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Forord:
Projektets medarbejdere vil gerne takke Mejeriforeningen og Statens Teknisk Videnskabelige
Forskningsréd for ekonomisk stette til projektet. Vi vil endvidere takke ansatte pd de involverede mejerier

for velvilje, interesse og opbakning af projektet.

Resumé (dansk):

Projektet har resulteret i ny viden vedrerende den associerede gar flora i Feta ost og dekorerede fladeoste.
Den associerede flora var produkt specifik men der blev ogsa registreret store forskelle i gar floraen fra
mejeri til mejeri. Kun ganske fé gar arter havde en beviselig kvalitets forringende indflydelse péd Feta ost,
mens et bredere udsnit af arter var i stand til at edeleegge de undersogte fladeoste. Det blev under projektet vist, at
indpakning af fledeostene i modificeret atmosfere ikke kunne hindre veekst af fermenterende ger arter. En
simpel metode baseret pa modifikationer af osten blev derfor udviklet til detektion af fermenterende geer
arter. Denne metode kan ogsa med fordel benyttes til kvalitetskontrol af dekorations materialer. En metode
til differentiering og identifikation af gaer baseret pa dannelsen af flygtige metabolitter blev udviklet og
viste sig at vere velegnet til differentiering mellem forskellige gaer arter associeret med de undersogte oste
typer, men metoden kan ogsd med fordel bruges ved undersegelse af andre typer levnedsmidler. Metoden

kan bruges til labende kvalitetskontrol og vil lette fremtidigt identifikations arbejde betydeligt.



English summary:

The project has provided new knowledge about the associated yeast flora of Feta cheese and decorated soft
cheese. The associated flora proved to be product specific however major differences were observed in the
yeast flora associated with different dairies. Only very few yeast species caused spoilage of Feta cheese,
while a broader range of species was able to cause deterioration of the soft cheese. It was shown that
packaging in modified atmosphere can not be re lied on as a method of preventing growth of fermenting
yeast species. A method based on simple modifications of the cheese was therefore developed for the
detection of fermenting species. This method is also a useful tool in routine quality control of the decoration
materials. A method based on the profile of volatile metabolites was developed for differentiation and
identification of yeast species. This method proved useful for the differentiation between different yeast
species associated with the examined cheese products as well as differentiation between yeast species
associated with other food products. The developed method can be incorporated as part of routine quality

control procedures and will reduce the amount of work involved in future identifications considerably.

Formal:
At identificere og karakterisere de geer arter, der forarsager kvalitets forringelse af oste, samt at udvikle

simple og hurtige metoder til tidlig registrering og identifikation af produkt edeleggende gaerarter.

Baggrund:

Gear vekst udger en vaesentlig holdbarhedsbegrensende faktor for mange oste produkter. Ger veakst viser
sig oftest ved pustning af emballagen (bombage) forarsaget af kraftig CO, dannelse fra fermenterende geer arter.
Alternativt kan geer forringelse vise sig ved synlig vekst pa overfladen af produktet samt ved @ndringer af

ostens smag, lugt og konsistens.

En vasentlig hindring for effektiv ger bekeempelse er, at der traditionelt har varet fokuseret pa bakterie og
skimmelsvampe vakst pga. disse organismers mulige patogene virkninger. Derfor findes der 1 litteraturen
kun ganske fa referencer, der omhandler kvalitetsforringelse af oste som folge af ger vakst. En
forudsatning for at kunne bekaempe kvalitetsforringende geer er et indgaende kendskab til geer floraen i

produkterne og produktions miljeet, samt viden om disse ger arters fysiologiske egenskaber.



En anden vesentlig hindring er vanskelighederne med at skelne mellem forskellige ger arter - herunder
differentiering mellem harmlose og produkt edelaeggende arter idet traditionel geer identifikation er en

meget langsommelig procedure, der forudsatter en stor del erfaring.

Endelig forudsatter effektiv geer bekaempelse udvikling af forbedrede metoder til tidlig registrering af gaer
forekomst, idet start koncentrationen af gaer i oste ofte er s lav, at gaeren ikke kan detekteres ved de
almindelig anvendte kim tellings metoder. Forst efter lengere tids modning og opbevaring af osten kan gaer

vakst registreres.

Resultater:

1. Gaer forekomst i oste.

Den associerede ger flora i 3 forskellige oste typer blev bestemt. Feta ost og dekoreret fladeost pakket i modificeret
atmosfere blev undersggt, idet det var kendt, at geer udgjorde den vasentligste holdbarhedsbegreensende faktor for
disse produkter. Geer forekomsten i kitmodnede Danbo oste blev undersegt for at afgere om pasteurisering af den

anvendte saltlage havde afgerende indflydelse pa gaer forekomsten i den modnende og ferdige ost.

