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Resumé (dansk)

Gear- og skimmelkontaminanters rolle 1 Danablu er undersegt for forste gang. Screening af prever
indsamlet fra fire mejerier viste hyppig forekomst af geer gennem hele ostningsprocessen. Baseret pa
traditionelle metoder blev 166 reprasentative garisolater identificeret fra forskellige stadier af
fremstillingen og modningen af Danablu. Debaryomyces hansenii var den mest dominerende ger, og blev
fundet i alle prover af ra maelk og i stigende antal gennem fremstillingen og modningen.

Undersogelser af indsamlede prover viste endvidere hgj forekomst af skimmelkontaminanten Penicillium
caseifulvum pé overfladen af lagrede oste, mens kontaminanten Geotrichum candidum kun blev isoleret i

enkelte tilfelde fra den indre del af osten.

Detaljerede taksonomiske undersogelser er blevet udfert pa de dominerende gar- og skimmel arter
herunder D. hansenii, Yarrowia lipolytica, P. roqueforti, P. caseifulvum og G. candidum. Pa baggrund af
disse undersogelser blev 6 isolater af D. hansenii, 6 isolater af Y. lipolytica, 2 isolater af hhv. P. roqueforti
og G. candidum samt 1 stamme af P. caseifulvum udvalgt til videre undersegelser under miljeforhold
relevante for produktionen af Danablu (10°C, pH 4.0-6.0 og 0-14% NaCl (w/v)).

Under disse miljebetingelser kunne god vaekst pavises for geren D. hansenii, skimmelstarteren P.
roqueforti og skimmelkontaminanten P. caseifulvum. Stammer af Y. lipolytica var generelt folsomme
overfor saltkoncentrationer hgjere end 4-6% (w/v), ligesom ingen vakst kunne iagttages for stammer af G.
candidum ved saltkoncentrationer hgjere end 1-2% NaCl (w/v).

Stammer af D. hansenii kunne assimilere laktose, galaktose, citrat og laktat ved heje saltkoncentrationer,
fra 6 til 14% NaCl (w/v) athengig af isolat, 1 mods@tning til stammer af Y. lipolytica som kun assimilerede
citrat og laktat ved NaCl koncentrationer lavere end 6% (w/v). Alle undersogte gerisolater udviste esterase
aktivitet ved 10°C pa 0.1 % tributyrin, hvorimod kun stammer af Y. lipolytica kunne frigive frie fedtsyrer
fra smorfedt. Proteolytisk aktivitet kunne ikke péavises for stammer af D. hansenii ved 10°C, hvorimod
hovedparten af Y. lipolytica stammerne kunne nedbryde kasein.

Indledende interaktions-eksperimenter mellem stammer af skimmelstarteren Penicillium roqueforti og
gererne D. hansen ii og Y. lipolytica samt skimmelkontaminanterne P. caseifulvum og G. candidum viste
stammespecifikke interaktioner, hvor interaktionsmekanismen synes at vare substratkonkurrence.

I forbindelse med udferelse af interaktions- og veekstforseg under modificeret atmosfare blev iltforholdene

undersegt 1 Danablu. Iltmélinger med en oxygen mikrosensor viste overvejende anaerobe forhold i oste



modnet i 2-3 uger, dog var der "luft-lommer" med ca. 3% ilt metning i osten. Disse resultater blev brugt i
udformningen af realistiske model systemer til undersogelse af atmosfaere sammensatningens (0.3 - 21 %
ilt / 0 - 25% kuldioxid), salts (0% - 4% NaCl (v/w)) og pH’s (4.5 - 6.5) effekt pa veekst af D. hansenii, P.
roqueforti, P. caseifulvum og G. candidum og deres interaktioner.

Stammer af P. roqueforti og G. candidum viste sig at vare godt adapteret til veekst ved lave
iltkoncentrationer og heje kuldioxid niveauer, mens D. hansenii viste god vakst ved lav ilt men ikke 1
kombination med et hejt kuldioxid niveau. Vakst af P. caseifulvum var primart Korreleret til hoje
koncentrationer af ilt, mens kuldioxid havde en staerkt hemmende effekt pd vaksten.

P. caseifulvum var generelt upavirket af NaCl i mediet, efterfulgt af P. roqueforti og D. hansenii, i
modsetning til G. candidum som slet ikke voksede ved tilsetning af 4% (w/v) til mediet. Mediets pH havde
derimod ikke nogen tydelig effekt pd vaksten af de undersggte mikroorganismer.

