderne i udvalgte
mejerier har der veeret en meget positiv dialog.

Forskeruddannelse:

Projektet har iseer haft stor betydning for ph.d.-uddannelsen af Jeorgos Trihaas, men har ogsa
haft betydning for Marianne Decker og Dorthe Dorph-Petersens ph.d.-uddannelse. Erfaringer
fra dette projekt var afgerende for, at det blev muligt for os at arrangere den internationale
workshop "E-nose data analysis” pa DTU den 17.-18. april 2002.

Desuden har projektleder bl.a. qua projektet vaeret censor pa en raekke opgaver i udlandet:
Censor ved ph.d. forsvaret for Jesper Magnusson “Antifungal Activity of lactic acid bacteria",
Institut for Mikrobiologi, Sveriges Lantbruksuniversitet, Uppsala, 9. maj 2003.

Eksaminator ved ph.d.-viva-forsvaret for Olinda Canhoto “Application of electronic nose for
environmental applications”, Cranfield University, UK, 29. april 2005.

Resultaternes praktiske og videnskabelige betydning:

Projektet har haft betydning for Arla Foods i forbindelse med deres nedlukning af Grena Mejeri
og overflytning af produktionen til Hagelund Mejeri.
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Projektet har vist, at metoderne vil kunne anvendes til opnaelse af en bedre og mere ensartet
kvalitet. Derfor vil anvendelsen af disse principper kunne fare til en gget beskeaeftigelse.

Projektet har dannet grundlag for kompetenceopbygning hos projektdeltagerne, som efter-
folgende er blevet benyttet i forbindelse med uddannelsen af levnedsmiddelkandidater.
Ligeledes har projektet fart til en storre forstaelse af de deltagende partneres produktions-
processer i forbindelse med produktion af skimmeloste.

Projektet har vist styrken af at sammenkasde mange analyser kemometrisk. Specielt har det
styrket brugen af den elektroniske nezese til kvalitetsovervagning og —styring. Muligheden for
meget tidligt at detektere fejl i produktionen vil kunne sikre et mindre spild og dermed en
mindre miljgbelastning. Det var dog ikke muligt at skaffe den forngdne finansiering til at
implementere disse resultater (se nedenfor).

Som tidligere naevnt har de gode resultater med at sammenkaede elektronisk naese-malinger
med fysisk, kemiske, sensoriske og mikrobiologiske malinger pa skimmeloste fort til, at vi
sammen med Arla Foods, Tholstrup Cheese og Alpha MOSS, Frankrig udfeerdigede en
ansggning til innovationsloven om et nyt projekt med titlen: "Mejeriprodukter, kvalitetsstyring
ved elektronisk nzese teknologi” (Journalnummer 3414-04-00908). Det blev imidlertid kun
tildelt en statte pa 25% af total budgettet i projektet, hvorfor det trods mange forsag pa at
skaffe yderligere midler ikke var muligt at fa det startet op. Der er imidlertid store perspektiver i
en implementering af denne teknologi i forbindelse med osteproduktion generelt, idet det vil
kunne medvirke til en mere sikker og mindre personafhaengig styring af produktionen.

Publikationer:

Der har veeret et meget teet samarbejde med projektet "Effekt af miljgfaktorer pa smag og
aromastofdannelse i danske skimmeloste”, hvorfor der vil veere et vist overlap i publikations-
listen med dette projekt, men de opgjorte publikationer er alle et direkte resultat af dette
projekt.
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