Overraskende viste undersogelserne, at den associerede ger flora varierede kraftigt fra mejeri til mejeri
samt mellem de forskellige oste typer. Endvidere var det overraskende, at undersogelserne viste, at de
laktose fermenterende geer arter Kluyveromyces lactis og Kluyveromyces marxianus ikke var arsag til

kvalitets forringelse 1 nogen af de undersogte oste.

1.1 Geer forekomst i traditionel feta ost.
Gear forekomsten i feta ost fra 3 mejerier blev undersegt, heraf blev ost fra 2 mejerier lebende undersogt
gennem et ar. Forekomsten af fundne geer arter er vist i Tabel 1. Som forventet var ger forekomsten i frisk

ost lav/ikke mélelig, mens samtlige undersogte oste pa ca. 8 uger indeholdt mellem 10° og 10° gaer/g.



Tabel 1. Forekomst og koncentration af geer i Feta ost.

Koncentration Mejeri
cfu/g A| B |C
Candida boidinii 10*-10° 8 -] -
Candida butyri 10%-10° -1 - ]50
Candida intermedia 10* 15 - -
Candida sake 10°-10° - 163 -
Candida zeylanoides 10°-10° 2 3 -
Debaryomyces hansenii 10°-10° 8 | 88 | 27
Geotrichum candidum 10%-10" 32 | 18 -
Kluyveromyces lactis 10*-10° 9 |12 9
Kluyveromyces marxianus 10*-10° 12 | 40 -
Pichia guilliermondii 10°-10° 3 6 -
\Pichia membranaefaciens 10°-10° 5 - -
Saccharomyces dairensis 10°-10° 6 - -
Torulaspora delbrueckii 10°-10° 83 1 9
Yarrowia lipolytica 10%-10° 25 |75 | 55
Skimmel svampe 10%-10° 10 6| 9

") procentdel afprover fra pagaldende mejeri der indeholder denne ger art

Den associerede flora i ost fra Mejeri A viste ingen arstids variation men var konstant gennem hele
undersogelsesperioden. Torulaspora delbrueckii var, som det fremgir af Tabel 1, klart dominerende.
Koncentrationen af ger i osten var til gengeld hejest i sommer halvédret. Gaer koncentrationen i ost fra
Mejeri B varierede ikke med arstiden. Til gengazld blev der observeret et skift i den associerede flora, idet
Candida sake kun blev fundet i forste halvdel af undersegelses perioden, mens Kluyveromyces-arteme
overvejende blev fundet i anden halvdel af perioden. Debaryomyces hansenii var dog den dominerende gaer

art 1 feta ost fra Mejeri B gennem hele perioden.

1.2 Kvalitets forringelse af feta ost.

Kvalitetsforringelse af feta ost fra Mej eri B som folge af ger vakst, manifesterede sig 1 form af meget
kraftig gerlugt. Ger lugten kunne henfores til den heje koncentration af Debaryomyces hansenii 1 osten.
Debaryomyces hansenii fandtes i stor mangde i produktions miljeet og forringelsen skyldtes

efterkontaminering af osten under forarbejdning og pakning.



Kvalitetsforringelse af ost fra Mejeri A viste sig ved bombage. Bombagen var i alle tilfelde forarsaget af en
forekomst >10° cfu/g af Torulaspora delbruecldi. Generelt var der tale om en meget hej forekomst af
forskellige gaer arter 1 det omgivende produktionsmilje, hvorfor forekomsten af Torulaspora delbrueckii
formodentlig kan tilskrives efterkontaminering af osten. Torulaspora delbruecldi blev dog aldrig isoleret fra

produktions miljeet.

1.3 Gzr forekomst i dekoreret flodeost pakket i modificeret atmosfzere.
Flodeost der viste tegn pé ger vakst, enten som folge af synlig veekst pd overfladen eller som folge af

bombage af pakningen, blev undersegt. I Tabel 2 (side 6) er vist, hvilke geer arter der blev fundet i ostene.

Kvalitetsforringelse af ost fra Mejeri A viste sig udelukkende som bombage. Hoje koncentrationer > 10°
cfu/g af Torulaspora delbrueckii forarsagede bombage 1 oste 1 forste halvdel af undersogelsesperioden, mens
Pichia fermentans forringede osten i sidste halvdel af perioden. Ger forekomsten skyldtes sandsynligvis
efterkontaminering, selvom kontaminationskilden ikke kunne bestemmes. Garforekomsten i produktionsmiljoet var

lav og ingen af de pagaldende arter blev isoleret herfra.

Ligeledes kunne der ikke findes en sammenhang mellem den lave ger forekomst i de anvendte dekorations

materialer og de ger arter, der forarsagede kvalitetsforringelse af osten.