Interaktionerne mellem de undersogte stammer var staerkt korreleret til miljeforholdene. P. roqueforti var
saledes vaesentligt mere pavirket af tilstedevarelse af G. candidum 1 saltfrie miljeforhold ved 25%
kuldioxid end ved andre miljeforhold. P. caseifulvum havde en kraftig heemmende effekt pa vacksten af P.
roqueforti og D. hansenii ved atmosfariske forhold, mens positive interaktioner blev observeret mellem D.
hansenii og P. roqueforti ved 25% kuldioxid og 0.3% ilt i form af foreget kolonidiameter af skimmel
starteren.

Endelig har digital billedanalyse vist sig, at vere et godt og objektivt redskab til vurdering af interaktioner

som involverer skimmel, og specielt til beskrivelsen af P. roqueforti 's kolonifarve og -struktur.

English summary

This is the first detailed report on the role of yeast and filamentous fungi in Danablu cheese. Samples
collected from Danish dairies have demonstrated regular occurrence of yeasts in raw milk during the
processing and maturation of Danablu. A high content of yeast (10° cfu/g) could typically be found in
Danablu after four weeks of maturation. Based on traditional methods 166 representative yeast isolates
were identified from the different stages of production and maturation of Danablu. Debaryomyces hansenii
was the dominating yeast, found in all samples of raw milk and in increasing numbers during processing
and maturation.

The studies showed that the fungal contaminant Penicillium caseifulvum frequently occur at all stages of

the cheese production, where as the contaminant Geotrichum candidum could only be isolated at a few



instances.

Detailed taxonomic studies have been conducted of predominant yeast and mould species i.e. D. hansenii,
Yarrowia lipolytica, Penicillium roqueforti, P. caseifulvum and G. candidum.

These studies lead to the selection of six isolates of D. hansenii, six isolates of Y. lipolytica,two isolates of
P. roqueforti and G. candidum respectively and one isolate of P. caseifulvum for further investigations

under environmental conditions relevant for cheese productions.

These studies showed that the yeast D. hansenii, the fungal starter P. roqueforti and the fungal contaminant
P. caseifulvum showed good growth at conditions typical for maturation of Danablu, i.e. 10°C, pH 4.0-6.0
and 0-14% NaCl (w/v). The yeast Y. lipolytica, on the contrary was sensitive to salt concentrations higher
than 4-6% (v/w). The fungal contaminant G. candidum was even more affected by high salt concentrations,
as no growth appeared on media with more than 1 % NaCl (w/v). Strains of D. hansenii were able to
assimilate laetose, galactose, citrate and lactate at high salt concentrations, ranging from 6 to 14% NaCl
(w/v) depending on the isolate. Strains of Y. lipolytica could on the contrary only assimilate citrate and
lactate at NaCl concentrations lower than 6% (w/v). All the examined yeast isolates showed esterase

activity at 10°C, whereas only strains of Y. lipolytica could form free fatty

acids form butterfat. Proteolytic activity was not seen from strains of D. hansen ii at 10°C,

whereas most Y. lipolytica strains could degrade all casein components.
Preliminary interaction experiments between strains of the bille mould starter P. roqueforti and the yeast D.
hansenii and Y. lipolytica revealed that some of the interactions were strain specific, and that the

mechanism of interactions seerned to be explained by competitions for nutrients.

In connection with investigations of interaction and growth at modified atmosphere the atmospheric
conditions in Danablu was investigated. Oxygen measurements conducted with an oxygen micro sensor
showed predominately anaerobic conditions in cheese matured for two to three weeks. Though there were
"air-pockets" with approximately 3% oxygen saturation in the cheese. Based on these results a realistic
design for the study of growth and interactions in cheese was deployed. D. hansenii, P. roqueforti, P.
caseifulvum and G. candidum were cultured at 0.3 -21 % oxygen, 0 - 25% carbon dioxide, 0% - 4% NaCl
(v/w) and pH level s of 4.5 - 6.5.



Strains of P. roqueforti and G. candidum displayed good ability to grow at low oxygen concentrations and
high carbon dioxide levels, while D. hansenii showed good growth at low oxygen levels but not in
combinations with high carbon dioxide levels. Growth of P. caseifulvum was primarily correlated to
ambient levels of oxygen, while carbon dioxide had a strongly inhibitory effect on its growth. P.
caseifulvum was generally unaffected by salt, P. roqueforti and D. hansenii were somewhat more affected,
while G. candidum did not growth at NaCl concentrations higher than 4%. The pH of the media did not

show any clear effect on growth of the studied microorganisms.

Interactions between the strains were strongly correlated to the environmental conditions. P. rogueforti was
much more affected by G. candidum at low salt levels with 25% carbon dioxide than at other environmental
conditions, while P. caseifulvum had a strong inhibitory effect on growth of P. roqueforti and D. hansenii at
ambient atmospheric conditions. Positive interactions were observed between D. hansenii and P. roqueforti
at 25% carbon dioxide and 0.3% oxygen.

Digital image analysis has proven to be a good and objective tool for the judgement of interactions

involving moulds, especially to describe colony colour and structure of P. roqueforti.



1. Formal

Det har varet projektets formal at undersege, forekomst og betydning af ger og skimmelkontaminanter
under produktion og modning af Danablu, samt at evaluere gaers potentielle evne som starterkultur og
undersoge interaktionerne mellem skimmelstarteren Penicillium roqueforti, ger og skimmelkontaminanter

under de miljeforhold der eksisterer i Danablu.

2. Baggrund

I blaskimmelost forekommer gar og skimmel som en naturlig del af mikrobiotaen introduceret via
ostningsprocessen. Afhangig af art kan geer forekomme i et antal pa 10°-10® cfu/g gennem modningsfasen -
mens skimmelkontaminanter ofte findes i et niveau pa 10-10° cfu/g. Betydningen af sddanne niveauer er
ikke kendt.

Tilstedevarelse af gar 1 hejt antal 1 bldskimmelost kan accelerere ostemodnings-processen via deres
lipolytiske og proteolytiske aktivitet, ved assimilering af ostekomponenter som laktose, galaktose, laktat og
citrat, gennem @ndringer 1 ostestruktur ved luftdannelse og endeligt ved positive interaktioner med de
tilsatte starterkulturer. Alle disse potentielle positive egenskaber vil underbygge ideen om brug af gar som

starterkultur 1 produktion af skimmeloste.

Omvendt kan ger ogsd fordrsage uenskede kvalitets forringelse af osteprodukter enten via misfarvninger,
dannelse af off-flavours eller uensket luftdannelse. Derfor ber nye potentielle gerstammer udvalges pa

baggrund af detaljerede studier af deres positive og negative effekt pa ostekvalitet.

Tilstedevarelsen af skimmelkontaminanter i1 produktionen af blaskimmeloste kan foranledige
misfarvninger pa osteoverfladen eller haemning af veekst og sporulering af den sekundere starterkultur P.
roqueforti 1 ostemassen. En bedre styring af ostningsprocessen kan opnds via foreget viden om de

miljefaktorer, som pavirker vaekst af ugnskede kontaminanter. Sddanne undersegelser foreligger ikke.

Blaskimmelost er et kompleks mikrobielt system med mange interaktioner i et meget heterogent mikromiljo
med udtalte salt- og pH gradienter. Prikning af blaskimmelost samt store variationer i ostens struktur

bevirker, at ilt og kuldioxid niveauerne varierer meget fra ostens ydre til ostens indre og igennem



modningsforlebet. Disse niveauer har stor indflydelse pd mikrobiel vakst - men har aldrig veret undersogt i
forbindelse med fremstilling af blaskimmelost. Ej heller har de fundamentale mekanismer for mikrobielle

interaktioner mellem P. roqueforti, skimmelkontaminanter og ger varet undersogt.

3. Resultater

Indsamling af prever til karakterisering af de dominerende gar og skimmelsvampe i blaskimmeloste blev
foretaget pa mejerierne; Bornholms Andelsmejeri, Hogelund Mejeri, Kirkeby Mejeri og Grend mejeri.
Preverne blev udtaget fra tankvogn, ostemelk, valle fra ostetank, ostekorn, saltlage, ost fra saltlage samt ost

lagret 1-4 uger.

3.1. Forekomst af geer i Danablu

Gaer populationer i niveauet 10'-10* celler/ml blev fundet i r4 maelk fra de fire undersogte mejerier. Et antal
pa 37 isolater blev isoleret fra prover pa rd malk og gaeren Debaryomyces hansenii (ukennet stadie,
Candida famata) blev karakteriseret som den mest dominerende efterfulgt af isolaterne Candida catenulata,

Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica), Candida krusei og Trichosporon cutaneum.

Prover udtaget fra saltlagen viste et geer indhold pa 10" ti110° gaer/ml afhangig af mejeri og pa trods af
variationer mellem mejerier kunne D. hansenii identificeres til at udgere den dominerende geer pa samtlige

undersogte mejerier.

Danablu analyseret umiddelbart efter saltnings proceduren viste en meget heterogen gerflora, heriblandt
arter som D. hansenii, Y. lipolytica, Zygosaccharomyces spp., Candida rugosa og Candida sphaerica. Efter
en modnings periode pd 28 dage domineredes garfloraen i Danablu fuldstendig af D. hansenii, hvor den

kunne findes i niveauet 6.2 - 10° - 1.4 - 10°® gaer/g i henholdsvis dybden og overfladen af osten (se Tabel 1).