Tabel 2. Gerforekomst i fladeoste pakket i modificeret atmosfeere.

Mejeri A Mejeri B

/Antal isolater 161 24
Torulaspora delbruecldi 23.6" 4.2
Candida parapsilosis 16.8 4.2
\Pichia fermentans 14.3 4.2
Debaryomyces hansenii 8.7 12.5
\Pichia membranaefaciens 8.7

Pichia norvegensis 8.7

Pichia guilliermondii 3.1 8.3
\Pichia jahdinii 2.5

Rhodotorula glutinis 1.9 4.2
Pichia anomala 1.2

Saccharomyces dairensis 1.2 4.2
Candida norvegica 0.6

Candida rugosa 0.6

Saccharomyces cerevisiae 0.6

Rhodotorula minuta 8.3
Saccharomyces unisporus 8.3
Cryptococcus sp. 16.7
Yarrowia lipolytica 20.8
uidentificerede 7.5 4.2

") Procentdel af undersegte isolater fra pageldende mejeri.

Kvalitetsforringelse af oste fra Mejeri B viste sig kun i fi tilfelde ved bombage - ogsd her skyldtes

gasudviklingen veekst af Torulaspora delbruecldi og Pichiafermentans.

Kvalitetsforringelse af hovedparten af ostene fra Mejeri B viste sig ved synlig gaerveekst af ikke-fermenterende arter

pé overfladen af ostene. I disse oste var der en entydig sammenhang mellem gar fundet i de anvendte

dekorationsmaterialer og gaer isoleret fra overfladen af edelagte oste.




1.4 Gzerforekomst i kitmodnede Danbo oste.

Undersagelsen af ger forekomsten 1 saltlage og pd overfladen af kitmodnede Danbo oste produceret med
hhv. pasteuriseret og ikke-pasteuriseret saltlage viste, at pasteuriseringen ikke havde nogen indflydelse pa
gar udviklingen under modningen og pé de faerdige oste. Ikke-pasteuriseret saltlage indeholdt foruden
Debaryomyces hansenii kun en meget lille forekomst af andre geer arter. Den anvendte kit samt modnende
og ferdige oste indeholdt udelukkende Debaryomyces hansenii, uanset hvilken saltlage der havde veret
benyttes ved fremstillingen. Den fuldstendige dominans af Debaryomyces hansenii skyldtes, at
Debaryomyces hansenii var den af de fundne gear arter, der havde absolut sterst resistens overfor hoje

saltkoncentrationer.

2. Geers tolerance overfor pakning i modificeret atmosfere.

Da pakning 1 modificeret atmosfare (MAP) i stigende grad anvendes som metode til reduktion og kontrol
af mikrobiel vaekst, blev MAP's indflydelse pd specielt fermenterende ger arter undersogt. Dette skete bl.a.
for at undersege om en @ndring 1 sammensatningen af atmosfaren, der benyttes til pakning af fladeost,

ville resultere i en storre grad af haemning af de kvalitetsforringende arter.

Veaksten af de kraftigt fermenterende geaer arter Torulaspora delbrueckii og Kluyveromyces lactis blev som
forventet reduceret ved pakning i iltfattig atmosfare. Pakning i atmosfaere med et hejt CO, indhold
varierende mellem 20 og 50 v/v% resulterede ikke i1 en yderligere hemning. Bombage af ostene viste sig,
nar geer koncentrationen oversteg 10° cfu/g. Ingen af de anvendte atmosfare sammensatninger var i stand
til at hindre, at geeren voksede til denne koncentration. Den ikke-fermenterende art Debaryomyces hansenii
haemmedes som forventet af iltfattig atmosfare og ved pakning i MA oversteg koncentrationen af denne art
ikke 10° cfu/g. Pakning i modificeret atmosfaere kan derfor ikke benyttes til bekampelse af fermenterende
geer arter. Tvaertimod vil MAP pga. hemningen af den aerobe mikro flora favorisere vakst af
fermenterende arter.

Undersagelsen viste endvidere, at vaekst af 7. delbrueckii resulterede 1 en meget kraftigere CO, udvikling
end vaekst af K. lactis - hvilket forklarede, hvorfor vaekst af K. lactis ikke forarsagede bombage af feta ost i

modsaetning til 7. delbrueckii.



3. Metode til detektion af fermenterende geer arter.

Ved hjzlp af simple modifikationer af ostene kunne forekomsten af fermenterende geer arter registreres

langt tidligere.

Metode til detektion af fermenterende gar arter.

1. Osten fortyndes 50% med sterilt vand.

2. Ostemassen homogeniseres og overfores til 2 sterile glas flasker, koniske kolber, plastic emballage

eller lignende.