Gerisolaterne blev identificeret ved hjelp af traditionelle metoder efter Kreger-van Rij (kolonimorfologi,
cellemorfologi, sporemorfologi, myceliedannelse, fermentering og assimilering af kulhydrater, assimilering
af nitrat og vaekst pd 50% w/v glucose) API-32C assimilerings test, protein profiler samt ITS-PCR

("Intergenic Transcribed Spacer Polymerase Chain Reaction").



3.2. Forekomst af skimmelkontaminanter i Danablu

Sidelebende med garundersogelserne blev de udtagne prover undersogt for uensket veekst af
skimmelkontaminanter. I prover af rd maelk og saltlage blev Penicillium caseifulvum isoleret fra et enkelt
mejeri ligesom P. caseifulvum blev isoleret fra ostekorn pa 2 ud af 4 mejerier. Pa samtlige mejerier blev P.
caseifulvum isoleret fra overfladen af lagrede oste i niveauet 10-10° sporer pr. gram ost (1- 4 uger), mens

kun enkelte prover indeholdte kontaminanten Geotrichum candidum (10-10° sporer pr. gram ost) (Tabel 2).

3.3. Karakterisering af gaer i Danablu

Detaljerede taksonomiske underseggelser blev udfert pa de dominerende gerarter herunder D. hansenii (C.
famata) og Y. lipolytica (C. lipolytica). Undersogelser af vaekst karakteristika ved forskellig pH (4.0-6.0),
vandaktivitet (0.92-0.98) og temperatur (10, 20 og 30°C) viste sammen med undersggelser af assimilerings
menstre og esterase aktivitet pa 0.1 % tributyrin en udtalt variation pa subspecies niveau for isolater af D.
hansenii, i modsetning til stammer af Y. lipolytica, der kun varierede lidt pa subspecies niveau.
Fenotypiske forskelle mellem stammer af D. hansenii kan vere korreleret til den genetiske variabilitet af
denne art. En sddan variabilitet blev indikeret for udvalgte isolater ved mitokondrie DNA restriktions

fragment leengde polymorphisme (RFLP).

Seks stammer af henholdsvis D. hansenii og Y. lipolytica blev udvalgt til yderligere undersogelser i
laboratorie skala for deres potentiale som starter kulturer til produktion af Danablu. Det primere formal
med undersogelserne var at karakterisere de teknologiske egenskaber under typiske forhold for modningen
af Danablu, d.v.s. 10°C, pH 4.0-6.0 og 0-4% NaCl (w/v).

Alle undersogte stammer kunne vokse ved pH fra 4.0 til 6.0 ved 10°C. Stammer af D. hansenii kunne
assimilere laktose, galaktose, citrat og laktat ved heje salt koncentrationer, fra 6% til 14% (w/v) (Figur 1a),
atheengig af isolatet. Stammer af Y. [lipolytica assimilerede kun citrat og laktat og kun ved
saltkoncentrationer lavere end 6% (w/v) (Figur 1b) hvilket indikerer at vaekst af Y. lipolytica i Danablu vil
vaere begranset til midten af osten i starten af modningen.

Undersagelser af esterase aktivitet viste, at alle stammer af D. hansenii og Y. lipolytica hydrolyserede 0.1 %
tributyrin ved 10°C, hvor Y. lipolytica udviste den sterste aktivitet. Y. lipolytica viste ogsa en kraftig
lipolytisk aktivitet, som dog blev mindsket ved tilstedevarelse af 4% (w/v) L. D. hansenii frigjorde

derimod kun lidt eller ingen frie fedtsyrer fra smorfedt.



Undersogelser ved 25°C viste at Y. lipolytica efter 5 dages inkubation har en hgjere frigivelse af frie
fedtsyrer fra smorfedt sammenlignet med P. roqueforti (Tabel 3). Efter 10 dages inkubation var mengden
af frie fedtsyre gennemsnitlig sterre fra de undersegte Y. lipolytica isolater sammenlignet med P. roqueforti

1solaterne.

Gar stammernes evne til at nedbryde kasein ved 10°C blev ferst undersegt ved agar diffusion. Positiv
reaktion blev kun pavist for, fire ud af seks stammer af Y. lipolytica, mens D. hansenii ingen reaktion viste.
Undersagelser pa kapillar elektroforese illustrerede, at de fire positive stammer af Y. /ipolytica var 1 stand til
at nedbryde alle kasein komponenterne. For D. hansenii stammerne blev kasein nedbrydning kun

observeret ved 25°C og efter forlaenget inkubation.

Pigment dannelse pd osteagar blev undersegt for de seks udvalgte stammer af hhv. D. hansenii og Y.
lipolytica. For D. hansenii blev pigmentdannelse observeret for en stamme, men kun ved tils@tning af
tyrosin til osteagaren. Fem ud af seks stammer af Y. lipolytica dannede et brunligt til redligt pigment pé
osteagar og i de fleste tilfelde blev farven intensiveret ved tilstning af tyrosin. Pigmentdannelsen var

kraftigere ved 25°C end ved 10°C.

3.4. Karakterisering af skimmelsvampe i Danablu

Til karakterisering af vaeksten hos de isolerede skimmelsvampe (P. roqueforti, P. caseifulvum og G.
candidum) blev der foretaget et responsfladeforsog pé 4 isolater af hver art. Indflydelse af pH-niveau (4.0 -
6.0) og NaCl-indhold (0- 14% w/v) pa koloni diameter blev underseagt ved 5, 10 og 15°C. Undersogelserne
illustrerede ens vakstprofiler indenfor samme skimmelsvampeart. P. caseifulvum's vaekst var mest
upavirket af hgje saltkoncentrationer, i modsatning til vaeksten af P. roqueforti og specielt G. candidum
som blev haemmet af hgje saltkoncentrationer. Effekten af temperatur og pH var ubetydelig i forhold til
salteffekten.

Vekstforseg foretaget pa osteagar viste, at stammer af P. caseifiulvum under visse miljobetingelser, (4%
NaCl, pH 4.5) dannede et gulligt pigment efter 4-6 dages inkubation ved hhv. 10 og 25°C. I samarbejde
med Thomas Ostenfeld Larsen, DTU (FOTEK-MFF-projekt: "Kemisk karakterisering af sekundaer
metabolitdannelse fra skimmelsvampe pé ost") blev det forsegt at oprense misfarvende metabolitter dannet
af P. caseifulvum. De pageldende metabolitter har dog vist sig at vaere meget ustabile, hvilket har

vanskeliggjort oprensningen og efterfolgende spektrometrisk strukturopklaring af de pagaeldende stoffer.



For at reducere antallet af skimmelisolater blev det besluttet, kun at benytte 2-3 stammer af P. roqueforti, 1
stamme af P. caseifulvum og 2 stammer af G. candidum i forbindelse med udferelse af interaktionsforseg

som beskrevet under punkt 3.5-3.7.

3.5. Karakterisering af atmosfareforhold i Danablu

Karakterisering af mikromiljeforhold i Danablu (50+) i relation til pH, salt og vandaktivitet er undersegt i
tidligere mejeriprojekter (Mette Dines Larsen, KVL, FOTEK-MFF-projekt: "Lipolytisk og proteolytisk
aktivitet samt forudsigelse af modningsforleb ved fremstilling af Danablu".) I nerverende projekt blev
modeller udfert pd disse malinger til brug ved fastleggelse af forsegsbetingelserne i forbindelse med vakst-
og interaktionsforseg.

Atmosfaereforholdene blev karakteriseret i Danablu (50+) efter 1-4 ugers lagring samt efter 8, 13 og 20
ugers lagring.

Mikro-fordelingen af ilt blev malt i Danablu (50+) med en oxygen mikrosensor pa Unisense i Arhus.
Malingerne var baseret pa diffusion af oxygen gennem en silikone membran til en oxygen reducerende
katode, hvorefter oxygen niveauet blev bestemt elektrokemisk. Malinger af kuldioxid blev udfert pa
Bioteknologisk Institut i Kolding ved hjlp af membran-inlet massespektrometri (MIMS).

Resultaterne fra iltmalingerne 1 Danablu illustrerede, at ilt niveauet i Danablu hurtigt falder gennem
modningen. I oste modnet 1 en uge var metningen faldet til 70% kun 0.25 mm under osteoverfladen og ned
til 50%, 4 mm under osteoverfladen. Efter 3 ugers lagring fandtes overvejende anaerobe forhold i osten pa
grund af den mikrobielle aktivitet. Undtaget var smd lommer i osten med cirka 3% ilt maetning. Dette er
illustreret 1 Figur 2.

En metode baseret pd maling af kuldioxid 1 ost har varet under udvikling i samarbejde med Bioteknologisk
Institut 1 Kolding og en special-udviklet probe til massespektrometrisk maling af kuldioxid blev afprovet.
Malinger pd Danablu (50+) efter 1 uges lagring indikerede kuldioxid niveauer pd 0 - 0.5 %. Efter 2 ugers
lagring og fremefter blev koncentrationer pa 3 - 18 % kuldioxid fundet 1 ostene. Variationer i malingerne
indikerede problemer med probens membran, men resultaterne kunne dog give en indikation om kuldioxid
niveauerne i Danablu under modningsforlebet.

Resultatet fra ilt- og kuldioxid malingerne blev brugt til at udforme realistiske model systemer til at
underspge effekten af atmosfare sammensaetningen pa vakst af ger og skimmel associeret med Danablu og

deres interaktioner.
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3.6. Indledende interaktionsforseg

Kommercielle stammer af skimmelstarteren P. roqueforti og et repraesentative udsnit af Danablu relaterede
skimmelkontaminanter (P. caseifulvum og G. candidum) og geer (D. hansenii og Y. lipolytica) blev
undersegt for deres indbyrdes interaktioner.