3. Evt. anbringes et durham rer i preverne.

4. Den ene flaske tilse@ttes 50 ppm chloramphenicol og 50 ppm chlortetracyclin.

5. Preverne inkuberes ved 25°C og undersoges dagligt for gasdannelse enten i durhamroret eller

direkte 1 ostemassen jvf. Skema 1.

Skema 1. Skema til afleesning af preveresultat.

50% ostemasse tilsat antibiotika

Gasdannelse

+

Tilstedeverelse af fermenterende geaer
og evt. ogsd fermenterende bakterier.
Forekomst af fermenterende bakterier
kan registreres ved mikroskopering af
ostemassen uden antibiotika

Tilstedevarelse af fermenterende
bakterier. Ingen forekomst af
fermenterende geer.

50% ostemasse

Tilstedeverelse af fermenterende geaer
samt en stor del aerobe bakterier eller
gar. Tilstedeverelse af aerob flora
checkes ved mikroskopering af
ostemassen uden antibiotika

Ingen fermenterende mikroorganismer
tilstede

Vha. den udviklede metode kunne tilstedevarelse af mindre en 10 fermenterende gaer celler i osteproven

detekteres indenfor 3-5 dage athangig af gaer art. Ved en foregaende sterilisering af ostemassen (vha.

opvarmning) kan metoden med fordel benyttes til kvalitetskontrol af anvendte dekorations materialer, idet

kun geaer eller bakterier, der er i stand til at vokse i osteproduktet, detekteres. Mikroorganismer, der er

tilstede 1 dekorations materialerne, men som ikke er 1 stand til at forarsage kvalitets forringelse af

osteproduktet, registreres ikke.



4. Differentiering og karakterisering af gaer ved hjalp af flygtige metabolitter.
Da de fysiologiske og morfologiske test, der udferes ved traditionel ger identifikation, er meget
tidskrevende, dyre og vanskelige at udfere og ofte resulterer i identifikationer beheftet med fejl eller stor

usikkerhed, blev en metode udviklet til bestemmelse af gaerens dannelse af flygtige metabolitter.

Metode til bestemmelse af flvgtige metabolitter:

1. Isolatet udstreges pd YM agar i en glas petriskdl og inkuberes 1 degn ved 25°C.

2. Herefter erstattes petriskdlens lag med et lag, hvor igennem der er anbragt et stalrer indeholdende
Tenax. De flygtige metabolitter adsorberer til Tenaxen.

3. Preverne inkuberes yderligere 4 degn.

4. Herefter aftages Tenax reret og anbringes i en termisk desorber (Perkin Elmer ATD 400) tilsluttet
en gas chromatograf.

5. Metabolitterne overferes til kapillar kolonnen ved hjelp af opvarmning og analyseres vha. en MS

detektor (Hewlet Packard 5972). Analysen foregar automatisk og tager ca. 45min pr. prove.

Profilerne af flygtige metabolitter fra 189 isolater tilherende 75 arter blev bestemt. Enkelte arter havde helt
specifikke profiler, f.eks. Candida sake, Candida boidinii m.fl. Da de fermenterende arter producerede flest
forskellige flygtige forbindelser, blev disse arter bedst adskilt ved hjelp af metoden. I Figur 1 er vist en
opdeling af ger associeret med feta ost baseret pa deres profiler af flygtige stoffer. Som det fremgar af
figuren, kan den kvalitetsforringende art Tondaspora delbrueckii nemt adskilles fra de ovrige arter
udelukkende ved hjzlp af metabolit profilen. Tilsvarende adskillelse baseret pd profiler af flygtige
metabolitter sas for ger arter associeret med flodeoste, rugbred, samt arter associeret med kirseber og
kirsebar saft. Metoden er velegnet tillobende kvalitets kontrol, idet den ikke forudsetter kendskab til
traditionel ger identifikation. Ved undersogelser, der involverer mange isolater, kan metoden benyttes til en
indledende screening, da bestemmelse af profilen af flygtige metabolitter kun kraever en minimal
arbejdsindsats.

Det var habet, at kendskabet til de enkelte arters profiler af flygtige metabolitter ville kunne bruges til en tidlig
detektion af gaer metabolitter - og dermed geer vaekst - direkte i ostene. Desvarre viste undersggelserne, at de
dannede metabolitter alle var primare metabolitter, der for en stor dels vedkommende allerede var til stede
1 osten, idet de ogséd dannes af starterkulturerne. Forseg pé at detektere gaer metabolitter direkte i osten blev

derfor opgivet.



Figur 1. Cluster analyse af gar arter associeret med feta ost baseret pa flygtige metabolitter
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