Interaktionsforsggene blev udfert som spot test pa osteagar uden tilsat NaCl (pH 5.5). Podekoncentrationen
af de undersogte mikroorganismer svarede til de fundne niveauer i Danablu efter ca. 3-4 ugers modning, det
vil sige for skimmel startere, skimmelkontaminanter og ger, hhv. 10°, 10> og 10’ konidier eller celler ml™.
Efter hhv. 7 og 14 dages inkubation ved 10°C blev kolonidiameteren pa test-organismen aflaest.
Resultaterne for de indledende interaktionsforseg fremgéar af Tabel 4. Disse resultater indikerer, at
interaktioner er forholdsvis ens indenfor samme art, dvs. at de observerede interaktioner ikke kan relateres
til isolaternes oprindelses sted (mejeri). Det ses endvidere, at hovedparten af de observerede interaktioner
bestar i en veeksthaemning.

Sammenligning af forseg udfert pd henholdsvis KVL og DTU viste, at maengden af ostesubstrat i
petriskalene havde en signifikant indflydelse pa udfaldet af interaktionerne. Herefter blev det besluttet at

standardisere substratmangden til preecist 20 ml per petriskél, og primart benytte ost fra samme batch.

3.7. Interaktionsmekanismer
Konkurrence om nearingsstoffer ser ud til at vaere den hyppigste mekanisme bag interaktioner som
involverer skimmelstartere (P. roqueforti), skimmelkontaminanter (P. caseifulvum) og ger (D. hansenii og

Y. lipolytica). Dette bygger pa folgende observationer:

1) skimmelisolaterne ha&mmes ikke af supernatant eller cellefrit ekstrakt af D. hansenii og Y.
lipolytica.
i) god veaekst af gaerisolater pa osteagar.

iil)  jo sterre indhold af ger dets storre hemning af skimmel.

v) den hemmende effekt reduceres sterkt ved tilsetning af naeringsstoffer.

Andre forskere har fundet, at skimmelkontaminanten G. candidum kan danne sekundare metabolitter, som
eventuelt kan hemme vaksten af andre mikroorganismer. Som folge heraf blev interaktionsmekanismerne
mellem G. candidum og P. roqueforti studeret mere detaljeret. Vaksthaemning forarsaget af flygtige

metabolitter blev undersegt ved podning af G. candidum sammen med P. roqueforti pa osteagar 1 petriskale
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med skillevaeg. Efter 10 dages inkubation ved hhv. 10 og 25°C blevet tenaxrer til opsamling af flygtige
aromastoffer pésat petriskalen.

Efter yderligere 4 dages inkubation blev de flygtige metabolitter undersogt, og kolonidiameteren pé P.
roqueforti starterne blev méilt. Resultaterne viste, at G. candidum ikke dannede flygtige metabolitter som

haemmede P. roqueforti, hverken ved 10 eller 25°C.

3.8. Miljefaktorers indflydelse pa mikrobielle interaktioner

Interaktionsforseg blev udfert under kontrollerede atmosfareforhold for to stammer af D. hansenii, to
stammer af P. roqueforti, to stammer af G. candidum og en stamme af P. caseifulvum i et fuldfaktor forseg

1 to niveauer. Disse undersogelser blev foretaget 1 avancerede klimaskabe pd DTU.

Kombinationer af D. hansenii, P. roqueforti, G. candidum, og P. caseifulvum blev podet pa osteagar med
varierende saltkoncentration (0-4% NaCl w/v) og pH (4.5 - 6.5). Pladerne blev inkuberet ved 10°C under
forskellige atmosfareforhold (0 - 25 % CO,, 0.3 - 21 % O,) og kolonidiameter samt sporulering blev
vurderet efter 14 dage.

De opnédede resultater for interaktioner blev analyseret ved den multivariant statistisk metode PLS
(Unscrambler, Camo, Oslo, Norge) som illustreret i Figur 3. Effekten af interaktionerne mellem
mikroorganismerne var generelt mindre udtalt end effekten af de undersegte niveauer af salt og kuldioxid.
Specielt for stammer af G. candidum var interaktionerne kraftigt korreleret til miljoforholdene, idet vaekst
og sporulering af P. roqueforti var vasentlig pavirket af tilstedevaerelse af G. candidum 1 saltfrie
miljeforhold og 25% kuldioxid uathengig af luftens iltindhold. Debaryomyces hansenii kunne stimulere
vaksten af P. roqueforti ved 25% kuldioxid og 0.3% ilt, hvilket indikerer en positiv interaktion under
modningen af Danablu. P. caseifulvum havde en kraftig hemmende effekt pd vaksten af P. roqueforti og
D. hansenii ved atmosfariske forhold.

P& baggrund af ovenstdende resultaterne kan det sluttes, at mikromiljeet i Danablu har en afgerende
betydning for interaktioner mellem skimmel og gaerkulturer. Miljebetingelserne 1 Danablu er generelt
betinget af lave iltkoncentrationer og heje kuldioxidkoncentrationer under hovedparten af
modningsforlebet. Disse forhold selekterer for vaekst af bade P. roqueforti, G. candidum og D. hansenii. 1
starten af modningsforlebet er saltkoncentrationen i1 midten af osten lav og G. candidum kan etablere sig
hurtigt. Eventuel tilstedeverelse af G. candidum i den tidlige modningsfase vil give en kraftig haemning af
vaekst og sporulering af P. roqueforti. D. hansenii forekommer i heje koncentrationer i Danablu (10° - 10®

cfu/g) og resultaterne indikerer positive interaktioner med Penicillium roqueforti i form af hurtigere vakst.
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P. caseifulvum hemmer vaeksten af P. roqueforti under betingelser defineret af hgje saltkoncentrationer
(4% wiw), 21 % ilt og 0% kuldioxid. Disse miljeforhold er karakteristiske for overfladen af Danablu og
derfor vil P. caseifulvum ikke have nogen reel indflydelse pd udbredelsen og sporulering af P. roqueforti i

osten.

3.9. Kvantificering afinteraktioner mellem geer og skimmel ved hjzlp af billedanalyse.
Interaktionsforseg i valle blev udfert for forskellige stammer af geer (D. hansenii, Y. lipolytica og
Saccharomyces cerevisiae), kontaminanter (P. caseifulvum og G. candidum) og skimmelstarteren P.
roqueforti. I den forbindelse blev der eksperimenteret med sterilfiltrering af valle. Forsegene blev udfert i
samarbejde med pilotplant pA DTU og forsegene viste, at filtrering med et membranfilter med normal
asymmetrisk struktur gav en steril valle. Den fremstillede valle blev undersegt mht. torstof, proteinindhold
og mikrobiologi inden eksperimentel anvendelse.

Analyse af P. roqueforti's vaekst (farve og mycelie-struktur) som folge af interaktioner med andre
mikroorganismer blev underseogt ved hjelp af digital billedanalyse. Billederne af P. roqueforti blev
digitaliseret 1 et videometer i samarbejde med Institut for matematisk modellering (IMM) pa DTU.
Multivariat dataanalyse af informationer ekstraheret fra digitale billeder af P. roqueforti resulterede i en
yderst objektiv vurdering af kolonifarve og sporulering i relation til vaekstmedie og interaktioner med andre
mikroorganismer. Resultaterne har vist, at vakst og sporulering af P. roqueforti direkte kan korreleres til
hvilken typer af geer interaktionsforsegene har veret baseret pa.

Ud over at digital billedanalyse er en ikke-destruktiv metode er det ogsa en nem, hurtig og reproducérbar

metode, som har generel anvendelse.

3.10. Mejeriforsog

Debaryomyces hansenii' s evne som starterkultur har veeret undersegt i storskala forseg i produktionen af
Danablu (50+). D. hansenii (FB2) blev udvalgt til disse forseg pa grund af unikke teknologiske egenskaber;
god vaekst ved 10°C, assimilering af galaktose, laktose, laktat og citrat ved hgje salt koncentrationer,
aminopeptidase- og esterase aktivitet og positive interaktioner med P. roqueforti. Forsggsostene blev
produceret ved tilsztning af ca. 10° gaerceller ml™ til ostemaelken sammen med de evrige starterkulturer.
Mikrobiologiske analyser blev regelmassigt udfert pa to forsegsoste samt to reference oste og analyser
efter 4 uger viste omtrent samme gaerkoncentration (10* cfu/gram) i de to typer oste. Kemiske analyser af

ostene (% vand, % fedt, % NaCl, pH) indikerede ubetydelige forskelle mellem forsegs- og reference ostene.
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Vurdering af billeder taget af ostene under modningen indikerede en mere homogen vekst og sporulering
af P. roqueforti i forsegsostene end 1 referenceostene. Et trenet "blue" panel foretog en sensorisk
bedemmelse af ostene og forsegsostene tilsat D. hansenii fik en bedre evaluering i forhold til
referenceostene 1 relation til ostetekstur. @vrige osteegenskaber var ens for de to typer oste.

Disse resultater indikerer, at tilsetning af D. hansenii som starterkultur i produktion af Danablu kan

forbedre ostekvaliteten, men yderligere storskalaforseg er nedvendige for at fastleegge dette.

4. Konklusion

De opnaede resultater har bidraget med ny viden angdende de mikrobiologiske forhold i Danablu, iser med
henblik pa gaerstammerne Debaryomyces hansenii og Yarrowia lipolytica og skimmelkontaminanteme
Penicillium caseifulvum og Geotrichum candidum.

Systematiske undersegelser har vist, at gaer oftest forekommer i haje koncentrationer (10° 10® celler/g ost),
mens skimmelkontaminanteme oftest findes i koncentrationer pa 10 - 10° celler/g ost.

D. hansenii er identificeret til at veere den mest dominerende gaer i Danablu gennem hele
produktionsforlebet og dens oprindelse synes at veere den rd malk og mejerimiljoet. P. caseifulvum
forekommer hyppigt pa overfladen af Danablu under lagring, mens G. candidum i enkelte tilfeelde kan
isoleres fra den indre del af Danablu hvor saltkoncentrationen er lav.

Screening af potentielle gerstarterkulturer har vist, at stammer af D. hansenii udviser gode
vakstegenskaber ved miljeforhold svarende til dem som eksisterer i Danablu under modningen. Desuden
kan disse garstammer modificere mikromiljeet i Danablu ved omsattelse af laktat, citrat, laktose og
galaktose under varierende hoje saltkoncentrationer afthengigt af isolat. D. hansenii bidrager kun 1 meget
begraenset omfang til nedbrydning af protein og fedt ved lagringstemperaturen 10°C. Interaktionsforseg
mellem D. hansenii og P. roqueforti ved osterelevante atmosfareforhold har vist en positiv pavirkning af
starteren 1 form af hurtigere veekst. Baseret pa disse resultater kan det konkluderes at D. hansenii er
onskelig som starterkultur 1 produktionen af Danablu, eftersom denne vil danne et stabilt ostemiljg,
forebygge mod uenskede mikroorganismer og give en mere ensartet ostekvalitet.

Stammer af gaeren Y. lipolytica har vist betydelig protease og lipase aktivitet men betydelig sensitivitet mod
de hgje saltkoncentrationer eksisterende 1 Danablu under modningen. Dette indikerer, at disse stammers
potentielle rolle som starterkulturer i Danablu er forbundet med tidlig lipolyse nar starteren P. roqueforti
ikke er tilstede i signifikante mangder. Visse stammer af Y. lipolytica har vist sig at producere pigment pa

ost og inhibere vakst af P. roqueforti, hvilket understreger vigtigheden af omhyggelig udvealgelse af
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starterkulturer ved hjelp af screeningsstrategier. Yderligere studier er nedvendige for at konkludere pa
anvendelsesmulighederne af Y. [lipolytica som starterkultur i Danablu. Skimmelkontaminanten P.
caseifulvum forekommer hyppigt pd overfladen af Danablu, pd grund af dens heje salttolerance og
praference for hoje iltkoncentrationer. Interaktionsforseg har vist, at P. caseifulvum ikke hemmer vakst og
sporulering af starteren P. roqueforti pa grund af disses forskellige vaekstpraferencer i osten. Derimod har
kontaminanten Geotrichum candidum og P. roqueforti sammenfaldende vekstpraferencer i starten af
modningsforlebet hvor saltkoncentrationen i centrum af osten er lav. En tidlig kontaminering af
blaskimmelost med G. candidum vil hemme vakst og sporulering af P. roqueforti og pavirke

ostekvaliteten signifikant.
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: : ; J | ‘ Laktose
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Figur 1a. Assimilering af laktose og galaktose ved forskellige koncentrationer af NaCl (w/v) for 6 isolater
af D. hansenii ved 10°C og pH 5.5.

% NaCl

Figur 1b. Assimilering af laktat og citrat ved forskellige koncentrationer af NaCl (w/v) for 6 D. hansenii og
6 Y. lipolytica isolater ved 10°C og pH 5.5.
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Figur 2. Oxygenmatning i ydre og indre del af Danablu mélt under 19 ugers modning ved 10°C.
Malingerne er et gennemsnit af flere maélinger fra overfladen af osten ind til ostens centrum i
maéleintervaller af 5 mm.
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Figur 3. PLS 2 loading plot som illustrerer forholdet mellem X = tilstedevearelse af NaCl (0% eller 4%),
CO; (0% eller 25%), O, (0.3% eller 21%), pH (4.5 eller 6.5), Penicillium roqueforti (CSL), P. caseifulvum
(K9), Geotrichum candidum (K5) og Debaryomyces hansenii (FB1). Y = kolonidiameter af Penicillium
roqueforti, P. caseifulvum, Geotrichum candidum og Debaryomyces hansenii pa osteagar efter 14 dages
inkubation ved 10°C.
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